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BOLUM |

GIRIS VE AMAC

Kemik Paget hastaligt ve frontotemporal demans ile goézlenen inkliizyon
cisimcigi miyopati hastaligi (Inclusion body myopathy with Paget disease of bone
and frontotemporal dementia, IBMPFD), otozomal dominant olarak tasinan genetik
bir hastaliktir. Hastalik tanisi konulabilmesi icin hastalar; kemik Paget hastaligi,
frontotemporal demans ve miyopati hastaliklarinin belirtilerinden en az ikisini
gostermelidir. IBMPFD’li hastalarin kas ve beyin dokularinda TDP-43 ile birlikte

akiimiile olmus ubikitin i¢eren inkliizyonlar goriilmiistiir.

IBMPFD hastalarinda, 9.kromozomda 9pl13-p12°de yer alan valosin-igeren
protein (VCP) geninde 12 farkli mutasyon bulunmustur. VCP, AAA-ATPaz
(ATPases Associated with diverse cellular Activities) ailesinin bir iiyesi olup;
ubikitin bagimli protein yikimi, stres yanitlari, programli hiicre 6liimii, membran
fiizyonu, ER (Endoplazmik Retikulum) ve Golgi’nin yeniden yapilanmasinda rol alir.
VCP, Endoplazmik Retikulum iliskili yikim (ERIY) yolaginda gérev yapan anahtar
bir proteindir. ERIY’in retrotranslokasyon basamaginda gorev yapmaktadir.
IBMPFD’de ile iliskilendirilen mutasyonlarm; VCP’nin ERIY islevinde degisiklik
veya kaybina bagl olarak ubikitinlenmis proteinlerin yikiminda bir hasara neden

oldugu distiniilmektedir.



Bugiine kadar yapilan calismalarda, IBMPFD hastaligi ile iliskilendirilen VCP
mutasyonlarinin poliubikitinlenmis proteinlerin diizeylerinde artisa neden oldugu
tizerinde durulmustur. Ancak, yapilan ¢alismalar sadece iki VCP mutasyonu (R95 ve
R155) iizerinde gergeklestirilmis ve ERIY substrati olarak kistik fibroz hastalarinda
siklikla gozlenen kistik fibroz transmembran iletim regiilator (Cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator protein, CFTR) proteininin mutant1 olan
CFTRAF508 kullanilmistir. R95G ve R155H mutant VCP’lerin, CFTRAF508
proteinin denge durumunu artirdid1 gdz 6niine alinarak ERIY’i olumsuz etkiledigi
sonucuna varilmistir. Ancak siklohekzimid izleme (cycloheximide chase) yontemi ile

yikim hizindaki degisme gozlenmemistir (1).

Yaptigimiz arastirmalarda 3 farkl ERIY substrat;; CD35, CFTRAF508 ve
Tirozinaz C89R kullanarak, 12 farkli VCP mutasyonunun ERIY iizerine etkileri
incelenmek istenmistir. Ayrica bu mutantlarin, VCP kofaktorleri Npl4 ve Ufdl

proteinleri ile etkilesmeleri test edilmistir.


http://en.wikipedia.org/wiki/Cystic_fibrosis_transmembrane_conductance_regulator
http://en.wikipedia.org/wiki/Cystic_fibrosis_transmembrane_conductance_regulator

1. GENEL BILGILER
1.1. Valosin iceren Protein (p97/VCP)

p97/VCP (Valosin-containing Protein), ¢esitli hiicresel islemlerde goérev alan
tip I AAA (ATPases associated with a variety of activities) ATPaz
siiperfamilyasinin bir iiyesidir. AAA ATPaz siiperenzim ailesi iki AAA bolgesi
icerir, hekzamer yapisi olusturarak ATP’den elde ettigi enerji ile farkli hiicresel

islevlerde rol alir.

VCP, farkli tiirler arasinda yiiksek homoloji gosterir. DNA dizi analizi
sonuglarina gore, VCP geni mayadan insana %69 oraninda korunmustur. Benzerligi
yiksek olan DNA dizilerinin AAA bolgesi ile ilgili oldugu bulunmustur (2).
Memelilerde p97/VCP adiyla bilinen gen iiriiniiniin; Archaebacteria’da VAT (VCP-
like ATPase), Drosophila melanogaster’da TER94 (Transitional endoplasmic
reticulum ATPase), Saccharomyces cerevisiae’da CDC48 (Cell division control

protein 48), Xenopus’da p97 adli homologlari bulunmaktadir (2-6).

VCP, 806 aminoasitten olusur, molekiil agirligi 97 kDa’dir (7). Hesaplanmis
izoelektrik noktast 5.14°diir (NCBI, AAI21795). VCP, hiicrede sitozolde bol
miktarda bulunan ve hiicre i¢in gerekli olan bir proteindir. Toplam hiicresel
proteinlerin %1’den fazlasint VCP olusturur. VCP, birgok farkli fonksiyonu ile

arastirmacilarin farkli alanlarda ilgisini ¢gekmektedir (7).

VCP’nin birbiriyle iligkisiz goriilen bir ¢ok hiicresel siiregte rolii vardir. Bu
aktiviteler; organel biyojenezi, programli hiicre 6liimii, ¢ekirdegin yeniden olusumu
ve paketlenmesi, Golgi ve ER membrani fiizyonu ve onarimi, transkripsiyon faktorii

aktivasyonu, DNA onarimi, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, B ve T hiicrelerinin



uyarilmasi, ER iliskili protein yikimidir (8). VCP’nin tiim bu aktiviteleri dogrudan ya

da dolayl olarak ubikitin-proteazom sistemi tarafindan diizenlenmektedir.

VCP molekiiliinii, N terminali (1-187), D1 bolgesi (209-460), D2 bolgesi (481-
761), C terminali (762-806), N-D1 baglayict L1 bolgesi (188-208) ve D1-D2
baglayict L2 bolgesi (461-480) olusturur (9-10) (Sekil 1). Hem D1 hem de D2
bolgeleri, Walker A ve B motifleri igerir ki bu motif ATP baglanmas1 ve hidrolizi
icin gereklidir. Kristalografi ve biyokimyasal calismalar sonucunda, VCP’nin
oligomerizasyonundan sorumlu boélgesinin D1 bélgesi oldugu gosterilmistir (11, 10).
D1 ve D2’nin o/f katlanmalarinin benzer oldugu fakat heliks yapisinin son derece
farkli oldugu gozlenmistir. N-terminal bélgesinin oldukg¢a esnek olmasi ve C-
terminalinin biiyiik 6l¢iide diizensiz olmasi nedeniyle hem N hem de C terminalinin
elektron mikroskopisi ve kristalografi ile gosterilmesi zordur. Buna karsin, X-1sin1
kristalografi ¢alismalar1 ile ADP baglanan N-D1 bolgesi hakkinda gesitli bilgiler

ortaya konulmustur (10).

N D1 D2 C
A A A
[ 1 [ | | 1 |
1 197 218 469 491 771 835 Maya Cdc48p
1 187 208 459 481 761 806 insan VCP
CDC48-N AAA AAA
Substrat/Kofaktor Oligomerizasyon Major ATPaz Kofaktor
Baglanmasi Isi soku ile ATPaz aktivitesi Baglanmasi

Sekil 1: VCP proteinin domain yapisi

VCP’de N-terminalinin p47 ve Ufd1-Npl4 kompleksi gibi kofaktor ve adaptor

proteinlerin baglandigr yer oldugu gosterilmistir (12). p47 ve Ufd1-Npl4 kompleksi



ve bazi diger kofaktorlerin birbirini diglayict bir sekilde VCP’ye baglandigi

gosterilmis, bunlarin N bolgesinin ayn1 alani ile etkilestigi diistiniilmektedir.

In vivo ve in vitro ¢alismalar, VCP’nin biyolojik islevlerini gosterebilmesi i¢in
ATPaz aktivitesine gereksinimi olduguna isaret etmektedir. Diger AAA proteinleri
gibi, VCP’nin de enzimatik aktivitesini gosterebilmesi i¢in magnezyum iyonuna
ihtiyac1 vardir ve bu aktivite maleik asit imidi (NEM) tarafindan inhibe edilir (6, 13).
VCP’nin ATPaz etkisinden D2 boélgesinin birincil derecede sorumlu oldugu
gosterilmistir. Diger molekiiler saperon proteinleri gibi VCP’nin ATPaz aktivitesi de
yiksek 1s1, pH, tuz konsantrasyonu, alkol, ADP ve oksidan ajanlar gibi ¢esitli
etkenlerden etkilenmektedir. Yabanil tip VCP, sicaklik 50-55°C civarinda iken 1siyla
artan ATPaz aktivitesi gostermektedir. D1 bolgesi mutasyona ugratildiginda 1siyla
artan ATPaz aktivitesi ortadan kalkmaktadir. Buna karsin, D2 boélgesi mutasyona
ugratildiginda, 37°C’de diisiik aktivite gosterirken; sicaklik 50°C’nin ilizerine ¢iktig1
zaman artan aktivite gostermektedir (13). Bu da D2’nin major ATPaz aktivitesinden
sorumlu oldugunu, D1’in ise isiya bagimli artan aktiviteden sorumlu oldugunu

gostermektedir.

VCP molekiiliiniin C terminal uzantisinin (762-806) rezidiilerinin yapisal ve
islevsel olarak tarifi ¢ok daha zordur (11). C alaninin en énemli 6zelliklerinden biri,
esnek asidik rezidiilerin varligidir. Bu yap1 ayn1 zamanda major tirozin fosforilasyon
bolgesini (Tyr805) igerir (14). Lavoie ve arkadaslari membranla birlesik JAK-2
(Janus kinase) ve PTPH1 (Cytoskeletal protein tyrosine phosphatase) gibi kinaz ve
fosfatazin VCP ile iligkili oldugunu gostermislerdir. Tirozinin defosforilasyonunun;
VCP ile ER membrani arasindaki iligkiyi saglamlastirdigi, dolayisi ile transisyonal

ER olusumunu destekledigini gostermislerdir (15). Ayrica, VCP, aktive olan serin-


http://www.phosphatase.net/showabstract.php?pmid=10820377

treonin protein kinaz (AKT) tarafindan fosforillenir. VCP’nin fosforillenmesi, islev
gosterebilmesi igin gereklidir (16-17). AKT ise fosfolipid baglanmasi ve fosfoinozit-
3- kinaz (PI3K) sinyal yolu iizerinden fosforlanmasi ile uyarilir (18). AKT tarafindan
fosforillenen lipid baglayict boliim VCP’nin hiicre membranina yonlendirilmesine

neden olmaktadir (19).

VCP’nin farkli islevleri; hiicre igi etkilestigi proteinler (p47, gp78, Npl4-Ufd1,
VIMP, SVIP gibi) ile diizenlenir (20-21). p47, ubikitin diizenleyici X (UBX) bolgesi
tagimakta olup ER ve Golgi aparatinin biyojenezinde ve onariminda rol alir. VCP’nin
N terminaline baglanir, komsu membranlarin birlesme mekanizmasinda saperon
benzeri gorev alir (22, 15). UBX, ubikitin diizenleyici proteinlerin C-terminalinde
bulunur ve genellikle CDC48 (N) bolgesi ile etkilesme birimidir (23). p47-VCP
kompleksinin islevi, p47°nin hiicre boliinme dongiisiinde AKT ile fosforilasyonuna

baglidir (24-25).

VCP’nin, ER membraninda bulunan bir ubikitin ligaz (E3) olan gp78’in
sitozolik  kuyrugu ile etkilestigi  bilinmektedir. gp78-VCP etkilesmesi;
poliubikitinlenmis CD35, apolipoprotein B100 ve hidroksimetilglutaril-KoA
rediiktazin (HMG-KoA Rediiktaz’m) ERIY’de yikimi sirasinda, VCP’nin sayilan
ERIY substratlarina baglanmasim gii¢lendirmektedir (26). Boylelikle, substratlarin

ubikitinasyonu ile retrotranslokasyonu birbirine kenetlenmektedir.

Npl4-Ufd1-VCP kompleksi, ¢ekirdegin yeniden yapilanmasinda ve hedef
proteinlerin ubikitin-proteazom sistemine yonlendirilmesinde gorev yapar (27-28).
Bu sitozolik kompleks, VCP’nin ER membrani iizerinde Derlin-1, VIMP (VCP-
interacting membrane protein) ve diger kompleksler ile etkilesimini artirir (29-31).

Xenopus yumurtalarinda Cdc48/p97 ve adaptorleri Ufd1-Npl4’iin; mikrotiibiil



dinamiklerinin modiilasyonunu ve mitozun sonundaki yigilmay1 diizenleyerek ig
ipliklerinin olusumunu diizenledigi gosterilmistir. p97°nin maya homologu Cdc48’in
genetik analizi ile mitotik yolagin yerine getirilmesinden sonra mitotik ig iplerinin
olusumu i¢in Cdc48’in gerekli oldugu bulunmustur. Cdc48/p97-Ufd1-Npl4 ig ipligi
olusum faktorlerine direk baglanmakta ve mikrotiibiillerle etkilesmesini
diizenlemektedir (32). Dolayisiyla VCP-Ufd1-Npl4 kompleksinin ERIY disinda

gosterilen en 6nemli islevi mitoz sonrasi mikrotiibiil olusumunun diizenlenmesidir.

SVIP (small p97/VCP-interacting protein), mikrozomal membran iizerinde
bulunur. gp78’e benzer sekilde p97/VCP ve Derlin-1 ile etkilesir. SVIP, p97/VCP-

gp78-derlinl kompleksini inhibe ederek ERIY de diizenleyici rol gosterir (21).

VCP’nin ayrica agrezomun olusumunda gerekli oldugu gosterilmistir (33-35).
Agrezomlar, mikrotiibiile bagli hiicresel yapilardir; yanlis katlanmis ve agrege olmus
proteinleri tutarlar. Agrezomlar; bu proteinlerin, otofajik yikimi igin gerekli
mekanizmaya sahiptirler. VCP, tercihli olarak agrege olmaya egilimli poliglutamin
iceren proteinlerin agregasyonu ile iliskilidir (36). Histondeasetilaz 6 (HDACS) bir
agrezom proteini olup, ubikitinlenmis proteinlere ve VCP’ye baglanir. HDACS,
otofaji lizerinden yikilan yanlis katlanmis proteinlerin ubikitin-proteazom sisteminde

yikilmadan agrezoma gegisini diizenler (37).

VCP’nin ubikitin igeren niikleer cisimcikler ile serebral kortekste lokalize
oldugu birden fazla ndronal dejeneratif hastalikta gdzlenmistir. Bunlara 6rnek olarak
Huntington, Alzheimer, Creutzfeldt-Jakob ve Parkinson hastaligi verilebilir (38).
Kimonis ve arkadaglarimin 2008 yilinda yayinladiklar1 bir ¢aligmada, VCP

hastaliklarinin %30’unda miyopati, %28’inde miyopati ve kemik Paget hastaligi,



%?20’sinde miyopati ve frontotemporal demans, %12’sinde ise miyopati, kemik Paget

hastalig1 ve fromtotemporal demans fenotiplerinin gézlendigi bildirilmistir (39).

1.2. Kemik Paget Hastahg ve Frontotemporal Demans ile Gozlenen Inkliizyon

Cisimcik Miyopati Hastahig1 (IBMPFD)

Inkliizyon cisimcik miyopatileri (IBMs); genetik ve diizensiz olarak ortaya
¢ikan, kaslarda sekilsiz vakuollerle ve sitoplazmik agregatlar ile karakterize olup, kas
giigstizliigiine yol agan bir hastaliktir (40). Sitoplazmik agregatlar; Alzheimer
hastalarinin beyinlerinde biriken proteinlere benzer sekilde ubikitin, B-amiloid,

apolipoprotein E ve fosforillenmis taurin igerirler (41).

Genetik IBM’lerden bir tanesi, kemik Paget hastaligi ve frontotemporal
demans ile gozlenen inkliizyon cisimcik miyopati hastaligi (Inclusion Body Myopathy
with Paget’s Disease of the Bone and Frontotemporal Dementia, IBMPFD)’dir. Otozomal
dominant bir hastalik olan IBMPFD, 9. Kromozomun 9p21.1-pl12 bdélgesinde
haritalanmistir. Bu bodlge genler acisindan yogun olup, IBMPFD disinda IBM2 ve
nemalin miyopati gibi iki farkli miyopati de dahil bir¢ok bozuklugun gozlendigi bir

¢oklu hastalik lokusudur.

IBMPFD tanis1 koyabilmek i¢in, bireyde miyopati olusumu, kemik Paget
hastalig1 ve frontotemporal demans belirtilerinden iki ya da daha fazlasi izlenmelidir
(42). IBMPFD hastalarinda Paget hastaliginin ortaya ¢ikisi 50’li yaslardan once
gozlenir. Kemik Paget hastaligi, anormal ve agir1 aktif osteoklastlar nedeniyle kemik
kalinlasmasi ile belirgindir. En sik karsilasilan sikayetler bel kemigi, kalca ve
kafatas1 agrilaridir. Frontotemporal demans ise, IBMPFD hastalarinda ortalama 55
yaslarinda ortaya ¢ikar. Davranig ve yonetim ile ilgili bulanikliklara, frontal lobda

gozlenen degisimler neden olur (43).



Hastalarda ti¢ Onemli fenotipik oOzellik gorilir (44): 1) Aym yas
ortalamasindaki hastalarin %90’inda 45 yasinin baslarinda kas zayifligina bagh
sakatliklarin, 2) Kemik Paget hastaligi ile birlikte ilerleyen hastalarin %51’inde
osteolitik lezyonlarin, 3) Hastalarin %32’sinde 54 yasinin baslarinda konusma ve
davranis bozuklugu ile karakterize olan tipik frontotemporal dejenerasyon (FTD)
gelisimidir (38). Diger rapor edilen fenotipik bozukluklar, kardiyomiyopati, hepatik
fibroz, katarakt, duyusal motor aksonal noropati seklinde siralanabilir (45-47).
Hastaligin gelisimi ile hastalar yillar iginde destekleyici aparatlara ve tekerlekli
sandalyeye ihtiya¢ duyar. Hastalarin bir ¢cogu solunum ve kalp yetmezligine bagli ya
da bunama nedeniyle gelisen fiziksel komplikasyonlarina bagli olarak hayatini

kaybeder (48-49).

IBMPFD hastaliginin, 9. Kromozomda 9p13-p12 lokalize olan VCP genindeki
mutasyonlara bagli oldugu ilk kez 2004 yilinda gosterilmistir (50) (Sekil 2). Bugiine
kadar IBMPFD hastalig1 ile iliskilendirilen 12 farkli aminoasit tizerinde VCP
mutasyonu oldugu rapor edilmistir (Tablo 1). Bu aminoasitler; R93, R95, P137,

R155, G157, R159, R191, L198, A232, T262, N387 ve A439°dir (51, 39, 52).
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Sekil 2: VCP Geninin Kromozomda Lokalizasyonu
(http://ghr.nim.nih.gov/gene/VCP)



http://ghr.nlm.nih.gov/gene/VCP

Frontotemporal Demans ve Paget Hastalg ile iliskilendirilen VCP

Mutasyonlari

Mutasyon ve Konumu

wt’daki Aminoasit

mt’daki Doniistiigii Aminoasit

R93C Arginin Sistein
R95G Arginin Glisin
R95C Arginin Sistein
R155H Arginin Histidin
R155C Arginin Sistein
R155P Arginin Prolin
R155S Arginin Serin
G157R Glisin Arginin
P137L Prolin Losin
R159H Arginin Histidin
R159C Arginin Sistein
R191Q Arginin Glutamin
L198W Losin Triptofan
A232E Alanin Glutamik asit
T262A Tireonin Alanin
N387H Asparagin Histidin
A439S Alanin Serin

Tablo 1: Bugiine kadar IBMPFD ile iliskilendirilen VCP Mutasyonlar1 ve

Aminoasit Degisimleri

Mutasyonlardan;

e R93C, R95C, R95G, P137L, R155C, R155H, R155P, R155S, G157R,

R159C ve R159H VCP’nin N-terminalinde;

e RI191Q ve L198W, N ve D1 bolgelerini baglayan bolgede (L1);

o A232E, T262A, N387H ve A439S, DI bolgesinde bulunur (Sekil 3)

(51-54).
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N-Terminal D1 D2 (C-Terminal

R93,R95, P137L
%”%”E
R155, G157R, R159C
RI191Q, L198W N387H A4398

Sekil 3: IBMPFD ile iliskilendirilen mutasyonlarin VCP'de lokalizasyonu (51-
54)

IBMPFD Hastalarinda Belirlenen VCP Mutasyonlari

Aminoasit | Baz Degisimi | Ekzon Bolge Aile Sayisi Referans
R93C 277C>T 3 CDC48 4 (55-56, 50)
R95G 283C>G 3 CDC48 2 (57)
R95C 283C>T 3 CDC48 1 (39)
P137L 410C>T 4 CDC48 1 (52)
R155C 463C>T 5 CDC48 5 (57-59, 56, 50)
R155H 464G>A 5 CDC48 8 (57, 56)
R155P 464G>C 5 CDC48 1 (57)
R155S 463C>A 5 CDC48 2 (52)
G157R 469G>C 5 CDC48 2 (51)
R159H 476G>A 5 CDC48 2 (60)
R159C 476G>A 5 CDC48 2 (61)
R191Q 572G>A 5 L1 1 (57)
L198W 593T>G 6 L1 1 (45)
A232E 695C>A 6 L1-D1 Kavsagi 1 (57)
T262A aciklanmamis 7 D1 1 (39)
N387H 1159A>C 10 D1 1 (45)
A439S 1315G>T 11 D1 4 (52)

Tablo 2: IBMPFD Hastalarinda VCP Geninde Belirlenen Mutasyonlar ve Baz
Degisimleri

VCP’deki bu mutasyonlarin, VCP’nin hekzamer olusturmasini engellemedigi
ve ATPaz aktivitesini degistirmedigi gosterilmistir (1). IBMPFD’li hastalarda
mutasyonlarin  VCP’nin islevini degistirerek ya da kayba ugratarak, ubikitin-
proteazom sisteminde ubikitinle konjuge proteinlerin birikimine neden oldugu,
hiicrenin hayatta kalmasini zorlastiran ER stresini indiikledigi disiiniilmektedir (62,
50).
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IBMPFD ile enfekte olmus dokularin sitoplazmik ve intraniikleer boliimlerine
belirgin ubikitinlenmis inkliizyonlar belirlenmistir (63, 47, 60). Normal kontrol
hastalarindan alinan kaslarda poliklonal antikorlarla yapilan immiinohistokimya
calismalarinda VCP’nin biiyiik olgiide endomizial (endomizyum, kas igindeki bag
tabakalarmin olusturdugu yapi) kapillerde oldugu gézlenmistir (Sekil 4a, sag ok).
Kas liflerinde ise VCP birikimi periferde lipofusin graniillerinde (Sekil 4a,sol ok) ve
daha diflize olarak kii¢iik miktarlarda sitoplazmada gozlenmistir. IBMPFD’li hasta
kasinda ise kas liflerinde biiyiik fokal inkliizyonlarin (Sekil 4b, ok) VCP icerdigi
belirlenmistir. Bir baska Ornekte ise kas liflerinde birden fazla kii¢iik lokus

gozlenmistir (Sekil 4c) (50).
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Sekil 4: VCP'nin cesitli dokularda goriiniimii.

a) Normal Endomizial kapillerde (sag ok) ve Kas liflerinde periferde lipofusin
graniillerinde goriiniisii (Sol ok) b) IBMPFD’li Kas liflerinde biiyiik fokal
inkliizyonlarin VCP igermesi (ok) ¢) IBMPFD’li Kas liflerinden birden fazla lokus
halinde goriiniimii (50).

IBMPFD néropatolojisi, distrofik Sinir hiicrelerinin olusturdugu akson benzeri
sitoplazmik uzantilar (noritler), bol miktarda ubikitin pozitif néronal intraniikleer
inkliizyonlar ve nadir rastlanan intrasitoplazmik inkliizyonlar ile karakterizedir. TAR
DNA binding protein 43 (TDP-43), ubikitinlenmis bu inkliizyonlarda tanimlanan
major proteindir (64). TDP-43, bir ¢ekirdek proteini olup, ekzon atlanmasinda ve

transkripsiyonun diizenlenmesinde gorev alir (65). Frontotemporal demans ve ALS

12



(Amiyotrofik lateral skleroz) hastalarinin beyin dokularinda ubikitinle biriken TDP-

43 inkliizyonlarina rastlanmistir (64).

IBMPFD’li 6 hastanin kaslar1 incelendiginde, hepsinde belirgin ubikitinle
lokalize olan TDP-43 inkliizyonlarina rastlanmstir (66). Inkliizyonlarmn, agirhikli
subsarkolemmal ve sarkoplazmik oldugu goriilmiistiir. VCP mutasyonlar1 nedeniyle
olusan ubikitin inkliizyonlarinin majoér komponentinin TDP-43 oldugu bulunmustur.
Mutasyonlarin VCP’nin fonksiyonunu bozarak TDP-43 proteinopatisinin olusmasina
zemin hazirladigi onerilmistir (44). Kontrol kas hiicrelerinde TDP-43 ¢ekirdekte
bulunurken (Sekil 5A, 5B), IBMPFD’li kasin bir¢ok kas lifinde sitoplazmada (Sekil
5C) gozlenmektedir. Ayrica, IBMPFD’li kas hiicrelerinde bulunan TDP-43 igeren

inkliizyonlar VCP ile kolokalize durumdadir (Sekil 6)(67).

Sekil 5:Kas hiicrelerinde TDP-43 proteininin goriiniimii.
(A) ve (B) Kontrol kas hiicrelerinde TDP-43’{in niikleusta goriiniimii (C) IBMPFD’li
kasta TDP-43’iin sitoplazmada goriiniimii (67)
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Sekil 6: TDP-43 ile VCP'nin Kolokalizasyonu (67)

Daha once belirtildigi tizere, IBMPFD’li hastalarin kas ve beyin dokusunda
sitoplazmik ve niikleer agregatlarin (protein birikim {riinleri) birikimi
gozlenmektedir (60, 50). VCP mutant proteinini eksprese eden hiicrelerle yapilan
calismada, agrege olmaya egilimli poliglutamin igeren protein (polyQ80)’in
yikiminin basarisizliga ugradigi gosterilmistir. PolyQ80 inkliizyonlari, ¢ok sayida ve
¢oziinmeyen agregatlar halinde akiimiile olmuslardir. Bu birikmeye, protein
agregatlarinin agrezoma gegisi sirasindaki bir aksakligin neden oldugu onerilmistir
(33). Agrezomlar, yanhs katlanmis ve agregat olusturmus proteinlerin biriktirildigi
mikrotiibiile bagl yapilar olup protein agregatlarinin otofajik yikim mekanizmasi
icin gereklidir (68). IBMPFD iliskili mutant VCP proteinleri eksprese eden
hiicrelerde ve hayvanlarda; nondejeneratif otofagozomlarin akiimiilasyonu,
vakuollerin birlesmesi ve agregat halindeki proteinlerin yikimmin engelledigi
gozlenmistir. Otofajik inhibisyon oldugunda TDP-43’{in, IBMPFD mutant eksprese
eden hiicrelerde oldugu gibi sitozolda akiimiile oldugu bulunmustur. Bu veriler
1s18inda, VCP’nin otofajide de islevi oldugu ve dolayisiyla IBMPFD kasinin
patolojisinde VCP’deki mutasyonlar sonucu bozulan otofajinin de islevi oldugu
onerilmektedir (69). Bir diger calismada IBMPFD’de bozulan otofagozom

olgunlagsmasinin, ubikitin konjugatlariin akiimiilasyonuna ve ubikitin pozitif
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vakuollerin olugsmasina neden oldugu gosterilmistir. Otofaji tarafindan ubikitinlenmis

proteinlerin temizlenmesi i¢in VCP’nin gerekli oldugu belirtilmistir (70).

Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi kullanilarak, IBMPFD’li
R93, R95 ve R155 rezidiilerini igeren mutantlarinin, ERIY’de VCP’nin Npl4
proteinine baglandigi bolgede konumlandigr gosterilmistir (28). Isaacson ve
arkadaglari, 2007 yilinda NMR c¢alismalariyla VCP iizerinde Npl4’iin baglandigi
yapisal yeri gosterip, Npl4 baglanan bdlgedeki aminoasitlerin bazilarinin
IBMPFD’de mutasyona ugradigini (R93, R95 ve R155), bu nedenle Ufdl1-Npl4
kompleksinin VCP’ye baglanmasi sirasinda bir inhibisyon ya da bir farklilagma ile

ERIY’de fonksiyon bozukluguna neden olabilecegini énermislerdir (71).

C2C12 fare miyoblast hiicrelerine R155H ve R95G mutantlar transfekte edilen
hiicreler yabanil tip hiicreler ile karsilastirildiginda; mutant eksprese eden hiicrelerde
ubikitinlenmis proteinlerin, ATPaz etkinligi ortadan kaldirilan VCP-QQ mutantina
benzer sekilde arttirdig1 goriilmiistiir. Bir ERTY susbtrati olan CFTRAF508 proteinin
steady state (denge) diizeyinin artmasi, ubikitinlenmis proteinlerin arttigi olgusunu

desteklemektedir (1).

1.3. Endoplazmik Retikulum Tliskili Yikim (ERIY)

Proteinlerin katlanmasi karmagik ve hataya egilimli bir siiregtir. Genetik
mutasyonlar, viral enfeksiyonlar, sicaklik soku ve oksidatif stres gibi diger hiicresel
degisiklikler; hem yeni sentezlenmis hem de daha Once sentezlenen proteinlerin
yanlis katlanmasina neden olurlar. Proteinlerin yanlis katlanmasi; kistik fibroz, a-1-
antitripsin  yetmezligi ve protein birikmesi ile iligskili Huntington, Parkinson,

Alzheimer, IBMPFD gibi hastaliklara neden olabilir (72).
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Endoplazmik Retikulum, salgilayict yolagin ilk bolimidir (73-74).
Proteinlerin islev gosterebilmesi i¢in dogru katlanmasi ve modifiye edilmesi, liimene
translokasyonu ya da ER membranina eklenmesi gerekir. Tiim bu siire¢ler salgilayici
yolak tarafindan yonetilir (73-74). Eger bu yolakta hata olursa, yanls katlanmig
tiriinlerin ortaya ¢ikmasma neden olur. Yanlis katlanmis proteinler ER’de
alikonularak, protein kalite kontrol mekanizmasi olarak bilinen ERIY (Endoplasmic

Reticulum associated Degradation, ERAD) ile ortadan kaldirilir (23).

ER’de birbirinden bagimsiz iki kalite kontrol mekanizmas: vardir: 1) Cesitli
ER saperonlari ve katlanma enzimleri ile proteinlerin katlanmasina tekrar tekrar
calistimast 2) ERIY ile yanls katlanmis ya da katlanmamis proteinlerin ER’den
sitoplazmaya retrotransklokasyonu ile ubitikitin-proteazom sisteminde yikilmasidir

(75-78).

ERIY; yanlis katlanan proteinlerin taninmasi, poliubikitinasyonu, sitozole
tasinmasi ve proteazomal yikim basamaklarindan olusur (Sekil 7). Ubikitin, 76
aminoasitten olusan bir peptittir. Subtratlarinin yiizeylerinde bulunan lizin
rezidiilerinin e-amino gruplar ile izopeptit bagi ile kovalent olarak ubikitinasyon adi
verilen reaksiyon ile baglanir. Ubikitin proteini, yapisinda 7 lizin rezidiisii igerir.
Proteazom aracili yikim igin belirleyici ozellik, ubikitinin 48.lizini tizerinden
gerceklesen ubikitin zincirinin uzamasidir. Yikim i¢in en az dort ubikitin zincirine
gereksinim vardir. Poliubikitinlenmis substrat, 26S proteazoma hedeflenebilir ve

yikilabilir (23).

Ubikitinasyon, 3 enzimin birlikte ¢alismasi ile gergeklesir. Ubikitin aktifleyici
enzim E1, ubikitin konjuge edici enzim E2 ve ubikitin ligaz E3. Ubikitin ligazlar

(E3’ler) substratlara spesifik olarak ubikitinasyonu saglar.
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Sekil 7: Endoplazmik Retikulum iligkili yikim mekanizmasi. Hatali proteinler,
farkli kalite kontrol mekanizmalari tarafindan ER liimeninde tanilir. Sitoplazmik
lizin rezidiileri ubikitin ligazlar ile ubikitinlenir. VCP-Ufd1-Npl4 kompleksi
yardimiyla dislokalize olur ve proteazoma iletilir (Aras. Gor. Fadime AYDIN KOSE
tarafindan sema haline getirilmistir).

26S proteoazomda yikilmasi i¢in ubikitinlenmis ER-iliskili proteinlerin ER’dan
sitoplazmaya retrotranslokasyonu, sitoplazmik ATPaz kompleksine gereksinim
duyar. Bu kompleksi, bir AAA-ATPaz olan p97/VCP ve kofaktorleri Ufd1 ve Npl4
olusturur (79-81). Ufdl ve Npl4 heterodimer yapi olusturur. ER membraninda
p97°nin ubikitinlenmis proteinlerle etkilesmesine ve p97/VCP’nin ubikitinlenmis
molekiile afinitesinin arttirilmasina yardim eder. p97/VCP, E3 ligazlarla da etkilesir,
bu etkilesme hedeflenen substratin ubikitinasyonunu arttirir (82). p97/VCP, ER-
membranina bagli birden fazla protein ile etkilesir: p97/VCP-interacting membran
proteini (VIMP), Derlin-1, Derlin-2, gp78, SVIP ve ERIY E3 Hrdl (83). gp78-VCP
etkilesmesi; poliubikitinlenmis CD39, apolipoprotein B100 ve hidroksimetilglutaril-

KoA rediiktazin ERIY’de VCP’ye baglanmasim artirmakta ve bu substratlarin
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ubikitinasyonu ile retrotransklokasyonunu kenetleyip ubikitin-proteazom siteminde

yikilmasini saglamaktadir (26).

Sadece yanlis katlanmis proteinler ERIY’in substratlar1 degildir. ERIY,
kolesterol biyosentezinde (mevalonat yolaginda) anahtar enzim olan 3-hidroksi-3-

metilglutaril koenzim-A rediiktazin (HMG-KoA Rediiktaz, HMGR) yikilarak

diizenlenmesinde de rol alir (84).

ERIY siirecindeki bozukluklar cesitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda rol oynar.
Bu hastaliklar iki grupta incelenebilir. Birinci grup hastaliklari, ERIY’in
bilesenlerinde meydana gelen mutasyonlar nedeniyle fonksiyon kaybina bagli olarak
anormal proteinlerin hiicrelerde birikmesi ve hasara neden olmasi olusturur. Bu grup
hastaliklarin  basinda Parkinson hastaligi gelir. Parkinson hastaligi, Parkin
mutasyonlart ile iliskili norodejeneratif bir hastaliktir (85). Parkin, PARK2 geni
tarafindan kodlanan bir ubikitin ligazdir (86). Parkin geninde mutasyon sonucu
olusan anormal kiigiik protein islev gosteremez ve hizlica UPS’de yikilir. Bu grup

hastaliklara IBMPFD ve Alzheimer hastalig1 da 6rnek verilebilir.

Ikinci grup hastaliklara, salgi ya da membran proteinlerinin vaktinden dnce
yikimi neden olur. Kistik fibrozde oldugu gibi, aslinda islevsel olan mutant
proteinlerin gorev yerine ulasip c¢alismasina engel olurlar. Kistik fibroz hastaligina
neden olan CFTRAF508 mutasyonu, CFTR’in katlanmasin1 geciktirir, sonug olarak
mutant CFTRAF508 ERIY tarafindan substrat olarak belirlenir ve yikilir. Bu
mutasyonun, CFTR proteininin klor kanali islevini bozmadig1 ve mutant proteinin
gdrevini yapabildigi bilinmektedir (87). ERIY deki bozuklarin neden oldugu diger
hastaliklara; a-1 Antitripsin (ATT) yetmezligi, diyabet, Huntington hastaliklari, viral

hastaliklar ve albinizm sayilabilir (88-91).
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BOLUM IT

2. GEREC VE YONTEMLER

2.1. Gerecler

Sogutmali Yer Tipi Santrifiij (KUBOTA 7780), Masaiistii Santrifiij (KUBOTA
3300), pH Metre (Hanna Instruments HI221), Dijital Vorteks (IKA MS3), Giig
kaynag1 (Thermo Scientific OWL EC 300 XL), Dikey Elektroforez (BIO-RAD Mini-
PROTEAN Tetra Cell), Membran Transfer Sistemi (Thermo Scientific VEP-2
OWL), Yatay Elektroforez (Owl EasyCast B1A), Calkalamali Inkiibator (IKA 4000
i), Thermal Cycler (Techne TC-312), Mikroplaka Okuyucu (Molecular Devices
VERSAmax Tunable), Calkalamali blok 1sitici (Grant-bio PHMT), Nanovette
UV/Vis Spektrofotometre (Beckman-Coulter DU730), Inverted Floresan Mikroskop
(Leica DM IL), CO, Inkiibatorii (Thermo Scientific Model 370), Laminer Hava
Kabini (Thermo Scientific Class Il MSC-Advantage), Otomatik Film Banyo Cihazi
(PROTEC ECOMAX), Rotatér (VWR), Orbital Calkalayict (LABNET Orbit 1000),
Neubauer Hemositometre (Hausser Scientific), Sarjli pipetaj aleti  (Nichiryo,
Finnpipette, Gilson), -80°C derin dondurucu (Sanyo), Buz Makinesi (Hoshizaki),
Hassas ve Kaba Analitik Teraziler (Denver Instrument), Etiv (Memmert Universal),
Su banyosu (Memmert Universal WNB 7-45), Otoklav (Hirayama), Manyetik
karistiric1 (Yellowline MAG HS 7), Vakum Pompasi (Major Science), Buz Dolab1 ve

-20°C Derin Dondurucu (White-Westing House).
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2.2. Sarf Malzemeleri

2.2.1. Kitler

BCA Protein Assay Kit (Pierce), Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene,
QuickChange Il), PureLink Hipure Plasmid Filter Miniprep/ Midiprep/ Maxiprep Kit

(Invitrogen), EZ-PCR Mikoplazma kiti (Biological Industries) kullanilmistir.

2.2.2. Malzemeler

PVDF membran MILLIPORE’dan, CL-X Posure Film PIERCE’dan ve

kullanilan tiim plastik malzemeler CORNING firmasindan temin edilmistir.

2.3. Kimyasal Maddeler

Memeli Proteaz Inhibitor Kokteyli, Agaroz, Etidyum Bromiir, N,N,N',N'-
Tetrametilendiamin, Polietilen Glikol 8000, Glisin, Sodyum Kloriir, Sodyum Fosfat
Monobazik Fosfat Anhidr, Sodyum Fosfat Dibazik Fosfat Anhidr, Sodyum Azid,
Bakteriyolojik Maya Ekstrati, Bakteriyolojik Tripton, Bakteriyolojik Agar
Etilendiamintetraasetik asid (EDTA), Etilenglikoltetraasetikasit (EGTA), Amonyum
Persiilfat, Tween-20, Triton X-100, Nonidet P-40, Ponceau S Stain, Gliserol,
Magnezyum siilfat heptahidrat, TRIS, 2-Merkaptoetanol, Ampisilin Sodyum tuzu,

Kanamisin siilfat ve Deoksikolik asit AMRESCO firmasindan satin alinmistir.

Akrilamit- Bisakrilamit Soliisyonu ve Dodesilsiilfat Sodyum SERVA’dan 100
bp DNA Markirn NEB’den, Unstained Protein Molekiil Agirlik Markirt  ise

FERMENTAS’dan temin edilmistir.

% 0,05 Tripsin-EDTA, Yiiksek Glukoz’lu DMEM, L-Glutamin ve Tripan

Mavisi BIOLOGICAL INDUSTRIES’den, Protein A sefaroz boncuklari
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ZYMED’den, Lipofectamin 2000 ve Opti-MEM besiyeri INVITROGEN’den,

Mg132 ALEXIS firmasindan satin alinmistir.

Kullanilan Kemiluminesan Substrat ve Sekonder Antikor Rabbit Anti-Mouse

IgG, (H+L) PIERCE marka kullanilmastir.

Antikorlardan monoklonal Anti-HA, Anti-c-MYC, Anti-Flag M2, Anti-B-Actin
antikorlar1 SIGMA firmasindan, monoklonal Anti-GFP antikoru ise Santa Cruz

firmasindan satin alinmuistir.

IPTG ( Izopropil-1-tiyo-B-D-galaktopiranozit) ve X-gal (5-bromo-4-kloro-3-
indolil-B-D-galaktopiranozit) Prof. Dr. Zeki Topgu tarafindan hediye edilmistir.
2.4. Cozeltiler

2.4.1. SDS-PAGE

2X RIPA (Radyoimmunopresipitasyon Assay) Lizatlama Tamponu:

40 mg SDS (dodesilsiilfat sodyum tuzu), 200 mg 7-DOC (deoksikolikasit)
tartildi, 0,4 ml NP-40, 4 ml 10X PBS ilave edilip distile su ile 20 ml’ye tamamlandi
ve 4°C’de saklanda.

10X PBS (Phosphate Buffered Saline) :

87,5 g sodyum Kkloriir, 11,5 g sodyum monohidrojen fosfat, 2,3 g sodyum
dihidrojen fosfat tartildi ve distile su ile 1 litreye tamamlanip pH’s1 7,4’e ayarlandi.
Otoklavland1 ve oda sicakliginda sakland.

IP (Immiinopresipitasyon) icin Hiicre Lizatlama Tamponu:

25ml 1,5 M NaCl, 0,5ml 0,5 M EDTA, 0,5ml 0,5 M EGTA, 25 ml 1 M Tris-
HCI (pH=7,5), 1,25 ml NP-40 (% 0,5) distile su ile 250 ml’ye tamamlandi, 4°C’de

saklandi.
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SDS-PAGE 4X Ayvirma Tamponu (Resolving Buffer) :

1,5 M Tris HCI (90,855 g), % 0,4 h/h TEMED (2 ml), % 0,4 a/h SDS (2 g),
distile suda ¢oziindiiriildii 500 ml’ye tamamlanip, pH’s1 8,9 olarak ayarlandi ve
4°C’de saklandi.

SDS-PAGE 4X Yiginlama Tamponu (Stacking Buffer) :

0,5 M Tris HCI (30,285 g), % 0,4 h/h TEMED (2 ml), % 0,4 a/h SDS (2 g)
distile suda ¢oziindiiriildii, 500 ml’ye tamamlanip, pH’s1 6,8’¢ ayarland1 ve 4°C’de
saklandi.

4X Protein Yiikleme Tamponu:

. 50 ml i¢cin Gerekli
Final Konsantrasyonu Miktar (4x)

Tris HCL 50 mM 10 ml 1 M Tris HCI
SDS %10 a/h 49
Gliserol %10 h/h 2 ml %99’1uk gliserol
2-Merkaptoetanol %1 2ml 14,7 M 2-ME
EDTA 12,5 mM 5ml0,5MEDTA
Bromofenol mavisi %0,02 a/h 40 mg

Tablo 3: 4X Protein Yiikleme Tamponu Icerigi

10 ml 1 M Tris HC1 (pH=6,8), 4g SDS, 2 ml %99’luk Gliserol, 2 ml 14,7 M 2-
ME, 5 ml 0,5 M EDTA, 40 mg Bromofenol mavisi distile suda ¢oziindiiriildii, 50
ml’ye tamamlandi. 1’er ml olarak tiiplere boliiniip, -20°C’de sakland.

10X SDS-PAGE Yiirtitme Tamponu.:

30,2 g Tris Baz, 144 g Glisin, 10 g SDS (dodesilsiilfat sodyum tuzu) tartilip,

distile suda ¢ozlindiiriildii ve 1 litreye tamamlandi, oda sicakliginda saklandi.

2.4.2. Western Blot

10X Transfer Tamponu:

30,33 g Tris-baz, 144 g Glisin distile suda ¢oziindiiriiliip, 1 L’ye tamamlandi,

oda sicakliginda saklandi.
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1X Yikama Tamponu:

100 ml 10X PBS, 1 ml Tween-20 distile suyla 1 L’ye tamamlandi, pH’s1 7,4’e

ayarlandi. Oda sicakliginda saklandi.

2.4.3. Bakteri

LB Medva (Bakteri Besi Ortami):

10 g NaCl, 10 g Tripton, 5 g Maya ekstresi distile suda ¢oziindiiriildii, 1 L’ye
tamamlandi. 121°C’de 20 dakika tutularak otoklavlama islemi gergeklestirildi.
Kullanilacag1 zaman taze hazirlandi ve oda sicakliginda saklandi.

LB Agar:

500 ml LB medyaya 10 g agar ilave edilip, otoklavlandi. 50°C’ye soguduktan
ilgili antibiyotik ilavesinden sonra seri olarak steril ortamda petrilere dokiildi. Agar-
petriler 4°C’de saklandi.

TSS Ajani (Transformasyonda Kullanilan Bakteri Hazirligi icin) :

10 g Polietilen Glikol (PEG MAS8000, % 10), 5 ml Dimetilsiilfoksit (DMSO,
%35 h/h), 1,23 g Magnezyumsiilfatheptahidrat (MgS0O4.7H20, 50 nM) LB medyada
¢Oziindiiriilip, 100 ml’ye tamamlandi, pH’st 6,5’e¢ ayarlanip, otoklavlandi.

Kullanilacagi zaman taze hazirlandi. 4°C’de saklandi.

%2 X-Gal Cozeltisi:

2 mg X-Gal tartilip, 100 ml steril distile suda hazirlanip, filtre sterilizasyonu
yapildi.

IM IPTG (Zzopropil-1-tiyo-B-D-galaktopiranozit) Cozeltisi:

4,766 mg IPTG tartilip, 1 ml distile suda ¢oziindiirildi ve filtre
sterilizasyonundan sonra kullanildi. Kullanilirken final konsantrasyonu 10 mM

olacak sekilde seyretildi.
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2.5. Transformasyonda Kullanilacak DHS5a Bakterilerinin Hazirlanmasi

Stok DH5a bakterisinden bir miktar 6rnek 5 ml LB medya igerisinde 37°C’de
iremeye birakildi. Ertesi giin lireyen bakteri 1:100 oraninda diliie edildi ve 600
nm’de okunan absorbans degeri 0,3-0,4 olana kadar 37°C’de inkiibe edildi. Okunan
absorbans degeri 0,3-0,4<0,5 olunca, Ornek, buz iizerinde 20 dakika bekletildi.
Ardindan 4°C’de ¢oktiiriilen bakteriler soguk TSS tamponu ile siispande edilip, steril

tiiplere 100’er pul halinde boliindii ve -80°C’ye kaldirildi.

2.6. Yonlendirilmis Mutajenez

In vitro yonlendirilmis mutajenez (Site-directed mutagenesis, SDM), protein
yapisinin ve fonksiyonunun arasindaki karmasgik iliskiyi tanimlamak, gen ekspresyon
unsurlarini ¢alismak ve vektdr modifikasyonlarini gergeklestirmek igin ¢ok degerli
bir tekniktir. Genellikle sekansinin bilindigi bir gen kodlayicit plazmid {izerinde

yapilir.

Calismalarimizda 11 farkli VCP mutant proteininin ¢cDNA’simm1 tasiyan
plazmidler Stratagene’in QuikChange II Site-Directed mutajenez kiti kullanilarak

elde edilmistir.

QuikChange Il SDM Kkiti ile uygulanan yontemde yiiksek dogruluklu (high-
fidelity) PfuUltra DNA polimeraz kullanilir ve replikasyon, mutajenik primerler ile
yonetilir. Oligoniikleotit primerler, vektoriin (DNA’nin) birbirini tamamlayan
karsilikli iplikleriyle komplementer olusturacak sekilde tasarlanir. Polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) sirasinda PfuUltra DNA polimeraz ile ortama ilave edilen
deoksiniikleotitler (dNTP’ler) kullanilarak uzama gergeklesir (Sekil 8). PCR
sirasinda, oligoniikleotit primerlerin uzamasiyla mutasyonlu plazmid meydana gelir.

PCR reaksiyonunu takiben, {iriin Dpn I ile etkilestirilir. Dpn I endoniikleaz enzimi
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(hedef DNA dizisi 5°-Gm°ATC-3’), metillenmis ve yart metillenmis parental

DNA’y1 keserek sentezlenen mutasyonu igeren DNA’nin se¢iminde kullanilir.

Tasarlanmig mutasyonlar1 vektér formunda bulunduran DNA, XL1-Blue veya DH5a

siiperkomponent hiicrelere transforme edilir.

QuikChange I site-directed Mutajenez Kiti Icerigi

Gereken Malzemeler Katalog #
200524
Pfu Ultra High-Fidelity DNA polymerase (2,5 U/ul) 80U
10X Reaksiyon Tamponu 500 pl
Dpn | Restriksiyon Enzimi (10 U/ul) 300 U
Oligoniikleotit kontrol primer #1 [34-mer (100 ng/ul)] 750 ng
5 CCA TGA TTA CGC CAA GCG CGC AATTAACCCTCAC3
Oligoniikleotit kontrol primer #2 [34-mer (100 ng/pl)] 750 ng
5 GTG AGG GTT AAT TGC GCG CTT GGC GTA ATCATG G ¥’
pWhitescript 4,5-kb kontrol plazmid (5ng/ ul) 50 ng
dNTP karisimi 30 ul
XL1-Blue siiperkomponent hiicreler 8x200 pl
pUC18 kontrol plazmidi (0,1 ng/ ul in TE Buffer) 10 pl

Tablo 4: Stratagene QuikChanege 11 SDM Kiti Icerigi
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Sekil 8: QuikChange Il Yonlendirilmis mutajenez yontemine genel bakis. PCR
sirasinda  DNA’nin  denatiirasyonundan sonra, vektoriin (DNA’nin) birbirini
tamamlayan karsilikli iplikleriyle komplementer olusturacak sekilde tasarlanan
primerler DNA ipliklerine baglanir. Pfu HF DNA polimeraz enzimi ile PCR
sirasinda uzama gerceklesir.

2.6.1. Primerlerin Tasarim Icin Kullanilan Kriterler

Bu yontemde kullanilacak mutajenik oligoniikleotit primerler, istenilen

mutasyona uygun olarak ayr1 ayri tasarlandi.

Mutajenik primerler dizayn edilirken g6z oniinde bulundurulan faktorler;

1) Her iki mutajenik primer, istenilen mutasyonu igcermeli ve plazmidin zit

iplikciklerdeki ayn1 diziye baglanabilmelidir.
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2) Primerlerin boyu 25-45 baz arasinda olmali ve primerlerin erime sicakligi

(melting temperature, Tm) 74°C’a esit ve daha biiyiik olmalidir.

Tm=81.5 + 0.41(%GC) - 675/N - % yanlis eslenme

Tm hesaplanmasi: N primerin baz uzunlugu

%GC ve % yanlis eslesme tam say1 olarak alinmalidir.

Ornek: #PB1 5°-GTT CGG AAT ACC CTT TGT GTA CGC CTA GG 3’

%GC= (15/29)X100= 51,724

N:29

% yanlis eslesme: (1/29)X100= 3,44

Tm= [81,5+ (0.41x52)]- [(675/29)+3)] =76,54

3) Istenilen mutasyon, baz degisikligi, cikartilmasi veya eklenmesi primerin
ortasinda olmali ve her iki tarafinda da dogru diziye sahip 10-15 adet baz

bulunmalidir.

4) Optimal olarak, primerlerin GC orani en az % 40 olmali1 ve primerler bir

veya daha fazla sayida C ve G bazlari ile sona ermelidir.

5) Mutasyon verimliliginin garanti altina alinmasi igin primerlerin hizl
poliniikleotid likit kromotografisi (fast polynucleotide liquid chromatography, FPLC)
veya poliakrilamid jel elekroforezi (polyacrylamide gel electrophoresis, PAGE) ile

saflastirilmasi gerekmektedir.
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2.6.2. Primerlerin Belirlenmesi
2.6.2.1. VCP Geni
VCP geni kromozom 9’un kisa kolunda (p) 13.3 lokalizedir (9p13.3). VCP
geni, valosin iceren protein olarak bilinen 806 aminoasitten olusan enzimi
kodlamaktadir. VCP geni, 17 ekzondan olusmaktadir (55). Ekzon 3 CDC48’i (N
Bolgesini), ekzon 5 N-D1 baglayici bolgesi L1t ve ekzon 6 AAA-ATPaz

aktivitesinden sorumlu D1 ve D2 bolgelerini kodlamaktadir.

HC_000009,11
A 35072738 ] A 35056065 ]
A %
N 0071263  B—————H———— I NP 009057.0  CODSEST3.]

B - coding resion B - untronsloted resion

Sekil 9: VCP Geninin Genomik Alanlari

2.6.2.2. insan VCP aminoasit Dizisi ve IBMPFD iliskili mutasyona ugrayan
aminoasitler

AAI21795 Valosin-containing protein (www.ncbi.nlm.nih.gov)
1 MASGADSKGDDLSTAILKQKNRPNRLIVDEAINEDNSVVSLSQPKMDELQLFRGDTVLLK

61 GKKRREAVCIVLSDDTCSDEKIRMNRVVRNNLRVRLGDVISIQPCPDVKYGKRIHVLPID
121 DTVEGITGNLFEVYLKPYFLEAYRPIRKGDIFLVRGGMRAVEFKVVETDPSPYCIVAPDT
181 VIHCEGEPIKREDEEESLNEVGYDDIGGCR KQLAQIKEMVELPLRHPALFKAIGVKPPRG
241 ILLYGPPGTGKTLIARAVANETGAFFFLINGPEIMSKLAGESESNLRKAF EEAEKNAPAI
301 IFIDELDAIAPKREKTHGEVERRIVSQLLTLMDGLKQRAHVIVMAATNRPNSIDPALRRF
361 GRFDREVDIGIPDATGRLEILQIHTKNMKLADDVDLEQVANETHGHVGADLAALCSEAAL
421 QAIRKKMDLIDLEDETIDAEVMNSLAVTMDDFRWALSQSNPSALRETVVEVPQVTWEDIG
481 GLEDVKRELQELVQYPVEHPDKFLKFGMTPSKGVLFYGPPGCGKTLLAKAIANECQANFI
541 SIKGPELLTMWFGESEANVREIFDKARQAAPCVLFFDELDSIAKARGGNIGDGGGAADRV
601 INQILTEMDGMSTKKNVFIIGATNRPDIIDPAILRPGRLDQLIYIPLPDEKSRVAILKAN

661 LRKSPVAKDVDLEFLAKMTNGFSGADLTEICQRACKLAIRESIESEIRRERERQTNPSAM
721 EVEEDDPVPEIRRDHFEEAMRFARRSVSDNDIRKYEMFAQTLQQSRGFGSFRFPSGNQGG
781 AGPSQGSGGGTGGSVYTEDNDDDLYG
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2.6.2.3. Insan VCP Baz Dizisi IBMPFD iliskili mutasyona ugrayan bazlar

AAI21795 Valosin-containing protein (www.ncbi.nlm.nih.gov)
1 atg gct tct gga gcc gat tca aaa ggt gat gac cta tca aca gcc att ctc aaa cag aag

61 aac cgt ccc aat cgg tta att gtt gat gaa gcc atc aat gag gac aac agt gtg gtg tcc
121 ttg tcc cag ccc aag atg gat gaa ttg cag ttg ttc cga ggt gac aca gtg ttg ctg aaa
181 gga aag aag aga cga gaa gct gtt tgc atc gtc ctt tct gat gat act tgt tct gat gag
241 aag att cgg atg aat aga gtt gtt cgg aat aac ctt cgt gta cgc cta ggg gat gtc atc
301 agc atc cag cca tgc cct gat gtg aag tac ggc aaa cgt atc cat gtg ctg ccc att gat
361 gac aca gtg gaa ggc att act ggt aat ctc ttc gag gta tac ctt aag ccg tac ttc ctg
421 gaa gcg tat cga ccc atc cgg aaa gga gac att ttt ctt gtc cgt ggt ggg atg cgt gct
481 gtg gag ttc aaa gtg gtg gaa aca gat cct agc cct tat tgc att gtt gct cca gac aca
541 gtg atc cac tgc gaa ggg gag cct atc aaa cga gag gat gag gaa gag tcc ttg aat gaa
601 gta ggg tat gat gac att ggt ggc tgc agg aag cag cta gct cag ata aag gag atg gtg
661 gaa ctg ccc ctg aga cat cct gec cte ttt aag gca att ggt gtg aag cct cct aga gga
721 atc ctg ctt tac gga cct cct gga aca gga aag acc ctg att gct cga gct gta gca aat
781 gag act gga gcec ttc ttc ttc ttg atc aat ggt cct gag atc atg agc aaa ttg gct ggt
841 gag tct gag agc aac ctt cgt aaa gcc ttt gag gag gct gag aag aat gct cct gec atc
901 atc ttc att gat gag cta gat gcc atc gct ccc aaa aga gag aaa act cat ggc gag gtg
961 gag cgg cgc att gta tca cag ttg ttg acc ctc atg gat ggc cta aag cag agg gca cat
1021 gtg att gtt atg gca gca acc aac aga ccc aac agc att gac cca gct cta cgg cga ttt
1081 ggt cgc ttt gac agg gag gta gat att gga att cct gat gct aca gga cgc tta gag att
1141 ctt cag atc cat acc aag aac atg aag ctg gca gat gat gtg gac ctg gaa cag gta gcc
1201 aat gag act cac ggg cat gtg ggt gct gac tta gca gec ctg tgc tca gag gct get ctg
1261 caa gcc atc cgc aag aag atg gat ctc att gac cta gag gat gag acc at t gat gcc gag
1321 gtc atg aac tct cta gca gtt act atg gat gac ttc cgg tgg gcc ttg agc cag agt aac
1381 cca tca gca ctg cgg gaa acc gtg gta gag gtg cca cag gta acc tgg gaa gac atc ggg
1441 ggc cta gag gat gtc aaa cgt gag cta cag gag ctg gtc cag tat cct gtg gag cac cca
1501 gac aaa ttc ctg aag ttt ggc atg aca cct tcc aag gga gtt ctg ttc tat gga cct cct
1561 ggc tgt ggg aaa act ttg ttg gcc aaa gec att get aat gaa tgc cag gec aac ttc atc
1621 tcc atc aag ggt cct gag ctg ctc acc atg tgg ttt ggg gag tct gag gec aat gtc aga
1681 gaa atc ttt gac aag gcc cgc caa get gec ccc tgt gtg cta tte ttt gat gag ctg gat
1741 tcq att gcc aag gct cgt gga ggt aac att gga gat ggt ggt ggg gct get gac cga gtc
1801 atc aac cag atc ctg aca gaa atg gat ggc atg tcc aca aaa aaa aat gtg ttc atc att
1861 ggc gct acc aac cgg cct gac atc att gat cct gcc atc ctc aga cct ggc cgt ctt gat
1921 cag ctc atc tac atc cca ctt cct gat gag aag tcc cgt gtt gcc atc ctc aag gct aac
1981 ctg cgc aag tcc cca gtt gec aag gat gtg gac ttg gag ttc ctg gct aaa atg act aat
2041 ggc ttc tct gga get gac ctg aca gag att tgc cag cgt gct tgc aag ctg gec atc cgt
2101 gaa tcc atc gag agt gag att agg cga g aa cga gag agg cag aca aac cca tca gcc atg
2161 gag gta gaa gag gat gat cca gtg cct gag atc cgt cga gat cac ttt gaa gaa gcc atg
2221 cgc ttt gcg cgce cgt tet gtc agt gac aat gac att cgg aag tat gag atg ttt gcc cag
2281 acc ctt cag cag agt cgg ggc ttt ggc agce ttc aga ttc cct tca ggg aac cag ggt gga
2341 gct ggce ccc agt cag ggc agt gga ggc ggc aca ggt ggc agt gta tac aca gaa gac aat
2401 gat gat gac ctg tat ggc taa
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2.6.2.4. Primerlerin Belirlenmesi

Istenilen Erime
Mutasyon Primerler Sicakli
81 (°C)
R93C #PB1 Forward: gtt cgg aat aac ctt tgt gta cgc cta gg 746
#PB2 Reverse: ccctaggcgtacacaaaggttattccgaac ’
RI5G #PB3 Forward: g aat aac ctt cgt gta tgc cta ggg gat gtc 741
#PB4 Reverse: gacatcccctaggcatacacgaaggttattc ’ .
P137L #PB5 Forward: g gta tac ctt aag ctg tac ttc ctg gaa g 732 _‘g‘
#PB6 Reverse: cttccaggaagtacagcttaaggtatacc ’ =
#PB7 Forward: gac att ttt ctt gtc tgt ggt ggg atg ¢ M
R155C ) 72,9 -
#PB8 Reverse: gcatcccaccacagacaagaaaaatgtc E
#PB9 Forward: ctt gtc cgt ggt cgg atg cgt gct g —
G157R . 76,7 | %
#PB10 Reverse: ¢ agc acg cat ccg acc acg gac aag S
R159C #PB11 Forwarq: cgt ggt ggg atg tgt gct gtg gag ttc 771 | 8
#PB12 Reverse: gaactccacagcacacatcccaccacg &
R191W #PB13 Forward: g gag cct atc aaa caa gag gat gag gaa ¢ 716 |
#PB14 Reverse: cttcctcatcctettgtttgataggcetee ’ ;E)
L 198\ #PB15 Forward.: gag gaa gag tcc tgg aat gaa gta ggg 741 s
#PB16 Reverse: ccctacttcattccaggactcttcctc <
#PB17 Forward: ct gcc ctc ttt aag gaa att ggt gtg aag ¢ Z
A232E ) 748 |~
#PB18 Reverse: gcttcacaccaatttccttaaagagggcag =
T262A #PB19 Forward: ct gta gca aat gag gct gga gcc ttc ttc 76 E”
#PB20 Reverse: gaagaaggctccagcctcatttgctacag £
N387H #PB21 Forward: cag atc cat acc aag cac atg aag ctg gca g 763
#PB22 Reverse: ctgccagcttcatgtgcettggtatggatctg ’
A439S #PB23 Forward: gat gag acc att gat tcc gag gtc atg aac 746
#PB24 Reverse: gttcatgacctcggaatcaatggtctcatc ’
RO5C PB1.Forward:cggaataaccttcgtgtaggcctaggggatgtcagcatc 8627 | S
PB2.Reverse: gatgctgacatcccctaggcectacacgaaggttattccg ’ -c-é
PB3. Forward: ggagacatttttcttgtcagtggtgggatgcgtgctgtg N
R155S ) 8522 | £
PB4.Reverse: cacagcacgcatcccaccactgacaagaaaaatgtctcc <
L198W PB5.Forward:gaggatgaggaagagtcctggaatgaagtagggtatgatgac 8195 | Z
PB6.Reverse: gtcatcataccctacttcattccaggactcttcctcatccte ’ CDU
A230E PB7. Forward: catcctgccctctttaaggaaattggtgtgaagectcctag 85 04 =
PB8. Reverse: ctaggaggcttcacaccaatttccttaaagagggcaggatg ’ <

Tablo 5: Yonlendirilmis Mutajenez Reaksiyonlarinda Kullanilan Primerler
2.6.3. Primerlerin Reaksiyona Hazirlanmasi

QuikChange II yonlendirilmis mutajenez kiti protokoliinde her bir
oligoniikleotit primerinden 125 ng kullanilmasi 6nerilmektedir. Primerler steril ultra
saf su ile konsantrasyonu 1 pg/ul olacak sekilde hazirlanmistir. PCR yapilacagi

zaman 125 ng/ul olarak kullanilmustir.
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2.6.4. Mutajenez Protokolii

1) Kontrol reaksiyonu i¢in Tablo 6’da ifade edilen reaksiyon karigimi toplam

50 pl hacimde olacak sekilde hazirlandi.

Reaksiyon i¢in Reaksiyonun
Reaktifler kullanilan miktar gerceklesmesi i¢in
(Hacim, ul) istenilen miktar
10X Reaksiyon
5
Tamponu
pWhitescript 4.5-kb
kontrol plazmidi 2 10ng
Kontrol primer #1 1,25 125 ng
Kontrol primer #2 1,25 125 ng
dNTPmix 1
dH,0 38,5
Pfu UItr_a HF DNA 1 25 Ul
polimeraz

Tablo 6: QuikChange 11 SDM kontrol reaksiyonun hazirlanmasi

2) Her bir 6rnek igin (12 farkli VCP mutant1 i¢in) Tablo 7’da ifade edilen
reaksiyon karigimi hazirlandi. Kalip DNA olarak pCDNA3.1-myc-VCP-wt
kullanildi. pCDNA3.1-myc-VCP-wt DHS5a bakterilerine transforme edilerek
ampisilinli LB besiyeri igerisinde 37°C’de 250 r.p.m.’de calkalanarak bir gece

inkiibe edildi ve c¢ogaltildi. Midiprepi yapilarak plazmid elde edildi. Plazmid

konsantrasyonu, DU730 Nanovette (Beckman-Coulter) spektrofotometrede 6lgtildii.

Reaksiyon i¢in Reaksi " )
Reaktifler kullanllan miktar ea. s'1y(‘)nun.ger(;e‘ eymest
. i¢in istenilen miktar
(Hacim, pl)
10X Reaksiyon Tamponu 5
pCDNAS3.1-myc-VCP-wt 15 25 ng
Mutant primer #1 1 125 ng
Mutant primer #2 1 125 ng
dNTPmix 1
dH,0O 39,5
Pf ltra HF DNA
v Ultra 1 2,5 Ulul
polimeraz

Tablo 7: QuikChange 11 SDM reaksiyonunun hazirlanmasi
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3) PCR uygulamasinda Thermal Cycler cihazinda Tablo 8’deki program
kullanild1. Yonlendirilmis mutajenez yapilmak istenilen nokta mutasyonu ile baz

degisimi i¢in 18 dongii yeterli goriildii.

1 Doéngii | 95°C | 1 dakika
95°C | 50 saniye
18 Dongii | 60°C | 50 saniye
68°C | 8 dakika
1 Déngii | 68°C | 7 dakika

Tablo 8: Yonlendirilmis Mutajenez PCR Program

4) Termal dongliyli takiben reaksiyon iriinii buz iizerinde 2 dakika
bekletilerek sicakliginin 37°C’nin altina diigmesi saglandi.

5) PCR iiriinii, igerisinde bulunan parental DNA’y1 ortadan kaldirmak, sadece
PCR fiiriinii DNA’y1 ortamda tutabilmek i¢in Dpn I endoniikleaz enzimi ile 37°C’de
(su banyosunda) 1 saat inkiibe edildi ve sonra PCR {iriini DHSa veya XL1-Blue

siiperkomponent hiicrelerine transforme edildi.

2.6.5. Bakteri Transformasyonu

Plazmid veya PCR {iriinii DH5a bakterilerinin bulundugu tiipe eklenip 30 dakika
buzda bekletildi. Gerekli goriildiigii durumlarda 30 dakika sonunda once 42 °C’de
sonra 0°C’de bekletilerek sicaklik soku uygulandi. Bakteri, iizerine LB media
eklenerek 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, uygun antibiyotik
iceren LB agarlara ekilip 37°C’de en az 16 saat inkiibe edildi.

XL1-Blue bakterilerine kontrol plazmidi igeren mutant PCR iiriinii transforme
edilirken son basamaga kadar tiim asamalar DH5a’ya benzer sekilde gergeklestirildi.
Son asamada ekim yapilacak olan ampisilinli LB-agara %2’lik X-Gal ve 10 mM
IPTG ¢ozeltisi yayildi ve sonrasinda ekim gergeklestirildi. Agar plakalar, 37°C’de 16

saatten fazla inkiibe edildi.
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2.6.6. Kolonilerin Se¢imi

16 saat inkiibasyon siiresi sonunda koloni goriilen mutajenez reaksiyonlari
belirlendi. Her bir reaksiyon igin birbirlerine uzak bolgelerden 3 farkli koloni segildi
ve miniprepi yapildi. Miniprep igin PureLink Quick Plazmid Miniprep Kiti firmanin

onerdigi (Invitrogen) protokol takip edilerek gergeklestirildi.

2.6.7. DNA konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Elde edilen DNA’larin  konsantrasyonuna  Nanovette (DU730
Spektrofotometre, Beckman-Coulter, ABD) ile bakildi. Plazmid DNA’lar midiprep
ile elde edildikten sonra TE tamponunda g¢iiziildii. Her bir 6rnekten 2’ser ul alinarak
kore karst 260 nm ve 280 nm’de absorbanslari okunup, DU730 Nanovette cihazi

dsDNA programi ile konsantrasyonlar1 bulunup safliklari incelendi.

Ornek | Konsantrasyon (ug/pl) | Ornek | Konsantrasyon (ng/pl)
R93C1 0,235 R159C1 0,120
R93C2 0,183 R159C2 0,100
R93C3 0,155 R159C3 0,178
R95C1 0,339 R191Q1 0,172
R95C2 0,306 R191Q2 0,286
R95C3 0,179 R191Q3 0,194
P137L1 0,269 L198W1 0,963
P137L2 0,098 L198W?2 0,794
P137L3 0,372 L198W3 0,871
R155C1 0,085 T262A1 0,173
R155C2 0,267 T262A2 0,488
R155C3 0,224 T262A3 0,479
R155S1 0,804 N387H1 0,144
R155S2 0,971 N387H2 0,100
R155S3 0,856 N387H3 0,106
G157R1 0,044 A439S1 0,227
G157R2 0,335 A439S2 0,152
G157R3 0,372 A439S3 0,202

Tablo 9: Secilen Kolonilerden Elde Edilen DNA’larin Konsantrasyonlari
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2.7. DNA Dizi Analizi

Mutajenez

reaksiyonu

sonucu

istenilen

mutasyonlarin

gergeklesip

gerceklesmedigini belirlemek igin 6rneklerin DNA dizi analizleri yaptirilmistir

(Macrogen Seoul, Kore).

2.7.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Ornekler, firmanin 6nerdigi konsantrasyonda ve ¢oziiciide hazirlandi. Coziicii

olarak ultra saf su kullanildi. Orneklerin final konsantrasyonu (100 ng/ul) olarak her

birinden 20 pl hazirlandi.

Verilen Ornekten | Eklenen Verilen Ornekten | Eklenen
Kod Ornek Al_man Ultrasafsu | Kod Ornek Al_man Ultrasafsu
No Ad miktar Miktarn No Adi Miktar Miktan
(u) (u) (u) (ul)

1 R93C1 8,5 11,5 19 | R159C1 16,7 3,3

2 R93C2 10,9 9,1 20 | R159C2 20 -

3 R93C3 12,9 7,1 21 | R159C3 11,2 8,8

4 R95C1 5,9 14,1 22 | R191Q1 11,6 8,4

5 R95C2 6,5 13,5 23 | R191Q2 6,9 13,1
6 R95C3 11,2 8,8 24 | R191Q3 10,3 9,7

7 | P137L1 7,4 12,6 25 | L198wW1 2,1 17,9

8 | P137L2 20 - 26 | L198W2 2,5 17,5

9 | P137L3 54 14,6 27 | L198W3 2,3 17,7
10 | R155C1 17,9 2,1 28 | T262A1 11,6 8,4
11 | R155C2 7,5 12,5 29 | T262A2 4,1 15,9
12 | R155C3 8,9 11,1 30 | T262A3 4,2 15,8
13 | R155S1 2,5 17,5 31 | N387H1 13,9 6,1
14 | R155S2 2,1 17,9 32 | N387H2 20 -

15 | R155S3 2,3 17,7 33 | N387H3 18,9 1,1
16 | G157R1 20 - 34 | A439S1 8,8 11,2
17 | G157R2 6 14 35 | A439S2 13,2 6,8
18 | G157R3 5,3 14,7 36 | A439S3 10 10

Tablo 10: DNA Dizi Analizi icin Orneklerin Hazirlanmasi
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2.7.2. Primerler
DNA dizi analizinde kullanilan primerlerin (Alpha DNA, Kanada) final

konsantrasyonlar1 1pug/ul olacak sekilde hazirlandi.

1 pg/ul olarak hazirlanan primer g¢ozeltilerinden her bir 6rnek i¢in final

konsantrasyonu 60 ng/ul olarak 20’er ul alinarak hesaplandi.

Primerler I\/Iutgr!t V_CP Baz Tm Injretici
Dizileri Arahg | (°C) | Firma
PB9 R93C
5>-CAGTTGTTCCGAGGTGACAC-3’ R95C
P137L 148- _
R155C, 167 | 193 | 8
G157R g
R159C 3
PB10 R191Q =
5’>-CGATGGCATCTAGCTCATC-3’ L198W 928- 6755 |
(reverse) A232E 910 ’ =
T262A <
PB11 N387H 981- | oo e
5>-GTTGTTGACCCTCATGGATG-3’ A439S 1000 ’

Tablo 11: DNA Dizi Analizinde Kullanilan Primerler

2.7.3. Yontem
Makrogen firmas: tarafindan tek gecisli sekanslama (single pass sequencing)
yontemi ile (capillary electrophoresis 3730XL) yapilmustir.

2.8. Plazmid DNA’min Amplifikasyonu

Bakterilerde ¢ogaltilan plazmidler, PureLink Hipure Plasmid Filter Midiprep

Kiti (Invitrogen, ABD) ile elde edildi.
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PureLink Hipure Plasmid Filter Midiprep Kit iCerigi
Icerik Midiprep (25 reaksiyon, K2-100-04)
Resuspansiyon Tamponu (R3) 100 ml
RNaz A 550 ul
Lizitlama Tamponu (L7) 100 ml
Presipitasyon Tamponu (N3) 100 mi
Equilibration Tamponu (EQ1) 250 ml
Yikama Tamponu (W) 500 mi
Eliisyon Tamponu (E4) 125 ml
TE Tamponu (TE) 15 ml

Tablo 12: PureLink Hipure Plasmid Filter Midiprep Kit icerigi
2.8.1. Protokol (Midi prep)

Tiim islemler, Invitrogen firmasinin 6nerdigi protokol takip edilerek yapildi.
Kisaca Ozetlemek gerekirse once filtreli kartus-kolon sistemine kolonun agilmasini
saglamak i¢in equilibration tamponu (EQ1) eklendi. Bakteri pelleti, RNAaz eklenmis
tampon (R3) ile siispande edildi. Lizatlama tamponu (L7) eklendikten sonra nazikge
karistirilip inkiibe edildi. Presipitasyon tamponu (N3) eklendikten sonra bakteri lizati
porlar1 agilmus filtreli kartus-kolon sistemi igerisine eklendi. Gereken yikamalarin
ardindan kolon, steril santrifiij tiipli lizerine yerlestirildi. Eliisyon tamponu (E4) ile
plazmid, kolondan eliie edildi ve izopropanol eklenip santrifiij edildi. Pellet (plazmid
DNA), soguk % 70’lik etanol eklenerek siispansiyon haline getirildi ve tekrar
santrifiij edildi. Geriye kalan pelletin havanin etkisiyle kurutuldu. Elde edilen
plazmid DNA’lar TE tamponunda ¢oziildii. DU730 Nanovette spektrofotometre
cihazi kullanilarak konsantrasyonlar: dl¢iildii. Her bir 6rnekten 2’ser pl alinarak TE

tamponuna karsi (kor) okundu ve konsantrasyonlart bulundu.
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Plazmid Konsantrasyon Plazmid Konsantrasyon
(ng/ph) (ng/nd)

pCDNAS.1 0,85 pFlag-Npl4 0,37
pCDNA3.1-myc- ]
VCP-wt 0,53 GFP-CFTRAF508 0,45
pCDNAS3.1-myc- pCDNAS3.1-myc-
VCP-QQ 195 VCP-T262A 1.46
pCDNAS3.1-myc- pCDNAS3.1-myc-
VCP-R93C 1,28 VCP-N387H 145
pCDNA3.1-myc- 13 pCDNA3.1-myc- 142
VCP-R95C ’ VCP-A439S ’
pCDNAS3.1-myc- 1 pCDNA3.1-myc- 192
VCP-P137L VCP-R159C ’
pCDNAS3.1-myc- 145 pCDNAS3.1-myc 1
VCP-R155C ’ His Tyr C89R
pCDNA3.1-myc- 154 pCDNA3.1-myc- 0.98
VCP-R155S VCP-L198W
pCDNAS3.1-myc- 183 pCDNAS3.1-myc- 0.89
VCP-G157R VCP-R191Q
pCl-neo-CD3delta 0,65 pFlag-Ufdl 0,954

Tablo 13: Plazmid DNA’larin Konsantrasyonu

2.9. Hiicre Kiiltiirii

2.9.1. Hiicre hattinin secimi

Calismalarda 293 HEK insan embriyo bobrek hiicre hatti (human embryonic
kidney cell line) kullanildi. 293 HEK hiicre hatti Yrd. Do¢. Dr. Devrim Goziiagik
(Sabanci1 Universitesi) tarafindan American Type Culture Collection’dan (ATCC)

saglanmstir.

293 HEK hiicreleri ilk kez 1977 yilinda tanimlanmistir, insan embriyo bobrek
hiicrelerine viral antijen 6zelligi ¢ikartilmis adenoviriis5 DNA’sinin transformasyonu
ile olusturulmustur (92). 293 HEK hiicreleri yiiksek transfeksiyon verimliligi,

yetistirmesinin ve ilerletilmesinin kolay olmasi nedeniyle, calismamizda se¢ilmistir.
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293 HEK hiicre hatti, konvansiyonel hiicre kiiltiirii sartlar1 olan 37°C’de,
%5’lik CO; inkiibatoriinde (Thermo) %10 fotal sigir serumu (FBS) stogu igeren
Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium (DMEM) igerisinde inkiibe edildi. Besi
ortam1 1X 4.5 g/L glukoz ve sodyum piriivat igeren DMEM, ve %10 FBS stogu

icerir.

2.9.2. Pasajlama

Hiicreler; 100 mm’lik kiiltir kaplarin1 % 90 oraninda kaplayacak oranda
biiylidiiginde, besi ortami vakumla uzaklastirilip, % 0,05°lik Tripsin-EDTA ile
yikand1 ve hiicrelerin ylizeyden daha kolay ayrismasi i¢in 37 °C’deki CO;
inkiibatoriinde 45 saniye bekletildi. Hiicreler %10 FBS’li DMEM igerisinde toplandi

ve 1:8 diliie edilerek 100 mm’lik hiicre kiiltiir kaplarma ekildi.

2.9.3. Mikoplazma Kontrolii

Mikoplazmalar; serbest yasayan 0,2-0,3 nm biiytikliigiinde, yaklagik 600-1700
kb biiyiikliigiinde 500 gen tasiyan, 0,22 nm’lik filtreden gecebilen en kiiciik
organizmalardir. Mikrodizilerde, davranis ve biiyiimeye, metabolizmadan
morfolojiye hiicrenin neredeyse her 6zelliginde degisiklik yapmasi nedeniyle sorun

olustururlar.

Caligilan hiicrelerin mikoplazma kontaminasyonu tasimadigindan emin olmak
amaciyla EZ-PCR Mikoplazma kiti (Biological Industries) kullanildi. Mikoplazma
dahil prokaryotlarin rRNA gen dizisi, rRNA operon ana halkasinin uzunlugu ve
dizilisi (6rnegin 16S ile 23 S geni arasindaki bolge) tiirden tiire farklilik gostererek
korunmustur. Bu belirleme yOdnteminde, mikoplazmaya spesifik 16S rRNA gen
bolgesi iki primer kullanarak amplifikasyonu saglanir. Agaroz jel elektroforezi ile

amplifiye olan boliim belirlenir.

38



EZ-PCR Mikoplazma Test Kiti I¢erigi
Reaksiyon Karigimi 200 pl
Tampon Cozeltisi 1mil
Pozitif Kontrol Ornegi 20 nl

Tablo 14: EZ-PCR Mikoplazma Kiti Icerigi
2.9.3.1. EZ-PCR Mikoplazma Test Kiti Protokolii

Mikoplazma testi Biological Industries firmasinin 6nerdigi protokole gore
uygulanmustir. Ozetle hiicre besiyerinden alinan 6rnek 6nce hiicre kalintilarindan
uzaklagstirilmak sonra da olas1 mikoplazma sedimentini ayirmak i¢in santrifiij edildi.
Pellet reaksiyon tamponu ile siispande edildi ve 95°C’de 3 dakika isitildi. Test
edilecek ornek, reaksiyon karigimi varliginda PCR reaksiyonuna hazirlandi. Thermal

Cycler’da Tablo 15°te belirtilen program kullanildi.

1 Dongii | 94 °C | 30 saniye
35 Dongii | 94 °C | 30 saniye
60 °C | 120 saniye
72 °C | 60 saniye
1 Dongii | 94 °C | 30 saniye
1 Dongii | 60 °C | 120 saniye
1 Dongii | 72 °C | 5 dakika

Tablo 15: Mikoplazma Kontrolii icin kullamilan PCR programi

Elde edilen PCR iiriinii direkt olarak %?2’lik agaroz jelde (etidyumbromurlii)
yiiriitiildii. EZ-PCR Mycoplasma Test kitinde kullanilan primerler, 270 bp’lik DNA
fragmanlar1 amplifikasyonuna uygundur. 100 bp DNA ladder (BioLabs) kullanilarak
karsilastirma yapildi. UV lamba altinda bakildiginda 270 bp’ye karsilik gelen DNA
fragmani bulunmadigindan, kullanmilan 293 HEK hiicre hattinin mikoplazma

icermedigi gosterildi.

2.9.4. Hicrelerin stoklanmasi

293 HEK hiicreleri yapilan mikoplazma kontrollerinin ardindan stok alindi.

Hiicreler, 100 mm’lik kiiltiir kabinin yiizeyini %70-80’ini kaplayacak kadar
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biiylidiigiinde besi ortami uzaklastirildi. %0,05°lik Tripsin-EDTA c¢ozeltisi ile
tripsinize edildi. Hiicreler steril 1X PBS ile yikandi ve 1000 devir/dakikada
(r.p.m.’de) toplandi. FBS igerisinde siispande edildi. %10 DMSO ve %90 FBS ile
hazirlanan dondurma ¢ézeltisinde 2x10° hiicre/Iml olacak sekilde kriyovial tilipleri

igerisine alindi. Dondurulup sivi azot tanki i¢erisinde saklandi.

2.9.5. Transfeksiyon

Transfeksiyondan bir giin énce 100 mm’lik hiicre kiiltiir kaplarina 1.2x10%sar
hiicre ekilerek bir gece inkiibe edildi. Ertesi giin substrat veya Ufdl ve Npl4
kodlayan plazmidlerin 1 pg’t bagina 1 pl lipofektamin kullanilarak transfeksiyon
islemi gergeklestirildi. Invitrogen firmasi esit hacimli DNA’l1 Opti-MEM 1 ile 5
dakika onceden inkiibe edilmis lipofektaminli Opti-MEM D’in karigtiritlmasini ve 30
dakika oda sicakliginda beklemenin ardindan hiicrelere damla damla uygulanmasini

Onermektedir.

Hiicreler transfeksiyondan en az 6 saat sonra, 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir
kaplarina esit dagitildi. Ertesi giin, VCP yabanil ve mutant tiplerin transfeksiyonu,
lipofektamin kullanilarak gerceklestirildi. Hiicreler 16 saat boyunca konvansiyonel
sartlarda inkiibe edildi. 16 saat sonunda besi ortamlar1 vakumla uzaklastirildi ve 1 ml
soguk 1X PBS ile 2 kez yikanarak 4°C’de 10000 devir/dak’da 1 dakika santrifii
edilerek toplandi. Yikama islemi sonunda hiicreler besi ortamindan gelen protein

yapili bilesiklerden kurtarilmis oldu.
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Transfekte edilen Transfekte edilen

Plasmid miktar1 (ug) Plasmid miktar1 (ug)
VCP-wt 0,4 VCP-G157R 0,5
VCP-QQ 0,5 VVCP-R159C 0,3
VCP-R93C 0,4 VCP-R191Q 0,3
VCP-R95C 0,4 \VVCP-L198W 0,4
VCP-P137L 0,4 VCP-T262A 0,4
VCP-R155C 0,4 VVCP-N387H 0,3
VVCP-155S 0,4 VVCP-A439S 0,4
pCDNAS3.1(kontrol) 05 pCDNAS3.1-myc- 4

’ TyrC89R
pCl-neo-HA-CD36 1,5 GFP-CFTRAF508 7
pFlag-Ufdl 1,5 pFlag-Npl4 3

Tablo 16: Transfekte edilen VCP ve Substrat Miktarlar:

2.10. Hiicre parcalanmasi ve protein miktar tayini

Hiicreler, 6rnek tiipii bagina 30 pl 1X PBS ve 30 pl 2X RIPA tamponuna
0,6’sar ul 100X PIC ekleyerek 5 dakikada bir vortekslemek yoluyla 20 dakika
siireyle parcalandi. Hiicre pelletini uzaklastirmak i¢in 14.000 r.p.m’de 10 dakika
boyunca 4°C’de santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlar temiz tiiplere transfer

edildi.

2.10.1. Protein Miktar Tayini

BCA-protein deney kiti (Pierce) kullanilarak toplam protein miktarlarina

bakildi.

BCA Protein Tayin Kiti I¢erigi
BCA Ajan1 A 500 ml | 2 adet
BCA Ajan1 B 25 ml 1 adet
Standart Albiimin Ampiilleri | 2 mg/ml | 10 adet
Tablo 17: Pierce BCA Protein Tayin Kiti icerigi

BCA Protein tayini; total proteinin kolorimetrik olarak tayini i¢in bikinkoninik
asit (BCA) yontemine dayanir. BCA yonteminin prensibi alkali ortamda Cu*#nin
Cu™e protein aracili indirgenmesidir. Bu deneyin pembe renkli reaksiyon iiriini,
bikinkoninik asitin iki molekiiliiniin bir bakir iyonu ile selasyonuyla olusur. Suda
¢cOziinebilir kompleks, genis c¢alisma araliginin (20-2000 ug/ml) iistiinde, artan

41




protein konsantrasyonlar1 ile 562 nm’de lineer absorbans gosterir. Protein
konsantrasyonlari, sigir serum albumini (BSA) proteininin standartlarina referans
almmarak belirlenmistir. BSA proteininin bilinen konsantrasyonlarinin seyreltme
serileri hazirlanir ve standart egri iizerinde her bilinmeyenin konsantrasyonunun

tespitinden once bilinmeyenlerin yaninda analiz edilir.

2.10.1.1. Standartlarin ve Calisma Belirtecinin Hazirlanmast

Icerisindeki protein miktar: tayin edilecek ornek; konsantrasyonlar1 bilinen
standart alblimin ¢dzeltileri ile hazirlanan, bilinen konsantrasyon degerlerine karsilik
okunan absorbans degerleri ile c¢akistirilarak elde edilen dogru denkleminde

bilinmeyen degere kars1 okunan absorbans degeri girilerek bulundu.

2.10.1.2. Standart Albiimin Cozeltilerinin Hazirlanmast ve Dogru Denkleminin
Bulunmasi

Kitle birlikte verilen 1 ml’lik ampiillerin her biri 2 mg/ml albiimin igerir.

Gerekli diliisyonlar Tablo 18’de belirtildigi gibi yapildi.

Mikroplaka ile calismak icin Standartlarin Hazirlanmasi

Vial Dilﬁs_yop Miktar1 BSA Kayna_lgl ve Istenilen BSA
(Distile Su) Hacmi Konsantrasyonu
A 0 pl Ana stoktan 300 pl 2000 pg/ml
B 125 ul Ana stoktan 375 pl 1500 pg/ml
C 325 ul Ana stoktan 325 pl 1000 pg/ml
D 175 pl B tiiptinden 175 pl 750 pg/ml
E 325 ul C tiipinden 325 pl 500 pg/ml
F 325 ul E tiipiinden 325 pl 250 pg/ml
G 325 ul F tliptinden 325 pl 125 pg/ml
H 400 pl G tiipiinden 100 pl 25 pg/ml
I 400 pl 0 0 pg/ml=Kor

Tablo 18: Standart Albiimin Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Dogruyu ¢izmek ve dogru denklemini bulmak i¢in, her bir standart ¢ézeltiden
25 ul kuyucuklara konuldu. 200 pul BCA c¢alisma belirteci eklendikten sonra, 30
saniye orbital calkalayicida karistirildi. Plaka, strec film ile sarildiktan sonra 37°C’de

yarim saat inkiibe edildi. Distile suya kars1 (kor) 562 nm’de okundu.
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Dogruyu ¢izmek icin apsise (x eksenine) bilinen konsantrasyon degerleri,
ordinata (y eksesine) bilinen konsantrasyon degerine karsilik okunan absorbans

degerleri yerlestirildi (Tablo 22) ve dogru ¢izilerek dogru denklemi ve egim bulundu.

2.10.1.3. Calisma (Working Reagent, WR) Belirtecinin Hazirlanmast

1) Gereken toplam g¢alisma belirtec miktarin1 hesaplamak igin;

(Standart sayis1 + Ornek sayis1) x (tekrar sayis1) x (6rnek basina WR hacmi)

formiilii kullanildi. Mikroplaka ile ¢alisirken 6rnek basima 200 pl WR kullanildi.

2) Calisma belirteci hazirlanirken 50 kisim BCA belirteg A’ya, 1 kisim

BCA belirteg B (50:1, Belirteg A:B) eklendi ve karistirildu.

2.10.1.4. Orneklerin Hazirlanmasi ve Miktarlarimin Belirlenmesi

1) Mikroplakanin her bir kuyucuguna 8 pl distile su konuldu.

2) Miktar1 tayin edilecek 6rnekler once vortekslenip 2’ser ul kuyucuklara
konuldu.

3) Her bir kuyucuga 200°ser ul BCA ¢aligma belirteci (WR) konuldu ve

bir dakika orbital ¢alkalayicida karigmasi saglandi. Daha sonra plaka stre¢ film ile
sarilip, 37 °C’de 30 dakika boyunca inkiibe edildi.

4) 30 dakika sonunda 562 nm’de kdre karsi (1X PBS: 2X RIPA, 1:1)
VERSAMax mikroplaka okuyucuda okundu.

5) Absorbans  degerlerinin  ortalamasi  alindiktan sonra, dogru

denkleminde yerine konularak i¢erdigi protein miktar1 bulundu.

Hiicrelerin pargalanmasi sonucu elde edilen her o6rnek igin yukaridaki

protokole gore total protein miktarlar1 bulundu. Her 6rnek toplam 40 pg protein
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icerecek sekilde SDS-PAGE ile protein fraksiyonlarina ayrilip, PVDF membrana

transferi gergeklestirildi

2.11. Protein Analizi

Temeli; elektroforez islemiyle poliakrilamid jelde go¢ ettirilen proteinlerin,
membrana transferi ile immobilize edilmesi ve membrandaki proteinlerin
immiinolojik metotlarla tayin edilmesine dayanir. Membran olarak siklikla
nitroseliiléz veya poliviniliden floriir (PVDF) membranlar tercih edilir. Jel, membran
ile temas ettirilir ve elektrik akimi1 uygulanir. Elektrik akimi ile proteinlerin jelden
membran iizerine jeldeki ayristigi siralamaya gore transferi saglanir. Membran,

antikorlarla etkinlestirildiginde, jeldeki proteinlerin ilgisine gore lekeler olusur.

2.11.1. SDS-PAGE

Poliakrilamit  jel elektrofrezi ile ayristirma yontemi; SDS-PAGE
(sodyumdodesilstilfat poliakrilamit jel elektroforezi) olarak anilir. Teknik,
proteinlerin molekiiler agirliklarina gore ayristirilmasini esas alir. Western blot ile
birlikte herhangi bir proteinin varliginin ve miktarinin belirlenmesinde kullanilir.
Genellikle bir molekiiler agirlik markirt kullanilarak biiyiikliikleri bilinen bantlar
olusturulur ve markirdaki bantlar referans alinarak ilgilenilen proteinler, jelden
PVDF veya nitroseliloz membrana transferinin ardindan immiinoblotlama ile

belirlenir.

Poliakrilamit jel, N,N-metilenbis-akrilamit (Bis) ve akrilamit adl1 iki bilesigin
polimerizasyonu ile olusur. Bis, jelde c¢apraz baglar1 olusturan ajandir.
Polimerizasyon, dimetilaminopiridin (DMAP) veya tetraetilmetilendiamin (TEMED)

ile birlikte kullanilan amonyumpersiilfatin (AP) ilavesi ile baslatilir.
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Molekiillerin jel icerinde ayrismasini, gdreceli olarak jelin por biiyiikliigii
belirler. Jelin por biiyiikliigiiniiniin belirlenmesinde iki faktor etkilidir: icerdigi
akrilamit oran1 (%) ve capraz baglarin miktar1 (%C). Akrilamit orani arttik¢a, por

biiyiikliigii azalir. %5 C kadar ¢apraz bag, en kiiciik por biiyiikliiglinii verir.

Ayirma Jeli
Jel (%) | %8 | %10 | %12 % 15
Bir jel i¢in (10 ml)
% 30’luk Akrilamit 2,67 ml 3,33 ml 4 ml 5ml
4X Ayirma Tamponu 2,5ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5ml
Distile su 48 ml 41 ml 3,5ml 2,5ml
% 10’luk AP 50-100 pl (Oda sicakliginda her bir jel i¢in 75 pl)

Tablo 19: SDS-PAGE Ayirma (Resolving) Jeli Hazirlanmasi

Yiginlama Jeli (%3,5’luk) 3 ml
% 30’luk Akrilamit 0,35 ml
4X Yiginlama Tamponu 0,75 ml
Distile su 1,9 ml

% 10’luk AP 20-30 pl (Oda sicakliginda 25 pl)

Tablo 20: SDS-PAGE Yiginlama (Stacking) Jeli Hazirlanmasi

Tablo 19 ve tablo 20’ye gore jeller oda sicakliginda hazirlandi. Orneklerde
fraksiyonlarina ayrilmak istenen proteinlerin molekiil agirliklar1 dikkate alinarak
CD36 ve IP icin %10’luk, Tirozinaz C89R ve CFTRAF508 substratlari i¢in %38’lik

jel hazirlanda.

2.11.1.1. Orneklerin Jele Yiiklenmesi

Protein bulunan 6rneklerin, yiikleme islemi Oncesi denatiire edilmesi gerekir.
Proteinlerin ti¢ boyutlu dogal yapilarinin ¢esitli etkenlerle bozulmasina denatiirasyon
denir. Orneklerin denatiirasyon islemi, drneklere 4X yiikleme tamponu eklenip 1sitma
islemi ile gergeklestirildi. 4X yiikleme tamponu SDS ve 2-merkaptoetanol igerir.
SDS, bir deterjan olup hem proteinlerin 3 boyutlu yapilarinin bozulmasina hem de

proteinin negatif yiilk kazanmasina yardimci olur. Proteinlere baglanan SDS miktar1
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proteinin biiyilikliigii ile orantilidir. 2-merkaptoetanol proteinlerin ikincil ve {i¢iinciil
yapilarinin olusmasi sirasinda etkin rol alan disiilfit baglarinin ¢oziilmesine katkida

bulunur.

CD36 ve Tirozinaz C89R substratlar1 ile calisildiginda 6rnekler 4X yiikleme
tamponu ilavesinden sonra vortekslenip, blok 1siticida 95°C’de bes dakika
bekletilerek denatiire edildi. CFTRAF508 proteini, 4X yiikleme tamponu ilavesinden
sonra vorteklenip, 37°C’de 15 dakika bekletilerek denatiire edildi. CFTR, 60°C’nin
tizerinde 1sitiltiginda ¢okmektedir ve ¢ozlilmeyen yapilar haline gelerek yiginlama

jelinden gegememektedir (93).

Jel hazirlanip ¢apraz baglanma tamamlandiktan sonra, drnekler jel lizerindeki
yiikleme kuyucuklarma 40 pg protein olacak sekilde yiiklendi ve elektroforez

baslatildi, 200 V°de yiiriitiildii.

2.11.2. Transfer

Jelde ayrismis elektriksel yiikii bulunan proteinlerin, elektrik alan igerisinde
jelden membrana taginmasi esasina dayanir. Transfer 1slak ya da yart kuru durumda
yapilabilir. Yar1 kuru transfer yas transferden hizlidir ancak 100 kDa’dan (1 dalton, 1
hidrojen atomunun agirligina esittir) daha biiylik proteinlerin membrana transferi
esnasinda yas transfere gore daha az basarilidir. Calismada yas transfer yontemi

kullanildi.

Protein tasiyan poliakrilamid jel ile membran dogrudan temas ettirilip iletici bir
¢ozelti igerisinde birlesen iki elektrot arasina sandvi¢ gibi sikistirildi. Sogukta 90
dakika 200 mA elektrik akimi uygulanarak negatif yiiklii proteinler pozitif kutba
dogru hareket etti, membran ile karsilastiklarinda hareketsiz kaldilar ve membrana

baglandilar, boylelikle membran siiriiklenmelerini durdurdu. Membran olarak PVDF
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membran kullanildi. PVDF membranlar, kullanilmadan 6nce metanol ile 1slatilip,

etkinlestirildi.

2.11.3. Membrandaki Proteinlerin Goriilmesi ve Bloklama

Transfer igleminden sonra proteinlerin membrana gegip ge¢cmedigini anlamak
icin membran yikama tamponu ile yikandi ve %2’lik Poncaeu kirmizisi ile ajitasyon
ile boyandi. Kirmiz1 bantlarin goriilmesi proteinlerin varligini gosterdi. Membran

yikama tamponu ile yikanarak Poncaeu uzaklastirildi.

Western blotta en 6nemli nokta incelenen protein ile kullanilan antikorlar
arasindaki spesifik baglanmadir. Spesifik olmayan protein baglanmalarini
engellemek i¢in membranin transfer sirasinda protein baglanmayan bolgelerin
bloklanmasi gerekir. Bunun i¢in deneylerde, yikama soliisyonu ile hazirlanan %5°lik
siit ile membran, yarim saat boyunca oda sicakliginda ajitasyon yoluyla inkiibe
edildi. Bloklama isleminden sonra membran yikama soliisyonu ile bir kez 5 dakika

boyunca yikand1 ve primer antikor eklendi.

2.11.4. immiinoblot

Dogrudan belirleme yontemi ve Dolayli belirleme yontemi olmak iizere iki

yontem vardir.

Calismada, antikor immiinoreaktifligini arttirmak amaciyla dolayli belirleme
yontemi tercih edilmistir. Bu ydntemde, primer antikor antijene baglanir. Primer
antikora kars1 gelistirilmis isaretlenmis ikincil bir antikor kullanarak baglanmaya
devam edilir. Her bir primer antikor, isaretlenmis sekonder antikora baglanabilen
birden fazla bolge igerdiginden sinyal olusumu artirilmis olup deneyin duyarliligi
artirthir. Calismada kullanilan sekonder antikorlar horse radish peroksidaz (HRP)
enzimi ile konjuge edilmis durumdadir.
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2.11.4.1. Immiiniiblot Basamaklar

1. Bloklama sonrasi, membran bir kez 1X tamponu ile 5 dakika boyunca
yikandi.

2. Oda sicakliginda primer antikor ile orbital calkalayicida bir saat inkiibe edildi

3. Bir saat sonunda 15 dakika (5 dakikada bir) 1X yikama tamponu ile yikandi.

4. Sekonder antikor ile 1 saat orbital ¢alkalayicida inkiibe edildi.

5. Sekonder antikorlar uzaklastirilip, 5 dakikada bir 5 kez 1X yikama tamponu

ile yikand1 ve goriintiileme basamagina gegildi.

2.11.4.2. Primer Antikorlar

Calismalarda kullanilan antikorlar; monoklonal anti-HA 1:50000 oraninda,
monoklonal anti-c-myc 1:14000 oraninda, anti-flag 1:1000, monoklonal anti-p-aktin
1:20000 oraninda, anti-flag poliklonal ve ubikitin antikoru 1:20000 oraninda % 5°lik
yagsiz siitte hazirlandi, koruyucu olarak 1:1000 oraninda sodyumazit ¢ozeltisi

eklendi ve +4°C’de saklandi.

Calismada, monoklonal anti-aktin antikoru ile immiinoblot yapilarak aktin
diizeyleri karsilastirildi ve dolayisiyla proteinlerin yiikleme seviyesi kontrol edildi.
Anti-myc antikoru kullanarak myc ile isaretlenmis VCP proteinlerinin seviyeleri ve
myc isaretli Tirozinaz C89R ERIY substratinin yikilma seviyeleri karsilastirildi.
Anti-HA antikoru ile HA ile isaretlenmis bir ERIY substrati olan CD3§ yikilma
seviyeleri karsilastirildi.  Anti-GFP  antikoru ile GFP isaretli CFTRAF508
susbstratinin yikilma seviyeleri karsilastirildi. Anti-flag antikorlari ile IP’de VCP ile

birlikte ¢oktiiriilen Ufd1 ve Npl4 varligi tayin edildi.
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2.11.4.3. Sekonder Antikorlar

Sekonder antikor olarak goat anti-mouse (Pierce) antikoru 1:7500 oraninda

%351k yagsiz siitte hazirlandi ve kullanildi.

2.11.4.4. Goriintiileme

HRP enzimi ile konjuke edilmis sekonder antikorlar ile inkiibe edilen
membranlarin  goriintiilenmesi i¢in  SuperSignal WestPico Chemiluminescent
Substrate (Pierce) kullanilmistir. SuperSignal WestPico Chemiluminescent Substrate,
immiinoblotlar iizerinde HRP’yi belirlemek icin yiiksek duyarlikli bir substrattir.
Substrat olarak kullanilan luminol, HRP ve H,O; varliginda okside olur ve uyarilmis
iirlin olan 3-aminoftalat olusur. Bu iiriin, 425 nm’de 1s1ma verir. Bu 1s1ma, sadece
enzim-substrat reaksiyonu sirasinda olusur. Yani gegici ve kisith siire zarfinda
gozlenebilir. Substratin asirt yogun sinyal ¢ikist pikogram diizeyindeki antijenin
tespitini miimkiin kilar. Sinyalin duyarliligi, yogunlugu ve siiresi fotografik veya
diger goriintilleme metotlar1 kullanarak HRP’nin kolay belirlenmesine izin verir.
Optimal sonuglar1 elde etmek icin blotlar, tekrarlanan sekilde film ile etkilestirilebilir

veya belirtegleri uzaklastirilip tekrar isaretlenebilir.

Calisma sirasinda membranlar, SuperSignal WestPico Chemiluminescent
Substrate calisma ¢ozeltileri membran basina 3 ml olacak sekilde 1:1 oraninda
karistirilarak taze hazirlandi ve membranla 1 dakika inkiibe edildi. Fazla ¢ozelti
uzaklastirildiktan sonra membran protein kismi yukari bakacak sekilde streg film ile
kapland1 ve film kasetine yerlestiridi. Blot filmlerine (CL-XPosure Film, Pierce)
karanlik odada maruz birakildi. Filmler, otomatik film banyo makinasinda banyo

edildi.
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2.12. Immiinopresipitasyon (IP)

Immumopresipitasyonda, hiicreden elde edilen ekstre, ilgili proteini taniyan
antikorlarla inkiibe edilir, bu sirada antikor hedef proteine baglanir. A/G ¢ifti agaroz
boncuklar ile antikor-antijen kompleksi ¢oktiiriiliir. Fiziksel olarak ornekten ilgili
protein izole edilir. SDS-PAGE ile bilesenlerine ayrilir ve immiinoblot ile analiz

gergeklestirilir.

2.12.1. Hiicrelerin Hazirlanmasi ve Transfeksiyon

293 HEK hiicreleri, 100 mm’lik hiicre kiltiir kabina 1,2X106 hiicre olarak
ekildi. 24 saat sonra Ufdl ve Npl4 VCP-kofaktorlerini kodlayan pFlag-Ufdl ve
pFlag-Npl4’un transfeksiyonu lipofektamin kullanilarak yapildi. Ertesi giin, hiicreler
6 kuyucuklu kiiltir kaplarma esit sayida dagitilip (2,5x10°) ekildi. 6 saat sonra
mutant ve yabanil tip VCP’yi kodlayan plazmidlerin transfeksiyonu lipofektamin ile

gerceklestirildi.

Deneyin tiiriine gore, Ufd1-Npl4-VCP transfekte olan hiicreler toplanmadan

once 4 saat 1I0mM Mgl132 ile etkilestirilmistir.

2.12.2. IP icin Hiicrelerin Parcalanmasi

Hiicreler 6rnek basmma 120 ul IP i¢in hazirlanan lizatlama tamponu ile 5
dakikada bir 15 saniye vortekslenerek 20 dakika boyunca pargalanmalar1 saglandi.
4°C’de 14000 r.p.m.’de 10 dakika santrifiij edildi. Hiicre kalintilarina dokunmadan,

hiicre lizat1 temiz tiiplere alindi. Lizatlardan 20’ser pl, steril tliplere input i¢in ayrildi.

2.12.3. IP icin Orneklerin Hazirlanmasi
Her bir 6rnekten input i¢in 20 pl lizat ayrildiktan sonra; kalan lizatlarin
tizerlerine 80’er pl %50 gliserol ¢ozeltisi ve 200°ser pl IP tamponu ve ortama taze

olarak 100X PIC’den eklendi.
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Ayri1 temiz bir falkon tiipiinde, her bir 6rnek basina; 20 pl IP tamponu ve 0,5 pl
anti-a-myc antikor karisimi konuldu ve karigtirildi. Hazirlanan bu ¢6zeltiden, 6rnek
tiiplerine 20’ser ul eklendi. Tiplerin agizlar1 kapatilip, parafilm ile sarildi. 4°C’de 1

saat siire ile rotatorda rotasyon haraketi ile inkiibe edildi.

2.12.4. IP Boncuklarin Hazirlanmasi

Calismalarda Protein A sefaroz boncuklar kullanildi. Protein A,
Staphylococcus aureus’un yilizeyinde bulunan bir proteindir, IgG antikorlarina
baglanma yetenegi ¢cok fazladir. Protein A sefaroz boncuklarinin tercih edilmesinin
nedeni, IP’de kullanilacak anti-c-myc antikorunun IgG1 izotip olmasidir. Boncuk
stogu cikartilip, vortekslerek siispande olmalari saglandi. Her bir 6rnek i¢in 20’ser ul
boncuk stogundan alindi. Soguk IP yikama tamponu eklenip, vortekslendi ve
santrifiij edilerek (4°C 5000 r.p.m. 2 dakika) 5 kez yikama islemi yapildi. Son
yikamadan sonra, siipernatant ortamdan uzaklastirildi. Boncuk miktar1 kadar IP

tamponu eklenip, homojen hale getirildi.

2.12.5. IP boncuklan ile lizatlarin etkilestirilmesi

IP i¢in hazirlanan 6rneklerin antikorlar ile 1 saatlik inkiibasyonu sonunda, her
bir 6rnek tiipiine hazirlanan IP boncuk siispansiyonundan 20’ser pl eklendi ve 45

dakika siire ile 4°C’de rotasyonel olarak alt iist hareketle inkiibe edildi.

45 dakika sonunda, ornekler alinip santrifiij (5000 r.p.m’de 4°C’de 2 dakika)
edildi ve siipernatant pellete zarar vermeden uzaklastirildi. Pellet, 5 kez IP yikama
tamponu ile yikanarak santrifiij edildi (4°C 5000 r.p.m) ve siipernatant pellete zarar

vermeden uzaklagtirildi.

Her bir 6rnek tiipline basta eklenen antikor-1P tamponu miktar1 kadar (20ul)
2X Yiikleme tamponu eklendi. Blok isiticida 95°C’de 5 dakika inkiibe edilerek
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denatiire edildi. %10’luk jel kullanilarak SDS-PAGE’de 200 V’de yiiriitiildi. IP
input i¢in ayrilan 20 ul lizat 6rneklerine de 4X yiikleme tamponu eklenip 95°C’de 5
dakika denatiirasyon isleminden sonra %10’luk jele yiiklendi. Transferi yapilip,

immiinoblot ile goriintiilendi.
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3. BULGULAR

BOLUM ITI

3.1. Biyoinformatik inceleme

3.1.1. Tiirler arasi sekanslarin karsilastirilmasi:

Farkli tiirler arasinda VCP proteininin dizisi CLUSTAIW2 programi ile

yaptlmistir (Sekil 10). IBMPFD hastalarinda rapor edilmis mutasyona ugrayan

amino asitlerin farkl: tiirler arasinda korundugu gézlenmistir.

Homosapiens

Muamusculus
Eattusnorvegicus
Zallusgallus
Xenopuslasvis
Danjorsric
Drosophilamelanogaster
Saccharomycsscerevisias

Homosapisns

Muamusculus
Battusnorvegicus
Gallusgallus
Xenopuslasvis
Danioreric
Drosophilamslanogaster
Saccharomycescerevisiae

Homosapiens

Muamuaculus
Eattusnorvegicus
Zalluagallus
Xenopuslasvis
Danioreric
Drosophilamslanogaster
Saccharomycescerevisias
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Homosapisns

Musmusculus
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Sekil 10: Tiirler Aras1 VCP Aminoasit Dizilerinin Karsilastirilmasi
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3.2. SDM ile Elde Edilen Mutasyonlarin Degerlendirilmesi

3.2.1. Yonlendirilmis Kontrolii (QuikChange II)

QuikChange Il SDM kiti kontrolii; kit ile birlikte sunulan pWhitescript
plazmidi ve kontrol primerleri kullanilarak yapildi. PCR drtinii, XL-1 Blue
bakterilerine transformasyonu yapildi. Antibiyotiksiz LB igerisinde 250 r.pm.’de
37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Bu esnada, ampisilinli LB agar petrisine, hazirlanan
100 ul IPTG ve 100 pl X-gal ¢ozeltileri eklerek agarin iizerine yayildi ve 30 dakika

bekletildi. 37°C’de. 16 saat inkiibasyonun sonunda petrilerde mavi koloniler goriildii.

Sekil 11: Yoénlendirilmis Mutajenez Kontrolii. B-galaktozidaz (B-gal+) enzim
yetenegi kazanan bakterilerin IPTG’li  (izopropil-1-tiyo-B-D-galaktopiranozit)
ortamda X-gal’i  (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktopiranozit) pargalamasi
sonucu kolonilerin mavi renkte goriilmesi

pWhitescript 4,5-kb kontrol plazmidi DNA dizisi “TAA” ile sonlanmaktadir.
Kontrol primerlerini kullanilarak yonlendirilmis mutajenez ile Timin (T) baz1 Sitozin
(C) bazina donistiiriildiigiinde B-galaktozidaz (lacZ) enzimini kodlayici gen dizisi
elde edilir. Transformasyonda kullanilan XL-1 Blue bakterilerinde lacl® mutasyonu
bulunmaktadir. lacl® mutasyonu, lacl baskilayicinin  verimini artirarak lac
operonunun transkripsiyonunu durdurur. Bir laktoz analogu olan IPTG ortama ilave
edildiginde, lac operonu baskidan kurtulur ve p-galaktozidaz enziminin
transkripsiyonu gerceklesir. Deney sonunda, -galaktozidaz (B-gal+) enzim yetenegi
kazanan bakterilerin IPTG’li ortamda X-gal’i par¢alamasi sonucu agiga ¢ikan okside

tirin nedeniyle bakteri kolonileri mavi renkte goriiliir.
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3.2.2. VCP Mutasyonlari ve Kolonilerin Secimi
3.2.2.1. Bagsarili Mutasyon Denemelerinin Belirlenmesi

QuikChange II yonlendirilmis mutajenez kiti ile gerceklestirilen mutasyon
denemeleri PCR {iriinlerinden R93C, R95C, P137L, R155C, R155S, G157R, R159C,
R191Q, L198W, T262A, N387H ve A439S’nin DH5a bakterilerine transformasyonu

sonucu koloniler goriildii. A232E mutasyon denemeleri basarisiz oldu.

R93C, P137L, G157R, R159C, R191Q, T262A, N387H ve A439S mutasyon
denemeleri PCR f{iriinleri ilk denemede koloniler goriilmistiir. XXX-IDT den alinan
primerleri tekrar kullanarak R95C ve R155C mutasyon denemeleri, PCR sirasinda
annealing (birlesme) sicakligi 55°C’ye diisiiriilerek ve dNTP miktarlart 1 pl daha
artirilarak reaksiyon tekrarlandi. Yapilan transformasyon sonucu ampisilinli LB agar
petrilerde koloni olusumu goézlendi. Reaksiyonlar sonucu koloni olusumu
gozlenmeyen mutasyon denemeleri igin, Alpha DNA’dan alinan primerler
kullanilarak R95G, R155S, L198W ve A232E reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir.
Yapilan tiim denemelerde annealing derecesinin diisliriilmesine ve dNTP miktarinin
artirtlmasina  ragmen R95G ve A232E reaksiyonlar1 sonunda yapilan
transformasyonlarda koloni olusumu gozlenmedi. R155S ve L198W reaksiyon

iriinlerinin transformasyonu sonucu koloni olusumu goézlenlenmistir.

Yapilan mutasyon denemeleri sonucunda, koloni olusumu go6zlenen

reaksiyonlar ve gézlenen koloni sayilar1 Tablo 21°de ifade edilmistir.
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Mutasyon Denemesi | Koloni Sayis1 | Mutasyon Denemesi | Koloni Sayisi
R93C 15 R159C 10
R95C 3 R191Q 10
P137L 30’dan fazla L198W 3
R155C 30’dan fazla T262A 20
R155S 6 N387H 20
G157R 15 A439S 7

Tablo 21: Mutasyon Denemeleri ve Gozlenen Koloni Sayilar
3.2.2.2. Kolonilerin Secimi

Yapilan mutasyon denemeleri sonucunda gozlenen kolonilerden, her bir
mutasyon denemesi i¢in 3’er koloni seg¢ildi. Koloni se¢imleri sirasinda, birbirinden
ayr1 ayr1 ve agar petride farkli alanlara konuslanmis kolonilerden 6rnek alinmaya
ozen gosterildi. Istenilen her bir mutasyon icin, transformasyonlar1 sonunda olusan 3
farkli koloniden 6rnek alindi ve miniprepi yapildi. Miniprep ile elde edilen DNA,
istenilen mutasyonun gergeklesip gerceklesmedigini belirlemek i¢in sekanslamaya
gonderildi. Orneklerin final konsantrasyonu (100 ng/ul) olarak her birinden 20 ul
hazirlandi. Coziicii olarak ultrasaf su kullanildi. Sekanslamada kullanilan primerler, 1
ug/ul olarak hazirlanan primer ¢ozeltilerinden, final konsantrasyonu 60 ng/pl olarak

hazirlandi.

3.2.3. DNA Dizi Analizi Sonuglari
3.2.3.1. Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Macrogen (Kore), firmasindan gelen sekans sonuglar1 “ab1” dosya formatinda
alinmigtir. 4Peaks (Mekentosj,ABD) programi kullanilarak sekans sonuglar
degerlendirilmistir. Programda veriler, her niikleotite 6zgii olan sinyallerin (piklerin)
biiyiikliigiine gore degerlendirilerek niikleotit dizisi ¢ikarilmaktadir. Alinan niikleotit
dizisi; translasyon ikonu kullanilarak protein sentezi sirasinda okunan aminoasit
dizilisine dondstiiriilebilmektedir. Bu sirada gerceve (frame) degistirilerek okumanin

en verimli olan1 degerlendirmeye alinmaktadir.
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3.2.3.1.1 Sonuclarimin Degerlendirilmesine Ornek: R159C-3

Yabanil VCP’de 159. aminoasit “Arginin” aminoasidi iken planlanan
reaksiyon sonucu olusan mutant tip (R159C-VCP) de 159. aminoasitin “Sistein”

amino asidine doniistigii goriilmiistiir.

Yabanil VCP’de Arginin aminoasitini kodlayan ticlii baz dizisi “cgt” (474)
seklindedir. Yonlendirilmis mutajenez kiti ile gerceklestirilmek istenilen R159C

«

mutasyonu i¢in tasarlanan primerlerde “cgt” (474) Ugli dizisinin, “sistein”
aminoasidini kodlayan “rgt”(474) tgli baz dizisine doniismesi istenmistir. Bunun

icin kullanilan primerle 475. sirada yer alan “Sitozin” bazinin “Timin” bazina

dontigiimii hedeflenmistir.
Yabanil VCP Baz dizisi 450.bazdan baslayarak:

450 att ttt ctt gtc cgt ggt ggg atg cgt gct seklindedir. DNA dizi analiz sonuglari
ile karsilastirildiginda; R159C-3 adli 6rnekde istenilen mutasyonun gerceklestigi

goriilmektedir (Sekil 12).

|

T T T T T AT T T G T AT G T G T G S T = T G T S L T

ﬂ

ol

ANBRRAE R AR NA'A

Sekil 12: R159C-3"iin 450. bazdan itibaren DNA dizisi
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Kirmiz1 pikler Timin; yesil pikler Adenin, mavi pikler Sitozin, siyah pikler ise

Guanin bazinin sinyallerini ifade etmektedir.

Degerlendirme sirasinda dikkat edilen bir 6nemli nokta da istenilen
mutasyonun disinda ekstra mutasyonlarin varliginin degerlendirilmesidir. Yine bu
degerlendirme yapilirken, sekanslama cihazinin verdigi piklerin giiriiltiisiine ve

sikligina dikkat edilmistir.

DNA dizi analiz sonucu ile yabanil VCP’nin baz dizisi karsilastirildiginda
istenen mutasyonun gerceklestigi goriilmistir. DNA dizi analiz sonuglar

incelendiginde istenmeyen bir mutasyona rastlanmamustir.

3.2.3.2. Istenen mutasyonlarin gerceklestigi ornekler

3.2.3.1 de agiklandig: gibi elde edilen kolonilerden izole edilen plazmidlerde
istenen mutasyonlarin gergeklesip gergeklesmedigi, sekans sonuglarinin 4Peaks

programi ile degerlendirilmesiyle saptanmustir.

Degerlendirme sonucuna gore; R93C-1, R95C-1, P137L-1, R155C-3, R155S-2,
G157R-2 ve G157R-3, R159C-1, R191Q-1, L198W-2 ve L198W-3, T262A-3,
N387H-3 ve A439S-1 seklinde kodlanan o&rneklerde istenen mutasyonun

gerceklestigi belirlendi.

3.3.  Protein Miktar Tayini i¢in Standart Egri Cizimi

Cesitli konsantrasyonlarda hazirlanan sigir serum alblimin ¢o6zeltilerinin,

mikroplaka okuyucuda okunan absorbans degerleri tabloda ifade edilmistir .

Dogruyu ¢izmek icin apsise (x eksenine) bilinen konsantrasyon degerleri,

ordinata (y eksesine) bilinen konsantrasyon degerine karsilik okunan absorbans
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degerleri girildi (Tablo 22) ve dogru ¢izilerek dogru denklemi ve dogrunun egimi

bulundu.
Konsantrasyon (ug/ml) | Absorbans
0 0
250 0.034
500 0.098667
750 0.144667
1000 0.198667
1500 0.287334
2000 0.396667

Tablo 22: Standart Albiimin Cozeltilerine Kars1 Okunan Absorbans Degerleri

BSA Standart Egrisi
0,5
0,4
2
& 03
5
g 02 y=0,0002x
0.1 R>=0,9975
0 T T T 1
0] 500 1000 1500 2000 2500

BSA Konsantrasyon (ug/ul)

Sekil 13: BSA Standart Dogrusu ve Dogru Denklemi

3.4. Yabanil tip VCP’nin ve ATPaz inaktif mutant VCP-QQ’nun ekspresyon

testi

293 HEK hiicrelerine yabanil tip VCP’yi ve ATPaz inaktif mutant QQ-VCP’yi
kodlayan plazmidlerin ve kontrol olarak pCDNA3.1 bos plazmidinin 0,5 pg, 1 ug, 2
ng veya 3 pg olarak transfeksiyonlar1 yapilmistir. Hiicrelerin ekspresyon verimliligi
karsilastirilarak ¢aligsmalarda kullanilacak uygun doz aralig se¢ilmek istenmistir. 293
HEK hiicreleri deneyden bir giin 6nce 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina 2x10er

hiicre olarak ekilmistir. Ertesi giin hiicrelere yabanil tip VCP , mutant VCP-QQ ve
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bos plazmidin transfeksiyonu yapilmistir. 16 saat sonra par¢alanmis, anti-myc

antikoru ile immiinoblot analizi yapilmistir.

Plazmid Icerigi | Transfekte edilen miktarlar (ng)
pcDNA3.1 0,5 1 2 -
VVCP-wt 0,5 1 2 3
VCP-QQ 0,5 1 2 -

Tablo 23: VCP-wt, VCP-QQ ve Kontrol Transfeksiyon Testi Miktarlari

kontrol wt VCP

QQ VCP

Sekil 14: VCP yabanil tip ve VCP-QQ ekspresyon testi. 293 HEK hiicrelerine
VCP yabanil tip ve ATPaz inaktif oldugu bilinen mutant VCP-QQ’yu kodlayan
plazmidlerin artan dozda transfeksiyonu yapilmistir. Artan doza kars1 verdikleri
ekspresyon diizeyi anti-myc-m antikoru kullanilarak belirlenmistir. Anti-B-aktin
antikoru ile yiikleme kontrolii yapilmustir.

3.5. Mutant VCP kodlayan plazmidlerin ekspresyon testi

Mutant VCP’lerin ekspresyon verimliligi ile yabanil tip VCP’nin ve ATPaz
inaktif mutant VCP-QQ’nun ekspresyon verimliligi karsilastirilmak istenmistir. Bu
amagla mutant VCP’ler 0,5 ug ve 1,5 pg olmak tizere farkli iki dozda hiicrelere
transfekte edilmistir. 293 HEK hiicreleri deneyden bir giin 6nce 6 kuyucuklu hiicre
kiltiir kaplarina 2x10’er hiicre olarak ekilmistir. Ertesi giin hiicrelere yabanil (wt,
wild type) ve mutant VCP’lerin transfeksiyonu yapilmistir. 16 saat sonra

pargalanmig, anti-myc antikoru ile immiinoblot analizi yapilmistir
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Sekil 15: VCP Mutant Ekspresyon Testi. 293 HEK hiicrelerine VCP yabanil tip ve
mutantlarin1 kodlayan plazmidlerin artan dozda transfeksiyonu yapilmistir. Artan
doza karst verdikleri ekspresyon diizeyi anti-myc-m antikoru kullanilarak
belirlenmistir. Anti-B-aktin antikoru ile yiikleme kontrolii yapilmustir.

Elde edilen veriler géz Oniine alinarak IBMPFD iligkili VCP mutantlarini
kodlayan plazmidlerin farkli oranlar1 kullanilarak tim VCP ekspresyonlarinin

esitlenmesine caligilmistir.

3.6. CD36 iizerine IBMPFD-iliskili VCP mutantlarinin etkisi

293 HEK hiicreleri deneyden bir giin 6nce 1,2x10%sar hiicre olarak 100
mm’lik hiicre kiiltiir kaplarina ekildi. Ertesi giin CD3d transfeksiyonu yapildi.
Transfeksiyondan 6 saat sonra hiicreler esit olarak 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir
kaplarina (2x10°) ekildi. Ertesi giin, yabanil tip ve mutant tip VCP’lerin
transfeksiyonu CD38 eksprese eden hiicrelere yapildi. ikinci transfeksiyondan 16

saat sonra hiicreler par¢alandi ve immiinoblot ile proteinleri belirlendi.
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Sekil 16: wt-VCP ve QQ-VCP’nin CD34 iizerine etkisinin incelenmesi. CD30
eksprese eden 293 HEK hiicrelerine yabanil tip ve QQ VCP’leri kodlayan
plazmidlerin transfeksiyonu gergeklestirilmistir. CD3d substratinin diizeyi, anti-HA
antikoru ile VCP diizeyleri anti-myc antikoru ile belirlenmistir. Yiikleme kontrolii
olarak, anti-B-aktin antikoru ile aktin diizeylerine bakilmustir.

Sekil 16°da goriildiigii lizere, wt-VCP CD3d diizeyinde bir azalisa neden

olurken, QQ-VCP eksprese edildiginde CD34 akiimiilasyona ugramustir.
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Sekil 17: IBMPFD-iliskili mutant VCP’lerin ve QQ-VCP’nin CD36 iizerine
etkisinin incelenmesi.CD38 eksprese eden 293 HEK hiicrelerine IBMPFD iligkili
mutant VCP’leri ve QQ-VCP’yi kodlayan plazmidlerin transfeksiyonu
gerceklestirilmistir. CD36 substratinin diizeyi, anti-HA antikoru ile VCP diizeyleri
anti-myc antikoru ile belirlenmistir. Yiikleme kontrolii olarak, anti-f-aktin antikoru
ile aktin diizeylerine bakilmistir.

R93C, R95C, P137L, R155C, R155S, G157R ve R159C mutantlarini eksprese
eden hiicrelerde, VCP-QQ ile karsilastirildiginda benzer oranda birikme oldugu

goriilmektedir.
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3.7. Tirozinaz C89R iizerine IBMPFD-iliskili VCP mutantlarimin etkisi

293 HEK hiicreleri deneyden bir giin once 1,2x10%sar hiicre olarak 100
mm’lik hiicre kiltlir kaplarina ekildi. Ertesi giin Tirozinaz C89R transfeksiyonu
yapildi. Transfeksiyondan 6 saat sonra hiicreler esit olarak 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir
kaplarina (2X105) ekildi. Ertesi giin, Tirozinaz C89R eksprese eden hiicrelere yabanil
ve mutant VCP’lerin transfeksiyonu yapildi. Ikinci transfeksiyondan 16 saat sonra

hiicreler parg¢aland1 ve immiinoblot ile proteinleri belirlendi.

Kontrol

QJ

g%

| Tirozinaz C89R
-:| VCP

E aktin

Sekil 18: wt-VCP’nin ve QQ-VCP’nin Tirozinaz C89R iizerine etkisinin
incelenmesi. Tirozinaz C89R eksprese eden 293 HEK hiicrelerine wt-VCP’yi ve QQ
VCP’yi kodlayan plazmidlerin transfeksiyonu gerceklestirilmistir. Tirozinaz C89R
substratinin diizeyi ve VCP diizeyleri anti-myc antikoru ile belirlenmistir. Yiikleme
kontrolii olarak, anti-B-aktin antikoru ile aktin diizeylerine bakilmistir.

Sekil 16’ya benzer olarak Sekil 18’de, wt-VCP mutant Tirozinaz C89R
diizeyinde bir azalisa neden olurken, QQ-VCP eksprese edildiginde Tirozinaz C89R

birikime ugramistir.
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Sekil 19: Tirozinaz C89R eksprese eden hiicrelere mutant VCP'lerin
transfeksiyonu. Tirozinaz C89R ckspresse eden 293 HEK hiicrelerine ATPaz inaktif
mutant VCP-QQ’yu ve mutant VCP’leri kodlayan plazmidlerin transfeksiyonu
gergeklestirilmigtir. Tirozinaz C89R substratinin diizeyi ve VCP’lerin ekspresyon
diizeyleri anti-myc antikoru ile belirlenmistir. Yiikleme kontrolii olarak, anti-f-aktin
antikoru ile aktin diizeylerine bakilmustir.

T_

R93C, R95C, P137L, R155C, R155S, G157R ve R159C mutantlarin1 eksprese
eden hiicrelerde, VCP-QQ mutantin1 eksprese eden hiicrelerle benzer oranda

akiimiilasyon goriilmiistiir.

3.8. CFTRAFS508 iizerine IBMPFD-iliskili VCP mutantlarinin etkisi

293 HEK hiicreleri deneyden bir giin 6nce 1,2x10%sar hiicre olarak 100
mm’lik hiicre kiiltiir kaplarina ekildi. Ertesi giin CFTRAF508 transfeksiyonu yapildi.
Transfeksiyondan 6 saat sonra hiicreler esit olarak 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir
kaplarina (2x10°) ekildi. Daha sonra, CFTRAF508 eksprese eden hiicrelere kontrol
plazmidi ve mutant tip VCP’lerin transfeksiyonu yapildi. ikinci transfeksiyondan 16

saat sonra hiicreler parcalandi ve immiinoblot ile protein analizi yapildi.
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Sekil 20: CFTRAS08 eksprese eden hiicrelere mutant VCP'lerin transfeksiyonu.
CFTRAF508 eksprese eden 293 HEK hiicrelerine mutant VCP’leri kodlayan
plazmidlerin transfeksiyonu gergeklestirilmistir. CFTRAF508 substratinin diizeyi
anti-GFP antikoru ile VCP’lerin ekspresyon diizeyleri anti-myc antikoru ile
belirlenmistir. Yiikleme kontrolii olarak, anti-B-aktin antikoru ile aktin diizeylerine
bakilmistir.

R93C, R95C, P137L, R155C, R155S, G157R ve R159C mutant tiplerini

eksprese eden hiicrelerde CFTRAF508 substratinin biriktigi goriilmektedir.

3.9. IBMPFD-iliskili VCP mutantlarimn Ufd1-Npl4 kofaktorleri ile hiicre

icerisindeki etkilesmesinin incelenmesi

293 HEK hiicreleri deneyden bir giin énce 1,2x10%sar hiicre olarak 100
mm’lik hiicre kiiltiir kaplarina ekildi. Ertesi giin Ufd1’in ve Npl4’iin transfeksiyonu
birlikte yapildi. Transfeksiyondan 6 saat sonra hiicreler esit olarak 6 kuyucuklu hiicre
kiiltir kaplarma (2x10%) ekildi. Ertesi giin, Ufd1-Npl4 eksprese eden hiicrelere
yabanil ve mutant VCP’lerin transfeksiyonu yapildi. Ikinci transfeksiyondan 16 saat

sonra hiicreler parcalandi ve IP’si yapildi, immiinoblot ile protein analizi yapildi.
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VCP

Npl4

Ufd1

Sekil 21: Input: Ufd1-Npl4 eksprese eden 293 HEK hiicrelerine mutant
VCP’lerin ve yabanil tip VCP’nin transfeksiyonu. Ufd1-Npl4 eksprese eden 293
HEK hiicrelerine mutant tip VCP’lerin ve yabanil tip VCP’nin transfeksiyonu
gerceklestirilmistir. IP i¢in parcalandiktan sonra %10’u input i¢in ayrilmistir. Ufdl
ve Npl4 proteinlerinin diizeyleri anti-flag antikoru ile VCP diizeyleri ise anti-myc
antikoru ile belirlenmistir.
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Sekil 22: Ufd1-Npl4 eksprese eden hiicrelere mutant VCP'lerin
transfeksiyonunun ardindan yapilan immiinopresipitasyon. Ufd1-Npl4 eksprese
eden 293 HEK hiicrelerine mutant tip VCP’lerin ve yabamil tip VCP’nin
transfeksiyonun ardindan pargalanip, anti-myc antikoru ile immiinopresipitasyonu
yapilmistir. VCP ile etkilesen Ufd1 ve Npl4 anti-flag antikoru ile VCP diizeyleri ise
anti-myc antikoru ile belirlenmistir.

Proteazom inhibe edilmedigi taktirde; P137L ve yabanil tip VCP eksprese eden

hiicrenin benzer sekilde Ufdl ve Npl4 ile etkilesmesi gozlenmemistir. Bunun
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yaninda R159C ve R155C eksprese eden hiicrelerde, Ufd1 ve Npl4 ile etkilesmenin

en fazla oldugu goriilmektedir.

VCP’nin Ufd1-Npl4 etkilesmesinin g6zlenecbilmesi i¢in VCP-Ufd1-Npl4
kompleksinin, kompleks halinde kenetlenmesi gerektigi diistiniilerek proteazomun
inhibe edilmesine karar verilmistir. Bu amagla Mgl32 ile hiicreler 4 saat

etkilestirilmistir. On denemede sadece VCP yabanil tip, mutant VCP-QQ ve VCP-

R93C ile ¢alisilmistir.
INPUT IP
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Sekil 23: IP: Proteazom inhibe edilerek Ufd1-Npl4 eskprese eden hiicrelerde
mutant R93C, VCP-QQ ve VCP-wt'in transfeksiyonu ile yapilan 6n deneme.
Ufd1-Npl4 eksprese eden 293 HEK hiicrelerine VCP tiplerinin transfeksiyonunun
ardindan, VCP’lerin UN etkilesmesinin gozlenebilmesi i¢in proteazomlar Mg132 ile
inhibe edilmistir. Mg132 eklendikten 4 saat sonra hiicreler IP i¢in parcalanmus,
%10’u input i¢in ayrilmistir. VCP’ler, anti-myc antikoru kullanarak ¢oktiiriilmiistiir.
VCP ile ¢oken Ufdl ve Npl4 proteinlerini ve inputtaki Npl4 ve Ufdl diizeylerini
belirlemek i¢in anti-flag antikoru kullanilmigtir. VCP diizeyleri anti-myc antikoru ile
belirlenmistir.

Hastalarda sik rastlanan R93C mutant proteinin Ufd1-Npl4 eksprese eden HEK
hiicrelerinde proteazom inhibe edildigi takdirde VCP-QQ (ATPaz inaktif) mutantina
benzer sekilde Ufdl ve Npl4 ile etkilestigi goriilmektedir. Bu deneysel kosullarda

yabanil tip VCP’nin Ufd1 ve Npl4 ile etkilesimi gozlenebilmistir. Bu deney kosullari
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kullanilarak IBMPFD-iligkili diger mutantlar iizerinde de immiinopresipitasyon

deneyi tekrar edilmistir.

INPUT
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Sekil 24: IBMPFD ile iliskili VCP mutantlarimin proteazomu inhibe edilen
hiicrelerde Ufd1-Npl4 ile etkilesimi. Ufd1-Npl4 eksprese eden 293 HEK
hiicrelerine  VCP  tiplerinin  transfeksiyonunun ardindan, VCP’lerin UN
etkilesmesinin gozlenebilmesi i¢in proteazomlar Mg132 ile inhibe edilmistir. Mg132
eklendikten 4 saat sonra hiicreler IP i¢in parcalanmis, %10’u input i¢in ayrilmistir.
VCP’lerin seviyesi anti-myc antikoru ile, Npl4’iin ve Ufd1’in diizeyleri anti-flag
antikoru ile belirlenmistir. Anti-B-aktin antikoru ile aktin diizeylerine bakilarak
yiikleme kontrolii yapilmistir.

i
|
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Sekil 25: IBMPFD ile iliskili VCP mutantlarinin proteazomu inhibe edilen
hiicrelerde Ufd1-Npl4 ile etkilesimi. Ufd1-Npl4 eksprese eden 293 HEK
hiicrelerine VCP tiplerinin transfeksiyonunun ardindan, VCP’lerin Ufd1-Npl4 ile
etkilegsmesinin gézlenebilmesi i¢gin proteazomlar Mg132 ile inhibe edilmistir. Mg132
eklendikten 4 saat sonra hiicreler pargalanmis ve anti-myc antikoru kullanilarak IP’si
yapilmistir. VCP ile birlikte ¢oken Ufdl ve Npl4 proteinleri anti-flag antikoru ile
VCP diizeyleri anti-myc antikoru ile belirlenmistir.

Ufd1-Npl4 eksprese eden 293 HEK hiicrelerinde proteazom inhibe edildigi
takdirde P137L-VCP mutant eksprese eden hiicrede, mutant VCP’nin Npl4 ve Ufd1
ile etkilesmedigi IP sonucunda goriilmektedir. wt-VCP, QQ-VCP dahil diger mutant
VCP’lere gore daha az Ufd1-Npl4 ile etkilesmekte ise de P137L-VCP ile Ufdl-

Npl4’un etkilesmedigi goriilmektedir.
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BOLUM |V

4. TARTISMA VE SONUC

Kemik Paget hastaligi ve frontotemporal demans ile gozlenen inkliizyon
cisimcik miyopati hastaligi, otozomal dominant tasinan genetik bir hastaliktir.
IBMPFD’li hastalardan alinan kas liflerinde inkliizyon ve vakuol olusumuna
rastlanmustir. Inkliizyonlara, proteinlerin proteazomal yikimi dahil bir ¢ok hiicresel
siiregte gorev alan p97/VCP’de meydana gelen mutasyonlarin neden oldugu
diistiniilmektedir (50). IBMPFD’li hastalarin kaslarinda p97/VCP ubikitin igeren
agregatlar olusturmaktadir. p97/VCP’nin islev gosterememesi nedeniyle ubikitin-
proteazom sisteminin ve ERIY’in goérevini yerine getirememesi sonucu, yanlis
katlanmis yikilamayan proteinlerin, agregasyona ve akiimiilasyona neden olabilecegi

onerilmektedir (40).

IBMPFD hastaliginin 9. Kromozomun 9p13-p12 bdlgesinde lokalize olan VCP
genindeki mutasyonlara bagh oldugu ilk kez 2004 yilinda gosterilmistir (50).
Hastalardaki mutasyonlarin VCP’nin islevini degistirerek ya da kayba ugratarak,
ubikitin-proteazom sisteminde ubikitinle konjuge proteinlerin akiimiilasyonuna
neden olup, hiicrenin hayatta kalmasini zorlagtiran ER stresini indiikledigi
distintilmektedir (62, 50). In vivo ve in vitro calismalar, VCP’nin biyolojik

islevlerini  gosterebilmesi igin ATPaz aktivitesine gereksinimi oldugunu
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gostermektedir. VCP’deki IBMPFD ile iliskilendirilen mutasyonlarin, VCP’nin

oligomerizasyonunu veya ATPaz aktivitesini etkilemedigi gosterilmistir (1).

Weihl ve arkadaglart (1); C2C12 fare miyoblast hiicrelerine R155H ve R95G
mutantlar1 transfekte ettiklerinde, yabanil tip transfekte edilen hiicreler ile mutant
transfekte ettikleri hiicreleri karsilastirdiklarinda; mutant hiicrelerde ubikitinlenmis
proteinlerin, ATPaz etkinligini ortadan kaldirilan VCP-QQ mutantina benzer sekilde
arttigin1  gostermislerdir.  Ayni  ¢alismada, R95G ve RI155H mutantlar
CFTRAF508’in yikimin yavaglattigini, yikilamayan CFTRAF508’in mutant VCP ile

kolokalize oldugunu gostermislerdir.

CD36 eksprese eden 293 HEK hiicrelerine IBMPFD ile iliskilendirilen 11
farklt mutasyonun transfeksiyonundan sonra; R93C, R95C, P137L, R155C, R155S,
G157R ve R159C eksprese eden hiicrelerde ATPaz inaktif mutant VCP-QQ’ya
benzer sekilde CD38’nin birikimine neden olmustur. Farkli bir ERIY substrat1 olan
Tirozinaz C89R eksprese eden hiicrelere, 11 farkli VCP mutanti transfekte
edildiginde R93C, R95C, P137L, R155C, R155S, G157R ve R159C eksprese eden
hiicrelerin Tirozinaz C89R’nin akiimiilasyonuna neden oldugu goriildii. Bu durum
CD36’nin sonuglart ile tutarlidir. Mutasyonlarin  VCP’nin islevinde nasil bir
degisiklik yapip ERIY’i etkiledigi bilinmemektedir. IMBPFD iliskili mutasyonlarin
VCP’nin kofaktorleri ile etkilesmesini inhibe ettigi ya da islev gosterebilmesi igin
AAA bolgelerinde konformasyonel degisiklik sonucu hekzamer yapisini
olusturamadig1, bu nedenle ATPaz etkisini gdstermesini inhibe ettigi onerilmistir.
Ancak mutantlarin oligomerizasyonu ve ATPaz aktivitesini etkilemedigi yapilan
caligmalarla goOsterilmistir (1). Yakin zamanda yayinlanan bir ¢alismada ise

IBMPFD-iligkili mutant VCP’lerin ADP-bagli formu destabilize ederek niikleotid
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durumlar1 arasindaki gecisin zamanlamasini degistirdigi ve bu nedenle substrat ve
VCP N bolgesi arasindaki etkilesimi 6nledigi 6nerilmektedir (94).

IBMPFD-iliskili mutant VCP’lerin kofaktor etkilesmesinde sorunlara neden
oldugu bir diger hipotezdir. VCP’nin hiicre igerisinde gorev yaptigr ¢ok farklh
islevleri oldugu ve bunlarin VCP ile etkilesen kofaktorler yardimiyla belirlendigi
diisiintildiiginde bu hipotez daha da kuvvetlenmektedir. Yine ¢ok kisa siire Once
yayinlanan bir calismada, IBMPFD iliskili VCP mutantlarinin (R95G, R155H)
kofaktoér baglanmasinda denge sorunu yasadigi ve bunun proteinopatilere yol agtig
da onerilmistir (95). Mutant VCP’lerin ubikitin ligaz E4B ile etkilesiminin azaldig
ancak deubikitine edici enzim ataxin3 ile etkilesiminin arttigi gosterilmistir. Yine
ayni ¢alismada IBMPFD iligkili mutant VCP’lerle E4B etkilesmesinin, yabanil tip
VCP’den farkli olarak, Ufd1 ve Npl4 ile yarismaya girdigi gosterilmistir. Bu durum
da yabanil tip VCP’nin aksine IBMPFD-iligkili mutant VCP’lerin baska proteinlerle

etkilesmesinde sorunlar yasadigin1 6nermektedir.

Diger taraftan Ufd1-Npl4 kompleksi hakkinda Isaacson ve arkadaslari, sik
rastlanan R95G ve R155H mutasyonunun VCP’nin N boélgesinde Npl4 baglandigi
bolgede oldugunu NMR ile gostermisler, VCP’nin kofaktorleri ile etkilesemedigini
ve bu nedenle ERIY’de gorevini yerine getiremedigi hipotezini desteklemislerdir
(71). Ancak bu ¢alisma ile P137L-VCP disindaki tim IBMPFD iligkili VCP
mutantlarin Ufd1-Npl4 kompleksi ile yabanil tip VCP’ye gore daha fazla etkilestigi
bulunmustur (Sekil 25). VCP’nin N bolgesinde yer alan 137. konumunda bulunan
prolin aminoasitinin ya da g¢evresindeki bir bolgenin Ufd1-Npl4 ile etkilesmesinde
islevi oldugunu diistinmekteyiz. Bu c¢ercevede ilerideki caligmalarda 137. amino asit
cevresindeki aminoasitler mutasyona ugratilarak VCP iizerinde Ufd1-Npl4 baglanma

bolgesinin aydinlatilmasi planlanmaktadir.
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Weihl ve arkadaslar1 2005 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, R95G ve R155H
mutantlarinin bir ERIY substrati olan CFTRAF508 proteininde akiimiilasyona yol

actigimi gostermislerdir (1).

Bu tez calismasinda IBMPFD hastalarinda rapor edilmis tiim VCP mutantlari,
mutasyona 0zgii primerler kullanilarak yonlendirilmis mutajenez yontemi ile elde
edilmistir. Bu mutasyonlarin, CFTRAF508, Tirozinaz C89R ve CD36 adlariyla
bilinen ERIY substratlar1 iizerindeki etkileri 6n tarama amaciyla incelenmistir.
Bulgularimiza gére VCP’nin kofaktdr baglanma bdlgesi N domaininde gozlenen
IBMPFD-iliskili mutantlar, substratlarin belirgin diizeyde birikimine yol agmaktadir.
On taramada belirlenen bu N domain mutantlarinin UNC45 gibi IBMPFD hastalig1

ile iligkilendirilmis proteinler lizerine etkisi gelecek calismalarda incelenecektir.

Sonuglarimiz ERIY substrat diizeyinde belirgin birikime neden olan IBMPFD
iligkili VCP mutantlarinin, mutasyonu kofaktor baglanma bolgesi N domainde
igerenler oldugunu gostermistir. VCP’nin ERIY’in retrotranslokasyon asamasinda
kofaktorleri Ufd1-Npl4 oldugundan bu mutantlarin kofaktor etkilesme kapasiteleri
immiinopresipitasyon ydntemi ile incelenmistir. ilging olarak, P137L mutant VCP
disinda tiim IBMPFD iligkili mutantlar VCP’nin ATPaz inaktif mutanti VCP-QQ’ya
benzer olarak yabanil VCP’ye gore ¢ok daha fazla Ufd1-Npl4 ile etkilesmistir. Bu
duruma gore mutant VCP’lerin Ufd1-Npl4 ile etkilesmesinde problem olmadig
ancak kenetlenme problemi oldugunu ve kompleksin tekrar ayrismadigimni
onermekteyiz. Gelecekte yapilacak calismalarla IBMPFD iligkili VCP mutantlarinin
saperon fonksiyonundaki etkileri yanisira otofajide birlikte c¢alistigit HDACG6 ile

etkilesimi iizerine etkileri incelenecektir.
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UNC45 adli bir protein kas filament olusumu sirasinda miyozinin biraraya
getirilmesi (miyozin assembly)’nde rol alan bir molekiiler saperondur. C. elegans’da
sarkomerlerin biraraya gelerek olusmasi UFD2 ve CHNI1 aracili ger¢eklesmektedir.
Bu iki ubikitin ligaz enzimi UNC45 ubikitinasyonunu diizenleyerek ¢izgili kas
gelisiminde gorev almaktadir. C. elegans’da IBMPFD iliskili iki VCP mutanti
(R95G, R155H) kullanildiginda UNC45 yikiminin bozuldugu, bu proteinin biriktigi
oldugu ve bunun da miyotiibiillerde siddetli miyofibril disorganizasyonuna neden
oldugu gozlenmistir (96). Memelilerde UFD2 homologu olan E4B ubikitin ligaz1 da
UNC45 yikiminda gorev almaktadir. Ilging olarak Ferna'ndez-Sa’iz  ve
arkadaslarinin 2010 yilinda yaptiklar1 calisma IBMPFD iligkili VCP mutantlarinin
E4B ile etkilesimlerinde bozukluklar oldugunu gostermistir (95). Tim bu
caligmalarda kullanilan mutantlar R95G ve R155H mutantlaridir. Bu mutantlarin
sadece UNC45’in yamsira klasik ERIY substrati olan CFTRAF508 birikimine de

neden oldugu bilinmektedir (96, 1).

Calismamiz, diger ¢alismalarda kullanilan iki mutant bildirilmis tim IBMPFD
iliskili VCP mutantlarim1 icermektedir. Elde edilen veriler VCP’nin N bdlgesinde
bulunan mutantlarin (R93C, R95C, P137L, R155C, R155S, G157R ve R159C) tiim
test substratlarimizin diizeyini oldukga etkili bir sekilde arttirdigini gostermektedir.
Mutantlarin Ufd1-Npl4 kofaktorleri ile etkilesimi incelendiginde ise P137L mutanti

disinda tiim mutantlarin etkilesimi arttirdig1 gértiilmektedir.

Ileri galismalar VCP’nin 137. amino asidinin Ufd1-Npl4 etkilesimi iizerine
olan etkilerinin incelenmesi, UNC45 substratina tiim mutantlarin etkisinin miyoblast

hiicrelerinde arastirilmasi ve ERIY mekanizmasinda goérevli diger proteinlerin
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diizeylerinin UNCA45 kaynakl1 defektlerin giderilmesinde kullanip

kullanilamayacaginin belirlenmesi iizerine olacaktir.
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OZET

KEMIK PAGET HASTALIG| VE FRONTOTEMPORAL DEMANS iLE
GOZLENEN INKLUZYON CiSIMCIK MiYOPATI HASTALIGINDA
GORULEN MUTASYONLARIN ENDOPLAZMIK RETIiKULUM iLISKILi
PROTEIN YIKIM MEKANIZMASI (ERiY) UZERINDEKI ETKILERININ

ARASTIRILMASI

Bu c¢alismada, IBMPFD hastaligi ile iligkilendirilen 11 farkli VCP
mutasyonlarinin ERIY mekanizmasi iizerine etkileri incelendi. Ayrica VCP’deki bu
mutasyonlarin, VCP’nin Ufd1 ve Npl4 ile etkilesmesinde bir degisiklige neden olup

olmadig: arastirild.

Bu amagla, bugiine kadar IBMPFD ile iligkilendirilen 11 farkli VCP mutanti
yonlendirilmis mutajenez ile elde edildi. ERIY substrati eksprese eden 293 HEK
hiicrelerine IBMPFD’li mutantlar, yabanil VCP ve ATPaz inaktif mutant VCP-QQ
ile birlikte transfeksiyonu yapildi. Ardindan immiinoblot ydntemi ile ERIY
iizerindeki etkilerine bakildi. Calismada ERIY substratlar1 olarak CD35,
CFTRAF508 ve Tirozinaz C89R kullanildi. VCP’nin Ufdl ve Npl4 ile
etkilesmelerine, Npl4-Ufdl eksprese eden 293 HEK hiicrelerine IBMPFD’li
mutantlarin transfeksiyonunun ardindan VCP’nin immiinopresipitasyon yontemi ile

¢oktiiriilmiis ve immiinoblot analizi yapilmistir.
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Yapilan calismalar sonucunda, IBMPFD ile iliskilendirilen mutasyonlarin
sadece VCP’nin N boélgesinde lokalize olan R93C, R95C, P137L, R155C, R155S,
G157 ve R159C mutasyonlarinin ERIY substratlarinda belirgin birikime neden
oldugu goriildii. Immiinopresipitasyon sonuglarina gdre mutantlardan sadece
P137L’nin hem Ufd1 hem de Npl4 ile etkilesemedigi goriildii. Ayrica bu ¢alisma ile
P137L-VCP disindaki tim IBMPFD iliskili VCP mutantlarin Ufd1-Npl4 kompleksi
ile yabanil tip VCP’ye gore daha fazla etkilestigi bulunmustur. Calismada elde edilen
sonuglara dayanarak VCP’nin N bolgesinde yer alan 137. konumunda bulunan prolin
aminoasitinin ya da 137. aminoasit cevresindeki bir bolgenin Ufd1-Npl4 ile

etkilesmesinde islevi oldugunu diistinmekteyiz.

Bu sonuglara gére VCP’nin sadece kofaktor etkilesiminde onemli olan N
bolgesinde bulunan mutasyonlari, ERIY iizerinde belirgin bir islev bozukluguna
neden olmaktadir. Gelecekte yapilacak calismalarla N bolgesindeki mutasyonlarin
ERIY mekanizmas: iizerindeki etkilerinin molekiiler ayrintilar1 incelenecek ve
PI37L mutant VCP’nin Ufd1-Npl4 ile etkilesmesini nasil inhibe ettigi

arastirilacaktir.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF MUTATIONS CAUSING
INCLUSION BODY MYOPATHY WITH PAGET’S DISEASE OF BONE
AND FRONTOTEMPORAL DEMENTIA ON ENDOPLASMIC RETICULUM

ASSOCIATED DEGRADATION (ERAD)

In this study, the effect of all reported IBMPFD-associated VVCP mutations on
ERAD pathway was investigated. Furthermore, the hypothesis that these VCP

mutations cause an imbalance in VCP-Ufd1-Npl4 complex was analyzed.

To test the hypothesis, 11 IBMPFD-associated VCP mutations were generated
using site-directed mutagenesis. VCP mutants, wt-VCP and ATPase inactive mutant
encoding plasmids were transfected in 293 HEK cells expressing ERAD substrates
(CD35, CFTRAF508 and Tyrosinase C89R). Afterwards, analysis the effect of
IBMPFD mutants on ERAD was determined by immunoblot. The interaction of VCP

and Ufd1-Npl4 were examined in 293 HEK cells expressing Npl4-Ufd1 by IP.

Our results revealed that only mutantions localized within N domain of VCP
(R93C, R95C, P137L, R155C, G157R and R159C mutations) increased the levels of
ERAD substrates. Our IP results demonstrated that only P137L VCP does not
interacted with Npl4 and Ufd1. However, other 10 mutants interact with Ufd1-Npl4
more than VCP-wt expressing cells. We suggest that proline at position 137 or a
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region including this aminoacid might have an important role in VCP-Npl4-Ufdl

interaction.

These results suggest that mutations only within N domain of p97/VCP
abrogate its function during ERAD. Further studies will focus on molecular
mechanisms of this inhibition and the role of aminoacid at position 137 of VCP in

VCP-Ufd1-Npl4 interaction.
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