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OZET

Aksu Menges, E. Mitokondri Hasari ile iliskili N&romiiskiiler Hastaliklarda
Mitokondriyal Protein import Mekanizmasinin Arastirilmasi. Hacettepe Universitesi,
Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji Doktora Tezi, Ankara, 2024. Mitokondrilerin
islevlerini dogru olarak yerine getirebilmeleri igin, gDNA tarafindan kodlanan ve
sitozoldeki serbest ribozomlarda sentezlenen mitokondriyal proteinlerin organele
tasiniminin hatasiz gergeklesmesi gerekmektedir. Anormal mitokondri morfolojisinin,
membran potansiyeli ve ATP Uretimi azalisinin, ROS artiginin mitokondriyal protein
importunu etkiledigi gosterilmistir. Bunun yani sira, nadir néromuskiler hastaliklarda
gozlenen sekonder mitokondri hasarinin diizenlenmesinde rol alan ortak miRNA’larin
olasi hedef genlerinin mitokondriyal protein importu ile iligkili oldugu saptanmistir. Bu
amagla tez galismasinda DMD, Megakoniyal KMD ve Ullrich KMD etiyopatogenezinde
ortak ve sekonder bir bulgu olarak iskelet kasinda goézlenen mitokondri hasarinin
mitokondriyal protein import mekanizmasi ile iliskisi arastinlmistir. ilk asamada;
mitokondriyal sinyal dizisi iceren pcDNA3/Mito-GFP plazmidi kontrol ve hasta gruplarina
ait primer miyoblastlarina transfekte edilmis ve tim hastalarda MitoGFP-TOM20 es
yerlesiminde istatistiksel olarak anlamli sekilde azalma gozlenmistir. Sekonder
mitokondri hasari ile direkt iliskilendirdigimiz miR-382-5p, pcDNA3/mito-GFP ile birlikte
C2C12 hucrelerine transfekte edildiginde, MitoGFP-TOM?20 es yerlesiminde kontrole
kiyasla anlamli sekilde azalma saptanmustir. ikinci asamada; primer miyoblastlardan
mitokondri  izolasyonu  sonrasinda, LC-MS/MS ile proteomik analizler
gergeklestirilmistir. Aday proteinler arasinda, ATP/ADP transporter olarak gérev yapan
SLC25A4’Un total hiicrede RNA ve protein seviyesinde ifadesinin degismedigi, ancak
mitokondriyal fraksiyondaki miktarinin tim hastalarda azaldigi qRT-PCR ve Western Blot
ile gosterilmistir. Hastalara ait primer miyoblastlarda SLC25A4’Gn mitokondrilerde
yerlesiminin azaldigi SLC25A4-TOM20 es immiinfloresan boyamasi ile dogrulanmistir.
Tez c¢alismasi ile, patogenezinde sekonder mitokondri hasarinin goruldigiu nadir
noéromiskuiler hastaliklarda mitokondriyal import mekanizmasinin potansiyel roll
aydinlatilmis, organel hasarinin 6nlenmesi/geriye dondirilmesi amaciyla yeni ve farkli
hastalik gruplari igin ortak tedavi hedefleri tanimlanabilmesine olanak saglanmistir.

Anahtar kelimeler: Mitokondri hasari, mitokondriyal protein importu, néromuskuler
hastaliklar, proteomik analizler

Bu tez calismasi Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
(Proje No: TSA-2021-19199) ve Tirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu
(TUBITAK) (Proje No: 1237178) tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Aksu Menges, 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 relationship between mitochondrial protein import
mechanism and mitochondrial damage observed as a common and secondary finding in
the etiopathogenesis of DMD, Megaconial CMD, and Ullrich CMD was investigated. 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 reduction in
MitoGFP-TOM20 co-localization was detected compared to the control. As the second
step, proteomic analyses were performed by LC-MS/MS after isolation of mitochondria
from primary myoblasts. Although the amount of SLC25A4, which acts as an ATP/ADP
transporter, decreased in the mitochondrial fraction, it was determined that its
expression at the RNA and protein level was preserved in total cells by qRT-PCR and
Western Blot. Decreased localization of SLC25A4 in mitochondria in primary myoblasts
of patients was confirmed by SLC25A4-TOM20 co-immunofluorescence staining. With
this thesis, the potential 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 identification of common therapeutic
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 Hacettepe University Scientific Research Projects
Coordination Unit (Project No: TSA-2021-19199) and the Scientific and Technological
Research Council of Turkey (TUBITAK) (Project No: 123Z178).
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Mitokondride islevsel olan ve gDNA tarafindan kodlanan proteinlerin
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pcDNA3/Mito-GFP ile birlikte miR-382-5p veya miR-409-3p transfekte
edilmis C2C12 hiicrelerinin TOM20 antikoru ile immiinfloresan boyamasi
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1. GiRiS

Mitokondride islev goren proteinlerin blylk ¢ogunlugu (%99) genomik DNA
(gDNA) tarafindan kodlanmaktadir. Sitozolde serbest ribozomlarda sentezi gerceklesen
bu proteinlerin cesitli saperon ve translokaz proteinleri yardimiyla mitokondriye
tasinmasi islemi mitokondriyal protein importu olarak tanimlanmaktadir. Hicre
metabolizmasi ve homeostazi igin temel organeller olan mitokondrilerin islevlerini dogru
olarak yerine getirebilmeleri igin, mitokondriyal proteinlerin organele tasiniminin hatasiz
bir sekilde gerceklesmesi gerekmektedir. Mitokondriyal protein import hatalarinin bircok
farkh hastaligin patogenezinde primer veya sekonder etkisinin oldugu bilinmektedir.
Primer mitokondriyal protein transport hatalari, mitokondriyal proteinlerin sinyal
dizilerindeki veya mitokondriyal protein importunda gorevli proteinleri kodlayan
genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (3-7). Ancak son vyillarda, farkl genetik
temelleri olmasina ragmen ortak olarak néronlarda mitokondriyal hasarin saptandigi
birgok nérodejeneratif hastalikta da sekonder olarak mitokondriyal protein importunun
etkilendigi sonucuna ulasiimistir (8-10).

Mitokondriyal miyopatiler disinda kalan, genetik ve patolojik olarak farkli birgok
néromuskiler hastalikta ortak ve sekonder bir bulgu olarak iskelet kasinda mitokondri
hasari (anormal mitokondri morfolojisi, diisik membran potansiyeli, azalmis Adenozin
trifosfat (ATP) (retimi ve reaktif oksijen tirleri-ROS artisi) gozlenmekte olup,
mitokondriyal protein import mekanizmasinin bu yolaktaki potansiyel islevi glinimize
kadar arastirilmamistir. Mitokondriyal protein importu ile organel morfolojisinin siki bir
etkilesim icerisinde oldugu bilinmektedir. Mitokondri membraninda yer alan birgok
protein dual rol oynayarak hem organel morfolojisinin hem de protein importunun
diizenlenmesine katki saglamaktadir (11-14). Ayni zamanda, farkli gruplar tarafindan
yapilan birgok calismada azalmis ATP {retiminin mitokondriyal protein importunu
etkiledigi saptanmistir. ATP Uretimi ve protein importu karsilikli olarak birbirini etkileyen

iki biyolojik surectir (15-17). Mitokondriyal protein importunun diizenlenmesinde rol



oynayan faktorlerden biri de mitokondri membran potansiyelidir. Mitokondri matriksinin
negatif yukli olmasi, N-terminalinde kesilebilir pozitif sinyal dizisi iceren mitokondriyal
proteinlerin transport sirecini hizlandirmaktadir (18). Bunun yani sira, translokaz
kompleksleri voltaj bagimh olarak aktiflestiklerinden, membran potansiyelindeki
bozulmanin mitokondriyal protein importunu etkileyebilecegi 6ngorilmektedir (19, 20).
Dolayisiyla, néromuskuler hastaliklarda iskelet kas dokusunda saptanmis olan mitokondri
islevlerindeki hatalar, mitokondriyal import mekanizmasi hasarinin nedeni ya da sonucu
olarak karsimiza ¢ikma potansiyeline sahiptir.

Bunun yani sira, grubumuz tarafindan yapilan bir ¢alismada farkh genetik
temelleri olan nadir néromdiskiler hastaliklarda (Duchenne Miskiler Distrofi (DMD),
Megakoniyal Konjenital Muskiler Distrofi (KMD), Ullrich KMD ve alfa-distroglikanopati)
gbzlenen ortak mitokondri hasarinin (21-28) dizenlenmesinde rol alan ortak mikroRNA
(miRNA) profili belirlenmistir. miRNA mikrodizin analizi sonucunda, 17 miRNA'nin analiz
edilen tim hasta gruplarinda, kontrol 6rneklere kiyasla, ifade degisikligi gosterdigi
saptanmistir. Gene Ontology (GO)- ‘Biyolojik Siire¢’ kategorisinde gen zenginlestirme
analizi sonuglarina gore, 17 miRNA igerisinden 8 tanesinin olasi hedef genlerinin
mitokondriyal protein importuile iliskili oldugu tespit edilmistir (29). Bu ¢alismaya yonelik
verilerimiz, mitokondri hasarinin gozlendigi farkli néromuskiler hastalik gruplarinda
ortak olarak mitokondriyal protein importunun etkilenmis olabilecegini disindirmustur.
Ek olarak, membran fosfolipitlerinin mitokondri import mekanizmasi ile iliskisine yénelik
literatlr calismalar, fosfatidilkolin (PC) biyosentez hatasi ile karakterize olan ve
arastirmalarimizda mitokondri hasari (anormal mitokondri morfolojisi, mitokondriyal
fisyon azalisi, ATP seviyesi azalisi) (30) saptamis oldugumuz Megakoniyal KMD
hastaliginda protein importunun etkilenmis olabilecegini dislindiren bulgular
icermektedir. Mitokondri membran lipitlerinin miktari ve vyerlesiminin, translokaz
komplekslerinin dogru yerlesimini ve stabilizasyonunu etkileyerek, mitokondriyal protein
importunu  dizenledigi duslinilmektedir (31). Ayrica, membran lipitlerinin

biyogenezinden ve modifikasyonlarindan sorumlu enzimleri kodlayan genlerde



saptanmig olan mutasyonlar protein import hatalarina yol agmaktadir. Ayrica, mitokondri
membranlarinda en ¢ok bulunan lipit olan PC eksikliginin translokaz komplekslerinin
stabilizasyonunu bozdugu da saptanan bulgular arasindadir (32, 33).

On calismalarimiz ve literatiir verileri dogrultusunda tez calismasinda; farkl
nikleer genlerin sorumlu oldugu nadir néromiuskiler hastaliklardan; DMD, Megakoniyal
KMD ve Ullrich KMD etiyopatogenezinde gbzlenen mitokondri hasarinin mitokondriyal
protein import mekanizmasi ile iliskisi arastirlmistir. Bu amagla ilk asamada, Londra-
Noromuskiiler Hastaliklar Merkezi Biyobankasi (MRC CNMD Biobank London, Dubowitz
Neuromuscular Unit, Institute of Child Health)'ndan getirtilen hasta ve kontrol primer
miyoblastlarinda mitokondriyal protein import mekanizmasindaki (pre-sequence/ TIM23
import yolagi) olasi hasarin arastiriimasina yonelik islevsel analizler gergeklestirildi.
Aconitase 2 (ACO2) proteinine ait mitokondriyal sinyal dizisi iceren pcDNA3/Mito-GFP
plazmidi primer miyoblastlara transfekte edildi ve hasta ve kontrol bireylere ait transfekte
hiicrelerde mitokondrilerde yerlesim gésteren GFP miktarlari karsilastirmali olarak analiz
edildi. Bunun vyani sira, sekonder mitokondri hasarinin goézlendigi néromduskuler
hastaliklarda iskelet kas dokusunda artisini tespit etmis oldugumuz ve mitokondri hasari
ile direkt olarak iliskilendirdigimiz miR-382-5p’nin mitokondriyal protein import
mekanizmasi hasari ile iliskisi aragtirildi. Tez galismasinin ikinci asamasinda ise; hasta ve
kontrol primer miyoblastlarindan mitokondriyal fraksiyon izole edildi ve kalite kontrol
asamalari sonrasinda LC/MS-MS ile proteomik analizler gergeklestirildi. Elde edilen
yuksek Olgekli veri setlerinin degerlendirmesi ile hasta ve kontrol hiicreleri arasinda
mitokondriyal fraksiyondaki miktarlari istatistiksel olarak anlamli sekilde degisen ve
mitokondriyal protein importu ile iligkili aday proteinler tespit edildi. Mitokondriyal
fraksiyon proteinleriyle yapilan Western Blot analizi ile LC/MS-MS sonuglarinin
dogrulandig dncelikli aday proteinin total hiicredeki ifadesi RNA ve protein seviyesinde
sirastyla Western Blot ve kantitatif gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PZR)

ile, mitokondrilerdeki yerlesimi immuinfloresan boyama ile analiz edildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mitokondri ve islevleri

Mitokondriler, hiicrelerin yasamsal fonksiyonlarinin devamliligi igin gerekli olan
temel biyoenerjetik ve biyosentetik yolaklarda kritik rolleri olan bakteri kokenli
organellerdir. Hiicre igerisinde agsi bir morfolojiye sahip olan organel; i¢ ve dig membran,
membranlar arasi bosluk (intermembrane space-IMS) ve matriks kismi olmak tzere dort
temel kissimdan olugmaktadir. Dis membranda, voltaj bagimli anyon kanali veya porin adi
verilen beta (B) tabaka yapili ici sulu kanallar mevcut olup, kiiglik molekiil ve iyonlarin
serbest diflizyonuna olanak saglar (34). Bu nedenle IMS, sitoplazma ile ayni pH ve iyonik
kompozisyona sahiptir ve dis membran boyunca elektrokimyasal gradyani yoktur (35).
Bunun yani sira dis membranda mitokondri dinamiginde gorevli proteinler bulunmaktadir
(36). Mitokondri ic membraninin %80’i proteinlerden olusmaktadir (37). ATP Uretiminin
temel bolgesi olan ic membran, iyon ve kiiglik molekillere gegirgen degildir; bazi iyonlar,
protonlar, fosfat, temel metabolitler, ATP ve ADP igin 6zel tasiyici proteinler mevcuttur
(38). Bu sekilde oksidatif fosforilasyon (OXPHQOS) icin gereken proton gradyani korunmus
olur (39, 40). Elektron transport zinciri (ETZ) kompleksleri ve ATP sentazin yani sira, i¢
membranda ATP/ADP ve kiiciik metabolit tasiyici proteinler yer almaktadir. ic membran,
solunum zincirinin proteinlerinin yogun olarak bulundugu ve biyomembranlardaki en
fazla protein miktarina sahip (%70 oraninda) krista adi verilen biiylk girintiler olusturur
(39). Kristanin dis membran ile baglanti yaptig noktalarda bulunan 6zel membran
proteinleri, difiizyon bariyeri olustururken, organelin i¢ ve dis membranini birbirine
baglar (41). Oksidatif metabolizmanin merkezi yolagi olan sitrik asit donglsiiniin
gerceklestigi organelin matriksinde yaklasik 16.6 kilobaz (kb) uzunlugunda organel
genomu bulunmaktadir. Hiicre igerisinde farkh sayilarda bulunabilen halkasal yapidaki
mitokondriyal DNA (mtDNA) 37 gen igermekte olup, solunum zinciri komplekslerinin
belirli alt Gnitelerini kodlayan 13 polipeptitin yani sira, 22 mitokondriyal tRNA ve 2

mitokondriyal rRNA sentezinden sorumludur (42).



Mitokondriler hiicre igerisinde endoplazmik retikulum (ER), lizozom, peroksizom,
cekirdek, golgi aygiti gibi organellerle etkilesim igerisinde galisarak, oksijenli solunum ve
yag asitlerinin B-oksidasyonu gibi biyoenerjetik yolaklarda ve aminoasit, nlikleotit sentezi
gibi biyosentetik yolaklarda merkezi rol oynamaktadir. Bunun yani sira, apoptoz, hiicresel
ROS ve Ca*? sinyalizasyonu, demir-silfiir (Fe-S) biyogenezi ve cekirdek genomunun
epigenetik regiilasyonu yolaklarinda da islevsel olduklari bilinmektedir (43-51).

Mitokondrilerin yasam doéngtisli, mitokondriyal biyogenez ile baslayip, hasarli
mitokondrilerin lizozomlarda sindirilmesi islemi olan mitofaji ile son bulur. Ozellikle enerji
ihtiyacinin fazla oldugu iskelet kasi, kalp kasi, néronlar ve kas-sinir kavsaklarinda fazla
sayida olacak sekilde, enerji ihtiyacina gore hiicre ve dokularda farkli sayilarda mitokondri
bulunmaktadir (52). Hicrenin metabolik ve enerji ihtiyaglarinin yani sira, stres
durumunda da hiicre kaderini belirlemek amaciyla mitokondriyal biyogenez ve mitofaji
arasindaki dinamik denge ile mitokondri igerigi belirlenebilir (53, 54). Bu yasam
dongisiinde oldukga dinamik yapida olan mitokondriler, stirekli olarak flizyon ve fisyon
gecirerek farkli morfolojilerde gozlemlenebilirler. Mitokondriyal biyogenez sirasinda,
mitokondriyal proteom ve mtDNA'nin esit dagilmasiyla bir mitokondriden iki 6zdes
saghkli mitokondri olusturulurken; mitokondriyal fisyon mekanizmasinda tek bir
organelin iki heterojen mitokondriye ayrilmasi gergeklesmektedir (55). Mitokondriyal
fisyon, artan oksidatif stres, mitokondriyal depolarizasyon ve azalan ATP Uretimi ile
iliskilidir (56). Baslangigta ayri olan iki mitokondrinin hem i¢ hem de dis membranlarinin
koordineli olarak birlesmesi islemi olan mitokondriyal flizyon ise, mtDNA mutasyonlari ve
okside olmus proteinlerin seyreltilmesiyle, biyoenerjetik verimliligi artirarak sinirli
besinlerle bile ATP Uretimini korur ve dolayisiyla hiicrenin canlihigini korumasini saglar
(57, 58). Bagka bir deyisle, mitokondriyal fisyon normal ve hasarli bilesenleri yavru
organellere bolustlrerek hasarli organelin mitofaji ile segici olarak ortadan kaldiriimasini
saglayan kritik bir triyaj islevi gergeklestirirken; mitokondriyal biyogenez ve flizyon stirekli
olarak saglkli yavru mitokondriyi onarmak, yenilemek ve mitokondri havuzuna yeniden

dahil etmek igin galisir. Fisyon-flizyon dénglisi saglikli bir sekilde devam ettigi siirece,



hasarli organeller uygun sekilde yok edilirken saglkl organeller de surekli

yenilenmektedir (59).

2.2. Mitokondriyal Protein import Mekanizmalari

Mitokondrilerin hicresel islevlerini yerine getirebilmeleri igin organele protein,
metabolit, lipit ve niikleotit tasiniminin dogru bir sekilde gerceklesmesi gerekmektedir.
Mitokondriyal transport terimi (Gene Ontology- GO:0006839), protein, metabolit, lipit ve
nikleotit (DNA, RNA, NAD, FAD vb.) tasinim yolaklarini kapsamaktadir. Ancak, giiniimuize
kadar en iyi aydinlatilmis ve Uzerine en ¢ok calisilmis olan mekanizma mitokondriyal
protein import mekanizmasi yolagidir.

Memeli mitokondriyal proteomu, %99’u gDNA tarafindan kodlanan yaklasik 1500
kadar proteinden olusmaktadir (60). gDNA'dan kodlanan proteinlerin mitokondriye
hedeflenmesi dért temel asamada gerceklesmektedir. ilk asamada sitozolde serbest
ribozomlar tarafindan sentezlenen mitokondriyal dnciil (prekiirsér) proteinler, genel veya
spesifik hedefleme faktorleri tarafindan taninir, membrana hedeflenir ve son olarak
translokazlar yardimiyla islev gorecegi hedef organel kompartmanina yerlestirilir (61-63).
Mitokondriye katlanmamis bir konformasyonda import edilen 6ncil proteinlerin
mitokondri dis membraninda bulunan reseptorlere baglanmasinda cesitli saperon
proteinleri ve katlama faktorleri rol oynamaktadir (64-66). Translokaz kompleksleri ise,
farkl gorevleri olan ve birgok alt tinitenin bir araya gelerek olusturdugu devasa yapilardir.
Bu alt Unitelerden bazilari 6ncill proteinleri taniyan reseptér veya saperon gorevi
gorirken, bazilari da kompleksin stabilizasyonundan sorumludur (14, 67).

Mitokondriyal oncil proteinler, icerdikleri posta kodu benzeri sinyal dizileri
sayesinde organelin farkli kompartmanlarina yonlendirilirler. Mitokondriyal proteinlerin
yaklasik %601, N-terminalinde pozitif yukli, kesilebilir matriks hedefleme dizisi (matrix-
targeting signal - MTS) ile sentezlenir (68). Presequence olarak da isimlendirilen bu

hedefleme dizileri, yaklasik 8 ila 80 amino asit uzunlugunda olup, negatif amino asit



rezidileri icermemekte ve serin, treonin gibi bol miktarda hidroksillenmis rezidiler
barindirmaktadir. Bunun yani sira, matriks hedefleme dizileri hem pozitif yiikli hem de
hidrofobik bolgelere sahip amfipatik alfa (o) heliksler olusturur ve proteinin matrikse
importunu kolaylagtirmaktadir. Esas olarak matriks ve i¢ membran proteinlerinde
bulunan bu hedefleme dizilerinin, bazi IMS proteinlerinde ve hatta dis membranda
yerlesik olan proteinlerde de mevcut olabildigi saptanmistir (68-72). ic membrani ¢ok kez
gecen proteinlerin blylk bir kismi ise, ozellikle transporter'lar ve i¢ membran
translokazlarinin temel bilesenleri, N-terminallerinde hedefleme sinyali tasimazlar.
Bunun yerine transmembran domainlerine yakin olan internal sinyalleri kullanirlar (73).
Dis membran proteinleri de matriks hedefleme dizilerinden yoksundur ve mitokondriyi
hedeflenmelerini saglayan heterojen sinyal dizilerine sahiplerdir. Ek olarak, IMS'de
yerlesik olan proteinlerinin gogu diisiik molekiiler agirhga (7-20 kDa) sahiptir ve genellikle
sisteince zengin motifler, dolayisiyla disulfit baglar igerirler. Bu motiflerin, 1IMS
proteinlerini membranlar arasi bosluga hedeflenmesi igin gerekli ve yeterli oldugu
gosterilmistir (74, 75).

Onciil proteinlerin mitokondriye hedeflenmesine iliskin literatiirde cok sinirli bilgi
bulunmaktadir. Mitokondriyal protein importunun biyuk kisminin post-translasyonel
olarak Heat shock proteins 70 (Hsp70) ailesi saperonlari ve bunlarin kofaktorleri
aracihginda gergeklestigi bilinmekle birlikte, bazi i¢ membran proteinlerinin de
translasyon sirasinda mitokondrinin dis membraninda lokalize olan mRNA-baglama
faktord yardimiyla import edildigi rapor edilmistir (65, 76-78). Son yillarda yapilan
calismalarda ise, hidrofobik yapidaki 6nclil membran proteinlerinin bir kisminin ER
yuzeyinde bulunan proteinler yardimiyla mitokondriye hedeflenebildigine dair kanitlar
sunulmustur (79).

GUnumize kadar yapilan c¢alismalarda organelin farkhh kompartmanlarina
yerlesecek proteinlerin taginimi igin farkl hedef dizilerini taniyan 5 ana protein import
yolagl tanimlanmistir (Sekil 2.1). Dis membranda bulunan translocase of the outer

membrane (TOM) kompleksi tim mitokondriyal proteinler igin ana giris kapisi islevi



gormektedir. Presequence-MTS igeren matriks proteinlerinin blyik ¢ogunlugu ve ig
membran proteinlerinin bir kismi TIM23/presequence import yolagi ile organele
tasinmaktadir. Bu proteinler 6nce dis membranda bulunan TOM kompleksi ve daha sonra
ic membranda yerlesik olan translocase of the inner membrane (TIM23) translokaz
kompleksi yardimiyla organele tasinmaktadir (80, 81). Matriks 6ncul proteinleri ilk olarak,
TIM23 kompleksinin Tim21’den bagimsiz presequence translocase-associated motor
(PAM) ile etkilesmesiyle ve ATP-bagimli Hsp70 yardimiyla matrikse tasinirlar (16, 82).
Daha sonra, mitochondrial processing peptidase (MPP) tarafindan sinyal dizileri kirpilir ve
olgun protein haline getirilirler (83). Presequence igceren i¢ membran proteinleri de
benzer bir yolakla TIM23 kompleksinin PAM’den bagimsiz olarak Tim21 proteini ile
etkilesmesi sonucu membrana yerlesirler. Ancak, kesilmeyen internal sinyal dizileri
tasiyan ve i¢ membrani birgok kez gegen hidrofobik transporter proteinler (6rn. metabolit
transporter) ise, 6nce TOM kompleksi, ardindan membranlar arasi bosluktaki kiiciik TIM
saperonlari (Tim9/Tim10) ve devaminda carrier/TIM22 translokazi aracilhiglyla membrana

yerlestirilmektedir. Bu yolak carrier/TIM22 yolagi olarak adlandiriimistir (84-86).
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Sekil 2.1. Mitokondride islevsel olan ve gDNA tarafindan kodlanan proteinlerin farkli
yolaklar araciligi ile organele tasinmasi (mitokondriyal import yolaklari) Wiedemann ve
ark.(1)’ndan uyarlanmistir. Farkli mitokondriyal import yolaklari, farkh renkteki oklarla
belirtilmistir; kahverengi: presequence/TIM23 import yolagi, mavi: MIA yolagi, kirmizi:
SAM vyolagi, yesil: carrier/TIM22 yolagi, pembe: MIM yolagi.

Mitokondrinin dis membraninda islev géren proteinlerin organele transportu igin
iki ana yolak tanimlanmistir. Bunlardan ilki, B-figi yapidaki éncil proteinlerin 6nce TOM
kompleksi ve kiiclik TIM saperonlari, ardindan sorting and assembly machinery (SAM)
kompleksi aracihgiyla dis membrana yerlestirilmesini kapsar (SAM yolagi) (87). Diger
yolak ise a-heliks yapidaki oncll transmembran proteinlerinin mitochondrial import
(M1IM) kompleksi yardimiyla dis membrana yerlestiriimesinden sorumludur (MIM yolagi)
(88-90).

Ote yandan, bircok membranlar arasi bosluk proteini tasidiklar karakteristik
sisteince zengin motifleri sebebiyle TOM kompleksi ve mitochondrial import and
assembly (MIA) proteinleri yardimiyla membranlar arasi bosluga yonlendirilirler. Bu yolak

da MIA yolagi olarak bilinmektedir (91, 92).
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Bunun yani sira, mitokondriyal genom tarafindan kodlanip organel matriksindeki
ribozomlarda sentezlenen ic membran proteinleriise, oxidase assembly (OXA) translokazi

yardimiyla i¢ membrana yerlestirilirler (93).

2.3. Mitokondriyal Protein import Hatalari ile iliskili Hastaliklar

Mitokondrilerin iglevlerini yerine getirebilmeleri igcin gDNA tarafindan kodlanan
proteinlerin organele transportunun hatasiz gergeklestirilmesi kilit rol oynamaktadir.
Mitokondriyal protein transport hatalarinin kanser, noérodejeneratif hastaliklar ve
multisistemik hastaliklar gibi birgok farkli hastaligin patogenezinde primer veya sekonder
olarak rol oynadigi bilinmektedir.

Primer mitokondriyal protein import hatalari, proteinlerin organele hedefleme
dizilerindeki veya mitokondriyal importta gorevli proteinleri kodlayan genlerdeki
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (3-7). Mitokondriyal enerji metabolizmasinda gorevli
olan pirtivat dehidrogenaz E1 alfa (PDHA1) geninin mitokondriyal hedefleme dizisindeki
tek nikleotit degisiminin ilgili proteinin mitokondriye transportunu azalttigl ve piriivat
dehidrogenaz eksikligi fenotipine yol agtigi gosterilmistir (7). Bunun yani sira,
mitokondriyal membranlar arasi boslukta gérevli kiigiik saperon protein kodlayan TIM8A
genindeki mutasyonlar TIM23 import yolaginin aksamasina yol agmakta ve nadir, ilerleyici
bir nérodejeneratif hastalik olan sagirlik-distoni-optik néronopati sendromuna sebep
olmaktadir (6). Ek olarak, DnaJ Heat Shock Protein Family Member C19 (DNAJC19-
TIMM14) genindeki mutasyonlar ise yine TIM23 yolagini negatif yonde etkileyerek ataksi
ve dilate kardiyomiyopati fenotipini olusturmaktadir (3, 5). TIM22 kompleksinin alt
Unitelerinden biri olan Agilgliserol kinaz (AGK) enzimini kodlayan gendeki mutasyonlar ise
mitokondriyal hastaliklardan biri olan Sengers sendromu ile iliskilendirilmistir (4).

Son yillarda yapilan galismalarda, primer mitokondriyal protein import hatalari
disinda, farkli genetik temelleri olan bir¢ok nérodejeneratif hastalikta sekonder olarak

mitokondriyal protein importunun etkilendigi goriilmektedir. Alzheimer hastalarina ait
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post-mortem beyin dokularinda truncated amiloid prekiirsér proteinin (APP) TOM40 ve
TIM23 proteinleri ile kompleks olusturarak mitokondriyal import kanallarinda biriktigi ve
organele protein importunu bozdugu tespit edilmistir (8). Bu calismada Alzheimer
hastaliginin patogenezindeki sekonder mitokondriyal hasarin aydinlatiimasi yolunda
onemli bir adim atilmistir. Ek olarak, Parkinson hastaliginda ise post-translasyonel
modifikasyona ugramis a-sinlklein proteininin TOM20 translokazina baglanarak onun
TOM22 ile etkilesimini bozdugu ve mitokondriyal protein importunu engelledigi
saptanmistir (9). Diger taraftan Huntington fare modelinde pre-semptomatik dénemde,
mutant huntingtin (HTT) proteininin TIM23 kompleksi ile etkilesime girerek
mitokondriyal importu negatif etkiledigi gorilmis ve bu mitokondri patolojisinin
hastaligin erken evrelerinde ortaya ¢iktigi icin tedavi hedefi olabilecegi 6ne surilmustir

(94).

2.4. Noromiiskiiler Hastaliklarda Mitokondri Hasari

Mitokondriyal hastaliklar, mtDNA veya gDNA'daki mutasyonlara bagl olarak
organel yapi ve islevinin bozulmasindan kaynaklanan, genetik olarak aktarilan ve ¢oklu
sistem bozukluklarinin goruldiga heterojen bir hastalik grubudur (95). Solunum
zincirinde, transportta, sinyal iletiminde, protein vyerlesiminde veya dinamik
mitokondriyal aginin flzyon/fisyon mekanizmalarinda gorevli proteinleri kodlayan
genlerde mutasyon gorilebilir (96). Ek olarak, tasiyict RNA (tRNA) ve ribozomal RNA
(rRNA) kodlayan genlerdeki ve organel genomunun kodlamayan bélgelerindeki (6rn.
mtDNA D-/loop) mutasyonlar da mitokondriyal hastaliklara neden olabilir (95). Ancak,
siklikla OXPHOS mekanizmasinda gorevli mitokondriyal proteinleri kodlayan genlerde
mutasyonlar gorilmektedir (96). Mitokondriyal hastaliklar ¢ogunlukla enerji ihtiyaci
ylksek olan kas ve sinir dokularini etkilemekle birlikte herhangi bir organ veya dokuyu da
etkileyebilecegi bilinmektedir (97).

Mitokondriyal patofizyolojiyi tanimlamak igin “Primer ve sekonder mitokondriyal

hastaliklar” terimleri kullanilir. Primer mitokondriyal hastaliklar, bir bagka deyisle primer
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mitokondriyal solunum zinciri hatalari (mitokondriyal miyopatiler), oksidatif
fosforilasyonda ve bu sirecin diizenlenmesinde gorevli proteinleri kodlayan genlerdeki
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (96, 98). S6zkonusu genlerden 13 tanesi mtDNA'da
bulundugu igcin maternal kalihm gostermekte, geriye kalan ve gunimize kadar
mitokondri ile iligkisi tanimlanmis 300 kadar gen ise gDNA’da bulundugu igin iliskili oldugu
hastalik gruplari otozomal kalitim paternine uyum gostermektedir (99). Oncelikli olarak
iskelet kasi ve sinir sistemi bulgulari ile karakterize olan, pleiotropik ve multisistemik
semptomlar goérilen bu hastalik gruplari, direkt organel islevi ile iliskili olduklarindan,
mitokondri islev ve morfoloji kaybi bu hastaliklarda beklenen bir bulgu olarak karsimiza
citkmaktadir. Primer mitokondri hastaliklarinin blyik cogunlugunda (Chronic progressive
external ophthalmoplegia (CPEQO), mitochondrial encephalomyopathy lactic acidosis
stroke-like episodes (MELAS), myoclonus epilepsy ragged-red fibers (MERRF), Koenzim
Q10 eksikligi, timidin kinaz 2 eksikligi, Kearns-Sayre sendromu) miyopati bulgulari
gozlenmektedir.

Sekonder mitokondriyal hastaliklar ise, mitokondri islevi ile direkt
iliskilendirilemeyen, farkli genetik ve/veya gevresel etmenlere bagl olarak ortaya ¢ikan
hastaliklar gurubudur. Kardiyovaskiiler ve ndrodejeneratif hastaliklar ve kanser gibi
birgok farkli hastaligin mitokondriyal islev ve morfoloji kaybi ile iliskili oldugu
saptanmistir. Bu grupta yer alan hastaliklar, mitokondriyal islevleri dlzenleyen
yolaklardaki degisimlerden veya oksidatif stresi arttirip hastaliklarin klinik seyrini
kotulestirerek sekonder mitokondriyal islev bozukluguna yol agabilen faktérlerden
kaynaklanabilmektedir (95, 98). Primer mitokondriyal hastaliklar disindaki genetik ve
patolojik olarak farkh birgok néromuskiler hastalikta da (6rn. Duchenne Miskuler Distrofi
(DMD), Megakoniyal Konjenital Miskiler Distrofi (KMD), Spinal miskiler atrofi (SMA) ve
Amiyotrofik Lateral Skleroz (ALS)) ortak bir bulgu olarak iskelet kasinda mitokondri hasari
(anormal mitokondri morfolojisi, diisik membran potansiyeli, azalmig ATP lretimi ve

reaktif oksijen tirleri (ROS) artisi) gozlenmektedir (21-28).
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X'e bagli resesif kaliim gésteren DMD hastaligi (OMIM #310200), Distrofin (DMD)
genindeki mutasyonlardan kaynaklanan ve kas kaybi ile karakterize, ciddi ilerleyici bir
néromuskiler hastaliktir (100). Hastalarin genellikle 2-3 yas civarinda merdiven ¢ikmada
zorluk, paytak ylriyus ve sik disme semptomlari ile klinige basvurduklari, gogunlukla 10-
12 yas civarinda tekerlekli sandalyeye bagimli hale geldikleri ve 20 yas civarinda solunum
destegine ihtiyac duyduklari bilinmektedir. ideal bakimla, DMD'li hastalarin ¢ogu 20 ila 40
yaslari arasinda kalp ve/veya solunum yetmezliginden hayatlarini kaybetmektedirler
(101, 102). Distrofin proteinini kodlayan DMD genindeki ¢ergeve kaymasina sebep olan
delesyon/duplikasyon tipi mutasyonlar (out-of-frame) ve anlamsiz mutasyonlar DMD
hastaligina sebep olurken; cerceve kaymasina sebep olmayan (in-frame) mutasyonlar ise
daha ge¢ baslangigli ve daha hafif semptomlarla seyreden Becker miskiiler distrofi (BMD)
(OMIM #300376) hastaligina sebep olmaktadir (103). Distofin proteini hiicre iskeleti F-
aktinini, N-terminal ve C-terminal domainleri araciligiyla ekstraseliiler matrikse (ECM)
baglar. Distrofinin Uretilmemesi/az Uretilmesi, kas lifi membraninin asiri kirilgan ve
gecirgen olmasina, kalsiyum homeostazinda dulzensizlige ve oksidatif hasara yol
acmaktadir. Bu sebeple, yas ile birlikte kas nekrozu baslar ve kaslarin rejenerasyon
kapasitesinin diismesiyle de kas dokusunun yerini bag ve yag dokusu alir. DMD fare
modelinde (muscular dystrophy X-linked - mdx) yapilan galismalarda subsarkolemmal
mitokondri sayisinda ve ATP lretiminde azalma saptanmistir (25, 104-106). mdx fare
modelinde yapilan diger ¢alismalarda ise, mitokondri dinamiginde gorevli proteinlerin
ifadelerinde degisiklik, mitokondri membran potansiyelinde ve mtDNA kopya sayisinda
azalig, ROS uretiminde artis ve oksidatif stres artisi gbzlenmistir (28, 107). DMD tedavi
secenekleri iki grupta incelenebilir. ilkinde distrofin islevini diizeltiimesi amaciyla gen
(ekzon ve dur kodonu atlanmasi, genom diizenleme, islevsel gen ilavesi) ve hiicre temelli
(protein replasmani) tedavi secenekleri bulunurken; ikinci grupta ise, hastaligin patolojik
etkilerini (inflamasyon, fibrozis vb.) hedefleyerek kas hasarini geriye déndirmeye yénelik
farkli tedavi segenekleri sunan klinik dncesi ve klinik ¢alismalar bulunmaktadir (108). Kas

dokusundaki oksidatif stresi azaltmak ve mitokondrinin solunum kapasitesini artirmak
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amaciyla da Coenzyme Q10, /debenone ve N-acetylcysteine (NAC) gibi ilaglar siklikla
kullanilmaktadir (109-111).

Megakoniyal KMD (OMIM #602541) hastalig, fosfatidilkolin (PC) sentezinde
gorevli olan Kolin Kinaz Beta (CHKB) enzimini kodlayan gendeki mutasyonlardan
kaynaklanan ve otozomal resesif kalitilan nadir bir noromuskiler hastaliktir (112-114).
GUnumize kadar g¢ogunlugu Tirk olmak Uzere yaklasik 40 hasta rapor edilmis olup
hastalarin ¢ogunda gorilen semptomlar; cocukluk/bebeklikte baslayan ilerleyici kas
glgsiizlUgl, mental retardasyon, otistik davranislar, iktiyozis ve kardiyomiyopatidir (112,
115, 116). Hastalikta fosfatidilkolin eksikligine bagh olarak kas liflerinde sarkolemmaya
yakin yerlesen asiri buyik (megakoniyal) mitokondriler gorilmektedir (112, 113).
Hastaligin fare modelinde (rostrocaudal muscular dystrophy- rmd) mitokondriyal ATP
uretiminin ve mtDNA kopya sayisinin azaldigi, ROS uUretiminin ve mitofaji seviyesinin
arthg tespit edilmistir (117). Bunun yani sira, megakoniyal KMD hastalarina ait iskelet
kas dokusunda solunum kompleks aktivitelerinde azalis ve krista yapisinda bozulmalar
oldugu gosterilmistir (21, 24, 118, 119).Grubumuz tarafindan Megakoniyal KMD
hastaligina yonelik olarak primer miyoblastlarinda yapilan galismalarda, mitokondri
morfolojisinin ve yerlesiminin bozuldugu, solunum kapasitesinin ve ATP Uretiminin
azaldig, nudkleotit havuzunun azaldigi ve mitokondriyal fisyonda gorevli temel
proteinlerin ifadesinin kontrol hiicrelere kiyasla diistligu tespit edilmistir (120). Fare
modelinde yapilmis olan bir calismada adeno-assosiye viral 6 (AAV6) vektor ile Chkb gen
ilavesi ve Chka (Chkb’'nin paralogu) ifadesinin arttirilmasi ile tedaviye katki saglanmistir
(121). Baska bir calismada ise, fare modelinde mitokondriyal yag asitlerinin beta
oksidasyonunun azaldigi, yaglarin triagilgliserolden zengin yag damlaciklari seklinde
depolandigl ve peroxisome proliferator-activated receptors (Ppars) ifadelerinin azaldig
tespit edilmistir. Ppar agonisti ile birlikte kolin verilmesinin mitokondriyal yag asidi beta
oksidasyonunu artirarak yag damlacigi birikimini 6nledigi ve Chka izoformunun ifadesini

artirarak kas hiicresi hasarini 6nledigi 6ne strtlmastar (122).
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Kollajen VI kas distrofileri, Bethlem miyopati (OMIM# 158810) ve Ullrich
konjenital miskiler distrofi (Ullrich KMD: OMIM# 254090), Kollajen tip Vl alfa 1, 2 ve 3
genlerindeki (COL6A1, COL6A2 ve COL6A3) genlerindeki mutasyonlardan kaynaklanan
ilerleyici bir néromuskuler hastalik grubudur. Ullrich KMD konjenital baslangigh siddetli
kas zayifligi, siklikla omuz, dirsek, kal¢a, diz ve ayak bilegi kontrakturleriyle birlikte
ambulasyonu sinirlandiran belirgin distal eklem gevsekligi ile karakterize siddetli, ilerleyici
bir hastaliktir. Bethlem miyopati ise genellikle erken gocukluk déneminde, bazen de
yetiskinlikte baglayan, proksimal kas zayifligi ve parmaklari, bilekleri, dirsekleri ve ayak
bileklerini etkileyen fleksiyon kontraktirleri ile karakterize, hafif ilerleyici bir hastaliktir.
Bu hastalarin normal bir yasam beklentisi vardir ancak ileriki yagamlarinda ambulasyon
icin yardima ihtiya¢ duyabilirler. Bazi mutasyon tiplerinde kollajen VI ifadesi tamamen
kaybolurken, diger mutasyon tiplerinde mutant kollajen VI kas ECM’de bol miktarda
bulunur, ancak normal ECM organizasyonu ve kas islevi i¢cin 6nemli olan protein-protein
etkilesimlerini olusturamaz (123-126). Ullrich KMD fare modelinde (Col6al™") ve
hastalara ait primer miyoblastlarda mitokondri morfolojisinin, krista yapisinin ve iglevinin
bozuldugu saptanmistir (27). Hastaligin tedavisine yonelik olarak mitokondri islev kaybini
diizeltmek ve apoptozu baskilamak amaciyla siklosporin A bilesigi ve anti-apoptotik ilag
denemeleri ile diglik protein diyeti uygulamasi gibi klinik éncesi ve klinik ¢alismalar
mevcuttur (127-129).

Ozellikle iskelet kasi ve néron gibi yiiksek enerji kullanimina gereksinim duyan
hicre ve dokularda ATP Uretimini maksimum seviyeye c¢ikarmak igin fazla sayida
mitokondri bulundugu duistnilecek oldugunda, hicresel mikrogevredeki bilinmeyen
etmenlere bagl olarak organel seviyesinde gozlenen islev ve morfoloji kaybinin, farkli

néromiskuler hastaliklarin patogenezine etki eden ortak bir faktér oldugu distnlebilir.
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2.5. Mitokondri Hasan ile iliskili Néromiiskiiler Hastaliklar ve Mitokondriyal

Protein import Mekanizmasi Hasari iliskisi

Primer mitokondriyal solunum zinciri hatalari (mitokondriyal miyopatiler) disinda
genetik ve patolojik olarak farkl bircok néromiskiler hastalikta ortak bir bulgu olarak
mitokondriyal hasar gézlenmekte olup, bu hasarin sebebi net olarak aydinlatilamamigtir.
Son yillarda, mikro RNA (miRNA)’larin, hiicredeki fizyolojik ve patolojik siireclerde
mitokondri islevinin regiilasyonunda 6nemli rolleri oldugu ydninde bulgular elde
edilmistir (130). Grubumuz tarafindan Hacettepe Universitesi Kapsamli BAB Projesi (Proje
no: TSA-2017-14413) dahilinde yapilan bir ¢alismada, farkli néromuskiiler hastaliklarda
gbzlenen mitokondriyal hasarin (21-28) dizenlenmesinde gorevli ortak miRNA’larin
tanimlanmasi ve potansiyel rollerinin arastirilmasi amaciyla miRNA mikrodizin analizi
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismamizda, birbirinden farkl islevleri olan proteinleri kodlayan
farkli ntkleer genlerin sorumlu oldugu néromiuskdler hastaliklardan; DMD, Megakoniyal
KMD, Ullrich KMD ve alfa-distroglikanopati etiyopatogenezinde gozlenen mitokondriyal
hasar ile iliskili ortak miRNA biyobelirtegleri tanimlanmig olup, 17 miRNA’nin analiz edilen
tiim hasta gruplarinda, kontrol 6rneklere kiyasla, ifade degisikligi gbsterdigi saptanmistir.
Gene Ontology- ‘Biyolojik Siire¢’ kategorisinde terim zenginlestirme analizi sonuclarina
gore, 17 miRNA igerisinden 8 tanesinin potansiyel hedef genlerinin mitokondriyal protein
importu ile iliskili oldugu tespit edilmistir (29) (Sekil 2.2). Proje devaminda C2C12 fare
miyoblast hiicre hatti kullanarak yapmis oldugumuz islevsel analizlerle; farede korundugu
bilinen dort 6ncelikli aday miRNA'nin arttirilmig ifadelerinin dogrudan mitokondri islevi
uzerindeki etkileri arastirilmistir. Hasta gruplarindaki miRNA artisini taklit etmek
amaciyla, aday miRNA’lar (miR-134-5p, miR-708-5p, miR-382-5p ve miR-409-3p) C2C12
fare miyoblastlarina transfekte edilmis ve mitokondriyal morfoloji/ islev analizleri
(mitokondri dinamigi/morfolojisi analizi, MTT-metabolik aktivite analizi ve ATP lretimi
analizi) gergeklestirilmistir. Analizler sonucunda, kas hiicrelerinde artmis miR-382-5p ve

miR-409-3p ifadesinin ATP Uretiminde azalisa ve mitokondri ag yapisinda bozulmaya
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sebep oldugu gosterilerek, bu miRNA’lardaki ifade artisinin direkt olarak mitokondri

hasarina neden oldugu dogrulanmistir (Sekil 2.3 ve 2.4) (yayinlanmamis veri).
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Sekil 2.2. N6romiskuler hastalik gruplari ve kontroller arasinda ifade farkliligi gosteren
miRNA'larin mitokondriyal hedef genlerinin Gene Ontology - 'Biyolojik Sireg'
kategorisinde terim zenginlestirme analizi sonuglari. Cubuk grafikler p degerine gére
siralanmistir (p<0.05). Daha uzun ve daha agik renkli cubuklar, gen kiimesi/teriminin

daha anlamli oldugunu ifade etmektedir.
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miR-134-5p miR-382-5p

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

Mimik negatif kontrol

Sekil 2.3. C2C12 hiicrelerine miRNA mimik (hsa-miR134-5p, hsa-miR382-5p, hsa-
miR409-3p ve hsa-miR708-5p) transfeksiyonlari sonrasi yapilan mitokondri morfoloji
analizi goruntileri (FITC: Tom20 /mitokondri, Mavi: DAPI/gekirdek). 63X buyitme.
(yayinlanmamis veri)
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Sekil 2.4. C2C12 hiicrelerine miRNA mimik (hsa-miR134-5p, hsa-miR382-5p, hsa-
miR409-3p ve hsa-miR708-5p) transfeksiyonlari sonrasi yapilan ATP miktar tayini
sonuglarinin grafiksel olarak gosterimi. Deneyler her bir miRNA igin Uger kez tekrar edildi
ve tiim sonuglar birlikte analiz edildi. Veriler istatistiksel olarak Mann-Whitney U Testi ile
analiz edildi (*p<0.05). (yayinlanmamis veri)

Grubumuz tarafindan Megakoniyal KMD hastaligina yonelik olarak primer
miyoblastlarda gerceklestirmis oldugumuz bir baska calismada ise, imminfloresan (IF)
boyamalar ile mitokondri morfolojisinin, yerlesiminin ve dinamik ag yapisinin bozuldugu,
Western Blot ve IF boyamalar ile mitokondriyal fisyonda gorevli temel proteinlerin (Drp1,
Mff, Fis1) ifadelerinin istatistiksel olarak anlamh dizeyde azaldigi [sirasiyla 3.6
(***p<0,0001), 2.1 (***p<0,0001) ve 3 kat (**p<0,0025)] ve metabolomik analizlerle
hastalara ait hicrelerde sitrik asit donglsi bilesenlerinin ve ATP Uretiminin azaldig
(**p<0.01) sonucuna ulasilimistir (120).

Mitokondriyal hasarin hastaliklardan bagimsiz olarak incelendigi temel
makalelerde, mitokondriyal protein importu ile organel morfolojisinin siki etkilesim
icerisinde oldugu bildirilmistir. Mitokondri membraninda yer alan birgok protein dual rol
oynayarak hem organel morfolojisinin hem de protein importunun diizenlenmesine katki
saglamaktadir (11-14). Dis membranda yerlesik olan mitokondriyal morfoloji proteini 10

(Mdm10), SAM kompleksinin olugsmasinda goérevli olmasinin yani sira, mutant formu
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anormal sekilde iri mitokondri morfolojisine sebep olmaktadir (14). Ek olarak, TIM23
kompleksinine katilan Tim17 ve Tim44 protein ifadelerindeki azalisin da hem
mitokondriyal protein importunu hem de morfolojisini etkiledigi gosterilmistir (13).
Dolayisiyla, mitokondriyal hasarin saptandigi hastalik gruplarinda protein importunun da
etkilenmis olabilecegi dustintilmektedir.

Mitokondriyal protein importunun dizenlenmesinde rol oynayan faktorlerden
biri de mitokondriyal membran potansiyelidir. Mitokondriyal matriks kisminin negatif
yukli olmasi elektroforetik etki yaratarak, N-terminalinde presequence-MTS iceren
proteinlerin TIM23 aracili transport sirecini hizlandirici etki gostermektedir (18). Ayni
zamanda hem TIM22 hem de TIM23 kanal proteinleri voltaj bagimli olarak aktiflestikleri
icin, mitokondriyal membran potansiyelindeki bozulmanin protein importunu negatif
yonde etkileyebilecegi 6ngorilmektedir (19, 20).

ATP Uretimi ve mitokondriyal protein importu da karsilikli olarak birbirini etkileyen
iki biyolojik yolaktir. Mitokondriyal protein importu igin ATP’ye ihtiya¢ duyulmasinin yani
sira, ATP Uretimi igin gerekli solunum zinciri proteinlerinin membrana yerlesimi igin de
protein importunun dogru bir sekilde gerceklesmesi gerektigi bilinmektedir (15-17).
Schneider ve ark. (131) tarafindan 1994 yilinda yapilan bir calismada presequence-MTS
iceren matriks proteinlerinin sekonder olarak ATP bagimli tasindiklari rapor edilmistir. Ote
yandan, TIM23 kompleksine katilan Tim21 proteininin solunum zinciri komplekslerinden
komplex Il ve IV ile fiziksel etkilesimde oldugu ve protein importu igin ATP gerekliligi
gosterilmistir (132). Liu ve ark. (15)'nin 2018 yilinda yaptig! bir ¢alismada ise, Tom40
ifadesi baskilanmis hiicrelerde ATP miktarinin azaldigi ve ROS miktarinin arthg
gosterilmistir. Bu bilgilerden yola gikilarak hiicresel ATP azalisinin mitokondriyal protein
importunu negatif yonde etkiledigi diistiniilmektedir.

Mitokondriyal membran lipitlerinin miktari ve vyerlesiminin de, translokaz
komplekslerinin dogru yerlesimini ve stabilizasyonunu etkiledigi bilinmektedir (31).
Membran lipitlerinin biyogenezinden ve modifikasyonlarindan sorumlu enzimlerdeki

mutasyonlar protein import hatalarina yol agmaktadir. Mitokondri membranina 6zgiil
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kardiyolipinin yeniden modellemesinde gorevli enzimi kodlayan Tafazzin (TAZ) genindeki
mutasyonlarinin protein import slirecinde aksamalara sebep oldugu ve kardiyomiyopati,
iskelet kasi glicsizligli ve notropeni tablosu ile seyreden Barth sendromuna yol achgi
saptanmistir (133, 134). Ek olarak, mitokondriyal membranlarda en bol bulunan lipit olan
PC eksikliginin TIM23 ve SAM komplekslerinin stabilizasyonunu bozdugu gézlenmistir (32,
33). Bu nedenle Megakoniyal KMD hastaliginda mitokondriyal protein importunun
etkilenebilecegi 6ngorilmektedir (32).

Tim ©On verilerimiz ve literatlir bulgulari beraber degerlendirildiginde,
noéromduskiler hastaliklarin  patogenezinde sekonder bir bulgu olarak goézlenen
mitokondri hasarinin bozulmus mitokondriyal protein importu ile iliskili oldugu
distnidlmektedir. Bu baglamda tez galismasi kapsaminda; omik teknolojileri, hiicre
kaltirinde islevsel analizler ve biyoinformatik analizler yardimiyla, farkli genetik
kdkenleri olan ancak ortak bulgu olarak sekonder mitokondri hasari gozlenen farkh
néromuskiler hastaliklarin (DMD, Megakoniyal KMD ve Ullrich KMD) patogenezine

mitokondriyal protein import mekanizmasinin olasi etkisi aragtirilmistir.
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Tez kapsaminda yapilacak calismalar icin, Hacettepe Universitesi Girisimsel

Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onayi (Tarih: 31.03.2020, Proje No: GO 20/286,

Karar No: 2020/07-12) alinmistir (Bkz. EK-1). Tez ¢alismasinda, Avrupa Nadir Hastaliklar

Biyobankasi (EuroBioBank) agi uyelerinden olan ‘Londra-Noromdiskiler Hastaliklar

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

Institute of Child Health)'ndan ‘Biyolojik Materyal Transfer Antlasmasi’ ile temin edilen

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

miyoblastlari kullanilmigtir. Calisma kriterlerimize uygun olarak desmin ifadesi ve

farkhlasma kapasitesi yiiksek olan hiicreler arasindan segilen hicrelere ait biyobanka

numaralari, bireylerin biyopsi yasi, cinsiyetleri ve sorumlu gen mutasyonlari Tablo 3.1’de

verilmistir.

Tablo 3.1. Tez kapsaminda ¢alisilan primer miyoblastlara ait bilgiler

Primer No Hiicre ID
miyoblastlar
Ullrich KMD 1 7034

7217
DMD 1 6311
NH11-
1463A
3 NH14-
1259A
Megakoniyal 1 NH10-
KMD 1412A
Kontrol 1 8063
2 NH11-
1462A

Mutant
Gen
COL6A2

COL6A3

DMD

DMD

DMD

CHKB

MYO7A

Mutasyon

€.955-2A>G

(splice site mut)

Het c.6130G>A

Ekzon 45-52 delesyonu
Ekzon 48-54 delesyonu
(cerceve disi)

Ekzon 45-52 delesyonu
(tahmini gergeve disi)
c.722A>G

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

“Bu hiicre tez calismasi basladiktan sonra ¢alisma grubundan gikarilmistir.

Yas

Cinsiyet

Pasaj
no
P4

P3
P5
P3
P3
P3

P3

P4
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3.1.1. Hiicre Kiiltiira

e Skeletal Muscle Cell Growth Medium (PromoCell)

e Skeletal Muscle Cell Growth Medium Supplement Mix (PromoCell)

e (C2C12 fare miyoblast hiicre hatti (ATCC)

e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), yliksek glikoz ve stabil glutaminli

(Biowest)

e Medium 199, Earle tuzlari ve I-glutaminli (BioWest)

e Fetal Dana Serumu (FBS) (Biowest)

e L-glutamin, 200 mM (Biowest)

e At Serumu (Biowest)

e Tripsin/ Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) Sollisyonu (Biowest)

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

e Dimetil silfoksit (DMSO) (Applichem)

e insdlin (Sigma)

e Hicre proliferasyonunu saglayan hiicre kiltiir ortami (100 ml):
Skeletal Muscle Cell Growth Medium :94 ml
Skeletal Muscle Cell Growth Medium Supplement Mix ~ : 5 ml
2 mM L-glutamin :1ml

e Hicre farkhlasmasini saglayan hiicre kiltir ortami (100ml):

Medium199 :19,6 ml
DMEM :78,4 ml
At serumu (%2) :2ml
instlin (10pg/ml) : 100 pl

e Hicre dondurma ortami:
%90 FBS
%10 DMSO

e Trinokiler Floresan Atagmanli Inverted Mikroskop (Leica DMIL)
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3.1.2. Rekombinant Gen ifade Vektériiniin Transfeksiyon i¢in Hazirlanmasi

e Plazmid vektor: pcDNA3/mito-GFP
e Sivi Bakteri Besiyeri (Lysogeny Broth (LB) Medium), pH 7,0 (1L):

Tripton (Applichem) :10g
Maya 6zitu (Applichem) :5¢g
Sodyum klorir (NaCl) (Sigma) :5¢g

e Kati Bakteri Besiyeri (1 L):

Tripton (Applichem) :10g
Maya 6ziuti (Applichem) :5¢g
NaCl (Sigma) :5¢g
Agar (Sigma) :15¢g
Ampisilin (100 mg/ml) (Gibco) :1ml

e Midi-prep plazmid saflastirma kiti (Qiagen)

e Mini-prep plazmid saflagtirma kiti (GeneAll)

e BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing DNA Dizileme Kiti (Applied Biosystems)
e Hi-Di Formamid (Applied Biosystems)

e Sodyum Asetat (NaOAc) (Sigma)

e DNA Dizi Analizi Cihazi (Applied Biosystems ABI 3110 Genetic analyzer)

e NanoDrop™ 1000 spektrofotometre (Thermo Scientific)

e ACO2 geni mitokondriyal sinyal dizisi igin kullanilan DNA dizileme primeri:

5'- GAACCCACTGCTTACTGGCT-3'

3.1.3. Transfeksiyon

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

16 kuyucuklu Nucleocuvette stripleri (Lonza)

Lipofektamin 3000 (Thermo Scientific)

OptiMEM Reduced Serum Medium, no Phenol Red (500 mL) (Gibco)
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e Hsa-miR-382-5p, mirVana® miRNA mimic (Ambion)
e Hsa-miR-409-3p, mirVana® miRNA mimic (Ambion)
e miRNA Mimic, Negative Control #1 (Ambion)

e Antimisin A (Sigma)

e 4D-Nucleofector Sistemi (Lonza)

3.1.4. immiinfloresan Boyama

e 1x Tuzlu Fosfat Tamponu (PBS), pH 7,4 (Sigma)
e %4 Paraformaldehit / 1x PBS, pH 7,2-7,4 (Sigma)
e Triton X-100 (Sigma)
e Tween 20 (Sigma)
e Dana Serum Albumini (BSA), 0,1 g/ml (Sigma)
e Keci Serumu
e DAPI'li Prolong Gold Antifade Kaplama Sollisyonu (Molecular Probes)
e Permeabilizasyon soliisyonu : %0,2 TritonX-100 / 1x PBS
e Bloklama soliisyonu : %0,1 Tween20 / 1x PBS igerisinde %1 BSA
e Antikor sulandirim solisyonu : %0,1 Tween20 / 1x PBS icerisinde %1 BSA
e Primer Antikorlar:
Tavsan monoklonal Anti-Tom20 (Cell Signaling Technologies, 42406) (1:100)
Tavsan poliklonal Anti-Tom20 (Santa Cruz Biotechnology, sc-11415) (1:100)
Tavsan poliklonal Anti- SLC25A4 (Cell Signaling, 69569) (1:100)
e Sekonder antikorlar:
Keci Anti Tavsan AF568 (Molecular Probes) (1/500)
Keci Anti Fare AF488 (Molecular Probes) (1/500)
Keci Anti Tavsan AF488 (Molecular Probes) (1/500)
Keci Anti Fare AF568 (Molecular Probes) (1/500)

e Carl-Zeiss Axioplan 2 floresan mikroskobu



e Trinokller Floresan Atagmanl Inverted Mikroskop (Leica DMIL)
e Zeiss Multifoton mikroskop sistemi (LSM 980 Dual Line NLO system)

e  Fiji 2.9.0 / 1.54f (135)

3.1.5. Mitokondriyal fraksiyonun ayrigtirilmasi ve protein izolasyonu

e Modifiye Sukroz-Tris-MgCl, (STM) tamponu:

Sukroz (Sigma)

Mannitol (Roquette)

3-(N-Morfolino)propan silfonk asit (MOPS) (Sigma)

Ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA) (Sigma)
Proteaz inhibitor kokteyli (Roche)

Fosfataz inhibitori (Sodyum ortovanadat) (Sigma)

Hipertonik tampon:

Suikroz (Sigma)
MOPS (Sigma)
Proteaz inhibitor kokteyli (Roche)

Fosfataz inhibitori (Sodyum ortovanadat) (Sigma)

Hipotonik tampon:

Suikroz (Sigma)

MOPS (Sigma)

EGTA (Sigma)

Proteaz inhibitor kokteyli (Roche)

Fosfataz inhibitori (Sodyum ortovanadat) (Sigma)

SOL tamponu:

Tris-Hidroklorir (HCl) (Applichem)
EDTA (Sigma)
Triton X-100 (Sigma)

1225 mM

: 75 mM

:10 mM, pH 7,2
:1mM

: 1 tablet/10 ml
:1mM

:1.25M

:10 mM, pH 7,2
: 1 tablet/10 ml
:1mM

:100 mM

: 10 mM, pH 7,2
:1mM

: 1 tablet/10 ml
:1mM

: 50mM, pH 6,8

:1mM
:% 0,5
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Proteaz inhibitor kokteyli (Roche) : 1 tablet/10 ml
Fosfataz inhibitori (Sodyum ortovanadat) (Sigma) :1mM

e Dounce homojenizator (2,5 ml)

e Sonikator (Sonics Vibra Cell, islemci modeli VCX 130, prob modeli CV 18)

e Sogutmal santrifiij (Hettich 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) :2mM
Triton-X-100 (Sigma) 1% 0,5

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

e Sonikator (Sonics Vibra Cell, islemci modeli VCX 130, prob modeli CV 18)

e Sogutmal santrifiij (Hettich Universal 16 R)
3.1.7. Protein miktar tayini

e Bicinchoninic Acid (BCA) Protein Assay Kit (Pierce™)

e SpectraMax M2 Mikroplaka Okuyucu (Molecular Devices)
3.1.8. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

e  %14'luk ayirici jel (8 ml):

%40 Akrilamid / bisakrilamid (Applichem) :2,8 ml
1,5 M Tris (pH 8,8) (Applichem) :2ml
%10 SDS (Carlo Erba) : 0,08 ml
%10 amonyum persiilfat (APS) (Sigma) :0,08 ml
TEMED (Sigma) : 0,008 ml

Distile su :3ml



o  %4’lik toplayici jel (5ml):

%40 Akrilamid / bisakrilamid (Applichem) :0,5 ml
0.5 M Tris (pH 6,8) (Applichem) 01,25 ml
%10 SDS (Carlo Erba) : 0,05 ml
%10 amonyum persiilfat (APS) (Sigma) :0,05 ml
TEMED (Sigma) : 0,005 ml
Distile su :3,1ml

3.1.9. Western Blot

Mini Protean Il elektroforez seti (Bio-Rad)
e AX Laemmli yiikleme tamponu (Bio-Rad)
e Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (10,000-260,000 Da) (Sigma)

e Ylrutme tamponu (pH 8,3) (1L):

Trizma baz (Sigma) :3,02g
Glisin (Sigma) :14,4 g
SDS (Carlo Erba) 'lg

e Yari kuru elektroforetik transfer cihazi (Bio-Rad)

e Polivinilidin Florir (PVDF) membran (0,45 um) (Thermo Scientific)
e  Whatmann filtre kagid

e Bovine Serum Albumin tozu (Sigma)

e Tween-20 (Amresco)

e Yagsiz sit tozu (Pinar)

e izopropil alkol (%99,7) (Sigma)

e Yari kuru transfer tamponu (pH 8,3) (1L):

Trizma baz (Sigma) :3,03¢g
Glisin (Sigma) 1144 ¢
Metanol (Applichem) : 200 ml

e Yikama tamponu (1xTBS-T) (pH 7,4) (1L):
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20mM Trizma baz (Sigma) :2,42¢
NaCl (Sigma) :8¢g
%0,2 Tween-20 (Sigma) :0.5ml

e Bloklama tamponu:

Yagsiz sut tozu/BSA :0,5¢g
%0,2 1XTBS-T : 10 ml

e  Primer antikorlar:
Tavsan poliklonal Anti-SLC25A6 (ProteinTech, 51031-1-AP) (1:600)
Tavsan poliklonal Anti-PMPCB (ProteinTech, 16064-1-AP) (1:600)
Tavsan poliklonal Anti-MRPL3 (ProteinTech, 16584-1-AP) (1:600)
Tavsan poliklonal Anti- SLC25A4 (Cell Signaling, 69569) (1:600)
Fare monoklonal Anti-SPG7 (Invitrogen, MA5-25909) (1:600)
Tavsan monoklonal Anti- TOM20 (Cell Signaling, 42406) (1:1000)
Fare monoklonal Anti-GAPDH (Sigma, G8795) (1:5000)
Tavsan poliklonal Anti-Histon H3 (Cell Signaling, 9715)
Fare monoklonal Anti-f tubulin (Sigma, T5201)

Sekonder antikorlar:

Keci Anti-Tavsan I1gG (H+L) Cross-Adsorbed HRP konjuge (Invitrogen)
(1:5000)
Keci Anti-Fare IgG (H+L) Cross-Adsorbed HRP konjuge (Invitrogen) (1:5000)

SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific)

GeneGnome5 kemilliminesans goriuntiileme cihazi (Syngene)

3.1.10. Proteomik Analizler

FASP Protein Digestion Kit (Abcam)

Qubit 4 Fluorometer (Invitrogen)

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

0.1% Formik asit (HPLC kalitesinde) (Sigma)
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e Trifloroasetik asit (Sigma)

e Asetonitril (HPLC kalitesinde) (Sigma)

e  Su (HPLC kalitesinde) (Sigma)

e Metanol (HPLC kalitesinde) (Sigma)

e Acclaim™ PepMap™ C18 HPLC Kolonu (Thermo Scientific)

e  Nano Bore Emitter Stainl. Steel 40mm OD 1/32 (Thermo Scientific)

e Dionex Ultimate 3000 Series RSLC nano-pompa (Thermo Fisher Scientific)
e  Xcalibur 4.0 yazilimi (Thermo Fisher Scientific)

e Thermo Q-exactive (Thermo Scientific)

e [TQ Velos ESI Positive lon Calibration Solution (Pierce)

e  Proteom Discoverer 2.2 (Thermo Scientific)
3.1.11. Total RNA izolasyonu

e Trizol (Sigma)

e PBS (Sigma)

e Kloroform (Sigma)

e izopropanol (AppliChem)
e Etanol (Isolab)

e  NanoDrop™ 1000 spektrofotometre (Thermo Scientific)
3.1.12. Kantitatif Ger¢cek-Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR)

e cDNA sentezi: iScript Reverse Transcription Kit (Bio-Rad)
e gPCR: Luna Universal gPCR Master Mix (NEB)
e  SLC25A4 primerleri:
Forward: 5'- TCGAGAGGGTCAAACTGCTG -3'
Reverse: 5'- CACCCCCTAAGAAGAGCTGC -3
e  RT-PCR cihazi (BioRad iQ5)



31

3.2. Yontemler

3.2.1. Biyobankadan Temin Edilen Dondurulmus Primer Miyoblastlarin Kiiltiir

Ortaminda Agilmasi ve Pasajlanarak Cogaltilmasi

Tez galismasi kapsaminda yapilan primer hiicre kiltiiri ¢alismalarinda, ‘Londra-

Noromuskiiler Hastaliklar Merkezi Biyobankasi (MRC CNMD Biobank London, Dubowitz

Neuromuscular Unit, Institute of Child Health)'ndan getirtilmis olan DMD (n=2), Ullrich

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

ve kas dokusunda herhangi bir patolojik bulgu saptanmamis kontrol bireylere ait

miyoblastlar (n=2) kullanildi.

Sivi azot tankindan gikarilip, 37°C'de hizla ¢6zllen dondurulmus hicreler; %5
oraninda supplement ve 2 mM L-glutamin igeren Skeletal Muscle Cell Growth
Medium (Promocell) hiicre kiltir ortamiicinde %80 yogunluga ulasana kadar, %5
oraninda CO; igeren 37°C’deki etlivde inklbe edilerek ¢ogaltildi.

Hicreler %70-80 yogunluga ulastiginda hiicre kiiltlir ortami ¢ekilerek 1x PBS ile
yikandi.

Tripsin/EDTA soliisyonu ile 37°C’de 5 dk inklbe edilerek hiicreler kaldirildi.
Tripsin/EDTA solusyonunun 3 kati hacimde serum iceren hticre kiltiir ortami
eklendi ve pipetaj yapilarak tripsin inaktive edildi.

Hicreler falkon tiipe aktarildi ve oda sicakliginda 2000 rpm’de 5 dk santrifij edildi.
Supernatan atildi. Pellet Gizerine hiicre proliferasyonunu saglayan hiicre kultir
ortami eklendi ve pipetaj yapilarak hiicreler pasajlandi.

Hiicreler 1x108 hiicre/ml dondurma ortami (%90 fetal dana serumu, %10 DMSO)

olacak sekilde dondurularak ileri galismalar igin sivi azot tanklarinda saklandi.
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3.2.2. Rekombinant gen ifade vektoriiniin transfeksiyon i¢in hazirlanmasi

pcDNA3/mito-GFP plazmidi, Dr. Benjamin Dehay (University of Bordeaux, France)
tarafindan laboratuvarimiza hediye olarak génderildi. Plazmid Midi-Prep ile izole edilmis
olarak elimize ulast. EGFP dizisinin 3’ ucuna Aconitase 2 (ACO2) proteinine ait
mitokondriyal sinyal dizisi (105 baz cifti) klonlanmis olan vektor kasetinin semasi Sekil
3.1’de gosterilmistir.

CMV enhancer

mitogfp

6275 bp

Sekil 3.1. pcDNA3/mito-GFP plazmidinin haritasi

pcDNA3/Mito-GFP plazmidinin transformasyonu ve tek koloni ekimi
pcDNA3/Mito-GFP plazmidinin gogaltilmasi amaciyla E.coli (DH5a) kompetan

hiicrelerine transformasyon yapildi.

e 50 ul kompetan hiicre buz lizerinde ¢6zuldu.

e Uzerine 10 ng pcDNA3/Mito-GFP eklenerek 30 dk inkiibasyona birakildi.

e inkiibasyon sonunda bakteriler 42°C’lik su banyosunda 1 dk inkiibe edildi.

e Su banyosundan cikarilan bakteriler bekletiimeden buz {izerine alindi ve 15 dk

buzda inkibe edildi.
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5 ml polisitren tipe 1 ml antibiyotiksiz LB besiyeri eklenerek 37°C’de isitild1.
Isitilan LB-besiyeri Uzerine bakteriler eklendi ve 1 saat 37°C’deki ¢alkalamali
etivde 250 rpm’de inklbe edildi.

Polisitren tlip icerisindekiler ependorf tlipe aktarilarak 8000xg’de 30 sn slireyle
santrifiij yapild.

Supernatan uzaklastirildi ve tlpiin dibinde kalan az miktarda LB igerisinde pellet
¢ozulda.

Onceden 37°C’de isitilmis olan ampisilinli LB-agar kati besiyerine steril cam
boncuklar yardimiyla ekim yapildi.

16-18 saat 37°C’deki etlivde inklibe edildi.

Sivi besiyerine ekim ve transforme hiicrelerin gogaltiimasi

inkiibasyon sonrasi ampisilin direnc 6zelligine gore tek koloniler segildi.

37°C’de 1sitilmis olan antibiyotikli LB besiyerine steril beyaz pipet ucu yardimiyla
alinan koloniler (herbiri ayri tiplere olacak sekilde) eklendi.

Plazmid saflagtirmasi igin sivi besiyerine ekilen koloniler 16-18 saat 37°C’de C’'deki

calkalamali etlivde inkibe edildi.

Mini-Prep plazmid saflagtirmasi

Mini-prep plazmid saflastirma kiti (GeneAll Exfection Plasmid LE Mini Kit)
yardimiyla Ureticinin talimatlari dogrultusunda plazmid izolasyonu yapildi.
Gogalan bakteriler ependorf tiiplere aktarildi ve 10.000xg’de 5 dk santrifij yapildi.
Hicre pelletleri Gzerine 250 ul P1 sollisyonu eklendi ve pipet yardimiyla iyice
karistinldiktan sonra, farkh bir tliipe aktarilarak o tipteki hiicre pelletinin de
¢Ozlilmesi saglandi. Bu sekilde ependorf tiplere bélinen hiicre pelletleri
birlestirilmis oldu.

Hicre stispansiyonu tzerine 250 pl P2 soliisyonu eklendi ve tipler 4 kez alt st

edilerek, en fazla 5 dk olacak sekilde oda sicakliginda inklbe edildi.
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inkiibasyon sonrasi lizerlerine 350 ul G3 soliisyonu ilave edilen tiipler alt Gist edildi
ve oda sicakliginda 18.000xg’de 10 dk santriflj yapildi.

Supernatan rezin bagh SV kolonlara aktarildi ve oda sicakhginda 18.000xg’de 1 dk
santrifiij yapild.

Kolona baglanan plazmid DNA’sini izole etmek amaciyla, kolon yeni bir tipe
aktarildi. Uzerine 600 ve 700 pl olacak sekilde iki kez etanol iceren EW1 ve EW2
yikama soltisyonlari eklendi ve 18.000xg’de 1 dk santrifuj edildi.

Kolon yeni bir tiipe aktarilarak tzerine 30 pl EF ellsyon sollsyonu ilave edildi.
18.000xg’de 1 dk santriflij sonrasi, kolondan tlipe ge¢mis olan plazmid DNA’sinin
konsantrasyonu 260 nm dalga boyunda NanoDrop 1000 spektrofotometre

yardimiyla 6lguldi.

pcDNA3/Mito-GFP plazmidine klonlanmis olan ACO2 proteinine ait
mitokondriyal sinyal dizisinin DNA dizi analizi ile dogrulanmasi

300ng plazmid DNA’sI kullanilarak, ACO2 mitokondriyal sinyal dizisi igin kullanilan
DNA dizileme primeri ve BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems) yardimiyla asagidaki protokol izlenerek DNA dizi analizi

gercgeklestirildi.

3.1 BigDye Terminator (ABI) :2 ul
5x reaksiyon tamponu 24 ul
Primer (3.3 pmol/ul) 1l
Plazmid (100 ng/ ul) :3ul

dH,0 9 ul
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Reaksiyon kosullari

Sicakhk Sure Déngii Sayisi
94°C 5 dk 1

94°C 15sn

50°C 15 sn 25

60°C 4 dk

60°C 1 dk 1

DNA dizi analizi reaksiyonunun piirifikasyonu

Reaksiyon Griininin tzerine 2 pl 3M sodyum asetat (NaOAc) ve 60 ul soguk saf
etanol eklendikten sonra karisim 1.5ml’lik ependorf tipe aktarildi.

Karisim -20°C’de en az 30 dk inkiibe edildi.

inkiibasyondan sonra karisim, oda sicakhiginda 14.000rpm’de 30 dk santrifiij
edildi.

Supernatan uzaklastirildiktan sonra pelletin Gizerine 200 ul soguk %70’lik etanol
ilave edildi ve hafif¢e karistirildi.

Karisim oda sicakhginda 14.000rpm’de 30 dk santriflj edildi ve devaminda
supernatan uzaklastirilarak pellet kurutuldu.

Pelletin Gizerine 20 pl formamid ilave edilerek pelletin ¢6zinmesi saglandi.
Ornekler 96 kuyucuklu plakaya aktarilarak, 95°C’de 10 dk denatiire edildi.
Denatlirasyon sonrasi plaka buz lzerinde 5 dk bekletildi ve DNA dizi analizi
cihazina ylklendi (Applied Biosystems ABI 3110 Genetic analyzer).

DNA dizi analizi sonuglari Chromas (versiyon 2.6.5) programi ile analiz edildi.

Midi-Prep plazmid saflagtirmasi
Midi-prep plazmid saflastirma kiti (Qiagen Plasmid Midi Kit) yardimiyla Greticinin

talimatlari dogrultusunda plazmid izolasyonu yapildi.
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e LB besiyeri icinde ¢ogaltilan bakteriler 50 ml’lik falkon tiipe aktarildi ve +4°C’de
6000xg’de 15 dk santriflj yapildi.

e Supernatan atildi ve hiicre pelleti 4 ml P1 soliisyonunda ¢ozilda.

e Hiicre slUspansiyonu lzerine 4 ml P2 soliisyonu eklendi ve tlpler 4 kez alt st
edilerek, en fazla 5 dk olacak sekilde oda sicakliginda inklbe edildi.

e inkiibasyon sonrasi {izerine 4 ml S3 soliisyonu ilave edilen tiipler 4 kez alt Ust
edildi.

e Filtre kartusu 50 ml’lik falkon igine yerlestirildi ve 6rnek filtreye aktarildiktan
sonra oda sicakliginda 10 dk inkliibasyona birakildi.

e Siringa pistonu filtreye gegirildi ve yavasga basing uygulandi.

e 2 ml BB soliisyonu eklendi ve 4 kez alt Gst edildi.

e Spin kolonu vakuma oturtuldu ve kolonun lzerine tube extender yerlestirildi.

e Filtrelenmis hiicre lizat1 spin kolona yiiklendi ve vakum cihazi galistirildi.

e Sivi akigi biter bitmez vakum cihazi durduruldu.

e Kolona 0.7 ml ETR soliisyonu eklendi ve vakum cihazi galistirildi.

e Ardindan kolona 0.7 ml PE sollisyonu eklendi ve vakum cihazi galistirildi.

e Sivi akigi bitince kolon spin tipine aktarildi.

e 10.000xg’de 1 dk santrifiij yapildi ve kolon temiz bir tlipe aktarildi.

e Kolona 0.2 ml elisyon tamponu eklendi ve 1 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

e 10.000xg’de 1 dk santriflij sonrasi kolondan tiipe ge¢mis olan plazmid DNA’sinin
konsantrasyonu 260 nm dalga boyunda NanoDrop 1000 spektrofotometre

yardimiyla élguldi.
3.2.3. Niikleofeksiyon ile pcDNA3/Mito-GFP Gen ifade Vektoriiniin Primer
Miyoblastlara Transfeksiyonu

e Antibiyotiksiz hiicre kiltlr ortaminda g¢ogaltilan hicrelerin hiicre kiltir ortami

uzaklastirildi ve hiicreler 1x PBS ile yikandi.
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Hicreler Tripsin/EDTA sollisyonu ile 37°C’de 5 dk inkube edilerek kiiltur kabindan
kaldirildi.

Hicreler Gzerine, Tripsin/EDTA solUsyonunun 3 kati hacimde serum igeren hicre
kaltur ortami eklendi ve pipetaj yapilarak tripsin inaktive edildi.

100.000 hiicre 15 ml’lik falkon tliptine aktarildi ve oda sicakliginda 90xg’de 10 dk
santrifij edildi.

Santrifij sirasinda, tek kuyucuga 20 pul eklenecek sekilde, 4.5/1 (v/v) oraninda
nucleofector sollisyonu ve supplement karistirilarak nikleofeksiyon karigimi
hazirlandi.

24 kuyucuklu hicre kiltir kabina kuyucuk basina 300 pl bos hiicre kaltir ortami
eklenerek etiivde bekletildi.

Santrifiij sonrasinda, slipernatan dikkatlice uzaklastirildi ve hicre pelletinin
uzerine her kuyucuk igin 20 ul olacak sekilde niikleofeksiyon karisimi eklenerek
nazikge pipetleme yapildi.

Hicre karisiminin tzerine 1 ug pcDNA3/Mito-GFP eklendi ve karisim 16 kuyucuklu
Nucleocuvette striplerindeki (Lonza) kuyucuklara dagitildi.

4D-Nucleofector Sistemi’'nde (Lonza) “Normal Human Dermal Fibroblast-
Neonatal (NHDF-Neo)’ programi segilerek transfeksiyon islemi gerceklestirildi.
Transfeksiyondan sonra, hiicrelerin tizerine her kuyucuk igin 80 pl olacak sekilde
hucre kaltir ortami eklendi ve ardindan hiicrelerin tamami etlivde bekletilen 24
kuyucuklu hiicre kiltir kabina aktarildi. Hicreler 24 saat %5 CO: iceren etlivde
inkube edildi.

24 saat inkilibasyonun sonunda hiicreler transfeksiyon etkinliklerinin ve
morfolojilerinin degerlendirilebilmesi igin Trinokiler Floresan Atagmanh Inverted

Mikroskop (Leica DMIL) kullanilarak incelendi.
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3.2.4. Lipofektamin 3000 ile pcDNA3/Mito-GFP Gen ifade Vektérii ve miRNA

mimiklerin C2C12 Hiicrelerine Birlikte Transfeksiyonu

C2C12 hicrelerine Lipofektamin 3000 ajani kullanilarak miRNA mimik ile
pcDNA3/Mito-GFP vektoriniin birlikte transfeksiyonu gercgeklestirildi. Deneyin negatif
kontroll olarak herhangi bir miRNA dizisi ile eslesmeyen mimik negatif kontrol transfekte
edilmis hiicreler kullanildi. Pozitif kontrol olarak da baska bir proje kapsaminda (Proje no:
114S876) mitokondriyal membran potansiyelini bozarak katlanmamis protein cevabi

olusturdugumuz 100 uM Antimisin A (AMA) uygulanmis hiicreler kullanildi.

e Antibiyotiksiz hiicre kiltlir ortaminda (%10 FBS iceren yiiksek glukoz ve stabil
glutaminli DMEM) ¢ogaltilan hiicreler 100.000 hicre/kuyucuk olacak sekilde 6
kuyucuklu hucre kaltir kabina ekildi ve 37°C'de %5 CO: igeren etiivde inklibe
edildi.

e 24 saat sonra her bir miRNA mimik (miR-382-5p, miR-409-3p, mimik negatif
kontrol) igin iki ayri tipe hazirlanan transfeksiyon karisimlari oda sicakliginda 5 dk

inktibe edildi.

pcDNA3/Mito-GFP plazmidi + miRNA mimik + OPTI-MEM + P3000 = Toplam 50 ul
(2500 ng) (20 nm)

Lipofektamin 3000 + OPTI-MEM= Toplam 50 pl
(6 i)

e inkiibasyon sonrasinda plazmid ve miRNA mimik iceren transfeksiyon karigimi,
lipofektamin igeren karisimin izerine eklenerek dikkatlice pipetaj yapildi. Tek bir
tipte birlestirilen transfeksiyon karigimlari oda sicakhginda 20 dk inkibe

edildikten sonra 1100 pl serumlu hiicre kaltir ortami ile karnistirildi.
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e Hicreler 2 kez 1x PBS ile yikandiktan sonra transfeksiyon karigimi iceren hiicre
kaltlr ortami hiicrelerin tizerine pipet yardimiyla dikkatlice eklendi ve hiicreler 24
saat %5 COziceren etiivde inkiibe edildi.

e inkiibasyonun sonunda hiicreler transfeksiyon etkinliklerinin ve morfolojilerinin
degerlendirilebilmesi icin Trinokiler Floresan Atagmanl Inverted Mikroskop

(Leica DMIL) kullanilarak incelendi.

3.2.5. immiinfloresan Boyama ve Es Yerlesim Analizi

e 24 kuyucuklu hiicre kultlri kaplari igerisindeki steril yuvarlak lameller Gzerinde
gogaltilan primer miyoblastlar/C2C12 hicreleri 2 kez 1x PBS ile yikandiktan sonra
15 dk oda sicakliginda %4 PFA soliisyonu iginde bekletilerek fikse edildi.

e Fiksasyon sonrasi PFA uzaklastirildi ve hiicreler 3 kez 5’er dk 1x PBS ile yikandi.

e %0.2 Triton X-100 iceren 1x PBS igerisinde permeabilizasyon ¢ozeltisi ile hiicreler
10 dk oda sicakliginda inkibe edildi.

e Permeabilizasyon ¢o6zeltisi uzaklastirildi ve hiicreler 1 saat oda sicakhginda %1
BSA iceren %0.1 PBS-T (bloklama sollisyonu) igerisinde inkiibe edildi.

e inkiibasyon sonunda bloklama soliisyonu uzaklastirildi ve primer antikor(lar) %1
BSAiceren %0.1 PBS-T ile uygun oranda oraninda sulandirilarak 1 saat siire ile oda
sicakhigindaki hiicrelere uygulandi.

e Primer antikor(lar) uzaklastirildi ve lameller pens yardimiyla 20 kez 1x PBS
¢Ozeltisine batirilip ¢ikarilarak yikama yapildi.

e Sekonder antikor(lar), %1 BSA iceren %0,1 PBS-T igerisinde 1:500 oraninda
sulandirildi ve 1 saat sire ile oda sicakligindaki hiicrelere uygulandi.

e Sekonder antikor(lar) uzaklastirildi ve lameller pens yardimiyla 20 kez 1x PBS
¢Ozeltisine batirilip gikarilmak suretiyle yikama yapildi.

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

kullanilarak incelendi.
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Boyama sonrasi konfokal mikroskopta (Zeiss LSM 980 Dual Line NLO system)
incelenen preparatlardan 0,5 um kesitler alinarak fotograflar gekildi.

Hasta ve kontrol hiicrelerine ait fotograflarin alinan tiim kesitlerinde, ilgili iki
proteinin es yerlesim orani Fiji 2.9.0 / 1.54f (135) programindaki “Colocalization
Threshold” eklentisi kullanilarak karsilastirmali olarak analiz edildi. Tim
preparatlarda en az 30 hicre analiz edildi.

Sonuglarin istatistiksel analizi GraphPad Prism 5.0 yazilimi kullanilarak Mann-
Whitney U testi yardimiyla yapildi. Veriler degerlendirilirken, p<0,05 olan degerler

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.2.6. Primer miyoblastlardan mitokondriyal fraksiyonun ayrigtiriimasi ve protein

izolasyonu

Hasta ve kontrol bireylere ait primer miyoblastlardan mitokondriyal fraksiyonun

izole edilmesi icin “hypotonic swelling metodu” modifiye edilerek kullanildi (136).

T75 flasklar igerisinde gogaltilan hiicrelerin kiltir ortami uzaklastirildi ve hiicreler
1x PBS ile yikandi.

Hlcreler Gzerine 2 ml soguk PBS eklendi ve hiicre kaziyicisiyla kiltiir kaplarindan
kaldirilarak 50 ml’lik falkon tlplere aktarildi.

Flaska 3 ml soguk PBS eklenerek kalan hiicrelerin toplanmasi saglandi ve 50 ml’lik

falkon tiplere diger hicreler Gzerine aktarildi. Hiicreler +4°C’'de 2000 rom’de 5
dk santrifijlenerek ¢oktaraldu.

Santriflij sonrasinda stpernatan uzaklastirildi ve hiicre pelleti hipotonik tampon
icinde ¢ozuldu.

Hlcreler Dounce homojenizatdrde 10 vurus yapilarak pargalanmalari saglandi.
Homojenizasyon sonrasi hiicre karisiminin {izerine hipertonik tampon ve 1 ml

modifiye STM tamponu eklendi.
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Ependorf tiipe alinan karisima +4°C’de 800xg’de 10 dk santrifiij yapildi ve hiicre
debrisinin, gcekirdeklerin ve pargalanmamis hiicrelerin ¢oktirilmesi sagland.
Pellet SOL tamponunda ¢oziilerek 3 kez 10s pulse ve 30s pause olacak sekilde, 20

kHz ve % 20 amplitiitte sonikasyon yapildi ve niikleer fraksiyon hizli bir sekilde sivi
azotta dondurularak -80°C’de saklandi.

Supernatan ise, ayri bir tipe alindi ve mitokondriyal fraksiyonun ¢oktirilebilmesi
icin +4°C’de 10 dk santrifij yapildi.

Santriflij sonrasinda siipernatan yeni bir tipe aktarildi ve daha sonra sitoplazmik
protein izolasyonu yapilmak tzere sivi azotta dondurularak -80°C’de saklandi.

Pellet ise, modifiye STM tamponunda ¢6zildi ve +4°C’'de 20 dk santrifj yapildi.
Santriflij sonrasinda stipernatan tamamen uzaklastirildi ve mitokondrileri igeren
pellet SOL tamponunda ¢ozildd.

Mitokondriyal fraksiyona 3 kez 10s pulse ve 30s pause olacak sekilde, 20kHz ve
%20 amplitutte sonikasyon uygulandi ve mitokondriyal proteinler hizli bir sekilde
sivi azotta dondurularak -80 9C’de saklandi.

Mitokondriyal fraksiyon proteinleri SDS-PAGE jelinde yurutildi. Mitokondriyal
(TOM20), sitoplazmik (B-tubulin), ve c¢ekirdek (Histon H3) belirteci olan
proteinleri taniyan antikorlar yardimiyla yardimiyla Western Blot analizi

gercgeklestirilerek, izole edilen fraksiyonun kalite kontroll gergeklestirildi.

3.2.7. Primer miyoblastlardan total protein izolasyonu

T25 flasklar igerisinde ¢ogaltilan hasta ve kontrol bireylere ait primer miyoblastlari
1x PBS ile yikandiktan sonra hicre kaziyici ile kaldirild.
150 pl proteaz inhibitdrl igceren protein izolasyon tamponu ile toplanarak 1,5

ml’lik ependorf tipine alindi.
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e Ornekler buz tizerine alinip sonikatér cihazi ile 20kHz ve %20 amplitiitte, 20 sn’lik
sinyaller 6 defa verilerek pargalandi.
e Orneklere +4 °C’de 14.000 rpm’de 10 dk santrifiij yapild.

e Slpernatan toplanarak -80°C’de saklandi.

3.2.8. Western Blot Analizi

Kontrol ve hasta primer miyoblastlarindan ayristirilan mitokondriyal fraksiyondan

izole edilen proteinlerden Western Blot analizi yapildi.

Protein Miktar Tayini
izole edilen total hiicresel ve mitokondriyal fraksiyonlardaki protein
konsantrasyonlari BCA Protein Assay Kit (Pierce) yardimiyla olgild.

e %1 SDS kullanilarak kér ¢ozelti hazirlandi.

e 2 mg/ml konsantrasyonundaki albimin standartlari %1 SDS ile seyreltilerek farkl

konsantrasyonlarda standart 6rnekler hazirlandi (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. BCA protein assay i¢in standart 6rneklerin sulandirim oranlari

Kor 0,05 0,1 0,2 0,4 0,8 1,2

¢ozelti | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml
BSA 1,25 pl 2,5 ul 5ul 10 ul 20 ul 30 ul
(2 mg/ml) 25u | 251 u u u W
%1SDS | 50p | 4875wl | 475 | 45w | 40p | 304l 20 ul

e izole edilen protein érnekleri %1 SDS ile 15 kat seyreltildi.

e 1:50 oraninda B ve A ¢ozeltileri kullanilarak galisma ¢ozeltisi hazirlandi.

e Standart ornekler ve seyreltilen protein érnekleri tizerine 1’er ml galisma ¢ozeltisi
eklendi ve 37°C’de 30 dk inklbe edildi.

e Standart 6rneklerin SpectraMax M2 Mikroplaka Okuyucu’da (Molecular Devices)

562nm dalga boyunda verdikleri absorbans degerleri ile standart egri gizildi.
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Protein Orneklerinin absorbanslari tger kez o6lglilerek standart egri yardimi ile
miktarlari tayin edildi.
Elde edilen degerler sulandirma faktori olan 15 ile garpilarak proteinlerin

konsantrasyon degerleri hesaplandi.

SDS-PAGE

Proteinlerin molekuler agirliklarina gore ayrismalarini saglamak igin Mini Protean
Il elektroforez seti (Bio-Rad) yardimiyla SDS-PAGE yapildi. Bu amagla ayirici
(resolving) ve toplayici (stacking) olacak sekilde iki katmanli jel sistemi hazirlandi
ve drneklerin elektriksel ortamda molekil agirliklarina gére ayrismalari saglandi.
Poliakrilamid jelin aralarina dokilecegi camlar %70’lik etanol ile iyice temizlendi
ve aralarina 1 mm kalinliginda spacerlar yerlestirilerek jel dokme aparatina
yerlestirildi.

Camlar arasina ilk olarak pipet yardimiyla %14 oraninda akrilamid igceren ayirici jel
dokuldi. Toplayici jelin dokiilmesi igin birakilan 3 cm’lik mesafeye dékilen jelin
diiz olmasi igin izopropanol eklendi.

Ayirici jel polimerlesince izopropanol uzaklastirildi ve jel pipet yardimiyla distile su
ile yikand.

%5’lik toplayici jel hazirlanarak ayirici jelin izerine, camlarin sonuna kadar
dokuldi ve bekletiimeden 10 kuyucuklu tarak yerlestirildi.

Jel polimerize olduktan sonra camlar ile birlikte jel dokme aparatindan gikarildi ve
elektroforez tankina yerlestirildi. Tanka, camlarin Gzerini 6rtecek kadar yiritme
tamponu koyuldu ve tarak jelden gikarildi. Kuyucuklardaki olasi jel artiklari siringa
yardimi ile temizlendi.

1.5 ml’lik ependorf tiplerinde 20 pg protein ve 4x Laemmli tamponu karistirildi
ve ornekler ylikleme igin hazirlandi. Protein 6rnekleri 95°C’de 5dk denatire

edildikten sonra kuyucuklara yiklendi.
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Ornekler toplayici jelden ayirici jele gecinceye kadar 80V’ta 1 saat boyunca
yurutuldi. Ardindan voltaj 100V’a gikarildi ve analiz edilecek proteinin molekuler
agirhgina gore protein agirhk belirleyicisi takip edilerek elektroforez
gerceklestirildi.

Jel tanktan g¢ikarildi ve toplayici jel kesilerek atildi.

Western Blot

SDS-PAGE ile molekdiler agirliklarina gére ayristirilan proteinlerin PVDF membrana
transferi gergeklestirildi ve devaminda uygun primer ve sekonder antikorlar ile
muamele edilen membranda goriintileme yapildi.

Jel boyutlarinda kesilmis PVDF membrana 6nce 1 dk boyunca %100 metanol
uygulandiktan sonra distile su ile yikanan membran, 15 dk yari kuru transfer
tamponunda bekletildi.

Ayni sekilde jel ve jel boyutlarinda kesilmis 9 adet whatmann kagidi da 15 dk
boyunca yari kuru transfer tamponunda bekletildi.

Yari kuru elektroforetik transfer cihazi (Bio-Rad)'na sirasiyla 5 adet whatmann
kagidi, PVDF membran, jel ve lzerine tekrar 4 adet whatmann kagidi tek tek
yerlestirildi ve her birinin Gzerinden cam oklava ile gecilerek hava kabarcig
kalmamasi saglandi.

Yari kuru transfer cihazi kapatilarak 25V’ta 30 dk transfer yapildi.

Transfer sonrasinda jel, Coomassie brilliant blue R-250 sollsyonu ile boyanarak
protein érneklerinin tamaminin jel tizerinden PVDF membrana transferi kontrol
edildi.

Protein drneklerinin esit miktarda yuklendiginin kontrol edilebilmesi igin PVDF
membran Ponceau S sollisyonu ile boyandi.

Primer antikorun 6zgil olmayan baglanmalarini 6nlemek amaciyla, distile su ile

temizlenen membran oda sicakligindaki ¢alkalayici Gzerinde 1 saat bloklama
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tamponu (%0,2 1xTBS-T iginde %5’lik siit tozu veya 1xTBS-T icinde %5’lik BSA) ile
inkube edildi.

e Bloklamanin ardindan membran gece boyunca +4°C’de 1xTBS-T iginde %5’lik sit
tozu/BSA ¢Ozeltisi ile uygun oranda hazirlanmis primer antikor soliisyonu ile
inkube edildi.

e Western Blot analizlerinde kullanilan primer antikorlarin optimize edilen galisma

kosullari Tablo 3.3’te verilmistir.

Tablo 3.3. Mitokondriyal proteomik analizler sonucunda segilen aday proteinleri taniyan
antikorlarin Western Blot analizi igin optimize edilen g¢alisma kosullari

Antikor 2::::“ seyreltme Antikor seyreltme soliisyonu inkiibasyon kosullari
SLC25A4 1:1000 1xTBS-T iginde %5 BSA Gece boyu / +4°C
SLC25A6 1:800 1XTBS-T iginde %5 siit tozu Gece boyu / +4°C
PMPCB 1:600 1xTBS-T iginde %5 siit tozu Gece boyu/+4°C
SPG7 1:600 1XTBS-T iginde %5 siit tozu 1 saat / oda sicakhgi
MRPL3 1:600 1xTBS-T iginde %5 siit tozu Gece boyu / +4°C

e Primer antikor uygulamasi sonrasi, membran calkalayici izerinde 3 defa 10 dk
boyunca 1xTBS-T ile yikanarak baglanmayan antikorlar uzaklastirildi.

e Bunu takiben membran, 1xTBS-T iginde %5’lik st tozu/BSA ¢ozeltisi ile uygun
oranda hazirlanmis sekonder antikor sollisyonu ile oda sicakhgindaki ¢alkalayici
Uzerinde 1 saat boyunca inkibe edildi.

e Sekonder antikor uygulamasi sonrasi, membran galkalayici Gizerinde 3 defa 10 dk
boyunca 1xTBS-T ile yikanarak baglanmayan antikorlar uzaklastirildi.

e Gorlintileme kitinin (SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate,

Thermo Scientific) iginde bulunan Luminol/Enhancer ve stabil peroksit
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soltisyonlari 1:1 oraninda karistirildi ve membran karanlik bir ortamda bu karisim
ile 5 dk boyunca muamele edildi.

e GeneGnome 5 kemiliminesan goriintileme cihazi (Syngene) kullanilarak uygun
poz surelerinde fotograflar gekildi.

e Western Blot analizinde hasta ve kontrol bireylere ait total hiicrelerdeki protein
ifadeleri analiz edilirken normalizatér olarak B-tubulin/GAPDH kullanildi.
Mitokondriyal fraksiyondaki ilgili proteinlerin ifadeleri analiz edilirken
normalizatér olarak TOM20 kullanildi. Analiz sonrasinda, Image J programi ile
yapilacak dansitometrik analizler ile hasta ve kontrol bireylere ait protein
miktarlari karsilagtirmali olarak analiz edildi. Sonuglar Mann-Whitney U testi ile
degerlendirildi. Testlerin yapilmasinda ve grafiklerin gizilmesinde GraphPad Prism
7 programi kullanildi ve veriler degerlendirilirken p<0,05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.

3.2.9. Zenginlestirilmis mitokondriyal fraksiyonda proteomik analizler

Proteinlerin kiitle spektrometre analizine hazirlanmasi

Proteinlerin kitle spektrometresine hazirlanmasi igin FASP Protein Digestion Kit
(Abcam) protokoli kullanildi.

e SOL tampon icinde bulunan proteinlerin Gzerine %4 SDS, 100 mM Tris-HCl ve 0,1
M DTT’den olugan SDT liziz tamponu (DTT final konstantrasyonu 20mM olacak
sekilde) eklendi.

e Ornekler, 95°C’de 10 dk aralikli olarak vortekslenerek isitild.

e |[sitma islemi sonrasinda sonikasyonlu su banyosunda 5 dk boyunca sonikasyona
tabi tutulan 6rnekler, 16.000xg’de, +4°C’de 15 dk santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasinda elde edilen slipernatan temiz bir tiipe aktarildi.
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Filtre Unitesinde 300 pl'ye kadar protein 6rnegi (10-250 pg) ile 200 ul UA
solisyonu (0.1 M Tris/HCl pH 8.5 icinde 8M ure) karistirildi ve filtre Unitesi
tamamen kuruyana kadar (en az 15 dk) 14.000xg'de santrifijlendi.

Filtre Gnitesine 200 ul UA eklendi ve 14.000xg'de 15 dk santrifujlendi.

Santriflij sonrasi toplama tupinde kalan sivi atild.

100 pl 1AA soliisyonu (UA iginde 0,05M iyodoasetamid) eklendi ve 600 rpm'de
isiticili karistiricida 1 dk kanistirildi ve 20 dk karanlikta (genellikle santrifiij iginde
dondirmeden) inkibe edildi.

Filtre Gnitesi 14.000xg'de 15 dk santrifijlendi.

Filtre Ginitesine 100 ul UA eklendi ve 14.000xg'de 15 dk santrifljlendi. Bu adim iki
kez tekrarlandi.

Filtre Gnitesine 100 pl ABC (0.05M amonyum bikarbonat) eklendi ve 14.000xg'de
10 dakika santrifijlendi. Bu adim iki kez tekrarlandi.

Tripsin ile birlikte 40 pl ABC eklendi (enzim-protein orani 1:100). Buharlagsmayi en
aza indirmek igin tliplerin kapagi parafilm ile sarildi.

Dondurme filtresi (spin filter) 37°C'de 4-18 saat inkiibe edildi.

Dondlrme filtresi yeni bir toplama tiipline aktarildi ve 40 ul ABC sollisyonu
eklendi.

Filtre Gnitesi 14.000xg'de 10 dakika santrifijlendi.

50 ul 0,5M NacCl eklendi ve filtre tnitesi 14.000xg'de 10 dakika santrifijlenerek
hizli vakumla kurulandi.

Devaminda 20 ul % 0,1 FA'da sulandirildi.

Qubit 4 Fluorometer (Invitrogen) yardimiyla peptit konsantrasyonu o6lglimi

yapilarak degerlendirildi.

Sivi Kromatografi (Liquid Chromatography - LC)
Peptitlerin ayirimi Dionex Ultimate 3000 Series RSLC (Thermo Fisher Scientific)

nano-pompa yardimiyla gergeklestirildi. Bu nano pompa, Ultimate 3000 Series
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TCC-3000RS (Thermo Fisher Scientific) kolon kompartmanlari ile donatiimis olup,
Dionex UltiMate 3000 Series RS (Thermo Fisher Scientific) oto- 6rnekleme
Unitesine baglidir. Sistemin tamami Xcalibur 4.0 (Thermo Fisher Scientific) yazilimi
ile kontrol edilmektedir.

Her bir analiz 6ncesinde drnekler, 5 mmx300 pm i.d., 5 um, 100 A boyutlarindaki
bir C18 materyali iceren yakalama kolununa, dakikada 5 pl hizla ve % 0,05
(hacim/hacim) trifloroasetik asit ve %1 asetonitril iceren c¢ozelti yardimi ile
yuklendi.

Ornekler, yakalama kolonu sonrasinda boyutlari 15 cmx75 um olan ve 2 pm, 100
A capinda C18 materyali ile paketlenmis analitik bir Acclaim PepMap RSLC
kolonuna (Thermo Scientific) aktarildi ve peptit eliisyonu iki farkl mobil faz (A ve
B) kullanilarak yapildi. Mobil faz A HPLC kalitesinde su ile hazirlanmis %0,1 formik
asit, mobil faz B ise HPLC kalitesinde su ile hazirlanmis %0,1 asetonitril igerecek
sekilde hazirlandi.

Peptitler 130 dk sireyle ve dakikada 0,3 ul akis hiziyla ayristirilarak Thermo Q-
exactive (Thermo Scientific) kitle spektrometresine gonderildi. Ellisyon igin
uygulanan gradyan adimlari Tablo 3.3’te verilmistir.

Kolon sicakhgi 40°C’de tutuldu ve her analizde 2 ul 6rnek enjeksiyonu yapildi.
Peptitlerin pozitif ylik okuma modunda iyonizasyonunu saglayabilmek igin isitilmig
bir elektrospray iyonizasyon kaynagi (HESI) kullanildi.

Kullanilan cihaz parametreleri, +2,3 kV voltaj, 300°C kapiler sicakhigi olup, sheet
gaz ve auxiliary gaz akigi 50 ve 30 Unite civarinda tutuldu. S ve RF lens seviyeleri

ise 50’ye ayarlandi.



Tablo 3.4. nHPLC’de analitik kolona uygulanan mobil fazlarin gradyanlari
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Uygulama aralig (Dakika)

Mobil B fazi yiizdesindeki artig

Uygulanan Gradyan Tipi

0-45 6-20 lineer

45-75 40 lineer

75-90 90 lineer

90-120 90 Sabit

120-125 6 hizh disis

125-130 94 A faziile yikama

= N | [ R
// ’ \ E‘ F\ov:ﬁximm]

.00

Flow
[pl/min]

0.000 0300 60
45000 0300 200
75000 0300 40.0
X 10300 $0.0
120,000 0300 90.0
125000 10300 6.0

CEOND N A WN

Stop Run

Ardisik Kiitle Spektrometresi (Tandem mass spectrometry - MS/MS)

e ilk asama olarak, Thermo Q-exactive (Thermo Scientific) cihazi ile data bagimli veri

toplama islemi yapildi. Tarama islemi baslangi¢ta Full MS spektrum modunda

kullanildi [parametreler; ¢ézintrlik: 70.000, tarama araligi: 400-200 m/z, 3x10°

hedef otomatik kazanim kontroli (AGC), 60ms maksimum enjeksiyon zamani ve

sentroid data tipi].

e MS/MS analizi igin MS sonucuna bagli olarak en yiksek 10 oncil iyon segildi

(TOP10) ve bu iyonlar yiksek enerjili kollizyon ayirimi (HCD) sonrasi okutuldu [HCD

parametreleri; ¢oztnarlik: 17.500, 1x10° AGC, 100ms maksimum enjeksiyon

zamani, 2 m/z izolasyon penceresi, NCE 27 ve sentroid spektrum data tipi

toplama].
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e Cihazin kalibrasyonu pozitif moda her bir enjeksiyon 6ncesi standart pozitif
kalibrant (LTQ Velos ESI Positive lon Calibration Solution 88323, Pierce) kullanilarak
yapildi.

e Eslestiriimemis ve tek yikli iyonlar MS/MS analizinden gikartildi ve dinamik

dislama otomatik olarak yapildi.

Peptit ve protein tanimlama

e LC-MS/MS analiziile elde edilen proteinlerin karsilastirmali analizi etiketsiz miktar
OlcimuU (label-free quantification) yontemiyle Proteom Discoverer 2.2 (Thermo
Scientific) yaziiminda gergeklestirildi (parametreler; peptit kiitle toleransi 10ppm,
MS/MS kitle toleransi 0,2 Da, kitle dogrulugu 2 ppm, tolere edilen yanlis kesim
1, minumum peptit uzunlugu 6 amino asit, sabitlenmis degisimler sisteinin
karbamidometilasyonu, sabit olmayan degisimler metiyonin oksidasyonu ve
asparajinin deaminasyonu).

e Analizlerde yogunluk hesaplamasinda pik intensiteleri kullanildi ve her bir protein
icin tanimlanan minumum peptit sayisi 2 olarak kabul edildi.

e \Veriler Uniprot/Swissprot (137) veri bankasinda bulunan organizmaya oOzel

verilere gore arastirildi.

3.2.10. Proteomik ¢alismasi verilerinin biyoinformatik analizleri

e Kiitle spektrometre analizi sonucunda elde edilen tim proteinler
Uniprot/Swissprot (137) veri bankasina ait insan referans proteomu (Proteome ID:
UP000005640) ile analiz edildi.

e Bu proteom igerisindeki mitokondriyal proteinleri ayirabilmek amaciyla, lokasyon
sinirlandirildi ve elde edilen veriler gruplandirilmig insan mitokondri proteomu

(SL-0173) ile analiz edildi.
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e Yapilan etiketsiz miktar tayini analizleri ile elde edilen proteinlere ait sonuglar
degerlendirilerek hasta ve kontrol hiicreleri arasinda zenginlestirilmis
mitokondriyal fraksiyondaki miktari istatistiksel olarak anlamli sekilde degisen
proteinler, EnrichR (138-140) veri bankasindaki Gene Ontology (GO)-Biyolojik

sureg kategorisine gore siniflandirilarak yolak analizleri yapildi.

3.2.11. Primer miyoblastlardan total RNA izolasyonu

e T25 flaskta ¢cogaltilan ve yeterli yogunluga ulasan hiicreler 2 kez 1x PBS ile yikandi.

e Flaska 1 ml trizol eklendi ve pipetaj yardimiyla hiicrelerin kalkmasi saglandi.

e Trizol igerisindeki hicreler 1.5 ml’lik ependorf tiiplerine aktarildi ve 5 dk oda
sicakhiginda inkube edildi.

e Hiucrelerin Gizerine 200 pl kloroform eklendi ve tlpler alt Gst edildi.

e 2-3 dk oda sicakliginda inklibe edildikten sonra tiipler tekrar alt st edildi.

e Tipler +4°C’de 13.000 rpm’de 15 dk santrifij edildi.

e Faz ayrimi goriliince en Ustteki seffaf faz yeni ependorf tiiplerine aktarildi.

e Uzerine 500 pl izopropanol eklendikten sonra tiipler alt Ust edildi ve -20°C’de 1
saat inkibe edildi.

e Tipler +4°C’de 13.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek RNA’larin ¢okturilmesi
saglandi.

e Sipernatan uzaklastirildi ve pelletin tGzerine 1 ml %70’lik etanol eklenerek tiipler
alt Ust edildi.

e Tipler +4°C’de 7500 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra stipernatanin alinmasi
ile etanol tamamen uzaklastirildi.

e Oda sicakhgindaki tuplerin kapaklari agik birakilarak kalan etanoliin ugmasi
saglandi.

e RNA pelletleri Gizerine 15 pl niikleaz igermeyen su eklendi ve 6rnekler 1 saat buzda

bekletildi.
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e izole edilen RNA’larin konsantrasyonlari Nanodrop 1000 spektrofotometre

yardimiyla 6lglildi ve 6rnekler -80°C’de saklandi.

3.2.12. Kantitatif Ger¢ek-Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PZR)

e izole edilen RNA'lardan iScript Reverse Transcription Kit (Bio-Rad) yardimiyla

cDNA sentez reaksiyonu koyuldu. Reaksiyon bilesenleri ve kosullari asagida

belirtilmistir.

cDNA Sentezi Reaksiyon Bilesenleri Hacim
5X iScript Reaction mix 24l
iScript reverse transkriptaz c 1l
RNaz icermeyen su sxoul
RNA (800ng) xul
Toplam 120 pl

cDNA Sentezi Reaksiyon Kogsullari

Sicakhk Sure
25°C 5 dk
46°C 20 dk
95°C 1 dk
4°C o0

e cDNA sentezini takiben Luna Universal gPCR Master Mix (NEB) kiti ile qPCR
reaksiyonu hazirlandi ve BioRad iQ5 RT-PCR cihazinda asagida belirtilen kosullarda

reaksiyon gerceklestirildi.
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aPCR Reaksiyon Bilesenleri (1 reaksiyon icin) Hacim
2X Luna Universal gPCR Master Mix 5ul
Forward primer (10 uM) 0,4 ul
Reverse primer (10 uM) 0,4 ul
Distile su 2,2 ul
cDNA (800ng- % diliie) 2 ul
Toplam 10 ul
Sicakhk Siire Dongu sayisi
94°C 2 dk 1

94°C 5sn 40

58°C 20 sn }

55-95°C 10 sn (+1°C) 1

Hedef genlerin ifade degisimi, replikalarin Ct degerlerinin ortalamalari alinarak
GAPDH genine gore normalize edildi.

ifade seviyelerinin géreceli kantitasyonu ise karsilastirmal 2- 24 yéntemi ile analiz
edildi.

Sonuglar Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Testlerin yapilmasinda ve
grafiklerin ¢izilmesinde GraphPad Prism 7 programi kullanildi ve veriler

degerlendirilirken p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta ve Kontrol Bireylere Ait Dondurulmug Primer Miyoblastlarin Kiiltiir

Ortaminda Agilmasi ve Pasajlanmasi

Tez kapsaminda calisilan, sekonder mitokondri hasarinin gorildigi DMD (n=2),
Megakoniyal KMD (n=1) ve Ullrich KMD (n=2) hastalarina ve kontrol bireylere (n=2) ait
primer miyoblastlarin Londra-Noéromiskiler Hastaliklar Merkezi Biyobankasi (MRC
CNMD Biobank London, Dubowitz Neuromuscular Unit, Institute of Child Health)'ndan
laboratuvarimiza transferi saglandi.

Primer miyoblast kiltirleri, icerisinde fibroblastlarin da yer aldigi heterojen
kalturlerdir. Dondurulmus olarak kuru buz igerisinde elimize ulasan primer miyoblastlar,
icerisinde bulunan fibroblastlarin proliferasyonunun en aza indirgenebilmesi ve
miyoblastlarin hiicre dénglsunin hizlandirilabilmesi amaciyla, iskelet kasina 6zel hiicre
kdltir ortami (Promocell) igerisinde gogaltildi (Sekil 4.1).

DMD-1 kodlu bireye ait primer miyoblastlar (hlicre no: 6311, pasaj no:6) kultir
ortaminda acildiginda yiksek oranda (%95) o6li hicrenin oldugu, canh hicrelerin
proliferasyon hizinin ise ¢ok dusik oldugu tespit edildi. Biyobankaya bu durum
bildirilerek, ayni numarali hastaya ait 1 vial ve farkli bir DMD hastasina ait 1 vial (DMD-3
hiicre no: NH14-1259A, pasaj no:3) yeni hiicre istemi yapildi. Yeni gelen DMD-1 kodlu
hasta hicreleri ¢ogaltildiginda, dnceki gelen ayni kodlu hiicre ile benzer sekilde kultlr
ortaminda yuksek oranda (%95) 6l hiicrenin bulundugu, canh hiicrelerin proliferasyon
hizinin ise ¢ok dusiik oldugu tespit edildi. DMD-3 kodlu hiicrelerin ise saghkli bir sekilde
cogaltilmasi saglandi. Tez calismasi devaminda DMD-1 kodlu hiicre yerine DMD-3 kodlu
hicrenin kullanilmasina karar verildi.

Yeterli yogunluga ulasan hasta ve kontrol primer miyoblastlari pasaj 4-8 arasinda
minimum 10 vial (1 milyon hiicre/ml) olacak sekilde dondurularak sivi azot tanklarinda

depolandi.
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Kontrol-1 Kontrol-2 Megakoniyal KMD

Ullrich KMD-1

4

Sekil 4.1. Hasta ve kontrol bireylere ait primer miyoblastlarin i1sik mikroskobu altindaki
gorintileri (Olgek: 50 um).

4.2. Hasta ve Kontrol Primer Miyoblastlarinda Mitokondriyal Protein import Analizi

(Pre-sequence/ TIM23 import yolag: analizi)

Mitokondriyal protein import analizi igin, Aconitase 2 (ACO2) proteinine ait
mitokondriyal sinyal dizisinin belirte¢ olarak yesil floresan protein geni (GFP) igeren
pcDNA3 vektorine klonlanmasi ile olusturulan pcDNA3/Mito-GFP plazmidi kullanildi.
Plazmidin primer miyoblastlarina transfeksiyonu ve bunu takiben hasta ve kontrol
bireylere ait transfekte hiicrelerde mitokondrilerde yerlesim gdsteren GFP miktarinin
karsilagtirmali olarak analiz edilmesi planlandi. Bu amagla Dr. Benjamin Dehay’den

(University of Bordeaux, France) temin edilen pcDNA3/Mito-GFP plazmidi ¢ogaltildi ve
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vektore klonlanmig olan ACO2 proteinine ait mitokondriyal sinyal dizisi DNA dizi analizi

ile dogruland (Sekil 4.2).

5’ATGGCGCCCTACAGCCTACTGGTGACTCGGCTGCAGAAAGCTCTGGGTGTGCGGCAGTACCATGTGGCCT
CAGTCCTGTGCCAACGGGCCAAGGTGGCGATGACG-3’

TS cm e Ce-— Wmees = - emeS- _a_ -  ee---e S 58 & SANSEN lGe saiee e il Shie @ el & Sasias VABSS laaeh S22

M J \(\‘Wﬁl” M/ '.L‘.'\ M

I
T
Sekil 4.2. pcDNAS/Mito—GFP plazmidinde bulunan ACO2 proteinine ait 105 bg¢’lik
mitokondriyal sinyal dizisinin (Ust) DNA dizi analizi ile dogrulanmasi (alt).

Primer miyoblastlarda transfeksiyonun optimizasyonu igin ilk olarak Lipofektamin
2000, Lipofektamin 3000 ve FUGENE-HD transfeksiyon ajanlari ile farkli parametreler
(transfeksiyon ajani miktari, transfeksiyon igin kullanilacak hicre kiltir ortami, DNA
miktari, transfeksiyon karisiminin inklibasyon siiresi) denenerek en uygun transfeksiyon
kosullari saptanmaya c¢alisildi. Lipofektamin 2000 ile denenen tim kosullarda
transfeksiyon etkinliginin ¢ok disuk oldugu ve transfeksiyonun hiicreler tizerinde toksik
etki yarathgi gdzlendi. FUGENE-HD ile denenen transfeksiyon kosullarinda ise transfekte
hiicre gozlenmedi. Lipofektamin 3000 ile denenen kosullar arasinda ise, en yiksek
transfeksiyon etkinligi ~%20 olarak bulundu. Transfeksiyon etkinliginin arttiriimasi
amaciyla elektroporasyon temelli bir yontem olan niikleofeksiyon gerceklestirildi ve
100.000 hiicrenin Uzerine eklenen 1000 ng pcDNA3/Mito-GFP uygulanmasi ile
transfeksiyon etkinligi %58’e yikseltildi (Sekil 4.3). Transfeksiyonu zor hiicreler olan
primer miyoblastlarda yapilan mitokondriyal protein import analizinde, optimize edilen

nikleofeksiyon kosullari kullanildi.
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Sekil 4.3. Nucleofector ile pcDNA3/Mito-GFP transfeksiyonu yapilmis primer
miyoblastlari (100.000 hticre/kuyucuk; DNA: 1000 ng, 24 saat). Sol: yesil/FITC:
MitoGFP, Orta: mavi/DAPI: cekirdek, Sag: Cakistirlmis gorintii (Olcek:10 um,
Mikroskop: Carl-Zeiss Axioplan 2).

Tum hasta ve kontrol bireylere ait primer miyoblastlara nukleofeksiyon ile
pcDNA3/Mito-GFP transfeksiyonu yapildi ve mitokondri belirteci olan TOM20 antikoru ile
immunfloresan boyamalar sonrasinda mitokondrilerde yerlesim gosteren GFP miktarlari
(MitoGFP-TOM20 es yerlesimi), konfokal mikroskopta Z diizleminde alinan 0.5 pm’lik
optik kesitlerde, karsilastirmali olarak analiz edildi. pcDNA3/Mito-GFP transfekte edilmis
hasta ve kontrol primer miyoblastlarinin  TOM20 antikoru ile immiinfloresan
boyamalarina ait temsili gorintiler Sekil 4.4’te verilmistir. Fiji 2.9.0 / 1.54f (135)
programindaki “Colocalization Threshold” eklentisi kullanilarak yapilan analizler
sonucunda, tim hastalara ait primer miyoblastlarda MitoGFP-TOM20 es yerlesiminde
kontrol hiicrelere kiyasla istatistiksel olarak anlamh sekilde (¥%50 oraninda) azalma
gozlendi (Sekil 4.5). Tezin hipotezine uygun sekilde; DMD, Megakoniyal KMD ve Ullrich
KMD hastaliklarinda mitokondriyal protein import mekanizmasinda (pre-sequence/

TIM23 import yolagi) hasar oldugu saptandi.
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Kontrol Megakoniyal KMD

Ullrich KMD

Sekil 4.4. pcDNA3/Mito-GFP transfekte edilmis hasta ve kontrol primer
miyoblastlarinin TOM20 antikoru ile imminfloresan boyamasi sonrasinda konfokal
mikroskobi gorintuleri. Yesil/FITC: MitoGFP, Kirmizi/Texas Red: TOM20/mitokondri,
mavi/DAPI: cekirdek (Olgek: 10 um; Mikroskop: Zeiss LSM 980 Dual Line NLO system)
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Sekil 4.5. pcDNA3/Mito-GFP transfekte edilmis hasta ve kontrol primer miyoblastlarinda
MitoGFP-TOM20 es yerlesim analizi. Tum preparatlarda en az 30 hiicre analiz edildi.
Veriler istatistiksel olarak Mann-Whitney U testi ile analiz edildi (**p<0.01, ***p<0.001).
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4.3. Mitokondri Hasari ile iliskilendirilen miR-382-5p ve miR-409-3p’nin
Mitokondriyal Protein Iimport (Pre-sequence/ TIM23 import yolagi)

Mekanizmasina Etkisi

Onceki calismalarimizda sekonder mitokondri hasarinin gézlendigi néromiiskiiler
hastaliklarda (1) iskelet kas dokusunda artisini tespit etmis oldugumuz, (2) islevsel
analizlerle mitokondri hasari (azalmig ATP Uretimi ve bozulmus dinamik mitokondri ag
yapisi) ile direkt iliskilendirdigimiz (yayinlanmamis veri, Sekil 2.3 ve 2.4) ve (3) olasI hedef
genlerinin mitokondriyal protein importu ile iliskili oldugu saptadigimiz (29) (Sekil 2.2)
miR-382-5p ve miR-409-3p’nin mitokondriyal protein import mekanizmasina potansiyel

etkisi arastirildi.

pcDNA3/mitoGFP plazmidi ve miRNA mimikler (miR-382-5p, miR-409-3p ve
negatif kontrol) C2C12 fare miyoblastlarina birlikte transfekte edildi. Mitokondriyal
membran potansiyelini bozarak organel hasari yaratan AMA, calismada pozitif kontrol
olarak kullanildi. Lipofektamin 3000 ajani ile yapilan transfeksiyon deneylerinde
hiicrelere uygulanan miRNA mimik miktari sabit tutularak, farkli pcDNA3/MitoGFP-
Lipofektamin 3000 oranlari denendi. Calisma sonucunda, en yiksek transfeksiyon
etkinligi, 2500 ng pcDNA3/MitoGFP, 20 nM miRNA mimik ve 6 pl Lipofektamin 3000’in
uygulandigi  kosulda %34,2 olarak Dbelirlendi. Optimize edilen kosullarda,
pPcDNA3/mitoGFP plazmidi ve miRNA mimikler ile birlikte transfekte edilen hicreler

mitokondri belirteci olan TOM20 antikoruyla boyandi.

immiinfloresan boyama sonrasinda konfokal mikroskopta Z diizleminde alinan 0,5
um’lik optik kesitlerde, MitoGFP-TOM20 es yerlesimi kontrol hicrelerle karsilagtirmali
olarak analiz edildi. Fiji 2.9.0 / 1.54f (135) programindaki “Colocalization Threshold”
eklentisi kullanilarak yapilan analizler sonucunda, AMA uygulanmis hucrelerdeki
MitoGFP-TOM20 es yerlesiminde mimik negatif kontrol transfekte edilmis hiicrelere
kiyasla istatistiksel olarak anlaml bir fark gézlendi ve AMA’'nin mitokondriyal protein

import mekanizmasinin isleyisini bozdugu dogrulandi. Pozitif kontrole benzer sekilde,
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miR-382-5p transfekte edilmis hicrelerdeki MitoGFP-TOM20 es yerlesiminde negatif
kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde, ~%50 oraninda azalma oldugu
gosterildi (***p<0.001) ve hiicrelerdeki arttirilmis miR-382-5p ifadesinin mitokondriyal
protein import mekanizmasi hasarina neden oldugu tespit edildi. Ote yandan, miR-409-
3p transfekte edilmis hicrelerdeki MitoGFP-TOM20 es yerlesiminde, mimik negatif
kontrol transfekte edilmis hiicrelere oranla istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi

(Sekil 4.6 ve 4.7).

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

Mimik negatif kontrol

Sekil 4.6. pcDNA3/Mito-GFP ile birlikte miR-382-5p veya miR-409-3p transfekte
edilmis C2C12 hicrelerinin TOM20 antikoru ile immiinfloresan boyamasi sonrasinda
konfokal mikroskobi gorintileri. Mimik negatif transfekte edilen hicreler negatif
kontrol, 100 uM AMA uygulanmis hiicreler pozitif kontrol olarak kullanildi. Yesil/FITC:
MitoGFP, Kirmizi/Texas Red: TOM20/mitokondri, mavi/DAPI: ¢ekirdek (40X buylutme);
Mikroskop: Zeiss LSM 980 Dual Line NLO system)
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MitoGFP/TOM20 es yerlesim orani

Sekil 4.7. pcDNA3/Mito-GFP ile birlikte miR-382-5p veya miR-409-3p transfekte edilmis
C2C12 hiucrelerinde MitoGFP-TOM20 es yerlesim analizi. Mimik negatif transfekte edilen
hicreler negatif kontrol, 100 uM AMA uygulanmis hicreler pozitif kontrol olarak
kullanildi. Tim preparatlarda en az 30 hiicre analiz edildi. Veriler istatistiksel olarak Mann-
Whitney U testi ile analiz edildi (***p<0.001).

4.4. Hasta ve Kontrol Primer Miyoblastlarindan Mitokondriyal Fraksiyonun

izolasyonu ve Kalite Kontrolii

Hasta ve kontrol primer miyoblast hicrelerinden izole edilen mitokondriyal
fraksiyonda proteomik analizler gerceklestirilmesi amaciyla, hiicrelerden mitokondriyal
fraksiyonun izole edilmesi planlandi. Primer hiicrelerden mitokondriyal fraksiyon
izolasyonunun optimize edilebilmesi amaciyla, iki farkli mitokondri izolasyon Kkiti
(Qproteome mitokondri izolasyon kiti, QIAGEN) ve Mitochondria Isolation Kit for Cultured
Cells, Thermo Fisher Scientific) ve iki farkh kitten bagimsiz manuel yontem kullanilarak 33
farkl izolasyon protokoli uygulandi. Bu farkli izolasyon protokolleri ile; mitokondri
pelletinin elde edilebildigi, mitokondriyal fraksiyonun zenginlestirilebildigi, ancak
cekirdek ve/veya sitoplazmaya ait fraksiyonlarin basarili bir sekilde mitokondriyal

fraksiyondan uzaklastirilamadigi sonucuna varildi.
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Devaminda yapilan ¢alismalarda mitokondriyal fraksiyonun en saf sekilde izole
edilebildigi yontemin, hicrelerin hipotonik bir ortama koyulup patlatiimasiyla hicresel
fraksiyonlarin basari ile ayristirilabildigi “hypotonic swelling” yontemi oldugu belirlendi.
Optimize edilen parametrelerle gergeklestirilen “Hypotonic swelling” yontemiyle, hasta
ve kontrol bireylere ait primer miyoblastlarindan basarili sekilde mitokondri pelletleri
elde edildi.

Mitokondriyal fraksiyondan izole edilen proteinlerle; mitokondriyal (TOMZ20),
sitoplazmik (P tubulin) ve ¢ekirdek (Histon H3) belirteglerini taniyan antikorlar yardimiyla
Western Blot analizi gergeklestirilerek, izole edilen fraksiyonun kalite kontrolu
gerceklestirildi. Analizler sonucunda; hipotonik tamponda bekleme siiresi 10 dk, Dounce
homojenizatdrde vurus sayisi 10 oldugu durumda cekirdek ve sitoplazma fraksiyonlarinin

mitokondriyal fraksiyondan tamamen uzaklastirildig1 gézlendi (Sekil 4.8).

—

- - . e  TOM20

A.. ‘ | H3Histon

— PASERS 22 B-tubulin

aal

Sekil 4.8. “Hypotonic swelling” yontemi ile primer miyoblastlardan izole edilen
mitokondriyal fraksiyonun Western Blot analizi ile kalite kontroli
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4.5. Hasta ve Kontrol Primer Miyoblastlarindan izole Edilen Mitokondriyal

Fraksiyonda Proteomik Analizler

Hasta ve kontrollere ait primer miyoblastlardan izole edilen mitokondriyal
fraksiyondaki proteinler LC-MS/MS ile analiz edildi. Her 6rnek lg¢ kez MS kolonundan
gecirilerek okuma vyapildi. Analizlerde yogunluk hesaplamasinda pik intensiteleri
kullanildi. Verilerin islenebilmesi ve anlamli sonuglarin tespit edilebilmesi igin de Temel
Bilesenler Analizi (Principle Component Analysis-PCA) kullanildi. PCA grafigi ve
mitokondriyal fraksiyona ait protein drneklerinde tespit edilen proteinlerin abundance
grafigi Sekil 4.9 ve 4.10’da verilmistir. Hasta ve kontrol gruplarina ait proteinlerin
karsilastirmal analizi, etiketsiz miktar olcimu (label-free quantification) yéntemiyle

Discoverer 2.2 (Thermo Scientific) yazihmi kullanilarak gergeklestirildi.

PC 2 (10.5%)
(@]
® o

T T T
-5 0 5 10

PC 1(57.8%)
(@) Kontrol-1 @ Kontrol-2 @® DoOMD-2 @® 0oOMD3 @ Megakoniyal KMD
O Ulirich kMD-1 @  Ulirich KMD-2

Sekil 4.9. Hasta ve kontrol primer miyoblastlardan izole edilen mitokondriyal
fraksiyon proteinlerine ait LC-MS/MS analizinin PCA grafigi.
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Log10Abundance

Kontrol-1(F1)
Kontrol-1(F2)
Kontrol-1(F3)
Kontrol-2 (F5)
Kontrol-2 (F6)
DMD-2 (F7)
DMD-2 (F8)
DMD-2 (F9)
DMD-3 (F10)

Megakoniyal KMD (F13)
Megakoniyal KMD (F14)
Megakoniyal KMD (F15)

Kontrol-2 (F4)
DMD-3 (F11)
DMD-3 (F12)
Ullrich KMD-1 (F16)
Ullrich KMD-1 (F17)
Ullrich KMD-1 (F18)
Ullrich KMD-2 (F19)
Ullrich KMD-2 (F20)
Ullrich KMD-2 (F21)

Sekil 4.10. Hasta ve kontrol primer miyoblastlardan izole edilen mitokondriyal fraksiyon
ornekleriyle yapilan LC-MS/MS analizinde tespit edilen proteinlerin abundance grafigi.

Tespit edilen proteinler hem Uniprot (137) veri bankasina ait insan referans
proteomu (Proteome ID: UP000005640) ile, hem de bu proteom igerisinde lokasyon
sinirlandirilarak gruplandirilmis insan mitokondri proteomu (SL-0173) ile ayri ayri analiz
edildi. Analizler sirasinda kontrol hiicrelerinden elde edilen degerlerin ortalamasi alinarak
hasta hiicreleriyle karsilastirmalar yapildi. Ek olarak, DMD3 hastasi PCA'de diger tim
hastalardan ayri gruplandigi igin ¢alisma kapsamindan gikarildi.

Kontrol bireylere ve hastalara ait primer hiicrelerden elde edilen mitokondriyal

proteomun LC-MS/MS analizi sonucunda 120 adet yiksek glvenirlilikte protein

tanimlamasi yapildi.
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Etiketsiz miktar 6lgim ile saptanan proteinlere ait sonuglar degerlendirildi ve
hasta ve kontrol bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamli sekilde miktar farklihg
gosteren proteinler listelendi. Sekonder mitokondriyal hasarin gozlendigi néromuskiler
hastalik gruplarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde miktari degisen mitokondriyal
protein sayilari Sekil 4.11’de gosterilmistir.

Hastalik gruplari ayri ayri kontrol bireyler ile kiyaslandiginda;
e DMD hastasinin mitokondriyal proteomunda, 33 proteinin miktarinda artig ve 21
proteinin miktarinda azalis oldugu,
e Megakoniyal KMD hastasinin mitokondriyal proteomunda, 21 proteinin
miktarinda artis ve 30 proteinin miktarinda azalis oldugu,
e Ullrich KMD hastalarinin mitokondriyal proteomunda, 35 proteinin miktarinda

artis ve 25 proteinin miktarinda azalis oldugu tespit edildi (Sekil 4.11).

Tum hastalar tek bir grup halinde kontrol bireyler ile kiyaslandiginda ise;
e Tablo 4.1’de isimleri verilmis olan 35 adet mitokondriyal proteinden 18’inin tim

hastalik gruplarinda artmis, 17 tanesinin ise azalmis oldugu saptandi (Sekil 4.11).

DMD vs Kontrol Megakoniyal KMD vs Kontrol

%

Ullrich KMD vs Kontrol

Sekil 4.11. LC-MS/MS sonucunda néromdiskiler hastalik gruplarinda miktar farkhhgi
saptanan mitokondriyal protein sayilarinin (Kirmizi: miktari artan, Mavi: miktari azalan
proteinler) Venn semasi ile gésterimi.
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Tablo 4.1. LC-MS/MS sonucunda hastalara ait primer miyoblastlardan izole edilen
mitokondriyal fraksiyonlarda miktar farkhligi tespit edilen ortak proteinlerin listesi

CAVIN1 Caveolae-associated protein 1 ACAA2 3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial
PMPCB M/to.chondrlal-pljocessmg DIP2A Disco-interacting protein 2 homolog A
peptidase subunit beta
SPG7 Paraplegin UQCRFS1 Cy.tochrome. b-c1 complex subunit Rieske,
mitochondrial
CASP8AP2 | CASP8-associated protein 2 RMND1 Required for meiotic nuclear division
protein 1 homolog
MRPL3 325 rlbosomg/ protein L3, NDUFB6 NADH dehydrogenase [ t.Jb/qumone] 1
mitochondrial beta subcomplex subunit 6
3 beta-hydroxysteroid . . . -
HSD3B1 dehydrogenase/Delta 5-->4- CIBAR1 CrBoYtle /I: Zer acting BAR domain-containing
isomerase type 1 P
ABCD1 ATP-binding cassette sub-family PNPLAS Calcium-independent phospholipase A2-
D member 1 gamma
CKB Creatine kinase B-type UBB Polyublqu./t/n-B. Calcium-independent
phospholipase A2-gamma
DMGDH D/.methylgly.cme dehydrogenase, MTERF Trgnscr/pt/o.n termination factor 3,
mitochondrial mitochondrial
SLC25A4 ADP/ATP translocase 1 HADHA Trifunctional enzyme subunit alpha,
mitochondrial
CEP89 Centrosomal protein of 89 kDa GCKR Glucokinase regulatory protein
FAST kinase domain-containing Cytochrome c oxidase assembly protein
FASTKD3 protein 3, mitochondrial COX15 COX15 homolog
SARM1 NAD(+) hydrolase SARM1 SLIRP SRA stem-loop-interacting RNA-binding
protein, mitochondrial
Dihydrolipoyllysine-residue
RAB7A Ras-related protein Rab-7a DLST succinyltransferase component of 2-
oxoglutarate dehydrogenase complex
Dihydrolipoyl dehyd
SLC25A6 ADP/ATP translocase 3 DLD inyarolipoyl denydrogenase,
mitochondrial
SHMIT2 serine hydroxymethyltransferase, | oy eyng MICOS complex subunit MIC19
mitochondrial
Mitochondrial import receptor subunit
NADH-ubiquinone ROR TOM22 homolog
NDUFS1 oxidoreductase 75 kDa subunit,
mitochondrial MRPS36 Alpha-ketoglutarate dehydrogenase
component 4
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Gene Ontology (GO) bilgi tabani yardimiyla, tez kapsaminda ¢alisilan tiim hastalk
gruplarinda miktar farklihg gosteren 35 ortak mitokondriyal proteinin biyolojik sireg
(biological process), molekiler islev (molecular function) ve hicresel bilesen (cellular
component) kategorilerine gore gen zenginlestirme analizleri yapildi. Bu analizler
sonucunda, s6z konusu proteinlerin mitokondriyal membran organizasyonu, elektron
transport zinciri, mitokondriyal ATP sentezi, mitokondriyal translasyonun regiilasyonu ve
mitokondri organizasyonu gibi slreglerde gorev aldiklar tespit edildi. Ayrica, bu
proteinlerin ¢ogunlugunun mitokondriyal i¢c membranda yerlesik oldugu ve asetil ko-A
acil transferaz, ATP-ADP transporter ve NADH dehidrogenaz vb. molekiiler islevlere sahip

oldugu saptandi (Sekil 4.12).



Gene Ontology-Biological process

:0042775)

ssembly (GO:0033108)
Metabolic Process (G0O:0043648)

Transport (GO:0006839)

egulation Of Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization Involved In Apoptotic Signaling Pathwa

Gene Ontology-Cellular component

005740)
oglutarate Dehydrogenase Complex (GO:0005947)

genase Complex (GO:0045240)
le Lumen (GO:0070013)

uter Membrane Translocase Complex (GO:0005742)

Chain Complex I (GO:0045271)

Gene Ontology-Molecular function
acetyl-CoA Cacyltransferase Activity (GO:0003988)
ADP Transmembrane Transporter Activity (GO:0015217)
ATP Transmembrane Transporter Activty (GO:0005347)
0008137)
50136)

Antiporter Activity (G0:0015297)

ransmembrane Transporter Activity (GO:0015453)

A Dehydrogenase Activity (GO:0003857)

tase Activity, Acting On The CH-OH Group Of Donors, NAD Or NADP As Acceptor (GO:0016616)
ctase Activity, Acting On The Aldehyde Or Oxo Group Of Donors, Disulfide As Acceptor (GO:0016624)

Sekil 4.12. Hastalara ait mitokondriyal fraksiyonlarda miktar farkliligi tespit edilen
ortak proteinlerin Gene Ontology (GO)’deki gen zenginlestirme analizi sonuclari. Bar
grafikler, p degerine gore siralanmistir (p<0,05). Uzun ve daha acik renkli cubuklar
terimin/ gen setinin daha anlamli oldugunu géstermektedir.

68
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Tez kapsaminda ¢alisilan tim hastalik gruplarina ait primer miyoblastlarda miktar
farklihgi gosteren 35 ortak mitokondriyal proteinin Reactome veri tabaninda yapilan yolak
analizlerinde ise, mitokondriyal protein import yolaginin en (st siralarda yer aldig

saptandi (Sekil 4.13).

Reactome

al-Lysosomal Fusion R-HSA-9636383
cle And Respiratory Electron Transport R-HSA-1428517

eosides And Free Purine And Pyrimidine Bases Across Plasma Membrane R-HSA-83936
hagosomal Maturation R-HSA-9637687

f SMDT1 R-HSA-8949664

ated Induction Of TAK1 Complex Within TLR4 Complex R-HSA-937072

f IRF3/IRF7 Mediated By TBK1/IKK Epsilon R-HSA-936964

Sekil 4.13. Hastalara ait mitokondriyal fraksiyonlarda miktar farkliligi tespit edilen
ortak proteinlerin Reactome veri tabanindaki yolak analizine ait sonuglar. Bar
grafikler, p degerine gore siralanmistir (p<0,05). Uzun ve daha acik renkli cubuklar
terimin/gen setinin daha anlamli oldugunu géstermektedir.

Miktar farkhhg saptanan ortak mitokondriyal proteinler ile STRING (2) veri
tabaninda vyapilan islevsel zenginlestirme ve protein-protein etkilesim analizleri
sonucunda elde edilen etkilesim ag1 Sekil 4.14’te verilmis olup, bu proteinler arasinda
mitokondriyal protein importu ile iliskili 6 protein (SLC25A6, SLC25A4, PMPCB, SPG7,
TOM22, CHCHD3) oldugu tespit edildi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.14. Hastalara ait mitokondriyal fraksiyonlarda miktar farklilig tespit edilen ortak
proteinlerin STRING (2) veri tabanindan elde edilen protein-protein etkilesim analizleri.

STRING
Local network cluster (STRING)
cluster description countin network strength  false discovery rate
CL:13758 m-AAA complex, and mitochondrial processing peptidase c... 20f5 312 0.0025
CL:13773 Vpr-mediated mductlon of apopt05|s by mitochondrial outer... 20f6 3.04 0.0025
12676 ar mitacha m ane nratein camn 2 nf 20) 2 51 010117
6 of 87 235 4.44e-11 I
401790 L..5% 0.99¢!

Sekil 4.15. Hastalara ait mitokondriyal fraksiyonlarda miktar farkhligi tespit edilen
mitokondriyal protein importu ile iliskili 6 proteinin (SLC25A6, SLC25A4, PMPCB, SPG7,
TOM22, CHCHD3) (Ust) STRING (2) veri tabanindaki etkilesim agi analizine ait sonuclari ve
(Alt) protein-protein etkilesim agi.
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Hastalara ait primer miyoblastlardan izole edilen mitokondriyal fraksiyonlarda
miktar farkhligi saptanan ve mitokondriyal protein importu ile iliskili olan 6 ortak protein
(SLC25A4, SLC25A6, PMPCB, SPG7, TOM22, CHCHD3) abundance, peptit skoru ve kat
degisimi gibi parametrelere gére incelendi. incelemeler sonucunda, tez kapsaminda
yapilacak validasyon analizleri icin s6z konusu 6 protein arasindan dort aday protein
(SLC25A4, SLC25A6, PMPCB, SPG7) belirlendi. Dort proteine ek olarak, mitokondriyal
protein sentezi ile iliskili oldugu bilinen ve yapisindaki hatalarin kombine oksidatif
fosforilasyon hatalari ile iliskilendirildigi MRPL3 proteini de besinci aday olarak belirlendi.
Secilen aday proteinlerin LC-MS/MS sonucuna gore hasta ve kontrol gruplari arasindaki

miktarsal farkliliklari Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. Mitokondriyal proteomik analizleri sonucunda validasyon igin segilen aday
proteinler ve bu proteinlerin LC-MS/MS sonucuna gore hastalik-kontrol gruplari
arasindaki miktarsal farklari (hasta/kontrol orani).

Megakonyal .
Gen sembolii |Protein adi DMD vs KMD vs Ulirich KMD
Kontrol vs Kontrol
Kontrol

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

Mitochondrial-processing peptidase

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

PMPCB subunit beta 0,151 0,222
Paraplegin/

SPG7 mitochondrial metalloprotease protein 0,062

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

4.6. Aday Olarak Segilen Mitokondriyal Proteinler (SLC25A4, SLC25A6, PMPCB,
SPG7, MRPL3) igin LC-MS/MS Analiz Sonuglarinin Dogrulanmasi

Mitokondriyal proteomik analizler sonucunda, mitokondriyal fraksiyondaki
miktarlari hasta ve kontrol primer miyoblastlari arasinda istatistiksel olarak anlamh
sekilde degisen aday proteinlerin ifadesi ilgili antikorlar yardimiyla Western Blot

yontemiyle analiz edildi. Mitokondriyal fraksiyonlarda ilgili proteinlerin ifadesi analiz
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edilirken normalizator olarak mitokondri belirteci olan TOM20 kullanilirken, esit protein
ylklemesi kontroli icin Ponceau’s red membran boyamasi ve Coomassie brilliant blue jel
boyamasi yapildi (Sekil 4.16).

Western Blot analizlerinde, LC-MS/MS analizi ile benzer sekilde iki kontroliin
ortalamasi alinarak hesaplamalar yapildi. Analizler sonucunda, tiim hasta gruplarina ait
primer miyoblastlardan izole edilen mitokondriyal fraksiyonlardaki SLC25A4 miktarinin,
proteomik analizler ile uyumlu sekilde, kontrol hiicrelere kiyasla istatistiksel olarak
anlamli sekilde azaldigi tespit edildi (Sekil 4.17). Ek olarak, SPG7 protein miktarinin yalniz
Megakoniyal KMD hastasinda ait mitokondriyal fraksiyonda istatistiksel olarak anlaml

sekilde ~%50 oraninda azalmis oldugu saptandi (Sekil 4.17).

P S R e e nﬁ PMPCB (43-52 kDa) L,

S — ‘SLC25A6(30-33 kDa

e A,

| WS A e e e e 5iC25A4(28KDa)

| SRS R S S e TOM20 (16 kDa)

Sekil 4.16. Hasta ve kontrol primer miyoblastlardan izole edilen mitokondriyal
fraksiyonlarda Western Blot ile aday mitokondriyal proteinlerin ifade analizi (LC-MS/MS
analiz sonuglarinin validasyonu) (A) Western Blot fotografi (TOM20: normalizator), (B)
Ponceau’s red membran boyamasi ve (C) Coomassie brilliant blue jel boyamasi ile esit
protein ylklemesi kontrold.
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Sekil 4.17. Hasta ve kontrol primer miyoblastlardan izole edilen mitokondriyal
fraksiyonlarda aday proteinler igin yapilan Western Blot analiz sonuglarinin grafiksel
gosterimi. Deneyler Uger kez tekrar edildi ve veriler istatistiksel olarak Mann-Whitney U
Test ile analiz edildi (*p<0,05, ***p<0,001).

4.7. Hasta ve Kontrol Primer Miyoblastlarinda Oncelikli Aday SLC25A4’iin

ifadesinin ve Mitokondriyal Yerlesiminin Analizi

Tez kapsaminda ¢alisilan tim hastalik gruplarinda mitokondriyal fraksiyonlardaki
miktar azalisi Western Blot ile dogrulanan SLC25A4 proteini, 6ncelikli aday protein olarak
secildi. Hastalara ait primer miyoblastlarda saptanan SLC25A4 protein miktari azalisinin,
mitokondriyal fraksiyona 6zgilil olup olmadigini anlamak amaciyla; total hiicredeki
SLC25A4 ifadesi RNA ve protein seviyesinde kontrol hiicrelerle karsilastirmali olarak analiz

edildi. Western Blot analizinde total proteinlerin ifadesi analiz edilirken normalizator
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olarak GAPDH kullanildi. Western Blot ve qRT-PCR analizlerinde, LC-MS/MS analizi ile
benzer sekilde iki kontroliin ortalamasi alinarak hesaplamalar yapildi. Hasta ve kontrol
primer miyoblastlarindan izole edilen total protein ve RNA'lar ile gergeklestirilen sirasiyla
Western Blot ve qRT-PCR analizleri sonucunda, hasta gruplarina ait 6rneklerde hem
protein hem de RNA seviyesinde SLC25A4 ifadesinin kontrollere kiyasla istatistiksel olarak
anlamh sekilde degismedigi tespit edildi (Sekil 4.18). Hastalara ait primer miyoblast
hiicrelerinde, total hiicrenin aksine, sadece mitokondriyal fraksiyonda SLC25A4 protein

miktarinin azaldig1 sonucuna varildi.

A
v
O
&
SLC25A4
GAPDH
B Western Blot C gRT-PCR
1.5 2.0
5 + 1.5+
g 1.0+ == } 2z T
[} Ew
3 + 24 -L - 'L
0.04— ; T . . 0.0 T T T T T
Y > O O N 2
4 & “s_‘p & p & g & *‘“‘i«*@ o"@*“q@@q
& i

Sekil 4.18. Hasta ve kontrol primer miyoblastlarinda total SLC25A4 ifadesinin Western
Blot ve qRT-PCR ile protein ve RNA seviyesinde analizi (A) Western Blot analizi, (B)
Western Blot analizi sonucunun grafiksel gosterimi ve (C) gRT-PCR analiz sonuglarinin
grafiksel gosterimi. Deneyler lcer kez tekrar edildi ve veriler istatistiksel olarak Mann-
Whitney U Test ile analiz edildi.
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Hasta hicrelerinde SLC25A4 proteinin mitokondriye yerlesiminin azaldiginin
dogrulanabilmesi amaciyla, SLC25A4 ve TOM20 antikorlariyla es immiinfloresan boyama

yapildi. Es immiinfloresan boyamalarina ait temsili goriintiler Sekil 4.19°da verilmistir.

Megakoniyal KMD

Ulirich KMD

Sekil 4.19. Hasta ve kontrol primer miyoblastlarinda SLC25A4-TOM20 es immiinfloresan
boyamasinin konfokal mikroskobi gorintleri. Yesil/FITC: SLC25A4, Kirmizi/Texas Red:
TOM20/mitokondri, mavi/DAPI: cekirdek (Olcek: 10 pm; Mikroskop: Zeiss LSM 980 Dual
Line NLO system)
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Boyama sonrasinda konfokal mikroskopta Z diizleminde alinan 0,5 um’lik optik
kesitlerde, SLC25A4-TOM20 es yerlesimi kontrol hicrelerle karsilastirmali olarak analiz
edildi. Fiji 2.9.0 / 1.54f (135) programindaki “Colocalization Threshold” eklentisi
kullanilarak yapilan analizler sonucunda, tiim hasta hiicrelerinde SLC25A4 proteininin
TOM?20 ile es yerlesiminin istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldig1 gozlendi (Sekil 4.20)

ve SLC25A4’Gin mitokondriye yerlesiminin azaldigi sonucuna varildi.
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Sekil 4.20. Hasta ve kontrol primer miyoblastlarinda SLC25A4 proteininin TOM20 ile es
yerlesiminin analizi. Tim preparatlarda en az 30 hiicre analiz edildi. Veriler istatistiksel
olarak Mann-Whitney U Test ile analiz edildi (*p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001).
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5. TARTISMA

Tez c¢alismasi kapsaminda, farkli nikleer genlerin sorumlu oldugu nadir
noéromduskiler  hastaliklardan; DMD, Megakoniyal KMD ve Ullrich KMD
etiyopatogenezinde sekonder olarak gozlenen mitokondri hasarinin mitokondriyal
protein import mekanizmasi ile iliskisi arastirilmistir. Bu amagla, ilk olarak hasta ve
kontrol bireylere ait primer miyoblastlara, ACO2 proteinine ait mitokondriyal sinyal dizisi
iceren pcDNA3/Mito-GFP plazmidi transfekte edilmis ve transfekte hicrelerde
mitokondrilerde yerlesim gosteren GFP miktari karsilastirmali olarak analiz edilmistir.
Yapilan analizler sonucunda, tim hastalarda MitoGFP-TOM?20 es yerlesiminde kontrol
hiicrelere kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde azalma gozlenmis (~%50, **p<0.01,
***p<0.001) ve DMD, Megakoniyal KMD ve Ullrich KMD hastaliklarinda mitokondriyal
protein import mekanizmasinda (Pre-sequence/ TIM23 import yolagl) hasar oldugu
saptanmistir (Bkz. Sekil 4.4 ve 4.5).

Primer miyoblastlarin transfeksiyon kapasitelerinin dusik oldugu ve farkh
¢alismalarda lipozomal ya da non-lipozomal transfeksiyon ajanlariyla en yiiksek %10-30
seviyelerinde transfeksiyon etkinligine ulasildigi bilinmektedir (141-143). Tez
¢alismasinda, hasta ve kontrol primer miyoblastlarina mitokondriyal protein import
analizi kapsaminda yapilan pcDNA3/Mito-GFP transfeksiyonu igin farkli transfeksiyon
ajanlari (Lipofektamin 2000, Lipofektamin 3000 ve FUGENE HD) ile denemeler yapilmis ve
en ylksek transfeksiyon etkinligi Lipofektamin 3000 ile %20 olarak belirlenmistir. Ancak,
daha fazla transfekte hicrede MitoGFP-TOM20 es yerlesimini analiz etmek deney
sonuglarimizin glvenirliligi agisindan avantaj saglayacagindan, transfeksiyon etkinligi
arttirilmaya ¢alisilmistir. Bu amagla, elektroporasyon temelli transfeksiyon gerceklestiren
Nucleofector (Lonza Biotechnology) cihazi kullaniimistir. Yapilan farkli nikleofeksiyon
denemeleri sonucunda transfeksiyon etkinligi %58’e ylkseltilmistir. Literatlirde yapiimis
olan farkh bir ¢alismada da primer myoblastlarda niikleofeksiyon yéntemiyle benzer
transfeksiyon etkinligine ulasilmistir (144). Bu nedenle, primer miyoblastlara

transfeksiyon amaciyla niikleofeksiyon yontemi kullanilmistir.
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Bunun yani sira; tez kapsaminda yapilmis olan mitokondriyal protein import
analizi, pre-sequence/ TIM23 import yolagini arastirmaya yonelik olup, literatlirde diger
mitokondriyal protein import mekanizmalarini arastirmaya yonelik bir analiz metodu
bulunmamaktadir. Pre-sequence/ TIM23 import yolagi, mitokondriyal proteinlerin
%60’Inin  importundan sorumlu oldugu igin literatlirde mitokondriyal import
mekanizmasina yonelik arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir (9, 145). Tez ¢alismasinda
yapmis oldugumuz mitokondriyal protein import analizi sonucunda hipotezimize uygun
sekilde, DMD, Megakoniyal KMD ve Ullrich KMD hastaliklarinda mitokondriyal protein
import mekanizmasinda (pre-sequence/ TIM23 import yolagi) hasar oldugu saptanmistir.
Bu hastaliklarda ortak ve sekonder mitokondri hasari tablosunu (morfoloji bozuklugu, ATP
azaligi, ROS artisi, disiik membran potansiyeli) gésteren galismalar (21-28) olmasina
ragmen, mitokondriyal protein import mekanizmasini arastirmaya yonelik bir ¢alisma
yapilmamistir. Tez ¢alismasi, bu yodnlyle sekonder mitokondri hasari ile iliskili
néromduskiler hastaliklarda mitokondriyal protein import mekanizmasinin bozuldugunu
gosteren ilk galisma niteligindedir.

Tez c¢alismasinin  devaminda, sekonder mitokondri hasarinin gozlendigi
noéromduskiler hastaliklarda iskelet kas dokusunda artisini tespit etmis oldugumuz ve
islevsel analizlerle mitokondri hasari ile direkt olarak iliskilendirdigimiz miR-382-5p’nin
mitokondriyal protein import mekanizmasi (pre-sequence/ TIM23 import yolagi) ile iliskisi
aydinlatilmistir. Gegtigimiz son on yilda yapilan arastirmalar, miRNA'larin fizyolojik ve
patolojik hucresel sireglerde mitokondri islevinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynayabilecegi ile ilgili sonuglar ortaya c¢ikarmistir (130, 146). Nikleer genomdan
kodlanan bazi miRNA'larin ise; mitokondriyal metabolizma ve biyosentez, mitokondri
dinamigi, hiicre igi kalsiyum homeostazi, mitofaji ve apoptoz gibi mitokondri islevi ile
iliskili yolaklarda gorev alan genlerin ifadesini diizenledigi bulunmustur (130, 147). Bunun
yani sira, miRNA’larin hiicresel regiilasyonlarindaki degisimlere bagh olarak ortaya ¢ikan
mitokondriyal hasarin, nérodejeneratif hastaliklar ve kalp hastaliklari gibi birgok farkh

hastaligin ortaya ¢ikmasinda veya gelisiminde de rol oynadigi gosterilmistir (147-149).
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Yapmis oldugumuz bir c¢alismada, farkh genetik kdkenlere sahip ndéromuskiler
hastaliklarda (DMD, Megakoniyal KMD, Ullrich KMD ve alfa-distroglikanopati) ortak
olarak gdzlenen mitokondri hasar tablosuile iliskili ortak miRNA profili belirlenmistir (29).
Affymetrix GeneChip miRNA 4.0 Array yardimiyla iskelet kas biyopsileri ile gergeklestirilen
miRNA mikrodizin analizi sonucunda, 17 miRNA'nin analiz edilen tiim hasta gruplarinda,
kontrol orneklere kiyasla, istatistiksel olarak anlaml dlizeyde ifade artisi gosterdigi
saptanmistir. Yapilan biyoinformatik analizler sonucunda, bu 17 miRNA’dan 10 tanesinin
hedef genlerinin mitokondriyal yolaklarla iligkili oldugu saptanmis olup, miRNA’lar Gene
Ontology (GO)- ‘Biyolojik Suire¢’ kategorisinde terim zenginlestirme analizi sonugclarina
gore degerlendirildiginde 8 tanesinin hedef genlerinin mitokondriyal protein transportu
ile iliskili oldugu tespit edilmistir (Bkz. Sekil 2.2). Ancak, birden fazla mitokondriyal yolakla
iliskili oldugu bulunan ve farede korundugu bilinen dort oncelikli aday miRNA'nin (miR-
134-5p, miR-708-5p, miR-382-5p ve miR-409-3p) arttirilmis ifadelerinin dogrudan
mitokondri iglevi Uzerindeki etkileri, C2C12 fare miyoblastlarinda arastirllmistir. Hasta
gruplarindaki miRNA artisini taklit etmek amaciyla, aday miRNA’lar C2C12 fare
miyoblastlarina transfekte edilmis ve mitokondriyal morfoloji/ islev analizleri (mitokondri
dinamigi/morfolojisi analizi, MTT-metabolik aktivite analizi ve ATP Uretimi analizi)
gerceklestirilmistir. Analizler sonucunda, kas hiicrelerinde artmis miR-382-5p ve miR-409-
3p ifadesinin ATP Uretiminde azalisa ve mitokondri ag yapisinda bozulmaya sebep oldugu
gosterilerek, bu miRNA’lardaki ifade artisinin direkt olarak mitokondri hasarina neden
oldugu gosterilmistir (Bkz. Sekil 2.3 ve 2.4, yayinlanmamis veri).

Tez calismasi kapsaminda mitokondri hasari ile direkt iliskilendirilmis olan so6z
konusu iki miRNA (miR-382-5p & miR-409-3p), C2C12 hiicrelerine pcDNA3/mitoGFP
plazmidi ile birlikte transfekte edilmis ve transfekte hicrelerde mitoGFP-TOM20 es
yerlesimi analiz edilmistir. Analizler sonucunda miR-409-3p’nin aksine, miR-382-5p
transfekte edilmis htcrelerdeki MitoGFP-TOM20 es yerlesiminde istatistiksel olarak
anlamh sekilde ~%50 oraninda azalma oldugu gosterilmis (***p<0.001) ve miR-382-5p

ifade artisinin mitokondriyal protein import mekanizmasi hasarina neden oldugu tespit
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edilmistir (Bkz. Sekil 4.6 ve 4.7). Bu galisma ile, mitokondriyal protein import mekanizmasi
ile tez kapsaminda ¢alisilan hastaliklarda ifadesi arttig tespit edilmis olan miR-382-5p
arasinda baglanti kurularak, noéromiskiler hastaliklarda ortak olarak gozlenen
mitokondriyal import mekanizmasi hasarinin sebebinin artmis miR-382-5p olabilecegi
yoninde tamamlayici nitelikte bir veri elde edilmistir.

miR-382-5p’nin mitokondriyal islevlerle iliskilendirildigi calismalar mevcut olsa da
(150, 151), bu miRNA’'nin mitokondriyal protein importu ile iliskisi glinimize kadar
gosterilmemistir. Dahlmans ve ark. (150) tarafindan C2C12 hicreleri ile yapilan bir
¢alismada, miR-382-5p’nin baskilanmasi sonucunda mitokondriyal dinamik ve biyogenez
ile iliskili genlerin ifadesinde artig; mitokondriyal ribozomda sentezlenen proteinlerin ve
solunum zinciri proteinlerinin ifadesinde ise azalma oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada
miR-382-5p’nin baskilanmasinin mitonikleer protein dengesini bozdugu sonucuna
varilmistir. Zhou ve ark. (151) tarafindan yapilmis baska bir ¢alismada ise, miR-382'nin
timor iliskili makrofajlarda mitokondriyal biyogenezde roli olan Peroxisome proliferator-
activated receptor-y coactivator (PGC-1 ) genini hedefledigi tespit edilmistir.

Tez calismasina ek olarak yapilan in-silico analizlerde, miR-382-5p’nin baglanma
olasihgl olan genler miRWalk 2.0 veri tabani ile belirlenmis ve bu genler Human
MitoCarta2.0 listesindeki mitokondriyal genler ile gakistirilarak, miR-382-5p’nin olasi
mitokondriyal hedef genleri belirlenmistir. Bu gen listesi ile Gene Ontology (GO)-'Biyolojik
Surec¢' kategorisinde yapilan gen zenginlestirme analizleri sonucunda, mitokondriyal
protein importuile iliskili G¢ hedef protein (Translocase of inner mitochondrial membrane
17A (TIMM17A), Translocase of outer mitochondrial membrane 40 like (TOMMAO0L), GrpE
protein homolog 2 (GRPEL2)) oldugu tespit edilmistir. Tez devaminda yapilacak olan
calismalarla, potansiyel hedef genlerin hastalara ait primer miyoblast hiicrelerindeki
ifadesi arastirilacak ve devaminda 3’-UTR lusiferaz aktivite analizi ile miR-382-5p ile

fiziksel interaksiyonlari analiz edilebilecektir.

Son yillarda tedavi amagh kullanilan miRNA patentlerinin sayisi giderek artmakta

olup, patentlerin blylk cogunlugu kanser ve inflamatuar hastaliklarin tedavilerinde
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kullanilmasi 6nerilen miRNA’larla iligkilidir. Ek olarak, metabolik ve kardiyovaskiler
hastaliklarin tedavisine yonelik miRNA patentleri de mevcuttur. Bu miRNA’lardan bazilari
klinik-6ncesi, faz | ve Il klinik calismalarda kullaniimaktadir (152). Dolayisiyla, sekonder
mitokondri hasari ile iliskili oldugu saptanmis olan miRNA’lar ve hedef genleri de tedavi
tedavi hedefi olma potansiyelini tasimaktadir. Bunun yani sira, miR-382-5p’nin
mitokondriyal protein import mekanizmasi hasari ile iliskili oldugunun tespit edilmis
olmasi, bu miRNA'nin ifade artisi gosterdigi ya da patomekanizmasinda mitokondriyal
protein import mekanizmasi hasari olan farkli hastaliklarin patogenezlerinin
aydinlatilmasina da katki saglayacaktir.

Tez calismasinin ikinci kisminda, optimize edilen “hypotonic swelling” yéntemi ile
hasta ve kontrol primer miyoblast hiicrelerinden mitokondriyal fraksiyon izole edilmis ve
LC/MS-MS ile proteomik analizler gergeklestirilerek hastalara ait mitokondriyal
fraksiyonda miktarlari degisen aday proteinler tespit edilmistir.

Literatlirde proteomik, metabolomik vb. yiksek 6lgekli -omik analizleri veya
mitokondriyal islev testleri gibi farkli amaglara yonelik olarak, ¢ok c¢esitli biyolojik
kaynaklardan mitokondri izolasyonu yapilmaktadir. Mitokondri izolasyonu igin birgok
farkl yontem tanimlanmistir. Bazi ¢alismalarda mitokondri izolasyon kitleri kullanilirken,
bazilarinda ayirici santriflij (differential centrifugation) veya ultrasantrifij (density-
gradient centrifugation) yontemleri kullanilmistir (153-157). Bu yontemlerin kendi iginde
farkh avantajlari ve dezavantajlari bulunmakla beraber, her izolasyon ydntemi her
hiicre/doku tipine uygun olmamaktadir. Ornegin, ultrasantifiij ydnteminde mitokondri
saflastirilmasi sirecinde ¢ok fazla protein kaybedildigi icin baslangi¢ hicre sayisinin
yaklasik 1x10° hiicre (yaklasik 200 adet T75 flask) olmasi gerektigi belirtilmistir (158).
Primer hiicreler sinirli sayida proliferasyon kapasitesine (Hayflick limit) sahip olduklariigin
daha az sayida hicreden izolasyon vyapilabilmekte ve ultrasantrifij yontemi
kullanilamamaktadir. Ek olarak, izolasyon sonrasi yapilacak olan deney tiiriine gére de
izolasyon ydntemi degisiklik gdsterebilmektedir. Ornegin, mitokondriyal proteomik

¢alismalarinda mitokondrilerin canliliginin ve solunum kapasitelerinin korunmasi gerekli
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degilken; sitoplazma, c¢ekirdek gibi diger hiicresel kompartmanlarin mitokondriyal
fraksiyondan uzaklastirilmasi blytik 6nem arz etmektedir.

Tez kapsaminda iki farkh izolasyon kiti (Qproteome mitochondria isolation Kkit-
Qiagen & Mitochondria isolation kit for cultured cells-Thermo Scientific) ile denemeler
yapilmis, ancak sitoplazma ve gekirdek kontaminasyonu sebebiyle saf bir mitokondri
fraksiyonu elde edilememistir. Ote yandan ayirici santrifiij ydnteminde, hiicreleri toplama
sekli, pargalama sekli, mitokondri izolasyon tamponu, santrifdj hizlari gibi parametreler
degistirilerek otuz farkli protokol uygulanmis ve her izolasyon sonrasinda izole edilen
fraksiyonun Western Blot ile kalite kontrolli sonucunda saf mitokondri pelleti elde
edilemedigi gozlemlenmistir. Ek olarak, kitten bagimsiz olarak yapilan mitokondri
izolasyonunun en o©onemli parametrelerinden biri hicreleri pargalama seklidir.
Literattirdeki calismalarda farkli hiicre tipleri icin sonikasyon, homojenizasyon, siringadan
gecirme gibi yontemler kullanilmistir (153, 154, 159). Optimizasyon denemelerinde,
sonikasyon yontemi ile C2C12 fare miyoblast hiicre hattindan saf mitokondri fraksiyonu
elde edilirken, ayni yontemle primer miyoblastlardan izole edilen mitokondriyal
fraksiyonda sitoplazmanin uzaklastirilamadigi goézlemlenmistir. Bu nedenle, tez
kapsaminda primer miyoblast hiicrelerinden mitokondri izole edilmesi amaciyla Dounce
homojenizator kullaniimistir.

Literatlrde mitokondri izolasyonu amaciyla ¢ok farkli tampon igerikleri kullanildigi
gorilmektedir. Bazi g¢alismalarda, tez g¢alismasinda kullandigimiz  gibi  ylksek
konsantrasyonda sukroz ve disiik konsantrasyonda mannitol kullanilirken (160, 161),
bazilarinda ise yiksek konsantrasyonda mannitol ve diisiik konsantrasyonda sukroz (162,
163) kullanilmistir. Mannitoliin osmotik olarak aktif olmasi ve mitokondri membranina
nifuz etmesi sebebiyle mitokondri izolasyonunda yiksek konsantrasyonda
kullanilmamasi, onun vyerine yilksek konsantrasyonda sukroz iceren izolasyon
tamponlarin kullanilmasi 6nerilmektedir (136). Bunun yani sira, literatlirde mitokondri
izolasyon tamponunda yagsiz BSA kullanildigi gorilmektedir (160, 164-168). Yagsiz

BSA'nin hiicre pargalandiginda ortaya gikan yag asitlerini tutarak mitokondrilerin hasar
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gormesini engelledigi ve oksidatif fosforilasyon igin gerekli oldugu bilinmektedir (166,
167). Solunum testi gibi islevsel analizlere yonelik yapilan mitokondri izolasyonlarinda,
kullanilan izolasyon tamponlarinda BSA kullanilmasi onerilirken, protein kantitasyonu
amagli galismalarda kontaminasyon yaratmamasi igin kullanimi énerilmemektedir. Tez
kapsaminda proteomik galismasi igin mitokondriyal fraksiyon izole edildiginden, SOL
izolasyon tamponuna BSA eklenmemistir.

Tez g¢alismasi kapsaminda yapilan mitokondri izolasyonu denemelerinde, ayirici
santrifijlerin hizlari ve surelerinin de mitokondri izolasyon kalitesini belirleyen diger
faktorlerden oldugu ve uygun sekilde santriflij yapilmasina dikkat edilmesi gerektigi
sonucuna varilmistir. Pargalanmayan hiicrelerin ve c¢ekirdeklerin uzaklastinldigi ilk
santrifij basamaginda santriflij hizi disik veya siresi kisa olursa, mitokondriyal
fraksiyonda hem sitoplazmik hem de gekirdek kontaminasyonu goézlenirken; santrifij
hizinin yliksek veya siresinin uzun oldugu durumda mitokondriyal proteinlerin
kaybedildigi saptanmistir. Mitokondrilerin ¢oktlrildigu santrifiij basamaklarinda ise, hiz
dislik veya sire kisa oldugunda izole edilen mitokondri miktarinda azalma, tam tersi
durumda da mitokondriyal fraksiyonda sitoplazma kontaminasyonu gozlenmistir.

Tez kapsaminda yapilan primer hiicrelerden mitokondriyal fraksiyonun izolasyonu
calismalari sonucunda, bahsi gecen tim kosullar ve sollisyonlar optimize edilerek
“hypotonic swelling” yénteminin kullanilmasina karar verilmistir. Bu yéntem, temel olarak
ayirici santrifiij temelli olsa da, homojenizasyon Oncesi hicrelerin hipotonik ortamda
bekletilerek sisirilmesi ve devaminda patlatilmasiyla hiicresel fraksiyonlarin daha rahat
ayirilabildigi ek asamalari da igermektedir (136). Bu yontemle izole edilen mitokondriyal
fraksiyonda, proteomik analizler igin uygun olacak sekilde sitoplazma ve g¢ekirdek
kontaminasyonun bulunmadig tespit edilmistir (Bkz. Sekil 4.8). Tez ¢alismasinda, her
hasta ve kontrol primer miyoblastlari igin toplam Uger T75 flasktan mitokondriyal
fraksiyon izole edildikten sonra proteomik analizler gergeklestirilmistir. LC-MS/MS
tekniginde her ornek Ug¢ kez MS kolonundan gegirilecek sekilde okunmus ve analiz

edilmistir.
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Hastalardan elde edilen primer hicreler hastaliklari en iyi yansitan biyolojik
kaynaklardan biri olmasina ragmen, tez kapsaminda yapilan mitokondriyal proteomik
¢alismalarinda bazi dezavantajlar ile karsilagiimistir. Primer hicrelerin sinirh proliferasyon
kapasiteleri nedeniyle, iskelet kas dokusu ve sinirsiz boliinebilen hiicre hatlarina kiyasla
daha kisith sayidaki hiicreden mitokondri izolasyonu yapilabilmistir. Devaminda, LC-
MS/MS analizi igin cihaza ylklenen protein miktarinin da kisitl olmasi 120 adet ylksek
glvenirlilikte protein tanimlamasina imkan saglamistir. Blanco-Fernandez ve ark.
(169)’'nin yaptigl bir galismada, mitokondri izolasyonu yapilan hiicre sayisi tez kapsaminda
kullanilan hiicre sayisinin 70 kati oldugu igin, LC-MS/MS analizi sonucunda tanimladiklari
protein sayisi tez kapsaminda tanimlanan protein sayisinin 3 kati olmustur. LC-MS/MS
cihazina yuklenen protein miktari ile tanimlanan protein sayisinin dogru orantili oldugu
gorulmektedir. Bunun yani sira literatirde, iskelet kas dokusu ve miyoblast hicre
hatlariyla yapilan mitokondriyal proteomik galismalari mevcuttur (170, 171). Ancak,
tamamlanan tez g¢alismasi primer miyoblastlardan mitokondri izolasyonu sonrasinda
kalite kontrollinlin yapilarak gergeklestirildigi ilk mitokondriyal proteomik galismasidir.

LC-MS/MS sonucunda, hasta ve kontrol bireylere ait mitokondriyal fraksiyondaki
protein miktarlari karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Elde edilen yiiksek &lgekli veri
setlerinin degerlendirmesi ile hasta bireylerde kontrollere kiyasla miktar farkhhg
gosteren 35 adet (18 artan ve 17 azalan) mitokondriyal protein tespit edilmistir (Tablo
4.2). Bu protein listesi ile yapilan Gene Ontology analizleri sonucunda, bu proteinlerin
mitokondriyal membran organizasyonu, ETZ, mitokondriyal ATP sentezi, mitokondriyal
translasyonun regiilasyonu ve mitokondri organizasyonu gibi siireclerde gorev aldigi
tespit edilmistir (Bkz. Sekil 4.12). Membran organizasyonu ve mitokondriyal protein
importu iligkili  slireglerdir. Membrandaki lipit kompozisyonunun membran
organizasyonunu, translokazlarin yerlesimini ve dolayisiyla mitokondriyal protein
importu etkiledigi gosterilmistir. Ornegin, Megakoniyal KMD hastaliginin patogenezinde
de gozlenen fosfatidilkolin (PC) eksikliginin membran organizasyonunu ve TIM23

kompleksinin stabilizasyonunu bozdugu bilinmektedir (32, 172). Tez kapsaminda ¢alisilan
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U¢ hastalikta da mitokondriyal membran organizasyonu ile iliskili proteinlerin miktar
farkhhgn gostermesi, mitokondriyal protein importu ile iliskilendirilebilir. Ek olarak, ATP
uretimi ve mitokondriyal protein importu karsilikli etkilesimde olan iki siire¢ olarak
nitelendirilmektedir. Mitokondriyal protein importu igin ATP’ye ihtiyag duyulmasinin yani
sira, ATP Uretimi igin gerekli solunum zinciri proteinlerinin membrana yerlesimi igin de
import proteinlerinin gerekli oldugu bilinmektedir (15-17). Tez kapsaminda ¢alisilan tim
hastalik gruplarinda iskelet kasinda ATP miktarinin azaldigi bilinmektedir (21-23, 25). Bu
bilgiler 1s181nda, tez kapsaminda mitokondriyal protein import hatasi saptadigimiz primer
miyoblastlarda ATP sentezi ve ETZ yolaklarinda da hasar olmasi beklenen bir sonugtur.

Reactome veri tabaninda yapilan yolak analizlerinde, tezin hipotezine uygun
sekilde hastalarda miktari degisen mitokondriyal proteinlerin, protein lokalizasyonu ve
mitokondriyal protein import yolagi ile iliskili oldugu saptanmistir. STRING (2) veri
tabaninda yapilan protein etkilesim analizleri sonucunda elde edilen etkilesim agina
bakildiginda, 22 proteinin birbiriyle etkilesim iginde oldugu, 13 proteinin ise digerleriyle
etkilesimi olmadigi saptanmistir (Bkz. Sekil 4.14). Bu etkilesim aginda, mitokondriyal
protein importu ile iliskili olan 6 protein (SLC25A6, SLC25A4, PMPCB, SPG7, TOM?22,
CHCHD3) oldugu tespit edilmistir (Bkz. Sekil 4.15). Bu proteinler abundance, peptit skoru
ve kat degisimi gibi parametrelere gore incelenmis olup dncelikli olarak dort aday protein
(SLC25A4, SLC25A6, PMPCB, SPG7) belirlenmistir. Bunun yani sira, mitokondriyal protein
sentezi ile iligkili oldugu bilinen ve yapisindaki hatalarin kombine oksidatif fosforilasyon
hatalari ile iliskilendirildigi MRPL3 proteini de besinci aday protein olarak segilmistir (Bkz.
Tablo 4.3).

Proteomik analizlerin dogrulanmasi amaciyla aday bes protein igin yapilan
Western Blot analizleri sonucunda, ADP/ATP transporter’s olarak gorev yapan SLC25A4
proteininin miktarinin, proteomik analizler ile uyumlu sekilde, hasta hucrelerinin
mitokondriyal fraksiyonunda istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldig saptanmistir (Bkz.
Sekil 4.16 ve 4.17). Tim hasta gruplarinda mitokondriyal fraksiyonda miktarinin azaldigi

tespit edilen SLC25A4’(in total hiicredeki ifadesi RNA ve protein seviyesinde analiz
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edildiginde ise, hasta gruplarinda hem protein hem de RNA seviyesinde SLC25A4
ifadesinin degismedigi tespit edilmistir (Bkz. Sekil 4.18). Bu bilgiler 1siginda, SLC25A4 gen
ifadesinin hastalarda azalmadigi, ancak proteinin mitokondriye yerlesiminde azalma
oldugu sonucuna varilmistir. Bunun yani sira, ek olarak hasta ve kontrol primer
miyoblastlarinda yapilan SLC25A4 & TOM20 es yerlesim analizinde hasta hiicrelerinde
mitokondriye yerlesen SLC25A4 miktarinin istatistiksel olarak azaldigi gosterilmistir (Bkz.
Sekil 4.19 ve 4.20). SLC25A4 proteini, Adenine nucleotide translocator (ANT1) ismiyle de
bilinmektedir. Bu protein, hem ATP sentezi igin gerekli olan ADP'yi mitokondriyal matrikse
aktarir, hem de hiicresel aktiviteler icin gerekli olan ATP'yi sitozole génderir. insan
ADP/ATP tasiyicilarinin, glnlik aktivitelerimizi strdirebilmek igin her glin mitokondri ig
membranindan yaklasik 65 kg ATP tasidigi tahmin edilmektedir (173, 174). U¢ ANT
izoformu bulunmasina karsilik, ANT1’in kalp ve iskelet kasina 6zgul oldugu gosterilmistir
(175).

SLC25A4’in, ic membrani bircok kez kateden diger hidrofobik transporter
proteinler gibi kesilebilir sinyal dizilerine sahip olmadigl ve tasidigi hidrofobik internal
sinyal dizileri sayesinde TIM22 import yolagi ile i membrana yerlestigi gdsterilmistir. (73).
Bu sebeple, ileri donemde TIM22 import yolaginda goérevli proteinlerin ifadelerinin analiz
edilmesi ile bu yolaktaki olasi bozukluklar aydinlatilabilir. Bunun yani sira, SLC25A4
proteininin i¢ membranda en ¢ok bulunan protein oldugu ve eksikliginin mitokondriyal
morfoloji bozukluklariyla iliskili olabilecegi belirtilmistir (176). Ek olarak, mayada yapilan
bir galismada, SLC25A4’(in mayadaki ortologu olan Aac2 proteininin yerlesimi veya
stabilizasyonu igin kardiyolipine ihtiyag¢ duydugu ve hem solunum kompleksleriyle
(kompleks Il ve 1IV), hem de diger mitokondriyal tasiyici proteinlerle etkilesimde oldugu
gosterilmistir. Kardiyolipin eksikliginde ise Aac2 interaktomunun degistigi, Aac2’nin
kompleks Il ve IV ile olan fiziksel etkilesimini kaybettigi ve oksidatif fosforilasyon
etkinliginin azaldigi tespit edilmistir (177). Dolayisiyla, i¢ membrana yerlesemeyen
SLC25A4 proteininin ATP/ADP transportu, enerji Uretimi ve mitokondri morfolojisini

etkilemesi beklenen bir sonug olarak dustnlebilir.
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Literatirde SLC25A4 genindeki mutasyonlar, otozomal dominant progresif
eksternal oftalmopleji, ailesel hipertrofik kardiyomiyopati, miyopati, mtDNA deplesyonu
ve ¢coklu mtDNA delesyonlari ile iliskilendirilmistir (178-182). Ayrica, birgok farkl firmanin
néromuskiler hastaliklar ve kardiyomiyopati panellerinde mutasyon analizi igin SLC25A4
geni bulunmaktadir (183-185). Literatlirde SLC25A4 proteininin tez kapsaminda ¢alisilan
hastaliklardan sadece biri ile iliskilendirildigi tek bir galisma mevcuttur. Capitano ve ark.
(186)'nin yaptigi bir proteomik calismasinda DMD hastalarina ait iskelet kasi dokularinda
SLC25A4 proteinin ifadesinin azaldigi gosterilmistir. Ancak, devaminda proteinin DMD
patogenezine etkisine, sekonder mitokondri hasari ile iliskisine ya da mitokondriye
transportuna iliskin herhangi bir islevsel c¢alisma vyapilmadig goézlenmistir. Tez
kapsaminda yapilan mitokondriyal proteomik galismasi sonucunda SLC25A4, sekonder
mitokondri hasariile iliskili hastaliklarda aday bir tedavi hedefi olarak tanimlanmistir. Ayni
zamanda tez kapsaminda calisilan hastaliklarda sadece mitokondriyal protein
importunun degil, ATP/ADP transportunun da hasarl oldugu sonucuna ulasilmistir. ileri
donemde, hasta sayisinin ve hastalik panelinin genisletilmesi ile SLC25A4’(in organel
hasarina etkisi daha net aydinlatilabilecek ve mitokondrilerdeki azalmis yerlesiminin
ATP/ADP transport kinetigi izerindeki etkisi izole edilen mitokondrilerde yapilacak olan
biyokimyasal deneylerle tanimlanabilecektir.

Nadir néromuskiler hastaliklar igin tedavi segenekleri ¢ogunlukla tek gen-tek
hedef yaklagimini benimsemektedir ve kisiye 6zgiil yenilik¢i tedavi segeneklerinin 6nina
acacak klinik dncesi ¢alismalar sadece bazi hastaliklar i¢in bulunmaktadir. Tez ¢alismasi
ile, patogenezinde sekonder mitokondri hasarinin gorildigl nadir néromuskuler
hastaliklarda (DMD, Ullrich KMD ve Megakoniyal KMD) mitokondriyal import
mekanizmasinin potansiyel roll aydinlatilmis, organel hasarinin 6nlenmesi/geriye
dondirulmesi amaciyla yeni ve farkli hastalik gruplar igin ortak tedavi hedefleri

tanimlanabilmesine olanak saglanmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonuglar

Tez calismasi kapsaminda elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde verilmistir.

Primer miyoblastlarda mitokondriyal protein importunun analiz edildigi ilk ¢alisma
gerceklestirildi.

Primer miyoblastlara pcDNA3/Mito-GFP transfeksiyonu yapildi ve mitokondri
belirteci olan TOM20 antikoru ile imminfloresan boyamalar sonrasinda, tim
hastalara ait (DMD, Megakoniyal KMD ve Ullrich KMD) primer miyoblastlarda
MitoGFP-TOM20 es yerlesiminde kontrol hiicrelere kiyasla istatistiksel olarak anlaml
sekilde (~%50 oraninda) azalma gozlendi.

Sekonder mitokondri hasari ile iligkili néromuskuler hastaliklarda mitokondriyal
protein import mekanizmasinda (pre-sequence/ TIM23 import yolagi) bozukluk
oldugu saptandi.

pcDNA3/mito-GFP ile birlikte miR-382-5p transfekte edilmis C2C12 hicrelerinde
MitoGFP-TOM20 es yerlesiminde negatif kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlaml
sekilde ~%50 azalma oldugu saptandi.

Onceki calismalarimizda mitokondri hasari ile direkt iliskilendirdigimiz miR-382-
5p’nin miyoblast hicrelerindeki arttirilmis ifadesinin mitokondriyal protein import
mekanizmasi hasarina da neden oldugu tespit edildi.

Primer miyoblastlarda ilk mitokondriyal proteomik c¢alismasi gerceklestirildi ve
analizler sonucunda 120 adet yliksek glvenirlilikte protein tanimlamasi yapildi.
Optimize edilen “hypotonic swelling” yéntemi ile primer miyoblast hiicrelerinden saf
mitokondri izolasyonu yapildi. Hipotonik tamponda bekleme siiresi 10 dk, Dounce
homojenizatérde vurus sayisi 10 oldugu durumda, c¢ekirdek ve sitoplazma

fraksiyonlarinin mitokondriyal fraksiyondan tamamen uzaklastirildig saptandi.
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e Proteomik analizleri sonucunda, hastalik gruplari (DMD, Megakoniyal KMD ve Ullrich
KMD) ayri ayri kontrol bireyler ile kiyaslandiginda;
= DMD hastasinin mitokondriyal proteomunda, 33 proteinin miktarinda
artis ve 21 proteinin miktarinda azalis oldugu,
= Megakoniyal KMD hastasinin mitokondriyal proteomunda, 21 proteinin
miktarinda artis ve 30 proteinin miktarinda azalig oldugu,
=  Ullrich KMD hastalarinin mitokondriyal proteomunda, 35 proteinin
miktarinda artis ve 25 proteinin miktarinda azalis oldugu tespit edildi.

e Proteomik analizleri sonucunda, tiim hastalar (DMD, Megakoniyal KMD ve Ullrich
KMD) tek bir grup halinde kontrol bireyler ile kiyaslandiginda; ortak olarak 35 adet
mitokondriyal proteinde miktar farklihg oldugu, bu proteinlerin 18’inin miktarinin
hastalarda artmis, 17’sinin ise azalmis oldugu saptandi.

e Gene Ontology (GO)’deki gen zenginlestirme analizleri sonucunda, tim hastalara ait
mitokondriyal fraksiyonlarda miktar farklihg tespit edilen 35 proteinin,
mitokondriyal membran organizasyonu, ETZ, mitokondriyal ATP sentezi,
mitokondriyal translasyonun reglilasyonu ve mitokondri organizasyonu gibi
sureglerde gorev aldig tespit edildi.

e Tim hastalara ait mitokondriyal fraksiyonlarda miktar farkliligi tespit edilen 35
proteinin STRING (2) veri tabaninda yapilan islevsel zenginlestirme ve protein-
protein etkilesim analizleri sonucunda, bu proteinler arasinda mitokondriyal protein
importu ile iliskili 6 protein (SLC25A6, SLC25A4, PMPCB, SPG7, TOM22, CHCHD3)
oldugu tespit edildi.

e Aday olarak segilen bes mitokondriyal protein (SLC25A4, SLC25A6, PMPCB, SPG7 ve
MRPL3) igin LC-MS/MS sonuglarinin Western Blot ile validasyonu yapildi. Analizler
sonucunda, tum hasta gruplarina ait primer miyoblastlardan izole edilen
mitokondriyal fraksiyonlardaki SLC25A4 miktarinin, proteomik analizler ile uyumlu
sekilde, kontrol hiicrelere kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig tespit

edildi.
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immiinfloresan boyamalar sonucunda hasta ve kontrol bireylere ait primer
miyoblastlarda yapilan SLC25A4 & TOM20 es yerlesim analizinde, tim hasta
hlcrelerinde mitokondrilerde yerlesim gosteren SLC25A4 miktarinin istatistiksel
olarak anlamli sekilde azaldigi saptandi.

SLC25A4’Uin total hiicredeki ifadesi RNA ve protein seviyesinde sirasiyla qRT-PCR ve
Western Blot ile analiz edildiginde, hastalara ait primer miyoblast hiicrelerinde
SLC25A4 ifadesinin hem protein hem de RNA seviyesinde degismedigi tespit edildi.
SLC25A4 gen ifadesinin DMD, Megakoniyal KMD ve Ullrich KMD primer miyoblast
hlcrelerinde azalmadigl, ancak proteinin organele vyerlesiminde hata olmasi

sonucunda mitokondrilerdeki miktarinin azaldigi sonucuna varildi.

6.2. Oneriler

Tez galismasi sonucunda elde edilen bulgularin dogrulanmasi ve desteklenmesi igin

yapilabilecek ¢alismalar asagida belirtilmistir.

Sekonder mitokondri hasari ile iligkili néromuskiler hastaliklarda saptadigimiz
mitokondriyal protein import hatasiile bu hastaliklarda ifadesi artmis ve hedef genleri
mitokondriyal protein importu ile iligkili olan miR-382-5p arasindaki iligkiyi
aydinlatmak amaciyla bu miRNA'nin hedef genleri tanimlanabilir. Devaminda 3’-UTR
lusiferaz aktivite analizi ile miR-382-5p ile fiziksel etkilesimleri analiz edilebilir.
Sekonder mitokondri hasarinin goézlendigi néromduskiler hastaliklarda iskelet kas
dokusunda artisini tespit etmis oldugumuz ve mitokondriyal protein import hatasi ile
direkt iliskilendirdigimiz miR-382-5p’nin ifadesi hasta primer miyoblastlarinda
susturularak/azaltilarak, mitokondriyal protein importunun dizelip dizelmedigi
arastirilabilir.

Tez kapsaminda optimize etmis oldugumuz mitokondriyal protein import analizi (Pre-
sequence/ TIM23 import yolagi), sekonder mitokondri hasari ile iliskili farkli primer

miyoblast hicrelerinde tekrarlanarak hastalik paneli genisletilebilir.
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SLC25A4 proteinin  mitokondriye yerlesiminden sorumlu proteinlerin ifadeleri
incelenerek, SLC25A4’lin organele yerlesimindeki hatanin nedenleri arastirilabilir.
Kontrol primer miyoblast hiicrelerine membran potansiyelini distirecek kimyasallar
uygulanarak SLC25A4 yerlesiminin azalip azalmadigl kontrol edilebilir. Bu sekilde,
hastalarda azaldigi saptanan mitokondriyal SLC25A4 vyerlesiminin membran
potansiyeli ile iliskisi aydinlatilabilir.

Hastalara ait primer miyoblastlardaki azalmis SLC25A4 vyerlesiminin ATP/ADP
transport kinetigi lGzerindeki etkisi, izole edilen mitokondrilerde yapilacak olan ileri
analizlerle incelenebilir.

Sekonder mitokondri hasari ile iliskili néromuskuler hastalik tanisi almig hastalara ait
iskelet kas biyopsi dokularinda TOM20 ve SLC25A4 es boyamasi yapilabilir. Calismanin
devaminda TOM20-SLC25A4 es yerlesiminin analiz edilmesiyle mitokondrilerde
yerlesen SLC25A4 miktarinin azalip azalmadigi ex-vivo ortamda arastirilabilir.

Total ve mitokondriyal SLC25A4 ifadesi, sekonder mitokondri hasari ile iliskili farkli
primer miyoblast hiicrelerinde arastirilarak hastalik paneli genisletilebilir.

Hastalara ait mitokondriyal fraksiyonlarda ortak ifade artisi/azalisi saptanmis olan, tez
kapsaminda galisilan bes aday protein disindaki diger proteinlere yonelik arastirmalar
gerceklestirilebilir. Hastalara ait mitokondriyal fraksiyonlarda yapilacak Western Blot
analizi ile bu proteinlerin ifade azalisi/artisi dogrulandiktan sonra, ilgili olduklari
yolaklara iliskin islevsel analizler gergeklestirilebilir. Bu sekilde, néromuskiler
hastaliklarda goézlenen sekonder mitokondri hasari ile iliskili farkh yolaklarin
aydinlatilmasi da mimkan olabilir.

LC-MS/MS sonucunda elde edilen yiksek 6lgekli veri setleri, tez kapsaminda galigilan
her hastalik igin ayri ayri degerlendirilebilir ve DMD, Megakoniyal KMD ve Ullrich KMD
hastaliklarinin patogenezlerine 6zgil yeni aday proteinler tanimlanabilir.
Mitokondriyal proteomik galismasi, sekonder mitokondri hasari ile iligkili farklh primer

miyoblast hiicrelerinin kullaniimasiyla ve/veya daha fazla sayida hiicreden mitokondri
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izole edilerek tekrar edilebilir. Bu sekilde proteomik analizinin kapsami arttirilabilir ve

farkl aday proteinler tanimlanabilir.
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