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OZET

Becer E. Western Blot Yontemi {le Miiskiiler Distrofi Proteinlerinin Tanimlanmasi .
Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul. 2008.

Miiskiiler distrofiler, ilerleyici kas giigsiizliigi ve atrofisi ile karakterize bir kalitsal
hastalik grubudur. Duchenne miiskiiler distrofisi (DMD), distrofin proteinin yoklugu ile
karakterize, X kromozomuna bagl resesif kalitim gosteren bir hastaliktir. Becker
miiskiiler distrofisi, DMD’nin daha hafif seyreden formudur. Kavsak tipi kas distrofileri
(“Limb-Girdle miiskiiler distrofi” (LGMD)), klinik fenotip olarak birbirlerine ¢ok
benzeyen otozomal kalitmli hastaliklardan olusan bir miiskiiler distrofi alt grubudur ve
degisik proteinlerin eksikligi veya defekti nedeni ile olusmaktadirlar. Ornegin
LGMD2B ve Miyoshi miyopatisi, disferlin, LGMD2D ise alfa sarkoglikan proteinlerini
kodlayan genlerdeki mutasyonlar sonucu ortaya cikmaktadir. Bu genetik olarak
heterojen ancak fenotipik olarak benzer hastaliklarin birbirlerinden ayirt edilebilmeleri
icin kullanilan yontemlerden bir tanesi Western blot’tur. Western blot, proteinlerin
agirhgimi ve miktarlarmi belirlemede kullanilan 6nemli bir yontemdir. Calisma
kapsaminda Western blot yontemi kullamilarak miiskiiler distrofilerden bazilarinin
ayirict tanilarinin  yapilmasi amaclanmistir. Calismada alfa sarkoglikan antikoru,
disferlin antikoru, distrofin proteininin C-terminal ve rod bolgelerinin antikorlar
kullanilmistir. 15 miiskiiler distrofi ve 16 kontrol grubu hastasina ait kas dokusu
Western blot yontemiyle incelenmistir. Kontrol grubunda yer alan hastalarin patolojik
bulgu ve Western blot islemi sonuglar1 arasinda farklilik saptanmamistir. Miskiiler
distrofi hastalarinin dordiinde disferlin proteininin, birinde alfa sarkoglikan proteininin,
iiclinde ise distrofin proteinin eksikligi saptanmustir. Hastalardan birinin distrofin
proteininin rod bolgesine ait bantlarinda farklihik g6zlemlenmistir. Bes hastada ise
arastirilan proteinlerin hicbirinde eksiklik saptanmamistir. Bu ¢alisma, hastalarin, klinik
tanilarinin ~ konulmasinda ve hastaliklarina neden olan genetik bozukluklarin
belirlenmesinde ¢cok énemli bir rol oynayacaktir.

Anahtar Kelimeler : Miiskiiler distrofi, Western blot, Duchenne miiskiiler distrofisi,
Kavsak tipi kas distrofisi

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: T3/15122006
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ABSTRACT

Becer E. Western Blotting For The Description Of Muscular Dystrophy Proteins.
Istanbul University, Institute of Health Science, Genetics Programme. Master Thesis.
Istanbul. 2008.

Muscular dystrophies are group of inherited disorders characterized by progressive
muscle wasting and weakness. Duchenne muscular dystrophy (DMD) is X-linked
recessive disorder which is characterized by dystrophin protein deficiency. Becker
muscular dystrophy is a milder form of the DMD. Limb-Girdle muscular dystrophies
(LGMD) are autosomally inherited muscular dystrophy subgroup which have very
similar phenotypes. LGMD2B and Miyoshi myopathy are autosomal recessively
inherited diseases in which dysferlin protein deficiency or defect are responsible for
both diseases. Alpha sarcoglycan gene mutations cause LGMD2D. The clinical
phenotypes of muscular dystrophy types are very similar. For this reason, Western
blotting is used to distinguish them. Western blotting is a crucial method to determine
the weight and quantities of proteins. The aim of this study is to differentiate certain
muscular dystrophies by using Western blotting. Anti-alpha sarcoglycan, anti-disferlin,
anti-dystrophin protein C-terminal and anti-rod domain antibodies were used in this
study. 15 muscular dystrophy and 16 control group patients were analysed. No
differences were found between the results of immunocytochemistry and Western
blotting process of control group patients. According to the results of Western blotting
four patients had dysferlin, one of them had alpha sarcoglycan protein , three of them
had dystrophin protein deficiency. In one patient, change in dystrophin rod domain band
was observed. No protein deficiency was shown in five patients. This study has an

impact in diagnosing and defining genetic causes of these disorders.
Key Words: Muscular dystrophy, Western blotting, Duchenne muscular dytrophy,

Limb-Girdle muscular dystrophy

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. T3/15122006



1. GIRIS VE AMAC

Miiskiiler distrofiler, iskelet kas dokusu tutulusuna bagli anormal kas
giicsiizligii ve atrofisi ile karakterize bir grup kalitsal kas hastaligidir. Hastaligin
baslangicinda sadece belli bir grup kasta giicsiizlilk goriilebilmektedir. Fakat hastaligin
ilerleyen donemlerinde diger kas gruplart da etkilenebilmektedir. Bu nedenle miiskiiler
distrofi hastalik grubunda iskelet kas dokusu temelde etkilenen doku olsa da kalp kasi,
diiz kas dokusu ve beyin de hastaligin tutulumunun goriildiigii dokulardir (1). Hastaligin
etkiledigi kas grubu, kalitim sekli ve baslama yas1 miiskiiler distrofileri gruplamak icin
kullanilan kriterlerdir. Kalitim sekline gore otozomal dominant, otozomal resesif ve X
kromozomuna bagli gecis gosteren yaklasik kirk bes miiskiiler distofi cesidi
bulunmaktadir (2, 3).

Bir¢ok miiskiiler distrofi tipinde hastalarin klinik fenotipleri birbirine
benzemektedir. Bu nedenle hastaliklar arasinda ayirict tan1 yapmak oldukca giictiir.
Ornegin DMD’de kas giicsiizliigii cok erken yasta baslayabilmektedir. Bu nedenle
hastalik, konjenital miiskiiler distrofi veya diger resesif kalitimli ¢ocukluk c¢agi
miiskiiler distrofileri ile karistinlabilmektedir (4). Ayrica kavsak tipi kas distrofileri de
klinik fenotip olarak birbirine ¢ok benzeyen otozomal kalitimhi miiskiiler distrofi alt
grubudur. Bu grup icinde yer alan miiskiiler distrofilerin klinik 6zellikleri bakimindan
birbirinden ayirt edilmesi hemen hemen olanaksizdir (5). Bu nedenle hastaliga sebep
olan protein degisikliginin gosterilmesi ayirict tam1 yapilabilmesi acisindan cok
onemlidir. Caligma kapsaminda Western blot yontemi kullanilarak bazi miiskiiler

distrofi gruplar1 arasinda ayirici tan1 yapilmasi amaglanmistir.

Miiskiiler distrofi ¢esitlerinden en sik goriilenleri Duchenne ve Becker miiskiiler
distrofisidir. Bunlar, X e bagh resesif kalittm gosteren miiskiiler distrofi tipleridir. Bu
hastaliklarin oraya ¢ikma nedeni distrofin adi verilen 427 kDa’luk distrofin proteinini
kodlayan gendeki mutasyonlardir (2). Bu mutasyonlar sonucu kas dokusunda hiicre dig1
matriks ve hiicre iskeleti arasindaki baglantiyr saglayan distrofin proteininin hiicre
icindeki varligi, fonksiyonel islevliligi ve yapist bozulmaktadir. Duchenne miiskiiler
distrofisi hastaligi cocukluk caginda ortaya cikmaktadir. Hastalarin iskelet kas

dokusunda distrofin proteini yoktur. Becker miiskiiler distrofisi, Duchenne miiskiiler



distrofisinin ge¢ baslangichh ve daha hafif seyreden formudur. Becker miiskiiler

distrofisi hastalarinda diisiik seviyede ve yapisi degismis distrofin proteini bulunur (4).

Kavsak tipi kas distrofileri (“Limb-Girdle miiskiiler distrofi” (LGMD)),
otozomal dominant veya resesif gegisli, yiiksek heterojenitesi bulunan bir miiskiiler
distrofi alt grubudur. Bunlar kavsak-ekstremite tipi tutulumla seyretmektedir. Belirtileri
cocukluk veya eriskin donemde baslayan bu hastalik grubu icinde klinik olarak
birbirleriyle benzer ozellikler gosteren hastaliklar vardir. Limb-Girdle miiskiiler
distrofilerin on sekiz cesidi vardir. Bunlarin yedisi otozomal dominant, on biri ise

otozomal resesif kalitim gostermektedir (5).

Kavsak tipi kas distrofilerinden bir tanesi LGMD2B’dir. LGMD2B, Miyoshi
miyopatisi ile klinik 6zellikler bakimindan farkli fakat allelik otozomal resesif kalitimli
miiskiiler distrofi ¢esitleridir. Her iki hastalik da disferlin proteininin yapisinin ve hiicre
icindeki varliginin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Limb-Girdle miiskiiler distrofi
tip 2B, proksimal kaslarda tutulum gosteren bir hastaliktir. Miyoshi miyopatisi ise distal

kaslarin etkilendigi bir miiskiiler distrofi tipidir (6).

Sarkoglikanopatiler, kavsak tipi kas distrofilerinin bir alt grubudur. a-, -, y- ve
d-sarkoglikan proteinlerindeki mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan bir hastalik grubudur.
Bu hastaliklar otozomal resesif kaliim gostermektedir (7-11). LGMD2D, 50 kDa’luk
a-sarkoglikan proteinini kodlayan gendeki mutasyonlar sonucu ortaya cikan bir
miiskiiler distrofi ¢esididir (12). a-sarkoglikan proteini, kas hiicresi membraninda yer
alan sarkoglikan protein kompleksinin bir elemanidir. Bu proteindeki mutasyon
sarkoglikan protein kompleksinin bozulmasina yol agmaktadir (13). LGMD2E, 43 kDa
agirhgindaki B-sarkoglikan proteinini kodlayan gendeki mutasyon sonucu ortaya ¢ikan
bir hastaliktir. B-sarkoglikan proteinindeki bir bozukluk, a-, 6- ve vy-sarkoglikan
proteinlerinin kas hiicresi membraninda eksikligine yol agmaktadir (14). Limb-Girdle
miiskiiler distrofi tip 2C (LGMD2C), 35 kDa agirligindaki y-sarkoglikan proteinin kas
hiicresi membraninda eksikligiyle karakterize bir hastaliktir. Hastali§a yol acan cesitli
tipte y-sarkoglikan protein mutasyonlari tanimlanmistir (10, 15). Sarkoglikanopati
ailesinin diger bir iiyesi limb-girdle miiskiiler distrofi tip 2F’dir. 35 kDa agirligindaki &-

sarkoglikan proteinindeki mutasyon sonucu ortaya ¢ikmaktadir (11).

Western blot yontemi, proteinlerin agirhigini ve miktarlarim belirlemede

kullanilan 6nemli bir yontemdir (16). Western blot yonteminde proteinler molekiiler



agirhiklarina gore ayristirilir ve kimyasal metotlarla goriintiilenir. Boylece proteinlerin
yapisi ve miktarindaki bir farklilik bu yontem kullanilarak ayirt edilebilmektedir. Bu
yontem Ozellikle miiskiiler distrofi proteinlerinin belirlenmesinde biiyiik bir 6neme
sahiptir. Ciinkii miiskiiler distrofi ¢esitlerinin bircogu benzer klinik fenotipe sahiptir. Bu
hastaliklarin birbirinden ayirt edilebilmesi icin Western blot islemi kullanilmaktadir
(17). Bu tez projesi kapsaminda Western blot yontemi kullanilarak miiskiiler distrofi
proteinlerinin bazilarinin ayirici tanilarinin saptanmasi amaclanmistir. Ayrica hastaliga
neden olan islevi bozuk olan proteinin kas dokusundaki miktar1 ve boyutu
belirlenecektir. Calismadan elde edilecek sonuclar miiskiiler distrofi hastalarinin
tedavisi ve hekimin hastaya genetik danisma verme asamalarinda Snemli bir rol

oynayacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Miiskiiler Distrofiler

Miiskiiler distrofiler, ilerleyici kas gligsiizliigii ve kaybiyla karakterize genis bir
kalitsal hastalik grubudur. Miiskiiler distrofilerde iskelet kas dokusu temelde etkilenen
doku olsa da kalp kasi, diiz kas ve beyin dokusunda da yapisal ve fonksiyonel
anormallikler saptanabilmektedir (18-20). Yas, hastaligin ilerleme hizi, kalitim sekli,
etkiledigi kas grubu, genetik sebep ve etkilendigi gen miiskiiler distrofileri siniflamada
kullanilmaktadir (1). Distrofin proteininin kesfedilmesinden sonra miiskiiler distrofilerle
iligkili ¢cok sayida gen tanimlanmistir. Tamimlanan genler sayesinde de miiskiiler

distrofiler genetik temellerine gore siniflandirilabilmislerdir (Tablo 2-1) (2, 3).

2.2. Distrofinopatiler (Duchenne Ve Becker Miiskiiler Distrofisi)

2.2.1. Duchenne Ve Becker Miiskiiler Distrofisinin Klinik Ozellikleri

Duchenne miiskiiler distrofisi (DMD), X kromozomuna bagh resesif kalitim
gosteren, ilerleyici kas giicsiizliigliyle karakterize bir hastaliktir ve 3.500 erkek
dogumunda bir goriilmektedir (2). Hastaligin daha hafif seyreden formu Becker
miiskiiler distrofisidir. Becker miikiiler distrofisi (BMD), Duchenne miiskiiler
distrofisine gore daha gec yasta baslangic gosterir ve hastalarin yasam siiresi daha
uzundur. Her iki hastalik da distrofin genindeki mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
Bu mutasyonlar sonucunda distrofin geninin kodladigi 427 kDa’luk distrofin ad1 verilen
hiicre iskeleti proteininde yapisal ve fonksiyonel bozukluklar olusmaktadir. DMD
hastalarmmin  bityiikk bir c¢ogunlugunda mutasyonlar nedeniyle distrofin proteini
bulunmamaktadir. BMD hastalarinda ise diisiik seviyede ve boyutu kiiciilmiis distrofin

proteini bulunmaktadir (4).

Distrofinopatiler, X kromozomuna bagh resesif kalitim gosterdigi igin
erkeklerde goriilen bir hastaliktir. Kadinlar hastalifin tasiyicisi olabilmektedir. Fakat
nadir de olsa kadinlarda da kas zaaf1 goriilebilmektedir. Bunun nedenlerinden bir tanesi
mutasyonlu distrofin geni tasiyan kadinin normal X kromozomunun inaktivasyonudur
(21). Diger bir neden ise mutasyonsuz distrofin geni tagiyan X kromozomunun
otozomal bir kromozomla translokasyon yapmasidir. Ayrica tek X kromozomu tasiyan
Turner sendromlu kadinlarda da Duchenne miiskiiller distrofisi hastalig

goriilebilmektedir. (22, 23).



Tablo 2-1: Miiskiiler distrofiler ve iliskili olduklar: genler (24).

Hastahk adi Kalitim sekli Gen Gen iiriinii
bolgesi
X’e bagh kalitim  gosteren
miiskiiler distrofiler
Duchenne /Becker miiskiiler distrofi ~ X’e bagli resesif Xp21 Distrofin
Emery-Dreifuss miiskiiler distrofi X’e bagl resesif Xp28 Emerin
Limb-Girdle miiskiiler distrofiler
LGMDI1A Otozomal dominant ~ 5q31 Myotilin
LGMD 1B Otozomal dominant 1921 Lamin A/C
LGMD IC Otozomal dominant  3q25 Kaveolin-3
LGMD 1D Otozomal dominant 6923 Tanimlanmadi
LGMD IE Otozomal dominant ~ 7q32 Tanimlanmadi
LGMD IF Otozomal dominant 5q31 Tanimlanmadi
LGMD 1G Otozomal dominant  4q21 Tanimlanmadi
LGMD 2A Otozomal resesif 15q15 Kalpain-3
LGMD 2B Otozomal resesif 2pl3 Disferlin
LGMD 2C Otozomal resesif 13q12  y-sarkoglikan
LGMD 2D Otozomal resesif 17q12 a-sarkoglikan
LGMD 2E Otozomal resesif 4ql2 B-sarkoglikan
LGMD 2F Otozomal resesif 5q23 d-sarkoglikan
LGMD 2G Otozomal resesif 17ql11 Telethonin
LGMD 2H Otozomal resesif 9q31 E3-ubiquitin
LGMD 21 Otozomal resesif 19q13 Fukutin ile iliskili protein
LGMD 2J Otozomal resesif 2q31 Titin
LGMD 2K Otozomal resesif 9q34 Protein-O-mannozil transferaz 1
Distal miiskiiler distrofiler
Miyoshi miyopati Otozomal resesif 2pl3 Disferlin
Tibial miiskiiler distrofi Otozomal dominant ~ 2q31 Titin
Konjenital miiskiiler distrofiler
Konjenital miiskiiler distrofi tip 1A Otozomal resesif 6q22 Laminin o2
Konjenital miiskiiler distrofi tip 1B Otozomal resesif 1q42 Tanimlanmadi
Konjenital miiskiiler distrofi tip 1C Otozomal resesif 19q13 Fukutin ile iliskili protein
Konjenital miiskiiler distrofi tip 1D Otozomal resesif 22ql2 LARGE
Fukuyama tipi konjenital miiskiiler Otozomal resesif 9q31 Fukutin
distrofi
Walker-Warburg Sendromu Otozomal resesif 9q34 Protein-O-mannozil transferaz 1
Walker-Warburg Sendromu Otozomal resesif 14q24 Protein-O-mannozil transferaz 2
Serebro-okiiler-displazi Otozomal resesif 1p32 Protein O-bagli mannoz B1,2-asetil
glikozamin transferaz (POMGnT1)
o7 integrin konjenital miyopati Otozomal resesif 12q13 o7 integrin
Ullrich sendromu Otozomal resesif 21q22 Kollajen VI al
Ullrich sendromu Otozomal resesif 21q22 Kollajen VI 02
Ullrich sendromu Otozomal resesif 2q37 Kollajen VI 03
Rijit omurga konjenital miiskiiler Otozomal resesif 1p35 Selenoprotein N 1
distrofi
Diger miiskiiler distrofi tipleri
Emery-Dreifuss miiskiiler distrofi Otozomal dominat 1921 Lamin A/C
Bethlem miyopati Otozomal dominat 21q22 Kollajen VI al
Bethlem miyopati Otozomal dominat 21q22 Kollajen VI 02
Bethlem miyopati Otozomal dominat 2q37 Kollajen VI a3
Epidermolysis bullosa Otozomal resesif 8q24 Plektin
Facioskapulohumeral miiskiiler Otozomal dominant  4q35 Tanimlanmadi
distrofi
Skapuloperoneal miiskiiler distrofi Otozomal dominant 12g21 Tanimlanmadi
Okulofarinjial miiskiiler distrofi Otozomal dominant 14ql1 Poly-A-baglayici protein 2
Miyotonik distrofi Otozomal dominant 19913 Miyotonin protein kinaz




DMD hastalart dogduklar1 zaman klinik 6zellikler bakimindan saglikli
bireylerdir (24). Fakat bu kisilerin serum kreatin fosfokinaz seviyeleri yiiksektir.
Hastalardaki ilk semptomlar 2 ile 5 yas aras1 goriilmektedir (25). Bu ¢ocuklar, yiiriirken
diismektedirler, basamak cikmakta zorluk cekmektedirler ve ordekvari yiiriiyiisleri
vardir. Hastalarin baldir kaslarinda hipertrofi vardir. Proksimal kol ve bacak kaslarinda
ise giigsiizlilk bulunmaktadir ve Gowers belirtisi gostermektedir. Bu belirtide ¢cocuklar
yerden kalkarken kendi viicutlar1 iizerinde tirmanarak dogrulmaktadirlar (26). Alt
ekstremite kaslarindaki ve kalca kavsagindaki kaslardaki giicsiizliiglin artmasi nedeniyle
DMD hastalart 12 yas civarinda tekerlekli sandalyeye baglanmaktadir. Kollardaki
refleksler hastaligin ilerleyen doénemlerinde kaybolmaktadir. Hastalarda devamli
oturmaktan dolay1 kifoskolyoz ortaya c¢ikmaktadir. DMD hastalarimin biiyiik bir
cogunlugu  yirmili  yaslarin  baslangicinda  solunum  sorunlari  nedeniyle
kaybedilmektedir. Bazi1 hastalarin oliimii  kardiyak hastaliklar nedeniyle de
olabilmektedir (2). BMD hastalari, DMD hastalariyla aym klinik semptomlar1 paylasir.
Fakat semptomlarin ortaya ¢ikis yasi daha ileridir ve hastaligin ilerleme hizi yavastir.
Hastalarin serum kreatin kinaz (CK) seviyeleri yiiksektir. BMD hastalarinin bazilar
uzun bir siire tekerlekli sandalyeye baglanmadan yasamaktadir (2). Duchenne miiskiiler
distrofi hastalarinin bir kisminda 1liml1 mental gerilik bulunmaktadir. BMD hastalarinda

mental gerilik Duchenne miiskiiler distrofi hastalarn kadar sik goriilmemektedir (25).

2.2.2. Distrofin Geni Ve Proteini

Distrofin geni, X kromozomunun p21 bolgesinde yer almaktadir. Bu gen 2.5 Mb
uzunlugundadir ve 79 eksonu vardir (27). Distrofin gen bolgesinden kodlanan 14 kb’lik
mRNA, iskelet kasinda agirlikli olmak iizere kalp kas1 ve beyinde sentezlenmektedir
(28). Distrofin geni, iskelet kas dokusunda 427 kDa’luk distrofin proteinini
kodlamaktadir. Distrofin proteini dort bolgeye ayrilmaktadir. Bunlar N-terminal aktin
baglayici bolge, rod bolgesi, sisteinden zengin bolge ve C-terminal bolgesidir

(Sekil 2-1) (29).
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Sekil 2-1: Distrofin geninin sematik ¢izimi.

Distrofin proteini farkli dokularda aktive olan promotor bolgelerine sahiptir. Farkli promotor bolgelerinin aktive
olmasiyla kalp kasi, iskelet kasi ve beyinde 3 farkli 427 kDa biiyiikliigiinde distrofin adi verilen protein
sentezlenmektedir. 427-kDa biiyiikliigiindeki distrofin proteini amino u¢ kisminda aktin baglayici bolge (ABD)
icermektedir. Distrofinin rod bolgesi, 24 tane spektrin benzeri tekrar ve dort tane esnek mentese bolgelerinden
olugsmaktadir. Ayrica rod bolgesinde 11.-17. spektrinler arasinda ikinci bir aktin baglayic1 bolge (ABD)
bulunmaktadir. Proteinin karboksi terminal bolgesinde distrofin glikoprotein kompleksinde yer alan proteinlerle
etkilesen sisteinden zengin bolge (CR) ve C-terminal bolge (CT) vardir. Distrofinin 4 tane farkli promotorlardan
sentezlenen kiigiik formlar1 amino terminal bolge icermemektedir. Dp260 cogunluklar retinada , Dp140 ve Dpl16
sinir sisteminde, Dp71 ise genel olarak tiim hiicre ¢esitlerinde sentezlenmektedir (30).

Distrofin proteininin F-aktinle baglanti1 kuran N-terminal bolgesi, diiz kas
dokusunda bulunan kalponin proteininin aktin baglayici bdlgesiyle homoloji
gostermektedir. Bu nedenle aktin baglayan bu bolgeye kalponin homolog bolgesi
(“calponin-homology domain” (CH)) adi1 verilmektedir. Aktinle baglanti kuran utropin,
spektrin, a-aktinin ve fibrin gibi proteinlerde de CH bolgeleri vardir (31). Distrofin
proteininin N-terminal bolgesi, CH1 ve CH2 olmak iizere iki a-heliks yapidan olusan
bolge icermektedir (32). N-terminal CH bolgelerinde ii¢ tane aktin baglayict bolge
(“actin-binding domain” (ABD)) vardir. Bunlar ABD1, ABD2 ve ABD3’tiir. ABDI1 ve
ABD3, CH1 ve CH2’nin heliks A yapisinda yer alir. ABD2 ise CH1’in heliks E ve F

yapilarinda yer almaktadir (33).

Distrofin  proteininin rod bolgesi, 24 tane spektrin benzeri tekrardan
olugmaktadir. Bu rod boélgesinde yer alan 11-17 spektrin benzeri tekrar bolgesi, aktin
proteini ile amino terminal bolgeden bagimsiz olarak baglanti kurabilmektedir. Utropin
proteininin distrofin proteiniyle homoloji gosteren rod bolgesinin ortasindaki 11-16
asidik spektrin benzeri tekrarlar aktin proteinine baglanma ozelligi gostermemektedir.
Fakat utropin proteininin rod bolgesindeki ilk 10 spektrin benzeri tekrar, aktin proteinin
utropin proteininin amino terminal bolgesine baglanma kapasitesini ve ilgisini artirirci
etki gostermektedir. Distrofin proteininin rod bolgesiyle F-aktin proteininin bag kurmasi
elektrostatik etkilesime baghdir. Asidik 6zellige sahip aktin proteini, asidik 6zelliklere

sahip distrofin proteininin rod bdlgesiyle baglanti kurabilmektedir (34).

Distrofin proteininin C-terminal bolgesi, WW, EF, sisteinden zengin ve COOH

bolgelerinden olusmaktadir (35). Rod bolgesinde bulunan yirmi dordiincii spektrin



benzeri tekrardan sonra protein igindeki dordiincii mentese bolgesi adi verilen yapi
gelmektedir. Bu yapt WW bolgesiyle birlesmektedir. WW bolgesi, bir¢ok sinyal iletici
ve diizenleyici molekiilde yer alan bir bolgedir (36). Distrofin proteininde yer alan WW
bolgesi, rod bolgesini sisteinden zengin ve COOH bolgesinden ayirmaktadir. WW
bolgesi iki tane korunmus triptofan ve B-tabakasi yapisi icermektedir. Bu bolge, Prolin-
Prolin-X-Tirozin (PPXY) motifine sahip molekiillerle baglanti kurabilmektedir.
Distrofin proteinin WW bolgesi, B-distroglikan proteinin PPXY motifine sahip C-
terminal bolgesindeki 15 amino asitlik prolinden zengin bdolgesini taniyarak baglanti
kurmaktadir (35). Distrofin proteinin WW bolgesinden sonra sisteinden zengin bolgesi
gelmektedir. Sisteinden zengin bolgesinde WW bdlgesine uzakliklarina gore sirasiyla
EF1, EF2 ve ZZ bolgeleri bulunmaktadir. EF1 ve EF2 boélgeleri, bircok kalsiyum
baglayici proteinin sahip oldugu heliks-ilmik-heliks motifi yapisini icermektedir. Fakat
EF1 ve EF2 bolgeleri kalsiyum iyonu baglamaz. EF1 ve EF2 bolgeleri, WW bolgesiyle
bircok heliks yapisi araciligiyla baglanti kurmaktadir (36). EF2 bolgesinden sonra ZZ
bolgesi adi verilen, yiiksek miktarda sistein igeren ve ¢inko parmak motifi yapisina
sahip bolge yer almaktadir (37). WW bolgesi ile EF1 ve ZZ bolgeleri de distrofin
proteininin B-distroglikan proteini ile baglanti kurmasi i¢in gereklidir. EF1 ve ZZ
bolgeleri, WW bolgesinin B-distroglikan proteini ile baglantisim gii¢lendirici etkiye
sahiptir. ZZ bolgesi ise EF1 bolgesi ile baglanti kurar. ZZ bolgesinde meydana gelen
G10227A yanlis anlamli mutasyonu, C3340Y mutasyonlu distrofin proteini olusumuna
neden olmaktadir. Bu mutasyon distrofin proteinin p-distroglikan proteinine
baglanmasin1 bozar ve DMD fenotipinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Distrofin
proteini C-terminal bolgesinde rod bolgesindekine benzer olarak a-helikal bobin yapisi
icermektedir. Bu bolgeye bobin yapisi (“coiled coil” (CC)) bolgesi adi verilmektedir.
Distrofin proteini, sintrofin, distrobrevin proteinleriyle ve diger iliskili oldugu
proteinlerle bu bolgeden baglanti kurmaktadir. Distrofin proteinin icerdigi aktin
baglayic1 bolgesi, rod bolgesi, sisteinden zengin bolge ve C-terminal bolgesi otozomal
homologu olan 395 kDa molekiiler agirlhigindaki utropin proteini ile benzerlik

gostermektedir (38).

Utropin, fetal donemde kas dokusunda bulunan biiyiik bir hiicre iskeleti
elemanidir. Fakat dogumdan sonra bu proteinin normal kas dokularinda sentezlenmesi
azalmaktadir. Utropin proteini, normal yetiskin kas dokularinda miyotendonlar ve

noromiiskiiler birlesme bolgelerinde yer almaktadir. Utropin, spektrin ailesi iiyesi olan



proteinlerdendir. Bu aile iiyesi olan proteinler aktin proteini baglama bolgelerinde tek
veya birden fazla kalponin homolojisi gosteren CH bolgeler igerir. Utropin proteininde
yer alan CH bolgeleri distropfin proteinine gore farkli heliks yonlendirmesi
icermektedir. Bu nedenle utropinin aktin proteiniyle distrofine gore farkli kuvvette ve
yapida baglanti kurmaktadir (32). Utropin proteininin rod bolgesinde 22 spektrin
benzeri tekrarlar vardir. Ayrica bu tekrarlarin arasinda dort tane mentese gibi gorev
yapan bolgeler bulunmaktadir. Sisteinden zengin ve karboksi ug¢ bolgeleri, utropin
proteininin sarkolemmaya baglanabilmesi acisindan Onem tasimaktadir. Utropin
proteini, P-distroglikan proteinine distrofin proteininden daha az kuvvetle
baglanmaktadir. Bunun nedeninin utropin proteininin ZZ bolgesinin, distrofin
proteininkinden farkli yapiya sahip oldugu diisiiniilmektedir (38). Utropin proteini,
distrofin proteini ile yliksek miktarda homoloji gostermektedir. Bu nedenle Duchenne
ve Becker miiskiiler distrofisinde, utropin proteininin terapotik ajan olarak

kullanilmasinm saglamabilmek amaciyla yapilan calismalar vardir (34).

DMD ve BMD hastalarinin yaklasik olarak %65’inde distrofin geninde delesyon
mutasyonu goriilmektedir (39). DMD hastalarinda delesyon mutasyonlarindan dolay1
distrofin geninin acik okuma ¢ergevesi bozulmaktadir. Bu nedenle fonksiyonel distrofin
proteini sentezlenememektedir. BMD hastalarinda ise mutasyon sonucunda distrofin
geninin agik okuma g¢ercevesi korunmaktadir. Fakat fonksiyonlar1 ve yapisi bozulmusg
distrofin proteini iiretilmektedir. DMD ve BMD hastalarmin %35-10’unda kismi gen
duplikasyonu mutasyonu saptanmistir. Cerceve dist duplikasyon mutasyonlar1 DMD
hastalarinda, cerceve i¢i mutasyonlar ise BMD hastalarinda daha sik rastlanmaktadir.
Tiim DMD ve BMD hastalarinin 1/3’liik kisminda ise nokta mutasyonu goriilmektedir

(40).

Iskelet kasmin normal fonksiyonlarini yerine getirmesi ve canhligini
stirdiirebilmesi icin hiicre ici kalsiyum iyon konsantrasyonunu siki bir kontrol altinda
tutmasi1 gerekmektedir. Kalsiyum iyon konsantrasyonu hiicre i¢i sinyal iletimi sirasinda
iskelet kasi sitoplazmasinda artmaktadir. Fakat kasin normal dinlenme durumunda
sitoplazmik kalsiyum iyon konsantrasyonu diisiik seviyelerdedir. Membrandaki iyonik
kanallar ve tasiyicilar, hiicresel kalsiyum diizenleyicileri, kalsiyum depolayici
organeller, kalsiyum iyonunun hiicre icinde normal fizyolojik sinirlar i¢inde kalmasini

saglamaktadir. Fakat kas lifinin zarar gordiigii baz1 miiskiiler distrofi hastaliklarinda
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iskelet kasindaki hiicre ic¢i kalsiyum iyon konsantrasyonu artmaktadir. Yapilan
arastirmalarda Duchenne miiskiiler distrofi hastalarinin iskelet kasi hiicrelerinde

kalsiyum iyon konsantrasyonun arttig1 gosterilmistir (41).

2.3. Kavsak Tipi Kas Distrofisi (“Limb-Girdle Miiskiiler Distrofi” (LGMD))
Kavsak tipi kas distrofileri (“Limb-Girdle miiskiiler distrofiler” (LGMD)), kalca
ile omuz kavsak kaslarmin gii¢siizliigi ve kaybiyla karakterize bir miiskiiler distrofik
hastalik grubudur. Bu grup, ¢ok sayida farkli gende bulunan genetik mutasyona bagl
olarak genis ve farkliliklar iceren klinik tablolara sahiptir. Kalitim sekline gére iki grup
limb-girdle miiskiiler distrofisi vardir. Bunlar otozomal dominant ve resesif gecisli
limb-girdle miiskiiler distrofi ¢esitleridir (5). Son on yil i¢inde on sekiz tane LGMD
geni haritalanmistir. Bunlarin yedi tanesi otozomal dominant, on bir tanesi ise otozomal
resesif kaliimlidir. Otozomal dominant limb-girdle miiskiiler distrofiler, otozomal

resesif kaliimli olanlardan daha nadir goriilmektedir (42).

Bu grup hastaliklarin klinik ilerleyisi, oldukca fazla degiskenlik gostermesiyle
karakterize edilmektedir. Agir klinik tablo gosteren cesitleri yasamin ilk on yili i¢inde
baslar ve hizli ilerleyis gostermektedir. Hafif klinik tablo gosteren cesitleri ise gec yas

baslangici ve yavas ilerleme gostermektedir (43).

2.3.1. Sarkoglikanopatiler

Otozomal resesif limb-girdle miiskiiler distrofi alt grubu olarak yer alan
sarkoglikanopatiler, 6-, y-, B- ve a-sarkoglikan proteinlerini kodlayan genlerdeki
mutasyonlar sonucu ortaya ¢cikmaktadir (8-11). Bu hastalik grubunda omuz ve kalga
kaslar baglica etkilenen kas grubudur. Hastalarin serum kreatin kinaz seviyesi degisik

derecelerde yiiksektir (43).

2.3.1.1. a-Sarkoglikanopati (Limb-Girdle Miiskiiler Distrofi Tip 2D)

1992 yilinda adhalin (a-sarkoglikan) adi verilen 50kDa’luk proteininin
eksikliginde agir cocukluk cagi otozomal resesif miiskiiler distrofi hastaliginin ortaya
ciktigr bildirilmistir (12). Bu agir cocukluk cagi otozomal resesif miiskiiler distrofi
hastaliginin klinik patolojisi, Duchenne miiskiiler distrofisi hastalifina benzetilmisti.
Her iki miskiiler distrofide de hastalar agir kas hiicresi nekrozuna bagli olarak
hayatlarim kaybetmektedir. 1994 yilinda a-sarkoglikan geni kromozom 17q12-q21.33

bolgesinde haritalanmistir ve klonlanmistir. Ayrica bu proteinin distrofin glikoprotein



11

kompleksinde yer alan sarkoglikan proteinlerinden olusan kompleksin tiyesi oldugu

bulunmustur (13).

Limb-Girdle miiskiiler distrofi tip 2D (LGMD2D) hastalig1 degisik cografik
bolgelerde goriilebilmektedir (44). LGMD2D hastaligi, hafiften agira kadar cesitli
siddetteki klinik tablolara sahiptir. Hastaligin klinik olarak agirligi, a-sarkoglikan
genindeki mutasyon tipine bagh olarak, olusan protein miktariyla iligkilidir. Fakat ayn1
mutasyon cesidini tasiyan ve farkli klinik tablo gosteren hastalar da vardir. LGMD2D
hastalarinda semptomlar bes yas civarinda kalca ve omuz kavsak kaslarindaki
giicsiizlikle  baslamaktadir.  Distrofik  degisimler, iskelet kas dokusunun
immiinohistokimyasal olarak incelemesiyle belirlenebilmektedir. Geng hastalarda serum
kreatin kinaz seviyesinde belirgin bir artis vardir. Fakat yas olarak daha biiyiik
hastalarda serum kreatin kinaz seviyesinde daha ilimh bir artis vardir (45). Hastalarda
nadir de olsa kardiyolojik bozukluklar goriilebilmektedir (46). LGMD2D’de a-
sarkoglikan proteini eksikligine bagli olarak - ve d-sarkoglikan proteinlerinin kas
hiicresi membraninda bulunmadigr gozlenmistir. Fakat iic sarkoglikan proteini eksik

olmasina ragmen y-sarkoglikan proteini hiicre membranindaki yerini korumaktadir (14).

2.3.1.2. p-Sarkoglikanopati (Limb-Girdle Miiskiiler Distrofi Tip 2E)

B-sarkoglikan genindeki mutasyonlar limb-girdle miskiiler distrofi tip 2E
(LGMD2E) hastaligina neden olmaktadir. Agir veya hafif klinik fenotipe sahip
LGMD2E hastalar1 vardir. B-sarkoglikan proteini sentezi ile klinik fenotip arasinda
zayif bir iligki bulunmustur. Limb-Girdle miiskiiler distrofi tip 2E hastalar klinik tablo
olarak a-sarkoglikanopatilere benzemektedir. Hastalarin serum CK seviyesinde 1liml
yiikselme goriilmektedir (9). Bu hastalikta kalca ve omuz kavsak kaslar1 etkilenen kas
grubudur. Hastalarda kardiyolojik ve solunum sistemi bozukluklar1 gériilebilmektedir
(46). LGMD2E’de kas hiicresi membranlarinda (-sarkoglikan proteininin yokluguna

bagl olarak y-, a- ve 6-sarkoglikan proteinlerinin de eksikligi saptanmaktadir (14).

2.3.1.3. y-Sarkoglikanopati (Limb-Girdle Miiskiiler Distrofi Tip 2C)

Limb-Girdle miiskiiler distrofi tip 2C (LGMD2C), Kuzey Afrika’da yaygin
olarak goriilen bir hastaliktir (15). Onceleri bu hastalik agir cocukluk ¢agi otozomal
resesif miiskiiler distrofisi veya DMD benzeri miiskiiler distrofi olarak amlmustir.
Proksimal kaslardaki ilerleyici giligsiizlik ve erken c¢ocukluk cagi baslangiciyla

karakterize bir hastaliktir (44). Kalca ve omuz kavsak kaslar1 etkilenen kas grubudur
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(46). LGMD2C hastalarindan alinan iskelet kas1 biyopsilerinde DMD hastalarindakine
benzer olarak kas liflerinde degisiklikler ve kas dokusunun yerini alan bag dokusu ile
yag dokusu gozlemlenmektedir. Hastalarin baldirlarinda hipertrofi vardir ve serum CK
seviyeleri yiiksektir (44). LGMD2C hastalarinin iskelet kasi biyopsilerinin
immiinokimyasal yontemle boyanmasi sonucunda vy-sarkoglikan proteininin kas
dokusunda var olmadig1 goriilmiistiir. Bu hastalarin iskelet kasi1 dokularinda a- ve -

sarkoglikan proteinlerinin de azaldig1 saptanmistir.

v-sarkoglikan genindeki tek bir mutasyon Kuzey Afrika’daki limb-girdle
miiskiiler distrofi tip 2C hastalarinin biiyiikk bir kisminda hastaligin ortaya c¢ikma
nedenidir. Bu mutasyon, A521-Tdir. Belirlenen bu mutasyon y-sarkoglikan genin agik
okuma cercevesinin degismesine neden olmaktadir. Japon hastalar {izerinde yapilan
calismalarda, y-sarkoglikan genindeki 73 bp’lik delesyon mutasyonunun LGMD2C
hastaligina yol actifi gozlenmistir. Ayrica yapilan arastirmalarda bir ailedeki v-
sarkoglikan genindeki ayni mutasyonlarin farkli hastalik fenotiplerine neden olabilecegi
saptanmistir. Bu nedenle LGMD2C hastalarinda goriilen hafif ve agir tipteki farkl
klinik fenotipler, y-sarkoglikan geninde belirlenen mutasyon disinda, gevresel faktorler

veya farkli mutasyon odaklarin nedeniyle ortaya c¢iktig diisiiniilmektedir (10).

2.3.1.4. 6-Sarkoglikanopati (Limb-Girdle Miiskiiler Distrofi Tip 2F)

Limb-Girdle miiskiiler distrofi tip 2F (LGMD2F), o sarkoglikan genindeki
mutasyon sonucu ortaya ¢ikan ve agir DMD benzeri fenotipe sahip bir hastaliktir (11).
Hastalik erken ¢ocukluk ¢aginda veya daha ileri yaslarda ortaya ¢ikmaktadir. Hastalarda
merdiven ¢ikmada, ayaga kalkmada, kosmada giicliikk goriilmektedir ve iskelet
kaslarinda giigsiizliikk vardir. LGMD2F hastalarinin serum kreatin kinaz seviyeleri
yiiksektir (47). Kalca ve omuz kavsak kaslar1 baslica etkilenen kas gruplaridir.

Hastalarda kardiyolojik sorunlar da ortaya cikabilmektedir. (46).

2.3.1.5. Sarkoglikan Proteinlerinin Molekiiler Ozellikleri

Sarkoglikanlar, transmembran glikoproteinleridir. 6 (delta)-, y (gama)-, B (beta)-,
a (alfa)-, C (zeta)- ve € (epsilon)-sarkoglikan olmak {izere alt1 tane sarkoglikan proteini
vardir. Bu proteinler tarafindan olusturulan sarkoglikan kompleksleri kas hiicresi
membraninin yapisinda yer almaktadir. Bu protein kompleksi, hiicre membraninin
fizyolojik fonksiyonunu yerine getirmesi ve yapisal biitlinliigiinii korumasi i¢in

gerekmektedir (14).
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a-sarkoglikan geni kromozom 17qg21 bolgesinde yer almaktadir ve yaklagik
olarak 50kDa molekiiler agirliga sahiptir. insan a-sarkoglikan cDNA’s1 1410 niikleotid
ve sahip oldugu a¢ik okuma dizisi ise 1161 niikleotid icermektedir (44). a-sarkoglikan
ve homologu olan g-sarkoglikan proteini sinyal iletim yollartyla iliskili olan kadherin
benzeri bolge icermektedir. Bu bolgenin o- ve e-sarkoglikan proteinlerinin diger

glikoproteinlerle baglanti kurmasinda yer aldig1 diistiniilmektedir (48).

a-sarkoglikan, diger sarkoglikan proteinleri eksikliklerinde azalmis miktarda da
olsa plazma membraninda belirlenebilmektedir. Bunun nedeni a-sarkoglikan proteininin
hiicre icinde klatrin kapl vezikiiller ve miyotiibiil sistemiyle iliskili bir trafige sahip
olmasidir. Ayrica mutasyona sahip a-sarkoglikan proteinlerinin plazma membranina
tasinmadig1 ve diger sarkoglikan proteinleriyle baglanti olusturmadigi gosterilmistir

(13).

B-sarkoglikan geni kromozom 4ql2 bolgesinde yer almaktadir ve yaklasik
olarak 43 kDa molekiiler agirliga sahiptir. B-sarkoglikan cDNA’s1, 1225 niikleotid ve
sahip oldugu acik okuma dizisi 956 niikleotid icermektedir (44). B-sarkoglikan
proteininin hiicre dis1 bolgesi 229 amino asit, hiicre i¢i bolgesi 63 amino asit ve
transmembran bolgesi 26 amino asit icermektedir. B-sarkoglikan proteini, hiicre disi

bolgesinden B-distroglikan proteinine baglanmaktadir (14).

v-sarkoglikan geni kromozom 13q12 bdolgesinde yer almaktadir. y-sarkoglikan
proteini yaklasik olarak 35 kDa molekiiler agirliga sahiptir. y-sarkoglikan cDNA’sinin
sahip oldugu a¢ik okuma dizisi 873 niikleotid icermektedir (44). y-sarkoglikan
proteininin hiicre dis1 bolgesi 231 amino asit, hiicre i¢i bolgesi 35 amino asit ve
transmembran bolgesi 25 amino asit icermektedir. y-sarkoglikanin dis karboksi terminal
bolgesi hiicre disinda yer alir ve ¢ok sayida korunmus sistein bolgesi icermektedir (10).
v-sarkoglikan mRNA’s1 iskelet kast ve kalp kasinda yiiksek miktarda
sentezlenmektedir. Akciger, deri ve omurilikte orta seviyede, beyin ve aorta da ise az

miktarda y-sarkoglikan mRNA’s1 sentezlenmektedir (49).

Elektronik bilgi tabanlarinda yapilan aragtirmalarinda y-sarkoglikan proteininin
amino asit dizisinin B-sarkoglikan proteini ile homoloji gosterdigi goriilmustiir. y- ve -
sarkoglikan proteinleri arasindaki homoloji, dis karboksi u¢ bolgelerindeki sistein iceren
bolgede de goze carpmaktadir. Sarkoglikan proteinlerinin sistein iceren bolgesi,

epidermal biiyiime faktorii (“epidermal growth factor” (EGF)) benzeri sistein tekrarlar
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iceren proteinlerle benzerlik gostermektedir. EGF benzeri sistein tekrarlar iceren diger
proteinlerden farkli olarak, y- ve PB-sarkoglikan proteinleri hiicre dis1 bolgelerinde
sadece tek bir sistein tekrar bolgesi icermektedir. y-sarkoglikan proteininin sisteinden
zengin bu hiicre dis1 bolgesi herhangi bir molekiil ile iliski kuran bir bolge olabilecegi
diisiiniilmektedir (10). Ayrica bu proteinin ¢izgili kasin biiylime veya yapisini
korumasiyla ilgili bir goreve sahip olabilecegini de isaret etmektedir. y-sarkoglikan
proteininin karboksi kisminda bozukluga yol acan bir mutasyon, kas dokusunda f-, d-
ve a-sarkoglikan proteinlerinin miktarlarinda azalmaya neden olmaktadir. Bu nedenle y-
sarkoglikan proteininin karboksi u¢ kismi, sarkolemmada proteinin varligimi ve yapisini
etkiledigi gibi a- ve B-sarkoglikan proteinleriyle olan etkilesiminde de rol almaktadir

(49).

d-sarkoglikan geni kromozom 5q33 bolgesinde yer almaktadir. §-sarkoglikan
proteini yaklasik olarak 35 kDa molekiiler agirliga sahiptir. d-sarkoglikan cDNA’s1 870
niikleotid icermektedir.(44). 6-sarkoglikan proteininin hiicre dig1 bolgesi 231 amino asit,
hiicre i¢i bolgesi 34 amino asit ve transmembran bolgesi 25 amino asit icermektedir. d-
sarkoglikan asidik, y-sarkoglikan ise bazik yapiya sahip bir protein olmasina ragmen

amino asit dizileri arasinda benzerlik vardir (11).

Sarkoglikan protein ailesinin besinci iiyesi e-sarkoglikan proteinidir. Yaklasik
olarak 48-50 kDa molekiiler agirhiga sahiptir. Epsilon sarkoglikan geni 12 ekson
icermektedir. g-sarkoglikan proteini, a-sarkoglikan proteini ile homoloji gostermektedir
ve cesitli dokularda sentezlenmektedir. e-sarkoglikan, tek membran gecisli tip 1
transmembran proteinidir. Proteinin hiicre dis1 boliimii  N-bagli glikozillenmis
bolgesinde bes tane sistein bolgesi icermektedir (50). Epsilon sarkoglikan proteini bir
cok insan dokusunda sentezlenmektedir. Kas, akciger, bobrek, dalak, testis ve beyin

dokusu epsilon sarkoglikanin sentez edildigi dokulardir (51).

Son bulunan sarkoglikan protein ailesi iiyesi ise { (zeta)-sarkoglikandir. Bu
protein kromozom 8p22 yer alan gen bolgesinde kodlanmaktadir. -sarkoglikan
cDNA’s1 1.7 kb uzunlugundadir. Bu protein y- ve d-sarkoglikan proteinleriyle homoloji

gostermektedir (14).

a-sarkoglikan proteini tip 1 transmembran proteinidir. -, y- ve §-sarkoglikan
proteinleri ise tip 2 transmembran proteinleridir. a- ve y-sarkoglikan proteinleri iskelet

ve kalp kasinda daha yogun olarak sentezlenirken, B- ve d-sarkoglikan proteinleri farkli
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bircok dokuda sentezlenmektedir (10). Herhangi bir sarkoglikan proteininde olan bir
mutasyon diger ii¢ sarkoglikan proteinin de sarkolemmada azalmasina veya eksilmesine
neden olmaktadir. Ciinkii sarkoglikan proteinlerinin herhangi birindeki bir bozukluk

sarkoglikan kompleksinin olusumunu engellemektedir (Sekil 2-2) (14).

Sarkoglikan proteinlerini kodlayan tiim genlerde cok sayida farkli mutasyon
tanimlanmigtir. Bu mutasyonlar, yanlis anlamli mutasyon, kirpilma mutasyonu,
anlamsiz mutasyon, kiiciik ve genis gen delesyonlar1t mutasyonlaridir (42). Genel olarak
agir hastalik fenotipi anlamsiz veya cergeve kaymasi mutasyonlarinda goriilmektedir.

Hafif hastalik fenotipi ise yanlig anlamli mutasyonlarda goriilmektedir (47).

Sarkoglikan proteinlerinin hiicre dig1 bolgeleri B-tabaka ve ¢evirim yapilarindan
zengindir. Ayrica bu bolgeler ¢ok sayida a-heliks yapisit ve glikozillenmis bolgeler
icermektedir. 8-, B- ve y-sarkoglikan proteinleri hiicre dis1 C-terminal bolgesinde sistein
bulunmaktadir. Fakat a-sarkoglikan proteini hiicre dis1 transmembran bolgesine yakin
kisminda sistein icermektedir. a-sarkoglikan proteininin C-terminal sonlanma boliimii
hiicre icinde yer almaktadir. Fakat y-, B- ve o-sarkoglikan proteinlerinin N-terminal
sonlanma boliimii hiicre i¢inde yer almaktadir. (44). Yapilan calismalarda sarkoglikan
proteinlerinin hiicre disinda kalan ve birbirinde farkli fonksiyona sahip bolgelerinin
proteinaz K duyarli bolgelerle baglandigi gosterilmistir. N-terminal yarim bolgeleri,
sarkoglikan etkilesimleri i¢in gerekmektedir. -, 8- ve y-sarkoglikan proteinlerinin C-
teminal yarim bolgeleri, plazma membrani yerlesimi icin gerekli olan sisteinden zengin
motif ve daha once tanimlanmamis korunmus diziler icermektedir. Sisteinden zengin
motif, molekiil ici disiilfit baglar igermektedir ve bir¢ok reseptor kompleksinde yer alan
laminin tipi epidermal biiyiime faktorii (EGF) benzeri tekrarlar ailesine baglanmaktadir.
Yapilan c¢aligmalarin sonucunda N- terminal ve C-terminal yarim bdlgelerinin,
sarkoglikan proteinleri arasidaki etkilesim ve bu proteinlerin plazma membranina

yerlesimi i¢in gerekli oldugu saptanmistir (52).

Fonksiyonel analiz calismalarinda sarkoglikan proteinlerinin C-terminalindeki
sisteinden zengin motiflerinde ve korunmus dizilerinde meydana gelen mutasyonlarin
sarkoglikan proteinlerinin etkilesimini bozmadigimi fakat hiicre yiizeyine yerlesimlerini
etkiledigi gozlemlenmistir (52). Yapilan ¢alismalarda B-sarkoglikan proteininin N-bagh
glikozilasyonunun, §-sarkoglikan proteiniyle baglanti kurmasi ve hiicre membraninda

sarkoglikan kompleksinin yerlesmesi acisindan gerekli oldugu gosterilmistir. [-
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sarkoglikan proteininin glikozilasyonundaki bozukluk hiicre i¢inde birikmesine neden
olur ve diger sarkoglikan proteinleriyle baglanti kurmasi1 engellemektedir. Bu da B-
sarkoglikan proteininin N-bagh glikozilasyonundaki bozuklugun, diger proteinlerle
baglant1 kurmasini, hiicre membranina yerlesimini ve taginmasim etkiledigini isaret

etmektedir (53).

-

Sekil 2-2: Sarkoglikanopatilerin molekiiler mekanizmasi.

a) Normal sarkoglikan protein kompleksi yapist ile distrofin proteininin C-terminal bdolgesinin baglantisi
goriilmektedir. (b) Sarkoglikan protein kompleksi olmadigi zaman distrofin proteininin baglantisinin bozuldugu
goriilmektedir. SGC: Sarkoglikan protein komplesi, aDG: o-distroglikan proteini, BDG: B-distroglikan proteini (14).

Sarkoglikan, sarkospan ve distroglikan proteinleri transmembran protein ailesi
iiyesi olduklart igin endoplazmik retikulumda sentezlenmektedir. Sarkoglikanlar
sentezlendikten hemen sonra glikozillenmektedir. Distroglikan proteinleri ise
endoplazmik retikulumdan hiicre membranina golgi aygit1 ile tasimirken
glikozillenmektedir. Sarkospan proteini ise glikozillenmemis olarak hiicre membraninda

gorev almaktadir (14).

Sarkoglikan proteinlerinin birbirleriyle baglanti kurmasi basamaklardan olusan
bir yol izlemektedir. B-sarkoglikan proteini, B-/6-sarkoglikan protein kompleksinin
olugsumunda §-sarkoglikan proteini ile etkilesime girerek baglanti olugturmaktadir. Bu
B-/6-sarkoglikan kompleksi, sarkoglikan proteinlerinin baglanti kurmasi ve membrana

yerlesmesi iglemi i¢cin gerekmektedir. Bir sonraki asamada y-sarkoglikan proteini B-/0-
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sarkoglikan kompleksi ile baglant1 kurmaktadir. En son olarak da a-sarkoglikan proteini
bu komplekse eklenerek dortlii sarkoglikan proteinlerinden olusan kompleks meydana

gelmektedir (52).

a-sarkoglikan proteini iizerinde yapilan calismalar sonucunda, bu proteinin 7-
sarkoglikan proteini ile transmembran bolgesinden baglanti kurdugu gosterilmistir.
Sarkoglikan proteinlerinde meydana gelen bir cok mutasyon bu baglanti islemlerinin
bozulmasina neden oldugu gosterilmistir (53). Yapilan delesyon mutasyonu
calismalarinda sarkoglikan proteinlerinin sahip oldugu transmembran bolgesiyle bitisik
olan N-terminal yarim bolgesinin proteinler arasi etkilesim i¢in 6nemli bir yere sahip
oldugu saptanmistir. P-sarkoglikan proteininin bu bolgesinde meydana gelen bir
mutasyonun d-sarkoglikan  proteini ile baglanti kurarak [-/6-sarkoglikan protein

kompleksinin olusumunu engelleyebilecegi gosterilmistir (52).

Arastirmacilarin hipotezine gore iki cesit sarkoglikan proteinlerinden olusan ve
kas dokusu membraninda yer alan kompleks yapisi1 vardir. Bunlarda birincisi 6-, -, a-
ve B-sarkoglikan proteinlerinden olusan komplekstir. Bu kompleksin cizgili ve kalp
kasinda yer aldig1 diisiiniilmektedir. Ikinci kompleksin ise B-, 8-, (- ve e-sarkoglikan

proteinlerinden olustugu ve damar diiz kasinda yer aldig1 diisiiniilmektedir (54).

2.4. Miyoklonus Distoni Sendromu

Miyoklonus distoni sendromu, kromozom 7q21°de yer alan, e-sarkoglikan
genindeki mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan otozomal dominant kalittimli bir hareket
bozuklugu hastaligidir. 1999 yilinda miyoklonus distoni sendromu geninin kromozom
7921-q31 bolgesindeki 28 cM’lik bolgeyle baglantili oldugu bulunmustur ve 2001
yilinda e-sarkoglikan geni olarak belirlenmistir. e-sarkoglikan, a-sarkoglikanla homoloji
gosteren transmembran glikoproteinidir. e-sarkoglikan genindeki anlamsiz mutasyon,
yanlis anlamlhi mutasyon, kirpilma bolgelerindeki mutasyonlar, delesyonlar
mutasyonlart ve insersiyonlar mutasyonlar1 hastalia yol agabilmektedir. Miyoklonus
distoni sendromu, kollar ve aksial kaslardaki miyoklonik refleks ve distoni ile
karakterize bir hastaliktir. Hastalik siklikla ¢ocukluk ve erken ergenlik doneminde
goriilmektedir. Miyoklonus, alkole bagh kisa siireli refleksler ile baglamaktadir. Distoni
ise hastaligin daha ilerleyen donemlerinde goriiliir ve miyoklonustan daha merkezi

tutulum gostermektedir (55).
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2.5. Distrofin Glikoprotein Kompleksi

Distrofin glikoprotein kompleksi (“Dystrophin glycoprotein complex” (DGC)),
hiicre iskeleti, hiicre membran1 ve hiicre dist1 matriks arasinda mekaniksel bir bag
olusturmaktadir. Bu kompleks, sinyal iletimi ve mekaniksel saglamlik saglama
gorevlerine de sahiptir. Distrofin glikoprotein kompleksi, transmembran, sitoplazmik
ve hiicre dis1 proteinlerden olusmaktadir. Distrofin glikoprotein kompleksi, distrofin,
sarkoglikan kompleksi, distroglikanlar, distrobrevin, sintrofinler, sarkospan, kaveolin-3
ve nitrik oksit sentaz (NOS) proteinlerinden olusmaktadir (Sekil 2-3) (56). DGC, kalp

ve iskelet kasi hiicresi membranlarinda farkli birlesim gostermektedir (30).

T Laminin-2
MCMD

Extracellular matrix

Plazma membrane
Sarcospan

Sarcoglycans
LGEEDB 2CF

NOS
/ Dystrobrevins
Dystrophin
DME

BMD Cytoplasm

Sekil 2-3: Distrofin glikoprotein kompleksinin (DGC) sematik c¢izimi.

Distrofin glikoprotein kompleksi, periferik ve integral membran proteinlerinden olusmaktadir. Bu proteinler hiicre
iskeleti elemani olan F-aktin ve hiicre dis1 matriks arasinda baglant1 kurmaktadir. Distrofin, sintrofin ve distrobrevin
DGC’nin hiicre igindeki elemanlaridir. B-, o-, y- ve &-sarkoglikan, a- ve P-distroglikan, sarkospan DGC’nin
transmembran proteinlerini olusturmaktadir. Bir ¢ok miiskiiler distrofi tipi DGC’nin eleman1 olan proteinlerdeki veya
bunlarla iligkili proteinlerdeki mutasyon sonucu ortaya ¢ikmaktadir. DMD, distrofin proteinin eksikligi; BMD ise
yapist bozuk distrofinin sentezi nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Limb-Girdle miiskiiler distrofiler ise sarkoglikan veya
kaveolin-3 proteinlerinin herhangi birindeki mutasyon sonucu olugmaktadir. Laminin-2 eksikligi veya a-distroglikan
proteinin glikoziltransferazlardaki bozukluk sonucu hipoglikozilasyonu konjenital miiskiiler distrofilere neden
olmaktadir. DMD: Duchenne miiskiiler distrofi, BMD: Becker miiskiiler distrofi, NOS: Nitrik oksit sentaz, CMD:
Konjenital miiskiiler distrofi, MCMD: Merozin eksikligine bagli konjenital miiskiiler distrofi, LGMD 2C-F: Limb-
Girdle miiskiiler distrofi tip 2C-F, LGMD 1-C: Limb-Girdle miiskiiler distrofi tip 1C (56).
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Distrofin proteininin igerdigi C-terminal bolgeleri, sarkolemma ile hiicre
matriksi arasinda koprii gorevi gormektedir. Bu bolgeler araciligiyla distrofin proteini
membran glikoprotein kompleksinin eleman1 olan hiicre i¢ci ve disi membran
proteinleriyle baglanti kurmaktadir. Bu proteinler, a- ve B-distroglikan, sarkoglikan
kompleksi (B-, a-, y- ve d-sarkoglikan) ve sarkospan proteinleridir. Distrofin proteininin
C-terminal bolgesi, plazma membranindaki NOS, ErbB4 reseptor kinaz ve voltaj kapili
sodyum kanallariyla iliski kuran, distrobrevin ve sintrofin proteinleriyle de baglanti

kurmaktadir (4, 57).

Distrofin glikoprotein kompleksi, kas hiicresi iskeleti ile hiicre dist matriks
arasindaki baglantiyr ve kas kasilmasi boyunca plazma membranindaki mekanik
korumay1 saglamaktadir (58). Distrofin glikoprotein kompleksi'nin yapisal fonksiyonu
yaninda kalmodulin, NOS ve Grb2 gibi sinyal iletici molekiillerle baglant1 kurarak

hiicresel haberlesmede de yer aldigi diistiniilmektedir (1).

Sarkoglikan kompleksi, a-, B-, y- ve d-sarkoglikan proteinlerinden olugmaktadir.
Bu kompleks sarkolemmada yer almaktadir. Bu proteinlerin herhangi birinin mutasyon
sonucu eksikliginin olugmasi, diger sarkoglikan kompleksi proteinlerinin de
sarkolemmadaki miktarlarinin azalmasina veya eksikliklerine yol a¢maktadir (59).
Ozellikle - ve PB-sarkoglikan proteinlerinin mutasyon sonucu sarkolemmada var
olmamasi tiim sarkoglikan protein kompleksinin eksikligine neden olmaktadir (60, 61).
Distrofin proteininin sentezi ve varligi sarkoglikanopatilerde degismemektedir. Fakat
DMD hastalarinda sarkoglikan proteinlerinin miktar1 azalmakta ve sarkoglikan
kompleksinin biitiinliigii bozulmaktadir (62). DMD’li hastalarda distrofin proteinindeki
eksiklik genel olarak tiim distrofin glikoprotein kompleksi elemanlarinin sarkolemmada

yerlesiminin bozulmasina ve azalmasina neden olmaktadir (63).

Sarkospan proteini, tetraspin protein ailesi iiyesidir ve hidrofobik 6zelliktedir.
Plazma membranindaki varligim koruyabilmesi igin sarkospan, sarkoglikan protein
kompleksine ihtiya¢ duymaktadir. Sarkospan proteini bulunmayan fare kas dokularinda
distrofin glikoprotein kompleksi elemani proteinlerinin varliginda ve yerlesiminde

degisim olmadig1 gézlemlenmistir (64).

o- ve P-distroglikan proteinleri, hiicre ici ve hiicre dist matriksle baglanti
kurulmasinda yer alan 6nemli DGC elemanlaridir (65). B-distroglikan proteini, distrofin

proteininin karboksi terminal bolgesi ile baglanti kurmaktadir. [B-distroglikan,
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sarkoglikan proteinleri, kaveolin-3, rapsin ve Grb2 ile de baglant1 kurmaktadir. Grb2, 8-
distroglikan aracili sinyal iletim yollarinda yer almaktadir (66). B-distroglikan, distrofin
proteiniyle baglanti kurdugu bolgeden kaveolin-3 proteini ile de baglanti kurmaktadir.
B-distroglikan proteini, amino terminal bolgesi aracilifiyla a-distroglikan proteinine
baglanmaktadir. a-Distroglikan proteini ise hiicre dis1 matriks elemani olan laminin o2
ile baglant1 olugturmaktadir (67). a-Distroglikan proteini, agrin, perlecan ve biblikan ile
de baglantt kurmaktadir (65). Distroglikan proteinleri, noromiiskiiler baglanti
bolgesinde nikotinik asetil kolin reseptorlerinin olgunlagsmasinda ve yerlesimin
saglanmasinda da gorev almaktadir (68). DMD’li hastalarda a- ve [-distroglikan
proteinlerinin eksikligi goriilmektedir. Limb-Girdle miiskiiler distrofi ve konjenital
miiskiiler distrofili hastalarda ise o-distroglikan proteininin ikincil eksikligi

goriilmektedir (69).

Sintrofin, 58 kDa agirliginda bir proteindir ve distrofin proteininin karboksi
terminal bolgesine baglanmaktadir (70). Sintrofin ayrica noral nitrik oksit sentaz
(nNOS), fosfotidilinozitol 4,5-difosfat (PIP2), kalmodulin, ve Grb2 ile de baglanti
olusturmaktadir ~ (71). nNOS, vazokontriksiyon durumunda  sentezlenerek
vazodilatasyon saglamaktadir. Distrofin eksikligi ve sarkoglikan eksikligine bagl limb-
girdle miiskiiler distrofilerde, nNOS plazma membraninda bulunmamakta veya miktari
azalmaktadir. Bu nedenle hastalarda anormal kas kasilmalari sorunu ortaya ¢ikmaktadir
(72). o-Distrobrevin, distrofin proteininin sisteinden zengin ve karboksi terminal
bolgeleriyle homoloji gosteren bir proteindir. Alternatif kirpilma sonucu olusan ii¢ farkl
a-distrobrevin izoformu iskelet kasindaki distrofin glikoprotein kompleksinin
elemanidir. a-Distrobrevin, sahip oldugu CC bolgesi araciligiyla distrofin proteinine
baglanmaktadir. o-Distrobrevin, sintrofin proteini ile de baglanti kurmaktadir. o-
Distrobrevin’den yoksun farelerin kas dokularinda yapilan caligmalarda, distrofin
glikoprotein kompleksinin elemanlari olan B-distroglikan, a- ve B-sarkoglikan, distrofin,
sintrofin bulunmasina ragmen nNOS’un olmadig goriilmiistir. Bu nedenle
a-distrobrevinin, nNOS ile baglanti kuran ve sinyal iletimi i¢in araci bir protein oldugu

diistiniilmektedir (73).

Distrofinle iliskili proteinler hiicre i¢i sinyal ileti yollarinda da yer almaktadir.
DMD hastalarinda distrofin eksikligine bagh olarak iskelet kas1 hiicresinde bulunan bu

proteinlerin miktarlarinin ve birbirleriyle olan iliskilerinin bozuldugu gosterilmistir. Bu
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nedenle kas hiicresi icine giren ve c¢ikan iyon konsantrasyonu kontrol altinda
tutulamamaktadir. Ayrica hiicre ici kalsiyum miktar artmaktadir. Hiicre icine giren
kalsiyum iyon konsantrasyonunun giriginin yiikselmesi, kalsiyum duyarh proteolitik ve
fosfolitik aktivitelerini artirarak distrofik kas lifinin yikimina yol actigi DMD modeli
olarak kullanilan farelerin kas hiicrelerinde yapilan deneylerde gosterilmistir (sekil 2-4)
(41).

Distrofik kas hiicrelerinde

distrofin eksikligi
Membrandaki gii¢ kayb1 lokal membran
u % bozulmasina yol agar ve kalsiyumun
Kalsiyum iyon kanallarindaki hiicre igine akig1 gergeklesir.
degisim hiicre i¢ine kalsiyum &X u
girisini artirir. &
Proteazlarin aktivasyonu |
U

Membran kalsiyum aktivitesindeki lokal artig, hiicrede siirekli ve artan kalsiyum

U

Kalsiyum

yiiklenmesine neden olur.

homeostasisi bozulur

[l

Proteazlarin aktivasyonu

Nekroz

Sekil 2-4: Distrofin proteini eksikligi bulunan kas hiicrelerinde kalsiyum homeostasisinin
bozulmasina ve nekrozuna neden olan fizyopatolojik yol hipotezi .

Kaveolinler, sinyal iletiminde ve vezikiiler trafik olaylarinda yer alan
kaveolalarin ana elemanidir (74). Memeli kaveolin gen ailesi, kaveolin-1, kaveolin-2,
kaveolin-3 olmak {iizere ii¢ proteinden olusmaktadir. Kaveolin-1 ve kaveolin-2 bir¢ok
dokuda sentezlenmektedir. Kaveolin-3 proteini ise sadece c¢izgili kas dokusunda
sentezlenmektedir. Kavelolin-3, sahip oldugu WW bolgesi araciligiyla B-distroglikan

proteinine baglanmaktadir (75). Bu proteinin eksikligi veya yoklugu otozomal dominant
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limb-girdle miiskiiler distrofi tip 1C’nin ortaya cikmasina neden olmaktadir. Limb-
Girdle miiskiiler distrofi tip 1C’de kaveolin-3’iin yoklugu, a-distroglikan proteininin kas
lifi yiizeyinde ikincil eksikligine neden olmaktadir. DMD hastalarinda kaveolin-3
proteininin sentezi artmaktadir (74). Sonug olarak distrofin glikoprotein kompleksinin
elemant olan proteinler birbirleriyle siki bir baglanti i¢indedir. Bu kompleks i¢inde yer
alan proteinlerin birinin yoklugu kompleksin bozulmasina yol agmaktadir. Bu nedenle
de hiicre ici iskelet ve hiicre dis1 matriks arasindaki mekaniksel sinyal iletim baglantist

bozulmaktadir (30).

2.6. Limb-Girdle Miiskiiler Distrofi Tip 2B ve Miyoshi Miyopatisi

2.6.1. Limb-Girdle Miiskiiler Distrofi Tip 2B’nin ve Miyoshi Miyopatisi’nin Klinik
Ozellikleri

Limb-Girdle miiskiiler distrofi tip 2B (LGMD2B) ve Miyoshi miyopatisi, klinik
ozellikleri bakimindan farkli ancak allelik iki otozomal resesif kaliimli kas hastaligidir.
Bunun nedeni hastaliklarin baslangic donemlerinde farkli kas gruplarinda giigsiizliik
goriilmesidir. LGMD2B, proksimal tipte miiskiiler distrofidir. LGMD2B hastalarinin
cocukluk donemlerinde yavas ilerleyen kas gii¢siizliigii ve kaybi1 vardir. Hastalik
bulgular1 genel olarak eriskinlerde goriilmektedir. Hastalarda distal bacagin 6n kaslar
ve distal kol kaslar1 genellikle normaldir. LGMD2B’de daha cok ekstremite ve kavsak
kaslar1 etkilenmektedir. Hastalarin serumlarinda CK ve iskelet kasina o6zgii diger

enzimlerin seviyeleri yiiksektir (6).

Miyoshi miyopatisi, alt ekstremite bolgelerini tutan distal bir miiskiiler
distrofidir. Miyoshi miyopatisi, 1967 yilinda ilk olarak Miyoshi tarafindan
tanimlanmistir. Ge¢ cocukluk veya erken yetiskin doneminde ortaya cikan baldir
kaslarinin tutulumu ve serum CK seviyesindeki belirgin yiikselmeyle karakterize bir
hastaliktir. Hastaligin ilk semptomlar1 ayak ucunda durma ve basamak cikmadaki
zorluktur. Miyoshi miyopatisi hastalarinda yavas ilerleyen kas gii¢siizliigii vardir. Bu
hastalarda proksimal kas tutulumu hastaligin daha sonraki donemlerinde meydana

gelebilmektedir (76).

Disferlin geninde meydana gelen mutasyonlar LGMD2B ve Miyoshi miyopatisi
hastaliklarinin ortaya c¢ikma nedenidir. Hastalarda bu gendeki cesitli mutasyonlarin
disferlin proteininin kismi veya tamamen kaybina yol actifini gosterilmistir. Fakat

hastaligin klinik fenotipi ile gendeki mutasyonun yeri ve tipi arasinda iliski
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kurulamamigtir. Bu nedenle LGMD2B ve Miyoshi miyopati arasinda mutasyon
analizine bagli bir aymm yapilamamaktadir. Ayrica bir ailedeki ayni disferlin
mutasyonu bir bireyde LGMD2B, diger bireyde ise Miyoshi miyopatisi fenotipine
neden olabilmektedir. Bu nedenle hastalardaki farkli klinik bulgulara ve cesitlilige yol
acan baska genetik faktorlerin oldugu diisiiniilmektedir (77). Ayrica LGMD2B ve
Miyoshi miyopatisi olan hastalarin iskelet kas dokularinda kalpain-3 proteininin

miktarinin azaldig1 yapilan arastirmalarda gosterilmistir (78)

2.6.2. Disferlin Geninin Ve Proteininin Molekiiler Ozellikleri

Disferlin geni insanda 2p13 kromozom bolgesinde bulunmaktadir. Bu gen 150
kb biiyiikliigiindedir ve 55 eksona sahiptir (79). Disferlin geni, iskelet kasi, kalp kasi,
bobrek, plasenta, akciger ve beyin dokularinda sentezlenen 230 kDa agirliginda protein
kodlamaktadir. iskelet kasinda yapilan immiinohistokimyasal ¢aligmalarda disferlin
proteininin hiicre membraninda ve sitoplazmik veziikiillerde yer aldigin1 gosterilmistir.
Disferlin proteininin embriyolarda ekstremitelerin bolgesel degisim gostermeye

basladig1 besinci ve altinci haftalarda ortaya c¢iktigi belirlenmistir (80).

Disferlin, tip 2 transmembran proteinidir. Disferlin proteinin C-terminal bolgesi
membranda ve N-terminal bolgesi ise iskelet kas hiicresine ait sitoplazmasinda
bulunmaktadir (Sekil 2-5). Disferlin proteini alt1 tane C2 bdlgesi ve C-terminal
bolgesinde tek bir transmembran bolge icermektedir (5). C2 bolgeleri, ilk olarak protein
kinaz C’de ikinci sabit dizi olarak tammlanmistir. C2 bolgeleri, 120-140 amino asitlik
bagimsizca katlanan protein bolgeleridir (81). Bunlar sinyal iletimi, vezikiil trafigi ve
membran birlesiminde yer alan bir ¢ok proteinde yer almaktadir. Bu bolgelerin
fosfolipitler ve proteinlerle iligki kurduklar1 bilinmektedir (82). Disferlin proteinin sahip
oldugu ilk C2 bolgesi kalsiyum iyonuna bagli olaylarda fosfolipidlere baglanmaktadir
(83). C2 bolgelerinin hiicre i¢inde iki degisik yolda yer aldigi diisiiniilmektedir.
Bunlardan birincisi sinyal iletim yolunda yer alan ikincil iletici lipidlerin

gelistirilmesidir. ikincisi yol ise membran birlesmesi ve trafigidir (82).
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Sekil 2-5: Disferlin proteininin yapisi ve topolojisi.

Disferlin proteini C-terminal transmembran bolgesiyle plasma membranina tutunmaktadir. Proteinin N-terminal
boliimii sitoplazma icinde yer almaktadir (5).

Disferlinin proteininin yapis1 sinaptotagmin proteinlerine benzemektedir.
Vertebralilarda sinaptik vezikiil birlesimi ve plazma membran onarimi gibi bircok
gorevde yer alan on {i¢ tane farkli sinaptotagmin proteini vardir. Sinaptotagmin I ve 1II,
sinaptik  vezikiillerin bosaltimi sirasinda kalsiyum algilayicilann  olarak gorev
yapmaktadir (84). Kalsiyumun ortamdaki mikromolar konsantrasyonuna bagli olarak
protein kinaz C’nin C2 bolgesi membranin fosfadilserin gibi negatif yiikli lipidlere
baglanmaktadir. Kalsiyum iyonlari, C2 bolgesinin yiizeyinde bulunan eksi yiiklii amino
asitler ile eksi yiiklii lipidlerin arasinda koprii kurulmasinda yer almaktadir.
Sinaptotagmin  proteinlerinin C2 bolgesi, sinaptik SNARE proteinlerinden
sinaptobrevin, SNAP-25 ve sintaksin ile baglanti kurmaktadir (85). Bu proteinler
sinaptik veziikiill birlesme mekanizmasinin Onemli elemanlaridir. Bu proteinlerin
sinaptotagminlerle baglanti kurmasi, sinaptik veziikiillerin bosalum sirasinda plazma

membran ile baglanmasi olayina aracilik etmektedir (5).

Disferlinin proteininin yapisi sinaptotagmin proteinlerine benzemektedir.

Vertebralilarda sinaptik vezikiil birlesimi ve plazma membran onarimi gibi bircok
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gorevde yer alan on {i¢ tane farkli sinaptotagmin proteini vardir. Sinaptotagmin I ve II,
sinaptik vezikiillerin bosaltimi sirasinda  kalsiyum algilayicilar1 olarak gorev
yapmaktadir (84). Kalsiyumun ortamdaki mikromolar konsantrasyonuna bagli olarak
protein kinaz C’nin C2 bolgesi membranin fosfadilserin gibi negatif yiiklu lipidlere
baglanmaktadir. Kalsiyum iyonlari, C2 bdolgesinin yiizeyinde bulunan eksi yiiklii amino
asitler ile eksi yiikli lipidlerin arasinda koprii kurulmasina yer almaktadir.
Sinaptotagmin  proteinlerinin C2 bolgesi, sinaptik SNARE proteinlerinden
sinaptobrevin, SNAP-25 ve sintaksin ile baglanti kurmaktadir (85). Bu proteinler
sinaptik veziikiill birlesme mekanizmasinin Onemli elemanlaridir. Bu proteinlerin
sinaptotagminlerle baglanti kurmasi, sinaptik veziikiillerin bosalum sirasinda plazma

membran ile baglanmasi olayina aracilik etmektedir (5).

Sinaptotagmin VII eksikligi bulunan farelerde genis fibrosis ile birlikte
inflamasyon miyopatisi, yiiksek serum kreatin fosfokinaz seviyesi ve ilerleyici kas
giicsiizliigli goriilmesinden sonra sinaptotagmin VII aracili lizosomal eksositoz olayinin
iskelet kasindaki plazma membran onarimmu ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir (85).
Ancak sinaptotagmin VII ile disferlin proteinin iki farkli membran onarim
mekanizmasinda ayni rolii veya aynt membran onarim mekanizmasinda farkli rolleri

iistlendikleri konusuna agiklik getirilememistir (86).

Disferlin proteinin ekspresyonuna farkli fare dokularinda bakilmistir (87). Tiim
dokularda yapilan Western blot isleminde 230 kDa biiyiikliigiinde disferlin proteini
belirlenmistir. Iskelet kasi, kalp ve bobrek dokularinda yiiksek 1s1ma goriilmiistiir. Mide,
akciger, uterus, karaciger ve dalak dokularinda ise belirgin bir protein bandi
goriilmiistir. Beyincik, beyin sapi, omurilik ve siyatik sinir iceren sinir sistemi
dokularinda daha az belirgin bir disferlin proteini band1 belirlenmistir. Ayrica beyin sap1
ve omurilik dokularinda yaklasik olarak 60 kDa , siyatik sinirde ise 40 kDa ek bir zay1f
bant goriilmiistiir. Bu ek bantlar disferlin proteininin ek bir transkribinin olabilecegini

isaret etmektedir (80).

2.6.3. Disferlin Proteininin Gorevleri

Disferlin geninin C.elegan’nin fer-1 geni ile olan yapisal benzerligi, disferlin
proteinin kas hiicrelerindeki vezikiil trafigi ve membran fiizyonunda rol alabilecegini
isaret etmektedir. Disferlin proteinin ilk C2 bolgesi kalsiyuma bagli olarak

fosfolidiplere baglanmaktadir. Bu bolgedeki yanlis anlamli mutasyon her iki LGMD2B
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ve Miyoshi miyopati’de de tanimlanmistir. in vitro ¢alismalarda ilging olarak ilk C2
bolgesindeki mutasyonun artmis kalsiyuam konsantrasyonunda disferlin proteininin
fosfolipidlere baglanmasimi degistirdigi gozlemlenmistir (83). Bu caligmalar disferlin
proteininin C2 bolgesinin, membran fosfolipidlerine kalsiyum aracili olarak
baglanilmasinda ©nemli bir rolii Ustlendigini gostermektedir. Ayrica disferlin
proteininin iskelet kas hiicrelerindeki vezikiil trafigi ve membran fiizyonunda rol

oynadigini da desteklemektedir (5).

Disferlin, distrofin glikoprotein kompleksi icin elzem bir protein degildir. Fakat
disferlin proteinindeki bozukluk distrofin glikoprotein kompleksi ile iligkili miiskiiler
distrofilerde degisiklige neden olmaktadir. Farkli cesitteki degisik miiskiiler
distrofilerde disferlin sentezi plazma membraninda azalmakta ve sitoplazmik vezikiiller
icinde ise artmaktadir (88). Bu miiskiiler distrofilerde disferlin proteinin yer degisimi
nedeni tam olarak acik degildir. Fakat disferlin proteininin gérevinin, yer degisimini
etkiledigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle disferlinin dogrudan veya dolayli yoldan
distrofin  glikoprotein kompleksi ile fonksiyonel iliskisi icerisinde oldugu
diistiniilmektedir. Fakat disferlin protein eksikligi bulunan farelerde yapilan son
caligmalarda distrofin glikoprotein kompleksi proteinlerinin sentezinin normal,
yapisinin saglam ve fonksiyonel olduklari gosterilmistir. Bu nedenle disferlinden
yoksun kas hiicrelerinde sarkolemma daha saglam ve kalicidir. Kogsma gibi iskelet
kaslarinda stres yaratan fiziksel egzersizlerde yapis1 bozuk sarkolemmaya sahip kas
hiicreleri yapis1 normal igerikli olanlara gore daha dayaniksizdir. Son zamanlarda
yapilan caligmalar ayak degirmeninde yokus asagi dogru kosan saglikli farelerde
meydana gelen hiicre membrami zararinin disferlin proteininden yoksun farelerde
meydana gelen zarardan farkli olmadigi gosterilmistir. Bu sonug, disferlinden yoksun
farelerin kas hiicresi sarkolemmasinin yapisal olarak saglam oldugunu gostermektedir
(89). Bu sonug ayrica disferlin eksikligi bulunan kaslarin yikiminda meydana gelen
patolojik mekanizmanin, distrofin glikoprotein kompleksi baglh miiskiiler distrofilerde

olusan mekanizmadan farkli oldugunu gostermektedir (5).

Plazma membrani, hiicrenin yasami icin 6nemli olan hiicre ici ve hiicre dist
matriks bolge arasindaki fiziksel bariyer gorevine sahiptir. Plazma membrani1 tamiri,
membran bozukluklarim diizeltmek i¢in kullanilan temel bir hiicresel mekanizmadir

(90). Disferlin proteini eksikligi bulunan farelerde yapilan calismalarda kas
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hiicrelerindeki membran bozukluklarinin onarilamadigimi gosterilmistir. Bu nedenle
miiskiiler distrofilerdeki membran onarimin bozuklugu ve buna bagli olusan kas
yikiliminin nedeninin disferlin proteininin eksikliginin oldugunu diisiiniilmektedir.
Disferlin mutasyonu tasiyan hastalarin iskelet kas biyopsileri elektron mikroskobu
altinda incelendigi zaman bozuk plazma membrani, kalin bazal lamina ve bozuk
membran altinda toplanmuis kiiciik vezikiiller gibi diizensizlikleri gozlemlenmistir.
Bozuk membranin altinda vezikiil toplanmasi gibi membran diizensizlikleri disferlin
proteini eksikligi bulunan farelerin iskelet kaslarinda da oldugu bildirilmistir (89). Tiim
bu bilgiler sonucunda disferlin eksikliginde kas hiicrelerinin membranlarinda
bozuklugun olustuguna ve bunun nedeninin de plazma membranin onarilamamasindan
dolay1 olabilecegini diistiniilmektedir (5). Disferlin proteininden yoksun kas
hiicrelerinin membran onarma kabiliyeti membran onarim assayi kullanilarak
incelenmistir. Arastirmacilar iskelet kasi hiicresindeki bozuklugun kalsiyum aracili
olarak etkili bir sekilde onanldigin1 gozlemlenmistir. Fakat ayni membran
bozuklugunun disferlin proteini eksikligi bulunan kas hiicrelerinde onarilamadigini

gozlemlenmistir (89).

Membran onarim modeline gore hiicre membranindaki bozukluk hiicre disindaki
kalsiyumun kas lifinin i¢ine dogru birikmesine ve zarar gérmiis kistmda kisa siireli bir
yiiksek kalsiyum konsantrasyonuna neden olmaktadir. Bu nedenle disferlin proteini
tasiyan vezikiiller hasar gérmiis ve yiiksek konsantrasyonda kalsiyum iyonun bulundugu
membran bolgesine dogru ilerlemektedir. Disferlin proteini plazma membranindaki
onarim agsamasinda hasarli bolgedeki disferlin, anneksin ve diger proteinlerle iliski
kurarak vezikiillerin bu bolgeye filizyonunu sagladigi ve veziikiillerin plazma
membranina fiizyonu ile hasarli bolgenin membran yamasi yapilarak kapatilabildigi
diisiiniilmektedir (Sekil 2-6). Ayrica bu mekanizmanin bozulmasindan dolayr da
disferlin proteininin eksikliginin oldugu LGMD2B ve Miyoshi miyopatisi hastalarinda
membran hasarinin kapatilamadigi ve yapisi bozulmus kas lifinin devamliligim

saglayamadigi diisiiniilmektedir (5).

Disferlin proteini, ortamda kalsiyum iyonu bulunan membran hasarlarinda
anneksin Al ve A2 proteinleriyle baglanmaktadir. Disferlin eksikligi bulunan iskelet
kasinda bu proteinlerin hasarli bolgedeki dagilimi degismektedir. Yapilan caligmalarda

anneksin Al proteininin fonksiyonu bloke edici antikor kullanilarak yok edilmistir.
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Mutasyonlu anneksin A1l proteini kalsiyum iyonuna baglanamamistir ve hasarli bolgede
membran yenilenmesi yapilamamistir. Bu da anneksin Al proteinin membran

onariminda rolii oldugunu gostermektedir (91).

Fareler iizerinde yapilan deneylerde disferlin proteinin kalpte yiiksek miktarda
sentezlendigi gosterilmistir (80). Kalp kasinin da iskelet kasi gibi mekaniksel aktivitesi
vardir. Bu nedenle iskelet kasi hiicrelerinde oldugu gibi membran hasar1 meydana
gelmektedir. Disferlin proteini kalp kasinda da iskelet kasinda oldugu gibi kalsiyum
iyonuna bagli membran onarim islemine katildigi gézlemlenmistir. Ayrica disferlinden
yoksun farelerde, disferline sahip olan farelere gére daha hizli kardiyomiyopati gelistigi
gozlenmistir. Bu da disferlinden yoksun kalp kas1 hiicrelerinde mekaniksel strese bagl
olarak olugsan membran hasarimin diizeltilemediginden dolay1 kardiyomiyopatilerin

olusabilecegini gostermektedir (86).

Yapilan caligsmalarda disferlinopatik ve diger miiskiiler distrofilere sahip olan
hastalarda saglikl1 bireylere gére anneksin proteinlerinin sentezinin arttigi gézlenmistir.
Ayrica anneksin proteinlerinin sentez seviyesiyle hastaligin klinik bozuklugu arasinda
iligki gozlenmistir. Bu da anneksin A1 ve A2 proteinlerinin seviyesi kasin histopatolojik
degisiklikleriyle paralel gittigini gostermektedir. Tiim bu bilgiler 1s18inda anneksin
proteinlerinin de diger proteinlerle birlikte kas hiicresindeki hasar1 onarmak i¢in artis
gosterdikleri  diistintilebilmektedir. Bu bilgilere gore anneksin proteinlerinin
seviyesindeki artis disferlinopatiler icin belirgin bir isaret degildir. Fakat kas
hastaliklarinin olusumunda meydana gelen bir ikincil olgu olarak tanimlanabilir (92).
Yapilan immiinofloresan calismasinda normal beyinin farkli kortikal yiizeylerindeki
noronlarda disferlin proteininin sentezlendigi gozlemlenmistir. Ayrica disferlin
proteininin amiloid B noritik plaklarinda bulundugu ve noritislerde toplandigi Alzheimer

hastaligina sahip kisilerin beyinlerinde gdzlenmistir (93).
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Sekil 2-6: Disferlin proteini aracilifiyla yapilan membrane onarim modeli.

(a) Normal kas lifinde disferlin plazma membraninda ve sitoplazmik vezikiillerde bulunmaktadir. (b,c) Membran
yapisinin bozulmasi kalsiyumun kas lifi iginde girmesine ve bu bolgede yiiksek kalsiyum konsantrasyonunun
olugsmasina neden olmaktadir. Disferlin tasiyan onarici vezikiiller ve diger proteinler hasarli bolgede toplanir.
Vezikiillerde tasinan disferlin proteini plazma membranindaki anneksin A2 ve diger bilinmeyen proteinlerle
etkilesime girerek hasarli bolgeyle birlesir. (d) Onaric1 vezikiillerin plazma membraniyla birlesmesiyle hasarli bolge
tamir edilir ve plazma membrani normal anatomik yapisini tekrar kazanir (5).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Hasta Ve Kontrol Grubu Secimi

Calisma, 2007 yilinda Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Noroloji
Anabilim Dali’nda patolojik tan1 amaciyla iskelet kas1 biyopsisi alinmig toplam otuz bir
hastada gerceklestirilmistir. Calismada hastalara ait iskelet kas biyopsileri
kullanilmistir. Calisma baslatilmadan &nce Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi
Etik Kurul’'undan onay alinmistir. Caligmada kas dokusu ornekleri kullanilan tiim
hastalara caligmay1 detaylarn ile anlatan bilgilendirilmis goniillii hasta onay formu
imzalatilmistir. Caligmanin deneysel islemleri Istanbul Universitesi, Deneysel Tip

Arastirma Enstitiisii, Genetik Anabilim Dalinda gerceklestirilmistir.

Proje kapsaminda hastalarin klinik ve patolojik tam bilgileri kullanilarak iki
hasta grubu olusturulmustur. Miiskiiler distrofi hasta grubu olarak, dokuzu erkek, altist
kadin olmak iizere toplam on bes hasta secilmistir. Hastalarin yaslarinin ortalamasi
yirmidir. Hastalarin tiimii miyopati klinik tablosu ile basvuran kisilerdir ve serum
kreatin kinaz seviyeleri 92 UI/l ile 39600 UI/l (normal<220 UI/I) arasinda
degismektedir. Hastalardan biri tekerlekli sandalyeye baglanmis durumdadir. Diger
hastalarin biri kisi destegi ve on ii¢ii ise destekli veya desteksiz bagimsiz olarak
yiiriiyebilmektedir. Hastalardan dordii distrofinopati, dordii disferlinopati, altis1 kronik

miyopati ve bir kisi ise hafif miyopati gosteren patolojik bulgulara sahiptir.

Kontrol hasta grubu olarak miiskiiler distrofi patolojik tanist almamis on ikisi
erkek, besi ise kadin olmak {izere toplam on alt1 hasta sec¢ilmistir. Hastalarin yaslarinin
ortalamasi otuz dorttiir. Hastalarin serum kreatin kinaz enzim seviyeleri 86 UI/I ile
2800 UI/1 (normal<220 Ul/l) arasinda degismektedir. Hastalar, mitokondriyal miyopati
(1 kisi), metabolik miyopati (2 kisi), sentroniikleer miyopati (1 kisi), vakuollii miyopati
(3 kisi), denervasyon (4 kisi), miyofibriler miyopati (1 kisi) ve normal kas dokusu (4

kisi) patolojik tanisina sahiptir.



3.1.2. Kimyasallar
Akrilamid

Bisakrilamid

Amonyum persiilfat
Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Tris baz
Tetrametilendiamin (TEMED)
Tris-HCI

Ure

Gliserol

B-Merkaptoethanol

Glisin

Metanol

Etil alkol

Asetik asit

Coomasie parlak mavisi
Sodyum kloriir (NaCl)
Tween 20

Diaminobenzidin

PBS (Tuzlu fosfat tamponu)
Hidrojen peroksit

Sodyum hidroksit (NaOH)
Bromfenol mavisi

Hidroklorik asit (HCI)

3.1.3. Western Blot isleminde Kullamlan Materyallar

Molekiiler agirlik isaretleyici (Santa Cruz)

Distrofin proteini antikoru (Klon Dy4/6D3, Rod bolgesi) (Novocastra)
Distrofin proteini antikoru (Klon Dy8/6C5, C-ug¢ bolgesi) (Novocastra)
Disferlin proteini antikoru (Klon Ham1/7B6) (Novocastra)

Alfa sarkoglikan antikoru (Novocastra)

Ikincil antikor (Dako P260)

Nitoroseliiloz membran (Santa Cruz)
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3.1.4. Kullamlan Cihazlar

Hassa terazi (Shimadzu)

Otomatik pipetler (Glison, Eppendorf)
Ceker ocak (Kermanlar)

Otoklav (Kermanlar)

Distile su cihaz1 (Milipore)

Buzdolab1 ve derin dondurucu (+4°C,-20 °C, -80°C) (Argelik ,Ugur)
Kiigiik poliakrilamid jel sistemi (BIO-RAD)
Gii¢ kaynagi (BIO-RAD)

Sogutmali santrifiij (Eppendorf)

Manyetik karistirict (Kermanlar)

Ocak (Kermanlar)

Gradient mikser (Scie-Plas)

Yatay calkalayict (Edmund Biihler)

3.1.5. Kullamlan Tampon Ve Cozeltiler

3.1.5.1. Doku Homojenizasyonu isleminde Kullamlan Cézeltiler
Tris-HCI Cozeltisi (100 ml, 1,25M) (pH 6.4)

19,7 gr Tris-HCI, 90 ml distile su icinde ¢oziindiiriildii. Cozelti, sodyum hidroksit ve
hidroklorik asitle pH 6.4’e ayarland1 ve distile su ile 100 ml tamamlanarak otoklavlanda.

Cozelti oda 1s1s1nda muhafaza edildi.
Doku Homojenizasyon Cozeltisi (10 ml) (pH 6.8)

1 ml Tris-HCI ¢ozeltisi, 2,4 gr iire, 0,4 gr sodyum dodesil siilfat, 1 ml gliserol, 1 ml -
merkaptoetanol, 1 mg bromfenol mavisi karstinlarak ¢oziindiiriildii. Cozelti, sodyum
hidroksit ve hidroklorik asit kullanilarak pH 6.8’e ayarlandi. Daha sonra ¢6zelti, distile

su ile 10 ml’ye tamamlanarak, +4°C’de muhafaza edildi.

3.1.5.2. SDS-Poliakrilamid Jel Hazirlanmasinda Kullanilan Cozeltiler
Akrilamid/Bisakrilamid Stok Cozeltisi (100 ml, %30)

29 gr akrilamid ve 1 gr bisakrilamid distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak

coziindiiriildii ve +4°C’de koyu renkli cam sise icerisinde muhafaza edildi.
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Amonyum Persiilfat Stok Cozeltisi (100 ml, %10)

10 gr amonyum persiilfat distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak ¢oziindiiriildii ve

+4°C’de muhafaza edildi.
Sodyum Dodesil Siilfat Stok Cozeltisi (100 ml, %10)

10 gr sodyum dodesil siilfat distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak ¢oziindiiriildii ve 0,22

mikronluk filtreden gecirilerek sterilize edildi. Cozelti oda 1s1s1nda muhafaza edildi.
Tris Baz Stok Cozeltisi (100 ml, 1,5 M)

18,165 gr Tris baz distile su ile 90 ml’ye tamamlanarak ¢oziindiiriildii. Cozelti, sodyum
hidroksit ve hidroklorik asit kullanilarak pH 6.8’e ayarland1 ve distile su ile 100 ml’ye

tamamlandi. Daha sonra ¢ozelti otoklavlanarak oda 1s1sinda muhafaza edildi.
3.1.5.3. Western Blot isleminde Kullanilan Céozeltiler
Jel Elektroforez Tamponu (1000 ml)

14,4 gr glisin, 3 gr Tris baz ve 2 gr SDS distile su ile 1000 ml’ye tamamlanarak

cOziindiiriildii. Tampon +4°C’de muhafaza edildi.
Jelden Membrana Proteinleri Aktarim Tamponu (1000 ml)

6 gr Tris baz, 28,8gr glisin ve 200 ml metanol distile su ile 1000 ml ‘ye tamamlanarak

¢cOziindiiriilmesi ile hazirlanda.
Jel Boyama Cozeltisi (100 ml)

25 ml etanol, 10 ml asetik asit ve 0,115gr Coomasie parlak mavisi distile su ile 100

ml’ye tamamlanarak hazirlandi. Cozelti oda 1s1sinda muhafaza edildi.
Jelden Boya Cikartici Cozelti (100 ml)

10 ml etanol ve 10 ml asetik asit distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak hazirlandi. Her

Western blot isleminde yeni ¢ozelti hazirlandu.
TBS (Tris-tuz) Cozeltisi (500 ml)

0,7882 gr Tris-HCI ve 4,383 gr sodyum kloriir distile su ile 400 ml’ye tamamlanarak
coziindiiriildii. Cozelti, sodyum hidroksit ve hidroklorik asit kullamilarak pH 8’e

ayarland1 ve distile su ile 500 ml’ye tamamlanarak hazirlandi.
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TBST (Tris-tuz-tween 20) Cozeltisi (300 ml)

TBST, 300 ml TBS ¢ozeltisine 150 pl tween 20 eklenerek hazirlandi. Her Western blot

isleminde yeni ¢ozelti hazirlandi.

Kapatma Soliisyonu (50 ml)

2,5 gr yagsiz siit tozu, 50 ml TBST c¢ozeltisi i¢inde ¢oziindiiriilmesi ile hazirlandi.
PBS ( Fosfat-tuz tamponu)

1 PBS tableti 100 ml distile su i¢inde ¢oziindiiriilerek hazirlandi.

Antikor Cozeltileri

Hazir liyofilize sekildeki antikorlar belirtilen miktarda steril distile su icinde

coziindiiriildii ve -20°C’de muhafaza edildi.
Immiinolojik Saptama i¢in Kullamlan Cozelti

6 mg diaminobenzidin, sodyum hidroksit ve hidroklorik asit kullanilarak pH’s1 7.2’ye
ayarlanmis olan 10 ml PBS i¢inde ¢oziindiiriildii. Daha sonra 10 pl %30’luk hidrojen
peroksit eklenerek kullanima hazir hale getirildi. Her Western blot isleminde yeni

¢oOzelti hazirlandu.
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3.2. Yontemler

3.2.1. Doku Homojenizasyonu
1- Hastalardan cerrahi operasyonla alinan ve derin dondurucuda -80°C’de muhafaza

edilen iskelet kas dokusu materyalleri hassas terazide tartildi.
2- Daha sonra donmus doku kuru buz iizerinde sogutulmus havda ezildi.

3- Ezilen materyal iizerine 9,5 vol doku homojenizasyon ¢ozeltisi eklenerek doku

homojenat1 hazirlandi.

4- Hazirlanan doku homojenatlar1 mikrosantrifiij tiiplerine konuldu ve su iginde ii¢

dakika kaynatildi.
5- Kaynatma isleminden sonra tiipler buz i¢ine konuldu.
6- +4°C’de ii¢ dakika 9500 rpm’de santrifiij edildi.

7- Santrifiij sonunda tiiplerde iki faz olustu. Bunlar iistte siipernatan , altta pellet

kismidir.
8- Siipernatan kismi dikkatlice yeni mikrosantrifiij tiiplerine alindi.

9- Ornekler derin dondurucuda -20°C’de sakland.

3.2.2. SDS-Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi

Calismada yiiksek ve diisiik molekiiler agirliktaki proteinleri ayni jel iizerinde
goriintiilenmesi amaglanmisti. Bu nedenle hazirlanan SDS-poliakrilamid jel, 1mm
kalinliginda %5’ten %15’e dogru artan bir yogunluk gosteren gradient jeldi. Bu jeli
hazirlayabilmek igin kiigiik poliakrilamid jel sistemi ve gradient mikser adi verilen alet
kullanild. ilk olarak jel dokmede kullanilan cam yiizeyler jel sistemindeki diizenegine
yerlestirildi. %5 ve %15 olmak iizere iki ayr1 yogunlukta 7 ml’lik SDS-poliakrilamid jel
karisimi hazirlandi (Tablo 3-1). Gradient mikser adi verilen alet manyetik karistirict
tizerine yerlestirildi ve her iki bolmesinde musluklar a¢ildi. Gradient mikserin iki
bolmesine de manyetik karigtiric1 aparat  konuldu. %5’lik SDS-poliakrilamid jel
karigimi gradient mikserin hortumla disa dogru akan bolmesine dokiildii. %15°lik SDS-
poliakrilamid jel karistmi ise muslukla %5’lik jel karistminin oldugu bdlmeye agilan
tiipe dokiildii. Boylece %15’1lik SDS-poliakrilamid jel karistmi yavasca %5°lik SDS-
poliakrilamid jel c¢ozeltisine karistirilarak hortumla kiigiik poliakrilamid jel sistemi

diizenegindeki iki cam yiizey arasina akitildi. Cam ylizeyler arasi jel ¢ozeltisiyle
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doldurulduktan sonra 10 kuyucuk igeren tarak yerlestirildi. Jel oda 1sisinda 30 dakika
donmasi i¢in bekletildi. Western blot islemi sirasinda iki jele ihtiya¢ oldugu icin bu

islem her defasinda iki kez yapildi.

Tablo 3-1: SDS-poliakrilamid jelin icerdigi kimyasal maddeler ve jelin yogunluguna gore
degisen madde miktarlari.

Madde % 5’lik 7 ml SDS-poliakrilamid % 15°lik 7 ml SDS-poliakrilamid
jel karisimindaki miktari jel karisimindaki miktari

%30 Akrilamid/bisakrilamid 3.5ml 1.166 ml

%10 Amonyum persiilfat 70 ul 70 ul

1,5 M Tris baz 1.75 ml 1.75 ml

%10 SDS 70 pl 70 pl

Distile su 1.609 ml 3.943 ml

Temed 1.4 ul 2.8 ul

3.2.3. SDS-Poliakrilamid Jelin Yiiklenmesi Ve Elektroforezi

SDS-poliakrilamid jelin polimerizasyonu gerceklestikten sonra arasinda
bulundugu camlarla birlikte kiigiik poliakrilamid jel sistemine ait elektroforez tankina
yerlestirildi. Tank elektroforez isleminde kullanilacak olan jel elektroforez tamponuyla
dolduruldu. Taraklar hazirlanan iki jelden yavasca cikartildi. Homojenizasyon islemi
sonunda -20°C’de saklanan ornekler derin dondurucudan ¢ikartilarak buz iizerine alindi.
Her Western blot isleminde toplam iki jel kullanildi. Bu jellerin her biri on tane
kuyucuga sahipti. Her iki jelin dokuz kuyucuguna hastalarin iskelet kas dokularina ait
10l homojenzasyon ornekleri yiiklendi. Iki jele de ayni dokuz hastaya ait ornekler
yiiklendi. Son kuyucuga ise 5ul molekiiler agirlik isaretleyici yiiklendi. Ornekler
yiiklendikten sonra elektroforez sisteminin elektrotlart yerlestirildi. Elektroforez

isleminde ornekler 55 volt elektrik akimiyla 6 saat oda 1sisinda yiiriitiildii.

3.2.4. SDS-Poliakrilamid Jelin Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jellerden biri nitroseliiloz membrana
aktarma isleminde kullanildi. Digeri ise protein bantlarinin kontrol edilmesi amaciyla
boyandi. Bu asama Western blot isleminin saglikli ilerlemesi agisindan ©Snem

tagsmaktadir. Ciinkii doku homojenizasyon islemi sirasinda iskelet kas dokusuna ait
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proteinlerin yikima ugrama olasiligi vardir. Bu nedenle homojenizasyon isleminden

sonra proteinlerin yikima ugrayip ugramadiklarim kontrol edilmesi gerekmektedir.

SDS-poliakrilamid jel, boyanabilmesi i¢in iki cam diizenek arasindan
cikartilarak bir kaba konuldu. Uzerine jel boyama cozeltisi dokiildii. Bir saat bu
cozeltide bekletildi. Daha sonra boyama ¢ozeltisinden arindirilarak iizerine jelden boya
cikartict ¢ozelti dokiildii. Jel bu ¢ozelti i¢inde bir gece bekletildi. Bir gece sonunda jelde
bulunan protein bantlar goriilir duruma geldi. Jel uzun siire saklanabilmesi amaciyla
kurutulmadan iki seffaf asetat kagidi arasina alindi. Kullanilan jel %5’ten %15
yogunluga dogru artan gradient ozellikte bir jeldi. Bu nedenle jelin en iist %5’lik
bolgesinde yiiksek molekiiler agirlikli proteinler goriildii. Jelin alt %15’lik bolgesine
dogru ise daha az molekiiler agirliga sahip proteinler belirlendi. Sonuc olarak jelin iist
kismindan alt kismima dogru proteinler biiyiikten kiicilk molekiiler agirliga dogru

sirastyla ayrilarak, goriintiilendi (Sekil 3-1).

200 kDa

97 kDa

66 kDa
44 kDa

Sekil 3-1: Elektroforez islemi sonrasi1 boyanmis SDS-poliakrilamid jel goriintiisii.

M: Molekiiler agilik isaretleyici
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3.2.5. SDS-Poliakrilamid Jel Uzerindeki Proteinlerin Nitroselilloz Membrana
Aktarilmasi

Elektroforez isleminden sonra jeldeki proteinler membrana aktarildi. Bu islem
sirasinda kiiciik poliakrilamid jel sistemine ait membran-jel kaseti kullanildi. Bu
islemde, jelden membrana proteinleri aktarim tamponu biiyiik bir kabin i¢ine dokiildii.
Kasetin bir kapagi tamponun icinde diger kapag: ise agik olarak yerlestirildi. Kasetin
tampon icindeki kapaginin {iizerine kiiciik poliakrilamid jel sistemine ait siinger
yerlestirildi. Siingerin bosluklarindaki hava tampona batirilarak ¢ikartildi. Bu islemden
sonra siingerin iizerine tamponda 1slatilmis filtre kagidi yerlestirildi. Filtre kagidinin
iizerine ise elektroforez islemi yapilmis jel yerlestirildi. Jelin {izerine metanolde 15
saniye, su icinde 2 dakika bekletilerek transfere hazir hale getirilmis nitroseliiloz
membran yerlestirildi. Nitroseliiloz membran yerlestirildikten sonra iizerine tamponda
1slatilmig, havast ¢ikartilmis filtre kagidi ve siinger yerlestirildi. Bu islemlerden sonra
stinger, filtre kagidi, jel ve nitroseliilloz membran kasetin iki kapagi arasinda sikistirildi.
Daha sonra kaset jelden membrana proteinleri aktarim tamponuyla dolu olan tanka
yerlestirildi. Tankin kapag art1 yiiklii elektrot nitroseliiloz membran, negatif elektrot ise
jelin oldugu tarafa gelecek sekilde kapatildi. Jelden proteinlerin nitroselilloz membrana

aktarim islemi gece boyu soguk ortamda 30 volt elektrik akimu giiciiyle gerceklestirildi.

Gece boyu elektrik akimi kullanilarak yapilan aktarim igleminden sonra kaset
acilarak membran immiinolojik saptama islemine alindi. Jel ise jel boyama c¢ozeltisi
icerisinde bir saat bekletildi. Bu islemden sonra jel boya ¢ikarma ¢ozeltisi i¢ine alindi
ve bes saat bekletildi. Jel seffaf asetat kagitlarinin arasina konularak jelden membrana

proteinlerin aktarilip aktarilmadigi incelendi.

3.2.6. Nitroseliiloz Membran Uzerindeki Proteinlerin immiinolojik Saptanmasi

Jel tizerindeki proteinler nitroseliilloz membrana aktarildiktan sonra proteinlerin
immiinolojik saptanmasi islemini yapildi. Bu islemde Louise Anderson ve
arkadaslarinin kullandig1 yontem uyguland: (17). Immiinolojik saptamada ilk olarak
protein transferi sonrasi nitroselilloz membran TBST ve yagsiz siit tozu igeren kapatma
soliisyonunda bir saat bekletildi. Bu bekletme islemi yatay calkalayici lizerinde yapildi.
Bu kapatma isleminin amaci protein baglanmamis membran bolgelerinin siit tozuyla
kapatilarak antikorlarin yanlis baglanmasimi onlemekti. Bu islemden sonra membran
TBS cozeltisinde yikandi. Yikama isleminden sonra membran bir saat TBS ¢ozeltisiyle

sulandirilmig birincil antikorla muamele edildi. Calismanin bu kisminda arastirilan
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proteine 6zgii birincil antikor kullanildi. Membran birincil antikorla bir saat muamele
edildikten sonra TBST cozeltisiyle ii¢ kez beser dakika yikandi. Yikama isleminden
sonra membran TBS c¢ozeltisinde sulandirilmig ikincil antikor soliisyonunda bir saat
bekletildi. Bekletme islemi yatay calkalayici iizerinde yapildi. Bu asamadan sonra
membran iic kez beser dakika TBST c¢ozeltisiyle yikandi. Daha sonra 6 mg
diaminobenzidin PBS ¢ozeltisi i¢inde ¢oziindiiriildii ve %30’Iuk 10 pl hidrojen peroksit
eklendi. Karanlik ortam sartlarinda hazirlanan bu soliisyon membranin iizerine dokiildii.
Uc dakika sonra hasta kas dokusunda varligia bakilan protein eger varsa membran

iizerinde kahverengi bant seklinde tespit edildi. Bu islemlerden sonra membran

kurutulduktan sonra seffaf asetat kagitlar1 arasina konularak karanlik ortamda saklandi.

Kullanilan birincil antikorun ¢esidine gore farkli sulandirma miktar1 uygulandi.
Fakat tiim Western blot iglemlerinde ayni ikincil antikor sulandirma miktar1 kullanildi.
Calisma sirasinda kullanilan antikor sulandirma miktarlart Louise Anderson ve
arkadaglarinin daha once uyguladiklar1 miktarlar baz alinarak ortam sartlarina gore
degistirildi ve en uygun miktar belirlendi (17). Kullanilan antikor cesitleri ve

sulandirma miktarlar1 Tablo 3-2’de verilmistir.

Tablo 3-2: Western blot isleminde kullamilan antikorlarin TBS cozeltisi icindeki
sulandirma miktarlari.

Antikor Antikorlarin TBS Cozeltisi icindeki Sulandirma
Miktarlar:

Distrofin Antikoru 1/30

(Rod bolgesi)

Distrofin Antikoru 1/20

(C-terminal bolgesi)

Disferlin Antikoru 1/200

a-sarkoglikan Antikoru 1/30

ikincil Antikor 1/300
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4. BULGULAR

Bu tez projesi kapsaminda, Western blot yontemi kullanilarak miiskiiler distrofi
proteinlerinin saptanmasi amaclanmistir. Hasta materyali olarak iskelet kas1 biyopsisi
kullanilmistir. Toplam otuz bir kisiden olusan hasta ve kontrol grubu olmak iizere iki
grup olusturulmustur. Bu gruplar 2007 yil1 igerisinde Istanbul Universitesi, Istanbul Tip
Fakiiltesi, Noroloji Anabilim dalinda patolojik tani amaciyla kas biyopsisi alinan
hastalardan olusmaktadir. Gruplarinin olusturulmasinda hastalarin klinik bilgileri ve
iskelet kas dokularina ait patolojik tani sonuglari kullanilmistir. Hasta grubu, patolojik
ve klinik olarak miiskiiler distrofi tanisina sahip hastalardan olusturulmustur. Kontrol
grubu ise klinik ve patolojik tan1 sonug¢larina gére miiskiiler distrofi hastaligina sahip

olmayan hastalardan secilmistir.

Kontrol olarak kullanilan hasta grubu on biri erkek, besi kadin olmak iizere
toplam on alti hastadan olugmaktadir. Hastalarin yas1 on {ii¢ ile altmis iki yas
araligindadir ve hastaliklarinin baslama yas1 bir ile kirk bir yas arasinda degismektedir.
Hastalarin serum kreatin kinaz seviyeleri 86 Ul/l ile 2800 UI/l (normal<220 UI/l)
arasindadir (Tablo 4-1). Hastalar, mitokondriyal miyopati (1 kisi), metabolik miyopati
(2 kisi), sentroniikleer miyopati (1 kisi), vakuollii miyopati (3 kisi), denervasyon (4
kisi), miyofibriler miyopati (1 kisi) ve normal kas dokusu (4 kisi) patolojik tanisina

sahiptir.

Miiskiiler distrofi hastalari, dokuzu erkek, altis1 kadin olmak iizere toplam on
bes kisiden olusmaktadir. Hasta yaslar1 dort ile elli bes yas aralifinda olup,
hastaliklarinin baslama yas1 ise bir ile otuz dort yas arasinda degismektedir. Hastalarin
tiimii miyopati klinik tablosu ile bagvuran kisiler olup, serum kreatin kinaz sevileri 92
U/l ile 39600 UI/l (normal<220 Ul/l) arasindadir (Tablo 4-2). Hastalardan biri
tekerlekli sandalyeye baglanmis durumdadir. Diger hastalarin biri kisi destegi ve on {igii
ise destekli veya desteksiz bagimsiz olarak yiiriiyebilmektedir. Hastalardan dordii
distrofinopati, dordii disferlinopati, altis1 kronik miyopati ve bir kisi ise hafif miyopati

gosteren patolojik bulgulara sahiptir.



Tablo 4-1: Kontrol grubunda yer alan hastalarin klinik ve laboratuvar parametreleri

Hasta Cinsiyet Yas B. Yas1 CK

Numarasi
1 Erkek 52
2 Kadin 16 3 86 UI/l
3 Erkek 32 10 198 UI/1
4 Erkek 53 52
5 Erkek 35 1 <220 UI/1
6 Erkek 46 36 121 U1
7 Erkek 46 0 550 U1
8 Erkek 41 40 1074 U1
9 Erkek 13 10
10 Erkek 16 15 167 UI/1
11 Erkek 17 9 336 U/l
12 Kadin 62 38 520 U1
13 Kadin 18 1 1200 UIN
14 Erkek 46 41 2800 U/l
15 Kadin 20 1 143 U1/
16 Kadin 34 27 189 UI/l

B. Yasi1 : Baslama yas1, CK: Kreatin kinaz

Tablo 4-2: Hasta grubunda yer alan hastalarin klinik ve laboratuvar parametreleri.
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Hasta Cinsiyet Yas B. Yas1 CK PH/A Yiiriime
Numarasi

1 Erkek 11 9 3200 U1 PH(-) +
2 Erkek 4 1 39600 UI/I PH(+) +
3 Kadin 10 6 7715 UM A+) +
4 Erkek 10 2 6545 UI/I A(+) +
5 Kadin 24 16 6700 UI/1 PH(+) +
6 Erkek 12 3 8976 U/l PH(+) +
7 Kadin 23 16 822 UIN A(+) +
8 Erkek 26 24 39000 UI/1 A(+) +
9 Erkek 25 5 1377 U1 PH(+)/A(+) +
10 Erkek 14 1 1972 UIN PH(-)/A(+) +
11 Kadin 17 5 +
12 Erkek 55 8 228 UIN PH(+)/A(+) -
13 Kadin 28 1 92 UIN A(+) +
14 Kadin 14 PH(+)

15 Erkek 39 33 18 800 UI/l PH(+) +

B. Yas1 : Baslama yas1, PH : Pseudohipertrofi, A : Atrofi, CK: Kreatin kinaz, + : Tek basina yiiriiyemiyor,

+ : Tek basina yiirtiyebiliyor
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4.1. Kontrol Grubuna Ait Western Blot Sonuclari

Bu ¢alisma kapsaminda Western blot isleminde a-sarkoglikan antikoru, disferlin
antikoru, distrofin proteininin rod bolgesi ve C-terminal bolgesi antikorlar1 olmak iizere
dort farkli miiskiiler distrofi proteini bolgesine ait antikor kullanilmistir. Western blot
isleminde hastalarin besinde tiim antikorlar kullanilmistir. Diger hastalarin islemlerinde
ise klinik ve patolojik bulgular dikkate alinarak eksik olma olasiligi en yiiksek
proteinlere ait antikorlar kullanilmistir. Western blot islemi sonucunda kontrol grubunda
yer alan hastalarda arastirilan proteinlere ait bir defekt rastlanmamistir. Elde edilen
Western blot sonuglar1 ile patolojik tami arasinda farklihk gozlemlenmemistir

(Tablo 4-3).

4.2. Hasta Grubuna Ait Western Blot Sonuclari

Proje kapsaminda belirlenen hasta grubu on bes kisiden olusmaktadir. Bes
hastanin Western blot islemlerinde a-sarkoglikan antikoru, disferlin antikoru, distrofin
proteininin rod bolgesi ve C-terminal bolgesi antikorlari kullanilmistir. Diger hastalarin
Western blot islemlerinde ise klinik ve patolojik bulgular1 dikkate alinarak eksik olma

olasilig1 en yiiksek olan proteinlere ait antikorlar kullanilmistir (Tablo 4-4).

Bu grupta yer alan 1 numarali hasta, on bir yasindadir ve hastaliginin baglama
yas1 dokuzdur. Hasta, klinik olarak miyopatik 6zelliklere sahiptir ve serum kreatin kinaz
degeri yiiksektir. Hastanin kaslarinda pseudohipertrofi veya atrofi bulunmamaktadir ve
hasta yiirliyebilmektedir. Hastaya ait kas dokusunun immiinohistokimyasal olarak
incelenmesi sonucunda da a-, -, y-sarkoglikan proteinlerinin, distrofin proteininin C-
terminal, N-terminal ve rod bolgelerinin eksikligi saptanmamistir. Western blot islemi
sonucunda hastanin kas dokusunda distrofin proteininin C-terminal ve rod bolgelerinin
var oldugu, fakat disferlin proteininin var olmadig1 saptanmistir. Elde edilen Western

blot sonuglar hastanin disferlinopatiye sahip olabilecegini gostermektedir.

2 numarali hasta dort, 4 numarali hasta on ve 6 numarali hasta ise on iki
yasindadir. Hastaliklarinin baslama yaslar1 sirasiyla bir, iki ve li¢ yastir. Klinik ve
patolojik bulgular1 bakimindan hastalarin distrofinopatisi oldugu diisiiniilmektedir.
Hastalarin serum keratin kinaz seviyeleri yiiksektir. 2 ve 6 numarali hastalar tek
baslarna yiiriiyebilmektedir. Fakat 4 numarali hasta tek basina yiiriiyememektedir. Uc
hastanin da distrofin geninin molekiiler genetik sonuglara gore delesyon mutasyonu

tasimadigi belirlenmistir. 2, 4 ve 6 numarali hastalarin kas dokularimin
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immiinohistokimyasal olarak incelenmesi sonucunda da distrofin proteinin N-terminal,
C-terminal ve rod bolgelerinin eksikligi saptanmistir. Yapilan Western blot isleminin
sonuclarinda  hastalarda a-sarkoglikan proteini eksikligi saptanmamistir. Fakat
hastalarn iigiiniin de distrofin proteininin rod ve C-terminal bolgelerine sahip olmadigi
saptanmustir (Sekil 4-1). U¢ hastamin da patolojik tani sonuglari ve klinik bulgulari ile

Western blot sonuclar1 arasinda farklilik bulunmamaktadir.

» |
200 kDa
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Sekil 4-1: Western blot islemi sonunda elde edilen distrofin proteininin rod bolgesine ait
bant goriintiileri.

Kontrol grubunda yer alan 3 ve 4 numaral hastalarin distrofin proteininin rod bolgesine ait bantlar gbzlemlenmistir.

Fakat hasta grubunda yer alan 6 numarali hastada bu bantlar gozlemlenememistir. 6H, 6 numarali hasta; 3K ve 4K, 3
ve 4 numarali kontrol grubu hastalar1; M, molekiiler agirlik isaretleyici.

3 numarali hasta, on yasindadir ve hastali§inin baglama yas1 altidir. Hasta, klinik
olarak belirgin kok zaaf1 bulgularina sahiptir ve serum kreatin kinaz seviyesi yiiksektir.
Hasta tek basina yiirityebilmektedir ve patolojik olarak disferlinopati tanisina sahiptir. 3
numarali hastanin kas dokusunun immiiniihistokimyasal olarak incelenmesi sonucu
merozin proteini, a-, y-, B-sarkoglikan proteinleri, distrofin proteininin N-terminal, C-
terminal ve rod bolgelerinin eksikligi gozlemlenmemistir. Fakat kas dokusunda disferlin
proteininin eksikligi saptanmistir. Western blot iglemi sonucunda hastanin iskelet kasi
dokusunda disferlin proteininin varligi, fakat a-sarkoglikan proteininin eksikligi
saptanmistir ~ (Sekil 4-2) (Sekil 4-3). Western blot sonucu ile patolojik bulgu

sonuclarinda farkliliklar saptanmustir. Bu nedenle hastanin, farkli kas dokusu
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proteinlerinin Western blot yontemiyle arastirilmast ve proteinlere ait genlerde
olabilecek mutasyonlarin molekiiler genetik yontemlerle saptanmasi sonucunda klinik

tanis1 konulabilecektir.
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Sekil 4-2: Western blot islemi sonunda a-sarkoglikan proteinine (50 kDa) ait bant
goriintiileri.

Kontrol grubunda yer alan 1 numarali hastada, 13 numarali hastada ve hasta grubunda yer alan 14 numarali hastada

a-sarkoglikan proteinine ait bant saptanmigstir. Fakat hasta grubunda yer alan 3 numarali hastada o-sarkoglikan

proteinine ait bant belirlenememistir. 14H ve 3H, 14 ve 13 numarali hastalar; 1K ve 13K, 1 ve 13 numarali kontrol
grubu hastalari; M, molekiiler agirlik isaretleyici.

-
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Sekil 4-3: Western blot islemi sonunda disferlin proteinine (230 kDa) ait bant goriintiileri.

Kontrol grubunda yer alan 2 numarali hastada ve hasta grubunda yer alan 3 numarali hastada disferlin proteinine ait
bant gozlemlenmistir. 3H, 3 numarali hasta; 2K, 2 numarali kontrol grubu hastasi; M, molekiiler agirlik isaretleyici.
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5 numarali hasta yirmi dort, 7 numarali hasta yirmi ii¢ ve 8 numarali hasta ise
yirmi alti yagindadir. 8 numarali hastanin hastaliginin baslama yirmi dort yas, 5 ve 7
numarali hastalarin ise on alt1 yastir. Hastalarin serum kreatin kinaz seviyeleri yiiksektir.
Klinik ve patolojik bulgular1 bakimindan hastalarin  disferlinopati  oldugu
diisiiniilmektedir. U¢ hasta da tek basina yiiriiyebilmektedirler. Hastalarm kas
dokularimin immiinohistokimyasal olarak incelenmesi sonucunda disferlin proteininin
eksikligi gdzlenmistir. Western blot islemi sonucunda da hastalarin kas biyopsilerinde
disferlin proteininin var olmadigi saptanmistir. Western blot sonuglar1 ile hastalarin

klinik ve patolojik bulgular arasinda farklilik saptanmamustir.

9 numarali hasta, yirmi bes yasindadir ve hastaliginin baslama yasi bestir.
Hastanin serum kreatin kinaz seviyesi yiiksektir. Hasta yiiriyebilmektedir ve patolojik
olarak kronik miyopatik degisiklik tanisina sahiptir. Hastanin distrofin geninin
molekiiler genetik sonuglara gore delesyon mutasyonu tasimadigi belirlenmistir. 9
numarali hastanin kas dokusunun immiiniihistokimyasal olarak incelenmesi sonucu a-,
v-, P-sarkoglikan proteinleri, distrofin proteininin N-terminal, C-terminal ve rod
bolgelerinin eksikligi saptanmamistir. Western blot islemi sonucunda ise hastanin kas
dokusunda disferlin proteininin, a-sarkoglikan proteininin, distrofin proteininin N-
terminal ve rod bolgelerininin eksikligi saptanmamustir (Sekil 4-4). Fakat hastanin
distrofin proteinin rod bolgesine ait bandin metabolitler kisminin kontrol olarak
kullanilan kas dokusunun distrofin protein bandindan fakli oldugu godzlemlenmistir.
Hastanin distrofin proteininin rod bolgesindeki farkliligin molekiiler genetik

yontemlerle arastirilmasi gerekmektedir.

13 numarali hasta, yirmi sekiz yasindadir ve hastaliginin baslama yas1 birdir.
Hasta hafif miyopatik bulgular patolojik tanisina sahiptir. Hastaya ait kas dokusunun
immiinohistokimyasal olarak incelenmesi sonucunda disferlin proteininin eksikligi
saptanmamistir. Western blot islemi sonucunda da hastanin kas dokusunda disferlin
proteininin varligi godzlenmistir. Hastanin patolojik tani sonuclari ile Western blot
sonuclar1 arasinda farklilik gézlemlenmemistir. 13 numarali hastanin klinik tanisim
konulabilmesi i¢in farkli kas dokusu proteinlerinin Western blot ve molekiiler genetik

yontemlerle arastirilmasi gerekmektedir.
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Sekil 4-4: Western blot islemi sonunda distrofin proteininin rod bolgesine ait bantlarin
goriintiileri.

Kontrol grubunda yer alan 7 numarali hastanin distrofin proteininin rod bolgesine ait bantlar gozlemlenmistir. Fakat
western blot islemi sonunda hasta grubunda yer alan 9 numarali hastanin distrofin proteinin rod bolgesine ait
bantlarda faklilik saptanmistir. 9H, 9 numarali hasta; 7K, 7numarali kontrol grubu hastasi; M, molekiiler agirlik
isaretleyici.

10 numarali hasta on doért, 11 numarali hasta on yedi, 12 numarali hasta elli beg
ve 14 numarali hasta ise on dort yasindadir. Hastalar kronik miyopati patolojik
bulgusuna sahiptir. 12 numarali hastanin distrofin geninin molekiiler genetik sonuglara
gore delesyon mutasyonu tasimadigi belirlenmistir. Yapilan Western blot isleminin
sonuglarinda 10 ve 12 numarali hastalarin disferlin, a-sarkoglikan, distrofin proteininin
rod ve C-terminal bolgelerinin eksikligi saptanmamistir. 11 numarali hastanin Western
blot islemi sonucunda a-sarkoglikan proteininin eksikligi gozlemlenmemistir. 14
numarali hastanin Western blot islemi sonucunda ise a-sarkoglikan proteininin ve
disferlin proteininin eksikligi saptanmamistir. Dort hastanin da patolojik tan1 sonuglart
ve klinik bulgular1 ile Western blot sonuclar1 arasinda farklilhik saptanmamistir.
Hastalarin klinik tanilariin konulabilmesi i¢in farkli kas dokusu proteinlerinin Western

blot ve molekiiler genetik yontemlerle arastirilmasi gerekmektedir.



analiz sonuclari.

Tablo 4-3: Kontrol grubuna ait Western blot, patolojik tam1 ve immiinohistokimyasal

Hasta Patolojik Tam Immiinohistokimyasal Western Blot Sonuclar:
Numarasi Analiz Sonuclari
1 Mitokondrial miyopati - a-sarc (+), disferlin (+), DYSI1 (+),
DYS2 (+)
2 Denervayon Miyozin s ve f (+) o-sarc (+), disferlin (+)
3 Normal - a-sarc (+), disferlin (+), DYS1(+),
DYS2 (+)
4 Vakuollii miyopati - Disferlin (+), DYS1(+), DYS2 (+)
5 Kronik nérojenik ttulum - Disferlin (+), DYS1(+), DYS2 (+)
bulgular1 gosteren kas
dokusu
6 Vakuol ve mitokodriyal - a-sarc (+), disferlin (+), DYS1(+),
degisiklikler gosteren DYS2 (+)
miyopati
7 Normal DYSI1 (+), DYS2(+), a-sarc (+), disferlin (+), DYS1(+),
DYS3 (+), DAG(+) DYS2 (+)
8 Miyofibriller miyopati Normal Disferlin (+)
Normal - a-sarc (+), disferlin (+)
10 Denervasyon - o-sarc (+)
Normal DYSI1 (+), DYS2(+), a-sarc (+), DYS1 (+),DYS2 (+)
DYS3 (+), DAG(+)
12 Miyofosforilaz eksikligi Kaveolin 3 (+), DAG(+) a-sarc (+), disferlin (+)
(Mc Ardle Hastalig)
13 Lipid depo hastaligi - a-sarc (+), disferlin (+), DYS1(+),
DYS2 (+)
14 Denervasyon yaninda - Disferlin (+)
belirgin reinnervasyon
gosteren kas dokusu
bulgular1
15 Miyotonik distrofi veya - a-sarc (+), disferlin (+)
sentroniikleer miyopati
16 Vakuollii miyopati - a-sarc (+)
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proteininin C-terminal bolgesi, DYS3:
proteinleri

(+) : Var, (-) : Yok, a-sarc: o-sarkoglikan proteini, DYS1: Distrofin proteininin rod bdolgesi, DYS2: Distrofin
Distrofin proteininin N-terminal bolgesi, DAG: ao-, - ve y-sarkoglikan
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Tablo 4-4: Hasta grubuna ait Western blot, patolojik tan1 ve immiinohistokimyasal analiz

sonuclari.
Hasta Patolojik Tam Immiinohistokimyasal Analiz Western Blot Sonuclar:
Numarasi Sonuclar
1 Kas distrofisi DYSI (+), DYS2(+), DYS3 (+), Disferlin (-), DYS1 (+),
DAG (+) DYS2 (+)
2 DMD DYS1 (-), DYS2(-), DYS3 () a-sarc (+), DYSI (-),
DYS2(-)
3 Disferlinopati DYSI (+), DYS2(+), DYS3 (+), a-sarc (-), disferlin (+)
DAG(+), merozin (+), disferlin (-)
4 DMD, Distrofinopati DYSI (-), DYS2(-), DYS3 (-) a-sarc (+), DYSI (-),
DYS2 (-)
5 Disferlinopati Disferlin (-) Disferlin (-)
6 DMD tipi Distrofinopati DYSI1 (-), DYS2(-), DYS3 (-) a-sarc (+), disferlin (+),
DYSI(-), DYS2 (-)
7 Inflamatuar kas hastaligi,  Disferlin (-) Disferlin (-)
Disferlinopati
8 Disferlinopati Disferlin (-) Disferlin (-)
9 Kronik miyopatik DYSI1 (+), DYS2(+), DYS3 (+), a-sarc (+), disferlin (+),
degisiklikler DAG(+) DYSI1(+), DYS2 (+)
10 Kronik miyopati DYSI1 (+), DYS2(+),DYS3 (+), o-sarc (+), disferlin (+),
DAG (+), disferlin (+), kaveolin-3 (+) DYSI1(+), DYS2 (+)
11 Kronik miyopati DYSI1 (+), DYS2(+), DYS3 (+), o-sarc (+)
DAG (+)
12 Kronik miyopati DYSI (+), DYS2(+), DYS3 (+), a-sarc (+), disferlin (+),
DAG (+) DYSI1(+), DYS2 (+)
13 Hafif miyopatik bulgular  Disferlin (+) Disferlin (+)
14 Kronik miyopati DYSI (+), DYS2(+), DYS3 (+), o-sarc (+), disferlin (+)
merozin (+), emerin (+)
15 Kronik miyopati DYSI1 (+), DYS2(+), DYS3 (+), a-sarc (-), disferlin (+),

DAG (+), disferlin (+)

DYSI (-), DYS2 (-)

(+) : Var, (-) : Yok, a-sarc: a-sarkoglikan proteini, DYS1: Distrofin proteininin rod bolgesi,

proteininin C-terminal bolgesi, DYS3:

proteinleri

DYS2: Distrofin
Distrofin proteininin N-terminal bolgesi, DAG: a-, - ve y-sarkoglikan



49

S. TARTISMA

Miiskiiler distrofiler, kas hiicrelerinin yapisal proteinlerini kodlayan genlerdeki
mutasyonlar sonucu ortaya c¢ikan kalitsal bir hastalik grubudur. Bu genlerdeki
mutasyonlar, hiicre yapisinin degismesine neden olmaktadir. Miiskiiler distrofilerdeki
genetik degisimlerin sonuclari, basta ¢izgili kas dokusu olmak iizere, kalp kasi, beyin

gibi cesitli dokularda kendini gosterebilmektedir (1).

Kas distrofilerinin dnemli bir boliimii oncelikli olarak kal¢a ve omuz kavsaginda
zaaf yapmaktadir ve “limb-girdle miiskiiler distrofi” (LGMD) olarak adlandirilmaktadir.
“Limb-Girdle miiskiiler distrofiler” otozomal dominant veya otozomal resesif patern ile
kalitilmaktadir. Iyi bilinen Duchenne ve Becker miiskiiler distrofileri ise X’e bagh
resesif kalitim gostermektedir. Bugiine kadar otozomal gegisli LGMD’lerden dominant
olanlarin on bir, resesif olanlarin ise yedi alt grubu tanimlanmistir. Bu genotipik
farkliliga ragmen hastaliklarin bir¢ogunda fenotipik 6zellikler benzemektedir ve klinik
planda ayirici tanilariin yapilmasi ¢ok zor, bazen olanaksizdir (17). Bu nedenle ayirici
tan1 DNA analizini gerektirmektedir. Ancak, bugiin i¢in bilinen ¢ok sayida genin
mutasyon taramasinin zahmetli ve pahali olmas1 nedeni ile kas dokusunda ilgili protein
acisindan immiinhistokimyasal inceleme veya Western blot ile protein kalitesinin ortaya
konmasi, var olan protein defektine yonelik genetik inceleme yapilarak taninin

kesinlestirilmesi bu distrofilerde altin standart olmustur.

X’e bagh resesif gecisli hastaliklardan, distrofinopatilerden DMD, miiskiiler
distrofi tipleri arasinda en sik goriilenidir. DMD, distrofin proteinin eksikligi sonucu
ortaya ¢ikan, karakteristik kas tutulumu ve klinik fenotipi olan bir hastaliktir. DMD’de
kas gii¢siizliigii cok erken yasta goriilebilmektedir. Bu nedenle klinik tam konulurken
konjenital miiskiiler distrofi veya diger resesif kaliimli cocukluk c¢agi miiskiiler
distrofileri ile karistirilabilmektedir. Fakat DMD, diger hastaliklarla en az karisan kas
distrofisidir, distrofin yoklugunun kas immiinhistokimyasi ile gosterilebilmesi ¢cok daha
kolaydir ve Western blot uygulamasina c¢ok seyrek olarak ihtiya¢c gostermektedir.
Becker miiskiiler distrofisi (BMD) ise DMD’nin daha ilimli klinik fenotipe sahip
formudur. Fakat hastaliga ait klinik semptomlarin ve baslangic yasinin heterojenite
gostermesi diger “limb-girdle miiskiiler distrofilerle” benzer klinik fenotipik 6zelliklere

sahip olmas1 hastalik tanisinin konulmasinda, BMD’nin diger LGMD’den ayirt etmekte
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zorluklara neden olmaktadir (17). Kas immiinhistokimyasinda kas membranindaki
kesintili veya zayif boyanma, iyi tanindiginda, BMD tanis1 koydurabilmektedir. Ancak,
immiinhistokimyasal olarak normal distrofin boyanmasi BMD’ye isaret edecegi gibi
diger LGMD’leri de ayirict tam olasiliklar1 arasina yerlestirmektedir. Bu nedenle
Western blot ile BMD tanisinin konmasi veya BMD benzeri bir klinik fenotipin ayirict

tanisinin yapilmasi ¢ok bityiik 6nem tasimaktadir.

“Limb-Girdle miiskiiler distrofiler” (LGMD), klinik fenotip olarak birbirlerine
cok bezeyen ve her iki cinste de goriilebilen otozomal kalitimli hastaliklardan olusan bir
miiskiiler distrofi alt grubudur. Bu nedenle bu grup i¢inde yer alan distrofilerin klinik
ozellikleri bakimindan birbirinden ayirt edilmesi olduk¢a zordur (16). Ayrica kas
immiinhistokimyasi, hastaliga neden olan eksik protein disinda onun iliskili oldugu
proteinlerden bazilarinda da azalma ortaya cikmaktadir ve ayirict taniyi
olanaksizlastirmaktadir. Bu nedenle Western blot, bu grup hastaliklarin ayiric1 tanisinda

da ¢ok 6nemli bir yer tutmaktadir.

Bu caligmada, Western blot yontemi kullamilarak miiskiiler distrofilerden
bazilarimin  (distrofinopati, o—sarkoglikanopati, disferlinopati) ayirict1 tanilarinin
konulmas1 amaclanmistir. Western blot, proteinlerin molekiiler agirliklarim ve
miktarlarim1 belirlemede kullanilan bir yontemdir. Farkli bolge ve tiplerdeki genetik
mutasyonlar sonucu ortaya c¢ikan miiskiiler distrofilerin bir ¢ogunun molekiiler genetik
yontemlerle tanimlanmas1 olduk¢a zordur. Bu nedenle Western blot, miiskiiler distrofi
tiplerinin ayirici tanilarinin konulmasinda ve potansiyel olarak karistirilabilecekleri
diger noromiiskiiler hastaliklardan ayirt edilmelerinde kullanilabilecek en giivenli
yontemdir (17). Fakat bu yontemin bazi dezavantajlar1 ve zorluklart vardir. Bunlardan
biri, islem swrasinda analiz edilen proteininin tipine godre ortam sartlarinin
degistirilmesinin gerekli olmasidir. Diger dezavantajlar ise islemin uzun siirmesi ve

pahali olmasidir.

Calisma kapsaminda, Western blot yontemi kullanilarak hastalara ait cizgili kas
dokularinda distrofin, oi—sarkoglikan ve disferlin proteinleri analiz edilmistir. Yontemin
laboratuarimizda yeni calisiliyor olmasi nedeni ile, calismanin bir kontrol grubunda da
uygulanmasi amaclanmistir. Bu nedenle caligmada hasta ve kontrol grubu olmak iizere
iki grup olusturulmustur. Hasta grubu, patolojik ve klinik olarak miiskiiler distrofi

tanisina sahip on bes kisiden olusmaktadir. Kontrol grubu olarak ise miiskiiler distrofi
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disinda farkli kas hastaligi patolojik tamisi bulunan on alti kisilik hasta grubu
olusturulmustur. Kontrol grubuna ait Western blot analizi sonuglar ile hastalarin
patolojik bulgu sonug¢lari uyumlu bulunmustur. Hastalarin patolojik tanisindan farkli bir

protein analizi sonucu elde edilmemistir.

Hasta grubunda yer alan ii¢ hastada distrofin proteinin C-terminal ve rod
bolgelerinin eksikligi gozlemlenmistir. Bu hastalarin patolojik tanilar1 da DMD tipi
distrofinopatidir. Fakat ii¢ hastanin da distrofin geninde molekiiler olarak ekson
delesyonu mutasyonu bulunmamistir. Yirmi bes yasinda ve erkek bir hastanin ise
Western blot islemi sonucunda distrofin proteininin rod bolgesine ait bantlarda farklilik
saptanmis ve hastada BMD olduguna karar verilmistir. Fakat bu hastada daha once
incelenmis olan distrofin geninde molekiiler olarak ekson delesyon mutasyonu
saptanmamistir. Bu nedenle hastanin distrofin geninde, bilinen sicak bolgeler disinda bir
gen mutasyonu olabilecegi ve molekiiler yontemlerle bu mutasyonun belirlenmesi

gerektigi sonucuna varilmistir.

Calismada bir hastanin patolojik tanisi ile Western blot sonuglari arasinda
farklilik bulunmustur. Hasta on yasindadir ve hastaliginin baglama yas1 altdir. Hastanin
patolojik tanmis1 disferlinopatidir. Western blot sonucunda ise hastada disferlin
proteininin eksikligi saptanmamis, buna karsilik o-sarkoglikan proteininin eksikligi
gozlemlenmistir. Bu nedenle hastanin farkli kas dokusu proteinlerinin de
arastirilmasinin -~ gerekli  oldugu  diisiiniilmiistiir. Ciinkii  yapilan calismalarda
kalpainopatisi ve sarkoglikanopatisi olan bazi hastalarda disferlin proteininin kismi
olarak azalmaya ugradig1 gosterilmistir (88). Ayrica farkli bir kas dokusu proteinindeki
bozukluk da a-sarkoglikan proteinini etkileyebilmektedir. Sarkoglikan kompleksinde
yer alan herhangi bir proteindeki eksiklik tiim kompleksin bozulmasina neden olmakta,
bu nedenle tiim sarkoglikan kompleksi proteinlerinin eksikligi goriilmektedir (46).
Distrofin glikoprotein kompleksinde yer alan bir proteinin eksikligi de diger kompleks
iiyesi proteinlerin hiicre i¢indeki veya sarkolemmadaki varligini etkileyebilmektedir

).

Hasta grubumuzdaki 4 hastada disferlin proteininin eksikligi gézlemlenmistir.
Bu hastalarin ikisi erkek, ikisi ise kadindir. Erkek hastalardan birinin yas1 on birdir ve
hastaliginin baslama yas1 dokuzdur. Bu hastanin yasi, disferlinopatiler i¢in genel olarak

literatiirlerde verilen yas grubuna ve bizim disferlinopati patolojik tanist bulunan
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hastalarimizin yaslarina gore oldukca kiiciiktiir. Yirmi ile otuz yas aralifi, limb-girdle
miiskiiler distrofi tip 2B ve Miyoshi miyopatisi icin literatiirlerde verilen klinik
semptomlarin goriilmeye baslandigi yas grubudur (66). Yapilan baska bir calismada
Seung-Hug Oh ve arkadaslan1 yaptiklar1 bir caligmada dokuz yasinda limb-girdle
miiskiiler distrofi tip 2B baslangici bulunan hastalarinin bulundugunu bildirmislerdir
(93). Bu da disferlin proteini bozukluguna bagl distrofilerin ¢cocukluk ¢aginda da ortaya
cikabilecegini gostermektedir. Ayrica kalpainopatisi ve sarkoglikanopatisi olan bazi
hastalarda disferlin proteinin kismi olarak azalmaya ugradigr gosterilmistir (88).
Hastanin patolojik bulgularinda sarkoglikan proteinlerinin herhangi birinde eksiklik
gozlemlenmemistir. Bu nedenle hastanin klinik tanis1 konulmadan oOnce ozellikle

kalpain-3 proteinin analiz edilmesi gerekmektedir.

Hasta grubunda yer alan bes kiside klinik ve patolojik bulgular1 dikkate alinarak
Western blot yontemiyle analiz edilen proteinlerinde eksiklik goriilmemistir. Bu
nedenle hastalarin klinik tamilarimin  konulabilmesi i¢in farkli miiskiiler distrofi

proteinlerinin ve gen mutasyonlarinin arastirilmasi gerekmektedir.

Bu caligmadan elde edilen sonuglar hastalarin klinik tanilarinin konulmasinda,
hangi genin incelenmesine yonelmek gerektigine karar verilmesinde ve hastali§a neden
olan genetik bozuklugun belirlenmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynayacaktir. Western blot,
pahali ve uzun siiren bir yontem olmakla birlikte miiskiiler distrofilerin ayirici
tanilarinda kullanilabilecek en giivenli yontemdir. Bu nedenle ¢ok sayida miiskiiler

distrofi tipini iceren bir Western blot tan1 panelinin olusturulmasi gerekmektedir.
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FORMLAR

Goniillii Olur Formu
Arastirmamin Adi: " Western blot yontemi ile miiskiiler distrofi proteinlerinin

tanimlanmas1”

Bu arastirma, Istanbul Universitesi, Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, Genetik
Anabilim Dalinda yapilacaktir. Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Noroloji
Anabilim Dalina bagvuran ve miiskiiler distrofi tanis1 konan hastalara yapilacak olan

rutin tan1 yontemlerine ek bir inceleme yontemidir.

Miiskiiler distrofiler ilerleyici kas giigsiizliigii ve kaybiyla karakterize olmusg
genis bir kalitsal hastalik grubudur. Bu hastaliklara genlerdeki mutasyonlar sonucu
dokularda ortaya ¢ikan protein eksiklikleri ve bozukluklar1 sebep olur. Bu gruba giren
hastaliklar birbirlerine benzer fenotipik 6zellikler gosterir. Bu nedenle bu hastalarin
ayirict  tamisinda molekiiler  yontemler  kullanilmaktadir. Bu  arastirmada
Duchenne/Becker miiskiiler distrofi, Limb-Girdle miiskiiler distrofi tip 1C, Limb-Girdle
miiskiiler distrofi tip 2A, Limb-Girdle miiskiiler distrofi tip 2B, o sarkoglikanopati
(limb-girdle miiskiiler distrofi tip 2D), B sarkoglikanopati (limb-girdle miiskiiler distrofi
tip 2E), y sarkoglikanopati (limb-girdle miskiiler distrofi tip 2C), & sarkoglikanopati
(limb-girdle miiskiiler distrofi tip 2F), merozin-negatif konjenital miiskiiler distrofi
fenotipik Ozellikleri gosteren hastalarin protein diizeyinde ayirici tamisinin konmasi
amaclanmaktadir. Hastalarin klinik tanilarmmin dogrulayarak tedavi siirecine katki

saglamak nihai hedeftir.

Calisma bir yil siirecektir. Calisma siiresi zorunlu kalinmasi1 durumunda en fazla
6 ay uzatilacaktir. Caligmaya yaklagik otuz goniilli miskiiler distrofi hastasi

katilacaktir.

Arastirmada hastadan rutin olarak histopatolojik inceleme i¢in alinan doku
orneklerinden artan 20-30mg’lik kas dokusu kullanilacaktir. Rutin olarak yapilan
islemler sirasinda alinacak kas dokusu kullanilacagi i¢in hastaya ek bir yan etki
olusturmayacaktir. Sadece kas dokusu alinmasi islemi sirasinda ¢ok az bir enfeksiyon

riski bulunmaktadir.
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Arastirmada Istanbul T1p Fakiiltesi, Noroloji Anabilim Dalinda miiskiiler distrofi
tanis1 konmus hastalarin rutin incelemeleri icin alinan kas dokusu kullanilacaktir.
Projede 20-30 mg’lik kas dokusu kullamlacaktir. Doku Multipleks Western Blot
yontemi kullanilarak analiz edilecektir. Bu yontem kas dokusunda bulunan proteinlere
6zgii monoklonal antikor kullanilarak etkin sekilde uygulanabilen bir yontemdir. Islem
sonunda miiskiiler distrofi hastaligina yol acan proteinlerin kas dokusunda tanimlanmasi

yapilacaktir.

Bu proje sonunda hastalarin tedavi siireclerine katki saglayacak Western Blot
yonteminin rutin olarak yapilmasi hedeflenmektedir. Bu sayede miiskiiler distrofilere
yol acan bircok protein kas dokusunda aym anda analiz edilebilecektir. Klinik
muayenelerde fenotipik olarak birbirlerinden ayirt edilmesi zor olan miiskiiler distrofi
hastalarimin  protein diizeyinde ayricti  tamilann yapilacaktir. Ayrica molekiiler
yontemlerle klinik tanist dogrulanmis olan hastalara daha dogru genetik danigma

verilebilmesi miimkiin olacaktir.
Goniillii haklar:
¢ Arastirmaya katilmayi red etme hakkina sahipsiz.

e Aragtirma sirasinda istediginiz anda haber vererek calismadan cekilebilir yada

aragtirmaci tarafindan gerek goriildiigiinde arastirma dis1 birakilabilirsiniz.

e Aragtirmay1 kabul etmemeniz durumunda veya herhangi bir nedenle calisma
programindan ¢ikartilmaniz veya ¢ikmaniz halinde, hastaliginiz ile ilgili tedavide bir

aksama olmayacaktir.

¢ Aragtirma ic¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmeyeceksiniz. Ayrica calismada yapilacak islemler i¢in size herhangi bir 6deme

yapilmayacaktir.

e Goniilliilden alinacak kas dokusu 6rnekleri sadece " Western blot yontemi ile miiskiiler

distrofi proteinlerinin tanimlanmasi”" adli caligmada kullanilacaktir.

¢ Caligma sirasinda kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir. Calisma sonunda elde edilecek

bilgiler sizin ve hekiminiz disindaki ii¢iincii bir sahislara aktarilmayacaktir.

® Yapilacak calisma herhangi bir tedavi yontemi degildir.
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Sayin Dr. Piraye Oflazer tarafindan Deney Tip Arastirma Enstitiisii, Genetik
Anabilim Dalin’da tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili
yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra boyle bir aragtirmaya “katilimer”

(denek) olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve sayg ile yaklasilacagina
inantyorum. Arastirma sonuclarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda

kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacag1 konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak igin arastirmadan
cekilecegimi Onceden bildirmemim uygun olacagmin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla aragtirmaci tarafindan arastirma
dis1 da tutulabilirim. Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal

sorumluluk altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde,
her tiirlii ttbbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi

miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastifimda; herhangi bir saatte,
Prof. Dr. Piraye Oflazer’e (0212) 4142000- 1968 telefon numarasi ve Istanbul
Universitesi, Istanbul T1p Fakiiltesi, Noroloji Anabilim Dali adresinden arayabilecegimi

biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayict bir davramigla karsilasmis degilim. Eger katilmayi
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime herhangi bir zarar

getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrmtilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir diisiinme siiresi sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “katilime1”
(denek) olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiikk bir
memnuniyet ve goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum.imzali bu form kagidinin bir

kopyasi bana verilecektir.
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Goniilliit Onay Formu

Yukarida goniillilye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gosteren
metni okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla
s0z konusu klinik arastirmaya kendi rizamla hicbir baski ve zorlama olmaksizin

katilmay1 kabul ediyorum.

Goniilliiniin Adi-soyadi, Imzasi, Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar icin veli veya vasinin Adi-soyadi, Imzasi,

Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Aciklamalari yapan arastirmacinin Adi-soyadi, Imzasi

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin Adi-

soyadi, Imzas1, Gorevi
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ETIK KURUL KARARI

11/10/2006

iSTANBUL TIP FAKULTESI
YEREL ETiK KURUL TUTANAGI

Toplanti Tarihi :

Toplanti Yeri Behget Kiitiiphanesi Pembe Salon

Toplanti Sayisi : 10

Sorumlu arastiricthgini Universitemiz Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Genetik
Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof.Dr. Nihan UNALTUNA'nin {istlendidi ve Yiiksek Lisans
Ogrencisi Tibbi Biyolog Eda BECER'in yiiriitecegi 2006/1829 protokol numarali "Western blot
yontemi ile muskuler distrofi proteinlerinin tanimlanmasi” baslikh tez calismasi kurulumuzda
incelendi etik yonden bir sakinca tasimadidi gérildii, uygulamaya konulabilecegine karar
verildi.

Prof.Dr. Zafer ARI m\

=

Prof.Dr. Seving EMRE

Etik Kurul Baskani ( Dekan'Yar s1)
Prof.Dr. A.Yagiz URESIN
Farmakoloji ve KIi.F. A.D =
Prof.Dr. Ahmet GUL /1 o

Ig Hast. A.D, Romatoloji Bi

limdal
Prof.Dr. Berrin UMMA
Kardiyoloji A.D. %"’
Prof.Dr. Cahide GOKKUSU

Biokimya A.D
Prof.Dr. Kamil PEMBECI
Anesteziyoloji A.D.

Prof.Dr. Nuran YILDIRIW@
Tip tarihi ve Deontoloji A.D. /V]
Prof.Dr. Og han\gOBAN

Néroloji A.D.g/\(
Prof.Dr. Pinar SAIP [
i.U. Onkoloji Enstitiisii

Cocuk Sag. Ve Hast. A.D

Prof.Dr. Umit TURKOGLU
Biokimya A.D

Prof.Dr. Veli UYSAL 7>
Patoloji A.D.
Prof.Dr. Yesim ERBIL -

Genel Cerrahi A.D.
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi Eda Soyadi Becer
Dog.Yeri |Gazimagusa/Kibris Dog.Tar. 19.08.1984
Uyrugu TC/KKTC TC Kim No | 10987061406
Email becereda@yahoo.com Tel 0555 527 28 87
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili
Doktora

Yiik.Lis. Istanbul Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik

istanbul Universitesi, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Tibbi

Biyolojik Bilimler 2005

Lisans

Lise Gazimagusa Tiirk Maarif Koleji 2001

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralaym)

Gorevi Kurum Siire (Yil - Y1)

1. -

3. -
Yabana |Okudugunu % % KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma* | Yazma Puam Puam
ingilize |Iyi Orta Iyi 85
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhk Sozel
LES Puam 76 76 77
(Diger) Puam
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi
Mikrosoft ofis programlari iyi






