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ÖZET 

Kural, E., Desmin ve Lamin B Etkileşiminin Zebra Balığında 

Araştırılması, Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Tıbbi 

Biyoloji Programı Yüksek Lisans Tezi, Ankara, 2017. Bu tez çalışmasında 

sitoplazmada yerleşim gösteren ve kas dokusuna özgül bir ara filament 

protein olan desmin ve çekirdek ara filament proteini olan lamin B arasındaki 

etkileşim, yabanıl tip AB zebra balığında araştırılmıştır. Tez kapsamında 

yabanıl tip zebra balıklarından protein izolasyonu yapılmış ve birlikte 

immünçöktürme (Co-IP) metodu kullanılarak lamin B ve desmin arasındaki 

fiziksel etkileşim gösterilmiştir. İlave olarak, yabanıl tip AB zebra balığı kas 

dokusundan alınan kesitlerde proximity ligation assay (PLA) tekniği 

kullanılarak bu platformda da desmin ve lamin B etkileşimi gösterilmiştir. 

Anahtar Kelimeler: Desmin, lamin B, iskelet kası, zebra balığı, birlikte 

immünçöktürme, protein protein etkileşimi. 

Bu tez TÜBİTAK tarafından 214S174 projesi ile desteklenmiştir.  
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ABSTRACT 

Kural, E., Investigation of Desmin and Lamin B Interaction Using 
Zebrafish Model, Hacettepe University Institute of Health Sciences, 
Master of Science Thesis in Medical Biology, Ankara, 2017. In this thesis 
the interaction between desmin, an intermediate filament protein located in 
cytoplasm and lamin B, intermediate filament protein of the nucleus was 
investigated using wild type AB zebrafish as a model organism. Within the 
scope of the thesis, proteins of interest were isolated from wild type AB 
zebrafish and a direct interaction was determined via co-immunoprecipitation. 
To confirm the results, proximity ligation assay was used in skeletal muscle 
sections of wild type AB zebrafish, and a direct interaction between desmin 
and lamin B was also shown in this technique. 

Key words: Desmin, lamin B, skeletal muscle, zebrafish, co-
immunoprecipitation, protein protein interaction. 
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1. GİRİŞ 

1.1. Desmin  

Desmin kas hücrelerinin temel ara filament proteinidir. 53kDa 

ağırlığındaki bu protein iskelet kası, kalp kası ve düz kasta ifade olur. Olgun 

iskelet kasında desmin, Z disklerde miyofibril yapılarını bir arada tutar ve 

miyofibrilleri sarkolemmaya bağlar (1). Desmin, bağlantılı olduğu diğer ara 

filament proteinleri ile ağ yapısı oluşturarak miyofibrillerin çekirdeğe, 

mitokondriye ve sarkolemmaya bağlantısını sağlayarak, kas hücresinin 

kasılması ve gevşemesi sırasında hücresel bütünlüğün korunmasını ve güç 

aktarımını kolaylaştırır (1,2). Desmin proteini 2q35’de yerleşim gösteren 

desmin geni (DES) tarafından kodlanmaktadır.  

1.2 Laminler 

 Laminler, çekirdeğin ara filament proteinleridir. Hücrede çekirdek 

içerisinde, iç zara bağlı olarak konumlanmışlardır. Laminler, mitoz sırasında 

çekirdek zarfının yıkımında ve tekrar yapımında görev almakla beraber 

çekirdek gözenek kompleksinin çekirdek zarfına yerleşiminde de görevlidir. 

Lamin proteinleri çekirdeğe mekanik destek veren proteinlerdir. Kas hücreleri 

gibi mekanik olarak çok aktif olan hücrelerin çekirdekleri, kendilerini 

çevreleyen hücre iskeleti ile çok kuvvetli bir fiziksel etkileşime ve ardarda 

gelen mekanik strese dayanmak için güçlü bir yapısal desteğe ihtiyaç duyar. 

Çekirdek ve hücre iskeleti mekaniğinin bozulması ilerleyen süreçte kas 

dejenerasyonuna neden olur (3). 

 Laminler, lamin A, lamin B1, lamin B2 ve lamin C olmak üzere dört 

gruba ayrılırlar. Lamin A ve lamin C, lamin A geninin (LMNA) alternatif 

splicing ürünleridir. Canlılarda ağırlıklı olarak farklılaşmış dokularda ifade 

edilir. B tipi laminler tüm hücrelerde ifade edilmektedir (4). Lamin B1 , lamin 

B1 geninden (LMNB1) kodlanan temel lamin B proteinidir (5). Lamin B2 ise 

lamin B2 geninden (LMNB2) kodlanan lamin B proteini olup hücredeki rolü 

hakkında çok az veri mevcuttur.  
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1.3 Desmin ve Laminler Arasındaki Etkileşim 

 Desmin proteininin çekirdekte yer alan lamin A/C proteinleri ile 

linkers of nucleocytoskeleton and cytoskeleton (LINC) kompleksi aracılığıyla 

etkileşime girdiği bilinmektedir. LINC kompleksi genel olarak dört temel 

eleman içerir. Bunlar, laminler, çekirdek iç zar proteinleri, çekirdek dış zar 

proteinleri ve hücre iskeleti proteinleridir. Nesprin, SUN, Emerin, Plektin, 

Luma ve Lamin proteinleri LINC proteinlerinden bazılarıdır. LINC 

kompleksi nükleer lamina ile hücre iskeleti arasında fiziksel bir bağlantı 

kurar. İç çekirdek zarında yerleşim gösteren SUN proteinleri lamin A/C, 

Lamin B1 ve Lamin B2 ile etkileşim halindedir. SUN proteinleri aynı 

zamanda iç ve dış çekirdek zarları arasındaki alanda  nuclear envelope 

spectrin repeat (NESPRIN) protein ailesi elemanları olan nesprin 1 ve 

nesprin 2 proteinleri ile de etkileşim halindedir. Nesprinler dış çekirdek 

zarından sitoplazmaya doğru uzanır ve genellikle aracı bir protein vasıtasıyla 

hücre iskeleti proteinlerine bağlanır (6). Bir hücre iskeleti proteini olan 

desmin, LINC kompleksine plektin proteini aracılığı ile bağlanarak çekirdek 

ve hücre iskeleti arasında mekanik bağlantı kurulmasını sağlar (7). Desmin ve 

lamin B etkileşiminin doğrudan ya da LINC kompleksi aracılığı ile olduğuna 

dair günümüz literatüründe hiç bir bilgi mevcut değildir (8,9).  

Georgatos ve ark. 1987 yılında yaptıkları bir çalışmada (10) in vitro 

koşullarda desminin lamin B ye bağlandığını göstermiş ve bağlanma 

bölgesinin 413-434. amino asitler arasında yer aldığını belirtmiştir. Lockard 

ve Bloom (1993) (9) tarafından yayınlanan çalışmada ise elektron 

mikroskopisi ile desminin çekirdek gözenek kompleksinden içeri doğru 

uzandığı gösterilmiş ve çekirdek gözenek kompleksinin desmin-lamin B 

etkileşiminin gerçekleştiği yer olabileceği öngörülmüştür. 

Lamin B, çekirdek gözenek kompleksi proteinlerinden biri olan 

Nup153 proteini aracılığıyla çekirdek gözenek kompleksine tutunur (4,11). 

Lamin B nin Nup153 ile etkileşimde olduğunun gösterilmesi (11,12) ve 

desminin çekirdek gözenek kompleksine kadar uzanması, desmin-lamin B 
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etkileşiminin çekirdek gözenek kompleksi arasından olduğu ihtimalini 

arttırmaktadır.  

1.4 DES c.1289-2A>G Mutasyonu 

 LGMD2 tanısı alan bir ailede DES geninde c.1289-2A>G mutasyonu 

saptanmıştır. Mutasyon sonucunda desmin proteininin kuyruk domainine 16 

aminoasit eklenmiştir. Eklenen 16 aminoasit, desminin lamin B’ye bağlanma 

domaini olarak belirlenen (10) bölgede yer almaktadır (13).  

1.5 Birlikte İmmünçöktürme (Co-IP) ve Proximity Ligation Assay 

(PLA)  

Protein-protein etkileşimlerinin araştırılmasında birlikte 

immünçöktürme yöntemi (co-immunoprecipitation, Co-IP) sıklıkla 

kullanılmaktadır. Co-IP tekniği, prensip olarak immünçöktürmeye benzeyen 

ancak antijenin, antijene bağlanan protein ya da ligandlarla beraber 

çöktürülmesine olanak veren yöntemdir.  

PLA sistemi in-situ Co-IP olarak da bilinen bir yöntemdir. Birbirine 

40 nm’den daha yakın mesafede bulunan proteinleri, işaretli problar 

aracılığıyla tanıyarak, aralarında bir etkileşim olup olmadığının anlaşılmasını 

sağlayan bir tekniktir.  

1.6 Zebra Balığı  

Zebra balığı (Danio rerio) tropik bir balık türü olup bilim dünyasında  

gittikçe artan bir öneme sahiptir. Bunun nedeni, jenerasyon zamanının 

kısalığı, düşük maliyet, kolay bakım, embriyoların transparan olması ve gen 

manipülasyonlarının kolaylığıdır. Ayrıca doğurganlığın yüksek olması 

nedeniyle haftada 200-300 yumurta elde edilebilmesi, gelişimin hızlı olması 

ve önemli organların fertilizasyondan 24 saat sonra oluşması en büyük 

avantajlarındandır. Zebra balığı memeli model organizmalarına kıyasla insana 

daha uzak olmasına rağmen, iskelet kası ile ilişkili ortolog genlerin temel 
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işlevleri zebra balığı ile insan arasında korunmuştur (14). Birçok kas distrofisi 

modellenmiştir (15). 

1.7 Amaç ve Kapsam 

 Georgatos ve ark. (10) ve Lockard ve ark. (9) tarafından in vitro 

yapılan çalışmalar, sırasıyla, desminin lamin B bağlanma domainine sahip 

olduğunu ve bu etkileşimin çekirdek gözenek kompleksi aracılığı ile 

gerçekleşmesinin olası olduğunu göstermiştir. 1993 yılından sonra literatürde 

bu konuyla ilgili bir araştırmaya rastlanmamıştır. Ardından Çetin ve ark. (13) 

tarafından LGMD2 tanısı almış hastaya ait kas dokusu biyopsi örnekleriyle 

yapılan çalışmada, DES geninde otozomal resesif olarak aktarılan bir 

mutasyon (DES c.1289-2A>G) tespit edilmiş ve mutasyonun desmin ifadesini 

değiştirmediği gösterilmiştir. Mutasyon, mRNA’nın okunma çerçevesini 

bozmadan desmin proteinin kuyruk domaininde yer alan olası lamin B 

bağlanma bölgesine 16 amino asidin eklenmesine neden olmaktadır. Ayrıca, 

desminopati hastalarında görülen desmin mutasyonunun neden olduğu 

agregat birikimi hastada görülmemiştir. Hastaya ait kas dokusu örneği 

konfokal mikroskopi ile incelendiğinde sağlıklı bireylerde desmin-lamin B 

etkileşimi görülürken, hasta bireylerde etkileşim gözlenmemiştir. Çekirdek 

morfolojisi incelendiğinde, çekirdek yapısının korunmuş olduğunun tespit 

edilmesi, yapısal destek için pek çok protein olduğunu; ancak mutasyonun, 

desmin-lamin B etkileşimini bozarak hücrelerin mekanik iletisini 

yavaşlattığını ve uzun süreçte kas dejenerasyonuna ve kas yıkımına neden 

olduğunu düşündürtmüştür.  

Tüm bu bilgiler ışığında, desmin ve lamin B arasında doğrudan bir 

etkileşim olduğu hipotezi kurulmuş ve tez kapsamında desmin ve lamin B 

etkileşiminin Co-IP ve PLA teknikleri kullanılarak yabanıl tip AB zebra 

balıklarında araştırılması hedeflenmiştir.  

 Gerçekleştirilen tez çalışması kapsamında yabanıl tip AB zebra 

balıklarında desmin ve lamin B proteinlerinin doğrudan etkileşimde olduğu 

gösterilmiştir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1 İskelet Kasının Yapısı ve İşlevi 

 İskelet kası üç temel kas tipinden bir tanesidir ve istemli hareketlerden 

sorumludur. İskelet kası, ince iplik şeklinde sitoplazması olan ve plazma 

zarının hemen altında yerleşim gösteren çok çekirdekli kas liflerinin bir araya 

gelmesiyle oluşmaktadır.  

Hücre sitoplazması içerisinde en küçük kasılma birimi olan 

miyofibriller bulunmaktadır. Miyofibril 1-2 µm çapında silindirik yapıya 

sahip olup sarkomer adı verilen küçük kasılabilir birimler içerir. Her 

sarkomer düzenli olarak yerleşim gösteren ince filamentler ve kalın 

filamentlerden oluşmaktadır. İnce filamentler, aktin ve aktinle ilişkili 

proteinlerden oluşur. Her filament bir ucundan sarkomerin sonunda bulunan Z 

disklere bağlanırken diğer uçları sarkomerin ortasına doğru uzanarak, 

miyozinin kasa özgül izoformlarından oluşan kalın filamentler ile bir araya 

gelir. Kasılma esnasında meydana gelen sarkomer kısalması miyozin 

filamentlerinin aktin filamentleri içerisinden kayması ile gerçekleşir. Her 

miyofibril içerisinde yer alan binlerce sarkomerin seri ve senkronize bir 

şekilde kısalması iskelet kasının kasılma işlevini yerine getirmesini sağlar. 

2.2 Desmin  

 Desmin kas hücrelerinin temel ara filament proteinidir. 2q35’de 

yerleşim gösteren DES geni tarafından kodlanır. 53 kDa ağırlığında olan ve 

çizgili kasların Z-disklerinde yerleşim gösteren desmin, tip III ara filament 

proteinidir. Desmin, miyofibriler Z-disk etrafında üç boyutlu bir yapı 

oluşturarak ve kasılabilir elemanları subsarkolemmal hücre iskeletine, 

çekirdeğe ve diğer organellere bağlayarak kasın hücre mimarisinin 

korunmasını sağlar (2). Desmin aynı zamanda kas hücresinin kasılıp 

gevşemesi esnasında hücresel bütünlüğün korunmasını sağlar ve güç 

aktarımını kolaylaştırır (1,2).  
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 Tipik bir ara filament proteininde olduğu gibi desminde de amino ve 

karboksil uçlarında bulunan baş ve kuyruk domainleri ve bunların arasında 

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

filamentler arasında boyut ve dizi farklılığı gösteren baş domaini desminde 84 

aminoasit uzunluğundadır. Desmin kuyruk domaini %70 oranında heptat 

tekrarlarından yoksun rastgele yapılanmaya sahiptir. Kuyruk domaini 

desminin yapılanmasında, filament yapısının uzamasında ve korunmasında 

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

iskeleti proteinleriyle etkileşime girerek, sitoplazmik ara filament ağının 

oluşmasını sağlamaktır (19). 

 

Şekil 2.1. Desmin yapılanmasının şematik görüntüsü. Desmin 4 segmentten 
oluşan (1A, 1B, 2A ve 2B) merkezi bir rod domaini ile amino ve karboksil 
domainlerinden oluşur. Bu domainlerin arasında 3 adet bağlayıcı (linker) 
domain (L1, L12 ve L2) bulunur. 2 monomer paralel bir şekilde bir araya 
gelerek dimer yapısını ve 2 dimer antiparalel şekilde bir araya gelerek 
tetramer yapısını oluşturur (Tang’dan uyarlanmıştır (2008) (20)).  

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

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

ürünlerinin lamin B'ye bağlanma afiniteleri değerlendirilmiştir. Afinite 

kromatografisi ve overlay assay sonuçları desminin kuyruk domaininde yer 

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

bölgesi olduğunu göstermiştir (10).  
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2.3 Nükleer Lamina ve Laminler 

 Nükleer lamina, çekirdek iç zarının hemen altında yer alan, hücrenin 

boyutu, mekanik stabilitesi ve çekirdek şeklinin korunmasına yardımcı 

protein ağıdır (21). Nükleer laminanın temel yapısal proteini laminlerdir (22). 

 Laminler çekirdeğin yapısal özellikleri açısından kritik öneme sahip 

tip V ara filament proteinleridir. Lamin A ve lamin B olmak üzere iki ana 

gruba ayrılır (Şekil 2.2). A-tipi laminler olan lamin A ve lamin C, LMNA’nın 

alternatif-splicing ürünleri iken, B-tipi laminlerden, lamin B1 LMNB1 ve 

lamin B2 LMNB2 ‘den sentezlenmektedir. Ayrıca LMNA’nın, lamin C2 ve 

lamin AΔ10 olarak bilinen, hücredeki fonksiyonları ve regülasyonu henüz 

tam olarak açıklanamamış iki adet alternatif splicing ürünü daha mevcuttur 

(23). A tipi laminlerin evrimsel süreçte B tipi laminlerden exon-shuffling 

aracılığı ile oluştuğu düşünülmektedir (24). Hutchison (2002) (4) B tipi 

laminlerin tüm hücre tiplerinde ifade olduğunu belirtmiştir. Buna karşılık A 

tipi laminler  ağırlıklı olarak gelişimsel sürece bağlı olarak ifade olur (25).  

 

Şekil 2.2 Lamin proteinleri: Domain organizasyonu ve protein yapısı. α- 
helikal rod domaini 1A,1B, 2A ve 2B olmak üzere 4 segmentten oluşur (sarı). 
Kuyruk domaini, çekirdek lokalizasyon sinyalini, immunglobulin domainini 
(mavi) ve post transkripsiyonal modifikasyonlar sırasında farnesillenen 
korunmuş CAAX kutusunu taşır (Dittmer ve ark.’dan  uyarlanmıştır (2011) 
(26)). 
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 Laminler evrim süreci boyunca korunmuş proteinlerdir. Tıpkı diğer 

ara filament proteinleri gibi merkezi α-helikal rod domaini ile amino ve 

karboksil uçlarında yer alan baş ve kuyruk domainlerinden oluşur (25). Rod 

domaini oldukça korunmuştur (26,27). Laminler hücre içerisinde üst 

yapılanmaya giderken öncelikle lamin monomerleri bir araya gelerek merkezi 

rod domaini aracılığı ile dimer yapısını oluşturur. Dimer yapılar anti-paralel 

olarak bir araya gelir ve protofilament yapısını oluşturur. Üç-dört adet 

protofilamentin bir araya gelmesiyle yaklaşık 10 nm çapında ara filament 

yapısı oluşur (26) (Şekil 2.3). 

 

Şekil 2.3. Lamin polimerlerinin şematik yapısı. Lamin dimerleri, iki 
monomerin α helikal rod domaini aracılığıyla bir araya gelmesi ile oluşur. 
Dimerlerin antiparalel organizasyonu ile polimer, iki polimerinin antiparalel 
organizasyonu ile protofilament ve 3-4 protofilamentin bir araya gelmesi ile 
ara filament yapısı oluşur (Dittmer ve ark.’dan uyarlanmıştır (2011) (26)).  

 Mitoz bölünme sırasında A tipi laminler çözünür halde bulunurken, B 

tipi laminler parçalanan çekirdek zarına bağlı durumdadırlar. B tipi laminlerin 

bölünme sırasında çekirdek zarına bağlı olmalarının iki nedeni olduğu 

düşünülmektedir. Bunlardan ilki, posttranslasyonal modifikasyonlar 

esnasında A tipi laminlerin karboksil ucunda bulunan sistein amino asitlerinin 

uzaklaştırılması nedeniyle, hücre zarı ile ilişki kurmalarının zor olduğu 

varsayımıdır. Bir diğer açıklama ise B tipi laminlerin çekirdek zarı ile 
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etkileşimlerinin çekirdek iç zarı proteinleri aracılığıyla güçlendiriliyor 

olmasıdır (2). Lamin B farnesillenirken, lamin A ve C’nin farnesillenmemesi 

de bu durumu açıklayan etkenlerden biri olabilir. Zira farnesilasyonun 

çekirdek iç zarı ve lamin B arasındaki etkileşimi güçlendirdiği 

düşünülmektedir (28).  

 Laminlerin yapısal ve mekanik olmak üzere 2 temel görevi vardır. 

Yapısal görevleri arasında, çekirdek zarfının bütünlüğünün korunması, DNA 

replikasyonun düzenlenmesi, hücre büyümesinin ve bölünmesinin 

organizasyonu bulunmaktadır (25,27,29). Laminler aynı zamanda 

mekanotransdüksiyonda görev almaktadırlar (30,31). Farklı tip laminlerin 

hücre içerisinde farklı görevleri vardır. Örneğin, lamin A/C periferal sinir 

sisteminin ve iskelet sisteminin normal gelişiminde (32) ve çekirdek 

stabilitesinin korunmasında önemli bir yere sahiptir (33). B tipi laminlerin her 

birinin özgün görevleri tam olarak bilinmemekle birlikte fonksiyonel bir 

çekirdek laminasının oluşabilmesi için gereklilikleri gösterilmiştir (25). 

2.4 LINC Kompleksi 

LINC kompleksi çekirdek ve sitoplazma arasında fiziksel bağlantıyı 

kuran ve mekanik sinyallerin çekirdek zarfına doğrudan iletilmesini sağlayan 

bir protein kompleksidir (34).  

LINC kompleksi genel olarak dört temel eleman içerir. Bunlar, 

laminler, çekirdek iç zar proteinleri, çekirdek dış zar proteinleri ve hücre 

iskeleti proteinleridir. Nesprin, SUN, Emerin, Plektin, Luma ve Lamin 

proteinleri LINC proteinlerinden bazılarıdır. İç çekirdek zarında yerleşim 

gösteren SUN proteinleri lamin A/C ile etkileşim halindedirler (35). SUN 

proteinleri aynı zamanda SUN domainleri aracılığı ile, iç ve dış çekirdek 

zarları arasındaki alanda, NESPRIN  protein ailesi elemanları olan nesprin 1 

ve nesprin 2 proteinlerinin KASH domainleri ile de etkileşim halindedir (36). 

Nesprinler dış çekirdek zarından sitoplazmaya doğru uzanır ve genellikle 

aracı bir protein vasıtasıyla hücre iskeleti proteinlerine bağlanır (6). Bir hücre 

iskeleti proteini olan desmin, LINC kompleksine plektin proteini aracılığı ile 
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bağlanarak çekirdek ve hücre iskeleti arasında mekanik bağlantı kurulmasını 

sağlar (7) (Şekil 2.4).  

 

Şekil 2.4 LINC kompleksinin yapısı ve desmin ile etkileşimi (Stroud ve 
ark.’dan  uyarlanmıştır (2014) (6)). 

2.5 Çekirdek Zarfı 

 Çekirdek zarfı DNA'yı çevreleyen ve sitoplazmadan ayıran bir yapıdır. 

Çekirdek zarfı, çekirdek iç zarı ve çekirdek dış zarı olarak bilinen eş merkezli 

iki zar, zarlar arası boşluk, çekirdek gözenek kompleksi ve çekirdek 

laminasından oluşur (25,37). Zarf yapısı, çekirdek ve sitoplazma arasında, 

çekirdek gözenek kompleksi aracılığıyla seçici geçirgenliği sağlar (38).  

2.6 Çekirdek Gözenek Kompleksi 

 Çekirdek gözenek kompleksi nükleoporin adı verilen, evrimsel olarak 

korunmuş yaklaşık 500 adet proteinden meydana gelmektedir (39,40). 

İnsanda tüm nükleoporinlerin bir arada olduğu bir çekirdek gözenek 

kompleksi yapısı yaklaşık 125 MDa ağırlığındadır (41). Merkezi ve periferal 

olmak üzere iki fonksiyonel bölgeden oluşan çekirdek gözenek kompleksi, 

çekirdek zarfı boyunca uzanır ve bu bölgelerde çekirdek iç zarı ve çekirdek 
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dış zarı kaynaşmış halde bulunur (39). Nükleoplazma ve sitoplazma 

arasındaki madde geçişinin neredeyse tamamı çekirdek gözenek kompleksi 

aracılığı ile olur. Çekirdek içerisine madde taşınımının yanı sıra çekirdek 

gözenek kompleksinin DNA tamiri, gen ifadesi, yaşlanma ve apoptoz gibi 

hücresel olaylarda da görev aldığı belirtilmiştir (42). Çekirdek gözenek 

kompleksinin merkezi bölgesi çekirdek zarfına gömülü halde bulunurken, 

periferal bölge sitoplazma ve çekirdeğin iç kısımlarına kadar uzanır (43) 

(Şekil 2.5). 

 

Şekil 2.5 Çekirdek gözenek kompleksinin yapısı. A. Çekirdek gözenek 
kompleksi genel yapısı (Raices ve ark.’dan  uyarlanmıştır (2012) (44)), B. 
Çekirdek gözenek kompleksinin boyutları (Maimon ve ark.’dan uyarlanmıştır 
(2012) (45) ). 

Çekirdek gözenek kompleksini oluşturan nükleoporinler 4 alt gruba 

ayrılırlar: membranı kateden proteinler, merkezi iskeleti (sitoplazmik ve 

nükleer halka) oluşturan proteinler, bağlayıcı (linker) proteinler ve 

fenilalanin-glisin (FG) grubu proteinler (43). Maya ve memelilerde 3 adet 

transmembran Nup (nucleoporin proteini) birlikte çekirdek gözenek 
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kompleksinin çekirdek zarfına yerleşmesini sağlayan sitoplazmik halkayı 

oluşturur (43). Merkezi iskeleti oluşturan yaklaşık 10 adet Nup ise 

sitoplazmik ve nükleoplazmik halkayı oluşturur (43). Merkezi iskelet yapısı 

türler arası korunmuş çekirdek gözenek kompleksi alt protein gruplarından 

oluşur ve çekirdek gözenek kompleksinin merkezinde yer alan ve çekirdek ile 

sitoplazma arasındaki madde taşınımının gerçekleştiği merkezi boşluğu korur 

(43). Merkezi gözeneğe bağlı olarak bulunan bir çok katlanmamış FG grubu 

Nup ise merkezi taşıma hattı üzerinde çekirdekten sitoplazmaya kadar 

uzanırlar (43). Son olarak bağlayıcı Nup’lar merkezi iskelet yapısı ve FG 

grubu Nup’lar arasında bağlantı kurulmasını sağlar (43). 

Çekirdek gözenek kompleksi, çekirdek içi protein filamentleri (46–48) 

ve nükleer lamina ile (49,50) etkileşim halindedir. Nükleer lamina ve 

çekirdek gözenek kompleksi arasındaki etkileşimin FG grubu proteinlerinden 

biri olan Nup153 aracılığı ile olduğu gösterilmiştir (12). Nup153’ün aynı 

zamanda çekirdek gözenek kompleksinin yapılanması, çekirdek zarfına 

yerleşimi ve çekirdek proteinlerinin çekirdek içine taşınmasında görevli 

olduğu gösterilmiştir (51). 

Protein-protein etkileşimlerini gösteren veri tabanlarından biri olan 

STRINGdb (Search Tool for the Retrieval of Interacting proteins database) 

incelendiğinde Nup153’ün bağlanma partnerlerinden birinin, bir diğer FG 

grubu proteini olan Nup214 olduğu tespit edilmiştir. Bu etkileşimi deneysel 

olarak gösteren bir yayın olmamakla birlikte in silico verilerde, Nup214 ve 

Nup153’ün etkileşimde oldukları görülmüştür.  

2.7 DES c.1289-2A>G Mutasyonu 

Çetin ve ark. (13) tarafından yapılan çalışmada LGMD2 tanısı alan bir ailede 

iki hasta bireyde DES geninde c.1289-2A>G mutasyonu saptanmıştır. 

Mutasyon sonucunda desmin proteininin kuyruk domainine 16 aminoasit 

eklenmiştir (13). Eklenen 16 aminoasit, 1987 yılında yayınlanan makalede 

(10) tanımlanmış olan desminin lamin B’ye bağlanma bölgesini (413-434. 

amino asitler) bozmaktadır. Desmin ve lamin B için konfokal mikroskopi 
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görüntüleri incelendiğinde sağlıklı bireylerde, çekirdekte desmin-lamin B 

etkileşimi gözlenirken, hasta kas biyopsisi incelendiğinde desmin ve lamin 

B’nin etkileşimde olmadığı gözlenmiştir (13).  

2.8 Co-IP ve PLA 

Protein-protein etkileşimlerinin araştırılması amacıyla 

immünçöktürme yöntemi sıklıkla kullanılmaktadır. İmmünçöktürme bir 

karışım içerisinden, antikor bağlama özelliğine sahip boncuklara tutunan 

özgül antikorları kullanarak, tek bir antijeni saflaştırmak üzere tasarlanmış bir 

yöntemdir. Bu yöntem, proteinlerin izole edilmesi ya da farklı proteinleri 

içeren bir karışım içerisinde hedef proteinin konsantrasyonunun 

yoğunlaştırılması için kullanılmaktadır. Öte yandan Co-IP tekniği, prensip 

olarak immünçöktürmeye benzeyen ancak antijenin, antijene bağlanan protein 

ya da ligandlarla beraber çöktürülmesine olanak veren ve protein-protein 

etkileşimlerinin belirlenmesinde kullanılan bir yöntemdir. Co-IP tekniği her 

protein-protein etkileşimi için farklı ve reaksiyon koşulları o etkileşime özgül 

olan bir tekniktir.  

2.9 Zebra Balığı 

Zebra balığı, (Danio rerio) sazangiller familyasına ait tropikal bir tatlı 

su balığıdır. İlk defa 1960’larda araştırmalarda kullanılmaya başlandıktan 

sonra, yaygın kullanım alanının getirdiği avantajla birlikte en popüler model 

organizmalardan biri haline gelmiştir. Zebra balığı üreme hızının yüksek 

olması, ex-utero gelişim gösteren şeffaf embriyolar ve kolay bakımı nedeniyle 

biyomedikal çalışmalar için oldukça çekici bir model haline gelmiştir. İnsana 

ait genlerden yaklaşık %70’i en azından bir adet zebra balığı ortoloğuna 

sahiptir (52). Pek çok gen zebra balığında duplike olarak bulunur. Bunlardan 

bir tanesi de desmin genidir. Desmin proteini, zebra balığında 55,7 kDa 

ağırlığındaki desmin a (desma) ve 54,2 kDa ağırlığında olan desmin b 

(desmb) olmak üzere iki kopya halinde bulunur (53). Desma, insana ait 

desmin geni ile %81 benzerlik gösterirken, desmb %83 oranında benzerdir 

(53). Yapılan çalışmalarda desma’nın zebra balığında yüksek oranda çizgili 
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kasta ifade olduğu, desmb’nin ise düz kasta ifade olduğu gösterilmiştir 

(P.Dinçer, yayınlanmamış veri). 

Zebra balığında ortoloğu bulunan bir diğer gen distrofin proteinini 

kodlayan gendir. Memelilerde olduğu gibi, zebra balıklarında da gelişiminin 

erken döneminde distrofin ve distrofin ile ilişkili proteinler ifade edilmektedir 

(54). Bu proteinler zebra balığının kas stabilitesinin korunmasında önemlidir 

(55). Distrofin null zebra balığında fertilizasyon sonrası üçüncü günden 

itibaren kas dejenerasyonunun başladığı gösterilmiştir (56). Bu bilgiler 

ışığında zebra balığının kas hastalıkları için ideal bir model olduğu kanısına 

varılmış ve pek çok kas distrofisi zebra balığında modellenmiştir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

3.1 Gereçler ve Zebra Balıkları 

3.1.1 Zebra Balıklarının Bakımı ve İdamesi  

Zebra balıkları Hacettepe Üniversitesi Deney Hayvanları Araştırma ve 

Uygulama Merkezi Zebra Balığı Araştırma Laboratuvarı’nda T.C Gıda Tarım 

ve Hayvancılık Bakanlığı tarafından belirlenen hayvan refahı yönetmeliğine 

uygun olarak yetiştirilmiştir.  

Deneylerde kullanılan zebra balıkları herhangi bir mutasyon 

taşımayan yabanıl tip AB balıklardır. 

Tüm deneyler Hacettepe Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik 

Kurulu’nun onayı alınarak (18.02.2014 tarihli 2014/01, Karar no: 2014/07-

08) gerçekleştirilmiştir (Bkz., EK 1).  

3.1.2 Protein İzolasyonu ve Miktar Tayini 

Protein izolasyon tamponu (pH 7.4) 

• Tris-HCl        : 0.1M 

• NaCl           : 0.15M 

• EGTA          : 1mM 

• NP-40          : %1 

• Gliserol         : %5 

• MgCl2           : 0.01M 

• DTT            : 5mM 

• SDS            : %2 

• Triton-X                   : %0.25 

• Proteaz inhibitörü tableti (Roche) 

Diyaliz membranı (Thomas, M.W. Cutoff 12,000) 
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Diyaliz çözeltisi 

• Triton x-100       : %1 

• Tris HCl (pH 7.2)      : 20mM 

• NaCl        : 150mM 

• MgCl2        : 2 mM 

• Proteaz inhibitör tableti (Roche) 

• dH2O 

Dounce homojenizatör 

Sonikatör (Sonics Vibra Cell, işlemci modeli VCX 130, prob modeli CV 18) 

Bicinchoninic Acid (BCA) Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., 

NH, USA) 

3.1.3 Co-IP 

Manyetik tüplük (New England BioLabs) 

Protein A/G manyetik boncuklar (Pierce ™ , Thermo Scientific) 

Co-IP tamponu (pH 7.4) 

• Tris-HCl         : 0.1M 

• NaCl            : 0.15M 

• EGTA           : 1mM 

• NP-40           : %1 

• Gliserol          : %5 

• MgCl2            : 0.01M 

• SDS             : %2 

• Proteaz inhibitörü tableti (Roche) 
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Laemmli yükleme tamponu (2x): 

• SDS     : %4 

• Gliserol     : %20 

• Tris-HCl (pH 6.8)    : 120mM 

• dH2O     : 2.8 ml 

• Brom-fenol mavisi    : %0.02 

Grant Bio PTR 25 mini rotator 

Tavşan poliklonal anti-desmin (Sigma, d8281) (antikor, zebra balığında 

bulunan desma ve desmb proteinlerinin her ikisini de tanımaktadır). 

Tavuk poliklonal anti-lamin B  (Abcam, ab90169) 

Keçi serumundan IgG (SIGMA, I5256) 

3.1.4 SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) 

%10’luk ayırıcı jel: 

• %30 Akrilamid / bisakrilamid      : 1,7ml 

• 1,5M Tris (pH 8,8)      : 1,3 ml 

• %10 SDS               : 0,05 ml 

• %10 amonyum persülfat (APS)            : 0,05 ml 

• TEMED               : 0,005 ml 

• Distile su               : 2 ml 

%5’lik toplayıcı jel: 

• %30 Akrilamid / bisakrilamid    : 0,83 ml 

• 1M Tris (pH 6,8)      : 0,63 ml 

• %10 SDS       : 0,05 ml 

• %10 amonyum persülfat (APS)          : 0,05 ml 

• TEMED         : 0,005 ml 

• Distile su        : 3,4 ml   
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3.1.5 Western Blot      

Mini Protean II elektroforez seti (Bio-Rad) 

Laemmli yükleme tamponu (2x): 

• SDS      : %4 

• Gliserol      : %20 

• Tris-HCl (pH 6.8)      : 120mM 

• dH2O      : 2.8 ml 

• Brom-fenol mavisi     : %0.02 

Precision Plus Protein™ Dual Color Standarts (mol wt 10,000-250,000 Da) 

(Bio-Rad) 

Yürütme tamponu (pH 8,3): 

• Tris baz        : 3,03 g 

• Glisin        : 14,4 g 

• SDS        : 1 g 

• Distile su        : 1 L 

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

System) 

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

Whatmann filtre kağıdı 

Yarı kuru transfer tamponu (pH 8,3): 

• Tris baz       : 25 mM 

• Glisin       : 192 mM 

• Metanol       : %20 

• Distile su       
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Ponceau S çözeltisi: 

• %0,1 Ponceau S (Sigma) 

• %5 Glasiyal asetik asit 

Coomassie Blue çözeltisi: 

• %0,025 Coomassie Brilliant Blue R-250 

• %40 Metanol 

• %7 Glasiyal asetik asit 

Yıkama tamponu (1X TBS-T) (pH 7,4): 

• Trizma baz      : 48 mM 

• NaCl       : 154 mM 

• Tween-20        : %0,1 

• Distile su       

 

Bloklama tamponu: 

• Yağsız süt tozu       : %5 

• %0,2 TBS-T      : %95 

Primer antikorlar: 

• Tavşan poliklonal Anti-Desmin (Sigma, d8281) (1:200) (zebra balığında 

bulunan desma ve desmb proteinlerinin her ikisini de tanımaktadır). 

• Tavuk poliklonal Anti-Lamin B1 (Abcam, ab90169) (1:1000) 

Sekonder antikorlar: 

• Keçi Anti-Tavşan IgG (H+L) HRP konjuge (Invitrogen) (1:1000) 

• Keçi Anti-Tavuk IgG (H+L) HRP konjuge (Novex) (1:5000) 

SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo 

Scientific) 
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GeneGnome5 kemilüminesans görüntüleme cihazı (Syngene) 

3.1.6 PLA 

DuoLink In Situ Red Starter Kit (DUO92101) 

Ted Pella,INC. Tissu-Tek OCT Medium 

Leica CM1900 Kriyostat 

Paraformaldehit, %4 (Sigma)  

1X Tuzlu fosfat tamponu (PBS) pH 7,4  

Triton X-100 (Sigma)  

Tween 20 (Sigma)  

Bovine Serum Albumin (BSA), 0,1 g/ml (Sigma)  

Primer antikorlar: tavşan poliklonal anti-desmin (Sigma, d8281) ve keçi anti-

lamin B (Santa Cruz, sc 6216)   

4’, 6-diaminodino-2-fenilindol (DAPI), 1mg/ml  

ProLong Gold Antifade Reagent (Invitrogen, P36930)  

Pappen  

Leica DMI4000 mikroskop 

 

 

 



 
21 

3.2. Yöntemler 

3.2.1 Protein İzolasyonu 

Yabanıl tip AB zebra balığı kas dokusundan protein izolasyonu yapılmıştır. 

1. Su sıcaklığı düşürülerek bayıltılan zebra balıkları, başın omurgadan ayrılması 

suretiyle ötanazi yapıldıktan sonra kas dokusu ayrılmıştır. 

2. Kas dokusu, porselen havanda sıvı azot kullanılarak toz haline getirilmiştir.   

3. Toz halindeki dokular falkon tüpüne aktarılıp tartılmış ve tartılan doku 

miktarının iki katı kadar olan  protein izolasyon tamponu içerisine alınmıştır.  

4. Dounce homojenizatör kullanılarak ezilen örnekler +4oC’de, çalkalamalı 

vorteks üzerinde iki saat inkübe edilmiştir. 

5. Örnek, buz üzerine alınıp sonikatör ile 10 saniyede bir 10 saniye süresince 

bekletilerek %50 amplitüdde, homojen olana dek parçalanmıştır.   

6. Parçalanan dokular +4 °C’de 15 dk. 14.000 rpm’de çöktürülmüştür.   

7. Çöken hücre artıkları atılarak, proteinlerin bulunduğu üst faz yeni bir tüpe 

 aktarılmıştır.   

8. Diyaliz membranı içerisine alınan üst faz 16 saat süresince diyaliz çözeltisi 

içerisinde diyalize tabi tutularak DTT’nin uzaklaştırılması sağlanmıştır. 

3.2.2 Protein Miktar Tayini 

İzole edilen proteinlerin derişimleri BCA Protein Assay Kit (Thermo 

Fisher Scientific) kullanılarak ölçülmüştür. 

1. %1 SDS kullanılarak kör çözelti hazırlanmıştır. 

2. 2 mg/ml derişimindeki albümin standartları %1 SDS ile seyreltilerek 0,4 

mg/ml, 0,8 mg/ml , 1,2 mg/ml , 1,5 mg/ml ve 1,8 mg/ml konsantrasyonlu 

standart çözeltiler hazırlanmıştır. 

3. İzole edilen protein örnekleri %1 SDS ile 5 kat seyreltilmiştir. 
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4. Kit içerisinde yer alan A ve B çözeltileri 50:1 oranında karıştırılarak çalışma 

çözeltisi hazırlanmıştır. 

5. Standart çözeltiler ve seyreltilen protein örnekleri üzerine 1’er ml çalışma 

çözeltisi eklenmiştir. 

6. 37°C’de 30dk. inkübe edilmiştir. 

7. Standart çözeltilerin spectramax cihazında 562nm dalga boyunda verdikleri 

absorbans değerleri ile standart eğri çizilmiştir. 

8. Elde edilen değerler sulandırma faktörü olan 5 ile çarpılarak proteinin 

konsantrasyonu hesaplanmıştır. 

3.2.3 Co-IP 

1. İmmünkompleks karışımı (protein lizatı (1000 µg), antikor (10 µg) ve Co-IP 

tampon), son konsantrasyonu 3 mg/ml protein içerecek şekilde, eppendorf tüp 

içerisinde döngeç üzerinde +4oC’de 18 saat inkübe edilmiştir. 

2. Negatif kontrol olarak keçi IgG (10 µg), protein lizatı (1000 µg) ve Co-IP 

tamponu karışımın son konsantrasyonu 3 mg/ml protein olacak şekilde 

eppendorf tüp içerisinde döngeç üzerinde +4oC’de 18 saat inkübe edilmiştir. 

3. 30 µl manyetik boncuk eppendorf tüpe alınmış ve Co-IP tamponu ile iki kez 1 

dakika süresince yıkanmıştır. 

4. Manyetik boncuklar, immünkompleks üzerine eklenmiş ve oda sıcaklığında 

döngeç üzerinde 1 saat inkübe edilmiştir. 

5. (-) antikor kontrolü olarak protein lizatı ve manyetik boncuklar, Co-IP 

tamponu ile, antikor eklenmeksizin, döngeç üzerinde oda sıcaklığında 1 saat 

inkübe edilmiştir. 

6. Manyetik boncuklara bağlı immünkompleks manyetik tüplük aracılığı ile 

karışımdan ayrılmış ve elde edilen ilk süpernatan flow through olarak 

isimlendirilmiş ve ileride kullanılmak üzere muhafaza edilmiştir. 

7. İmmünkompleks ve manyetik boncuklar 3 dakika süresince iki kez Co-IP 

tamponu ile ve 2 dakika boyunca bir kez distile su ile yıkanmıştır. 

8. Laemmli yükleme tamponu kullanılarak immünkompleks karışımındaki 

bileşenler birbirlerinden ayrılmıştır. 
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3.2.4 Western Blot 

1. Poliakrilamid jel elektroforezi için kullanılan camlar %70’lik etanol ile 

temizlenmiş ve camlar üst üste konularak jel dökme aparatına 

yerleştirilmiştir. 

2. %10’luk ayırıcı jel hazırlanmış ve camların arasına dökülmüştür. Jelin üzerine 

izopropil alkol eklenmiştir. Jel polimerleşince izopropil alkol dökülmüş ve jel 

distile su ile yıkanmıştır. 

3. %5’lik toplayıcı jel hazırlanarak ayırıcı jelin üzerine dökülmüş ve 10 

kuyucuklu tarak jelin üzerine yerleştirilmiştir. 

4. Jel polimerleştikten sonra camlar elektroforez tankına yerleştirilmiştir. Tank 

içerisine camların üzerini örtecek kadar yürütme tamponu konulmuş ve tarak 

jelden çıkarılmıştır. Kuyucuklar enjektör yardımı ile temizlenmiştir. 

5. Toplam hacim 25 µl olacak şekilde 100 µg protein 1:1 oranında Laemmli 

yükleme tamponu ile muamele edildikten sonra 100 oC suyun içerisinde 4 dk. 

denatüre edilmiş ve ardından jele yüklenmiştir. 

6. Örnekler toplayıcı jelden ayırıcı jele geçinceye kadar 80 V’ta 20dk. 

yürütülmüştür.  

7. Protein ağırlık belirleyicisi takip edilerek 120V’ta yaklaşık 1.5 saat 

yürütmeye devam edilmiştir. 

8. Yürütme işlemi tamamlandığında jel tanktan çıkarılmış ve toplayıcı jel 

kesilerek atılmıştır. 

9. Jel, jel boyutlarında kesilmiş 9 adet whatmann kağıdı ve nitroselüloz 

membran 15 dk. süresince yarı kuru transfer tamponunda bekletilmiştir. 

10. Yarı kuru transfer aletine sırasıyla 5 adet whatmann kağıdı, nitroselüloz 

membran, jel ve tekrar 4 adet whatmann kağıdı yerleştirilmiştir. 

11. Yarı kuru transfer, 25V’ta 30 dakika yapılmıştır. 

12. Transfer sonrasında jel Coomassie Blue çözeltisi ile membran ise Ponceau S 

çözeltisi ile boyanmıştır. 

13. Ponceau S çözeltisi distile su ile temizlendikten sonra membran çalkalayıcı 

üzerinde 1x TBS-T içinde %5’lik süt tozu çözeltisi ile 1 saat inkübe edilerek 

bloklama işlemi yapılmıştır. 
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14. Bloklamanın ardından membran +4oC ’de çalkalayıcı üzerinde 1x TBS-T 

içinde %5’lik süt tozu çözeltisi ile hazırlanmış primer antikor solüsyonu ile 

16 saat inkübe edilmiştir. 

15. Membran çalkalayıcı üzerinde üç defa 10 dk. süresince 1x TBS-T ile 

yıkanmıştır. 

16. Yıkama sonrasında membran oda sıcaklığında çalkalayıcı üzerinde 1x TBS-T 

içinde %5’lik süt tozu çözeltisi ile hazırlanmış sekonder antikor solüsyonu ile 

1 saat inkübe edilmiştir. 

17. Membran çalkalayıcı üzerinde üç defa 10 dk. boyunca 1x TBS-T ile 

yıkanmıştır. 

18. Görüntüleme kitinin içinde bulunan solüsyonlar 1:1 oranında karıştırılmış ve 

membran karanlık bir ortamda bu karışım ile 5dk. boyunca muamele 

edilmiştir. 

19. GeneGnome kemilüminesans görüntüleme cihazı kullanılarak 3 dk.’lık poz 

süreleri ile fotoğraflar çekilmiştir.  

 3.2.5 PLA 

1. Su sıcaklığı düşürülerek bayıltılan zebra balıkları, başın omurgadan ayrılması 

suretiyle öldürülmüş ve kas doku ayrılmıştır  

2. Kas dokusu izole edilmiş, OCT medium içerisine yerleştirilmiş ve -80oC’de 

16 saat bekletilmiştir. 

3. Kriyostat aracılığı ile 7 µm kalınlığında kesitler alınmış ve 16 saat -80oC’de 

muhafaza edilmiştir. 

4. Dondurucudan çıkarılan kesitler 30 dk. oda sıcaklığında kurutulduktan sonra, 

dokuların etrafı Pappen ile işaretlenmiştir.   

5. Dokular oda sıcaklığında %4’lük PFA (paraformaldehit) çözeltisinde 10 dk. 

süresince bekletilerek dokunun lam üzerine fiksasyonu sağlanmıştır.   

6. Fiksasyon sonrası PFA uzaklaştırılmış ve dokular iki kez 5 dk. 1x PBS ile 

yıkanmıştır.   

7. Dokular oda sıcaklığında, 1x PBS içerisinde hazırlanmış %0,5 Triton X-100 

permeabilizasyon çözeltisinde 10 dk. süresince bekletilmiştir.   

8. Permeabilizasyon çözeltisi uzaklaştırıldıktan sonra, üç kez 5 dk. süresince 1x 
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PBS ile yıkama yapılmıştır.   

9. Preparatlar üzerine kit içeriğinde yer alan bloklama çözeltisi eklenerek 37oC 

de nem çemberi içerisinde 2 saat süresince bekletilerek uygulanmıştır.  

10. İlk primer antikor (anti-desmin, Sigma, d8281) kit içeriğinde yer alan 

sulandırma çözeltisi içerisinde 1:100 oranında sulandırılmış ve +4oC de 

preparatlar üzerinde 18 saat bekletilmiştir.   

11. Üç kez 5 dk. kit içeriğinde yer alan tampon A ile yıkama yapılmıştır.   

12. İkinci primer antikor (anti- Lamin B, Santa Cruz, sc 6216) kit içeriğinde yer 

alan sulandırma çözeltisi içerisinde 1:50 oranında sulandırılmış ve +4oC de 

preparatlar üzerinde 18 saat bekletilmiştir. 

13. Kit içeriğinde yer alan tampon A ile üç kez 5 dk. yıkama yapılmıştır.   

14. PLA probları (anti-keçi eksi ve anti-tavşan artı) kit içeriğinde yer alan antikor 

sulandırma çözeltisi içerisinde 1:5 oranında sulandırılmış ve 37 oC’de 2 saat 

süresince inkübe edilmiştir.  

15. Tampon A kullanılarak üç kez 2 dakika süreyle yıkama yapılmıştır. 

16. Kit içerisinde yer alan ligasyon çözeltisi içerisine 1:40 oranında ligaz 

eklenmiş ve 37 oC’de 1 saat süresince inkübe edilmiştir. 

17. Tampon A kullanılarak iki kez 2 dakika süreyle yıkama yapılmıştır. 

18. Polimeraz 1:80 oranında kit içerisinde yer alan amplifikasyon çözeltisi 

içerisine eklenmiş ve 37 oC’de 2 saat süresince inkübe edilmiştir. 

19. Kit içerisinde yer alan 1xTampon B ile iki kez 10 dakika süresince yıkama 

yapılmıştır. 

20. 0,01x Tampon B içerisinde 1 dakika süresince yıkama yapılmıştır. 

21. 1x PBS ile 1:1000 oranında seyreltilmiş DAPI çözeltisi oda sıcaklığında 1 dk. 

süresince bekletilmiştir.   

22. Dokular 1x PBS ile 5 dk. süresince yıkanmıştır.   

23. Kesitlerin üzerine Prolong Gold Antifade çözeltisi damlatılarak lamel 

kapatılmış ve ışık görmeyecek şekilde -20 °C’de saklanmıştır.  
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Co-IP protokolü yalnızca desmin, lamin B ve Nup214 proteinleri için 

optimize edildiği için farklı her protein için yeniden optimizasyon 

gerekmektedir. 
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4. BULGULAR 

4.1 Zebra Balığı Kas Dokusundan Protein İzolasyonu 

 Protein izolasyonu için 4.8 gr erişkin zebra balığı kas dokusu 

kullanılmıştır. İzolasyon sonrası BCA (bicinchoninic acid assay) analizi ile 

protein derişimi belirlenmiştir (22 mg/ml).  

Desmin ve lamin B proteinlerinin total lizat içerisinde olup 

olmadıklarını göstermek amacı ile western blot analizi yapılmıştır. Western 

blot analizi, zebra balığı kasından elde edilen protein lizatı içinde desmin 

(desma ve desmb) ve lamin B proteinlerinin bulunduğunu göstermiştir. (Şekil 

4.1). 

 

Şekil 4.1 Desmin ve lamin B proteinleri. 50kDa ağırlığındaki desmin ve 
65kDa ağırlığındaki lamin B proteini total lizatta mevcuttur. 

4.2 Co-IP Deneyleri ve Western Blot Analizleri 

4.2.1 Desmin Co-IP  

 Desmin ve lamin B proteinlerinin etkileşimlerinin olup olmadığının 

gözlenmesi amacı ile Co-IP deneyleri gerçekleştirilmiştir. 

  İlk deney düzeneğinde Co-IP için desmin proteinini tanıyan anti-

desmin antikoru (Sigma, d8281) kullanılmış ve western blot analizinde lamin 

B proteinini tanıyan anti-lamin B (Abcam, ab90169) antikoru ile işaretleme 

yapılmıştır. Co-IP lizatında lamin B bandının doğru yerde olduğunu 

doğrulamak amacıyla kontrol olarak bir kuyucuğa total protein lizatı 

yüklenmiş ve kontrol bandı ve Co-IP bandının aynı yerde olduğu görülmüştür 

(Şekil 4.2).  

 Co-IP sırasında yalnızca antikorun manyetik boncuklara bağlandığını 

göstermek amacıyla, Co-IP protokolü eş zamanlı olarak antikor 
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uygulanmaksızın ((-) antikor kontrolü) yürütülmüş ve beklenildiği üzere 

western blotta bant gözlenmemesi manyetik boncuklara yalnızca antikorların 

bağlandığını doğrulamıştır (Şekil 4.2).  

 Co-IP ile çöktürülen proteinin, hedeflenen desmin proteini olduğunu 

doğrulamak amacıyla protein lizatı, antikor yerine hedef protein olan desmine 

özgül olarak bağlanmayan keçi-IgG (Sigma, I5256) ile muamele edilmiştir 

(IgG kontrolü). Kontrol bandı ile aynı seviyede bant gözlenmemesi desmin ve 

desmine bağlı proteinlerin özgün olarak çöktüğünü göstermiştir (Şekil 4.2). 

Co-IP protokolünde immünkompleks uzaklaştırıldıktan sonra, 

immünkomplekse katılmayan tüm proteinleri ve bağlanmayan antikorları 

içeren flow through, Co-IP sırasında antijen-antikor ve antijen-antijen 

bağlanma verimliliğinin gözlenmesi amacıyla kuyucuğa yüklenmiştir. 

Kontrol ve Co-IP bandına oranla zayıf olarak gözlenen bant Co-IP esnasında 

desmin antikoru ile desmin proteininin ve desmin proteini ile lamin B 

proteinin bağlanma verimliliğinin yüksek olduğunu göstermiştir (Şekil 4.2). 
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Şekil 4.2 Desmin Co-IP. Total lizatta 65 kDa’da gözlenen lamin B proteini 
Co-IP lizatının yüklendiği kuyucukta da görülmüştür. Flow through lizatının 
yüklendiği kuyucukta gözlenen bandın silik olması Co-IP esnasında desmin 
antikoru ile desmin proteini ve desmin proteini ile lamin B proteinin 
bağlanma verimliliğinin yüksek olduğunu göstermiştir. IgG örneğinin 
yüklendiği kuyucukta bant gözlenmemesi özgül olmayan etkileşimlerin 
olmadığını göstermektedir.  

4.2.2 Lamin B Co-IP  

  İkinci deney düzeneğinde, sonuçları teyit etmek amacıyla ters yönlü 

olarak Co-IP tekrarlanmıştır. Co-IP için lamin B proteinini tanıyan anti-lamin 

B antikoru (Abcam, ab90169) kullanılmış ve western blot analizinde desmin 

proteinini tanıyan anti- desmin (Sigma, d8281) antikoru ile işaretleme 

yapılmıştır. Co-IP lizatında desmin bandının doğru yerde olduğunu teyit 

etmek amacıyla kontrol olarak tüm protein lizatı yüklenmiş ve kontrol bandı 

ve Co-IP bandının aynı yerde olduğu görülmüştür (Şekil 4.3).  

Co-IP lizatının yüklendiği kuyucukta gözlenen desmin bandı, total 

lizat bandı ile aynı ağırlıktadır (50 kDa,). Bu durum desmin proteininin lamin 

B ile birlikte çöktüğünü göstermiştir. IgG örneğinin yüklendiği kuyucukta 

silik bant gözlenmiştir. Ancak bandın moleküler ağırlığı, total ve Co-IP 

lizatlarında gözlenen bantlardan daha düşük olduğu için bir sorun teşkil 
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etmemiştir. (–) antikor kuyucuğunda bant gözlenmemesi manyetik boncuklara 

yalnızca lamin B’yi tanıyan antikorun bağlandığını göstermiştir. Flow 

through lizatının yüklendiği kuyucukta ki desmin bandının kalın olması lamin 

B ye bağlanmayan desminlerin ortamda bulunduğunu göstermektedir.  

Ters yönlü olarak tekrarlanan Co-IP deneyi de lamin B ve desmin 

arasında bir etkileşim olduğunu göstermiştir. (Şekil 4.3). 

 

Şekil 4.3 Lamin B Co-IP. Total lizatta 50 kDa’da gözlenen desmin proteini 
Co-IP lizatının yüklendiği kuyucukta da görülmüştür. IgG örneğinin 
yüklendiği kuyucukta silik bant gözlenmiştir. Ancak bandın moleküler 
ağırlığı, total ve Co-IP lizatlarında gözlenen bantlardan daha düşük olduğu 
için bir sorun teşkil etmemiştir.  
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4.2.3 Nup214 Co-IP  

Nup214 çekirdek gözenek kompleksinde sitoplazmik filamentlerde 

konumlanan bir proteindir. Desmin ile etkileşimde olup olmadığını gözlemek 

amacıyla Co-IP deneyi yapılmıştır. Bu deney için Nup214 proteinini tanıyan 

anti-nup214 antikoru (NB100-2245) kullanılmış ve western blot analizinde 

desmin proteinini tanıyan anti-desmin (Sigma, d8281) antikoru ile işaretleme 

yapılmıştır. Co-IP lizatında desmin bandının doğru yerde olduğunu teyit 

etmek amacıyla kontrol olarak tüm protein lizatı yüklenmiş ve kontrol bandı 

ile Co-IP bandının aynı yerde olduğu görülmüştür (Şekil 4.4).  

Co-IP lizatının yüklendiği kuyucukta gözlenen desmin bandı, total 

lizat bandı ile aynı ağırlıktadır (50 kDa). Bu durum desmin proteininin 

Nup214 ile birlikte çöktüğünü göstermiştir. IgG örneğinin yüklendiği 

kuyucukta bant gözlenmemesi de desmin proteininin yalnızca Nup214 

proteinine bağlanarak çöktüğünü göstermiştir. (–) antikor kuyucuğunda bant 

gözlenmemesi manyetik boncuklara yalnızca Nup 214’ü tanıyan antikorun 

bağlandığını göstermiştir. Flow through lizatının yüklendiği kuyucuktaki 

desmin bandının zayıf olması Nup 214’e bağlanmayan desminlerin ortamda 

az miktarda, bağlananların ise daha yüksek miktarda olduğunu göstermiştir.  

Co-IP deneyi Nup214 ve desmin arasında bir etkileşim olduğunu 

göstermiştir. (Şekil 4.4). 
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Şekil 4.4 Nup214 Co-IP . Kontrolde 50 kDa da gözlenen desmin proteini Co-
IP lizatının yüklendiği kuyucukta da görülmüştür. Flow through lizatının 
yüklendiği kuyucukta gözlenilen bandın zayıf olması Co-IP sırasında desmin 
proteini ile Nup214 proteinin bağlanma verimliliğinin yüksek olduğunu 
göstermiştir. IgG örneğinin yüklendiği kuyucukta bant gözlenmemesi 
desminin Nup214 proteinine bağlanarak çöktüğünü göstermektedir. 

Desminin moleküler ağırlığı (55kDa), Nup 214’ün moleküler 

ağırılığına (214 kDa) oranla çok düşük olduğu için, yüksek moleküler ağırlığı 

olan Nup214’ün desminle birlikte çökmesi çok zordur. Bu nedenle ters Co-IP 

deneyi Nup214-desmin protein çifti için yapılamamıştır. 

4.3 PLA  

Co-IP deneylerinin sonuçlarını doğrulamak amacı ile DuoLink sistemi 

(Sigma, Duo92101) kullanılarak PLA yapılmıştır.  

PLA için transversal ve longitidunal olarak yedi mikron kalınlığında 

kesilen zebra balığı çizgili kas kesitleri kullanılmıştır. Desmin ve lamin B 

proteinlerini tanıyan primer antikorlar (sırasıyla; Sigma, d8281; Santa Cruz, 

sc6216), PLA probu ile işaretli sekonder antikorlar aracılığı ile işaretlenmiş 

ve kesitler floresan mikroskop (Leica, DMI4000) kullanılarak 

görüntülenmiştir. Etkileşimin doğru yerde gerçekleştiğini tespit etmek amacı 

ile, DAPI boyaması yapılmıştır. Negatif kontrol olarak primer antikor ile 
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muamele edilmeyen, yalnızca sekonder antikor ile inkübe edilen kesitler 

kullanılmıştır. 

PLA deneyi, Co-IP sonuçları ile uyumlu bir şekilde, desmin ve lamin 

B proteinleri arasındaki etkileşim doğrulanmış ve bu etkileşimin çekirdek 

etrafında gerçekleştiği belirlenmiştir (Şekil 4.5). 
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Şekil 4.5 A, B Çekirdek etrafında (mavi) desmin-lamin B etkileşimi (kırmızı) 
; C. Negatif kontrol (Orjinal fotoğraflar için bkz. EK 2) 
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5. TARTIŞMA 

Bu tez çalışmasında yabanıl tip AB zebra balığı kas dokusunda desmin 

ve lamin B proteinlerinin, birbirleri ile doğrudan etkileşimde oldukları Co-IP 

ve PLA metotları ile gösterilmiştir.  

Co-IP metodu iki proteinin etkileşiminin gösterilmesinde etkin olarak 

kullanılan ancak standardizasyonu çok güç olan bir metottur. Co-IP deneyleri 

için yüksek konsantrasyonlarda protein elde edilmesi gerekmektedir. Bu tez 

çalışmasında Co-IP deneyleri için protein izolasyonunun yapıldığı doku kas 

dokusudur. İskelet kasından protein izole etmek sert bir doku olması nedeni 

ile zordur. İlk olarak kas dokusunu parçalayacak kadar kuvvetli bir 

homojenizasyon yönteminin seçilmesi gerekmekte, ancak seçilen metodun 

hedef proteinin bulunduğu hücre kompartımanına zarar vermemesine özen 

gösterilmelidir. İkinci olarak kimyasal parçalama aşamasında kullanılacak 

deterjanın konsantrasyonu non-iyonik ya da iyonik olmasına bağlı olarak 

protein etkileşimlerini bozmayacak şekilde ayarlanmalıdır. 

Desmin ve laminler pek çok protein ile etkileşim halinde oldukları için 

deterjan ve tuzlara karşı son derece dirençlidirler ve geleneksel metotlar 

kullanılarak izole edilmeleri oldukça zordur (57). Literatürde yapılan 

çalışmalarda desmin, laminler ve diğer ara filament proteinlerinin 

izolasyonunda üre (58–60) ya da yoğun SDS gibi denatüre edici ajanların 

kullanılması gerektiği belirtilmektedir (61). Ancak, herhangi bir protein SDS 

gibi güçlü bir iyonik deterjanla muamele edildiğinde 3 boyutlu yapısını 

kaybeder ve proteinin Co-IP gibi bir deney sisteminde kullanılmasını 

imkansız kılar. Co-IP için gerek güçlü bir homojenizasyon metodunun 

kullanılamaması ve gerekse SDS gibi güçlü bir iyonik deterjanının yüksek 

konsantrasyonlarda kullanılamaması, elde edilmesi gereken protein miktarını 

yetersiz kılmaktadır. Bunlara ek olarak, desmin ve lamin B gibi ara filament 

proteinleri uzun fibriller halinde olup çözelti içerisinde polimerize halde 

bulunurlar (61). Ayrıca, lamin proteinleri sisteince zengin oldukları için 

agregasyona yatkındırlar. Bunlara ilaveten, her iki protein de hücrenin farklı 

kompartımanlarında bulundukları için özellikle çekirdek proteinlerinin 
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izolasyonunda kullanılan çekirdek ayrıştırılması yöntemi bu iki proteinin 

birlikte izolasyonu için uygun bir metot değildir. Tüm bu güçlükler nedeniyle 

Co-IP için gereken protein miktarının eldesinde tüm izolasyon aşamalarının 

titizlikle standardize edilmesi gerekir.  

Bu tez çalışmasında desmin ve lamin B proteinlerinin Co-IP için 

gereken miktarda (1 mg/ml) ve üç boyutlu yapılarının korunarak izole 

edilmesine olanak veren yeni bir izolasyon protokolü oluşturulmuştur. Klasik 

protokollerde kas dokusunun mekanik parçalanmasında kullanılan 

metotlardan farklı olarak oluşturulan protokolde, dokunun tamamen ezilene 

kadar sıvı azot varlığında seramik havanda dövülmesini takiben, Dounce 

homojenizatör ile ikinci kez parçalanmış ve son olarak doku homojen bir 

görünüm elde edilene kadar sonikasyona tabi tutulmuştur. Bu üç mekanik 

parçalama yöntemi için gereken etkin süreler de optimize edilmiştir. 

Kimyasal parçalama aşamasında ise en etkin deterjanlardan biri olan ancak 

izole edilecek olan proteinlerin üç boyutlu yapılarının korunduğu en ideal 

konsantrasyonun ayarlanmış olması gereken SDS, klasik protokollerde 

maksimum %0.5 oranında kullanılırken tez çalışmasında geliştirilen  

protokolde, kullanılan bu değer %2’dir. Bu oran belirlenirken, SDS 

konsantrasyonu %0.1 ile %5 aralığında değiştirilerek protein izolasyonu 

yapılmış ve proteinlerin üç boyutlu yapılarının zarar görmediği ancak protein 

konsantrasyonunun 1 mg/ml’den az olmadığı lizatın elde edildiği SDS 

konsantrasyonu (%2) dikkate alınmıştır (Bkz., Gereçler ve Yöntemler, S.15). 

Desmin-lamin B Co-IP deneylerinin standardizasyonunda karşılaşılan 

en büyük problem, bu iki proteinin hücre içerisinde farklı kompartımanlarda 

yerleşim göstermeleri nedeniyle kontrol olarak hedef proteinin etkileşimde 

olduğu bilinen hiçbir proteinin kullanılamamasıdır. Ancak, Co-IP deneyi 

esnasında kullanılan farklı kontroller ile (1- Hedef proteinlerin özgül olarak 

kendilerini tanıyan antikora bağlanarak çöktüklerinin anlaşılması amacıyla 

antikor kullanılmadan yapılan kontrol Co-IP, 2- Hedef proteini tanıyan 

antikorun proteine özgül olarak bağlandığını göstermek için antikor yerine 

özgül olmayan IgG kullanılarak kurulan Co-IP, 3- Bağlanma etkinliğinin 
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anlaşılması için kullanılan flow through kontrolü) etkileşimin doğruluğunun 

güvenirliliği artırılmıştır (Bkz., Bulgular, S.27, Şekil 4.2) . Ayrıca, etkileşimi 

ters yönlü olarak tekrarlamak da Co-IP sonucunun güvenirliliğini artırmıştır 

(Bkz., Bulgular, S.28, Şekil 4.3). Ancak bu koşullar, organizmanın ve 

dokunun özellikleri ve hedef proteinlerin biyokimyasal yapılarındaki 

farklılıklar nedeniyle değişkenlik göstermektedir. Bundan dolayı Co-IP 

standardizasyonu her protein çiftine özgül olarak farklı optimizasyon 

koşullarını gerektirmektedir.  

Desmin ve lamin B arasındaki etkileşime dair ilk bulgular Georgatos 

ve ark. tarafından (10) 1987 yılında sunulmuştur. Georgatos ve ark. iki farklı 

desmin türevi kullanarak yaptıkları protein bağlanma deneylerine istinaden 

desminin kuyruk domaininde yer alan 413-434. amino asitler arasındaki 

bölgeyi lamin B bağlanma domaini olarak tanımlamışlardır (10). Ancak 

protein bağlanma deneylerinde protein üç boyutlu yapısını kaybettiği için, 

etkileşimin in vivo koşullarda gerçekleşip gerçekleşmeyeceği bir soru işareti 

olarak kalmıştır. 

Desmin ve lamin B’nin etkileşimde olabileceğini ifade eden başka bir 

çalışma 1993 yılında Lockard ve ark. tarafından gerçekleştirilmiştir (9). 

Çalışmada sıçan kalbinden alınan kas kesitleri elektron mikroskobu altında 

incelenmiş ve desminin sarkolemmadan çekirdeğe doğru uzandığı, lamin 

B’nin ise çekirdek iç zarına yakın yerleştiği tespit edilmiştir. Aynı çalışmada 

çift immüngold boyama sonuçları desminin çekirdek gözenek kompleksi 

merkezi boşluğuna doğru uzayarak lamin B’ye fiziksel olarak yaklaştığını 

göstermiştir.  

Lamin A/C ve lamin B proteinlerinin çekirdek gözenek kompleksi 

bileşenlerinden Nup153 ile etkileşimde olduğu daha önce literatürde 

gösterilmiştir (12). Başka bir çalışmada laminler ve çekirdek gözenek 

kompleksi arasındaki etkileşimin çekirdek gözenek kompleksinin çekirdek 

zarfı üzerindeki yerleşimini korumak amacıyla gerçekleştiği belirtilmiştir 

(62). Nup153’ün aynı zamanda LINC kompleksi elemanı olan SUN1 proteini 

ile de etkileşim halinde olduğu ve bu etkileşimin de çekirdek gözenek 
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kompleksinin, çekirdek zarfı üzerindeki yerleşimini korumak amacıyla 

gerçekleştiği düşünülmüştür (35). Bu bilgilere ek olarak Nup153 ün FG 

(fenilalenin-glisin) tekrarlarınca zengin olduğu ve FG tekrarı taşıyan 

nükleoporinlerin, çekirdek ve sitoplazma arasında madde taşınımında görev 

aldığı belirtilmiştir (39,63). Ancak, Al-Haboubi ve ark. tarafından yayınlanan 

çalışmada (12) Nup153’ün karboksil ucu ve lamin B arasında gerçekleşen 

etkileşimin, her iki proteinin de farklı bağlanma partnerleriyle etkileşime 

girmesini kolaylaştırabileceği fikri öne sürülmüştür.  

Tez çalışmasında desminin bir çekirdek gözenek kompleksi proteini 

olan Nup214 ile etkileşim halinde olduğu gösterilmiştir. Bu bulgu ile çekirdek 

gözenek kompleksinde sitoplazmik filamentler üzerinde yerleşim gösteren 

Nup214 proteininin desminin çekirdek gözenek kompleksi merkezine doğru 

yardımcı olabileceği öngörülmüştür (Bkz., Bulgular, S.30, Şekil 4.4).  

 Gerek tez çalışması kapsamında gösterilen Nup214 (Bkz., Bulgular, 

S.30, Şekil 4.4) ve desminin çekirdek gözenek kompleksinin sitoplazmik 

yüzeyinde etkileşimi, gerekse literatürde yer alan lamin B ve Nup153 

arasındaki etkileşim (12), lamin B’nin çekirdek gözenek kompleksinin içine 

uzadığını ve burada desmin ile etkileşime girdiğini düşündürmüştür. Bu 

verilere ilaveten Nup153 ile Nup214 arasında fiziksel etkileşimin olduğuna 

dair deneysel bir veri olmamakla birlikte STRING veri tabanındaki in silico 

veriler Nup214 ve Nup153’ün etkileşimde olduklarına işaret etmektedir 

(Bkz., Genel Bilgiler, S.12).  

 Çetin ve ark. 2013 yılında yaptıkları çalışmada (13) desminin 

lamin B bağlanma domaini olarak tanımlanan bölgesine 16 amino asitin 

katılımına neden olan c.1289-2A>G mutasyonunu tespit etmişlerdir. Aynı 

çalışmada hastada desmin-lamin B etkileşiminin bozulup bozulmadığını 

göstermek amacıyla yapılan çift immunfloresan boyama, konfokal 

mikroskopi ile görüntülendiğinde desmin ve lamin B’nin etkileşiminin 

olmadığı verisi elde edilmiştir. Bu tez çalışması kapsamında ise Co-IP 

metodu ile desmin ve lamin B proteinlerinin yabanıl tip AB zebra balıklarında 

birbirleriyle etkileştikleri gösterilmiştir (Bkz., Bulgular, S.27, Şekil 4.2). İki 
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proteinin birbirlerine aralarında maksimum 40 nm olacak şekilde 

yaklaşmaları durumunu analiz eden bir teknik olan PLA metodu kullanılarak 

yapılan çalışmada hücrede farklı kompartımanlarda yerleşmiş olan desmin ve 

lamin B proteinlerinin etkileşim için çekirdek çevresinde birbirlerine 

yaklaştıkları gösterilmiştir (Bkz., Bulgular, S.32, Şekil 4.5). Lamin B’nin 

çekirdek içerisinde, desminin ise sitoplazmada yerleşim gösteriyor olması, 

desmin-lamin B etkileşiminin PLA analizi sonucunda çekirdek etrafında 

gerçekleştiğinin gösterilmesi, Georgatos ve ark. tarafından 1987 yılında (10) 

yapılan in vitro çalışmada desmin proteininin kuyruk domaininde yer alan 

bölgede lamin B bağlanma domaini olduğunun keşfedilmesi ve 1993 yılında 

yapılan başka bir çalışmada (9) bu proteinlerden desminin sitoplazmadan, 

lamin B’nin ise çekirdek içinden çekirdek gözenek kompleksine doğru 

uzadıklarının gösterilmesi desmin ve lamin B’nin bir aracı protein olmaksızın 

doğrudan etkileştiklerine dair çok önemli veriler sağlamıştır. Ayrıca Nup153 

ve lamin B arasındaki etkileşime dair literatürde yer alan bilgiler (12) ve tez 

çalışması kapsamında Nup 214 ve desmin arasında bir etkileşim olduğunun 

gösterilmesi (Bkz., Bulgular, S.30, Şekil 4.4) desmin ve lamin B ‘nin 

çekirdek gözenek kompleksi boşluğunda birbirleriyle etkileştikleri olasılığını 

daha da güçlendirmektedir. Bunlara ek olarak, desmin filamentlerinin boyu 

(~45 nm) ve esneyebilme niteliği (35nm-140nm) (64) göz önüne alındığında, 

çekirdek gözenek kompleksinin merkezi gözeneğine doğru uzaması fiziksel 

olarak mümkün görünmektedir.   

Tez kapsamında elde edilen bu veriler literatürde desmin ve lamin 

B’nin etkileşiminin doğrudan ya da LINC kompleksi aracılığıyla olduğuna 

dair bilgi eksikliğini gidererek, desmin-lamin B etkileşimin doğrudan 

olduğunu göstermiş ve bu anlamda literatüre çok önemli bir katkı sağlayacağı 

düşünülmektedir. 
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6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

6.1 Sonuçlar 

Yüksek lisans tez çalışması kapsamında elde edilen sonuçlar aşağıda 

belirtilmiştir.  

• Biri çekirdekte biri sitoplazmada yerleşim gösteren iki protein için Co-IP 

deneyleri optimize edilerek desmin ve lamin B proteinlerinin Co-IP ile 

etkileşimlerinin gösterilmesine olanak sağlayan deneysel bir protokol 

oluşturulmuştur. 

• Tez kapsamında geliştirilmiş olan Co-IP protokolü kullanılarak yabanıl tip 

AB zebra balıklarında desmin ve lamin B proteinlerinin etkileşimde oldukları 

gösterilmiştir. 

• PLA kullanılarak desmin ve lamin B arasındaki fiziksel etkileşim 

doğrulanmıştır. 

6.2 Öneriler 

Ara filament proteinleri gibi sıkı paketlenen, çözünebilir olmayan 

proteinlerle yapılan deneysel çalışmalarda daima proteinlerin biyokimyasal 

özellikleri göz önünde bulundurulmalı ve farklı deney yaklaşımları gözönüne 

alınmalıdır.  

Tez çalışmasını takiben yapılabilecek çalışmalar aşağıda sıralanmıştır. 

• ‘’Desmin mutasyonunun protein işlevi üzerindeki etkisinin 

zebra balığı modelinde araştırılması’’başlıklı TÜBİTAK 1001 

projesi (214S174) kapsamında oluşturulan, desma proteininde 

(i) 16 amino asitlik insersiyonu taşıyan ve/veya (ii)  lamin B 

bağlanma bölgesi bozulmuş zebra balıklarında, desmin ve 

lamin B arasında fiziksel bir etkileşim olmadığının 

gösterilmesi de bu tez çalışmasında elde edilen bulguları 

güçlendirecektir.  
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8. EKLER 

EK 1: Tez Çalışması ile İlgili Etik Kurul İzni 
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EK 2: PLA Deneyi  Sonuçları 

A. 

 

B.
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C. 

 

Ek Şekil 1A, B Çekirdek etrafında (mavi) desmin-lamin B etkileşimi 
(kırmızı) ; C. Negatif kontrol 
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EK 3: Desmin ve Lamin B Proteinleri Kontrol Western Blot Görüntüleri 

 

 

 

Ek Şekil 2 Lamin B ve desmin proteinleri 
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