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ETiK BEYAN

Bu tez caligsmasinin kendi ¢calismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitiin safhalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez caligmasiyla elde edilmeyen
biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine

aldigimi beyan ederim.

Sermin EROGLU



OZET

Bashk: Fasioskapulohumeral Muskiiler Distrofi (FSHD) Hiicre Hattinda Ostrojenin
RORI1 Diizeyine Etkisi

Amac: Fasioskapulohumeral Distrofi (FSHD) otozomal dominant kalitilan en
sik goriilen {igiincli kas hastalig1 olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Klinigi heterojen
seyretmekte; hastaligin baslangic yasi ve semptomlart bireyler arasinda farklilik
gostermektedir. Hastaliga iliskin klinik bulgularin, erkeklerde kadinlara gore daha
erken yasta baslayarak daha hizli progrese olmasi ve 6zellikle menapoz sonrasi
kadinlarda hastaligin prognozunun siddetlenmesi dikkati cekmektedir. Bu ¢alismanin
amaci; kadinlardaki hastaligin ge¢ baslangici ve menapoz sonrasinda prognozun
agirlasmasindan yola ¢ikilarak dstrojen hormonunun hastaligin patogenezinde kilit

rol oynayabilecegi diistinilmiistiir.

Yontem: Alti farkli hastada ve farkli cinsiyetteki hastalar arasindan 47
yasindaki kadin FSHD tanili bireye ait biyopsi Orneginden hazirlanmig hiicre
hattinda, 1) dstradiol eklenmeyen kontrol, ii) EtOH pozitif kontroli, iii) 10nM 30-
dakika, 2. ve 4. saat Ostradiol eklenmis gruplarda olmak iizere bes farkli grup
olusturulmustur. Bu bes farkli gruptan elde edilen hiicre lizatlar1; RORI

transkripsiyon faktoriiniin varlig1 yoniinden western blot yontemiyle incelenmistir.

Bulgular: 47 yasindaki kadin hasta 6rneginde dstrodiol ile muamele edilmemis
kontrol ve pozitif kontrol olarak kullanilan EtOH eklenmis oOrneklerde RORI
ekspresyonunun varligi tespit edilirken, Ostrodiol ile muamele edilmis Orneklerde

herhangi bir ekspresyon gézlenmemistir.

Sonu¢: RORI proteini embriyonik donemde eksprese edilirken yetiskin
donemde ifade edilmemektedir. FSHD hastalarinda ROR1 protein ekspresyon
varligi ilk kez bu calisma ile ortaya konulmustur. Ostrojen ilavesi ile RORI
ekspresyonunun baskilandigi da goriilmektedir. ROR1’in Gstradiol muamelesi
sonrasinda azalmasi; Ostrojenin FSHD patofizyolojisinde koruyucu olabileceginin
diisiindiirmiistiir. Ostrojenin hastaligin patofizyolojisine olan etkisinin ortaya

c¢ikarilabilmesi i¢in daha fazla sayida ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
Anahtar Kelimeler: Ostradiol, ROR1, FSHD



ABSTRACT

Title: Effect of Estrogen on ROR1 Level in Fasioscapulohumeral Muscular
Dystrophy (FSHD) Cell Line.

Objective: Facioscapulohumeral Dystrophy (FSHD) is the third most common
autosomal dominant inherited muscle disease. Clinic is heterogeneous; the onset age
and symptoms of the disease differ between individuals. It is notable that the clinical
findings of the disease start at an earlier age in men than in women, and the
prognosis of the disease intensifies, especially in postmenopausal women. The aim of
this study; based on the late onset of the disease in women and the worsening of the
prognosis after menopause, it was thought that estrogen hormone may play a key role

in the pathogenesis of the disease.

Method: The cell lines prepared from six different paitients and in both
genders were used. But only 47-year-old womens primary myoblast cell lines could
be cultured and used in this study. Five different groups as i) control group without
estradiol, i1) EtOH negative control group, iii) 10nM 30-minute, iv) 10nM 2-hour and
v) 10nM 4-hour estradiol treatment were created cell lysates obtained from FSHD
myoblasts belonging to these five different groups; the presence and amount of the

RORI1 transcription factor was examined by western blot method.

Results: The presence of ROR1 expression was detected in the 47-year-old
female sample untreated with estradiol and in the samples with EtOH added as
negative control, while no expression was observed in the samples treated with

estradiol.

Conclusion: While the RORI1 protein is expressed in the embryonic period, it
is not expressed in the adult period. The presence of RORI protein expression in
FSHD patients was revealed for the first time with this study. It is also seen that
RORI1 expression is suppressed with the addition of estrogen. The decrease of ROR1
after estrogen treatment supports the protective role of estrogen in the
pathophysiology of FSHD. More comprehensive studies are needed to reveal the
effect of estrogen on the pathophysiology of the disease.

Keywords: Estradiol, ROR1, FSHD
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1. GIRIS VE AMAC

Fasioscapulohumeral Muskiiler Distrofi (FSHD), kas distrofilerinin en yaygin
tiirlerinden biridir. Otozomal dominant olarak gecis gosteren genetik temelli bir

hastaliktir.

FSHD klinigine bakildiginda, oncelikle yiiz, kiirek kemigi ve omurga ¢evresi
olmak {iizere tiim viicut kaslarini tutabilen asimetrik ilerleyici gii¢ kaybi ile kendini
gosteren bir hastaliktir. Hastalifin ortaya ¢ikist ve ilerleyisi heterojen olsa da

genellikle ikinci ve ligiincii dekadda ortaya ¢ikmaktadir.

FSHD kliniginde erkek ve kadin hastalarin muayene bulgularina bakildiginda
aralarinda anlamli bir farklilik oldugu goriilmektedir. Ozellikle kadm hastalarda
mensturasyon doneminden menapoza kadar gegen siire¢ hafif olurken, menapoz
sonrasinda siddetlenerek artan bir seyir gézlenmektedir. Bu durum klinik agidan
degerlendirildiginde, Ostrojenin hastaligin prognozu lizerinde O6nemli bir faktor

olabilecegini gostermektedir.

FSHD’nin patofizyolojisinin arastirtlmasinda molekiiler mekanizmalara
iliskin ¢ok sayida arastirma yapilsa da hastalar arasindaki farkliligin ve FSHD’nin
patogenezinin hala tam olarak aydinlatilamadigi goriilmektedir. Simdiye kadar
yapilan g¢aligmalarda bilenen en 6nemli protein, aynt zamanda bir transkripsiyon
faktorii olan DUX4’tiir. DUX4 haricinde benzer yapidaki transkripsiyon faktorlerinin
de kilit proteinler arasinda olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunlardan biri de reseptor

tirozin kinaz (RTK) ailesi olan ROR1 proteinidir.

Bu calismada erkek ve kadin hastalar arasindaki farklililigin ortaya
konmasinda Ostrojenin etkisini molekiiler diizeyde arastirmak amaciyla RORI
protein diizeyi incelenecektir. Bu hipotez dogrultusunda FSHD hastalarindan elde
edilen hiicrelerde Ostrojen ile muamele Oncesi ve sonrasindaki Orneklerden
immiinoblotlama yontemiyle RORI1 proteininin varligir belirlenerek, 6strojenin
etkisinin hedef proteinler lizerinde anlamli bir etki olusturup olusturmadiginin ortaya

cikarilmasi amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. FSHD’nin Tanimlanmasi ve Tarihcesi

Sinir-kas (noromuskiiler) kavsaginda goriilen hastaliklara iligkin kavram ¢ok
genis bir hastalik yelpazesini icine alan bir tanimdir. Bu tanimlamaya dahil edilen
hastaliklar, sinirlere veya kas tamamlayicisina zarar verir. Bu hasar viicudun
Schwann hiicrelerinde, aksonlarda ve sinir hiicrelerinde olabilecegi gibi
néromiiskiiler kavsakta veya kas yapisinin kendisinde, daha komplike olarak tiim bu

yapilarin bir kombinasyonu olarak da ortaya ¢ikabilir (Morrison, 2016).

FSHD’ye bakildiginda sadece kas yapisini tutan noromiiskiiler bir hastalik
oldugu bilinmektedir. Tarihsel siire¢ icerisinde FSHD’yi diger kas hastaliklarindan
ayirt etmek kolay degildir (Padberg, 1982). 19. yiizyilin ortalarinda kronik miiskiiler
atrofi, bir 6n keratoz olarak kabul edilirdi; ancak Duchenne miiskiiler distrofisiyle
ilgili birka¢ ¢alisma, mevcut FSHD tanimiyla neredeyse tamamen uyumlu vakalari
tanimladi. 1868 tarihli bir makalede, Duchenne Muskiiler Distrofiye iligkin kas
yapisindaki degisikliklere vurgu yapildi. Eulenburg ve Cornheim tarafindan beyin ve
omuriligin etkilenmedigini gosteren otopsi raporlar1 yaymlandi ve baska bir ileri kas
vakasinda omurilik ve periferik sinirlerin tamamen etkilenmedigi belirtildi. Bu vaka
muhtemelen tarihteki ilk belirsiz otopsi FSHD vakasidir (Sekil 2.1.). Primer miyopati

kavramini tanimlamak birkag yil ald1.
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Sekil 2.1. FSHD hastaligini gosteren bir aile pedigrisi

R B RH




2.2. FSHD’nin Goriillme Sikhig:

Literatiire bakildiginda FSHD (OMIM#158900), diinya {izerinde kas
distrofileri arasinda {igiincii sik goriilen kas hastaligidir. Goriilme sikligina
bakildiginda 1/15,000-1/20,000 arasinda degismektedir (Statland & Tawil, 2014).
Yapilan bir calismada Hollanda’da insidansin ise 0.3:/100.000 ve prevelansinda iki
kattan daha ytiksek 12/100.000 oldugu belirtilmistir (Deenen, Arnts vd., 2014). Son
yillarda yapilan yeni ¢aligmalar sonrasinda hastaligin 1/7500 goriilme sikligina sahip

oldugu belirtilmektedir (Denny & Heather, 2017).
2.3. FSHD’nin Klinik Ozellikleri

2.3.1. Genel klinik bulgular

FSHD’nin klinigi, hastaligin adin1 da belirleyen 6zellikle yiiz bdlgesi, omuz
kaslar1 ve bazen debacak kaslarinda gii¢ kaybi ve asimetrik olarak ilerleyici bir

hastalik olarak tanimlanmaktadir (Tawil, 2008; Fitzsimons, 2011).

Genel olarak hastaligin ortaya ¢ikis zamani 20’li ve 30’lu yaslar (Tawil,
2008) olarak tanimlansada hastalar arasinda hastaligin klinik siddeti ve hastaligin
ilerleyisi bireyler arasinda farklilik gostermektedir. Baz1 hastalarda hastalik hafif ve
yavag seyirli olarak ilerlerken, bazi hastalar i¢in prognoz c¢ok siddetli olabilir ve bu
hastalar yirmi yasinda hastalanir, daha sonraki yasamlarinda tekerlekli sandalyeye
bagli kalirlar. Amerika ve Avrupa’da sik kullanilan; klinik prognoz siniflamasi
olarak kullanilan skorlama (clinic severity score-CSS) sistemi ile FSHD’nin
progresyonu incelenmektedir (Ricci, Galluzzi vd., 1999; Van Overveld, Enthoven

vd., 2005) (Tablo 2.1.).
2.3.2. FSHD’de tedavi secenekleri

FSHD, kas distrofileri arasinda en sik goriilen ii¢lincii kas distrofisidir. Heniiz
tam anlamiyla bir tedavisi bulunmamaktadir. Genetik bir hastalik olmasindan dolay1,
yapilan tedavi denemeleri Ozellikle DUX4 proteini iizerine odaklanilmis ve bu
proteini hedefleyen kiicilk RNA parcalar1 olmustur (Vanderplanck, Tassin vd., 2018).
Yapilan tedavi stratejilerinden simdiye kadar fayda saglanabilecek bir sonug
cikmamistir. Yapilan bir ¢alismada ise; histidil-tRNA sentetaz enzimine ¢ok benzer

nitelikte bir protein kullanilmis ve {i¢ ay siiren bir terapi ile sadece erken baslangich
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hastalarda Oonemli bir fayda saglanabildigi belirtilmistir (Walker, Butterfield vd.,
2017).

Tablo 2.1. Amerika ve Avrupa’da yaygin olarak kullanilan FSHD hastaliginin klinik
siddet (clinical severity score-CSS) skorlamasi

KLINIK SIDDET SKORU(CLINICAL SEVERITY SCORE-CSS)

a5 Yiiz kaslarnda giigsizlik

1 Kol abdiiksivonunda kisitlama olmaksizin hafif siddette skapular tutulum;
hastaliga ait bulgular fark edilemez diizevde

15 Kol kaslan ve/veya skapular kaslarm orta siddette (kol abdiksivonu =60° ve kol
kuvwveti >3) tutulumu var, pelvik kaslar ile bacak kaslarm tutulumu vok
Ciddi siddette skapular tutulum (kol abdiiksivonu en az bir tarafli olarak <60%),
2 kolun en az bir bélgesinde tutulum var, pelvik kaslar ile bacak kaslarm tutulumu

wvok
2.5 Tibioperoneal zayiflik; pelvik kaslar ile bacak kaslarmda giicsiizhik yvok
3 Pelvil: kaslar ve/veva bacak kaslarmda hafif siddette giigsiizliik (tim bu

kaslardaki kuvvet >4); sandalveden desteksiz kalkabilme

35 Pelvik kaslar ve/veva bacak kaslarmda orta siddette giigsiizlik (tim bu
kaslardaki kuvvet =3); sandalveden tek tarafliimonolateral) destek ile kalkabilme
Pelvik kaslar ve/veva bacak kaslarmda ciddi siddette giigsiizliik (tim bu
4 kaslardaki kuvvet <3); sandalveden cift tarafli(bilateral) destek ile kalkabilme;
vardmmsiz yvirivebilme

a5 Sandalveden kalkma miimkiin degil; desteksiz ¢coklu adim atabilme smairli;
aktivitelerin ¢ogunda tekerlekli sandalve kullanw

5 Tekerlekli sandalveve bagmmli

Bir¢ok calismada, erkek ve kadin hastalar arasinda 6nemli klinik farkliliklar
tanimlanmistir. Bu ¢aligmalara bakildiginda 6zellikle erkek FSHD’li hastalarda
klinik bulgular daha siddetli ve daha erken ortaya c¢ikmaktadir (Lin, Wang vd.,
2015). Bebek wvakalarinda erkekler ve kadinlar arasinda bdyle bir farklilik
gozlenmemistir (Klinge, Eagle vd., 2006). FSHD bir kas hastaligi olarak
isimlendirilse de goz, kulak, dis ve kemiklerdeki anormallikler de hastalikla birlikte
seyredebilir ve prognozla iliskilendirilebilmektedir (Matsuzaka, Sakuragawa vd.,
1986; Balatsouras, Korres vd., 2007; Fitzsimons, 2011). FSHD'de var olan klinik
bulgular haricinde sensdrinoral isitme kaybi, retina damar hastaligi, kalbin sag dal
blogu ve restriktif akciger hastalig1 da goriilebilmektedir (Tawil, Kissel vd., 2015).
Epilepsi ve zeka geriligi gibi siddetli FSHD'li pediatrik olgularda merkezi sinir
sistemi tutulumu goriilebilmektedir (Saito, Miyashita vd., 2007).



2.4. FSHD’nin Patogenezi

2.4.1. FSHD’nin molekiiler ve genetik ozellikleri

FSHD hastalig1 genetik olarak otozomal dominant kalitim modeli ile ortaya
cikmaktadir. FSHD hastalig1 ii¢ ana baslik altinda degerlendirilir. Bunlar; genetik,

epigenetik ve multifaktoriyel etkenlerdir.
2.4.1.1. FSHD’nin genetik altyapisi
2.4.1.1.1. D4Z4 tekrar dizileri

Insan genomunda takribi 3,2 milyar baz oldugu bilinmektedir. Beklentilerin
aksine bu biiyiik genomun kiigiik bir kismi proteinleri kodlar. Kodlama bdélgeleri
genler ve gen ile ilgili bolgelerdir. Bunlar benzersiz diziler olarak smiflandirilir;
kodlama bolgesi, promotdr bolgesi, enhanser bolgesi. Protein kodlamayan bolgelere
intergenik bolgeler denir. Cogu intergenik DNA, "repetitive DNA" adi verilen
tekrarlayan dizilerden olusur. Tekrarlanan diziler, tekrar eden birimin boyutuna ve

evrimsel kokenine gore siniflandirilir.

Diinya iizerinde yasayan insanlarin DNA dizi benzerligi %99.9'dur. Geriye
kalan 9%0,1 ise bireyler arasinda farkliliklar1 olusturur ve buna genetik varyasyon
(polimorfizm) denir. Polimorfizmler, belirli hastaliklar1 artirma egiliminde
olmalarina veya koruma Ozelliklerine sahip olmalarmma ragmen, mutasyonlardan
farkli olarak hastaliklara neden olmazlar. Insan genomundaki polimorfizm; tek
niikleotid diizeyinde (SNP; tek niikleotid polimorfizmi) olabilir veya daha biiyiik
alanlar icerebilir. Genomdaki tekrarlayan dizilerin ¢ogu da polimorfiktir; kisiden
kisiye degisir. Bu tekrarlayan dizilerin her birinin normal kabul edilen bir aralig
vardir. Normal aralifin &tesinde tekrarlayan dizilerin  sayisinin  dinamik
mutasyonlarla birlikte artmasi veya azalmasi, tekrarlayan dizi hastaliklar1 olarak

adlandirilan bir grup hastalik olusturur.

Tekrar dizi artis1 ile seyreden hastalikara bakildiginda ozellikle 1-6
niikleotidlik mikrosatellit dizilerinde artiglar goézlenebilmektedir. Bu artislar ile
seyreden hastaliklar arasinda; Myotonik Distrofi, Frajil X, Huntington hastalig1 gibi
hem noromuskiiler hem de norodejeneratif olan hastaliklar bulunmaktadir. Bu

hastaliklara bakildiginda hem ekzonik hem de intronik bdlgede degisimler
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olabilmektedir (Budworth & McMurray, 2013). Eger tekrar eden dizi artis1 ekzonik
bolgede goriiliiyorsa hatal1 protein olusumu ile birlikte protein birikimine sebebiyet
vermektedir. Tekrar dizi artis1 intronik bdlgede ise; alternatif kirpilmada ve/veya gen
ifadesinin kontroliinde bozulmalar yaratabilmektedir. Bahsi gegen tiim bu
degisiklikler sonucunda hastalik ortaya ¢ikmaktadir. Familyal olarak goriilen
bireylerde nesilden nesile tekrar sayisi daha da artarak; hastaligin ortaya ¢iktig1 yasin
cok daha erken zamanlarda goriilmesine ve hastaligin siddetinin de artmasina sebep
olmaktadir. Bu fenomen genetik beklenti veya antispasyon olarak adlandirilmaktadir.
Birgok farkli genetik mekanizma bu beklentinin olusmasina ve tekrar sayi
degisikligine neden olabilmektedir. DNA replikasyonu sirasinda DNA kayma
(slippage) olarak ifade edilen mekanizmada iki farkli durum meydana gelebilir.
Bunlardan ilki, sentezi yapilan DNA zincirinin kendi {stiine dogru katlanti
yapmastyla insersiyon olusumuna (tekrar artisina) sebebiyet vermektedir (Sekil
2.2.A). Goriilen ilk durum, 6zellikle Huntington hastalig1 ve Frajil X gibi tekrar dizi
artis1 ile seyreden hastaliklarda 6nem arz etmektedir. Bahsi gegen ikinci durumdaysa
kalip DNA zinciri kendi {istliine katlantt olusturabilir ve bu durum sanki
kopyalanmamig gibi bir delesyona olusumuna sebep olur (Sekil 2.2.B). Bu ikinci
durum o6zellikle FSHD i¢in s6z konusu olabilir. Ciinkii FSHD tekrar dizi artis1 ile

degil, makrosatellit tekrar dizi kisalmas1 olan bir hastaliktir.

Sekil 2.2. Dizi artis1 (A) ve azalis1 (B) olarak DNA kayma mekanizmast
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Yapilan genetik baglantt g¢aligmalarina bakildiginda FSHD hastalarinin
yaklasik %95’inin dordiincii kromozomun q kolunda (4q35.2) bulunan D4Z4 tekrar
dizisinde azalma ile iligkili oldugu goriilmektedir (Wijmenga, Frants vd., 1990;

Wijmenga, Hewitt vd., 1992; Wijmenga, Sandkuijl vd., 1992) (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Dordiincii kromozomun uzun kolunda yerlesim gdsteren D474 dizisi

D474 bolgesi normal bireylerde her biri 3.3 kb biiyiikliigiinde on bir ila yiiz
arasinda degisiklik gosteren tekrar dizilerinden meydana geldigi bilinmektedir.
Bilindigi lizere FSHD hastalarinin azalmig (bir ila on civari) tekrar dizisi igerdigi

bildirilmektedir (Hewitt, Lyle vd., 1994).

FSHD hastalarmin tekrar dizi sayilar1 yaklasik 3,3 kb oldugu i¢in Southern
Blotlama ya da molekiiler kombin yontemleri kullanilabilmektedir (Lemmers,
Wohlgemuth vd., 2007; Nguyen, Walrafen vd., 2011). FSHD'nin baz1 ayirt edilebilir
semptomlar1 olmasina ragmen kesin tan1 saglayabilecek bir biyobelirteg
bulunmamaktadir. Yapilan bazi biyokimyasal degerlendirmeler (kreatin kinaz gibi)
FSHD'yi diger kas hastaliklarindan ayirt etmek i¢in yeterli degildir. Southern blot,
D4Z4 tekrarlarinin kisalmasini gostermek i¢in en eski ve en etkili yontemdir. Bu
yontemin uygulanmasinda Oncelikle hastalardan yiiksek miktarlarda DNA elde
edilmesi gerekmektedir. DNA'nin 4q35 bolgesinde D474 dizisi i¢in segici olan Blnl
ve EcoRI restriksiyon enzimleriyle kesilmesi ve PFGE ile kesimi yapilan DNA
biiyiikliiklerinin incelenmesi islemine dayandirilmaktadir. insan genomunda bahsi
gecen bolgenin birden ¢ok paralogunun olmasi nedeniyle uygulanan yontemde
sorunlar olusabilmektedir (Clapp, Mitchell vd., 2007). Bunlardan hemen hemen
hicbiri FSHD ile iliskilendirilmemistir (Ehrlich, Jackson vd., 2007; Klooster,
Straasheijm vd., 2009). 4q35°de bulunan D4Z4 dizisiyle %97 homolojiye sahip olan
10g26°da lokalize D474 tekrar dizisi bulunmaktadir. Burada goriilen en Onemli
sorun, yiiksek derecede homoloji gosteren bu bolgeler nedeniyle EcoRI enzim kesimi

yapildiktan sonra 4. kromozomda yer alan bdlgeden iki fragman elde edilmesi



gerekirken 10. kromozom boélgesinden dort fragman elde edilmesidir. Hastaliga
sebep olan tekrar dizisinin kisalmasinin gdsterilmesinde 4. kromozom bdolgesinin
diger diziden farkli olan %3’liik kesimden yaralanilarak ikinci bir kesim enzimi olan
BInl enziminin kullanilmas1 gerekliligi dogmustur. Bu enzimde sadece 10.
kromozom bolgesini daha kii¢iik pargalar ayirirken 4. kromozom bdlgesini
kesmemektedir, boylelikle 10. kromozom dislanabilmektedir. FSHD tanisinda
kullanilan southern blot yonteminin aynm kisiye ait iki farkli 6rnegi Sekil 2.5.’de

gosterilmektedir. Bu sayede genetik tan1 koyulabilmektedir.

Sekil 2.4. Southern Blot yontemi sonucu ii¢ farkli vakadan elde edilen elektroforez

goruntiisu

Bahsi gegen bolgeler arasindaki yiiksek dereceli benzerlik, bu iki kromozomal
lokasyon arasinda gen doniisiimlerine sebep olmaktadir (Lemmers, Van Overveld
vd., 2004). Gen konversiyonunun bu iki kromozom arasinda hangi alanlar1 igerdigine
bagl olarak ¢ok farkli kombinasyonlar olabilmektedir. Gen doniigiimleri ve dizinin
uzun olusu hastaligin tanisinda ciddi zorluklar yaratmaktadir.

Hastaligin tanisinda goriilen bu zorluklarin asilabilmesi i¢in molekiiler
kombinasyon ad1 verilen yeni yontem gelistirilmistir (Nguyen, Walrafen vd., 2011).
Bu yeni yontemde coklu problar kullanilarak floresan in situ hibridizasyon (FISH)
yapilmaktadir (Sekil 2.5.). Bu yeni metod simdiye kadar sadece Fransa’da

kullanilmaktadir.
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Sekil 2.5. FSHD hastaliginin tanisinda kullanilan FISH yontemi

FSHD’nin patogenizinde var oldugu bilinen ve D4Z4 tekrar dizisi disinda da
gosterilmesi gereken bagka bir dizi bulunmaktadir. Bu dizi D4Z4 tekrar dizisine ¢ok
yakin bir bolgede goriilen tek niikleotitlik bir degisimdir (Lemmers, Wohlgemuth
vd., 2007; Spurlock, Jim vd., 2010). Dordiincli kromozomun uzun kolunda yer alan,
bahsi gecen dizinin i¢inde yerlesik konumda olan, DUX4 mRNA’s1 i¢in dzellikle
poliadenilasyon sinyali yaratarak DUX4 mRNA’sinin stabilize olmasini saglayan qA
aleli olarak adlandirilan ve 10g26’da neredeyse hi¢ goriilmeyen bir allelin varligidir
(Kowaljow, Marcowycz vd., 2007; Lemmers, Van Der Vliet vd., 2010).

Dordiincii kromozomun uzun kolunda bulunan ve D4Z4 tekrar dizilerinin
icinde simdiye kadar tespit edilmis tek gen olan, revers transkriptaz enzimi
vasitastyla RNA’nin DNA’ya doniistiiriilerek genoma tekrar sokulan bir DUX4
retrogendir. FSHD hastalig1 ile iliskilendirilen DUX4 retrogeni, D4Z4 tekrar
kisminin sadece sonunda bulunmaktadir (Kowaljow, Marcowycz vd., 2007; Snider,
Geng vd., 2010). DUX4 geninin, saglikli ve erigskin bireylerde sadece testis dokusu
icerisinde (Snider, Geng vd., 2010) transkripsiyona ugradigi bildirilmistir. Diger
doku ve organlarda ifade edilmemektedir. Bu gen iki homedomain igeren (Lyle,
Wright vd., 1995; Winokur, Bengtsson vd., 1996) (Sekil 2.6.) ve hiicre ¢ekirdeginde

yer alan bir transkripsiyon faktoriinii kodlamaktadir (Dixit, Ansseau vd., 2007).
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Sekil 2.6. A bolgesinde DUX4 proteinin yapisinda ki iki homeodomain (HD1/HD?2)
kismi, B’de aminoasit dizilimi, C’de ise DUX4’lin baglandigit DNA dizilimi

Yapilan caligmalar ve analizlerde DUX4 geninin evrimsel olarak korundugu
belirtilmektedir (Leidenroth & Hewitt, 2010). DUX4 geninin kendisine ait bir
promoter olmasina karsin poliadenilasyon sinyalinin olmadigi belirlenmis (Gabriels,
Beckers vd., 1999), simdiye kadar herhangi bir FSHD hastasinda D474 dizisinin
tamamen delesyona ugradigi goriilmemistir (Tupler, Berardinelli vd., 1996).
Hastaligin olusumundaki esas goriilen durumun susturulmasi gereken bir genin
aslinda fonksiyonel olarak bir kazanim oldugudur. Yapilan detayli analizlerde,
yaklagik her bin adet FSHD niikleusunun ya da miyoblast hiicrelerinin bir tanesi
DUX4 mRNA’smin tiimii veya proteini i¢in pozitif olarak bulunmaktayken, diger
kiiltiirlerin DUX4 i¢in negatif oldugu saptanmistir (Snider, Geng vd., 2010). DUX4
etkisini, ifadesini degistirdigi genler {izerinden gdsteren bir transkripsiyon faktoriidiir
(Dixit, Ansseau vd., 2007). Bu yonde yapilmis ¢alismalarda; DUX4’lin tamaminin
ifadesinin indiiklenmesi kas atrofisine iliskin genlerin de ifadesinin artigina, bazi
hiicrelerin 6liimiine ve anormal goriiniimlii miyotiiplerin olusmasina sebep oldugu
bulunmustur (Bosnakovski, Xu vd., 2008; Vanderplanck, Ansseau vd., 2011).
DUX4’iin tamaminin yapmis oldugu bu etki DNA’ya baglanarak olusur; ancak DNA
dizisine baglanan bélgelerin mutantlar1 olusturuldugu zaman bahsi gecgen etkinin

gbzlenmedigi bildirilmistir (Mitsuhashi, Mitsuhashi vd., 2013).

DUX4 transkriptlerinin varyantlarinin oldugu son zamanlarda yapilan
caligmalarda bildirilmektedir. FSHD hastalig1 ile iliskilendirilen DUX4-fl pA
(DUX4c veya DUX4s olarak adlandirilmig) formunun COOH terminalindeki
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degisiklikten dolay1 kaynaklanan farkli bir ug¢ birlestirme formu bulunmaktadir
(Dixit, Ansseau vd., 2007; Snider, Geng vd., 2010). Hem daha kisa hem de ters
yerlesimli olan bagka bir D4Z4 tekrar1 ise 4935 bolgesinden 42 kb uzaklikta yer alir
(Wright, Wijmenga vd., 1993). Bu tekrar bolgesi de acik okuma dizisi igermektedir.
Bahsi gecen bu bolge DUX4’e ¢ok benzer olup, otuz iki aa dizilimi igeren ve
yaklasik 47 kDa agirhigindaki daha kisa bir formu olan DUX4c proteinini de
kodlamaktadir. Her bir kas ¢ekirdeginde DUX4c’ nin bulundugu bir bagka ¢alismada
da ifade edilmistir (Vanderplanck, Tassin vd., 2018). Yapilan ¢alismanin 6nem arz
eden bu bulgusu da, DUX4’{in FSHD kas hiicrelerinde her bin hiicreden sadece bir
tanesinde olduguna iligkin ifadeden (Snider, Geng vd., 2010) farklilik

gostermektedir.
2.4.1.2. FSHD’de gen ekspresyon ¢alismalart

Birgok farkli gen ifadesi {lizerine yapilan ¢alismalar FSHD miyoblast hiicre
hatlar1 ve hasta biyopsileri tizerinde yapilmigtir (Osborne, Welle vd., 2007; Cheli,
Francois vd., 2011; Tsumagari, Chang vd., 2011). Bu ¢alismalar arasinda farkliliklar
olsa da; FSHD patogenizinde ¢ok sayida genin ifadesinde meydana gelen degisik
ifade edilmektedir (Tupler, Perini vd., 1999; Winokur, Chen vd., 2003; Celegato,
Capitanio vd., 2006; Osborne, Welle vd., 2007; Arashiro, Eisenberg vd., 2009).
Yapilan c¢alismalar gdostermektedir ki, embriyolojik siiregteki farklilasma
asamalarinda, apoptotik siire¢lerde farkli fonksiyonlar1 ve gorevleri olan ¢ok sayida
genin ekspresyon farklart bulunmaktadir. Bu kadar ¢ok gen ekspresyon caligmasi

yapilmasina karsin FSHD’den sorumlu net bir gen tanimlanamamuistir.
2.4.2. FSHD’nin epigenetik altyapisi

Bilindigi gibi geleneksel genetik tanimlamasinda, niikleotit dizilimi ifade
edilir. Epigenetik kavrami ise DNA dizisi {izerinde olmayan degisiklikleri
tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. DNA dizisi iizerinde herhangi bir degisim
gerceklesmeden gelen bu modifikasyonlar, genlerin ekspresyon seviyelerinde
degisiklik olusturarak etkilerini gdstermektedir. Bu degisiklikler geri dontisiimlii
olabilmektedir. Son yillarda epigenetik iizerine yapilan genis capli arastirmalar ile;
beslenme ve ¢evre kosullarinin genler {izerine etkisinin nasil, ne sekilde olustugunu

ve aynt DNA dizilimine sahip kisiler arasi farkliliklarin nasil goriilebildigini
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anlamamiz1  saglamistir.  Epigenetik modifikasyonlara bakildiginda; DNA
metilasyonu, histonlarin asetilasyon/deasetilasyon, metilasyon, fosforilasyon,
ubiquitinasyon, sumolasyon, sitrulinasyon ve ribozilasyon gibi kovalent
modifikasyonlar ile miRNA ve IncRNA benzeri translasyona ugramayan RNA
ailelerine ait transkripsiyon sonrasi modifikasyonlar olarak belirtilebilir.

Her ne kadar yapilan calismalar ile FSHD hastalarinin %95’inin D474 tekrar
dizisindeki kisalmalara bagli oldugu belirtilmisse de, hastaligin patofizyolojisini
aciklamaya yeterli olamamistir. Bunun da en iyi aciklamalarindan biri 4q35
bolgesindeki D474 alaninda bes tekrar dizisi tagiyan ve semptom gdstermeyen
hastalarin varligr ya da tam tersine ara durum (interzone) olarak ifade edilen ve
sadece 11 ila 12 tekrar1 olan kisilerde bile FSHD’ye iliskin semptomlarin ortaya
¢ikmis olmasi nedeniyle daha ileri ¢alismalarin yapilmasi gerekliligi dogmustur. Bu
farkliliklarin da D4Z4 dizisindeki metilasyon seviyesi ile baglantili oldugu

distiniilmektedir.

D4Z4 dizisinde meydana gelen delesyonlar haricinde ve %35’°lik kisimda yer
aldig1 diisiiniilen FSHD hastalarinin DNMT3B ve SMCHDI1 genlerinin metilasyona
ugradig1 bilinmektedir. DNMT3B geni; yirmi numarali kromozomun uzun kolunda
yer almaktadir. SMCHDI1 geni ise; on sekiz numarali kromozomun kisa kolunda
bulunmaktadir. Dimer yapis1 gostererek DNA metilasyonuna sebebiyet vermektedir
(Yamanaka, Goto vd., 2004; De Greef, Lemmers vd., 2009). Bahsi gecen bu iki
genden herhangi birinde mutasyon gozlendiginde DNA diizeyinde genel bir
hipometilasyon olustugu belirtilmektedir. Normal bireylerde metile konumda olmasi
gereken bu genlerin herhangi bir mutasyon sonucu genel bir metilasyon azligina
neden oldugu goriilmektedir. Hipometilasyon ile birlikte qA alelini tasiyan, kisalmis
bir D4Z4 dizisi de bulunuyorsa FSHD’nin ortaya c¢ikti1 belirtilmistir (Lemmers,
Tawil vd., 2012; Van den Boogaard, Lemmers vd., 2016).

Yapilan bu ¢alismalar 1s1¢inda metilasyon degisikliklerine 6zgii yeni
yontemler gelistirilmeye c¢alisgtimaktadir. Ozellikle hasta bireyler ile saglikli bireyler
arasindaki fark: tespit etmeye yonelik bisiilfit modifikasyon tabanli polimeraz zincir

reaksiyonu yontemi kullanilmaktadir. Boylelikle D4Z4 bolgesindeki metilasyona
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iligskin bilgilerle hastaligin tanisina gidilebilecegi diisiiniilmektedir (Gaillard, Roche
vd. 2014; Jones, Yan vd., 2014).

2.4.3. MiRNA’larin FSHD’deKi rolii

Posttranskripsyonel bir modifikasyon olan ve epigenetik regiilasyonda gorev
alan miRNA’lar yaklasik 19-25 niikleotit uzunlugunda kodlanmayan RNA
molekiilleridir (Bartel, 2004). Insan genomundaki genlerin en az 3’te 1’inin
miRNA’larla etkilesiminin oldugu ve RNA polimeraz II enzimi araciligiyla
sentezlendigi bilinmektedir (Lewis, Burge vd., 2005). MiRNA’lar, mRNA’larin 3’
ucuna baglanarak, Argonaute (AGO) proteinlerini kendisine dogru yaklagtirmaktadir.
Buna gore 3 farkli yolla AGO proteinleri mRNA’dan protein sentezini dnlemektedir.
Bunlar; ilgili mRNA’nin yikimi, ilgili mRNA’da deadenilasyon olusturma ve ilgili
mRNA {izerindeki translasyonel kompleksin ilerleyisini durdurmak suretiyle protein
sentezini (translasyon) inhibe etme seklindedir (Huntzinger & Izaurralde 2011).

Yapilan bir ¢aligmada Real-time Polimeraz Zincir Teaksiyonu (RT-PCR)
tabanli analizde FSHD kas hiicrelerinde ve normal hiicrelerde D4Z4’°ten kaynaklanan
cok sayida hem sense hem de antisense transkriptlerin oldugu belirtilmistir (Snider,
Asawachaicharn vd., 2009). Yapilan analizlere gore; translasyonu yapilmayan 5’
ucta yer alan kisim ile ekzonik ve intronik bdlgede ve yine translasyona ugramayan
3> ucta bulunan kisimlarda da miRNA fragmanlarinin olustugu belirtilmistir.
Ozellikle, DUX4‘lin promoter kismindan transkripsiyonunun yapilacagi bdlgeyi
hedefleyen siRNA vasitasiyla DUX4’iin azaldigi; miRNA olusumda 6nemli bir rolii
olan DICER enziminin ve Argonaute’in susturulmasi ile DUX4 diizeyinin arttigi
gosterilmistir. Elde edilen bu verilerle DUX4 diizeyinin miRNA’larin kontroliinde

oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Lim, Snider vd., 2015).

FSHD’ler iizerine yapilan bir ¢alismada, miRNA profilinin ¢ikarilmasinda
miR-411‘in ekspresyon diizeyi iizerinde onemli farkliliklar oldugu belirtilmistir
(Harafuji, Schneiderat vd., 2013). Primer miyoblastlar {izerine yapilan bir diger
transkriptom c¢alismasinda ise; farkli diizeylerde ifade bulan yirmi dokuz ayr (sekiz
downregiile ve yirmi bir upregiile) miRNA tespit edilmistir. DUX4 asir1 ifadesinin
bu yirmi dokuz adet miRNA’nin yukar1 yonlii diizenlenen on iki tanesi ile ortiistiigii

belirtilmektedir (Dmitriev, Stankevicins vd., 2013). Bir diger ¢alismada ise; FSHD
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tanil1 vakalardan alinan biyopsi materyalleri ile kontroller karsilastirildiginda sekiz
miRNA’nin ifadesinde farklilik oldugu belirtilmistir (miR-625, miR-34a, miR-517,
miR-331-5p, miR-582-5p, miR-516b, miR-380-3p ve miR-330) (Portilho, Alves vd.,
2015).

Kas hiicrelerinin farklilagmasi esnasinda ve miyogenezde c¢ogalma
stireclerindeki miRNA ekspresyon farkliliklarini incelemek amaciyla yapilan ve yeni
nesil dizileme ile beraber kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu yontemlerinin
kullanildig: bir ¢calismada kontrol grubunda otuz dortii upregiile olmak iizere toplam
otuz sekiz adet miRNA oldugu belirtilmigtir. FSHD hastalarina ait hiicrelerde bu
sayl ¢cok daha az olmakla beraber, FSHD’ye spesifik alti farkli miRNA’nin
(miR1268, miR1268b, miR1908, miR4258, miR4508 ve miR4516) diizeyinin
degistigi tespit edilmistir (Colangelo, Francois vd., 2014). Yapilan 6nemli bir
calismada ise FSHD1 ve FSHD2’de birbirinden farkli miRNA’larin degisiklik
gosterdigi belirtilmistir (Lim, Wong vd., 2018). Bu sayede klinikleri birbirine ¢ok
benzer olan FSHD1 ve FSHD2‘nin olusumda farkli molekiiler mekanizmalarin

oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

Duchenne Muskiiler Distrofi (DMD)’de kan/serum biyobelirtegleri olarak
belirtilen ve tani testlerine alternatif olarak kullanilabilmesi amaciyla {i¢ adet
miRNA’nin (miR-1, miR-206 ve miR-133a) sekiz FSHD hastasinin serumunda

incelenmis ancak anlamli bir fark bulunamamistir (Matsuzaka, Kishi vd., 2014).

In vivo temelli yapilan bir ¢calismada, farelerde DUX4’iin miRNA mimikleri
ile susturulmasinin miyoblast hiicrelerdeki yogunlugun azalmasmi onledigi

gosterilmistir (Wallace, Liu vd., 2012).
2.4.4. FSHD patogenizinde multifaktoriyel altyap:

Yapilan ¢aligmalara bakildiginda; FSHD patogenizinde hem genetik hem de
epigenetik faktorlerin rolii olabilecegi kabul edilmektedir. Hastalig1 olusturan
patofizyolojinin heniiz net bir sekilde aydinlatilamamis olmasi nedeniyle hastaligin
olusumunda birden ¢ok genin mi etkilesime girdigi, ¢cevresel baz1 faktorlerin genler

tizerine olan etkileri nedeniyle mi hastaligin gelistigi sorular1 giindeme gelmektedir.

14



FSHD’ye ait baz1 klinik 6zellikler ile molekiiler mekanizmalara bakildiginda
hastaligin kompleks bir hastalik oldugu diisiiniilmektedir. Bilinen bazi 6zelliklere
bakildiginda hastalik; kliniklerinin birbirine ¢ok yakin oldugu bilinen FSHDI ve
FSHD2’nin molekiiler mekanizmalarinin birbirlerinden farkli olmasi, FSHD
hastaligindan  sorumlu  oldugu diislinilen DUX4’iin  bireyler arasinda
heterojenitesinin olmasi, gen ifadesine yoOnelik yapilan ¢alismalarda aday genin
belirlenememis olmasi, bireyler arasi farklilik ve klinik agidan vakalarin ayni aile
liyelerinde bile hastaligin baslangi¢ yasi-seyri-siddetinin ve hastaligin kas tutulum
seciciliginin ayn1 olmamasi1 seklinde Ozetlenebilir. Bazi FSHD hastalarindaki
farkliliklar metilasyon analizleri ile iliskilendirilmisse de, farkli metilasyon

degisiklikleri hala gizemini korumaktadir (Gaillard, Roche vd., 2014).

2.5. ROR1 Proteini

RORI1 proteinleri bir reseptor tirozin kinazdir (RTK) ve ROR ailesini
olusturmaktadir. Norotrofik tirozin kinaz ile iliskili (NTRKR1/2) protein olarak
tanimlanan ROR2 geni ROR1 ile %58 oraninda amino asit benzerligi gostermektedir
(Masiakowski & Carroll, 1992). Yapilan calismalarda, ROR proteinlerinin hiicre
disinda Immiinoglobulin-benzeri (Ig-like), diger reseptdr proteinlerde rastlanmayan
Kringle (KRD) bélgeleri ve sisteinden zengin Frizzled (FZD) bélgelerini icerdigi
gosterilmistir (Masiakowski & Carroll, 1992; Forrester vd., 1999). ROR proteininin
hiicre i¢i boliimiindeyse sirasiyla; tirozin kinaz (TKD), serin/treonin zengin (Ser/Thr)
ve prolince zengin (PRD) bolgelerden olustugu belirtilmistir (Borcherding vd.,
2014).

Her iki ROR proteininin (ROR1/ROR2) hesaplanan molekiiler agirlig1 yaklagik
104 kDa’dur. Ancak ROR1 proteinin translasyon sonrasi modifikasyonlara bagh
olarak glikozillendiginden dolay1 western blot analizlerinde farkli (100, 115 ve 130
kDa) boylardaki varyantlar goriilmektedir (Oishi vd., 1999). Ozellikle bu
glikozillenme ile olusan 130 kDa boyutundaki RORI1 proteini, hiicre yiizeyine
yerlesmekte ve sinyal iletiminde 6nemli rol oynadig: bildirilmektedir (Kaucka vd.,
2011). Bunun yanisira ayni varyant mono-ubiquitinasyona da ugrayabilmektedir.
Reseptor Tirozin Kinaz benzeri Orphan Reseptdr olarak isimlendirilen ROR

ailesinin, kinaz aktivitesi olmadigi ve tanimlanmis bir ligandinin da olmadig

15



diisiiniilmektedir. Ancak c¢esitli ¢alismalar ile ROR1 proteininde bulunan FZD
bolgesinin, reseptdr ligand etkilesiminde rol aldigi gosterilmistir. Fukuda ve
arkadaslan tarafindan yapilan bir calismada; 6zellikle Wnt5a’nin fiziksel olarak
ROR1 ile etkilesime girerek, NF-kB sinyal yolagini aktive ettigi ifade edilmektedir
(Fukuda vd., 2008). Daha sonra yapilan ¢aligmalara bakildiginda ROR1’in ligandi
olarak Noregulinl (NRG1) ve epidermal biiylime faktorii (EGF) de tanimlanmistir
(Li vd., 2017; Yamaguchi vd., 2012). Bir baska ¢alismada ayrica ROR1 ile HER3{in
Noregulinl varliginda heterodimer yaparak uzun kodlama yapmayan RNA’lar
(InRNA) araciligi ile Hippo/Y AP yolaginda rol oynadig: bildirilmistir (Li vd., 2017).
RORTI’in psddokinaz oldugu ifade edilmesine karsin, akciger kanserinde kinaz
aktivitesinden bagimsiz ve bagimli olarak hiicre sag kalimini uyardigi gosterilmistir
(Yamaguchi vd., 2012). ROR1 proteinin kinaz aktivitesi gostermeden MET aracili
fosforilasyonu ile hiicre sag kalimina katki sagladigi ve MET onkogeninin substrati
gibi gorev aldig1 gosterilmistir (Gentile vd., 2011). Tiim yapilan bu ¢aligmalar ile
hem RORI1’in kinaz aktivitesi oldugu hem de kinaz aktivitesine bagimli veya
bagimsiz olarak sinyal iletiminde gorev aldigi ve ligandlarinin bir kisminin
tanimlanmis oldugu belirtilmektedir. Embriyonik donemde gelisimin farkl
basamaklarinda ROR1 proteininin eksprese edildigi belirtilmektedir (Matsuda vd.,
2001). Her iki ROR proteininin (ROR1/2) fare embriyo ve fetiislerinde iskelet, kalp,
sinir sistemi ve akcigerlerinde eksprese edildikleri, fakat ROR1 proteininin erken
donemde noral krest hiicrelerinde ve sephalik mezankimde, ge¢ donemde ise
alveollerde ve kalpte bulundugu bildirilmigtir (Matsuda vd., 2001; Al-Shawi vd.,
2001). Matsuda’nin bagka bir calismasinda ge¢ embriyogenez doneminde sinir
siteminde ROR1 ekspresyonunun kayboldugu, buna karsin ROR2 ifadesinin ise
devam ettigi belirtilmektedir. Ayrica ROR1 ve ROR2 proteinlerinin ekspresyonunun
memelilerin néron uzamasi ile sinaps olusumunda gorev aldiklar1 ve merkezi sinir
sistemi gelisimi sirasinda gelisimsel olarak diizenlenmekte oldugu saptanmistir
(Paganoni & Ferreira, 2003). ROR1 proteininin embriyogenez ve fetal hayattadaki
ekspresyonunun 6nemi gosterilmesine karsin saglikli erigskin dokularinda RORI
ekspresyonu ya ¢ok az miktardadir ya da hi¢ bulunmamaktadir. Ayrica yapilan

caligmalarda saglikli dokulardaki bu diisiik ekspresyona karsin, ROR1’in hem solid
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tiimdrlerde hem de hematolojik malignitelerde artmis ekspresyonu gosterilmistir. Bu

sebeple ROR1 proteinine onkofetal protein de denilmektedir.
2.6. Calismanin Amaci

Simdiye kadar incelen vakalarda belirlenen iki klinik veri dogrultusunda;
menapozdan sonra kadin hastalarda hastalik siddetinde artisin gozlemlenmesi ve
kadin-erkek hastalar arasindaki prognoz farkindan yola ¢ikilarak acaba Ostrojen
FSHD patogenezinde ©Onemli rol oynayabilir mi? sorusu ana hipotezi
olusturmaktadir. Yapilan bu c¢alismada; FSHD’de hipotezi olusturan oOstrojenin
etkisinin olup olmadiginin, 6strojen ve RORI1 proteinininde bu etkilesim igerisinde

de var olup olmadiginin FSHD hiicrelerinde gdsterilmesi amaglanmustir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢alismada, FSHD’li hastalardan biyopsi ile alinan primer miyoblast hiicre
hatlarinda Ostrojenin; RORI proteininin ifadesi tizerinde etkisi immunoblotlamat ile
incelenmistir. Oncelikle bu durumun Kkarsilastirilabilmesi amaciyla &strojen
icermeyen kontrol grubu, Ostrojenin ¢ozildiigli etanol igerikli kontrol grunu ile
Ostrojen eklenmis hiicrelerden 30. dakika ile 2. ve 4. saatlerdeki ii¢ ana grup iizerinde

deneyler yapilmistir.

3.1. Miyoblast Hiicre Hatlar1

Bu ¢aligmada kullanilan hiicre hatlari, FSHD klinik bulgularina sahip, D474
bolgesinde tekrar dizi kisalmasi bulunan ve goniilli vericilerin etkilenmis iskelet
kaslarindan elde edilen miyoblast hiicre hatlar1 kullanilmistir. Hiicreler ABD’de
bulunan Massachussets Universitesi’nden temin edilmistir. Primer miyoblast
hiicreleri, Prof. Dr. Rabi Tawil tarafindan gonderilmistir. Deneylerde kullanilan ve
alt1 farkli yas grubunda olan FSHD’li hastalara ait hiicre hatlar1 arastirmada
kullanilmistir. Hiicre hatlarinin olusturulmasinda kullanilan biyopsi materyallerinin

patolojik verileri tablo 3.1.°de verilmistir.

Tablo 3.1. FSHD hiicre hatlarina ait molekiler ve klinik veriler

Bx* Cinsivet Hastahéin CSS** 4q35 D474 Bx alinan

anmdaki Baslangic tekrar DNA kas grubu

vas Yas uzunlugun

63 E 15 6 23kb A Vastus Lateralis
71 E 40 8 31kb A Deltoid

58 K 15 6 28kb A Vastus Lateralis
537 K 47 0-1 19kb A Vastus Lateralis
60 K 40 3 26 kb A Vastus Lateralis
40 E 21 2 26kb A Vastus Lateralis

* Bx: Biyopsi

**CSS (Clinic Severity Score): Hastaligin klinik siddeti ile ilgili bir skorlamadir.
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3.2. Miyoblast Hiicre Hatlarimin Kiiltiirii

3.2.1. Hiicre kiiltiirii asamalari

Primer hiicrelere ait kiiltiirlerin devam ettirilebilmesini igeren protokol igin

hiicrelerin gonderildigi tiniversiteden temin edilmistir.

Tarafimiza gonderilen hiicreler i¢in  gonderilen protokol asagida
verilmektedir. Hiicreleri temin ettigimiz iiniversitede hiicreler 19. protokole kadar

getirilmis ve tez siireci boyunca bu maddeden itibaren ¢aligmalar gerceklestirilmistir.
3.2.1.1. Miyoblast orneginden primer hiicre kiiltiirii protokolii

1. Transport amagli olarak hazirlanan besiyeri ortami uzaklagtirilir ve biyopsi

materyali 10ml PBS (Phosphate-buffered saline) ile yikanir.

2. Ortamdan PBS uzaklastirilir ve yeniden Sml PBS eklenir.

3. Yikamasi gerceklestirilmis materyal steril bir petri kabina konulur ve iki steril
nester yardimiyla pargalara boliintir.

4. Pipetle alinabilecek kadar ufak parcalara ayrilan biyopsi drneginin hepsi 15ml’lik
steril tiipe aktarilir. Sml PBS ilave edilerek materyal yikanir.

5. Belli bir siire beklendikten sonra doku pargagiklarinin kendiliginden ¢okmesi
saglanir ve yikama iglemi i¢in kullanilan PBS ortamdan dikkatlice uzaklastirilir.

6. Orneklerin {izerine yeni 10ml PBS eklenir. Orneklerin birbirine karigmasi saglanir.
Belli bir siire sonunda ¢dkelme takip edilir ve ortamdan PBS uzaklastirilir.

7. Ayni islem bir kez daha tekrarlanir.

8. PBS uzaklastirilarak 6rnegin tizerine 50 ul 0.2M CaCl, 1.6 ml Dispase II ¢ozeltisi
ve 2ml kollajenaz IV eklenir.

9. 37°C temiz su banyosunda 15 dk boyunca inkiibe edilir.

10. Ornek pipetaj yapilarak homojenize edilir. Ardindan en az 15 dk daha 37°C su
banyosunda birakilir.

11. Pipetaj islemi tekrarlanir.

12. Doku pargalarinin ayrilmadig1 goézlenirse islem tekrar edilir.

13. Daha 6nceden PBS ile hazirlanmis 100pm naylon hiicre filtresi 50 ml’lik tiipiin

tizerine yerlestirilir.
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14. Biyopsi materyalinden elde edilen dokuya ait parcalar dikkatlice filtreden
gecirilir ve Sml PBS ile yikama islemi yapilir.

15. Cokelme sonucunda tiipilin {izerinde bulunan siipernatant atilir ve iizerine 10 ml
besiyeri eklenir.

16. Hiicreler 90 dakika boyunca T75 flasklarda bekletilir. Bu siire igerisinde
miyoblastlar haricindeki fibroblastlarin tutunmasi saglanir. Ancak miyoblast
hiicreleri heniiz tutunamaz.

17. Bu siire zarfindan sonra elde edilen siispansiyon yeni bir T75 flaska aktarilir.

18. Kiiltiir islemi sonrasi li¢ veya dordiincii giinde besiyerine 1ml F10 mediumu
icinde homojenize olmus 4ul’lik bFGF ilave edilir, bu esnada hala miyoblastlar flask
ylizeyine yapismamis olabileceginden normal morfolojisinde goriinmeyebilir.

19. Gegen bu siire zarfindan sonraki giinlerde hiicreler daha yuvarlak goriiniimde ve
hepsi yapismamis durumda olabilir. Hiicrelerin biiyliylip ¢ogalmasi ve uygun
morfoloji kazanmasi bir hafta siirebilir. Ancak alinan numune eger kii¢iik boyuttaysa
bu siire daha da uzayabilir.

20. Flasklara her birkag giin arayla taze biiyiime faktorii ilave edilmelidir. Ik degisim
icin eger flasklarda kiiciik hiicre odaklari goriiliirse bir hafta icinde degisim
yapilabilir. Ancak hala hiicre odaklar1 olusmamis ise besiyerine yine 3-4 giinde bir
4ul bFGF takviyesi yapilmali ve ayni besiyeri icerisinde en az 10 giin siire daha
tutulmalidir.

Egerki ilk degisim bir haftadan dnce yapilmasi gerekiyorsa, yapismayan hiicrelerin
kaybedilmeden yapilmas1 gerekmektedir.

21. Biiyiime odaklar1 goriilmeye bagladiktan sonra artik haftada iki kez degisim
yapilabilir. Ancak biiylime odaklar1 kontrol altinda tutulmali ¢ok fazla biiylimeleri
engellenmelidir. Aksi halde miyosit farklilagmasi olabilir.

22. Bu asamada eger biiyime odaklar1 artmaya baslarsa yeniden dagitim
yapilmalidir. Besiyeri flask ortamindan uzaklastirilarak 10ml PBS ile yikama yapilir.
Daha sonra PBS ortamdan uzaklastirilmalidir. 1 ml miktarinda ve % 0.1°lik tripsin
ilave edilerek tiim flask yiizeyine yayilmasi saglanir. Sonrasinda birka¢ dakika
bekledikten sonra hafif¢e flaska vuru yapilarak hiicrelerin flask yiizeyinden kalkmasi

saglanir. Bu asamada inverted mikroskop altinda hiicrelerin durumu gézlenir.
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23. Kiiltiir ortamindaki hiicreler flask igerisinde yaklasik %60-80 yogunluga
ulagmasi saglanir. Bu yogunluga ulasan hiicreler tripsinizasyonla kaldirilarak birkag
farklr flaska dagitim1 yapilir. Her seferinde taze hazirlanmis 10 ml besiyeri flasklara
eklenmelidir.

24. Pasajlamasi yapilan hiicreler tekraradan yaklasik %60-80 yogunluga ulasincaya
degin kiiltire edilmeye devam edilir. Tekraradan istenilen yogunluga ulasinca
tripsinizasyon islemi gergeklestirilir. Bdylece hiicreler tekrar kaldirilmis olur.
Hiicreler besiyerinden kalktiktan sonra tripsinin aktivitesini durdurmak amaciyla
10ml F10 besiyeri eklenir. Bu asamadan sonra hiicreler toplanir falkon tiiplere

aktarilarak yavag devirde bes dakika santrifiij edilir.

25. Cokelme gergeklestikten sonra siipernatant ortamdan uzaklastirilir. Falkon tiip
altinda kalan pelet saklama besiyerine aktarilir. Bu asamada; hiicre yogunluklarina
gore hiicrelerin saklanmasi saglanir. Bu asama artik iki numarali pasaj olarak
degerlendirilmektedir. Daha uzun siireler hiicreler saklanacaksa sivi azot igerisinde

bekletilmelidir.
3.2.2. Hiicre Kkiiltiiriinde kullanilan soliisyonlar

Biyopsi materyallerinden elde edilen hiicrelerin kiiltiire edilmesinde kullanilan

F10 besiyerinin bilesenleri:

e F10 Besiyeri (Gibco)

Igerigine bakildiginda; Fenol Kirmizisi ve L-glutamin ile beraber birgok
esansiyal aminoasit, mineral ve vitamin bulunmaktadir. Icerisinde herhangi bir
bliylime hormonu ya da protein bulunmamaktadir. Bu yilizden fotal dana serumu
(FBS) gibi ilavelere ihtiya¢ duyulmaktadir.

e %20 FBS (Gibco)

Kiiltlir ortam1 igerisinde biiyiitiilen hiicrelerin yasamasi, biliylimesi ve
boliinmesini saglayan; icerisinde de dana serum antijeni (BSA) ve birgok farkl

proteini i¢eren bir kiiltiir bilesenidir.

FBS 37°C‘de erimesi saglanir; 56C°’de su banyosunda 1s1 ile inaktivasyonu
yapilir; hiicre kiiltiiri ile uyumlu filtrelerden gegirilir. En son asamada son hacim

%20 oraninda olams1 gereken sekilde F10 besiyerine ilave edilir.
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¢ 10 ng/ml bFGF (Promega) (Biiyiime Hormonu)

FGF2 olarakta bilinen, bFGF (basic Fibroblast Biiylime Faktorii)’diir. Biyopsi
materyallerinden elde edilen primer hiicrelerin biiyiitiilmesinde kullanilmaktadir.
Oncelikle suspense etmek amaciyla 25 pug bFGF igeren flakonun iizerine 1 ml PBS
eklenir. Tamamiyle karigmasi saglanir ve stoklar hazirlanir. Bu stoklar -20°C’de
saklanir. Her kiiltiir asamasinda flasklara eklenmek tizere stoklar eritilerek her yeni
10 m’lik besiyerine 4pl olacak sekilde ilave edilir.

e %] Penisilin/Streptomisin (Gibco)

Hiicre  kiiltiiri  asamalarinda  kontaminasyonu  engellemek  amaciyla
Penisilin/Streptomisin antibiyotik karisimi besiyeri ortamina ilave edilir. Kiiltiir
ortamina %1 olacak sekilde ilave edilir.

e | uM Dexamethazone

Hiicre kiiltiirli esnasinda, hiicrelerin kendiliginden apoptozisini 6nlemek amaciyla
hiicre kiiltlirii ortamina ilave edilir. Hazirlanan stoktan (1 uM) her 10 ml besiyeri

icine 10 pl olacak miktarda eklenir.

Hiicre kiiltiirii i¢in her degisim Oncesinde ve kiiltiir asamasinda bahsi gegen

soliisyonlar taze olarak hazirlanmalidir.
3.2.3. Islemler

ABD’de yer alan Massachussets Universitesi tarafindan tarafimiza génderilen
FSHD’li hastalar ait miyoblast hiicreleri yine ayni iiniversite tarafindan hazirlanan
protokol c¢ercevesinde biiyiitiilmiistiir. Buna gore yukarida verilen protokol
kapsaminda kiiltiire edilecek olan hiicreler i¢in 10 ml F-10 besiyeri kullanilmistir.
Hiicrelerin 75 cm®’lik flasklara ekimi yapilmis, saglikli bir sekilde biiyiitiilebilmesi
i¢cin insan i¢ ortami ile aym Ozellikte olan %5 CO2 igeren 37°C’deki inkiibatérde
(Newbrunswick-Galaxy 170R) hiicrelerin ¢ogalmasi saglanmistir. Hiicrelerin saglikli
bir sekilde tutunabilmesi igin besiyerleri 2-3 giin igerisinde yenilenmistir. Bu islem
bir hafta kadar siirdiriilmiistiir. Hiicrelerin istenilen morfolojiye gelmesi ve
yogunluklarinin %60-%80 degerlerine ulagmasinin ardindan besiyeri ortamdan
uzaklagtirllmistir. Hiicrelerin flasklardan kaldirilmasi amaciyla tripsinizasyon
islemine tabi tutulmustur. Bu asama icin hiicreler 2 ml’lik PBS ile yikanip 3 ml

tripsin-EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik asit) (%0,1) ile %5 oraninda COz2 igeren
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etiivde (Life Technologies) 3 dk. kadar bekletilmistir. Hiicrelerin zarar gormesinin
engellenmesi amaciyla ortama tekraradan F10 besiyeri eklenmistir. Bu sayede tripsin
aktivitesi durdurulmustur. Daha sonra hiicreler santrifiij yapilmak {izere falkonlara
alimmigtir. 1800 rpm’de 7 dk boyunca santrifiij yapildiktan sonar ¢okelti tizerindeki
slipernatant atilmis, ¢okelti iizerine 1 ml taze besiyeri konulmustur. Pipetaj islemleri
yavas ve nazik bir sekilde yapilarak homojen hale getirilmistir. Bu asamadan sonra
hiicre sayimina gegilmistir. Hiicre sayimi i¢in hemositometre kullanilmistir. Hiicre
sayisina bagli olarak hiicreler ya tekrar pasajlanmistir ya da deneylerin bir sonraki

asamasina gecilinceye kadar uygun ortam sartlarinda saklanmstir.
3.3. Protein izolasyonu

3.3.1. Gerekli soliisyonlar

Tablo 3.2. Radioimmunoprecipitation assay (RIPA) soliisyonu igerigi

Malzeme Adh MiktaruvMolaritesiYiizdesi
Tns-HCI (pH 7.5) 20 mh

MNaCl 1530 mhd

Na;EDTA 1 mhi

EGTA (etilenglikolbis(f-aminoetileter)) Imhd

NP-40 (nonilfencksipolietoksiletanol) %ol
Sodyum Deolsikolat %1
Sodyum Pirofosfat 2. 53mM
[-gliserofosfat 1 mM
Na; Vil 1 mhi
Leupeptin lpg/ml
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3.3.2. islemler

Hiicrelerin saglikli ve uygun morfolojide biiyiitiilmesi asamasindan sonra her
hiicre hatt1 icin tekrar 75 cm?lik flasklara; 1,5x10° oraninda olacak sekilde ii¢c farkli
hiicre ekimi yapilir. Hiicrelerin tekrar flask ylizeyine tutunabilmeleri amaciyla %5
CO2’lik ortamda 37°C’de inkiibe edilir. Flask ylizeyine yapisan hiicrelere belirli
siirelerde (30 dakika, 2 ve 4 saat) 10 nM 0stradiol (E2) uygulamasi yapilmistir.
Sonrasinda 37°C’de %5 CO:2 igeren etiivde bekletilmistir. Kontrol grubu olarak
kullanilan 6strodiol igermeyen hiicreler ve 0Ostrodioliin ¢6ziindiigli etanol kontrol
grubu olarak kullanilmistir. Ekim asamasini ve oOstrodiol uygulamasini takiben
hiicreler PBS ile ylizeyden kaldirilmistir. Daha sonra 2 dakika boyunca 13200
rpm’de ¢oktiiriilmesi saglanmistir. Supernatant atilmasi sonrasinida pellet iizerine
RIPA soliisyonu lizis tamponu olarak eklenmistir. Bu soliisyonun igerigi tablo
3.2.’de belirtilmistir. (Pellete aktarin Oncesinde RIPA soliisyonu igerisine
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), proteaz aktivitesi ile proteinlerin
parcalanmasini 6nlemek amaciyla eklenmistir.) Hazirlanan hiicreler 20 dk. siiresince
oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Bu asamadan sonra tekrar 20 dk.
boyunca 13200 rpm’de +4°C’de santrifiij islemine tabi tutulmuslardir. Santrifiij
sonrasinda istte kalan faz yeni bir toplama tlipline alinarak miktar Slgiimleri
yapilmistir. Bir sonraki deney asamasina kadar hazirlanan numuneler -80°C’ye

kaldirilmastir.
3.4. Elde Edilen Proteinlerin Miktar Tayini

Bir 6nceki asamada elde edilen proteinlerin miktarlarinin 6lgiilebilmesi
amactyla Bradford yontemi kullanilmistir (Bradford 1976). Bu yontemde ilk olarak
BSA’y1 kullanarak standart bir egri ¢izilmistir. Standart egri ¢izilmesinde sirasiyla 1
ug/ul-5pug/ul BSA orneklerinin iizerlerine 200 pl olacak sekilde Bradford c¢ozeltisi
(fosforik asit, coomassie blue ve etil alkol) eklenmistir. Daha sonra 595 nm dalga
boyunda absorbans 6l¢iimii yapilarak ¢izim islemi yapilmistir. Bu asamadan sonra
elde edilen protein numunelerinden birer mikrolitre alinip tizerlerine 200 ul Bradford
cozeltisi eklenmistir. Yine ayni dalga boyunda absorbans olgiimleri yapilmistir.
Absorbans/konsantrasyon egrisinin egim esitligi kullanilmak suretiyle, absorbans

degerleri de bilinen miyoblast 6rneklerininde igerdigi protein konsantrasyonlari
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belirlenmistir. Konsantrasyonu bilinen Ornekler i¢in esit bir yiikkleme yapmak

amaciyla yiikleme hacimleri belirlenmistir.
3.5. Western Blot Asamasi
3.5.1. islemler

FSHD hastaligindaki ostrojenin etkinliginin protein seviyesi tizerindeki
etkisinin belirlenmesi amaciyla; farkli siirelerde Ostrojen eklenmis hiicreler ile
eklenmemis hiicrelerin hipotez dogrultusunda kiyaslanabilmesi amaciyla western

blot yontemi ile ROR1 proteininin ifadesi incelenmisgtir.
3.5.2. Proteinlerin hazirlanmasi ve jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Jel elektroforezi i¢in, ayirma (%12) ve ylikleme (%4) olarak iki farkli jel

hazirlanmistir. Jellerin igerikleri tablo 3.3. ve 3.4.” de verilmistir.

Tablo 3.3. %4 Yiikleme Jelinin icerigi

Yiikleme Jelinde Kullamlan Miktari(2 jel icin)

Kimyasallar
ddH; O 3075 ul
0.5M Tns (pH=6.8) 1230 pl
%030 aknlamid 670 pl

%10 SDS (sodyum dodesil siilfat) 30 pl
2610 APS (amonywm per siilfat) 40 pl

TEMED Ful
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Tablo 3.4. % 12 Ayirma Jelinin igerigi

Ayrrma Jelinde Kullamlan Kimyasallar Miktari(2 jel icin)

ddH, O 3400 pl
1.5M Tns (pH=6.8) 2500 pl
%630 akmilamid 4 ml
%10 3DS (sodyum dodesil siilfat) 100 pl
%10 APS (amomnyum per siilfat) 100 pl
TEMED 10 pl

Hiicre kiiltiirlerinin igerisine yiikleme miktarlar1 esit olacak sekilde (kontrol,
EtOH kontrol, 30 dakika, 2. ve 4. saat Ostrojen iceren) 2xLaemli buffer (Sigma
Aldrich-Merck) ile karistirilmistir. Eklenen bu soliisyon hazir olarak alinmistir.
Soliisyon igerigine bakildiginda; 2-merkaptoetanol vasitasiyla disiilfit baglarmin
yikimi, SDS (sodyum dodesil siilfat) vasitasiyla proteinlere negatif yiik
kazandirilmas1 ve denatiirasyonu, bromfenol mavisi ile jelde yliriitiiliirken
goriintiilemenin saglanmasi ve gliserol vasitasiyla 6rneklerin kuyucuklara ¢okmesi
saglanmaktadir. Yiikleme yapilmadan once tiim lizatlarin 95 °C’de 5 dakika siire ile
denatiire edilmesi gerekmektedir.

Hazirlanan FSHD hastalarina ait hiicre kiiltiirleri, kontrol, &strodioliin
¢oziindiigii EtOH kontrolii, 30 dakika, 2. ve 4 saat olmak lizere bes farkli 6rnek ile
birlikte boyutlar1 i¢in 11-250 kDa (11, 17, 22, 25, 32, 46, 57, 80, 100, 134, 190, 250
kDa) araligindaki markerla birlikte SDS-PAGE yapilmistir (Sekil 3.6.). Hazir olarak
satin alim1 yapilan Tris-Gly-SDS-1X yiiriitme tamponu igerisinde kullanilarak 80-90
volt araliginda yaklasik 1 saat boyunca yliriitiildiikten sonra 4 saat siireyle de 100

voltta yliriitme gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.1. Protein biiylikliik belirteci

3.5.3. Elde edilen proteinlerin membrana transferi

SDS-PAGE yapilan oOrnekler, iBlot2 yari-kuru sisteme sahip cihazda (Life
Technologies) nitroseliiloz membrane vasitasiyla 20 Volt’da 7 dakika siireyle
transfer asamasi gergeklestirilmistir. Transfer agsamasi tamamlandiktan sonra, 1 saat
stire boyunca %5’lik yagsiz siit tozu (% 0,1 Tween 20 iceren 1x TBS (Tris buffered
saline)) ile bloklama islemi yapilmistir. Hazirlanan soliisyonlara ait igerik tablo

3.5.’te verilmistir.
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Tablo 3.5. TBS ve TBS-T soliisyonlarinin igerikleri

TES 10x Miktar
WaCl 26 g
Triz Base 1211 g
pH:2 ‘e awardanarak , dH;O ie 1000 ml'vye
tamamlanmastar.

TBS 1x Miktar
TES 100 ml
dH-O 900 ml
TBES-T 1x Miktar
TES-Tween 100 ml
dH- O 200 ml

3.5.4. Primer ve Sekonder Antikor Muamelesi

Bloklama islemini takiben yine %35’lik yagsiz siit tozu igerisinde hazirlanan
primer antikor ROR1 (D6T8C) rabbit monoklonal antikor (Cell Signaling 16540) 1’e
1000 diliisyonda +4°C’de overnight inkiibasyonu birakilmistir. Isaretleme
yapildiktan sonra 5 dk. boyunca ve tiger tekrarli olacak sekilde membran 1xTBS-T
(tris buffered saline-tween 20) ile yikanmistir. Yine %5’°lik yagsiz siit tozu icerisinde
hazirlanan ve membranda bulunan primer antikorun yapisina gore (rabbit ya da
mouse) 1/5000 diliisyonda HRP (horse radish peroxidase) (Cell Signaling 7076)
bagl anti 6zellikte sekonder antikorlar ile 60 dk. boyunca +4°C’de inkiibasyonlari
yapilmistir. Benzer islemin aynisi atasal olarak korunmus ve stirekli eksprese edildigi
bilinen, housekeeping gen olarak secilen p-aktin (Cell Signaling) i¢in de

uygulanmistir.
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Strip off; Incelenmesi istenen protein ile housekeeping protein ayni anda
incelenmistir. Bunun i¢in Oncelikle isaretleme yapilmis sonrasinda ise stripe
aktarilmistir. Strip asamasi i¢in hazirlanan sollisyon ile membrane 45 dk. boyunca
50°C’de muamele yapilmistir. Bu islemin ardindan membran birkag¢ saat boyunca
lavabo altinda yikanmistir. Son asamada ise TBS-T’de 5 dk. yikama isleminden
sonra, B-aktinin primer ve sekonder antikorlari ile muamele edilmesi saglanmistir.
Goriintiileme amaciyla 1s1ma eldesince ECL (ThermoFisher Scientific) kullanilmstir.
ECL igeriginde iki farkli bilesen vardir. Bunlar luminol ve peroksit soliisyonudur.
Her iki soliisyondan esit miktarlar alinarak enzimatik aktivitenin gerceklestirilmesi
amaciyla oda sicakliginda membrane aliiminyum folyaya sarilmistir. Tim bu
islemler soliisyonun etkinliginin azalmamasi i¢in karanlik ortamda yapilmistir. ECL

ile muamele edildikten sonra membrane Syngene cihazinda goriintiileme yapilmistir.
3.6. Bantlarin istatistiksel Hesaplanmasi

Strip analizleri sonrasinda elde edilen bantlarin analizi amaciyla Imagel)”
programi kullanilmistir. Bu programin temeli siyah ve beyaz bantlardaki kontrast
farkliliklarina bagli olarak goriintii alanmin ¢izilmesi ve piksel yogunlugunun
Olclilmesi islemine dayanmaktadir. Sapma olmamasi amaciyla her bant ii¢ kere
olgiilerek ortalamas1 almmustir. Olgiim degerleri excel programma aktarilmigtir.
RORI proteininden elde edilen degerler kontrol olarak kullanilan housekeeping gen
olan B-aktin ile oranlanip standardize edilmistir. Boylece olusabilecek hatalara karsin

sapmalar elemine edilmistir.
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3.7. Deneylerde Kullanilan Makina-Techizatlarin Listesi

Inkiibator (Newbrunswick-Galaxy 170R),
Santrifiij (Niive, NF800),

Inverted 151k mikroskobu (Nikon eclipse TS100),
Otoklav (niive steamart- OT 90L),

Su banyosu (Lab Companion, JEIO TECH, Bs11),
Laminer flow (scanlaf-mars safety classe 2),
Mikrosantrifiij (Thermoscientific, MikroCL21R),
pH metre (Inolab pH7110),

Steril Kabin (Scanlaf Mars SafetyClasse 2),
Hassas terazi (Pioneer, Ohaus),

Vorteks (JEIO TECH, Lab Companion),

Etiiv (JEIO TECH, Lab, Companion),

Dikey elektroforez sistemi (clever omnipage cvs10),

Membran goriintiileme cihazi (Syngene).
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4. BULGULAR

Calisgmanin hipotezini olusturan erkek ve kadin FSHD’li hastalar arasindaki
farkliligin yani sira, kadinlarda erkeklere nazaran hastaligin daha hafif seyretmesi
ancak menopoz sonrasinda kadinlarda prognozun siddetlenmesi nedeniyle Ostrojenin
FSHD hastaliginda koruyucu bir rolii olup olamayacaginin arastirilmasi
hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda FSHD patogenizinde rolii olabilecegi
diisiiniilen ve literatiirde ilk kez ¢alisilmis olan ROR1 proteininin dstrojen muamelesi
Oncesi ve sonrasindaki ekspresyon degisiklikleri incelenmistir. Bu amagla
kullanilmas1 planlanan hiicreler ABD’de yer alan Massachussets Universitesi’den
temin edilmistir. Goniillillerden alinan biyopsi materyallerinden primer hiicreler elde
edilmis ve tarafimiza o sekilde gonderilmistir. Gonderilen hiicreler FSHD hastasi
olan ve D4Z4 bolgesinde tekrar dizi azlig1 olan 3 erkek ve 3 kadina aittir. Primer
hiicrelerin hiicre kiiltiirlerinde 6strojen eklenmemis kontrol grubu, Ostrojenin
¢ozdiiriildiigii sadece etanol eklenmis kontrol grubu ve 10nM 6strodiol eklenmis ve
30. dk., 2. ve 4. saatler sonrasinda yapilan izolasyon sonrasi protein degisikliklerine
bakilmistir.

Calismada kullanilan proteinlerin molekiiler agirligi ve bant yerlesimlerine

iligkin bilgiler (Tablo 4.1.)’de verilmistir.

Tablo 4.1. ROR1 ve B-aktin proteinlerinin molekiil agirliklart ve bant bliytikligi

Molekiiler Gozlenen (yaklasik)
Agirlik Protein Yerlesimi
RORI1 130-135 kDa 100-134 kDa
B-aktin 45 kDa 32-46 kDa

4.1. Hiicre Kiiltiiriine Ait Bulgular

Tarafimiza gonderilen 6 adet FSHD’li hastaya ait primer hiicrelerden sadece
47 yasindaki kadin hastaya ait hiicrelerin iiremesi saglanmistir. Bu hiicrelere
Ostrodiol uygulamasi sonrasinda miyoblast hiicreler fibroblastik uzantilarin
kaybetmistir. Sonrasinda yuvarlak sekilli bir morfoloji kazanmistir. Elde edilen

hiicrelere en fazla 4 pasaj yapilmistir. Boylece miyositlere farklilagsmadan analiz
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yapilabilmistir. Diger hastalara ait hiicrelerde kiiltiire edilmistir; ancak istenilen
miktarda lireme saglanamadigi i¢in protein izolasyonlar1 yetersiz kalmis ve sonug
elde edilememistir. 47 yasindaki kadin hastaya ait hiicrelere 30 dk., 2. ve 4 saat E2
muamelesi yapildiktan sonra hiicre sayisinda ve yogunlugunda azalma oldugu

goriilmiustir. (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. 47 yasindaki FSHD hastasina ait hiicrelerin morfolojik goriintiileri

4.2. 47 Yasinda Kadin Hastaya ait Hiicre Hatt1 Bulgulan

4.2.1. ROR1 proteinine ait bulgular

Bu hiicre hattinda Gstrojen eklenmemis ve pozitif kontrol olarak kullanilan
grup ve Ostrodiol ¢oziiciisii olarak kullanilan ve negatif kontrol grubunu olusturan
EtOH‘de bant goriintiileri elde edilmistir. Ayni hiicre hattinda 30 dakika, 2. ve 4.
saatlerde Ostrodiol uygulamasi sonrasinda bant goriintiisii elde edilememistir (Sekil

42)).
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Sekil 4.2. 47 yasindaki kadin FSHD hastasina ait hiicrelerde 0Ostrojen varliginda
zamana baglh 130-135 kDa RORI protein ifadesinin western blot yontemi

ile B-aktin ekspresyonuna oranlanarak gosterilmesi
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5. TARTISMA

FSHD hastalig1 tiim diinyada en sik goriilen kas hastaliklar1 arasinda tigiincii
sirada olup, 1/7500 goriilme sikligina sahiptir (Denny & Heather, 2017). Hastaligin
bulgularina bakildiginda 6zellikle kol, bacak yliz ve omuz kaslar1 olmak iizere tim
viicutta goriilebilen ve hastadan hastaya klinik siddeti degisebilen bir néromuskiiler

bir hastaliktir (Tawil, 2008).

Simdiye kadar yapilan g¢aligmalarda FSHD hastaligina iliskin bilinen en
onemli molekiiler mekanizma D474 tekrar dizisindeki azalma veya ayni bolgedeki
hipometilasyon varligidir. Ancak tiim bu verilere bakildiginda hastaligin
patofizyolojisini agiklamaya yetmemektedir (Gaillard, Roche vd., 2014; Jones, Yan
vd., 2014). Ozellikle hastalar arasindaki klinik siddetin degisken olmasi, hastalar
arasinda farkli kas bolgelerinde tutulum olmasi, hastaligin aynmi kiside ilerleyen
zamanlarda siddetinin degismesi veya otozomal dominant kalitim kalibina sahip
olmasindan &tiirii, tekrar sayilarmmin ayni oldugu aile bireylerindeki hastaligin
birbirleri arasindaki siddetinin farkli olmasi, 6zellikle erkek hastalarda hastaligin
prognozunun daha erken yaslarda ve daha agir seyretmesi 6nemli bulgular arasinda
yer almaktadir (Lin, Wang vd., 2015). Bu bulgular 1s18inda FSHD hastalarinin
ozellikle hormonal degisikliklerden etkilendigi diislinilmektedir. FSHD hastalar1
arasinda kadinlarin erkeklere nazaran hastaligi daha hafif bulgularla gegiriyor olmasi
ve menapoz sonrasit hastaligin prognozunun siddetleniyor olmasi 0Ostrojenin

hastaligin patofizyolojisinde etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Yapilan bir calismada FSHD hastalar1 arasinda meme kanserine yakalanan ve
anti-Ostrojen tedavisi goren hastalarda hastaligin dahada siddetlendigi bildirilmistir.
Ayni caligmada bu tedaviyi almayan FSHD hastalarinda hastaligin prognozunda
herhangi bir ilerleme olmadigi belirtilmistir (Teveroni, Pellegrino vd., 2017).
Calismanin devaminda Ostrojenin etkisinin DUX4 {izerine olan bir etkisi goriilmese
de, DUX4 hedef genlerinin ifadesinde azalma oldugu vurgulanmistir. Gézlemlenen
bu ekspresyon azalmasinin H4K4 bolgesindeki transkripsiyonel aktivasyon
bolgesindeki trimetilasyonu azaltarak gergeklestirdigi belirtilmistir. Bu sonuglar
1s1g¢inda  epigenetik degisiklikler ile Ostrojen arasinda bir korelasyon oldugu

goriilmektedir (Teveroni, Pellegrino vd., 2017).
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Yapilan bir diger klinik arastirmada Ostrojen maruziyeti ile FSHD
hastaliginin prognozu arasinda bir iliski olmadig1 vurgulanmistir (Mul, Horlings vd.,
2018). Meme kanseri hiicre hatt1 olan, Gstrojen ve progesteron reseptorii pozitif olan
duktal karsinoma kaynakli ve invaziv olmayan T47D {izerine yapilan bir ¢alismada
DUX4’iin, ligand ile uyarilan transkripsiyonel aktivasyonunun ve progesteron
reseptoriiniin baskiladigr bulunmustur. Ancak ayni hiicre hattina eklenen testosteron,
Ostrojen ya da progesteronun DUX4 sitotoksisitesinden korundugu tespit edilmistir
(Teveroni, Pellegrino vd., 2017). Bu sonuglarin da 6strojenin FSHD hastaliginda

koruyucu bir etkisi olabilecegini destekler niteliktedir.

Yapilan ¢aligmalara bakildiginda kadin ve erkek FSHD hastalarindaki klinik
farklilik ve ozellikle gebelik siirecinde ve dogum sonrasinda FSHD’li kadinlarda
hastaligin daha hafif seyretmesi, FSHD’nin hormonal degisikliklerden etkinlendigini
gostermektedir. Bu baglamda yapilan bir ¢alismada dstradiol muamelesi ile DUX4,
PAX3/7 ve B-katenin protein diizeylerinin degistigi ortaya konulmustur. DUX4’iin
Ostradiol muamelesi sonrasinda azalmasi, [p-kateninin Ostradiol muamelesi
sonrasinda artmasi, PAX3/7 protein ailesinden 56 kDa’luk formun &stradiol
muamelesinden sonraki dordiincii saatte ilgili proteinin uyarilmasiyla, Ostrojenin
FSHD patofizyolojisinde koruyucu rol oynadigini destekler nitelikte oldugu
belirtilmistir (Hangiil, Celik et al. 2020).

Yaptigimiz ¢aligmada oOzellikle FSHD patogenezinde klinik olarak
gozlemlenen erkek ve kadin bireyler arasindaki prognozun degiskenliginden yola
cikilarak, hormonal bir etkinin (0strojen) FSHD hiicrelerine olan etkisinin
incelenmesi amacglanmistir. Bahsi gegen bireyler arasindaki farkliligin olusumunda
ostrojenin etkisinin FSHD patofizyolojisinde rol alabilecegi diisiiniilen RORI’in
ekspresyon degisikligine bakilmasi planlanmistir. Biyopsi materyallerinden elde
edilen miyoblast hiicrelerinin en O©nemli Ozelliklerinden biri ileri derece
farklilasmasindan otiirii kiiltiire edilebilme zorlugudur. Bir diger énemli sorun ise
uzun siireli kiiltiiri yapilan hiicrelerin miyosit hiicrelerine farklilasabilmesidir. Tiim
bu yasanabilecek zorluklarin agilabilmesi i¢in hiicrelerin her giin takip edilmesi ve az
pasajlama ile hiicrelerin miyosite farklilasmadan deneylerin gergeklestirilmesi

gerekmektedir.
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Yapilan deneyler sonucunda bazi sorunlarla karsilasiimistir. Oncelikle
elimizde bulunan farkli yas ve cinsiyete sahip FSHD hastalarindan sadece 47
yasindaki kadin hastanin hiicreleri ¢ogaltilabilmistir. Buradaki sorunlar arasindan en
onemlisi primer hiicrelerin kiiltiire edilmesindeki zorluklarin yani sira miyoblast
hiicrelerinin de kiiltiire edilmesindeki sorunlar olmustur. Her ne kadar tiim hasta
numunelerinde kiltiir basaris1 saglanmis olsa da; elde edilen hiicre sayis1 protein
izolasyonu i¢in yeterli olamamistir. Kiiltiir bagaris1 saglanmis olan hastada ise protein

miktar1 ¢ok diisiik diizeyde elde edilmistir.
5.1. 47 Yasindaki Kadin Hastaya ait Sonuclarin Degerlendirilmesi

Elimizde bulunan farkli yas grubundaki ve her iki cinsiyette bulunan FSHD
hastalaria ait miyoblastlarda hiicre hatt1 6rneklerinden sadece 47 yasindaki kadin
hastaya ait primer hiicrelerde tutunma ve c¢ogalma gerceklesmistir. Deney
hipotezinde kullanilan 6strodioliin miyoblast hiicrelerin gelisimi lizerine herhangi bir
etkisi bulunmamaktadir. Hatta yapmis oldugumuz deneylerde Ostrojen muamelesi
sonrasinda hiicre yogunlugunda azalma goriilmiistiir (Kahlert, Grohe vd., 1997).
Ozellikle erkek FSHD’li hastalarda kadinlara nazaran testosteron diizeyi ve viicut kas
yogunlugunun daha fazla olmasi, hastaligin ilerleyisinin erkek bireylerde daha hizli

olmasi sonucunu dogurdugu diisiiniilmektedir. (Herbst & Bhasin, 2004).
5.2. ROR1 Bulgularimin Tartisilmasi

Reseptdr tirozin kinaz ailesi iiyesi olan ROR1, erken embriyogenez sirasinda
eksprese edilen orphan-reseptor tirozin kinaz benzeri yiizey antijeni olarak ifade
edilmektedir. Birgok farkli organizmada evrimsel siire¢ boyunca korunmustur. Her ne
kadar ROR2 mutasyonlar1 boy kisaliginda, konjenital iskelet defektlerinde gdsterilsede
ROR1 mutasyonlarina iligkin herhangi bir hastalik bildirilmemistir. Yapilan ¢aligmalarda
fare gelisiminde ROR1’in 6nemli bir role sahip oldugu bilinmektedir. ROR1 proteini
hiicre dis1 immiinoglobulin benzeri bir domaine, sistein agisindan zengin bir Frizzled
domainine ve membran proksimal kringle alanina sahiptir. Ayrica RORI, tirozin
kinaz domain, iki serin/tireonince zengin domain ve prolince zengin domaine
bulunan hiicre i¢i bir bdlime de sahiptir. Ozellikle RORI1 birka¢ anahtar
aminoasitten yoksundur ve  enzimatik fonksiyonu bilinmemektedir. Yapilan

biyokimyasal analizlerde ROR1’in katalitik aktiviteden yoksun bir pseudo-kinaz
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oldugu belirtilmektedir. WNT5a, ROR1 ve ROR?2 i¢in potansiyel bir ligand gorevi
gormektedir. ROR1 ve ROR2, 16semi kemotaksisini ve proliferasyonunu destekleyen
WntSa sinyali i¢in gereklidir. ROR1 kendini hemen hemen tiim normal yetiskin
dokularda ifade edilmese de, cogu zaman birgok dokuda ozellikle baz1 B-hiicresi
maligniteleri ve ¢esitli kanser hiicre dizilerinde yeniden eksprese edilir. ROR1
ozellikle akut lenfositik I6semi, renal karsinom, meme kanseri, akciger kanseri,
adenokarsinom ve melanoma gibi ¢esitli timorlerde énemli 6l¢iide daha fazla ifade
edilmistir. ROR1 ayrica akciger adenokarsinomu i¢in potansiyel biyobelirte¢ olarak
kabul edilmistir. Son ¢aligmalar, kronik lenfositik 16semi (KLL) hastalarinda ROR1'e
karst dogal humoral ve hiicresel bagisikligin bulundugunu ve RORI1'in yiiksek
seviyelerde ifade edilmesinin kanser hiicresi aktivasyonunu ve hayatta kalmay1
destekleyebilecegi bildirilmistir. Ayrica ROR1’in embriyogenez ve kanser metastazi
sirasinda  kok hiicrelerin  farklilasmamis  6zelliklerini  koruyarak epitelyalden

mezenkimal gecis (EMT) ile iliskilendirilebilecegi diistiniilmektedir.

Literatiirde de belirtildigi tizere normal dokularda ROR1 ekspresyonuya ¢ok
az ya da hi¢ bulunmamaktadir. Yaptigimiz analizler sonucunda FSHD hastasinda
miyoblast hiicrelerinde Gstrojen dncesi ROR1 ekspresyonu goézlenmistir. Bununda
hastalik progresyonunda énemli bir biyobelirteg olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica
hipotezimiz dogrultusunda Ostrojen ile muamele edilen ayni hastanin miyoblast
hiicrelerinde ROR1 protein ifadesinin olmadigr gortilmistiir. Calismamizdan elde
ettigimiz sonuglar sadece tek bir cinsiyete aittir. Diger hasta orneklerinden sonug
elde edilememistir. Bu ylizden Ostrojen seviyesindeki artisin hastaligin tedavisine

yonelik 6nemi konusunda net bir veri bulunmamaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismanin en 6nemli dayanagi, farkli cinsiyetteki hastalar arasinda
gozlemlenen klinik farkliliklar nedeniyle oOstrojen kullaniminin  hastaligin
progresyonunda herhangi bir etkisinin olup olmayacagi iizerine bir hipotez
kurulmustur. Bunun sonucu olarak da ostrojenin FSHD tedavisi iizerine katkida

bulunabilmesi hedeflenmistir.

Bu c¢aligmada FSHD Orneginden elde edilen bulgulara bakildiginda
embriyonik donemde eksprese edilen ve yetiskinlik doneminde ifade bulmayan
ROR1’in, FSHD hastasinin kas biyopsisinden elde edilen primer hiicrelerinde ROR1
ekspresyonunun varligr tespit edilmistir. Bu bulgu literatiirde ilk kez FSHD
hastaliginda ROR1 ekspresyonunun gdsterilmesi agisindan énemli bir veridir. Ancak
bu veri tek bir hiicre hattindan elde edildigi i¢in daha fazla molekiiler ¢alismaya

ihtiya¢ duyuldugu diisiiniilmektedir.

Calisgmanin ikineci 6nemli sonucu ise; hipotezden de yola ¢ikilarak dstrojenin
FSHD hastalarinda koruyucu bir rolii olup olamayacaginin belirlenmesi amaciyla
aynt hastanin primer hiicrelerinde ROR1 ekspresyonunun ostrojen muamelesi
sonrasinda azaldig1 goriilmiistiir. Her ne kadar ostradioliin FSHD hastalar1 tizerinde
koruyucu bir etkisinin olabilecegi diisiiniilse de, erkek bireylerdeki etkisinin ne
olduguna iliskin herhangi bir verinin olmayis1 ve tek bir FSHD hastasina ait verilerin
elde edilmis olmasi nedeniyle bu alanda daha fazla sayida calismaya ihtiyag

duyulmaktadir.

Tim bu veriler 1s18inda hala net bir tedavi protokolii olmayan ve
patafizyolojisi aydinlatilamig FSHD i¢in daha fazla sayida molekiiler ¢aligmanin

yapilmasi onerilmektedir.
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