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BÖLÜM I 

 

GİRİŞ VE AMAÇ 

Kemik Paget hastalığı ve frontotemporal demans ile gözlenen inklüzyon 

cisimciği miyopati hastalığı (Inclusion body myopathy with Paget disease of bone 

and frontotemporal dementia, IBMPFD), otozomal dominant olarak taĢınan genetik 

bir hastalıktır. Hastalık tanısı konulabilmesi için hastalar; kemik Paget hastalığı, 

frontotemporal demans ve miyopati hastalıklarının belirtilerinden en az ikisini 

göstermelidir. IBMPFD’li hastaların kas ve beyin dokularında TDP-43 ile birlikte 

akümüle olmuĢ ubikitin içeren inklüzyonlar görülmüĢtür.  

IBMPFD hastalarında, 9.kromozomda 9p13-p12’de yer alan valosin-içeren 

protein (VCP) geninde 12 farklı mutasyon bulunmuĢtur. VCP, AAA-ATPaz 

(ATPases Associated with diverse cellular Activities) ailesinin bir üyesi olup; 

ubikitin bağımlı protein yıkımı, stres yanıtları, programlı hücre ölümü, membran 

füzyonu, ER (Endoplazmik Retikulum) ve Golgi’nin yeniden yapılanmasında rol alır. 

VCP, Endoplazmik Retikulum iliĢkili yıkım (ERĠY) yolağında görev yapan anahtar 

bir proteindir. ERĠY’in retrotranslokasyon basamağında görev yapmaktadır. 

IBMPFD’de ile iliĢkilendirilen mutasyonların; VCP’nin ERĠY iĢlevinde değiĢiklik 

veya  kaybına bağlı olarak ubikitinlenmiĢ proteinlerin yıkımında bir hasara neden 

olduğu düĢünülmektedir.  
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Bugüne kadar yapılan çalıĢmalarda, IBMPFD hastalığı ile iliĢkilendirilen VCP 

mutasyonlarının poliubikitinlenmiĢ proteinlerin düzeylerinde artıĢa neden olduğu 

üzerinde durulmuĢtur. Ancak, yapılan çalıĢmalar sadece iki VCP mutasyonu (R95 ve 

R155) üzerinde gerçekleĢtirilmiĢ ve ERĠY substratı olarak kistik fibröz hastalarında 

sıklıkla gözlenen kistik fibröz transmembran iletim regülatör (Cystic fibrosis 

transmembrane conductance regulator protein, CFTR) proteininin mutantı olan 

CFTR∆F508 kullanılmıĢtır. R95G ve R155H mutant VCP’lerin, CFTR∆F508 

proteinin denge durumunu artırdığı göz önüne alınarak ERĠY’i olumsuz etkilediği 

sonucuna varılmıĢtır. Ancak siklohekzimid izleme (cycloheximide chase) yöntemi ile 

yıkım hızındaki değiĢme gözlenmemiĢtir (1). 

Yaptığımız araĢtırmalarda 3 farklı ERĠY substratı; CD3δ, CFTR∆F508 ve 

Tirozinaz C89R kullanarak, 12 farklı VCP mutasyonunun  ERĠY üzerine etkileri 

incelenmek istenmiĢtir. Ayrıca bu mutantların, VCP kofaktörleri Npl4 ve Ufd1 

proteinleri ile etkileĢmeleri  test edilmiĢtir. 

 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Cystic_fibrosis_transmembrane_conductance_regulator
http://en.wikipedia.org/wiki/Cystic_fibrosis_transmembrane_conductance_regulator
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1. GENEL BĠLGĠLER 

1.1.  Valosin Ġçeren Protein (p97/VCP) 

p97/VCP (Valosin-containing Protein), çeĢitli hücresel iĢlemlerde görev alan 

tip II AAA (ATPases associated with a variety of activities) ATPaz 

süperfamilyasının bir üyesidir. AAA ATPaz süperenzim ailesi iki AAA bölgesi 

içerir, hekzamer yapısı oluĢturarak ATP’den elde ettiği enerji ile farklı hücresel 

iĢlevlerde rol alır.  

VCP, farklı türler arasında yüksek homoloji gösterir. DNA dizi analizi 

sonuçlarına göre, VCP geni mayadan insana %69 oranında korunmuĢtur. Benzerliği 

yüksek olan DNA dizilerinin AAA bölgesi ile ilgili olduğu bulunmuĢtur (2). 

Memelilerde p97/VCP adıyla bilinen gen ürününün; 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 adlı homologları bulunmaktadır (2-6).  

VCP, 806 aminoasitten oluĢur, molekül ağırlığı 97 kDa’dır (7). HesaplanmıĢ 

izoelektrik noktası 5.14’dür (NCBI, AAI21795).  VCP, hücrede sitozolde bol 

miktarda bulunan ve hücre için gerekli olan bir proteindir. Toplam hücresel 

proteinlerin %1’den fazlasını VCP oluĢturur. VCP, birçok farklı fonksiyonu ile 

araĢtırmacıların farklı alanlarda ilgisini çekmektedir (7). 

VCP’nin birbiriyle iliĢkisiz görülen bir çok hücresel süreçte rolü vardır. Bu 

aktiviteler; organel biyojenezi, programlı  hücre ölümü, çekirdeğin yeniden  oluĢumu 

ve paketlenmesi, Golgi ve ER membranı füzyonu ve onarımı, transkripsiyon faktörü 

aktivasyonu, DNA onarımı, hücre döngüsünün düzenlenmesi, B ve T hücrelerinin 
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uyarılması, ER iliĢkili protein yıkımıdır (8). VCP’nin tüm bu aktiviteleri doğrudan ya 

da dolaylı olarak ubikitin-proteazom sistemi tarafından düzenlenmektedir.  

VCP molekülünü, N terminali (1-187), D1 bölgesi (209-460), D2 bölgesi (481-

761), C terminali (762-806), N-D1 bağlayıcı L1 bölgesi (188-208) ve D1-D2 

bağlayıcı L2 bölgesi (461-480) oluĢturur (9-10) (ġekil 1). Hem D1 hem de D2 

bölgeleri, Walker A ve B motifleri içerir ki bu motif ATP bağlanması ve hidrolizi 

için gereklidir. Kristalografi ve biyokimyasal çalıĢmalar sonucunda, VCP’nin 

oligomerizasyonundan sorumlu bölgesinin D1 bölgesi olduğu gösterilmiĢtir (11, 10). 

D1 ve D2’nin α/β katlanmalarının benzer olduğu fakat heliks yapısının son derece 

farklı olduğu gözlenmiĢtir. N-terminal bölgesinin oldukça esnek olması ve C-

terminalinin büyük ölçüde düzensiz olması nedeniyle hem N hem de C terminalinin 

elektron mikroskopisi ve kristalografi ile gösterilmesi zordur. Buna karĢın, X-ıĢını 

kristalografi çalıĢmaları ile ADP bağlanan N-D1 bölgesi hakkında çeĢitli bilgiler 

ortaya konulmuĢtur (10).  

 

ġekil 1: VCP proteinin domain yapısı 

VCP’de N-terminalinin  p47 ve Ufd1-Npl4 kompleksi gibi kofaktör ve adaptör 

proteinlerin bağlandığı yer olduğu gösterilmiĢtir (12). p47 ve Ufd1-Npl4 kompleksi 
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ve bazı diğer kofaktörlerin birbirini dıĢlayıcı bir Ģekilde VCP’ye bağlandığı 

gösterilmiĢ, bunların N bölgesinin aynı alanı ile etkileĢtiği düĢünülmektedir. 

In vivo ve in vitro çalıĢmalar, VCP’nin biyolojik iĢlevlerini gösterebilmesi için 

ATPaz aktivitesine gereksinimi olduğuna iĢaret etmektedir. Diğer AAA proteinleri 

gibi, VCP’nin de enzimatik aktivitesini gösterebilmesi için magnezyum iyonuna 

ihtiyacı vardır ve bu aktivite maleik asit imidi (NEM) tarafından inhibe edilir (6, 13). 

VCP’nin ATPaz etkisinden D2 bölgesinin birincil derecede sorumlu olduğu 

gösterilmiĢtir. Diğer moleküler Ģaperon proteinleri gibi VCP’nin ATPaz aktivitesi de 

yüksek ısı, pH, tuz konsantrasyonu, alkol, ADP ve oksidan ajanlar gibi çeĢitli 

etkenlerden etkilenmektedir. Yabanıl tip VCP, sıcaklık 50-55°C civarında iken ısıyla 

artan ATPaz aktivitesi göstermektedir. D1 bölgesi mutasyona uğratıldığında ısıyla 

artan ATPaz aktivitesi ortadan kalkmaktadır. Buna karĢın, D2 bölgesi mutasyona 

uğratıldığında, 37°C’de düĢük aktivite gösterirken; sıcaklık 50°C’nin üzerine çıktığı 

zaman artan aktivite göstermektedir (13). Bu da D2’nin majör ATPaz aktivitesinden 

sorumlu olduğunu, D1’in ise ısıya bağımlı artan  aktiviteden sorumlu olduğunu 

göstermektedir. 

VCP  molekülünün C terminal uzantısının (762-806) rezidülerinin yapısal ve 

iĢlevsel olarak tarifi çok daha zordur (11). C alanının en önemli özelliklerinden biri, 

esnek asidik rezidülerin varlığıdır. Bu yapı aynı zamanda majör tirozin fosforilasyon 

bölgesini (Tyr805) içerir (14). Lavoie ve arkadaĢları membranla birleĢik JAK-2 

(Janus kinase) ve PTPH1 (Cytoskeletal protein tyrosine phosphatase) gibi kinaz ve 

fosfatazın VCP ile iliĢkili olduğunu göstermiĢlerdir. Tirozinin defosforilasyonunun; 

VCP ile ER membranı arasındaki iliĢkiyi sağlamlaĢtırdığı, dolayısı ile transisyonal 

ER oluĢumunu desteklediğini göstermiĢlerdir (15). Ayrıca, VCP, aktive olan serin-

http://www.phosphatase.net/showabstract.php?pmid=10820377
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treonin protein kinaz (AKT) tarafından fosforillenir. VCP’nin fosforillenmesi, iĢlev 

gösterebilmesi için gereklidir (16-17). AKT ise fosfolipid bağlanması ve fosfoinozit-

3- kinaz (PI3K) sinyal yolu üzerinden fosforlanması ile uyarılır (18). AKT tarafından 

fosforillenen lipid bağlayıcı bölüm VCP’nin hücre membranına yönlendirilmesine 

neden olmaktadır (19). 

VCP’nin farklı iĢlevleri; hücre içi etkileĢtiği proteinler (p47, gp78, Npl4-Ufd1, 

VIMP, SVIP gibi) ile düzenlenir (20-21). p47, ubikitin düzenleyici X (UBX) bölgesi 

taĢımakta olup ER ve Golgi aparatının biyojenezinde ve onarımında rol alır. VCP’nin 

N terminaline bağlanır, komĢu membranların birleĢme mekanizmasında Ģaperon 

benzeri görev alır (22, 15). UBX, ubikitin düzenleyici proteinlerin C-terminalinde 

bulunur ve genellikle CDC48 (N) bölgesi ile etkileĢme birimidir (23). p47-VCP  

kompleksinin iĢlevi, p47’nin hücre bölünme döngüsünde AKT ile fosforilasyonuna  

bağlıdır (24-25).  

VCP’nin, ER membranında bulunan bir ubikitin ligaz (E3) olan gp78’in 

sitozolik kuyruğu ile etkileĢtiği bilinmektedir. gp78-VCP etkileĢmesi; 

poliubikitinlenmiĢ CD3δ, apolipoprotein B100 ve hidroksimetilglutaril-KoA 

redüktazın (HMG-KoA Redüktaz’ın) ERĠY’de yıkımı sırasında, VCP’nin sayılan 

ERĠY substratlarına bağlanmasını güçlendirmektedir (26). Böylelikle, substratların 

ubikitinasyonu ile retrotranslokasyonu birbirine kenetlenmektedir. 

Npl4-Ufd1-VCP kompleksi, çekirdeğin yeniden yapılanmasında ve hedef 

proteinlerin ubikitin-proteazom sistemine yönlendirilmesinde görev yapar (27-28). 

Bu sitozolik kompleks, VCP’nin ER membranı üzerinde Derlin-1, VIMP  (VCP-

interacting membrane protein) ve diğer kompleksler ile etkileĢimini artırır (29-31). 

Xenopus yumurtalarında Cdc48/p97 ve adaptörleri Ufd1-Npl4’ün; mikrotübül 
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dinamiklerinin modülasyonunu ve mitozun sonundaki yığılmayı düzenleyerek iğ 

ipliklerinin oluĢumunu düzenlediği gösterilmiĢtir. p97’nin maya homologu Cdc48’in 

genetik analizi ile mitotik yolağın yerine getirilmesinden sonra mitotik iğ iplerinin 

oluĢumu için Cdc48’in gerekli olduğu bulunmuĢtur. Cdc48/p97-Ufd1-Npl4 iğ ipliği 

oluĢum faktörlerine direk bağlanmakta ve mikrotübüllerle etkileĢmesini 

düzenlemektedir (32). Dolayısıyla VCP-Ufd1-Npl4 kompleksinin ERĠY dıĢında 

gösterilen en önemli iĢlevi mitoz sonrası mikrotübül oluĢumunun düzenlenmesidir.  

SVIP (small p97/VCP-interacting protein), mikrozomal membran üzerinde 

bulunur. gp78’e benzer Ģekilde p97/VCP ve Derlin-1 ile etkileĢir. SVIP, p97/VCP-

gp78-derlin1 kompleksini inhibe ederek ERĠY’de düzenleyici rol gösterir (21).  

VCP’nin ayrıca agrezomun oluĢumunda gerekli olduğu gösterilmiĢtir (33-35). 

Agrezomlar, mikrotübüle bağlı hücresel yapılardır; yanlıĢ katlanmıĢ ve agrege olmuĢ 

proteinleri tutarlar. Agrezomlar; bu proteinlerin, otofajik yıkımı için gerekli 

mekanizmaya sahiptirler. VCP, tercihli olarak agrege olmaya eğilimli poliglutamin 

içeren proteinlerin agregasyonu ile iliĢkilidir (36). Histondeasetilaz 6 (HDAC6) bir 

agrezom proteini olup, ubikitinlenmiĢ proteinlere ve VCP’ye bağlanır. HDAC6, 

otofaji üzerinden yıkılan yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin ubikitin-proteazom sisteminde 

yıkılmadan agrezoma geçiĢini düzenler (37). 

VCP’nin ubikitin içeren nükleer cisimcikler ile serebral kortekste lokalize 

olduğu birden fazla nöronal dejeneratif hastalıkta gözlenmiĢtir. Bunlara örnek olarak 

Huntington, Alzheimer, Creutzfeldt-Jakob ve Parkinson hastalığı verilebilir (38). 

Kimonis ve arkadaĢlarının 2008 yılında yayınladıkları bir çalıĢmada, VCP 

hastalıklarının %30’unda miyopati, %28’inde miyopati ve kemik Paget hastalığı, 
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%20’sinde miyopati ve frontotemporal demans, %12’sinde ise miyopati, kemik Paget 

hastalığı ve fromtotemporal demans fenotiplerinin gözlendiği bildirilmiĢtir (39).  

1.2. Kemik Paget Hastalığı ve Frontotemporal Demans ile Gözlenen Ġnklüzyon 

Cisimcik Miyopati Hastalığı (IBMPFD) 

Ġnklüzyon cisimcik miyopatileri (IBMs); genetik ve düzensiz olarak ortaya 

çıkan, kaslarda Ģekilsiz vakuollerle ve sitoplazmik agregatlar ile karakterize olup, kas 

güçsüzlüğüne yol açan bir hastalıktır (40). Sitoplazmik agregatlar; Alzheimer 

hastalarının beyinlerinde biriken proteinlere benzer  Ģekilde ubikitin, β-amiloid, 

apolipoprotein E ve fosforillenmiĢ taurin içerirler (41).  

Genetik IBM’lerden bir tanesi, kemik Paget hastalığı ve frontotemporal 

demans ile gözlenen inklüzyon cisimcik miyopati hastalığı (Inclusion Body Myopathy 

with Paget’s Disease of the Bone and Frontotemporal Dementia, IBMPFD)’dır. Otozomal 

dominant bir hastalık olan IBMPFD, 9. Kromozomun 9p21.1-p12 bölgesinde 

haritalanmıĢtır. Bu bölge genler açısından yoğun olup, IBMPFD dıĢında IBM2 ve 

nemalin miyopati gibi iki farklı miyopati de dahil birçok bozukluğun gözlendiği bir 

çoklu hastalık lokusudur.  

IBMPFD tanısı koyabilmek için, bireyde miyopati oluĢumu, kemik Paget 

hastalığı ve frontotemporal demans belirtilerinden iki ya da daha fazlası izlenmelidir 

(42). IBMPFD hastalarında Paget hastalığının ortaya çıkıĢı 50’li yaĢlardan önce 

gözlenir. Kemik Paget hastalığı, anormal ve aĢırı aktif osteoklastlar nedeniyle kemik 

kalınlaĢması ile belirgindir. En sık karĢılaĢılan Ģikayetler bel kemiği, kalça ve 

kafatası ağrılarıdır. Frontotemporal demans ise, IBMPFD hastalarında ortalama 55 

yaĢlarında ortaya çıkar. DavranıĢ ve yönetim ile ilgili bulanıklıklara, frontal lobda 

gözlenen değiĢimler neden olur (43).  
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Hastalarda üç önemli fenotipik özellik görülür (44): 1) Aynı yaĢ 

ortalamasındaki hastaların %90’ında 45 yaĢının baĢlarında kas zayıflığına bağlı 

sakatlıkların, 2) Kemik Paget hastalığı ile birlikte ilerleyen hastaların %51’inde 

osteolitik lezyonların, 3) Hastaların %32’sinde 54 yaĢının baĢlarında konuĢma ve 

davranıĢ bozukluğu ile karakterize olan tipik frontotemporal dejenerasyon (FTD) 

geliĢimidir (38). Diğer rapor edilen fenotipik bozukluklar, kardiyomiyopati, hepatik 

fibröz, katarakt, duyusal motor aksonal nöropati Ģeklinde sıralanabilir (45-47). 

Hastalığın geliĢimi ile hastalar yıllar içinde  destekleyici aparatlara ve tekerlekli 

sandalyeye ihtiyaç duyar. Hastaların bir çoğu solunum ve kalp yetmezliğine bağlı ya 

da bunama nedeniyle geliĢen fiziksel komplikasyonlarına bağlı olarak hayatını 

kaybeder (48-49). 

IBMPFD hastalığının, 9. Kromozomda 9p13-p12 lokalize olan VCP genindeki 

mutasyonlara bağlı olduğu ilk kez 2004 yılında gösterilmiĢtir (50) (ġekil 2). Bugüne 

kadar IBMPFD hastalığı ile iliĢkilendirilen 12 farklı aminoasit üzerinde VCP 

mutasyonu olduğu rapor edilmiĢtir (Tablo 1). Bu aminoasitler; R93, R95, P137, 

R155, G157, R159, R191, L198, A232, T262, N387 ve A439’dir (51, 39, 52). 

 

ġekil 2: VCP Geninin Kromozomda Lokalizasyonu 

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

 

 

http://ghr.nlm.nih.gov/gene/VCP
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Frontotemporal Demans ve Paget Hastalığı ile iliĢkilendirilen VCP 

Mutasyonları 

Mutasyon ve Konumu wt’daki Aminoasit mt’daki DönüĢtüğü 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 Lösin 

R159H Arginin Histidin 

R159C Arginin Sistein 

R191Q Arginin Glutamin 

L198W Lösin Triptofan 

A232E Alanin Glutamik asit 

T262A Tireonin Alanin 

N387H Asparagin Histidin 

A439S Alanin Serin 

Tablo 1: Bugüne kadar IBMPFD ile iliĢkilendirilen VCP Mutasyonları ve 

Aminoasit DeğiĢimleri 

Mutasyonlardan;  

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

R159C  ve R159H VCP’nin N-terminalinde;  

 R191Q ve L198W, N ve D1 bölgelerini bağlayan bölgede (L1);  

 A232E, T262A, N387H ve A439S, D1 bölgesinde bulunur (ġekil 3) 

(51-54).  
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ġekil 3: IBMPFD ile iliĢkilendirilen mutasyonların VCP'de lokalizasyonu (51-

54) 

IBMPFD Hastalarında Belirlenen VCP Mutasyonları 

Aminoasit Baz DeğiĢimi Ekzon Bölge Aile Sayısı 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 KavĢağı 1 (57) 

T262A açıklanmamıĢ 7 D1 1 (39) 

N387H 1159A>C 10 D1 1 (45) 

A439S 1315G>T 11 D1 4 (52) 

Tablo 2: IBMPFD Hastalarında VCP Geninde Belirlenen Mutasyonlar ve Baz 

DeğiĢimleri 

VCP’deki bu mutasyonların, VCP’nin hekzamer oluĢturmasını engellemediği 

ve ATPaz aktivitesini değiĢtirmediği gösterilmiĢtir (1). IBMPFD’li hastalarda 

mutasyonların VCP’nin iĢlevini değiĢtirerek ya da kayba uğratarak, ubikitin-

proteazom sisteminde ubikitinle konjuge proteinlerin birikimine neden olduğu, 

hücrenin hayatta kalmasını zorlaĢtıran ER stresini indüklediği düĢünülmektedir (62, 

50). 
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IBMPFD ile enfekte olmuĢ dokuların sitoplazmik ve intranükleer bölümlerine 

belirgin ubikitinlenmiĢ inklüzyonlar belirlenmiĢtir (63, 47, 60). Normal kontrol 

hastalarından alınan kaslarda poliklonal antikorlarla yapılan immünohistokimya 

çalıĢmalarında VCP’nin büyük ölçüde endomizial (endomizyum, kas içindeki bağ 

tabakalarının oluĢturduğu yapı) kapillerde olduğu gözlenmiĢtir (ġekil 4a, sağ ok). 

Kas liflerinde ise VCP birikimi periferde lipofusin granüllerinde (ġekil 4a,sol ok) ve 

daha difüze olarak küçük miktarlarda sitoplazmada gözlenmiĢtir. IBMPFD’li hasta 

kasında ise kas liflerinde büyük fokal inklüzyonların (ġekil 4b, ok) VCP içerdiği 

belirlenmiĢtir. Bir baĢka örnekte ise kas liflerinde birden fazla küçük lokus 

gözlenmiĢtir (ġekil 4c) (50). 

 

ġekil 4: VCP'nin çeĢitli dokularda görünümü.  

a) Normal Endomizial kapillerde (sağ ok) ve Kas liflerinde periferde lipofusin 

granüllerinde görünüĢü (Sol ok) b) IBMPFD’li Kas liflerinde büyük fokal 

inklüzyonların VCP içermesi (ok) c) IBMPFD’li Kas liflerinden birden fazla lokus 

halinde görünümü (50). 

IBMPFD nöropatolojisi, distrofik sinir hücrelerinin oluĢturduğu akson benzeri 

sitoplazmik uzantılar (nöritler), bol miktarda ubikitin pozitif nöronal intranükleer 

inklüzyonlar ve nadir rastlanan intrasitoplazmik inklüzyonlar ile karakterizedir. TAR 

DNA binding protein 43 (TDP-43), ubikitinlenmiĢ bu inklüzyonlarda tanımlanan 

majör proteindir (64). TDP-43, bir çekirdek proteini olup, ekzon atlanmasında ve 

transkripsiyonun düzenlenmesinde görev alır (65). Frontotemporal demans ve ALS 
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(Amiyotrofik lateral skleroz) hastalarının beyin dokularında ubikitinle biriken TDP-

43 inklüzyonlarına rastlanmıĢtır (64).  

IBMPFD’li 6 hastanın kasları incelendiğinde, hepsinde belirgin ubikitinle 

lokalize olan TDP-43 inklüzyonlarına rastlanmıĢtır (66). Ġnklüzyonların, ağırlıklı 

subsarkolemmal ve sarkoplazmik olduğu görülmüĢtür. VCP mutasyonları nedeniyle 

oluĢan ubikitin inklüzyonlarının majör komponentinin TDP-43 olduğu  bulunmuĢtur. 

Mutasyonların VCP’nin fonksiyonunu bozarak TDP-43 proteinopatisinin oluĢmasına 

zemin hazırladığı önerilmiĢtir (44). Kontrol kas hücrelerinde TDP-43 çekirdekte 

bulunurken (ġekil 5A, 5B), IBMPFD’li kasın birçok kas lifinde sitoplazmada (ġekil 

5C) gözlenmektedir. Ayrıca, IBMPFD’li kas hücrelerinde bulunan TDP-43 içeren 

inklüzyonlar VCP ile kolokalize durumdadır (ġekil 6)(67). 

 

ġekil 5:Kas hücrelerinde TDP-43 proteininin görünümü.  

(A) ve (B) Kontrol kas hücrelerinde TDP-43’ün nükleusta görünümü (C) IBMPFD’li 

kasta TDP-43’ün sitoplazmada görünümü (67) 
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ġekil 6: TDP-43 ile VCP'nin Kolokalizasyonu (67) 

Daha önce belirtildiği üzere, IBMPFD’li hastaların kas ve beyin dokusunda 

sitoplazmik ve nükleer agregatların (protein birikim ürünleri) birikimi 

gözlenmektedir (60, 50). VCP mutant proteinini eksprese eden hücrelerle yapılan 

çalıĢmada, agrege olmaya eğilimli poliglutamin içeren protein (polyQ80)’in 

yıkımının baĢarısızlığa uğradığı gösterilmiĢtir. PolyQ80 inklüzyonları, çok sayıda ve 

çözünmeyen agregatlar halinde akümüle olmuĢlardır. Bu birikmeye, protein 

agregatlarının agrezoma geçiĢi sırasındaki bir aksaklığın neden olduğu önerilmiĢtir 

(33). Agrezomlar, yanlıĢ katlanmıĢ ve agregat oluĢturmuĢ proteinlerin biriktirildiği 

mikrotübüle bağlı yapılar olup protein agregatlarının otofajik yıkım mekanizması 

için gereklidir (68). IBMPFD iliĢkili mutant VCP proteinleri eksprese eden 

hücrelerde ve hayvanlarda; nondejeneratif otofagozomların akümülasyonu, 

vakuollerin birleĢmesi ve agregat halindeki proteinlerin yıkımının engellediği 

gözlenmiĢtir. Otofajik inhibisyon olduğunda TDP-43’ün, IBMPFD mutant eksprese 

eden hücrelerde olduğu gibi sitozolda akümüle olduğu bulunmuĢtur. Bu veriler 

ıĢığında, VCP’nin otofajide de iĢlevi olduğu ve dolayısıyla IBMPFD kasının 

patolojisinde VCP’deki mutasyonlar sonucu bozulan otofajinin de iĢlevi olduğu 

önerilmektedir (69). Bir diğer çalıĢmada IBMPFD’de bozulan otofagozom 

olgunlaĢmasının, ubikitin konjugatlarının akümülasyonuna ve ubikitin pozitif 
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vakuollerin oluĢmasına neden olduğu gösterilmiĢtir. Otofaji tarafından ubikitinlenmiĢ 

proteinlerin temizlenmesi için VCP’nin gerekli olduğu belirtilmiĢtir (70). 

Nükleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi kullanılarak, IBMPFD’li 

R93, R95 ve R155 rezidülerini içeren mutantlarının, ERĠY’de VCP’nin Npl4 

proteinine bağlandığı bölgede konumlandığı gösterilmiĢtir (28). Isaacson ve 

arkadaĢları, 2007 yılında NMR çalıĢmalarıyla VCP üzerinde Npl4’ün bağlandığı 

yapısal yeri gösterip, Npl4 bağlanan bölgedeki aminoasitlerin bazılarının 

IBMPFD’de mutasyona uğradığını (R93, R95 ve R155), bu nedenle Ufd1-Npl4 

kompleksinin VCP’ye bağlanması sırasında bir inhibisyon ya da bir farklılaĢma ile 

ERĠY’de fonksiyon bozukluğuna neden olabileceğini önermiĢlerdir (71).  

C2C12 fare miyoblast hücrelerine R155H ve R95G mutantları transfekte edilen 

hücreler yabanıl tip hücreler ile karĢılaĢtırıldığında; mutant eksprese eden hücrelerde 

ubikitinlenmiĢ proteinlerin, ATPaz etkinliği ortadan kaldırılan VCP-QQ mutantına 

benzer Ģekilde arttırdığı görülmüĢtür. Bir ERĠY susbtratı olan CFTR∆F508 proteinin 

steady state (denge) düzeyinin artması, ubikitinlenmiĢ proteinlerin arttığı olgusunu 

desteklemektedir (1).  

1.3. Endoplazmik Retikulum ĠliĢkili Yıkım (ERĠY) 

Proteinlerin katlanması karmaĢık ve hataya eğilimli bir süreçtir.  Genetik 

mutasyonlar, viral enfeksiyonlar, sıcaklık Ģoku ve oksidatif stres gibi diğer hücresel 

değiĢiklikler; hem yeni sentezlenmiĢ hem de daha önce sentezlenen proteinlerin 

yanlıĢ katlanmasına neden olurlar. Proteinlerin yanlıĢ katlanması; kistik fibröz, α-1-

antitripsin yetmezliği ve protein birikmesi ile iliĢkili Huntington, Parkinson, 

Alzheimer, IBMPFD gibi hastalıklara neden olabilir (72).  
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Endoplazmik Retikulum, salgılayıcı yolağın ilk bölümüdür (73-74). 

Proteinlerin iĢlev gösterebilmesi için doğru katlanması ve modifiye edilmesi, lümene 

translokasyonu ya da ER membranına eklenmesi gerekir. Tüm bu süreçler salgılayıcı 

yolak tarafından yönetilir (73-74). Eğer bu yolakta hata olursa, yanlıĢ katlanmıĢ 

ürünlerin ortaya çıkmasına neden olur. YanlıĢ katlanmıĢ proteinler ER’de 

alıkonularak, protein kalite kontrol mekanizması olarak bilinen ERĠY (Endoplasmic 

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

ER’de birbirinden bağımsız iki kalite kontrol mekanizması vardır: 1) ÇeĢitli 

ER Ģaperonları ve katlanma enzimleri ile proteinlerin katlanmasına tekrar tekrar 

çalıĢılması 2) ERĠY ile yanlıĢ katlanmıĢ ya da katlanmamıĢ proteinlerin ER’den 

sitoplazmaya retrotransklokasyonu ile ubitikitin-proteazom sisteminde yıkılmasıdır 

(75-78). 

ERĠY; yanlıĢ katlanan proteinlerin tanınması, poliubikitinasyonu, sitozole 

taĢınması ve proteazomal yıkım basamaklarından oluĢur (ġekil 7). Ubikitin, 76 

aminoasitten oluĢan bir peptittir. Subtratlarının yüzeylerinde bulunan lizin 

rezidülerinin ε-amino grupları ile izopeptit bağı ile kovalent olarak ubikitinasyon adı 

verilen reaksiyon ile bağlanır. Ubikitin proteini, yapısında 7 lizin rezidüsü içerir. 

Proteazom aracılı yıkım için belirleyici özellik, ubikitinin 48.lizini üzerinden 

gerçekleĢen  ubikitin zincirinin uzamasıdır. Yıkım için en az dört ubikitin zincirine 

gereksinim vardır. PoliubikitinlenmiĢ substrat, 26S proteazoma hedeflenebilir ve 

yıkılabilir (23). 

Ubikitinasyon, 3 enzimin birlikte çalıĢması ile gerçekleĢir. Ubikitin aktifleyici 

enzim E1, ubikitin konjuge edici enzim E2 ve ubikitin ligaz E3.  Ubikitin ligazlar 

(E3’ler) substratlara spesifik olarak ubikitinasyonu sağlar.  
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ġekil 7: Endoplazmik Retikulum iliĢkili yıkım mekanizması. Hatalı proteinler, 

farklı kalite kontrol mekanizmaları tarafından ER lümeninde tanılır. Sitoplazmik 

lizin rezidüleri ubikitin ligazlar ile ubikitinlenir. VCP-Ufd1-Npl4 kompleksi 

yardımıyla dislokalize olur ve proteazoma iletilir (AraĢ. Gör. Fadime AYDIN KÖSE 

tarafından Ģema haline getirilmiĢtir).  

26S proteoazomda yıkılması için ubikitinlenmiĢ ER-iliĢkili proteinlerin ER’dan 

sitoplazmaya retrotranslokasyonu, sitoplazmik ATPaz kompleksine gereksinim 

duyar. Bu kompleksi, bir AAA-ATPaz olan p97/VCP ve kofaktörleri Ufd1 ve Npl4 

oluĢturur (79-81). Ufd1 ve Npl4 heterodimer yapı oluĢturur. ER membranında 

p97’nin ubikitinlenmiĢ proteinlerle etkileĢmesine ve p97/VCP’nin ubikitinlenmiĢ 

moleküle afinitesinin arttırılmasına yardım eder. p97/VCP, E3 ligazlarla da etkileĢir, 

bu etkileĢme hedeflenen substratın ubikitinasyonunu arttırır (82). p97/VCP, ER-

membranına bağlı birden fazla protein ile etkileĢir: p97/VCP-interacting membran 

proteini (VIMP), Derlin-1, Derlin-2, gp78, SVIP ve ERĠY E3 Hrd1 (83). gp78-VCP 

etkileĢmesi; poliubikitinlenmiĢ CD3δ, apolipoprotein B100 ve hidroksimetilglutaril-

KoA redüktazın ERĠY’de VCP’ye bağlanmasını artırmakta ve bu substratların 
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ubikitinasyonu ile retrotransklokasyonunu kenetleyip ubikitin-proteazom siteminde 

yıkılmasını sağlamaktadır (26).  

 Sadece yanlıĢ katlanmıĢ proteinler ERĠY’in substratları değildir. ERĠY, 

kolesterol biyosentezinde (mevalonat yolağında) anahtar enzim olan 3-hidroksi-3-

metilglutaril koenzim-A redüktazın (HMG-KoA Redüktaz, HMGR) yıkılarak 

düzenlenmesinde de rol alır (84). 

ERĠY sürecindeki bozukluklar çeĢitli hastalıkların ortaya çıkmasında rol oynar. 

Bu hastalıklar iki grupta incelenebilir. Birinci grup hastalıkları, ERĠY’in 

bileĢenlerinde meydana gelen mutasyonlar nedeniyle fonksiyon kaybına bağlı olarak 

anormal proteinlerin hücrelerde birikmesi ve hasara neden olması oluĢturur. Bu grup 

hastalıkların baĢında Parkinson hastalığı gelir. Parkinson hastalığı, Parkin 

mutasyonları ile iliĢkili nörodejeneratif bir hastalıktır (85). Parkin, PARK2 geni 

tarafından kodlanan bir ubikitin ligazdır (86). Parkin geninde mutasyon sonucu 

oluĢan anormal küçük protein iĢlev gösteremez ve hızlıca  UPS’de yıkılır. Bu grup 

hastalıklara IBMPFD ve Alzheimer hastalığı da örnek verilebilir. 

 Ġkinci grup hastalıklara, salgı ya da membran proteinlerinin vaktinden önce 

yıkımı neden olur. Kistik fibrözde olduğu gibi, aslında iĢlevsel olan mutant 

proteinlerin görev yerine ulaĢıp  çalıĢmasına engel olurlar. Kistik fibröz hastalığına 

neden olan CFTR∆F508 mutasyonu, CFTR’ın katlanmasını geciktirir, sonuç olarak  

mutant CFTR∆F508 ERĠY tarafından substrat olarak belirlenir ve yıkılır. Bu 

mutasyonun, CFTR proteininin klor kanalı iĢlevini bozmadığı ve mutant proteinin 

görevini yapabildiği bilinmektedir (87). ERĠY’deki bozukların neden olduğu diğer 

hastalıklara; α-1 Antitripsin (ATT) yetmezliği, diyabet, Huntington hastalıkları, viral 

hastalıklar ve albinizm sayılabilir (88-91). 
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BÖLÜM II 

 

2. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

2.1.  Gereçler 

Soğutmalı Yer Tipi Santrifüj (KUBOTA 7780), Masaüstü Santrifüj (KUBOTA 

3300), pH Metre (Hanna Instruments HI221), Dijital Vorteks (IKA MS3), Güç 

kaynağı (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), Çalkalamalı Ġnkübatör (IKA 4000 

i), Thermal Cycler (Techne TC-312), Mikroplaka Okuyucu (Molecular Devices 

VERSAmax Tunable), Çalkalamalı blok ısıtıcı (Grant-bio PHMT), Nanovette 

UV/Vis Spektrofotometre (Beckman-Coulter DU730), Inverted Floresan Mikroskop 

(Leica DM IL), CO2 Ġnkübatörü (Thermo Scientific Model 370), Laminer Hava 

Kabini (Thermo Scientific Class II MSC-Advantage), Otomatik Film Banyo Cihazı 

(PROTEC ECOMAX), Rotatör (VWR), Orbital Çalkalayıcı (LABNET Orbit 1000), 

Neubauer Hemositometre (Hausser Scientific), ġarjlı pipetaj aleti  (Nichiryo, 

Finnpipette, Gilson), -80°C derin dondurucu (Sanyo), Buz Makinesi (Hoshizaki), 

Hassas ve Kaba Analitik Teraziler (Denver Instrument), Etüv (Memmert Universal), 

Su banyosu (Memmert Universal WNB 7-45), Otoklav (Hirayama), Manyetik 

karıĢtırıcı (Yellowline MAG HS 7), Vakum Pompası (Major Science), Buz Dolabı 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 II), PureLink Hipure Plasmid Filter Miniprep/ Midiprep/ Maxiprep Kit 

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

2.2.2. Malzemeler 

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

kullanılan tüm plastik malzemeler CORNING firmasından temin edilmiĢtir. 

2.3.  Kimyasal Maddeler 

Memeli Proteaz Ġnhibitör Kokteyli, Agaroz, Etidyum Bromür, N,N,N',N'-

Tetrametilendiamin, Polietilen Glikol 8000, Glisin, Sodyum Klorür, Sodyum Fosfat 

Monobazik Fosfat Anhidr, Sodyum Fosfat Dibazik Fosfat Anhidr, Sodyum Azid, 

Bakteriyolojik Maya Ekstratı, Bakteriyolojik Tripton, Bakteriyolojik Agar 

Etilendiamintetraasetik asid (EDTA), Etilenglikoltetraasetikasit (EGTA), Amonyum 

Persülfat, Tween-20, Triton X-100, Nonidet P-40, Ponceau S Stain,  Gliserol, 

Magnezyum sülfat heptahidrat, TRIS, 2-Merkaptoetanol, Ampisilin Sodyum tuzu, 

Kanamisin sülfat ve Deoksikolik asit AMRESCO firmasından satın alınmıĢtır. 

Akrilamit- Bisakrilamit Solüsyonu ve Dodesilsülfat Sodyum SERVA’dan 100 

bp DNA Markırı NEB’den, Unstained Protein Molekül Ağırlık Markırı  ise 

FERMENTAS’dan temin edilmiĢtir.  

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

Mavisi BIOLOGICAL INDUSTRIES’den, Protein A sefaroz boncukları 

http://www.amresco-inc.com/MAGNESIUM-SULFATE-HEPTAHYDRATE-0662.cmsx
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ZYMED’den, Lipofectamin 2000 ve Opti-MEM besiyeri INVITROGEN’den, 

Mg132 ALEXIS firmasından satın alınmıĢtır. 

Kullanılan Kemiluminesan Substrat ve  Sekonder Antikor Rabbit Anti-Mouse 

IgG, (H+L) PIERCE marka kullanılmıĢtır. 

Antikorlardan monoklonal Anti-HA, Anti-c-MYC, Anti-Flag M2, Anti-β-Actin 

antikorları SIGMA firmasından, monoklonal Anti-GFP antikoru ise Santa Cruz 

firmasından satın alınmıĢtır. 

IPTG ( Ġzopropil-1-tiyo-β-D-galaktopiranozit) ve X-gal (5-bromo-4-kloro-3-

indolil-β-D-galaktopiranozit) Prof. Dr. Zeki Topçu tarafından hediye edilmiĢtir. 

2.4. Çözeltiler 

2.4.1. SDS-PAGE  

2X RIPA (Radyoimmunopresipitasyon Assay) Lizatlama Tamponu:  

40 mg SDS (dodesilsülfat sodyum tuzu), 200 mg 7-DOC (deoksikolikasit) 

tartıldı, 0,4 ml NP-40, 4 ml 10X PBS ilave edilip distile su ile 20 ml’ye tamamlandı 

ve 4°C’de saklandı. 

10X PBS (Phosphate Buffered Saline) :  

87,5 g sodyum klorür, 11,5 g sodyum monohidrojen fosfat, 2,3 g sodyum 

dihidrojen fosfat tartıldı ve distile su ile 1 litreye tamamlanıp  pH’sı 7,4’e ayarlandı. 

Otoklavlandı ve oda sıcaklığında saklandı. 

IP (Immünopresipitasyon) için Hücre Lizatlama Tamponu:  

25 ml 1,5 M NaCl, 0,5 ml 0,5 M EDTA, 0,5 ml 0,5 M EGTA, 2,5 ml 1 M Tris-

HCl (pH=7,5), 1,25 ml NP-40 (% 0,5) distile su ile 250 ml’ye tamamlandı, 4°C’de 

saklandı. 
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SDS-PAGE 4X Ayırma Tamponu (Resolving Buffer) :  

1,5 M Tris HCl (90,855 g), % 0,4 h/h TEMED (2 ml), % 0,4 a/h SDS (2 g), 

distile suda çözündürüldü 500 ml’ye tamamlanıp, pH’sı 8,9 olarak ayarlandı ve 

4°C’de saklandı. 

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

0,5 M Tris HCl (30,285 g), % 0,4 h/h TEMED (2 ml), % 0,4 a/h SDS (2 g) 

distile suda çözündürüldü, 500 ml’ye tamamlanıp, pH’sı 6,8’e ayarlandı ve 4°C’de 

saklandı. 

4X Protein Yükleme Tamponu:  

 
Final Konsantrasyonu 

50 ml için Gerekli 

Miktar (4x) 

Tris HCL 50 mM 10 ml 1 M Tris HCl 

SDS %10 a/h 4 g 

Gliserol %10 h/h 2 ml %99’luk gliserol 

2-Merkaptoetanol %1 2 ml 14,7 M 2-ME 

EDTA 12,5 mM 5 ml 0,5 M EDTA 

Bromofenol mavisi %0,02 a/h 40 mg 

 

Tablo 3: 4X Protein Yükleme Tamponu Ġçeriği 

10 ml 1 M Tris HCl  (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 çözündürüldü, 50 

ml’ye tamamlandı. 1’er ml olarak tüplere bölünüp, -20°C’de saklandı. 

10X SDS-PAGE Yürütme Tamponu:  

30,2 g Tris Baz, 144 g Glisin, 10 g SDS (dodesilsülfat sodyum tuzu) tartılıp, 

distile suda çözündürüldü ve 1 litreye tamamlandı, oda sıcaklığında saklandı. 

2.4.2. Western Blot 

10X Transfer Tamponu:  

30,33 g Tris-baz, 144 g Glisin distile suda çözündürülüp, 1 L’ye tamamlandı, 

oda sıcaklığında saklandı. 
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1X Yıkama Tamponu:  

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

ayarlandı. Oda sıcaklığında saklandı. 

2.4.3. Bakteri 

LB Medya (Bakteri Besi Ortamı):  

10 g NaCl, 10 g Tripton, 5 g Maya ekstresi distile suda çözündürüldü, 1 L’ye 

tamamlandı. 121°C’de 20 dakika tutularak otoklavlama iĢlemi gerçekleĢtirildi. 

Kullanılacağı zaman taze hazırlandı ve oda sıcaklığında saklandı. 

LB Agar:  

500 ml LB medyaya 10 g agar ilave edilip, otoklavlandı. 50°C’ye soğuduktan 

ilgili antibiyotik ilavesinden sonra seri olarak steril ortamda petrilere döküldü. Agar-

petriler 4°C’de saklandı. 

TSS Ajanı (Transformasyonda Kullanılan Bakteri Hazırlığı için) :  

10 g Polietilen Glikol (PEG MA8000, % 10), 5 ml Dimetilsülfoksit (DMSO, 

%5 h/h), 1,23 g Magnezyumsülfatheptahidrat (MgSO4.7H20, 50 nM) LB medyada 

çözündürülüp, 100 ml’ye tamamlandı, pH’sı 6,5’e ayarlanıp, otoklavlandı. 

Kullanılacağı zaman taze hazırlandı. 4°C’de saklandı. 

%2 X-Gal Çözeltisi:  

2 mg X-Gal tartılıp, 100 ml steril distile suda hazırlanıp, filtre sterilizasyonu 

yapıldı.  

1M IPTG (İzopropil-1-tiyo-β-D-galaktopiranozit) Çözeltisi:  

4,766 mg IPTG tartılıp, 1 ml distile suda çözündürüldü ve filtre 

sterilizasyonundan sonra kullanıldı. Kullanılırken final konsantrasyonu 10 mM 

olacak Ģekilde seyretildi.  
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2.5. Transformasyonda Kullanılacak DH5α Bakterilerinin Hazırlanması 

Stok DH5α bakterisinden bir miktar örnek 5 ml LB medya içerisinde 37°C’de 

üremeye bırakıldı. Ertesi gün üreyen bakteri 1:100 oranında dilüe edildi ve 600 

nm’de okunan absorbans değeri 0,3-0,4 olana kadar 37°C’de inkübe edildi. Okunan 

absorbans değeri 0,3-0,4<0,5 olunca, örnek, buz üzerinde 20 dakika bekletildi. 

Ardından 4°C’de çöktürülen bakteriler soğuk TSS tamponu ile süspande edilip, steril 

tüplere 100’er µl halinde bölündü ve -80°C’ye kaldırıldı. 

2.6.  YönlendirilmiĢ Mutajenez 

In vitro yönlendirilmiĢ mutajenez (Site-directed mutagenesis, SDM), protein 

yapısının ve fonksiyonunun arasındaki karmaĢık iliĢkiyi tanımlamak, gen ekspresyon 

unsurlarını çalıĢmak ve vektör modifikasyonlarını gerçekleĢtirmek için çok değerli 

bir tekniktir. Genellikle sekansının bilindiği bir gen kodlayıcı plazmid üzerinde 

yapılır.  

ÇalıĢmalarımızda 11 farklı VCP mutant proteininin cDNA’sını taĢıyan 

plazmidler Stratagene’in QuikChange II Site-Directed mutajenez kiti kullanılarak 

elde edilmiĢtir. 

QuikChange II SDM kiti ile uygulanan yöntemde yüksek doğruluklu (high-

fidelity) PfuUltra DNA polimeraz kullanılır ve replikasyon, mutajenik primerler ile 

yönetilir. Oligonükleotit primerler, vektörün (DNA’nın) birbirini tamamlayan 

karĢılıklı iplikleriyle komplementer oluĢturacak Ģekilde tasarlanır. Polimeraz zincir 

reaksiyonu (PCR) sırasında PfuUltra DNA polimeraz ile ortama ilave edilen 

deoksinükleotitler (dNTP’ler) kullanılarak uzama gerçekleĢir (ġekil 8). PCR 

sırasında, oligonükleotit primerlerin uzamasıyla mutasyonlu plazmid meydana gelir. 

PCR reaksiyonunu takiben, ürün Dpn I ile etkileĢtirilir. Dpn I endonükleaz enzimi 
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(hedef DNA dizisi 5’-Gm
6
ATC-3’), metillenmiĢ ve yarı metillenmiĢ parental 

DNA’yı keserek sentezlenen mutasyonu içeren DNA’nın seçiminde kullanılır. 

TasarlanmıĢ mutasyonları vektör formunda bulunduran DNA, XL1-Blue veya DH5α 

süperkomponent hücrelere transforme edilir. 

QuikChange II site-directed Mutajenez Kiti Ġçeriği 

Gereken Malzemeler 
Katalog # 

200524 

Pfu Ultra High-Fidelity DNA polymerase (2,5 U/µl) 80 U 

10X Reaksiyon Tamponu 500 µl 

Dpn I Restriksiyon Enzimi (10 U/µl) 300 U 

Oligonükleotit kontrol primer #1 [34-mer (100 ng/µl)] 

5’ CCA TGA TTA CGC CAA GCG CGC AAT TAA CCC TCA C 3’ 
750 ng 

Oligonükleotit kontrol primer #2 [34-mer (100 ng/µl)] 

5’ GTG AGG GTT AAT TGC GCG CTT GGC GTA ATC ATG G 3’ 
750 ng 

pWhitescript 4,5-kb kontrol plazmid (5ng/ µl) 50 ng 

dNTP karıĢımı 30 µl 

XL1-Blue süperkomponent hücreler 8x200 µl 

pUC18 kontrol plazmidi (0,1 ng/ µl in TE Buffer) 10 µl 

Tablo 4: Stratagene QuikChanege II SDM Kiti Ġçeriği 
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ġekil 8: QuikChange II YönlendirilmiĢ mutajenez yöntemine genel bakıĢ. PCR 

sırasında DNA’nın denatürasyonundan sonra, vektörün (DNA’nın) birbirini 

tamamlayan karĢılıklı iplikleriyle komplementer oluĢturacak Ģekilde tasarlanan 

primerler DNA ipliklerine bağlanır. Pfu HF DNA polimeraz enzimi ile PCR 

sırasında uzama gerçekleĢir.  

2.6.1. Primerlerin Tasarımı Ġçin Kullanılan Kriterler 

Bu yöntemde kullanılacak mutajenik oligonükleotit primerler, istenilen 

mutasyona uygun olarak ayrı ayrı tasarlandı.  

Mutajenik primerler dizayn edilirken göz önünde bulundurulan faktörler; 

1) Her iki mutajenik primer, istenilen mutasyonu içermeli ve plazmidin zıt 

iplikçiklerdeki aynı diziye bağlanabilmelidir. 
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2) Primerlerin  boyu 25-45 baz arasında olmalı ve primerlerin erime sıcaklığı 

(melting temperature, Tm) 74°C’a eĢit ve daha büyük olmalıdır. 

Tm= 81.5 + 0.41(%GC) - 675/N - % yanlıĢ eĢlenme 

Tm hesaplanması: N primerin baz uzunluğu 

%GC ve % yanlıĢ eĢleĢme tam sayı olarak alınmalıdır. 

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

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

N:29 

% yanlıĢ eĢleĢme: (1/29)X100= 3,44 

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

3) Ġstenilen mutasyon, baz değiĢikliği, çıkartılması veya eklenmesi primerin 

ortasında olmalı ve her iki tarafında da doğru diziye sahip 10-15 adet baz 

bulunmalıdır. 

4) Optimal olarak, primerlerin GC oranı en az % 40 olmalı ve primerler bir 

veya daha fazla sayıda C ve G bazları ile sona ermelidir.  

5) Mutasyon verimliliğinin garanti altına alınması için primerlerin hızlı 

polinükleotid likit kromotografisi (fast polynucleotide liquid chromatography, FPLC) 

veya poliakrilamid jel elekroforezi (polyacrylamide gel electrophoresis, PAGE) ile 

saflaĢtırılması gerekmektedir.  
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2.6.2. Primerlerin Belirlenmesi 

2.6.2.1. VCP Geni  

VCP geni kromozom 9’un kısa kolunda (p) 13.3 lokalizedir (9p13.3). VCP 

geni, valosin içeren protein olarak bilinen 806 aminoasitten oluĢan enzimi 

kodlamaktadır. VCP geni, 17 ekzondan oluĢmaktadır (55). Ekzon 3 CDC48’i (N 

Bölgesini), ekzon 5 N-D1 bağlayıcı bölgesi L1’i ve ekzon 6 AAA-ATPaz 

aktivitesinden sorumlu D1 ve D2 bölgelerini kodlamaktadır. 

 

ġekil 9: VCP Geninin Genomik Alanları 

2.6.2.2. Ġnsan VCP aminoasit Dizisi ve IBMPFD iliĢkili mutasyona uğrayan 

aminoasitler 

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

   1   MASGADSKGDDLSTAĠLKQKNRPNRLĠVDEAĠNEDNSVVSLSQPKMDELQLFRGDTVLLK 

 61   GKKRREAVCĠVLSDDTCSDEKĠRMNRVVRNNLRVRLGDVĠSĠQPCPDVKYGKRĠHVLPĠD 

121  DTVEGĠTGNLFEVYLKPYFLEAYRPĠRKGDĠFLVRGGMRAVEFKVVETDPSPYCĠVAPDT 

181  VĠHCEGEPĠKREDEEESLNEVGYDDĠGGCR KQLAQĠKEMVELPLRHPALFKAĠGVKPPRG 

241  ĠLLYGPPGTGKTLĠARAVANETGAFFFLĠNGPEĠMSKLAGESESNLRKAF EEAEKNAPAĠ 

301  ĠFĠDELDAĠAPKREKTHGEVERRĠVSQLLTLMDGLKQRAHVĠVMAATNRPNSĠDPALRRF 

361  GRFDREVDĠGĠPDATGRLEĠLQĠHTKNMKLADDVDLEQVANETHGHVGADLAALCSEAAL 

421  QAĠRKKMDLĠDLEDETĠDAEVMNSLAVTMDDFRWALSQSNPSALRETVVEVPQVTWEDĠG 

481 GLEDVKRELQELVQYPVEHPDKFLKFGMTPSKGVLFYGPPGCGKTLLAKAĠANECQANFĠ 

541 SĠKGPELLTMWFGESEANVREĠFDKARQAAPCVLFFDELDSĠAKARGGNĠGDGGGAADRV 

601  ĠNQĠLTEMDGMSTKKNVFĠĠGATNRPDĠĠDPAĠLRPGRLDQLĠYĠPLPDEKSRVAĠLKAN 

661  LRKSPVAKDVDLEFLAKMTNGFSGADLTEĠCQRACKLAĠRESĠESEĠRRERERQTNPSAM 

721 EVEEDDPVPEĠRRDHFEEAMRFARRSVSDNDĠRKYEMFAQTLQQSRGFGSFRFPSGNQGG 

781  AGPSQGSGGGTGGSVYTEDNDDDLYG 
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2.6.2.3. İnsan VCP Baz Dizisi IBMPFD ilişkili mutasyona uğrayan 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 gcc ctc 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 gcc 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 gcc 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 gcc ctg tgc tca gag gct gct 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 gcc att gct aat gaa tgc cag gcc aac ttc atc 

1621 tcc atc aag ggt cct gag ctg ctc acc atg tgg ttt ggg gag tct gag gcc aat gtc aga 

1681 gaa atc ttt gac aag gcc cgc caa gct gcc ccc tgt gtg cta ttc ttt gat gag ctg gat 

1741 tcg att gcc aag gct cgt gga ggt aac att gga gat ggt ggt ggg gct gct 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 gcc aag gat gtg gac ttg gag ttc ctg gct aaa atg act aat 

2041 ggc ttc tct gga gct gac ctg aca gag att tgc cag cgt gct tgc aag ctg gcc 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 cgc cgt tct gtc agt gac aat gac att cgg aag tat gag atg ttt gcc cag 

2281 acc ctt cag cag agt cgg ggc ttt ggc agc ttc aga ttc cct tca ggg aac cag ggt gga 

2341 gct ggc 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 

Ġstenilen 

Mutasyon 
Primerler 

Erime 

Sıcaklı

ğı (°C) 

 

R93C 
#PB1 Forward: gtt cgg aat aac ctt tgt gta cgc cta gg 

#PB2 Reverse: ccctaggcgtacacaaaggttattccgaac 
74,6 

In
te

g
re

d
 D

N
A

 T
ec

h
n
o
lo

g
ie
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(X

X
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B
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R95G 
#PB3  Forward: g aat aac ctt cgt gta tgc cta ggg gat gtc 

#PB4 Reverse: gacatcccctaggcatacacgaaggttattc 
74,1 

P137L 
#PB5 Forward: g gta tac ctt aag ctg tac ttc ctg gaa g 

#PB6 Reverse: cttccaggaagtacagcttaaggtatacc 
73,2 

R155C 
#PB7 Forward: gac att ttt ctt gtc tgt ggt ggg atg c 

#PB8 Reverse: gcatcccaccacagacaagaaaaatgtc 
72,9 

G157R 
#PB9 Forward: ctt gtc cgt ggt cgg atg cgt gct g 

#PB10 Reverse: c agc acg cat ccg acc acg gac aag 
76,7 

R159C 
#PB11  Forward: cgt ggt ggg atg tgt gct gtg gag ttc 

#PB12 Reverse: gaactccacagcacacatcccaccacg 
77,1 

R191W 
#PB13 Forward: g gag cct atc aaa caa gag gat gag gaa g 

#PB14 Reverse: cttcctcatcctcttgtttgataggctcc 
74,6 

L198W 
#PB15 Forward: gag gaa gag tcc tgg aat gaa gta ggg 

#PB16 Reverse: ccctacttcattccaggactcttcctc 
74,1 

A232E 
#PB17 Forward: ct gcc ctc ttt aag gaa att ggt gtg aag c 

#PB18 Reverse: gcttcacaccaatttccttaaagagggcag 
74,8 

T262A 
#PB19 Forward: ct gta gca aat gag gct gga gcc ttc ttc 

#PB20 Reverse: gaagaaggctccagcctcatttgctacag 
76 

N387H 
#PB21 Forward: cag atc cat acc aag cac atg aag ctg gca g 

#PB22 Reverse: ctgccagcttcatgtgcttggtatggatctg 
76,3 

A439S 
#PB23 Forward: gat gag acc att gat tcc gag gtc atg aac 

#PB24 Reverse: gttcatgacctcggaatcaatggtctcatc 
74,6 

R95C 
PB1.Forward:cggaataaccttcgtgtaggcctaggggatgtcagcatc 

PB2.Reverse: gatgctgacatcccctaggcctacacgaaggttattccg 
86,27 

A
lp

h
a 
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N

A
 (
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R155S 
PB3. Forward: ggagacatttttcttgtcagtggtgggatgcgtgctgtg 

PB4.Reverse: cacagcacgcatcccaccactgacaagaaaaatgtctcc 
85,22 

L198W 
PB5.Forward:gaggatgaggaagagtcctggaatgaagtagggtatgatgac 
PB6.Reverse: gtcatcataccctacttcattccaggactcttcctcatcctc 

84,95 

A232E 
PB7. Forward: catcctgccctctttaaggaaattggtgtgaagcctcctag 

PB8. Reverse: ctaggaggcttcacaccaatttccttaaagagggcaggatg 
85,04 

Tablo 5: YönlendirilmiĢ Mutajenez Reaksiyonlarında Kullanılan Primerler 

2.6.3. Primerlerin Reaksiyona Hazırlanması 

QuikChange II yönlendirilmiĢ mutajenez kiti protokolünde her bir 

oligonükleotit primerinden 125 ng kullanılması önerilmektedir. Primerler steril ultra 

saf su ile konsantrasyonu 1 µg/µl olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır. PCR yapılacağı 

zaman 125 ng/µl olarak kullanılmıĢtır. 
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2.6.4. Mutajenez Protokolü 

1) Kontrol reaksiyonu için Tablo 6’da ifade edilen reaksiyon karıĢımı  toplam 

50 µl hacimde olacak Ģekilde hazırlandı.  

Reaktifler 

Reaksiyon için 

kullanılan miktar 

(Hacim, µl) 

Reaksiyonun 

gerçekleĢmesi için 

istenilen miktar 

10X Reaksiyon 

Tamponu 
5   

pWhitescript 4.5-kb 

kontrol plazmidi 
2  10 ng 

Kontrol primer #1 1,25  125 ng 

Kontrol primer #2 1,25  125 ng 

dNTPmix 1   

dH2O 38,5  

Pfu Ultra HF DNA 

polimeraz 
1  2,5 U/µl 

Tablo 6: QuikChange II SDM kontrol reaksiyonun hazırlanması 

2) Her bir örnek için (12 farklı VCP mutantı için) Tablo 7’da ifade edilen 

reaksiyon karıĢımı hazırlandı. Kalıp DNA olarak pCDNA3.1-myc-VCP-wt 

kullanıldı. pCDNA3.1-myc-VCP-wt DH5α bakterilerine transforme edilerek 

ampisilinli LB besiyeri içerisinde 37°C’de 250 r.p.m.’de çalkalanarak bir gece 

inkübe edildi ve çoğaltıldı. Midiprepi yapılarak plazmid elde edildi. Plazmid 

konsantrasyonu, DU730 Nanovette (Beckman-Coulter) spektrofotometrede ölçüldü.  

Reaktifler 

Reaksiyon için 

kullanılan miktar 

(Hacim, µl) 

Reaksiyonun gerçekleĢmesi 

için istenilen miktar 

10X Reaksiyon Tamponu 5   

pCDNA3.1-myc-VCP-wt 1,5   25 ng 

Mutant primer #1 1  125 ng 

Mutant primer #2 1  125 ng 

dNTPmix 1   

dH2O 39,5   

Pfu Ultra HF DNA 

polimeraz 
1  2,5 U/µl 

 

Tablo 7: QuikChange II SDM reaksiyonunun hazırlanması 
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3) PCR uygulamasında Thermal Cycler cihazında Tablo 8’deki program 

kullanıldı. YönlendirilmiĢ mutajenez yapılmak istenilen nokta mutasyonu ile baz 

değiĢimi için 18 döngü yeterli görüldü.  

1 Döngü 95°C 1 dakika 

18 Döngü 

95°C  50 saniye 

60°C 50 saniye 

68°C 8 dakika 

1 Döngü 68°C 7 dakika 

Tablo 8:  YönlendirilmiĢ Mutajenez PCR Programı 

4) Termal döngüyü takiben reaksiyon ürünü buz üzerinde 2 dakika 

bekletilerek sıcaklığının 37°C’nin altına düĢmesi sağlandı. 

5) PCR ürünü, içerisinde bulunan parental DNA’yı ortadan kaldırmak, sadece 

PCR ürünü DNA’yı ortamda tutabilmek için Dpn I endonükleaz enzimi ile 37°C’de 

(su banyosunda) 1 saat inkübe edildi ve sonra PCR ürünü DH5α veya XL1-Blue 

süperkomponent hücrelerine transforme edildi. 

2.6.5. Bakteri Transformasyonu 

Plazmid veya PCR ürünü DH5a bakterilerinin bulunduğu tüpe eklenip 30 dakika 

buzda bekletildi. Gerekli görüldüğü durumlarda 30 dakika sonunda önce 42 °C’de 

sonra 0°C’de bekletilerek sıcaklık Ģoku uygulandı. Bakteri, üzerine LB media 

eklenerek 37°C’de 1 saat inkübe edildi. Ġnkübasyondan sonra, uygun antibiyotik 

içeren LB agarlara ekilip 37°C’de en az 16 saat inkübe edildi.  

XL1-Blue bakterilerine kontrol plazmidi içeren mutant PCR ürünü transforme 

edilirken son basamağa kadar tüm aĢamalar DH5a’ya benzer Ģekilde gerçekleĢtirildi. 

Son aĢamada ekim yapılacak olan ampisilinli LB-agara %2’lik X-Gal ve 10 mM 

IPTG çözeltisi yayıldı ve sonrasında ekim gerçekleĢtirildi. Agar plakalar, 37°C’de 16 

saatten fazla inkübe edildi. 
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2.6.6. Kolonilerin Seçimi  

16 saat inkübasyon süresi sonunda koloni görülen mutajenez reaksiyonları 

belirlendi. Her bir reaksiyon için birbirlerine uzak bölgelerden 3 farklı koloni seçildi 

ve miniprepi yapıldı. Miniprep için PureLink Quick Plazmid Miniprep Kiti firmanın 

önerdiği (Invitrogen) protokol takip edilerek gerçekleĢtirildi. 

2.6.7. DNA konsantrasyonlarının belirlenmesi 

Elde edilen DNA’ların konsantrasyonuna Nanovette (DU730 

Spektrofotometre, Beckman-Coulter, ABD) ile bakıldı. Plazmid DNA’lar midiprep 

ile elde edildikten sonra TE tamponunda çüzüldü. Her bir örnekten 2’Ģer µl alınarak 

köre karĢı 260 nm ve 280 nm’de absorbansları okunup, DU730 Nanovette cihazı 

dsDNA programı ile konsantrasyonları bulunup saflıkları incelendi.  

Örnek Konsantrasyon (µg/µl) Örnek Konsantrasyon (µg/µl) 

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 L198W2 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: Seçilen Kolonilerden Elde Edilen DNA’ların Konsantrasyonları 
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2.7. DNA Dizi Analizi 

Mutajenez reaksiyonu sonucu istenilen mutasyonların gerçekleĢip 

gerçekleĢmediğini belirlemek için örneklerin DNA dizi analizleri yaptırılmıĢtır 

(Macrogen Seoul, Kore). 

2.7.1. Örneklerin Hazırlanması 

Örnekler, firmanın önerdiği konsantrasyonda ve çözücüde hazırlandı. Çözücü 

olarak ultra saf su kullanıldı. Örneklerin final konsantrasyonu (100 ng/µl) olarak her 

birinden 20 µl hazırlandı. 

Kod 

No 

Verilen 

Örnek 

Adı 

Örnekten 

Alınan 

miktar 

(µl) 

Eklenen 

Ultrasafsu 

Miktarı 

(µl) 

Kod 

No 

Verilen 

Örnek 

Adı 

Örnekten 

Alınan 

Miktar 

(µl) 

Eklenen 

Ultrasafsu 

Miktarı 

(µl) 

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 L198W1 2,1 17,9 

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

9 P137L3 5,4 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 için Örneklerin Hazırlanması 
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2.7.2. Primerler 

DNA dizi analizinde kullanılan primerlerin (Alpha DNA, Kanada) final 

konsantrasyonları 1µg/µl olacak Ģekilde hazırlandı. 

1 µg/µl olarak hazırlanan primer çözeltilerinden her bir örnek için  final 

konsantrasyonu 60 ng/µl olarak 20’er µl alınarak hesaplandı. 

Primerler 
Mutant VCP 

Dizileri 

Baz 

Aralığı 

Tm 

(°C) 

Üretici 

Firma 

PB9 

5’-CAGTTGTTCCGAGGTGACAC-3’   

R93C 

R95C 

P137L 

R155C, 

G157R 

R159C 

148-

167 
70,3 
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PB10  

5’-CGATGGCATCTAGCTCATC-3’ 

(reverse) 

R191Q 

L198W 

A232E 

T262A 

928-

910 
67,55 

PB11 

5’-GTTGTTGACCCTCATGGATG-3’ 

N387H 

A439S 

981-

1000 
68,25 

 

Tablo 11: DNA Dizi Analizinde Kullanılan Primerler 

2.7.3. Yöntem 

Makrogen firması tarafından tek geçiĢli sekanslama (single pass sequencing)  

yöntemi ile (capillary electrophoresis 3730XL) yapılmıĢtır. 

2.8. Plazmid DNA’nın Amplifikasyonu 

Bakterilerde çoğaltılan plazmidler, PureLink Hipure Plasmid Filter Midiprep 

Kiti (Invitrogen, ABD) ile elde edildi. 
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PureLink Hipure Plasmid Filter Midiprep Kit iÇeriği 

Ġçerik Midiprep (25 reaksiyon, K2-100-04) 

Resuspansiyon Tamponu (R3) 100 ml 

RNaz A 550 µl 

Lizitlama Tamponu (L7) 100 ml 

Presipitasyon Tamponu (N3) 100 ml 

Equilibration Tamponu (EQ1) 250 ml 

Yıkama Tamponu (W8) 500 ml 

Elüsyon Tamponu (E4) 125 ml 

TE Tamponu (TE) 15 ml 

Tablo 12: PureLink Hipure Plasmid Filter Midiprep Kit Ġçeriği 

2.8.1. Protokol (Midi prep) 

Tüm iĢlemler, Invitrogen firmasının önerdiği protokol takip edilerek yapıldı. 

Kısaca özetlemek gerekirse önce filtreli kartuĢ-kolon sistemine kolonun açılmasını 

sağlamak için equilibration tamponu (EQ1) eklendi. Bakteri pelleti, RNAaz eklenmiĢ 

tampon (R3) ile süspande edildi. Lizatlama tamponu (L7) eklendikten sonra nazikçe 

karıĢtırılıp inkübe edildi. Presipitasyon tamponu (N3) eklendikten sonra bakteri lizatı 

porları açılmıĢ filtreli kartuĢ-kolon sistemi içerisine eklendi. Gereken yıkamaların 

ardından kolon, steril santrifüj tüpü üzerine yerleĢtirildi. Elüsyon tamponu (E4) ile 

plazmid, kolondan elüe edildi ve izopropanol eklenip  santrifüj edildi. Pellet (plazmid 

DNA), soğuk % 70’lik etanol eklenerek süspansiyon haline getirildi ve tekrar 

santrifüj edildi. Geriye kalan pelletin havanın etkisiyle kurutuldu. Elde edilen 

plazmid DNA’lar TE tamponunda çözüldü. DU730 Nanovette spektrofotometre 

cihazı kullanılarak konsantrasyonları ölçüldü. Her bir örnekten 2’Ģer µl alınarak TE 

tamponuna karĢı (kör) okundu ve konsantrasyonları bulundu. 
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Plazmid 
Konsantrasyon 

(µg/µl) 
Plazmid 

Konsantrasyon 

(µg/µl) 

pCDNA3.1 0,85 pFlag-Npl4 0,37 

pCDNA3.1-myc-

VCP-wt 
0,53 GFP-CFTR∆F508 0,45 

pCDNA3.1-myc-

VCP-QQ 
1,95 

pCDNA3.1-myc-

VCP-T262A 
1,46 

pCDNA3.1-myc-

VCP-R93C 
1,28 

pCDNA3.1-myc-

VCP-N387H 
1,45 

pCDNA3.1-myc-

VCP-R95C 
1,3 

pCDNA3.1-myc-

VCP-A439S 
1,42 

pCDNA3.1-myc-

VCP-P137L 
1 

pCDNA3.1-myc-

VCP-R159C 
1,22 

pCDNA3.1-myc-

VCP-R155C 
1,45 

pCDNA3.1-myc  

His Tyr C89R 
1 

pCDNA3.1-myc-

VCP-R155S 
1,54 

pCDNA3.1-myc-

VCP-L198W 
0,98 

pCDNA3.1-myc-

VCP-G157R 
1,83 

pCDNA3.1-myc-

VCP-R191Q 
0,89 

pCI-neo-CD3delta 0,65 pFlag-Ufd1 0,954 

Tablo 13: Plazmid DNA’ların Konsantrasyonu 

2.9. Hücre Kültürü 

2.9.1. Hücre hattının seçimi  

ÇalıĢmalarda 293 HEK insan embriyo böbrek hücre hattı (human embryonic 

kidney cell line) kullanıldı. 293 HEK hücre hattı Yrd. Doç. Dr. Devrim Gözüaçık 

(Sabancı Üniversitesi) tarafından American Type Culture Collection’dan (ATCC) 

sağlanmıĢtır. 

293 HEK hücreleri ilk kez 1977 yılında tanımlanmıĢtır, insan embriyo böbrek 

hücrelerine viral antijen özelliği çıkartılmıĢ adenovirüs5 DNA’sının transformasyonu 

ile oluĢturulmuĢtur (92). 293 HEK hücreleri yüksek transfeksiyon verimliliği, 

yetiĢtirmesinin ve ilerletilmesinin kolay olması nedeniyle, çalıĢmamızda seçilmiĢtir. 



38 

 

293 HEK hücre hattı, konvansiyonel hücre kültürü Ģartları olan 37C’de, 

%5’lik CO2 inkübatöründe (Thermo) %10 fötal sığır serumu (FBS) stoğu içeren 

Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium (DMEM) içerisinde inkübe edildi. Besi 

ortamı 1X 4.5 g/L glukoz ve sodyum pirüvat içeren DMEM, ve %10 FBS stoğu 

içerir.  

2.9.2. Pasajlama 

Hücreler; 100 mm’lik kültür kaplarını % 90 oranında kaplayacak oranda 

büyüdüğünde, besi ortamı vakumla uzaklaĢtırılıp, % 0,05’lik Tripsin-EDTA ile 

yıkandı ve hücrelerin yüzeyden daha kolay ayrıĢması için 37 °C’deki CO2 

inkübatöründe 45 saniye bekletildi. Hücreler %10 FBS’li DMEM içerisinde toplandı 

ve 1:8 dilüe edilerek 100 mm’lik hücre kültür kaplarına ekildi. 

2.9.3. Mikoplazma Kontrolü 

Mikoplazmalar; serbest yaĢayan 0,2-0,3 nm büyüklüğünde, yaklaĢık 600-1700 

kb büyüklüğünde 500 gen taĢıyan, 0,22 nm’lik filtreden geçebilen en küçük 

organizmalardır. Mikrodizilerde, davranıĢ ve büyümeye, metabolizmadan 

morfolojiye hücrenin neredeyse her özelliğinde değiĢiklik yapması nedeniyle sorun 

oluĢtururlar.  

ÇalıĢılan hücrelerin mikoplazma kontaminasyonu taĢımadığından emin olmak 

amacıyla EZ-PCR Mikoplazma kiti (Biological Industries)  kullanıldı. Mikoplazma 

dahil prokaryotların rRNA gen dizisi, rRNA operon ana halkasının uzunluğu ve 

diziliĢi (örneğin 16S ile 23 S geni arasındaki bölge)  türden türe farklılık göstererek 

korunmuĢtur. Bu belirleme yönteminde, mikoplazmaya spesifik 16S rRNA gen 

bölgesi iki primer kullanarak amplifikasyonu sağlanır. Agaroz jel elektroforezi ile 

amplifiye olan bölüm belirlenir. 



39 

 

EZ-PCR Mikoplazma Test Kiti Ġçeriği 

Reaksiyon KarıĢımı 200 µl 

Tampon Çözeltisi 1 ml 

Pozitif Kontrol Örneği 20 µl 

 

Tablo 14: EZ-PCR Mikoplazma Kiti Ġçeriği 

2.9.3.1. EZ-PCR Mikoplazma Test Kiti Protokolü 

Mikoplazma testi Biological Industries firmasının önerdiği protokole göre 

uygulanmıĢtır. Özetle hücre besiyerinden alınan örnek önce hücre kalıntılarından 

uzaklaĢtırılmak sonra da olası mikoplazma sedimentini ayırmak için santrifüj edildi. 

Pellet reaksiyon tamponu ile süspande edildi ve 95°C’de 3 dakika ısıtıldı. Test 

edilecek örnek, reaksiyon karıĢımı varlığında PCR reaksiyonuna hazırlandı. Thermal 

Cycler’da Tablo 15’te belirtilen program kullanıldı. 

1 Döngü 94 °C 30 saniye 

35 Döngü 94 °C 30 saniye 

60 °C 120 saniye 

72 °C 60 saniye 

1 Döngü 94 °C 30 saniye 

1 Döngü 60 °C 120 saniye 

1 Döngü 72 °C 5 dakika 

Tablo 15: Mikoplazma Kontrolü için kullanılan PCR programı 

Elde edilen PCR ürünü direkt olarak %2’lik agaroz jelde (etidyumbromurlü) 

yürütüldü. EZ-PCR Mycoplasma Test kitinde kullanılan primerler, 270 bp’lik DNA 

fragmanları amplifikasyonuna uygundur. 100 bp DNA ladder (BioLabs) kullanılarak 

karĢılaĢtırma yapıldı. UV lamba altında bakıldığında 270 bp’ye karĢılık gelen DNA 

fragmanı bulunmadığından, kullanılan 293 HEK hücre hattının mikoplazma 

içermediği gösterildi. 

2.9.4. Hücrelerin stoklanması 

293 HEK hücreleri yapılan mikoplazma kontrollerinin ardından stok alındı. 

Hücreler, 100 mm’lik kültür kabının yüzeyini %70-80’ini kaplayacak kadar 
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büyüdüğünde besi ortamı uzaklaĢtırıldı. %0,05’lik Tripsin-EDTA çözeltisi ile 

tripsinize edildi. Hücreler steril 1X PBS ile yıkandı ve 1000 devir/dakikada 

(r.p.m.’de) toplandı.  FBS içerisinde süspande edildi. %10 DMSO ve %90 FBS ile 

hazırlanan dondurma çözeltisinde 2x10
6 

hücre/1ml olacak Ģekilde kriyovial tüpleri 

içerisine alındı. Dondurulup sıvı azot tankı içerisinde saklandı. 

2.9.5. Transfeksiyon 

Transfeksiyondan bir gün önce 100 mm’lik hücre kültür kaplarına 1.2x10
6
’Ģar 

hücre ekilerek bir gece inkübe edildi. Ertesi gün substrat veya Ufd1 ve Npl4 

kodlayan plazmidlerin 1 µg’ı baĢına 1 µl lipofektamin kullanılarak transfeksiyon 

iĢlemi gerçekleĢtirildi. Invitrogen firması eĢit hacimli DNA’lı Opti-MEM I ile 5 

dakika önceden inkübe edilmiĢ lipofektaminli Opti-MEM I’in karıĢtırılmasını ve 30 

dakika oda sıcaklığında beklemenin ardından hücrelere damla damla uygulanmasını 

önermektedir. 

Hücreler transfeksiyondan en az 6 saat sonra, 6 kuyucuklu hücre kültür 

kaplarına eĢit dağıtıldı. Ertesi gün, VCP yabanıl ve mutant tiplerin transfeksiyonu, 

lipofektamin kullanılarak gerçekleĢtirildi. Hücreler 16 saat boyunca konvansiyonel 

Ģartlarda inkübe edildi. 16 saat sonunda besi ortamları vakumla uzaklaĢtırıldı ve 1 ml 

soğuk 1X PBS ile 2 kez yıkanarak 4°C’de 10000 devir/dak’da 1 dakika santrifüj 

edilerek toplandı. Yıkama iĢlemi sonunda hücreler besi ortamından gelen protein 

yapılı bileĢiklerden kurtarılmıĢ oldu. 
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Plasmid 
Transfekte edilen 

miktarı (µg) 
Plasmid 

Transfekte edilen 

miktarı (µg) 

VCP-wt 0,4 VCP-G157R 0,5 

VCP-QQ 0,5 VCP-R159C 0,3 

VCP-R93C 0,4 VCP-R191Q 0,3 

VCP-R95C 0,4 VCP-L198W 0,4 

VCP-P137L 0,4 VCP-T262A 0,4 

VCP-R155C 0,4 VCP-N387H 0,3 

VCP-155S 0,4 VCP-A439S 0,4 

pCDNA3.1(kontrol) 
0,5 

pCDNA3.1-myc-

TyrC89R 
4 

pCI-neo-HA-CD3δ 1,5 GFP-CFTR∆F508 7 

pFlag-Ufd1 1,5 pFlag-Npl4 3 

Tablo 16: Transfekte edilen VCP ve Substrat Miktarları 

2.10.  Hücre parçalanması ve protein miktar tayini 

Hücreler, örnek tüpü baĢına 30 µl 1X PBS ve 30 µl 2X RIPA tamponuna 

0,6’Ģar µl 100X PIC ekleyerek 5 dakikada bir vortekslemek yoluyla 20 dakika 

süreyle parçalandı.  Hücre pelletini uzaklaĢtırmak için 14.000 r.p.m’de 10 dakika 

boyunca 4C’de santrifüj edildi. Elde edilen süpernatantlar temiz tüplere transfer 

edildi. 

2.10.1.  Protein Miktar Tayini 

BCA-protein deney kiti (Pierce) kullanılarak toplam protein miktarlarına 

bakıldı. 

BCA Protein Tayin Kiti Ġçeriği 

BCA Ajanı A 500 ml 2 adet 

BCA Ajanı B 25 ml 1 adet 

Standart Albümin Ampülleri  2 mg/ml 10 adet 

Tablo 17: Pierce BCA Protein Tayin Kiti Ġçeriği 

BCA Protein tayini; total proteinin kolorimetrik olarak tayini için bikinkoninik 

asit (BCA) yöntemine dayanır. BCA yönteminin prensibi alkali ortamda Cu
+2

’nin 

Cu
+1

’e protein aracılı indirgenmesidir. Bu deneyin pembe renkli reaksiyon ürünü, 

bikinkoninik asitin iki molekülünün bir bakır iyonu ile Ģelasyonuyla oluĢur. Suda 

çözünebilir kompleks, geniĢ çalıĢma aralığının (20-2000 ug/ml) üstünde, artan 
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protein konsantrasyonları ile 562 nm’de lineer absorbans gösterir. Protein 

konsantrasyonları, sığır serum albumini (BSA) proteininin standartlarına referans 

alınarak  belirlenmiĢtir. BSA proteininin bilinen konsantrasyonlarının seyreltme 

serileri hazırlanır ve standart eğri üzerinde her bilinmeyenin konsantrasyonunun 

tespitinden önce bilinmeyenlerin yanında analiz edilir. 

2.10.1.1.  Standartların ve Çalışma Belirtecinin Hazırlanması 

Ġçerisindeki protein miktarı tayin edilecek örnek; konsantrasyonları bilinen 

standart albümin çözeltileri ile hazırlanan, bilinen konsantrasyon değerlerine karĢılık 

okunan absorbans değerleri ile çakıĢtırılarak elde edilen doğru denkleminde 

bilinmeyen değere karĢı okunan absorbans değeri girilerek bulundu. 

2.10.1.2.  Standart Albümin Çözeltilerinin Hazırlanması ve Doğru Denkleminin 

Bulunması 

Kitle birlikte verilen 1 ml’lik ampüllerin her biri 2 mg/ml albümin içerir. 

Gerekli dilüsyonlar Tablo 18’de belirtildiği gibi yapıldı. 

Mikroplaka ile çalıĢmak için  Standartların Hazırlanması 

Vial 
Dilüsyon Miktarı 

(Distile Su) 

BSA Kaynağı ve 

Hacmi 

Ġstenilen BSA 

Konsantrasyonu 

A 0 µl Ana stoktan 300 µl 2000 µg/ml 

B 125 µl Ana stoktan 375 µl 1500 µg/ml 

C 325 µl Ana stoktan 325 µl 1000 µg/ml 

D 175 µl B tüpünden 175 µl 750 µg/ml 

E 325 µl C tüpünden 325 µl 500 µg/ml 

F 325 µl E tüpünden 325 µl 250 µg/ml 

G 325 µl F tüpünden 325 µl 125 µg/ml 

H 400 µl G tüpünden 100 µl 25 µg/ml 

I 400 µl 0 0 µg/ml=Kör 

Tablo 18: Standart Albümin Çözeltilerinin Hazırlanması 

Doğruyu çizmek ve doğru denklemini bulmak için, her bir standart çözeltiden 

25 µl kuyucuklara konuldu. 200 µl BCA çalıĢma belirteci eklendikten sonra, 30 

saniye orbital çalkalayıcıda karıĢtırıldı. Plaka, streç film ile sarıldıktan sonra 37°C’de 

yarım saat inkübe edildi. Distile suya karĢı (kör) 562 nm’de okundu.  
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Doğruyu çizmek için apsise (x eksenine) bilinen konsantrasyon değerleri, 

ordinata (y eksesine) bilinen konsantrasyon değerine karĢılık okunan absorbans 

değerleri yerleĢtirildi (Tablo 22) ve doğru çizilerek doğru denklemi ve eğim bulundu. 

2.10.1.3. Çalışma (Working Reagent, WR) Belirtecinin Hazırlanması 

1) Gereken toplam çalıĢma belirtec miktarını hesaplamak için; 

(Standart sayısı + Örnek sayısı) x (tekrar sayısı) x (örnek baĢına WR hacmi) 

formülü kullanıldı. Mikroplaka ile çalıĢırken örnek baĢına 200 µl WR kullanıldı. 

2) ÇalıĢma belirteci hazırlanırken 50 kısım BCA belirteç A’ya, 1 kısım 

BCA belirteç B (50:1, Belirteç A:B) eklendi ve karıĢtırıldı. 

2.10.1.4.  Örneklerin Hazırlanması ve Miktarlarının Belirlenmesi  

1) Mikroplakanın her bir kuyucuğuna 8 µl distile su konuldu. 

2) Miktarı tayin edilecek örnekler önce vortekslenip 2’Ģer µl kuyucuklara 

konuldu.   

3) Her bir kuyucuğa 200’Ģer  µl BCA çalıĢma belirteci (WR) konuldu ve 

bir dakika orbital çalkalayıcıda karıĢması sağlandı. Daha sonra plaka streç film ile 

sarılıp, 37 °C’de 30 dakika boyunca inkübe edildi. 

4) 30 dakika sonunda 562 nm’de köre karĢı (1X PBS: 2X RIPA, 1:1) 

VERSAMax mikroplaka okuyucuda okundu. 

5) Absorbans değerlerinin ortalaması alındıktan sonra, doğru 

denkleminde yerine konularak içerdiği protein miktarı bulundu. 

Hücrelerin parçalanması sonucu elde edilen her örnek için yukarıdaki 

protokole göre total protein miktarları bulundu. Her örnek toplam 40 µg protein 
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içerecek Ģekilde SDS-PAGE ile protein fraksiyonlarına ayrılıp, PVDF membrana 

transferi gerçekleĢtirildi 

2.11.  Protein Analizi 

Temeli; elektroforez iĢlemiyle poliakrilamid jelde göç ettirilen proteinlerin, 

membrana transferi ile immobilize edilmesi ve membrandaki proteinlerin 

immünolojik metotlarla tayin edilmesine dayanır. Membran olarak sıklıkla 

nitroselülöz veya poliviniliden florür (PVDF) membranlar tercih edilir. Jel, membran 

ile temas ettirilir ve elektrik akımı uygulanır. Elektrik akımı ile proteinlerin jelden 

membran üzerine jeldeki ayrıĢtığı sıralamaya göre transferi sağlanır. Membran, 

antikorlarla etkinleĢtirildiğinde, jeldeki proteinlerin ilgisine göre lekeler oluĢur.  

2.11.1. SDS-PAGE 

Poliakrilamit jel elektrofrezi ile ayrıĢtırma yöntemi; SDS-PAGE 

(sodyumdodesilsülfat poliakrilamit jel elektroforezi) olarak anılır. Teknik, 

proteinlerin moleküler ağırlıklarına göre ayrıĢtırılmasını esas alır. Western blot ile 

birlikte herhangi bir proteinin varlığının ve miktarının belirlenmesinde kullanılır. 

Genellikle bir moleküler ağırlık markırı kullanılarak büyüklükleri bilinen bantlar 

oluĢturulur ve markırdaki bantlar referans alınarak ilgilenilen proteinler, jelden 

PVDF veya nitroselüloz membrana transferinin ardından immünoblotlama ile 

belirlenir. 

Poliakrilamit jel, N,N-metilenbis-akrilamit (Bis) ve akrilamit adlı iki bileĢiğin 

polimerizasyonu ile oluĢur. Bis, jelde çapraz bağları oluĢturan ajandır. 

Polimerizasyon, dimetilaminopiridin (DMAP) veya tetraetilmetilendiamin (TEMED) 

ile birlikte kullanılan amonyumpersülfatın (AP) ilavesi ile baĢlatılır.  
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Moleküllerin jel içerinde ayrıĢmasını, göreceli olarak jelin por büyüklüğü 

belirler. Jelin por büyüklüğününün belirlenmesinde iki faktör etkilidir: içerdiği 

akrilamit oranı (%) ve çapraz bağların miktarı (%C). Akrilamit oranı arttıkça, por 

büyüklüğü azalır. %5 C kadar çapraz bağ, en küçük por büyüklüğünü verir. 

Ayırma Jeli 

Jel (%) % 8 % 10 % 12 % 15 

Bir jel için (10 ml) 

% 30’luk Akrilamit 2,67 ml 3,33 ml 4 ml 5 ml 

4X Ayırma Tamponu 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 

Distile su 4,8 ml 4,1 ml 3,5 ml 2,5 ml 

% 10’luk AP 50-100 µl (Oda sıcaklığında her bir jel için 75 µl) 

 

Tablo 19: SDS-PAGE Ayırma (Resolving) Jeli Hazırlanması 
 

Yığınlama Jeli (%3,5’luk) 3 ml 

% 30’luk Akrilamit 0,35 ml 

4X Yığınlama Tamponu 0,75 ml 

Distile su 1,9 ml 

% 10’luk AP 20-30 µl (Oda sıcaklığında 25 µl) 

 

Tablo 20:  SDS-PAGE Yığınlama (Stacking) Jeli Hazırlanması 

Tablo 19 ve tablo 20’ye göre jeller oda sıcaklığında hazırlandı. Örneklerde 

fraksiyonlarına ayrılmak istenen proteinlerin molekül ağırlıkları dikkate alınarak  

CD3δ ve IP için %10’luk, Tirozinaz C89R ve CFTR∆F508 substratları için %8’lik 

jel hazırlandı. 

2.11.1.1. Örneklerin Jele Yüklenmesi 

Protein bulunan örneklerin, yükleme iĢlemi öncesi denatüre edilmesi gerekir. 

Proteinlerin üç boyutlu doğal yapılarının çeĢitli etkenlerle bozulmasına denatürasyon 

denir. Örneklerin denatürasyon iĢlemi, örneklere 4X yükleme tamponu eklenip ısıtma 

iĢlemi ile gerçekleĢtirildi. 4X yükleme tamponu SDS ve 2-merkaptoetanol içerir. 

SDS, bir deterjan olup hem proteinlerin 3 boyutlu yapılarının bozulmasına hem de 

proteinin negatif yük kazanmasına yardımcı olur. Proteinlere bağlanan SDS miktarı 
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proteinin büyüklüğü ile orantılıdır. 2-merkaptoetanol proteinlerin ikincil ve üçüncül 

yapılarının oluĢması sırasında etkin rol alan disülfit bağlarının çözülmesine katkıda 

bulunur.  

CD3δ ve Tirozinaz C89R substratları ile çalıĢıldığında örnekler 4X yükleme 

tamponu ilavesinden sonra vortekslenip, blok ısıtıcıda 95°C’de beĢ dakika 

bekletilerek denatüre edildi. CFTR∆F508 proteini, 4X yükleme tamponu ilavesinden 

sonra vorteklenip, 37°C’de 15 dakika bekletilerek denatüre edildi. CFTR, 60°C’nin 

üzerinde ısıtıltığında çökmektedir ve çözülmeyen yapılar haline gelerek yığınlama 

jelinden geçememektedir (93).  

Jel hazırlanıp çapraz bağlanma tamamlandıktan sonra, örnekler jel üzerindeki 

yükleme kuyucuklarına 40 µg protein olacak Ģekilde yüklendi ve elektroforez 

baĢlatıldı, 200 V’de  yürütüldü.  

2.11.2. Transfer 

Jelde ayrıĢmıĢ elektriksel yükü bulunan proteinlerin, elektrik alan içerisinde 

jelden membrana taĢınması esasına dayanır. Transfer ıslak ya da yarı kuru durumda 

yapılabilir. Yarı kuru transfer yaĢ transferden hızlıdır ancak 100 kDa’dan (1 dalton, 1 

hidrojen atomunun ağırlığına eĢittir) daha büyük proteinlerin membrana transferi 

esnasında yaĢ transfere göre daha az baĢarılıdır. ÇalıĢmada yaĢ transfer yöntemi 

kullanıldı. 

Protein taĢıyan poliakrilamid jel ile membran doğrudan temas ettirilip iletici bir 

çözelti içerisinde birleĢen iki elektrot arasına sandviç gibi sıkıĢtırıldı. Soğukta 90 

dakika 200 mA elektrik akımı uygulanarak negatif yüklü proteinler pozitif kutba 

doğru hareket etti, membran ile karĢılaĢtıklarında hareketsiz kaldılar ve membrana 

bağlandılar, böylelikle membran sürüklenmelerini durdurdu. Membran olarak PVDF 
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membran kullanıldı. PVDF membranlar, kullanılmadan önce metanol ile ıslatılıp, 

etkinleĢtirildi. 

2.11.3. Membrandaki Proteinlerin Görülmesi ve Bloklama 

Transfer iĢleminden sonra proteinlerin membrana geçip geçmediğini anlamak 

için membran yıkama tamponu ile yıkandı ve %2’lik Poncaeu kırmızısı ile ajitasyon 

ile boyandı. Kırmızı bantların görülmesi proteinlerin varlığını gösterdi. Membran 

yıkama tamponu ile yıkanarak Poncaeu uzaklaĢtırıldı.  

Western blotta en önemli nokta incelenen protein ile kullanılan antikorlar 

arasındaki spesifik bağlanmadır. Spesifik olmayan protein bağlanmalarını 

engellemek için membranın transfer sırasında protein bağlanmayan bölgelerin 

bloklanması gerekir. Bunun için deneylerde, yıkama solüsyonu ile hazırlanan %5’lik 

süt ile membran, yarım saat boyunca oda sıcaklığında ajitasyon yoluyla inkübe 

edildi. Bloklama iĢleminden sonra membran yıkama solüsyonu ile bir kez 5 dakika 

boyunca yıkandı ve primer antikor eklendi. 

2.11.4. Ġmmünoblot 

Doğrudan belirleme yöntemi ve Dolaylı belirleme yöntemi olmak üzere iki 

yöntem vardır. 

ÇalıĢmada, antikor immünoreaktifliğini arttırmak amacıyla dolaylı belirleme 

yöntemi tercih edilmiĢtir. Bu yöntemde, primer antikor antijene bağlanır. Primer 

antikora karĢı geliĢtirilmiĢ iĢaretlenmiĢ ikincil bir antikor kullanarak bağlanmaya 

devam edilir. Her bir primer antikor, iĢaretlenmiĢ sekonder antikora bağlanabilen  

birden  fazla bölge içerdiğinden sinyal oluĢumu artırılmıĢ olup deneyin duyarlılığı 

artırılır. ÇalıĢmada kullanılan sekonder antikorlar horse radish peroksidaz (HRP) 

enzimi ile konjuge edilmiĢ durumdadır. 
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2.11.4.1.  İmmünüblot Basamakları 

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

yıkandı. 

2. Oda sıcaklığında primer antikor ile orbital çalkalayıcıda bir saat inkübe edildi 

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

4. Sekonder antikor ile 1 saat orbital çalkalayıcıda inkübe edildi. 

5. Sekonder antikorlar uzaklaĢtırılıp, 5 dakikada bir 5 kez 1X yıkama tamponu 

ile yıkandı ve görüntüleme basamağına geçildi. 

2.11.4.2.  Primer Antikorlar 

ÇalıĢmalarda kullanılan antikorlar; monoklonal anti-HA 1:50000 oranında, 

monoklonal anti-c-myc 1:14000 oranında, anti-flag 1:1000, monoklonal anti-β-aktin 

1:20000 oranında, anti-flag poliklonal ve ubikitin antikoru 1:20000 oranında % 5’lik 

yağsız sütte hazırlandı, koruyucu olarak 1:1000 oranında sodyumazit çözeltisi 

eklendi ve +4°C’de saklandı. 

ÇalıĢmada, monoklonal anti-aktin antikoru ile immünoblot yapılarak aktin 

düzeyleri karĢılaĢtırıldı ve dolayısıyla proteinlerin yükleme seviyesi kontrol edildi. 

Anti-myc antikoru kullanarak myc ile iĢaretlenmiĢ VCP proteinlerinin seviyeleri ve 

myc iĢaretli Tirozinaz C89R ERĠY substratının yıkılma seviyeleri karĢılaĢtırıldı. 

Anti-HA antikoru ile HA ile iĢaretlenmiĢ bir ERĠY substratı olan CD3δ yıkılma 

seviyeleri karĢılaĢtırıldı. Anti-GFP antikoru ile GFP iĢaretli CFTR∆F508 

susbstratının yıkılma seviyeleri karĢılaĢtırıldı. Anti-flag antikorları ile IP’de VCP ile 

birlikte çöktürülen Ufd1 ve Npl4 varlığı tayin edildi. 
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2.11.4.3.  Sekonder Antikorlar 

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

%5’lik yağsız sütte hazırlandı ve kullanıldı.  

2.11.4.4. Görüntüleme  

HRP enzimi ile konjuke edilmiĢ sekonder antikorlar ile inkübe edilen 

membranların görüntülenmesi için SuperSignal WestPico Chemiluminescent 

Substrate (Pierce) kullanılmıĢtır. SuperSignal WestPico Chemiluminescent Substrate, 

immünoblotlar üzerinde HRP’yi belirlemek için yüksek duyarlıklı bir substrattır. 

Substrat olarak kullanılan luminol, HRP ve H2O2 varlığında okside olur ve uyarılmıĢ 

ürün olan 3-aminoftalat oluĢur. Bu ürün, 425 nm’de ıĢıma verir. Bu ıĢıma, sadece 

enzim-substrat reaksiyonu sırasında oluĢur. Yani geçici ve kısıtlı süre zarfında 

gözlenebilir. Substratın aĢırı yoğun sinyal çıkıĢı pikogram düzeyindeki antijenin 

tespitini mümkün kılar. Sinyalin duyarlılığı, yoğunluğu ve süresi fotoğrafik veya 

diğer görüntüleme metotları kullanarak HRP’nin kolay belirlenmesine izin verir. 

Optimal sonuçları elde etmek için blotlar, tekrarlanan Ģekilde film ile etkileĢtirilebilir 

veya belirteçleri uzaklaĢtırılıp tekrar iĢaretlenebilir. 

ÇalıĢma sırasında membranlar, SuperSignal WestPico Chemiluminescent 

Substrate çalıĢma çözeltileri membran baĢına 3 ml olacak Ģekilde 1:1 oranında 

karıĢtırılarak taze hazırlandı ve membranla 1 dakika inkübe edildi. Fazla çözelti 

uzaklaĢtırıldıktan sonra membran protein kısmı yukarı bakacak Ģekilde streç film ile 

kaplandı ve film kasetine yerleĢtiridi. Blot filmlerine (CL-XPosure Film, Pierce) 

karanlık odada maruz bırakıldı. Filmler, otomatik film banyo makinasında banyo 

edildi. 
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2.12.  Ġmmünopresipitasyon (IP) 

Ġmmumopresipitasyonda, hücreden elde edilen ekstre, ilgili proteini tanıyan 

antikorlarla inkübe edilir, bu sırada antikor hedef proteine bağlanır. A/G çifti agaroz 

boncuklar ile antikor-antijen kompleksi çöktürülür. Fiziksel olarak örnekten ilgili 

protein izole edilir. SDS-PAGE ile bileĢenlerine ayrılır ve immünoblot ile analiz 

gerçekleĢtirilir.  

2.12.1. Hücrelerin Hazırlanması ve Transfeksiyon 

293 HEK hücreleri, 100 mm’lik hücre kültür kabına 1,2x10
6 

hücre olarak 

ekildi. 24 saat sonra Ufd1 ve Npl4 VCP-kofaktörlerini kodlayan pFlag-Ufd1 ve 

pFlag-Npl4’un transfeksiyonu lipofektamin kullanılarak yapıldı. Ertesi gün, hücreler 

6 kuyucuklu kültür kaplarına eĢit sayıda dağıtılıp (2,5x10
5
) ekildi. 6 saat sonra 

mutant ve yabanıl tip VCP’yi kodlayan plazmidlerin transfeksiyonu lipofektamin ile 

gerçekleĢtirildi.  

Deneyin türüne göre, Ufd1-Npl4-VCP transfekte olan hücreler toplanmadan 

önce 4 saat 10mM Mg132 ile etkileĢtirilmiĢtir.  

2.12.2. IP için Hücrelerin Parçalanması 

Hücreler örnek baĢına 120 µl IP için hazırlanan lizatlama tamponu ile 5 

dakikada bir 15 saniye vortekslenerek 20 dakika boyunca parçalanmaları sağlandı. 

4°C’de 14000 r.p.m.’de 10 dakika santrifüj edildi. Hücre kalıntılarına dokunmadan, 

hücre lizatı temiz tüplere alındı. Lizatlardan 20’Ģer µl, steril tüplere input için ayrıldı. 

2.12.3. IP için Örneklerin Hazırlanması 

Her bir örnekten input için 20 µl lizat ayrıldıktan sonra; kalan lizatların 

üzerlerine 80’er µl %50 gliserol çözeltisi ve 200’Ģer µl IP tamponu ve ortama taze 

olarak 100X PIC’den eklendi. 
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Ayrı temiz bir falkon tüpünde, her bir örnek baĢına; 20 µl IP tamponu ve 0,5 µl 

anti-α-myc antikor karıĢımı konuldu ve karıĢtırıldı. Hazırlanan bu çözeltiden, örnek 

tüplerine 20’Ģer µl eklendi. Tüplerin ağızları kapatılıp, parafilm ile sarıldı. 4°C’de 1 

saat süre ile rotatorda rotasyon haraketi ile inkübe edildi. 

2.12.4. IP Boncukların Hazırlanması 

ÇalıĢmalarda Protein A sefaroz boncuklar kullanıldı. Protein A, 

Staphylococcus aureus’un yüzeyinde bulunan bir proteindir, IgG antikorlarına 

bağlanma yeteneği çok fazladır. Protein A sefaroz boncuklarının tercih edilmesinin 

nedeni, IP’de kullanılacak anti-c-myc antikorunun IgG1 izotip olmasıdır. Boncuk 

stoğu çıkartılıp, vortekslerek süspande olmaları sağlandı. Her bir örnek için 20’Ģer µl 

boncuk stoğundan alındı. Soğuk IP yıkama tamponu eklenip, vortekslendi ve  

santrifüj edilerek (4°C 5000 r.p.m. 2 dakika) 5 kez yıkama iĢlemi yapıldı. Son 

yıkamadan sonra, süpernatant ortamdan uzaklaĢtırıldı. Boncuk miktarı kadar IP 

tamponu eklenip, homojen hale getirildi. 

2.12.5. IP boncukları ile lizatların etkileĢtirilmesi 

IP için hazırlanan örneklerin antikorlar ile 1 saatlik inkübasyonu sonunda, her 

bir örnek tüpüne hazırlanan IP boncuk süspansiyonundan 20’Ģer µl eklendi ve 45 

dakika süre ile 4°C’de rotasyonel olarak alt üst hareketle inkübe edildi. 

45 dakika sonunda, örnekler alınıp santrifüj (5000 r.p.m’de 4°C’de 2 dakika) 

edildi ve süpernatant pellete zarar vermeden uzaklaĢtırıldı. Pellet, 5 kez IP yıkama 

tamponu ile yıkanarak santrifüj edildi (4°C 5000 r.p.m) ve süpernatant pellete zarar 

vermeden uzaklaĢtırıldı.  

Her bir örnek tüpüne baĢta eklenen antikor-IP tamponu miktarı kadar (20µl) 

2X Yükleme tamponu eklendi. Blok ısıtıcıda  95°C’de 5 dakika inkübe edilerek 



52 

 

denatüre edildi. %10’luk jel kullanılarak SDS-PAGE’de 200 V’de yürütüldü. IP 

input için ayrılan 20 µl lizat örneklerine de 4X yükleme tamponu eklenip 95°C’de 5 

dakika denatürasyon iĢleminden sonra %10’luk jele yüklendi. Transferi yapılıp, 

immünoblot ile görüntülendi. 
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BÖLÜM III 

 

3. BULGULAR 

3.1. Biyoinformatik Ġnceleme 

3.1.1. Türler arası sekansların karĢılaĢtırılması: 

Farklı türler arasında VCP proteininin dizisi CLUSTAIW2 programı ile 

yapılmıĢtır (ġekil 10). IBMPFD hastalarında rapor edilmiĢ mutasyona uğrayan 

amino asitlerin farklı türler arasında korunduğu gözlenmiĢtir. 
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ġekil 10: Türler Arası VCP Aminoasit Dizilerinin KarĢılaĢtırılması 
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3.2. SDM ile Elde Edilen Mutasyonların Değerlendirilmesi 

3.2.1. YönlendirilmiĢ Kontrolü (QuikChange II) 

QuikChange II SDM kiti kontrolü; kit ile birlikte sunulan pWhitescript 

plazmidi ve kontrol primerleri kullanılarak yapıldı. PCR ürünü, XL-1 Blue 

bakterilerine transformasyonu yapıldı. Antibiyotiksiz LB içerisinde 250 r.pm.’de 

37°C’de 1 saat inkübe edildi. Bu esnada, ampisilinli LB agar petrisine, hazırlanan  

100 µl IPTG ve 100 µl X-gal çözeltileri eklerek agarın üzerine yayıldı ve 30 dakika 

bekletildi. 37°C’de. 16 saat inkübasyonun sonunda petrilerde mavi koloniler görüldü. 

   

ġekil 11: YönlendirilmiĢ Mutajenez Kontrolü. β-galaktozidaz (β-gal+) enzim 

yeteneği kazanan bakterilerin IPTG’li (Ġzopropil-1-tiyo-β-D-galaktopiranozit) 

ortamda X-gal’i (5-bromo-4-kloro-3-indolil-β-D-galaktopiranozit) parçalaması 

sonucu kolonilerin mavi renkte görülmesi 

pWhitescript 4,5-kb kontrol plazmidi DNA dizisi “TAA” ile sonlanmaktadır. 

Kontrol primerlerini kullanılarak yönlendirilmiĢ mutajenez ile Timin (T) bazı Sitozin 

(C) bazına dönüĢtürüldüğünde β-galaktozidaz (lacZ) enzimini kodlayıcı  gen dizisi 

elde edilir. Transformasyonda kullanılan XL-1 Blue bakterilerinde lacl
q
 mutasyonu 

bulunmaktadır. lacl
q
 mutasyonu, lacl baskılayıcının verimini artırarak lac 

operonunun transkripsiyonunu durdurur. Bir laktoz analoğu olan IPTG ortama ilave 

edildiğinde, lac operonu baskıdan kurtulur ve β-galaktozidaz enziminin 

transkripsiyonu gerçekleĢir. Deney sonunda, β-galaktozidaz (β-gal+) enzim yeteneği 

kazanan bakterilerin IPTG’li ortamda X-gal’i parçalaması sonucu açığa çıkan okside 

ürün nedeniyle bakteri kolonileri mavi renkte görülür. 
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3.2.2. VCP Mutasyonları ve Kolonilerin Seçimi 

3.2.2.1. Başarılı Mutasyon Denemelerinin Belirlenmesi 

 QuikChange II yönlendirilmiĢ mutajenez kiti ile gerçekleĢtirilen mutasyon 

denemeleri PCR ürünlerinden R93C, R95C, P137L, R155C, R155S, G157R, R159C, 

R191Q, L198W, T262A, N387H ve A439S’nin DH5α bakterilerine transformasyonu 

sonucu koloniler görüldü. A232E mutasyon denemeleri baĢarısız oldu.  

R93C, P137L, G157R, R159C, R191Q, T262A, N387H ve A439S mutasyon 

denemeleri PCR ürünleri ilk denemede koloniler görülmüĢtür. XXX-IDT’den alınan 

primerleri tekrar kullanarak R95C ve R155C mutasyon denemeleri, PCR sırasında 

annealing (birleĢme) sıcaklığı  55°C’ye düĢürülerek  ve dNTP  miktarları 1 µl daha 

artırılarak reaksiyon tekrarlandı. Yapılan transformasyon sonucu ampisilinli LB agar 

petrilerde koloni oluĢumu gözlendi. Reaksiyonlar sonucu koloni oluĢumu 

gözlenmeyen mutasyon denemeleri için, Alpha DNA’dan alınan primerler 

kullanılarak R95G, R155S, L198W ve A232E reaksiyonları gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Yapılan tüm denemelerde annealing derecesinin düĢürülmesine ve dNTP miktarının 

artırılmasına rağmen R95G ve A232E reaksiyonları sonunda yapılan 

transformasyonlarda koloni oluĢumu gözlenmedi. R155S ve L198W reaksiyon 

ürünlerinin transformasyonu sonucu koloni oluĢumu gözlenlenmiĢtir. 

Yapılan mutasyon denemeleri sonucunda, koloni oluĢumu gözlenen 

reaksiyonlar ve gözlenen koloni sayıları Tablo 21’de ifade edilmiĢtir.  
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Mutasyon Denemesi Koloni Sayısı Mutasyon Denemesi Koloni Sayısı 

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 Gözlenen Koloni Sayıları 

3.2.2.2. Kolonilerin Seçimi   

Yapılan mutasyon denemeleri sonucunda gözlenen kolonilerden, her bir 

mutasyon denemesi için 3’er koloni seçildi. Koloni seçimleri sırasında, birbirinden 

ayrı ayrı ve agar petride farklı alanlara konuĢlanmıĢ  kolonilerden örnek alınmaya 

özen gösterildi. Ġstenilen her bir mutasyon için, transformasyonları sonunda oluĢan 3 

farklı koloniden örnek alındı ve miniprepi yapıldı. Miniprep ile elde edilen DNA, 

istenilen mutasyonun gerçekleĢip gerçekleĢmediğini belirlemek için sekanslamaya 

gönderildi. Örneklerin final konsantrasyonu (100 ng/µl) olarak her birinden 20 µl 

hazırlandı. Çözücü olarak ultrasaf su kullanıldı. Sekanslamada kullanılan primerler, 1 

µg/µl olarak hazırlanan primer çözeltilerinden,  final konsantrasyonu 60 ng/µl olarak 

hazırlandı.  

3.2.3. DNA Dizi Analizi Sonuçları  

3.2.3.1.  Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

Macrogen (Kore), firmasından gelen sekans sonuçları “ab1” dosya formatında 

alınmıĢtır. 4Peaks (Mekentosj,ABD) programı kullanılarak sekans sonuçları 

değerlendirilmiĢtir. Programda veriler, her nükleotite özgü olan sinyallerin (piklerin) 

büyüklüğüne göre değerlendirilerek nükleotit dizisi çıkarılmaktadır. Alınan nükleotit 

dizisi; translasyon ikonu kullanılarak protein sentezi sırasında okunan aminoasit 

diziliĢine dönüĢtürülebilmektedir. Bu sırada çerçeve (frame) değiĢtirilerek okumanın 

en verimli olanı değerlendirmeye alınmaktadır. 
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3.2.3.1.1  Sonuçlarının Değerlendirilmesine Örnek: R159C-3  

Yabanıl VCP’de 159. aminoasit “Arginin” aminoasidi iken planlanan 

reaksiyon sonucu oluĢan mutant tip (R159C-VCP) de 159. aminoasitin  “Sistein” 

amino asidine dönüĢtüğü görülmüĢtür.  

Yabanıl VCP’de Arginin aminoasitini kodlayan üçlü baz dizisi  “cgt” (474) 

Ģeklindedir. YönlendirilmiĢ mutajenez kiti ile gerçekleĢtirilmek istenilen R159C 

mutasyonu için tasarlanan primerlerde “cgt” (474) üçlü dizisinin, “sistein” 

aminoasidini kodlayan “tgt”(474)  üçlü baz dizisine dönüĢmesi istenmiĢtir. Bunun 

için kullanılan primerle 475. sırada yer alan “Sitozin” bazının “Timin” bazına 

dönüĢümü hedeflenmiĢtir. 

Yabanıl VCP Baz dizisi 450.bazdan baĢlayarak: 

450 att ttt ctt gtc cgt ggt ggg atg cgt gct Ģeklindedir.  DNA dizi analiz sonuçları 

ile karĢılaĢtırıldığında; R159C-3 adlı örnekde istenilen mutasyonun gerçekleĢtiği 

görülmektedir (ġekil 12). 

 

ġekil 12: R159C-3'ün 450. bazdan itibaren DNA dizisi 

450

0 
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Kırmızı pikler Timin; yeĢil pikler Adenin, mavi pikler Sitozin, siyah pikler ise 

Guanin bazının sinyallerini ifade etmektedir. 

Değerlendirme sırasında dikkat edilen bir önemli nokta da istenilen 

mutasyonun dıĢında ekstra mutasyonların varlığının değerlendirilmesidir. Yine bu 

değerlendirme yapılırken, sekanslama cihazının verdiği piklerin gürültüsüne ve 

sıklığına dikkat edilmiĢtir.  

DNA dizi analiz sonucu ile yabanıl VCP’nin baz dizisi karĢılaĢtırıldığında 

istenen mutasyonun gerçekleĢtiği görülmüĢtür. DNA dizi analiz sonuçları 

incelendiğinde istenmeyen bir mutasyona rastlanmamıĢtır. 

3.2.3.2. İstenen mutasyonların gerçekleştiği örnekler 

3.2.3.1 de açıklandığı gibi elde edilen kolonilerden izole edilen plazmidlerde 

istenen mutasyonların gerçekleĢip gerçekleĢmediği, sekans sonuçlarının 4Peaks 

programı ile  değerlendirilmesiyle saptanmıĢtır. 

Değerlendirme sonucuna göre; 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 Ģeklinde kodlanan örneklerde istenen mutasyonun 

gerçekleĢtiği belirlendi. 

3.3.  Protein Miktar Tayini için Standart Eğri Çizimi 

ÇeĢitli konsantrasyonlarda hazırlanan sığır serum albümin çözeltilerinin, 

mikroplaka okuyucuda okunan absorbans değerleri tabloda ifade edilmiĢtir . 

Doğruyu çizmek için apsise (x eksenine) bilinen konsantrasyon değerleri, 

ordinata (y eksesine) bilinen konsantrasyon değerine karĢılık okunan absorbans 
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değerleri girildi (Tablo 22) ve doğru çizilerek  doğru denklemi ve doğrunun eğimi 

bulundu. 

Konsantrasyon (µg/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 Albümin Çözeltilerine KarĢı Okunan Absorbans Değerleri 

 

ġekil 13: BSA Standart Doğrusu ve Doğru Denklemi 

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

testi  

293 HEK hücrelerine yabanıl tip VCP’yi ve ATPaz inaktif mutant QQ-VCP’yi 

kodlayan plazmidlerin ve kontrol olarak pCDNA3.1 boĢ plazmidinin 0,5 µg, 1 µg, 2 

µg veya 3 µg olarak transfeksiyonları yapılmıĢtır. Hücrelerin ekspresyon verimliliği 

karĢılaĢtırılarak çalıĢmalarda kullanılacak uygun doz aralığı seçilmek istenmiĢtir. 293 

HEK hücreleri deneyden bir gün önce 6 kuyucuklu hücre kültür kaplarına 2x10
5
’er 

hücre olarak ekilmiĢtir. Ertesi gün hücrelere yabanıl tip VCP , mutant VCP-QQ ve 
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boĢ plazmidin transfeksiyonu yapılmıĢtır. 16 saat sonra parçalanmıĢ, anti-myc 

antikoru ile immünoblot analizi yapılmıĢtır. 

Plazmid Ġçeriği Transfekte edilen miktarları (µg) 

pcDNA3.1 0,5 1 2 - 

VCP-wt 0,5 1 2 3 

VCP-QQ 0,5 1 2 - 

 

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

 

ġekil 14: VCP yabanıl tip ve VCP-QQ ekspresyon testi. 293 HEK hücrelerine 

VCP yabanıl tip ve ATPaz inaktif olduğu bilinen mutant VCP-QQ’yu kodlayan 

plazmidlerin artan dozda transfeksiyonu yapılmıĢtır. Artan doza karĢı verdikleri 

ekspresyon düzeyi anti-myc-m antikoru kullanılarak belirlenmiĢtir. Anti-β-aktin 

antikoru ile yükleme kontrolü yapılmıĢtır. 

3.5. Mutant VCP kodlayan plazmidlerin ekspresyon testi  

Mutant VCP’lerin ekspresyon verimliliği ile yabanıl tip VCP’nin ve ATPaz 

inaktif mutant VCP-QQ’nun ekspresyon verimliliği karĢılaĢtırılmak istenmiĢtir. Bu 

amaçla mutant VCP’ler 0,5 µg ve 1,5 µg olmak üzere farklı iki dozda hücrelere 

transfekte edilmiĢtir. 293 HEK hücreleri deneyden bir gün önce 6 kuyucuklu hücre 

kültür kaplarına 2x10
5
’er hücre olarak ekilmiĢtir. Ertesi gün hücrelere yabanıl (wt, 

wild type) ve mutant VCP’lerin transfeksiyonu yapılmıĢtır. 16 saat sonra 

parçalanmıĢ, anti-myc antikoru ile immünoblot analizi yapılmıĢtır 

. 
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ġekil 15: VCP Mutant Ekspresyon Testi. 293 HEK hücrelerine VCP yabanıl tip ve 

mutantlarını kodlayan plazmidlerin artan dozda transfeksiyonu yapılmıĢtır. Artan 

doza karĢı verdikleri ekspresyon düzeyi anti-myc-m antikoru kullanılarak 

belirlenmiĢtir. Anti-β-aktin antikoru ile yükleme kontrolü yapılmıĢtır. 

 Elde edilen veriler göz önüne alınarak IBMPFD iliĢkili VCP mutantlarını 

kodlayan plazmidlerin farklı oranları kullanılarak tüm VCP ekspresyonlarının 

eĢitlenmesine çalıĢılmıĢtır. 

3.6. CD3δ üzerine IBMPFD-iliĢkili VCP mutantlarının etkisi 

293 HEK hücreleri deneyden bir gün önce 1,2x10
6
’Ģar hücre olarak 100 

mm’lik hücre kültür kaplarına ekildi. Ertesi gün CD3δ transfeksiyonu yapıldı. 

Transfeksiyondan 6 saat sonra hücreler eĢit olarak 6 kuyucuklu hücre kültür 

kaplarına (2x10
5
) ekildi. Ertesi gün, yabanıl tip ve mutant tip VCP’lerin 

transfeksiyonu CD3δ eksprese eden hücrelere yapıldı. Ġkinci transfeksiyondan 16 

saat sonra hücreler parçalandı ve immünoblot ile proteinleri belirlendi. 
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ġekil 16: wt-VCP ve QQ-VCP’nin CD3δ üzerine etkisinin incelenmesi. CD3δ 

eksprese eden 293 HEK hücrelerine yabanıl tip ve QQ VCP’leri kodlayan 

plazmidlerin transfeksiyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. CD3δ substratının düzeyi, anti-HA 

antikoru ile VCP düzeyleri anti-myc antikoru ile belirlenmiĢtir. Yükleme kontrolü 

olarak, anti-β-aktin antikoru ile aktin düzeylerine bakılmıĢtır. 

ġekil 16’da görüldüğü üzere, wt-VCP CD3δ düzeyinde bir azalıĢa neden 

olurken, QQ-VCP eksprese edildiğinde CD3δ akümülasyona uğramıĢtır. 

 

ġekil 17: IBMPFD-iliĢkili mutant VCP’lerin ve QQ-VCP’nin CD3δ üzerine 

etkisinin incelenmesi.CD3δ eksprese eden 293 HEK hücrelerine IBMPFD iliĢkili 

mutant VCP’leri ve QQ-VCP’yi kodlayan plazmidlerin transfeksiyonu 

gerçekleĢtirilmiĢtir. CD3δ substratının düzeyi, anti-HA antikoru ile VCP düzeyleri 

anti-myc antikoru ile belirlenmiĢtir. Yükleme kontrolü olarak, anti-β-aktin antikoru 

ile aktin düzeylerine bakılmıĢtır. 

 R93C, R95C, P137L, R155C, R155S, G157R ve R159C mutantlarını eksprese 

eden hücrelerde, VCP-QQ ile karĢılaĢtırıldığında benzer oranda birikme olduğu 

görülmektedir.  
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3.7. Tirozinaz C89R üzerine IBMPFD-iliĢkili VCP mutantlarının etkisi 

293 HEK hücreleri deneyden bir gün önce 1,2x10
6
’Ģar hücre olarak 100 

mm’lik hücre kültür kaplarına ekildi. Ertesi gün Tirozinaz C89R transfeksiyonu 

yapıldı. Transfeksiyondan 6 saat sonra hücreler eĢit olarak 6 kuyucuklu hücre kültür 

kaplarına (2x10
5
) ekildi. Ertesi gün, Tirozinaz C89R eksprese eden hücrelere yabanıl  

ve mutant VCP’lerin transfeksiyonu yapıldı. Ġkinci transfeksiyondan 16 saat sonra 

hücreler parçalandı ve immünoblot ile proteinleri belirlendi. 

 

ġekil 18: wt-VCP’nin ve QQ-VCP’nin Tirozinaz C89R üzerine etkisinin 

incelenmesi. Tirozinaz C89R eksprese eden 293 HEK hücrelerine wt-VCP’yi ve QQ 

VCP’yi kodlayan plazmidlerin transfeksiyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Tirozinaz C89R 

substratının düzeyi ve VCP düzeyleri anti-myc antikoru ile belirlenmiĢtir. Yükleme 

kontrolü olarak, anti-β-aktin antikoru ile aktin düzeylerine bakılmıĢtır. 

ġekil 16’ya benzer olarak ġekil 18’de, wt-VCP mutant Tirozinaz C89R 

düzeyinde bir azalıĢa neden olurken, QQ-VCP eksprese edildiğinde Tirozinaz C89R  

birikime uğramıĢtır. 
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ġekil 19: Tirozinaz C89R eksprese eden hücrelere mutant VCP'lerin 

transfeksiyonu. Tirozinaz C89R ekspresse eden 293 HEK hücrelerine ATPaz inaktif 

mutant VCP-QQ’yu ve mutant VCP’leri kodlayan plazmidlerin transfeksiyonu 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Tirozinaz C89R substratının düzeyi ve VCP’lerin ekspresyon 

düzeyleri anti-myc antikoru ile belirlenmiĢtir. Yükleme kontrolü olarak, anti-β-aktin 

antikoru ile aktin düzeylerine bakılmıĢtır. 

R93C, R95C, P137L, R155C, R155S, G157R ve R159C mutantlarını eksprese 

eden hücrelerde, VCP-QQ mutantını eksprese eden hücrelerle benzer oranda 

akümülasyon görülmüĢtür.  

3.8. CFTR∆F508 üzerine IBMPFD-iliĢkili VCP mutantlarının etkisi 

293 HEK hücreleri deneyden bir gün önce 1,2x10
6
’Ģar hücre olarak 100 

mm’lik hücre kültür kaplarına ekildi. Ertesi gün CFTR∆F508 transfeksiyonu yapıldı. 

Transfeksiyondan 6 saat sonra hücreler eĢit olarak 6 kuyucuklu hücre kültür 

kaplarına (2x10
5
) ekildi. Daha sonra, CFTR∆F508 eksprese eden hücrelere kontrol 

plazmidi ve mutant tip VCP’lerin transfeksiyonu yapıldı. Ġkinci transfeksiyondan 16 

saat sonra hücreler parçalandı ve immünoblot ile protein analizi yapıldı. 



67 

 

 

ġekil 20: CFTR∆508 eksprese eden hücrelere mutant VCP'lerin transfeksiyonu. 
CFTR∆F508 eksprese eden 293 HEK hücrelerine mutant VCP’leri kodlayan 

plazmidlerin transfeksiyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. CFTR∆F508 substratının düzeyi 

anti-GFP antikoru ile VCP’lerin ekspresyon düzeyleri anti-myc antikoru ile 

belirlenmiĢtir. Yükleme kontrolü olarak, anti-β-aktin antikoru ile aktin düzeylerine 

bakılmıĢtır. 

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

eksprese eden hücrelerde CFTR∆F508 substratının biriktiği görülmektedir. 

3.9.  IBMPFD-iliĢkili VCP mutantlarının Ufd1-Npl4 kofaktörleri ile hücre 

içerisindeki etkileĢmesinin incelenmesi 

293 HEK hücreleri deneyden bir gün önce 1,2x10
6
’Ģar hücre olarak 100 

mm’lik hücre kültür kaplarına ekildi. Ertesi gün Ufd1’in ve Npl4’ün transfeksiyonu 

birlikte yapıldı. Transfeksiyondan 6 saat sonra hücreler eĢit olarak 6 kuyucuklu hücre 

kültür kaplarına (2x10
5
) ekildi. Ertesi gün, Ufd1-Npl4 eksprese eden hücrelere 

yabanıl ve mutant VCP’lerin transfeksiyonu yapıldı. Ġkinci transfeksiyondan 16 saat 

sonra hücreler parçalandı ve IP’si yapıldı, immünoblot ile protein analizi yapıldı. 
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ġekil 21: Input: Ufd1-Npl4 eksprese eden 293 HEK hücrelerine mutant 

VCP’lerin ve yabanıl tip VCP’nin transfeksiyonu. Ufd1-Npl4 eksprese eden 293 

HEK hücrelerine mutant tip VCP’lerin ve yabanıl tip VCP’nin transfeksiyonu 

gerçekleĢtirilmiĢtir. IP için parçalandıktan sonra %10’u input için ayrılmıĢtır. Ufd1 

ve Npl4 proteinlerinin düzeyleri anti-flag antikoru ile VCP düzeyleri ise anti-myc 

antikoru ile belirlenmiĢtir. 

 

ġekil 22: Ufd1-Npl4 eksprese eden hücrelere mutant VCP'lerin 

transfeksiyonunun ardından yapılan immünopresipitasyon. Ufd1-Npl4 eksprese 

eden 293 HEK hücrelerine mutant tip VCP’lerin ve yabanıl tip VCP’nin 

transfeksiyonun ardından parçalanıp, anti-myc antikoru ile immünopresipitasyonu 

yapılmıĢtır. VCP ile etkileĢen Ufd1 ve Npl4 anti-flag antikoru ile VCP düzeyleri ise 

anti-myc antikoru ile belirlenmiĢtir. 

Proteazom inhibe edilmediği taktirde; P137L ve yabanıl tip VCP eksprese eden 

hücrenin benzer Ģekilde Ufd1 ve Npl4 ile etkileĢmesi gözlenmemiĢtir. Bunun 
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yanında R159C ve R155C eksprese eden hücrelerde, Ufd1 ve Npl4 ile etkileĢmenin 

en fazla olduğu görülmektedir.  

VCP’nin Ufd1-Npl4 etkileĢmesinin gözlenebilmesi için VCP-Ufd1-Npl4 

kompleksinin, kompleks halinde kenetlenmesi gerektiği düĢünülerek proteazomun 

inhibe edilmesine karar verilmiĢtir. Bu amaçla Mg132 ile hücreler 4 saat 

etkileĢtirilmiĢtir. Ön denemede sadece VCP yabanıl tip, mutant VCP-QQ ve VCP-

R93C ile çalıĢılmıĢtır. 

 

ġekil 23: IP: Proteazom inhibe edilerek Ufd1-Npl4 eskprese eden hücrelerde 

mutant R93C, VCP-QQ ve VCP-wt'in transfeksiyonu ile yapılan ön deneme. 

Ufd1-Npl4 eksprese eden 293 HEK hücrelerine VCP tiplerinin transfeksiyonunun 

ardından, VCP’lerin UN etkileĢmesinin gözlenebilmesi için proteazomlar Mg132 ile 

inhibe edilmiĢtir. Mg132 eklendikten 4 saat sonra hücreler IP için parçalanmıĢ, 

%10’u input için ayrılmıĢtır. VCP’ler, anti-myc antikoru kullanarak çöktürülmüĢtür. 

VCP ile çöken Ufd1 ve Npl4 proteinlerini ve inputtaki Npl4 ve Ufd1 düzeylerini 

belirlemek için anti-flag antikoru kullanılmıĢtır. VCP düzeyleri anti-myc antikoru ile 

belirlenmiĢtir. 

Hastalarda sık rastlanan R93C mutant proteinin Ufd1-Npl4 eksprese eden HEK 

hücrelerinde proteazom inhibe edildiği takdirde VCP-QQ (ATPaz inaktif) mutantına 

benzer Ģekilde Ufd1 ve Npl4 ile etkileĢtiği görülmektedir. Bu deneysel koĢullarda 

yabanıl tip VCP’nin Ufd1 ve Npl4 ile etkileĢimi gözlenebilmiĢtir. Bu deney koĢulları 
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kullanılarak IBMPFD-iliĢkili diğer mutantlar üzerinde de immünopresipitasyon 

deneyi tekrar edilmiĢtir. 

 

ġekil 24: IBMPFD ile iliĢkili VCP mutantlarının proteazomu inhibe edilen 

hücrelerde Ufd1-Npl4 ile etkileĢimi. Ufd1-Npl4 eksprese eden 293 HEK 

hücrelerine VCP tiplerinin transfeksiyonunun ardından, VCP’lerin UN 

etkileĢmesinin gözlenebilmesi için proteazomlar Mg132 ile inhibe edilmiĢtir. Mg132 

eklendikten 4 saat sonra hücreler IP için parçalanmıĢ, %10’u input için ayrılmıĢtır. 

VCP’lerin seviyesi anti-myc antikoru ile, Npl4’ün ve Ufd1’in düzeyleri anti-flag 

antikoru ile belirlenmiĢtir. Anti-β-aktin antikoru ile aktin düzeylerine bakılarak 

yükleme kontrolü yapılmıĢtır. 
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ġekil 25: IBMPFD ile iliĢkili VCP mutantlarının proteazomu inhibe edilen 

hücrelerde Ufd1-Npl4 ile etkileĢimi. Ufd1-Npl4 eksprese eden 293 HEK 

hücrelerine VCP tiplerinin transfeksiyonunun ardından, VCP’lerin Ufd1-Npl4 ile 

etkileĢmesinin gözlenebilmesi için proteazomlar Mg132 ile inhibe edilmiĢtir. Mg132 

eklendikten 4 saat sonra hücreler parçalanmıĢ ve anti-myc antikoru kullanılarak IP’si 

yapılmıĢtır. VCP ile birlikte çöken Ufd1 ve Npl4 proteinleri anti-flag antikoru ile 

VCP düzeyleri anti-myc antikoru ile belirlenmiĢtir. 

Ufd1-Npl4 eksprese eden 293 HEK hücrelerinde proteazom inhibe edildiği 

takdirde P137L-VCP mutant eksprese eden hücrede, mutant VCP’nin Npl4 ve Ufd1 

ile etkileĢmediği IP sonucunda görülmektedir. wt-VCP, QQ-VCP dahil diğer mutant 

VCP’lere göre daha az Ufd1-Npl4 ile etkileĢmekte ise de P137L-VCP ile Ufd1-

Npl4’un etkileĢmediği görülmektedir.  
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BÖLÜM IV 

 

4. TARTIġMA VE SONUÇ 

Kemik Paget hastalığı ve frontotemporal demans ile gözlenen inklüzyon 

cisimcik miyopati hastalığı, otozomal dominant taĢınan genetik bir hastalıktır. 

IBMPFD’li hastalardan alınan kas liflerinde inklüzyon ve vakuol oluĢumuna 

rastlanmıĢtır. Ġnklüzyonlara, proteinlerin proteazomal yıkımı dahil bir çok hücresel 

süreçte görev alan p97/VCP’de meydana gelen mutasyonların neden olduğu 

düĢünülmektedir (50). IBMPFD’li hastaların kaslarında p97/VCP ubikitin içeren 

agregatlar oluĢturmaktadır. p97/VCP’nin iĢlev gösterememesi nedeniyle ubikitin-

proteazom sisteminin ve ERĠY’in görevini yerine getirememesi sonucu, yanlıĢ 

katlanmıĢ yıkılamayan proteinlerin, agregasyona ve akümülasyona neden olabileceği 

önerilmektedir (40). 

IBMPFD hastalığının 9. Kromozomun 9p13-p12 bölgesinde lokalize olan VCP 

genindeki mutasyonlara bağlı olduğu ilk kez 2004 yılında gösterilmiĢtir (50). 

Hastalardaki mutasyonların VCP’nin iĢlevini değiĢtirerek ya da kayba uğratarak, 

ubikitin-proteazom sisteminde ubikitinle konjuge proteinlerin akümülasyonuna 

neden olup, hücrenin hayatta kalmasını zorlaĢtıran ER stresini indüklediği 

düĢünülmektedir (62, 50). In vivo ve in vitro çalıĢmalar,  VCP’nin biyolojik 

iĢlevlerini gösterebilmesi için ATPaz aktivitesine gereksinimi olduğunu 
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göstermektedir. VCP’deki IBMPFD ile iliĢkilendirilen mutasyonların, VCP’nin 

oligomerizasyonunu veya ATPaz aktivitesini etkilemediği gösterilmiĢtir (1).  

Weihl ve arkadaĢları (1); C2C12 fare miyoblast hücrelerine R155H ve R95G 

mutantları transfekte ettiklerinde, yabanıl tip transfekte edilen hücreler ile mutant 

transfekte ettikleri hücreleri karĢılaĢtırdıklarında; mutant hücrelerde ubikitinlenmiĢ 

proteinlerin, ATPaz etkinliğini ortadan kaldırılan VCP-QQ mutantına benzer Ģekilde 

arttığını göstermiĢlerdir. Aynı çalıĢmada, R95G ve R155H mutantları 

CFTR∆F508’in yıkımını yavaĢlattığını, yıkılamayan CFTR∆F508’in mutant VCP ile 

kolokalize olduğunu göstermiĢlerdir.  

CD3δ eksprese eden 293 HEK hücrelerine IBMPFD ile iliĢkilendirilen 11 

farklı mutasyonun transfeksiyonundan sonra; R93C, R95C, P137L, R155C, R155S, 

G157R ve R159C eksprese eden hücrelerde ATPaz inaktif mutant VCP-QQ’ya 

benzer Ģekilde CD3δ’nın birikimine neden olmuĢtur. Farklı bir ERĠY substratı olan 

Tirozinaz C89R eksprese eden hücrelere, 11 farklı VCP mutantı transfekte 

edildiğinde R93C, R95C, P137L, R155C, R155S, G157R ve R159C eksprese eden 

hücrelerin Tirozinaz C89R’nin akümülasyonuna neden olduğu görüldü. Bu durum 

CD3δ’nın sonuçları ile tutarlıdır. Mutasyonların VCP’nin iĢlevinde nasıl bir 

değiĢiklik yapıp ERĠY’i etkilediği bilinmemektedir. IMBPFD iliĢkili mutasyonların 

VCP’nin kofaktörleri ile etkileĢmesini inhibe ettiği ya da iĢlev gösterebilmesi için 

AAA bölgelerinde konformasyonel değiĢiklik sonucu hekzamer yapısını 

oluĢturamadığı, bu nedenle ATPaz etkisini göstermesini inhibe ettiği önerilmiĢtir. 

Ancak mutantların oligomerizasyonu ve ATPaz aktivitesini etkilemediği yapılan 

çalıĢmalarla gösterilmiĢtir (1). Yakın zamanda yayınlanan bir çalıĢmada ise 

IBMPFD-iliĢkili mutant VCP’lerin ADP-bağlı formu destabilize ederek nükleotid 
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durumları arasındaki geçiĢin zamanlamasını değiĢtirdiği ve bu nedenle substrat ve 

VCP N bölgesi arasındaki etkileĢimi önlediği önerilmektedir (94). 

IBMPFD-iliĢkili mutant VCP’lerin kofaktör etkileĢmesinde sorunlara neden 

olduğu bir diğer hipotezdir. VCP’nin hücre içerisinde görev yaptığı çok farklı 

iĢlevleri olduğu ve bunların VCP ile etkileĢen kofaktörler yardımıyla belirlendiği 

düĢünüldüğünde bu hipotez daha da kuvvetlenmektedir. Yine çok kısa süre önce 

yayınlanan bir çalıĢmada, IBMPFD iliĢkili VCP mutantlarının (R95G, R155H) 

kofaktör bağlanmasında denge sorunu yaĢadığı ve bunun proteinopatilere yol açtığı 

da önerilmiĢtir (95). Mutant VCP’lerin ubikitin ligaz E4B ile etkileĢiminin azaldığı 

ancak deubikitine edici enzim ataxin3 ile etkileĢiminin arttığı gösterilmiĢtir. Yine 

aynı çalıĢmada IBMPFD iliĢkili mutant VCP’lerle E4B etkileĢmesinin, yabanıl tip 

VCP’den farklı olarak, Ufd1 ve Npl4 ile yarıĢmaya girdiği gösterilmiĢtir. Bu durum 

da yabanıl tip VCP’nin aksine IBMPFD-iliĢkili mutant VCP’lerin baĢka proteinlerle 

etkileĢmesinde sorunlar yaĢadığını önermektedir.  

 Diğer taraftan Ufd1-Npl4 kompleksi hakkında Isaacson ve arkadaĢları, sık 

rastlanan R95G ve R155H mutasyonunun VCP’nin N bölgesinde Npl4 bağlandığı 

bölgede olduğunu NMR ile göstermiĢler, VCP’nin kofaktörleri ile etkileĢemediğini 

ve bu nedenle ERĠY’de görevini yerine getiremediği hipotezini desteklemiĢlerdir 

(71). Ancak bu çalıĢma ile P137L-VCP dıĢındaki tüm IBMPFD iliĢkili VCP 

mutantların Ufd1-Npl4 kompleksi ile yabanıl tip VCP’ye göre daha fazla etkileĢtiği 

bulunmuĢtur (ġekil 25). VCP’nin N bölgesinde yer alan 137. konumunda bulunan 

prolin aminoasitinin ya da çevresindeki bir bölgenin Ufd1-Npl4 ile etkileĢmesinde 

iĢlevi olduğunu düĢünmekteyiz. Bu çerçevede ilerideki çalıĢmalarda 137. amino asit 

çevresindeki aminoasitler mutasyona uğratılarak VCP üzerinde Ufd1-Npl4 bağlanma 

bölgesinin aydınlatılması planlanmaktadır. 
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Weihl ve arkadaĢları 2005 yılında yaptıkları bir çalıĢmada, R95G ve R155H 

mutantlarının bir ERĠY substratı olan CFTR∆F508 proteininde akümülasyona yol 

açtığını göstermiĢlerdir (1). 

Bu tez çalıĢmasında IBMPFD hastalarında rapor edilmiĢ tüm VCP mutantları, 

mutasyona özgü primerler kullanılarak yönlendirilmiĢ mutajenez yöntemi ile elde 

edilmiĢtir. Bu mutasyonların; CFTR∆F508, Tirozinaz C89R ve CD3δ adlarıyla 

bilinen ERĠY substratları üzerindeki etkileri ön tarama amacıyla incelenmiĢtir. 

Bulgularımıza göre VCP’nin kofaktör bağlanma bölgesi N domaininde gözlenen 

IBMPFD-iliĢkili mutantlar, substratların belirgin düzeyde birikimine yol açmaktadır. 

Ön taramada belirlenen bu N domain mutantlarının UNC45 gibi IBMPFD hastalığı 

ile iliĢkilendirilmiĢ proteinler üzerine etkisi gelecek çalıĢmalarda incelenecektir. 

Sonuçlarımız ERĠY substrat düzeyinde belirgin birikime neden olan IBMPFD 

iliĢkili VCP mutantlarının, mutasyonu kofaktör bağlanma bölgesi N domainde 

içerenler olduğunu göstermiĢtir. VCP’nin ERĠY’in retrotranslokasyon aĢamasında 

kofaktörleri Ufd1-Npl4 olduğundan bu mutantların kofaktör etkileĢme kapasiteleri 

immünopresipitasyon yöntemi ile incelenmiĢtir. Ġlginç olarak, P137L mutant VCP 

dıĢında tüm IBMPFD iliĢkili mutantlar VCP’nin ATPaz inaktif mutantı VCP-QQ’ya 

benzer olarak yabanıl VCP’ye göre çok daha fazla Ufd1-Npl4 ile etkileĢmiĢtir. Bu 

duruma göre mutant VCP’lerin Ufd1-Npl4 ile etkileĢmesinde problem olmadığı 

ancak kenetlenme problemi olduğunu ve kompleksin tekrar ayrıĢmadığını 

önermekteyiz. Gelecekte yapılacak çalıĢmalarla IBMPFD iliĢkili VCP mutantlarının 

Ģaperon fonksiyonundaki etkileri yanısıra otofajide birlikte çalıĢtığı HDAC6 ile 

etkileĢimi üzerine etkileri incelenecektir. 
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 UNC45 adlı bir protein kas filament oluĢumu sırasında miyozinin biraraya 

getirilmesi (miyozin assembly)’nde rol alan bir moleküler Ģaperondur. C. elegans’da 

sarkomerlerin biraraya gelerek oluĢması UFD2 ve CHN1 aracılı gerçekleĢmektedir. 

Bu iki ubikitin ligaz enzimi UNC45 ubikitinasyonunu düzenleyerek çizgili kas 

geliĢiminde görev almaktadır. C. elegans’da IBMPFD iliĢkili iki VCP mutantı 

(R95G, R155H) kullanıldığında UNC45 yıkımının bozulduğu, bu proteinin biriktiği 

olduğu ve bunun da miyotübüllerde Ģiddetli miyofibril disorganizasyonuna neden 

olduğu gözlenmiĢtir (96). Memelilerde UFD2 homoloğu olan E4B ubikitin ligazı da 

UNC45 yıkımında görev almaktadır. Ġlginç olarak Ferna´ndez-Sa´iz ve 

arkadaĢlarının 2010 yılında yaptıkları çalıĢma IBMPFD iliĢkili VCP mutantlarının 

E4B ile etkileĢimlerinde bozukluklar olduğunu göstermiĢtir (95). Tüm bu 

çalıĢmalarda kullanılan mutantlar R95G ve R155H mutantlarıdır. Bu mutantların 

sadece UNC45’in yanısıra klasik ERĠY substratı olan CFTRΔF508 birikimine de 

neden olduğu bilinmektedir (96, 1).  

ÇalıĢmamız, diğer çalıĢmalarda kullanılan iki mutant bildirilmiĢ tüm IBMPFD 

iliĢkili VCP mutantlarını içermektedir. Elde edilen veriler VCP’nin N bölgesinde 

bulunan mutantların (R93C, R95C, P137L, R155C, R155S, G157R ve R159C)  tüm 

test substratlarımızın düzeyini oldukça etkili bir Ģekilde arttırdığını göstermektedir. 

Mutantların Ufd1-Npl4 kofaktörleri ile etkileĢimi incelendiğinde ise P137L mutantı 

dıĢında tüm mutantların etkileĢimi arttırdığı görülmektedir.  

Ġleri çalıĢmalar VCP’nin 137. amino asidinin Ufd1-Npl4 etkileĢimi üzerine 

olan etkilerinin incelenmesi, UNC45 substratına tüm mutantların etkisinin miyoblast 

hücrelerinde araĢtırılması ve ERĠY mekanizmasında görevli diğer proteinlerin 
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düzeylerinin UNC45 kaynaklı defektlerin giderilmesinde kullanıp 

kullanılamayacağının belirlenmesi üzerine olacaktır. 
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ÖZET 

 

KEMĠK PAGET HASTALIĞI VE FRONTOTEMPORAL DEMANS ĠLE 

GÖZLENEN ĠNKLÜZYON CĠSĠMCĠK MĠYOPATĠ HASTALIĞINDA 

GÖRÜLEN MUTASYONLARIN ENDOPLAZMĠK RETĠKULUM ĠLĠġKĠLĠ 

PROTEĠN YIKIM MEKANĠZMASI (ERĠY) ÜZERĠNDEKĠ ETKĠLERĠNĠN 

ARAġTIRILMASI 

Bu çalıĢmada, IBMPFD hastalığı ile iliĢkilendirilen 11 farklı VCP 

mutasyonlarının ERĠY mekanizması üzerine etkileri incelendi. Ayrıca VCP’deki bu 

mutasyonların, VCP’nin  Ufd1 ve Npl4 ile etkileĢmesinde bir değiĢikliğe neden olup 

olmadığı araĢtırıldı. 

Bu amaçla, bugüne kadar IBMPFD ile iliĢkilendirilen 11 farklı VCP mutantı 

yönlendirilmiĢ mutajenez ile elde edildi. ERĠY substratı eksprese eden 293 HEK 

hücrelerine IBMPFD’li mutantlar, yabanıl VCP ve ATPaz inaktif mutant VCP-QQ 

ile birlikte transfeksiyonu yapıldı. Ardından immünoblot yöntemi ile ERĠY 

üzerindeki etkilerine bakıldı. ÇalıĢmada ERĠY substratları olarak CD3δ, 

CFTRΔF508 ve Tirozinaz C89R kullanıldı. VCP’nin Ufd1 ve Npl4 ile 

etkileĢmelerine, Npl4-Ufd1 eksprese eden 293 HEK hücrelerine IBMPFD’li 

mutantların transfeksiyonunun ardından VCP’nin immünopresipitasyon yöntemi ile 

çöktürülmüĢ ve immünoblot analizi yapılmıĢtır. 
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Yapılan çalıĢmalar sonucunda, IBMPFD ile iliĢkilendirilen mutasyonların 

sadece VCP’nin N bölgesinde lokalize olan  R93C, R95C, P137L, R155C, R155S, 

G157 ve R159C mutasyonlarının ERĠY substratlarında belirgin birikime neden 

olduğu görüldü. Ġmmünopresipitasyon sonuçlarına göre mutantlardan sadece 

P137L’nin hem Ufd1 hem de Npl4 ile etkileĢemediği görüldü. Ayrıca bu çalıĢma ile 

P137L-VCP dıĢındaki tüm IBMPFD iliĢkili VCP mutantların Ufd1-Npl4 kompleksi 

ile yabanıl tip VCP’ye göre daha fazla etkileĢtiği bulunmuĢtur. ÇalıĢmada elde edilen 

sonuçlara dayanarak VCP’nin N bölgesinde yer alan 137. konumunda bulunan prolin 

aminoasitinin ya da 137. aminoasit çevresindeki bir bölgenin Ufd1-Npl4 ile 

etkileĢmesinde iĢlevi olduğunu düĢünmekteyiz. 

 Bu sonuçlara göre VCP’nin sadece kofaktör etkileĢiminde önemli olan N 

bölgesinde bulunan mutasyonları, ERĠY üzerinde belirgin bir iĢlev bozukluğuna 

neden olmaktadır. Gelecekte yapılacak çalıĢmalarla N bölgesindeki mutasyonların 

ERĠY mekanizması üzerindeki etkilerinin moleküler ayrıntıları incelenecek ve 

P137L mutant VCP’nin Ufd1-Npl4 ile etkileĢmesini nasıl inhibe ettiği 

araĢtırılacaktır. 
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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 VCP 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 

(CD3δ, CFTRΔF508 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-Ufd1 

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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