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OZET

Amag: Fasioskapulohumeral Distrofi(FSHD)’de bulgularin erkeklerde kadinlara gore
erken yasta baslayarak hizli ilerlemesi, kadinlarda menapoz sonrasi hastaligin
agirlasmas1 dikkati ¢ekmis; bu g0zlemlerden yola ¢ikilarak Ostrojenin Kkilit rol
oynayabilecegi diisiiniilmiis, FSHD patofizyolojisinde Ostrojenin roliiniin aragtirilmasi

amaglanmustir.

Yontem: 63 ve 71 yasinda iki erkek(63yE/71yE); 47 ve 58 yasinda iki
kadin(47yK/58yK) olmak ilizere FSHD tanili dort bireye ait primer miyoblast hiicre
hatlarinda, i)ostradiol uygulanmayan kontrol grubu , ii)210nM 30-dakika ve iii)20nM 4-
saat Ostradiol muamelesi olmak Uzere ti¢ farkli gruba ait FSHD miyoblastlarindan elde
edilen hiicre lizatlarinda; DUX4, PAX3/7 ve [-katenin transkripsiyon faktorlerinin

varlhigi-miktarlar1 western blot yontemiyle incelenmistir.

Bulgular: DUX4 proteini stradiol muamelesi ile 71yE azalarak sifirlanmis; 63yE ve
47yK tespit edilememistir. 58yK tutunma-g¢ogalma gergeklesmedigi igin sonug elde
edilememistir. B-katenin proteininin, 71yE, 63yE ve 47yK Orneklerinde 0Ostradiolle
diizeyi artmistir. PAX3/7 proteinlerine ait 80 kDa, 56 kDa ve 45 kDa agirhiginda {i¢
farkli protein band tespit edilmistir. Bunlardan 80 kDa ve 56 kDa’luk form sadece 71yE
orneginde gozlenmis ve 80 kDa formu Ostradiol ile azalarak sifirlanmis; 56 kDa formu
Ostradiol sonrasi 4. saatte eksprese olmustur. 45 kDa formu (¢ 6rnekte de tespit edilmis;

71yE ve 47yK 6rneginde Ostradiolle azalirken; 63yE 6rneginde artmistir.

Sonug: Ostradiol muamelesi ile DUX4’{in azalmasi, B-kateninin artmasi, PAX3/7
protein ailesinden 56 kDa formunun 4. saatte ekspresyonunun uyarilmasi, Gstrojenin
FSHD patofizyolojisindeki koruyucu roliinii destekler niteliktedir. Ostradioliin etkisinin
daha iyi anlasilabilmesi ve tedaviye yonelik alternatiflerin gelistirilebilmesi i¢in her bir
transkripsiyon faktort ve ilgili hedef genlerinin; mRNA-protein dizeylerini iceren

kapsamli caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: ostradiol, DUX4, B-katenin, PAX3/7, FSHD (fasioskapulohumeral

muskuler distrofi)



ABSTRACT

Objective: In Facioscapulohumeral Dystrophy(FSHD) it is noteworthy that the findings
progressed at an earlier age in men, and the disease worsens in postmenopausal women.
Depending on these observations; the role of estrogen was investigated in the
pathophysiology of FSHD.

Method: Primary FSHD myoblast cell lines prepared from biopsies of four
individuals(63 and 71 years old(63yE/71yE) two males; 47 and 58 years
old(47yK/58yK) two females) were used. Three different groups i) estradiol untreated
control group, i) 10nM 30-minutes and iii) 10nM 4-hours estradiol treatment were
generated. Cell lysates from FSHD myoblasts in these groups were examined by western
blot for the presence-amount of DUX4, PAX3/7 and B-catenin transcription factors.

Results: After estradiol treatment DUX4 protein level reduced to zero in 71yE, it wasn’t
detected in 63yE and 47yK. Because of ineffective attachment in 58yK, proteins weren’t
obtained. The level of B-catenin protein increased with estradiol in 71yE, 63yE and
47yK samples. Three different protein bands of 80 kDa, 56 kDa and 45 kDa were
determined for PAX3/7 proteins. Of these, 80 kDa and 56 kDa forms were observed
only in 71yE; after estradiol 80-kDa PAX3/7 form reduced; 56-kDa PAX3/7 form was
expressed at the 4th hour. The 45 kDa form was determined in all samples; with

estradiol treatment this form decreased in 71yE-47yK and increased in 63yE.

Conclusion: The decrease in DUX4, the increase in B-catenin, stimulation in the
expression of 56 kDa form of PAX3/7 protein family after 4 hours of estradiol treatment
support the protective role of estrogen in FSHD pathophysiology. To understand the
effect of estradiol on pathophysiology better and to develop treatment alternatives;
extensive studies are needed with each transcription factor and related target genes; both

at MRNA-protein levels.

Key words: estradiol, DUX4, p-catenin, PAX3/7, FSHD (facioscapulohumeral

muscular dystrophy)
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1. GIRIS

Fasioscapulohumeral Muskiler Distrofi (FSHD), otozomal dominant olarak kalitilan

genetik bir hastaliktir ve kas distrofilerinin arasinda {i¢iincii sirada yer alir.

FSHD’nin klinigi yiiz, omuz-scapular kaslar ve bazen de peroneal kaslarda asimetrik
ilerleyici gii¢ kaybi ile kendini gdsterir. Hastalik genel olarak ikinci ve tglincii dekadda

ortaya cikar; ancak hastali§in ortaya ¢ikisi ve ilerleyisi heterojendir.

Klinik olarak kadmn ve erkek FSHD hastalarinda muayene bulgular1 anlamli bir farklilik
gosterir ve kadin hastalarda genellikle menapoza kadar hafif, menapoz sonrasi
siddetlenerek artan bir seyir gozlenir. Klinik olarak goriilen bu goézlem Ostrojeni

hastaligin siddetini etkileyen bir faktor olarak 6ne ¢ikarmaktadir.

FSHD’nin molekiiler patogenezi ile ilgili birgcok arastirma yapilmis olsa da patogenez
hala tam olarak aydmlatilamamistir. Buna karsin bugin igin bilenen Kilit protein bir
transkripsiyon faktorti olan DUX4 proteinidir. DUX4 ile yarismali olarak etki gosteren
benzer yapidaki transkripsiyon faktorleri PAX3-PAX7 ile ve bir network c¢alismasmda
FSHD’deki merkezi rolu gosterilen B-katenin proteini 6ne ¢ikan diger kilit proteinler

arasmdadir.

Calismamizda klinik olarak hastaliin seyrini etkiledigi diisiiniilen Ostrojenin etkisini
molekiiler diizeyde ortaya koymak amaciyla; DUX4, B-katenin ve PAX3-7 duzeylerine
Ostrojenin etkisinin olup olmadiginin ortaya konulmasi amaglanmistir. Bu amagla;
FSHD hiicre hatlarinda Ostrojen muamelesi Oncesinde ve sonrasmdaki orneklerden
western blot yontemiyle DUX4, B-katenin ve PAX3-7°nin proteinlerinin varhigi ve
dizeylerindeki degisikliklerin 6lgiilerek, Ostrojenin bu proteinlerin diizeyinde anlamli bir

fark olusturup olusmadiginin ortaya konulmasi amaglanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Fasioskapulohumeral muskdler distrofi (FSHD)’nin Tarihgesi

Noromuskiiler hastalik kavrami olduk¢a genis hastalik grubunu kapsayan bir
tanimlamadir. Bu tanima dahil olan hastaliklarda sinir ve/veya kas komplementlerini
kapsayan hasarlar s6z konusudur. Bu hasar sinir hicresinin gdvdesinde, aksonunda,
schwann hiicrelerinde olabildigi gibi; ndromuskiiler kavsak ya da kas yapisinin
kendisinde olabilmekte ya da daha kompleks olarak tiim bu yapilarin kombinasyonlari
seklinde de ortaya ¢ikabilmektedir (Morrison, 2016).

FSHD ise sadece kas yapisinin tutuldugu ndéromuskiiler bir hastaliktir. Sadece kas
yapisini tutan bu hastalig1 tarihi siirecte diger ndromuskiiler hastalik ve distrofilerden
ayirt edip tanimlamak kolay olmamistir (Padberg, 1982). Duchenne ¢alismalarinin bir
boliimiinde FSHD’ nin bugiinkii tanimina neredeyse tamamen uyan vakalar tanimlamis
olmasina ragmen; 19.yy ortalarinda kronik muskiiler atrofiler, 6n boynuz hastaliklar1
olarak kabul edilmekteydi. Duchenne 1868 yilinda kas yapisindaki degisikliklere dikkat
ceken makalesinde; Eulenburg ve Cohnheim’m beyin ve spinal kordun etkilenmedigini
gosterdikleri otopsi raporunu referans olarak gostermis, 1852-1853 yillarinda gicekten
kaybedilen facial tutulumlu ilerleyici kas hastaligi olan baska bir vakada ise spinal kord
ve periferal sinirlerin hi¢ etkilenmedigini belirten gozleme atif yapmamustir. Bu ikinci
vaka muhtemelen tarihteki ilk tanimlanamamis FSHD otopsi vakas1 gibi gériinmektedir.
Primer kas hastaligi kavrammin tanimlanabilmesi ise birka¢ yili daha almistir. 1885
yilinda Landouzy ve Dejerine "La myopathie atrophique progressive; myopathie sans
neuropathie debutant d'ordinaire dans l'enfance, par la face " adli yayinlarinda
Duchenne’in bu tanima uyan vakalari ile kendi vakalarinin ayni oldugunu varsayarak ilk
kez FSHD hastaliginin bulgularimni bir ailede (Sekil 2.1) tanimlamiglardir. Bu tanimlama

ile primer kas hastaligi kavramu literatiirde yerini almustir.
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Sekil 2.1. Landouzy-Dejerine’in 1885°de tanimladig FSHD aile pedigrisi.
(https://openaccess.leidenuniv.nl/bitstream/handle/1887/25818/01.pdf?sequence=13 adresinden almmustir.
Erigim Tarihi: 15 Aralik 2015)
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2.2. FSHD Insidansi ve Prevelansi

Fasioskapulohumeral Muskuler Distrofi (FSHD) (OMIM#158900), bugin igin dinya
tizerinde en sik goriilen tiglincii kas distrofisi olup goriilme sikligi 1:15,000-1:20,000’dir
(Statland ve Tawil, 2014). Hollanda’da yapilan bir ¢alismaya goére ise prevelansin
yaklasik iki kat daha fazla 12:100.000, insidansin ise 0.3:100.000 oldugu bildirilmistir
(Deenen ve ark., 2014).

2.3. Klinik Ozellikler
2.3.1. Genel Klinik Bulgular
FSHD’ nin klinigi, adindan da anlasilacag: gibi yiiz, omuz-scapular kaslar ve bazen de

peroneal kaslarda (Sekil 2.2) asimetrik ilerleyici gili¢ kaybi ile kendini gosterir (Tawil,
2008; Fitzsimons, 2011).


https://openaccess.leidenuniv.nl/bitstream/handle/1887/25818/01.pdf?sequence=13
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Sekil 2.2. FSHD’de kas tutulumunun sematizasyonu. Koyu olarak isaretlenmis olan bdlgeler FSHD nin
tutulum yaptigi kas gruplarini simgelemektedir. (https://mobilitymgmt.com/articles/2016/10/01/limb-
girdle-emery-dreifuss-fshd-md.aspx, Erigim tarihi: 20 Kasim 2018)

Hastaligin ortaya ¢ikis zamani genel olarak ikinci ve Ggtinct dekad (Tawil, 2008) olarak
tanimlansa da hastaligin ortaya ¢ikis yasi ve klinik siddeti bireyler arasinda farklilik
gOsterir. Hastalarin bir kisminda prognoz, 20’li yaslarda hastalik tablosunun baslamasi
ve ilerleyen yaslarda tekerlekli sandalyeye mahkum birakacak kadar siddetli
seyrederken, diger hastalarda daha ge¢ baslayan ve sadece bazi kas tutulumlariyla smirl
olarak hafif siddette bir klinik seyir gézlenebilmektedir. Avrupa ve Amerika’da yaygin
olarak kullanilan; klinik siddetin bir smniflamasi olan klinik siddet skor (clinic severity
score-CSS) sistemi; hastaligin ilerleyisini on ana pargaya bolerek incelemektedir (Ricci
ve ark., 1999; van Overveld ve ark., 2005) (Tablo 2.1).

2.3.2. Tedavi Secenekleri

FSHD, tglincii en sik goriilen kas distrofisi olarak azimsanamayacak sayida hasta
profiline sahiptir ve bugiin i¢in hala bir tedavisi bulunmamaktadwr. Yapilan ilag
denemelerinden biri DUX4 proteinini hedefleyen kiigiik RNA parcalari olmustur
(Vanderplanck ve ark., 2018) ancak pozitif bir sonug¢ elde edilememistir. Bir diger
calismada histidil-tRNA sentetaza ¢ok yakin 6zellikte bir protein kullanilmig, 3 aylik
tedavi ile erken baslangicli vakalarda fayda gorildiigi 6ne siirtilmiistiir (Walker ve ark.,

2017) ancak heniiz klinik kullanima gegilmemistir.


https://mobilitymgmt.com/articles/2016/10/01/limb-girdle-emery-dreifuss-fshd-md.aspx
https://mobilitymgmt.com/articles/2016/10/01/limb-girdle-emery-dreifuss-fshd-md.aspx

Tablo 2.1. FSHD hastaliginin klinik siddeti (clinical severity score-CSS) skorlamasi

KLIiNiK SIDDET SKORU(CLINICAL SEVERITY SCORE-CSS)

1 Kol abdiiksiyonunda kisitlama olmaksizin hafif siddette skapular tutulum;

hastaliga ait bulgular fark edilemez diizeyde

2 Ciddi siddette skapular tutulum (kol abdiiksiyonu en az bir tarafli olarak <60°),

kolun en az bir bi:')liesinde tutulum var, ielvik kaslar ile bacak kaslarmn tutulumu iok

3 Pelvik kaslar ve/veya bacak kaslarinda hafif siddette giicsiizliik (tiim bu kaslardaki kuvvet >4);
sandalyeden desteksiz kalkabilme

4 Pelvik kaslar ve/veya bacak kaslarinda ciddi siddette giicsiizliik (tiim bu kaslardaki kuvvet <3);
sandalyeden ¢ift tarafli(bilateral) destek ile kalkabilme; yardimsiz yiiriiyebilme

Tekerlekli sandalyeye bagimli

Kadin ve erkek hastalar arasmda belirgin klinik farkliliklar birgok ¢alismada
tanimlanmis olup, FSHD tanis1 olan erkek hastalarda klinik bulgular daha erken yasta
ortaya ¢ikmakta ve daha siddetli seyretmektedir (Lin ve ark., 2015). Kadin ve erkek
arasidaki bu farklilik infantil vakalarda gozlenmez (L. Klinge ve ark., 2006). FSHD her
ne kadar kas hastalig1 olarak bilinse de goz, kulak, kemik ve dis anomalileri de hastaliga
eslik edebilmekte ve bu durum hastaligin siddeti ile iliskilendirilmektedir (T. Matsuzaka
ve ark., 1986; Balatsouras ve ark., 2007; Fitzsimons, 2011). FSHD’de gbzlenebilen diger
klinik bulgular; retinal vaskiilopati, sensorinoral tipte isitme kaybi, restriktif akciger
hastaligi, kalpte sag dal blogudur (Tawil ve ark., 2015). Ayrica FSHD’nin siddetli
seyrettigi ¢ocuk vakalarda epilepsi ve mental retardasyon gibi santral sinir sistemi

tutulumlar1 da goriilebilmektedir (Saito ve ark., 2007).



2.3.2. MRI (Magnetic Resonance Gorunttleme) ve EMG(Elektromiyografi)
Bulgulan

Manyetik rezonans goriintiileme c¢aligmalart FSHD’deki fiziksel degisimleri ortaya
koymaktadir. Buna gore en ¢ok rastlanilan bulgu atrofi ve yag infiltrasyonudur (losa ve
ark., 2007) . Bugiine kadar diger muskiiler distrofilerden ayirt edilmesini saglayabilecek
FSHD’ye spesifik bir degisim bulunamamis olsa da; giincel bir ¢aligmada Multivoxel
Proton Manyetik Rezonans Spektroskopi yontemi ile kas gruplarinda metabolit olarak
incelenen trimetilamin/kreatin oraninda kontrol grubuna gére anlamli fark bulunmustur
(Leung ve ark., 2018).

EMG bulgular1 FSHD’de miyopatik bulgularla uyumlu tespit edilmekte ancak
elektrofizyolojik bulgular ve klinik 6zellikler arasinda bir korelasyon bulunmamaktadir
(Dorobek ve ark., 2013).

2.4. FSHD Patogenezi

2.4.1. FSHD’nin Molekuler ve Genetik Ozellikleri

Otozomal dominant kalitim modeli ile ortaya ¢ikan FSHD hastaligmmin molekiler
genetik altyapisi @) genetik, b) epigenetik, ¢) multifaktoriyel etkiler smiflamasi ile ¢ ana

baslik altinda incelenebilir.

A. FSHD’nin Genetik Altyapisi

D4z4 Tekrar Dizileri

Insan genomu yaklasik 3 milyar bazdan (3,200,000,000 baz= 3200 megabaz) meydana
gelmektedir. Bu biylk genomun, beklenenin aksine, kiglk bir bdlimi protein
kodlamaktadir. Kodlayan bolgeler, gen ve gen iliskili bolgelerdir. Tek kopya(unique)
olarak smiflandirilan bu diziler; kodlayan bdolgeler, promotir bdlgeleri, enhancer
bolgeleri gibi alanlar1 igermektedirler. Protein kodlamayan bdlgeler ise intergenik
bolgeler olarak adlandirilmaktadir. Intergenik DNA’nin biiyiik bir kismi “repetitive
DNA” adi verilen tekrarli dizilerden olusmaktadir. Tekrar dizileri tekrar Unitesinin
biiyiikliigii ve evrimsel kdkenine bagl olarak smiflandiriimaktadir (Sekil 2.3). Ornegin
satellit diziler olarak adlandirilan tekrar dizileri icerdikleri niikleotit miktarina gore
mikrosatellit (her bir tekrar 1 ile10 baz cifti), minisatellit (her bir tekrar 10 ile birkac¢ yulz

baz ¢ifti) ve makrosatellit ( kilobaz ) olarak adlandirilmaktadir.
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Sekil 2.3. Insan genomundaki tekrar dizilerinin smiflandirilmasi
(https://mww.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2593564/figure/fl/ adresindeki sekil temel alinarak
hazirlanmustir. Erisim tarihi: 13 Aralik 2013)

Tim diinyada yasayan insanlarin %99 oraninda DNA dizi benzerligi mevcuttur. Geriye
kalan %1°lik kisim bireyler arasi farkliliklar1 olusturmakta ve genetik varyasyon
(polimorfizm) olarak adlandirilmaktadir. Belirli hastaliklara egilimi arttrma ya da
koruyucu olma ozellikleri tasisalar da; polimorfizmler mutasyondan farkli olarak
hastalik olusturma potansiyeline sahip degillerdir. insan genomundaki polimorfizmler;
tek bir nukleotit duzeyinde (SNP; Single Nukleotit Polimorfizmi) ya da daha buyik
alanlar1 igerecek sekilde olabilmektedir. Genomda yer alan tekrar dizilerinin biyik bir
boliimii de polimorfik 6zellik tasimakta; bireyler arasinda farklilik géstermektedir. Bu
tekrar dizilerinin her birinin normal kabul edilen bir araligi bulunmaktadir. Tekrar
sayilarmin dinamik mutasyonlarla ortaya ¢ikan, normal aralik diginda artis ya da azalig

gOstermesi tekrar dizi hastaliklar1 ad1 verilen bir grup hastalig1 olusturmaktadir.

Tekrar dizi artis hastaliklarmda 1-6 nikleotidlik mikrosatellit dizilerinde artis
gozlenebilmektedir. Ilging olan, tiim bu hastaliklarm “néromuskiiler ve nérodejeneratif
hastaliklar” altinda toplanmasidir (Frajil X, Spinoserebellar Ataksi, Huntington

Hastaligi, Myotonik Distrofi gibi). Degisimin genomun neresinde yer aldigi 6dnem


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2593564/figure/f1/

tasimaktadir (Budworth ve McMurray, 2013). Tekrar dizi artis1 kodlayan bdlgede ise
bozuk protein olusumuna ve birikimine sebep olurken, kodlamayan bolgede kirpilmada
veya gen ekspresyonunun kontroliinde bozulma gibi etkiler olusturabilmektedir. Ilgili
genin fonksiyon kaybi ya da protein birikmesi noronlarda fonksiyon bozuklugu ile
hastalik ortaya ¢ikmaktadir. Ailesel goriilen olgularda her nesilde tekrar sayisi daha da
artarak; hastaligin siddetinin de artmasina ve hastaligin goriilme yasinin her nesilde daha
erken yaslara ¢ekilmesine sebep olmaktadir. Bu fenomen genetikte antispasyon olarak
adlandirilmaktadir (Sekil 2.4).

Hastalik Baslangic Yasi Tekrar Dizi Sayisi Hastaligin Klinik Siddeti
1. Kusak

Daha gec baslangich CAGCAG Az siddetli
Geg baslangigh 2. Kusak Siddetli
CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG
3. Kusak
usa Cok siddetli

Erken baslangicly
CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG

Sekil 2.4. Antispasyon; Tekrar saywst artisi Ve hastaligin siddetinin nesilden nesile artigin1 (antisipasyon)
gosteren sekil (http://www.sunnyprom.com/sca3/genetics.html’den esinlenerek ¢izilmistir. Erigim Tarihi:
12 Aralik 2018)

Antispasyonun olusmasina yol agan tekrar say1 degisikligine bircok genetik mekanizma
neden olabilmektedir. “DNA slippage” olarak adlandirilan mekanizmada DNA
replikasyonu sirasinda iki farkli durum olusabilir. Birinci durumda sentezlenen DNA
zinciri kendi {istiine katlant1 yaparak insersiyona (tekrar artisia) sebep olmaktadir (Sekil
2.5.A). Bu mekanizma Frajil X, Huntington Hastaligi gibi tekrar artisi ile seyreden
hastaliklarda énem tasimaktadir. Ikinci durumda ise kalip DNA zinciri kendi {istiine
katlant1 yaparak sanki kopyalanmamis gibi delesyona (tekrar azalmasma) sebep
olmaktadir (Sekil 2.5.B) ki FSHD icin bu mekanizma s6z konusu olabilir. Clinkii FSHD;
cok bilinen bu mikrosatellit tekrar dizi arfis hastaliklarindan farkli olarak; bir
makrosatellit tekrar dizi kisalmasi hastaligi olarak karsimiza ¢ikan bir néromiiskiiler

hastaliktir.
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Sekil 2.5. (A)ileri ve (B)geri olarak adlandirilan iki farkhi slipaj mekanizmasi. (http://www.web-
books.com/MoBio/Free/Ch7F3.htm sitesinden alinarak tiirkgelestirilmistir. Erisim Tarihi 16 Aralik 2018)

Yapilan linkaj calismalar1i sonucunda FSHD vakalarinm %95’inin 4 numaral
kromozomun uzun kolunda (4g35.2 bolgesinde) yer alan D4Z4 tekrar dizisi iliskili
oldugu gosterilmistir (Wijmenga ve ark., 1990; Wijmenga, Hewitt ve ark., 1992;
Wijmenga, Sandkuijl ve ark., 1992) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. FSHD’den sorumlu tutulan 4q35’te yer alan D4Z4 dizinin yerlesimi
(https://ghr.nlm.nih.gov/chromosome/4#idiogram adresinden almmustir. Erigim tarihi 14 Aralik 2018)

Bu bodlge normal popiilasyonda her biri 3.3kb (3300 baz)’den olusan 11 ile 100 arasinda
degisen tekrar dizilerinden meydana gelmektedir. Ancak FSHD tanis1 almis bireylerin
azalmis (1-10 arasinda) tekrar dizisi igerdigi gosterilmistir (Hewitt ve ark., 1994) ve bu
grup hastalar FSHD1 olarak adlandirilmaktadirlar (Sekil 2.7).


http://www.web-books.com/MoBio/Free/Ch7F3.htm
http://www.web-books.com/MoBio/Free/Ch7F3.htm
https://ghr.nlm.nih.gov/chromosome/4#idiogram
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Sekil 2.7. D4Z4 bolgesindeki tekrar sayisinin (a)saglikli ve (0)FSHDL1 bireylerindeki yapist

Ceren Hangiil tarafindan cizilmistir.

FSHD tanisinda; ¢ok uzun bir tekrar dizisi olmasi nedeniyle (her bir tekrar 3300 baz),
D4z4 tekrar dizilerindeki kisalmanin gdsterilmesinde southern blot ya da molekuler
kombing yontemi kullanilmaktadir (Lemmers ve ark., 2007; Nguyen ve ark., 2011).
FSHD’de ayirt edilebilir bir takim semptomlar olsa da kesin tani konulmasini
saglayabilecek bir biyomarker mevcut degildir. Kreatin kinaz gibi kas destriiksiyonunu
gOsteren laboratuar degerleri FSHD’yi diger distrofilerden ayirt etmeye yeterli
olmamaktadir. D4Z4 tekrar dizilerindeki kisalmay1 gosteren en eski ve en gecerli metod
southern blot yontemidir. Bu yontem hastadan alinan 6rnegin yiiksek yogunluklu DNA
eldesinden sonra; DNA’nin 4q35 bolgesinde yer alan D4Z4 dizisine secicilik gosteren
EcoRI ve BInl enzimleri tarafindan kesilmesi ve pulse-field jel elektroforezi ile kesilen
DNA boyutlarmin incelenmesi temeline dayanmaktadir. Fakat bu yontemin bir
dezavantaji D4Z4 dizilerinin insan genomunda birgok paralogunun bulunmasidir (Clapp
ve ark., 2007). Bunlarin hi¢biri FSHD ile iliskilendirilmemisken (Ehrlich ve ark., 2007;
Klooster ve ark., 2009) 10 numarali kromozomun telomerik bdlgesinde yer alan
10q26°da lokalize D4Z4 tekrar dizisi; 4q35°de bulunan D4Z4 dizisiyle % 97 homoloji
gostermektedir. 10 numarali kromozomdaki bu yiiksek homoloji southern blot
yonteminde EcoRI enzim kesimi ile 4 numarali kromozoma iki fragman elde edilmesi
gerekirken; 10 numarali kromozoma ait diger iki allelin de duruma dahil olarak dort

fragman gorilmesine sebep olmaktadir. D4Z4 dizisinde hastaliga sebep olan tekrar
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kisalmasinin 4 numarali kromozoma ait oldugunun gosterilmesi gerektiginden; %97’1lik
homolojiden geriye kalan %3’liik farkliliktan yararlanilarak, 10q26°da lokalize D4Z4
dizisini ¢ok kucgik parcalar halinde kesen fakat 4q35’de lokalize D474 dizisini
kesmeyen BlInl enzimi kullanilmaktadir. BInl enzim muamelesi ile 10 numarali
kromozoma ait fragman ekarte edilmis olmaktadir. Ayni kisiye ait iki farkli 6rnek;
(EcoRI ile kesilmis hasta DNA’s1, (ii) EcoRI ve BlInl ile kesilmis hasta DNA’s1
yanyana yiiklenerek; 4 ve 10 numarali kromozoma ait alleller ayirt edilmekte (Sekil 2.8)
ve kisa allelin 4 numarali kromozoma ait oldugunun gosterilmesiyle genetik tani

konabilmektedir.

1 3
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Sekil 2.8. FSHD tanisinda kullanilan Southern Blot yontemi sonucunda elde edilen PFGE( Pulse Field Gel
Electrophoresis) goriinttisii. Farkli vakalar 1,2,3 rakamlariyla belirtilmig; Y-kromozomu ; Y olarak
isaretlenmistir. Resmin saginda yer alan rakamlar fragmanm kilobaz(kb) diizeyinde biiyiikligiini
yansitmaktadir. EcCORI enzimi “E” harfi ile , BInl ise “B” harfi ile temsil edilmektedir.
(https://mww.google.com/search?g=southern+FSHD&client=firefox-b-
ab&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwjLsZKCXKLfAhWD_CoKHZQSD3UQ_ AUIDigB&
biw=1366&bih=664#imgrc=pLmoKApjDgoJ-M: adresinden almmustir. Erigim Tarihi: 15 Aralik 2018)

Southern blot yontemindeki 4 numarali kromozoma ait fragmanlar dizinin ¢ok uzun
olmasi nedeniyle jelde yiiriimemekte ve bazen sadece li¢ fragman tespit edilebilmekte
bir fragman gorinttlenememektedir. Ayrica 4 ve 10 numarali kromozomlar arasindaki

yuksek homoloji, bu iki kromozom arasinda gen konversiyonlara sebep olmaktadir
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(Lemmers ve ark., 2004). Gen konversiyonunun 4 ve 10 numarali kromozomlarda hangi
alan1 icerdigine bagl olarak jelde ¢ok farkli fragman kombinasyonlar1 olugabilmektedir.

Dizinin uzun olusu ve gen konversiyonlar1 tanida biyik zorluklar yaratmaktadir.

Tanidaki bu zorluklar1 asabilmek amaci ile Nyugen ve arkadaslari, FSHD tanisi igin
molekiiler kombing adi1 verilen yeni bir tan1 metodu gelistirmistir(Nguyen ve ark., 2011).
Bu metod floresan in situ hibridizasyon temelli bir yontem olup ¢oklu problar kullanarak
bdlgenin isaretlenmesine dayanmaktadir (Sekil 2.9). Daha givenilir sonuglar veren ve
Ozel cihaz gerektiren bu yontem henliz sadece Fransa’da uygulanmakta olup diger

labaratuarlar bu metodu oturtmaya ¢alismaktadir.

Sekil 2.9. FSHD tanisinda kullanilan molekiiler kombing yontemi.
(http://lwww.genomicvision.com/products/genetic-tests/fshd/ adresinden alinmustir. Erisim tarihi: 15
Aralik 2018)

Hem southern blot hem molekiiller kombing’de FSHD’nin molekiiler tanisini
koyabilmek i¢in kisalmis 4q35-D4Z4 dizisine ek olarak gosterilmesi gereken bir genetik
degisim daha mevcuttur. Bu degisim normal populasyonda 4q35°’te %50 oraninda
(Lemmers ve ark., 2007; Spurlock ve ark., 2010) bulunan; D4Z4 tekrarmna yakin bir tek
nikleotidlik polimorfizmin (SNP) varligidir. qA aleli olarak adlanidirilan bu SNP;
4q35’de bulunan D4Z4 tekrar dizisinin icinde yerlesik DUX4 mRNA’s1 igin

poliadenilasyon sinyali yaratarak DUX4 mRNA’sinin stabilize olmasini saglamaktadir
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ve 10g26°da neredeyse hi¢ goriilmemektedir (Kowaljow ve ark., 2007; Lemmers ve ark.,
2010).

4q35°te yer alan D4Z4 tekrar dizilerinin icinde tespit edilmis tek gen DUX4 retrogenidir.
Retrogen kavrami RNA’nin revers transkriptaz enzimi ile DNA’ya cevrilerek insan
genomuna sonradan girmis olan genleri kapsamaktadir. DUX4 retrogeni, 4q35°te yer
alan D4Z4 bolgesindeki her bir tekrar tinitesinin sonunda yer almaktadir ve sadece en
sondaki D4Z4 tekrar (nitesinin sonunda yer alan DUX4 geni hastalikla
iliskilendirilmektedir (Kowaljow ve ark., 2007; Snider ve ark., 2010). DUX4 geni; iKi
homedomain iceren (Lyle ve ark., 1995; Winokur ve ark., 1996) (Sekil 2.10), nukleusta
lokalize bir transkripsiyon faktoriini kodlamakta (Dixit ve ark., 2007) ve saglikli erigkin
bireylerde sadece testis dokusunda (Snider ve ark., 2010) transkribe edilirken, diger

doku ve organlarda ekspresyonu goézlenmemektedir.

A 19 78 96 149 DUX4
|

1 HD2 424

B HD1 17 . . GR[E:SAR LW P SERACRNPYTR ¥ S4GHPE IR0 IWF ON IR LRQHRR
HD2 90 GPPE[RIIKIATAIVENG TALILRAIRAKDRIFIZPEIALIAE RERNGIHPESIRIJO IWF O NI HP . ¢ oo &

8 910111213141516171819

1234586
C 5’ -CCACTAACCTAATCACACC-3’
3’ -GGTGATTGGATTAGTGTGG-5"
38373635343332313029282726252423222120

Sekil 2.10. A. DUX4 proteinin yapisi; homeodomain (HD1/HD2) bdlgeleri. B. Homeodomain
bolgelerinin aminoasit dizilimi. C. DUX4 proteininin baglandigi DNA dizilimi. (Li ve ark., 2018)

DUX4 geninin evrimsel olarak korunmus olmasi (Leidenroth ve Hewitt, 2010),
promotir1 olmasina ragmen kendine ait bir poliadenilasyon sinyalinin olmamasi
(Gabriels ve ark., 1999) ve hi¢bir FSHD hastasinda D4Z4 dizisinin tamamen silindiginin
gorilmemesi (Tupler ve ark., 1996) hastaliga sebep olan temel olayin susturulmasi
gereken bir genin fonksiyon kazanimi olduguna isaret etmektedir. Yaklasik her 1000
adet FSHD miyoblastinin ya da niikleusunun bir tanesi DUX4 mRNA’smm tamami(full
length) (fl-mRNA) veya proteini icin pozitif bulunmakta iken, kontrol grubu kulturleri
DUX4 i¢in negatif bulunmustur (Snider ve ark., 2010). Ekspresyonu bozulmus
DUX4’lin bir transkripsiyon faktorii olmas1 (Dixit ve ark., 2007), faktorlin kendisinden

ziyade ekspresyonunu degistirdigi genler ile etkisini gosterdigini diisiindiirmektedir. Bu
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diistince ile yapilmis olan ¢alismalar sonucunda, DUXA4-fI° nin ekspresyonunun
indlklenmesi kas atrofisi ile ilgili genlerin ekspresyonunun yikselmesine, anormal
goriinimlii miyotiiplerin olusmasina ve bazi hiicrelerin Olimiine sebep olmustur
(Bosnakovski, Xu ve ark., 2008; Vanderplanck ve ark., 2011). DUX4-fl bu etkisini
DNA’ya baglanarak olusturur ki DNA’ ya baglanan bdlgelerinin  mutantlart
olusturuldugunda bu etki gozlenmemektedir (Mitsuhashi ve ark., 2013).

Son yapilan c¢aligmalarda, DUX4 transkriptlerinin varyantlarmin oldugu ortaya
konmustur. Hastalikla iligkilendirilen DUX4-fl pA formunun karboksil terminalindeki
farkliliktan kaynaklanan farkli bir splice formu (Dixit ve ark., 2007; Snider ve ark.,
2010), DUX4c (olarak adlandirilmig); diger bir kaynakta ise DUX4s olarak
adlandirilmistir (Snider ve ark., 2010). Bu kisa formun kodlandig1 bdlge uzun formu
olarak bilinen DUX4-fI’in (ya da diger adiyla DUX4) kodlandig1 bolgeden farklilik
gostermektedir. 4935 bolgesindeki D474 tekrar dizinden 42 kb uzaklikta yer alan; ters
yerlesimli ve daha kisa bir D4Z4 tekrar1 daha mevcuttur (T. J. Wright ve ark., 1993). Bu
tekrar dizisi a¢ik okuma dizisi (open reading frame-ORF) icermektedir ve DUX4’¢ ¢ok
benzer olup karboksi terminalinde son 82 amino asidi yerine farkli 32 aminoasit dizilimi
iceren 47 kDa agirligindaki kisa form olan DUXA4c proteinini kodlamaktadir.
DUX4c’nin FSHD hiicrelerinde ekspresyonu iizerine yapilan bir ¢alismada; DUX4c¢ nin
her bir kas nikleusunda bulundugu gosterilmistir (Vanderplanck ve ark., 2018). Bu bilgi
DUX4’tin FSHD kas hiicre biyopsilerinde her 1000 hiicreden sadece birinde mevcut
oldugu bilgisinden (Snider ve ark., 2010) farklilik gostermektedir. Yine DUX4-fl’nin
aksine; DUX4c’nin kas hiicreleri tlizerinde direk toksik bir etkisinin olmadigi, bu
hiicrelerin morfolojilerinin normal oldugu, ancak etkisini miyojenik regilatorlerin
ekspresyonunu azaltip farklilasmayir bloke ederek olusturdugu gozlenmistir
(Bosnakovski, Lamb ve ark., 2008). Aymi g¢alismada, ¢ok diisiikk diizeylerde dahi
eksprese edilen DUXA4c’nin miyotiip formasyonunu Onleyerek kas homeostazi ve
yenilenmesine engel oldugu da tespit edilmistir (Bosnakovski, Lamb ve ark., 2008;
Ansseau ve ark., 2009). DUX4c¢ nin patojenik olduguna isaret eden benzer bir ¢caligmada
DUX4c’nin hiicre hatlarinda overekspresyonu saglanmis; genis cekirdek kiimeleri ile
beraber troponin T dagilim bozukluguna bagl, farklilasma 6zelligi gosterememis

disorganize bir fenotip ortaya c¢iktigi gozlenmistir (Vanderplanck ve ark., 2018).
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DUX4c’nin bu etkisi miyojenik faktorlerden MyoD ve Myf5” in overekspresyonu ile
dizeltilebilmektedir (Bosnakovski, Lamb ve ark., 2008). FSHD fenotipinin DUX4c
baskilanmasi yapildiginda da duzelebildigi gozlenmis, bu bilgiye dayanarak DUX4c
hedefli FSHD tedavisinin glindeme gelebilecegi one siiriilmistiir (Vanderplanck ve ark.,
2018).

Zebrafish yumurtalarinda yapilan bir ¢alismada; tim bu sonuglar ile ¢elisir sekilde,
DUX4s enjeksiyonu ile DUX4-f] sonucunda olusmasi beklenen anomalilerin dnlendigi
gozlenmistir (Mitsuhashi ve ark., 2013). Bu ¢elisen veri ¢alismanm farkli bir tiirde
yapilmis olmasiyla aciklanabilirse de bir yandan DUX4 proteininin islevselligi ile ilgili
bilgimizin hala eksik olduguna ve FSHD’deki yerini netlestirebilmek igin DUX4 ve
DUX4c ile ilgili daha fazla ¢alisma yapilmasi gerektigine isaret etmektedir.

Gen Ekspresyon Cahismalar

FSHD miyoblast hiicre hatlar1 ve hasta biopsilerinde gen ekspresyon diizeyleri ile ilgili
birgok calisma mevcuttur (Osborne ve ark., 2007; Cheli ve ark., 2011; Tsumagari ve
ark., 2011). Her ne kadar sonuglarda bir¢cok farklilik olsa da (ki bu ¢alisma kosullari,
ornek heterojenitesi gibi bircok faktorden kaynaklanabilir) bu ¢alismalar FSHD’de
birgok genin ekspresyonunda olusan degisikligi gostermektedir (Tupler ve ark., 1999;
Winokur ve ark., 2003; Celegato ve ark., 2006; Osborne ve ark., 2007; Arashiro ve ark.,
2009). Yapilan calismalarda apoptoz, embriyolojik farklilasma evreleri gibi farkh
fonksiyonlarda gorevleri olan bir¢ok gende saglikli kisilere kiyasla olusan ekspresyon
farklar1 ortaya konmustur. Farkli ¢alismalarda kesisim gosteren genler olmakla birlikte,
FSHD hastaliginda sorumlu net bir gen yakin zamana kadar tanimlanmamis; 2015
yilinda yaymlanan bir ekspresyon analizi ¢alismasi ile TGF-f (transforming growth
factor beta), HIF1-a (hypoxia inducible factor alfa) gibi birka¢ proteinde olusan
ekspresyon degisikleri bir network analizi ile incelendiginde B-kateninin merkezde rol

alan kilit protein oldugu ortaya konmustur (C. R. Banerji ve ark., 2015).
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Wnt Yolag: ve p-katenin

Fare deneylerinde yapilan ¢alismalarda, Wnt/B-katenin sinyal yoklugunun letal oldugu
bilinmektedir (Haegel ve ark., 1995). Wnt/B-katenin sinyali, miyogenez sirecinde
dermatom ve miyotom olusumu i¢in elzemdir. Ancak miyoblast gelisimi i¢in bu sinyalin
ne az ne de fazla olmamas1 gerekir; ¢linkii sinyal azliginin, PAX7 eksprese eden oncil
kas hucrelerinde miyofiber olusumunu yavaslattigi gosterilmistir (Hutcheson ve ark.,
2009) B -kateninin sinyal fazlalig1 ise kas fiberlerinin boyutunda azalma ve beraberinde
noronal faktorlerin de etkilenmmesi ile letaliteye sebep olmaktadir (Liu ve ark., 2012).
Bu sonucglar Wnt/ B-katenin sinyalizasyonunun belirli bir diizeyde tutulmasinin kas
hiicre gelisiminin dogru sonuc¢lanmasi agisindan ne kadar 6nemli oldugunu ortaya

koymaktadir.

Whnt ailesi 21 adet ligandtan meydana gelir ve kanonikal (B-katenin iligkili) ya da
kanonikal olmayan (B-katenin iliskisiz) olarak birgok fizyolojik veya patolojik yolakta
etkin rol oynamaktadir.

Wnt ligandi olmadiginda B-katenin; aktin/GSK3p (Glycogen synthase kinase 3 beta) ve
APC (Adenomatous Polyposis Coli)‘den olusan bir kompleks ile tutularak proteazom
araciligiyla yikilmaktadir (MacDonald ve ark., 2009).Wnt ligand1 varliginda ise; Wnt
FZD-LRP5 (Frizzled Low Density Lipoprotein Receptor-Related Protein 5) kompleksine
baglanarak sinyal uyarimini baslattiginda LRP5 kompleksi fosforillenmekte; daha sonra
aktin/GSK3B ve APC kompleksi bu fosforile olan LRP5 reseptoriine cekilerek, B-
katenin serbest kalmaktadir. Serbest kalan p-katenin c¢ekirdege go¢ ederck oradaki
LEF/TCF (lymphoid enhancer factor/T cell factor) transkripsiyon faktorleri ile beraber
hedef genler Uzerindeki etkisini gostermektedir (Sekil 2.11) (MacDonald ve ark., 2009).
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Sekil 2.11. Kanonikal Wnt yolagmmm; WNT varliginda ve yoklugundaki isleyisinin sematize edilmis
gorseli (Suzuki, Scruggs ve ark., 2015)

B-katenin proteini; 3’iincii kromozomun kisa kolunun p22.1 bolgesinde yer alan
CTNNBZ1(katenin-beta-1) geni tarafindan kodlanan 92 kDa agirliginda bir proteindir. Bu
proteinin iki temel fonksiyonu bulunmaktadir. Birincisi, kaderin proteinleri ile birlikte
hiicre iskeletinin 6nemli bir pargasi olan hiicre adezyon kompleksinde yer almasidir. B-
kateninin kaderinlerle olan bu iliskisi miyojenik farklilasma ve miyotiip olusmasinda rol
oynamaktadir (Kuch ve ark., 1997; Goichberg ve ark., 2001) . ikinci fonksiyonu ise; B-
katenin ayn1 zamanda Wnt yolaginda transkripsiyonel ko-aktivatér olarak; LEF/TCF
transkripsiyon faktorleri araciligiyla da miyojenik hattin farklilasmasinda (Munsterberg
ve ark., 1995; Tajbakhsh ve ark., 1998; Parker ve ark., 2003) kritik gorev Ustlenmesidir.
Miyoblastlarin ¢ogalmasinda B-katenin, Ccna2(cyclin A2) ve Cdc25c (cell division
cycle 25) genlerinin ekspresyonunu saglayarak; flizyon ve miyotip farklilasmasinda ise
Fermt2 geninin ekspresyonunu saglayarak bu gorevi iistlenmektedir (Suzuki, Pelikan ve
ark., 2015) (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12. B-katenin proteininin miyoblast, miyotiip ve miyofiber olusumasinda etkiledigi noktalar
(Suzuki, Scruggs ve ark., 2015).

Sonu¢ olarak, Wnt-B-katenin yolagi kas gelisimi tizerinde Onemli etkilere sahiptir
(Cisternas ve ark., 2014). Molekiler mekanizmalarin tamami bugln hala tam olarak
aydinlatilamamis olsa da bu yolakta olusabilecek sinyal degisikliklerinin kas hastaligi
olusumunda etkili olabilecegi bilinmektedir. Farkli muskiiler distrofilerde yapilan
caligmalarla B-katenin ile ilgili degisikliklerin kas hastaliklarinda nasil rol
oynayabilecegi gosterilmistir. Bir Ornek olarak, okiilofarengeal muskiiler distrofide
yapilan bir ¢alismada, GSK3p (Glycogen Synthase Kinase 3 Beta) inhibitori olan lityum
Klorid kullanilarak B-katenin diizeyinin artmasi saglanmis; hiicre 6liimiiniin azaldigi
gbzlenmistir (Abu-Baker ve ark., 2013). Yine Duchenne Muskiiler Distrofide yapilan bir
calismada ise 0zellikle Wnt3a iizerinden olusan B-katenin uyariminin; kollajen sentezini
arttirarak kas hiicrelerinde yaslilik ve miyopati degisikliklerinin arttigi gosterilmistir
(Trensz ve ark., 2010).

FSHD‘de ise; klinik olarak rastlanan ekstramuskiiler bulgulardan retinal vaskiiler
hastalik ve sensorinoral sagirlik mekanizmalarinda fB-kateninin rol aldigmm bilinmesi
FSHD arastirmalarinda B-katenine yonelinmesine sebep olmustur (Gurwin ve ark., 1985;
Fitzsimons ve ark., 1987; Brouwer ve ark., 1991). Ozellikle erken baslangigli FSHD
vakalarmda Coats Sendromu olarak bilinen retinal vaskiilopati de distrofiye eslik
edebilmektedir (Small, 1968; Taylor ve ark., 1982; Wulff ve ark., 1982; Gurwin ve ark.,
1985; Pauleikhoff ve ark., 1992). Yine bu vakalarda distrofi ile birlikte sensorindral
isitme kayb1 da gozlenebilmektedir (Voit ve ark., 1986). Bu ekstramuskiiler bulgularin
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bazi vakalarda FSHD’ ye eslik edisi son donemde [-katenin izerine yapilan ¢aligmalarin
sayisini arttrmistir. GJ Block ve arkadaglari tarafindan Wnt/ B-katenin yolagmm DUX4
diizeyini etkilediginin ortaya kondugu ilk molekiiler iliskilendirmeden (Block ve ark.,
2013) sonra bir network ¢alismasi olan ve DUX4 diizey degisikligi sonucunda miyoblast
hicresinin tim transkripsiyonel profilini inceleyen bir ¢alismada B-kateninin, tim
proteinler arasinda FSHD networkinlin merkez proteini oldugu ortaya konmustur (C. R.
Banerji ve ark., 2015).

B. FSHD’nin Epigenetik Altyapisi

Geleneksel genetik tanimi, tasidigimiz DNA dizilimini ifade eder. Epigenetik kavrami
ise latincede epi (iisti,disi,etrafi) anlamina gelen kavramdan tiiremistir ve DNA dizisi
disinda var olan genetik 6zellikleri/degisiklikleri tanimlamak i¢in kullanilmaktadir.
DNA dizisi degismeden meydana gelen bu degisiklikler (modifikasyonlar) daha ziyade
genlerin ekspresyon seviyelerinde degisiklik olusturarak etkilerini gostermektedir. Son
birka¢ dekadda Uzerinde ¢ok genis ¢alismalarin yapildigi epigenetik degisimler; gevre,
beslenme gibi kavramlarin genetik tizerindeki etkisinin nasil olustuguna ve ayni DNA
diziliminde bile ortaya ¢ikan kisiler arasi farkhiliklarm nasil goriilebildigine 151k
tutmaktadir. Epigenetik degisiklikler bashgi altinda yer alan konular; (1) DNA
Uzerindeki metilasyon/hidroksimetilasyon; histonlar Gzerindeki asetilasyon, metilasyon,
fosforilasyon, ubiquitinilasyon, sumolasyon, ribozilasyon ve sitrulinasyon gibi kovalent
modifikasyonlar ile (2) uzamsal kalitim ile nikleozom pozisyonlama; (3) miRNA
(mikroRNA), IncRNA (long-noncodingRNA) gibi kodlamayan RNA aile Uyeleri post-

transkripsiyonel modifikasyonlar olarak 6zetlenebilir.

Bugiine kadar yapilmis tiim bu ¢alismalar ile gelinen son noktada FSHD vakalarinin
DUX4‘lin patofizyolojiye katkismnin yiiksek oldugu bir¢ok ¢alisma ile ortaya konmus
olsa da tekrar dizilerindeki bu kisalma tek basina patofiyolojiyi agiklamada yeterli
olamamuistir. 4q35°deki D4Z4 alaninda 5 tekrar dizisi tasiyan asemptomatik vakalarin
olmas1 ya da tam tersine interzone denilen 11-12 tekrar sayist olan bireylerde FSHD
semptomlarmin ortaya ¢ikis1 ileri ¢alismalar1 gerektirmis; bu farklhiliklarin D4Z4

dizisindeki metilasyon diizeyi ile iligkili oldugu anlasilmigtir.
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DNA metilasyonunda rol oynadigi bilinen SMCHD21 (structural maintenance of
chromosomes flexible hinge domain containing 1) ve DNMT3B (DNA
Methyltransferase 3 Beta) genlerindeki mutasyonlar D4Z4 dizisinde delesyon olmayan
%5’lik dilimdeki vakalarinin bir kisminda tanimlanmis, FSHD’de epigenetik etkinin
varhigmi gostermistir. SMCHD1 geni; 18 numarali kromozomun p11.32 bolgesinden
kodlanmakta, dimer olarak fonksiyon go6rerek genomik DNA metilasyonunu
saglamaktadir (Yamanaka, Goto et al. 2004, de Greef, Lemmers et al. 2009). DNMT3B;
20 numarali kromozomda g11.21 bdlgesinde yer almakta ve bu genin Griini protein de
genomik DNA’da metilasyona neden olmaktadir. Bu iki genden herhangi biri mutasyon
tasidiginda DNA diizeyinde genel bir hipometilasyon olugsmaktadir. Eger bir birey bu
hipometilasyona ek olarak 4g35 bolgesinde gA aleli ile beraber ayn1 kromozom iizerinde
kisalmig bir D4Z4 dizisi tasiyorsa FSHD ortaya ¢ikmaktadir (Lemmers, Tawil et al.
2012)(van den Boogaard ve ark., 2016) (Sekil 2.13).

Kromozom q E

4q35.2
\/%um mRNA

CH3

(@) .
SAGLIKLI

CH3 2 CH3 CH3 -0 CH3 . CH3 CH3 CH3 CH3 . CH3 CH3
5;\ B > DUXE > DUXS > DUXS > DUXS > DUYE 7}
DUX4/§ DUX4 DUX4 DUX4 DUX4/§/ DUX4 > DUX4 DUX4 4%

D4Z4 tekrar sayisi: 11-100

CH3

DUX4 mRNA

FSHD]. CH3 CH3 CH3 CH3 CH3 CH3

% bU)'(4> DUX4 > DUX4. > DUX4b buxe

D4Z4 tekrar sayisi1:1-10

(c)FsHD2 \/@im\m\m

CH CH CH CH CH CH CH CH CH CH CH CH /

3 ( i 3 i3 3 3 3 3 3 1 3 3 3
5[ > DUX4 > DUX4 > DUX4 > DUX4 > DUX4 > DUX4 > DUX4 > DUX4[>owe || | iolomer]
/4 —
D4Z4 tekrar sayisi: >10

|hipermetilasyon CH3 |hipometilasy0r CH3

Ceren Hangiil tarafindan cizilmigtir.

Sekil 2.13. FSHD’de gosterilmis D4Z4 dizisinin tekrar sayisi ve metilasyon durumu . (a) saglikli birey, (b)
FSHD1, (c) FSHD2
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FSHD patofizyolojisinde rol oynadigi bilinen D4Z4 metilasyon profil degisimini tespit
ederek sonuca gitmeye calisilan epigenetik tan1 metodlar1 gelistirilmeye calisilmis;
FSHD1, FSHD2 ve saglikli popiilasyonu genetik olarak birbirinden ayirt edebilmek i¢in
bisiilfit dizileme adi verilen polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tabanli bir metod
gelistirilmistir. Bu metod kapsaminda; D4Z4 bolgesinin metilasyon diizeyi gosterilerek
hastaligin tanisina gidilebilecegi one siirtilmiistiir (Gaillard ve ark., 2014; Jones ve ark.,
2014). Daha kolay uygulanabilir ve daha ucuz olan bu yontemin rutine oturabilmesi igin
biraz daha zaman gerekmektedir.

LncRNA’lar ve Polikomb-Trithorax Protein Ailesinin FSHD’deki RolU

Polikomb ve Trithorax protein grubunun Uyeleri; evrimsel olarak olduk¢a korunmus
yapiya sahip olan, embriyonik-gelisimsel siiregte hiicrelerin hangi hiicre tipine
Ozellesecegini yani hiicre kaderini, epigenetik diizlemde 6nemli genlerin ekspresyon
diizeyini regule ederek kontrol eden proteinler olarak bilinmektedirler (Schuettengruber
ve ark., 2017).

LncRNA’lar proteine kodlanmayan, 200 bazdan daha uzun RNA molekiilleridir.
Epigenetik etkinin var oldugu bilinen FSHD arastirmalarinda Polikomb ve Trithorax
proteinleri IncRNA’lar ile beraber yerini almistir. Gabellini ve arkadaslarinin 2002
yilinda yaptig1 bir ¢alismada, FSHD’de tekrar dizisinin yakininda yer alan genlerin
Element (DBE) admi verdikleri 27 baz ciftini iceren diziye baglanan represor
multiprotein kompleks ile gerceklestigini gostermistir (Gabellini ve ark., 2002).
Kromatin iligkili bir IncRNA olan DBE-T(D4Z4 binding element transcript)’nin bir
Trithorax group proteini olan Ash1L(ASH1 Like Histone Lysine Methyltransferase)’i
4035 bolgesine cekerek histon 3 lizin 36 dimetilasyonu ile gen transkripsiyonunu
sagladig1 gosterilmistir (Cabianca ve ark., 2012) (Sekil 2.14).

Bu veriler; genetik olarak tekrar dizilerinde olusan kisalma ile epigenetik parametrelerin
karsilikli etkilesim i¢inde FSHD patofizyolojisine katkida bulundugunu ortaya
koymaktadir.
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Sekil 2.14. LncRNA’lar ve Polikomb-Trithorax Protein aile tyelerinin FSHD’deki gen regiilasyonu
Uzerindeki etkisinin temsili sekli (Cabianca ve ark., 2012)

MiRNA’larin FSHD’deki Roll

MiRNA’lar small-RNA adi verilen RNA ailesinin bir Gyesi olup, 19-25 nikleotit
uzunlugunda tek zincirli RNA molekilleridir ve genomun en az %1 ini
olusturmaktadirlar; bugiin i¢cin tanimlanmis 2000’den fazla miRNA bulunmaktadir
(Bartel, 2004). RNA polimeraz II enzimi aracilifiyla sentezlenmektedirler ve insan
genomundaki genlerin en az 1/3’liniin miRNA’larla etkilesiminin oldugu bilinmektedir
(Lewis ve ark., 2005). MiRNA’lar epigenetik etkilerini posttranskripsiyonel olarak
meydana getirmektedirler. Sentezlenen miRNA; {izerinde tasidigi1 dizinin eslenigi olan
hedef mRNA’larin 3’ ucuna baglanarak AGO (Argonaute) proteinlerini ortama
cekmektedir; AGO proteinleri ise sonu¢ olarak (i) ilgili mRNA’nmn yikimi, (ii)
translasyonel kompleksin ilgili mRNA Uzerindeki ilerleyisini durdurak protein sentezini
(translasyon) baskilama, (iii) ilgili mRNA’da deadenilasyon olusturma araciligiyla iig
farkli alternatif yolla bu mRNA’dan protein sentezini Onlemektedir (Huntzinger ve
Izaurralde, 2011).

RT-PCR yontemi ile yapilan bir ¢caliymada normal ve FSHD kas hiicrelerinde; 4q D474
unitesinden kaynaklanan birgok sense ve antisense transkript tanimlanmistir (Snider ve
ark., 2009). Bu calismanin sonuglarina gore; 5° UTR - govde - 3 UTR olarak ii¢ parca

olarak incelenen DUX4 transkript trininin govde bolimi ve 3 UTR’den de miRNA
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ebatl fragmanlar olugmaktadir. DUX4 <in transkipsiyonel baslangi¢ bolgesini hedef
alan siRNA ile DUX4 diizeyinin diistigii; miRNA islenmesinde rol alan DICER
(riboniikelaz III) ve AGO’nun susturulmasi sonucunda ise DUX4 miktarmin arttig
gosterilerek DUX4 diizeyinin kontroliinde miRNA’larin rol oynadig1 net olarak ortaya
konmustur (Lim ve ark., 2015).

FSHD’de miRNA profilinin ¢ikarilmasini amaglayan bir ¢alismada hem primer hem de
immortalize miyoblast hiicrelerinde miR-411 ‘in ekspresyon diizeyinde anlamli farklilik
tespit edilmistir (Harafuji ve ark., 2013). FSHD ve kontrol grubu primer miyoblastlari
tizerinde yapilan bir diger miRNome/transkriptom c¢alismasinda; FSHD grubunda 21
tanesi up-regle, 8 tanesi down-regiile olmak iizere farkli diizeyde eksprese olan 29 adet
mMIRNA tespit edilmistir. Ektopik olarak DUX4 overekspresyonu yapilan hiicrelerde 21’1
upregiile olan miRNA’larin 12 tanesinde Ortiisme olmustur (Dmitriev ve ark., 2013).
Benzer bir bagka ¢alisgmada ise; FSHD1 hastalarindan alinan biyopsiler kontrol grubu ile
kiyaslandiginda 8 miRNa (miR-330, miR-331-5p, miR-34a, miR-380-3p, miR-516b,
miR-582-5p, miR-517* and miR-625) ‘nin ekspresyon farkliligi gosterdigi ortaya
konmustur (Portilho ve ark., 2015).

Miyogenezde ¢ogalma ve farklilagsma siireclerindeki miRNA ekspresyon farkliliklarini
incelemek amaciyla NGS(next generation sequencing) ve @-PCR(quantitative
polimerase chain reaction) yontemleri kullanilarak yapilan bir c¢alismada kontrol
grubunda 34’i upregiile olmak tizere 38 adet miRNA’nin modiile oldugu ortaya
konmustur. FSHD hiicrelerinde ise bu say1 38’den daha az olmakla beraber kontrol
grubunda tespit edilemeyen, FSHD’ye spesifik 6 farkli miRNA’nin (miR-1268, -1268b,
-1908, 4258, -4508- and -4516) diizeyinin degistigi tespit edilmistir (Colangelo ve ark.,
2014). FSHD1 ve FSHD2’de farkli miRNA’larin degistigi gosterilmistir (Lim ve ark.,
2018) basit gibi gorinen bu veri klinik olarak ayni olan FSHD1 ve FSHD2 ‘nin

molekiiler mekanizmalarinin farkli olduguna isaret etmektedir.

Tani testlerine alternatif olarak kullanilabilmesi amaciyla Duchenne Muskdler Distrofi
(DMD)’de alternatif serum biyomarkerlar1 olarak tespit edilen ¢ adet (miR-1, miR-
133a, and miR-206) miRNA; 4’ kadin 4’i erkek olmak iizere toplam 8 FSHD
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hastasiin serumunda incelenmis anlamli bir fark tespit edilmemistir (Y. Matsuzaka ve
ark., 2014).

RNA interference mekanizmalar1 (hedef aliman protein mRNA’sinin inhibisyonu) ile
tedavi bulabilme amaglh patofizyoloji ¢aligmalar1 da gergeklestirilmistir. Farelerde,
DUX4’iin miRNA/antisenseRNA ile sessizlestirilmesi kas hiicrelerindeki atrofiyi
onlemektedir (Wallace ve ark., 2012).

MiRNA’lar ile yapilan bu ¢aligmalar su an igin kesisim gostermese ve ortak bir gene
isaret etmese de; miRNA’lar FSHD’de epigenetik mekanizmalardaki degisimi
destekleyen bir diger nokta olarak literatiirde yerini almaktadir.

C. FSHD’de Multifaktoriyel Altyap

FSHD’ye ait yapilmig literatiir ¢alismalar1 dikkate alindiginda patofizyolojisinde hem
genetik hem epigenetik faktorlerin i¢ ice gecerek rol oynadigi tartismasiz olarak kabul
edilebilmektedir. Bu durum “FSHD birden fazla genin etkilesmesi ve cevresel
faktorlerin etkisinin kesistigi multifaktoriyel/kompleks bir hastalik olarak kabul
edilebilir mi?” sorusunu giindeme getirmistir. Birgok ¢alisma yapilmis olmasina ragmen
bu soruya hala net bir cevap verilememesinin sebebi, hastalig1 olusturan patofizyolojinin

tam olarak ortaya konamamis olmasidir.

FSHD’ye ait molekiiler ve klinik baz1 6zellikler g6z 6niine alindiginda FSHD’nin bir
kompleks hastalik oldugu hipotezi daha agir basmaktadir. Bu 6zellikler; (1) farkli genetik
altyap1 iceren FSHD1 ve FSHD2’nin klinik olarak hig¢bir farkinin olmamasi, (ii)
hastaliktan sorumlu tutulan DUX4’ilin her bireyde farkli profilde izleniyor olmasi, (iii)
yapilan gen ekspresyon calismalarinda bireyler arasi farklilik ve tek bir aday gen
belirlenemiyor olmasi, (iv) klinikte vakalarin hicbirinde; ayni aile {liyelerinde dahi,
hastaligin kas tutulum segiciligi, hastaligin baslangi¢ yasi-seyri-siddetinin ayn1 olmamasi
olarak Ozetlenebilir. Iste tim bu noktalar FSHD arastrmalarmnin bir ileri noktaya
taginmasia sebep olmustur: FSHD’ye sahip bireylerdeki farkliliklar yapilan metilasyon
calismalar1 ile bir oranda iliskilendirilebilmigse de (Gaillard ve ark., 2014); degisik

metilasyon duzeylerini belirleyen faktorler bilinmemektedir.

24



2.4.2. FSHD ve Iskelet Kas1 Gelisimi

Viicudumuzdaki tiim iskelet kasi hiicreleri mezodermal progenitor hiicrelerin
gelisiminden olugsmaktadir. Biiyiik bir kismi1 hala tam olarak aydinlatilamamis, oldukca
karmasik ve kompleks basamaklar icermekle beraber; iskelet kasi hiicrelerinin olusumu,
temelde kas regulator faktorler (muscle regulatory factors-MRFs) adi verilen bir grup
transkripsiyon faktoriiniin ekspresyonuna baglidir. MRFler; MYOD, Myf5, MYOG,
Myf6 olmak iizere dort iiyeden olusmaktadir (Braun ve ark., 1989; Edmondson ve
Olson, 1989; W. E. Wright ve ark., 1989; Miner ve Wold, 1990). Bu faktdrler omurgasiz
canlilardaki atasal genlerin duplikasyonu ile olusmus olup memeliler arasinda yiiksek
oranda korunmusluk icermektedir. (Michelson ve ark., 1990). Bu dort transkripsiyon
faktori iskelet kasina spesifik genlerin promotirlarina baglanarak bu genlerin
transkripsiyonlarint regiile etmekte ve hiicre kaderini iskelet kasi1 yoOniinde
belirlemektedir (Berkes ve Tapscott, 2005). PAX3 ve PAX7 olarak bilinen iki
transkripsiyon faktorii, MRFler gibi iskelet kas1 gelisiminde 6nemli yer tasimaktadir.
Iskelet kas dnciilleri ve satellit hiicreler bu iki faktdriin transkripsiyonu ile karakterizedir

(Buckingham ve Relaix, 2015).

PAX genleri embriyonel gelisimde kilit rol almaktadir. PAX3 proteinini kodlayan gen 2
numarali kromozomun q36.1 bolgesinde; PAX7 proteinini kodlayan gen ise 1 numaral
kromozomun p36.13 bolgesinde yer almaktadir. Paired box adi verilen yiiksek oranda
korunmus diziler igermektedirler ve ekspresyonlar1 yer ve zaman olarak gelisimsel
dénem ile sinirli olup doku ve organlarm morfogenezinde rol oynayan transkripsiyon
faktorleridirler (Tremblay ve Gruss, 1994). igerdikleri transaktivasyon bdlgesi ile
DNA’ya baglanmaktadirlar (Sekil 2.15).

Paired Homeo-
Domain domain
[ | [ 1

Transactivation
PAX3/7 Domain (TAD)

Kromozom 2/1 !

Sekil 2.15. PAX3/7 proteinin yapisinin sematizasyonu. Her iki protein de orta kisminda bir homeodomain
ve bu homeodomainin yaninda paired domain ile transaktivasyon domaini icermektedir.
(https://www.pnas.org/content/suppl/2006/08/16/0605926103.DC1 adresinden alinmustir. Erisim tarihi: 19
Aralik 2018)
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Embriyonik miyogenez asamasinin ilk baslarinda PAX3 ve PAX7 yoklugunda onciil kas
hucreleri miyogeneze girememektedir (Relaix ve ark., 2005). PAX3*/7" hiicreler ayni
zamanda postnatal donemde olusacak olan kas hiicrelerinin de oncilleridir (Relaix ve
ark., 2005). PAX3 ve PAX7 proteinleri yapisal ve fonksiyonel olarak incelendiginde
benzerlik gostermekteyse de tam olarak ayni isleve sahip degillerdir. Farede PAX7
proteini PAX3 ile degistirildigi zaman; PAX3 noral yapilarda fonksiyonu
karsilayabilmekte iken, kas olusumu ve 6zellikle uzuv olusumunda yetersiz kalmaktadir
(Relaix ve ark., 2004). Ayrica PAX7, PAX3’den farkli olarak satellit hiicrelerde de
eksprese olmaktadir (Seale ve ark., 2000) ve kas kok hiicrelerinin sag kalimi ve
yenilenmesi igin gerekmektedir (Oustanina ve ark., 2004). Satellit hiicrelerinin hepsinde
PAX7 ekspresyonu g0zlenmemektedir. Sadece bir boluminde PAX7 pozitif
bulunmustur. Bu PAX7(+) grubun satellit hiicre havuzunu sagladig1 diisiiniilmektedir
(Olguin ve Olwin, 2004; Zammit ve ark., 2004). PAX7’nin satellit hiicrelerinde Kkritik
antiapoptotik etkisi bulunmaktadir ve PAX3 ile yer degistirildiginde antiapoptotik
etkinin PAX3 tarafindan kompanze edilememesi de bu iki protein arasindaki baska bir
farklilig1 ortaya koymaktadir (Relaix ve ark., 2006). PAX3, PAX7’den farkli olarak
miyogenez asamasindaki proliferasyondan sorumlu tutulmaktadir (Conboy ve Rando,
2002). Sonug olarak PAX3 ve PAX7 embriyogenezden itibaren iskelet kasi olusumu,
yenilenmesi gibi tiim gelisim asamalarinda role sahiptir ve biliyiik orandaki yapisal
fonksiyonel benzerliklerine ragmen birbirlerinin yoklugunu tam olarak kompanze
edemedikleri icin her ikisinin de varlig1 saglikli iskelet kasi olusumu ve yenilenmesi i¢in

elzemdir.

Bu iki transkripsiyon faktoriiniin FSHD’de arastirma konular1 arasinda yer almasinin
altinda bir¢ok sebep yer almaktadir. Bunlardan ilki sliphesiz FSHD nin bir kas hastalig1
olmas1 ve bu faktorlerin kas ve satellit hiicre gelisimindeki 6nemli proteinlerden
olmasidir. Ek olarak, PAX3 ve PAX7, DUX4 gibi homeobox ailesi iiyesidir. DUX4’{in
gen aktivasyonu olusturabilmesi i¢in C-terminali gerektirmedigi; homeodomain
bolgesinin farklilagmay1 uyarabilmek i¢in yeterli oldugu gosterilmistir (Bosnakovski ve
ark., 2017). Yine aymi caligmada, homeodomain proteinlerinin DUX4 ile DNA
bolgelerine baglanirken birbiriyle yarisip yarigmadigi incelenmis; DUX4 homeodomaini

PAX3 ve PAX?7 ile fenotipik yarigsma gostermis, ancak diger homeodomain aile liyeleri
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olan PAX6, Pitx2c, OTX1, Rax, ,Hesxl, MIXL1, Tbxl ile fenotipik yarigma
gdstermemistir. izleyen deneylerde PAX3 ve PAX7 ile detayl calismalar yapildiginda,
PAX7 homeodomaininin DUX4 homeodomaini ile yer degistirildiginde ayni islevi
gorebildigi; ayn1 DUX4 proteininde oldugu gibi PAX7’nin de C-terminali olmasa da
baglandiktan sonra gen aktivasyonu yapabildigi ortaya konmustur. Bu degisimi PAX3
ile gerceklestirdiklerinde , PAX3 ‘de var olan homeodomainin yarigma igin gerekli
oldugu ancak gen aktivasyonu icin PAX3‘c ait diger domainlerin de gerektigi
gosterilmistir. Bu sonuglar daha agirlikli olarak PAX7 olmak iizere; PAX3 ve PAX7
transkripsiyon faktorlerinin DUX4 ile yap1 benzerligi gosterdigini ve ayn hiicrede ayni
anda var olduklarmda DNA bdlgelerine yarismali olarak baglanacaklarini ortaya
koymaktadir. Bunu destekler sekilde, FSHD hastalarinin biyopsilerinde yapilmis olan bir
transkriptom ¢aligmasinda DUX4 ve PAX7’nin hedef genlerine baglanirken birbirlerini
inhibe ettigi gosterilmistir. PAX7 baskilanmasi1 ile elde ettikleri gen ekspresyon
degisimleri, DUX4’a ait hedef genlerin ekspresyonu tizerinde de ayni etkiyi gdstermistir.
PAX7’nin arttirildiginda ise DUX4 aktivasyonu ile gerceklesen apoptozisin onlendigi
gosterilmistir (C. R. S. Banerji ve ark., 2017). Bu ¢alismalardan DUX4 ve PAX7’nin

birbirinin zitt1 fonksiyona sahip oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

PAX3 ve PAX7 ‘nin FSHD arastirmalarinda ve calismamizda yer almasinin nedenleri
arasinda klinik nedenler de mevcuttur. PAX3 gen mutasyonlarmin Waardenburg
sendromuna sebep olmasi (Chen ve ark., 2018) ve ilging bir sekilde bu vakalarda
FSHD’de de rastlanabilen sagirhigin goriilmesi FSHD patofizyolojisinde PAX3’iin rol
oynayabilecegine isaret etmektedir. Yine saghkli eriskin bireylerde testesteron iliskili
genleri belirlemek i¢in yapilan bir ¢alismada DUX4 gibi PAX7°nin de hedef genler
arasmda oldugunun belirtilmesi (Gegenschatz-Schmid ve ark., 2017); sadece testiste
eksprese olan DUX4 i¢in ilging bir kesisim olusturmaktadir. Bu veriler; DUX4’iin ,
PAX3 ve PAXT ile klinik dizlemde de kesistiginin bir kanit1 olmustur.
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2.5. Calismanin Amaci

Kesif kapisini aralamis olan iki klinik bilgi; (i) kadin erkek hastalar arasindaki hastalik
siddet farki ve (ii) menapozdan sonra kadin hastalarda hastaligin siddetlenmesi
g0zlemlerinden yola ¢ikilarak 0Ostrojenin  FSHD patogenezinde 0Onemli rol
oynayabilecegi hipotezi olusturulmustur. Bu c¢alismada; FSHD’de 0Ostrojenin bir
etkisinin olup olmagmin (i) FSHD’nin vazgecilmez proteini olan her bir D4Z4 tekrar
unitesinin iginde yer alarak birgok caligsma ile patofizyolojideki etkisi gosterilmis DUX4/
(ii) gen ekspresyon ¢aligmalarinda kilit protein oldugu gosterilmis B-katenin/ (iii) iskelet
kas1 gelisiminde aktif rol alan, ayn1 zamanda DUX4’{in zit yoniinde fonksiyon gdsteren

PAX3/7 kilit proteinleri lizerinden ortaya konulmasi1 amaglanmustir (Sekil 2.16).

Calismanin Hipotezi

17-p Ostradiol

U Ostrojen reseptor B

A B-Kkatenin

* DUX4

@ PAX3/PAX7

Sekil 2.16. Calismanin Hipotezi : FSHD miyoblastlarinin 17-beta éstradiol muamelesinin B-katenin,
DUX4, PAX3/PAXT protein diizeylerini etkileyip etkilemediginin gosterilmesi
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3. GEREC ve YONTEM

Bu c¢alismada, FSHD miyoblast hiicre hatlarinda 6strojenin; FSHD hastaliginin
patofizyolojisinde rol aldigi gosterilmis olan DUX4 Kilit proteini, gen ekspresyon
caligmalarinda kesisim noktasinda oldugu tespit edilen p-katenin proteini, iskelet kas
gelisiminde merkez protein olma &zelligi ile beraber DUX4 ile ters yOnli etki
olusturdugu gosterilmis PAX3 ve PAX7 proteinlerinin ekspresyonu uUzerinde etki
olusturup olusturmadigi western blot yontemi ile incelenmistir. Bu etkinin varliginin test
edilebilmesi igin (i) 6strojen muamelesi yoklugunda (kontrol), (ii) Ostrojen muamelesi
sonrasindaki 30.dakikada, (iii) 6strojen muamelesi sonrasindaki 4.saatte olacak sekilde

Uc ana grup iizerinde deneyler gergeklestirilmistir.

Insandan elde edilmis hiicre hatlar1 iizerinde bu calismayr yapabilmek icin Akdeniz

Universitesi Etik Kurulundan onay almmistir.

3.1. Miyoblast (FSHD) hiicre soylari

Calismada kullanilan insan FSHD miyoblast hiicre hatlari; Klinik olarak FSHD
bulgularina sahip olan, molekiler olarak 4q35°te yer alan D4Z4 tekrar dizi kisalmasinin
gosterilmesi ile  FSHDI1 tanisi dogrulanmis goniillii vericilerin etkilenmis iskelet
kaslarindan biyopsi alinmasi ve bu biyopsilerdeki kas hiicrelerinin miyoblast hiicre hatti
haline getirilmesi ile olusturulmustur. Goniilliilerden biyopsi alimi ve hiicre hatt1 eldesi
Amerika Birlesik Devleti'nde yer alan Massachussets Universitesi tarafindan
gerceklestirilmis olup hiicre hatlari, ayn1 {iniversitede gorev yapan Prof.Dr.Rabi Tawil
tarafindan doktora tez arastirmasi amaciyla tarafimiza saglanmistir. Deneylerde 71
yasinda ve 63 yasinda olmak tizere iki FSHD'li erkek; 47 ve 58 yasinda olmak ftizere iki
kadin FSHD’li hastaya ait olmak {izere dort farkl hiicre hatti kullanilmistir. Bu dort
hiicre hattinin olusturulabilmesi i¢in olgulardan alinan biyopsinin hangi kas grubuna ait
oldugu, FSHD biyopsi anindaki olgularin yasi, cinsiyeti, hastaligin baglangi¢ yasi, Klinik
siddet skoru ve her olguya ait D4Z4 tekrar dizisi uzunlugu (kb) tablo 3.1 ‘de

verilmektedir.
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Tablo 3.1. Calismada kullanilan FSHD hiicre hatlarmna ait klinik ve molekiiler veriler

Bx* Cinsiyet Hastahgin CSS**  4q35 D4Z4 Bx alinan

amindaki Baslangi¢ tekrar DNA kas grubu
yas Yas1 uzunlugu
71 E 40 8 31kb A Deltoid
63 E 15 6 23 kb A Vastus Lateralis
47 K 47 0-1 19 kb A Vastus Lateralis
58 K 15 6 28 kb A Vastus Lateralis
* Bx: Biyopsi

**CSS (Clinic Severity Score): Hastaligin klinik siddeti ile ilgili bir skorlamadir. CSS formu
anlagilabilirliginin saglanabilmesi i¢in orijinal ingilizce formundan tiirkgeye gevrilerek Tablo
2.1" de paylasilmstir.

3.2. Miyablast hiicre kiltart

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Basamaklarn

Hiicre kiiltiirtiniin stirdiiriilmesindeki basamaklar1 iceren protokol; FSHD miyoblast
hiicrelerinin temin edildigi Massachussetts Universitesine ait protokoldir. Tamami

Turkceye gevrilmistir.

(JES 4/14 Rochester Universitesi, Noroloji Departmani
janet_sowden@urmc.rochester.edu) (Bu protokol; Prof.Dr.Rabi Tawil tarafindan
doktora c¢alismamizda kullanilmak iizere, hiicre hatlar1 ile beraber paylasilmistir;
https://genome.ucsc.edu/ENCODE/protocols/cell/lhuman/HSMM_HSMMtube_Crawfor

d_protocol.pdf adresinde ingilizce metni mevcuttur.)

Asagida basamaklari agiklanmis olan protokol, kullandigimiz miyoblast hiicre hatlarnin
FSHD hastalarindan alman kas biyopsisi asamasindan itibaren izlenmesi gerekli olan
tiim asamalar1 icermektedir. Miyoblast hiicre hatlari, FSHD hastalarina ait ¢calismamizda
kullanilmak {izere bize gonderildiginde halihazirda 19. basamaga kadar getirilmis olup

tez siiresince uygulanan asamalar 19. maddeden itibaren gergeklestirilmistir.

Kas Biyopsi Orneginden Primer Kiiltiir Protokolii

1. Transport amagli olan besi ortami uzaklastirilir ve 10 ml PBS (Phosphate-buffered
saline) ile biyopsi 6rnegi yikanur.

2. PBS uzaklagtirilir ve yeni 5 ml PBS ilave edilir.
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3. Biyopsi materyali steril petri kabma konulur ve iki steril bigak kullanarak kiigiik
parcalara kesilir.

4. Cok kuglk parcalara ayrilan 6rnegin tamami pipetle alinarak 15 ml’lik steril tupe
aktarildiktan sonra Uzerine 5 ml PBS ilave edilerek yikanur.

5. Doku parcagiklarinin kendiliginden sedimentasyonu saglanir ve (zerindeki PBS
aspire edilerek uzaklastirilir.

6. Doku pargagiklarinin iizerine 10 ml PBS eklenir. Tiip kapatilir ve iyice calkalanir.
Tekrar Ornegin tiipiin dibine ¢okmesi beklenilir ve iizerinde kalan PBS aspire
uzaklastirilir.

7. Bir onceki basamak iki kez tekrarlanir.

8. PBS uzaklastirilarak 1.6 ml Dispase Il ¢Ozeltisi, 2ml kollajenaz 1V ve 50 pl 0.2M
CaCl; eklenir.

9. 37°C temiz su banyosunda 15 dakika inkiibe edilir.

10. Pipetle yukar1 ve asagiya dogru 10 kere karistirilarak homojenize edilir (bu sirada
kopiik olusturmaktan kaginilmalidir) ardindan 15 dakika daha su banyosunda birakilir.
11. Karistirma islemi tekrarlanir.

12. Doku pargaciklar1 gozle bakildiginda birbirinden ayrilmamis goriiniiyorsa;
inkiibasyon ve karistirma iglemi tekrarlanir.

13. 50 mI’lik tiipiin tizerine 6nceden PBS ile 1slatilmis olan 100 um naylon hiicre filtresi
yerlestirilir.

14. Doku pargalar1 filtreden gegirilir ve 5 ml PBS ile yikanir.

15. Cokeltideki hiicreler kalacak sekilde siipernatant uzaklastirilir ve 10 ml besiyeri
eklenir.

16. Hiicreler T75 flasklarda 90 dakika bekletilir. Bu siire kontamine olmus Ornekteki
fibroblastlarin tutunmasina olanak tanir; ancak miyoblastlar tutunmaz.

17. Suspensiyon yeni bir T75 flaska aktarilir.

18. Kultir baglatildiktan sonra 3. veya 4. giinde besiyerine 1 ml F10 mediumda
¢ozlinmiis 4 pl bFGF ilave edilir, bu asamada miyoblastlar yapismamis olabileceginden

normal gérinimde olmayabilirler.
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19. 1lk giinler hiicreler yuvarlak goriiniimde ve hepsi yapismamis olabilir. Hiicrelerin
yapismasi ve diiz bir sekil almasi bir haftaya kadar siirebilir. Alinmis olan biyopsi 6rnegi
klclkse, birkag¢ gin boyunca herhangi bir hiicre gérinemeyebilir.

20. 3-4 giinde bir taze bFGF ilave edilir. Ik besiyeri degisimi eger kii¢iik hiicre odaklar1
meydana gelir ise bir hafta sonra gergeklestirilir. Eger hiicre odaklari olusmamigsa
besiyerine 3-4 glinde bir 4 pl bFGF takviyesi yapilarak hiicreler ayni besiyerinde 10 giin
siire ile tutulur. Ik besiortami degisikliginin 1 haftadan daha énce yapilmasi gerekirse
yapismayan hiicreleri kaybetmeden bu degisim yapilmalidir.

21. Daha sonra, biiyime odaklarmi gorecek asamaya gelene kadar yaklagik olarak
haftada 2 kez besiyeri degistirilir. Biiylime odaklarnin fazla buylimesine misaade
edilmez ( Clnkii fazla biiyiiyen odak miyosit farklilasmasina neden olabilir).

22. Odaklar gelistikge yeniden dagitlir. Besiyeri uzaklastirilarak 10 ml PBS ile yikanir,
kapak hafifce ortllerek PBS uzaklastirilir. 1 ml % 0.1 tripsin ilave edilerek tim yiizeye
yayilmas1 saglandiktan sonra flaska vurularak ya da flaskin inkiibatérde birakilmas ile
hicrelerin birka¢ dakika icinde yiizeyden kalkmasi saglanir. Yavasca flaskin bir yanina
vurularak mikroskop altinda hiicrelerin ayrilip ayrilmadigi kontrol edilir. Hiicreler
ayrilmigsa ayni flaska 10 ml besiyeri eklenerek inkiibatorde bekletilir.

23. Kiiltiir ortamindaki hiicreler % 60-80 yogunluga ulasana kadar biiylimesine izin
verilir. Bu yogunluga ulastiginda, bir onceki basamakta anlatildigi gibi tripsinize
edilerek 3-4 flaska dagitilir (her bir flaska 10ml besiyeri eklenir). Bu nokta 1 numarali
pasaj sayisia denk gelir.

24. Pasajlanan hiicreler % 60-80 yogunluga ulasana kadar kiiltiir bilyiitiiliir. Istenilen
yogunluk elde edildiginde her bir flask i¢cin 1 ml % 0.1 tripsin ile hiicreler kaldirilir.
Hiicreler kalktiktan sonra tripsinin aktivitesi 10 ml F10 besiyeri ile durdurulur. Hiicreler
toplanarak yavas devirde 5 dakika santriftj edilir.

25. Supernatant uzaklastirilir ve hiicre peleti dikkatli bir sekilde saklama besiyerine
aktarilir. Bu asamada; hiicre yogunluguna bagl olarak, her hiicre hatti i¢in 8-10 adet vial
olusturacak sekilde, 2-3 ml saklama(freezing) besiyeri eklenir. Bu noktadaki pasaj; 2
numarali pasajdir. Her bir hlicre hatti 1’er ml olacak sekilde cyrotiiplere aktarilir ve en
azindan bir gece veya birka¢ giin siirecek sekilde yavasca sogutulur. Uzun donem

saklanmasi gerekli ise hiicreler -196 °C’de siv1 azot tankinda tutulmalidir.
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3.2.2. Gerekli Solusyonlar
Hucre kultirinde kullanilan F10 (koruma mediumu) asagida listelenen bes bilesenden

meydana gelmektedir.

e F10 Nutrient Media (Gibco)
Fenol Red ve L-glutamin ile beraber birgok esansiyal aminoasit, vitamin, mineral gibi
bileseni iceren temel besiyeridir. Protein ya da biliylime hormonu igermediginden fotal

dana serumu(Fetal Bovine Serum-FBS) gibi ilaveler gerektirmektedir.

e %20 Fetal Bovine Serum (Gibco)
Fotal dana serumunu temel protein olarak dana serum antijeni (bovine serum antigen-
BSA) ve diger bircok proteini iceren, kiiltiir ortamindaki hiicrelerin yasamasini,
blytmesini ve bolinmesini saglayan kiiltiir bilegeni olarak bilinmektedir.
Fetal Bovine Serum 37 °C ‘de erimesi saglandiktan sonra; 56 C°’de 1s1 ile inaktivasyonu
takiben 0.22 uM por ¢apina sahip hiicre kiiltiiri uyumlu filtrelerden gegirilerek
filtrelenir. Karigimdaki son hacmi %20 oraninda olacak sekilde F10 besiyeri ortamina

ilave edilir.

e 10 ng/ml bFGF (Promega)
Insan rekombinant bFGF (basic-Fibroblast Growth Factor) ayn1 zamanda FGF-2 olarak
da bilinmektedir. Hiicre kiiltiirlinde miyoblast hiicrelerinin ¢ogalmasini saglamaktadir.
25 ug DbFGF iceren flakonun dzerine 1 ml PBS eklenerek stispanse edilir.
Homojenizasyon saglandiktan sonra 50 ml’lik stoklar hazirlanarak -20 °C’de saklanir.
Kiiltiir igin gerekli oldugunda stok eritilerek her 10 ml besiyeri icin 4 ul olacak 6lglide

besiyerine ilave edilir.

e 9%/1 Penisilin/Streptomisin (Gibco)
Penisilin/Streptomisin  antibiyotik karigimi1 hiicre kiiltiiriiniin  kontaminasyonunu
onlemek amaciyla kullanilmaktadir. 5000 Unite/mL penisilin  ve 5000 pg/mL

streptomisin iceren kKarisimdaki son hacmi %1 olacak sekilde besi ortamina ilave edilir.
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e 1 uM Dexamethazone
Dexamethazone hicre  kiltirundeki  spontan  apoptozisi 6nlemek amaciyla
kullanilmaktadir. Stok miktar1 1 uM olan dexamethazone; her 10 ml besiyeri igin 10 pl

olacak 6lgiide besi ortamina eklenir.

Besi ortamu kiiltiir islemine baslamadan once her seferinde taze olarak hazirlanir. Bu
hazirlik asagida belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir:

%20 1s1 ile inaktive olmus FBS ve %1 penisilin/streptomisin iceren F-10 besiyeri
hazirlanmistir. Hazirlanan besiyeri 0.22 uM por capina sahip hiicre kiiltiiri uyumlu
filtrelerden gecirilerek steril hale getirilmis ve 50 ml’lik steril disposable santrifiij
tiplerine boliinerek +4C°’de saklanmistir. 10 ng/ml bFGF (Promega) vel uM
dexamethazone deneyler gerceklestirilmeden hemen 0Once taze olarak besiyerine

eklenmistir.

3.2.3. islemler

FSHD miyoblast hiicreleri 10 ml F-10 besiyeri kullanilarak 75 cm?’lik flasklara
ekilmistir. %5 CO. igeren 37°C’deki inkiibatorde (Newbrunswick-Galaxy 170R)
hlcrelerin gece boyunca flasklara yapismalar1 saglandiktan sonra hiicreler gogalmasi
icin bekletilmistir. Hiicrelerin ilk ac¢ildig1r asamadan itibaren 2-3 giin siire araliklar1 ile
besiyerleri yenilenerek ¢ogalmalar1 ve tutunmalar1 7-10 giin siire ile desteklenmistir.
Petri kabindaki hiicre yogunlugunun %60-%80 degerlerine ulagmasi sonucunda; hiicre
pasajlanmasi islemi i¢in ortamdan besiyeri uzaklastirilmis hiicreler 75 cm?’lik flasklarda
2 ml fosfat tamponlu tuz c¢ozeltisi (PBS) ile yikanip 3 ml tripsin-EDTA (Etilen Diamin
Tetra Asetik asit) (%0,1) ile %5 oraninda CO- igeren etlivde(Life Technologies) 3
dakika bekletilmistir. Bu stire sonunda hucrelerin zarar gérmesini engellemek icin petri
kabma 3 ml F10 besiyeri eklenerek tripsinin aktivitesi durdurulmus ve hiicreler santrifiij
tiiptine almmustir. 1800 rpm’ de 7 dakika santrifiij gercekletirildikten sonra stipernatant
atilmig, hiicre pelletinin {lizerine 1 ml taze besiyeri eklenmistir. Pipetaj yapilarak
homojen hale getirilen hiicre siispansiyonu, hiicre sayimma hazirlanmistir. Hicre
stispansiyonundan 10 pl alinarak hemositometre kanalina aktarilmig ve iizeri lamel ile
kapatilarak hiicre saymmi gergeklestirilmistir. Hemositometrede 25 kare igin sayilan

hiicre sayist, 1 ml> deki hiicre sayisinm bulunabilmesi amaci ile 10* ile garpilmustir.
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Pasajlama sonrasinda her bir 75 cm?’lik flaska 1,5x10° hiicre ekimi gerceklestirilmis ve

10 ml besiyeri eklenerek tutunma ve ¢ogalma iglemleri tekrarlanmistir.

3.3. Protein Izolasyonu

3.3.1.Gerekli Solusyonlar

Tablo 3.2. RIPA soliisyonu igerigi

Malzeme Adi Miktari/Molaritesi/Yiizdesi
Tris-HCI (pH 7,5) 20 mM

NaCl 150 mM

Na,EDTA 1 mM

EGTA(etilenglikolbis(p-aminoetileter)) 1mM

NP-40 (nonilfenoksipolietoksiletanol) %1
Sodyum Deoksikolat %1
Sodyum Pirofosfat 2,5mM
B-gliserofosfat 1 mM
Na2VO4 1 mM
Leupeptin 1pg/ml

3.3.2. Islemler

Her hiicre hattindan 75 cm?‘lik flasklara; 1,5x10° miktarinda 3 farkli hiicre ekimi
yapilmistir. Hicreler yizeye tutunabilmeleri igcin %5 CO2’lik ortamda 37°C’de inkiibe
edilmistir. Yapisan hiicrelere 30 dakika ve 4 saat olmak tizere 10 nM ostradiol (E2)
uygulamasi yapilarak 37°C’ de %5 CO:2 igeren etiivde bekletilmistir. Kontrol grubuna
ise hicbir muamele yapilmamistir. Hicreler PBS ile yiizeyden kaldirilarak 2 dakika
13200 rpm’de ¢Oktiiriilmistiir. Bu islem flasktaki bitin hiicreler toplanana kadar tekrar
edilmigtir. Santrifiijle ¢oktiiriilen hiicrelerin iizerindeki siipernatant atilip hiicrelerin
uzerine lizis tamponu olarak RIPA solisyonu eklenmistir. RIPA soliisyon igerigi tablo
3.2°de belirtilmistir. (RIPA soliisyonuna; Ornegin iizerine eklenmeden hemen &énce

proteaz aktivitesi ile proteinlerin parcalanmasini Onlemek amaciyla PMSF
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(phenylmethylsulfonyl fluoride) eklenmistir.) Ornekler 20 dakika oda sicakliginda
calkalayicida inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda 20 dakika 13200 rpm’de
+4°C’ de santrifiij yapilmustir. Ust faz yeni ependorf tiipiine almarak protein miktar

tayini gergeklestirilmistir ve 6rnekler -80°C’ye kaldirilmistir.

3.4. Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini i¢in Bradford yontemi kullanilmustir (Bradford, 1976). Oncelikle
BSA (s1gir serum albiimini) kullanilarak standart egri ¢izilmistir. Standart egri; 1 pg/pl,
2 pg/ul, 3 pg/ul, 4 po/ul, Spg/ul BSA orneklerinin Gzerine 200 ul Bradford cozeltisi
(coomassie blue, etil alkol, fosforik asit) eklenerek 595 nm dalga boyunda absorbans
Olglilmesi ile ¢izilmistir. Daha sonra miyoblast hicrelerinden elde edilen protein
lizatlarindan 1’er pl alinip lizerlerine 200 pl Bradford ¢ozeltisi eklenerek 595 nm dalga
boyunda  absorbanslar1  belirlenmistir. Standart  olarak  kabul  edilen
absorbans/konsantrasyon egrisinin egim esitligi kullanilarak absorbans degerleri bilinen
miyoblast érneklerinin igerdigi protein konsantrasyonlari belirlenmistir. Bu asamanin
ardindan protein konsantrasyonu belirlenen 6rnekler igin; esit konsantrasyonda 6rnek

yiiklemesini saglayacak yiikleme hacimleri belirlenmistir.

3.5. Western Blot Yontemi

3.5.1. Islemler

FSHD miyoblast hiicrelerine yapilmis olan farkli siirelerdeki Ostrojen muamelesinin
Ostrojen uygulanmayan hiicrelere kiyasla etkisini gézlemleyebilmek icin protein
orneklerinde DUX4/ B-katenin /PAX3-PAX7 hedef proteinlerin ifadesinin belirlenmesi
amaciyla western blot yontemi uygulanmistir. Western blot basamaklari asagida

verildigi sekilde gerceklestirilmistir.

3.5.2. Proteinlerin Hazirlanmasi ve Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) (Sodyum Dodesil
Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi)
Jel elektroforezi icin, ylkleme (%4) ve ayirma (%12) olarak iki farkl jel hazirlanmistir.

(Kullanilan jel igerigi tablo 3.3 ve 3.4’ de verilmistir.)
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Tablo 3.3. Poliakrilamid jel bilesenleri %4 Yukleme Jeli (Stacking jel)’inin icerigi

Yiikleme Jelinde Kullanilan Miktar1(2 jel i¢in)

Kimyasallar
ddH,0 3075 pl
0,5M Tris (pH=6,8) 1250 pl
%30 akrilamid 670 pl

%10 SDS (sodyum dodesil sulfat) 50 pl
%10 APS (amonyum per silfat) 40l

TEMED 5l

Tablo 3.4. Poliakrilamid jel bilesenleri % 12 Ayirma Jeli (Seperating jel)’inin igerigi

Ayirma Jelinde Kullamlan Kimyasallar Miktar1(2 jel icin)

ddH.0 3400 pl
1,5M Tris (pH=6,8) 2500 pl
%30 akrilamid 4ml
%10 SDS (sodyum dodesil sulfat) 100 pl
%10 APS (amonyum per siilfat) 100 pi
TEMED 10 ul

Her bir miyoblast hiicre hatt1 (kontrol, 30 dakika, 4 saat) i¢in yiikleme miktarina esit
hacimde olacak sekilde 2xLaemli (Sigma Aldrich-Merck) ile karistirilmistir. 2x Laemli
soliisyonu hazir olarak temin edilmistir. Bu solusyonun igerisinde disiilfit baglarmin
yikimmi  saglayan 2-merkaptoetanol, protein denatlrasyonu ve negatif yik
kazandirilmasmi saglayan SDS (sodyum dodesil sulfat), yiklerken ve yirirken
goriilebilmeyi saglayan bromfenol mavisi, yliklerken o6rnegin kuyucuga c¢Okmesini
saglayan gliserol yer almaktadir. Elde edilen lizat yikleme Oncesi 95 °C’de 5 dakika

stire ile denatiire edilmistir.
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FSHD miyoblast hiicrelerinden kontrol, 30 dakika ve 4 saat olmak lizere {i¢ farkli 6rnek
olarak elde edilen protein lizatlar1 poliakrilamid jele 11-250 kDa araligindaki marker ile
birlikte yiiklenmistir (Sekil 3.6). Marker kiigiikten biiyiige; 11, 17, 22, 25, 32, 46, 57, 80,
100, 134, 190, 250 kDa olmak (zere on iki bant icermektedir. Tris-Gly-SDS-1X
yuritme tamponu (Hazir olarak alinan 10X Tris-Glisin-Sodyum dodesil sulfat
solisyonunun 10 kat sulandirilmasi ile hazirlanmistir) kullanilarak 80 Volt’da ylkleme
jelini gegene kadar (yaklasik 1 saat slireyle), sonrasinda ise yaklasik 100 Volt ‘da 4 saat

stireyle olmak (izere yiirtitiilmiistiir.

kDa

111

Sekil 3.1. Kullanilan belirteg (protein blylklik belirtecinin gorseli.
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/26616 sitesinden almmustir. Erisim Tarihi: 13 Aralik
2018)

3.5.3. Proteinlerin Nitroseltiléz Membrana Transferi
Poliakrilamid jelde ydrGtilen protein érnekleri iBlot2 (Life Technologies) cihazinda
nitroseliléz membrana yar1 kuru (semi-dry) metod ile 20 Volt’da 7 dakika siireyle

transfer edilmistir.

3.5.4. Bloklama
Transfer islemi tamamlandiktan sonra protein igeren nitroseliiléz membran %5’lik
yagsiz siit tozu (% 0,1 Tween 20 iceren 1x TBS) soliisyonunda 1 saat sire ile bloke

edilmistir. Soliisyonlarm igerikleri tablo 3.5’de gosterilmistir.
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Tablo 3.5. TBS (Tris buffered saline) ve TBS-T (tris buffered saline-tween 20) sollisyonu icerikleri

TBS 10x Miktar1
NaCl 88,6 gr
Tris Base 12,11 gr
pH:8 ‘e ayarlanarak , dH,O ile 1000 ml’ye
tamamlanmstir.
TBS 1x Miktar
TBS 100 ml
dH:O 900 ml
TBS-T 1x Miktar1
TBS-Tween 100 ml
dH:0 900 ml

3.5.5. Primer ve Sekonder Antikor Muamelesi

Bloklama islemi tamamlandiktan sonra membran, primer antikorlar; B-katenin rabbit
monoklonal antikor (6B3) (Cell Signaling 9582S), DUX4 rabbit monoklonal antikor
(ABCAM E5-5) ve PAX 3/7 mouse monoklonal antikor (Santa Cruz) ile 1:1000
dilisyonda +4°C’de bir gece boyunca inkiibe edilmistir. (Primer antikorlar %5’lik
yagsiz siit tozu i¢inde hazirlanmistir.) Primer antikor ile isaretleme isleminden sonra
membran 1XTBS-T ile 5 dakika olmak iizere {i¢ kere yikanmistir. Membran primer
antikorun rabbit ya da mouse olusuna gore 1:5000 dilisyonda HRP (horse radish
peroxidase) bagh anti-rabbit veya anti-mouse sekonder antikorlar ile +4°C’de 60 dakika
sireyle inkiibe edilmistir. (Sekonder antikorlar %5°lik yagsiz siit tozu iginde

hazirlanmastir.)
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Housekeeping gen drund protein olarak secilmis olan GAPDH (Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase) (Cell Signaling) ve B-aktin (Cell Signaling) igin mouse
primer antikor ile 1:1000 dilusyonda; HRP (horseradish peroxidase) birlestirilmis anti-
mouse sekonder antikor ile (Cell Signaling) 1:5000 diliisyonda ¢aligilmustir.

Sekonder antikor ile isaretleme isleminden sonra membran 1xTBS-T ile 5 dakika olmak
lizere yikanmis ve bu islem ii¢c kere tekrar edilmistir. Sonrasinda 1xTBS (igerigi tablo

3.5°de verilmistir.) ile yikanarak goriintiileme islemine hazirlanmistir.

Strip off; housekeeping proteinler ile yakin kDa agirhgindaki hedef proteinler ayni anda
incelenememistir. Bu nedenle dnce ilgili protein isartlenmis sonra strip off yapilmustir.
Strip off soliisyonu; 67,5 ml bidistile suya 20 ml SDS %10, 12,5 ml Tris HCI (pH 6,8
0,5M), 0,8 ml B-merkaptoetanol eklenerek hazirlanmistir. Islem &ncesi soliisyon
50°C’ye sitilmistir. Membran, Uzeri soliisyon ile ortiilecek sekilde 50°C’°de 45 dakika
muamele edilmis; soliisyon uzaklastirildiktan sonra, membran 1-2 saat siresince akan
musluk altinda yikanmistir. Son olarak 5 dakika TBS-T’de yikandiktan sonra

housekeeping B-aktinin primer ve sekonder antikorlar1 ile muamele edilmistir.

3.6. Goriintuleme

Bu ¢alismada HRP icerikli western blot yontemi uygulanmistir. Isimay1 elde edebilmek
icin ECL (ThermoFisher Scientific) kimyasali kullanilmistir. ECL; A (luminol) ve B
(peroksit soliisyonu) olmak tizere iki bilesenden olusmaktadir. 3 ml A bileseni ve 3 ml B
bileseni olacak sekilde 1:1 oranda karistirilarak, bu karisim membranin {istiine yayilmuis;
sonrasinda enzimatik aktivitenin gergeklesecegi sicakliga ulasabilmek amaciyla
membran aliminyum folyoya sarilarak oda sicakliginda bekletilmistir. Bu esnada ECL
soliisyonunun etkinligini kaybetmemesi i¢in ortamin karanlik olmasma dikkat edilmistir.
ECL ile 1-2 dk muamele sonrasinda membran goruntiileme cihazina alinmis sonuclar

kaydedilmistir.
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3.7. Bantlarin Kantitatif Olarak Hesaplanmasi ve Grafik Cizimi

Elde edilen western blot bantlarinin 6lgiimi igin; “Imagel” programi kullanilmistir. Bu
programda beyaz gorlntii iizerine siyah olan bantlarin siyah (zerine beyaz olacak
sekilde kontrast1 tersine gevrilmistir. Daha sonra program yardimiyla goriintiiniin alani
cizilerek, bu alan i¢indeki protein miktarma karsilik gelen piksel yogunluklari
Ol¢tilmiistiir. Bias olugsmamasi i¢in her bir bant 3 kere dl¢iilerek ortalamasi alinmistir. 3-
katenin, DUX4, PAX3/7, GAPDH ve B-aktine ait oOlgiilen bu sayisal degerler exel
dosyasina aktarilmistir. B-katenin, DUX4, PAX3/7 ve GAPDH’den elde edilen degerler
housekeeping gen olarak kullanilmig p-aktin ile oranlanarak standardize edilmis;
yiikleme ve diger kullanic1 hatalarindan kaynaklanabilecek olan biaslar bu sekilde ekarte

edilmistir.

3.8. Deneylerde Kullanilan Makina-Techizatlar
Hassas terazi (Pioneer,Ohaus),
Mikrosantrifiij(Thermoscientific, MikroCL21R),
Vorteks (JEIO TECH, Lab Companion),
Inkiibatér (Memmert),

Steril Kabin (Sconlaf Mars SafetyClasse 2),
Etiv(JEIO TECH, Lab, Companion),

Santriftj (NUve, NF800),

pH metre(Inolab pH7110),

Su banyosu (Lab Companion, JEIO TECH,Bs11),
Inverted 151k mikroskobu( nikon eclipse TS100),
Laminer flow (scanlaf-mars safety classe 2),
Otoklav (nuve steamart- OT 90L),

Dikey elektroforez sistemi (clever omnipage cvs10),

<2 2 2 2 L2 2 2 2 2 2 2 2 =2 2

Membran goriintiileme cihazi (Syngene).
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4. BULGULAR

Bu calismada, FSHD’nin klinik olarak erkeklerde daha erken baslangi¢cli olusu, daha
agir seyredisi ve kadinlarda menapozdan sonra hastaligin belirgin olarak siddetlenmesi
nedeniyle; FSHD’nin patofizyolojisinde 0strojenin koruyucu bir rol oynayabilecegi
hipotezi olusturulmustur. Literatiirde FSHD patofizyolojisindeki rolii bir¢ok ¢alismayla
ortaya konmus olan DUX4 ve B-katenin proteinleri ve DUX4 ile antagonist ¢alistigi
bilinen; miyoblast gelisim ve proliferasyonunda rol alan PAX3 ve PAX7 transkripsiyon
faktorleri hedef proteinler olarak belirlenmistir. Ostrojenin FSHD patofizyolojisinde
etken olup olmadigi ve bu proteinlerin seviyelerini etkileyip etkilemediginin
gosterilmesinin amaglandigi bu ¢alismada; 2 disi ve 2 erkek; 4 farkli FSHD hastasindan
alinan biyopsilerden elde edilmis primer miyoblast hiicre kulturlerinde 30 dakika ve 4
saat olmak (zere 10nM Ostradiol (E2)’e maruziyet sonrasi ve Ostradiol yoklugu
durumlarinda protein izolasyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen 6rneklerde western blot
yontemi aracihigiyla DUX4, B-katenin ve PAX3/PAXT7 proteinlerinin duzeyleri

belirlenmistir.

Incelenen herbir proteinin molekiiler agirhig1 ve bu calismada elde edilen sonuglarda
spesifik antikor kullanilarak elde edilen bant yerlesimleri asagida belirtildigi sekildedir
(Tablo 4.1).

Tablo 4.1. DUX4, B-katenin, PAX3/7, GAPDH, B-aktin proteinlerinin molekiil agirliklar1 ve calisma
sonucunda elde edilen yaklasik bant buyuklikleri

Molekdiler Gozlenen (vakiagik)
Agirlik Protein Yerlesimi

DUX4 45 kDa 32-46 kDa
B-katenin 92 kDa 80-100 kDa
PAX3/7 80 kDa
PAX3/7 56 kDa 46-57 kDa
PAX3/7 32-46 kDa
GAPDH 37 kDa <32 kDa
B-aktin 45 kDa 32-46 kDa
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4.1. Hiicre Kiiltiirii Bulgulan
Ostradiol mumamelesinden sonra kiiltiir ortammdaki miyoblast hiicreleri fibroblastik
goriinen uzantilarmi kaybederek, yuvarlak gorunimlu bir morfoloji kazanmistir. 30

dakika ve 4 saat E2 muamelesi, hiicre yogunlugunda azalma ile seyretmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. 71 yasindaki FSHD hastasma ait hiicrelerin E2 uygulamasi ile morfolojik gortntileri. A:
Kontrol grubu, B: 30 dakika 10 nM E2 uygulamasi, C: 4 saat 10 nM E2 uygulamasi.

4.2. 58 Yasinda Kadin Hastaya ait Hlcre Hatt1 Bulgular
Bu hiicre hattinda tutunma ¢ok diisiik diizeyde gerc¢eklesmistir. Tutunan hiicrelerde

cogalma gbdzlenememis bu nedenle ilerleyen deney asamalar1 gergeklestirilememistir.
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4.3. 71 Yasinda Erkek Hastaya ait Hlcre Hatti1 Bulgulan

4.3.1. GAPDH Proteinine ait Bulgular

71 yasindaki erkek FSHD hastasina ait FSHD miyoblast hicrelerinde housekeeping gen
(her huicrede bazal diizeyde protein sentezleyen gen) Urlinli ve ayn1 zamanda yiikleme
kontroll olarak secilen GAPDH’in protein bandi; belirtecte yer alan 32 kDa bandinin alt
hizasinda yaklasik 31,5 kDa agirhiginda izlenmistir. GAPDH antikoruna ait kontrol, 30.
dakika, ve 4. saatte elde edilen sayisal bant degerlerinin birbirine yakm degerler
olmadig tespit edilmistir. GAPDH bant yogunlugu olarak Ostradiol muamelesinin 30.
dakikasinda 60 binlik bir degerden 90 binlik bir degere artis gostererek 4. saatinde
kontrol &rneginde 58 binlik bir diizeye inmistir (Sekil 4.2). Ik deneyde elde edilen bu
sonug; FSHD miyoblastlarmda GAPDH gen (rlini proteininin ekspresyonunun
ostrojenden etkilendigini diislindiirmiistiir. Bu nedenle diger hiicre hatlarinda
housekeeping proteini olarak GAPDH c¢alisilmamis; ilerleyen siiregte [-aktin ile

deneylere devam edilmistir.

100,000 90,190

80,000
62,433 58,900
60,000
40,000

20,000

0
K 30dk 4 sa

Sekil 4.2. 71 yagindaki erkek FSHD hastasina ait miyoblast hiicrelerinde E2 maruziyeti ile zamana bagh
GAPDH ekspresyonunun western blot yontemiyle gosterilmesi. i) K (kontrol-E2 yoklugunda) , ii) 30 dk
(30 dakika 10 nM E2 maruziyeti) ve iii) 4 sa (4 saat 10 nM E2 maruziyeti) sonrasmnda elde edilen
sonuglar. Hiicre gruplari RIPA lizis tamponunda homojenize edilmis, 50 pg hiicre lizati %10°luk
poliakrilamid jelde yiiriitiilmiis, nitroselill6z membran GAPDH antikoru ile isaretlenmistir. Western blot
sonucunda GAPDH protein bandi ImageJ programinda piksel olarak oOlciilmiis ve sayisal bir degere
cevrilmigtir.
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71 yasindaki erkek hasta 6rneginde bir sonraki deneyde B-aktin proteinin housekeeping
gen irlni olarak kullanilip kullanilamayacagini gosterebilmek amaciyla p-aktin ile
beraber tekrar GAPDH proteini ¢alisilmistir. Hiicrelere i) Kontrol grubu E2 yoklugunda,
ii) 30 dakika 10 nM E2 maruziyeti ve iii) 4 saat 10 nM E2 maruziyeti yapilmistir. -
aktin proteinine ait kontrol, 30 dakika ve 4. saatteki sayisal degerler incelendiginde her
biri yaklasik 80-90 bin araliginda degerler icerecek sekilde birbirine yakin sonuglar
gOzlenmistir (Sekil 4.3).

Fraktil e s o e

95,000
89,522
90,000
80,000
75,000
K 30 dk 4 sa

Sekil 4.3. 71 yagindaki erkek FSHD hastasina ait miyoblast hicrelerinde E2 maruziyeti ile zamana bagh
B-aktin ekspresyonunun western blot yontemiyle gosterilmesi. i) K (kontrol-E2 yoklugunda) , ii) 30 dk (30
dakika 10 nM E2 maruziyeti) ve iii) 4 sa (4 saat 10 nM E2 maruziyeti) sonrasinda elde edilen sonuglar.
Hiicre gruplar1 RIPA lizis tamponunda homojenize edilmis, 50 g hiicre lizat1 %10’luk poliakrilamid jelde
yiriitiilmiis ve nitroseliiloz membrana aktarilmistir. Membran B-aktin ve GAPDH antikorlari ile
isaretlenmistir. Elde edilen western blot bantlarinin piksel yogunluklari ImageJ programi yardimiyla
olciilerek sayisal degerlere gevrilmistir.
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GAPDH proteininin E2’den etkilendigini ortaya koyabilmek amaciyla; GAPDH’in elde
edilen kontrol, 30. dakika, 4. saatteki GAPDH sayisal degerleri; p-aktinin kontrol, 30.
dakika, 4. saat sayisal degerlerine oranlanmistir. Sonug¢ olarak; GAPDH proteininin
oOstradiol maruziyetinin 30. dakikasinda hafif bir artis gosterdigi; 4.saatte ise azalarak
sifirlandig1 tespit edilmistir (Sekil 4.4).

GAPDH —3 e S

B-aktin ==3> s S
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Sekil 4.4. 71 yagindaki erkek FSHD hastasina ait miyoblast hicrelerinde E2 maruziyeti ile zamana bagh
GAPDH ekspresyonunun western blot yontemiyle p-aktin ekspresyonuna oranlanarak gosterilmesi. i) K
(kontrol-E2 yoklugunda) , ii) 30 dk (30 dakika 10 nM E2 maruziyeti) ve iii) 4 sa (4 saat 10 nM E2
maruziyeti) sonrasinda elde edilen sonuglar. GAPDH antikoru ile elde edilen kontrol, 30.dakika.ve 4.saat
sayisal degerleri; B-aktin antikoru ile elde edilen kontrol, 30.dakika, 4.saat sayisal degerlerine
oranlanmustir.
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4.3.2. DUX4 Proteinine ait Bulgular

71 yasindaki erkek FSHD hastasina ait miyoblast hticrelerinde DUX4 protein duzeyleri
E2 muamelesi sonrasi 30. dakikada artis gOstermis; 4. saatte baslangi¢ diizeyine yakin
bir degere ulasmistir. Ancak standardizasyon yapilmadigi i¢in bu sonug giivenilir kabul
edilmemistir. DUX’lin bu sonucunun paylasilmasia sebep olan nokta; 30. dakikada
gozlenen bandin daha kiiciik kDa diizeyinde yer almasi; 4. saatte ise hem kontrol
orneginde gozlenen hem de 30. dakika 6rneginde gbzlenen bant hizasinda olmak Uzere
¢ift bant gorintislniin varligidir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. 71 yasindaki erkek FSHD hastasina ait miyoblast hiicrelerinde E2 varliginda zamana bagh
DUX4 ekspresyonunun western blot yontemi ile gosterilmesi. i) K (kontrol-E2 yoklugunda) , ii) 30 dk (30
dakika 10 nM E2 maruziyeti) ve iii) 4 sa (4 saat 10 nM E2 maruziyeti) sonrasinda elde edilen sonuglar.
Hiicre gruplar1 RIPA lizis tamponunda homojenize edilmis, 50 g hiicre lizat1 %10’luk poliakrilamid jelde
yurutiilmiistiir. Nitroseliilloz membrana transfer isleminden sonra membran; belirtecte yer alan 57 kDa
hizasindan kesilerek tist kistm DUX4 antikoru ve alt kissm GAPDH antikoru ile isaretlenmistir. Elde
edilen western blot bantlarinin piksel yogunluklari ImageJ programi yardimiyla Slgiilerek sayisal degerlere
cevrilmistir. DUX4’lin ilk deneyde elde edilen sayisal degerleri; ayn1 deneyde housekeeping olarak
kullanilan GAPDH E2’den etkilendigi i¢in standardizasyon yapilmadan paylagilmistir.
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Ikinci DUX4 sonucu olarak 71 yasindaki erkek FSHD hastasma ait miyoblast

hicrelerinde; DUX4 proteininin E2 maruziyetinin 30.dakikasinda ¢ok hafif derecede bir

artigla neredeyse ayni kaldigi;, 4.saatte ise azalarak sifirlandig: tespit edilmistir (Sekil

4.6).
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Sekil 4.6. 71 yasindaki erkek FSHD hastasina ait miyoblast hlcrelerinde E2 varhiginda zamana bagh
DUX4 ekspresyonunun western blot yontemi ile p-aktin ekspresyonuna oranlanarak gosterilmesi. i) K
(kontrol-E2 yoklugunda) , ii) 30 dk (30 dakika 10 nM E2 maruziyeti) ve iii) 4 sa (4 saat 10 nM E2
maruziyeti) sonrasinda elde edilen sonuglar. Hiicre gruplart RIPA lizis tamponunda homojenize edilmis,
50 pg hiicre lizati %10’luk poliakrilamid jelde yiiriitiilmiistir nitroseliiloz membrana aktarilmigtir.
Membran o6nce DUX4 antikoru ile isaretlenmisti. DUX4 ve B-aktin yakin kDa agirligina sahip
olduklarindan &tiirii strip off islemi gergeklestirilmis; daha sonra B-aktin antikoru ile isaretlenmistir. Elde
edilen western blot bantlarinin piksel yogunluklari ImageJ programi yardimiyla 6l¢iilerek sayisal degerlere
cevrilmistir. DUX4 antikoru ile elde edilen kontrol, 30.dakika.ve 4.saat sayisal degerleri; f-aktin antikoru
ile elde edilen kontrol, 30.dakika, 4.saat sayisal degerlerine oranlanmistir.
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4.3.3. p-katenin Proteinine ait Bulgular

71 yasindaki erkek FSHD hastasina ait miyoblast hicrelerinde 6stradiol muamelesi

sonrast 30. dakikada ve 4. saatte B-katenin protein yogunlugunda azalma izlenmistir.

Ancak housekeeping protein ile standardizasyon yapilmadigi i¢in bu sonug¢ azalma

olarak kabul edilmemistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. 71 yasindaki erkek FSHD hastasina ait miyoblast hiicrelerinde E2 varliginda zamana bagli -
katenin ekspresyonunun western blot yontemi ile gosterilmesi. i) K (kontrol-E2 yoklugunda) , ii) 30 dk
(30 dakika 10 nM E2 maruziyeti) ve iii) 4 sa (4 saat 10 nM E2 maruziyeti) sonrasinda elde edilen
sonuglar. Hicre gruplart RIPA lizis tamponunda homojenize edilmis, 50 pg hiicre lizati %10°luk
poliakrilamid jelde yiiriitilmiistiir. Nitroseliill6z membrana transfer isleminden sonra membran; belirtecte
yer alan 57 kDa hizasindan kesilerek iist kisim B-katenin antikoru ve alt kisim GAPDH antikoru ile
isaretlenmistir. Elde edilen western blot bantlarinin piksel yogunluklari ImageJ programi yardimiyla
Olgiilerek sayisal degerlere cevrilmistir. B-kateninin ilk deneyde elde edilen bu sayisal degerleri, ayni
deneyde housekeeping olarak c¢alisilan GAPDH o6stradiolden etkilendigi i¢in standardizasyon yapilmadan

paylasilmistir.
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Bu deney diizeneginde dogru housekeeping protein olan [-aktin ile tekrar
gerceklestirilen deneyde; 71 yasindaki erkek FSHD hastasina ait miyoblast hiicrelerinde
B-katenin 30.dakikada biiylik bir degisiklik teskil etmeyecek sekilde hafif bir artis
sergilemistir. Hem p-aktin, hem B-kateninde 4. saat 6rneginde gozlenen yikleme hatasi

nedeniyle 4. saat sonucu incelemeye dahil edilmemistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. 71 yasindaki erkek FSHD hastasina ait miyoblast hicrelerinde E2 varliginda zamana bagli -
katenin ekspresyonunun western blot yontemi ile B-aktin ekspresyonuna oranlanarak gosterilmesi. i) K
(kontrol-E2 yoklugunda) , ii) 30 dk (30 dakika 10 nM E2 maruziyeti) ve iii) 4 sa (4 saat 10 nM E2
maruziyeti) sonrasinda elde edilen sonuglar. Hiicre gruplari RIPA lizis tamponunda homojenize edilmis,
50 pg hiicre lizat1 %10°luk poliakrilamid jelde yiiriitiilmistiir. Nitroseliilloz membrana transfer isleminden
sonra membran; belirtegte yer alan 57 kDa hizasindan kesilerek {ist kisim B-katenin antikoru ve alt kisim
B-aktin antikoru ile igaretlenmistir. Elde edilen western blot bantlarmin piksel yogunluklari Imagel
programi yardimiyla Olgiilerek sayisal degerlere gevrilmistir. B-katenin antikoru ile elde edilen kontrol,
30.dakika ve 4.saat sayisal degerleri; B-aktin antikoru ile elde edilen kontrol, 30.dakika. 4.saat sayisal
degerlerine oranlanmistir.
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4. saatte sonug elde edilemediginden B-katenin proteini tekrar ¢alisilmistir. 71 yasindaki
erkek FSHD hastasina ait miyoblast hticrelerinde B-katenin 30.dakikada hafif bir artis
sergilemis; 4.saatte kontrol Orneginin altina diismeyecek diizeyde hafif bir azalma

izlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. 71 yasindaki erkek FSHD hastasina ait miyoblast hiicrelerinde E2 varliginda zamana bagli -
katenin ekspresyonunun western blot yontemi ile B-aktin ekspresyonuna oranlanarak gosterilmesi. i) K
(kontrol-E2 yoklugunda) , ii) 30 dk (30 dakika 10 nM E2 maruziyeti) ve iii) 4 sa (4 saat 10 nM E2
maruziyeti) sonrasinda elde edilen sonuglar. Hiicre gruplart RIPA lizis tamponunda homojenize edilmis,
50 pg hiicre lizat1 %10°luk poliakrilamid jelde yiiriitiilmiistiir. Nitroselilloz membrana transfer isleminden
sonra membran; belirtegte yer alan 57 kDa hizasindan kesilerek {ist kisim B-katenin antikoru ve alt kisim
B-aktin antikoru ile igaretlenmistir. Elde edilen western blot bantlarinin piksel yogunluklari ImagelJ
programi yardimiyla Olgiilerek sayisal degerlere gevrilmistir. B-katenin antikoru ile elde edilen kontrol,
30.dakika ve 4.saat sayisal degerleri; B-aktin antikoru ile elde edilen kontrol, 30.dakika ve 4.saat sayisal
degerlerine oranlanmistir.
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4.3.4. PAX3 ve PAXT Proteinlerine ait Bulgular
71 yasindaki erkek FSHD hastasina ait miyoblast hicrelerinde 80 kDa PAX3/7
proteininin Ostradiol maruziyetinin 30. dakikasinda ¢ok hafif derecede bir artisla

neredeyse ayni kaldig1; 4.saatte ise azalarak sifirlandig tespit edilmistir (Sekil 4.10A).

< =
PAX3/780kDa = 3

B-aktin =3 G ——

1.400 1.186 1.262
1.200

1.000
0.800
0.600
0.400
0.200
0.000

0.000

K 30 dk 4 sa

Sekil 4.10A. 71 yasindaki erkek FSHD hastasina ait miyoblast hlcrelerinde E2 varliginda zamana bagli 80
kDa PAX3/7 ekspresyonunun western blot yontemi ile p-aktin ekspresyonuna oranlanarak gosterilmesi. i)
K (kontrol-E2 yoklugunda) , ii) 30 dk (30 dakika 10 nM E2 maruziyeti) ve iii) 4 sa (4 saat 10 nM E2
maruziyeti) sonrasinda elde edilen sonuglar. Hiicre gruplar1 RIPA lizis tamponunda homojenize edilmis,
50 pg hiicre lizati %10’luk poliakrilamid jelde yiiriitiilmiistir nitroseliiloz membrana aktarilmigtir.
Membran 6nce PAX3/7 antikoru ile isaretlenmistir. PAX3/7 ve B-aktin yakin kDa agirligma sahip
olduklarindan otiirii strip off islemi gergeklestirilerek B-aktin antikoru ile isaretlenmistir. Elde edilen
western blot bantlarinin piksel yogunluklari Image] programi yardimiyla olgiilerek sayisal degerlere
cevrilmistir. PAX3/7 antikoru ile elde edilen kontrol, 30.dakika ve 4.saat sayisal degerleri; B-aktin
antikoru ile elde edilen kontrol, 30.dakika ve 4.saat sayisal degerlerine oranlanmistir.
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56 kDa PAX3/7 proteininde kontrol 6rnegi ve E2 maruziyetinin 30. dakikasinda
ekspresyon gozlenmezken; 4.saatte ise 56 kDa PAX3/7 ekspresyonu belirlenmistir
(Sekil 4.10B).
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Sekil 4.10B. 71 yasindaki erkek FSHD hastasina ait miyoblast hicrelerinde E2 varliginda zamana bagl 56
kDa PAX3/7 ekspresyonunun western blot yontemi ile p-aktin ekspresyonuna oranlanarak gosterilmesi. i)
K (kontrol-E2 yoklugunda) , ii) 30 dk (30 dakika 10 nM E2 maruziyeti) ve iii) 4 sa (4 saat 10 nM E2
maruziyeti) sonrasinda elde edilen sonuglar.
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45 kDa PAX3/7 proteini, 0strojen maruziyetinin 30. dakikasindan baslayarak azalma

gostermis; 4.saatte ise sifirlandig: tespit edilmistir (Sekil 4.10C).
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Sekil 4.10C. 71 yasindaki erkek FSHD hastasina ait miyoblast hlcrelerinde E2 varliginda zamana baglh 45
kDa PAX3/7 ekspresyonlarinin western blot yontemi ile B-aktin ekspresyonuna oranlanarak gosterilmesi.
i) K (kontrol-E2 yoklugunda) , ii) 30 dk (30 dakika 10 nM E2 maruziyeti) ve iii) 4 sa (4 saat 10 nM E2

maruziyeti) sonrasinda elde edilen sonuglar.
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4.4. 63 Yasinda Erkek Hastaya ait Hlcre Hatt1 Bulgulan

4.4.1. DUX4 Proteinine ait Bulgular

Bu hiicre hattinda; B-aktin ekspresyonu mevcut oldugu durumda DUX4 bant gorintlsu
tespit edilememistir. DUX4 ve B-aktinin molekiiler agirliklar1 yakin oldugu i¢in; -aktin
strip off sonrasi ¢aligilmistir. Bant bulunmayan bos DUX4 membran goérseli, marker-
DUX4 ve pB-aktin proteinlerinin ayni membran iizerinde gosterilmesi mumkin

olamayag i¢in paylasilmamistir.

4.4.2. B-katenin Proteinine ait Bulgular
63 yasindaki erkek FSHD hastasina ait miyoblast hiucrelerinde B-katenin proteininde

30.dakika ve 4.saate giden slrecte belirgin artis gézlenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. 63 yasindaki erkek FSHD hastasina ait miyoblast hiicrelerinde E2 varliginda zamana bagh -
katenin ekspresyonunun western blot yontemi ile B-aktin ekspresyonuna oranlanarak gosterilmesi. i) K
(kontrol-E2 yoklugunda) , ii) 30 dk (30 dakika 10 nM E2 maruziyeti) ve iii) 4 sa (4 saat 10 nM E2
maruziyeti) sonrasinda elde edilen sonuglar. Hiicre gruplart RIPA lizis tamponunda homojenize edilmis,
50 pg hiicre lizat1 %10°luk poliakrilamid jelde yiiriitiilmistiir. Nitroseliill6z membrana transfer isleminden
sonra membran; belirtegte yer alan 57 kDa hizasindan kesilerek iist kisim p-katenin antikoru ve alt kisim
B-aktin antikoru ile isaretlenmistir. Elde edilen western blot bantlarinin piksel yogunluklari Imagel
programi yardimiyla Olgiilerek sayisal degerlere ¢evrilmistir. B-katenin antikoru ile elde edilen kontrol,
30.dakika ve 4.saat sayisal degerleri; B-aktin antikoru ile elde edilen kontrol, 30.dakika ve 4.saat sayisal
degerlerine oranlanmistir.
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4.4.3. PAX3/7 Proteinine ait Bulgular

63 yasindaki erkek FSHD hastasia ait miyoblast hucrelerinde yalnizca 45 kDa PAX3/7
proteini tespit edilmis; 45 kDa’luk formun E2 maruziyetinin 30. dakikasinda ¢ok hafif
derecede bir artisla neredeyse ayni kaldigi; 4.saatte artis gosterdigi belirlenmistir (Sekil

4.12).
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Sekil 4.12. 63 yasindaki erkek FSHD hastasma ait miyoblast hiicrelerinde E2 varliginda zamana bagl 45
kDa PAX3/7 ekspresyonunun western blot yontemi ile p-aktin ekspresyonuna oranlanarak gosterilmesi. i)
K (kontrol-E2 yoklugunda) , ii) 30 dk (30 dakika 10 nM E2 maruziyeti) ve iii) 4 sa (4 saat 10 nM E2
maruziyeti) sonrasinda elde edilen sonuglar. Hiicre gruplar1 RIPA lizis tamponunda homojenize edilmis,
50 pg hiicre lizatt %10’luk poliakrilamid jelde yiiriitiilmiis ve nitroselilloz membrana aktarilmustir.
Membran 6nce PAX3/7 antikoru ile isaretlenmistir. PAX3/7 ve B-aktin yakin kDa agirligma sahip
olduklarindan &tiirii strip off islemi gergeklestirilmis; daha sonra B-aktin antikoru ile isaretlenmistir. Elde
edilen western blot bantlarinin piksel yogunluklari ImageJ programi yardimiyla 6lgiilerek sayisal degerlere
cevrilmistir. PAX3/7 antikoru ile elde edilen kontrol, 30.dakika ve 4.saat sayisal degerleri; B-aktin
PAX3/7 antikoru ile elde edilen kontrol, 30.dakika ve 4.saat sayisal degerlerine oranlanmistir.

4.5. 47 Yasinda Kadin Hastaya ait Hlicre Hatt1 Bulgular

4.5.1. DUX4 Proteinine ait Bulgular

Bu hiicre hattinda DUX4 ekspresyonu izlenmemistir; p-aktin ekspresyonu mevcut
oldugu durumda DUX4 bant goriintiisii tespit edilememistir. Bant bulunmayan bos
DUX4 membran gorseli, marker-DUX4 ve p-aktin proteinlerinin ayni membran

Uzerinde gosterilmesi miimkiin olamayag1 i¢in paylagilmamustir.
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4.5.2. p-katenin Proteinine ait Bulgular
47 yasindaki kadin FSHD hastasina ait miyoblast hiicrelerinde 30. dakikadan baslayarak
B-katenin belirgin bir artis ile seyretmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. 47 yasindaki kadin FSHD hastasina ait miyoblast hiicrelerinde E2 varliginda zamana baglh -
katenin ekspresyonunun western blot yontemi ile B-aktin ekspresyonuna oranlanarak gosterilmesi. i) K
(kontrol-E2 yoklugunda) , ii) 30 dk (30 dakika 10 nM E2 maruziyeti) ve iii) 4 sa (4 saat 10 nM E2
maruziyeti) sonrasinda elde edilen sonuglar. Hiicre gruplart RIPA lizis tamponunda homojenize edilmis,
50 pg hiicre lizat1 %10°luk poliakrilamid jelde yiiriitiilmiistiir. Nitroseliilloz membrana transfer igleminden
sonra membran; belirtegte yer alan 57 kDa hizasindan kesilerek {ist kisim B-katenin antikoru ve alt kisim
B-aktin antikoru ile igaretlenmistir. Elde edilen western blot bantlarmin piksel yogunluklari ImagelJ
programi yardimiyla Olgiilerek sayisal degerlere gevrilmistir. B-katenin antikoru ile elde edilen kontrol,
30.dakika ve 4.saat sayisal degerleri; B-aktin antikoru ile elde edilen kontrol, 30.dakika ve 4.saat sayisal
degerlerine oranlanmistir.

57



4.5.3. PAX3/7 Proteinine ait Bulgular

47 yasmdaki kadin FSHD hastasina ait miyoblast hicrelerinde yalnizca 45 kDa PAX3/7
proteini tespit edilmis; 45 kDa’luk formun 6strojen maruziyetinin 30. dakikasindan
itibaren 4.saate kadar giderek azaldig1 izlenmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. 47 yasindaki kadin FSHD hastasima ait miyoblast hiicrelerinde E2 varliginda zamana bagl 45
kDa PAX3/7 ekspresyonunun western blot yontemi ile -aktin ekspresyonuna oranlanarak gosterilmesi. i)
K (kontrol-E2 yoklugunda) , ii) 30 dk (30 dakika 10 nM E2 maruziyeti) ve iii) 4 sa (4 saat 10 nM E2
maruziyeti) sonrasinda elde edilen sonuglar. Hiicre gruplart RIPA lizis tamponunda homojenize edilmis,
50 pg hiicre lizatt %10’luk poliakrilamid jelde yiiriitiilmiis ve nitroselilloz membrana aktarilmustir.
Membran 6nce PAX3/7 antikoru ile isaretlenmistir. PAX3/7 ve B-aktin yakin kDa agirligina sahip
olduklarindan &tiirii strip off islemi gergeklestirilmis; daha sonra B-aktin antikoru ile isaretlenmistir. Elde
edilen western blot bantlarinin piksel yogunluklari ImageJ programi yardimiyla 6lgiilerek sayisal degerlere
cevrilmistir. PAX3/7 antikoru ile elde edilen kontrol, 30.dakika ve 4.saat sayisal degerleri; B-aktin
antikoru ile elde edilen kontrol, 30.dakika ve 4.saat sayisal degerlerine oranlanmistir.
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5. TARTISMA

FSHD; yiiz, skapula, kol, bacak kaslarmin asimetrik ve ilerleyici tutulumuyla seyreden
(Tawil, 2008), mortaliteye sebep olmayan ancak morbiditeyi ciddi 6lciide etkileyen,
genis bir yelpazede farkli klinik bulgularla gozlenebilen, otozomal dominant kalitim
gosteren bir distrofi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kas hastaliklar1 arasinda yaklasik
1:7500 siklikla, en sik gorilen Gglinct distrofi olarak yerini almaktadir (Denny ve
Heather, 2017).

Genetik ve epigenetik bir¢ok ¢alisma géz oniine alindiginda FSHD nin klinik 6zellikler1
ve iliskili molekiiler alt yapis1 hala tam olarak aydinlatilamamustir. 4935 bdlgesinde yer
alan D4Z4 tekrar dizilerinin azalmasi ya da bu bdlgedeki mevcut metilasyon azalmasmin
hastaligin siddetini arttirdigi bilinse de (Gaillard ve ark., 2014; Jones ve ark., 2014);
klinigin olduk¢a farkli yelpazede seyrettigi goriilmektedir; i) klinik bulgularin ortaya
ciktig1 yas, ii) ilk bulgu veren kas grubu (ylz, scapula, biceps, triceps, tibialis anterior
kaslarindan herhangi biri olabilir), iii) hastaligin siddeti ve iv) hastaligin seyri her bir
vakada kendine 06zgl bir oriintiide ortaya ¢ikmaktadir. Ayni tekrar sayisina sahip aile
bireylerinde dahi hastaligin farkli bir driintii sergiledigi gézlenmektedir. Ozellikle kadin
ile erkek FSHD vakalar1 arasinda belirgin farkliliklar dikkat ¢ekmektedir. Erkek FSHD
vakalarinda hastaligin daha erken yasta ortaya ¢ikip daha hizli progresyon gostermesi
(Lin ve ark., 2015) FSHD’de hormonlarin etkili olabilecegini diistindiirmiistiir.
Kadinlarda menapozun bir déniim noktasi yaratarak; menapoz ile beraber hastaligin
siddetlenerek ilerlemesi ise etkili olabilecegi diisiiniilen hormonlar arasinda 6zellikle
Ostrojeni akla getirmis ve patofizyolojik siregte onemli bir rolii olabilecegine isaret

etmistir.

Bu tez projesi, Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan TDK-2016-1460 proje numarasi ile desteklenmis; 2016 yilinda kabul edilmis
olup ilgili tarihte orjinal bir hipotez olarak sunulmustur. Ancak deneyler tamamlanip tez
yazim asamasina gelinme siirecine kadar konu ile ilgili yayimlanan ¢aligmalar olmustur.
Bu c¢alismalardan ilkinde meme kanserine yakalanmis ve anti-6strojenik tedavi alan

FSHD vakalarinda, FSHD’nin siddetlenerek ilerledigi gosterilmistir, bu siddetlenme
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anti-ostrojenik tedavi almayan diger vakalarda gozlenmemistir (Teveroni ve ark., 2017).
Ostrojenin etkisini molekiler olarak test etmeyi amaclayan ayni calismada FSHD
hiicreleri farklilagsma asamasinda Ostradiole maruz birakilmis ve olusan degisiklikler
incelenmistir. DUX4 diizeyinin dstradiol muamelesi ile degismedigi ancak DUX4 hedef
genlerinin ekspresyonunun azaldigi gozlenmistir. Ostrojen bu etkisini, DUX4’{in hedef
genleri Uzerinde transkripsiyonel aktivasyonun bir gdstergesi olan histon 3’tin 4.’cii
lizinindeki trimetilasyonu (H3[Lys4]) azaltarak gergeklestirmistir (Teveroni ve ark.,
2017). Bu calisma bir oOlgiide bilinen 06strojen ve metilasyon iliskisinin  FSHD

hlcrelerindeki 4935 D4Z4 bolgesi igin de gegerli oldugunu ortaya koymustur.

Klinik bir ¢alismada ise 6mur boyu 6strojen maruziyeti ile FSHD siddeti direkt olarak
iliskilendirilememis (Mul ve ark., 2018); fakat diger hormonlarla kompleks etkilesiminin
etkisinin diglanamayacagi belirtilmistir. T47D meme kanseri hiicreleri Gizerinde yapilan
molekiiler ¢alismada DUX4, progesteron reseptorunin, ligand 1ile uyarilan
transkripsiyonel aktivasyonunu inhibe etmis; tam tersi sekilde progesteron, testesteron
ya da oOstrojen ile muamele edilen hicreler ise DUX4 toksisitesinden
korunmustur(https://www.fshsociety.org/assets/pdf/FSHSociety FSHD IRC_21220cto

ber2013FullProgramAbstracts_Proof.pdf). Bu ¢alismanin bulgular;; FSHD hicre
hatlarina 6strojen muamelesi yapilarak Ostrojenin koruyucu oldugu ortaya konmus olan

diger calismay1 (Teveroni ve ark., 2017) destekler niteliktedir.

Calismamizda, literatiir bilgileri 1s18inda ve FSHD hastalarinda gozlemlenen kadin-
erkek arasindaki klinik farkliliktan yola ¢ikarak; Ostrojenin FSHD patofizyolojisinde
etkisi olup olmadiginin ortaya konulmasi amacglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda,
literatiirde FSHD patofizyolojisinde rol oynadigi gosterilmis Kilit proteinler olan dort
farkli transkripsiyon faktorii belirlenmistir. Bu Kilit transkripsiyon faktorleri; (i) tekrar
dizi kisalmasinin gergeklestigi bolgede yer alan ve FSHD’deki patolojik etkinligi bir¢ok
calismada gosterilmis olan DUX4 proteini; (if) FSHD hucresinin protein etkilesim agmin
merkezinde yerlesim gosterdigi ortaya konmus olan f-katenin, (iii) DUX4 proteini ile
yarigmali olarak baglandigi ve embriyonik donemde miyoblast/miyosit gelisiminde
Onemli rol oynadigi bilinen PAX3 ve PAX7 olarak segilmistir. Olusturdugumuz hipotez

kapsaminda, Gstrojenin FSHD ile olas1 etkilesimini test edebilecek en yakin deney
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tasarimi1 FSHD hastalarinin kas 6rnekleri tizerinde gerceklestirilecek bir deney diizenegi
olacagindan 6turt FSHD hastalarindan alinan biyopsi 6rneklerinden elde edilmis olan
primer miyoblast hucre hatlar1 kullanilmistir. Bu hiicre dizilerini iceren kiiltlir ortaminda
FSHD-6strojen etkilesiminin var olup olmadigi hipotezi belirlemis oldugumuz dort

protein tizerinden test edilmistir (Sekil 5.1).
17R8-Ostradiol OH

CHs

HO

FSHD hiicre kaltura

BN

D D Em

Sekil 5.1. Calisma tasariminin gorseli. FSHD hiicre kiiltiirinde ostradiol muamelesinin DUX4, B-katenin,
PAX3/7 diizeylerine etkisinin aragtirilmast.

Miyoblast gibi ileri derecede farklilasmis primer hiicre kiiltiirlerinde tutunma ve
cogalma kanser hiicre kiiltiirlerine kiyasla daha uzun siirede gergeklesmektedir. Primer
miyoblast hiicre kultirindeki bir diger 6nemli nokta biiyiime odaklarinda hiicre birikimi
veya uzun pasaj sayisi sonrasinda miyosite farklilasabilmeleridir. Bu nedenle miyoblast
hiicre kiiltiirlerinin tutunmasindan sonra her giin takibi gergeklestirilerek yeterli siire
sonrasinda pasajlanmig ve deneyler hiicreler farklilagsma siirecine ilerlemeden mevcut ilk

pasajlarda gergeklestirilmistir.
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Hiicre hatt1 ¢aligmalarinda ostradioliin genel olarak 1nM, 10nM, 100nM olmak (izere
artan dozlar1 kullanilmaktadir. Ostradiol muamelesi igin gerekli doz ve siire; FSHD de
Ostrojen ile yapilmis tek ¢alismada uygulanmis olan doz ve sire olarak literatiirde yer
alan (Teveroni ve ark., 2017) ¢alismadan 10nM 0stradiol ve 72 saat olarak belirlenmis;

yeterli yogunluga en erken ulasilan 71yE hiicre hattinda bu doz ve siire uygulanmustir.

Sekil 5.2. 71 yasindaki erkek FSHD hastasina ait hiicrelerin Ostradiol uygulamasi yapilan ve yapilmayan
gruplardaki htcrelerin morfolojik gorunttleri . A: Kontrol grubu, B: 10 nM &stradiol uygulamasi (72 saat)

71 yasindaki erkek FSHD hiicre hatlari, 10 nM E2 ile 72 saat muamele edildiginde,
tekrarlayan tim deneylerde hicrelerin 4 saatten sonra morfolojilerinin bozuldugu,
parlakliklarin1 kaybederek renklerinin soluklastigi ve canlilik oranmin biiyiik olglide
azaldig1 gézlenmistir. Daha once yapilmis 6strojen-FSHD ¢alismasi ile uyusmayan bu
hiicre 6lumunun, Teveroni ve arkadaslarmin miyoblast hiicre hatlar1 lizerinde degil;
miyosite farklilasma asamasmnda Ostrojen uygulanmasindan kaynakli olabilecegi
diigtiniilmigtiir. Karsilasilan hiicre kaybi nedeniyle Ostradiol uygulama siiresinde
degisiklige gidilmistir. Fare menseyli iskelet kasi kullanilarak yapilan bir Gstradiol
calismasindaki (Berio ve ark., 2017) sirelerden yola ¢ikilarak hiicrelerin canliligini
koruyabilmesi dogrultusunda a. kontrol grubu (6stradiol yoklugunda), b. 10 nM &stradiol
ile 30 dakika muamele, c. 10 nM 6stradiol ile 4 saat muamele olmak zere (¢ temel grup

olusturarak deneyler tekrar planlanmistir.
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5.1. 58 Yasindaki Kadin Hasta Ornegine ait Sonuclarin Degerlendirilmesi

Erkek FSHD hastalarma ait miyoblastlarda; 71 ve 63 yasindaki iki hiicre hattinda
tutunma ve c¢ogalma basar1 ile gergeklestirilmistir. Disi FSHD hastalarma ait
miyoblastlarda; 47 yasindaki disi FSHD hastasma ait hiicrelerde tutunma ve ¢ogalma
gerceklesirken, 58 yasindaki disi FSHD hastasina ait hiicrelerde tutunma diisiik diizeyde
gerceklesmis; ancak cogalma gozlenmemis ve hilcre sayist yeterli yogunluga
ulagsmamustir. Hiicre kiiltiirlerinde erkek FSHD hastalarinda tutunma ve ¢ogalma stireleri
yaklagik 7-10 giin arasinda gerceklesmis; bu siirenin 10-15 giin ile disi hiicre hattinda
daha uzun oldugu dikkati ¢ekmistir. Erkek hastalara ait hiicre hatlarinda tutunma ve
cogalma siirelerinin daha kisa siirmesi; erkek bireylerdeki yiiksek testosteron diizeyi-
testosteronun kas hucreleri tizerindeki hipertrofik etkisi sonucunda kas yogunlugu ve
proliferasyonunun disi bireylerle kiyaslandiginda daha fazla goriilmesi seklinde
aciklanabilir (Herbst ve Bhasin, 2004). 17B-6stradioliin ise miyoblast gelisimini arttiric
bir 6zelligi yoktur (Kahlert ve ark., 1997). Bu bilgiler FSHD’nin kas tutulumuyla
seyreden ve zamanla kas dokusunda kayip ve atrofiye neden olan bir néromuskiiler
hastalik olmasi ve hasar sonrasi kas rejenerasyonunun saglikli miyositlere kiyasla
azaliyor olmasi bilgisi ile birlestiginde; klinik siddeti daha yiiksek olan 58 yasindaki
kadin hastaya ait hiicre kdltirindeki tutunma ve proliferasyon azliginin nedeni

aciklanabilmektedir.

5.2. 71 Yasindaki Erkek Hasta Ornegine ait Sonuclarin Degerlendirilmesi

5.2.1. GAPDH Bulgularinin Tartisilmasi

GAPDH (Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz) enzimi en sik kullanilan housekeeping
gen wrtnlerinden biri olarak bilinmektedir. Bir ¢alisgmada kullanilacak housekeeping
proteinin tagimas1 gereken temel Ozellikler (i) calisilan hiicre/doku grubunda
ekspresyonunun olmasi (Sekil 5.3) ve (ii) ekspresyonunun dis faktorlerden etkilenmiyor
olmas1 olarak Ozetlenebilir. En sik kullanilan house keeping genler; hiicre iskelet
elemanlari olan aktin ve tubilinler ile metabolik yolakta glikolizde gorev alan GAPDH

genleridir.
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Sekil 5.3. Kalp kasi, iskelet kasi ve diiz kas dokularindaki GAPDH genine ait mRNA ve protein
ekspresyonunun dizeyi (https://www.proteinatlas.org/ sitesinden uyarlanmistir. Erisim tarihi 13 Aralik
2018)

45 kDa agirliginda olan DUX4 proteininin bu agirliga yakin olan housekeeping gen
urunlerinden B-aktin (~45 kDa) ile a-tubilin (~50 kDa) proteinleri ile ¢aligildiginda strip
gerektirecek olmasi ancak 37 kDa agirliginda olan GAPDH ile stripe gerek duyulmadan
deneylerin gergeklestirilebilecegi bilgisinden yola ¢ikilmis, ostradiol uygulanan fare
C2C12 hiicrelerinde yapilan bir ¢calismada; GAPDH proteininin housekeping gen Grini
olarak kullanilmis olmasi ve @stradiol muamelesi sonucu herhangi bir diizey degisikligi
sergilememis (Ogawa ve ark., 2011) olmasi bilgisi ile desteklenerek ilk asamada
GAPDH proteini housekeeping protein olarak se¢ilmistir. Yapilan ilk denecyde GAPDH
proteininin miyoblast hiicrelerinde eksprese oldugu gozlenmis ancak 0strojen muamelesi
sonrast GAPDH’in protein diizeyinde degisiklik olusmasi ile tekrar literatiir taramasina
yonlenilmistir. Insan miyoblast hiicreleri iizerinde yapilmis hem ostradiol hem de
GAPDH’i igeren bir yayma erisilememis; ancak meme kanseri hiicre hattinda (MCF7)
ostradiol muamelesi dozuna bagl olarak GAPDH ekspresyonunun arttigi (Revillion ve
ark., 2000), endometriumda Ostradiol muamelesi ile Ostrojen reseptorii ve GAPDH
MRNA konsantrasyonlarmin yiikseldigi; karacigerde ise diistiigii (Zou ve Ing, 1998) ve
GAPDH’in 17-p Ostradioliin hedef bolgesi oldugu (Joe ve Ramirez, 2001) bilgilerini
ortaya koyan calismalara erisilmistir. Tim bu calismalar ve calismamizda goézlenen
Ostradiol ile GAPDH diizey degisikligi Ostrojenin GAPDH proteininin seviyelerini
etkileyebildigini ve farkli dokularda farkli sonuglar olusabilecegini gdstererek
calismamiza P-aktin housekeeping protein ile devam edilmesi gerekliligini ortaya

koymustur.
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5.2.2. DUX4 Bulgularmin Tartisiimasi

DUX4 transkripsiyon faktorii, embriyonik donemde aktiftir ve erigkin dokularinda
sadece testiste ekspresyonu mevcuttur (Snider ve ark., 2010). Saglikli bireylerde iskelet
kasinda eksprese edilmemektedir (Sekil 5.4). FSHD’de ise erigkin bireyde iskelet

kasinda ekspresyonunun patolojik bir sekilde devam ettigi gosterilmistir.
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Sekil 5.4. Kalp kasi, iskelet kast ve diiz kas dokularindaki DUX4 genine ait mRNA ve protein
ekspresyonunun duzeyi (https://www.proteinatlas.org/ sitesinden uyarlanmstir. Erigim tarihi 13 Aralik
2018)

Daha 6nce FSHD hiicre hattinda miyosite farklilagsma siirecinde dstrojenle yapilmis olan
calisma ile DUX4 mRNA seviyesinin miyoblastta arttigi; 6strojen maruziyeti sonrasinda
DUX4 mRNA dizeyinde bir degisiklik olusmadigi ancak DUX4 transkripsiyon
faktorinin hedef proteinlerinin (TRIM43 ve ZSCAN4 gibi) dlzeylerinde azalma
saptanmustir (Teveroni ve ark., 2017). Calismamizda ise DUX4 seviyesinin dstrojenden
etkilendigi tespit edilmis; 71 yasindaki erkek FSHD hastasina ait miyoblast hiicrelerinde
DUX4 proteininin 30. dakikadaki hafif artis sonrasinda 4. saatte sifirlanacak diizeye
indigi belirlenerek 0Ostrojen maruziyetinden etkilendigi gdzlenmistir. Iki c¢alisma
bulgular1 arasindaki celiski; 1) miyoblast ve miyosit olarak farkll hiicre tipi ve farkl
besiyeri  ogeleri  kullanimi  (¢alismamizda  miyoblastlar  Uzerinde  deneyler
gerceklestirilirken diger ¢alismada miyoblasttan miyosite farklilagsma strecinde deneyler
gerceklestirilmistir), i) farkli 6stradiol maruziyet sireleri (¢alismamizda hiicre kaybi
nedeniyle dstradiol maruziyeti en ¢ok 4 saat ile sinirlandirilmig diger ¢alismada ise 72
saat Ostradiol maruziyeti uygulanmustir), iii) bir ¢alismada mRNA diger ¢alismada

protein bakilmas: farkliliklar1 ile agiklanabilir. Miyoblast ve miyosit htcrelerindeki
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mevcut protein ekspresyon paternleri ve miyoblasttan miyosite farklilagsma siirecindeki
ekspresyon paternleri birbirinden farklilik gostermektedir (Le Grand ve Rudnicki, 2007)
(Sekil 5.5). Bu iki hiicre epigenetik diizeyde farkli 6zelliklere sahip oldugundan, bu
farklilikk; DUX4  diizeyinde  Ostradiole  yanit  degiskenligini  bir  Olgiide

aciklayabilmektedir.
Satellit Cogalan Miyositler Miyofiber
hiicresi Miyoblastlar yapisl
aktivasyon - farklilasma 2 / flizyon "
y — — > —

Pax7 Pax7 MyoD myogenin

(Pax3) Myf5 myogenin MRF4

(Myf5) MyoD

Pax3 :
Farkli asamalardaki Gen Ekspresyon Farkliliklari

Sekil 5.5. Satellit hucresinden miyoblast-miyosit-miyofiber yapist olusum siirecinde eksprese olan
genlerin semasi (Le Grand ve Rudnicki, 2007).

Iki ¢alisma arasindaki bir diger farklilik olan DUX4 diizeylerinin mRNA ve protein
olarak incelendigi bilgisi; FSHD patofizyolojisinde bilinen miRNA ekspresyon profili
degisimleri (Snider ve ark., 2009; Colangelo ve ark., 2014; Portilho ve ark., 2015) ile
birlikte degerlendirildiginde Ostrojenin bu miRNA’larin sentez veya aktivitesini
etkileyerek; DUX4 mRNA’sindan protein sentezini DUX4 mRNA dizeyini
degistirmeden DUX4 protein dizeyinin azalmasii sagliyor olabilecegini akla

getirmistir.

Elde edilen sonuclar icinde bir diger ilging nokta; 71 yasindaki FSHD bireyine ait elde
edilmis olan bulgulardan birinde 30. dakikada elde edilen DUX4 bandinin daha asagida
yer almasi ve 4. saatte belirgin sekilde ortaya ¢ikan cift bant gorintusi olmustur. Bu
goriintli daha kisa olabilecek bir splice formu akla getirmistir. DUX4’lin bugiine kadar

tanimlanmig iki temel protein formu mevcuttur; DUX4-full length(fl) olarak tanimlanan
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uzun formu 52 kDa agirliginda, D474 dizisine 42 kilobaz uzaklikta olan DUXA4c veya
DUX4s olarak tanimlanan kisa formu ise 47 kDa agirligindadir (Ansseau ve ark., 2009).
DUX4c; DUX4’lin C-terminalinde yer alan son 82 aminoasitin yerine farkli bir 32
aminoasit dizisi icermektedir. ikinci bant daha kisa form olan DUX4c’ye ait olabilecegi
olasihigimni akla getirse de; bu caligmada kullanilan antikor DUX4’iin uzun formuna
spesifiktir ve DUX4c’yi tamimamaktadir. Bu spesifik DUX4 antikoru dretilirken;
DUX4c ile farklihk gosteren DUX4’iin C-terminalindeki 349.-424. aminoasitler
arasindaki 76 aminoasitlik bolgeye gore dizayn edilmistir (Sekil 5.6A). Daha sonra
DUX4 ve DUX4c vektori ile transfekte edilen fare hiicrelerinde bu antikor denenmis ve
sadece DUX4’e baglandigi; DUX4c’ye baglanmadigi gosterilmistir (Sekil 5.6B). Bu
nedenle; gorulen ikinci bant igin DUX4c’den bahsedilemez. Goriilen bant ¢iflesmesinin

zamansal olarak kisa bir kesit aninda degradasyon sebebiyle olusabilecegi diisiiniilebilir.

A 0 159 349 424 aa
N-terminus C-terminus
B r E5-5 n
1 2 3

170 kDa =
72 kDa =
56 kDa— — <puX4

<« DUX4c

11 kDa=—

- == e a-tubulin

Sekil 5.6. Kullanilan DUX4 “E5-5” antikorunun ozellikleri A) “E5-5” antikorunun dizayn etmek igin
kullanilan antijen 349-424 numarali aminoasit dizilimini kapsayan 76 aminoasitlik bolge kullanilarak elde
edilmigtir. Bu antikor DUX4c¢ formunu tamimamaktadir (Geng ve ark., 2011). B) DUX4 “E5-5”
antikorunun western blot Gzerinde test edilmesi ile ilgili sonug¢ resmi. 1 numarali Kuyucukta DUX4
vektorl ile transfekte edilmis C2C12 fare hiicreleri, 2 numarali kuyucukta transfeksiyon yapilmayan
C2C12 fare hiicreleri, 3 numarali kuyucukta DUX4c vektorii ile transfekte edilmis C2C12 fare hiicreleri
yer almaktadir. (Geng ve ark., 2011).
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5.2.3. B- katenin Bulgularimin Tartisiimasi

Hem DUX4 hem de B-katenin embriyolojik donemde aktif oldugu bilinen transkripsiyon
faktorleridir. Saglikli erigkin bireylerin iskelet kasinda DUX4’tin mRNA’s1 ve proteini
eksprese edilmemekte, FSHD iskelet kasi hiicrelerinde ise hem mRNA’st hem de
proteini eksprese edilmektedir. Bu bakis agisiyla incelendiginde saglikli bir erigkinde -
kateninin mRNA’s1 ise en yiiksek oranda diiz kasta olmak iizere; kalp kasi ve iskelet
kasini igeren tiim kas dokularinda mevcutken; B-katenin proteini saglikli iskelet kasinda

ekspresyon gostermez (Sekil 5.7).

B-katenin
mRNA Ekspresyonu Protein Ekspresyonu
KAS DOKULARI | o
Kalp Kas1 1 |
iskelet Kas1 [
Diiz Kas ]

Sekil 5.7. Kalp kasi, iskelet kast ve diiz kas dokularindaki B-katenin genine ait mRNA ve protein
ekspresyonunun dizeyi (https://www.proteinatlas.org/ sitesinden uyarlanmustir. Erigim tarihi 13 Aralik
2018)

DUX4’tin hem mRNA hem de proteininin saglikli iskelet kasinda yoklugu; B-kateninin
ise mRNA’s1 mevcutken proteininin yoklugu noktasinda DUX4 ve B-katenin birbirinden
ayrilmakta bu veri B-katenin mRNA’smmin DUX4’ten farkli olarak saglikli eriskin

bireylerde kas sisteminde fonksiyonel olduguna isaret etmektedir.

71yE’e ait Ornekte Ostradiol muamelesi ile, pB-katenin dizeyinde sonu¢ olarak artig
belirlenmis olsa da ilk sonugta gozlenen p-katenin diizeyi azalisi soru isareti
uyandirmistir. Ancak azalisa ait sonu¢ housekeeping proteini icermediginden anlamli
kabul edilmemistir. Sonug olarak, bu 6rnege ait hiicre hattinda 6stradiol muamelesi -

kateninin artigina sebep olmustur.
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5.2.4. PAX3/7 Bulgularinin Tartisilmasi
71yE orneginde 80 kDa, 56 kDa ve 45 kDa olmak Uzere belirlenen U¢ farkli bant
biiyiikliigii bu hiicre hattinda farkli PAX3 ve PAX7 splice formlarinin eksprese

olabilecegini diistindliirmiistiir.

PAX3 proteinini kodlayan gen 10 exondan meydana gelmektedir. PAX3 mRNA’smin
kirpilmast (splicing) islemi sonucunda farkli uzunluk ve kDa agirliklarinda varyant
formlar1 olugmaktadir. Bilinen varyant sayisi bugiin igin sekiz tanedir (Tablo 5.1).

Tablo 5.1. PAX3 protein varyantlar1 (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000135903-PAX3/cell
adresinden almmustir. Erigim Tarihi: 13 Aralik 2018)

PAX3 PAX3- PAX3- PAX3- PAX3- PAX3- PAX3- PAX3- PAX3-
varyantlari 001 002 003 004 005 006 008 009
uzunluk
(aminoasit 403 407 206 484 215 479 505 483
sayisl)
agirlik (kDa) 44,8 45,2 22,7 53,5 24,1 53 56 53,3

PAX7 proteinini kodlayan gen ise; 9 exondan meydana gelmektedir. PAX7 proteinin
PAX3’¢ kiyasla daha az varyant1 mevcuttur; birbirine yakin boyutlarda U¢ adet varyant
icermektedir (Tablo 5.2).

Tablo 5.2. PAX7 protein varyantlart (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000009709-PAX7/cell
adresinden alinmustir. Erisim Tarihi: 13 Aralik 2018)

PAX7- PAX7- PAX7-

PAX7 varyantlari 001 002 003
uzunluk

(aminoasit 520 505 518
sayisl)

agirlik (kDa) 56,9 55,1 56,7

Her bir varyant i¢in ayr1 bir antikor kullanimi miimkiin olamadigindan; tiim PAX3 ve
PAXT7 proteinlerine baglanabilen ortak antikor kullanilarak deneyler gergeklestirilmistir
(Tablo 5.1 ve Tablo 5.2).
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71yE orneginde, 56 kDa olan formun dstradiol muamelesi sonrasi 4.saatte ekspresyonu
gbzlenebilmistir. Bu bulgu PAX3/7°nin DUX4 ile yarigmali olarak fonksiyon gdrdiigii
bilgisi (Bosnakovski ve ark., 2017) ile uyumlu olan formun 56 kDa’luk form
olabilecegini diisiindiirmiistiir, ¢inki 56 kDa’luk form, elde edilen DUX4 sonucuyla
birebir zit bir goruntu sergilemistir. Hem PAX3 hem de PAX7’nin 56 kDa splice
formlar1 bulundugu i¢in; 56 kDa bandinin PAX3 ve PAX7’den hangisine ait oldugu
belirlenememistir; bu aymrim sadece PAX3 ve PAX7’nin ayr1 antikorlarla ¢aligilmasi

sonucunda elde edilebilecektir.

80 kDa form ve 45 kDa form ise; DUX4’e benzer seyir gostererek Ostradiol etkisi ile
azalarak sifirlanmistir. 45 kDa’luk bir PAX7 formu bulunmadigindan, bu formun
PAX3’e ait oldugu disinilmistir. Bilinen 80 kDa’luk bir PAX formu ise
bulunmamaktadir. Bu nedenle bu form icin PAX3 veya PAX7’ye atif yapilamamaistir.
Elde edilen bu bandin non-spesifik bir bant olabilecegi diistiniilmekle beraber bu sonug
71yE hiicre hattinda eksprese olan patolojik bir varyant olasiligini akla getirmistir. Bu
bandin 80 kDA’luk bir PAX formu oldugunun sdylenebilmesi i¢in mRNA diizeyinde

varliginin gosterilmesi gerekmektedir.

5.2.5. DUX4, B-katenin, PAX3/7 Bulgularimin Birbirlerine gére Durumlarimn
Tartisilmasi

Incelenen farkli proteinlerin dstradiole verdikleri yanitlar birbiriyle karsilastirildiginda;
DUX4, PAX3/7 80 kDa ve 45 kDa, GAPDH ekspresyonlarinin ayni sekilde azalma
profili gosterdigi; PAX3/7’nin 56 kDa formunun ve 4 saatin sonundaki p-katenin
yanitinin bu proteinlere tam zit sekilde artis gosterdigi gozlenmistir (Tablo 5.3).

Tablo 5.3. 71 yasindaki erkek hasta orneginde elde edilen DUX4, B-katenin, PAX3/7, GAPDH
sonuglarinda goriilen diizey degisikliklerini 6zetleyen tablo. “K-30 dk”; kontrol ile 30 dakika arasindaki
degisim yoniinii, “30 dk-4 sa”; 30 dakika ile 4 saat arasindaki degisim yoniinii, “K- 4 saat”; kontrol ile 4

saat arasindaki degisim yoniinii gostermektedir. (0,1’in altindaki degisimler “/0” olarak, hicbir degisiklik
olmamus ise “0” olarak belirtilmistir.)

PAX3/7
DUX4  B-katenin 80kDa 56kDa 45kDa GAPDH
K-30 dk A/0O A A/0O 0 v A/0O
30::'4 v v /0 v A v v
K-4 sa v A v A v v
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Bu tablo 71yE 6rneginde; dstradiol muamelesi ile baskilanarak etkinligi azalan DUX4,
80 kDa ve 45 kDa PAX3/7 formlar1 ile GAPDH’in patolojik etkileri olabilecegine isaret
etmekte; Ostradiol muamelesi ile miktar1 artarak tam zit yonde yanit veren 56 kDa
PAX3/7 formu ve B-kateninin ise koruyucu etkilerinin sz konusu olabilecegine isaret

etmektedir.

Elde edilen tim bu sonuglar; DUX4; B-katenin ve PAX3/7 transkripsiyon faktorlerinin
ayni hiicrede eksprese oldugu anlamina gelmemektedir. FSHD hiicreleri {izerinde
yapilan bir calismada DUX4; PAX3 ve PAX7’nin farklilasan miyoblast hiicrelerinde
uzamsal olarak farkli ekspresyon paternlerinin oldugu; ¢ok nadiren ayn1 hiicrede birlikte
eksprese olduklar1 ortaya konulmustur (Haynes ve ark., 2017). Bu bilgi FSHD (zerinde
yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda, hiicre diizeyinde genetik bir heterojenite varligina
isaret etmektedir. Iskelet kas1 gelisiminde innervasyon ve cevre dokulardan gelen
sinyaller 6nem tagimaktadir (Demestre ve ark., 2015). Pluripotent kok hticrelerden elde
edilen iskelet kasi hiicreleri ile yapilmis bir ¢alismada hem distrofik hem de distrofik
olmayan farelere kok hiicrelerin aktarim: yapildiginda, eksprese edilen miyozin formlar1
degisim gostererek eriskin donem miyozin formlarma doniismiistiir. Bu bilgilere gore
kas hicrelerinin dinamik bir sirec icerisinde, farkli kesit anlarinda, farkli epigenetik

regiilasyonlarin etkisi altinda olduklar1 s6ylenebilir.

5.3. 63 Yasindaki Erkek Hasta Ornegine ait Sonuclarin Degerlendirilmesi

5.3.1. DUX4 Bulgularimin Tartisilmasi

DUX4; FSHD miyoblast cekirdeklerinin tuminde eksprese olmamakta her 1000
cekirdekten 1 tanesinde eksprese olmaktadir (Snider ve ark., 2010; Tassin ve ark., 2013)
ve c¢ok diisiik ekspresyon diizeyi nedeniyle her FSHD hasta orneginde tespit
edilememektedir (Bosnakovski ve ark., 2017). Bu calismada da 63yE Orneginde
housekeeping protein varliginda DUX4 proteininin tespit edilememesi literatlr bilgisi ile
birlikte degerlendirildiginde bu vaka 6rneginde DUX4 ekspresyonunun olmadigi veya

cok diisiik diizeyde oldugu sonucuna ulasilmaktadir.

5.3.2. p-katenin Bulgularinin Tartisiimasi
63yE orneginde Ostradiol maruziyeti ile artan p-katenin dizeyleri; bu protein

ekspresyonunun ostradiol ile aktive olduguna isaret etmektedir.
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5.3.3. PAX3/7 Bulgularinin Tartisilmasi

63yE orneginde elde edilen tek bant; 45 kDa’luk PAX3/7 bandi olmustur. PAX7’nin
mevcut 3 izoformu da ~56 kDa agirhigindadir Bu nedenle 45 kDa’luk form PAX3’e ait
goriinmektedir. PAX3’iin ~45 kDa agirliginda olan iki izoformu mevcut oldugu icin
(Tablo 5.1), bu iki formdan herhangi biri ya da her ikisi bu bant gérintiminden sorumlu

olabilir.

Ilging olarak, 63yE olan bu drnekte; 71yE ve 47yK orneklerinde dstradiol muamelesi ile
tespit edilenin azalmanin aksine 45 kDa’luk formunda artma gozlenmistir. ~45 kDa
agirhiginda olan iki farkli PAX3 varyant formunun varligi; farkli bireylerde farkli

ekspresyon ve dstradiol yanitliliginin olusabilecegini akla getirmistir.

5.3.4. p-katenin, PAX3/7 Sonuglarinin Birbirlerine gore Durumlarinin Tartisilmasi
63yE orneginde, B-katenin ve PAX3/7 6stradiol muamelesine artarak yanit vermistir
(Tablo 5.4). Ostrojen varliginda B-katenin ve PAX3/7ekspresyonunun artisi, dstrojenin
kas hucreleri Gizerinde koruyucu olabilecegi hipotezimizi desteklemektedir.

Tablo 5.4. 63 yasindaki erkek hasta 6rneginde elde edilen B-katenin, PAX3/7 sonuglarinda goriilen diizey
degisiklikleri dzetleyen tablo. “K-30 dk”; kontrol ile 30 dakika arasindaki degisim yoniini, “30 dk-4 sa”;

30 dakika ile 4 saat arasindaki degisim yoniinii, “K- 4 saat”; kontrol ile 4 saat arasindaki degisim yoniini
gostermektedir. (0,1’in altindaki degisimler “/0” olarak belirtilmistir.)

PAX3/7
B-katenin 45 kDa
K-30 dk A A/0
30 ; k-4 A A
K-4 sa A A

5.4. 47 Yasindaki Kadin Hasta Ornegine ait Sonuclarin Degerlendirilmesi

5.4.1. DUX4 Bulgularinin Tartisilmasi

63yE vaka 6rneginde oldugu gibi; 47yK 6rneginde de housekeeping gen iiriinii p-aktin
proteini varliginda DUX4 tespit edilememis; ayni sekilde bu vaka orneginde DUX4

ekspresyonunun olmadig1 veya cok diisiik diizeyde oldugu diisiiniilmtistiir.

Bu hastanin, klinik siddetinin ¢ok diisiik (CSS skoru=1) olmasi ve bazal Ostrojen
diizeyinin erkeklere kiyasla yiiksek olmasi; DUX4 ekspresyonunun baskilanmasini
aciklayabilir.
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5.4.2. B-katenin Bulgulariin Tartisilmasi
47yK orneginde Ostradiol maruziyeti ile artan p-katenin duzeyleri; bu protein
ekspresyonunun ostradiol ile aktive olduguna isaret etmektedir. Bu bulgu, diger hiicre

hatlarinda elde edilen B-katenin bulgular1 ile uyumlu niteliktedir.

5.4.3. PAX3/7 Bulgularinin Tartisiimasi

47yK orneginde elde edilen tek bant; 45 kDa’luk PAX3/7 bandi olmustur. 47yK
orneklerinde oOstradiol muamelesi ile 45 kDa’luk PAX3/7 formunun azaldig:
g0zlenmistir. Bu varyantta goriilen azalma; 80 kDa varyantinda oldugu gibi patolojik bir
varyant1 akla getirmistir ancak ayni azalmanin 45 kDa’luk PAX3/7 formunun mRNA

diizeyine bakilarak elde edilmesi gerekmektedir.

5.4.4. p-katenin, PAX3/7 Sonu¢lariin Birbirlerine gére Durumlarimin Tartisiimasi
47yK o6rneginde, B-katenin ostradiol muamelesine artarak ve PAX3/7 ise azalarak yanit
vermistir (Tablo 5.5). Bu vakada p-katenin ve PAX3/7’nin ters yonlerde olan yaniti; bu
iki transkripsiyon faktorinin tam ters etki olusturdugunu diistindiirmiistiir.

Tablo 5.5. 47 yasindaki kadm hasta 6rneginde elde edilen B-katenin, PAX3/7 sonuglarinda goriilen diizey
degisiklikleri dzetleyen tablo. “K-30 dk”; kontrol ile 30 dakika arasindaki degisim yoniini, “30 dk-4 sa”;

30 dakika ile 4 saat arasindaki degisim yoniinii, “K- 4 saat”; kontrol ile 4 saat arasindaki degisim yontinii
gostermektedir. (0,1’in altindaki degisimler “/0” olarak belirtilmistir.)

PAX3/7
B-katenin 45 kDa
K-30 dk A v /0
30 ; k-4 A v
K-4 sa A v

5.5. 71yE, 63yE, 47yK Orneklerinden Elde Edilen Bulgularin Karsilastirilmasi
5.5.1. DUX4 Bulgularinin Karsilastirilarak Tartisilmasi

Tek faktor olmasa da DUX4 ekspresyonu, FSHD hastaligmin klinik siddeti ile iligkili
faktorlerden birisidir. Protein izolasyonunu basariyla gergeklestirebildigimiz 3 hiicre
hattindan; klinik siddet skoru 8 olan 71 yasindaki erkek hasta Orneginde DUX4
ekspresyonu belirlenmis; ancak klinik siddet skoru 6 olan 63 yasindaki diger erkek

bireyde ve klinik siddet skoru 1 olan disi bireyde DUX4 ekspresyonu belirlenememistir.
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Bu bulgu; DUX4in diizeyinin klinik siddetle iligkili olabilecegi bilgisini destekler
nitelikte bir bulgudur.

Ostrojen diizeyi; menapoz dncesi kadinlarda; menapoz sonras1 kadinlara ve erkeklere
goOre daha yuksek seyretmekte ve yas ile azalmaktadir. 47yK ve daha geng 63yE(71yE
ornegine gore) orneginde, bu yas ve cinsiyet faktorleri nedeniyle, DUX4 ekspresyonu
yoklugu; Ostrojen etkisiyle DUX4 miktarinin baskilanmis olabilecegi gerekcesi ile
aciklanabilir. Ancak, bdyle bir iliskiden s6z edebilmek igin; hiicre hatti alinan bireylerin

biyopsi anindaki serum &strojen dizeylerinin de bilinmesi gerekmektedir.

Yiz ve vicut kaslarmm olusumu ve gelisimi asamasinda farkliliklar mevcuttur
(Wigmore ve Evans, 2002) bu nedenle farkli kas gruplar1 farkli gen ekspresyon
paternleri gosterebilmektedir. Siganlarla yapilan bir ¢alismada ekstensor digitorum
longus ve soleus kaslarmin PAX3 ve PAX7 diizeyleri incelenmis; bu iki farkli kas
grubunda birbirine yakin PAX3 mRNA diizeyleri tespit edilirken, birbirinden farkli
PAX7 mRNA dizeyleri tespit edilmistir (Brzoska ve ark., 2009). Klinik olarak
FSHD’de tutulum genelde yiiz ve st ekstremitelerden baslamakta; daha sonra alt
ekstremitelere ilerlemektedir. Yani bir FSHD hastasinda belirli bir zaman dilimi
kesitinde farkli kas gruplarinda hastaligin siddeti farkli seyretmektedir. 71 yasindaki
erkek oOrneginde deltoid kasindan biyopsi alinmis olmasi, diger bireylerde ise
orneklemenin vastus lateralisten yapilmis olmasi ile bu literatlr bilgileri
birlestirildiginde; DUX4 ekspresyonun sadece 71 yasindaki erkek Orneginde

gosterilmesinin bir diger agiklamasi olarak goze carpmaktadir.

5.5.2. p-katenin Bulgulariin Karsilastirilarak Tartisilmasi

FSHD hastalarinda goriilen patolojik DUX4 ekspresyonuna benzer sekilde, patolojik -
katenin ekspresyonunun olabilecegi on hipotezi ile yapilan ¢alismamizda; Ostrojen
verilmeyen kontrol hiicreleri dahil 71yE, 63yE ve 47yK ‘a ait tiim kontrol 6rneklerinde
B-katenin proteini tespit edilmis ve hipotezle uyumlu olarak distrofik FSHD hiicrelerinde

DUX4 proteini gibi B-katenin protein pozitifligi olustugu ortaya konmustur.

Whnt ligand1 veya Wnt reseptorlerinde olusan mutasyonlarin; FSHD’de de rastlanabilen

periferal vaskuler retinopatiye sebep olmasi (Fitzsimons, 2011) FSHD’de Wnt/p-katenin
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sinyalizasyonunu 6ne ¢ikarmistir. FSHD’de -katenin iizerine yapilmig dort ana galisma
mevcuttur. Ik ¢alisma 2013 yilinda primer insan miyoblastlarinda gergeklestirilmis,
Whnt/B-katenin sinyalizasyonu aktive edildiginde hem FSHD1 hem FSHD2 6rneklerinde
DUX4 transkripsiyonunun baskilandigi, p-katenin/Wnt3a/Wnt9b’den herhangi birinin
mRNA’s1 baskilandiginda ise DUX4 aktivasyonu ile buna bagli apoptozisin arttigi
sonucu elde edilmistir (Block ve ark., 2013). Bu ¢alisma FSHD’de DUX4 ve B-kateninin
ters yonlii fonksiyon gordiigiinii ortaya koymaktadir. Hemen ardindan 2014 yilinda
C2C12 farede miyoblastlarinda yapilan ¢alismada DUX4’tin Wnt/B-katenin sinyal yolak
isleyisini bozdugu gosterilmistir (C. R. Banerji ve ark., 2015). 2016’da insan periferal
kanindaki mononiikleer hiicrelerde yapilan bir baska ¢aligmada ise kontrol grubuna gore
[-kateninin hem sitozolik hem niikleer fraksiyonunda anlamli bir azalma tespit edilmistir
(Giacoppo ve ark., 2016). Bu azalmanin Wntl aracili olmadigi gosterilmistir. 2018’de
insan primer miyoblastlarinda yapilan dordiinct ¢alismada ise; DUX4-B-katenin iligkisi
tizerine bir veri sunulmamig; DUX4c’nin B-katenin protein miktarini arttirdign ve f-
kateninin nikleer bdlgede birikimine sebep oldugu ortaya konmustur (Vanderplanck ve
ark., 2018).

B-katenin ile yapilan bu dort calisma ile, FSHD’de B-kateninin diizeylerinin azaldigi
gosterilmistir. Bu ¢alismada 6strojen muamelesinin tim orneklerde B-katenin dizeyini
zamanla arttirdiginin  gosterilmesi, Ostrojenin FSHD’de koruyucu oldugu hipotezini

desteklemektedir.

5.5.3. PAX3/7 Bulgularimin Karsilastirilarak Tartisilmasi
PAX3 ve PAX7 ekspresyonu farklilasmamis kas hiicreleri ile smirhidir ve farklilagmanin

ileri asamalarindan itibaren hem PAX3 hem PAX7 ekspresyonu olmamaktadir (Brzoska
ve ark., 2009) (Sekil 5.7).
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Sekil 5.8. Kalp kasi, iskelet kast ve diiz kas dokularindaki PAX3 ve PAX7 genlerine ait mRNA ve protein
ekspresyon dilzeyleri (https://www.proteinatlas.org/ sitesine girilerek elde edilen gdruntilerin
birlestirilmesi ile ¢izilmistir. Erigim tarihi 13 Aralik 2018)

[lging olarak 80 ve 56 kDa’luk PAX3/7 formlar1 sadece 71yE &rneginde gozlenmis; yine
sadece 71yE orneginde gbzlenmis olan DUX4 proteini ile muhtemel bir etkilesimi akla

getirmistir.

45 kDa’luk PAX3/7 formu ise 71yE ve 47yK orneginde azalirken; ilging bir sekilde
63yE orneginde artisla seyretmistir. Bu noktada 6strojenin 63yE 6rneginde farkli bir etki
olusturdugu akla gelmistir. Ostrojen etkisini, ER-o ve ER-B olarak adlandirilan iki farkli
ostrojen reseptori ile gerceklestirmektedir. Ortamda 17p-6stradiol veya diger Gstrojen
ligandlar1 var ise; bu reseptorlerle baglanarak g¢ekirdege go¢ etmekte, DNA iizerinde
ERE(estrogen response element) adi verilen belirli DNA dizilerine baglanarak gen
ekspresyonunu saglamaktadir (C. M. Klinge, 2000). Daha 6nce yapilan bir ¢alismada
FSHD miyoblast hiicrelerinde eksprese olan Ostrojen reseptoriinin ER-p oldugu, ER-
a’'nin eksprese edilmedigi gosterilmistir (Teveroni ve ark., 2017). ER-B ve ERE
etkilesimi her hiicre igin farklilk gostermektedir. Cunki ERE dizisinde yer alan
varyasyonlar ER-B’nin baglanmasmi ve olusturdugu transkripsiyonel aktivasyonu
etkilemektedir (C. M. Klinge, 2001). 63yE 6rneginde ERE dizisinde yer alabilecek
muhtemel bir farklilik; bu 6rnekteki artan 45 kDa’luk PAX3/7 bulgusunu agiklayabilir.
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Kok hicreler Gzerine yapilan bir ¢alismada DNA metilasyonunun tim genom profili
caligilmis; her bir hiicrede DNA metilasyonu, histon modifikasyonu ve gen ekspresyonu
profillerinin farkli oldugu ortaya konmustur (Lister ve ark., 2011). Bu bilgi géz 6niine
alindiginda; farkli bireylere ait hiicre hatlarmin kullanilmasi ve farkli pasajlama
strelerinde deneylerin yapilmis olmasi dahi hiicreler Uzerindeki epigenetik imzanin
farkli olmasina sebep olabilecek ve 45 kDa PAX3/7 bulgusundaki gibi farkli gen

ekspresyonlari ile sonuglanabilecektir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada kadin ve erkek FSHD hastalar1 arasindaki klinik farklilik gézleminden
yola ¢ikilarak Ostrojenin koruyucu rolii arastirilmis; gelecek nesiller icin FSHD

tedavisine katkida bulunabilmek amaglanmaistir.

Calismadaki FSHD o6rneklerinden elde edilen bulgular bir araya getirildiginde; cinsiyete
gore ostradiole verilen protein yanitlarinin yonii acisindan farkhilik goézlenmemistir.
Ostradiol muamelesi ile proteinlerin gosterdikleri degisimler incelendiginde; DUX4
proteini, GAPDH proteini ve 80 ve 45 kDa’luk PAX3/7 proteinlerinin diizeylerinde
azalma, B-katenin, 56 ve 45 kDa ’luk PAX3/7 proteinlerinin diizeylerinde ise artis
gbzlenmistir. DUX4 proteini, 80 ve 56 kDa "luk PAX3/7 proteinleri sadece klinik siddeti
en yiksek olan 71yE Orneginde tespit edilmis; Ostradiol ile diizeyleri azalarak
sifirlanmagtir (Tablo 6.1).
Tablo 6.1. 71, 63, 47 yasindaki hasta 6rneklerinde elde edilen DUX4, B-katenin, PAX3/7, GAPDH’e ait
tim sonuglarda goriilen diizey degisikliklerinin birlestirildigi tablo. (0,1’in altindaki degisimler */0”
olarak, higbir degisiklik olmamis ise “0” olarak belirtilmistir.)

DUX4 B-katenin PAX3/7 GAPDH

(45 (92 kDa) 80 (56 (45 (45 (45 31,5
kDA) kDA) kDA) kDA) kDA) kDA)  (kDa)
71yE 7;" 63" 4?’ 71yE  71yE  71yE  63yE  47yK  71yE
K30dk A0 A A A A 0 v A v A/O
3°Sdak'4 v vV A A v A v A v v
K-4 sa Y A A AV A v A v v

Literaturde ilk defa tespit edilmis olan veriler olarak; i) patolojik kabul edilen DUX4
diizeyini azaltmasi ve buna tam zit yonde seyreden ii) B-katenin ve PAX3/7(56 kDa)
transkripsiyon faktorlerini arttirmasi, 0stradiolin FSHD Uzerindeki koruyucu bir etkisi
oldugu hipotezini desteklemektedir. Ostrojenin FSHD Uzerindeki etkisini gosterebilmek
amaciyla gergeklestirdigimiz bir Onceki klinik caliymamizda, kandaki hormon
degerlerinin (6zellikle Ostrojenin) klinik siddet ile iliskili oldugu tespit edilmistir
(Hangul, Ozsoy ve ark., 2017). Yaptigimiz bu ¢alismalar ile beraber 6strojenin FSHD’de

koruyucu oldugunu ortaya koyan literatiideki klinik ve molekiiler calismalar;
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patofizyolojisi tamamen aydinlatilamayan ve bu nedenle uygulanabilir bir tedavi
gelistirilemeyen FSHD’de Ostrojen tedavisine yonlenilmesine sebep olmustur. Ancak
yaptigimiz klinik ¢alismamizda (Hangul, Ozsoy ve ark., 2017; Hangul, Uysal ve ark.,
2017), birka¢ FSHD vakasinda yiiksek fibrinojen diizeyi tespit edilmistir. Bu fibrinojen
yiiksekligi Ostrojen tedavisinin halihazirda var olan tromboemboli yan etki riskinin
FSHD hastalarinda daha yiiksek olabilecegine isaret etmistir. Bu nedenle FSHD
hastalarinda Ostrojen tedavisine dikkatle yaklagilmalidir. Tromboemboli ve diger
Ostrojen tedavi risklerini azaltmak amaciyla fito-Ostrojenler tedavide denenebilir.
Nitekim ¢ok yakin bir zamanda fito-0strojen olan genistein, daidzein, biochanin A gibi
ER-o agonistleri ile yapilan in vitro bir ¢aliymada; bu ajanlarm hipotrofik FSHD
fenotipini diizelttigi gosterilmistir (Christopher RS Banerji ve ark., 2018). Fakat bu giine
kadar yapilan sinirh sayidaki ¢alismalar, Gstradiolin FSHD patofizyolojisi Uzerindeki

molekiiler ve klinik etkisini tam olarak gosterebilmek icin yeterli olmayip ilave olarak;

e Kigiler arasi varyasyonlart da g6z Onlne aldigimizda; 0Ostrojenin farkl
reseptorlerinin

e Ostron ve fito-Gstrojenler gibi dstrojenin farkli metabolik etki yaratan formlarmmn

e [-katenin ile birlikte her bir Wnt yolaginin

e PAX3/7 varyanlarinin FSHD’deki roliiniin

e mMRNA ve protein duzeyleri ile beraber, mMRNA ve protein baglantisinin
saglanabilmesi i¢in dstradiol maruziyeti ile degisen miRNA profillerinin

incelenmesi ile konunun daha iyi aydmlatabilecegini diisiinmekteyiz.
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