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OZET

Cali-Daylan, AE. Allelik heterojenitenin gozlendigi kas distrofilerinin
biyoenformatik araclar kullamlarak arastirilmasi. Hacettepe Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji Programi Doktora Tezi, Ankara,
2015. Limb-girdle kas distrofileri (LGMD), pelvik ve omuz kusagi proksimal
kaslarinin tutulumuyla baslayan ilerleyici kas dejenerasyonuyla karakterize,
klinik ve genetik olarak heterojen bir hastalik grubudur. Otozomal resesif
aktarilan LGMD (LGMD2) grubunda son yillarda bir¢ok yeni gen tanimlanmis
olmasina ragmen, hala genetik tanisi konulamayan LGMD fenotipi gosteren
hastalar mevcuttur. Bu durum, kas distrofisi fenotipine neden olacak yeni
genlerin tanimlanmasi gerekliligini ortaya koymaktadir. Gen tanimlama
calismalarini takiben, gen triinlerinin kas doku biitiinliigiindeki islevlerinin de
arastirilmasi gerekmektedir. Hastalik seyrini degistiren tedavi segeneklerinin
olmamas1 ve tanimlanan genlerin islevlerinin halen tam olarak bilinmemesi
nedeniyle LGMD2 calisilmasi gereken bir hastalik grubudur. Gen islevlerinin ve
hastalik molekiiler patogenezinin aydinlatilmasi, tedavi segeneklerinin
gelistirilmesine yardimci olacaktir. Bu ¢alisma, allelik kas distrofilerinden biri
olan disferlinopati patogenezinde rol alan temel hiicre yolaklarini ve bu
yolaklarin anahtar genlerini belirlemeyi ama¢lamistir. Bu amagla, tez
calismasinda son yillarda hizla gelismekte olup, gelecekte biyomedikal alandaki
arastirmalarin rutin is akisina girmesi hedeflenen ve literatiirde gizlenmis
iliskileri ortaya koyarak bilgi kesfi yapma avantaji saglayan metin madenciligi
yontemi kullanilmistir. Ayrica disferlinopati ile iliskili hiicresel yolaklarin ve
anahtar genlerin belirlenebilmesi i¢in genlerin birlikte ifade edilme ag1 analizi
yonteminden yararlanilmistir. Bu c¢alismada, disferlinopati patogenezinin
anahtar genlerinden biri olarak, yeni tanimlanmis ve islevleri tam bilinmeyen
kas distrofisi genlerinden TORIAIP1 bulunmustur. Bu durum, benzer
transkripsiyon profiline sahip genlerin benzer islevlerinin olmasi esasina
dayanan guilt-by-association prensibinden yararlanarak, birlikte ifade edilme
veri analizinin TOR1AIP1 geninin kasa 6zgi islevinin tahmininde kullanilmasina
olanak saglamistir. In silico gen islev tahmini, protein dizi 6zelliklerini temel
alarak proteinlerin aktif oldugu hiicresel siirecleri tahmin eden protein analizi
araclariyla  desteklenmistir. Bu c¢alisma, biyoenformatik yaklasimla
disferlinopati patogenezindeki temel yolaklari belirlemistir. Bu yolaklarin
anahtar genlerini ortaya koyarak, disferlinopati icin tedavi hedefi ya da
biyobelirte¢ olabilecek genler saptanmistir. Ayrica TOR1AIP1 geninin, SMAD4
iliskili sinyal yolaginda rolii olabilecegini ileri stirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Kas distrofisi, metin madenciligi, disferlinopati, genlerin
birlikte ifade edilme ag1 analizi

Destekleyen Kurum: TUBITAK, Proje 1125271.
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ABSTRACT

Cali-Daylan, AE. Investigation of muscular dystrophies with allelic
heterogeneity using bioinformatics tools. Hacettepe University Institute of
Health Sciences, Ph.D. Thesis in Medical Biology, Ankara, 2015. Limb-girdle
muscle dystrophy (LGMD) is a clinically and genetically heterogeneous group of
inherited muscle disorders characterized by progressive muscle degeneration
predominantly in proximal muscles of shoulder and pelvic girdle. Despite
numerous novel genes recently associated with autosomal recessively inherited
LGMD (LGMD2), there are still LGMD patients without a defined genetic cause.
This demonstrates the necessity to identify novel genes that can cause muscle
dystrophy phenotype. Besides novel gene identification studies, it is necessary
to study the roles of these gene products in muscle cell integrity. Since there is
no treatment available that can alter the disease progression and that the
cellular functions of novel genes are not known, LGMD?2 is a disease group that
needs further study. Revealing the gene functions and molecular pathogenesis
of the disease will help design new treatment methods. This study aims to
determine the cellular pathways and their key driver genes that play a role in
the pathogenesis of dysferlinopathy, which is one of the allelic muscle
dystrophies. Towards this purpose, text mining, which is a recently progressing
field that can reveal information hidden in the literature and which is predicted
to become the routine tool of biomedical research in near future, has been
employed. In addition, in order to determine the cellular pathways and key
genes related to dysferlinopathy, weighted gene co-expression network analysis
has been used. A poorly characterized gene that has recently been associated
with muscle dystrophy, TOR1AIP1, has been identified as one of the hub genes
in dysferlinopathy pathogenesis. This enabled us to use co-expression network
analysis in order to predict muscle specific functions of TORIAIP1, based on
guilt-by-association principle that states genes having similar expression
profiles have similar functions. In silico gene function prediction is enriched by
protein analysis tools that predicts biological processes in which the protein is
active based on protein sequence features. This study has determined the main
cellular pathways in dysferlinopathy pathogenesis using bioinformatics
approach. By elucidating the key driver genes, possible therapeutic targets and
biomarkers have been identified for dysferlinopathy. In addition, it is suggested
that TOR1AIP1 may have a role in SMAD4 dependent signaling.

Keywords: Muscular dystrophy, literature mining, dysferlinopathy, co-
expression analysis

Supporting institution: TUBITAK, Project 1125271.
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1. GIRIS
Kas distrofileri, ilerleyici kas dejenerasyonu ve gii¢siizliikle seyreden, kas
dokusunda yikima bagli endomizyal doku artisi gortilen genetik ve klinik olarak

heterojen bir hastalik grubudur (1).

1.1. Kas Distrofilerinin Tarihgesi

Primer kas patolojisinin goriildiigii hastaliklarin 6nemli bir bélimini
kas distrofileri olusturmaktadir. Kas distrofilerinden tarihte ilk tanimlanan
grup, Duchenne kas distrofisidir (2).

Duchenne kas distrofilerine ait ilk vakalar, 19. yiizyilin ilk yarisinda
tanimlanmistir. 1803 yilinda, Ingiliz doktor Charles Bell ve 1836 yilinda italyan
doktor Gaetano Conte ve L. Gioja ilk kas distrofisi hastalarini tarif etmislerdir
(Aktaran: 2). Bu ilk vakalar, cocukluk ¢ag1 baslangicl, alt ekstremitede baslayan
ve ilerleyici kas gii¢siizliigii gosteren, duyu kaybi ya da spinal kord hastaligini
diisiindiirecek bulgular géstermeyen vakalar olarak tanimlanmistir. Fakat bu ilk
vakalarin klinik tarifleri yetersizdir ve patoloji bulgular1 eksiktir. ilk olarak
1847’de Ingiliz doktor Partridge, Duchenne kas distrofisi vakasinin patolojik
sunumunu yapmistir (Aktaran: 2). Aynivaka ve kardesleri, ilerleyen yillarda
daha detayll olarak William Little ve Edward Meryon tarafindan da
incelenmistir. Fakat, li¢c aileden olusan vaka serisi sunumuyla, Duchenne kas
distrofisinin ilk detayl klinik ve patolojik tanimi, 1851 yilinda yayinlanan
“Istemli kaslarin graniiler ve yag dejenerasyonu iizerine” adli makaleyle,
tartismasiz Edward Meryon’a aittir (Aktaran: 2). Edward Meryon, ilk basta
glicsuizligiin, spinal korddan kaynaklanabilecegini diisiinmiistiir. Fakat daha
sonra, otopside spinal kord ve sinir dokusunu incelediginde hastaliga dair bulgu
olmadigini saptamistir. Boylece ilk tahmininde hatali oldugunu, tarif ettigi
hastaligin kas dokusuna 0zglii oldugunu belirtmistir. Meryon ilerleyen
senelerde, istemli kaslarin graniiler dejenerasyonu adi altinda ilerleyici kas
glicsuizligli gosteren yeni vakalar tanimlamistir (Aktaran: 2). Maalesef ki bu
vakalar ilk tamimladigi vakalardan belirgin farkliliklar gostermekte olup

heterojen bir gruptur. Bu yilizden, Meryon’un calismalari, Duchenne tarafindan



“ilerleyici kas atrofisi” grubu olarak adlandirilmistir. Meryon'un sonraki
donemde yayinladigl bu vaka sunumlari, yeteri kadar klinik detay icermedigi
icin bu vakalara retrospektif olarak tani konulamamaktadir. Fakat, tarif edilen
bazi vakalar limb girdle kas distrofisine (LGMD) daha uygun gériinmektedir (2).

Duchenne, ilk kas distrofisi vakasini 1858 yilinda gérmiis olup, 1861
yilinda “serebral kaynakli, infant ¢aginin hipertrofik paraplejisi” olarak
yayimnlamistir (Aktaran: 2). Tarif ettigi vakalarda ilk patoloji incelemesini, ancak
1865 yilindan sonra, kas biyopsisi yapmak amaciyla kendi gelistirdigi aleti
kullanarak elde ettigi kas dokusunda yapmistir. Duchenne, Meryon’un vaka
sunumlarindan haberdar olmasina ragmen, Meryon’un vaka sunumlarinin kendi
tanimladig hastaliktan farkli oldugunu ve ilerleyici kas atrofisini temsil ettigini
savunmustur. Fakat, gilinlimiizde Meryon ve Duchenne’in tarif ettigi
hastaliklarin ayni hastalik oldugu kabul géren kanidir. Duchenne, tarif ettigi
hastalik icin ilk 6n gérdugu ismi, kas gii¢siizliigiiniin sadece alt ekstremiteyi
etkilememesi ve  serebral etyolojinin  desteklenememesi  {izerine,
psodohipertrofik kas paralizi olarak degistirmistir. Duchenne, yayinladigi
kitaplar ve makalelerde, Duchenne kas distrofisi hastaliginin temel klinik ve
patolojik ozelliklerini ¢ok iyi tarif etmistir. Duchenne, hastalig1 ilk tanimlayan
kisi olmamasina ragmen, acik ve detayl vaka tanimlariyla bu hastaligin kendi
adiyla taninmasini hak etmistir. Fakat, Duchenne kas distrofisinin, kalitilan bir
hastalik oldugunu ingiliz doktor Gowers 6ne siirmiistiir. Gowers, bu hastaligin
genelde erkekleri etkiledigini, erkeklerde daha agir seyrettigini ve ayni ailenin
birden c¢ok tliyesini etkiledigini fark etmistir. Bu nedenle, hastaligin kalitildigini
Oone surmistir. Ayrica hastaligin, baba tarafinda degil anne tarafinda
gorildigiinii bu yiizden unilateral kalitildigini savunmustur (Aktaran:2).

Kas distrofilerinin, heterojen bir grup olmasi nedeniyle, alt gruplarina
ayrilmasi ilk vaka sunumlarindan itibaren uzun bir zaman almistir. Limb-girdle
kas distrofilerine benzeyen vakalar, 19. ylizyilin ikinci yarisinda Leyden, Mobius
ve Erb tarafindan tanimlanmistir. Fakat, LGMD’leri tanimlayan tanisal kriterler
konusunda fikir birligi olusturulamamistir. Walton ve Nattrass 1954’te
yayinladiklar1 smiflandirma sistemiyle, limb girdle kas distrofilerini, cinsiyet

ayrimi1 yapmayan, genelde hayatin ilk 30 yilinda beliren, skapular ve pelvik



kusagin tutulumuyla karakterize, cogu zaman otozomal resesif olarak aktarilan
kas hastaliklari olarak tanimlamiglardir (3). Kas hastaliklarinin belirlenmesinde
kullanilan histopatolojik ve fizyolojik yontemlerin gelistirilmesiyle, 6nceden
LGMD olarak tanimlanmis hastaliklarin 6nemli bir kisminin spinal kas atrofileri,
metabolik hastaliklar ve konjenital miyopatiler gibi farkli hastaliklar oldugu
belirlenmistir (4). LGMD grubunun tanimindaki karmasanin giderilmesi adina,
LGMD grubu 1995 yilinda kalitim sekli ve sorumlu genlere dayanarak yeniden
siiflandirilmistir (5). Tarihsel silirecte, isimlendirilme ve siniflandirilma
calismalarindan da anlasilabilecegi gibi, kas distrofileri, 6zellikle de LGMD

grubu heterojen bir gruptur (4).

1.2. Kas Distrofilerinin Onemi ve Aydinlatilmasi Gereken Konular

Kas distrofileri, nadir hastaliklardan sayilsa da, global olarak ¢ok yiiksek
saglik yiikiine neden olmaktadirlar. 2014 yilinda, Landfeldt ve digerleri (6)
tarafindan yapilan ¢alisma, Duchenne kas distrofisinin yarattigi ekonomik yiikii
hesaplamistir. Dort iilkeden, 770 hastanin katildigi bu c¢alismada, saglik
hizmetlerinden yararlanim, hayat kalitesi, hastanin c¢alisma durumu, ev
harcamalar1 gibi kategoriler incelenmistir. Boylece, toplum ve hasta ailesi
acisindan Duchenne kas distrofisinin yarattigi ekonomik ytik belirlenmistir. Bir
hastanin, dogrudan hastalikla iligkili saglik harcamalarinin, tilke ortalamasinin
7-16 kat tizerinde oldugu gorilmiistiir. Ayrica hasta basina yillik toplumsal yiik,
80,120 ile 120,910 dolar arasinda saptanmistir. Bu calisma, kas distrofilerinin
ekonomik yiikiinlin hem toplum hem de hasta ailesi acisindan c¢ok yiiksek
oldugunu ortaya koymustur. Bu hastalik yiikiinii azaltabilmek icin, kas
distrofilerinin patogenezinin aydinlatilmasi ve boylece yeni tedavi
seceneklerinin arastirilmasi bir zorunluluktur.

Turkiye'de en sik gorilen kas distrofileri Duchenne kas distrofisinin
ardindan, otozomal resesif aktarilan LGMD (LGMD2) grubudur (7). Cografi
farkliliklar géstermesine ragmen, kiimiilatif olarak LGMD2 grubunun prevalansi
yaklasik 15000°de birdir (8). Akraba evliliklerinin sik goruldigu iilkemizde
LGMD2 grubunun prevalansi daha yiiksek (1:8250) kabul edilmektedir (7). Bu

oran, LGMD2 grubunun tilkemizde sik goruldiiglinii géstermektedir.



Kas distrofileri grubunda yeni bir¢ok gen tanimlanmistir. Fakat, bu yeni
tanimlanan genlerin islevleri hentiz tam olarak bilinmemektedir. Ayrica,
tanimlanmis mutant genlerin nasil kas distrofisi olusumuna neden oldugu da
detayli olarak heniiz aydinlatilamamistir. LGMD fenotipi gosteren hastalarin
%25-40'ina kesin tani konulamamaktadir (9, 10). Bilinen kas distrofi
genlerinden hig¢birinde mutasyon bulunmayan kas distrofisi hastalarinin
mevcudiyeti, yeni genlerin tespit edilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Kas distrofilerinde destekleyici tedaviler 6n plana ¢ikmakta ve deneysel
tedaviler arastirilmaktadir. Fakat, giiniimiizde kas distrofilerine yonelik yaygin
kullanimda olan tedaviler heniiz bulunamamistir (11). Bu nedenle, kas
distrofilerinde molekiiler patogenezin aydinlatilmasi, aday genlerin
belirlenmesi ve yeni tanimlanmis fakat islevleri tam olarak bilinmeyen kas
distrofisi genlerinin patogenezdeki rollerinin saptanmasi, gelecekte yeni tedavi
seceneklerinin sunulabilmesi i¢in zorunlu bir basamaktir.

Disferlinopati, disferlin gen mutasyonunun neden oldugu, otozomal
resesif olarak aktarilan, klinik olarak farkli fenotipler gosterebilen bir kas
distrofisi grubudur. Disferlinopati, proksimal kas gruplarinin erken tutulumuyla
baslayip LGMD fenotipiyle ya da erken donem distal kas tutulumuyla seyreden
Miyoshi miyopati fenotipiyle goriilebilir (12). Bu heterojenitenin molekiiler
sebepleri heniiz ag¢iklanamamistir. Disferlinopati hakkinda, Duchenne kas
distrofisine gore ¢ok daha az bilgi mevcuttur. Hem disferlin proteininin
kapsaml gorevleri, hem de disferlinopatide rol alan mekanizmalar tam olarak
bilinmemektedir. Bu nedenle, ilerleyen donemde disferlinopati hastaligina
yaklasimi degistirecek tedavi segenekleri bulunabilmesi icin hastalik

patogenezini aydinlatici arastirmalar yapilmalidir.

1.3. Amag¢ ve Kapsam

Bu calismanin amaglarindan biri, disferlinopati hastaliginda rol alan
temel biyolojik siire¢ ve hiicresel yolaklarin belirlenmesidir. Bu amaca ulagsmak
icin, glniimiizde biyolojinin vazgecilmez bir parcasi olan biyoenformatik

araclarin kullanilmasi uygun bulunmustur.



Metin madenciligi araglari, tissel olarak artan biyomedikal literatiiriin
hizli ve etkin bir sekilde takip edilmesini saglamaktadir. Gelisen dogal dil isleme
mekanizmalar1 sayesinde, metin madenciligi aracglar1 otomatik olarak
literatiirdeki bilgileri cekebilmektedir. Metin madenciligi analizinin, biyolojik
veri tabanlarinda depolanan bilgilerle birlestirilmesi, yeni hipotezler
olusturulmasini ve biyolojik bilgi kesfini saglamaktadir (13). Metin madenciligi
bilgilere hizli ulasma ve literatiirde dogrudan belirtilmeyen bilgileri kesfedilme
ozellikleri nedeniyle, disferlinopati patogenezini arastirmak icin uygun yontem
olarak secilmistir.

Metin madenciligiyle elde edilen bilgilerin zenginlestirilebilmesi ve yeni
hipotezler olusturulabilmesi; genel kullanima acik yiiksek ¢oziintirliikkte deney
verilerinin is akisina eklenmesiyle kolaylasmaktadir. Giliniimiizde bir¢cok
hastaliga dair ifade profilleri ve genom dizileme verileri genel kullanima acik
veri tabanlarinda depolanmaktadir. Bu verilerin farkl sekillerde analiz edilmesi,
verilerden elde edilebilecek bilgileri arttirmaktadir. Mikrodizin verileri, artmis
ya da azalmis ifade gosteren mRNA diizeylerini belirlemek icin incelenebilecegi
gibi, sistem biyolojisi yaklasimin1 benimseyerek genlerin birlikte ifade edilme
(co-expression) ag1 analizinde de kullanilabilir (14). Mikrodizin verilerinin
birlikte ifade edilme ag1 analiziyle islenmesi, hiicre yolaklarinin belirlenmesine
ve yetersiz karakterize edilmis genlere islev atanmasina olanak saglamaktadir.
Disferlinopati patogenezinde bozulmus olan hiicre yolaklarinin belirlenmesi ve
islevleri iyi bilinmeyen yeni tanimlanmis genlerin kas islevindeki rollerinin
aciklanabilmesi icin, birlikte ifade edilme ag1 analizi yapilmasi uygun
gorulmustir.

Bu tez calismasi, disferlinopati molekiiler patogenezinde rol oynayan
temel mekanizmalari ve bu mekanizmalarin anahtar genlerini ortaya koymayi
amaglamaktadir. Literatlir arastirmasi yapildiginda; disferlinopati i¢cin metin
madenciligi ve disferlinopati hastalarina ait genlerin birlikte ifade edilme ag1
analizinin birlesimsel olarak kullanilmadig1 goriilmiistiir. Bu nedenle, bu tez
calismasinda kas distrofilerinde bu iki analizin birlikte kullanimi ile, yeni
hipotezlerin ileri siirtilmesi planlanmistir Bu tez calismasinda baslangicta allelik

heterojenitenin goézlendigi DYSF, POMT1, POMTZ2, POMGNT1 ve ISPD gen



mutasyonlarinin neden oldugu kas distrofilerinin metin madenciligi yontemiyle
incelenmesi planlanmistir. Secilen kas distrofileri arasindan daha sik goriilmesi
nedeniyle disferlinopatiler 1lizerinden ¢alismaya baslanmistir. Fakat
disferlinopatiler i¢in yapilan ¢alismada, metin madenciligi analizi arac¢larinin
hem biyolojik kavramlar1 tanimadaki yetersizli§i hem de daha 6zgiil
etkilesimlere ulasamama gibi eksiklikleri fark edilmistir. Ayrica metin
madenciligiyle elde edilen sonuglarin dogrulanmasive 1slak laboratuvarda
dogrulanabilecek hipotezlerin olusturulabilmesi i¢cin daha detayl sonuglara ve
aday genlere ulasilmasi gerekliligi dogmustur. Bunun icin metin madenciligi
analizine, mikrodizin analizinin eklenmesi planlanmistir. ilk basta belirlenen
kas distrofilerinden disferlinopati disindakiler i¢in birlikte ifade edilme ag1
analizine uygun mikrodizin verileri bulunamamis, bu nedenle ¢alismanin
disferlinopati hastaligt lzerine yogunlasmasi planlanmistir. Boylece
disferlinopati ilk olarak metin madenciligi araglariyla daha sonra da birlikte
ifade edilme ag1 analiziyle arastirlmistir. Birlikte ifade edilme ag1 analizi
yontemiyle, disferlinopatide anahtar genlerden biri olarak saptanmis olan
islevleri tam olarak bilinmeyen, kas distrofisiyle yeni iliskilendirilmis merkez
genlerden birinin islev tahmini yapilmistir. Bu tez calismasi; disferlinopati
konusunda c¢alisan arastirma gruplariicin, hastalik patogenezinde kilit rol
oynayan, biyobelirte¢ ya da tedavi hedefi olarak 6ncelikli calisilmas1 gereken
genleri ortaya koymustur. Ayrica, bu tez ¢alismasi sonunda disferlinopati
patogenezinin anahtar genlerinden biri olarak tanimlanan merkez genlerden

birinin, kasa 6zgii islevine dair yeni bir hipotez olusturulmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kas Distrofileri ve Molekiiler Patogenezi

Kas distrofileri, ilerleyici kas dejenerasyonuyla seyreden, kaslarda
glcsiizlik ve atrofiye neden olan genetik bir hastalik grubudur. Molekiiler
biyoloji ve genetik teknolojisinin ilerlemesi sayesinde, kas distrofileri grubu
yeni tanimlanan genleriyle hizla biiytimektedir. Kas distrofileri, kasin yapisal
elemanlari, cekirdek proteinleri, vezikil trafigi, sinyal yolaklari, hiicre disi
matris elemanlar1 gibi bir¢ok farkli goérev ve kompartmanda bulunan
proteinlerin islevlerinin bozulmasiyla ortaya cikabilir (15). Kas distrofileri
alanindaki bilgiler arttikca, bu grubun siniflandirilmasi da tekrar goézden
gecirilmekte, tani ve tedavi yontemleri gelistirilmeye calisiimaktadir.

Kas distrofilerindeki temel patofizyolojik mekanizmalar, 06zellikle
Duchenne Kkas distrofisi calismalarindan elde edilmistir. Bu mekanizmalar,
hiicre i¢i kalsiyum artisi, enflamatuar hiicrelerin kas dokusunu infiltre etmesi,
proinflamatuar ve profibrojenik sitokinlerin birikimi ve protein yikimidir (16-
20).

Distrofik kas hiicrelerinde kalsiyum seviyesinin normal kas hiicrelerine
gore yuksek oldugu saptanmistir (19). Distrofik kas hiicrelerinde erken
donemde kalsiyum homeostazinin bozuldugu ve bunun kas dejenerasyonu igin
onemli bir basamak oldugu 6ne striilmiistiir. Distrofik kasta kalsiyum artisinin,
kalpain proteaz sistemini aktiflestirerek kas proteinlerinin yikimina sebep
oldugu ve kas hiicresini nekroza gotiirdiigii gosterilmistir. Kalpain aktivitesinin
inhibe edilmesi, distrofik kasta goriilen nekrozu azaltmistir (16, 21).

Kalpain  aktivasyonunun disinda, hiicredeki kalsiyum artisi
mitokondrinin normalin iistiinde kalsiyum ile yiiklenmesine yol agmaktadir.
Mitokondrideki kalsiyum artisi, mitokondri zarinin 1500 Da’dan kiiciik
molekiillere gecirgenliginin artmasina neden olur. Artan molekil gegisi,
mitokondrinin sismesine ve devaminda hiicre 6liimiine yol agmaktadir (22, 23).
Mitokondri, hiicrede oksidatif fosforilasyonla ATP tiretimi icin temel organeldir.
Oksidatif fosforilasyon mekanizmasinin bazi elemanlar1 kalsiyum tarafindan

kontrol edilmektedir (24). Bu bilgiler 1s18inda, mitokondride kalsiyumun



artisiyla, kas distrofisinde ATP {retiminin bozulmasi olasidir. Bu dogrultuda,
Duchenne kas distrofisinde, glukoz metabolizmasinin bozuldugu ve ¢ekirdek
genomunda kodlanan mitokondri genlerinin transkripsiyonunun da azaldigi
gosterilmistir (25, 26). Bu degisiklikler, Duchenne kas distrofisinde ATP
Uretiminin azalmasina ve oksijen radikallerinin artmasina neden olmaktadir.
Hem kalpain sistemi iizerinden protein yikimini arttirmasi, hem de mitokondri
dengesini bozarak ATP {retimini azaltmasi ve hiicreyi oliime gotiirmesi
nedeniyle, kalsiyum artis1 kas distrofisi patogenezinin kardinal 6zelliklerinden
biridir.

Kas distrofilerinde reaktif oksijen tiirlerinin arttif1 gézlenmistir. Ozellikle
Duchenne kas distrofisinde oksidatif stresin arttifi ve bu artisin hiicre zari
lipidlerini, proteinleri ve DNA’y1 hasara ugrattig1 gosterilmistir (27). Oksidatif
stresin artmasina yol acan mekanizmalardan bir tanesi, sarkolemmada bulunan
NADPH oksidaz kompleksi(Nox2)'dir. Duchenne kas distrofisi fare modelinde
(mdx fare), Nox2’nin arttig1 saptanmistir. mdx farede, antioksidan tedavi ve NF-
kappaB inhibisyonunun kas distrofisini azalttigi gozlenmistir (28). Ayrica
disferlinden yoksun kas hiicre kiiltiiriinde de oksidatif stresin artmis oldugu
gosterilmistir (18). Bu bulgular, oksidatif stresin distrofinden yoksun kas
distrofisi patogenezinde oldugu kadar disferlinden yoksun kas distrofisinde de
onemli oldugunu gostermektedir.

NF-kB sinyal yolagi, kas distrofilerinin 6nemli bir yolagidir. mdx
farelerde, NF-kB transkripsiyon faktoriiniin DNA’ya baglanma aktivitesinin
arttigl1 ve NF-kB aktivasyonu sonrasi enflamatuar sitokinlerden interleukin-1f
ve timor nekroz faktor alfa (TNF-a) ifadesinin ytikseldigi gosterilmistir (17).
Benzer sekilde, mdx farede aktif makrofajlarda NF-xB sinyal yolagi,
enflamasyonun artmasina neden olmaktadir. Distrofik kasta, NF-kB sinyal
yolaginin kronik aktivasyonu onctl kas hiicre popiilasyonunu azaltmaktadir ve
NF-kB yolaginin inhibe edilmesi, rejenerasyonu arttirmaktadir (29).

Ayrica, NF-xB transkripsiyon faktort, kas dokusunda ubikitin-proteazom
sistemini aktive eder. Disferlin yoklugunda oksidatif stresin artmasiyla NF-xB

transkripsiyon faktoriintin aktif oldugu gosterilmistir. NF-kB yolaginin



aktivasyonu, disferlinden yoksun hiicrelerde protein ubikitinasyonunun ve
yikiminin artmasina neden olmustur (18, 20). Bu bulgular, NF-kB sinyal
yolaginin kas distrofisi patogenezinde birka¢ farkli kolu etkileyerek Kkilit
noktada yer aldigini1 gostermektedir. NF-kB yolagi, hem enflamatuar sitokinlerin
salgilanmasina neden olarak enflamasyonu arttirmakta, hem kas
rejenerasyonunu olumsuz etkilemekte, hem de protein yikimini arttirarak kas
atrofisine neden olmaktadir.

Kas distrofileri patogenezinde matris metalloproteazlarin (MMP) 6nemli
oldugu ileri stirilmistir. Matris metalloproteazlarin, hiicre dis1  matris
bilesenlerini yiktiklari, bdylece hiicre dis1 matris kompozisyonunun
degismesine neden olduklari bilinmektedir (30). MMP-9’un Duchenne kas
distrofisinde artmis oldugu ve sarkolemmada bulunan beta-distroglikani
proteolitik olarak kestigi gosterilmistir. Bu nedenle, MMP-9’un hiicre dis1 matris
ile hiicre arasindaki bagi bozarak kas dejenerasyonunu arttirabilecegi 6n
gorilmistir (31, 32). Ayrica MMP artisinin, enflamatuar yaniti ve fibrozisi
arttirdigl, kas rejenerasyonunu engelledigi saptanmistir (30, 33). Genis
spektrumlu MMP inhibitérlerinden batimastatin, mdx farede enflamasyonu,
nekrozu ve fibrozisi azaltarak, kas kasilma gliclinii arttirdig: belirlenmistir (33).
Bu c¢alismalar, MMP’lerin kas distrofisi patogenezindeki O6nemini
gostermektedir fakat, matris metalloproteazlarin etki mekanizmalar1 heniiz tam
olarak aydinlatilamamistir.

Fibrozis, kas distrofilerinin baslica patolojik bulgularindan biridir.
Fibrozis, kronik enflamasyonla beraber profibrotik sitokinlerin artmasi, hiicre
dis1 matris proteinlerinin asir1 derecede artmasiyla; kas dokusunun islevlerinin
bozulmasina neden olur (34). TGF-beta ailesi sitokinleri, kollajen sentezini
arttirlp, matris yikici proteazlar1 azaltmak kosuluyla fibrozis olusumunda
anahtar rol oynamaktadirlar (35, 36). TGF-B1’in, Duchenne kas distrofisi ve
disferlinopati hayvan modellerinde artmis oldugu gosterilmistir (37). TGF-beta
artisinin, kas distrofisinde miyoblastlar1 fibroblastlara cevirdigi, boylece kas
rejenerasyonunu da engelledigi ileri siiriilmiistir (38). Bu bulgular, TGF-
beta’'nin kas distrofisi patogenezini hem fibrozisi arttirarak hem de

rejenerasyonu azaltarak kotiilestirdigini gostermektedir.
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TGF-beta ailesi sitokinlerinden miyostatin, kas dokusunun kiitlesinin
belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (39). mdx farede, miyostatinin
antikorla notralize edilmesi; kas kiitlesinin ve gilicliniin artmasini, ayrica
fibrozisin azalmasim1 saglamistir (40, 41). Miyostatinin, kas kiitlesinin
belirlenmesindeki roliine ek olarak; miyoblast kiiltiiriinde yapilan calismalar,
miyostatinin kas satellit hiicre aktivasyonunu da engelledigini gostermistir (42).

Goruldigi gibi, kas dokusunun normal islevlerini kaybederek distrofik
hale gelmesinde, birden ¢ok molekiiler siire¢ rol oynamaktadir. Ek olarak, kas
distrofisinde bozuldugu gosterilen yolaklarin birbirini etkiliyor olmasi,
molekiiler patogenezi daha da karmasik hale getirmektedir. Glinlimiizde kas
distrofilerinin patofizyolojisi lizerine yapilan ¢alismalar yogunlukla Duchenne
kas distrofisi ile iliskilidir. Duchenne kas distrofisi calismalarindan elde edilen
sonuglardan yola cikarak, diger kas distrofileri hakkinda yorum yapmak her
zaman dogru sonuglar vermemektedir. Ornegin, Duchenne kas distrofisinde
glukokortikoid tedavisinin kisa donemde kas kuvvetini arttirdig1 gosterilmistir
(43, 44). Ancak, Duchenne kas distrofisinin aksine, enflamasyonun yogun
gorildigi disferlinopati hastalarinda glukokortikoid tedavisi altinda kas
kuvvetinin daha kotiiye gittigi gozlenmistir (45). Mantiga aykir1 goriinen bu
bulgunun nedeni heniiz agiklanamamistir. Sonug¢ olarak, bu farkliliklar, kas
distrofilerinin alt gruplarinin ayr1 ayriincelenip, tedavi seceneklerinin
belirlenebilmesi icin birbirlerinden farklarinin ¢alisilmas1 gerektigini

gostermektedir.

2.2. Limb-Girdle Kas Distrofileri (LGMD)

Limb-girdle kas distrofileri, 6zellikle omuz ve pelvik kusak gibi proksimal
kaslar etkileyen, ilerleyici kas atrofisi ve gii¢csiizliigiiyle karakterize tek gen
hastaliklarindandir. LGMD grubu, klinik bulgular1 ve hastaligin seyri acisindan
heterojen bir gruptur. Iskelet kas tutulumuna ek olarak, solunum ve kardiyak
kaslar da bazi LGMD tiplerinde etkilenebilir. LGMD tipleri, erken baslangi¢c ve
hizli ilerleme gosteren agir klinik seyirle gidebilecegi gibi, daha ge¢ baslayip
yasam uzunlugunu pek etkilemeyecek sekilde hafif de seyredebilir (46). LGMD

klinik fenotipiyle basvuran hastada; hastalik seyrinin bilinmesi, iskelet kasi
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disindaki organ tutulumlarinin tahmin edilmesi ve hastalara yaklasimin
belirlenebilmesi icin, LGMD alt tipinin tanimlanmasi gerekmektedir. LGMD
klinik teshisi, iic temel yonteme dayanir. ilk olarak, klinik semptomlar,
hastalarin yarisinda dogru teshise yonlendirebilir. Klinik fenotipe dayanarak,
LGMD teshisini kolaylastirmak ve alt tipini belirlemek i¢in, bilgisayar temelli
algoritmalar mevcuttur. Ornegin, Jain Foundation, LGMD alt tiplendirmesi icin
klinisyenlere yo6nelik bir ara¢ sunmustur (47). Klinik fenotiple teshise
gidilemeyen durumlarda, biyopsi yontemiyle ya da genetik testlerle, hastaligin
genetik temeli belirlenmeye calisilir (11).

Diinya genelinde en sik goriilen kas distrofisi tipi; X’e bagh aktarilan
Duchenne kas distrofisidir. Duchenne kas distrofisinin ardindan, grup olarak
LGMD’ler ikinci en sik kas distrofisi grubudur(48-50).

LGMD’ler kalitim tiirtine gore otozomal dominant aktarilanlar (LGMD1)
ve otozomal resesif aktarilanlar (LGMD2) olarak gruplandirilir. Yeni nesil DNA
dizileme yaklasiminin yaygin hale gelmesiyle, yeni LGMD genleri hizla
tanimlanmaya baslanmistir. Glinlimiizde LGMD’den sorumlu 8 otozomal
dominant ve 23 otozomal resesif kalitilan olmak iizere 31 mutant gen
tanimlanmistir (51) (Tablo 2.1).

LGMD’ler, hiicre dis1 matris, sarkoplazma, sarkolemma ve cekirdekte
islev goren proteinlerin islev kaybiyla olusabilir (51). Mutant olmalari
durumunda farkli tip LGMD’lere sebep olan kasin normal islevinde gorevli olan
proteinlerin bir kismi Sekil 2.1’de gdsterilmistir. En sik gortilen LGMD?2 alt tipi,
kalpain 3 mutasyonuyla olusan LGMD2A’dir. LGMD2A’nin ardindan ise en sik
gorilen LGMD?2 alt tipi, disferlin mutasyonunun neden oldugu LGMD2B’dir (49).

Tablo 2.1 LGMD2 hastaligindan sorumlu oldugu saptanmis genler. Nigro ve

digerlerinden (51) uyarlanmistir.

Hastalik  Lokus Gen ismi Protein iiriinii Kaynaklar
LGMD2A  15q15 CAPN3 Kalpain 3 (52-54)
LGMD2B  2p13.2 DYSF Disferlin (55-57)

LGMD2C  13ql2 SGCG y-Sarkoglikan (58-62)
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Tablo 2.1 (Devam) LGMD2 hastaligindan sorumlu oldugu saptanmis genler

LGMD2D
LGMD2E
LGMD2F
LGMD2G
LGMD2H

LGMD2I
LGMD2]J
LGMD2K

LGMD2L
LGMD2M

LGMD2ZN

LGMD20

LGMD2P
LGMD2Q
LGMD2R
LGMD2S

LGMD2T

LGMD2U

LGMD2V
LGMD2W

17q21.33
4q12
5q33
17q12
9q33.1

19q13.3
2q24.3
9934.1

11p13-p12
9¢31

14q24

1p34.1

3p21
8q24
2q35
4q35

3p21

7p21

17q25.3
2q14

SGCA
SGCB
SGCD
TCAP
TRIM32

FKRP
TTN
POMT1

ANO5

FKTN

POMT2

POMGnT1

DAG1
PLEC1
DES
TRAPPC11

GMPPB

ISPD

GAA
LIMS2

a-Sarkoglikan
B-Sarkoglikan
0-Sarkoglikan

Teletonin

Tripartite motif containing
32

Fukutin related protein
Titin
Protein-O-mannozil
transferaz 1

Anoktamin 5

Fukutin
Protein-O-mannozil
transferaz 2

Protein O-linked mannoz
betal,2-
Nasetilglukozaminil
transferaz

Distroglikan

Plektin

Desmin

Transport protein partikiil
kompleks 11
GDP-mannoz
pirofosforilaz B
Isoprenoid synthase
domain containing
Alfa-1,4-glukozidaz

Lim and senescent cell

antigen-like domains 2

(63-66)
(67-69)
(70,71)
(72,73)
(74, 75)

(76,77)
(78)
(79)

(80-82)
(83, 84)

(85)

(86-88)

(89, 90)
(91)
(92)
(93)

(94)

(95)

(96)
(97)
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Sekil 2.1 Kas hiicresi, islev goren proteinler ve iligkili LGMD lokuslari. Wicklund

ve digerlerinden (11) uyarlanmistir.

2.3. Disferlin Proteini ve Disferlinopati

Disferlinopati, disferlin gen mutasyonundan kaynaklanan bir kas
distrofisidir. Disferlinopatide temel olarak; hasta bireylerde proksimal kaslarin
erken tutulumuyla karakterize LGMD fenotipi (LGMD2B) goriilebilecegi gibi,
erken donemde gastroknemius gibi distal kaslarin tutulmasiyla Miyoshi
miyopati fenotipi de gortlebilir (12, 98, 99). Bu iki temel fenotipe ek olarak,
disferlin gen mutasyonu, anteriyor tibial tutulum baslangich distal miyopati ve
asemptomatik kreatin fosfokinaz yiiksekligine neden olmaktadir (55, 100, 101).
Disferlin genindeki mutasyon tipiyle, fenotipik heterojenite arasinda bir iliski
kurulamamistir. Hatta ayn1 mutasyonun, ayni aile icinde bile bir hasta bireyde
LGMD2B, diger hasta bireyde miyoshi miyopati fenotipine yol actigi da
gorilmistiir (102, 103). Bu bulgular, disferlinopati patogenezinde rol oynayan
diizenleyici genlerin olabilecegini ortaya koymustur. Fakat, hentiz diizenleyici

genler tespit edilememistir.
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LGMD2B genel olarak, 15-30 yaslar1 arasinda belirti vermeye baslar.
Hastalarin bilissel ve motor gelisimleri normaldir, hatta baz1 LGMD2B
vakalarinin hastalik baslangicindan o6nce sporla ilgilendigi belirtilmistir.
LGMD2B genelde klinige ilk olarak alt ekstremite tutulumuyla gelmektedir.
Cogu vakada, kas gligstizliigli yavas ilerleme gosterir. Solunum ve kardiyak
kaslarin tutulumu, LGMD2B ic¢in tipik degildir (11).

Disferlin geni 55 ekzondan olusur ve 230 kDa biytkligiinde
transmembran bir proteini kodlar (104). Disferlin proteinin biiytik kismi, kas
hiicresinin sitoplazmasinda yer alir. Disferlin protein dizisi incelendiginde, yedi
adet C2 bolgesi ve iki adet DysF boélgesi bulunmustur (Sekil 2.2) (105, 106).
DysF bolgesinin islevi tam olarak bilinmemektedir. Bu bélgenin olusturdugu ti¢
boyutlu yap1 yakin zamanda belirlenmistir. Bu bolgede goriilen ¢ogu patojenik
mutasyonun, protein katlanmasini engelledigi, boylece disferlin proteininin
yikimini arttirdigi diisiintilmektedir (107). C2 bélgeleri, genelde Ca?* ve protein
baglanan bdlgelerdir. C2 bolgeleri, en iyi vezikiiler filizyon proteini
sinaptotagminlerde calisilmistir. Sinaptik vezikiil donglisiinde,
sinaptotagminlerin kalsiyum sensori olarak gorev aldigi diisiiniilmektedir. C2
bolgesine kalsiyum baglanmasiyla, asidik amino asitler nétralize olmakta ve
fosfolipit ve hedef proteinlerin baglanmasi hizlanmaktadir (108-110). Disferlin
proteininde C2 bdélgelerinin bulunmasi, disferlinin protein ve fosfolipidlerle

etkilesiminin kalsiyuma bagiml oldugunu diisiindiirmektedir.
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Sekil 2.2. Disferlin proteininin yapisi. Glover ve digerlerinden (105) alinmistir

Disferlin proteini farkli dokularda yaygin olarak ifade edilmekte olup,
ozellikle iskelet ve kalp kasinda yiiksek diizeyde bulunmaktadir (111). Disferlin
proteini tanimlandiginda Caenorhabditis elegans spermatogenez faktord, fer-1'e
homoloji gosterdigi goriilmustiir. “Disferlin” adi, fer-1 homolojisi ve kas

distrofisi fenotipi goriilmesinden yola ¢ikarak konulmustur (56). C. elegans fer-1
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protein mutasyonu, spermatozoada vezikiliin hiicre zariyla flizyonunu
engellemektedir (112). Bu nedenle, ilk yapilan ¢alismalarda disferlin proteinin
vezikiil fiizyonu i¢in 6nemli olabilecegi diistiniilmiistiir.

Hiicre zar1 hasarinin gorildigi bolgede disferlin proteininin arttigi
saptanmistir (113). Ayrica disferlin yoklugunda, hiicre zar1 tamirinin belirgin
olarak bozuldugu gézlemlenmistir (114). Bu nedenle, disferlin proteininin hiicre
zar1 tamirinde rol aldig1 distiiniilmektedir, fakat bu mekanizmadaki rolii heniiz
tam olarak bilinmemektedir.

Hiicre zar1 tamir mekanizmasini aciklamak igin iki temel hipotez ortaya
sunulmustur. ik hipotez, hiicre zar1 hasarinin, vezikiil-vezikiil ve vezikil-
sarkolemma fiizyonu sayesinde yamalanarak tamir edildigini ortaya
surmektedir (Sekil 2.3). Hiicre zar1 hasara ugradiginda, lokal olarak artan
kalsiyum diizeyi, ekzositotik siireci ve yama tamir mekanizmasini aktive eder.
Hasarin gorildigi bolgede hiicre iskeleti yeniden diizenlenir ve vezikiller
bolgeye tasinir. Bu vezikiiller birbirleriyle birleserek genis zar yamalari
olusturur. Bu endomembranin, plazma zariyla birleserek, hasari tamir ettigi 6ne
surilmiustiir (115-117). Fakat, diizensiz c¢eperli hiicre zari1 hasarlarinin
ekzositoz yoluyla tek bir flizyon odagindan kapanmasi zor bir siirectir. Bu
nedenle, yama mekanizmasiyla hiicre zar1 tamirinde, hasar etrafindan birden
cok fiizyon odagi olusabilecegi 6ne stirtilmiistir (118).

Hiicre zar1 hasariyla olusan vezikiilleri isaretleyen ve bu vezikiillerin
ekzositotik orijinlerini arastiran c¢alismalar yeni bulgulara ulasmistir. Bu
calismalar, hasar sonrasi hiicre zarinda Lamp1 glikoproteini gibi lizozoma ait
isaretleyiciler tespit etmistir (119). Hiicrelerde zar hasar1 sonrasinda,
lizozomlarin hiicre zariyla birleserek ortama asit sfingomiyelinaz saldig1 ve
sonrasinda endositoz sayesinde hasarli hiicre zar1 boliimlerinin kaldirildigi
gozlemlenmistir (120, 121). Bu goézlemlere dayanan ikinci hipotez, yamalama
seklinde degil endositozla, hiicre zar1 hasarinin hiicre icine alinarak tamir

edildigini savunmaktadir.
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Sekil 2.3. Yama mekanizmasiyla hiicre zar1 tamiri. Glover ve digerlerinden (105)

uyarlanmistir.

Hiicre zar1 hasara ugradiktan sonra lizozomal -ekzositozla, asit
sfingomiyelinaz etrafa salinir. Sfingomiyelinin fosforilkolin  grubunun
sfingomiyelinaz tarafindan kesilmesiyle olusan seramitler, zarda invajinasyona
meyilli zar mikrobolgeleri olustururlar (122). In vitro c¢alismalarda, dev
lipozomlarda, asit sfingomiyelinaza maruz kalindiktan sonra, asimetrik seramit
birikimi sayesinde hiicre zarinin yeniden modellendigi ve invajinasyon
olusmasina neden oldugu gorilmiistiir (123). Asit sfingomiyelinazdan yoksun
hiicrelerde, hiicre zar1 hasari sonrasi lizozomal ekzositoz olusmus, fakat takiben
endositoz ve hiicre =zar1 tamiri gerceklesmemistir (120). Bu bulgu,
sfingomiyelinaz sayesinde seramit olusumunun ve endositozun, hiicre zari
tamiri i¢in gerekli oldugunu vurgulamaktadir.

Hiicre zar1 tamir mekanizmasini calisan gruplar, hiicre zar1 hasarindan
birka¢ saniye sonra, hiicreleri elektron mikroskopiyle incelediklerinde ¢ok
sayida kiiciik vezikiiller olustugunu gérmislerdir (Sekil 2.4.). Bu vezikillerin
kaveolaya benzedigi, hiicre icine girdikten sonra birleserek biiyiik vezikiiller
olusturdugu goriilmistir. Bu biliytik vezikil zarlarinda zaman iginde,

endozomal ve lizozomal isaretleyicilerin belirdigi saptanmistir (124). Bu
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durumda 6n gorildigi gibi kaveolalar hiicre zar1 tamirinde rol aliyorsa; bu
mekanizma distrofinopati gibi hiicre zar1 hassasiyetinin arttigi hastaliklarda

kaveolin-3'lin sekonder olarak artmasini a¢iklayabilir (125).

Kaveola olusumu ve Kaveola birlesimi Kaveolalarin birlesimiyle = Hasar kapanmasi ve biiyiik
endositoz ve bilyiimesi hasar yiizeyinin kiigiilmesi vezikiillerin endositozu
CaZt /\ /\ /\
é ! : %:;; é%oo Q&o§ g;
co

Sekil 2.4. Kaveolar internalizasyonla hiicre zari tamiri. Hiicre hasariyla artan
kalsiyum akimi, sarkolemmayla iliskili kaveola olusumunu ve
endositozu tetikler. Kaveola birbiriyle birleserek biiyiir ve hasar
agzini kiiciiltmeye baslar. Hiicre zar1 hasar1 tamir edilir ve biiyiik
vezikill endositozla alinir. Andrews ve digerlerinden (118)

uyarlanmistir.

Asit  sfingomiyelinaza bagimli hiicre zar1 tamir mekanizmasinin
disferlinle iliskisi calisiimistir. Disferlinden yoksun miyoblastlarda lizozomal
ekzositozun ve asit sfingomiyelinaz sekresyonunun azalmis oldugu
gosterilmistir (120, 121). Ayrica disferlinden yoksun miyoblastlara asit
sfingomiyelinaz verilmesi, tamir mekanizmasindaki hatanin dizelmesini
saglamistir. Bu bulgular 1s18inda, lizozomdan salinan asit sfingomiyelinaz,
disferlin eksikliginde olas1 tedavi se¢enegi olarak One siiriilmistir (121).
Disferlinin 6nemli bir rol oynadigi hiicre zar1 tamir mekanizmasi heniiz
detaylar1 aydinlatilamamis bir stirectir. Bu slire¢ konusunda yapilan ¢alismalar,
hem disferlin proteininin islevi konusunda bilgi saglarken disferlinopatiler i¢in
yeni tedavi secenekleri olusturulmasina da yardimci olacaktir.

Hiicre zar1 tamiri disinda disferlin proteininin kas hiicresinde farkh
gorevlerinin de oldugu tahmin edilmektedir. Disferlinin, kas hiicrelerinde alfa-

tibiillin ve mikrotiibiillerle etkilesime girdigi gosterilmistir. Disferlin, alfa-
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tibiiline C2A ve C2B kisimlart tlzerinden kalsiyumdan bagimsiz olarak
baglanmaktadir (126). Bu etkilesim sayesinde disferlinin mikrotiibiil
dinamiklerini ve stabilitesini etkileyerek, miyogenezde rol alabilecegi
diistiniilmiistiir. Mikrotibiillerin stabilitesi, translasyon sonrasi modifikasyonla
kontrol edilir. Ozellikle miyojenik farklilasma sirasinda, stabil bir mikrotiibiil
agimin  olusturulmasi  gerekmektedir (127). Mikrotiibiil stabilitesinin
kontroliinde alfa-tiiblilin asetilasyonu 6nemli bir rol oynamaktadir. Alfa-
tiibiilinin deasetilasyonunu gergeklestiren protein, diger histon deasetilazlardan
farkli olarak sitoplazmada bulunan HDAC6 proteinidir (128). HDAC6 (Histon
deasetilaz 6) proteinin, disferlinle etkilesime girdiginin gosterilmesi, disferlinin
mikrotiibiil stabilitesini etkileyebilecegini diistindiirmiistiir. Disferlin, HDAC6’ya
ve ayni anda alfa-tiibiiline baglanarak, HDAC6’nin alfa-tiibiilini deasetillemesini
engellemektedir. Miyojenik farklilasmanin erken déneminde, HDAC6 inhibe
edildiginde, miyogenezin bozuldugu goézlenmistir. Bu sebeple, mikrotiibiillerin
stabilitesini etkileyerek disferlinin miyogenezde dnemli bir protein olabilecegi
one siirilmustir (129).

Disferlinin, plazma zar1 ve vezikill zar1 lokalizasyonuna ek olarak
tranvers tibiilde (t-tiibil) de yerlestigi gozlemlenmistir (130). Disferlin t-
tiibiilde dihidropridin reseptori (DHPR, diger adiyla L-tipi Ca?* kanali-LTCC) ve
riyanodin reseptorii (RYR) ile etkilesime girmektedir (130, 131). Disferlinin t-
tibiildeki yerlesimi, kalsiyuma bagiml sinyal yolaginda rol alabilecegini
diistindirmiistiir. Disferlinden yoksun miyofibrillerde, ozmotik stres sonrasi t-
tibiil yapisi bozulmus ve sitozoldeki kalsiyum seviyesi belirgin sekilde
yikselmistir. Bu sonuglar, disferlinin kas hiicrelerinde DHPR ile etkilesime
girerek t-tiibiiliinii hasardan koruduguna ve kalsiyum homeostazinda rol
oynadigina isaret etmektedir (132). Bu calismalar, disferlinopati patogenezinde,
kas hiicresinin mekanik stres sirasinda kalsiyum dengesini saglayamadigi, bu
nedenle sitozolik kalsiyumun asir1 artmasina neden oldugunu 6ne siirmektedir.

Disferlinin, endotelyal hiicrelerde de ifade edildigi saptanmistir. Bu
hiicrelerde, disferlinin hiicre adezyonunda ve buna bagimh olarak
anjiyogenezde rol alabilecegi ongorilmiistiir. Hiicre kiltlriinde yiizeyin tam

olarak kaplanmadig1 dénemde, endotelyal hiicrelerde disferlin yoklugunda,
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hiicre adezyonun bozulmasina bagh olarak proliferasyonun engellendigi
gozlemlenmistir. Ayrica disferlinden yoksun fareler anjiyogenezi indiikleyen
uyaranlara maruz kaldiklarinda, azalmis anjiyogenez yaniti vermislerdir. In
vitro c¢alismalarda, disferlin yoklugunda, anjiyogenez icin gerekli olan,
platelet/endotelyal hiicre adezyon molekiilii-1 (PECAM-1) proteininin
lokalizasyonunun bozuldugu ve artmis ubikitinasyon sonrasi proteazomal
yikima ugradigr gosterilmistir. Ek olarak, bu hiicrelerde PECAM-1 ifadesi
arttirildiginda adezyon hasar1 diizelmistir (133). Bu sonuglar, disferlin
proteininin PECAM-1 iizerinden hiicre adezyonunu etkileyerek, anjiyogenez
stirecinde rol alabilecegini gostermektedir.

Disferlin proteini, kas hiicrelerinin normal islevi i¢cin ana proteinlerden
biridir. Temelde hiicre zar1 tamirinde rol almasina ragmen, disferlinin heniiz
kesfedilmemis ya da iyi karakterize edilmemis bir¢ok farkl rolii bulunmaktadir.
Disferlin proteininin islevlerinin detayli olarak aydinlatilmasi, disferlinopati
patogenezinin calisilmasi ve 6nemli yolaklardaki anahtar genlerin saptanmasi,
disferlin eksikliginde olusan kas distrofisi icin yeni tedavi se¢eneklerinin ortaya

strilmesini saglayacaktir.

2.4. Biyomedikal Metin Madenciligi

Biyomedikal literatiir ve biyolojik veri depolar1 glniimiizde hizla
biiylimektedir. MEDLINE, agirlikli olarak biyomedikal alanda olmak tizere 21
milyonun iizerinde yayin icermektedir. 2005 yilindan bu yana, her giin 2000-
4000 arasinda referans, MEDLINE veri tabanina eklenmektedir (134). Ayrica,
diger biyolojik veri tabanlari; genler, proteinler ve hiicresel yolaklar gibi
biyolojik kavramlar hakkinda da bilgi depolamaktadir. Ussel biiyiime gosteren
bilgi havuzunda, ilgili dokiimanlara ulasabilmek ve bunlari deneysel verilerle
birlestirebilmek; aramalarda anahtar kelime secimlerinin degistirilmesi ve
diizenlenmesiyle olduk¢a uzun zaman alan bir siirectir. Bu uzun siire¢ cogu
zaman, eksik sonug¢lara ulasilmasina ve veri tabanlarinin barindirdig1 bilgi
glicliinlin tamaminin kullanilamamasina neden olur (135). Bu nedenle, bilgiyi
verimli bir sekilde ayiklamak ve kullanabilmek icin sistematik analiz yapabilen

yazilim araglarina ihtiya¢ duyulmaktadir (136).
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Metinlerin otomatik olarak islenmesi ve analizi, arastirmacilara bilimsel
literatiiriin degerlendirilmesinde yardimci olmaktadir. Biyomedikal literatiir,
cok genis bilgi depoluyor olmasina ragmen; bu bilgi yapilandirilmamis oldugu
icin, metinlerin yorumlanmasinin ve bilgi c¢cikariminin kolaylastirilmasinin
standart bir yolu yoktur. Bu nedenle, metin madenciligi giinlimiizde metin
isleme ve makine 68renim tekniklerini, biyolojik yolak ve gen ifade veri
tabanlar1 madenciligiyle birlestirmeye baslamistir (13). Bu sayede, metin
madenciligi farklh yazili kaynaklardan otomatik olarak bilgileri ¢ekip
birbirleriyle iligkilendirerek, 6nceden bilinmeyen gizlenmis bilgilerin kesfini

amaglamaktadir (137).

2.4.1. Bilgi Getirimi

Biyomedikal metin madenciliginin ilk basamag, ilgilenilen konuyla
iliskili metinlere ulasabilmektir. Bu basamak, bilgi getirimi (information
retrieval) olarak adlandirilir. En basit 6rnegi, bibliyografik veri tabanlarinin
anahtar kelimeler kullanilarak aranmasidir. Bu basamagin en sik kullanilan
bibliyografik veri tabani PubMed’'dir. PubMed, MEDLINE veri tabanindaki
ozetlere ulasim saglamaktadir. Bircok metin madenciligi araci, genel kullanima
acik olmasi ve 6zetlerin Tibbi Konu Basliklar1 - Medical Subject Heading (MeSH)
ile isaretlenmis olmasi nedeniyle MEDLINE veri tabanini kullanir (13).

Anahtar kelime aramasiyla metinlere ulasilmasi icin iki temel yaklasim
vardir. Ilk yaklasim, aranan kelimelerin icinde gectigi tiim makaleleri bulup,
ulasilan makale sayisini en yiliksekte tutmaktir. Diger yaklasim ise, aramada
gecen anahtar kelimeler arasinda anlaml bir sekilde iliskinin tasvir edildigi
makaleleri bulup, 6zgiilligi arttirmaktir. Bu iki yaklasim arasindaki dengeyi
bulmak 6nemlidir. Giinlimiizde en sik kullanilan arama motorlari, ilk yaklasimi
benimsemektedir. Bu nedenle, makalelerin siralandirma algoritmalari icin ¢ok
caba harcanmustir. Ikinci yaklasim, temel olarak metin madenciligi alanina
girmektedir. Bu yaklasim, metinde terimlerin arasinda bir iliski tasvir edilip
edilmedigini esas almaktadir. Boylece arama yapildiginda, daha 6zgiil sonuclara
ulagilabilir (137). Ikinci yaklasima érnek olarak Quertle (www.quertle.info)

arama motoru verilebilir. Quertle, dilbilim metotlarin1 kullanarak, biyomedikal
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dokiimanlarda betimlenen bilgileri bulur ve anahtar kelime aramasiyla iliskili
dokiimanlar1 sunar. Ornegin, nitrik oksitle ilgili arama yaparken, “NO affects
what?’ yazildiginda, dilbilim metotlarini kullanmayan arama
motorlari olumsuzluk anlamindaki “no” nedeniyle, nitrik oksitten ilgisiz genis
sonuglara varmaktadir. Bu sonuclar arasindan, aranan bilgiyi bulabilmek cok
uzun zaman almaktadir. Fakat, Quertle, bu arama yapildiginda nitrik oksitle
iliskili makalelere ulasmaktadir. Ayrica sonug¢lar kisminda, iliskili anahtar
kavramlar1 se¢me olanagi taniyarak, aramanin daha verimli sekilde
filtrelenmesine yardimci olmaktadir (138). Bu arama motoru, metin madenciligi
calismalarinin, literatilir tarama siirecinde arastirmaciya zaman kazandirdiginin
bir 6rnegidir.

Metin madenciliginde dokiimanlarin arama kriterlerine gore siralanmasi
veya benzerliklerinin hesaplanip kiimelendirilebilmesi i¢in, genelde metinler
vektorlerle temsil edilirler. Cogunlukla kullanilan yoéntem, dokiimandaki
kelimelerin agirliklandirilmasina dayanir. Dokiimanlarda gegen terimlerin
sikliklar1 kullanilarak her dokiimani temsil eden kelime segilebilir. Fakat, sadece
kelime sikliklarini kullanmak, tiim kelimeleri ayni derecede bilgi verici kabul
ettigi icin Oonemli terimleri se¢mekte basarili olamaz. Halbuki, dokiimanlari
birbiriyle karsilastirirken daha az sayidaki dokiimanda beliren nadir kelimeler,
o dokiimani daha iyi temsil etmektedir. Bu ylizden kelimeler, terim frekansiyla
dogru orantil;, dokiiman frekansiyla ters orantili olarak agirliklandirilabilirler.
Terim frekansi - ters dokiiman frekans1 (TF-IDF) olarak bilinen bu ydntem,
metin madenciliginin temel yontemlerinden olup, bilgi getirimi asamasinda

kullanilabilir(139).

2.4.2. Adlandirilmis Varlik Tanima

Biyomedikal metin madenciliginde 6énemli bir basamak, biyomedikal
adlandirilmis  varliklarin  taninabilmesidir (named entitiy recognition).
Adlandirilmis varlik, bir kavrami temsil eden anahtar kelime ya da anahtar
kelimeler grubudur. Bir terim birden ¢ok kavrami temsil edebilir, terimleri
dogru taniyabilmek icin bahsedildikleri durumu kavrayabilmek gerekir.

Ozellikle kisaltmalar, birden farkli anlam alabilir. Ornegin, bir protein birden
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fazla isimle ifade edilebilir, buna benzer olarak tek bir terim de kullanildigi
duruma gore farkl proteinleri temsil ediyor olabilir. Bu nedenle, bilimsel
metinde gen ve protein isimlerinin taninmasi, adlandirilmis varlik tanima
basamaginin en biiyiik zorluklarindandir (13).

Bu soruna farkli ¢6ziimler dnerilmistir. En basit yontem, kelimelerin es
anlamlilarinin da tanimlandig1l anahtar terim sozliikleri olusturup, metindeki
terimleri sozliik yardimiyla taniyabilmektir. Bircok metin madenciligi arac,
adlandirilmis varhlk tanima basamagi icin sozlik temelli yaklasimi
kullanmaktadir (13). Fakat bu yontem igin, so6zliglin dilizenli olarak
giincellenmesi gerekir. Ayrica birden ¢ok proteinin ayni ismi oldugunda so6zliik
yontemi yanlis sonuglar sunabilir (139). Sozliik yontemine ek olarak, biyolojik
varlik isimlerini tanimak icin, ontolojiler de kullanilmaktadir. Ontolojiler;
kavramlari, bu kavramlari temsil eden anahtar kelimeleri tanimlar ve kavramlar
arasindaki iligkileri yapisallastirilmis sekilde depolarlar. Ontolojiler, genelde
calisma alanina 0zgili olarak gelistirilirler. Metin madenciligi is akislarina,
ontolojilerin eklenmesi alana 6zgili arastirmalarda bilgi ¢ikarimi (information
extraction) basamaginin performansini arttirabilir. Ayrica, ontolojilerin yapisini
kullanarak, arama basamaginin genisletilmesine yardimci olabilir (13, 140,
141).

Adlandirilmis varlik tanima basamag igin, kelimelerin yapisi, ciimle
icinde bulunduklart1 yer veya cevrelerinde bulunan kelimelerden
yararlanilabilir. Bu bilgiler birlestirilerek olusturulan kurallar kullanilarak
terimler taninabilir (139).

Giinimiizde makine Ogrenim teknikleriyle de biyolojik terimler
taninmaktadir. Bu yontem icin, algoritma 6nceden olusturulmus, varliklarin
tanimlanmis oldugu setle egitilir, sonrasinda calisiimak istenen setteki
adlandirilmis varliklar: tanir (13).

Gen, protein isimleri gibi bu biyolojik kavramlar, ilgili veri tabanlarina
ulasilarak standardize edilmis tanimlayici kodlariyla eslestirilirler. Boylece
terimler ve temsil ettikleri biyolojik kavramlar arasindaki belirsizlik giderilmis
olur. Adlandirilmis varlik tanima, biyomedikal metin madenciliginin en ¢ok

gelistirilen basamaklarindan biri olmustur ¢linkii algoritmalarin biyomedikal
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metinlerden bilgi cikarabilmeleri icin, protein ve gen isimlerini dogru tanimalari

esastir.

2.4.3. Bilgi Cikarim

Biyolojik kavramlar arasindaki etkilesimleri bulmak, biyomedikal metin
madenciliginin 6nemli amaclarindan biridir. Bunun icin iki temel yontem esas
alinmistir. ilk olarak terimlerin aym paragraf ya da aym ciimlede
birlikteliklerinden yola ¢ikarak etkilesim tahminlerinde bulunulmustur. Birlikte
bulunma yontemi, adlandirilmig varlik tanmima algoritmalariyla da
birlestirildiginde; biyolojik varliklar arasindaki iligkileri tahmin edebilirler fakat
iliskinin tipine dair bilgi vermezler. Ayrica her birlikte gecen terim, islevsel
olarak iligkili olmadigindan, bu yontem genis sonuclara ulasir fakat her sonug
biyolojik olarak iliskiyi gostermez (142).

Bilgi ¢ikarimiicin, birlikte bulunmanin yani sira, dogal dil isleme
yontemleri de gelistirilmistir. Dogal dil isleme, insan dilinin bilgisayarlar
tarafindan islenmesidir. Bu yontem ig¢in, dilin yapisal kurallarinin ve bilimsel
metinlerde biyolojik bilgilerin nasil belirtildiginin bilinmesi gerekmektedir.
Dogal dil isleme, metin i¢indeki iliski tarif eden ifadeleri tanir, boylece, birlikte
bulunma yontemine ek olarak iliski tipleri konusunda da bilgi saglamaktadir. Bu
yontemler, makine 6grenim tekniginde kullanilan 6nceden hazirlanmis egitim
setinin kalitesine bagimhidir. Dil isleme yontemleriyle, birlikte bulunma temelli
yaklasimlara gore daha 6zgiil sonuglara ulasmalarina ragmen, kisith sayida
iliskiyi tespit edilebilir (142).

Biyomedikal bilgi cikarim araglarina 6rnek olarak, BiolE verilebilir.
BiolE, kural tabanli yontemi kullanarak, biyolojik varliklarin yapisina, islevine,
iliskili olduklar1 hastaliklara dair bilgileri ¢ikarabilir (143). Bu basamak, metin
madenciligi araclarinin arastirmaciya sagladigi sonuclardan biridir. Bilgi
cikarimi sayesinde, biyomedikal literatiirde tanimlanan hastalik-gen, protein-

protein, ila¢-protein iliskileri gibi bilgilere ulasilir.
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2.4.4 Bilgi Kesfi

Her yil biyomedikal literatiir iissel olarak biiytlirken, bir arastirmacinin
calistigt konu hakkinda tim gelismeleri takip etmesi zorlasmaktadir. Metin
madenciligi, yeni gelismeleri ve konu hakkinda bilinen tiim bilgileri takip etmek
icin hizh bir yontemdir. Fakat buna ek olarak, metin madenciligi araclari
metinlerde dogrudan belirtilmeyen gizli bilgileri de bulmay: hedeflemektedir.
Metin madenciligiyle, literatiirdeki bilinenlere dayanarak, anahtar terimler
arasinda dogrudan olmayan iliskiler kesfedilmeye ¢alisilmaktadir (137).

Bilgi kesfi icin yontemlerden biri, dogrudan olmayan iliski ¢ikarimlaridir.
Bu yontem Swanson tarafindan ortaya atilmistir. Bu yonteme gore, A ve C
arasinda dogrudan iliski oldugu literatiirde belirtilmemesine ragmen, eger A ile
C terimleri hep benzer anahtar kelimelerle beraber geciyorsa bu durumda A ile
C terimleri de birbiriyle iligkili olabilir (142). Swanson bu yontemi kullanarak,
Raynaud hastaliginda balik yaginin yararh etkisi olabilecegini one stirmiistiir
(144). Bunun ardindan bu yontemi esas alan bir¢cok metin madenciligi
araci olusturulmustur. Dogrudan olmayan iliskileri bulmay1 hedefleyen
ArrowSmith, yeni bilgilerin kesfedilmesi ve hipotezlerin olusturulmasi icin
kullanilabilecek metin madenciligi ara¢larina 6rnektir. Eger arastirmacinin, iki
farkli kavramin iliskili olduguna dair hipotezi varsa, ArrowSmith, bu iki
kavramla iligkili ortak terimleri bularak hipotezi gelistirmekte veya
destekleyebilmektedir (145, 146). Bu metin madenciligini kullanarak bilgi
kesfini amaclayan araclara bir érnektir.

Sonug olarak, giinlimiizde otomatize literatiir analizi, metinsel dokiimden
bilgileri cekebilmekte, biyomedikal terimleri taniyabilmekte ve bu terimleri veri
tabanlar ile iliskilendirerek normalize etmektedir. Metin madenciligi araclari,
biyolojik kavramlar arasinda etkilesim aglar1 olusturabilir. Metin
madenciliginden elde edilen bulgularin, genel kullanima a¢ik deneysel verilerin
analiziyle birlestirilmesi yeni hipotezler olusturulmasin1i ve hazir bulunan
veriler islendigi i¢in bilimsel gelisimin hizlanmasini saglamaktadir. Giintimiizde
cok hizli ilerleyen metin veri analizi ve biyoenformatik ara¢lar kombine edilerek

kullanildiginda bilimsel sorulara cevap bulabilmektedirler (147-149).
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Metin madenciliginin, hem arastirmaciya zaman kazandirmasi, hem
literatiirii sistematik olarak tarayabilmesi, hem de literatiirde dogrudan
belirtilmeyen gizlenen bilgilere ulasabilmesi en belirgin avantajlaridir. Bu
avantajlar1 nedeniyle, metin madenciligi disferlinopati patogenezinde yeni

iliskiler kurulabilmesine yardimci olacaktir.

2.5. Genlerin Birlikte ifade Edilme Ag1 Analizi

Yiksek c¢oziiniirliikteki deneysel verilerin, genel kullanima agik veri
tabanlarinda depolanmasi; 1slak laboratuvar deneylerine gecilmeden 6nce yeni
hipotezler olusturulmasi1 veya olusturulan hipotezlerin desteklenmesini
saglamaktadir. Son yillarda gen ifadesi profil verileri, sistem biyolojisi
yaklasimiyla ag temelli analiz yontemleriyle incelenmektedir. Farkl kosullarda
ve orneklerde, benzer davranan genler toplulugu ya ayni hiicresel yolaklarda
yer alir, ya beraber kompleks olusturur ya da ayni transkripsiyonel faktorlerle
denetlenirler. Buna dayanarak, mikrodizin verilerinde gen
korelasyonlarinin ¢calisilmasi, islevsel olarak iligskili gen gruplarinin
kesfedilmesini saglamaktadir. Bu yontem, artmis ya da azalmis gen ifadeleri
analizi gibi yalnizca bir gen diizeyinde degil, biitiinciil yaklasimla gen
gruplari diizeyinde sonu¢ sunmaktadir. Ag temelli yaklasimlarin, biyolojik
olarak iliskili genleri ayni grupta kiimelendirerek, iyi karakterize edilmemis
genlere islev atamada basarili oldugu gosterilmistir (150-152).

Gen islevi ¢alismalar1 uzun zaman aldigl i¢in, arastirmacilar gen islevi
tahminlerinde in silico yaklasimlari siklikla kullanmaktadirlar. Gen islev
tahminleri, deneysel sonuclarin yerini tutmasa da; gen islevlerinin belirlenmesi
icin gerekli olan deneysel yiikii kayda deger derecede azaltmaktadir. Gen islev
tahmin metotlar1 temelde guilt-by-association prensibine dayanmaktadir. Bu
prensibe gore, RNA ifade diizeyleri, DNA dizisi ve li¢ boyutlu protein yapisi gibi
ozellikleri benzer olan biyolojik varliklarin islevlerinin de benzer
olmasi gerekir. Birlikte ifade edilme analizi gen islev tahminleri i¢in popiiler bir
yontemdir (153). Birlikte ifade edilme analizi, genlerin gorev aldiklar1 biyolojik

streglerin tahmin edilmesini saglar.
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Agirliklandirilmis Gen Birlikte ifade Edilme Ag1 Analizi/ Weighted Gene
Co-expression Network Analysis (WGCNA), mikrodizin Orneklerinde gen
iliskilerini calisarak genlerin birlikte ifade edilme agini olusturur. Boylece
biyolojik olarak anlamli gen gruplar1 (modiil) ve bu gruplar: en iyi temsil eden
merkezi genleri saptayabilir. Tanimlanan gen modiilleri, vaka ve kontrol
ornekleri arasinda Kkarsilastirilarak hastalikla iliskili modiiller segilebilir.
Boylece, hastalik patogenezinde oOnemli rol oynayan hiicresel yolaklar
belirlenmis olur. Birlikte ifade edilme ag1 analizi yonteminin gen diizeyinde
degil de modil bazinda calisiyor olmasi, ¢oklu hipotez test problemini
azaltmaktadir. Bu ag temelli yaklasim, noérodejeneratif ve metabolik
hastaliklarda 6nemli hiicresel yolaklarin, bu yolaklarin anahtar genlerinin ve
tedavi hedeflerinin belirlenmesinde basariyla kullanilmistir. WGCNA, genlerin
birlikte ifade edilme bilgisi sayesinde proteinlerin islevlerinin belirlenmesine
yardimci olmus ve modiillerdeki merkezi genlerin se¢imi sayesinde aday gen
onceliklendirilmesi icin biyolojik olarak anlamli bir yontem sunmustur (14,

154-156). WGCNA yonteminin temel basamaklari Sekil 2.5’'te 6zetlenmistir.

Genlerin Birlikte ifade Edilme Aginin Olusturulmasi
Gen korelasyonlar: W

1 | _—

Modiillerin Tanimlanmasi }
Modiil temelli analiz

[ — T

o

Modiillerin dis veriyle iliskilendirilmesi ; I_l_rﬂ..ﬂ“q- e
Hastalik patogeneziyle iligkili modiiller I

i

Modiil iliskilerinin ¢calisilmasi

| |

Modiillerin anahtar genlerinin bulunmasi

Biyobelirte¢ belirlenmesi

Sekil 2.5. WGCNA yonteminin temel basamaklari. Langfelder ve digerlerinden

(14) uyarlanmistir.
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Bu tez calismasinda disferlinopati patogenezinin aydinlatilmasi igin
metin madenciligi ve genlerin birlikte ifade edilme agi analizi (WGCNA)
yontemlerinin kullanilmasina karar verilmistir. Metin madenciligi, literatiirde
gizli kalmis bilgileri ¢ikarabilme ve WGCNA ise patogenezde onemli hiicre
yolaklarini belirleyebilme avantajlar1 nedeniyle secilmistir. Bu ¢alismada, metin
madenciligi ve WGCNA yontemiyle, disferlin proteinin islevleri ve disferlinopati
patogenezinde etkilenen hiicre siirecleri belirlenmistir. Ayrica, disferlinopati
patogenezinde kritik rol oynayan genler saptanarak, disferlinopatide tedavi
hedefi ya da biyobelirte¢ olarak arastirilabilecek genler ortaya konmustur.
Genlerin birlikte ifade edilme ag1 analizinde, disferlinopatiyle iliskili gen
modiillerinde yeni tanimlanmis fakat islevi heniiz detayli olarak bilinmeyen
merkez genlerden birinin gen islev tahmini yapilmistir. Genlerin birlikte ifade
edilme verisinin gen islev tahmini performansinin arttirilabilmesi icin, kasa
ozgu ve global birlikte ifade edilme verileri birlestirilmistir. Birlikte ifade edilen
genlerin temsil ettikleri hiicresel islevler incelenmistir. Ayrica protein dizisi
ozelliklerini inceleyerek islev tahmininde bulunan araglar kullanilarak,

proteinin islev tahmini desteklenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Metin Madenciligi

Bu tez calismasinda, disferlinopati hastaliklarina dair literatiiriin
taranmasi ve bilgi kesfi icin oncelikli olarak R yazilim programi iizerinden
kelime agirliklandirilmasina dayali metin madenciligi yonteminin kullanilmasi
planlanmistir. Fakat, biyolojik kavramlarin taninmasi i¢in kullanilan soézliik
yontemi eksik kalmistir. Bu nedenle, etkilesim tahminlerinde daha giivenilir
sonuglara varabilmek icin, gelistirilmis biyomedikal metin madenciligi araglari
arastirilmasina ve kullanilmasina karar verilmistir.

BioTextQuest+ (BTQ+), bilgi getirimi, biyolojik kavramlarin taninmasi,
dokiimanlarin kiimelendirilmesi gibi metin madenciligi basamaklarini, biyolojik
veri tabanlariyla birlestirerek bilgi kesfi yapmay1 amaglayan bir aractir. Bu arac,
ilk olarak 2011 yilinda gelistirilmis olup 2014 yilinda giincellenmistir. Bu aracla,
PubMed veya OMIM arama motorlar1 kullanilarak, anahtar kelimelere iliskin
ozetler c¢ekilir. Daha sonra bu 6zetlerdeki climleler kelimelerin belirlenmesi i¢in
islenir, TF-IDF yontemiyle kelime agirliklandirmasi yapilir ve her dokiiman,
onemli terimlerin bulunup bulunmamasina bagh olarak vektérle temsil edilir.
Bu vektorler lizerinden dokiimanlarin benzerlikleri hesaplanir ve dokiimanlar
kiimelendirilir. Benzerlik ve kiimelendirme basamaklarinda farkli yontemler
kullanilabilir. Onemli terimler arasindan protein isimleri, Gene Ontology
terimleri olan biyolojik siirecler, molekiiler islev ve hiicre kompartmanlari
taninir. Bu ara¢ sayesinde, literatiirden elde edilen 6nemli biyomedikal
terimlerin 0zet ya da ciimle dilizeyinde beraber bulunup bulunmadiklari
sorgulanabilir, beraber bulunduklari makalelere erisilebilir. BTQ+, metin
madenciliginden elde ettigi sonuclari, biyolojik kavramlar hakkinda bilgi
toplayan veri tabanlariyla entegre edebilmek icin BioCompendium veri analiz
platformuna baglanabilir. Boylece metin madenciliginden elde edilen protein
listesi; protein-protein etkilesim aginin olusturulmasi ve islevsel zenginlestirme
calismalari icin kullanilabilir (157).

Bu tez calismasinda, disferlinopati hakkinda literatiirde bulunan bilgilere

metin  madencilii araglarim1  kullanarak etkin ve hizhi bir sekilde
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ulasilmasi planlanmistir. Metin madenciligiyle elde edilen bilgiler; protein-
protein etkilesimleri ve genlerin islevsel bilgilerini depolayan veri tabanlariyla
birlestirilerek yeni bilgi kesfi yapilmasi planlanmistir. Hem giincel olmas1 hem
de dokiiman erisimi, dokiimanlarin kiimelendirilmesi, adlandirilmis biyolojik
kavram tanimi ve diger biyolojik veri tabanlariyla kolay entegrasyon
basamaklarinin hepsini igerdigi icin metin madenciligi analizi icin, BTQ+'nin
kullanilmasi uygun gorilmiistiir.

BioTextQuest+ 1lzerinden disferlinopatiye dair metin madenciligi
arastirmasi yapilmistir. PubMed veri tabaninindan, disferlin ve neden oldugu
allelik kas distrofisi hastaliklarina dair genis biyomedikal literatiire ulasilmistir.
BTQ+ ile 6zetlerin kiimelendirilmesi yapilmistir. Bu kiimelendirme sayesinde,
disferlin mutasyonunda gorilen farkhh klinik fenotipleri aciklayabilecek
nedenlere, dokiiman benzerliklerinden ulasilip ulasilamayacagi arastirilmistir.
Bilgi getirimi asamasinda elde edilen disferlinopatiyle iliskili metinlerdeki
onemli biyomedikal terimler incelenerek, disferlinopati patogenezinde rol
oynayan proteinler, biyolojik siirecler ve hiicresel yolaklar ortaya konulmustur.

Onemli terimlerin incelenmesinden sonra, disferlinle iliskili metinlerden
gen ve protein isimleri elde edilmistir. Bu proteinler, STRING platformuna
aktarilarak disferlinle iligkili protein - protein etkilesim ag1 olusturulmustur.
STRING, deneysel verileri ve metin madenciligi yaklasimini birlestirerek,
protein - protein etkilesim ag1 olusturan bir programdir. STRING araci, bir veya
birden fazla protein girdisiyle calisabilmektedir. Proteinler arasinda bilinen
veya tahmin edilen etkilesimleri ag seklinde sunmaktadir. Bu etkilesimler,
dogrudan fiziksel etkilesimler olabilecegi gibi, islevsel iliskiler de olabilir(158).
STRING’le olusturan protein - protein etkilesim agiyla, disferlinin molekiiler
islevlerini gerceklestirmek icin hangi proteinlerle beraber c¢alistiginin
belirlenmesi ve agin organizasyonun incelenmesiyle anahtar proteinlerin
calisilmasi amaglanmistir.

BTQ+, TF-IDF kelime agirhiklandirma basamagiyla secilen oOnemli
terimler arasindan protein listesine ulasmaktadir. Bu nedenle ¢calisma sirasinda
gorilmistir ki, BTQ+ disferlinopatiyle iliskili kisith sayida proteine

ulasmaktadir. Islevsel zenginlestirme asamasinda, daha genis protein



30

listelerinin kullanilmasi1 calismanin giliclinii arttirip, daha 06zgil terimlere
ulasilmasini saglamaktadir. Bu nedenle, disferlinopati icin 6nemli olabilecek
hiicresel yolaklar, islevler ve biyolojik silireclere ulasabilmek icin,
disferlinopatiyle iligkili literatiirde gecen tiim proteinlerin kullanilmasina karar
verilmistir. Bu amacgla, BTQ+'da ulasilan makale 6zetleri PubMed {izerinden
indirilmis, OnTheFly metin madenciligi araciyla incelenmistir. OnTheFly metin
madenciligi araci, BTQ+ gibi metni isleyebilir, adlandirilmis biyolojik kavramlari
taniyabilir, STRING veri tabanina baglanarak protein - protein etkilesim agi
olusturabilir ve BioCompendium’a baglanarak islevsel zenginlestirme analizini
kolaylastirabilir. Fakat OnTheFly, BTQ+'ya gore, disferlinopati ile iliskili daha
genis bir protein listesine ulasabildigi i¢cin islevsel zenginlestirme asamasinda
OnTheFly’dan elde edilen proteinler kullanilmistir.

Disferlinopati ile iligkili proteinlerin rol aldig1 yolaklar1 kesfedebilmek
icin islevsel zenginlestirme analizi yapilmistir. OnTheFly metin madenciligi
araciyla ulasilan proteinler, islevsel zenginlestirme analizi icin Islevsel
Annotasyon, Gorsellestirme ve Entegre Kesif Veri Tabani - Database for
Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) araca ile
incelenmistir. DAVID, Gene Ontology ve KEGG gibi veri tabanlarina ulasarak,
genis gen listelerinin biyolojik anlamini kesfetmeyi amaclar (159, 160). Gene
Ontology (GO) 1998’de, gen driinlerinin tanimlarini veri tabanlar1 arasinda
tutarh hale getirebilmek icin baslatilmis bir projedir. Bu proje kapsaminda, gen
Urlnlerinin islevini tanimlayabilmek i¢in molekiiler islev, biyolojik stlire¢ ve
hiicresel kompartman bilgilerini sistematik bir sekilde tarif eden ili¢ adet
ontoloji olusturulmustur. Gen islevinin hiicre icinde gerceklestigi yer icin
hiicresel kompartman, genin aktivitesi icin molekiiler islev ve genin aktif oldugu
hiicresel siireci belirtmek icin biyolojik siire¢ boliimleri tanimlanmistir (161).
KEGG veri tabani ise, kiiratorler tarafindan cizilen, bilinen molekiiler etkilesim
aglarm1  temsil eden hiicre yolaklarimi depolar (162, 163). Islevsel
zenginlestirme basamag1 sayesinde, disferlinopatiyle iliskili literatiirden elde
edilen proteinlerin temsil ettigi yolak ve islevler belirlenmistir. Bdylece,

literatiirde dogrudan disferlinopatiyle iliskilendirilmemis yolaklarin, protein



31

islevsel zenginlestirme analizinden c¢ikarimla disferlinopatiyle olasi iliskisi

incelenmistir.

3.2. Agirhiklandirilmis Gen Birlikte ifade Edilme Ag1 Analizi (WGCNA)
Metin madenciligi sonuclarini, deneysel veriyle birlestirmek icin kas
dokusuna 06zgli genlerin birlikte ifade edilme ag1 olusturulmas1 ve

disferlinopatiyle iliskili hiicre yolaklarinin bulunmasi planlanmstir.

3.2.1. Mikrodizin Verisinin On islenmesi

Gen Ekspresyon Omnibus (GEO) veri tabani, disferlinopati hastalarina
dair mikrodizin verisi bulmak icin arastirlmistir (164). 13 farkh kas
hastaliginin gen ifade profil verisini saklayan GSE3307 serisi se¢ilmis ve bu
seriye ait Affymetrix Insan Genomu U133A dizini ham verileri indirilmistir
(165). Veri, R ortamina gecirilip, BioConductor “affy” paketi kullanilarak
islenmistir. “expresso” fonksiyonu kullanilarak, MAS5 metoduyla, veri o6n
islemesi yapilmistir. Sonrasinda, Miller ve Horvath'in ¢alismasindaki mikrodizin
on isleme basamaklari takip edilmistir (155). R ortaminda, mikrodizin 6rnekleri
arasinda gen ifadelerinin birbirleri ile olan korelasyonu incelenerek, standard
sapmanin iki kati altinda kalan aykir1 6rnekler cikarilmistir. Ardindan veri
kuantil normalizasyonla normalize edilmis ve problar filtrelenmistir. Filtreleme
sonras1 kalan 8388 gen, birlikte ifade edilme ag1 analizi asamalarinda

kullanilmistir.

3.2.2. Genlerin Birlikte ifade Edilme Ag Olusturulmasi ve Modiil
Tanimlanmasi

GSE3307 mikrodizin serisinden, disferlinopati ve saglikli bireyler
secilmistir. Isaretli genlerin birlikte ifade edilme ag1 (signed co-expression
network) olusturabilmek icin WGCNA yaziliminin “blockwiseModules”
fonksiyonu kullanilmistir (14, 154). Gen ciftleri arasindaki korelasyonu
hesaplamak icin, aykir1 degerlere direncli bir 6l¢li olan biweight midcorrelation
kullanilmistir (166). Boylece, genlerin birbirleriyle korelasyonlarin1 belirten

birlikte ifade edilme benzerlik matrisi olusturulmustur.
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WGCNA metodunda, birlikte ifade edilme ag1, genler arasindaki baglanti
kuvvetini  gosteren  komsuluk  matrisi  tarafindan  temsil edilir.
Agirlhiklandirilmamis birlikte ifade edilme aglarinda, esik deger belirlenir ve
korelasyon degeri bu esik degerin tstiinde olan gen ciftlerinin birlikte ifade
edildigi kabul edilir. Komsuluk matrisinde, esik degeri asan gen ciftleri 1(bir)’le
belirtilirken, esik degerin altinda kalan ciftler O(sifir) olarak belirtilir. Bu
yontemde, birlikte ifade edilme bilgisi sadece 0 ve 1 gibi aralikhi degerler
alabilir. Bu durumda, korelasyon degerleri birbirine ¢ok yakin olsa bile esik
degerin biraz altinda ve istiinde kalan gen ciftlerinden biri birlikte ifade
ediliyor olarak kabul edilirken, digeri birlikte ifade edilmiyor olarak kabul edilir.
Ancak, WGCNA metodunda ise komsuluk matrisi 0 ve 1 arasinda herhangi bir
degeri  alabilir.  Boylece, genlerin birlikte ifade edilme bilgisi
agirhiklandirilmamis aglara gore daha iyi korunmus olur. WGCNA metodunda
komsuluk matrisi, birlikte ifade edilme benzerlik matrisinin tssi degeri
alinmasiyla belirlenir. Bu yontem sayesinde giiclii korelasyon goésteren genler
daha da belirginlesirken, zayif korelasyon gosteren genlerin Onemi
karsilastirmali olarak azalmaktadir. WGCNA’nin, agirliklandirma yontemi,
birlikte ifade edilme bilgisinin daha verimli kullanilmasini saglamaktadir. Bu
asamada kullanilacak tissii degeri bulmak igin, genlerin olusturdugu agin
serbest Olgekli ag oldugu kuvvetleri secmek gerektigi one siirtilmiistiir (154).
Onceden yapilan ¢alismalarda, protein - protein etkilesim ag, genlerin birlikte
ifade edilme ag1 gibi biyolojik aglarin yapisinin rastlantisal ag degil de serbest
Olcekli ag yapisinda oldugu goriilmiistiir. Serbest 6lgekli aglarda, diigiimlerin
baglant1 dagilimy, gii¢ kanununu izler. Kisacasi, serbest dlcekli aglarda, az sayida
diigiim cok sayida baglanti igerip, agin merkez diigiimlerini olustururlar (167).
Bu merkez diigiimler, agin 6nemli elemanlarini temsil ederler. Korelasyon
matrisinin daha yiiksek tissii degerleri alindiginda ag, serbest 6lgekli aga daha
cok yaklasmaktadir, fakat bu durumda diiglimlerin ortalama baglantisallik
degeri diismektedir. Bu ylizden, hem serbest olcekli ag kriterinin saglandigi,
hem de ortalama digim baglantisalliginin yiiksek kaldig1 deger olarak, 13
secilmistir. Birlikte ifade edilme benzerlik matrisinin onii¢lincii kuvveti

alinarak, komsuluk matrisi olusturulmustur. Komsuluk matrisinin olusumundan
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sonraki basamak, agdaki modiillerin belirlenmesidir. Modiiller, birbirleriyle
yogun olarak baglantihi gen kiimeleridir. Modiiller, gercek biyolojik sinyali
gosterebilecekleri gibi giiriiltiiyli de temsil edebilirler (14). Bu nedenle,
modiillerin biyolojik olarak anlamliligini ¢alisabilmek icin, dis veri tabanlari
kullanilarak islevsel zenginlestirme analizi yapilabilir.

Genlerin birlikte ifade edilme ag1 olusturulduktan sonra, modiillerin
belirlenmesi icin en kiiciik modiil buyikligi ve deep split gibi parametreler
degistirilerek farkl aglar olusturulmustur. Deep split parametresi, modiillerin
biiytiikliiglinii belirleyen ana parametredir. Bu parametre, 0 ile 4 arasinda
degerler alabilir. 0 (sifir) az sayida ve biiyiik modiiller olusmasini saglarken, 4
fazla sayida fakat kiiciik modiillerin olusturulmasini saglar. Bu calismada,
deepslit parametresi 0 ile 4 arasinda degistirilerek, farkli modiiller
tanimlanmistir. Kiiciik ve daha ¢ok sayida modiiller olusturuldugunda, modiiller
daha 6zgiil olabilir ya da giiriiltiiyli yansitabilir. Bu yiizden, modiillerin biyolojik
anlamliliginin ve stabilitesinin calisilmasi gerekir. Genlerin birlikte ifade edilme
aginda, parametreler fazla sayida fakat kiiciik modiiller olusturulmasi igin
ayarlandiginda, modiillerin biyolojik anlamhligin yitirdigi ve giiriiltiiyli temsil
ettigi gorilmiustiir. Modiillerin stabilitesini belirlemek i¢in yeniden 6rnekleme
calismalari yapildiginda kiiciik modiillerin istikrarli olmadig1 saptanmistir.
Ayrica kiicik modillerin DAVID araciyla yapilan islevsel zenginlestirme
calismalarinda istatistiksel olarak anlamli biyolojik siireclere ulasilamamistir.
Bu nedenle, modiillerin daha biyiik ve istikrarli oldugu parametreler
secilmesine karar verilmistir. Biiyiik, birbirinden farkli ve direncli modiiller
olusturabilmek i¢in, minimum modiil buyiikligi 30 ve deepsplit parametresi 0
(sifir) olarak ayarlanmistir.

Birlikte ifade edilme modiillerinin varligin1 dogrulamak icin, bagimsiz bir
gen ifade setinde korundugunu gostermek gerekir. Bu nedenle modiillerin
korunmus ve tekrar olusturulabilir oldugunu gdstermek icin, modiil
korunmusluk istatistikleri hesaplanmistir. Bunun igin, WGCNA paketinde
“modulePreservation” fonksiyonu kullanilmistir (168). Bu yontem, ag temelli
istatistik yontemlerini kullanarak, bagimsiz bir mikrodizin setinde modiillerin

korunup korunmadigini belirler. Bu ¢calismada, test veri seti olarak, ayni seriden
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farkli kas hastaliklarindan olusan (mutant kalpain 3, mutant FKRP ve Becker

kas distrofisi) hastalarinin mikrodizin verileri kullanilmistir.

3.2.3. Disferlinopatiyle iliskili Modiillerin Belirlenmesi

Genlerin birlikte ifade edilme ag1 olusturulup modiiller tanimlandiktan
sonra, bu modiller arasinda disferlinopati icin 6nemli olan modiiller
belirlenmistir. Bunun icin 6ncelikle her modiiliin 6zdegeri (eigengen)
hesaplanmistir. Modiil 6zdegerleri, modiilleri en iyi temsil eden ifade profilleri
olarak da dustiniilebilir. Modil 6zdegerlerine dayanarak, kontrol bireyler ve
disferlinopati hastalar1 arasinda farkli olan modiiller seg¢ilmistir. t-testi
kullanilarak disferlinopati icin 6nemli modiller bulunmustur. P degeri,
Bonferroni yontemiyle c¢oklu hipotez sorgulama yoéniinden diizeltilmistir
(diizeltilmis p < 0.05, istatistiksel olarak anlaml kabul edilmistir).

Disferlinopati i¢cin 6nemli biyolojik yolaklar1 temsil eden bu modiillerin
anahtar genlerini secebilmek icin hesaplamalar yapilmistir. Her gen icin, modiil
ozdegerini temel alan baglantisallik (kME) degeri hesaplanmistir (169, 170). Ag
temelli yaklasimlarda, yiiksek sayida baglantiiceren merkez genlerin,
organizma icin 6nemli genler oldugu gosterilmistir (171). WGCNA metoduyla
belirlenen hastaliklarla iliskilendirilmis modiillerdeki merkezi genlerin klinik
olarak o6nemli olduklar gosterilmistir. Ornegin, glioblastoma multiforme
calismasinda, hiicre proliferasyonunu temsil eden gen modiiliiniin merkezi
genlerinden birinin tedavide molekiiler hedef olabilecegi gosterilmistir (172).
Bu ytizden, klinik degeri yiliksek olacak merkezi genlerin saptanmasi icin,
disferlinopatiyle iliskili modiillerde kME degeri yiliksek (merkez genler) genler
belirlenmistir.

Modiillerin  biyolojik anlamlarini  kesfedebilmek icin islevsel
zenginlestirme analizi yapilmistir. Disferlinopatiyle iliskili bulunan modiiller
icin, 0o modiile ait kKME degeri 0.7’den yiiksek olan genlerin listesi elde edilmistir.
Bu gen listelerinin, DAVID araci kullanilarak islevsel anotasyonu yapilmistir.
DAVID aracinda, arka plan gen listesi olarak Affymetrix insan Genomu U133A

dizinindeki tiim genler kullanilmistir.
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Disferlinopatiye 0zel, diger kas distrofilerinden farkli 6zelliklerin
arastirilmasi icin  disferlinopati ve mutant kalpain 3 (LGMDZ2A) hasta
mikrodizinlerine WGCNA metodu uygulanmistir. Disferlin mutasyonu limb-
girdle tipi kas distrofisine (LGMD) neden oldugu icin, fenotipik olarak benzer
tipte olan LGMD2A kas distrofisiyle karsilastirilmistir. Kalpain-3’iin hiicre zari
tamirinde gorev alan disferlin protein kompleksini proteolitik olarak kestigi
gosterilmistir (173). Bu nedenle, disferline 6zgii 6zelliklerin bulunabilmesi i¢in,
disferlin mutasyonunda oldugu gibi LGMD fenotipine neden olan ve hiicre zar1
tamirinde rol alan disferlin protein kompleksiyle iliskili kalpain 3 geninin
mutasyonu ile olusan kas distrofisi secilmistir. Disferlinopati ve LGMDZ2A
hastalarinin mikrodizin verileri birlestirilip, disferlinopati ve kontrol bireyler
icin yapilan analiz tekrarlanmistir. LGMD2A ve disferlinopati mikrodizinleri
beraber kullanilarak, isaretli agirliklandirilmis genlerin birlikte ifade edilme ag1
olusturulmustur. Gen korelasyonlar igin biweight midcorrelation Olglisi
kullanilmis, serbest 6lgekli ag kriterine uygun olarak tissii deger 10 olarak
belirlenmistir. Modiiller, disferlinopati ve saglikl bireylerin olusturdugu agda
oldugu gibi biiytik ve stabil olacak sekilde tanimlanmistir. Modiil 6zdegerlerine
dayanarak, t-testi ile, disferlinopati ve LGMD2A kas distrofisi hastalar1 arasinda

istatistiksel olarak farkhlik gosteren modiiller taranmistir.

3.3. Genlerin Genis Kapsamh Birlikte ifade Edilme Veri Tabanlar:

WGCNA ile elde edilen kasa spesifik genlerin birlikte ifade edilme
verilerini dogrulamak ve desteklemek icin genis kapsamli birlikte ifade edilme
veri tabanlarinin kullanilmasina karar verilmistir. Hastalik veya doku
ayirmaksizin genlerin birlikte ifade edilme bilgilerini depolayan veri
tabanlarindan COXPRESdb kullanilmistir (174-176). COXPRESdb, 11 farkh
tiiriin mikrodizin ve RNA dizileme verilerini birlestirerek birlikte ifade edilme
analizi yapmaktadir. Birden fazla tiir ve mikrodizin platformundan veri
topladig1 icin, olusturulan birlikte ifade edilen gen listesinin giivenilirligini
Olcebilmektedir. Birden ¢ok tiirde korunmus, birlikte ifade edilen gen ciftlerinin
islevsel olarak birbirleriyle iligkili olma ihtimalleri daha yiiksektir(177).
COXPRESdb veri tabani desteklenebilirlik (giivenilirlik) degerini, farkh
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platformlar ve miimkiinse farkli tiirlerden elde edilen birlikte ifade edilme
listelerinin birbirlerine benzerliklerini karsilastirarak belirlemektedir. Boylece,
diger tiirlerde de korunmus ve benzer islev gérme ihtimali yliksek gen ciftlerini
tespit edebilmektedir.

WGCNA ile elde edilen kasa o6zgi birlikte ifade edilme aginda,
disferlinopatiyle iliskili bulunan gen modiillerinden birinin merkezi geninin,
islevi tam olarak bilinmeyen yeni tanimlanmis kas distrofisi genlerinden,
TOR1AIP1 (torsin A interacting protein 1) oldugu gozlenmistir. Bunun iizerine,
birlikte ifade edilme analizinin gen islevini tahmin edebilme o6zelligine
dayanarak, TOR1AIP1'in islevinin arastirilmasina karar verilmistir. TOR1AIP1’in
islevsel olarak iliskili oldugu genleri bulabilmek i¢in, COXPRESdb veri
tabanindan TOR1AIP1 ile birlikte ifade edildigi yiiksek derecede desteklenebilir
ilk 500 gen secilmistir. Bu genis gen listesinin biyolojik anlamliligin1 sorgulamak
ve temsil ettigi yolak ve islevleri belirlemek icin, DAVID araci ile islevsel
zenginlestirme analizi yapilmistir. Boylece, TOR1AIP1’in kasa 6zgli ve kosuldan
bagimsiz durumlarda beraber ifade edildigi genlerin rol aldig1 hiicre yolaklari
karsilastirilmistir.

Ayrica genlerin global birlikte ifade edilme verisinden elde edilen gen
listesi, WGCNA ile elde edilen kasa 6zgli TOR1AIP1’in birlikte ifade edilme
modiiliiniin merkez genleri ile karsilastirilmistir. Boylece kas dokusundan elde
edilen TOR1AIP1 ile birlikte ifade edilen genlerden; genel birlikte ifade edilme
verisi sayesinde belirlenen TOR1AIP1 ile birlikte ifade edildigi yiiksek derecede
desteklenebilir genler se¢ilmistir. Bu yontemle, TOR1IAIP1 ile islevsel olarak

iliskili olabilecek kasa 6zgii genler bulunmustur.

3.4. Protein Dizi Analizi

TOR1AIPI'in kodladig1 LAP1 proteininin islev tahminini yapabilmek i¢in
protein dizi analizi yapilmasi planlanmistir. LAP1 proteininin perintikleer
kisminin li¢ boyutlu yapisi belirlenmistir, fakat cekirdek icindeki kisminin ti¢
boyutlu yapist heniiz ¢alisiimamistir (178). Bu yilizden protein yapisina
dayanarak, protein - protein etkilesimi tahmin eden programlar LAP1’in

cekirdek icindeki bolgesi i¢in uygun degildir.
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PSIPred birden ¢ok biyoenformatik araci birlestiren protein dizi analizi
programidir. PSIPred protein dizisini c¢alisarak, proteindeki olas1 yapisal
bolgeleri, diizensiz oldugu tahmin edilen dizileri ve protein islevini tahmin
edebilmektedir (179). PSIPred ara ytizii kullanilarak, LAP1 proteinin sekonder
yapisl, diizensiz kismi ve islevi tahmin edilmistir. Protein islevini tahmin etmek
icin, PSIPred ara yiizii uzerinden FFPred aract kullanilmistir. FFPred,
homolojiden bagimsiz olarak protein dizi Ozellikleri temelli protein islev
tahmini yapan bir aractir. Proteinin amino asit birlesimi, diizensiz boélgelerin
uzunlugu ve konumu, transmembran béliimi, sekonder yapisi, sinyal peptidleri,
hiicre ici konumu, translasyon sonrasi modifikasyon bdlgeleri gibi bilgileri
birlestirir. Gene Ontology servisi veri tabanindan yararlanarak, makine 6grenim
teknigiyle protein dizi 6zelliklerine gore islev tahmini yapar. Genelde protein
dizisinden islev tahmin eden araglar, proteinlerin homologlarini tespit edip
onlarin bilinen islevlerinden ¢ikarim yaparlar. Fakat FFPred, 6zellikle homologu
olmayan ya da homologlarinin islevleri iyi bilinmeyen proteinlerin analizi i¢in
avantaj saglamaktadir. FFPred, girdi olarak verilen protein dizisini analiz
ederek, Gene Ontology terimleri lizerinden protein islevini tahmin etmektedir
(180). LAP1 proteini ve homologlarinin islevleri detayli olarak bilinmedigi icin,
homolojiden bagimsiz olarak analiz yapan FFPred araci, LAP1 proteinin islev

tahmini icin avantajhdir.
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4. BULGULAR

4.1. Metin Madenciligi Sonuclar:

Disferlin proteini ve mutant disferlin proteinin neden oldugu
disferlinopatilere ait literatiirin taranmasiicin, BioTextQuest+ programi
secilmistir. Bu programda yapilan arama sonucunda, Eylil 2014 itibariyle
PubMed tlizerinden, disferlin ve neden oldugu kas distrofisi hastaliklarina dair
546 ozete ulasilmistir. Ozetlerin benzerlik ve kiimelendirme calismasi
sonrasinda tek kiime olusturdugu goriilmiistiir. Bu kiimenin 6énemli terimleri

tabloda 6zetlenmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Disferlinle iligkili BioTextQuest+ araci ile yapilan metin madenciligi

analizi sonucu elde edilen 6nemli terimler.

Disferlin Miyogenez Sarkoglikan
Disferlinopati Birlestirilme Distroglikan
("Resealing")

Pelvik-omuz kusagi Hiicre iskeleti Kollajen
LGMD 2B Ubikitin Desmin
Miyoshi miyopati Proteazom Emerin
Distrofi Proteoliz Laminin
Atrofi Monosit Merosin
Dejenerasyon Makrofaj MG53
Rejenerasyon Infiltrat Teletonin
Transmembran Kalsiyum - bagimlh Titin
Sarkolemma Kalpain 3 T-tiibiil
Sitoplazma Kaveolin 3 Fibroblast
Vezikiil Anoktamin 5 Miyoblast
Endositoz AHNAK Sarkomer
Ekzositoz Anneksin Sinyallesme
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BioTextQuest+ tarafindan disferlin aramasi sonrasi elde edilen protein
listesi, BioCompendium platformuna aktarilarak daha detayll sekilde
incelenmistir. Elde edilen protein listesinden, protein - protein etkilesim agini
olusturmak i¢in STRING programi kullanilmistir. STRING araciyla olusturulan
protein - protein ag1 incelendiginde, ilk basta kas distrofileriyle iligkili diger
proteinler gorilmektedir. Bunlara ek olarak, agda ubikitin etrafinda olusmus bir
protein merkezi daha belirmistir (Sekil 4.1.). Disferlinle dogrudan baglantili
goriinen proteinler arasinda, kaveolin-3, distroglikan, vy-sarkoglikan, &-
sarkoglikan, FKRP, titin, anoktamin 5, miyotilin ve emerin gibi miiskiiler
distrofilere neden olan proteinler bulunmaktadir. Disferlinle dogrudan
baglantili goriinen proteinlerden AHNAK (AHNAK niikleoprotein) ise heniiz
herhangi bir kas distrofisiyle iliskilendirilmemesine ragmen, disferlinle fiziksel
etkilesime girdigi bilinen ve hiicre zar1 tamir mekanizmasinda rol aldig1 tahmin
edilen bir proteindir. Kas distrofileri cevresinde olusan protein toplulugu,
AHNAK, kaveolin ve emerin lizerinden ubikitin cevresinde olusan merkezle
birlesmektedir.

Disferlinopatiyle iliskili gen listesinin biyolojik anlaminmi1 kesfedebilmek
icin DAVID araciyla islevsel zenginlestirme analizi yapilmistir. BioTextQuest+
araciyla ulasilan 29 proteinle yapilan analizde, “kalmoduline baglanma”, “hiicre
iskelet proteinlerine baglanma”, “motor aktivite”, “kasin yapisal bilesenleri” ve
“SNARE baglanma” terimleri istatistiksel olarak anlamli ¢cikmistir. Elde edilen bu
liste, disferlinle iliskili proteinlerin kas hiicrelerinin motor aktivitesinde ve
kalsiyuma bagimli hiicre mekanizmalarinda rol aldigini, hiicrenin yapisal ve
iskelet proteinleriyle ve vezikiillerle iliskili oldugunu belirtmektedir. Bu analiz,
metin madenciligi ve islevsel zenginlestirme sayesinde, disferlinle ilgili temel
bilinenlere ulasilmasini saglamistir. Fakat, disferlin hakkinda yeni hipotezler
olusturulabilmesi ve daha detaylh bilgiye ulasilmasi icin, disferlinle iliskili tim
gen {Urlnlerinin islevsel zenginlestirilmesinin yapilmasi gerekmektedir.
BioTextQuest+ programinin verdigi protein listesi incelendiginde, programin
tim o6zetlere ulasmasina ragmen disferlinin etkilesime girdigi tim proteinleri
listelemedigi goriilmiistiir. Ornek olarak, program MG53 (TRIM72)yi

biyomedikal terim olarak tanimasina ragmen, bunu gen olarak
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taniyamamaktadir. Bu yiizden daha genis kapsamli protein listesi elde etmek
icin, baska araclar kullanilarak molekiiler islev ve biyolojik slire¢ zenginlestirme
basamag: tekrar yapilmistir. BTQ+ aracinda kullanilan 546 6zet, OnTheFly
metin madenciligi aracina tasinmis ve disferlinle iliskili gen listesi elde
edilmistir. OnTheFly araci, 406 gene ulasmistir. Bu gen listesi, DAVID araciyla
temsil edilen hiicresel yolaklar, biyolojik siirecler ve molekiiler islevleri
belirlemek i¢in kullanilmistir (Tablo 4.2). Bu calismayla, disferlinin iliskili
oldugu proteinlerin, enflamatuar ve immiin yanit, hiicre iskeleti, vezikiil, kasin
yapisal bilesenleri, apoptoz kontroli ve oksidatif stresle ilgili oldugu

belirlenmistir.

CDKN1B
_ COKNIAT )
O et %

NFKBIA

SERPINB8

Sekil 4.1. Disferlinle iliskili protein - protein etkilesim ag1. Diiglimleri birlestiren

kenarlarin kalinlig1 kanit derecesini temsil etmektedir.



Tablo 4.2. OnTheFly metin madenciligi araciyla elde edilen disferlin iliskili
protein listesinin DAVID araci (159) ile islevsel zenginlestirmesi.

"GO" ile baslayan terimler Gene Ontology terimlerini, "hsa" ile
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baslayan terimler KEGG yolaklarini temsil etmektedir. P degerleri

Benjamini Hochberg (181) yontemiyle diizeltilmistir.

Anotasyon Terimi p degeri
G0:0006954~enflamatuar cevap 1.7E-9
G0O:0030017~sarkomer 8.6E-12
G0:0006936~kas kasilmasi 7.6E-10
G0:0060537~kas doku gelisimi 1.2E-10
G0:0005886~plazma zar1 6.9E-9
G0O:0015629~aktin hiicre iskeleti 4.2E-11
G0:0042981~apoptoz kontrolii 6.8E-10
G0:0030334~hiicre gocii kontroli 4.6E-7
G0:0002684~immiin sistem pozitif kontroli 3.1E-8
G0:0031988~zarla cevrili vezikiil 9.2E-7
hsa04620:Toll-like reseptor sinyal yolagi 6.8E-6
G0:0051259~protein oligomerizasyonu 3.9E-5
G0:0008219~hiicre 6limiu 7.9E-7
G0:0016044~zar organizasyonu 6.0E-6
G0:0009967~sinyal iletiminin pozitif kontroli ~ 1.5E-6
G0:0001568~damar gelisimi 2.4E-4
G0O:0000165~MAPKKK kaskadi 1.3E-2
G0O:0010564~hiicre siklusu kontrolu 3.3E-3
G0:0005516~kalmoduline baglanma 1.6E-5
G0O:0007155~hiicre adhezyonu 9.4E-4
GO:0051341~oksidorediiktaz aktivitenin

kontroli 4.8E-8
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4.2. Agirhiklandirilmis Gen Birlikte ifade Edilme Ag1 Analizi Sonuclar:
Metin madenciligiyle elde edilen sonuglarin dogrulanmasi ve yeni
hipotezler olusturulabilmesi icin disferlinopatiye dair genel kullanima acik
mikrodizin deneysel verisi genlerin birlikte ifade edilme analizi igin
kullanilmistir. Disferlinopati hastalari ve saglikli bireylerin mikrodizin verileri
kullanilarak, serbest olcek agi kriterine uygun olarak ag olusturulmustur.
Modiillerin stabil oldugu (167)parametreler belirlendiginde, genlerin birlikte
ifade edilme aginda toplam sekiz modiile ulasilmistir. Modiilleri gosteren gen

kiimelendirme dendrogrami Sekil 4.2’de goriilmektedir.

090 095 1.00
| I |

0.85
I

Sekil 4.2. Disferlinopati ve kontrol birey 6rneklerinden olusturulmus birlikte

ifade edilme modiilleri. Sekiz farkli gen modiiliine ulasilmistir. Gri

renkle belirtilen genler hi¢cbir modiile atanamayan genlerdir.

Gen modiillerinin gecerliligini test edebilmek i¢in, farkl bir mikrodizin
setinde modiillerin korunmuslugu ¢alisilmistir. Bu yontem, test edilecek agda
modiil tanimi yapilmadan, referans ag (disferlinopati-kontrol birlikte ifade
edilme ag1) modillerinin ag temelli istatistiklerinin (baglantisallik, yogunluk
gibi) test setinde korunup korunmadigini incelemektedir. Bu yontemde, yorumu

kolaylastirabilmek icin ag temelli istatistikler, Zs.: istatistik degeri altinda
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birlestirilmistir. Zsze:>10 ise yiiksek derecede korunmus, 2<Zs.e<10 ise orta
derecede korunmus ve Zsei<2 ise modillerin korunmamis oldugunu
gostermektedir (168). Modil korunmusluk degerlerinden anlasildig: gibi pembe
hari¢ tiim modiiller yiiksek derecede korunmus, pembe modiil ise orta derecede

korunmustur (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Modiil Korunmuslugu.

Modiil Lozet

Turkuaz 25.08
Kirmizi 24.52
Sar 22.34
Mavi 18.42
Yesil 16.23
Kahverengi 14.99
Siyah 12.20
Pembe 4.96

Disferlinopati icin 6nemli modiilleri bulabilmek icin, modiilleri temsil
eden modiil 6zdegerleri hesaplanmistir. Modiil 6zdegerleri kontrol bireyler ve
disferlinopati hastalari arasinda istatistiksel olarak farkli olan modiller
secilmistir (Bonferroni metoduyla ¢oklu hipotez testi diizeltmesi sonrasi
p<0.05). Bu modiiller, turkuaz, mavi ve siyah modiillerdir. Turkuaz, mavi ve
siyah modiillere ait genlerin ifade haritalar1 ve modiil 6zdegerlerinin grafikleri
cizilmistir (Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5). Bu grafikler incelendiginde, 6zellikle
turkuaz ve mavi modiilde daha belirgin olmak tizere, disferlinopati ve kontrol

bireyleri arasinda modiil 6zdegerlerinin farkli oldugu gézlenmektedir.
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Mikrodizin Ornekleri

Sekil 4.3 Turkuaz modiil genlerinin ifade haritasi ve modil 6zdegerleri grafigi.

Eigengen Ekspresyonu

01 03

02

Ust béliimde gériinen ifade haritasinda satirlar turkuaz modiil
genlerini, siitunlar ise mikrodizin 6rneklerini gostermektedir. Alt
bolimde, ayni mikrodizin o6rneklerine denk gelen modiil
0zdegerleri cizilmistir. En listte mavi cubukla isaretlenen 6rnekler,

disferlinopati hastalarini gostermektedir.

Mavi

Mikrodizin Ornekleri

Sekil 4.4 Mavi modiil genlerinin ifade haritasi ve modiil 6zdegerleri grafigi. Ust

boliimde goriinen ifade haritasinda satirlar mavi modiil genlerini,
stitunlar ise mikrodizin orneklerini géstermektedir. Alt béliimde,
aynt mikrodizin Orneklerine denk gelen modil 6zdegerleri
cizilmistir. En stte mavi c¢ubukla isaretlenen oOrnekler,

disferlinopati hastalarini gostermektedir.
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Mikrodizin Ornekleri

Sekil 4.5 Siyah modiil genlerinin ifade haritasi ve modiil 6zdegerleri grafigi. Ust
boliimde goriinen ifade haritasinda satirlar siyah modil genlerini,
sttunlar ise mikrodizin 6rneklerini géstermektedir. Alt boéliimde,
aynt mikrodizin Orneklerine denk gelen modil 6zdegerleri
cizilmistir. En stte mavi c¢ubukla isaretlenen o6rnekler,

disferlinopati hastalarini gostermektedir.

Bu modiillerin biyolojik anlamlarin1 kesfetmek icin DAVID araciyla
islevsel zenginlestirme calismasi yapilmistir. Turkuaz ve mavi modiiliin temsil
ettigi temel biyolojik siirecler ve hiicre yolaklari, sirasiyla Tablo 4.4 ve Tablo
4.5’te gosterilmistir.

Turkuaz modiil genleri, temel olarak hiicre dis1 matris elemanlari,
enflamatuar cevap, vezikil, lizozom, zar organizasyonu, kalsiyuma baglanma ve
hiicresel iskelet elemanlarini temsil etmektedir. Turkuaz modiliin merkez
genleri arasinda; kollajen genleri (COL6A3, COL6AZ2), tibiilin alfa 1b (TUBA1B),
lizozomal transmembran protein 5 (LAPTMS5), EGF Containing Fibulin-Like
Extracellular Matrix Protein 1 (EFEMP1), and TIMP metallopeptidaz inhibitérii 1
(TIMP1), CD44, noral hiicre adhezyon molekiili 1(NCAM1), ve komplement
sistem elemanlar1 (C1S, CIR, C3) bulunmaktadir.



Tablo 4.4. Turkuaz modiiliin DAVID araci (159) ile elde edilen islevsel
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zenginlestirme sonuglari. "GO" ile baslayan terimler Gene Ontology

terimlerini, "hsa" ile baslayan terimler KEGG yolaklarini temsil

etmektedir. P degerleri Benjamini Hochberg (181) yontemiyle

diizeltilmistir.
Anotasyon Terimi p degeri
G0:0044421~hicre dis1 bolge 1.1E-12
G0:0007155~hiicre adhezyonu 1.9E-8
G0:0006954 ~inflamatuar cevap 3.4E-5
G0:0008092~hiicre iskeleti protein baglanmasi 7.2E-7
G0O:0006928~hiicre hareketi 6.5E-7
G0:0060205~sitoplazmik zar ¢evrili vezikiil limeni 4.9E-6
G0O:0005764~lizozom 3.5E-5
hsa04512:Hiicre dis1 matris-reseptor etkilesimi 3.9E-8
G0O:0015629~aktin hiicre iskeleti 6.2E-5
G0:0030246~karbonhidrata baglanma 1.2E-5
hsa04610:Kompleman ve koagulasyon kaskadi 1.8E-4
G0:0005788~endoplazmik retikulum liimeni 6.6E-3
G0:0005509~kalsiyum iyon baglama 9.3E-9
G0:0016044~zar organizasyonu 7.3E-3
G0:0042060~yara iyilesmesi 1.7E-3
G0:0030832~aktin filament uzunlugu kontroli 2.6E-2

Mavi modiiltin genleri, mitokondri genleri ve ubikitin konjugasyonuyla

ilgili genleri temsil etmektedir. Mavi modiilii temsil eden merkez genlerden

bazilar;; ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, O subunit

(ATP50), magnezyum transportori (MRSZ), oxidation resistance 1 (OXR1),
NADH dehidrogenaz (ubikinon) 1 alfa altkompleksi, 5 (NDUFAS5), ubikitin
konjugasyon enzimi E2B (UBEZB), torsin A etkilesen protein 1 (TOR1AIP1) ve

SMAD ailesi tiyesi 4 (SMAD4)’tlr.
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Tablo 4.5. Mavi modiiliin DAVID araci (159) ile elde edilen islevsel
zenginlestirme sonuglari. "GO" ile baslayan terimler Gene Ontology
terimlerini, "hsa" ile baslayan terimler KEGG yolaklarini temsil

etmektedir. P degerleri Benjamini Hochberg (181) yontemiyle

diizeltilmistir.
Anotasyon Terimi p degeri
G0:0005739~mitokondri 1.3E-12

G0:0015980~organik bilesiklerin oksidasyonuyla enerji

olusumu 4.8E-12
hsa00020:sitrat siklusu 1.2E-5
G0:0030163~protein katabolik siireci 1.7E-5
G0:0004842~ubikitin-protein ligaz aktivitesi 3.6E-3
hsa05012:Parkinson hastalig1 2.3E-3
hsa05016:Huntington hastalig1 2.5E-3
G0:0022904 ~elektron transport zinciri 2.9E-2
G0:0005977~glikojen metabolik siireci 1.9E-2
hsa00620:piruvat metabolizmasi 2.2E-3
G0:0006511~ubikitin bagimh protein katabolik siireci 9.4E-3

Siyah modiil islevsel zenginlestirme calismasi, bu modiiliin heksoz
metabolik siireci, kalmoduline baglanan proteinler ve cizgili kas hiicresi
gelisimine dair genleri birlestirdigini gostermistir. Fakat, Benjamini Hochberg
metoduyla yapilan p degeri coklu hipotez testi diizeltmesinden sonra,
terimlerden higbiri istatistiksel olarak anlamli saptanmamistir. Bu modiiliin
merkez genlerinden biri, kalpain 3 (CAPN3) genidir.

Disferlinopati ve LGMD2A hastalarin mikrodizin verilerinin
birlestirilmesiyle olusturulan genlerin birlikte ifade edilme agindaki modiiller
incelendiginde, disferlinopati ve LGMD2A kas distrofisini birbirinden ayiran

istatistiksel olarak anlaml bir modiil saptanamamistir.
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4.3. COXPRESdb Sonug¢lar1

Mavi modiiliin merkezi genlerinden birinin yeni tanimlanmis islevleri iyi
bilinmeyen kas distrofisi genlerinden TOR1AIP1 olmas1 lizerine, TOR1AIP1’in
islev tahmini yapilabilmesi i¢cin daha detayli incelenmesine karar verilmistir.

Genlerin dokuya 06zgiill olmayan birlikte ifade edilme veri tabani
kullanilarak, TOR1AIP1 hakkindaki islevsel c¢ikarimlarin desteklenmesi
amaglanmistir. COXPRESdb veri tabani kullanilarak, TORIAIPI'in yiiksek
derecede desteklenebilir ilk 500 birlikte ifade edilme partneri belirlenmistir. Bu
gen listesinin temsil ettigi yolaklar DAVID araci ile incelenmistir (Tablo 4.6).
Genler, golgi apparatus, vezikiil, GTP baglanmasi, protein yikim siireci ve
endoplazmik retikulum genleri acisindan zenginlesmis olarak tespit edilmistir.
Mavi modilden elde edilen zenginlestirme analizi sonuglariyla
karsilastirildiginda, mavi modiliin 6nemli komponentlerinden ubikitin
konjugasyonu ve protein yikimi yolaginin dokuya 6zgiil olmayan birlikte ifade
edilme verisinde dogrulanmis oldugu gorilmiistiir. Fakat buna ek olarak,
kastaki modiilde goériinmemesine ragmen, genlerin dokuya 0zgiill olmayan
birlikte ifade edilme sonuclarinda endoplazmik retikulum, golgi appartusu,
vezikiil, katlanmamis protein yaniti ve protein transportu genlerinin de
cogunlukta oldugu gorilmiistiir.

COXPRESdb’den elde edilen gen listesi, mavi modiiliin merkezi genlerinin
olusturdugu listeyle cakistirilarak, TOR1AIP1 ile islevsel olarak iliskili olabilecek
kasa 0zgii genler secilmistir. Bu genler, OXR1 (oxidation resistance 1), NXPE3
(Neurexophilin And PC-Esterase Domain Family, Member 3), RPRD1A (regulation
of nuclear pre-mRNA domain containing 1A), UBL3 (ubiquitin-like 3), FBXL5 (F-

box and leucine-rich repeat protein 5) ve SMAD4’tlr.

4.4. PSIPred Sonuclari

LAP1 proteinin islevsel 6zelliklerini tahmin edebilmek icin protein dizi
analizi yapilmistir. PSIPred ara ytziini kullanarak, LAP1 proteinin sekonder
yapisy, diizensiz kisimlari ve islevleri tahmin edilmistir. LAP1 proteinin ¢ekirdek

icinde kalan kisminin biiytik bir b6liimii (1-211 amino asitleri) diizensiz olarak
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tahmin edilmistir (Sekil 4.6). Bu diizensiz b6liim i¢cinden 4-10 sayili aminoasit
dizisinin ve 66-70 sayill aminoasit dizisinin sarmal yapisi olusturabilecegi
Ongorilmiistiir. LAP1 proteinin islevsel tahminleri arasinda en yiiksek olasilik
degerleriyle transkripsiyon regiilasyonu (GO:0006355) ve gen ifadesi
regiilasyonu (GO:0010468) bulunmaktadir.

Tablo 4.6. COXPRESdb’den elde edilen TOR1AIP1 ile birlikte ifade edilen
genlerin DAVID araci (159) ile elde edilen islevsel zenginlestirme
sonuglari. "GO" ile baslayan terimler Gene Ontology terimlerini
temsil etmektedir. P degerleri Benjamini Hochberg (181)

yontemiyle diizeltilmistir.

Anotasyon Terimi p degeri
G0:0005794~Golgi apparatus 2.9E-6
G0:0031982~vezikiil 2.4E-5
GO:0005525~GTP baglama 1.6E-6
G0:0044257~hiicresel protein katabolik stireci 3.6E-5
G0:0003924~GTPaz aktivitesi 1.3E-6
GO:0042175~c¢ekirdek zari-endoplazmik retikulum agi  4.0E-2
G0:0015031~protein transport 9.2E-8
G0:0006986~katlanmamis protein cevabi 0.018
IMKTRRT!HL ollolfE|ISIIElIQIPPILIQIPISIPIVIITITRIRIGHLIRIDISIIE|IS||SIE|E|DIE|A]S|IS|{QTIID|L]IS|IQ|lT]|50
SLII|S|IKUKITHVIRIIS|UINQUENAP|VISIEUDNLYVIIYRIL|RIIRAP|PIULARIY|UPHRIIYHENA[ITISHVIIQIQIKIVIINIIFIISI|E|E||G|IE|IT|IE]| 100
101 |E|iD|IDJlolID|IS|IS|E|S|S|VITTIVIIKIA|R||S|RID|S|DUE|S|IGIIDIIK|ITIITIRISHSHSHQIYIIIIIE(ISIIFIIWIIQIISIISIIQIISIIQfIN|[FIlT|lA]| 150
151 B|DUKIQIURISIHVILUSISHGHTQURITHPHQUENWIAPHQUTHANRIIARITRIMIQUNIDISIIILIIKISIE|LIIGIINIIQIIS]|IPIIS|IT|IS]|S||R] 200
201 (of|vifT|iGliQIiP|iQIINJiA||S|F V K R N R WWULLPLTIAALASGST FWFFSTZPEVETTA AVQETFOQNQ 25
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301 L RCLSEQTIADAYSSPFRSVRAIRIDGOGTDI KATOQDSDTVKTLEVDQ OETLSNG GTFKN 350
3516 Q NAAVVERFESTFPAGS TLTIFYKYCDHENAAFIKDVALVLTVLLETETETTLGT 400
401 S L 6 L KEVEEIKVRDFLIEKYVYEKFPFTNSNTPNSYNHMDPDI KILNGLWSRTISUHELVLFP V40

451 Q P ENALIKRGTICL

Sekil 4.6. LAP1 protein dizisinin PSIPred analiz platformu (179) sonuglari.
Kirmizi kutular, diizensiz aminoasitleri, pembe kutular sarmal

yapisinyl, sar1 kutular beta tabakali protein yapisini gostermektedir.
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5. TARTISMA

Son yirmi yilda ylksek ¢oziliniirliikte deneysel yontemlerin biyolojide
genis yer tutmasive bilimsel literatiiriin tlissel olarak artmasi; verilerin
islenebilmesi ve yorumlanmasi i¢in islemsel yaklasimlarin gerekliligini ortaya
koymustur. Bu siiregte, dogasi geregi karmasik olan biyolojik bilginin, molekiiler
veri tabanlariyla birlestirilebilmesi i¢in biyolojik ontolojiler olusturulmustur. Bu
ontolojiler, hem terimlerin anlamlarini hem de terimlerin birbirleriyle
iliskilerini diizen icinde depolamaktadir. Terimlere 6zgiin tanimlayicilar
belirlenmesiyle, veri tabanlarinin birlestirilmesi kolaylastirilmistir. Dogal dil
isleme ve makine 68renim tekniklerinin biyomedikal alana uygulanmasiyla,
biyomedikal literatiir madenciligi hizla gelismistir. Otomatize literatiir
analizinden elde edilen bilgilerin, molekiiler veri tabanlariyla biitiinlestirilmesi
1slak laboratuvara girmeden, in silico yeni hipotezler olusturulmasini
kolaylastirmistir. Bu aracglarin kullanimini kolaylastirmak ve
yayginlastirabilmek icin, kullanici uyumlu ara ytzleri gelistirilmektedir. Bu
gelismeler sayesinde islemsel biyoloji ayr1 bir bilim dali olmaktan 6te giintimiiz
biyolojisinin vazgecilmez bir parcasi haline gelmistir. Hatta, islemsel biyolojinin
hizla ilerlemesiyle, deneysel ve teorik fizige benzer sekilde, “teorik biyoloji”"nin
gelistigi gorilmistiir. Bu silirecte, islemsel biyolojiyle tretilen model ve
tahminlerin deneysel biyolojiyle dogrulanmasi beklenmektedir (182, 183).

Otozomal resesif aktarilan kas distrofileri, Tirkiye gibi akraba
evliliklerinin yiiksek oldugu (ortalama %Z21) toplumlarda daha sik gorilir
(184). Kas distrofileri, heterojen ve genis bir grup olmasina ragmen, hala
sorumlu geni tanimlanamamis hastalar bulunmaktadir. Bu genis grupta bircok
yeni gen tanimlanirken, bu genlerin tiriinlerinin islevlerinin ¢alisiimasi da
gerekmektedir. Ayrica, henliz hastalik seyrini degistirici tedaviler
gelistirilememistir. Bu nedenlerle, kas distrofileri hem molekiiler patogenezin
aydinlatilmasi, hem aday genlerin belirlenmesi hem de yeni tanimlanmis
genlerin islevlerinin anlasilabilmesi icin c¢alisilmas1 gereken bir hastalik
grubudur.

Bu tez calismasi, ilerleyici kas dejenerasyonu ile giden, heniiz hastalik

seyrini degistirici tedavi sec¢enekleri bulunmayan tek gen hastaliklarindan



51

disferlinopatiyi temel alarak kas distrofisi arastirmalarina farkh bir yaklasim
getirmektedir. Bu ¢alismayla, metin madenciligi ve veri madenciligi analizleri
birlestirilerek, disferlinopati patogenezinin 6nemli yolaklar1 ve anahtar genleri
tespit edilmistir. Ayrica, genlerin birlikte ifade edilme analizinde
disferlinopatiyle ilgili bulunan gen modiiliiniin anahtar genlerinden birinin, yeni
tanimlanan bir kas distrofisi geni olan TORIAIP1 olarak belirlenmesi iizerine,
birlikte ifade edilme verisi, protein dizi 6zelliklerine dayanarak islev tahmini
yapan analiz araclariyla birlestirilerek TORIAIP1 tarafindan kodlanan LAP1
proteinin kasa 6zgl islevine dair yeni bir hipotez gelistirilmistir. Bu sonuglara
ulasilmasinda kullanilan is akisi1 Sekil 5.1’de 6zetlenmektedir.

Disferlinopati patogenezinin aydinlatilmasi i¢in metin madenciligi ve
genlerin birlikte ifade edilme analizi beraber kullanilmistir. Metin madenciligi
basamaginda BioTextQuest+ araci kullanilmis, bu aracla tespit edilen 6nemli
terimler sayesinde disferlin protein islevleri ve hastalik patogenezine dair
bilgilere ulasilmistir. BTQ+'dan elde edilen proteinlerin, STRING araciyla
protein - protein etkilesim agi olusturulmustur. OnTheFly araci daha genis
protein listesine ulastif1 icin, disferlinle iligkili hiicresel yolaklarin tespit
edilmesinde OnTheFly’dan elde edilen protein listesi kullanilmistir. DAVID
araciyla islevsel zenginlestirme yapilmistir. Metin madenciligi
sonuglarinit dogrulamak ve detaylandirip kilit genlere ulasabilmek icin,
mikrodizin veri analizi is akisina eklenmistir. Kasa 6zgii genlerin birlikte ifade
edilme ag1 WGCNA yontemiyle olusturularak, disferlinopatiyle iligkili hiicresel
yolaklar tespit edilmistir. Disferlinopatideki anahtar genlerden TOR1AIPI’in
islevsel tahmini i¢in, kasa 0zgi birlikte ifade edilme analizi sonuglari,
COXPRESdb veri tabanindan elde edilen genlerin global olarak birlikte ifade
edilme verileriyle birlestirilmistir. Bu is akisi sayesinde, hem disferlinopatideki
onemli hiicresel yolaklara ve genlere ulasilmis hem de TORIAIPI'in islevsel

tahmini yapilmistir.
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Sekil 5.1. Metin madenciligi ve mikrodizin analizini birlestiren is akisi.

5.1. Disferlinopati Patogenezinin Metin Madenciligiyle incelenmesi
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Disferlin proteini, LGMD2B ve Miyoshi miyopati hastaliklarin1 kapsayan

literatiiriin metin madenciligi araclariyla taranmasi sistematik bir sekilde iliskili



53

proteinlere ve hiicresel siireclere ulasilmasin1 saglamistir. BTQ+ araciyla
taranan disferlinopatiye iliskin literatiirde dokiiman kiimelendirmesi
yapildiginda, tek bir kiime olustugu goriilmiistiir. Ozetlerin tek bir kiimede
toplanmis olmasi, disferlin mutasyonunun neden oldugu farkh klinik
fenotiplerin literatiirde belirgin olarak farklilasmadigini géstermektedir. BTQ+
aracinin kullandig1 kiimelendirme yontemleri degistirilerek, ilgili literatiiriin
birden fazla kiime olusturmasi saglandiginda da kiime ayriminin klinik fenotip
ayrimiyla uyumlu olmadigi, kiimelerin birbirleriyle i¢ ice ge¢cmis oldugu
gozlenmistir. Bu sonuclar, LGMD2B ve Miyoshi miyopati fenotipinin birbirinden
klinik olarak farkli olmasina ragmen, bu tez ¢alismasinda kullanilan metin
madenciligi yontemiyle bu heterojenitenin aciklanamadig belirlenmistir.

BTQ+ araciyla disferlinopatiye dair literatiir madenciligiyle elde edilen
onemli biyomedikal terimler incelendiginde, en 6nemli terimler olarak disferlin,
disferlin mutasyonunun neden oldugu LGMD2B ve Miyoshi miyopati terimleri
gorilmektedir (Bkz. Tablo 4.1). Bu terimlerin beklenildigi gibi en iist siralarda
cikmasi, kullanilan kelime agirliklandirma ve o©nemli terim seg¢im
basamaklarinin dogru isledigini gostermektedir. Dejenerasyon, rejenerasyon,
atrofi gibi terimler; kas distrofisi hastaliginin temel bilesenlerini olusturan
ilerleyici dejenerasyon ve bunu telafi etmeye calisan rejenerasyonu
belirtmektedir. Sarkolemma ve vezikiiller, disferlin proteininin bulundugu
bolgelere isaret etmektedir. Disferlin proteini, 6nceden de ag¢iklandigi gibi
kalsiyum bagimli vezikiil aracili hiicre zar1 tamirinde rol oynar. Bu yiizden
onemli terimler arasinda goriilen, kalsiyum bagimli, endositoz, ekzositoz,
vezikiil ve hiicre iskeleti terimleri disferlinin bilinen hiicre zar1 tamir isleviyle
iliskilendirilebilir.

Metin madenciligi araciligiyla ulasilmis olan AHNAK (AHNAK
niikleoprotein), aneksin ve MG53 (Tripartite motif containing 72, TRIM72)
proteinleri, disferlinin kas dokusundaki islevini gerceklestirebilmesi icin gerekli
proteinlerdir. Literatiirde arastirildiginda, bu proteinlerin disferlinle etkilesime
girdikleri belirtilmistir. Anneksinler kalsiyum bagimli proteinler olup, hiicre zar1
lipitlerine baglanmakta ve AHNAK'la beraber kompleks kurup vezikil aracili

hiicre zar1 tamir mekanizmasinda rol oynamaktadirlar (185-188). Bunlara ek
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olarak, kalpain 3, kaveolin 3, desmin, emerin, laminin, sarkoglikan, distroglikan,
kollajen, merosin, teletonin gibi proteinler de o6nemli terimler arasinda
bulunmaktadir. Bu proteinler, mutant olmalari durumunda kas distrofilerine
neden olan diger proteinleri gostermektedir. Metin madenciligiyle ulasilan
monosit, makrofaj, infiltrat gibi terimler ise disferlinopatide gortlen belirgin
enflamasyonu belirtmektedir.

BTQ+ araciligiyla yapilan kelime agirhiklandirmasiyla 6nemli terim
secimi, disferlinle iligkili literatiirde bilinenlere hizli sekilde ulasilmasini
saglamistir. Fakat yeni hipotezler olusturulabilmesi icin, metin madenciliginden
elde edilen sonuglarin veri tabanlariyla entegre edilmesi gerekir. Bu amacla,
oncelikle STRING veri tabanini kullanarak, disferlinle ilgili literatiirden elde
edilen proteinlerin etkilesim ag1 elde edilmistir (Bkz. Sekil 4.1). Bu protein -
protein ag1 temel olarak iki merkez gostermektedir. Bu merkezlerden bir tanesi,
kas distrofisiyle iliskilendirilmis proteinler tarafindan olusturulmustur. Diger
merkez ise ubikitin etrafinda olusmustur. Bu durum, ubikitin proteininin,
disferlinopati agisindan 6nemli oldugunu diisiindiiriir. Karsi gortis olarak su da
savunulabilir. Ubikitin bircok proteinle iliskilidir, bu yilizden disferlinle iliskili
protein - protein etkilesim aginda ubikitin ¢evresinde bir merkez olusmasi
anlasilabilir. Fakat, ag incelendiginde bu iki merkezin sadece ubikitin proteini
lizerinden birlesmedigi gorilmektedir. AHNAK ve kaveolin proteinleri de AKT
(v-akt murine thymoma viral oncogene homolog, diger adiyla protein kinaz B) ve
RELA (v-rel avian reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A, diger adiyla,
Niikleer Faktor-kappa B p65 altbirimi) ile etkilesim gostererek kas distrofisi
proteinlerini, ubikitin etrafindaki proteinlere baglamaktadir (Bkz. Sekil.4.1). Bu
nedenle, ubikitin proteininin disferlin proteiniyle iliskisinin daha
detayl arastirilmasi igin literatiir aramasi yapilmistir. Ubikitin - proteazom
sisteminin aktivasyonu ve kas atrofisine neden olmasi 6zellikle Duchenne kas
distrofisinde ¢alisilmis olmasina ragmen, disferlinopatilerde ubikitin-proteazom
sistemi detayli olarak calisiilmamistir. Fakat son donemde bu konuyla ilgili
yayinlanan ¢alismalara ulasilmistir. Bu calismalardan biri, disferlinopatilerde
oksidatif stres, niikleer faktor kappa B ve ubikitin proteazom yolaginin 6nemini

incelemektedir. Bu arastirma, disferlin yoklugunda hiicrede oksidatif stresin
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arttigin1 ve reaktif oksijen tiirlerinin asil kaynaginin mitokondri oldugunu
gostermistir. Oksidatif stresin artmasiyla NF-kB transkripsiyon faktori
aktifleserek protein ubikitinasyonunu arttirmistir. Bu yolak, disferlinopatilerde
kas atrofisine giden mekanizmay1 aciklayabilir (18). Ocak 2014’te yayinlanan
baska bir calisma, disferlinopatilerde kas atrofisi, ubikitin - proteazom ve
otofaji yolaklarini calismistir. Bu calisma, disferlinopati hasta 6rneklerinde,
ubikitin-proteazom sisteminin aktif oldugunu gostermistir. Otofajinin de
bazi disferlinopati biyopsilerinde artmis olabilecegi saptanmistir. Fakat,
disferlinopatide goriilen otofaji artisi, enflamasyona sekonder de olabilir (189).
Ayrica, disferlin proteinin mutasyon tipine gore yikim ydnteminin ubikitin -
proteazom ya da otofajik yolak olabilecegi gosterilmistir (190, 191). Bu
calismalar, ubikitin - proteazom sisteminin disferlinopatide hem protein
yikimiyla kas atrofisine neden olabilecegini hem de bazi mutasyon tiplerinde
disferlin yikiminda goérev alabilecegini gostermektedir. Literatiirdeki bu
bulgular, disferlinopati patogenezinde ubikitin proteazom sisteminin 6nemini
belirtmektedir. Disferlinopatiyle iliskili STRING'den elde edilen protein -
protein etkilesim aginda, ubikitinin merkez gen olarak gortlmesi, ubikitin
proteazom sisteminin disferlinopati icin 6nemli oldugunu On goérmistir.
Literatiirden elde edilen bulgular, protein-protein etkilesim agindan elde edilen
sonuclar1 desteklemektedir.

Metin madenciligi sonrasinda elde edilen protein - protein etkilesim agi,
disferlinin fiziksel ve islevsel olarak iliskili oldugu diger proteinleri ortaya
koymustur. Bunlara ek olarak, ubikitin proteazom sisteminin disferlinopati
patogenezinde 6nemli bir rol oynadigin1 gostermistir. Fakat, BTQ+ disferlinle
ilgili literatiir analizi yaparken, disferlinin fiziksel olarak etkilesime girdigi tim
proteinleri secememistir. Bu proteinlerin bir kismi, 6nemli terimler arasina
girmezken bir kismi da 6nemli terim olarak secilmis olmasina ragmen protein
ismi olarak taninamamistir. Bu nedenle, olusturulan protein - protein etkilesim
ag1 eksiktir. Daha kapsamli bir etkilesim ag1 olusturulabilmesi i¢in, duyarlilik ve
ozgillik oranlar1 daha ytiksek biyolojik varlik tanima algoritmalar1 kullanmak
gerekmektedir. Ayrica, protein listesini sadece kelime agirliklandirilmasina

dayanarak se¢cmek yerine; dogal dil isleme mekanizmasinin ve makine 6grenim
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tekniklerinin kullanilmasi daha detayl sonuglar verebilir. Bu sayede, proteinler
arasindaki etkilesimleri tarif eden climlelerin secilebilmesi literatiirden elde
edilen bilgiyi arttirabilir ve olusturulacak protein - protein etkilesim agina,
proteinlerin etkilesim tipleri de eklenebilir.

BTQ+ aracinin sinirlh sayida proteine ulasmasi, islevsel zenginlestirme
basamagini kisitladig i¢in, OnTheFly araciyla elde edilen genis protein listesi
kullanilmistir. Boylece disferlinopati patogenezi hakkinda daha genis bilgiye
ulasmak hedeflenmistir.

islevsel zenginlestirme analizinde ilk siralarda, kas kasilmasi, sarkomer
ve kas doku gelisimi terimleri gorilmiistir (Bkz. Tablo 4.2). Bunlar kas
fenotipiyle iliskilendirilmis proteinler icin beklenen sonuglardir. Istatistiksel
olarak anlamli ¢ikan diger terim grubunda ise, aktin hiicre iskeleti, hiicre zar1
organizasyonu, zarla cevrili vezikiil ve kalmoduline baglanma gériilmektedir. Bu
terim kiimesi, metin madenciligiyle elde edilen 6nemli terimlerde de goriildigi
gibi, disferlinin kalsiyum bagimlh vezikiil aracili hiicre zar1 tamiri isleviyle
ortiismektedir.

Disferlinle iligkili proteinlerin, enflamatuar cevap, immun sistem
kontrolii ve Toll-benzeri reseptér yolagini da temsil ettigi saptanmistir. Bu
terimler, disferlinopati patogenezinde, enflamasyon ve immiin sistemin roliiniin
onemini vurgulamaktadir.

Disferlinopatiyle iliskili proteinlerin islevsel zenginlestirmesinin
sonuglari, disferlinle iligkili literatiirde ortaya konulan o6nemli terimlerin
sonuclarint desteklemektedir. Fakat bunlara ek olarak, disferlinle iliskili
proteinler, apoptoz kontrolii kategorisini de temsil etmektedirler. Bu bulgu
disferlinin apoptoz mekanizmasinda da rolii olabilecegini 6ne stirmektedir.
Disferlinle apoptozun iliskisini destekleyebilmek icin literatiir incelendiginde,
disferlinopatide apoptozun roliiniin pek aydinlatilmamis oldugu goriilmektedir.
Distrofin ve sarkoglikandan yoksun kas distrofilerinde apoptozun artmis oldugu
ve kas dejenerasyonuna katkida bulundugu gésterilmistir (192, 193). Fakat
disferlinopatilerde artmis apoptoz ya da apoptoz kontroliiniin bozulmasi rapor
edilmemistir. Buna ragmen, disferlinin apoptozda rolii olabilecegini 6ne siiren

gruplar olmustur. Kas distrofisi fare modellerinde rabdomiyosarkom
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olusumunun arttiginin gézlemlenmesi tlzerine, disferlin ve distrofinin tiimoér
baskilayici gen olarak calisabilecegi diistiniilmiistiir. Bunu test etmek icin, Hosur
ve digerleri (194), disferlin ve distrofin cift mutant fare olusturmus ve bu
farelerde rabdomiyosarkom insidansinin %90’a ¢iktigin1 gostermislerdir. Bu
grup, disferlin yoksunlugunda timor olusumunun artmasinin
olas1 nedenlerinden biri olarak, disferlinin apoptoz diizeneginin kontroliinde rol
oynayabilecegini ileri sirmislerdir (194, 195). Ayrica, baska bir ¢alisma,
disferlinden yoksun farelerde kasilma sonrasi olusan hasarin mitokondri aracili
apoptozu arttirdigini gostermistir (196). Jamieson ve digerleri (197),
glukokortikoid tedavisi sonrasi1 apoptoza ugrayan T hiicrelerinde son dénemde
disferlin ve diger vezikiil trafik proteinlerinin arttigini gozlemlemistir. Bu
zamanlamanin, hiicre icindeki vezikiillerin hiicre zariyla birlestigi zamana denk
geldigi gorilmistir. Bu nedenle, Jamieson ve digerleri (197), disferlin
yoklugunda apoptozun bozulmus olabilecegini 6ne slrmistiir. Disferlin
yoklugunda apoptozun bozulmus olmasi, glukokortikoidlerin disferlinopati
tedavisinde faydali olmamasini agiklayabilir (197).

Disferlinin apoptoz kontroliinde roliiniin oldugunun belirlenmesi,
disferlinopati patogenezinin anlasilmasinda 6nemli bir adim olacaktir. Eger
disferlin, apoptoz diizeneginin kontroliinde rol oynuyorsa, disferlinden yoksun
kas distrofisinde kas rejenerasyonun bozulmus olmasinin nedenlerinden biri bu
olabilir. Disferlinopatiyle ilgili metin madenciligi ve islevsel zenginlestirme
calismasi sonuclari, disferlinin apoptozla ilgisi olabilecegini 6ne siirmiistiir.
Literatiirde, disferlinin apoptoz kontroliindeki roliine dair dogrudan bir ¢alisma
olmasa da, ipuclar disferlinopatide apoptozun yerinin ve disferlinin apoptoz
kontroliindeki roliiniin ¢alisilmasi gereken bir alan oldugunu vurgulamaktadir.

Metin madenciligi analiziyle elde edilen 6nemli terimler, disferlin
proteininin islevleri ve mutasyon durumunda olusan klinik fenotiplerin
molekiiler patogenezini aciklayan bilgilere ulasilmasini saglamistir. Metin
madenciligi araci, konu hakkinda literatiirde bulunan genis bilgi birikimini daha
hizli bir sekilde analiz ederek 6nemli noktalar1 vurgulayabilmistir. Fakat sadece
metin madenciligiyle elde edilen terimlerin incelenmesi, konu hakkinda yeni

hipotezlerin olusturulmasina yetmemektedir. Metin madenciligi araglarini
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kullanarak bilgi kesfi yapabilmek i¢in, analizin farkl veri tabanlariyla ya da veri
madenciligi analizleriyle birlestirilmesi gerekir. Bu calismada ilk basamak
olarak, metin madenciligiyle elde edilen protein listesi, genlerin islevsel
anotasyonlarini depolayan veri tabanlariyla entegre edilmistir. Bu basamak,
literatiirde bulunan bilinen bilgileri ortaya koyarken, ayn1 zamanda disferlinin
apoptoz kontroliinde rolii olabilecegine dair hipotez olusturulmasini
saglamistir.

Bu calismanin metin madenciligi is akisinda, ilk basamakta literatiirden
ilgili dokiimanlar cekilmekte ve bu dokiimanlardan 6énemli terimlerin segilerek
bilgi cikarimi yapilmaktadir (Bkz. Sekil 5.1). Devaminda, iligkili proteinlerin
daha detayli incelenmesini saglamak icin, biyolojik bilgi depolayan veri
tabanlarindan yararlanilmaktadir. Protein - protein etkilesim bilgisi igin,
deneysel ve metin madenciligi verilerini birlestiren STRING veri tabanindan
yararlanilmistir. Genis protein listelerinin temsil ettikleri hiicresel yolaklar
kesfetmek icin de Gene Ontology ve KEGG gibi veri depolarini birlestiren DAVID
araci kullanilmistir. Boylece, disferlin proteini hakkinda literatiirde dogrudan
bahsedilmemis bilgilere ulasilmasi amac¢lanmistir. Ornegin, disferlin proteinin A
proteiniyle etkilesime girdigi, baska bir makale grubunda ise B proteiniyle
iliskili oldugu belirtilmisse, A ve B proteinleri disferlinle iliskisi heniiz
bilinmeyen baska bir yolakta gérev aliyorlarsa; bu calismada benimsenen is
akisi, disferlinle iligkisi bilinmeyen hiicre yolagina ulasilmasini saglayabilir.
Nitekim, bu c¢alismada apoptoz kontroliiniin disferlinle iligkili proteinler
listesinde zenginlesmis terim olarak belirmesi ama literatiirde disferlinin
apoptozdaki roliiniin acik¢a belirtilmemis olmasi buna bir érnektir.

Bu is akisinin mikrodizin analizi kisminda, kasa 6zgii birlikte ifade edilme
ag1 analizi sayesinde disferlinopatiyle ilisili hiicre yolaklari ve bu yolaklarin
merkez genleri bulunmustur (Bkz Sekil 5.1). Bu merkez genlerden birinin
islevsel tahminin yapilabilmesi ve gili¢lendirilmesi icin global birlikte ifade
edilme verisi is akisina eklenmistir. Birlikte ifade edilme analizinden elde edilen
gen listeleri DAVID ile incelenmistir. Ayrica gen islev tahminin desteklenmesi
icin protein dizi analizi is akisina eklenmistir. Ulasilan aday genler hakkinda

literatiir taramasi1 yapilarak gen islevsel olarak iliskili oldugu gen
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onceliklendirilmesi yapilmistir. Bu is akisinda kullanilan araclara erisim icin site
adresleri ve aracglarin kullaniminda yapilmasi gereken adimlar ekte detayl
olarak agiklanmistir (Bkz. EK).

Bu is akisinin eksik ve gelistirilebilecek yonleri, ¢alisma sirasinda fark
edilmistir (Bkz. Sekil 5.1). ilk olarak, kullanilan metin madenciligi aract BTQ+,
ozellikle ulastig1 makaleler acisindan giincel olmasi, dokiiman kiimelendirme,
adlandirilmis biyolojik kavramlar1 tanima ve dis kaynakli biyolojik bilgi veri
tabanlarina baglanabilmesi ac¢isindan avantajlidir. Fakat metin madenciligi,
heniliz hala gelismekte olan bir alandir, bu yiizden eksikleri vardir. Bu tez
calismasi sirasinda fark edilen eksikliklerden biri, BTQ+'in 6énemli biyolojik
kavramlar secerken eksik kalmasidir. Onemli terim seciminde sadece kelime
agirhiklandirmast  yontemini kullanmasi, disferlinle fiziksel etkilesimi
gosterilmis olan fakat literatiirde ¢ok sik belirmeyen proteinlerin atlanmasina
neden olmustur. Bu nedenle, dogal dil isleme mekanizmalarini kullanarak
biyoentitelerin etkilesim bilgilerine ulasabilen metin madenciligi ara¢larinin
kullanilmasi, disferlinle fiziksel etkilesime girdigi bilinen proteinlerin
yakalanma olasiligini arttirabilir. Ayrica bunun disinda, BTQ+, bazi proteinleri
onemli terim olarak se¢mesine ragmen adlandirilmis biyolojik kavram tanima
basamaginda bunlar1 protein olarak taniyamamistir. Bu da protein - protein
etkilesim aginin eksik olmasina neden olmustur. BTQ+'nin disferlinle etkilesime
girdigi bilinen proteinleri yakalayamadiginin belirlenmesi {zerine, islevsel
zenginlestirme basamag icin disferlinle iligkili olabilecek daha genis protein
listesine baska bir arag, OnTheFly, kullanilarak ulasilmistir. Bu ¢6ziim,
disferlinle iliskili hiicresel yolaklara daha yiliksek oranda ulasilmasini
saglamistir. Fakat OnTheFly programinin protein se¢ciminde 6zgulliigu yiiksek
olmadig: icin, disferlinle iliskili ulasilan genis protein listesi tek tek protein
bazinda incelenmemis, sadece biitiinciil olarak biyolojik anlamhiligini incelemek

icin islevsel zenginlestirme asamasinda kullanilmistir.

5.2. Disferlinopatinin Genlerin Birlikte ifade Edilme Agiyla incelenmesi
Disferlinopati hastalar1 ve kontrol bireylerin kas mikrodizin verilerinden

olusturulan genlerin birlikte ifade edilme agi, disferlinopatiyle iliskili gen
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gruplarinin bulunmasi icin analiz edilmistir. Literatiirde disferlinopatide metin
madenciligi ve hasta mikrodizin verilerinin birlikte ifade edilme analizini
birlesimsel olarak kullanan bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu arastirmada, birlikte ifade edilme aginda sekiz modiil olusmustur.
Sekiz modiilden Ug tanesi, turkuaz, mavi ve siyah, disferlinopati hastalariyla
kontrol bireyler arasinda istatistiksel olarak belirgin fark gostermektedir.

Turkuaz modiliin biyolojik anlamhiliginin belirlenmesi i¢cin, DAVID
araciyla islevsel zenginlestirme analizi yapilmistir (Bkz. Tablo 4.4). Turkuaz
modiil genleri hiicre dis1 matris elemanlar1 ve hiicre adezyonu genleri acisindan
zengindir. Kas distrofilerinde hiicre dis1 matris elemanlarinin arttigni ve
kompozisyonlarinin yeniden sekillendigi bilinmektedir (198, 199). Bu modiiliin
merkez genlerinin incelenmesi, disferlinopatide hiicre dis1 matris
degisikliklerindeki 6nemli genleri belirleyecektir. Merkez genlerden biri olan
TIMP-1'in Duchenne kas distrofisinde artmis oldugu gosterilmistir (200, 201).
TIMP-1, yaygin doku  dagilimigosteren, matris metalloproteinaz
inhibitorlerindendir. TIMP-1'in kas distrofilerinde artisi, hiicre dis1 matris
birikimini arttirabilir ya da endomizyal fibroblastlarin ¢ogalmasina neden
olabilir (202, 203). TIMP-1 diizeyi Duchenne kas distrofisinde tedaviye yaniti
o0lcmek icin biyobelirte¢ olarak oOnerilmistir. Duchenne kas distrofisinin
tanisinda artmis kreatinin kinaz diizeyi saptanir, fakat hastalik ilerleyip kas
kullanimi azalmaya basladiginda kreatinin kinaz diizeyi de azalmaktadir. Bu
ylizden, tedavi yanitin1 takip etmede kreatinin kinaz diizeyi iyi bir belirleyici
degildir. Fakat TIMP-1 diizeyinin hastalik ilerlediginde de yiliksek diizeyde
kaldig1 gorilmiistiir. Bu nedenle, TIMP-1 diizeyinin tedavi yaniti 6l¢cmek igin
kullanilabilecegi o6ne siirtilmiistiir (204). Fakat, TIMP-1 diizeyi ve islevi
disferlinopati  hastalarinda  detaylh  olarak  c¢alisilmamistir.  Matris
metallopeptidazlar ve TIMP1 diizeylerinin miyoblast go¢ii ve farklilasmasi
sirasinda farkl evrelerde arttif1 gosterilmistir (205). Ayrica in vitro, TIMP1
diizeyi arttirildiginda, hiicrelere kas satellit hiicrelerini aktiflestirecek uyaranlar
verilse dahi satellit hiicrelerin aktiflesmedigi goriilmiistiir (206). Bu ¢calismalar,
MMP ve MMP inhibitori olan TIMP1'in kas rejenerasyonunda 6nemli oldugunu

gostermektedir. TIMP1'in birlikte ifade edilme analizinde disferlinopatide
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anahtar gen olarak gorilmesi ve literatiirin TIMP1'in kas distrofisi
patogenezindeki rollinii desteklemesi; TIMP1'in disferlinopati patogenezinde de
calisiimasi gerekliligini ortaya koymaktadir. TIMP1, Duchenne kas distrofisinde
oldugu gibi disferlinopatide de tedavi siirecini takip etmek icin biyobelirte¢ ya
da kas rejenerasyonunu etkilemesi nedeniyle terapi hedefi olarak arastirilabilir.

Turkuaz modiil genleri, hiicre gocii, enflamatuar yanit ve kompleman
yolagini temsil etmektedir. Bu terim kiimesi, disferlinopatide aktif olan immiin
sistemi gostermektedir. Aktivasyon mekanizmasi detayli olarak bilinmese de,
disferlinopatide yaygin enflamasyon gorilmektedir. Disferlin yoksunlugunda,
komplement sisteminin aktive oldugu ve disferlinden yoksun makrofajlarin
artmis fagositoz gosterdigi gosterilmistir (207, 208). Turkuaz modiiliin merkez
genlerinden bir tanesi, komplement sistemi merkezi komponenti C3’tiir.
Disferlinden yoksun farelerde, C3 genetik olarak susturuldugunda, kas
patolojisinin iyilestigi gosterilmistir. Fakat Duchenne kas distrofisi modeli olan
mdx farede, C3’lin susturulmasi belirgin bir yarar saglamamistir. Komplement
sisteminin son basamaginda hiicre zar1 atak kompleksi olusumu icin gerekli
olan C5 komplement komponentinin, disferlinden yoksun farede mutasyona
ugratilmasi ise kas distrofisinin azalmasini saglamamistir. Béylece, komplement
sisteminin disferlinopati patogenezinde merkezi bir rol oynadigi, bunun icin de
C3 komponentinin asil oldugu gosterilmistir (207). Literatiirde bulunan bu
bulgular, birlikte ifade edilme ag1 analiz sonuc¢larimizi desteklemektedir.
Disferlinopatiyle iliskili turkuaz modiiliin merkez genlerinden biri olan C3,
disferlinopati icin anahtar genlerden biridir. Genetik olarak susturuldugunda
disferlinopati patogenezinde belirgin degisiklik saglamayan C5 komponenti ise,
WGCNA metodu ile elde edilen genlerin birlikte ifade edilme aginda hicbir
modiile atanamayarak gri modiilde kalmistir. Bu bulgular, genlerin birlikte ifade
edilme ag1 ve anahtar gen analizinin disferlinopati icin Onemli
yolaklari belirleyebildigini gostermektedir.

Turkuaz modil ayn1 zamanda lizozom, vezikiil ve hiicre iskeleti
proteinleri acisindan zengindir. Bu terimler grubu, disferlinin vezikiil
formasyonu ile hiicre zar1 tamir mekanizmasini ac¢ikliyor olabilir. Ayni1 zamanda

lizozomla ilgili genler, lizozom - otofajik sistemi de temsil ediyor olabilir.
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Disferlinopatide lizozomal - otofajik sistemin bazi durumlarda artmis
olabilecegi gosterilmistir (189).

Mavi modiil, disferlinopati icin 6nemli olan diger bir modildiir. Bu
modiil, ubikitin konjugasyonu, protein yikimi ve mitokondri genlerini
gostermektedir (Bkz. Tablo 4.5). Kas distrofilerinde, cekirdekte kodlanan
mitokondri genlerinin ifadesinin degistigi gozlenmistir (26). Kas distrofilerinde
mitokondrideki islev bozuklugunun artmis kalsiyum ytikiinden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir (209). Mavi modiildeki mitokondriye ait genler
incelendiginde, oksidatif fosforilasyon ve sitrik asit siklusu komponentlerinden
olustugu gorilmiistiir. Mavi modiiliin merkez genlerinden biri, mitokondride
bulunan OXR1 genidir. OXR1 proteini, tam olarak mekanizmasi bilinmese de
oksidatif strese karsi koruma saglayan bir proteindir (210). OXR1 proteini
ozellikle néronal dokuda ¢alisilmistir. OXR1 proteinin amyotrofik lateral skleroz
fare modellerinde diizeyinin arttirilmasi farelerin yasam stiresini uzatmaktadir.
OXR1'in antioksidan korunma yolagin1 degistirdigi ve komplement sistem
aktivasyonunu geciktirdigi gosterilmistir (211). OXR1'in p21 sinyal yolagi
lizerinden antioksidan genlerin ifadesini arttirarak oksidatif stresi baskiladigi
ve mitokondrinin DNA biitiinligiini korudugu goriilmiistiir (212). Bu sonuglar,
OXR1'i noéronlarda oksidatif strese karsi korunmada merkezi bir noktaya
koymaktadir. Disferlinopatide de oksidatif stresin arttig1 gosterilmistir. Fakat,
OXRY1'in kas distrofilerinde rolline dair bir ¢alisma yoktur. Disferlinopatide
oksidatif stresin artmis olmasi ve antioksidan oldugu gosterilmis OXR1'in
disferlinopati iligkili gen modiilinde merkezi gen olarak bulunmasina
dayanarak, OXR1 disferlinopati patogenezinde 6nemli bir gen olabilir.

Ayni disferlin mutasyonunun farkh klinik fenotipler olusturan Miyoshi
miyopati ve LGMD2B’ye neden olmas1 disferlinopati patogenezinde diizenleyici
genlerin islevi olabilecegini ortaya koymustur. Fakat, heniiz disferlinopatide
diizenleyici genler tespit edilememistir. Bu tez ¢calismasinda kullanilan WGCNA
metodunun disferlinopati patogenezindeki merkez genleri bulabilme avantaji,
klinik olarak 6nemli genleri ortaya koydugu i¢in allelik heterojenite icin aday
genlere de isaret edebilir. Disferlinopati patogenezindeki anahtar genler allelik

heterojenitenin olusmasinda rol oynuyor olabilir. Fakat allelik heterojeniteyle
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iligkili genlerin onceliklendirilebilmesi i¢in, LGMD2B ve Miyoshi miyopati
gruplarindaki 6nemli genlerin ayri1 ayr karsilastirilmasi gerekir.

Bu tez c¢alismasinda, diger kas distrofileriyle karsilastirildiginda
disferlinopatiye 06zgiil hiicre yolaklarinin bulunabilmesi icin disferlinopati
mikrodizin verisi, FKRP mutant ve LGMD2A gibi ayn1 mikrodizin setinde
bulunan diger kas distrofileriyle de birlestirilerek ve ayri ayr1 karsilastirilmistir.
Fakat, olusturulan farkl aglarda 6rnek sayisinin az olmasi nedeniyle modiillerin
stabil olmasi i¢in biiyiik modiiller olusturulmustur. Bu durumda, disferlinopatiyi
diger kas distrofilerinden ayiran 6zelliklere ulasilamamistir. Parametreler daha
kiiciik modiiller olusturulmasi icin degistirildiginde, disferlinopatiyle diger kas
distrofilerini ayiran modiller bulunmasina ragmen bu modiillerin stabil
olmadig1 ve biyolojik olarak anlamliligini yitirdigi goriilmistiir. Bu calismalarla
disferlinopatiye 6zgli 6zelliklerin bulunamamas1 6rnek sayisinin azligindan
kaynaklanabilir. Ayrica, bu sonuclar farkli kas distrofilerindeki ortak hiicre
yolaklarinin varlhigini da gostermektedir. Kas distrofisi hastalarinda, kas
patolojisinin temel ortak hiicre siirecleri agir bastigl icin primer gen
mutasyonuna iliskin hiicresel islevler mikrodizin analizinde belirlenememis

olabilir.

5.3. LAP1 Proteini islevsel Cikarimi

Mavi modiil detayli incelendiginde, TOR1AIP1'in merkez genlerden biri
oldugu goriilmektedir. TOR1AIP1 mutasyonunun, yakin zamanda Kkas
distrofisine neden oldugu gosterilmistir (213). TOR1AIP1 tarafindan kodlanan
LAP1 proteini, ¢cekirdek i¢ zar1 proteinlerindendir. LAP1 proteinin hiicre siklusu
ilerlemesinde ve ¢ekirdek zarinin korunmasinda rolii olduguna dair calismalar
olsa da, LAP1 proteinin islevleri tam olarak bilinmemektedir (214). Ayrica,
LAP1 protein islevinin dokuya 6zgiil oldugu diisiiniilmektedir. Farelerde kas
hiicrelerinde LAP1 delesyonu kas distrofisi fenotipine yol acarken, karacigerde
LAP1 delesyonu karaciger fonksiyonlarini etkilememistir (215). Bu veriler,
LAP1’'in dokuya 6zgil rolii oldugunu gostermektedir. Kas dokusundan elde
edilen genlerin birlikte ifade edilme agy, islevleri tam olarak bilinmeyen LAP1

proteinin kasa 6zgiil gérevine dair ¢ikarimda bulunulmasi i¢in uygundur.
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Birlikte ifade edilme modiilleri, islevleri tam olarak bilinmeyen
proteinlere islev atamak i¢in basariyla kullanilmistir.  Wong ve digerleri (152),
Citrus familyasinda guilt-by-association teknigiyle gen islev ¢cikarimi yapabilmek
icin, genlerin genel ve dokuya ozglii birlikte ifade edilme aglarini
birlestirmislerdir. Iki farkli agin birlikte incelenmesi, fizyolojik durumlara has
biyolojik siire¢lerin de gen islev tahmininde kullanilmasini saglamistir.

Birlikte ifade edilme analizi, proteinlerin aktif olduklar1 biyolojik
stregleri tahmin etmek icin ¢ok yararli olmasina ragmen, giiriiltii yliziinden
yanlis pozitif sonuglar verebilir. Bu dezavantaji en aza indirmek ic¢in, farkh
tiirlerden elde edilen birlikte ifade edilme aglar birlestirilebilir. Biyolojik olarak
iligkili genlerin, farkh tiirlerde de beraber hareket etmeleri beklenirken,
yanlighkla iliskilendirilmis genlerin diger tiirlerde beraber goriinmemeleri
gerekir. Evrim siirecinde, farkh tiirlerde birlikte ifade edilmekte olan gen
ciftlerinin, secici avantaji oldugu ve bu nedenle islevsel olarak iliskili
olduklar: diisiintilmektedir. Farkl tiirlerde birlikte ifade edilen gen gruplarinin,
biyolojik siireclerde 6nemli rolleri oldugu gosterilmistir (177). Bu nedenle, islev
tahmini icin diger tiirlerle karsilastirmali birlikte ifade edilme analizleri, tek
analizden daha giiclii sonuglar verir. Hansen ve digerleri (153) bitkilerde
yaptiklar selliilloz biyosentezinde gorev alan genler ile ilgili ¢alismalarinda
farkl tirlerden elde ettikleri birlikte ifade edilme aglarimi1 karsilastirmislardir.
Farkl tirlerden elde edilen aglarin birbirine benzer oldugunu ve tek birlikte
ifade edilme agindan kaynaklanacak giiriiltiiniin azaltilmasiigin, islev
tahmininde farkl tiirlerden elde edilen korunmus birlikte ifade edilme aglarinin
daha yliksek performans saglayacagini gostermislerdir.

LAP1’in kas dokusundaki islevini tahmin edebilmek icin, WGCNA
metoduyla ve COXPRESdb veri tabanindan elde edilen islevsel zenginlestirme
sonuglari karsilastirilmistir. WGCNA metoduyla elde edilen TOR1AIP1’in merkez
genlerden oldugu modiiltin yogunlukla mitokondri, ubikitin konjugasyonu ve
protein yikimi genlerini gosterdigi saptanmistir. Literatiirde LAP1 proteininin,
mitokondri veya ubikitin-proteazom sistemiyle dogrudan iliskisini gdsteren

bulgular saptanmamistir. Bu nedenle, TORIAIPI'in merkez gen oldugu kasa
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0zgu genlerin birlikte ifade edilme modiliiniin, kas distrofisi patogenezini
aciklayabilecek yeni bir LAP1 protein islevi 6n gorebilecegi diistiniilmiistiir.

Genlerin dokuya 6zgll olmayan birlikte ifade edilme analizi sonuglari
incelendiginde, TOR1AIPI’e benzer ifade diizeyleri gosteren genlerin de kasta
birlikte ifade edilen genlere benzer sekilde, protein yikimi siireci agisindan
zengin oldugu gorilmistir. Buna karsin, kasa 0zgili modiilde goriilen
mitokondriyle iliskili genler, farkl tiirlerde korunmus dokuya 6zgil olmayan
birlikte ifade edilme aginda goriilmemistir. Bu sonug, TOR1AIP1’in ubikitin
konjugasyonu ve protein katabolik siireciyle iliskili olmasiihtimalini
gliclendirmektedir.

Dokuya o6zgiil olmayan birlikte ifade edilme verileri, ek olarak golgi
apparatus, endoplazmik retikulum, protein transportu ve katlanmamis protein
cevabu ile iliskili genlerin TOR1AIPI’le beraber ifade edildigini gostermektedir.
LAP1 proteininin, protein etkilesimleri disiinildigiinde, AAA+ ATPaz
ailesinden torsin A’'nin protein katlanmasinda rol alabilecegi savunulabilir.
LAP1 ve torsin A’'nin etkilesiminin islevi hakkinda son dénemde hipotezler
Uretilmistir. LAP1 proteinin, Torsin A'nin ATPaz aktivitesini diizenledigi
gosterilmistir (216, 217). AAA+ ATPaz protein ailesi, ATP hidrolizinden elde
ettikleri enerjiyle DNA, RNA ve proteinleri etkileyerek, bircok hiicresel
aktivitede yer alirlar (216, 218, 219). TorsinA proteini endoplazmik retikulum
ve cekirdek zarinda yerlesmekte ve sirasiyla LULL1 ve LAP1 proteinleriyle
etkilesmektedir (216). Bazi AAA+ ATPazlarin protein katlanmasinda roli
oldugu gosterilmis olmasina ragmen, torsinin LAP1 ile etkilesiminin protein
katlanmasiyla iliskisi olup olmadigi bilinmemektedir. LAP1 torsinle etkilesime
girerek, periniikleer bolgede heterohekzamerik halka yapisi olusturmaktadir.
Bu halka yapusi, torsinin ATPaz aktivitesi icin gereklidir. LAP1'in periniikleer
kisminin olusturdugu katlanti, torsinin ATPaz aktivitesi gosterdigi aktif bolgeyi
tamamlamaktadir. Boylece LAP1 torsinin ATPaz aktivitesini gerceklestirmesini
saglar. LAP1 proteininin kendisinin ATPaz aktivitesi olmamasina ragmen,
enzimatik kofaktor olarak torsin A'nin ATPaz aktivitesini arttirmaktadir (178).
Torsin inhibe edildiginde, periniikleer aralikta megaRNP graniillerinin biriktigi

ve c¢ekirdek zarinin tomurcuklandigl boélgede vezikiil boynunda torsin proteini
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oldugu gorilmistir (220). Herpes virlis kapsidinin c¢ekirdekten
tomurcuklanarak ¢ikmasina benzer sekilde, megaRNP graniillerinin c¢ekirdek
zarindan vezikiil olusturarak ¢ikmasinda torsinin roli oldugu 6ne siiriilmistiir.
Bu siirecte, torsinin i¢ c¢ekirdek zarindan vezikiiliin ayrilmasin1 sagladigi
diistiniilmektedir (220-223). Son ¢alismalar, LAP1’in torsinle iliskisinin protein
katlanma siireciyle iliskisine dair kanit gostermemektedir. Boylece, LAP1
proteinin katlanmamis protein yanitindaki islevine dair literatiirde gii¢lii kanit
bulunamamaistir.

LAP1 proteinin islevlerinin dokuya 6zgli oldugu g6z Oniinde
bulunduruldugunda, LAP1 proteini icin kasa 6zgi birlikte ifade edilme agindan
yararlanarak islevsel ¢ikarim yapmak kas distrofisi patogenezini aydinlatmak
icin daha yararli olacaktir. Bu durumda, WGCNA metodunun 6n gordiigi
mitokondriyel ve ubikitin konjugasyon siireclerinden, genlerin genel birlikte
ifade edilme ag1 sonuclariyla da desteklendigi icin, LAP1’'in protein yikimi
stirecinde rolii olabilecegini 6ne siirmekteyiz.

LAP1 proteinin ubikitin proteazom sistemiyle iliskisi literatiirde 6nceden
yayinlanmamistir. LAP1’in ubikitinasyonla iligkisini agiklayabilmek i¢in, WGCNA
ve COXPRESdb birlikte ifade edilme sonuglarinin karsilastirilmasinin ardindan
elde edilen TOR1AIP1 ile kas dokusunda islevsel olarak iliskili merkezi genler
listesi incelenmistir (Sekil 5.2). Listedeki aday genlerin onceliklendirilmesi
asamasinda bu calismada literatiir taramasi yontemi kullanilmistir. Aday gen
listesinde, kas kiitlesinin belirlenmesinde ve miyojenik farklilasma siirecinde rol
oynayan TGF/BMP sinyal yolaginin énemli bir komponenti olan SMAD4 (SMAD
ailesi liyesi 4) proteini bulunmaktadir. SMAD4, diger adiyla ko-SMAD, SMAD2/3
veya SMAD1/5/8 ile kompleks kurarak sirasiyla TGF-beta veya BMP sinyal
yolaginda rol oynar. SMAD kompleksi, cekirdege girer, cekirdekte
transkripsiyon faktorleriyle etkilesime girip DNA’ya baglanarak gen ifadesini
etkiler. Miyostatin, TGF-beta ailesinin bir iiyesidir. Miyostatin sinyal yolagi, kas
kiitlesinin ana negatif regiilatorii olarak gorilmektedir. Miyostatin sinyal
yolagi inhibe edildiginde kas hipertrofiye gider ve kasin ana hipertrofik
sinyalinin BMP sinyal yolagi oldugu gosterilmistir (224, 225). Bu nedenle,

SMADA4 iki yolagin da ortak noktasi olarak, kas kiitlesinin belirlenmesinde kritik
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bir rol oynamaktadir. SMAD4, miyostatin ya da BMP sinyal yolaginda ¢alisarak,
kas atrofisi ve hipertrofisi arasindaki dengeyi belirleyen kritik bir faktordiir. Kas
atrofisi, ubikitin proteazom sistemiyle artmis protein yikiminin bir sonucu
oldugu icin, mavi modiildeki ubikitin proteazom sistemiyle iliskili genler,
SMAD4 sinyal yolaginin hedef genleri olabilirler.

SMAD4 ve ubikitinasyon arasindaki baglanti, kas atrofisiyle
iliskilendirilebilecek protein yikimi olabilecegi gibi, TGF-beta/BMP sinyal
yolaginin ubikitin aracili kontrolii de olabilir. TGF-beta/BMP sinyal yolagi,
ubikitin aracili degradasyonla veya translasyon sonrasi ubikitinasyonla kontrol
edilebilir. Mavi modiuliin 6nemli genlerinden biri, F-box E3 ubuikitin ligaz
ailesinden substratlari tam olarak bilinmeyen, FBXO3(F-box protein 3)’tiir. Bu
protein, SMURF1’in poliubikitinasyonunu ve yikimini arttirir (226). SMURF1
(SMAD ozgil E3 ubikitin protein ligaz 1) ise SMAD1 ve SMAD5’in
poliubikitasyonu ve yikimini saglayan E3 ubikitin protein ligazdir (227).
Boylece, FBX03 proteini dolayli olarak BMP sinyal yolagini arttirmis olur (226).
Bu yontem, TGF-beta/BMP sinyal yolaginin ubikitin aracili yikimla kontroliine
bir 6rnektir. Fakat, ubikitinasyon, yikimla sonu¢glanmadan translasyon sonrasi
modifikasyonla da TGF-beta/BMP sinyal yolagini kontrol edebilir. SMAD4'tin
translasyon sonrasinda mono- veya oligo-ubikitine edildigi ve bu
modifikasyonlarin SMAD4’tin R-SMAD’larla kompleks olusturma verimliligini
degistirerek sinyal yolagini etkiledigi gosterilmistir (228, 229). Bu bilgiler
15181nda, mavi modiildeki ubikitin modifikasyonu; SMAD4 sinyal yolag1 sonrasi
ubikitin proteazom sistemiyle kas protein yikimini veya TGF/BMP sinyal
yolaginin ubikitin aracili kontroliinii temsil ediyor olabilir. LAP1’le kas
dokusunda birlikte ifade edilen merkez genler arasindan SMAD4, ubikitin
proteazom sistemi ile yukarida aciklandig gibi iliskilendirilebilecegi i¢in, mavi

modiiliin 6nemli bir temsili geni olarak goriilmektedir.
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Ubikitin proteazom yolagi ve ¢ekirdek i¢ zar proteini arasindaki iliskinin
sinyal yolaklar1 tlizerinden olmasi ihtimali ytksektir. Bircok cekirdek i¢ zari
proteininin hiicre sinyal yolaklarimi etkiledigi bilinmektedir. LAP1 proteini ile
fiziksel iliskisi oldugu bilinen ¢ekirdek i¢ zar1 proteinlerden emerin de hiicre
sinyal yolaklarini etkilemektedir. Emerin, ilerleyici kas atrofisi, kardiyomiyopati
ve kontraktiirlerle karakterize Emery-Dreifuss kas distrofisi fenotipinden
sorumlu gendir (230). Emerin mutasyonu insanda kas distrofisi fenotipi
olusturmasina ragmen, emerinden yoksun fareler fenotipik olarak normaldir
(231). Fakat, emerinden yoksun farelerde LAP1 protein diizeyinin azaltilmasi
kas distrofisi fenotipinin olusmasina neden olmaktadir. Ayrica iskelet kasina
ozgil LAP1lden yoksun farede emerin diizeyinin azaltilmasi kas distrofisini
kotiilestirmektedir. Fare ve insanlarda LAP1 diizeyleri karsilastirildiginda,
farede LAP1 protein dilizeyinin insana gore ¢ok daha yiiksek oldugu
gorilmiistiir. Bu nedenle, farelerde emerin eksikligini telafi eden faktoériin LAP1
oldugu diisiiniilmektedir. Ayn1 calisma, LAP1 ve emerinin fiziksel olarak
etkilesime girdigini de gostermistir. Bu sonuclar, LAP1 ve emerin iligkisinin,
distrofin ve utrofin iliskisine benzer oldugunu gostermektedir. Bu bulgulara
dayanarak, LAP1 ve emerin proteinlerinin islevsel olarak iligkili oldugu 6ne
strilmistiir (215). Emerinin hiicre sinyal yolaklarini etkiledigi bilinmektedir,
ornek olarak, mutant emerinin $-kateninin ¢ekirdek icinde birikmesine neden
olarak aktivitesini arttirdig1 goriilmiistiir (232). Bunlara ek olarak, emerinden
yoksun miyojenik onctillerde, Notch, Wnt, TGF-beta ve IGF sinyal yolaklar
komponentlerinin mRNA ve protein ifade diizeylerinin degistigi ve miyojenik
sinyal yolaginin diizensizlestigi gorilmiistiir. Sonuc¢ olarak, emerin diizenli
miyojenik sinyallesme icin esastir (233). Bu nedenle, fare ¢alismalarindan elde
edilen LAP1 ve emerin arasindaki islevsel iliski ve emerinin bilinen sinyallesme
islevine dayanarak, LAP1'in de hiicre sinyal yolaklarinin kontroliinde roli
olabilecegini ileri stirtilebilir.

Birlikte ifade edilme bilgisinden yararlanarak yapilan genin islev
tahminini destekleyebilmek icin, protein dizi ve yapianalizi de kullanilabilir.
Protein dizisi ve yapisi, proteinin islevlerini ve etkilesim eslerini tahmin etmek

icin kullanilabilir. LAP1 proteinin ¢ boyutlu yapist veri tabanlarinda
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arastirildiginda, perintikleer boélgedeki kisminin yapisinin belirlendigi fakat
cekirdek icine bakan kisminin ii¢ boyutlu yapisinin heniiz bilinmedigi
gorilmiistiir. Bu nedenle, LAP1 proteinin cekirdekteki kisminin protein
etkilesim tahminleri hem kisith hem de pek giivenilir degildir. Bu durumda
protein - protein etkilesimi tahmini yerine protein dizisi analizi yapilmasi daha
givenilir sonuglar verecektir. PSIPred protein dizi analiz platformu, LAP1
proteinin ¢ekirdek i¢indeki kisminin diizensiz bir yapiya sahip oldugunu tahmin
etmistir. Okaryotlarda diizensiz proteinler yaygindir ve 6nemli roller
oynamaktadir (234-236). Diizensiz protein dizilerinin, kendiliginden olusan
stabil li¢ boyutlu konformasyonu yoktur; fakat hizlica bir¢cok farkh
konformasyon olusturabilmektedirler. Boylece, dlizensiz protein yapilar1 bircok
farkli proteinle etkilesime girebilir. Etkilestikleri proteinlere bagli olarak,
dokuya 6zgii sinyal yolaklarinda rol alabilir ve biyolojik aglarda merkez protein
olarak ortaya c¢ikabilirler (234-237). LAP1’'in ¢ekirdekteki kisminin diizensiz
diziye sahip olmasi, birlikte ifade edilme modiiliinde merkez gen olarak ortaya
cikmasini ve dokuya 06zgii etkilesim 0Ozelliklerini agiklayabilir. LAP1 protein
dizisinin ozellikleri FFPred araciyla incelendiginde, LAP1 proteinin yiiksek
olasilikla transkripsiyon kontroliinde rol alabilecegi gésterilmistir. Protein dizi
analizi sonuclari, birlikte ifade edilme verileriyle ulasilan LAP1 proteinin sinyal
yolag1 kontroliinde rol almasi hipotezini desteklemektedir.

LAP1 proteini islev tahmini i¢in, kasa 6zgii ve korunmus genis kapsaml
birlikte ifade edilme sonuglar1 birlestirilerek LAP1’le islevsel olarak iliskili
proteinler elde edilmistir. LAP1’'in de icinde bulundugu kasta birlikte ifade
edilme modilii, protein yikimi ve mitokondri genlerini temsil etmektedir. Bu
hiicresel islevler, korunmus global diizeyde genlerin birlikte ifade edilme analizi
sonucundan elde edilen islevlerle karsilastirildiginda, LAP1 proteininin ubikitin
konjugasyonu ve protein yikimi siirecinde rolii olabilecegi ileri siirtilmiistiir.
Cekirdek i¢ zar proteini olan LAP1’in, ubikitin-proteazom sistemiyle iliskisi
sinyal yolaklar tizerinden olabilir. Birlikte ifade edilme verisinden elde edilen
LAP1’le iliskili diger proteinler incelendiginde, kas kiitlesinin belirlenmesinde
gorevi oldugu bilinen SMAD4 proteinine rastlanmistir. SMAD4 proteini, hem

TGF-beta hem de BMP sinyal yolaginin merkezi proteinidir. SMAD4’iin kas
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atrofisinde rol almasi, ubikitin proteazom sistemi genleriyle ayn1 modiilde
bulunmasini agiklayabilir. Ayrica LAP1 proteinin, emerinle islevsel olarak iligkili
oldugu gosterilmistir ve emerin proteini hiicre sinyal yolaklarini etkilemektedir.
Bu bulgu da, LAP1’in sinyal yolaginda rolii olabilecegini desteklemektedir.
Bunlara ek olarak, LAP1 proteininin dizi analizi sonuglari, bu proteinin
transkripsiyon kontroliinde rol alabilecegini gostermistir. Bu tez ¢alismasinda,
birlikte ifade edilme ve protein dizi analizi sonuclarina dayanarak LAP1
proteininin SMAD4 aracili sinyal yolagini etkileyebilecegi one siirtilmustiir.
Birlikte ifade edilme ve protein dizi analizi gibi biyoenformatik
yontemler genlerin islevsel tahmininde basariyla kullanilmistir. Fakat bu
yontemler islev mekanizmasinin detaylarina dair kanit verememektedir. Bu
durumda, c¢ekirdek i¢ =zar1 proteinlerinin sinyal yolaklarini etkileme
mekanizmalarina dayanarak, LAP1’in sinyal yolag1 kontroliindeki roliine dair
hipotez olusturulabilir. LEMD3 (LEM domain containing 3) geni tarafindan
kodlanan MAN1 proteini, TGF-beta sinyal yolagini etkileyen cekirdek zari
proteinidir. MAN1, iki yolla TGF-beta sinyal yolagini inhibe eder. MAN1, FAST1
(forkhead box H1) transkripsiyon faktoriiyle SMAD2 ve SMAD3’e baglanmak icin
yarisir. Ayrica, SMAD2 ve SMAD3'li, translasyon sonrasi degistiren fosfataz
PPM1A (protein fosfataz, Mg2+/Mn2+ bagiml, 1A) ile yakinlastirarak, R-
SMAD’larin defosforilasyonunu ve bdylece etkisizlestirilmelerini saglar (238,
239). Bu yonteme benzer sekilde, LAP1, SMAD4 ve SMAD4’i degistiren
enzimleri bir araya getirerek SMAD4’lin translasyon sonrasi modifikasyonu
degistirip, SMAD4’iin R-SMAD’larla veya diger transkripsiyon faktorleriyle
kompleks kurma verimliligini etkileyebilir ya da rakip protein gibi davranarak
SMAD4’iin transkripsiyonel faktorlerle birlesmesini engelliyor olabilir.
Disferlinopati ile iliskili modiillerden birinde LAP1 proteinini kodlayan
genin merkez gen olarak goriilmesi 6nemli bir bulgudur. Kas distrofisiyle yakin
zamanda iligkilendirilmis ve islevleri iyi bilinmeyen bir gen olan TOR1AIP1'i,
birlikte ifade edilme bulgularina dayanarak, disferlin proteininin hiicre zari
tamiri isleviyle iliskilendirmek zor goriinmektedir. Fakat, LAP1 proteininin,
disferlin mutasyonuna sekonder olarak olusan kas distrofisi molekiiler

patogenezinde kritik bir role sahip oldugunu 6ne sirmek daha mantikli
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olacaktir. Eger birlikte ifade edilme ve protein dizi analizi sonuclarina
dayanarak on goriildiigii tizere, LAP1 proteini, SMAD4 ile iliskili sinyal yolaginin
regiilasyonunda rol oynuyorsa, bu sayede kas atrofisinden rejenerasyona ve
fibrozise kadar kas distrofisi patogenezinin bircok temel basamagini
etkileyebilir. Bu yiizden de birlikte ifade edilme ag analizinde kritik genlerden
biri olarak goriinebilir. Disferlinopati patogenezinde TGF-beta sinyal yolaginin
rol aldig1 gosterilmistir. Halofujinon, SMAD3 fosforilasyonunu ve SMAD3'lin
cekirdek icine girmesini engelleyerek TGF-beta sinyal yolagini etkiler.
Disferlinden yoksun fareler, halofujinona maruz birakildiginda, fibrozisin ve
enflamatuar infiltratin azaldigl, kas performansinin arttig1 gézlenmistir (240).
Bu bulgular, disferlinopatide TGF-beta yolaginin 6nemini vurgulamaktadir. Bu
durumda, eger LAP1 proteini SMAD4 aracili sinyal yolagini denetliyorsa,
disferlinopati patogenezinde TORIAIP1'in anahtar genlerden biri olmasi
anlasilabilir. WGCNA ve COXPRESdb’den elde edilen TOR1AIP1 ile birlikte ifade
edilen genler incelendiginde torsin A geninin bu modilde bulunmadigi
gorilmektedir. Yine LAP1 ile etkilesime giren emerin proteini incelendiginde
ise, daha diisiik modiil baglantisallik degeri olmasina ragmen emerin proteini
kodlayan EMD geninin de mavi modiilde goriildiigi saptanmistir. Bu durumda,
LAP1 proteininin dokuya 6zgii islevleri oldugu g6z éniinde bulunduruldugunda,
LAP1 proteininin kas distrofisindeki rolii torsinle etkilesiminden bagimsiz
olabilir. Shin ve digerleri (241), ¢ekirdek zarfi hastaliklarinda dokuya 6zgi
patoloji olusturmasinin nedeninin bireysel proteinden 6te, proteinlerin kurdugu
kompleksler oldugunu 6ne siirmiistiir. LAP1’in sirasiyla noronal ve kas dokuda
onemi gosterilmis torsin ve emerinle etkilesimine dayanarak, LAP1’in kas
dokusuna 06zgi islevlerinin torsinden bagimsiz daha c¢ok emerinle iliskili
olabilecegi diisliniilebilir. Bu durumda LAP1’in emerin gibi hiicresel sinyal
yolaklarimi etkilemesi, disferlinopatide LAP1 proteinin anahtar proteinlerden
biri olmasina neden olabilir.

Bu tez calismasinda kullanilan mikrodizin verisi ilk kez bu calismada
WGCNA yontemiyle incelenmistir. Bu nedenle, bu mikrodizin serisinin birlikte
ifade edilme analiziyle yeniden incelenmesi, bu serinin analiz edildigi ilk

yayinlara ek olarak yeni bilgiler sunmustur. Bu mikrodizin verileri kullanilarak



73

kas rejenerasyonu ile iliskili yayinlar yapilmistir (165, 242) (243)Bu mikrodizin
serisinin birlikte ifade edilme analiziyle incelenmesi, 6nceki c¢alismalara ek
olarak disferlinopati patogenezinde rol oynayan farkli aday genlerin ortaya
konulmasini saglamistir. Bu sonuclarin protein dizi analiziyle birlestirilmesi, kas
distrofisiyle iligkilendirilen LAP1 proteinin islev tahmininin yapilmasini
saglamistir. Ayrica yillar icinde yeni genlerin tanimlaniyor olmasi ve genler
hakkindaki literatiir bilgisinin artiyor olmasi nedeniyle, mikrodizin analizleri
tekrar incelendiginde daha fazla bilinen gen oldugu icin elde edilen bilgi
artmaktadir. Bu nedenle de farkli yontemle yapilan tekrar edilen mikrodizin
analizi literatiire katkida bulunmustur.

Bu tez calismasinin bazi kisitlamalar1 vardir. WGCNA ile birlikte ifade
edilme ag1 olusturuldugunda modillerin korunmuslugu tespit edilerek,
olusturulan modiiller dogrulanmistir. Fakat WGCNA analizini daha fazla sayida
ornekle yapabilmek, modiilleri daha stabil hale getirecektir. Eger analiz icin
daha fazla 6rnek kullanilmis olsaydi, giriiltii azalacagi i¢in, daha ¢ok sayida ve
daha 6zgiil modiiller olusturulabilirdi. Fakat, disferlinopati hastaligi, tek gen
hastalig1 oldugu ve diyabet, obezite, kanser gibi kompleks ve daha sik goriilen
hastaliklar grubundan olmadigiicin GEO veri tabaninda daha genis bir
disferlinopati hasta serisine ulasilamamistir. Farkli mikrodizin serilerindeki
disferlinopati hasta verilerinin birlestirilerek incelenmesi diistiniilmiistiir. Fakat
bu durumda, hem farkli mikro dizin platformlarinin normalize edilmesi sorunu
hem de her ¢alismada bilimsel soruya uygun olarak olusturulan farkli deney
diizeneklerinde kullanilan kontrol grubu ve hasta se¢im kriterlerinin farkliligi
nedeni ile mikrodizinlerin beraber islenmesinin uygun olmadig1 6n
gorilmiistiir. Bu sinirlama, tek mikrodizin serisi kullanilmasina ve az 6rnek
sayis1 oldugundan giivenilir sonuclar elde edilebilmesi i¢in, daha biyiik ve az
sayilda modiil olusturulmasina neden olmustur. Bu nedenle, WGCNA,
disferlinopati ve LGMD2A kas distrofisinin karsilastirilmasi icin kullanildiginda,
iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamlifark gosteren modiillere
ulasilamamistir. Eger bu kas distrofileri i¢cin daha genis mikrodizin verilerine
ulasilirsa, birlikte ifade edilme agindan biyolojik olarak anlamh ve daha 6zgiil

modiiller belirlenerek, kas distrofileri arasindaki farklar calisilabilir.
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Bu tez calismasi biyoenformatik analiz yontemini kullandig1 icin, elde
edilen sonuglar 1slak laboratuvarda dogrulanmamistir.  Olusturulan
varsayimlarin test edilebilmesi i¢in, 1slak laboratuvar deneylerinin yiiriitiilmesi
gerekmektedir. Ancak zaten in silico analizlerin amaci, 1slak laboratuvar
calismalarina gegmeden 6nce desteklenmis hipotezler olusturmak ve boylece
deneysel yiikii azaltip hedefe yonelik deneyler planlanmasina yardimci olarak
bilimsel ilerlemeyi hizlandirmaktir.

Proteinlerin ii¢ boyutlu yapisi bilindigi takdirde, etkilesim partnerlerini
tahmin eden biyoenformatik analiz yontemleri i¢in secenekler artmaktadir.
Hatta proteinlerin ii¢ boyutlu yapisi bilinmedigi takdirde bile, homolog model
veri tabanlar1  kullanilarak protein etkilesimleri tahmin edilmeye
calisiimaktadir. Proteinlerin yapisal, islevsel ya da ifade bilgilerini kullanarak
analiz yapan bir¢ok farkli protein - protein etkilesim veri tabanlari vardir. Hatta
bu farkli yontemleri birlestirerek tahminlerde bulunan araglar da mevcuttur,
buna 6rnek PrePPI veri tabani verilebilir (244, 245). Fakat, LAP1 proteininin
cekirdekteki kisminin diizensiz protein dizisi gostermesi, yap1 Ulzerinden
protein - protein etkilesim tahmini yapan veri tabanlarinin sonuglarini olumsuz
etkilemistir. Bu nedenle, analizde yapi lizerinden protein etkilesimi tahmin eden
veri tabanlar1 yerine protein dizisi 6zelliklerine dayanarak protein islevi tahmin
eden ara¢ kullanilmistir. LAP1 proteininin yapisina dair daha detayh bilgiler
edinildiginde, protein - protein etkilesimleri de in silico yontemlerle tahmin
edilebilir.

Zamanin ¢ok degerli oldugu bilim diinyasinda, in silico analizler
molekiiler biyoloji ve genetik alaninin vazgecilmez bir parcasihaline
gelmektedir. Hem bilginin verimli kullanilabilmesi hem de bilimin ilerlemesinde
hiz kazanilabilmesi icin, islemsel biyolojinin is akislarina eklenmesi
gerekmektedir. Bu tez calismasi disferlinopati patogenezinin incelenmesinde,
metin madenciligi ve genlerin birlikte ifade edilme agi analizi yontemlerini
birlestirerek yeni bir bakis acisi sunmustur. Ayrica yeni tanimlanan kas
distrofisi genlerinden TOR1AIPI’in, birlikte ifade edilme ve protein dizi analizi

yontemleriyle islevsel tahmini yapilmistir. Boylece, disferlinopati ve TOR1AIP1
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mutasyonuyla giden kas distrofisi ¢alisma gruplari icin, patogeneze dair yeni

hipotezler kurulmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez c¢alismasinda, kas distrofileri grubundan disferlinopatinin
molekiiler patogenezini aydinlatmak amaciyla metin madenciligi ve genlerin
birlikte ifade edilme ag1 analizi yontemleri kullanilmistir. Birlikte ifade edilme
ag analizinde, disferlinle iliskili modiilde merkez genlerden biri olarak yeni
tanimlanmis kas distrofisi genlerinden TOR1AIP1’in saptanmasi lizerine, birlikte
ifade edilme verilerinin guilt-by-association yontemine dayanarak TORIAIP1
geninin islevsel tahmininin yapilmasiicin kullanilmasina karar verilmistir.
TOR1AIPI’'in kodladig1 LAP1 proteininin, birlikte ifade edilme ve protein dizi

analizi sonuclariyla islevsel incelemesi yapilmistir.

6.1. Sonuclar

* Hastalik molekiiler patogenezinin aydinlatilmasi, anahtar genlerin tespit
edilmesi, gen islev tahmini yapilabilmesi ve yeni hipotezler
kurulabilmesi icin metin ve veri madenciliginin birlesimsel kullanimini
saglayan is akisi ortaya konmustur.

* Metin madenciligiyle disferlinopati arastirmasi, disferlinopati
patogenezinde rol oynayan temel hiicresel yolaklar ve disferlinin temel
islevlerini ortaya koymustur. Disferlinin hiicre =zar1 tamirinde,
miyogenezde ve hiicre adezyonunda rolii oldugu belirlenmistir.

* Metin madenciligi sonuclari, disferlinopatide yaygin artmis enflamasyon
ve immiin sistem aktivasyonunun 6énemini ortaya koymustur.

* Metin madenciliginden elde edilen disferlinle iligkili proteinlerin islevsel
zenginlestirme sonuclar1 sayesinde, disferlinin apoptoz diizenegi
kontroliinde rolii olabilecegine ulasilmistir. Literatiirde disferlin
proteinin apoptozla iliskisine dair dogrudan c¢alisma olmamasina
ragmen, disferlinin apoptoz diizenegi kontroliinde rolii olabilecegine dair
varsayimda bulunan gruplar olmustur. Bu nedenle, elde edilen bu sonug
1slak laboratuvarda c¢alisilmasi gereken bir 6nemli bir bulgudur.

* Metin madenciligi bulgularnyla, disferlinle iliskili protein - protein
etkilesim ag1 olusturulmustur. Bu sayede, disferlinle iliskili diger kas

distrofisi proteinlerine ve disferlinin islevleri yerine getirmek icin
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beraber calistifi proteinlere ulasilmistir. Ayrica, protein - protein
etkilesim agi, ubikitin proteazom sisteminin disferlinopati patogenezinde
onemli oldugu gorilmistir. Bu sonuclar, literatiir bilgisiyle
desteklenmistir.

Birlikte ifade edilme ag1 analizi sayesinde, disferlinopati icin kritik
hiicresel yolaklar belirlenmistir. Disferlinopatide hiicre dis1 matris
bilesenlerinin, mitokondriyal genlerin, ubikitin proteazom sisteminin ve
enflamasyonun rolii oldugu bulunmustur.

Disferlinopatideki 6nemli hiicresel yolaklarin anahtar genleri
belirlenmistir.  Disferlinopatide  hiicre = dis1  matris  yeniden
diizenlenmesinde TIMP-1'in 6nemli genlerden biri oldugu bu ¢alismayla
ortaya konulmustur. Ayrica, bu tez ¢alismasinda, birlikte ifade edilme ag
analizi sonuclar1 OXR1’in kas distrofilerinde oksidatif strese karsi1 6nemli
bir roli olabilecegini go6stermistir. Bdylece, 1slak laboratuvar
calismalarinda, biyobelirte¢ ya da tedavi hedefi olabilecek genler ortaya
konulmustur.

Disferlinopatinin anahtar genlerinden birinin TORIAIP1 olarak
bulunmasi lizerine, in silico analiz yontemleri kullanilarak, TOR1AIP1
geninin islevinin arastirmasi yapilmistir. Korunmus, global diizeyde
genlerin birlikte ifade edilme analizi ve kasa 6zgii birlikte ifade edilme
analizi islevsel zenginlestirme sonuglar1 birlestirilerek, TOR1AIP1
geninin ubikitin konjugasyonu ve protein yikimiyla islevsel olarak iligkili
olabilecegi 6ne siirtilmiistiir. Global ve kasa 6zgii birlikte ifade edilme
analizindeki genler incelenerek, TOR1AIP1’le geniyle olasi iliskili genler
listesine ulasilmistir. Bu aday gen listesinden, literatiir taramasi
yapilarak, SMAD4 proteinin protein yikimiyla iliskilendirilebilecek, kas
kiitlesi belirlenmesinde temel rol oynayan genlerden biri oldugu
gorilmiistiir. Bu nedenle, 6ncelikli calisilmasi gereken genlerden biri
olarak SMAD4 secilmistir.

LAP1 proteininin islevsel tahmininin yapilabilmesi i¢in, homolojiden
bagimsiz protein dizi 6zelliklerine dayanarak islev tahmini yapan analiz

araclar1 kullanilmistir. LAP1 protein dizisindeki diizensiz dizilerin
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konumu ve uzunlugu, amino asit kompozisyonu, ikincil protein yapilari
gibi  Ozelliklere dayanarak, LAP1 proteininin transkripsiyon
denetlenmesinde islevi olabilecegi sonucuna ulasilmistir.

* LAP1 proteini icin global ve kasa 6zgl birlikte ifade edilme analizi ve
protein dizi analizi sonuclari birlestirildiginde, LAP1 proteininin SMAD4

iliskili sinyal yolaginda rolii olabilecegi 6ne striilmiistiir.

6.2. Oneriler

Bu tez calismasinda, disferlin proteini islevleri, disferlinopati patogenezi
ve LAP1 proteini islevleri biyoenformatik yontemle analiz edilmistir. In silico
calismalar, biyomedikal alanda deneysel yiikiin kayda deger sekilde
azaltilmasina ve hedefe yonelik deneylerin planlanmasina yardimci olmaktadir.
Bu ¢alismanin sonuglari 1s181inda gelecekte yapilabilecek bazi calismalar asagida
belirtilmistir.

* Disferlinopatide tespit edilen anahtar genlerin kodladig1 proteinlerin
diizeyleri calisilmalidir. TIMP1 proteini, Duchenne kas distrofisinde
tedavi takibi icin biyobelirte¢ olarak oOnerilmistir. TIMP1 proteininin
disferlinopatide hastalik agirligina gore veya tedavi takibinde diizeyleri
calisiimali ve biyobelirteg olarak kullanilip kullanilamayacagi
arastirilmalidir. TIMP1 ve matris metalloproteinaz proteinleri (MMP)
hiicre dis1 matris bilesenlerini diizenledigi icin kas satellit hiicre nisini
etkileyerek rejenerasyonu etkileyebilir. Bu nedenle, TIMP1 ve MMP
proteinlerini hedefleyen tedavi seceneklerinin de disferlin yoklugundaki
yeri arastirilmalidir. OXR1 proteini, oksidatif strese karsi koruma
saglamakta fakat mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. OXR1
proteini 6zellikle néronal dokuda amyotrofik lateral sklerozda calisilmis
ve umut verici sonuclara ulasilmistir. OXR1 proteini kas distrofilerinde
calisiilmamistir. Disferlinopatide anahtar genlerden biri olarak bulunan
OXR1 geni, disferlinopatide artmis oksidatif stres goriildigi icin
calisiimasi gereken bir gendir. Disferlinopatide OXR1 proteinin diizeyi
belirlenebilir ve OXR1 protein diizeyinin arttirilmasinin kas patolojisini

azaltip azaltmadigi incelenebilir.
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Bu tez calismasinda LAP1 proteinin islev tahmini yapilirken, birlikte
ifade edilme verisi sayesinde LAP1’le iligkili olabilecek proteinlere
ulasilmistir. Bu aday gen listesinden, LAP1’le iliskili genlerin
onceliklendirilmesi asamasina, literatlir taramasina ek olarak
biyoenformatik analizler eklenebilir bdylece aday gen secimi
giiclendirilebilir. Birlikte ifade edilme analiziyle ulasilan aday genler,
metin madenciligi analiziyle tekrar arastirilarak bu genler arasinda
distrofi ve protein yikimiyla iliskili genler secilebilir. Ayrica bu genis gen
listesi kullanilarak DAVID araciyla islevsel zenginlestirme analizi
yapilabilir ve KEGG tizerinden ulasilan yolak haritalari incelenerek aday
gen onceliklendirilmesi yapilabilir. LAP1 proteinin ¢ekirdek i¢cine bakan
kisminin ii¢ boyutlu yapisi belirlendigi takdirde, yapi tizerinden protein
etkilesimi tahmini yapan araclar kullanilarak, olasi etkilesim bilgisi
sayesinde aday gen secilebilir.

LAP1 proteininin SMAD4 ile olasi iliskisi arastirilmahdir. LAP1 ve
SMAD4’iin dogrudan fiziksel etkilesimi olup olmadig1 incelenmelidir.
LAP1’'in TGF-beta veya BMP sinyal yolagindaki etkisini 6l¢mek i¢in, LAP1
ifadesi susturuldugunda TGF-beta ve BMP sinyal yolag: aktivitesindeki
degisim olciilebilir. Boylece LAP1 ve SMAD4 arasinda dogrudan etkilesim
olmasa bile, LAP1 yoklugunda TGF-beta ya da BMP yolaklarinin etkilenip
etkilenmedigi gorilmiis olur. Sinyal yolaginin etkilenmis oldugu
goruldigi takdirde, sinyal yolaginin hangi mekanizmayla etkilendigi
arastirllmalidir.  Bunun  i¢in, SMAD4  proteinin  translasyon
sonrasi modifikasyonlarinda ya da SMAD4’iin R-Smadlarla kompleks
kurma etkinliginde degisim olup olmadigi incelenebilir. Eger LAP1
proteininin, on goruldigi lizere TGF-beta/BMP sinyal
yolagini denetleme rolii varsa, LAP1 mutant kas distrofisinde TGF-
beta/BMP  sinyal yolagindaki degisimin yarattifi = sonuclar

arastirilmalidir.
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hiicresel yolaklar ve bircok farkl biyolojik bilgiye ulasilabilir.

*  OnTheFly:

o http://onthefly.embl.de web sitesi tizerinden OnTheFly’a ulasilir.

o Metin madenciligi analizi yapilabilmesi i¢in, ¢calisiimak istenen
metin dosyasi siiriiklenerek veri tabanina ytiklenir.

o Metin dosyasi yiiklendikten sonra asagida gortlen dort

secenekten “bilgi” kismi tiklanarak, metinde gorilen proteinler



BioCompendium veri analiz platformuna aktarilabilir.
BioCompendium tlizerinden protein - protein etkilesim agi,
molekiiler islevler, hiicresel yolaklar ve bir¢ok farkli biyolojik

bilgiye ulasilabilir.

* DAVID:

O

http://david.abcc.ncifcrf.gov web sitesi adresi tizerinden DAVID
aracina ulasilabilir.

Islevsel anotasyon béliimii tiklanarak zenginlestirme analizi
yapilabilir.

Calisilmak istenen gen listesi dogrudan yapistirilabilir ya da liste
olarak yiiklenebilir. Gen listesinde genleri temsil etmek icin
kullanilan belirte¢ (gen ismi, Entrez ID vb) segilir.

Gen listesi yiiklendikten sonra ¢alismaya uygun olarak arka plan
gen listesi segilir.

Kiimelendirilmis sonug listesi incelenerek, temsil edilen hiicre

yolaklari, molekiiler islevlere ulasilabilir.

Mikrodizin Analizi
* WGCNA:
o Bucalismada, kasa 6zgii birlikte ifade edilme analizi R ortaminda
yapilmistir.
o Rdilini kullabilmek icin baslangi¢ 6greticilerine
http://tryr.codeschool.com adresinden ulasilabilir.
o Rortaminda, “BioConductor” paketi

(http://www.bioconductor.org/install /) kullanilarak mikrodizin
verilerinin 0n islenmesi yapilabilir.

Birlikte ifade edilme ag1 analizi i¢in, R ortaminda WGCNA
(http://labs.genetics.ucla.edu/horvath/CoexpressionNetwork/Rp
ackages/WGCNA/) paketi kullanilabilir.

WGCNA paketinin kullanimi ve yapilabilecek cesitli analizleri

ornekleyen 6gretici baslangiglara



http://labs.genetics.ucla.edu/horvath/CoexpressionNetwork/Rp
ackages/WGCNA /Tutorials/ adresinden ulasilabilir.

COXPRESdb:

* http://coxpresdb.jp web sitesi lizerinden COXPRESdb veri tabanina
ulasilabilir.

* Gen belirteci arama ¢ubuguna yazilarak sonu¢ sayfasina ulasilir.

* (Calisilmak istenen genin birlikte ifade edildigi gen listesine tiklanir.

* Genler ve tiirler desteklenebilirlik derecesine gore filtrelenebilir, gen
listesinin uzunlugu belirlenebilir. Gen listesi veritabanindan bilgisayara
indirilebilir.

* Bu gen listesi daha sonra DAVID tizerinden islevsel zenginlestirme

analizi icin kullanilabilir.



