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Girig: Nadir genetik hastaliklar olarak ele alinan primer immiin yetersizlikler (PIY), klinik spektrumu genis, tan1 ve
tedavisi zor olan bir hastaltk grubudur. Yeni nesil dizileme yontemlerinin kullanimu ile birlikte, 300'den fazla gen PIY
hastaligs ile iliskilendirilmistir ve PIY iliskili yeni genler saptanmaya devam etmektedir. Ancak yeni nesil dizileme
calismalarindan elde edilen varyantlar her ne kadar kapsama alani (coverage) yiiksek, gesitli veri bankalarinda hastalik
iligkili olarak degerlendirilse de yeni varyantlarin hastaligin patojenik etmeni olup olmadiginin degerlendirilmesinde
protein ifadesinin arastirilmasi dnem tasimaktadir. Western blot ydntemi, molekiiler biyolojide hiicre ici, hiicre dist
proteinlerin digsal uyaranlara kargt verdigi yanitlarin arastirilmasinda, protein ifadesinin var-yok, artmis-azalmig
olarak degerlendirilmesinde, hiicre spesifik protein izoformlarinin belirlenmesinde ve 6zellikle genetik hastaliklarin
ortaya ¢ikisindan sorumlu etkenlerden biri olan giidiik proteinlerin belirlenmesinde kullanilan eski ve giivenilir bir
yontemdir. PIY hastaliklarindan bilinen klinik fenotipin tanisinda ve yeni bulunan varyantlarin hastalik ile iliskisinin
belirlenmesinde de kullanilabilecek giivenilir bir aragtir.

Gereg ve Yontemler: Bu calismada klinigimizde takip edilen PIY hastalarinda STK4 varyantlar: tespit edilen 2 aileden
3 hasta ve ebeveynlerinde, LRBA varyant tespit edilen 1 hasta ve kardesinde, STK4 ve LRBA protein ifadeleri western
blot yéntemi ile degerlendirilmistir.

Bulgular: Hasta bireylerde protein ifadelerinin olmadig belirlendi.

Sonug: Western blot ile protein ifadeleri arastirilan hastalardaki yeni varyantlarin hastalikla iligkili patojenik varyantlar
oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: protein ifadesi, western blot, patojenik varyant

Introduction: Primary immunodeficiencies (PID) with extended clinical spectrum, evaluated in rare genetic disorders,
are difficult to diagnose and treat. Utilization of the next generation sequencing more than 300 genes have been
associated with PIDs and new genes are continued to be determined. Even though, variants identified by the next
generation sequencing are described as pathogenic in silico, investigating their possible pathogenic roles by analysing
protein expression is crucial in patients. Western blot method is an old and reliable method used in molecular biology
to investigate the responses of intracellular and extracellular proteins to exogenous stimuli and evaluate protein
expression as existing or lost, increased or decreased as well as determining cell-specific protein isoforms, and in
particular truncated proteins responsible for occurrence of a discase.

Material and Methods: In this study, STK4 and LRBA protein expressions were evaluated with western blot in three
patients from two families having STK4 variants and one patient having LRBA variant from a family.

Results: It was determined that protein expression was lost in patients.
Conclusions: New variants were evaluated as pathogenic due to lose of protein expressions in patients.

Keywords: protein expression, western blot, pathogenic variant

Giris

Immiin blotlama (immunoblotting) elektriksel ortamda jel iizerinde gog ettirilen ve
fraksiyonlarina ayrilan protein veya niikleik asitlerin bir tabakaya aktarildiktan sonra
ozgiil olarak belirlenmesine dayanan bir protein tespit metodudur. 1979 yilinda ilk kez
Towbin ve ark. tarafindan gelistirilmis, poliakrilamid jel elektroforez (PAGE) yardimi ile

proteinler elektroforetik olarak ayrilarak nitroseliiloz bir membrana transfer edilmistir.""!
Daha sonra Burnette WN., Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) iceren bir PAGE hazirlamis ve
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jelde proteinlerin negatif elektrik yiikii ile yiiklenmesini
saglayarak buytikliklerine gore ayrilmasini saglamistir
ve yonteme DNA parcaciklarinin analizinde kullanilan
Southern Blot ve ardindan RNA parcaciklarinin
analizinde kullanilan Northern Blot yéntemlerinden
yola ¢ikarak Western Blot adini vermistir.” Bundan
sonra yontem SDS-PAGE, Western blot olarak anilmaya
baslanmis ve molekiiler biyoloji arasurmalarindan klinik
uygulamalara kadar birgok alanda protein tayininde giglii
bir teknik haline gelmistir. Bugiin bu yontem, proteinin
tanimlanmasi, miktar tayini ve proteinin biiyiikligiini
belirlemek amaciyla kullanilmaktadir.”

Hiicreve molekiilerbiyolojialanindatanimlandigi giinden
beri oldukga sik kullanilmaktadir. Ornegin hiicre sinyal
yolaklarinin arastirilmasinda, biiytime fakeori iligkili
etkilerin hiicre sinyali tizerine etkilerinin aragtirilmasinda
cok sayida caligma buna érnek olarak verilebilir.! Bunun
yant sira, yontem klinik uygulamalarda da yerini almistr.
Ornegin HIV-1 viriisiiniin kanda ELISA yontemi ile
tayininde ortaya cikan yalanci pozitiflik durumlarinda
Ciinki

bu yéntemde monoklonal antikorlar ile hedef protein

“Western blot” ydntemine bagvurulmustur.™

isaretlenmekte, bu durum yalanci pozitiflik olmaksizin

hastaliga  kesin  sonu¢  verilebilmektedir.  Boylece
Western blot dogrulayici bir deneysel metod olarak
kullanilmaktadir.™ Ayrica, otoimmiinite ve allerjide
de Western Blot uygulamalart dogru ve hassas ¢alismasi
bakimindan tercih edilmistir. Ornek olarak, sistemik
lupus eritematozis (SLE) hastaliginda niikleer antijen,
diiz kas antijeni ve DNA’ya kargi iiretilen antikorlar
Western blot ile daha 6zgiil olarak tespit edilebilmistir.
B Diisitk serum diizeylerine ragmen antijen spesifik
immiinglobulin E (IgE) analizinin gergeklestirilmesinde

de bu yéntem kullanilmistir.'®

Bir serin treoinin kinaz olan STK4'tin eksikliginde
kombine immiin yetmezlik ortaya ¢ikmaktadir. STK4
eksikligi literatiirde cok nadir bildirilmistir. Bu hastalardan
ikisi boliimiimiizden bildirilmis ve homozigot haritalamas:
ve sanger seckanslama sonucu hastalikla iligkili olast yeni
mutasyon belirlenmesinin ardindan protein ifadesinin
aragtirtlmast ile, genotip-fenotip iliskisinin kurulmasi
gerceklestirilebilmigtir. STK4 eksikliginde iligkili yeni
varyanun ve bunun sonucunda ortaya cikan protein
UrGiniintin  ifadesinin arasturilmasinda ve olast gidik
protein tayininde western blot yénteminin kullanilmasi
iligkisinin  kurularak klinik

genotip-fenotip taninin

konulmasinda énem tagimaktadir.
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LRBA eksikligi, tekrarlayan solunum yolu enfeksiyonlari,
hipogamagloblunemi ve mutasyonun etkiledigi protein
bélgesine gore hafif formlu otoimmiiniteden agir formlu
¢oklu otoimmiiniteye uzanan bir hastalikur. LRBA
cksikliginin  etkiledigi organ sistemlerinin hastaliklar
ile ilgili farkindaligin artmasi (6rnegin gastrointestinal
sistem ile ilgili olan enflamatuvar barsak hastaliklar)
hastaligin  sikliginin  bilinenden daha fazla oldugunu
diistindiirmektedir. Bu nedenle oldukga biiyiik bir gen olan
LRBA ile iliskili yeni varyantlarin belirlenmesi, eksikligi
ile iligkili protein tirtinii aracili klinik fenotipin ortaya
koyulmasi bakimindan 6nemlidir. Western Blot, yeni
varyant iligkili protein ifadelerinin belirlenmesinde 6nem

tasimakrtadir.

Bu c¢alismada, klinik fenotipleri STK4 ve LRBA
eksiklikleri ile uyumlu hastalarda sirasiyla STK4 ve LRBA
proteinlerinin, Western blot yontemi ile degerlendirilmesi

amaclanmustir.

Gerecg ve Yontemler

Cell Lysing Buffer 10X, (CST), Quick-start Protein
Protein Assay, PVDF membran (Bio-Rad), Anti-STK4
antikoru (CST), Anti-LRBA antikoru, Anti rabbit HRP-
konjiige sekonder antikor, West femto kemiliiminesan kit

Hasta ve kontrol bireylerinden EDTA'l: tiipe alinan 3—4
mL kandan yogunluk gradiyent yéntemine gore periferik
kan mononiikleer hiicreleri ayrildi. Ardindan yeni bir tiipe
alinan hiicreler soguk fosfat tampon tuzu (PBS) ¢ozeltisi
ile yikanip tekrar santrifiij edildi. Yikanan hicreler 1X
hiicre lizis tamponu ile soguk ortamda muamele edilip,
+4°C, 14,000 rpm, 15 dk santrifiij edildikten sonra, elde
edilen protein ekstrakti temiz bir tiipe alindi. Protein
ornekleri protein yiirtitme tamponu ile karisurilip,
lineerize edildikten sonra %6 toparlayici, %9 ayirici jelde
60 Voltta 2 saat yiiriitildii. STK4 proteini icin yart kuru
transfer sistemi, LRBA igin slak transfer yontemi (100
Volt, 2 saat) kullanildi. Transfer sonrast membran %5
oraninda BSA iceren TBS-T (Tris Buffer Saline-Tween
20 (1/1000)) ile 1 saat muamele edildi. Primer antikorla
1 gece soguk ortamda muamele, ertesi giin sekonder
antikorla oda isisinda 1 saat inkiibasyonun ardindan
membran ECL kemiliiminesan goriintilleme kit ile 5
dk muamele edilerek sogutmali kameraya sahip olan

goriintilleme sisteminde goriintiilendi.
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Bulgular
STK4 protein ifadesi

Homozigotluk haritalandirma yéntemi ile STK4 genini
iceren alanda homozigot alanlar tespit edilmis, bu nedenle
hastalarda Sanger sekanslama y6ntemi ile STK4 geninde
bir mutasyon tespit edilemedi. STK4 geni tarafindan
kodlanan STK4 proteini Western blot yontemi ile
degerlendirildiginde ve mutasyona sahip iki hasta kardeste
STK4 protein ifadesinin olmadigi goriildii (Sekil 1).

LRBA protein ifadesi

Indel mutasyon, erken stop kodona neden oldugu icin
disiiniilerek LRBA
protein ifadesi Western blot yéntemi ile incelendiginde,

gidik protein olusturabilecegi

saglikli kontrol ile mutasyonu bulunmayan hastanin
ablasinda protein ifadeleri normal diizeyde goriiliirken,
mutasyonun heterozigot tastyicist olan babada protein
ifadesi yari yariya diisiik bulunmus, hastada ise LRBA
proteini gdzlenmedi. Hem babada hem de hasta ¢ocukta
glidiik bir protein gézlenmemis olup mutasyonun protein
ifade kaybina neden olan bir mutasyon oldugu gorildi

(Sekil 2).
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Sekil 2. Saglkli kontrol, baba, kardes ve hasta ¢ocukta LRBA proteini
ifadeleri
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Tartisma

Giintimiizde yeni nesil dizileme yoéntemlerinin ve
klinikte uygulamalarinin artmastyla  birlikte  hastalik
iligkili yeni genlerin sayisi giin gectik¢e artmaktadir.”’
Yeni nesil dizileme sonucunda bir¢cok patojenik varyant
saptanabilmekte ancak bu mutasyonlarin hastalikla iligkili
olup olmadiginin belirlenmesi birka¢ 6nemli basamag:
icermektedir.”® Giiniimiizde kullanilan yeni nesil dizileme
ile elde edilen daha 6nce tanimlanmayan farkli gen
varyantlarinin Sanger dizileme yontemi ile dogrulanmast,
ailesel olup olmadiginin saptanmasi, o toplumdaki
sikliginin belirlenmesi, DNA dizisi tizerinde hangi bélgede
oldugunun belirlenerek mRNA sentezi ve/veya protein
sentezi lzerine etkisinin olup olmadiginin deneysel
olarak gosterimi gerekebilmektedir.®""  Varyasyonun
mRNA ve/veya protein sentezini negatif yonde etkilemesi
hastalikla gen iliskisini ispatlamaktadir.""""*! Ciinkii islevi
gergeklestirecek mRNA ve bunun sonucunda proteinin
hiicrede bulunmayisi, o gen triinii proteinin eksikligine
yol acacak, dolayisiyla o protein iliskili bir hastaliga yol
acacakur. Bu nedenle oncelikli olarak mRNA ve protein
eksikliginin laboratuvarda gosterilmesi hastalikla iligkinin
belirlenmesinin  temelini  olusturmaktadir. Bununla
birlikte saptanan varyantun protein ifade diizeyine
etki etmeksizin fonksiyonel bozukluga yol agmast da
muhtemel sonuglardan biridir. Bu durumda protein
ifadesinin western blot veya diger tekniklerle gdsterimi,
bu proteinin hastalik etmeni olmasi durumunu ortadan
kaldirmaz. Bu durumda, proteinin fonksiyonunu uygun
yontemlerle arastirmak gereklidir. Ornegin, ilgili protein
bir transkripsiyon faktorii ise hedef genlerin ifadelerini
gosteren es-zamanli PCR, dual lusiferaz raportér gen
incelemesi gibi yontemler ya da sinyalden sorumlu bir
kinaz ise agag1 yondeki protein diizeyleri yine western blot

yontemi ile incelenebilir.

Primer immiin yetersizliklerin tanisinda akan hiicre
olcer yontemi en énemli ve pratik araglardan biridir.""®!
Ancak ticari olarak satilan antikorlarin, tespit edilen yeni
gen triinleri olan proteinler i¢in monoklonal antikor
bulunamamakta, bulunsa bile spesifik laboratuvar
yontemi igin kullanimi her zaman uygun olmamaktadir.
Ticari olarak iiretilen bazi antikorlar sadece lineer protein
tizerindekilineerepitoplaritanimaktadir. Proteinlerinlineer
epitoplarini tantyan antikor yelpazesi ise oldukea genistir.
Western blot yonteminde ¢alisilacak olan proteinler lineer
hale getirildikten ve negatif yiikle yiiklendikten sonra
biiyiikliiklerine gore ayrilirlar. PIY’de en ¢ok kullanilan

yontemlerden biri olan akan hiicre 6lger yonteminde ise
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Tablo 1. Western blot yénteminin PiY tanisinda kullanilan diger yéntemlerle karsilastirilmasi

Avantaj/dezavantaj Western Blot Akan hiicre olcer immiinsitokimya
Kantitatif + + -/semikantitatif
Guduk protein tayini + -

Calisma siresi

Uygulamadaki guicliik +++
Saklanan orneklerde calisma +++

Spesifik hiicrelerde protein tayini -

Genellikle 2 glin

Proteinin hiicredeki ¥2-1 glin
yerlesimine gore ¥2-1 glin
+ ++
Genellikle taze 6rnek +++
+++ +

antikorlarin 3 boyutlu antijenik determinanta baglanmasi
gerekmektedir. Bu nedenle WB igin kullanilan ticari
antikorlar kimi zaman akan hiicre olcer yontemi igin
kullanima uygun olmamaktadir ve bu nedenle calismay:
kisitlamakeadir. PIY iliskili oldugu diisiiniilen yeni gen
iligkili protein iriiniiniin spesifik antikorlar kullanilarak
western blot ydntemi ile tespiti, spesifik proteinin hassas bir
sekilde tayinine olanak vermektedir. Ancak, tespit edilen
genin iriint olan protein icin ticari bir antikor mevcut
degilse proteinin istenilen bolgesine 6zgii yeni antikorun
tirettirilmesi gerekmektedir. Bu yeni spesifik antikorun
tiretimi ve saflagtirilmasinin ardindan elde edilen yeni
antikorun laboratuvar ortaminda farkli doku ve hiicrelerde
diltsyonlarinin farkli teknikler kullanilarak test edilmesi
antikorun spesifitesi, sensitivitesi ve gilivenilirliginin
saptanmast bakimindan énem tasimaktadir. Western blot
ile yeni antikorun baglandig1 proteinin biiytikligiiniin
belirlenebilmesi antikorun

sayesinde spesifitesinin

belirlenmesi 6nemli bir avantajdir.

Western blot yonteminde hazirlanan protein érneklerinin
uzun siire saklanarak daha sonra arastirma imkani
sunmast biiylik bir avantajdir. Protein arastirmalarinda
poliklonal antikor kullaniminda gapraz-reaksiyon énemli
bir problemdir. Bu durum benzer biiyiiklikteki bir
protein ile yalanci pozitifligin olusmasina neden olabilir.
Aragtrilan proteine ozgti kullanilan spesifik antikorun

kullanilarak

taranmasi ¢apraz-reaksiyon, yalanct pozitiflik durumlarini

baglanma bolgelerinin  veri  bankalari
ortadan kaldirabilir. Western blot yonteminde protein
biiytikltigiinti gésteren belirtegler (ladder) kullanildigindan
elde edilen protein bandinin arastirilan proteine ait olup
olmadig1 ¢calismanin giivenilirligini artirmakeadir."” Eger
ilgilenilen protein iligkili bant elde edilemiyor ise bazi
durumlarda yalanci negatiflik s6z konusu olabilir. Bunun
birkag sebebi olabilir. Ornegin, aslinda ¢ok yiiksek diizeyde
ifade edilen bir proteinin membranda kemiluminesan

gorintiileme icin kullanilan substrat ile maruziyeti sonrast

sogutmali kamera ile ¢ekimi sirasinda substratin ¢abuk
titketimine bagli bant goériilemeyebilir. Yiksek molekiiler
agutlikly  proteinlerin  transferinin  bagarilt  bir sekilde
gerceklestirilememesi  de yalanct negatifligin - 6nemli
nedenlerindendir. Bu nedenlerle western blot ydntemi
ile protein tayininin gergeklestirilmesi oncesi yéntemde
kullanilacak olan antikor ve proteinin ozelliklerinin
arastirilmast arastirmanin saglikli ytirticiilmesi bakimindan
onem tastmaktadir."®

Immiinsitokimya, akan hiicre &lger kadar olmasa da
yeni varyantlarin sebep oldugu PIY hastaliklarin kesin
tani ve arastirmasinda kullanilan spesifik protein tespit
yontemlerinde biridir. Bu ydntemle spesifik bir doku
ya da hiicre 6rneklerinde arastirilan proteinin ifadesi
incelenebilir. Akan hiicre dlger yénteminde oldugu gibi
sadece var-yok analizinin gerceklestirilmesinde gorsel
olarak koyu boyanan hiicrelerin sayilmasi ile yari-kantitatif
bir sonug elde edilmektedir. Ancak western blot daha
uzun siire alan ve daha emek isteyen bir yontem olmasina
ragmen protein biiyiikligiintin belirlenebilmesi nedeniyle
daha avantajlidir (Tablo 1). Ayrica, hiicrelerde az miktarda
ifade edilen proteinlerde, immiin presipitasyon yontemi
ile protein 6rneginin zenginlestirilerek western blot ile
aragtirtlmast kirlilik yaratan bir arkaplan sorunu olmadan
istenilen calisma sonuglarinin elde edilmesini saglar. Bu
nedenle ozellikle molekiiler biyoloji alanlarinda olduk¢a
stk kullanilan bir ydntem olarak karsimiza ¢ikmakreadir.

Tesekkiir: Emekli 6gretim tGyemiz Prof. Dr. . Ozden Sanala degerli katkilarindan dolayi icten
tesekkirlerimizi sunariz. Ayrica Jeffrey Modell Vakfina calismada kullanilan deneysel ekipmanin
temininde maddi destek verdigi icin tesekkir ederiz. Sogutmali santrifiij, calkalayici ve sogutmali
kamera sistemlerinin kullanimina izin vererek calismamiza destek olan degerli oretim yesi Dos.

Dr. Burcu Balcl Hayta nezdinde Hacettepe Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali'na tesekkirii
borg biliriz..

Etik Komite Onay:: Hacettepe Universitesi, Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'ndan
(GO13228 ve 12FON1230) alinmustr.

Hasta Onamu: Bilgilendirilmis hasta onamlari alinmistir.
Hakem Degerlendirmesi: Dis Bagimsiz

Finansal destek: Calismamiz, Hacettepe Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi tarafindan 013 D08103 001-341, 11/19-23 ve 010 01 101 010 numaral projelerle
desteklenmistir.



124
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