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YAYIMLAMA VE FİKRİ MÜLKİYET HAKLARI BEYANI 
 

EnsEtü tara;ndan onaylanan lisansüstü tezimin/raporumun tamamını veya herhangi bir 
kısmını, basılı (kağıt) ve elektronik formaPa arşivleme ve aşağıda verilen koşullarla 
kullanıma açma iznini HacePepe Üniversitesine verdiğimi bildiririm. Bu izinle Üniversiteye 
verilen kullanım hakları dışındaki tüm fikri mülkiyet haklarım bende kalacak, tezimin 
tamamının ya da bir bölümünün gelecekteki çalışmalarda (makale, kitap, lisans ve patent 
vb.) kullanım hakları bana ait olacak^r. 
Tezin kendi orijinal çalışmam olduğunu, başkalarının haklarını ihlal etmediğimi ve tezimin 
tek yetkili sahibi olduğumu beyan ve taahhüt ederim. Tezimde yer alan telif hakkı bulunan 
ve sahiplerinden yazılı izin alınarak kullanılması zorunlu meEnlerin yazılı izin alınarak 
kullandığımı ve istenildiğinde suretlerini Üniversiteye teslim etmeyi taahhüt ederim. 
YükseköğreEm Kurulu tara;ndan yayınlanan “Lisansüstü Tezlerin Elektronik Ortamda 
Toplanması, Düzenlenmesi ve Erişime Açılmasına İlişkin Yönerge” kapsamında tezim 
aşağıda belirElen koşullar haricince YÖK Ulusal Tez Merkezi / H.Ü. Kütüphaneleri Açık 
Erişim Sisteminde erişime açılır. 

o Ens'tü / Fakülte yöne'm kurulu kararı ile tezimin erişime açılması mezuniyet 
tarihimden i'baren 2 yıl ertelenmiş'r. (1) 

o EnsEtü / Fakülte yöneEm kurulunun gerekçeli kararı ile tezimin erişime 
açılması mezuniyet tarihimden iEbaren 6 ay ertelenmişEr. (2) 

o Tezimle ilgili gizlilik kararı verilmişEr. (3) 
22/01/2024     

Evrim AKSU MENGEŞ 
 
 
 

i 
-------------------------------------------------------------------------------------------------- 

1“Lisansüstü Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanması, Düzenlenmesi ve Erişime Açılmasına İlişkin Yönerge”  
(1) Madde 6. 1. Lisansüstü tezle ilgili patent başvurusu yapılması veya patent alma sürecinin devam etmesi durumunda, tez 

danışmanının önerisi ve ens)tü anabilim dalının uygun görüşü üzerine ens)tü veya fakülte yöne)m kurulu iki yıl süre ile 
tezin erişime açılmasının ertelenmesine karar verebilir.   

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotların kullanıldığı, henüz makaleye dönüşmemiş veya patent gibi yöntemlerle 
korunmamış ve interneNen paylaşılması durumunda 3. şahıslara veya kurumlara haksız kazanç imkanı oluşturabilecek bilgi 
ve bulguları içeren tezler hakkında tez danışmanının önerisi ve ens)tü anabilim dalının uygun görüşü üzerine ens)tü veya 
fakülte yöne)m kurulunun gerekçeli kararı ile alP ayı aşmamak üzere tezin erişime açılması engellenebilir. 

(3) Madde 7. 1. Ulusal çıkarları veya güvenliği ilgilendiren, emniyet, isShbarat, savunma ve güvenlik, sağlık vb. konulara ilişkin 
lisansüstü tezlerle ilgili gizlilik kararı, tezin yapıldığı kurum taraTndan verilir *. Kurum ve kuruluşlarla yapılan işbirliği 
protokolü çerçevesinde hazırlanan lisansüstü tezlere ilişkin gizlilik kararı ise, ilgili kurum ve kuruluşun önerisi ile ens)tü 
veya fakültenin uygun görüşü üzerine üniversite yöne)m kurulu taraTndan verilir. Gizlilik kararı verilen tezler 
YükseköğreSm Kuruluna bildirilir.  
Madde 7.2. Gizlilik kararı verilen tezler gizlilik süresince ensStü veya fakülte taraTndan gizlilik kuralları çerçevesinde 
muhafaza edilir, gizlilik kararının kaldırılması halinde Tez Otomasyon Sistemine yüklenir  
 

* Tez danışmanının önerisi ve ens)tü anabilim dalının uygun görüşü üzerine ens)tü veya fakülte yöne)m kurulu tara<ndan karar verilir. 
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ÖZET 
Aksu Mengeş, E. Mitokondri Hasarı ile İlişkili Nöromüsküler Hastalıklarda 
Mitokondriyal Protein İmport Mekanizmasının Araştırılması. Hacettepe Üniversitesi, 
Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Tıbbi Biyoloji Doktora Tezi, Ankara, 2024. Mitokondrilerin 
işlevlerini doğru olarak yerine getirebilmeleri için, gDNA tarafından kodlanan ve 
sitozoldeki serbest ribozomlarda sentezlenen mitokondriyal proteinlerin organele 
taşınımının hatasız gerçekleşmesi gerekmektedir. Anormal mitokondri morfolojisinin, 
membran potansiyeli ve ATP üretimi azalışının, ROS artışının mitokondriyal protein 
importunu etkilediği gösterilmiştir. Bunun yanı sıra, nadir nöromüsküler hastalıklarda 
gözlenen sekonder mitokondri hasarının düzenlenmesinde rol alan ortak miRNA’ların 
olası hedef genlerinin mitokondriyal protein importu ile ilişkili olduğu saptanmıştır. Bu 
amaçla tez çalışmasında DMD, Megakoniyal KMD ve Ullrich KMD etiyopatogenezinde 
ortak ve sekonder bir bulgu olarak iskelet kasında gözlenen mitokondri hasarının 
mitokondriyal protein import mekanizması ile ilişkisi araştırılmıştır. İlk aşamada; 
mitokondriyal sinyal dizisi içeren pcDNA3/Mito-GFP plazmidi kontrol ve hasta gruplarına 
ait primer miyoblastlarına transfekte edilmiş ve tüm hastalarda MitoGFP-TOM20 eş 
yerleşiminde istatistiksel olarak anlamlı şekilde azalma gözlenmiştir. Sekonder 
mitokondri hasarı ile direkt ilişkilendirdiğimiz miR-382-5p, pcDNA3/mito-GFP ile birlikte 
C2C12 hücrelerine transfekte edildiğinde, MitoGFP-TOM20 eş yerleşiminde kontrole 
kıyasla anlamlı şekilde azalma saptanmıştır. İkinci aşamada; primer miyoblastlardan 
mitokondri izolasyonu sonrasında, LC-MS/MS ile proteomik analizler 
gerçekleştirilmiştir. Aday proteinler arasında, ATP/ADP transporter olarak görev yapan 
SLC25A4’ün total hücrede RNA ve protein seviyesinde ifadesinin değişmediği, ancak 
mitokondriyal fraksiyondaki miktarının tüm hastalarda azaldığı qRT-PCR ve Western Blot 
ile gösterilmiştir. Hastalara ait primer miyoblastlarda SLC25A4’ün mitokondrilerde 
yerleşiminin azaldığı SLC25A4-TOM20 eş immünfloresan boyaması ile doğrulanmıştır. 
Tez çalışması ile, patogenezinde sekonder mitokondri hasarının görüldüğü nadir 
nöromüsküler hastalıklarda mitokondriyal import mekanizmasının potansiyel rolü 
aydınlatılmış, organel hasarının önlenmesi/geriye döndürülmesi amacıyla yeni ve farklı 
hastalık grupları için ortak tedavi hedefleri tanımlanabilmesine olanak sağlanmıştır. 
 
Anahtar kelimeler: Mitokondri hasarı, mitokondriyal protein importu, nöromüsküler 

hastalıklar, proteomik analizler 
 
Bu tez çalışması HacePepe Üniversitesi Bilimsel Araş^rma Projeleri Koordinasyon Birimi 
(Proje No: TSA-2021-19199) ve Türkiye Bilimsel ve Teknolojik Araş^rma Kurumu 
(TÜBİTAK) (Proje No: 123Z178) tara;ndan desteklenmişEr. 
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ABSTRACT 
Aksu Mengeş, E. Investigation of Mitochondrial Protein Import Mechanism in 
Neuromuscular Diseases Associated with Mitochondrial Damage. Hacettepe 
University, Graduate School of Health Sciences, Ph.D. Thesis in Medical Biology, 
Ankara, 2024. The transport of mitochondrial proteins, which are encoded by gDNA and 
synthesized by free ribosomes in the cytosol, to the organelle must be error-free for the 
proper functioning of mitochondria. It has been shown that abnormal mitochondrial 
morphology, decreased membrane potential and ATP production, and increased ROS 
affect mitochondrial protein import. Also, possible target genes of common miRNAs, 
which are involved in the regulation of secondary mitochondrial damage observed in 
rare neuromuscular diseases, have been found to be associated with mitochondrial 
protein import. For this purpose, the relaEonship between mitochondrial protein import 
mechanism and mitochondrial damage observed as a common and secondary finding in 
the eEopathogenesis of DMD, Megaconial CMD, and Ullrich CMD was invesEgated. As 
the first step, the pcDNA3/Mito-GFP plasmid containing a mitochondrial targeting signal 
sequence was transfected into primary myoblasts of the control and patient groups, and 
a significant decrease in MitoGFP-TOM20 co-localization was observed in all patients. 
When miR-382-5p, which we directly associate with secondary mitochondrial damage, 
was co-transfected with pcDNA3/mito-GFP into C2C12 cells, a significant reducEon in 
MitoGFP-TOM20 co-localizaEon was detected compared to the control. As the second 
step, proteomic analyses were performed by LC-MS/MS ader isolaEon of mitochondria 
from primary myoblasts. Although the amount of SLC25A4, which acts as an ATP/ADP 
transporter, decreased in the mitochondrial fracEon, it was determined that its 
expression at the RNA and protein level was preserved in total cells by qRT-PCR and 
Western Blot. Decreased localizaEon of SLC25A4 in mitochondria in primary myoblasts 
of paEents was confirmed by SLC25A4-TOM20 co-immunofluorescence staining. With 
this thesis, the potenEal role of the mitochondrial import mechanism in rare 
neuromuscular diseases in which secondary mitochondrial damage is seen in the 
pathogenesis has been elucidated, allowing the idenEficaEon of common therapeuEc 
targets for new and different disease groups to prevent/reverse organelle damage. 
 
Keywords: Mitochondrial damage, mitochondrial protein import, neuromuscular 

disorders, proteomic analysis 
 
This thesis study was supported by HacePepe University ScienEfic Research Projects 
CoordinaEon Unit (Project No: TSA-2021-19199) and the ScienEfic and Technological 
Research Council of Turkey (TÜBİTAK) (Project No: 123Z178). 
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1. GİRİŞ 
 

Mitokondride işlev gören proteinlerin büyük çoğunluğu (%99) genomik DNA 

(gDNA) tara;ndan kodlanmaktadır. Sitozolde serbest ribozomlarda sentezi gerçekleşen 

bu proteinlerin çeşitli şaperon ve translokaz proteinleri yardımıyla mitokondriye 

taşınması işlemi mitokondriyal protein importu olarak tanımlanmaktadır. Hücre 

metabolizması ve homeostazı için temel organeller olan mitokondrilerin işlevlerini doğru 

olarak yerine geErebilmeleri için, mitokondriyal proteinlerin organele taşınımının hatasız 

bir şekilde gerçekleşmesi gerekmektedir. Mitokondriyal protein import hatalarının birçok 

farklı hastalığın patogenezinde primer veya sekonder etkisinin olduğu bilinmektedir. 

Primer mitokondriyal protein transport hataları, mitokondriyal proteinlerin sinyal 

dizilerindeki veya mitokondriyal protein importunda görevli proteinleri kodlayan 

genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadır (3-7). Ancak son yıllarda, farklı geneEk 

temelleri olmasına rağmen ortak olarak nöronlarda mitokondriyal hasarın saptandığı 

birçok nörodejeneraEf hastalıkta da sekonder olarak mitokondriyal protein importunun 

etkilendiği sonucuna ulaşılmış^r (8-10). 

Mitokondriyal miyopaEler dışında kalan, geneEk ve patolojik olarak farklı birçok 

nöromüsküler hastalıkta ortak ve sekonder bir bulgu olarak iskelet kasında mitokondri 

hasarı (anormal mitokondri morfolojisi, düşük membran potansiyeli, azalmış Adenozin 

trifosfat (ATP) üreEmi ve reakEf oksijen türleri-ROS ar^şı) gözlenmekte olup, 

mitokondriyal protein import mekanizmasının bu yolaktaki potansiyel işlevi günümüze 

kadar araş^rılmamış^r. Mitokondriyal protein importu ile organel morfolojisinin sıkı bir 

etkileşim içerisinde olduğu bilinmektedir. Mitokondri membranında yer alan birçok 

protein dual rol oynayarak hem organel morfolojisinin hem de protein importunun 

düzenlenmesine katkı sağlamaktadır (11-14). Aynı zamanda, farklı gruplar tara;ndan 

yapılan birçok çalışmada azalmış ATP üreEminin mitokondriyal protein importunu 

etkilediği saptanmış^r. ATP üreEmi ve protein importu karşılıklı olarak birbirini etkileyen 

iki biyolojik süreçEr (15-17). Mitokondriyal protein importunun düzenlenmesinde rol 
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oynayan faktörlerden biri de mitokondri membran potansiyelidir. Mitokondri matriksinin 

negaEf yüklü olması, N-terminalinde kesilebilir poziEf sinyal dizisi içeren mitokondriyal 

proteinlerin transport sürecini hızlandırmaktadır (18). Bunun yanı sıra, translokaz 

kompleksleri voltaj bağımlı olarak akEfleşEklerinden, membran potansiyelindeki 

bozulmanın mitokondriyal protein importunu etkileyebileceği öngörülmektedir (19, 20). 

Dolayısıyla, nöromüsküler hastalıklarda iskelet kas dokusunda saptanmış olan mitokondri 

işlevlerindeki hatalar, mitokondriyal import mekanizması hasarının nedeni ya da sonucu 

olarak karşımıza çıkma potansiyeline sahipEr. 

Bunun yanı sıra, grubumuz tara;ndan yapılan bir çalışmada farklı geneEk 

temelleri olan nadir nöromüsküler hastalıklarda (Duchenne Müsküler Distrofi (DMD), 

Megakoniyal Konjenital Müsküler Distrofi (KMD), Ullrich KMD ve alfa-distroglikanopaE) 

gözlenen ortak mitokondri hasarının (21-28) düzenlenmesinde rol alan ortak mikroRNA 

(miRNA) profili belirlenmişEr. miRNA mikrodizin analizi sonucunda, 17 miRNA’nın analiz 

edilen tüm hasta gruplarında, kontrol örneklere kıyasla, ifade değişikliği gösterdiği 

saptanmış^r. Gene Ontology (GO)- ‘Biyolojik Süreç’ kategorisinde gen zenginleşErme 

analizi sonuçlarına göre, 17 miRNA içerisinden 8 tanesinin olası hedef genlerinin 

mitokondriyal protein importu ile ilişkili olduğu tespit edilmişEr (29). Bu çalışmaya yönelik 

verilerimiz, mitokondri hasarının gözlendiği farklı nöromüsküler hastalık gruplarında 

ortak olarak mitokondriyal protein importunun etkilenmiş olabileceğini düşündürmüştür. 

Ek olarak, membran fosfolipitlerinin mitokondri import mekanizması ile ilişkisine yönelik 

literatür çalışmaları, fosfaEdilkolin (PC) biyosentez hatası ile karakterize olan ve 

araş^rmalarımızda mitokondri hasarı (anormal mitokondri morfolojisi, mitokondriyal 

fisyon azalışı, ATP seviyesi azalışı) (30) saptamış olduğumuz Megakoniyal KMD 

hastalığında protein importunun etkilenmiş olabileceğini düşündüren bulgular 

içermektedir. Mitokondri membran lipitlerinin miktarı ve yerleşiminin, translokaz 

komplekslerinin doğru yerleşimini ve stabilizasyonunu etkileyerek, mitokondriyal protein 

importunu düzenlediği düşünülmektedir (31). Ayrıca, membran lipitlerinin 

biyogenezinden ve modifikasyonlarından sorumlu enzimleri kodlayan genlerde 
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saptanmış olan mutasyonlar protein import hatalarına yol açmaktadır. Ayrıca, mitokondri 

membranlarında en çok bulunan lipit olan PC eksikliğinin translokaz komplekslerinin 

stabilizasyonunu bozduğu da saptanan bulgular arasındadır (32, 33).  

Ön çalışmalarımız ve literatür verileri doğrultusunda tez çalışmasında; farklı 

nükleer genlerin sorumlu olduğu nadir nöromüsküler hastalıklardan; DMD, Megakoniyal 

KMD ve Ullrich KMD eEyopatogenezinde gözlenen mitokondri hasarının mitokondriyal 

protein import mekanizması ile ilişkisi araş^rılmış^r. Bu amaçla ilk aşamada, Londra-

Nöromüsküler Hastalıklar Merkezi Biyobankası (MRC CNMD Biobank London, Dubowitz 

Neuromuscular Unit, InsKtute of Child Health)’ndan geErElen hasta ve kontrol primer 

miyoblastlarında mitokondriyal protein import mekanizmasındaki (pre-sequence/ TIM23 

import yolağı) olası hasarın araş^rılmasına yönelik işlevsel analizler gerçekleşErildi. 

Aconitase 2 (ACO2) proteinine ait mitokondriyal sinyal dizisi içeren pcDNA3/Mito-GFP 

plazmidi primer miyoblastlara transfekte edildi ve hasta ve kontrol bireylere ait transfekte 

hücrelerde mitokondrilerde yerleşim gösteren GFP miktarları karşılaş^rmalı olarak analiz 

edildi. Bunun yanı sıra, sekonder mitokondri hasarının gözlendiği nöromüsküler 

hastalıklarda iskelet kas dokusunda ar^şını tespit etmiş olduğumuz ve mitokondri hasarı 

ile direkt olarak ilişkilendirdiğimiz miR-382-5p’nin mitokondriyal protein import 

mekanizması hasarı ile ilişkisi araş^rıldı. Tez çalışmasının ikinci aşamasında ise; hasta ve 

kontrol primer miyoblastlarından mitokondriyal fraksiyon izole edildi ve kalite kontrol 

aşamaları sonrasında LC/MS-MS ile proteomik analizler gerçekleşErildi. Elde edilen 

yüksek ölçekli veri setlerinin değerlendirmesi ile hasta ve kontrol hücreleri arasında 

mitokondriyal fraksiyondaki miktarları istaEsEksel olarak anlamlı şekilde değişen ve 

mitokondriyal protein importu ile ilişkili aday proteinler tespit edildi. Mitokondriyal 

fraksiyon proteinleriyle yapılan Western Blot analizi ile LC/MS-MS sonuçlarının 

doğrulandığı öncelikli aday proteinin total hücredeki ifadesi RNA ve protein seviyesinde 

sırasıyla Western Blot ve kanEtaEf gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PZR) 

ile, mitokondrilerdeki yerleşimi immünfloresan boyama ile analiz edildi. 
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2. GENEL BİLGİLER 
 

2.1. Mitokondri ve İşlevleri  

Mitokondriler, hücrelerin yaşamsal fonksiyonlarının devamlılığı için gerekli olan 

temel biyoenerjeEk ve biyosenteEk yolaklarda kriEk rolleri olan bakteri kökenli 

organellerdir. Hücre içerisinde ağsı bir morfolojiye sahip olan organel; iç ve dış membran, 

membranlar arası boşluk (intermembrane space-IMS) ve matriks kısmı olmak üzere dört 

temel kısımdan oluşmaktadır. Dış membranda, voltaj bağımlı anyon kanalı veya porin adı 

verilen beta (b) tabaka yapılı içi sulu kanallar mevcut olup, küçük molekül ve iyonların 

serbest difüzyonuna olanak sağlar (34). Bu nedenle IMS, sitoplazma ile aynı pH ve iyonik 

kompozisyona sahipEr ve dış membran boyunca elektrokimyasal gradyanı yoktur (35). 

Bunun yanı sıra dış membranda mitokondri dinamiğinde görevli proteinler bulunmaktadır 

(36). Mitokondri iç membranının %80’i proteinlerden oluşmaktadır (37). ATP üreEminin 

temel bölgesi olan iç membran, iyon ve küçük moleküllere geçirgen değildir; bazı iyonlar, 

protonlar, fosfat, temel metabolitler, ATP ve ADP için özel taşıyıcı proteinler mevcuPur 

(38). Bu şekilde oksidaEf fosforilasyon (OXPHOS) için gereken proton gradyanı korunmuş 

olur (39, 40). Elektron transport zinciri (ETZ) kompleksleri ve ATP sentazın yanı sıra, iç 

membranda ATP/ADP ve küçük metabolit taşıyıcı proteinler yer almaktadır. İç membran, 

solunum zincirinin proteinlerinin yoğun olarak bulunduğu ve biyomembranlardaki en 

fazla protein miktarına sahip (%70 oranında) krista adı verilen büyük girinEler oluşturur 

(39). Kristanın dış membran ile bağlan^ yap^ğı noktalarda bulunan özel membran 

proteinleri, difüzyon bariyeri oluştururken, organelin iç ve dış membranını birbirine 

bağlar (41). OksidaEf metabolizmanın merkezi yolağı olan sitrik asit döngüsünün 

gerçekleşEği organelin matriksinde yaklaşık 16.6 kilobaz (kb) uzunluğunda organel 

genomu bulunmaktadır. Hücre içerisinde farklı sayılarda bulunabilen halkasal yapıdaki 

mitokondriyal DNA (mtDNA) 37 gen içermekte olup, solunum zinciri komplekslerinin 

belirli alt ünitelerini kodlayan 13 polipepEEn yanı sıra, 22 mitokondriyal tRNA ve 2 

mitokondriyal rRNA sentezinden sorumludur (42).  
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Mitokondriler hücre içerisinde endoplazmik reEkulum (ER), lizozom, peroksizom, 

çekirdek, golgi aygı^ gibi organellerle etkileşim içerisinde çalışarak, oksijenli solunum ve 

yağ asitlerinin b-oksidasyonu gibi biyoenerjeEk yolaklarda ve aminoasit, nükleoEt sentezi 

gibi biyosenteEk yolaklarda merkezi rol oynamaktadır. Bunun yanı sıra, apoptoz, hücresel 

ROS ve Ca+2 sinyalizasyonu, demir-sülfür (Fe-S) biyogenezi ve çekirdek genomunun 

epigeneEk regülasyonu yolaklarında da işlevsel oldukları bilinmektedir (43-51).  

Mitokondrilerin yaşam döngüsü, mitokondriyal biyogenez ile başlayıp, hasarlı 

mitokondrilerin lizozomlarda sindirilmesi işlemi olan mitofaji ile son bulur. Özellikle enerji 

ihEyacının fazla olduğu iskelet kası, kalp kası, nöronlar ve kas-sinir kavşaklarında fazla 

sayıda olacak şekilde, enerji ihEyacına göre hücre ve dokularda farklı sayılarda mitokondri 

bulunmaktadır (52). Hücrenin metabolik ve enerji ihEyaçlarının yanı sıra, stres 

durumunda da hücre kaderini belirlemek amacıyla mitokondriyal biyogenez ve mitofaji 

arasındaki dinamik denge ile mitokondri içeriği belirlenebilir (53, 54). Bu yaşam 

döngüsünde oldukça dinamik yapıda olan mitokondriler, sürekli olarak füzyon ve fisyon 

geçirerek farklı morfolojilerde gözlemlenebilirler. Mitokondriyal biyogenez sırasında, 

mitokondriyal proteom ve mtDNA'nın eşit dağılmasıyla bir mitokondriden iki özdeş 

sağlıklı mitokondri oluşturulurken; mitokondriyal fisyon mekanizmasında tek bir 

organelin iki heterojen mitokondriye ayrılması gerçekleşmektedir (55). Mitokondriyal 

fisyon, artan oksidaEf stres, mitokondriyal depolarizasyon ve azalan ATP üreEmi ile 

ilişkilidir (56). Başlangıçta ayrı olan iki mitokondrinin hem iç hem de dış membranlarının 

koordineli olarak birleşmesi işlemi olan mitokondriyal füzyon ise, mtDNA mutasyonları ve 

okside olmuş proteinlerin seyrelElmesiyle, biyoenerjeEk verimliliği ar^rarak sınırlı 

besinlerle bile ATP üreEmini korur ve dolayısıyla hücrenin canlılığını korumasını sağlar 

(57, 58). Başka bir deyişle, mitokondriyal fisyon normal ve hasarlı bileşenleri yavru 

organellere bölüştürerek hasarlı organelin mitofaji ile seçici olarak ortadan kaldırılmasını 

sağlayan kriEk bir triyaj işlevi gerçekleşErirken; mitokondriyal biyogenez ve füzyon sürekli 

olarak sağlıklı yavru mitokondriyi onarmak, yenilemek ve mitokondri havuzuna yeniden 

dahil etmek için çalışır. Fisyon-füzyon döngüsü sağlıklı bir şekilde devam ecği sürece, 
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hasarlı organeller uygun şekilde yok edilirken sağlıklı organeller de sürekli 

yenilenmektedir (59). 

 

2.2. Mitokondriyal Protein İmport Mekanizmaları 

Mitokondrilerin hücresel işlevlerini yerine geErebilmeleri için organele protein, 

metabolit, lipit ve nükleoEt taşınımının doğru bir şekilde gerçekleşmesi gerekmektedir. 

Mitokondriyal transport terimi (Gene Ontology- GO:0006839), protein, metabolit, lipit ve 

nükleoEt (DNA, RNA, NAD, FAD vb.) taşınım yolaklarını kapsamaktadır. Ancak, günümüze 

kadar en iyi aydınla^lmış ve üzerine en çok çalışılmış olan mekanizma mitokondriyal 

protein import mekanizması yolağıdır.  

Memeli mitokondriyal proteomu, %99’u gDNA tara;ndan kodlanan yaklaşık 1500 

kadar proteinden oluşmaktadır (60). gDNA’dan kodlanan proteinlerin mitokondriye 

hedeflenmesi dört temel aşamada gerçekleşmektedir. İlk aşamada sitozolde serbest 

ribozomlar tara;ndan sentezlenen mitokondriyal öncül (prekürsör) proteinler, genel veya 

spesifik hedefleme faktörleri tara;ndan tanınır, membrana hedeflenir ve son olarak 

translokazlar yardımıyla işlev göreceği hedef organel kompartmanına yerleşErilir (61-63). 

Mitokondriye katlanmamış bir konformasyonda import edilen öncül proteinlerin 

mitokondri dış membranında bulunan reseptörlere bağlanmasında çeşitli şaperon 

proteinleri ve katlama faktörleri rol oynamaktadır (64-66). Translokaz kompleksleri ise, 

farklı görevleri olan ve birçok alt ünitenin bir araya gelerek oluşturduğu devasa yapılardır. 

Bu alt ünitelerden bazıları öncül proteinleri tanıyan reseptör veya şaperon görevi 

görürken, bazıları da kompleksin stabilizasyonundan sorumludur (14, 67).  

Mitokondriyal öncül proteinler, içerdikleri posta kodu benzeri sinyal dizileri 

sayesinde organelin farklı kompartmanlarına yönlendirilirler. Mitokondriyal proteinlerin 

yaklaşık %60’ı, N-terminalinde poziEf yüklü, kesilebilir matriks hedefleme dizisi (matrix-

targeKng signal - MTS) ile sentezlenir (68). Presequence olarak da isimlendirilen bu 

hedefleme dizileri, yaklaşık 8 ila 80 amino asit uzunluğunda olup, negaEf amino asit 
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rezidüleri içermemekte ve serin, treonin gibi bol miktarda hidroksillenmiş rezidüler 

barındırmaktadır. Bunun yanı sıra, matriks hedefleme dizileri hem poziEf yüklü hem de 

hidrofobik bölgelere sahip amfipaEk alfa (a) heliksler oluşturur ve proteinin matrikse 

importunu kolaylaş^rmaktadır. Esas olarak matriks ve iç membran proteinlerinde 

bulunan bu hedefleme dizilerinin, bazı IMS proteinlerinde ve haPa dış membranda 

yerleşik olan proteinlerde de mevcut olabildiği saptanmış^r (68-72). İç membranı çok kez 

geçen proteinlerin büyük bir kısmı ise, özellikle transporter’lar ve iç membran 

translokazlarının temel bileşenleri, N-terminallerinde hedefleme sinyali taşımazlar. 

Bunun yerine transmembran domainlerine yakın olan internal sinyalleri kullanırlar (73). 

Dış membran proteinleri de matriks hedefleme dizilerinden yoksundur ve mitokondriyi 

hedeflenmelerini sağlayan heterojen sinyal dizilerine sahiplerdir.  Ek olarak, IMS’de 

yerleşik olan proteinlerinin çoğu düşük moleküler ağırlığa (7-20 kDa) sahipEr ve genellikle 

sisteince zengin moEfler, dolayısıyla disülfit bağları içerirler. Bu moEflerin, IMS 

proteinlerini membranlar arası boşluğa hedeflenmesi için gerekli ve yeterli olduğu 

gösterilmişEr (74, 75).  

Öncül proteinlerin mitokondriye hedeflenmesine ilişkin literatürde çok sınırlı bilgi 

bulunmaktadır. Mitokondriyal protein importunun büyük kısmının post-translasyonel 

olarak Heat shock proteins 70 (Hsp70) ailesi şaperonları ve bunların kofaktörleri 

aracılığında gerçekleşEği bilinmekle birlikte, bazı iç membran proteinlerinin de 

translasyon sırasında mitokondrinin dış membranında lokalize olan mRNA-bağlama 

faktörü yardımıyla import edildiği rapor edilmişEr (65, 76-78).  Son yıllarda yapılan 

çalışmalarda ise, hidrofobik yapıdaki öncül membran proteinlerinin bir kısmının ER 

yüzeyinde bulunan proteinler yardımıyla mitokondriye hedeflenebildiğine dair kanıtlar 

sunulmuştur (79).  

Günümüze kadar yapılan çalışmalarda organelin farklı kompartmanlarına 

yerleşecek proteinlerin taşınımı için farklı hedef dizilerini tanıyan 5 ana protein import 

yolağı tanımlanmış^r (Şekil 2.1). Dış membranda bulunan translocase of the outer 

membrane (TOM) kompleksi tüm mitokondriyal proteinler için ana giriş kapısı işlevi 
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görmektedir. Presequence-MTS içeren matriks proteinlerinin büyük çoğunluğu ve iç 

membran proteinlerinin bir kısmı TIM23/presequence import yolağı ile organele 

taşınmaktadır. Bu proteinler önce dış membranda bulunan TOM kompleksi ve daha sonra 

iç membranda yerleşik olan translocase of the inner membrane (TIM23) translokaz 

kompleksi yardımıyla organele taşınmaktadır (80, 81). Matriks öncül proteinleri ilk olarak, 

TIM23 kompleksinin Tim21’den bağımsız presequence translocase-associated motor 

(PAM) ile etkileşmesiyle ve ATP-bağımlı Hsp70 yardımıyla matrikse taşınırlar (16, 82).  

Daha sonra, mitochondrial processing pepKdase (MPP) tara;ndan sinyal dizileri kırpılır ve 

olgun protein haline geErilirler (83). Presequence içeren iç membran proteinleri de 

benzer bir yolakla TIM23 kompleksinin PAM’den bağımsız olarak Tim21 proteini ile 

etkileşmesi sonucu membrana yerleşirler. Ancak, kesilmeyen internal sinyal dizileri 

taşıyan ve iç membranı birçok kez geçen hidrofobik transporter proteinler (örn. metabolit 

transporter) ise, önce TOM kompleksi, ardından membranlar arası boşluktaki küçük TIM 

şaperonları (Tim9/Tim10) ve devamında carrier/TIM22 translokazı aracılığıyla membrana 

yerleşErilmektedir. Bu yolak carrier/TIM22 yolağı olarak adlandırılmış^r (84-86). 
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Mitokondrinin dış membranında işlev gören proteinlerin organele transportu için 

iki ana yolak tanımlanmış^r. Bunlardan ilki, b-;çı yapıdaki öncül proteinlerin önce TOM 

kompleksi ve küçük TIM şaperonları, ardından sorKng and assembly machinery (SAM) 

kompleksi aracılığıyla dış membrana yerleşErilmesini kapsar (SAM yolağı) (87). Diğer 

yolak ise a-heliks yapıdaki öncül transmembran proteinlerinin mitochondrial import 

(MIM) kompleksi yardımıyla dış membrana yerleşErilmesinden sorumludur (MIM yolağı) 

(88-90).  

Öte yandan, birçok membranlar arası boşluk proteini taşıdıkları karakterisEk 

sisteince zengin moEfleri sebebiyle TOM kompleksi ve mitochondrial import and 

assembly (MIA) proteinleri yardımıyla membranlar arası boşluğa yönlendirilirler. Bu yolak 

da MIA yolağı olarak bilinmektedir (91, 92).  

Şekil 2.1. Mitokondride işlevsel olan ve gDNA tara;ndan kodlanan proteinlerin farklı 
yolaklar aracılığı ile organele taşınması (mitokondriyal import yolakları) Wiedemann ve 
ark.(1)’ndan uyarlanmış^r. Farklı mitokondriyal import yolakları, farklı renkteki oklarla 
belirElmişEr; kahverengi: presequence/TIM23 import yolağı, mavi: MIA yolağı, kırmızı: 
SAM yolağı, yeşil: carrier/TIM22 yolağı, pembe: MIM yolağı. 
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Bunun yanı sıra, mitokondriyal genom tara;ndan kodlanıp organel matriksindeki 

ribozomlarda sentezlenen iç membran proteinleri ise, oxidase assembly (OXA) translokazı 

yardımıyla iç membrana yerleşErilirler (93). 

 
 

2.3. Mitokondriyal Protein İmport Hataları ile İlişkili Hastalıklar 

Mitokondrilerin işlevlerini yerine geErebilmeleri için gDNA tara;ndan kodlanan 

proteinlerin organele transportunun hatasız gerçekleşErilmesi kilit rol oynamaktadır. 

Mitokondriyal protein transport hatalarının kanser, nörodejeneraEf hastalıklar ve 

mulEsistemik hastalıklar gibi birçok farklı hastalığın patogenezinde primer veya sekonder 

olarak rol oynadığı bilinmektedir.  

Primer mitokondriyal protein import hataları, proteinlerin organele hedefleme 

dizilerindeki veya mitokondriyal imporPa görevli proteinleri kodlayan genlerdeki 

mutasyonlardan kaynaklanmaktadır (3-7). Mitokondriyal enerji metabolizmasında görevli 

olan pirüvat dehidrogenaz E1 alfa (PDHA1) geninin mitokondriyal hedefleme dizisindeki 

tek nükleoEt değişiminin ilgili proteinin mitokondriye transportunu azal�ğı ve pirüvat 

dehidrogenaz eksikliği fenoEpine yol aç^ğı gösterilmişEr (7).  Bunun yanı sıra, 

mitokondriyal membranlar arası boşlukta görevli küçük şaperon protein kodlayan TIM8A 

genindeki mutasyonlar TIM23 import yolağının aksamasına yol açmakta ve nadir, ilerleyici 

bir nörodejeneraEf hastalık olan sağırlık-distoni-opEk nöronopaE sendromuna sebep 

olmaktadır (6). Ek olarak, DnaJ Heat Shock Protein Family Member C19 (DNAJC19-

TIMM14) genindeki mutasyonlar ise yine TIM23 yolağını negaEf yönde etkileyerek ataksi 

ve dilate kardiyomiyopaE fenoEpini oluşturmaktadır (3, 5). TIM22 kompleksinin alt 

ünitelerinden biri olan Açilgliserol kinaz (AGK) enzimini kodlayan gendeki mutasyonlar ise 

mitokondriyal hastalıklardan biri olan Sengers sendromu ile ilişkilendirilmişEr (4). 

Son yıllarda yapılan çalışmalarda, primer mitokondriyal protein import hataları 

dışında, farklı geneEk temelleri olan birçok nörodejeneraEf hastalıkta sekonder olarak 

mitokondriyal protein importunun etkilendiği görülmektedir. Alzheimer hastalarına ait 



 
 

11 

post-mortem beyin dokularında truncated amiloid prekürsör proteinin (APP) TOM40 ve 

TIM23 proteinleri ile kompleks oluşturarak mitokondriyal import kanallarında birikEği ve 

organele protein importunu bozduğu tespit edilmişEr (8). Bu çalışmada Alzheimer 

hastalığının patogenezindeki sekonder mitokondriyal hasarın aydınla^lması yolunda 

önemli bir adım a^lmış^r. Ek olarak, Parkinson hastalığında ise post-translasyonel 

modifikasyona uğramış α-sinüklein proteininin TOM20 translokazına bağlanarak onun 

TOM22 ile etkileşimini bozduğu ve mitokondriyal protein importunu engellediği 

saptanmış^r (9). Diğer taradan HunEngton fare modelinde pre-semptomaEk dönemde, 

mutant hunEngEn (HTT) proteininin TIM23 kompleksi ile etkileşime girerek 

mitokondriyal importu negaEf etkilediği görülmüş ve bu mitokondri patolojisinin 

hastalığın erken evrelerinde ortaya çık^ğı için tedavi hedefi olabileceği öne sürülmüştür 

(94).  

 
2.4. Nöromüsküler Hastalıklarda Mitokondri Hasarı  

Mitokondriyal hastalıklar, mtDNA veya gDNA'daki mutasyonlara bağlı olarak 

organel yapı ve işlevinin bozulmasından kaynaklanan, geneEk olarak aktarılan ve çoklu 

sistem bozukluklarının görüldüğü heterojen bir hastalık grubudur (95). Solunum 

zincirinde, transporPa, sinyal ileEminde, protein yerleşiminde veya dinamik 

mitokondriyal ağının füzyon/fisyon mekanizmalarında görevli proteinleri kodlayan 

genlerde mutasyon görülebilir (96). Ek olarak, taşıyıcı RNA (tRNA) ve ribozomal RNA 

(rRNA) kodlayan genlerdeki ve organel genomunun kodlamayan bölgelerindeki (örn. 

mtDNA D-loop) mutasyonlar da mitokondriyal hastalıklara neden olabilir (95). Ancak, 

sıklıkla OXPHOS mekanizmasında görevli mitokondriyal proteinleri kodlayan genlerde 

mutasyonlar görülmektedir (96). Mitokondriyal hastalıklar çoğunlukla enerji ihEyacı 

yüksek olan kas ve sinir dokularını etkilemekle birlikte herhangi bir organ veya dokuyu da 

etkileyebileceği bilinmektedir (97). 

Mitokondriyal patofizyolojiyi tanımlamak için “Primer ve sekonder mitokondriyal 

hastalıklar” terimleri kullanılır. Primer mitokondriyal hastalıklar, bir başka deyişle primer 
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mitokondriyal solunum zinciri hataları (mitokondriyal miyopaEler), oksidaEf 

fosforilasyonda ve bu sürecin düzenlenmesinde görevli proteinleri kodlayan genlerdeki 

mutasyonlardan kaynaklanmaktadır (96, 98). Sözkonusu genlerden 13 tanesi mtDNA’da 

bulunduğu için maternal kalı^m göstermekte, geriye kalan ve günümüze kadar 

mitokondri ile ilişkisi tanımlanmış 300 kadar gen ise gDNA’da bulunduğu için ilişkili olduğu 

hastalık grupları otozomal kalı^m paternine uyum göstermektedir (99). Öncelikli olarak 

iskelet kası ve sinir sistemi bulguları ile karakterize olan, pleiotropik ve mulEsistemik 

semptomlar görülen bu hastalık grupları, direkt organel işlevi ile ilişkili olduklarından, 

mitokondri işlev ve morfoloji kaybı bu hastalıklarda beklenen bir bulgu olarak karşımıza 

çıkmaktadır. Primer mitokondri hastalıklarının büyük çoğunluğunda (Chronic progressive 

external ophthalmoplegia (CPEO), mitochondrial encephalomyopathy lacKc acidosis 

stroke-like episodes (MELAS), myoclonus epilepsy ragged-red fibers (MERRF), Koenzim 

Q10 eksikliği, Emidin kinaz 2 eksikliği, Kearns-Sayre sendromu) miyopaE bulguları 

gözlenmektedir. 

Sekonder mitokondriyal hastalıklar ise, mitokondri işlevi ile direkt 

ilişkilendirilemeyen, farklı geneEk ve/veya çevresel etmenlere bağlı olarak ortaya çıkan 

hastalıklar gurubudur. Kardiyovasküler ve nörodejeneratif hastalıklar ve kanser gibi 

birçok farklı hastalığın mitokondriyal işlev ve morfoloji kaybı ile ilişkili olduğu 

saptanmıştır. Bu grupta yer alan hastalıklar, mitokondriyal işlevleri düzenleyen 

yolaklardaki değişimlerden veya oksidaEf stresi ar�rıp hastalıkların klinik seyrini 

kötüleşErerek sekonder mitokondriyal işlev bozukluğuna yol açabilen faktörlerden 

kaynaklanabilmektedir (95, 98). Primer mitokondriyal hastalıklar dışındaki geneEk ve 

patolojik olarak farklı birçok nöromüsküler hastalıkta da (örn. Duchenne Müsküler Distrofi 

(DMD), Megakoniyal Konjenital Müsküler Distrofi (KMD), Spinal müsküler atrofi (SMA) ve 

Amiyotrofik Lateral Skleroz (ALS)) ortak bir bulgu olarak iskelet kasında mitokondri hasarı 

(anormal mitokondri morfolojisi, düşük membran potansiyeli, azalmış ATP üreEmi ve 

reakEf oksijen türleri (ROS) ar^şı) gözlenmektedir (21-28). 
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X’e bağlı resesif kalı^m gösteren DMD hastalığı (OMIM #310200), Distrofin (DMD) 

genindeki mutasyonlardan kaynaklanan ve kas kaybı ile karakterize, ciddi ilerleyici bir 

nöromüsküler hastalık^r (100). Hastaların genellikle 2-3 yaş civarında merdiven çıkmada 

zorluk, paytak yürüyüş ve sık düşme semptomları ile kliniğe başvurdukları, çoğunlukla 10-

12 yaş civarında tekerlekli sandalyeye bağımlı hale geldikleri ve 20 yaş civarında solunum 

desteğine ihEyaç duydukları bilinmektedir. İdeal bakımla, DMD'li hastaların çoğu 20 ila 40 

yaşları arasında kalp ve/veya solunum yetmezliğinden hayatlarını kaybetmektedirler 

(101, 102). Distrofin proteinini kodlayan DMD genindeki çerçeve kaymasına sebep olan 

delesyon/duplikasyon Epi mutasyonlar (out-of-frame) ve anlamsız mutasyonlar DMD 

hastalığına sebep olurken; çerçeve kaymasına sebep olmayan (in-frame) mutasyonlar ise 

daha geç başlangıçlı ve daha hafif semptomlarla seyreden Becker müsküler distrofi (BMD) 

(OMIM #300376) hastalığına sebep olmaktadır (103). Distofin proteini hücre iskeleE F-

akEnini, N-terminal ve C-terminal domainleri aracılığıyla ekstraselüler matrikse (ECM) 

bağlar. Distrofinin üreElmemesi/az üreElmesi, kas lifi membranının aşırı kırılgan ve 

geçirgen olmasına, kalsiyum homeostazında düzensizliğe ve oksidaEf hasara yol 

açmaktadır. Bu sebeple, yaş ile birlikte kas nekrozu başlar ve kasların rejenerasyon 

kapasitesinin düşmesiyle de kas dokusunun yerini bağ ve yağ dokusu alır. DMD fare 

modelinde (muscular dystrophy X-linked - mdx) yapılan çalışmalarda subsarkolemmal 

mitokondri sayısında ve ATP üreEminde azalma saptanmış^r (25, 104-106). mdx fare 

modelinde yapılan diğer çalışmalarda ise, mitokondri dinamiğinde görevli proteinlerin 

ifadelerinde değişiklik, mitokondri membran potansiyelinde ve mtDNA kopya sayısında 

azalış, ROS üreEminde ar^ş ve oksidaEf stres ar^şı gözlenmişEr (28, 107). DMD tedavi 

seçenekleri iki grupta incelenebilir. İlkinde distrofin işlevini düzelElmesi amacıyla gen 

(ekzon ve dur kodonu atlanması, genom düzenleme, işlevsel gen ilavesi) ve hücre temelli 

(protein replasmanı) tedavi seçenekleri bulunurken; ikinci grupta ise, hastalığın patolojik 

etkilerini (inflamasyon, fibrozis vb.) hedefleyerek kas hasarını geriye döndürmeye yönelik 

farklı tedavi seçenekleri sunan klinik öncesi ve klinik çalışmalar bulunmaktadır (108). Kas 

dokusundaki oksidaEf stresi azaltmak ve mitokondrinin solunum kapasitesini ar^rmak 
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amacıyla da Coenzyme Q10, Idebenone ve N-acetylcysteine (NAC) gibi ilaçlar sıklıkla 

kullanılmaktadır (109-111).  

Megakoniyal KMD (OMIM #602541) hastalığı, fosfaEdilkolin (PC) sentezinde 

görevli olan Kolin Kinaz Beta (CHKB) enzimini kodlayan gendeki mutasyonlardan 

kaynaklanan ve otozomal resesif kalı^lan nadir bir nöromüsküler hastalık^r (112-114). 

Günümüze kadar çoğunluğu Türk olmak üzere yaklaşık 40 hasta rapor edilmiş olup 

hastaların çoğunda görülen semptomlar; çocukluk/bebeklikte başlayan ilerleyici kas 

güçsüzlüğü, mental retardasyon, oEsEk davranışlar, ikEyozis ve kardiyomiyopaEdir (112, 

115, 116). Hastalıkta fosfaEdilkolin eksikliğine bağlı olarak kas liflerinde sarkolemmaya 

yakın yerleşen aşırı büyük (megakoniyal) mitokondriler görülmektedir (112, 113). 

Hastalığın fare modelinde (rostrocaudal muscular dystrophy- rmd) mitokondriyal ATP 

üreEminin ve mtDNA kopya sayısının azaldığı, ROS üreEminin ve mitofaji seviyesinin 

ar�ğı tespit edilmişEr (117).  Bunun yanı sıra, megakoniyal KMD hastalarına ait iskelet 

kas dokusunda solunum kompleks akEvitelerinde azalış ve krista yapısında bozulmalar 

olduğu gösterilmişEr (21, 24, 118, 119).Grubumuz tara;ndan Megakoniyal KMD 

hastalığına yönelik olarak primer miyoblastlarında yapılan çalışmalarda, mitokondri 

morfolojisinin ve yerleşiminin bozulduğu, solunum kapasitesinin ve ATP üreEminin 

azaldığı, nükleoEt havuzunun azaldığı ve mitokondriyal fisyonda görevli temel 

proteinlerin ifadesinin kontrol hücrelere kıyasla düştüğü tespit edilmişEr (120). Fare 

modelinde yapılmış olan bir çalışmada adeno-assosiye viral 6 (AAV6) vektör ile Chkb gen 

ilavesi ve Chka (Chkb’nin paralogu) ifadesinin ar�rılması ile tedaviye katkı sağlanmış^r 

(121). Başka bir çalışmada ise, fare modelinde mitokondriyal yağ asitlerinin beta 

oksidasyonunun azaldığı, yağların triaçilgliserolden zengin yağ damlacıkları şeklinde 

depolandığı ve peroxisome proliferator-acKvated receptors (Ppars) ifadelerinin azaldığı 

tespit edilmişEr. Ppar agonisE ile birlikte kolin verilmesinin mitokondriyal yağ asidi beta 

oksidasyonunu ar^rarak yağ damlacığı birikimini önlediği ve Chka izoformunun ifadesini 

ar^rarak kas hücresi hasarını önlediği öne sürülmüştür (122).  
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Kollajen VI kas distrofileri, Bethlem miyopaE (OMIM# 158810) ve Ullrich 

konjenital müsküler distrofi (Ullrich KMD: OMIM# 254090), Kollajen tip VI alfa 1, 2 ve 3 

genlerindeki (COL6A1, COL6A2 ve COL6A3) genlerindeki mutasyonlardan kaynaklanan 

ilerleyici bir nöromüsküler hastalık grubudur. Ullrich KMD konjenital başlangıçlı şiddetli 

kas zayıflığı, sıklıkla omuz, dirsek, kalça, diz ve ayak bileği kontraktürleriyle birlikte 

ambulasyonu sınırlandıran belirgin distal eklem gevşekliği ile karakterize şiddetli, ilerleyici 

bir hastalık^r. Bethlem miyopaE ise genellikle erken çocukluk döneminde, bazen de 

yeEşkinlikte başlayan, proksimal kas zayıflığı ve parmakları, bilekleri, dirsekleri ve ayak 

bileklerini etkileyen fleksiyon kontraktürleri ile karakterize, hafif ilerleyici bir hastalık^r. 

Bu hastaların normal bir yaşam beklenEsi vardır ancak ileriki yaşamlarında ambulasyon 

için yardıma ihEyaç duyabilirler. Bazı mutasyon Eplerinde kollajen VI ifadesi tamamen 

kaybolurken, diğer mutasyon Eplerinde mutant kollajen VI kas ECM’de bol miktarda 

bulunur, ancak normal ECM organizasyonu ve kas işlevi için önemli olan protein-protein 

etkileşimlerini oluşturamaz (123-126). Ullrich KMD fare modelinde (Col6a1−/−) ve 

hastalara ait primer miyoblastlarda mitokondri morfolojisinin, krista yapısının ve işlevinin 

bozulduğu saptanmış^r (27). Hastalığın tedavisine yönelik olarak mitokondri işlev kaybını 

düzeltmek ve apoptozu baskılamak amacıyla siklosporin A bileşiği ve anE-apoptoEk ilaç 

denemeleri ile düşük protein diyeE uygulaması gibi klinik öncesi ve klinik çalışmalar 

mevcuPur (127-129).  

Özellikle iskelet kası ve nöron gibi yüksek enerji kullanımına gereksinim duyan 

hücre ve dokularda ATP üretimini maksimum seviyeye çıkarmak için fazla sayıda 

mitokondri bulunduğu düşünülecek olduğunda, hücresel mikroçevredeki bilinmeyen 

etmenlere bağlı olarak organel seviyesinde gözlenen işlev ve morfoloji kaybının, farklı 

nöromüsküler hastalıkların patogenezine etki eden ortak bir faktör olduğu düşünülebilir.  
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2.5. Mitokondri Hasarı ile İlişkili Nöromüsküler Hastalıklar ve Mitokondriyal 

Protein İmport Mekanizması Hasarı İlişkisi 

Primer mitokondriyal solunum zinciri hataları (mitokondriyal miyopaEler) dışında 

geneEk ve patolojik olarak farklı birçok nöromüsküler hastalıkta ortak bir bulgu olarak 

mitokondriyal hasar gözlenmekte olup, bu hasarın sebebi net olarak aydınla^lamamış^r. 

Son yıllarda, mikro RNA (miRNA)’ların, hücredeki fizyolojik ve patolojik süreçlerde 

mitokondri işlevinin regülasyonunda önemli rolleri olduğu yönünde bulgular elde 

edilmiştir (130). Grubumuz tara;ndan HacePepe Üniversitesi Kapsamlı BAB Projesi (Proje 

no: TSA-2017-14413) dahilinde yapılan bir çalışmada, farklı nöromüsküler hastalıklarda 

gözlenen mitokondriyal hasarın  (21-28) düzenlenmesinde görevli ortak miRNA’ların 

tanımlanması ve potansiyel rollerinin araş^rılması amacıyla miRNA mikrodizin analizi 

gerçekleşErilmişEr. Bu çalışmamızda, birbirinden farklı işlevleri olan proteinleri kodlayan 

farklı nükleer genlerin sorumlu olduğu nöromüsküler hastalıklardan; DMD, Megakoniyal 

KMD, Ullrich KMD ve alfa-distroglikanopaE eEyopatogenezinde gözlenen mitokondriyal 

hasar ile ilişkili ortak miRNA biyobelirteçleri tanımlanmış olup, 17 miRNA’nın analiz edilen 

tüm hasta gruplarında, kontrol örneklere kıyasla, ifade değişikliği gösterdiği saptanmış^r. 

Gene Ontology- ‘Biyolojik Süreç’ kategorisinde terim zenginleşErme analizi sonuçlarına 

göre, 17 miRNA içerisinden 8 tanesinin potansiyel hedef genlerinin mitokondriyal protein 

importu ile ilişkili olduğu tespit edilmişEr (29) (Şekil 2.2). Proje devamında C2C12 fare 

miyoblast hücre ha� kullanarak yapmış olduğumuz işlevsel analizlerle; farede korunduğu 

bilinen dört öncelikli aday miRNA’nın ar�rılmış ifadelerinin doğrudan mitokondri işlevi 

üzerindeki etkileri araş^rılmış^r. Hasta gruplarındaki miRNA ar^şını taklit etmek 

amacıyla, aday miRNA’lar (miR-134-5p, miR-708-5p, miR-382-5p ve miR-409-3p) C2C12 

fare miyoblastlarına transfekte edilmiş ve mitokondriyal morfoloji/ işlev analizleri 

(mitokondri dinamiği/morfolojisi analizi, MTT-metabolik akEvite analizi ve ATP üreEmi 

analizi) gerçekleşErilmişEr. Analizler sonucunda, kas hücrelerinde artmış miR-382-5p ve 

miR-409-3p ifadesinin ATP üreEminde azalışa ve mitokondri ağ yapısında bozulmaya 
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sebep olduğu gösterilerek, bu miRNA’lardaki ifade ar^şının direkt olarak mitokondri 

hasarına neden olduğu doğrulanmış^r (Şekil 2.3 ve 2.4) (yayınlanmamış veri).  

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.2. Nöromüsküler hastalık grupları ve kontroller arasında ifade farklılığı gösteren 
miRNA'ların mitokondriyal hedef genlerinin Gene Ontology - 'Biyolojik Süreç' 
kategorisinde terim zenginleşErme analizi sonuçları. Çubuk grafikler p değerine göre 
sıralanmış^r (p<0.05). Daha uzun ve daha açık renkli çubuklar, gen kümesi/teriminin 
daha anlamlı olduğunu ifade etmektedir. 
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miR-134-5p miR-382-5p 

miR-409-3p miR-708-5p 

Mimik nega8f kontrol 

Şekil 2.3. C2C12 hücrelerine miRNA mimik (hsa-miR134-5p, hsa-miR382-5p, hsa-
miR409-3p ve hsa-miR708-5p) transfeksiyonları sonrası yapılan mitokondri morfoloji 
analizi görüntüleri (FITC: Tom20 /mitokondri, Mavi: DAPI/çekirdek). 63X büyütme. 
(yayınlanmamış veri) 
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Grubumuz tara;ndan Megakoniyal KMD hastalığına yönelik olarak primer 

miyoblastlarda gerçekleşErmiş olduğumuz bir başka çalışmada ise, immünfloresan (IF) 

boyamalar ile mitokondri morfolojisinin, yerleşiminin ve dinamik ağ yapısının bozulduğu, 

Western Blot ve IF boyamalar ile mitokondriyal fisyonda görevli temel proteinlerin (Drp1, 

Mff, Fis1) ifadelerinin istaEsEksel olarak anlamlı düzeyde azaldığı [sırasıyla 3.6 

(***p<0,0001), 2.1 (***p<0,0001) ve 3 kat (**p<0,0025)] ve metabolomik analizlerle 

hastalara ait hücrelerde sitrik asit döngüsü bileşenlerinin ve ATP üreEminin azaldığı 

(**p<0.01) sonucuna ulaşılmış^r (120).  

Mitokondriyal hasarın hastalıklardan bağımsız olarak incelendiği temel 

makalelerde, mitokondriyal protein importu ile organel morfolojisinin sıkı etkileşim 

içerisinde olduğu bildirilmişEr. Mitokondri membranında yer alan birçok protein dual rol 

oynayarak hem organel morfolojisinin hem de protein importunun düzenlenmesine katkı 

sağlamaktadır (11-14). Dış membranda yerleşik olan mitokondriyal morfoloji proteini 10 

(Mdm10), SAM kompleksinin oluşmasında görevli olmasının yanı sıra, mutant formu 

Şekil 2.4. C2C12 hücrelerine miRNA mimik (hsa-miR134-5p, hsa-miR382-5p, hsa-
miR409-3p ve hsa-miR708-5p) transfeksiyonları sonrası yapılan ATP miktar tayini 
sonuçlarının grafiksel olarak gösterimi. Deneyler her bir miRNA için üçer kez tekrar edildi 
ve tüm sonuçlar birlikte analiz edildi. Veriler istaEsEksel olarak Mann-Whitney U TesE ile 
analiz edildi (*p<0.05). (yayınlanmamış veri) 
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anormal şekilde iri mitokondri morfolojisine sebep olmaktadır (14). Ek olarak, TIM23 

kompleksinine ka^lan Tim17 ve Tim44 protein ifadelerindeki azalışın da hem 

mitokondriyal protein importunu hem de morfolojisini etkilediği gösterilmişEr (13). 

Dolayısıyla, mitokondriyal hasarın saptandığı hastalık gruplarında protein importunun da 

etkilenmiş olabileceği düşünülmektedir.  

Mitokondriyal protein importunun düzenlenmesinde rol oynayan faktörlerden 

biri de mitokondriyal membran potansiyelidir. Mitokondriyal matriks kısmının negaEf 

yüklü olması elektroforeEk etki yaratarak, N-terminalinde presequence-MTS içeren 

proteinlerin TIM23 aracılı transport sürecini hızlandırıcı etki göstermektedir (18). Aynı 

zamanda hem TIM22 hem de TIM23 kanal proteinleri voltaj bağımlı olarak akEfleşEkleri 

için, mitokondriyal membran potansiyelindeki bozulmanın protein importunu negaEf 

yönde etkileyebileceği öngörülmektedir (19, 20).  

ATP üreEmi ve mitokondriyal protein importu da karşılıklı olarak birbirini etkileyen 

iki biyolojik yolak^r. Mitokondriyal protein importu için ATP’ye ihEyaç duyulmasının yanı 

sıra, ATP üreEmi için gerekli solunum zinciri proteinlerinin membrana yerleşimi için de 

protein importunun doğru bir şekilde gerçekleşmesi gerekEği bilinmektedir (15-17). 

Schneider ve ark. (131) tara;ndan 1994 yılında yapılan bir çalışmada presequence-MTS 

içeren matriks proteinlerinin sekonder olarak ATP bağımlı taşındıkları rapor edilmişEr. Öte 

yandan, TIM23 kompleksine ka^lan Tim21 proteininin solunum zinciri komplekslerinden 

komplex III ve IV ile fiziksel etkileşimde olduğu ve protein importu için ATP gerekliliği 

gösterilmişEr (132). Liu ve ark. (15)’nın 2018 yılında yap^ğı bir çalışmada ise, Tom40 

ifadesi baskılanmış hücrelerde ATP miktarının azaldığı ve ROS miktarının ar�ğı 

gösterilmişEr. Bu bilgilerden yola çıkılarak hücresel ATP azalışının mitokondriyal protein 

importunu negaEf yönde etkilediği düşünülmektedir. 

Mitokondriyal membran lipitlerinin miktarı ve yerleşiminin de, translokaz 

komplekslerinin doğru yerleşimini ve stabilizasyonunu etkilediği bilinmektedir (31). 

Membran lipitlerinin biyogenezinden ve modifikasyonlarından sorumlu enzimlerdeki 

mutasyonlar protein import hatalarına yol açmaktadır. Mitokondri membranına özgül 
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kardiyolipinin yeniden modellemesinde görevli enzimi kodlayan Tafazzin (TAZ) genindeki 

mutasyonlarının protein import sürecinde aksamalara sebep olduğu ve kardiyomiyopaE, 

iskelet kası güçsüzlüğü ve nötropeni tablosu ile seyreden Barth sendromuna yol aç^ğı 

saptanmış^r (133, 134). Ek olarak, mitokondriyal membranlarda en bol bulunan lipit olan 

PC eksikliğinin TIM23 ve SAM komplekslerinin stabilizasyonunu bozduğu gözlenmişEr (32, 

33). Bu nedenle Megakoniyal KMD hastalığında mitokondriyal protein importunun 

etkilenebileceği öngörülmektedir (32).  

Tüm ön verilerimiz ve literatür bulguları beraber değerlendirildiğinde, 

nöromüsküler hastalıkların patogenezinde sekonder bir bulgu olarak gözlenen 

mitokondri hasarının bozulmuş mitokondriyal protein importu ile ilişkili olduğu 

düşünülmektedir. Bu bağlamda tez çalışması kapsamında; omik teknolojileri, hücre 

kültüründe işlevsel analizler ve biyoinformaEk analizler yardımıyla, farklı geneEk 

kökenleri olan ancak ortak bulgu olarak sekonder mitokondri hasarı gözlenen farklı 

nöromüsküler hastalıkların (DMD, Megakoniyal KMD ve Ullrich KMD) patogenezine 

mitokondriyal protein import mekanizmasının olası etkisi araş^rılmış^r. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 
 

3.1. Gereçler 

Tez kapsamında yapılacak çalışmalar için, HacePepe Üniversitesi Girişimsel 

Olmayan Klinik Araş^rmalar EEk Kurulu onayı (Tarih: 31.03.2020, Proje No: GO 20/286, 

Karar No: 2020/07-12) alınmış^r (Bkz. EK-1).  Tez çalışmasında, Avrupa Nadir Hastalıklar 

Biyobankası (EuroBioBank) ağı üyelerinden olan ‘Londra-Nöromüsküler Hastalıklar 

Merkezi Biyobankası (MRC CNMD Biobank London, Dubowitz Neuromuscular Unit, 

InsKtute of Child Health)’ndan ‘Biyolojik Materyal Transfer Antlaşması’ ile temin edilen 

DMD, Ullrich KMD, Megakoniyal KMD hastalarına ve kontrol bireylere ait primer 

miyoblastları kullanılmış^r. Çalışma kriterlerimize uygun olarak desmin ifadesi ve 

farklılaşma kapasitesi yüksek olan hücreler arasından seçilen hücrelere ait biyobanka 

numaraları, bireylerin biyopsi yaşı, cinsiyetleri ve sorumlu gen mutasyonları Tablo 3.1’de 

verilmişEr.  

Tablo 3.1. Tez kapsamında çalışılan primer miyoblastlara ait bilgiler 
 

Primer 
miyoblastlar 

No Hücre ID Mutant 
Gen 

Mutasyon Yaş Cinsiyet Pasaj 
no 

Ullrich KMD 1 7034 COL6A2  c.955-2A>G  
(splice site mut)  

2 E P4 

2 7217 COL6A3  Het c.6130G>A 4 E P3 
DMD 1* 6311 DMD Ekzon 45-52 delesyonu 2 E P5 

2 NH11-
1463A 

DMD Ekzon 48-54 delesyonu 
(çerçeve dışı) 

4 E P3 

3 NH14-
1259A 

DMD  Ekzon 45-52 delesyonu 
(tahmini çerçeve dışı) 

1 E P3 

Megakoniyal 
KMD 

1 NH10-
1412A 

CHKB c.722A>G 2 E P3 

Kontrol 1 8063 MYO7A  
 

Het c.2904G>T 
(Usher sendromu tip 1) 

2  E P3 

2 NH11-
1462A 

  4  K P4 

*Bu hücre tez çalışması başladıktan sonra çalışma grubundan çıkarılmışXr. 
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3.1.1. Hücre Kültürü 

• Skeletal Muscle Cell Growth Medium (PromoCell) 

• Skeletal Muscle Cell Growth Medium Supplement Mix (PromoCell) 

• C2C12 fare miyoblast hücre ha� (ATCC) 

• Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), yüksek glikoz ve stabil glutaminli 

(Biowest) 

• Medium 199, Earle tuzları ve l-glutaminli (BioWest) 

• Fetal Dana Serumu (FBS) (Biowest) 

• L-glutamin, 200 mM (Biowest) 

• At Serumu (Biowest) 

• Tripsin/ EElendiamin tetraaseEk asit (EDTA) Solüsyonu (Biowest) 

• 1x Tuzlu Fosfat Tamponu (PBS), pH 7,4 (Sigma) 

• DimeEl sülfoksit (DMSO) (Applichem) 

• İnsülin (Sigma) 

• Hücre proliferasyonunu sağlayan hücre kültür ortamı (100 ml): 

Skeletal Muscle Cell Growth Medium                                     : 94 ml 

Skeletal Muscle Cell Growth Medium Supplement Mix       : 5 ml 

2 mM L-glutamin            : 1 ml 

• Hücre farklılaşmasını sağlayan hücre kültür ortamı (100ml): 

Medium199                                         : 19,6 ml 

DMEM                : 78,4 ml 

At serumu (%2)                  : 2 ml 

İnsülin (10µg/ml)              : 100 µl 

• Hücre dondurma ortamı:  

%90 FBS  

%10 DMSO 

• Trinoküler Floresan Ataçmanlı Inverted Mikroskop (Leica DMIL) 
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3.1.2. Rekombinant Gen İfade Vektörünün Transfeksiyon İçin Hazırlanması 

• Plazmid vektör: pcDNA3/mito-GFP 

• Sıvı Bakteri Besiyeri (Lysogeny Broth (LB) Medium), pH 7,0 (1L): 

Tripton (Applichem)    : 10 g 

Maya özütü (Applichem)   : 5 g 

Sodyum klorür (NaCl) (Sigma)   : 5 g 

• Ka^ Bakteri Besiyeri (1 L):   

Tripton (Applichem)    : 10 g 

Maya özütü (Applichem)    : 5 g 

NaCl (Sigma)     : 5 g 

Agar (Sigma)     : 15 g 

Ampisilin (100 mg/ml) (Gibco)   : 1 ml 

• Midi-prep plazmid saflaş^rma kiE (Qiagen) 

• Mini-prep plazmid saflaş^rma kiE (GeneAll) 

• BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing DNA Dizileme KiE (Applied Biosystems) 

• Hi-Di Formamid (Applied Biosystems) 

• Sodyum Asetat (NaOAc) (Sigma)  

• DNA Dizi Analizi Cihazı (Applied Biosystems ABI 3110 GeneKc analyzer) 

• NanoDropTM 1000 spektrofotometre (Thermo ScienEfic) 

• ACO2 geni mitokondriyal sinyal dizisi için kullanılan DNA dizileme primeri: 

5'- GAACCCACTGCTTACTGGCT-3' 

 

3.1.3. Transfeksiyon 

• P2 Primary Cell 4D-Nucleofector X Kit L (Lonza) 

• 16 kuyucuklu Nucleocuve+e stripleri (Lonza) 

• Lipofektamin 3000 (Thermo ScienEfic) 

• OpKMEM Reduced Serum Medium, no Phenol Red (500 mL) (Gibco) 
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• Hsa-miR-382-5p, mirVana® miRNA mimic (Ambion)  

• Hsa-miR-409-3p, mirVana® miRNA mimic (Ambion)  

• miRNA Mimic, NegaKve Control #1 (Ambion) 

• AnEmisin A (Sigma) 

• 4D-Nucleofector Sistemi (Lonza) 

 

3.1.4. İmmünfloresan Boyama 

• 1x Tuzlu Fosfat Tamponu (PBS), pH 7,4 (Sigma)  

• %4 Paraformaldehit / 1x PBS, pH 7,2-7,4 (Sigma)  

• Triton X-100 (Sigma) 

• Tween 20 (Sigma)  

• Dana Serum Albümini (BSA), 0,1 g/ml (Sigma) 

• Keçi Serumu 

• DAPI’li Prolong Gold AnKfade Kaplama Solüsyonu (Molecular Probes) 

• Permeabilizasyon solüsyonu   : %0,2 TritonX-100 / 1x PBS      

• Bloklama solüsyonu                  : %0,1 Tween20 / 1x PBS içerisinde %1 BSA                

• AnEkor sulandırım solüsyonu : %0,1 Tween20 / 1x PBS içerisinde %1 BSA               

• Primer AnEkorlar: 

 Tavşan monoklonal AnE-Tom20 (Cell Signaling Technologies, 42406) (1:100) 

 Tavşan poliklonal AnE-Tom20 (Santa Cruz Biotechnology, sc-11415) (1:100) 

   Tavşan poliklonal AnE- SLC25A4 (Cell Signaling, 69569) (1:100) 

• Sekonder anEkorlar: 

Keçi AnE Tavşan AF568 (Molecular Probes) (1/500) 

Keçi AnE Fare AF488 (Molecular Probes) (1/500) 

Keçi AnE Tavşan AF488 (Molecular Probes) (1/500) 

Keçi AnE Fare AF568 (Molecular Probes) (1/500) 

• Carl-Zeiss Axioplan 2 floresan mikroskobu 
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•  Trinoküler Floresan Ataçmanlı Inverted Mikroskop (Leica DMIL) 

•  Zeiss MulEfoton mikroskop sistemi (LSM 980 Dual Line NLO system)  

•   Fiji 2.9.0 / 1.54f (135) 

3.1.5. Mitokondriyal fraksiyonun ayrışzrılması ve protein izolasyonu 

• Modifiye Sukroz-Tris-MgCl2 (STM) tamponu: 

Sukroz (Sigma)      : 225 mM 

Mannitol (RoquePe)     : 75 mM 

3-(N-Morfolino)propan sülfonk asit (MOPS) (Sigma) :10 mM, pH 7,2 

Ethylene glycol tetraaceEc acid (EGTA) (Sigma)  : 1 mM 

Proteaz inhibitör kokteyli (Roche)   : 1 tablet/10 ml 

Fosfataz inhibitörü (Sodyum ortovanadat) (Sigma) : 1mM 

• Hipertonik tampon: 

Sükroz (Sigma)      : 1.25 M 

MOPS (Sigma)        : 10 mM, pH 7,2 

Proteaz inhibitör kokteyli (Roche)   : 1 tablet/10 ml 

Fosfataz inhibitörü (Sodyum ortovanadat) (Sigma) : 1mM 

• Hipotonik tampon: 

Sükroz (Sigma)      : 100 mM 

MOPS (Sigma)      : 10 mM, pH 7,2 

EGTA (Sigma)      : 1 mM 

Proteaz inhibitör kokteyli (Roche)   : 1 tablet/10 ml 

Fosfataz inhibitörü (Sodyum ortovanadat) (Sigma) : 1mM 

 

• SOL tamponu: 

Tris-Hidroklorür (HCl) (Applichem)   : 50mM, pH 6,8 

EDTA (Sigma)      : 1mM 

Triton X-100 (Sigma)     : % 0,5  
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Proteaz inhibitör kokteyli (Roche)   : 1 tablet/10 ml 

Fosfataz inhibitörü (Sodyum ortovanadat) (Sigma) : 1mM 

• Dounce homojenizatör (2,5 ml) 

• Sonikatör (Sonics Vibra Cell, işlemci modeli VCX 130, prob modeli CV 18) 

• Soğutmalı santrifüj (Hecch Universal 16 R) 

3.1.6. Total protein izolasyonu  

• Protein izolasyon tamponu (pH 7,4): 

Trizma-baz (Applichem)     : 10 mM 

NaCl (Sigma)      : 300 mM 

EDTA (Sigma)      : 2 mM 

Triton-X-100 (Sigma)     : % 0,5 

Proteaz inhibitör kokteyli (Roche)   : 1 tablet/10 ml 

•    Sonikatör (Sonics Vibra Cell, işlemci modeli VCX 130, prob modeli CV 18) 

• Soğutmalı santrifüj (Hecch Universal 16 R) 

3.1.7. Protein miktar tayini 

• Bicinchoninic Acid (BCA) Protein Assay Kit (PierceTM) 

• SpectraMax M2 Mikroplaka Okuyucu (Molecular Devices) 

3.1.8. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) 

• %14’lük ayırıcı jel (8 ml): 

%40 Akrilamid / bisakrilamid (Applichem)  : 2,8 ml 

1,5 M Tris (pH 8,8) (Applichem)    : 2 ml 

%10 SDS (Carlo Erba)     : 0,08 ml 

%10 amonyum persülfat (APS) (Sigma)   : 0,08 ml 

TEMED (Sigma)      : 0,008 ml 

DisEle su       : 3 ml 
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• %4’lik toplayıcı jel (5ml): 

%40 Akrilamid / bisakrilamid (Applichem)  : 0,5 ml 

0.5 M Tris (pH 6,8) (Applichem)    : 1,25 ml 

%10 SDS (Carlo Erba)     : 0,05 ml 

%10 amonyum persülfat (APS) (Sigma)   : 0,05 ml 

TEMED (Sigma)      : 0,005 ml 

DisEle su       : 3,1 ml    

3.1.9. Western Blot          

• Mini Protean II elektroforez seE (Bio-Rad) 

• 4X Laemmli yükleme tamponu (Bio-Rad) 

• Spectra™ MulKcolor Broad Range Protein Ladder (10,000-260,000 Da) (Sigma) 

• Yürütme tamponu (pH 8,3) (1L): 

Trizma baz (Sigma)     : 3,02 g 

Glisin (Sigma)      : 14,4 g 

SDS (Carlo Erba)      : 1 g 

• Yarı kuru elektroforeEk transfer cihazı (Bio-Rad) 

• Polivinilidin Florür (PVDF) membran (0,45 μm) (Thermo ScienEfic) 

• Whatmann filtre kâğıdı 

• Bovine Serum Albumin tozu (Sigma) 

• Tween-20 (Amresco) 

• Yağsız süt tozu (Pınar) 

• İzopropil alkol (%99,7) (Sigma) 

• Yarı kuru transfer tamponu (pH 8,3) (1L): 

Trizma baz (Sigma)     : 3,03 g 

Glisin (Sigma)      : 14,4 g 

Metanol (Applichem)     : 200 ml 

• Yıkama tamponu (1xTBS-T) (pH 7,4) (1L): 
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20mM Trizma baz (Sigma)    : 2,42 g 

NaCl (Sigma)      : 8 g 

%0,2 Tween-20 (Sigma)                                                   : 0.5 ml 

• Bloklama tamponu: 

Yağsız süt tozu/BSA     : 0,5 g 

%0,2 1xTBS-T      : 10 ml 

• Primer anEkorlar: 

Tavşan poliklonal AnE-SLC25A6 (ProteinTech, 51031-1-AP) (1:600) 

Tavşan poliklonal AnE-PMPCB (ProteinTech, 16064-1-AP) (1:600) 

Tavşan poliklonal AnE-MRPL3 (ProteinTech, 16584-1-AP) (1:600) 

Tavşan poliklonal AnE- SLC25A4 (Cell Signaling, 69569) (1:600) 

Fare monoklonal AnE-SPG7 (Invitrogen, MA5-25909) (1:600) 

Tavşan monoklonal AnE- TOM20 (Cell Signaling, 42406) (1:1000) 

Fare monoklonal AnE-GAPDH (Sigma, G8795) (1:5000) 

Tavşan poliklonal AnE-Histon H3 (Cell Signaling, 9715) 

Fare monoklonal AnE-b tubulin (Sigma, T5201) 

• Sekonder anEkorlar: 

Keçi AnE-Tavşan IgG (H+L) Cross-Adsorbed HRP konjuge (Invitrogen) 

(1:5000) 

Keçi AnE-Fare IgG (H+L) Cross-Adsorbed HRP konjuge (Invitrogen) (1:5000) 

• SuperSignal™ West Femto Maximum SensiKvity Substrate (Thermo ScienEfic) 

• GeneGnome5 kemilüminesans görüntüleme cihazı (Syngene) 

3.1.10. Proteomik Analizler 

• FASP Protein DigesKon Kit (Abcam) 

• Qubit 4 Fluorometer (Invitrogen)   

• Formik asit (HPLC kalitesinde) 98% - 100% (Sigma) 

• 0.1% Formik asit (HPLC kalitesinde) (Sigma) 
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• TrifloroaseEk asit (Sigma) 

• Asetonitril (HPLC kalitesinde) (Sigma) 

• Su (HPLC kalitesinde) (Sigma) 

• Metanol (HPLC kalitesinde) (Sigma) 

• Acclaim™ PepMap™ C18 HPLC Kolonu (Thermo ScienEfic) 

• Nano Bore Emi+er Stainl. Steel 40mm OD 1/32 (Thermo ScienEfic) 

• Dionex UlKmate 3000 Series RSLC nano-pompa (Thermo Fisher ScienEfic)  

• Xcalibur 4.0 yazılımı (Thermo Fisher ScienEfic) 

• Thermo Q-exacKve (Thermo ScienEfic) 

• LTQ Velos ESI PosiKve Ion CalibraKon SoluKon (Pierce) 

• Proteom Discoverer 2.2 (Thermo ScienEfic) 

3.1.11. Total RNA izolasyonu 

• Trizol (Sigma) 

• PBS (Sigma) 

• Kloroform (Sigma) 

• İzopropanol (AppliChem) 

• Etanol (Isolab) 

• NanoDropTM 1000 spektrofotometre (Thermo ScienEfic) 

3.1.12. Kan|ta|f Gerçek-Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR) 

• cDNA sentezi: iScript Reverse TranscripKon Kit (Bio-Rad) 

• qPCR: Luna Universal qPCR Master Mix (NEB) 

• SLC25A4 primerleri:  

Forward: 5'- TCGAGAGGGTCAAACTGCTG -3' 

Reverse: 5'- CACCCCCTAAGAAGAGCTGC -3' 

• RT-PCR cihazı (BioRad iQ5)  
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3.2. Yöntemler 

3.2.1. Biyobankadan Temin Edilen Dondurulmuş Primer Miyoblastların Kültür 

Ortamında Açılması ve Pasajlanarak Çoğalzlması 

             Tez çalışması kapsamında yapılan primer hücre kültürü çalışmalarında, ‘Londra-

Nöromüsküler Hastalıklar Merkezi Biyobankası (MRC CNMD Biobank London, Dubowitz 

Neuromuscular Unit, InsKtute of Child Health)’ndan geErElmiş olan DMD (n=2), Ullrich 

KMD (n=2) ve Megakoniyal KMD (n=1) hastalarına ait primer miyoblastlar (EuroBioBank) 

ve kas dokusunda herhangi bir patolojik bulgu saptanmamış kontrol bireylere ait 

miyoblastlar (n=2) kullanıldı. 

• Sıvı azot tankından çıkarılıp, 37°C’de hızla çözülen dondurulmuş hücreler; %5 

oranında supplement ve 2 mM L-glutamin içeren Skeletal Muscle Cell Growth 

Medium (Promocell) hücre kültür ortamı içinde %80 yoğunluğa ulaşana kadar, %5 

oranında CO2 içeren 37oC’deki etüvde inkübe edilerek çoğaltıldı.  

• Hücreler %70-80 yoğunluğa ulaş^ğında hücre kültür ortamı çekilerek 1x PBS ile 

yıkandı.  

• Tripsin/EDTA solüsyonu ile 37°C’de 5 dk inkübe edilerek hücreler kaldırıldı. 

• Tripsin/EDTA solüsyonunun 3 ka^ hacimde serum içeren hücre kültür ortamı 

eklendi ve pipetaj yapılarak tripsin inakEve edildi. 

• Hücreler falkon tüpe aktarıldı ve oda sıcaklığında 2000 rpm’de 5 dk santrifüj edildi. 

• Süpernatan a^ldı. Pellet üzerine hücre proliferasyonunu sağlayan hücre kültür 

ortamı eklendi ve pipetaj yapılarak hücreler pasajlandı. 

• Hücreler 1x106 hücre/ml dondurma ortamı (%90 fetal dana serumu, %10 DMSO) 

olacak şekilde dondurularak ileri çalışmalar için sıvı azot tanklarında saklandı. 
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3.2.2. Rekombinant gen ifade vektörünün transfeksiyon için hazırlanması 

pcDNA3/mito-GFP plazmidi, Dr. Benjamin Dehay (University of Bordeaux, France) 

tara;ndan laboratuvarımıza hediye olarak gönderildi. Plazmid Midi-Prep ile izole edilmiş 

olarak elimize ulaş^. EGFP dizisinin 3’ ucuna Aconitase 2 (ACO2) proteinine ait 

mitokondriyal sinyal dizisi (105 baz çidi) klonlanmış olan vektör kaseEnin şeması Şekil 

3.1’de gösterilmişEr.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.1. pcDNA3/mito-GFP plazmidinin haritası 

 
pcDNA3/Mito-GFP plazmidinin transformasyonu ve tek koloni ekimi 

pcDNA3/Mito-GFP plazmidinin çoğaltılması amacıyla E.coli (DH5α) kompetan 

hücrelerine transformasyon yapıldı. 

• 50 µl kompetan hücre buz üzerinde çözüldü. 

• Üzerine 10 ng pcDNA3/Mito-GFP eklenerek 30 dk inkübasyona bırakıldı. 

• İnkübasyon sonunda bakteriler 42oC’lik su banyosunda 1 dk inkübe edildi.  

• Su banyosundan çıkarılan bakteriler bekletilmeden buz üzerine alındı ve 15 dk 

buzda inkübe edildi.  
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• 5 ml polisitren tüpe 1 ml antibiyotiksiz LB besiyeri eklenerek 37oC’de ısıtıldı. 

• Isıtılan LB-besiyeri üzerine bakteriler eklendi ve 1 saat 37oC’deki çalkalamalı 

etüvde 250 rpm’de inkübe edildi. 

• Polisitren tüp içerisindekiler ependorf tüpe aktarılarak 8000xg’de 30 sn süreyle 

santrifüj yapıldı. 

• Süpernatan uzaklaştırıldı ve tüpün dibinde kalan az miktarda LB içerisinde pellet 

çözüldü. 

• Önceden 37oC’de ısıtılmış olan ampisilinli LB-agar katı besiyerine steril cam 

boncuklar yardımıyla ekim yapıldı. 

• 16-18 saat 37oC’deki etüvde inkübe edildi.   

 

Sıvı besiyerine ekim ve transforme hücrelerin çoğaltılması 

• İnkübasyon sonrası ampisilin direnç özelliğine göre tek koloniler seçildi. 

• 37oC’de ısı^lmış olan anEbiyoEkli LB besiyerine steril beyaz pipet ucu yardımıyla 

alınan koloniler (herbiri ayrı tüplere olacak şekilde) eklendi.  

• Plazmid saflaş^rması için sıvı besiyerine ekilen koloniler 16-18 saat 37oC’de C’deki 

çalkalamalı etüvde inkübe edildi.  

 

Mini-Prep plazmid saflaşzrması  

Mini-prep plazmid saflaş^rma kiE (GeneAll ExfecKon Plasmid LE Mini Kit) 

yardımıyla üreEcinin talimatları doğrultusunda plazmid izolasyonu yapıldı. 

• Çoğalan bakteriler ependorf tüplere aktarıldı ve 10.000xg’de 5 dk santrifüj yapıldı. 

• Hücre pelletleri üzerine 250 µl P1 solüsyonu eklendi ve pipet yardımıyla iyice 

karıştırıldıktan sonra, farklı bir tüpe aktarılarak o tüpteki hücre pelletinin de 

çözülmesi sağlandı. Bu şekilde ependorf tüplere bölünen hücre pelletleri 

birleştirilmiş oldu. 

• Hücre süspansiyonu üzerine 250 µl P2 solüsyonu eklendi ve tüpler 4 kez alt üst 

edilerek, en fazla 5 dk olacak şekilde oda sıcaklığında inkübe edildi. 
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• İnkübasyon sonrası üzerlerine 350 µl G3 solüsyonu ilave edilen tüpler alt üst edildi 

ve oda sıcaklığında 18.000xg’de 10 dk santrifüj yapıldı. 

• Süpernatan rezin bağlı SV kolonlara aktarıldı ve oda sıcaklığında 18.000xg’de 1 dk 

santrifüj yapıldı. 

• Kolona bağlanan plazmid DNA’sını izole etmek amacıyla, kolon yeni bir tüpe 

aktarıldı.  Üzerine 600 ve 700 µl olacak şekilde iki kez etanol içeren EW1 ve EW2 

yıkama solüsyonları eklendi ve 18.000xg’de 1 dk santrifüj edildi. 

• Kolon yeni bir tüpe aktarılarak üzerine 30 µl EF elüsyon solüsyonu ilave edildi. 

18.000xg’de 1 dk santrifüj sonrası, kolondan tüpe geçmiş olan plazmid DNA’sının 

konsantrasyonu 260 nm dalga boyunda NanoDrop 1000 spektrofotometre 

yardımıyla ölçüldü. 

 

pcDNA3/Mito-GFP plazmidine klonlanmış olan ACO2 proteinine ait 

mitokondriyal sinyal dizisinin DNA dizi analizi ile doğrulanması 

300ng plazmid DNA’sı kullanılarak, ACO2 mitokondriyal sinyal dizisi için kullanılan 

DNA dizileme primeri ve BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 

Biosystems) yardımıyla aşağıdaki protokol izlenerek DNA dizi analizi 

gerçekleştirildi.  

3.1 BigDye Terminator (ABI)    : 2 μl 

5x reaksiyon tamponu                       : 4 μl                          

Primer (3.3 pmol/μl)       : 1 μl                           

Plazmid (100 ng/ μl)                         : 3 μl                          

dH2O                                                 : 9 μl 
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Reaksiyon koşulları    

Sıcaklık Süre      Döngü Sayısı 

94°C   5 dk  1 

94°C  15 sn   

50°C   15 sn  25 

60°C  4 dk   

60°C  1 dk   1 

 

DNA dizi analizi reaksiyonunun pürifikasyonu 

• Reaksiyon ürününün üzerine 2 μl 3M sodyum asetat (NaOAc) ve 60 μl soğuk saf 

etanol eklendikten sonra karışım 1.5ml’lik ependorf tüpe aktarıldı. 

• Karışım -20oC’de en az 30 dk inkübe edildi.   

• İnkübasyondan sonra karışım, oda sıcaklığında 14.000rpm’de 30 dk santrifüj 

edildi.  

• Süpernatan uzaklaş^rıldıktan sonra pelleEn üzerine 200 μl soğuk %70’lik etanol 

ilave edildi ve hafifçe karış^rıldı.  

• Karışım oda sıcaklığında 14.000rpm’de 30 dk santrifüj edildi ve devamında 

süpernatan uzaklaş^rılarak pellet kurutuldu.  

• PelleEn üzerine 20 μl formamid ilave edilerek pelleEn çözünmesi sağlandı.  

• Örnekler 96 kuyucuklu plakaya aktarılarak, 95oC’de 10 dk denatüre edildi.  

• Denatürasyon sonrası plaka buz üzerinde 5 dk bekleEldi ve DNA dizi analizi 

cihazına yüklendi (Applied Biosystems ABI 3110 GeneKc analyzer). 

• DNA dizi analizi sonuçları Chromas (versiyon 2.6.5) programı ile analiz edildi. 

 

Midi-Prep plazmid saflaşzrması  

Midi-prep plazmid saflaş^rma kiE (Qiagen Plasmid Midi Kit) yardımıyla üreEcinin 

talimatları doğrultusunda plazmid izolasyonu yapıldı. 
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• LB besiyeri içinde çoğal^lan bakteriler 50 ml’lik falkon tüpe aktarıldı ve +4°C’de 

6000xg’de 15 dk santrifüj yapıldı. 

• Supernatan a^ldı ve hücre pelleE 4 ml P1 solüsyonunda çözüldü. 

• Hücre süspansiyonu üzerine 4 ml P2 solüsyonu eklendi ve tüpler 4 kez alt üst 

edilerek, en fazla 5 dk olacak şekilde oda sıcaklığında inkübe edildi. 

• İnkübasyon sonrası üzerine 4 ml S3 solüsyonu ilave edilen tüpler 4 kez alt üst 

edildi. 

• Filtre kartuşu 50 ml’lik falkon içine yerleştirildi ve örnek filtreye aktarıldıktan 

sonra oda sıcaklığında 10 dk inkübasyona bırakıldı. 

• Şırınga pistonu filtreye geçirildi ve yavaşça basınç uygulandı. 

• 2 ml BB solüsyonu eklendi ve 4 kez alt üst edildi. 

• Spin kolonu vakuma oturtuldu ve kolonun üzerine tube extender yerleşErildi. 

• Filtrelenmiş hücre liza^ spin kolona yüklendi ve vakum cihazı çalış^rıldı. 

• Sıvı akışı biter bitmez vakum cihazı durduruldu. 

• Kolona 0.7 ml ETR solüsyonu eklendi ve vakum cihazı çalış^rıldı. 

• Ardından kolona 0.7 ml PE solüsyonu eklendi ve vakum cihazı çalış^rıldı. 

• Sıvı akışı biEnce kolon spin tüpüne aktarıldı. 

• 10.000xg’de 1 dk santrifüj yapıldı ve kolon temiz bir tüpe aktarıldı. 

• Kolona 0.2 ml elüsyon tamponu eklendi ve 1 dk oda sıcaklığında inkübe edildi.  

• 10.000xg’de 1 dk santrifüj sonrası kolondan tüpe geçmiş olan plazmid DNA’sının 

konsantrasyonu 260 nm dalga boyunda NanoDrop 1000 spektrofotometre 

yardımıyla ölçüldü. 

 

3.2.3. Nükleofeksiyon ile pcDNA3/Mito-GFP Gen İfade Vektörünün Primer 

Miyoblastlara Transfeksiyonu 

• AnEbiyoEksiz hücre kültür ortamında çoğal^lan hücrelerin hücre kültür ortamı 

uzaklaş^rıldı ve hücreler 1x PBS ile yıkandı.  
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• Hücreler Tripsin/EDTA solüsyonu ile 37°C’de 5 dk inkübe edilerek kültür kabından 

kaldırıldı. 

• Hücreler üzerine, Tripsin/EDTA solüsyonunun 3 ka^ hacimde serum içeren hücre 

kültür ortamı eklendi ve pipetaj yapılarak tripsin inakEve edildi. 

• 100.000 hücre 15 ml’lik falkon tüpüne aktarıldı ve oda sıcaklığında 90xg’de 10 dk 

santrifüj edildi. 

• Santrifüj sırasında, tek kuyucuğa 20 µl eklenecek şekilde, 4.5/1 (v/v) oranında 

nucleofector solüsyonu ve supplement karış^rılarak nükleofeksiyon karışımı 

hazırlandı. 

• 24 kuyucuklu hücre kültür kabına kuyucuk başına 300 µl boş hücre kültür ortamı 

eklenerek etüvde bekleEldi.  

• Santrifüj sonrasında, süpernatan dikkatlice uzaklaş^rıldı ve hücre pelleEnin 

üzerine her kuyucuk için 20 µl olacak şekilde nükleofeksiyon karışımı eklenerek 

nazikçe pipetleme yapıldı. 

• Hücre karışımının üzerine 1 µg pcDNA3/Mito-GFP eklendi ve karışım 16 kuyucuklu 

Nucleocuve+e striplerindeki (Lonza) kuyucuklara dağı^ldı. 

• 4D-Nucleofector Sistemi’nde (Lonza) “Normal Human Dermal Fibroblast-

Neonatal (NHDF-Neo)’ programı seçilerek transfeksiyon işlemi gerçekleşErildi. 

• Transfeksiyondan sonra, hücrelerin üzerine her kuyucuk için 80 µl olacak şekilde 

hücre kültür ortamı eklendi ve ardından hücrelerin tamamı etüvde bekleElen 24 

kuyucuklu hücre kültür kabına aktarıldı. Hücreler 24 saat %5 CO2 içeren etüvde 

inkübe edildi. 

• 24 saat inkübasyonun sonunda hücreler transfeksiyon etkinliklerinin ve 

morfolojilerinin değerlendirilebilmesi için Trinoküler Floresan Ataçmanlı Inverted 

Mikroskop (Leica DMIL) kullanılarak incelendi.  
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3.2.4. Lipofektamin 3000 ile pcDNA3/Mito-GFP Gen İfade Vektörü ve miRNA 

mimiklerin C2C12 Hücrelerine Birlikte Transfeksiyonu 

C2C12 hücrelerine Lipofektamin 3000 ajanı kullanılarak miRNA mimik ile 

pcDNA3/Mito-GFP vektörünün birlikte transfeksiyonu gerçekleşErildi. Deneyin negaEf 

kontrolü olarak herhangi bir miRNA dizisi ile eşleşmeyen mimik negaEf kontrol transfekte 

edilmiş hücreler kullanıldı. PoziEf kontrol olarak da başka bir proje kapsamında (Proje no: 

114S876) mitokondriyal membran potansiyelini bozarak katlanmamış protein cevabı 

oluşturduğumuz 100 µM AnEmisin A (AMA) uygulanmış hücreler kullanıldı. 

 
• Antibiyotiksiz hücre kültür ortamında (%10 FBS içeren yüksek glukoz ve stabil 

glutaminli DMEM) çoğaltılan hücreler 100.000 hücre/kuyucuk olacak şekilde 6 

kuyucuklu hücre kültür kabına ekildi ve 37°C’de %5 CO2 içeren etüvde inkübe 

edildi. 

• 24 saat sonra her bir miRNA mimik (miR-382-5p, miR-409-3p, mimik negaEf 

kontrol) için iki ayrı tüpe hazırlanan transfeksiyon karışımları oda sıcaklığında 5 dk 

inkübe edildi. 

 

 

 

 

 

• İnkübasyon sonrasında plazmid ve miRNA mimik içeren transfeksiyon karışımı, 

lipofektamin içeren karışımın üzerine eklenerek dikkatlice pipetaj yapıldı. Tek bir 

tüpte birleşErilen transfeksiyon karışımları oda sıcaklığında 20 dk inkübe 

edildikten sonra 1100 µl serumlu hücre kültür ortamı ile karış^rıldı. 

pcDNA3/Mito-GFP plazmidi + miRNA mimik + OPTI-MEM + P3000 = Toplam 50 µl 

           (2500 ng)                               (20 nM)           

Lipofektamin 3000 + OPTI-MEM= Toplam 50 µl 

       (6 µl)                 
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• Hücreler 2 kez 1x PBS ile yıkandıktan sonra transfeksiyon karışımı içeren hücre 

kültür ortamı hücrelerin üzerine pipet yardımıyla dikkatlice eklendi ve hücreler 24 

saat %5 CO2 içeren etüvde inkübe edildi. 

• İnkübasyonun sonunda hücreler transfeksiyon etkinliklerinin ve morfolojilerinin 

değerlendirilebilmesi için Trinoküler Floresan Ataçmanlı Inverted Mikroskop 

(Leica DMIL) kullanılarak incelendi.  

 

3.2.5. İmmünfloresan Boyama ve Eş Yerleşim Analizi 

• 24 kuyucuklu hücre kültürü kapları içerisindeki steril yuvarlak lameller üzerinde 

çoğaltılan primer miyoblastlar/C2C12 hücreleri 2 kez 1x PBS ile yıkandıktan sonra 

15 dk oda sıcaklığında %4 PFA solüsyonu içinde bekletilerek fikse edildi. 

• Fiksasyon sonrası PFA uzaklaştırıldı ve hücreler 3 kez 5’er dk 1x PBS ile yıkandı. 

• %0.2 Triton X-100 içeren 1x PBS içerisinde permeabilizasyon çözeltisi ile hücreler 

10 dk oda sıcaklığında inkübe edildi. 

• Permeabilizasyon çözeltisi uzaklaştırıldı ve hücreler 1 saat oda sıcaklığında %1 

BSA içeren %0.1 PBS-T (bloklama solüsyonu) içerisinde inkübe edildi. 

• İnkübasyon sonunda bloklama solüsyonu uzaklaştırıldı ve primer antikor(lar) %1 

BSA içeren %0.1 PBS-T ile uygun oranda oranında sulandırılarak 1 saat süre ile oda 

sıcaklığındaki hücrelere uygulandı.  

• Primer antikor(lar) uzaklaştırıldı ve lameller pens yardımıyla 20 kez 1x PBS 

çözeltisine batırılıp çıkarılarak yıkama yapıldı. 

• Sekonder antikor(lar), %1 BSA içeren %0,1 PBS-T içerisinde 1:500 oranında 

sulandırıldı ve 1 saat süre ile oda sıcaklığındaki hücrelere uygulandı.  

• Sekonder antikor(lar) uzaklaştırıldı ve lameller pens yardımıyla 20 kez 1x PBS 

çözeltisine batırılıp çıkarılmak suretiyle yıkama yapıldı. 

• Preparatlar floresan mikroskopta (Carl-Zeiss Axioplan 2) uygun filtreler 

kullanılarak incelendi.  
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• Boyama sonrası konfokal mikroskopta (Zeiss LSM 980 Dual Line NLO system) 

incelenen preparatlardan 0,5 µm kesitler alınarak fotoğraflar çekildi. 

• Hasta ve kontrol hücrelerine ait fotoğrafların alınan tüm kesitlerinde, ilgili iki 

proteinin eş yerleşim oranı Fiji 2.9.0 / 1.54f (135) programındaki “Colocalization 

Threshold” eklentisi kullanılarak karşılaştırmalı olarak analiz edildi. Tüm 

preparatlarda en az 30 hücre analiz edildi. 

• Sonuçların istaEsEksel analizi GraphPad Prism 5.0 yazılımı kullanılarak Mann- 

Whitney U tesE yardımıyla yapıldı. Veriler değerlendirilirken, p<0,05 olan değerler 

istaEsEksel olarak anlamlı kabul edildi. 

 

3.2.6. Primer miyoblastlardan mitokondriyal fraksiyonun ayrışzrılması ve protein 

izolasyonu 

Hasta ve kontrol bireylere ait primer miyoblastlardan mitokondriyal fraksiyonun 

izole edilmesi için “hypotonic swelling metodu” modifiye edilerek kullanıldı (136). 

• T75 flasklar içerisinde çoğaltılan hücrelerin kültür ortamı uzaklaştırıldı ve hücreler 

1x PBS ile yıkandı.  

• Hücreler üzerine 2 ml soğuk PBS eklendi ve hücre kazıyıcısıyla kültür kaplarından 

kaldırılarak 50 ml’lik falkon tüplere aktarıldı. 

• Flaska 3 ml soğuk PBS eklenerek kalan hücrelerin toplanması sağlandı ve 50 ml’lik 

falkon tüplere diğer hücreler üzerine aktarıldı. Hücreler +4oC’de 2000 rpm’de 5 

dk santrifüjlenerek çöktürüldü.   

• Santrifüj sonrasında süpernatan uzaklaştırıldı ve hücre pelleti hipotonik tampon 

içinde çözüldü.  

• Hücreler Dounce homojenizatörde 10 vuruş yapılarak parçalanmaları sağlandı.  

• Homojenizasyon sonrası hücre karışımının üzerine hipertonik tampon ve 1 ml 

modifiye STM tamponu eklendi. 
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• Ependorf tüpe alınan karışıma +4oC’de 800xg’de 10 dk santrifüj yapıldı ve hücre 

debrisinin, çekirdeklerin ve parçalanmamış hücrelerin çöktürülmesi sağlandı.  

• Pellet SOL tamponunda çözülerek 3 kez 10s pulse ve 30s pause olacak şekilde, 20 

kHz ve % 20 amplitütte sonikasyon yapıldı ve nükleer fraksiyon hızlı bir şekilde sıvı 

azotta dondurularak -80oC’de saklandı. 

• Süpernatan ise, ayrı bir tüpe alındı ve mitokondriyal fraksiyonun çöktürülebilmesi 

için +4oC’de 10 dk santrifüj yapıldı. 

• Santrifüj sonrasında süpernatan yeni bir tüpe aktarıldı ve daha sonra sitoplazmik 

protein izolasyonu yapılmak üzere sıvı azotta dondurularak -80oC’de saklandı. 

• Pellet ise, modifiye STM tamponunda çözüldü ve +4oC’de 20 dk santrifüj yapıldı.  

• Santrifüj sonrasında süpernatan tamamen uzaklaştırıldı ve mitokondrileri içeren 

pellet SOL tamponunda çözüldü. 

• Mitokondriyal fraksiyona 3 kez 10s pulse ve 30s pause olacak şekilde, 20kHz ve 

%20 amplitütte sonikasyon uygulandı ve mitokondriyal proteinler hızlı bir şekilde 

sıvı azotta dondurularak -80 oC’de saklandı.   

• Mitokondriyal fraksiyon proteinleri SDS-PAGE jelinde yürütüldü. Mitokondriyal 

(TOM20), sitoplazmik (b-tubulin), ve çekirdek (Histon H3) belirteci olan 

proteinleri tanıyan antikorlar yardımıyla yardımıyla Western Blot analizi 

gerçekleştirilerek, izole edilen fraksiyonun kalite kontrolü gerçekleştirildi.  

 

3.2.7. Primer miyoblastlardan total protein izolasyonu 

• T25 flasklar içerisinde çoğal^lan hasta ve kontrol bireylere ait primer miyoblastları 

1x PBS ile yıkandıktan sonra hücre kazıyıcı ile kaldırıldı. 

• 150 µl proteaz inhibitörü içeren protein izolasyon tamponu ile toplanarak 1,5 

ml’lik ependorf tüpüne alındı. 
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• Örnekler buz üzerine alınıp sonikatör cihazı ile 20kHz ve %20 amplitüPe, 20 sn’lik 

sinyaller 6 defa verilerek parçalandı. 

• Örneklere +4 oC’de 14.000 rpm’de 10 dk santrifüj yapıldı. 

• Süpernatan toplanarak -80°C’de saklandı. 

 

3.2.8. Western Blot Analizi 

Kontrol ve hasta primer miyoblastlarından ayrış^rılan mitokondriyal fraksiyondan 

izole edilen proteinlerden Western Blot analizi yapıldı. 

Protein Miktar Tayini 

İzole edilen total hücresel ve mitokondriyal fraksiyonlardaki protein 

konsantrasyonları BCA Protein Assay Kit (Pierce) yardımıyla ölçüldü. 

• %1 SDS kullanılarak kör çözelE hazırlandı. 

• 2 mg/ml konsantrasyonundaki albümin standartları %1 SDS ile seyrelElerek farklı 

konsantrasyonlarda standart örnekler hazırlandı (Tablo 3.2). 

 

    Tablo 3.2. BCA protein assay için standart örneklerin sulandırım oranları 
 

 

 

 

 

• İzole edilen protein örnekleri %1 SDS ile 15 kat seyrelEldi. 

• 1:50 oranında B ve A çözelEleri kullanılarak çalışma çözelEsi hazırlandı. 

• Standart örnekler ve seyrelElen protein örnekleri üzerine 1’er ml çalışma çözelEsi 

eklendi ve 37°C’de 30 dk inkübe edildi. 

• Standart örneklerin SpectraMax M2 Mikroplaka Okuyucu’da (Molecular Devices) 

562nm dalga boyunda verdikleri absorbans değerleri ile standart eğri çizildi. 

 
Kör 
çözelti 

0,05 
mg/ml 

0,1 
mg/ml 

0,2 
mg/ml 

0,4 
mg/ml 

0,8 
mg/ml 

1,2 
mg/ml 

BSA 
(2 mg/ml) 

- 1,25 µl  2,5 µl  5 µl 10 µl 20 µl 30 µl 

%1 SDS 50 µl 48,75 µl 47,5 µl 45 µl 40 µl 30 µl 20 µl 
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• Protein örneklerinin absorbansları üçer kez ölçülerek standart eğri yardımı ile 

miktarları tayin edildi. 

• Elde edilen değerler sulandırma faktörü olan 15 ile çarpılarak proteinlerin 

konsantrasyon değerleri hesaplandı.  

 

SDS-PAGE 

Proteinlerin moleküler ağırlıklarına göre ayrışmalarını sağlamak için Mini Protean 

II elektroforez seE (Bio-Rad) yardımıyla SDS-PAGE yapıldı. Bu amaçla ayırıcı 

(resolving) ve toplayıcı (stacking) olacak şekilde iki katmanlı jel sistemi hazırlandı 

ve örneklerin elektriksel ortamda molekül ağırlıklarına göre ayrışmaları sağlandı.  

• Poliakrilamid jelin aralarına döküleceği camlar %70’lik etanol ile iyice temizlendi 

ve aralarına 1 mm kalınlığında spacerlar yerleşErilerek jel dökme apara^na 

yerleşErildi. 

• Camlar arasına ilk olarak pipet yardımıyla %14 oranında akrilamid içeren ayırıcı jel 

döküldü. Toplayıcı jelin dökülmesi için bırakılan 3 cm’lik mesafeye dökülen jelin 

düz olması için izopropanol eklendi.  

• Ayırıcı jel polimerleşince izopropanol uzaklaş^rıldı ve jel pipet yardımıyla disEle su 

ile yıkandı. 

• %5’lik toplayıcı jel hazırlanarak ayırıcı jelin üzerine, camların sonuna kadar 

döküldü ve bekleElmeden 10 kuyucuklu tarak yerleşErildi. 

• Jel polimerize olduktan sonra camlar ile birlikte jel dökme apara^ndan çıkarıldı ve 

elektroforez tankına yerleşErildi. Tanka, camların üzerini örtecek kadar yürütme 

tamponu koyuldu ve tarak jelden çıkarıldı. Kuyucuklardaki olası jel ar^kları şırınga 

yardımı ile temizlendi. 

• 1.5 ml’lik ependorf tüplerinde 20 µg protein ve 4x Laemmli tamponu karış^rıldı 

ve örnekler yükleme için hazırlandı. Protein örnekleri 95oC’de 5dk denatüre 

edildikten sonra kuyucuklara yüklendi. 
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• Örnekler toplayıcı jelden ayırıcı jele geçinceye kadar 80V’ta 1 saat boyunca 

yürütüldü. Ardından voltaj 100V’a çıkarıldı ve analiz edilecek proteinin moleküler 

ağırlığına göre protein ağırlık belirleyicisi takip edilerek elektroforez 

gerçekleşErildi. 

• Jel tanktan çıkarıldı ve toplayıcı jel kesilerek a^ldı. 

 

Western Blot 

SDS-PAGE ile moleküler ağırlıklarına göre ayrış^rılan proteinlerin PVDF membrana 

transferi gerçekleşErildi ve devamında uygun primer ve sekonder anEkorlar ile 

muamele edilen membranda görüntüleme yapıldı. 

• Jel boyutlarında kesilmiş PVDF membrana önce 1 dk boyunca %100 metanol 

uygulandıktan sonra disEle su ile yıkanan membran, 15 dk yarı kuru transfer 

tamponunda bekleEldi. 

• Aynı şekilde jel ve jel boyutlarında kesilmiş 9 adet whatmann kâğıdı da 15 dk 

boyunca yarı kuru transfer tamponunda bekleEldi. 

• Yarı kuru elektroforeEk transfer cihazı (Bio-Rad)’na sırasıyla 5 adet whatmann 

kâğıdı, PVDF membran, jel ve üzerine tekrar 4 adet whatmann kâğıdı tek tek 

yerleşErildi ve her birinin üzerinden cam oklava ile geçilerek hava kabarcığı 

kalmaması sağlandı. 

• Yarı kuru transfer cihazı kapa^larak 25V’ta 30 dk transfer yapıldı. 

• Transfer sonrasında jel, Coomassie brilliant blue R-250 solüsyonu ile boyanarak 

protein örneklerinin tamamının jel üzerinden PVDF membrana transferi kontrol 

edildi. 

• Protein örneklerinin eşit miktarda yüklendiğinin kontrol edilebilmesi için PVDF 

membran Ponceau S solüsyonu ile boyandı. 

• Primer anEkorun özgül olmayan bağlanmalarını önlemek amacıyla, disEle su ile 

temizlenen membran oda sıcaklığındaki çalkalayıcı üzerinde 1 saat bloklama 
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tamponu (%0,2 1xTBS-T içinde %5’lik süt tozu veya 1xTBS-T içinde %5’lik BSA) ile 

inkübe edildi. 

• Bloklamanın ardından membran gece boyunca +4oC’de 1xTBS-T içinde %5’lik süt 

tozu/BSA çözelEsi ile uygun oranda hazırlanmış primer anEkor solüsyonu ile 

inkübe edildi. 

• Western Blot analizlerinde kullanılan primer anEkorların opEmize edilen çalışma 

koşulları Tablo 3.3’te verilmişEr. 

 

Tablo 3.3. Mitokondriyal proteomik analizler sonucunda seçilen aday proteinleri tanıyan 
anEkorların Western Blot analizi için opEmize edilen çalışma koşulları 

Antikor 
Antikor seyreltme 
oranı 

Antikor seyreltme solüsyonu İnkübasyon koşulları 

SLC25A4 1:1000 1xTBS-T içinde %5 BSA Gece boyu / +4oC 

SLC25A6 1:800 1xTBS-T içinde %5 süt tozu Gece boyu / +4oC 

PMPCB 1:600 1xTBS-T içinde %5 süt tozu Gece boyu/+4oC 

SPG7 1:600 1xTBS-T içinde %5 süt tozu 1 saat / oda sıcaklığı 

MRPL3 1:600 1xTBS-T içinde %5 süt tozu Gece boyu / +4oC 

 

• Primer anEkor uygulaması sonrası, membran çalkalayıcı üzerinde 3 defa 10 dk 

boyunca 1xTBS-T ile yıkanarak bağlanmayan anEkorlar uzaklaş^rıldı. 

• Bunu takiben membran, 1xTBS-T içinde %5’lik süt tozu/BSA çözelEsi ile uygun 

oranda hazırlanmış sekonder anEkor solüsyonu ile oda sıcaklığındaki çalkalayıcı 

üzerinde 1 saat boyunca inkübe edildi. 

• Sekonder anEkor uygulaması sonrası, membran çalkalayıcı üzerinde 3 defa 10 dk 

boyunca 1xTBS-T ile yıkanarak bağlanmayan anEkorlar uzaklaş^rıldı. 

• Görüntüleme kiEnin (SuperSignal™ West Femto Maximum SensiKvity Substrate, 

Thermo ScienEfic) içinde bulunan Luminol/Enhancer ve stabil peroksit 
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solüsyonları 1:1 oranında karış^rıldı ve membran karanlık bir ortamda bu karışım 

ile 5 dk boyunca muamele edildi. 

• GeneGnome 5 kemilüminesan görüntüleme cihazı (Syngene) kullanılarak uygun 

poz sürelerinde fotoğraflar çekildi.  

• Western Blot analizinde hasta ve kontrol bireylere ait total hücrelerdeki protein 

ifadeleri analiz edilirken normalizatör olarak b-tubulin/GAPDH kullanıldı. 

Mitokondriyal fraksiyondaki ilgili proteinlerin ifadeleri analiz edilirken 

normalizatör olarak TOM20 kullanıldı. Analiz sonrasında, Image J programı ile 

yapılacak dansitometrik analizler ile hasta ve kontrol bireylere ait protein 

miktarları karşılaş^rmalı olarak analiz edildi. Sonuçlar Mann-Whitney U tesE ile 

değerlendirildi. Testlerin yapılmasında ve grafiklerin çizilmesinde GraphPad Prism 

7 programı kullanıldı ve veriler değerlendirilirken p<0,05 istaEsEksel olarak 

anlamlı kabul edildi. 

 

3.2.9. Zenginleş|rilmiş mitokondriyal fraksiyonda proteomik analizler 

Proteinlerin kütle spektrometre analizine hazırlanması 

Proteinlerin kütle spektrometresine hazırlanması için FASP Protein DigesKon Kit 

(Abcam) protokolü kullanıldı.  

• SOL tampon içinde bulunan proteinlerin üzerine %4 SDS, 100 mM Tris-HCl ve 0,1 

M DTT’den oluşan SDT liziz tamponu (DTT final konstantrasyonu 20mM olacak 

şekilde) eklendi.  

• Örnekler, 95°C’de 10 dk aralıklı olarak vortekslenerek ısı^ldı.  

• Isıtma işlemi sonrasında sonikasyonlu su banyosunda 5 dk boyunca sonikasyona 

tabi tutulan örnekler, 16.000xg’de, +4°C’de 15 dk santrifüj edildi.  

• Santrifüj sonrasında elde edilen süpernatan temiz bir tüpe aktarıldı. 
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• Filtre ünitesinde 300 μl'ye kadar protein örneği (10-250 μg) ile 200 μl UA 

solüsyonu (0.1 M Tris/HCl pH 8.5 içinde 8M üre) karış^rıldı ve filtre ünitesi 

tamamen kuruyana kadar (en az 15 dk) 14.000xg'de santrifüjlendi. 

• Filtre ünitesine 200 μl UA eklendi ve 14.000xg'de 15 dk santrifüjlendi. 

• Santrifüj sonrası toplama tüpünde kalan sıvı a^ldı. 

• 100 μl IAA solüsyonu (UA içinde 0,05M iyodoasetamid) eklendi ve 600 rpm'de 

ısı^cılı karış^rıcıda 1 dk karış^rıldı ve 20 dk karanlıkta (genellikle santrifüj içinde 

döndürmeden) inkübe edildi. 

• Filtre ünitesi 14.000xg'de 15 dk santrifüjlendi. 

• Filtre ünitesine 100 μl UA eklendi ve 14.000xg'de 15 dk santrifüjlendi. Bu adım iki 

kez tekrarlandı. 

• Filtre ünitesine 100 μl ABC (0.05M amonyum bikarbonat) eklendi ve 14.000xg'de 

10 dakika santrifüjlendi. Bu adım iki kez tekrarlandı. 

• Tripsin ile birlikte 40 μl ABC eklendi (enzim-protein oranı 1:100). Buharlaşmayı en 

aza indirmek için tüplerin kapağı parafilm ile sarıldı. 

• Döndürme filtresi (spin filter) 37°C'de 4-18 saat inkübe edildi. 

• Döndürme filtresi yeni bir toplama tüpüne aktarıldı ve 40 μl ABC solüsyonu 

eklendi. 

• Filtre ünitesi 14.000xg'de 10 dakika santrifüjlendi.  

• 50 μl 0,5M NaCl eklendi ve filtre ünitesi 14.000xg'de 10 dakika santrifüjlenerek 

hızlı vakumla kurulandı.  

• Devamında 20 μl % 0,1 FA'da sulandırıldı. 

• Qubit 4 Fluorometer (Invitrogen) yardımıyla pepEt konsantrasyonu ölçümü 

yapılarak değerlendirildi. 

 

Sıvı Kromatografi (Liquid Chromatography - LC) 

PepEtlerin ayırımı Dionex UlKmate 3000 Series RSLC (Thermo Fisher ScienEfic) 

nano-pompa yardımıyla gerçekleşErildi. Bu nano pompa, UlKmate 3000 Series 
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TCC-3000RS (Thermo Fisher ScienEfic) kolon kompartmanları ile dona^lmış olup, 

Dionex UlKMate 3000 Series RS (Thermo Fisher ScienEfic) oto- örnekleme 

ünitesine bağlıdır. Sistemin tamamı Xcalibur 4.0 (Thermo Fisher ScienEfic) yazılımı 

ile kontrol edilmektedir.  

• Her bir analiz öncesinde örnekler, 5 mm×300 μm i.d., 5 μm, 100 Å boyutlarındaki 

bir C18 materyali içeren yakalama kolununa, dakikada 5 μl hızla ve % 0,05 

(hacim/hacim) trifloroaseEk asit ve %1 asetonitril içeren çözelE yardımı ile 

yüklendi.  

• Örnekler, yakalama kolonu sonrasında boyutları 15 cm×75 μm olan ve 2 μm, 100 

Å çapında C18 materyali ile paketlenmiş analiEk bir Acclaim PepMap RSLC 

kolonuna (Thermo ScienEfic) aktarıldı ve pepEt elüsyonu iki farklı mobil faz (A ve 

B) kullanılarak yapıldı. Mobil faz A HPLC kalitesinde su ile hazırlanmış %0,1 formik 

asit, mobil faz B ise HPLC kalitesinde su ile hazırlanmış %0,1 asetonitril içerecek 

şekilde hazırlandı.  

• PepEtler 130 dk süreyle ve dakikada 0,3 μl akış hızıyla ayrış^rılarak Thermo Q-

exacKve (Thermo ScienEfic) kütle spektrometresine gönderildi. Elüsyon için 

uygulanan gradyan adımları Tablo 3.3’te verilmişEr.  

• Kolon sıcaklığı 40°C’de tutuldu ve her analizde 2 μl örnek enjeksiyonu yapıldı.  

• PepEtlerin poziEf yük okuma modunda iyonizasyonunu sağlayabilmek için ısı^lmış 

bir elektrospray iyonizasyon kaynağı (HESI) kullanıldı.  

• Kullanılan cihaz parametreleri, +2,3 kV voltaj, 300°C kapiler sıcaklığı olup, sheet 

gaz ve auxiliary gaz akışı 50 ve 30 ünite civarında tutuldu. S ve RF lens seviyeleri 

ise 50’ye ayarlandı.  
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Tablo 3.4. nHPLC’de analiEk kolona uygulanan mobil fazların gradyanları 
 

Uygulama aralığı (Dakika) Mobil B fazı yüzdesindeki ar<ş Uygulanan Gradyan Tipi 

0-45 6-20 lineer 

45-75 40 lineer 

75-90 90 lineer 

90-120 90 Sabit 

120-125 6 hızlı düşüş 

125-130 94 A fazı ile yıkama 

   

 
 

 

 
  

 

 
 

 

 

Ardışık Kütle Spektrometresi (Tandem mass spectrometry - MS/MS)  

• İlk aşama olarak, Thermo Q-exacKve (Thermo ScienEfic) cihazı ile data bağımlı veri 

toplama işlemi yapıldı. Tarama işlemi başlangıçta Full MS spektrum modunda 

kullanıldı [parametreler; çözünürlük: 70.000, tarama aralığı: 400-200 m/z, 3×106 

hedef otomaEk kazanım kontrolü (AGC), 60ms maksimum enjeksiyon zamanı ve 

sentroid data Epi].  

• MS/MS analizi için MS sonucuna bağlı olarak en yüksek 10 öncül iyon seçildi 

(TOP10) ve bu iyonlar yüksek enerjili kollizyon ayırımı (HCD) sonrası okutuldu [HCD 

parametreleri; çözünürlük: 17.500, 1×105 AGC, 100ms maksimum enjeksiyon 

zamanı, 2 m/z izolasyon penceresi, NCE 27 ve sentroid spektrum data Epi 

toplama].  
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• Cihazın kalibrasyonu poziEf moda her bir enjeksiyon öncesi standart poziEf 

kalibrant (LTQ Velos ESI PosiKve Ion CalibraKon SoluKon 88323, Pierce) kullanılarak 

yapıldı.  

• EşleşErilmemiş ve tek yüklü iyonlar MS/MS analizinden çıkar^ldı ve dinamik 

dışlama otomaEk olarak yapıldı.  

 
Pep|t ve protein tanımlama 

• LC-MS/MS analizi ile elde edilen proteinlerin karşılaş^rmalı analizi eEketsiz miktar 

ölçümü (label-free quanKficaKon) yöntemiyle Proteom Discoverer 2.2 (Thermo 

ScienEfic) yazılımında gerçekleşErildi (parametreler; pepEt kütle toleransı 10ppm, 

MS/MS kütle toleransı 0,2 Da, kütle doğruluğu 2 ppm, tolere edilen yanlış kesim 

1, minumum pepEt uzunluğu 6 amino asit, sabitlenmiş değişimler sisteinin 

karbamidomeElasyonu, sabit olmayan değişimler meEyonin oksidasyonu ve 

asparajinin deaminasyonu).  

• Analizlerde yoğunluk hesaplamasında pik intensiteleri kullanıldı ve her bir protein 

için tanımlanan minumum pepEt sayısı 2 olarak kabul edildi. 

• Veriler Uniprot/Swissprot (137) veri bankasında bulunan organizmaya özel 

verilere göre araş^rıldı.  

 

3.2.10. Proteomik çalışması verilerinin biyoinforma|k analizleri 

• Kütle spektrometre analizi sonucunda elde edilen tüm proteinler 

Uniprot/Swissprot (137) veri bankasına ait insan referans proteomu (Proteome ID: 

UP000005640) ile analiz edildi.  

• Bu proteom içerisindeki mitokondriyal proteinleri ayırabilmek amacıyla, lokasyon 

sınırlandırıldı ve elde edilen veriler gruplandırılmış insan mitokondri proteomu 

(SL-0173) ile analiz edildi.  
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• Yapılan eEketsiz miktar tayini analizleri ile elde edilen proteinlere ait sonuçlar 

değerlendirilerek hasta ve kontrol hücreleri arasında zenginleşErilmiş 

mitokondriyal fraksiyondaki miktarı istaEsEksel olarak anlamlı şekilde değişen 

proteinler, EnrichR (138-140) veri bankasındaki Gene Ontology (GO)-Biyolojik 

süreç kategorisine göre sınıflandırılarak yolak analizleri yapıldı.  

 

3.2.11. Primer miyoblastlardan total RNA izolasyonu  

• T25 flaskta çoğaltılan ve yeterli yoğunluğa ulaşan hücreler 2 kez 1x PBS ile yıkandı.  

• Flaska 1 ml trizol eklendi ve pipetaj yardımıyla hücrelerin kalkması sağlandı. 

• Trizol içerisindeki hücreler 1.5 ml’lik ependorf tüplerine aktarıldı ve 5 dk oda 

sıcaklığında inkübe edildi.  

• Hücrelerin üzerine 200 μl kloroform eklendi ve tüpler alt üst edildi.  

• 2-3 dk oda sıcaklığında inkübe edildikten sonra tüpler tekrar alt üst edildi.  

• Tüpler +4oC’de 13.000 rpm’de 15 dk santrifüj edildi.  

• Faz ayrımı görülünce en üstteki şeffaf faz yeni ependorf tüplerine aktarıldı.  

• Üzerine 500 μl izopropanol eklendikten sonra tüpler alt üst edildi ve -20oC’de 1 

saat inkübe edildi.  

• Tüpler +4oC’de 13.000 rpm’de 10 dk santrifüj edilerek RNA’ların çöktürülmesi 

sağlandı.  

• Süpernatan uzaklaştırıldı ve pelletin üzerine 1 ml %70’lik etanol eklenerek tüpler 

alt üst edildi.  

• Tüpler +4oC’de 7500 rpm’de 5 dk santrifüj edildikten sonra süpernatanın alınması 

ile etanol tamamen uzaklaştırıldı.  

• Oda sıcaklığındaki tüplerin kapakları açık bırakılarak kalan etanolün uçması 

sağlandı.  

• RNA pelletleri üzerine 15 μl nükleaz içermeyen su eklendi ve örnekler 1 saat buzda 

bekletildi.  
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• İzole edilen RNA’ların konsantrasyonları Nanodrop 1000 spektrofotometre 

yardımıyla ölçüldü ve örnekler -80oC’de saklandı.  

 

3.2.12. Kan|ta|f Gerçek-Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PZR) 

• İzole edilen RNA'lardan iScript Reverse Transcription Kit (Bio-Rad) yardımıyla 

cDNA sentez reaksiyonu koyuldu. Reaksiyon bileşenleri ve koşulları aşağıda 

belirtilmiştir. 

 

cDNA Sentezi Reaksiyon Bileşenleri  Hacim 

5X iScript ReacKon mix     : 4 μl 

iScript reverse transkriptaz     : 1 μl 

RNaz içermeyen su      : x μl 

RNA (800ng)       : x μl 

Toplam      : 20 μl 
 

cDNA Sentezi Reaksiyon Koşulları 

Sıcaklık  Süre 

25°C   5 dk 

46°C   20 dk 

95°C   1 dk 

4°C   ¥ 

 

• cDNA sentezini takiben Luna Universal qPCR Master Mix (NEB) kiE ile qPCR 

reaksiyonu hazırlandı ve BioRad iQ5 RT-PCR cihazında aşağıda belirElen koşullarda 

reaksiyon gerçekleşErildi. 
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qPCR Reaksiyon Bileşenleri (1 reaksiyon için) Hacim  

2X Luna Universal qPCR Master Mix         5 μl 

Forward primer (10 μM)          0,4 μl 

Reverse primer (10 μM)           0,4 μl 

DisEle su             2,2 μl 

cDNA (800ng- ¼ dilüe)         2 μl  

Toplam            10 μl  

 

Sıcaklık  Süre   Döngü sayısı 

94°C   2 dk        1 

94°C   5 sn      40 

58°C   20 sn  

55-95°C  10 sn (+1°C)        1 

 

• Hedef genlerin ifade değişimi, replikaların Ct değerlerinin ortalamaları alınarak 

GAPDH genine göre normalize edildi.  

• İfade seviyelerinin göreceli kanEtasyonu ise karşılaş^rmalı 2- ΔΔCt yöntemi ile analiz 

edildi. 

• Sonuçlar Mann-Whitney U tesE ile değerlendirildi. Testlerin yapılmasında ve 

grafiklerin çizilmesinde GraphPad Prism 7 programı kullanıldı ve veriler 

değerlendirilirken p<0.05 istaEsEksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 
 

4.1. Hasta ve Kontrol Bireylere Ait Dondurulmuş Primer Miyoblastların Kültür 

Ortamında Açılması ve Pasajlanması 

Tez kapsamında çalışılan, sekonder mitokondri hasarının görüldüğü DMD (n=2), 

Megakoniyal KMD (n=1) ve Ullrich KMD (n=2) hastalarına ve kontrol bireylere (n=2) ait 

primer miyoblastların Londra-Nöromüsküler Hastalıklar Merkezi Biyobankası (MRC 

CNMD Biobank London, Dubowitz Neuromuscular Unit, InsKtute of Child Health)’ndan 

laboratuvarımıza transferi sağlandı.  

Primer miyoblast kültürleri, içerisinde fibroblastların da yer aldığı heterojen 

kültürlerdir. Dondurulmuş olarak kuru buz içerisinde elimize ulaşan primer miyoblastlar, 

içerisinde bulunan fibroblastların proliferasyonunun en aza indirgenebilmesi ve 

miyoblastların hücre döngüsünün hızlandırılabilmesi amacıyla, iskelet kasına özel hücre 

kültür ortamı (Promocell) içerisinde çoğal^ldı (Şekil 4.1).  

DMD-1 kodlu bireye ait primer miyoblastlar (hücre no: 6311, pasaj no:6) kültür 

ortamında açıldığında yüksek oranda (%95) ölü hücrenin olduğu, canlı hücrelerin 

proliferasyon hızının ise çok düşük olduğu tespit edildi. Biyobankaya bu durum 

bildirilerek, aynı numaralı hastaya ait 1 vial ve farklı bir DMD hastasına ait 1 vial (DMD-3 

hücre no: NH14-1259A, pasaj no:3) yeni hücre istemi yapıldı. Yeni gelen DMD-1 kodlu 

hasta hücreleri çoğal^ldığında, önceki gelen aynı kodlu hücre ile benzer şekilde kültür 

ortamında yüksek oranda (%95) ölü hücrenin bulunduğu, canlı hücrelerin proliferasyon 

hızının ise çok düşük olduğu tespit edildi. DMD-3 kodlu hücrelerin ise sağlıklı bir şekilde 

çoğal^lması sağlandı. Tez çalışması devamında DMD-1 kodlu hücre yerine DMD-3 kodlu 

hücrenin kullanılmasına karar verildi. 

Yeterli yoğunluğa ulaşan hasta ve kontrol primer miyoblastları pasaj 4-8 arasında 

minimum 10 vial (1 milyon hücre/ml) olacak şekilde dondurularak sıvı azot tanklarında 

depolandı.  
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Şekil 4.1. Hasta ve kontrol bireylere ait primer miyoblastların ışık mikroskobu al^ndaki 
görüntüleri (Ölçek: 50 um). 
 
 

4.2. Hasta ve Kontrol Primer Miyoblastlarında Mitokondriyal Protein İmport Analizi 

(Pre-sequence/ TIM23 import yolağı analizi) 

Mitokondriyal protein import analizi için, Aconitase 2 (ACO2) proteinine ait 

mitokondriyal sinyal dizisinin belirteç olarak yeşil floresan protein geni (GFP) içeren 

pcDNA3 vektörüne klonlanması ile oluşturulan pcDNA3/Mito-GFP plazmidi kullanıldı. 

Plazmidin primer miyoblastlarına transfeksiyonu ve bunu takiben hasta ve kontrol 

bireylere ait transfekte hücrelerde mitokondrilerde yerleşim gösteren GFP miktarının 

karşılaş^rmalı olarak analiz edilmesi planlandı. Bu amaçla Dr. Benjamin Dehay’den 

(University of Bordeaux, France) temin edilen pcDNA3/Mito-GFP plazmidi çoğal^ldı ve 
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vektöre klonlanmış olan ACO2 proteinine ait mitokondriyal sinyal dizisi DNA dizi analizi 

ile doğrulandı (Şekil 4.2). 

 

 

 

Primer miyoblastlarda transfeksiyonun opEmizasyonu için ilk olarak Lipofektamin 

2000, Lipofektamin 3000 ve FuGENE-HD transfeksiyon ajanları ile farklı parametreler 

(transfeksiyon ajanı miktarı, transfeksiyon için kullanılacak hücre kültür ortamı, DNA 

miktarı, transfeksiyon karışımının inkübasyon süresi) denenerek en uygun transfeksiyon 

koşulları saptanmaya çalışıldı. Lipofektamin 2000 ile denenen tüm koşullarda 

transfeksiyon etkinliğinin çok düşük olduğu ve transfeksiyonun hücreler üzerinde toksik 

etki yara�ğı gözlendi. FuGENE-HD ile denenen transfeksiyon koşullarında ise transfekte 

hücre gözlenmedi. Lipofektamin 3000 ile denenen koşullar arasında ise, en yüksek 

transfeksiyon etkinliği ~%20 olarak bulundu. Transfeksiyon etkinliğinin ar�rılması 

amacıyla elektroporasyon temelli bir yöntem olan nükleofeksiyon gerçekleşErildi ve 

100.000 hücrenin üzerine eklenen 1000 ng pcDNA3/Mito-GFP uygulanması ile 

transfeksiyon etkinliği %58’e yükselEldi (Şekil 4.3). Transfeksiyonu zor hücreler olan 

primer miyoblastlarda yapılan mitokondriyal protein import analizinde, opEmize edilen 

nükleofeksiyon koşulları kullanıldı. 

Şekil 4.2. pcDNA3/Mito-GFP plazmidinde bulunan ACO2 proteinine ait 105 bç’lik 
mitokondriyal sinyal dizisinin (üst) DNA dizi analizi ile doğrulanması (alt). 
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Tüm hasta ve kontrol bireylere ait primer miyoblastlara nükleofeksiyon ile 

pcDNA3/Mito-GFP transfeksiyonu yapıldı ve mitokondri belirteci olan TOM20 anEkoru ile 

immünfloresan boyamalar sonrasında mitokondrilerde yerleşim gösteren GFP miktarları 

(MitoGFP-TOM20 eş yerleşimi), konfokal mikroskopta Z düzleminde alınan 0.5 µm’lik 

opEk kesitlerde, karşılaş^rmalı olarak analiz edildi. pcDNA3/Mito-GFP transfekte edilmiş 

hasta ve kontrol primer miyoblastlarının TOM20 anEkoru ile immünfloresan 

boyamalarına ait temsili görüntüler Şekil 4.4’te verilmişEr. Fiji 2.9.0 / 1.54f  (135) 

programındaki “ColocalizaKon Threshold” eklenEsi kullanılarak yapılan analizler 

sonucunda, tüm hastalara ait primer miyoblastlarda MitoGFP-TOM20 eş yerleşiminde 

kontrol hücrelere kıyasla istaEsEksel olarak anlamlı şekilde (~%50 oranında) azalma 

gözlendi (Şekil 4.5). Tezin hipotezine uygun şekilde; DMD, Megakoniyal KMD ve Ullrich 

KMD hastalıklarında mitokondriyal protein import mekanizmasında (pre-sequence/ 

TIM23 import yolağı) hasar olduğu saptandı. 

 

 

 

 

Şekil 4.3. Nucleofector ile pcDNA3/Mito-GFP transfeksiyonu yapılmış primer 
miyoblastları (100.000 hücre/kuyucuk; DNA: 1000 ng, 24 saat). Sol: yeşil/FITC: 
MitoGFP, Orta: mavi/DAPI: çekirdek, Sağ: Çakış^rılmış görüntü (Ölçek:10 um, 
Mikroskop: Carl-Zeiss Axioplan 2). 
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Şekil 4.5. pcDNA3/Mito-GFP transfekte edilmiş hasta ve kontrol primer miyoblastlarında 
MitoGFP-TOM20 eş yerleşim analizi. Tüm preparatlarda en az 30 hücre analiz edildi. 
Veriler istaEsEksel olarak Mann-Whitney U tesE ile analiz edildi (**p<0.01, ***p<0.001). 
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Şekil 4.4. pcDNA3/Mito-GFP transfekte edilmiş hasta ve kontrol primer 
miyoblastlarının TOM20 anEkoru ile immünfloresan boyaması sonrasında konfokal 
mikroskobi görüntüleri. Yeşil/FITC: MitoGFP, Kırmızı/Texas Red: TOM20/mitokondri, 
mavi/DAPI: çekirdek (Ölçek: 10 µm; Mikroskop: Zeiss LSM 980 Dual Line NLO system) 
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4.3. Mitokondri Hasarı ile İlişkilendirilen m"R-382-5p ve m"R-409-3p’n"n 

Mitokondriyal Protein İmport (Pre-sequence/ TIM23 import yolağı) 

Mekanizmasına Etkisi 

Önceki çalışmalarımızda sekonder mitokondri hasarının gözlendiği nöromüsküler 

hastalıklarda (1) iskelet kas dokusunda ar^şını tespit etmiş olduğumuz, (2) işlevsel 

analizlerle mitokondri hasarı (azalmış ATP üreEmi ve bozulmuş dinamik mitokondri ağ 

yapısı) ile direkt ilişkilendirdiğimiz (yayınlanmamış veri, Şekil 2.3 ve 2.4) ve (3) olası hedef 

genlerinin mitokondriyal protein importu ile ilişkili olduğu saptadığımız (29) (Şekil 2.2) 

miR-382-5p ve miR-409-3p’nin mitokondriyal protein import mekanizmasına potansiyel 

etkisi araş^rıldı. 

pcDNA3/mitoGFP plazmidi ve miRNA mimikler (miR-382-5p, miR-409-3p ve 

negaEf kontrol) C2C12 fare miyoblastlarına birlikte transfekte edildi. Mitokondriyal 

membran potansiyelini bozarak organel hasarı yaratan AMA, çalışmada poziEf kontrol 

olarak kullanıldı. Lipofektamin 3000 ajanı ile yapılan transfeksiyon deneylerinde 

hücrelere uygulanan miRNA mimik miktarı sabit tutularak, farklı pcDNA3/MitoGFP-

Lipofektamin 3000 oranları denendi. Çalışma sonucunda, en yüksek transfeksiyon 

etkinliği, 2500 ng pcDNA3/MitoGFP, 20 nM miRNA mimik ve 6 µl Lipofektamin 3000’in 

uygulandığı koşulda %34,2 olarak belirlendi. OpEmize edilen koşullarda, 

pcDNA3/mitoGFP plazmidi ve miRNA mimikler ile birlikte transfekte edilen hücreler 

mitokondri belirteci olan TOM20 anEkoruyla boyandı.  

İmmünfloresan boyama sonrasında konfokal mikroskopta Z düzleminde alınan 0,5 

µm’lik opEk kesitlerde, MitoGFP-TOM20 eş yerleşimi kontrol hücrelerle karşılaş^rmalı 

olarak analiz edildi. Fiji 2.9.0 / 1.54f (135) programındaki “ColocalizaKon Threshold” 

eklenEsi kullanılarak yapılan analizler sonucunda, AMA uygulanmış hücrelerdeki 

MitoGFP-TOM20 eş yerleşiminde mimik negaEf kontrol transfekte edilmiş hücrelere 

kıyasla istaEsEksel olarak anlamlı bir fark gözlendi ve AMA’nın mitokondriyal protein 

import mekanizmasının işleyişini bozduğu doğrulandı. PoziEf kontrole benzer şekilde, 
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miR-382-5p transfekte edilmiş hücrelerdeki MitoGFP-TOM20 eş yerleşiminde negaEf 

kontrole kıyasla istaEsEksel olarak anlamlı şekilde, ~%50 oranında azalma olduğu 

gösterildi (***p<0.001) ve hücrelerdeki ar�rılmış miR-382-5p ifadesinin mitokondriyal 

protein import mekanizması hasarına neden olduğu tespit edildi. Öte yandan, miR-409-

3p transfekte edilmiş hücrelerdeki MitoGFP-TOM20 eş yerleşiminde, mimik negaEf 

kontrol transfekte edilmiş hücrelere oranla istaEsEksel olarak anlamlı bir fark saptanmadı 

(Şekil 4.6 ve 4.7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 

 

 

 
 

miR-382-5p miR-409-3p 

Mimik negatif kontrol 100 μM AMA 

Şekil 4.6. pcDNA3/Mito-GFP ile birlikte miR-382-5p veya miR-409-3p transfekte 
edilmiş C2C12 hücrelerinin TOM20 anEkoru ile immünfloresan boyaması sonrasında 
konfokal mikroskobi görüntüleri. Mimik negaEf transfekte edilen hücreler negaEf 
kontrol, 100 µM AMA uygulanmış hücreler poziEf kontrol olarak kullanıldı. Yeşil/FITC: 
MitoGFP, Kırmızı/Texas Red: TOM20/mitokondri, mavi/DAPI: çekirdek (40X büyütme); 
Mikroskop: Zeiss LSM 980 Dual Line NLO system) 
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Şekil 4.7. pcDNA3/Mito-GFP ile birlikte miR-382-5p veya miR-409-3p transfekte edilmiş 
C2C12 hücrelerinde MitoGFP-TOM20 eş yerleşim analizi. Mimik negaEf transfekte edilen 
hücreler negaEf kontrol, 100 µM AMA uygulanmış hücreler poziEf kontrol olarak 
kullanıldı. Tüm preparatlarda en az 30 hücre analiz edildi. Veriler istaEsEksel olarak Mann-
Whitney U tesE ile analiz edildi (***p<0.001). 

 
4.4. Hasta ve Kontrol Primer Miyoblastlarından Mitokondriyal Fraksiyonun 

İzolasyonu ve Kalite Kontrolü 

Hasta ve kontrol primer miyoblast hücrelerinden izole edilen mitokondriyal 

fraksiyonda proteomik analizler gerçekleşErilmesi amacıyla, hücrelerden mitokondriyal 

fraksiyonun izole edilmesi planlandı. Primer hücrelerden mitokondriyal fraksiyon 

izolasyonunun opEmize edilebilmesi amacıyla, iki farklı mitokondri izolasyon kiE 

(Qproteome mitokondri izolasyon kiE, QIAGEN) ve Mitochondria IsolaKon Kit for Cultured 

Cells, Thermo Fisher ScienEfic) ve iki farklı kiPen bağımsız manuel yöntem kullanılarak 33 

farklı izolasyon protokolü uygulandı. Bu farklı izolasyon protokolleri ile; mitokondri 

pelleEnin elde edilebildiği, mitokondriyal fraksiyonun zenginleşErilebildiği, ancak 

çekirdek ve/veya sitoplazmaya ait fraksiyonların başarılı bir şekilde mitokondriyal 

fraksiyondan uzaklaş^rılamadığı sonucuna varıldı.  
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Devamında yapılan çalışmalarda mitokondriyal fraksiyonun en saf şekilde izole 

edilebildiği yöntemin, hücrelerin hipotonik bir ortama koyulup patla^lmasıyla hücresel 

fraksiyonların başarı ile ayrış^rılabildiği “hypotonic swelling” yöntemi olduğu belirlendi. 

OpEmize edilen parametrelerle gerçekleşErilen “Hypotonic swelling” yöntemiyle, hasta 

ve kontrol bireylere ait primer miyoblastlarından başarılı şekilde mitokondri pelletleri 

elde edildi.  

Mitokondriyal fraksiyondan izole edilen proteinlerle; mitokondriyal (TOM20), 

sitoplazmik (b tubulin) ve çekirdek (Histon H3) belirteçlerini tanıyan anEkorlar yardımıyla 

Western Blot analizi gerçekleşErilerek, izole edilen fraksiyonun kalite kontrolü 

gerçekleşErildi. Analizler sonucunda; hipotonik tamponda bekleme süresi 10 dk, Dounce 

homojenizatörde vuruş sayısı 10 olduğu durumda çekirdek ve sitoplazma fraksiyonlarının 

mitokondriyal fraksiyondan tamamen uzaklaş^rıldığı gözlendi (Şekil 4.8). 

 

 

Şekil 4.8. “Hypotonic swelling” yöntemi ile primer miyoblastlardan izole edilen 
mitokondriyal fraksiyonun Western Blot analizi ile kalite kontrolü 
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4.5. Hasta ve Kontrol Primer Miyoblastlarından İzole Edilen Mitokondriyal 

Fraksiyonda Proteomik Analizler 

Hasta ve kontrollere ait primer miyoblastlardan izole edilen mitokondriyal 

fraksiyondaki proteinler LC-MS/MS ile analiz edildi. Her örnek üç kez MS kolonundan 

geçirilerek okuma yapıldı. Analizlerde yoğunluk hesaplamasında pik intensiteleri 

kullanıldı. Verilerin işlenebilmesi ve anlamlı sonuçların tespit edilebilmesi için de Temel 

Bileşenler Analizi (Principle Component Analysis-PCA) kullanıldı. PCA grafiği ve 

mitokondriyal fraksiyona ait protein örneklerinde tespit edilen proteinlerin abundance 

grafiği Şekil 4.9 ve 4.10’da verilmiştir. Hasta ve kontrol gruplarına ait proteinlerin 

karşılaştırmalı analizi, etiketsiz miktar ölçümü (label-free quantification) yöntemiyle 

Discoverer 2.2 (Thermo Scientific) yazılımı kullanılarak gerçekleştirildi. 

 

 

 

 

 

Şekil 4.9. Hasta ve kontrol primer miyoblastlardan izole edilen mitokondriyal 
fraksiyon proteinlerine ait LC-MS/MS analizinin PCA grafiği. 
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Şekil 4.10. Hasta ve kontrol primer miyoblastlardan izole edilen mitokondriyal fraksiyon 
örnekleriyle yapılan LC-MS/MS analizinde tespit edilen proteinlerin abundance grafiği. 

 

Tespit edilen proteinler hem Uniprot (137) veri bankasına ait insan referans 

proteomu (Proteome ID: UP000005640) ile, hem de bu proteom içerisinde lokasyon 

sınırlandırılarak gruplandırılmış insan mitokondri proteomu (SL-0173) ile ayrı ayrı analiz 

edildi. Analizler sırasında kontrol hücrelerinden elde edilen değerlerin ortalaması alınarak 

hasta hücreleriyle karşılaş^rmalar yapıldı. Ek olarak, DMD3 hastası PCA’de diğer tüm 

hastalardan ayrı gruplandığı için çalışma kapsamından çıkarıldı. 

Kontrol bireylere ve hastalara ait primer hücrelerden elde edilen mitokondriyal 

proteomun LC-MS/MS analizi sonucunda 120 adet yüksek güvenirlilikte protein 

tanımlaması yapıldı.  
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EEketsiz miktar ölçümü ile saptanan proteinlere ait sonuçlar değerlendirildi ve 

hasta ve kontrol bireyler arasında istaEsEksel olarak anlamlı şekilde miktar farklılığı 

gösteren proteinler listelendi. Sekonder mitokondriyal hasarın gözlendiği nöromüsküler 

hastalık gruplarında istaEsEksel olarak anlamlı şekilde miktarı değişen mitokondriyal 

protein sayıları Şekil 4.11’de gösterilmişEr.  

Hastalık grupları ayrı ayrı kontrol bireyler ile kıyaslandığında;  

• DMD hastasının mitokondriyal proteomunda, 33 proteinin miktarında ar^ş ve 21 

proteinin miktarında azalış olduğu, 

• Megakoniyal KMD hastasının mitokondriyal proteomunda, 21 proteinin 

miktarında ar^ş ve 30 proteinin miktarında azalış olduğu, 

• Ullrich KMD hastalarının mitokondriyal proteomunda, 35 proteinin miktarında 

ar^ş ve 25 proteinin miktarında azalış olduğu tespit edildi (Şekil 4.11). 

 

Tüm hastalar tek bir grup halinde kontrol bireyler ile kıyaslandığında ise; 

• Tablo 4.1’de isimleri verilmiş olan 35 adet mitokondriyal proteinden 18’inin tüm 

hastalık gruplarında artmış, 17 tanesinin ise azalmış olduğu saptandı (Şekil 4.11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Şekil 4.11. LC-MS/MS sonucunda nöromüsküler hastalık gruplarında miktar farklılığı 
saptanan mitokondriyal protein sayılarının (Kırmızı: miktarı artan, Mavi: miktarı azalan 
proteinler) Venn şeması ile gösterimi. 
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Tablo 4.1. LC-MS/MS sonucunda hastalara ait primer miyoblastlardan izole edilen 
mitokondriyal fraksiyonlarda miktar farklılığı tespit edilen ortak proteinlerin listesi 

Miktarı azalan proteinler Miktarı artan proteinler 
CAVIN1 Caveolae-associated protein 1  ACAA2 3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial 

PMPCB Mitochondrial-processing 
peptidase subunit beta  DIP2A Disco-interacting protein 2 homolog A 

SPG7 Paraplegin UQCRFS1 Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske, 
mitochondrial 

CASP8AP2 CASP8-associated protein 2  RMND1 Required for meiotic nuclear division 
protein 1 homolog 

MRPL3 39S ribosomal protein L3, 
mitochondrial  NDUFB6 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 

beta subcomplex subunit 6 

HSD3B1 
3 beta-hydroxysteroid 
dehydrogenase/Delta 5-->4-
isomerase type 1  

CIBAR1 CBY1-interacting BAR domain-containing 
protein 1 

ABCD1 ATP-binding cassette sub-family 
D member 1  PNPLA8 Calcium-independent phospholipase A2-

gamma  

CKB Creatine kinase B-type  UBB Polyubiquitin-B. Calcium-independent 
phospholipase A2-gamma  

DMGDH Dimethylglycine dehydrogenase, 
mitochondrial  MTERF Transcription termination factor 3, 

mitochondrial  

SLC25A4 ADP/ATP translocase 1  HADHA Trifunctional enzyme subunit alpha, 
mitochondrial  

CEP89 Centrosomal protein of 89 kDa  GCKR Glucokinase regulatory protein  

FASTKD3 FAST kinase domain-containing 
protein 3, mitochondrial  COX15 Cytochrome c oxidase assembly protein 

COX15 homolog  

SARM1 NAD(+) hydrolase SARM1  SLIRP SRA stem-loop-interacting RNA-binding 
protein, mitochondrial  

RAB7A Ras-related protein Rab-7a  DLST 
Dihydrolipoyllysine-residue 
succinyltransferase component of 2-
oxoglutarate dehydrogenase complex 

SLC25A6 ADP/ATP translocase 3  DLD Dihydrolipoyl dehydrogenase, 
mitochondrial  

SHMT2 Serine hydroxymethyltransferase, 
mitochondrial CHCHD3 MICOS complex subunit MIC19 

NDUFS1 
NADH-ubiquinone 
oxidoreductase 75 kDa subunit, 
mitochondrial 

TOMM22 Mitochondrial import receptor subunit 
TOM22 homolog 

MRPS36 Alpha-ketoglutarate dehydrogenase 
component 4  
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Gene Ontology (GO) bilgi tabanı yardımıyla, tez kapsamında çalışılan tüm hastalık 

gruplarında miktar farklılığı gösteren 35 ortak mitokondriyal proteinin biyolojik süreç 

(biological process), moleküler işlev (molecular funcKon) ve hücresel bileşen (cellular 

component) kategorilerine göre gen zenginleşErme analizleri yapıldı. Bu analizler 

sonucunda, söz konusu proteinlerin mitokondriyal membran organizasyonu, elektron 

transport zinciri, mitokondriyal ATP sentezi, mitokondriyal translasyonun regülasyonu ve 

mitokondri organizasyonu gibi süreçlerde görev aldıkları tespit edildi. Ayrıca, bu 

proteinlerin çoğunluğunun mitokondriyal iç membranda yerleşik olduğu ve aseEl ko-A 

açil transferaz, ATP-ADP transporter ve NADH dehidrogenaz vb. moleküler işlevlere sahip 

olduğu saptandı (Şekil 4.12).  
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 Gene Ontology-Biological process 

Gene Ontology-Cellular component 

Gene Ontology-Molecular func8on  

Şekil 4.12. Hastalara ait mitokondriyal fraksiyonlarda miktar farklılığı tespit edilen 
ortak proteinlerin Gene Ontology (GO)’deki gen zenginleşErme analizi sonuçları. Bar 
grafikler, p değerine göre sıralanmış^r (p<0,05). Uzun ve daha açık renkli çubuklar 
terimin/ gen seEnin daha anlamlı olduğunu göstermektedir. 
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Tez kapsamında çalışılan tüm hastalık gruplarına ait primer miyoblastlarda miktar 

farklılığı gösteren 35 ortak mitokondriyal proteinin Reactome veri tabanında yapılan yolak 

analizlerinde ise, mitokondriyal protein import yolağının en üst sıralarda yer aldığı 

saptandı (Şekil 4.13).  

 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Miktar farklılığı saptanan ortak mitokondriyal proteinler ile STRING (2) veri 

tabanında yapılan işlevsel zenginleşErme ve protein-protein etkileşim analizleri 

sonucunda elde edilen etkileşim ağı Şekil 4.14’te verilmiş olup, bu proteinler arasında 

mitokondriyal protein importu ile ilişkili 6 protein (SLC25A6, SLC25A4, PMPCB, SPG7, 

TOM22, CHCHD3) olduğu tespit edildi (Şekil 4.15). 

Reactome   

Şekil 4.13. Hastalara ait mitokondriyal fraksiyonlarda miktar farklılığı tespit edilen 
ortak proteinlerin Reactome veri tabanındaki yolak analizine ait sonuçlar. Bar 
grafikler, p değerine göre sıralanmış^r (p<0,05). Uzun ve daha açık renkli çubuklar 
terimin/gen seEnin daha anlamlı olduğunu göstermektedir. 
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STRING  

Şekil 4.14. Hastalara ait mitokondriyal fraksiyonlarda miktar farklılığı tespit edilen ortak 
proteinlerin STRING (2) veri tabanından elde edilen protein-protein etkileşim analizleri. 

Şekil 4.15. Hastalara ait mitokondriyal fraksiyonlarda miktar farklılığı tespit edilen 
mitokondriyal protein importu ile ilişkili 6 proteinin (SLC25A6, SLC25A4, PMPCB, SPG7, 
TOM22, CHCHD3) (Üst) STRING (2) veri tabanındaki etkileşim ağı analizine ait sonuçları ve 
(Alt) protein-protein etkileşim ağı. 
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Hastalara ait primer miyoblastlardan izole edilen mitokondriyal fraksiyonlarda 

miktar farklılığı saptanan ve mitokondriyal protein importu ile ilişkili olan 6 ortak protein 

(SLC25A4, SLC25A6, PMPCB, SPG7, TOM22, CHCHD3) abundance, pepEt skoru ve kat 

değişimi gibi parametrelere göre incelendi. İncelemeler sonucunda, tez kapsamında 

yapılacak validasyon analizleri için söz konusu 6 protein arasından dört aday protein 

(SLC25A4, SLC25A6, PMPCB, SPG7) belirlendi. Dört proteine ek olarak, mitokondriyal 

protein sentezi ile ilişkili olduğu bilinen ve yapısındaki hataların kombine oksidaEf 

fosforilasyon hataları ile ilişkilendirildiği MRPL3 proteini de beşinci aday olarak belirlendi. 

Seçilen aday proteinlerin LC-MS/MS sonucuna göre hasta ve kontrol grupları arasındaki 

miktarsal farklılıkları Tablo 4.2’de verilmişEr.  

 

Tablo 4.2. Mitokondriyal proteomik analizleri sonucunda validasyon için seçilen aday 
proteinler ve bu proteinlerin LC-MS/MS sonucuna göre hastalık-kontrol grupları 
arasındaki miktarsal farkları (hasta/kontrol oranı). 

Gen sembolü Protein adı DMD vs 
Kontrol 

Megakonyal 
KMD vs 
Kontrol 

Ullrich KMD 
vs Kontrol 

SLC25A4/ANT1 Solute carrier family 25A4/  
ADP/ATP translocase 1 0,001 0,001 0,001 

SLC25A6/ANT3 Solute carrier family 25A6/  
ADP/ATP translocase 3 0,001 0,001 0,001 

PMPCB Mitochondrial-processing pepKdase 
 subunit beta 0,151 0,001 0,222 

SPG7 Paraplegin/  
mitochondrial metalloprotease protein 0,062 0,12 0,11 

MRPL3 39S ribosomal protein L3 0,015 0,001 0,042 

 

4.6. Aday Olarak Seçilen Mitokondriyal Proteinler (SLC25A4, SLC25A6, PMPCB, 

SPG7, MRPL3) için LC-MS/MS Analiz Sonuçlarının Doğrulanması 

Mitokondriyal proteomik analizler sonucunda, mitokondriyal fraksiyondaki 

miktarları hasta ve kontrol primer miyoblastları arasında istatistiksel olarak anlamlı 

şekilde değişen aday proteinlerin ifadesi ilgili antikorlar yardımıyla Western Blot 

yöntemiyle analiz edildi. Mitokondriyal fraksiyonlarda ilgili proteinlerin ifadesi analiz 
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edilirken normalizatör olarak mitokondri belirteci olan TOM20 kullanılırken, eşit protein 

yüklemesi kontrolü için Ponceau’s red membran boyaması ve Coomassie brilliant blue jel 

boyaması yapıldı (Şekil 4.16).  

Western Blot analizlerinde, LC-MS/MS analizi ile benzer şekilde iki kontrolün 

ortalaması alınarak hesaplamalar yapıldı. Analizler sonucunda, tüm hasta gruplarına ait 

primer miyoblastlardan izole edilen mitokondriyal fraksiyonlardaki SLC25A4 miktarının, 

proteomik analizler ile uyumlu şekilde, kontrol hücrelere kıyasla istaEsEksel olarak 

anlamlı şekilde azaldığı tespit edildi (Şekil 4.17). Ek olarak, SPG7 protein miktarının yalnız 

Megakoniyal KMD hastasında ait mitokondriyal fraksiyonda istaEsEksel olarak anlamlı 

şekilde ~%50 oranında azalmış olduğu saptandı (Şekil 4.17). 

 

 
Şekil 4.16. Hasta ve kontrol primer miyoblastlardan izole edilen mitokondriyal 
fraksiyonlarda Western Blot ile aday mitokondriyal proteinlerin ifade analizi (LC-MS/MS 
analiz sonuçlarının validasyonu) (A) Western Blot fotoğra; (TOM20: normalizatör), (B) 
Ponceau’s red membran boyaması ve (C) Coomassie brilliant blue jel boyaması ile eşit 
protein yüklemesi kontrolü. 
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Şekil 4.17. Hasta ve kontrol primer miyoblastlardan izole edilen mitokondriyal 
fraksiyonlarda aday proteinler için yapılan Western Blot analiz sonuçlarının grafiksel 
gösterimi. Deneyler üçer kez tekrar edildi ve veriler istaEsEksel olarak Mann-Whitney U 
Test ile analiz edildi (*p<0,05, ***p<0,001). 

 
4.7. Hasta ve Kontrol Primer Miyoblastlarında Öncelikli Aday SLC25A4’ün 

İfadesinin ve Mitokondriyal Yerleşiminin Analizi 

 Tez kapsamında çalışılan tüm hastalık gruplarında mitokondriyal fraksiyonlardaki 

miktar azalışı Western Blot ile doğrulanan SLC25A4 proteini, öncelikli aday protein olarak 

seçildi. Hastalara ait primer miyoblastlarda saptanan SLC25A4 protein miktarı azalışının, 

mitokondriyal fraksiyona özgül olup olmadığını anlamak amacıyla; total hücredeki 

SLC25A4 ifadesi RNA ve protein seviyesinde kontrol hücrelerle karşılaş^rmalı olarak analiz 

edildi. Western Blot analizinde total proteinlerin ifadesi analiz edilirken normalizatör 
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olarak GAPDH kullanıldı. Western Blot ve qRT-PCR analizlerinde, LC-MS/MS analizi ile 

benzer şekilde iki kontrolün ortalaması alınarak hesaplamalar yapıldı.  Hasta ve kontrol 

primer miyoblastlarından izole edilen total protein ve RNA’lar ile gerçekleşErilen sırasıyla 

Western Blot ve qRT-PCR analizleri sonucunda, hasta gruplarına ait örneklerde hem 

protein hem de RNA seviyesinde SLC25A4 ifadesinin kontrollere kıyasla istaEsEksel olarak 

anlamlı şekilde değişmediği tespit edildi (Şekil 4.18). Hastalara ait primer miyoblast 

hücrelerinde, total hücrenin aksine, sadece mitokondriyal fraksiyonda SLC25A4 protein 

miktarının azaldığı sonucuna varıldı. 

 

 

Şekil 4.18. Hasta ve kontrol primer miyoblastlarında total SLC25A4 ifadesinin Western 
Blot ve qRT-PCR ile protein ve RNA seviyesinde analizi (A) Western Blot analizi, (B) 
Western Blot analizi sonucunun grafiksel gösterimi ve (C) qRT-PCR analiz sonuçlarının 
grafiksel gösterimi. Deneyler üçer kez tekrar edildi ve veriler istaEsEksel olarak Mann-
Whitney U Test ile analiz edildi. 
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Hasta hücrelerinde SLC25A4 proteinin mitokondriye yerleşiminin azaldığının 

doğrulanabilmesi amacıyla, SLC25A4 ve TOM20 anEkorlarıyla eş immünfloresan boyama 

yapıldı. Eş immünfloresan boyamalarına ait temsili görüntüler Şekil 4.19’da verilmişEr.  

 

 
Şekil 4.19. Hasta ve kontrol primer miyoblastlarında SLC25A4-TOM20 eş immünfloresan 
boyamasının konfokal mikroskobi görüntüleri. Yeşil/FITC: SLC25A4, Kırmızı/Texas Red: 
TOM20/mitokondri, mavi/DAPI: çekirdek (Ölçek: 10 µm; Mikroskop: Zeiss LSM 980 Dual 
Line NLO system) 
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Boyama sonrasında konfokal mikroskopta Z düzleminde alınan 0,5 µm’lik opEk 

kesitlerde, SLC25A4-TOM20 eş yerleşimi kontrol hücrelerle karşılaş^rmalı olarak analiz 

edildi. Fiji 2.9.0 / 1.54f (135) programındaki “ColocalizaKon Threshold” eklenEsi 

kullanılarak yapılan analizler sonucunda, tüm hasta hücrelerinde SLC25A4 proteininin 

TOM20 ile eş yerleşiminin istaEsEksel olarak anlamlı şekilde azaldığı gözlendi (Şekil 4.20) 

ve SLC25A4’ün mitokondriye yerleşiminin azaldığı sonucuna varıldı. 

 

 
Şekil 4.20. Hasta ve kontrol primer miyoblastlarında SLC25A4 proteininin TOM20 ile eş 
yerleşiminin analizi. Tüm preparatlarda en az 30 hücre analiz edildi. Veriler istaEsEksel 
olarak Mann-Whitney U Test ile analiz edildi (*p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001). 
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5. TARTIŞMA 

  Tez çalışması kapsamında, farklı nükleer genlerin sorumlu olduğu nadir 

nöromüsküler hastalıklardan; DMD, Megakoniyal KMD ve Ullrich KMD 

eEyopatogenezinde sekonder olarak gözlenen mitokondri hasarının mitokondriyal 

protein import mekanizması ile ilişkisi araş^rılmış^r.  Bu amaçla, ilk olarak hasta ve 

kontrol bireylere ait primer miyoblastlara, ACO2 proteinine ait mitokondriyal sinyal dizisi 

içeren pcDNA3/Mito-GFP plazmidi transfekte edilmiş ve transfekte hücrelerde 

mitokondrilerde yerleşim gösteren GFP miktarı karşılaş^rmalı olarak analiz edilmişEr.  

Yapılan analizler sonucunda, tüm hastalarda MitoGFP-TOM20 eş yerleşiminde kontrol 

hücrelere kıyasla istaEsEksel olarak anlamlı şekilde azalma gözlenmiş (~%50, **p<0.01, 

***p<0.001) ve DMD, Megakoniyal KMD ve Ullrich KMD hastalıklarında mitokondriyal 

protein import mekanizmasında (Pre-sequence/ TIM23 import yolağı) hasar olduğu 

saptanmış^r (Bkz. Şekil 4.4 ve 4.5).  

Primer miyoblastların transfeksiyon kapasitelerinin düşük olduğu ve farklı 

çalışmalarda lipozomal ya da non-lipozomal transfeksiyon ajanlarıyla en yüksek %10-30 

seviyelerinde transfeksiyon etkinliğine ulaşıldığı bilinmektedir (141-143). Tez 

çalışmasında, hasta ve kontrol primer miyoblastlarına mitokondriyal protein import 

analizi kapsamında yapılan pcDNA3/Mito-GFP transfeksiyonu için farklı transfeksiyon 

ajanları (Lipofektamin 2000, Lipofektamin 3000 ve FuGENE HD) ile denemeler yapılmış ve 

en yüksek transfeksiyon etkinliği Lipofektamin 3000 ile %20 olarak belirlenmişEr. Ancak, 

daha fazla transfekte hücrede MitoGFP-TOM20 eş yerleşimini analiz etmek deney 

sonuçlarımızın güvenirliliği açısından avantaj sağlayacağından, transfeksiyon etkinliği 

ar�rılmaya çalışılmış^r. Bu amaçla, elektroporasyon temelli transfeksiyon gerçekleşEren 

Nucleofector (Lonza Biotechnology) cihazı kullanılmış^r. Yapılan farklı nükleofeksiyon 

denemeleri sonucunda transfeksiyon etkinliği %58’e yükselElmişEr. Literatürde yapılmış 

olan farklı bir çalışmada da primer myoblastlarda nükleofeksiyon yöntemiyle benzer 

transfeksiyon etkinliğine ulaşılmış^r (144). Bu nedenle, primer miyoblastlara 

transfeksiyon amacıyla nükleofeksiyon yöntemi kullanılmış^r. 
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Bunun yanı sıra; tez kapsamında yapılmış olan mitokondriyal protein import 

analizi, pre-sequence/ TIM23 import yolağını araş^rmaya yönelik olup, literatürde diğer 

mitokondriyal protein import mekanizmalarını araş^rmaya yönelik bir analiz metodu 

bulunmamaktadır. Pre-sequence/ TIM23 import yolağı, mitokondriyal proteinlerin 

%60’ının importundan sorumlu olduğu için literatürde mitokondriyal import 

mekanizmasına yönelik araş^rmalarda sıklıkla kullanılmaktadır (9, 145). Tez çalışmasında 

yapmış olduğumuz mitokondriyal protein import analizi sonucunda hipotezimize uygun 

şekilde, DMD, Megakoniyal KMD ve Ullrich KMD hastalıklarında mitokondriyal protein 

import mekanizmasında (pre-sequence/ TIM23 import yolağı) hasar olduğu saptanmış^r. 

Bu hastalıklarda ortak ve sekonder mitokondri hasarı tablosunu (morfoloji bozukluğu, ATP 

azalışı, ROS ar^şı, düşük membran potansiyeli) gösteren çalışmalar (21-28) olmasına 

rağmen, mitokondriyal protein import mekanizmasını araş^rmaya yönelik bir çalışma 

yapılmamış^r. Tez çalışması, bu yönüyle sekonder mitokondri hasarı ile ilişkili 

nöromüsküler hastalıklarda mitokondriyal protein import mekanizmasının bozulduğunu 

gösteren ilk çalışma niteliğindedir. 

Tez çalışmasının devamında, sekonder mitokondri hasarının gözlendiği 

nöromüsküler hastalıklarda iskelet kas dokusunda ar^şını tespit etmiş olduğumuz ve 

işlevsel analizlerle mitokondri hasarı ile direkt olarak ilişkilendirdiğimiz miR-382-5p’nin 

mitokondriyal protein import mekanizması (pre-sequence/ TIM23 import yolağı) ile ilişkisi 

aydınla^lmış^r. GeçEğimiz son on yılda yapılan araş^rmalar, miRNA'ların fizyolojik ve 

patolojik hücresel süreçlerde mitokondri işlevinin düzenlenmesinde önemli bir rol 

oynayabileceği ile ilgili sonuçlar ortaya çıkarmış^r (130, 146). Nükleer genomdan 

kodlanan bazı miRNA'ların ise; mitokondriyal metabolizma ve biyosentez, mitokondri 

dinamiği, hücre içi kalsiyum homeostazı, mitofaji ve apoptoz gibi mitokondri işlevi ile 

ilişkili yolaklarda görev alan genlerin ifadesini düzenlediği bulunmuştur (130, 147). Bunun 

yanı sıra, miRNA’ların hücresel regülasyonlarındaki değişimlere bağlı olarak ortaya çıkan 

mitokondriyal hasarın, nörodejeneraEf hastalıklar ve kalp hastalıkları gibi birçok farklı 

hastalığın ortaya çıkmasında veya gelişiminde de rol oynadığı gösterilmişEr (147-149). 
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Yapmış olduğumuz bir çalışmada, farklı geneEk kökenlere sahip nöromüsküler 

hastalıklarda (DMD, Megakoniyal KMD, Ullrich KMD ve alfa-distroglikanopaE) ortak 

olarak gözlenen mitokondri hasar tablosu ile ilişkili ortak miRNA profili belirlenmişEr (29). 

Affymetrix GeneChip miRNA 4.0 Array yardımıyla iskelet kas biyopsileri ile gerçekleşErilen 

miRNA mikrodizin analizi sonucunda, 17 miRNA’nın analiz edilen tüm hasta gruplarında, 

kontrol örneklere kıyasla, istaEsEksel olarak anlamlı düzeyde ifade ar^şı gösterdiği 

saptanmış^r. Yapılan biyoinformaEk analizler sonucunda, bu 17 miRNA’dan 10 tanesinin 

hedef genlerinin mitokondriyal yolaklarla ilişkili olduğu saptanmış olup, miRNA’lar Gene 

Ontology (GO)- ‘Biyolojik Süreç’ kategorisinde terim zenginleşErme analizi sonuçlarına 

göre değerlendirildiğinde 8 tanesinin hedef genlerinin mitokondriyal protein transportu 

ile ilişkili olduğu tespit edilmişEr (Bkz. Şekil 2.2). Ancak, birden fazla mitokondriyal yolakla 

ilişkili olduğu bulunan ve farede korunduğu bilinen dört öncelikli aday miRNA’nın (miR-

134-5p, miR-708-5p, miR-382-5p ve miR-409-3p) ar�rılmış ifadelerinin doğrudan 

mitokondri işlevi üzerindeki etkileri, C2C12 fare miyoblastlarında araş^rılmış^r. Hasta 

gruplarındaki miRNA ar^şını taklit etmek amacıyla, aday miRNA’lar C2C12 fare 

miyoblastlarına transfekte edilmiş ve mitokondriyal morfoloji/ işlev analizleri (mitokondri 

dinamiği/morfolojisi analizi, MTT-metabolik akEvite analizi ve ATP üreEmi analizi) 

gerçekleşErilmişEr. Analizler sonucunda, kas hücrelerinde artmış miR-382-5p ve miR-409-

3p ifadesinin ATP üreEminde azalışa ve mitokondri ağ yapısında bozulmaya sebep olduğu 

gösterilerek, bu miRNA’lardaki ifade ar^şının direkt olarak mitokondri hasarına neden 

olduğu gösterilmişEr (Bkz. Şekil 2.3 ve 2.4, yayınlanmamış veri).  

Tez çalışması kapsamında mitokondri hasarı ile direkt ilişkilendirilmiş olan söz 

konusu iki miRNA (miR-382-5p & miR-409-3p), C2C12 hücrelerine pcDNA3/mitoGFP 

plazmidi ile birlikte transfekte edilmiş ve transfekte hücrelerde mitoGFP-TOM20 eş 

yerleşimi analiz edilmişEr. Analizler sonucunda miR-409-3p’nin aksine, miR-382-5p 

transfekte edilmiş hücrelerdeki MitoGFP-TOM20 eş yerleşiminde istaEsEksel olarak 

anlamlı şekilde ~%50 oranında azalma olduğu gösterilmiş (***p<0.001) ve miR-382-5p 

ifade ar^şının mitokondriyal protein import mekanizması hasarına neden olduğu tespit 
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edilmişEr (Bkz. Şekil 4.6 ve 4.7). Bu çalışma ile, mitokondriyal protein import mekanizması 

ile tez kapsamında çalışılan hastalıklarda ifadesi ar�ğı tespit edilmiş olan miR-382-5p 

arasında bağlan^ kurularak, nöromüsküler hastalıklarda ortak olarak gözlenen 

mitokondriyal import mekanizması hasarının sebebinin artmış miR-382-5p olabileceği 

yönünde tamamlayıcı nitelikte bir veri elde edilmişEr.  

miR-382-5p’nin mitokondriyal işlevlerle ilişkilendirildiği çalışmalar mevcut olsa da 

(150, 151), bu miRNA’nın mitokondriyal protein importu ile ilişkisi günümüze kadar 

gösterilmemişEr. Dahlmans ve ark. (150) tara;ndan C2C12 hücreleri ile yapılan bir 

çalışmada, miR-382-5p’nin baskılanması sonucunda mitokondriyal dinamik ve biyogenez 

ile ilişkili genlerin ifadesinde ar^ş; mitokondriyal ribozomda sentezlenen proteinlerin ve 

solunum zinciri proteinlerinin ifadesinde ise azalma olduğu gösterilmişEr. Bu çalışmada 

miR-382-5p’nin baskılanmasının mitonükleer protein dengesini bozduğu sonucuna 

varılmış^r. Zhou ve ark. (151) tara;ndan yapılmış başka bir çalışmada ise, miR-382’nin 

tümör ilişkili makrofajlarda mitokondriyal biyogenezde rolü olan Peroxisome proliferator-

activated receptor-γ coactivator (PGC-1a) genini hedeflediği tespit edilmişEr.  

Tez çalışmasına ek olarak yapılan in-silico analizlerde, miR-382-5p’nin bağlanma 

olasılığı olan genler miRWalk 2.0 veri tabanı ile belirlenmiş ve bu genler Human 

MitoCarta2.0 listesindeki mitokondriyal genler ile çakış^rılarak, miR-382-5p’nin olası 

mitokondriyal hedef genleri belirlenmişEr. Bu gen listesi ile Gene Ontology (GO)-'Biyolojik 

Süreç' kategorisinde yapılan gen zenginleşErme analizleri sonucunda, mitokondriyal 

protein importu ile ilişkili üç hedef protein (Translocase of inner mitochondrial membrane 

17A (TIMM17A), Translocase of outer mitochondrial membrane 40 like (TOMM40L), GrpE 

protein homolog 2 (GRPEL2)) olduğu tespit edilmişEr. Tez devamında yapılacak olan 

çalışmalarla, potansiyel hedef genlerin hastalara ait primer miyoblast hücrelerindeki 

ifadesi araş^rılacak ve devamında 3’-UTR lusiferaz akEvite analizi ile miR-382-5p ile 

fiziksel interaksiyonları analiz edilebilecekEr. 

Son yıllarda tedavi amaçlı kullanılan miRNA patentlerinin sayısı giderek artmakta 

olup, patentlerin büyük çoğunluğu kanser ve inflamatuar hastalıkların tedavilerinde 
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kullanılması önerilen miRNA’larla ilişkilidir. Ek olarak, metabolik ve kardiyovasküler 

hastalıkların tedavisine yönelik miRNA patentleri de mevcuPur. Bu miRNA’lardan bazıları 

klinik-öncesi, faz I ve II klinik çalışmalarda kullanılmaktadır (152). Dolayısıyla, sekonder 

mitokondri hasarı ile ilişkili olduğu saptanmış olan miRNA’lar ve hedef genleri de tedavi 

tedavi hedefi olma potansiyelini taşımaktadır. Bunun yanı sıra, miR-382-5p’nin 

mitokondriyal protein import mekanizması hasarı ile ilişkili olduğunun tespit edilmiş 

olması, bu miRNA’nın ifade ar^şı gösterdiği ya da patomekanizmasında mitokondriyal 

protein import mekanizması hasarı olan farklı hastalıkların patogenezlerinin 

aydınla^lmasına da katkı sağlayacak^r.  

Tez çalışmasının ikinci kısmında, optimize edilen “hypotonic swelling” yöntemi ile 

hasta ve kontrol primer miyoblast hücrelerinden mitokondriyal fraksiyon izole edilmiş ve 

LC/MS-MS ile proteomik analizler gerçekleştirilerek hastalara ait mitokondriyal 

fraksiyonda miktarları değişen aday proteinler tespit edilmiştir.  

Literatürde proteomik, metabolomik vb. yüksek ölçekli -omik analizleri veya 

mitokondriyal işlev testleri gibi farklı amaçlara yönelik olarak, çok çeşitli biyolojik 

kaynaklardan mitokondri izolasyonu yapılmaktadır. Mitokondri izolasyonu için birçok 

farklı yöntem tanımlanmış^r. Bazı çalışmalarda mitokondri izolasyon kitleri kullanılırken, 

bazılarında ayırıcı santrifüj (differenKal centrifugaKon) veya ultrasantrifüj (density-

gradient centrifugaKon) yöntemleri kullanılmış^r (153-157). Bu yöntemlerin kendi içinde 

farklı avantajları ve dezavantajları bulunmakla beraber, her izolasyon yöntemi her 

hücre/doku Epine uygun olmamaktadır. Örneğin, ultrasanEfüj yönteminde mitokondri 

saflaş^rılması sürecinde çok fazla protein kaybedildiği için başlangıç hücre sayısının 

yaklaşık 1x109 hücre (yaklaşık 200 adet T75 flask) olması gerekEği belirElmişEr (158). 

Primer hücreler sınırlı sayıda proliferasyon kapasitesine (Hayflick limit) sahip oldukları için 

daha az sayıda hücreden izolasyon yapılabilmekte ve ultrasantrifüj yöntemi 

kullanılamamaktadır. Ek olarak, izolasyon sonrası yapılacak olan deney türüne göre de 

izolasyon yöntemi değişiklik gösterebilmektedir. Örneğin, mitokondriyal proteomik 

çalışmalarında mitokondrilerin canlılığının ve solunum kapasitelerinin korunması gerekli 
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değilken; sitoplazma, çekirdek gibi diğer hücresel kompartmanların mitokondriyal 

fraksiyondan uzaklaş^rılması büyük önem arz etmektedir.  

Tez kapsamında iki farklı izolasyon kiE (Qproteome mitochondria isolaKon kit-

Qiagen & Mitochondria isolaKon kit for cultured cells-Thermo ScienKfic) ile denemeler 

yapılmış, ancak sitoplazma ve çekirdek kontaminasyonu sebebiyle saf bir mitokondri 

fraksiyonu elde edilememişEr. Öte yandan ayırıcı santrifüj yönteminde, hücreleri toplama 

şekli, parçalama şekli, mitokondri izolasyon tamponu, santrifüj hızları gibi parametreler 

değişErilerek otuz farklı protokol uygulanmış ve her izolasyon sonrasında izole edilen 

fraksiyonun Western Blot ile kalite kontrolü sonucunda saf mitokondri pelleE elde 

edilemediği gözlemlenmişEr.  Ek olarak, kiPen bağımsız olarak yapılan mitokondri 

izolasyonunun en önemli parametrelerinden biri hücreleri parçalama şeklidir. 

Literatürdeki çalışmalarda farklı hücre Epleri için sonikasyon, homojenizasyon, şırıngadan 

geçirme gibi yöntemler kullanılmış^r (153, 154, 159). OpEmizasyon denemelerinde, 

sonikasyon yöntemi ile C2C12 fare miyoblast hücre ha�ndan saf mitokondri fraksiyonu 

elde edilirken, aynı yöntemle primer miyoblastlardan izole edilen mitokondriyal 

fraksiyonda sitoplazmanın uzaklaş^rılamadığı gözlemlenmişEr. Bu nedenle, tez 

kapsamında primer miyoblast hücrelerinden mitokondri izole edilmesi amacıyla Dounce 

homojenizatör kullanılmış^r. 

Literatürde mitokondri izolasyonu amacıyla çok farklı tampon içerikleri kullanıldığı 

görülmektedir. Bazı çalışmalarda, tez çalışmasında kullandığımız gibi yüksek 

konsantrasyonda sukroz ve düşük konsantrasyonda mannitol kullanılırken (160, 161), 

bazılarında ise yüksek konsantrasyonda mannitol ve düşük konsantrasyonda sukroz (162, 

163) kullanılmış^r. Mannitolün osmoEk olarak akEf olması ve mitokondri membranına 

nüfuz etmesi sebebiyle mitokondri izolasyonunda yüksek konsantrasyonda 

kullanılmaması, onun yerine yüksek konsantrasyonda sukroz içeren izolasyon 

tamponların kullanılması önerilmektedir (136). Bunun yanı sıra, literatürde mitokondri 

izolasyon tamponunda yağsız BSA kullanıldığı görülmektedir (160, 164-168). Yağsız 

BSA’nın hücre parçalandığında ortaya çıkan yağ asitlerini tutarak mitokondrilerin hasar 
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görmesini engellediği ve oksidaEf fosforilasyon için gerekli olduğu bilinmektedir (166, 

167). Solunum tesE gibi işlevsel analizlere yönelik yapılan mitokondri izolasyonlarında, 

kullanılan izolasyon tamponlarında BSA kullanılması önerilirken, protein kanEtasyonu 

amaçlı çalışmalarda kontaminasyon yaratmaması için kullanımı önerilmemektedir. Tez 

kapsamında proteomik çalışması için mitokondriyal fraksiyon izole edildiğinden, SOL 

izolasyon tamponuna BSA eklenmemişEr.  

Tez çalışması kapsamında yapılan mitokondri izolasyonu denemelerinde, ayırıcı 

santrifüjlerin hızları ve sürelerinin de mitokondri izolasyon kalitesini belirleyen diğer 

faktörlerden olduğu ve uygun şekilde santrifüj yapılmasına dikkat edilmesi gerekEği 

sonucuna varılmış^r. Parçalanmayan hücrelerin ve çekirdeklerin uzaklaş^rıldığı ilk 

santrifüj basamağında santrifüj hızı düşük veya süresi kısa olursa, mitokondriyal 

fraksiyonda hem sitoplazmik hem de çekirdek kontaminasyonu gözlenirken; santrifüj 

hızının yüksek veya süresinin uzun olduğu durumda mitokondriyal proteinlerin 

kaybedildiği saptanmış^r. Mitokondrilerin çöktürüldüğü santrifüj basamaklarında ise, hız 

düşük veya süre kısa olduğunda izole edilen mitokondri miktarında azalma, tam tersi 

durumda da mitokondriyal fraksiyonda sitoplazma kontaminasyonu gözlenmişEr.  

Tez kapsamında yapılan primer hücrelerden mitokondriyal fraksiyonun izolasyonu 

çalışmaları sonucunda, bahsi geçen tüm koşullar ve solüsyonlar opEmize edilerek 

“hypotonic swelling” yönteminin kullanılmasına karar verilmişEr. Bu yöntem, temel olarak 

ayırıcı santrifüj temelli olsa da, homojenizasyon öncesi hücrelerin hipotonik ortamda 

bekleElerek şişirilmesi ve devamında patla^lmasıyla hücresel fraksiyonların daha rahat 

ayırılabildiği ek aşamaları da içermektedir (136). Bu yöntemle izole edilen mitokondriyal 

fraksiyonda, proteomik analizler için uygun olacak şekilde sitoplazma ve çekirdek 

kontaminasyonun bulunmadığı tespit edilmişEr (Bkz. Şekil 4.8). Tez çalışmasında, her 

hasta ve kontrol primer miyoblastları için toplam üçer T75 flasktan mitokondriyal 

fraksiyon izole edildikten sonra proteomik analizler gerçekleşErilmişEr. LC-MS/MS 

tekniğinde her örnek üç kez MS kolonundan geçirilecek şekilde okunmuş ve analiz 

edilmişEr.  
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Hastalardan elde edilen primer hücreler hastalıkları en iyi yansıtan biyolojik 

kaynaklardan biri olmasına rağmen, tez kapsamında yapılan mitokondriyal proteomik 

çalışmalarında bazı dezavantajlar ile karşılaşılmış^r. Primer hücrelerin sınırlı proliferasyon 

kapasiteleri nedeniyle, iskelet kas dokusu ve sınırsız bölünebilen hücre hatlarına kıyasla 

daha kısıtlı sayıdaki hücreden mitokondri izolasyonu yapılabilmişEr. Devamında, LC-

MS/MS analizi için cihaza yüklenen protein miktarının da kısıtlı olması 120 adet yüksek 

güvenirlilikte protein tanımlamasına imkan sağlamış^r. Blanco-Fernandez ve ark. 

(169)’nın yap^ğı bir çalışmada, mitokondri izolasyonu yapılan hücre sayısı tez kapsamında 

kullanılan hücre sayısının 70 ka^ olduğu için, LC-MS/MS analizi sonucunda tanımladıkları 

protein sayısı tez kapsamında tanımlanan protein sayısının 3 ka^ olmuştur. LC-MS/MS 

cihazına yüklenen protein miktarı ile tanımlanan protein sayısının doğru oran^lı olduğu 

görülmektedir. Bunun yanı sıra literatürde, iskelet kas dokusu ve miyoblast hücre 

hatlarıyla yapılan mitokondriyal proteomik çalışmaları mevcuPur (170, 171). Ancak, 

tamamlanan tez çalışması primer miyoblastlardan mitokondri izolasyonu sonrasında 

kalite kontrolünün yapılarak gerçekleşErildiği ilk mitokondriyal proteomik çalışmasıdır.  

LC-MS/MS sonucunda, hasta ve kontrol bireylere ait mitokondriyal fraksiyondaki 

protein miktarları karşılaş^rmalı olarak analiz edilmişEr. Elde edilen yüksek ölçekli veri 

setlerinin değerlendirmesi ile hasta bireylerde kontrollere kıyasla miktar farklılığı 

gösteren 35 adet (18 artan ve 17 azalan) mitokondriyal protein tespit edilmişEr (Tablo 

4.2). Bu protein listesi ile yapılan Gene Ontology analizleri sonucunda, bu proteinlerin 

mitokondriyal membran organizasyonu, ETZ, mitokondriyal ATP sentezi, mitokondriyal 

translasyonun regülasyonu ve mitokondri organizasyonu gibi süreçlerde görev aldığı 

tespit edilmişEr (Bkz. Şekil 4.12). Membran organizasyonu ve mitokondriyal protein 

importu ilişkili süreçlerdir. Membrandaki lipit kompozisyonunun membran 

organizasyonunu, translokazların yerleşimini ve dolayısıyla mitokondriyal protein 

importu etkilediği gösterilmişEr.  Örneğin, Megakoniyal KMD hastalığının patogenezinde 

de gözlenen fosfaEdilkolin (PC) eksikliğinin membran organizasyonunu ve TIM23 

kompleksinin stabilizasyonunu bozduğu bilinmektedir (32, 172). Tez kapsamında çalışılan 
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üç hastalıkta da mitokondriyal membran organizasyonu ile ilişkili proteinlerin miktar 

farklılığı göstermesi, mitokondriyal protein importu ile ilişkilendirilebilir. Ek olarak, ATP 

üreEmi ve mitokondriyal protein importu karşılıklı etkileşimde olan iki süreç olarak 

nitelendirilmektedir. Mitokondriyal protein importu için ATP’ye ihEyaç duyulmasının yanı 

sıra, ATP üreEmi için gerekli solunum zinciri proteinlerinin membrana yerleşimi için de 

import proteinlerinin gerekli olduğu bilinmektedir (15-17). Tez kapsamında çalışılan tüm 

hastalık gruplarında iskelet kasında ATP miktarının azaldığı bilinmektedir (21-23, 25). Bu 

bilgiler ışığında, tez kapsamında mitokondriyal protein import hatası saptadığımız primer 

miyoblastlarda ATP sentezi ve ETZ yolaklarında da hasar olması beklenen bir sonuçtur. 

Reactome veri tabanında yapılan yolak analizlerinde, tezin hipotezine uygun 

şekilde hastalarda miktarı değişen mitokondriyal proteinlerin, protein lokalizasyonu ve 

mitokondriyal protein import yolağı ile ilişkili olduğu saptanmış^r. STRING (2) veri 

tabanında yapılan protein etkileşim analizleri sonucunda elde edilen etkileşim ağına 

bakıldığında, 22 proteinin birbiriyle etkileşim içinde olduğu, 13 proteinin ise diğerleriyle 

etkileşimi olmadığı saptanmış^r (Bkz. Şekil 4.14). Bu etkileşim ağında, mitokondriyal 

protein importu ile ilişkili olan 6 protein (SLC25A6, SLC25A4, PMPCB, SPG7, TOM22, 

CHCHD3) olduğu tespit edilmişEr (Bkz. Şekil 4.15). Bu proteinler abundance, pepEt skoru 

ve kat değişimi gibi parametrelere göre incelenmiş olup öncelikli olarak dört aday protein 

(SLC25A4, SLC25A6, PMPCB, SPG7) belirlenmişEr. Bunun yanı sıra, mitokondriyal protein 

sentezi ile ilişkili olduğu bilinen ve yapısındaki hataların kombine oksidaEf fosforilasyon 

hataları ile ilişkilendirildiği MRPL3 proteini de beşinci aday protein olarak seçilmişEr (Bkz. 

Tablo 4.3). 

Proteomik analizlerin doğrulanması amacıyla aday beş protein için yapılan 

Western Blot analizleri sonucunda, ADP/ATP transporter’ı olarak görev yapan SLC25A4 

proteininin miktarının, proteomik analizler ile uyumlu şekilde, hasta hücrelerinin 

mitokondriyal fraksiyonunda istaEsEksel olarak anlamlı şekilde azaldığı saptanmış^r (Bkz. 

Şekil 4.16 ve 4.17). Tüm hasta gruplarında mitokondriyal fraksiyonda miktarının azaldığı 

tespit edilen SLC25A4’ün total hücredeki ifadesi RNA ve protein seviyesinde analiz 
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edildiğinde ise, hasta gruplarında hem protein hem de RNA seviyesinde SLC25A4 

ifadesinin değişmediği tespit edilmişEr (Bkz. Şekil 4.18). Bu bilgiler ışığında, SLC25A4 gen 

ifadesinin hastalarda azalmadığı, ancak proteinin mitokondriye yerleşiminde azalma 

olduğu sonucuna varılmış^r. Bunun yanı sıra, ek olarak hasta ve kontrol primer 

miyoblastlarında yapılan SLC25A4 & TOM20 eş yerleşim analizinde hasta hücrelerinde 

mitokondriye yerleşen SLC25A4 miktarının istaEsEksel olarak azaldığı gösterilmişEr (Bkz. 

Şekil 4.19 ve 4.20). SLC25A4 proteini, Adenine nucleoKde translocator (ANT1) ismiyle de 

bilinmektedir. Bu protein, hem ATP sentezi için gerekli olan ADP'yi mitokondriyal matrikse 

aktarır, hem de hücresel akEviteler için gerekli olan ATP'yi sitozole gönderir. İnsan 

ADP/ATP taşıyıcılarının, günlük akEvitelerimizi sürdürebilmek için her gün mitokondri iç 

membranından yaklaşık 65 kg ATP taşıdığı tahmin edilmektedir (173, 174). Üç ANT 

izoformu bulunmasına karşılık, ANT1’in kalp ve iskelet kasına özgül olduğu gösterilmişEr  

(175).  

SLC25A4’ün, iç membranı birçok kez kateden diğer hidrofobik transporter 

proteinler gibi kesilebilir sinyal dizilerine sahip olmadığı ve taşıdığı hidrofobik internal 

sinyal dizileri sayesinde TIM22 import yolağı ile iç membrana yerleşEği gösterilmişEr. (73). 

Bu sebeple, ileri dönemde TIM22 import yolağında görevli proteinlerin ifadelerinin analiz 

edilmesi ile bu yolaktaki olası bozukluklar aydınla^labilir. Bunun yanı sıra, SLC25A4 

proteininin iç membranda en çok bulunan protein olduğu ve eksikliğinin mitokondriyal 

morfoloji bozukluklarıyla ilişkili olabileceği belirElmişEr (176). Ek olarak, mayada yapılan 

bir çalışmada, SLC25A4’ün mayadaki ortoloğu olan Aac2 proteininin yerleşimi veya 

stabilizasyonu için kardiyolipine ihEyaç duyduğu ve hem solunum kompleksleriyle 

(kompleks III ve IV), hem de diğer mitokondriyal taşıyıcı proteinlerle etkileşimde olduğu 

gösterilmişEr. Kardiyolipin eksikliğinde ise Aac2 interaktomunun değişEği, Aac2’nin 

kompleks III ve IV ile olan fiziksel etkileşimini kaybecği ve oksidaEf fosforilasyon 

etkinliğinin azaldığı tespit edilmişEr (177). Dolayısıyla, iç membrana yerleşemeyen 

SLC25A4 proteininin ATP/ADP transportu, enerji üreEmi ve mitokondri morfolojisini 

etkilemesi beklenen bir sonuç olarak düşünülebilir. 
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Literatürde SLC25A4 genindeki mutasyonlar, otozomal dominant progresif 

eksternal odalmopleji, ailesel hipertrofik kardiyomiyopaE, miyopaE, mtDNA deplesyonu 

ve çoklu mtDNA delesyonları ile ilişkilendirilmişEr (178-182). Ayrıca, birçok farklı firmanın 

nöromüsküler hastalıklar ve kardiyomiyopaE panellerinde mutasyon analizi için SLC25A4 

geni bulunmaktadır (183-185). Literatürde SLC25A4 proteininin tez kapsamında çalışılan 

hastalıklardan sadece biri ile ilişkilendirildiği tek bir çalışma mevcuPur. Capitano ve ark.  

(186)’nın yap^ğı bir proteomik çalışmasında DMD hastalarına ait iskelet kası dokularında 

SLC25A4 proteinin ifadesinin azaldığı gösterilmişEr. Ancak, devamında proteinin DMD 

patogenezine etkisine, sekonder mitokondri hasarı ile ilişkisine ya da mitokondriye 

transportuna ilişkin herhangi bir işlevsel çalışma yapılmadığı gözlenmişEr. Tez 

kapsamında yapılan mitokondriyal proteomik çalışması sonucunda SLC25A4, sekonder 

mitokondri hasarı ile ilişkili hastalıklarda aday bir tedavi hedefi olarak tanımlanmış^r. Aynı 

zamanda tez kapsamında çalışılan hastalıklarda sadece mitokondriyal protein 

importunun değil, ATP/ADP transportunun da hasarlı olduğu sonucuna ulaşılmış^r. İleri 

dönemde, hasta sayısının ve hastalık panelinin genişleElmesi ile SLC25A4’ün organel 

hasarına etkisi daha net aydınla^labilecek ve mitokondrilerdeki azalmış yerleşiminin 

ATP/ADP transport kineEği üzerindeki etkisi izole edilen mitokondrilerde yapılacak olan 

biyokimyasal deneylerle tanımlanabilecekEr. 

Nadir nöromüsküler hastalıklar için tedavi seçenekleri çoğunlukla tek gen-tek 

hedef yaklaşımını benimsemektedir ve kişiye özgül yenilikçi tedavi seçeneklerinin önünü 

açacak klinik öncesi çalışmalar sadece bazı hastalıklar için bulunmaktadır. Tez çalışması 

ile, patogenezinde sekonder mitokondri hasarının görüldüğü nadir nöromüsküler 

hastalıklarda (DMD, Ullrich KMD ve Megakoniyal KMD) mitokondriyal import 

mekanizmasının potansiyel rolü aydınla^lmış, organel hasarının önlenmesi/geriye 

döndürülmesi amacıyla yeni ve farklı hastalık grupları için ortak tedavi hedefleri 

tanımlanabilmesine olanak sağlanmış^r.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 
 

6.1. Sonuçlar 

Tez çalışması kapsamında elde edilen sonuçlar aşağıda maddeler halinde verilmişEr. 

• Primer miyoblastlarda mitokondriyal protein importunun analiz edildiği ilk çalışma 

gerçekleşErildi. 

• Primer miyoblastlara pcDNA3/Mito-GFP transfeksiyonu yapıldı ve mitokondri 

belirteci olan TOM20 anEkoru ile immünfloresan boyamalar sonrasında, tüm 

hastalara ait (DMD, Megakoniyal KMD ve Ullrich KMD) primer miyoblastlarda 

MitoGFP-TOM20 eş yerleşiminde kontrol hücrelere kıyasla istaEsEksel olarak anlamlı 

şekilde (~%50 oranında) azalma gözlendi. 

• Sekonder mitokondri hasarı ile ilişkili nöromüsküler hastalıklarda mitokondriyal 

protein import mekanizmasında (pre-sequence/ TIM23 import yolağı) bozukluk 

olduğu saptandı. 

• pcDNA3/mito-GFP ile birlikte miR-382-5p transfekte edilmiş C2C12 hücrelerinde 

MitoGFP-TOM20 eş yerleşiminde negaEf kontrole kıyasla istaEsEksel olarak anlamlı 

şekilde ~%50 azalma olduğu saptandı. 

•  Önceki çalışmalarımızda mitokondri hasarı ile direkt ilişkilendirdiğimiz miR-382-

5p’nin miyoblast hücrelerindeki ar�rılmış ifadesinin mitokondriyal protein import 

mekanizması hasarına da neden olduğu tespit edildi. 

• Primer miyoblastlarda ilk mitokondriyal proteomik çalışması gerçekleşErildi ve 

analizler sonucunda 120 adet yüksek güvenirlilikte protein tanımlaması yapıldı. 

• OpEmize edilen “hypotonic swelling” yöntemi ile primer miyoblast hücrelerinden saf 

mitokondri izolasyonu yapıldı. Hipotonik tamponda bekleme süresi 10 dk, Dounce 

homojenizatörde vuruş sayısı 10 olduğu durumda, çekirdek ve sitoplazma 

fraksiyonlarının mitokondriyal fraksiyondan tamamen uzaklaş^rıldığı saptandı. 
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• Proteomik analizleri sonucunda, hastalık grupları (DMD, Megakoniyal KMD ve Ullrich 

KMD) ayrı ayrı kontrol bireyler ile kıyaslandığında;  

§ DMD hastasının mitokondriyal proteomunda, 33 proteinin miktarında 

ar^ş ve 21 proteinin miktarında azalış olduğu, 

§ Megakoniyal KMD hastasının mitokondriyal proteomunda, 21 proteinin 

miktarında ar^ş ve 30 proteinin miktarında azalış olduğu, 

§ Ullrich KMD hastalarının mitokondriyal proteomunda, 35 proteinin 

miktarında ar^ş ve 25 proteinin miktarında azalış olduğu tespit edildi. 

• Proteomik analizleri sonucunda, tüm hastalar (DMD, Megakoniyal KMD ve Ullrich 

KMD) tek bir grup halinde kontrol bireyler ile kıyaslandığında; ortak olarak 35 adet 

mitokondriyal proteinde miktar farklılığı olduğu, bu proteinlerin 18’inin miktarının 

hastalarda artmış, 17’sinin ise azalmış olduğu saptandı.  

• Gene Ontology (GO)’deki gen zenginleşErme analizleri sonucunda, tüm hastalara ait 

mitokondriyal fraksiyonlarda miktar farklılığı tespit edilen 35 proteinin, 

mitokondriyal membran organizasyonu, ETZ, mitokondriyal ATP sentezi, 

mitokondriyal translasyonun regülasyonu ve mitokondri organizasyonu gibi 

süreçlerde görev aldığı tespit edildi. 

• Tüm hastalara ait mitokondriyal fraksiyonlarda miktar farklılığı tespit edilen 35 

proteinin STRING (2) veri tabanında yapılan işlevsel zenginleşErme ve protein-

protein etkileşim analizleri sonucunda, bu proteinler arasında mitokondriyal protein 

importu ile ilişkili 6 protein (SLC25A6, SLC25A4, PMPCB, SPG7, TOM22, CHCHD3) 

olduğu tespit edildi. 

• Aday olarak seçilen beş mitokondriyal protein (SLC25A4, SLC25A6, PMPCB, SPG7 ve 

MRPL3) için LC-MS/MS sonuçlarının Western Blot ile validasyonu yapıldı. Analizler 

sonucunda, tüm hasta gruplarına ait primer miyoblastlardan izole edilen 

mitokondriyal fraksiyonlardaki SLC25A4 miktarının, proteomik analizler ile uyumlu 

şekilde, kontrol hücrelere kıyasla istaEsEksel olarak anlamlı derecede azaldığı tespit 

edildi. 
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• İmmünfloresan boyamalar sonucunda hasta ve kontrol bireylere ait primer 

miyoblastlarda yapılan SLC25A4 & TOM20 eş yerleşim analizinde, tüm hasta 

hücrelerinde mitokondrilerde yerleşim gösteren SLC25A4 miktarının istaEsEksel 

olarak anlamlı şekilde azaldığı saptandı. 

• SLC25A4’ün total hücredeki ifadesi RNA ve protein seviyesinde sırasıyla qRT-PCR ve 

Western Blot ile analiz edildiğinde, hastalara ait primer miyoblast hücrelerinde 

SLC25A4 ifadesinin hem protein hem de RNA seviyesinde değişmediği tespit edildi. 

• SLC25A4 gen ifadesinin DMD, Megakoniyal KMD ve Ullrich KMD primer miyoblast 

hücrelerinde azalmadığı, ancak proteinin organele yerleşiminde hata olması 

sonucunda mitokondrilerdeki miktarının azaldığı sonucuna varıldı. 

 
6.2. Öneriler 

Tez çalışması sonucunda elde edilen bulguların doğrulanması ve desteklenmesi için 

yapılabilecek çalışmalar aşağıda belirElmişEr. 

• Sekonder mitokondri hasarı ile ilişkili nöromüsküler hastalıklarda saptadığımız 

mitokondriyal protein import hatası ile bu hastalıklarda ifadesi artmış ve hedef genleri 

mitokondriyal protein importu ile ilişkili olan miR-382-5p arasındaki ilişkiyi 

aydınlatmak amacıyla bu miRNA’nın hedef genleri tanımlanabilir. Devamında 3’-UTR 

lusiferaz akEvite analizi ile miR-382-5p ile fiziksel etkileşimleri analiz edilebilir. 

• Sekonder mitokondri hasarının gözlendiği nöromüsküler hastalıklarda iskelet kas 

dokusunda ar^şını tespit etmiş olduğumuz ve mitokondriyal protein import hatası ile 

direkt ilişkilendirdiğimiz miR-382-5p’nin ifadesi hasta primer miyoblastlarında 

susturularak/azal^larak, mitokondriyal protein importunun düzelip düzelmediği 

araş^rılabilir. 

• Tez kapsamında opEmize etmiş olduğumuz mitokondriyal protein import analizi (Pre-

sequence/ TIM23 import yolağı), sekonder mitokondri hasarı ile ilişkili farklı primer 

miyoblast hücrelerinde tekrarlanarak hastalık paneli genişleElebilir. 
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• SLC25A4 proteinin mitokondriye yerleşiminden sorumlu proteinlerin ifadeleri 

incelenerek, SLC25A4’ün organele yerleşimindeki hatanın nedenleri araş^rılabilir. 

• Kontrol primer miyoblast hücrelerine membran potansiyelini düşürecek kimyasallar 

uygulanarak SLC25A4 yerleşiminin azalıp azalmadığı kontrol edilebilir. Bu şekilde, 

hastalarda azaldığı saptanan mitokondriyal SLC25A4 yerleşiminin membran 

potansiyeli ile ilişkisi aydınla^labilir.  

• Hastalara ait primer miyoblastlardaki azalmış SLC25A4 yerleşiminin ATP/ADP 

transport kineEği üzerindeki etkisi, izole edilen mitokondrilerde yapılacak olan ileri 

analizlerle incelenebilir. 

• Sekonder mitokondri hasarı ile ilişkili nöromüsküler hastalık tanısı almış hastalara ait 

iskelet kas biyopsi dokularında TOM20 ve SLC25A4 eş boyaması yapılabilir. Çalışmanın 

devamında TOM20-SLC25A4 eş yerleşiminin analiz edilmesiyle mitokondrilerde 

yerleşen SLC25A4 miktarının azalıp azalmadığı ex-vivo ortamda araş^rılabilir. 

• Total ve mitokondriyal SLC25A4 ifadesi, sekonder mitokondri hasarı ile ilişkili farklı 

primer miyoblast hücrelerinde araş^rılarak hastalık paneli genişleElebilir. 

• Hastalara ait mitokondriyal fraksiyonlarda ortak ifade ar^şı/azalışı saptanmış olan, tez 

kapsamında çalışılan beş aday protein dışındaki diğer proteinlere yönelik araş^rmalar 

gerçekleşErilebilir. Hastalara ait mitokondriyal fraksiyonlarda yapılacak Western Blot 

analizi ile bu proteinlerin ifade azalışı/ar^şı doğrulandıktan sonra, ilgili oldukları 

yolaklara ilişkin işlevsel analizler gerçekleşErilebilir. Bu şekilde, nöromüsküler 

hastalıklarda gözlenen sekonder mitokondri hasarı ile ilişkili farklı yolakların 

aydınla^lması da mümkün olabilir.  

• LC-MS/MS sonucunda elde edilen yüksek ölçekli veri setleri, tez kapsamında çalışılan 

her hastalık için ayrı ayrı değerlendirilebilir ve DMD, Megakoniyal KMD ve Ullrich KMD 

hastalıklarının patogenezlerine özgül yeni aday proteinler tanımlanabilir. 

• Mitokondriyal proteomik çalışması, sekonder mitokondri hasarı ile ilişkili farklı primer 

miyoblast hücrelerinin kullanılmasıyla ve/veya daha fazla sayıda hücreden mitokondri 
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izole edilerek tekrar edilebilir. Bu şekilde proteomik analizinin kapsamı ar�rılabilir ve 

farklı aday proteinler tanımlanabilir. 
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8. EKLER 
 

EK-1: Tez Çalışması ile İlgili E|k Kurul İzinleri 
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EK-3: Tez Çalışması Dijital Makbuz  
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