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OZET

Kili¢ H. B., AEBP1/ACLP’nin Protein Etkilesim Agimin Proteomik ve Biyoinformatik
Yontemlerle Arastirilmasi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi
Biyoloji Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2020. Hiicre dis1 matriks (ECM) yapis1 hiicreleri
mekanik kuvvetlere karsi bir arada tutarak dokulara yapisal destek kazandirir. Doku hasari
sonucunda ECM’de basta kolajenler olmak iizere geri doniisiisiiz yapisal protein birikimi
gozlenen patoloji fibrozis olarak isimlendirilir. Fibrozisin iskelet kasit veya cesitli diger
organlarda gergeklesmesi geri doniisiimsiiz islev kaybina yol agmaktadir. Fibrozis siirecinde
gorev alan diizenleyici proteinlerin aydinlatilmasi, bu patolojik siirecin yavaslatilmasina
yonelik 6nemli hedefler ortaya koyabilecegi disiiniilmektedir. Adipocyte Enhencer Binding
Protein 1/ Aortic Carboxypeptidase Like Protein (AEBP1/ACLP) mutasyonlarinin insanlarda
daha esnek ve hasara acik bag dokusu ile karakterize Ehlers-Danlos Sendromu ile iliskisi
bulunmus ve bu proteininin kolajen organizasyonu ile iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir.
Hiicre farkliasmas1 ve fibrozis siirecinde ifadesinin arttig1 bilinen AEBP1/ACLP nin ECM
olgunlagmasi siirecinin bir diizenleyicisi olabilecegi diisiiniilmektedir. Islevi tam olarak
bilinmeyen AEBP1/ACLP proteinin islevsel ortakliklar1 hakkinda bilgiler de smirhidir.
Protein-protein etkilesimlerinin yiiksek Olgekli genom bilim araglar1 ve biyoinformatik
analizlerle aydinlatilmasi proteinlere islev atfetmek i¢in 6nemli bir yaklagimdir. Bu tez
calismasinda protein-protein etkilesimlerinin kesfi i¢in kullanilan “Proximity-Proteomics”
teknolojisi i¢in gerekli deneysel araglarin iiretilmesi ve biyoinformatik yontemlerle iskelet
kasina ait transkriptom ve proteom verilerinde AEBP1/ACLP proteinini ifadesine yonelik veri
madenciligi caligmalarinin  yapilmasi planlanmistir. Yapilan c¢aligmalar sonucunda
AEBP1/ACLP’nin ¢evresindeki proteinlere kimyasal etiket ekleyebilecegi deneysel araglar
hazirlanmigtir. Biyoinformatik analizlerle in vitro ve in vivo deneylerde matrizom
proteinlerinin ifadesi transkriptom ve proteom diizeylerinde incelenmistir. Farkli hiicre
gruplarinda ve doku hasarlarinda iiretilen matrizom, kolajenler basta olmak {izere

karsilastirmali sekilde analiz edilmis, ifadesi ortak ve ayrilan gen listeleri elde edilmistir.
Anahtar Kelimeler: AEBP1/ACLP, Hiicre Dis1 Matriks, Fibrozis, Proteomiks, Bioinformatik

Bu tez kapsaminda yapilan tiim ¢alismalar Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi’nin TAY-2018-17386 numarali kapsamli aragtirma projesi tarafindan

desteklenmistir.
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ABSTRACT

Kilic H.B. Investigating the Protein Interaction Network of AEBP1/ACLP Using
Proteomics and Bioinformatics Tools. Hacettepe University Graduate School of Health
Sciences, M.Sc. Thesis in Medical Biology, Ankara, 2020. Extracellular Matrix (ECM) is
the mechanical supportive structure for cells and tissues. Chronic damage may cause loss of
ECM integrity that may result in fibrosis which is the progressive and irreversible
accumulation of ECM proteins such as collagens. Fibrosis leads to loss of function in tissues
and organs where it may develop likewise the skeletal muscle. Understanding the key
regulators of this process may help to stop the progressive detorioration. Mutations in the
Adipocyte Enhencer Binding Protein 1 /| Aortic Carboxypeptidase Like Protein
(AEBP1/ACLP) gene have been associated with Ehlers-Danlos Syndrome, characterized with
increased elasticity in connective tissues that are vulnerable to physical damage. These
findings point to the fact that AEBP1/ACLP may contribute to collagen organization.
AEBP1/ACLP was observed to be upregulated in differentiation and fibrosis in the skeletal
muscle along with ECM synthesis and organization. Thus it has been hypothesized that
AEBP1/ACLP might be a mediator of fibrosis and ECM maturation process. Yet, neither the
function nor the protein partners for AEBP1/ACLP has been defined. Identification of protein-
protein interactions using high throughput technologies of a protein helps to understand it’s
unknown function. In order to conduct such high-throughput proteomics analyses, proximity
proteomics tools are developed and validated in this thesis work. Furthermore, AEBP1/ACLP
expression was analyzed in transcriptome and proteom studies conducted in various skeletal
muscle sample sets. Thses analyzes were directed to dissect out alterations in matrisome
proteins in both in vivo and in vitro conditions. Differentially expressed common gene sets
were identified in different cell and tissue types modeling regeneration and differentiation that

pinpointed alterations of matrisome proteins.
Keywords: AEBP1/ACLP, Extracellular Matrix, Fibrosis, Proteomics, Bioinformatics

The studies that conducted under this thesis work was supported by Hacettepe University
Scientific Research Unit with project number TAY-2018-17386.
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1. GIRiS

Hiicre dis1 matriks (Extracellular Matrix / ECM) doku stromasina fiziksel
destek saglayarak dis etmenlerden korumasinin yanmi sira; dokunun olusumu,
farklilagsma siireclerinin diizenlenmesi ve homeostasisin idamesinde biyokimyasal ve
yapisal olarak gorev alir (1). Fizyolojik kosullarda ECM; kolajenler, elastinler,
fibronektinler ve laminler gibi protein yapilari ve glikozaminoglikan’larin (GAG)
proteinlere eklendigi proteoglikan yapilari ile kurulur. Bu yapisal elemanlardan olusan
sagliklt bir ECM hiicrelere sagladigi mekanik destekle doku biitiinliigiiniin fiziksel
kuvvetler karsisinda korunmasini saglar (2). Dokularin ve organlarin fonksiyonlarini
yerine getirmelerinde ECM yapisinin biitiinligii kadar esnekligine de ihtiyag
duyulmaktadir.

Dokularda olusan kronik hasar ile birlikte, olusan hasarin tamiri siirecinde
ECM elemanlarinin sentezinin artmasi ve bu proteinlerinin geri doniislimsiiz bir
birikimi sonucu dokunun fizyolojik kosullarla karsilastirildiginda, esnekligini
kaybetmesi fibrozis olarak isimlendirilir (3—5). ECM elemanlarinin geri doniisiimsiiz
bir bicimde birikmesi viicuttaki farkli dokularda, yasami tehdit eden boyutlara
gelebilir. Akcigerde goriilen idiopatik pulmoner fibrozis, bdbrekte goriilen
tubulointerstisyel renal fibrozis organ yetmezliklerine ve 6liime neden olabilmektedir
(3,6). Birgok farkli dokuda goriilebilen fibrozisin ortak noktasi ise kolajen birikimidir.
Ozellikle belirli kolajen alt tiplerinin birikimi dokuda geri doniissiiz islev kaybma yol

acar (4).

Fibrozis siirecinde yapisal proteinlerin diizenlenmesi ECM’ye salinan enzimler
araciligi ile olur(4,7). Bu enzimler yapisal proteinlerin kirpilmasi (peptidase) veya
birbirlerine baglanmasi (cross-linking) gorevlerini yerine getirir. Fibrozis siirecinde
ifade ve aktivite artis1 sergileyerek ECM’in yeniden organize edilmesinde gorev alan

diizenleyici proteinlerin ila¢ hedefi olabilecekleri dngoriilmektedir (7).

Bu tez ¢alismasinin odaginda bulunan AEBP1/ACLP’nin ECM olgunlagmasi
ve fibrozis ile iliskili oldugu bilinmektedir (8—10). ACLP proteini N-terminalinde
bulundurdugu sinyal peptid dizisi, diskodin benzeri kisim (DLD) ve C-terminalinde

bulundurdugu karboksipeptidaz homolojisi gosteren Carboxypeptidase Like Domain



(CLD) igeren 1158 amino asitten olusur (11). Calisma grubumuz tarafindan, iskelet
kas1 fibrozisi ile iligskilendirilmis olan ACLP’nin iskelet kasinda miyoblastlarin
myotiiplere donilisiimii sirasinda ortama salgilandig1 gosterilmistir (12). Myotiip
olusumunun tamamlanmasi sonrasi, ACLP ifadesi 6nemli Ol¢lide azalmaktadir
(13,14). Morfogeneze eslik eden ECM olgunlagmasi siireci ve patolojik fibrozis
gelisimi ile ACLP ifadesi artis gostermektedir. ACLP mutasyonlari, insanlarda bag
dokusu esnekligi ile karakterize Ehlers-Danlos sendromu ile iliskilendirilmistir (15—
18). AEBPI/ACLP genindeki mutasyonlar sonucunda kolajen organizasyonunun
tamamlanamadig1 saptanmistir (16). Simdiye dek yapilan calismalar ACLP
proteininin gorev aldig1r siirecleri tamimlamakla birlikte bu proteinin islevi

bilinmemektedir.

Bir proteinin islevlerini tanimlama siirecinde, etkilestigi protein partnerlerinin
belirlenmesi gorev aldig1 siireg ve yolaklarin aydinlatilmasinda yardimei olmaktadir.
Simdiye dek, ACLP proteinine iliskin dogrudan kurulmus bir etkilesim verisi yoktur.
Yapilan ¢aligmalar ACLP’nin eksport sinyalinin varligini ve ECM proteini oldugunu

destekler bulgular vermesine ragmen, islevi hakkinda bilgi vermemistir (8,11,16).

Proteinlerin etkilesim partnerlerini bulmak admma yapilan tanimlayict
calismalar kiitle spektrometresi ile hiz kazanmistir. Aday proteinlerin hedefli bir deney
tasariminda antikorlar yardimiyla tek tek incelenmesi yerine hiicrenin belirli bir
durumdaki toplam protein ifadesinin biitiinciil olarak incelendigi proteomiks yontemi
bu teknoloji sayesinde uygulamaya ge¢cmistir. Ge¢mis yillarda santral dogmanin ilk iki
elemani olan niikleik asitlere ait genomik ve transkriptomik yaklasimlar yasama dair
bilgi edinme hizimizi Onemli Olgliide arttirmustir. Yiksek Olgekli proteomik
yaklagimlarla birlikte hiicrede nihai olarak iglev goren biyomolekiil olan proteinler

biitiinciil bir yaklagimla tanimlanabilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, AEBPI1/ACLP’nin islevlerinin aydinlatilmasi amaciyla;
1slak laboratuvar calismalariyla proteomik teknolojilerinden olan proximity-
proteomics igin gerekli deneysel gereclerin hazirlanmasi, in silico analizlerle
transkriptom ve proteom veri setlerinide fizyolojik ve patolojik kosullarda ECM

degisiminin incelenmesi amaglanmigtir.



2. GENEL BiLGILER

2.1 Hiicre Dis1 Matriksin Ozellikleri

Hiicre dis1 matriks, (Extracellular matrix, ECM) hiicreleri proteinler ve

proteinlere bagli polisakkaritlerle cevreyerek hiicrelerin dokular1 olusturmasini saglar.

ECM’i olusturan bu proteinler aynt zamanda hiicre disinda su tutulmasini saglar.

Hiicre dig1 matriks yapisimin igerdigi proteinlerin ve glikoproteinlerin g¢esitleri ve su

tutma kapasitesi dokunun ihtiyaglarina gore farklilik gosterir. Farkli dokularda

proteinler ve glikoproteinler dis kuvvetlere karsi hiicreleri bir arada tutacak kadar

giiclii ve dokunun islevlerini yerine getirebilmesine yetecek kadar esnek olmalidir

(19). Dokularda, hiicrelere sagladigi yapisal destegin yam1 sira ECM; hiicrelerin

tutunmasi ve go¢ edebilmesi igin iskele olusumu, biliyiime ve farklilagma sinyallerinin

letimi gibi temel yasamsal olaylarin gergeklesmesi icin de Onemli gorevler

iistlenmektedir (20).

Matrizom iligkili Proteinler Temel Matrizom

Salgilanan Faktorler
or. TGF-B,CTGF

ECM Diizenleyicileri
i or. ADAMs, MMPs

ECM
Glikoproteinleri

ECM-Baglantil Proteinler
or. Annexinler, C-tip Lektinler

Sekil 2.1. Matrizom yapis1 ve elemanlar (21).

ECM proteinleri gecmiste yapilarina gore (22), protein ya da proteoglikanlar

(23), kolajenler ve kolajen olmayanlar (24) gibi yapisal Ozelliklerine gore

siniflandirilmaya c¢alisilmistir.  Giiniimiizde daha kapsamli bir smiflama ile bu



yaklasim terk edilmis, yapisal olmayan, diizenleyici rolleri olan, sinyal iletiminde
gorev alan ve henliz gorevi tam olarak aydinlatilamamis fakat ECM proteini oldugu
bilinen yapilar da ECM proteinleri ile birlikte smiflandirilmaya dahil edilmektedir.
2016 yilinda yapilan bir ¢alismada (21), 1037 genden sentezlenen ECM proteinleri
matrisome ismi ile genel olarak isimlendirilip temelde core matrisome (temel
matrizom) ve matrisome associated proteins (matrizom iliskili proteinler) olarak

siiflandirilmistir.
2.1.1 Temel Matrizom (Core Matrisome)

Temel matrizom yapisinda bulunan elemanlar hiicrelere yapisal destek
saglayan makromolekiilleri icermektedir. Temel matrizom yapisinda ECM’in yapisal
proteinleri 3 alt baslikta incelenebilir: 1. kolajenler, 2. proteoglikanlar, 3. ECM
glikoproteinleri. Temel matrizom, literatiirde ayrimi yapilmis yapisal proteinlerin

tamamini icermektedir.

Yapisal destek proteinlerini i¢cinde ilk sirada gelen kolajenler, kesif siralarina
gore Roma rakamlari ile isimlendirilmis 28 alt tipi icermektedir. Bu polipeptidleri
kodlayan 45 farkli gen oldugu bilinmektedir (25). Kolajenlerin ortak 6zelligi alfa
heliks sekonder yapilarinin olusturdugu 3’li heliks tersiyer yapisi olusturmalar1 ve
Gly-Pro-X yani glisin ve prolin amino asiti tekrarlar1 icermeleridir (24). Kolajenler
bulunduklar1 konumlara gore; fibriler, fibriler ile iliskili (FACIT), bazal membran
iliskili, uzun zincirli, filementdz, kisa zincirli, multipleksinler ve membran iliskili
(MACIT) olarak smiflandirilmistir. Farkli dokularda, dokunun ihtiyaglarina cevap
olacak sekilde farkli alt tip kolajenler sentezlenir. Kemik yapisinin %80’inden fazlasi
tip-1 kolajen’den olusurken, eklem yapisinda bu oran %50’ye diismektedir (19). Yap1
itibariyle ECM’den zengin dokulardan olan iskelet kasinin kuru agirliginin %10 kadar1
kolajenlerden olusmaktadir (26). Iskelet kasinda kolajen tip I, 111, IV, V, VI, XII, XIII,
X1V, XV, XVIII, XXII goriilmektedir. Fibriler tip olan I ve III yaklasik olarak esit

miktarda bulunarak iskelet kas1 kolajenlerinin %75 ini olusturmaktadir (19,27).

Proteoglikanlar, yogun olarak glikozaminoglikan (GAG) eklenmis, genellikle
hiicre ylizeyine takili bir sekilde bulunan protein yapilaridir. GAG yapilar1 genellikle

dallanma igermeyen, tekrarli disakkarit yapilarindan olusan uzun polisakkarit



zincirleridir. Proteoglikan yapilari iskelet kas1 ve kemikte glikozil gruplar1 eklenmis
yapilarin kurulmast igin gereklidir. Iskelet kasinda ECM yapisinin énemli bir kismini
ozellikle dekorin, biglikan gibi Small Leucine Rich Proteoglycans (SLRPs) (¢ok
miktarda 10sin amino asitini igeren) kiiclik proteoglikanlar olusturur (28).
Proteoglikanlarn gérevi yapisal destekle sinirli kalmaz. Ornek olarak betaglikan bir
Transforming Growth Factor-Beta 111 (TGFBR3) reseptorii olarak iglev gortir (29,30).
Proteoglikan yapilarina glikozil gruplart ekleyen enzimlerde meydana gelen
mutasyonlar, ECM’in yap1 diizeninin bozuldugu, asir1 elastik cilt ile karakterize

Ehlers-Danlos Sendromu (EDS) ile iliskilendirilmistir (31).

Kolajen olmayan glikoproteinler, hiicre yiizeyinde bulunan; hiicrenin b6liinme
farklilagma, goc, hiicre-hiicre etkilesimi gibi temel islevleri gergeklestiren integrinler
gibi protein yapilari ile etkilesen kisimlar1 icermektedir. Hiicrelerin doku ile fiziksel
bagini saglamasimin yani sira sinyal iletiminde de gorev alir. Igerdikleri Arg-Gly-Asp
(RDQ) tekrarlari ile olusturduklar1 hidrofobik loop yapilari glikoproteinlerinin islevsel
kisimlarint olusturur. Laminin trimerleri ve fibronektin dimerleri bu yapilar arasinda
tim dokularda ve ozellikle iskelet kasinda en ¢ok bulunan ve en ¢ok islev goren
yapilardir (20). Laminin heterotrimerlerinden Laminin-211 (Merosin) iskelet kasinda

bazal membrana 6zgiildiir (32).
2.1.2 Matrizom iliskili Proteinler (Matrisome-Associated Proteins)

Matrizom iligkili proteinler kendi aralarinda 3 alt baglikta gruplanmaktadir: 1.

Salgilanan faktorler, 2. ECM diizenleyicileri, 3. ECM baglantili proteinler.

ECM vyapisinda kolajen olan veya kolajen olmayan glikoproteinlerin
olusturdugu core matrisome yapisinin kurulmasinda ECM diizenleyicileri gorev alir.
Bu diizenleyici proteinler; ECM’in yapisal destegini saglayan core matrisome
elemanlarinin protein sentezi sonrasi olgunlasmasinda, olgunlasan proteinlerin
birbirlerine kovalent bir sekilde baglanmasinda ve kirpilmasinda, gérev alan proteaz
islevinde enzimlerdir. ECM yapisinin kurulmasinda énemli gérev alan proteazlar 3
temel grupta incelenebilir; 1. Cinko metalloproteinazlar, 2. Sistein ve aspartat

proteinazlar, 3. Serin proteinazlar (33).



Cinko metalloproteinazlar ailesi matriks metalloproteinazlar (MMPs), A4
Disintegrin and Metalloprotease (ADAMs) ve A Disintegrin and Metalloprotease
With Thrombospondin Motifs (ADAMTS)’lerden olusmaktadir. Insanlarda tamam
endopeptidaz islevi goren 23 farklit MMP bulunur. MMP’ler N-terminal sinyal dizisi,
bir propeptid, katalitik kisim ve ¢inko baglayan kisim bulundurur. MMP’ler ECM’e
dogrudan salinabilinecegi gibi hiicre yiizeyine de tutunmus bir sekilde bulunabilir.
MMP’ler kolajenlerin kirpilmasinda gorev alirken MMP-2, Pro-collagen C-
proteinase enhancer-1 (PCOLCE) geninin proteinini C-terminalinden kirparak
olgunlastirir. MMP-2 ayn1 zamanda ECM’de jelsi yapidaki kolajen IV, V ve elastini
parcaladigi i¢in gelatinase A, ve major MMP’lerden olan MMP-9 gelatinase B olarak
isimlendirilmistir. Kolajen ve kolajen olgunlasmasinda goérev alan proteinlere ek
olarak, tropoelastin MMP-12, osteopontin MMP-2-3-7-9 gibi 6nemli ECM proteinleri
MMP’lerce kirpilabilir (34).

ADAM ve ADAMTS olusturdugu adamalysin ailesi hiicre zarinda yerlesimli
proteinazlar igerir. 22 genden olusan ADAM’larin yalniz 12’si aktif proteaz islevi
gormektedir. ADAM-9/10/17 kolajen olgunlasmasinda gorev alirken, ADAMTS-
1/4/5 gibi ADAMTS ler proteoglikanlar1 ve ADAMTS-2/3/5 ise prokolajen-I/III gibi

major kolajenleri olgunlastirabilir.

Adamalysin ailesine ek olarak astacin metalloproteaz ailesi 6 iiyeden olusur.
Bone Morphonegic Protein 1 (BMP1) ve splicing varyanti olan mamallian Tolloid
(mTLD) ve benzeri bir protein olan (mTLL1) prokolajenleri C-terminalinden kirparak

olgunlastirir.

11 farkli genden olusan Cathepsin gen ailesi (B,C,F,H,K,L,0,S,V,X,W) sistein
ve aspartat proteinazlari olusturur. Lizozomlarda bulunan katepsinler ECM’e
salindiklarinda ECM yapisiin sekillenmesine katkida bulunur. Cathepsin B dogrudan
kolajen-XVIII iizerine etki edebilecegi gibi, Tissue Inhibitor of Metalloproteinase
(TIMP)’leri inakvite ederek ortamdaki MMP aktivitesinin ve olgun kolajen miktarinin

artmasini saglar.

ECM temel matrizom elemanlar1 ECM diizenleyici elemanlar1 sayesinde

olgunlastirilirken, ECM’e salinan salg1 faktorleri ve sinyal molekiilleri hem ECM core



matrisome hem de ECM regiilator elemanlarinin ne kadar {iretilecegini belirler. ECM
yapisiin {iretimini kontrol eden sinyal molekiilleri arasinda TGF-8, CTGF, Wnt
yolagi, vascular endotelial growth factor (VEFQG), epidermal growth factor (EGF) ve
fibroblast growth factor (FGF) bulunmaktadir (5). VEGF ve FGF ECM’e
salgilandiktan sonra heparan siilfat iceren proteoglikanlar tarafindan tutulur ve ECM
icinde depolanmis olur. Bu biiyiime faktorlerinin, heperanaz gibi enzimlerce kesilerek
ECM’den ayirmasiyla ¢oziinebilir hale getirilen faktorler sinyal iletimi goérevini
baslatabilme yetenegi kazanir (35). Hiicrelerden Latency Associated Peptide (LAP)
olarak ECM’e salgilanan TGF-B8, hiicre disinda Latent TGF-f Binding Protein
(LTBP)’lerce ECM yapisimin igerisinde tutulur. ECM yapisinin bozulmasi ile gelisen
inflamasyon sonucunda ECM’de bulunan proteazlarla kirpilarak aktive edilen TGF-8,
reseptorlerine baglanarak SMAD?2-3 “{in fosforile olmasini ve ¢ekirdek i¢ine girmesini
saglar. Olusan SMAD 2-3-4 kompleks yapis1t ECM yapisinda 6nemli gorevler alan
COLIAI, COL3Al, TIMPI gibi genlerin transkripsyonunu baslatir (7). ECM
proteinlerinin fizyolojik kosullarda, dokularin olusumu sirasinda ortama salinan
bliyiime faktorleri hiicrelerin ECM proteinlerini iiretmeleri icin gereken siiregleri
baglatir. ECM yapisinin saglikli bir sekilde kurulmasiyla, TGF-8, FGF, VEGF gibi
Oonemli biiytime faktorleri ECM yapisi i¢inde hapsedilir ve sessiz bir sekilde bekletilir.
Dokuda meydana gelen hasarlarla birlikte, ECM yapisinin tamirinde bu biiyiime

faktorleri yeniden aktive edilir ve sinyal iletimi siireci baslar.
2.1.3 AEBP1/ACLP’nin Matrizomdaki Yeri ve Onemi

Yapilan calismalarca ECM yapisina katildigr bilinen ve kolajence zengin
bolgelerde goriilen (8,9) Adipocyte Enhencer Binding Protein 1 | Aortic
Carboxypeptidase  Like  Protein ~ AEBPI/ACLP  N-terminalinde igerdigi
thrombospondin tekrarlari, kolajen baglama 6zelligine sahip diskodin bolgesi ve
inaktif oldugu one siiriilen metalloproteinaz kismindan olusur (16). Iskelet kasinda
morfogenezle birlikte ECM yapist kurulumu sirasinda ACLP ifadesinin arttigi,
miyoblastlarin miyotiiplere farklilagsmasi sonrasi ifadenin azaldig1 goriilmistiir. Bu
gozlemlere paralel olarak ECM yapisindaki hasar sonucunda geri doniissiiz ECM
birikimi goriilen fibrozis patolojisinde de ACLP’nin ifadesinin artt1g1, akut iskelet kas1

hasar tamiri slirecinin tamamlanmasiyla ACLP ifadesinin azaldig1 bilinmektedir.



Bu in vitro gozlemlere ek olarak genetigi degistirilmis fare modellerinde
AEBP]I -/- farelerin karin 6n duvarmin kapanmamais bir sekilde dogdugu gozlenmistir
(9). Insanlarda ise AEBPI geninde gériilen varyasyonlarin otozomal resesif kalitim
modeli ile aktarilarak Ehlers-Danlos Sendromu’nun (EDS) klasik benzeri tip 2 ile
iligkili oldugu gozlemlenmistir (MIM: 618000) (15,17,18). Ehlers-Danlos Sendromu;
bag dokuda, eklemlerde, tendonlarda ve damarlarda ¢abuk yaralanmalarin
goriilmesiyle ve bu dokularin saglikli bireylerdeki dokulara kiyasla daha esnek
olmasiyla karakterizedir. Temel matrizom proteinlerinden olan COL3A41’de goriilen
varyasyonlar otozomal dominant kalitilarak vaskiiler tip EDS’ye (MIM:130050),
COL5A1’de goriilen varyasyonlar ise otozomal dominant kalitim modeliyle kalitilarak
klasik EDS-I ile iligkilendirilmistir(MIM:130000)(18,36). (15-17,37). Bir ECM
diizenleyicisi olan ve kolajenlerin enzimatik olarak olgunlasmasinda gorev alan
Tenascin-XB geninde (7NXB) goriilen varyasonlar ise otozomal resesif kalitim
modeliyle aktarilarak klasik benzeri EDS olarak isimlendirlen tip ile
iliskilendirilmistir (MIM:606408) (31,38). Bu mutasyon sonucunda kolajen
organizasyonunun dogru bir sekilde kurulamadig1 gézlenmektedir. Bu gézlemler, EDS
ile iligkilendirilmis olan AEBPI geninden firetilen ACLP proteininin de kolajen
organizasyonu ve ECM vyapisinin kurulmasi ile ilgili gorevler alabilecegini
diistindiirmektedir (15,17). 3 boyutlu yapist bilinmeyen ACLP proteininin, diskodin
bolgesi reseptorii (Discodin Domain Receptor) ile yapilan homoloji modelleme
calismast ACLP proteininin kolajen I homotrimer yapist ile etkilesebilegini

gostermistir(16).

Yakin zamanda ACLP proteini iizerine yayimlanmis olan ¢alismada, hiicre dis1
salinimi siirecinde glikozillendigi tahmin edilen ACLP’nin Asp-519 ve Asp-913
amino asittlerinden glikozil grubu takilabilecegi ve bu glikozil eklenme isleminin

gerceklesmemesi durumunda ACLP’nin hiicrenin disina ¢ikamadigi gosterilmistir

(16).



ACLP
DDR (2wuh)

Sekil 2.2. ACLP proteininin Discodin Domain Receptor (DDR) iizerinden homoloji

modelleme ¢alismasi (16).

Bir ECM proteini olan ACLP’nin, fizyolojik ya da patolojik ECM olusumu
stireclerinde ifadesinin artt1g1, diiz kas ve iskelet kasinda ECM’in kurulmasinda ve
yeniden diizenlenmesinde gorev aldig1 gozlemlenmistir(8,9,12). Bu gdzlemler 15181nda
islevi heniiz aydinlatilamamis olan ACLP proteininin islevlerini tanimlamak amaciyla
ECM’den ve 6zellikle kolajenden zengin bir doku olan iskelet kas1 ve iligkili ECM

yapilar1 gegerli bir model olma 6zelligi géstermektedir.
2.2 Iskelet Kas1 ECM Yapisi ve Ozellikleri

Insanlarda viicut kiitlesinin erkeklerde %401, kadinlarda %30’u iskelet
kasindan olusmaktadir (27). Iskelet kasinin temel gorevi dik bir postiir ve hareketi
saglamaktir. Iskelet kasi, kas liflerinin onciilleri olan tek cekirdekli miyoblast
hiicrelerinin fiizyon ile birleserek miyotiiplere donlismesi (miyogenez) ile olusur.
Miyogenez siirecince tek c¢ekirdekli, kas onciilii olan hiicrelerin bir kismi fiizyon

gerceklestirmeden sarkolema ve bazal membran arasina yerlesir. Mitotik olarak sessiz
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olan bu hiicreler satellit hiicre (satellite cells) olarak isimlendirilir. Somatik kok hiicre
0zelligi igeren satellit hiicreler eriskinde kas hasar tamiri ve idamesinden sorumludur

(39).

Iskelet kasinda bulunan kas lifleri bir arada tutularak kas demeti halini alir.
Viicuda sagladig bu fiziksel destek ve hareket siiregleri i¢in gerekli dayanikliligin
saglanmasi i¢in iskelet kasinda kas demetlerinin etrafi yogun bir ECM yapisi ile
cevrilidir. Iskelet kasi liflerinin etrafin1 ¢eviren ECM yapis: ii¢ tabaka seklinde

incelenir; 1. Endomisyum, 2. Perimisyum, 3. Epimisyum (27) (Sekil 2.3).

Tendon

Servier Medical Art by Servier is licensed under a Creative Commons Attribution 3.0 Unported License

Sekil 2.3. iskelet kas1 yapis1.(Bu sekil Servier Medical Art Commons Attribution 3.0

Unported License araciligiyla yapilmistir (http://smart.servier.com.)

Endomisyum yapis1 iskelet kas liflerini ¢evreleyen ince bir bag dokusudur. Cok
cekirdekli miyotlip yapisinin membrani olan sarkolemma ile temas halindedir. Kas
demetlerinin biitiinliigiinii saglar ve iist iiste duran kas liflerinin gerilim kuvvetini tasir.

Icerisinde kas liflerine gereken biyomolekiilerin iletimi icin kilcal damarlar ve sinyal
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iletimi i¢in aksonlar1 bulundurur. Endomisyum yapisi ¢ogunlukla kolajen I, III ve

V’ten olusur(5,40).

Perimisyum yapist bireysel kas liflerinin kas demetlerini olusturdugu kasilip
gevseme gorevini gerceklestiren temel yapidir. Igerisinde damarlar1 ve sinir aglarmni
bulundurur. Perimisyum miyofiberlerin olusturugu tendonlara ileterek hareketi saglar.
ECM vyapismin 6nemli bir kismini kolajen I, III ve bir SLRP olan dekorin olusturur
(27,28,40).

Epimisyum yapis1 kasin etrafin1 gepegevre saran, en kalin ve en giicli
tabakadir. Kaslarla birlikte tendonlar lizerinden kemige kadar uzanir. Tendonun
kemige baglandig1 kisimda kalinlasir. Kas1 besleyen damar ve sinirleri i¢inde toplar.

Epimisyum yapist biiyiik oranda kolajen I (5) ve az miktarda kolajen III’ten olusur

(41).
2.2.1 iskelet Kas1 ECM’inde Salgilanan Faktérler

Canli bir hiicrenin, hiicre disina salgiladigi biitiin molekiiller Makridakis
tarafindan secretome (sekretom) olarak isimlendirilmistir (42). Iskelet kas1 hiicreleri
tarafindan iretilen ve salgilanan sitokinler veya diger peptidlerlerin parakrin ya da
endokrin sekilde hiicreleri etkilemesi nedeniyle bu faktdrlerin tamami miyokin olarak
isimlendirilmistir. Iskelet kas1 hiicrelerin endokrin, parakrin ya da otokrin olarak
birbirleriyle iletisim halinde olmasi ve miyokin liretme kapasitesi ile iskelet kas1 aktif
bir endokrin organ olarak goriilmiistiir (43). Miyokinlerin, miyogenez, metabolik
degisimlerin diizenlenmesi, inflamasyon gibi siireglerde rol aldig1 bilinmektedir (43—
45). iskelet kas1 tarafindan salgilanan miyokinler arasinda Interleukin-6, 8, 15 (IL-6,
IL-8, IL-15), Fibroblast Growth Factor-21 (FGF-21), Brain Derived Neurotrophic
Factor (BDNF) gibi molekiillerin iskelet kasinda hiicre dist sinyal iletiminde gorev
aldiklar1 bulunmustur(44). inflamasyon ve hematopoezdeki gérevleri bilinen IL-6"nin
(Interleukin-6), egzersizle birlikte iskelet kasindan salinimi artar. Artan IL-6 otokrin
ve parakrin bir sinyal olarak AMP kinaz1 (AMPK) ve/veya fosfotidilinistol-3 kinazi
(PI3K) aktive ederek glikoz alimin1 ve yag oksidasyonunu artirir (46,47). Iskelet
kasinda IL-15 ve BDNF yag metabolizmasinin hizlanmasina yardimci olurken, IL-

15’in anjiyogenez siireclerinde gorev aldigi bilinmektedir (44).
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Iskelet kasinin olusumu olan miyogenez siirecinde miyoblastlar miyotiiplere
dontstirken, kasin gerekli esneklik ve dayaniklili§i kazanmasi igin gereken ECM
elemanlarinin  sentezleyip hiicre disma salgilar. Iskelet kasi ile ilgili 19 kiitle
spektrometrisi ¢aligmasmin verilerinin incelendigi meta-analiz ¢alismasinda,
miyogenez siirecinde sekretomda 130 proteinin anlamli degisim gosterdigi

belirtilmistir (48). Bu proteinlerden 90’1 artarken 40 proteinin azaldig1 bulunmustur.

Iskelet kas1 yapismin olusmasinda ve islevinde temel matrizom elemanlari
sekretomun miktarca en fazla salgilanan alt grubudur. Kolajenler ise iskelet kasinin
kuru agirliginin %1-10’luk kismi olusturabilir (28). Farkli dokularin ECM igerigini
tanimlamak amaciyla gergeklestirilen bir meta-analiz ¢alismasinda iskelet kasindaki
proteinlerin %60’ indan fazlasinin kolajenler oldugu, kolajen I ve III’lin yaklagik olarak
esit oranda bulundugu ve bu iki alt tipin toplam kolajenlerin 2/3’linden fazlasini
olusturdugu gozlenmistir (19). Fibriler kolajenlerden olan kolajen I (al), iskelet kas1
ECM’inde miktarca fazla goriilen kolajenlerden Il(al), V (al, a3) VI(al) ve XI (al)
proteinleri miyogenezle birlikte anlamli bir sekilde artis gosterir. Iskelet kasi
ECM’inde miktar olarak cok fazla bulunan diger bir fibriller kolajen olan Ill(al)
miyogenezle birlikte iskelet kasi sekretomunda anlamli azalig gosterir. Miyogenez
stirecinde sekretomda yaygin bir kolajen artis1 olmasina ragmen kolajen XVIII(al) alt

tipi de kolajen III(al) gibi sekretomda anlamli bir azalis gostermektedir (48,49).

Temel matrizomun bir diger yapitast olan proteoglikanlardan; perlekan,
biglikan, dekorin, distroglikan, periostin, SPARC (Secreted Protein Acidic and Rich
in Cysteine) proteinlerinin miyogenez siirecinde iskelet kas1 sekretomunda anlamli bir
sekilde arttig1 gézlenmistir. Bu proteinlerden perlekan ve biglikan ayni zamanda
miyogenez siirecini kontrol eden TGF-f3’lar1 kendilerine baglayarak ortamda bulunan

miktarini azaltir (48-50).

Iskelet kasina atfedilmis olan bir salgi organ1 olma 6zelligini incelemek i¢in de
proteomiks teknolojileri kullanilabilmektedir. Iskelet kasinmn sinyal molekiillerini
salgiladigi ve kendi ECM yapisini olustururken ortama matrizom proteinlerini
salgiladigi bilinmektedir (49,51). Bu siirecte gorev alan hiicresel kaynaklar iyi
tanimlanmistir. ECM olusumu, kas yapisinin gelisimi silirecinde myoblast/myotiip

farklilagsmas1 sirasinda olusturulabilecegi gibi, iskelet kasinda ECM olusumu ve
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fibrozis gelisiminden sorumlu bir stromal hiicre toplulugu da tanimlanmistir. Fibro-
adipogenic progenitor (FAP) ad1 verilen stromal hiicre toplulugu mezenkimal stromal
kok hiicre niteligi tasimaktadir (52). Iskelet kasinin kronik hasar siirecinde FAP

hiicreleri fibrozis gelisimi ve yaglh dejenerasyondan sorumludur.
2.3 Proteomiks Teknolojileri

Insan genomunda 20.000°den fazla gen ve bu genlere ait 100.000’den fazla
transkript oldugu bilinmektedir (53). Bu transkriptlerden sentezlenen protein sayisinin
proteinlerin ugradig1 translasyon sonrast modifikasyonlar (post-trasnlational
modifications-PTM) ile birlikte 400.000 iizerinde farkli protein olabilecegi tahmin
edilmektedir (54,55). Kiitle spektrometresi teknolojisinin proteinleri tanimlamak
amaciylca kullanilmastyla tek bir deney diizeneginde proteinler tamaminin incelendigi

proteomiks arastirmalart miimkiin hale gelmistir (56).

Proteomiks icin yapilan kiitle spektrometresi c¢alismalarinda orneklerin
oncesinde 2-D jel, sivi kromatografi (Liquid Chromatograpy-LC) gibi yontemlerle
saflastirilmasi ile drneklerin kantitatif olarak analizi miimkiin hale geldi. Proteinlerin
birbirlerine olan oranini hesaplamak i¢in ¢esitli algoritmalar gelistirilmistir. Bir deney
diizeneginde gdzlenilen peptidlerin gozlenebilecek tiim peptidlere olan orani olan
protein abundance index (PAl) degerinden elde edilen 10pai— 1 degeri Exponentially
Modified Protein Abundance Index (emPAI) olarak hesaplanir(57). Kiitle
spektrometresinden elde edilen spektrumlara dayali bir yontem olan emPAI degerine
alternatif olarak spektrum pik degerlerin oranlanmasi ile elde edilen intensity-based
absolute quantification method (1IBAQ) algoritmas1 gelistirilmistir(58). iBAQ
algoritmas1 proteom verilerinin kantitatif olarak incelenmesi icin gelistirilmis

MaxQuant uygulamasi ile birlikte kullanilabilmektedir(59).

Herhangi bir etiketleme yonteminin kullanilmadig1 “Label-Free” proteomik
yaklagimlar hiicrenin bir durumda bulundurdugu proteinlerin tamamuni incelemek
amaciyla kullanildiginda farkli peptidlerin elde edilmesinde (coverage) yiiksek oranda
basar1 sagladig tespit edilmistir . Label-free deney diizeneklerinin yiiksek proteom
derinligi saglamasiyla kalitatif yaklagimlar i¢in uygun oldugu goriilmiistiir(60). Ancak
kantitatif analizlerde Tandem Mass Tag (TMT) veya isobaric tags for relative and
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absolute quantification (IiTRAQ) gibi yaklasimlarinin daha yiiksek korelasyon
degerleri elde ettigi ve daha dogru bir kantitasyon yapilmasini sagladigi bulunmustur

(60).
2.3.1 Hedefli Proteomiks Yaklasimlari

Bir etiketle birlikte yapilan proteomiks caligmalari daha yiiksek dogrulukla
kantitatif analiz yapilmasinin yani sira proteinlerin etkilesim partnerlerini tespit etmek
icin kullanilabilmektedir. Bir hedef proteine (bait) eklenilen enzimler araciligiyla
cevresindeki proteinlere biotin eklemesi ile hedef proteinin fiziksel olarak yakininda
bulunan proteinler tespit edilebilmektedir. Bu deney diizeneginde biotin eklenilen
protein gruplar streptavidin araciligiyla saflastirilabilmektedir. Biotin ile streptavidin
arasindaki giiclii etkilesim (Kd ~10-14 M) sayesinde; deterjanlar, tuzlar gibi ¢esitli
denatiire edici ajanlar kullanilarak O6rnekler saflastirilabilmektedir. Etrafindaki
proteinlere biotin ekleyen (Biotin Protein Ligase, BPL) enzimlerden olan Bifunctional
ligase/repressor (BirA) enziminin E. coli'den elde edilmesi ile Proximity Proteomics
caligmalar1 hiz kazanmistir. BirA enzimi ATP varliginda biyotinlenme reaksiyonunu

gergeklestirir.

BPL enzimlerine alternatif olarak biyotinlenme islemi oksidasyon rekasiyonu
ile de gerceklestirilebilir. Oksidasyon ile gerceklestirilen biyotinleme rekasiyonu 1
ms’den kisa bir siirede tamamlanmaktadir. Biyoteknolojinin ¢esitli alanlarinda siklikla
kullanilan Horseraddish Peroxiadase C (HRP) enzimi biyotinlenme reaksiyonlarini
gerceklestirmek icin kullanilabilmektedir. Biotine fenol halkasi eklenmesi ile
olusturulan  biotin-fenol =~ molekiilleri HRP  tarafindan H202  varliginda
oksitlenmektedir. Olusan ara {iriin 1 ms’den kisa bir siirede yakindaki proteinlerin
tirozin amino asitlerine eklenmektedir. Icerisinde 4 adet disiilfit bag1 ve bir kalsiyum

baglanma bolgesi igeren HRP sitoplazmanin indirgeyici ortaminda inaktif bir sekilde
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bulunmakadir. Endoplazmik retikulumun limeni, golgi ve ECM’de aktif bir sekilde
calisabilmektedir.

Proximal ™. Distal
Proteinler . Proteinler

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

+H,0, <1‘|>

Sekil 2.4. ACLP-HRP fiizyon proteininin biyotinleme reaksiyonu gerceklestirmesi.

Bu tez c¢alismas1i kapsaminda ACLP’nin protein  partnerlerinin
tanimlanabilmesi i¢cin, ACLP’nin devamina HRP enziminin eklenilmesi planlanmistir.
Hiicre disinda ve hiicre i¢cinde ER ve Golgide biyotinleme islemini hidrojen peroksit
varliginda gerceklestirebilen HRP’nin, hiicre disi matrikste gérev yapan ACLP
proteininin parternelerinin kesfi i¢in en uygun aday olduguna literatiirdeki bilgiler
1s181inda karar verilmistir.

In silico c¢aligmalar ile c¢esitli fizyoloji ve patoloji kosullarinda ECM
proteinlerinin ifadelerinin analiz edilmesi planlanmis ve bu kosullarda ACLP ile
benzer bir ifade artig1 gosteren proteinlere ait listelerin elde edilmesi hedeflenmistir.
ACLP ile benzer artig gdsteren bu proteinlerin, ACLP’nin protein parterlerinden bir
kismmi igermesi muhtemeldir. Yapilacak bu ¢alismalar ACLP’nin protein

partnerlerine dair 6nemli 6n bilgileri sunma potansiyeline sahiptir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 In silico Analiz Gerecleri ve Veri Setleri
3.1.1 In silico Analiz Gerecleri

BRB-ArrayTools v4.6.1 Stable
Peptide Shaker 2.0.0-beta
SearchGUI 4.0.0-beta

MaxQuant v1.6.16.0
3.1.2 In silico Analizlerde Kullamilan /n vivo Transkriptom Veri Setleri

(GSE73510) “Transcriptome analysis of tenotomy immobilized rat soleus
muscle”:Rattus Norvegicus, tenetomi ile immobilize edilmis bacakta

inflamasyonsuz iskelet kas1 fibrozis modelinin zamana kars1 incelenmesi.

(GSE469) “Temporal profiling in muscle regeneration.”: Mus Musculus,
Cardiotoxin aracilikli iskelet kas1 hasar modelinde yara iyilesmesinin zamana

kars1 incelenmesi.

(GSE1026) “Diaphram, comparison of wild type and mdx mice, 7 to 112
Days (Porter lab)”: Mus Musculus, Dmdmax fare modelinde diyafram kasinda

distrofinin zamana kars1 incelenmesi.

(GSE3307) “Comparative profiling in 13 muscle disease groups™: Homo
Sapiens, Dogustan veya sonradan gelisen, kas veya sinir hasar1 sonucu olusan
farkli hastaliklarda iskelet kasi fibrozis modellerinin saglikli kontrollere karsi

incelenmesi
3.1.3 In silico Analizlerde Kullanmilan In vitro Transkriptom Veri Setleri

(GSE989&990) Myogenic differentiation_chip A&B: Mus Musculus, Iskelet
kasinda bulunan satalit hiicreleri modelleyen fare miyoblastlar1 olan C2C12

hiicrelerinde miyoblastlarin miyotiipe doniisiimlerinin zamana kars1 analizi.
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2. (GSE46492) Ethanol effect on myoblast differentiation: Mus Musculus,
C2C12 hiicrelerinin miyoblastlardan miyotiip olusumununa etanoliin etkisinin

zamana kars1t modeli, yalnizca etanol uygulanmamis hiicrelerin analizi.

3. (GSE4694) Expression data from myogenesis: Mus Musculus, C2C12

hiicrelerinin miyoblastlardan miyotiip olusumunun zamana kars1 incelenmesi.

4. (GSE89633) Three Distinct Cell Types Express Extracellular Matrix Proteins
In Different Niches During Skeletal Muscle Fibrosis: Mus Musculus, Fibro
Adipogenic Progenitors (FAP) hiicrelerinin aktivasyonundan sonra gen
ifadesinin degisimi.

5. (GSE92508) Profiling of mouse Fibro/adipogenic progenitors (FAPs) aging
and activation upon skeletal muscle injury: Mus Musculus, Fibro Adipogenic
Progenitors (FAP) hiicrelerinin aktivasyonundan sonra gen ifadesinin
degisimi.

6. (Yaymlanmamis) Grubumuzun iirettigi FAP hiicrelerinin gen ifadesinin

RNA-Seq ile analizi: Mus Musculus, Fibro Adipogenic Progenitors (FAP)

hiicrelerinin aktivasyonundan sonra gen ifadesinin degisimi.
3.1.4 In silico Analizlerde Kullanilan Proteom Veri Setleri

1. (PXD007527) C2C12  miyoblastlarinin ~ farklilagtirilip ~ miyotiipe

doniistiiriildiikten sonra 5. glinde yapilmis sekretom g¢aligmasi.

2. (PXDO018588) Insan immortalize primer satelit hiicrelerinin miyoblastlardan

miyotiiplere farklilagtirilarak elde edilen zamana kars1 proteom verisi.
3.2 In silico Yontemler
3.2.1 Transkriptom Analizleri

Transkriptom analizlerini gerceklestirmek i¢in yukarida belirtilmis olan RNA -
seq veya mikroarray deneyleriyle elde edilmis olan veri setleri BRB-ArrayTools
v4.6.1-Stable ile analiz edildi. Ham veri seti 2 tabaninda logaritmasi alinmamis veriler

Log2 tabaninda doniistiiriildii ve normalize edildi. Log2 tabaninda ve normalize
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edilmis verilerle 6rnekler principal component analysis (PCA) ve sample clustering
ile gorsellestirildi. Bu yaklasim araciligiyla deneysel tekrarlar arasinda sapma gosteren
ornekler ayiklandi. Deneysel tekrarlarda tutarlilik gosteren drneklere rastegele varyans
t-testi uygulandi. P degeri esigi 0.001 ve maksimum yanlis kesif orani (false discovery
rate-FDR) %1 olarak belirlendi. Olusan gen listelerinde kat artig degeri esik degeri
olan 2 kat degisim gosteren genler secildi. Belirlenen esikleri gecen genlerden ECM
ile iliskili olan genleri bulmak i¢in olusan gen listesine matrizom projesi i¢in

olusturulmus insan ve fare gen listeleri (21) filtreleri uygulandi.
3.2.2 Proteom Analizleri

Secilen deneylere ait veri setleri Peptide Shaker 2.0.0-beta programi
araciligryla PRIDE veri tabanindan indirildi. SearchGUI version [4.0.0 beta] ile
MS/MS spektralar1 X!Tandem version X! Tandem Vengeance (2015.12.15.2)
araciligiyla tanimlandi (61) Protein ve peptid tanimlama siireglerinde aksi
belirtilmedigi siirece varsayilan parametreler kullanildi. Protein refreans dizileri
Uniprot referans proteomlarindan Mus musculus (ProteomelD: UP000000589), Homo
sapiens (ProteomelD: UP000005640) indrildi ve bu referans proteomlara Bos taurus
tripsin amino asit dizisi eklendi. Protein tanimlama siireglerinde tripsin ile kesilmis
protein dizilerinde maksimum 2 hatali kesim kabul edildi. MS1 i¢in 10.0 ppm ve MS2
icin 0.5 Da hata payina izin verildi. Kiitle spektrometresi sonuglarindan yola ¢ikarak
Peptide Shaker 2.0.0-beta araciligiyla peptidler ve proteinler %1 Yanlis Kesif Orant
(FDR) ile tahmin edildi

3.3 Islak Laboratuvar Geregleri
3.3.1 DNA Klonlama

PrimeStar HS DNA Polymerase (TaKaRa, RO10B)
2x PrimeStar GC Buffer (TaKaRa, RO10B)

dNTPs (Bioron, 110032)

Not/ (NewEngland Biolabs, RO189L)

Agel (NewEngland Biolabs, R0552L)
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Buffer 2.1 (NewEngland Biolabs, B7200S)

T4 Ligase (Bioron, 402002)

10 X T4 Ligase Buffer (Bioron, 402002)

QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, 27106)
Plasmid Midi Kit (QIAGEN, 12145)
pcDNA™4/TO/myc-6xHis A (Invitrogen, V103020)

pCAG-HRP-TM (Addgene , #44441)

_“_'_::
5080 c-myc
SL£QQ® i
ZXXIN epitope

Comments for pcDNA4™/TO/ 77yc-His A

5151 nucleotides

CMV promoter: bases 232-958 *Unique in versions A and B only
TATA box: bases 804-810 " Unique in version B only
Tetracycline operator 2 (2X TetO,) sequences: bases 820-859 Mue i uesian Loy

CMV Forward priming site: bases 769-789

Multiple cloning site: bases 968-1069

c-myc epitope: bases 1073-1102

Polyhistidine (6xHis) tag: bases 1118-1135

Sekil 3.1. pcDNA™4/TO/myc-6xHis A vektor haritast.

CMYV ve BGH promotor bolgelerini igeren memeli protein ifade vektorii.
DNA fragmanin okuma g¢ergevesinin devamina eklenmesi ile c-myc epitopunun ve 6

adet histidin amino asidinini kodlar.
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pCAG HRP-TM #44441

5508 bp st

Sekil 3.2. pCAG-HRP-TM vektor haritasi.

Horseradish Peroxidase (HRP) enzimi ve HRP’nin 5’ ucunda HA-tag kodlayan
DNA dizisini igeren vektor. HRP biyotinlenme reaksiyonunu gerceklestirirken HA -

tag ile ilgilenilen proteinin ifadesinin miktar1 ve lokalizasyonu takip edilebilmektedir.
3.3.2 DNA Agaroz Jel Elektroforezi

SeaKem® LE Agaroz, molekiiler biyoloji kullanimi1 safliginda (Lonza, 50002)

Ier'aS€IaI-EI ) | é ( | é E) Iamen]] (pll 8 Q)
Glasiyal asetik asit (Merck, A6283) 1,14ml
Na2EDTA.2H20 (Merck, 324503) 0,5M
Tris-Base (Sigma, T1503) M
Gliserol (Merck) 5,5ml
IX TAE tampon 4,5ml
Orange G boya (Merck) 0,01gr

Etidyum bromiir (Sigma): 10mg/ml distile su
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Molekiiler azurlik belirleviciler:

100bp DNA Ladder (Jena Biosciences, M-214L)

1 kb DNA Ladder (Promega, G5711)
3.3.3 Bakteri Kiiltiirii

Kompetan DH5a bakteri susu

Mix & Go! E.coli Transformation Kit (Zymo, T3001)

Stv1 LB besiyeri (pH=7,0-7,5):

Tripton (AppliChem, 403682.1210) 10gr

Maya 6ziitii (AppliChem, A1552,1000) Sgr

NaCl (Sigma, S9888) Sgr

dH20 ile toplam hacim 1 litreye tamamlanir ve otoklavlanir.
Agar, bakteriyoloji kullanim1 safliginda (AppliChem, A0949)
%]1,5 agar iceren s1vi LB besiyeri otoklavlanir

Ampisilin (Ampisina IV flakon)

Otoklavlanmig tahta kiirdan

15 mL Yuvarlak tabanli steril tiip
3.3.4 Hiicre Kiiltiirii

C2C12 fare myoblast hiicre hatti

OP?9 fare fibroblast hiicre hatti

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Biowest L0103)
Fotal Sigir Serum (FCS) (Biowest S181H)

L-Glutamine (Biowest X0550)
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Trypsin-EDTA (Biowest L0930)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) (Biowest L0615)
Penicilin/Streptomycin (Biowest L0022)

Trypan Blue (Biological Industries BI, 03-102-1B)

FuGENE® HD Transfection Reagent (E2311, Promega)
3.3.5 Biyotinlenme Reaksiyonu ve Immiinfloresan Boyama

PLL, (Poly-L-Lysine) (Sigma-Aldrich, 1524)

1X PBS (Phosphate buffered saline) (pH: 7,4) (Sigma, P2194)

Trolox (Millipore, 648471)

Biyotiyl-Tyramide (Tocris, 6241)

Hydrogen Peroxide 30% (w/w) (Sigma-Aldrich, H1009)

Rabbit polyclonal anti-cMyc tag antibody (Abcam, ab9106)

Rabbit polyclonal anti-GOLPH4 antibody, (Abcam, ab28049)

Mouse monoclonal anti-PDI antibody (Abcam, ab2792)

Mouse monoclonal anti HA-tag antibody, (SantaCruz, sc7392)

Goat anti-mouse IgG (H+L), Alexa Fluor 488 conjugated (Invitrogen, R37120)
Goat anti-mouse IgG (H+L), Alexa Fluor 568 conjugated (Invitrogen, A-11004)
Goat anti-rabbit IgG (H+L), Alexa Fluor 488 conjugated (Invitrogen, A27034)
Goat anti-rabbit IgG (H+L), Alexa Fluor 568 conjugated (Invitrogen, A-11011)
%4 PFA (paraformaldehit)

Metanol (Isolab, 947.046)

BSA (Thermo Scientific, B14)

Streptavidin, Alexa Fluor 488 conjugated (Invitrogen, S32354)
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ProLong™ Gold Antifade Mountant with DAPI (Invitrogen, P36935)
3.3.6 Protein Izolasyonu ve Kantitasyonu

RIPA tamponu igerigi:

e Tris-HCI, 5SmM, pH 8.0

o NP-40, %1(v/v)

e Sodium deoxycholate, %0,5(w/v)
e SDS, %0,1(w/v)

e NaCl, 150mM

e Dithiothreitol (DTT), ImM

cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail (Roche, 11697498001)
Sonikatdr (Sonics Vibra Cell, islemci modeli VCX 130, prob modeli CV 18)
Micro BCA ™ Protein Assay Kit (Thermo Scientific #23235)

The SpectraMax® M2 Microplate Reader (Molecular Devices)
3.3.7 Kapiller Nano-Immiinassay

ProteinSimple WES otomatize western blot sistemi (ProteinSimple 004—-600)
12-230 kDa Wes Separation 8x25 Capillary Cartridges (ProteinSimple SM-W004-1)
12-230 kDa Standart Pack (ProteinSimple PS-STO01-8)

Anti-mouse Detection Module (ProteinSimple DM-002)

Mouse monoclonal anti-Vinculin antibody, (R&D, MAB6896)

Pierce™ High Sensitivity Streptavidin-HRP (ThermoScientific, 21130)
3.4 Islak Laboratuvar Yontemleri
3.4.1 DNA Klonlama

Aebpl/ACLP genine ait Aebpl-201 transkriptinin (ENST00000223357.8)
pcDNA™4/TO/myc-6xHis A plasmidine aktarilmas1 i¢in C2CI12 hiicrelerinin
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mRNAlarindan oligo d(T)’ler ile sentezlenilmis cDNA aracilifiyla 5’ ucunda Kpn/,
3’ ucunda Not/ olan primerlerle stop kodonunu igermeyecek sekilde Aebpl-201
transkripti Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltildu.

2X PrimeStar GC Buffer 25 uL
dNTPs (herbirinden 2,5 mM) 4 uL
Primer Forward (10 pmol) 1,5 uL
Primer Reverse (10 pmol) 1,5 uL
C2C12 cDNA 1 uL
PrimeStar HS DNA Polymerase (5U/uL) 0,5 uL
Reaksiyon Kosullar

98°C 2”7

98°C 107 x30 dongt

68°C 2

72°C 2

: mi ile Yapiskan Uclarn Hazirlanmast:

DNA (Aebpl 201 / pcDNA™4/TO/myc-6xHis A)

10x Buffer 2.1 1X

Kpn/ (5U/uL) 2,5 Unite

Not/ (5U/uL) 2,5 Unite

dH20 son hacim 20 uL

37°C’de 1 gece inkiibasyona birakilir.
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DNA Ligasyon Reaksiyonu

10 X T4 Ligasyon Reaksyonu 1 ul

T4 Ligase (10 U/uL) 1 uL

Insert DNA X uL

Vektor DNA Y uL

dH20 10 uL’ye tamamlanir.

(X:Y DNA molar orani 1:3)

16°C’de 1 gece inkiibasyona birakilir.
I . I..I .. ] . . I: E ] -] I E

Kat1 LB agar ile hazirlanmis 1X Ampicillin igeren petri kaplar1 en az 2 saat
once 37°C kuru etiive 1sinmasi i¢in birakilir. £.Coli DH5a susu ve Mix&Go Kompetan
hazirlama kiti ile hazirlanmig -80°C’de saklanilan tiipler buz kabi igine alinir. Buz kab1
igerisinde tliplere 1-2 pL ligasyon iiriinii yavasc¢a pipet ile karistirilarak eklenilir. Tek
bir hareket ile tiip asagiya dogru sallanir ve hemen buzun igine alinir. Bakteriler 5
dakika buz iizerinde bekletilir. Bakteriler hizlica 37°C’ye getirilmis olan petri iistline
cam boncuklar yardimi ile aseptik yontemlere dikkat edilerek yayilir. Bir gece

beklemesi i¢in 37°C kuru etiive ters bir bigcimde birakilir.

Petri iizerinde goriilen koloniler otoklavlanmig tahta kiirdan vasitasiyla
igerisinde vektdriin direng genine uygun 1X direng antibiyotigi eklenmis 1 mL s1ivi LB
iceren 15 mL’lik yuvarlak tabanl tiiplere alinir. Cogalmalar1 i¢in 8-10 saat boyunca
37°C’de dakikada 225 tur donen ¢alkalayiciya alinir. Cogalan bakterilerden QIlAprep
Spin Miniprep Kit yardimiyla plasmid izolasyonu gerceklestirildi.

Izole edilen plasmidlerin insert igerip icermediginin kontrolii amaciyla
plasmidlerden 200 ng Kpn/ enzimi ile kesilip %1 agaroz jelde goriintiilendi. Insert

iceren plasmidler DNA dizi analizi yontemi ile kontrol edildi.
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DNA Dizi Analizi Reaksiyonu: Reaksiyon Kosullari
Plasmid DNA (1000ng/ul) X uL 94°C 5’

Primer (3,3pmol/pl) 1 uL 94°C 15” ]

BigDye Terminator v3.1 1 uL 50°C 15~ — x25 dongii
5X BigDye Buffer 2 uL 60°C4 |

dH20 10uL’ye tamamlanir 60°C I’

Dizi analizi reaksiyonundan sonra PCR iiriinlerinin tuzla ¢oktlirme yontemi ile

saflastirildi:

1. 1,5ml’lik eppendorf tiiplere alinan iiriinlerin {izerine toplam hacmin 1/10°u
miktarinda 3M NaOAc ve 2,5 kat soguk %100 etanol eklendi ve -80,C’de en

az yarim saat inkiibe edildi.

2. Inkiibasyondan sonra maksimum hizda (14000 rpm) 20 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonunda siv1 faz atildi.

3. Pelletin iizerine en az 100 pL %70 oraninda soguk etanol ilave edildi, tiipiin

altina vurarak peletin yerinden kalkmasi saglandu.

4. Maksimum hizda 20 dakika santrifiij edildi siv1 faz atild1 ve pelet 37°C kuru
etlive 5 dakika kurutuldu.

5. Peletin iizerine 20ul formamid karistirilarak ilave edildi ve pelet ¢oziildii.

Ornekler 96 kuyulu sekans plate’ine aktarildi ve PCR cihazinda 98,C’de 10
dakika inkiibasyonla denatiire edildi. Denatiirasyon sonrasi plate hizla soguk metal
plakalar arasina alinip 5 dakika sogutuldu. Saflastirilmis ve denatiire edilmis 6rnekleri
iceren plate, fluorimetrik DNA fragman analizi cihazina yiklendi (Applied
Biosystems ABI 3110 Genetic analyzer).

pcDNA4A/TO/-Aebpl_myc-6xHis vektori elde edilip dogrulandiktan sonra
biyotin ekleme islemimi yerine getirmesi amaciyla HRP (horse raddish peroxidase)

Aebpl/ACLP’nin okuma cervesinin devami olacak sekilde C-terminalinin devamina
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eklenilmesi planlandi. pPCAG-HRP-TM, HRP’nin 6niindeki HA-tag’i de beraberinde
alacak ve stop kodonunu almayacak sekilde Not/ ve Agel enzim bdlgelerini igeren

primerler tasarlandi. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile bolge ¢ogaltilda.

2X PrimeStar GC Buffer 25 uL
dNTPs (herbirinden 2,5 mM) 4 uL
Primer Forward (10 puM) 1,5 uL
Primer Reverse (10 pM) 1,5 uL
pCAG-HRP-TM (1 ng/uL) 1 uL
PrimeStar HS DNA Polymerase (5U/uL) 0,5 uL
Reaksiyon Kosullar

98°C 107

68°C 1’10 x30 dongii

72°C 2

HA-HRP, Not/ ve Agel enzimleri ile pcDNA4A/TO/-Aebpl myc-6xHis
vektoriine klonlandi. Sekans analizi ile Aebp1-201°in N-terminaline eklenilen HA-
tag-HRP ve devaminda c-Myc tag- 6x His vektoriin igerdigi stop kodonuna kadar

okuma cergevesinde oldugu dogrulandi.

3.4.2 C2C12 ve OP9 Hiicre Hattinin Cogaltilmasi

5SmL FCS + I mL L-Glutamine + 1 mL Penicilin/Streptomycin, 50 mL’lik tiip
icine eklendikten sonra son hacim 50 mL olacak sekilde DMEM eklenir.

%90 FCS + %10 DMSO ile 1 mL dondurma ortaminda 1x10s hiicre bulunduran

tiip s1v1 azot tankindan ¢ikartilip 37°C su banyosunda dondurma ortaminin tamamen



28

¢oziilmesi beklendi. Coziilen hiicreler, dnceden 3 mL biiylime ortam eklenmis olan
15ml’lik falkon tiip igerisine alind1. 400g de 5dk santrifiijlendi. Hiicre peleti tizerindeki
dondurma ve bliylime ortami uzaklasti, pelet {istline tekrar 8 mL biiylime ortami
eklendi. Biiylime ortaminda ¢6ziilen hiicreler steril filtreli kapakli T75 hiicre kiiltiiri
sisesine ekildi. Hiicreler 37°C %5 CO2 etiivde %50 gilin asir1 biiylime ortami
degistirilerek yogunlugu gegmeyecek sekilde ¢ogaltildi. Yogunluk %50’ye ulastiktan
sonra T75 kabin igindeki ¢ogalma ortami uzaklastirildi. Hiicreler DPBS ile 2 defa
yikandiktan sonra 3ml Tripsin-EDTA eklenilip 37°C %5 CO2 etiivde 5dk bekletildi.
Gozle goriiliir bir sekilde yiizeyden ayrilan hiicrelerin zerinde esit hacimde ¢ogalma
ortami1 ekleyerek Tripsin-EDTA inaktivasyonu saglandi. Hiicre siispansiyonun esit bir
sekilde karigtigindan emin olmak i¢in al ver yapilarak hiicrelerin zeminden ayrilmasi
ve esit dagilmasi saglandi. Ekim i¢in gereken hiicre sayisini belirlemek i¢in hiicreler
trypan blue ile 1:5 oraninda karistirilip hematocytometer ile sayildi. Sayim islemi

sonrasi 24 kuyulu plakalara, kuyu bagina 50.000 hiicre olacak sekilde ekildi.

1. PLL 0.1 pg/uL olacak hiicre kiiltiiriine uygun dH20 i¢inde istenilen miktarda

hazirlanir.
2. Aseptik ortamda yiizeylere 1,0 mL/ 25 cm2 oraninda eklenir.
3. PLL’in esit dagilmasi i¢in yavasca plate sallanir ve 5 dakika beklenir.
4. Inkiibasyon sonunda PLL aspire edilir ve ylizey dH20 ile yikanir.

5. Hiicreler ekilmeden 6nce en az 2 saat boyunca ylizey kurumaya birakilir.

1. 24-kuyulu plate i¢cine PLL kapli slaytlar alind1 ve iistlerine 50.000 hiicre/kuyu
400 puL iginde ekildi.

2. Transfeksiyon yapilacak kuyu adedi bagina 25 pL FCS icermeyen DMEM, 0,5
ug DNA, 1,5 uL FuGENE sirayla eklenildi ve pipet ile 15 kere al ver yaparak
karigitirldi.

3. Hazirlanan karisim oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.
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4. Karisim her kuyuya esit olarak dagitildi. Kuyuya eklerken 1-2 defa pipetle al
ver yapildi.

5. Plate 10 dakika 70 rpm’de orbital shaker iizerinde bekletildi.

6. Hiicreler 37°C %35 CO2 etiivde 24 saat inkiibe edildikten sonra gen transfer

ortami uzaklastirilip kuyu basma 500 uL taze biiylime ortam1 eklendi.
3.4.3 Biyotinleme ve Immunofloresan Boyama

Biyotinleme deneyleri i¢in kullanilacak, Biotin-Phenol (BP), Hidrojen
peroksit (H202) , Trolox soliisyonlart deneylerden hemen 6nce taze bir bigimde

hazirland.

|

0,5 mg Biotin-Phenol 140 pL DMSO igerisinde ¢oziiliir.

Hiicrelere eklenilmeden 6nce 5 dakika boyunca buz iizerinde 20 saniyelik
araliklarla 130 W 20 kHz frekansinda %50 genliklerle sonike edilerek iyice

cozlinmesi saglanir.

" "  droi s l _

%30 (w/w) Hidrojen Peroksit 5uL
1 X PBS 495 uL
100 X (1M) Trolox Hazirlanmasi:

0,025 g Trolox 1 mL 1X PBS igerisinde ¢oziiliir. Vorteks ile karigtirilir.

Bivoti Reaks; Imiinfl R ,

1. 100X Biotin-Phenol’den kuyu basina 5 pL olarak pipetle al ver yaparak son
konsantrasyon 100 uM/kuyu olacak sekilde eklenildi.

2. Biyotinlenmenin hedeflendigi kuyulara H202 uygulandi, esit dagilim i¢in
plate yavasca ¢alkaland1 ve 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
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3. Inkiibasyon sonunda tiim kuyulardan biiyiime ortami uzaklastirildi ve 1X
Trolox ile 3’er dakikalik periyotlarda 5 defa yikandi.

4. Hicrelerin fiksasyonu icin %4 PFA iceren PBS kuyulara eklendi ve oda
sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.

5. Inkubasyon sonunda PFA uzaklastirildi ve 1x PBS ile 2 defa yikandu.

6. Permabilizasyon i¢in 6nceden -20°C’de sogutulan metanol hiicrelerin

tizerlerine eklendi ve 5 dakika -20°C’de inkiibe edildi.
7. Metanol uzaklastirilip hiicreler 1x PBS ile 2 defa yikandi.

8. Hiicrelerin lizerine %3 BSA igeren PBS eklenilip 1 saat oda sicakliginda

inkiibasyona birakildu.

9. Streptavidin-Alexa Fluor 488 %3 BSA iceren PBS i¢erisinde 1:1000 oraninda
¢oziiliip hiicrelerin tizerlerine eklendi ve 1 saat karanlikta oda sicakliginda

inkiibe edildi.
10. Hiicreler 1x PBS ile 5 dakikalik araliklarla 3 defa yikandi.

11. Primer antikolar asagida belirtilen konsantrasyonlarda %3 BSA iceren PBS’te

¢oziiliip hiicerelere eklendi, karanlikta 4°C’de bir gece inkiibe edildi.

12. Hiicreler 1x PBS ile 5 dakikalik araliklarla 3 defa yikandu.

13. Tekli boyamalar ve es boyamalar i¢in kullanilan primer antikolarla uygun
olarak sekonder antikorlar 1:1000 oraninda %3 BSA iceren PBS’te ¢oziiliip
hiicerelere eklendi. 1 saat karanlikta 4°C’de inkiibe edildi.

14. Hiicreler 1x PBS ile 5 dakikalik araliklarla 3 defa yikandi.

15. ProLong Antifade ile hiicrelerin bulundugu slaytlar kapatildi.
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3.4.4 Hiicrelerden Protein Izolasyonu ve Kantitasyonu

1. Biyotinlenme reaksiyonu sonrasinda tiim kuyulardan biiylime ortami

uzaklastirildi ve 1X Trolox ile 3’er dakikalik periyotlarda 5 defa yikandu.
2. Hiicreler 1X PBS ile bir defa daha yikanda.

3. Hiicrelerin {lizerine 1X proteinaz inhibitorii igeren RIPA tamponu eklendi.

Pipetle al ver yapilarak hiicreler kaldirildu.

4. RIPA igerisindeki hiicreler buz iizerinde 3 dakika boyunca 130W, 20kHz
frekans ve %50 genlikte 20 saniye sonunda 20 saniye ara verilerek sonike

edildi.
5. Sonikasyon sonunda hiicreler +4°C’de 18.000g’de 30dk santrifiij edildi.
6. Santrifiij sonunda siv1 faz yeni ependorfa aktarildi.

7. BCA analizi yapilana kadar 6rnekler -80°C’de saklandi.

Micra BCA ™ Protei Kit ile Protein Kanti

1. -80°C’de saklanmis drnekler buz tizerinde eritildi.

2. Ornekler %0,5 SDS ile 1:50 oraninda seyreltildi. Her 6rnek igin ii¢c kuyu, her
kuyu i¢in 100ul diliie edilmis 6rnek ile 6l¢iim yapildi.

3. 2mg/ml Albumin %0,5 SDS ile seyreltilerek standartlar hazirlandi.

4. Olgiim yapilacak her kuyu i¢in 50ul MA + 48 pl MB + 2 ul MC reaktifi olacak
bicimde Working Reagent (WR) hazirlandi.

5. 100ul 6rnek + 100ul WR 96 kuyulu plakaya yiiklendi. Ve 37°C’de 120dk
inkiibe edildi.

6. SpectraMax® M2 cihazi kullanilarak, 560 nm dalga boyunda 6l¢iim yapildi.

3.4.5 Kapiller Nano-Immunoassay

ProteinSimple markasinin WES cihaz modeline ait otomatize sistemin standart

protokolii takip edildi.

. ivde bl liisvonlarmn hazir]
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1. 400mM DTT soliisyonu: Seffaf tiipiin igersinde toz halinde bulunan DTT
iizerinde 40ul distile su eklendi.

2. Floresan igeren 5X MasterMix: Pempe tiiplin icersindeki tozun {izerine
hazirlanmis olan DTT den 20pl, 10X Ornek Hazirlama Tamponunundan 20ul
eklendi.

3. Biyotinlenmis Protein Ladder: Beyaz tiipiin igersindeki tozun iizerine 16l
distile su, 2pul 10X 6rnek tamponu ve 2ul 400mM DTT soliisyonu eklendi.

4. Orneklerin son konsantrasyonunu esitlemek igin 10X &rnek tamponu 1:100
distile su ile seyreltilerek 0,1X 6rnek tamponu ile 6rnekler seyreltildi.

5. Orneklerin son konsantrasyonu 0,8mg/ml ve 1X Floresan MasterMix
icerecekleri sekilde diliisyon gerceklestirildi.

6. Biotinlenmis Protein Ladder ve 6rnekler vorteks ile karistirildi. Denatiirasyon
icin 95°C 5dk inkiibe edilen 6rnekler mikrosantrifiijle {i¢ saniye 2000 rpm ile

cevrilip hizlica buzun i¢ine gomiilerek sogutuldu.

.o naket icindeki hilesenler hazrlands:

1. Primer antikorlar antikor seyreltici 2 soliisyonu ile istenilen konsantrasyona
diliie edildi. Her bir kuyu i¢in son hacmi 10ul olacak sekilde primer antikor
diliisyonlar1 hazirlandi.

2. Sekonder antikorlar, primer antikotun elde edildigi tiire uygun detection modiil
icinden secildi. HRP isaretli sekonder antikordan kuyu basina 10ul kullanild:.

3. Goriintiilemenin gergeklesebilmesi i¢in detection modiil i¢cinden ¢ikan 200ul
Luminol-S soliisyonu iizerine 200ul Peroksit soliisyonu steril bir ependorf
icinde karistirilip her kuyuda 15 pl olacak sekilde eklendi.

4. 12-230 kDa protein seperasyonu yapabilen 25 kuyucuklu plakanin belirtilen
kuyucuklarina yukarida hazirlanmis olan, biyotinlenmis protein ladder,
ornekler ayni hizaya, primer antikor, sekonder antikor, luninol-peroksit
karisimi sirasiyla yiiklendi.

5. Plaka 2000 g’de kuyucuklarda hava baloncugu kalmayana kadar santrifiij
edildi.

6. Kapiller kartus ve Orneklerin yiiklendigi 25 kuyucuklu plaka cihaza
yerlestirildi.
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4. BULGULAR
4.1 Klonlama ve Vektorlerin Hazirlanmasi

PCR ile c¢ogaltillan  Aepbl-201  transkriptine ait okuma ¢ercevesi
(ENSMUST00000102923.9) Kpn/ (5°) ve Not/ (3’) enzimleri ile kesilerek jel
saflagtirmas1 yapildi. Ayni enzimlerle kesilen pcDNA4/TO/c-Myc-6xHis vektor
iskeletine T4 ligaz enzimi ile (3:1 PCR fargmani:vektor oraninda) ligasyon reaksiyonu
gerceklestirildi. Ligasyon tiriinii Zymo Mix&Go! Kiti ile hazirlanmig kompetan DHS5a
bakterilerine transforme edildi. Tek koloni olarak izole edilen farkli bakteri
klonlarindan miniprep ile plasmid izole edildi ve insert’in varligini dogrulamak icin
Kpn/ ve Smal enzimleri ile kesildi. Kesim iiriinleri ve kesilmemis plasmidler %1

agaroz jelde analiz edildi (Sekil 4.1).

Aebp1 201 Aebp1 201

Klon_1 Klon_2 5] S< S<
© NS &=
ol [ 1% ° SSE XS
= ? ? 3 o 28x% 264
8 _ _ 5 __ b8 = 28 Q28
© [\
S S5 EE2L  10ke—
- ¥X®»Hn DO X & D = 8 kb _
e O - .
= 6 kb =
P —
4 kbpe — S
X ] p—
2.5 Kb e ——)
bod 2 kb —
‘ TR —
10 kb = S
S8kb> W ; —
6kb> = =
4kb> pu— — —
3kb = & O —

Sekil 4.1. pcDNA4A/TO/-Aebpl_myc-6xHis vektoriin dogrulanmasi.
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Aebpl-201°1  igerdigi  dogrulanan  pcDNA4A/TO/-Aebpl myc-6xHis
vektdrlerinin niikleotid dizilimi DNA dizi analizi yontemi ile incelendi. Rekombinant
vektorlerin igerdigi Aebpl-201 dizisinde bir baz degisimi (mutasyon) olmadig1 ve
okuma g¢ergevesinin Aebp1-201°e ek olarak c-Myc epitopunu igerdigi dogruland.

KpnI

GGTAC|cC 2 4 6 8 10
clcatecc M A P ¥V R T A S L L

‘GGTACCCGCGTGCCC.’LG&GCC:\TGGCTCCA".GTGCGCACCGCATCCCTGCTCT'
R A M A 3 v F T ) i

Sekil 4.2. pcDNA4A/TO/-Aebpl myc-6xHis vektoriin dogrulanmasi. Aebp1-201 N-
terminal kromotogram goriintiisii.

NotI

eclscecece c-Myc epitopu: “QKLISEEDL”
CGCCGG|CcG [ c-Myc Epitope
|G CGEGEECCGCT CGAGT CTAGAGGGC CCTT CGA A CAAAAACT CAT CTCAGAAGAGGA AT CTG

B2 AB88
1130 1132 1134 1136 1138 1140 1142 1144 1146 1148
R P L E S R G P JF E Q 'K L I s _E E D L

Sekil 4.3. pcDNA4A/TO/-Aebpl _myc-6xHis vektoriin dogrulanmasi. Aebp1-201 C-

terminal kromotogram goriintiisii.

HA-tag c-myc 6xHis
27 bp 30 bp 18bp

Aebp-201-HA-HRP-MH-pcDNA4A-TO (9448 bp)

HindIII
Af1II BamHI N I Nhel Xbal Agel

1,000 2,000 3,000 4,000 5,000
Aebp-201

f 4
I\ . |

HRP

Sekil 4.4. pcDNA4A/TO/-Aebpl _myc-6xHis vektoriine HRP fiizyon peptidinin HA
ve c-Myc epitoplariyla birlikte eklenmesi.
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Aebp1-201 transkriptinin pcDNA4A/TO/c-myc-6x His vektoriine aktarildigi
ve okuma gercevesinin vektore ait c-myc epitopuna kadar uzandigi DNA dizi analizi
ile dogrulandiktan sonra Aebpl-201 transkriptine HRP enziminin fiizyon peptidi

olarak eklendi.

pCAG-HRP-TM vektoriiniin icerdigi HA-HRP-cMyc bolgesi Not/ — Agel
kesim bolgeleri iceren primerler araciligiyla ¢cogaltilarak Aebpl-201 iceren vektore
klonland1. Aebpl1-201 vektoriinde 1 ve Aebpl-HRP vektoriinde iki kesim bolgesi
iceren Kpn/ enzimi ile klonlar dogrulandi (Sekil 4.5).

(%)
2 - - = - = -
o 0 c c < S c
o a o Q. o (=} o o o [ % S =
3 > g e & < « < E = S 8
S b= E T hn T = T - = = x ' - hn ks
© 0 a < o [} (e} ©
S I o = o N, = ™ o | 4 ol o | & -
< a L& c T = T c T c T c T c T <
= =] o< o 0 S v o h ke] < Ke} h o T =
3 9] Q< ~] — kel ~ = | < | = | ~ © a
2 < aZ <! X < c o c ] < = !
€ - £3 T 5§ = 5§ ®B 5 2 § T & 2 5 =
— S < o ) = S I~ =) ~ ) ~ =} 3 D I~ —
o = r . e

P —

3 kb=

Sekil 4.5. pcDNA4A/TO/-Aebpl HA-HRP-myc-6xHis klonlarinin Kpnl enzim

kesimi ile dogrulanmasi %1°lik agaroz jel.

Enzim kesimi ile dogrulanmis olan klonlara DNA dizi analizi yapildi
Klonlarda HA-HRP-cMyc dizisinin Aebpl-201°in okuma ¢ergevesinin 3’

oryantasyonunda yerlesim gosterdigi dogrulandi.
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4.2 ACLP-HRP’nin Transfeksiyonu ve Immiinofloresan Boyama

N Faz Kontrast

Sekil 4.6. C2C12 hiicrelerinde GFP ile transfeksyon kontrolii, 10X biiyiime.

Aebpl1-201-HA-HRP-cMyc iceren vektorler C2C12 ve OP-9 hiicre hatlarina
FuGENE HD araciligiyla transfekte edildi. Transfeksyon basarisinin kontrolii igin
eGFP-C1 kontrol vektorii kullanildi (GenBank: U55763.1) (62). Transfeksiyon
basarist %50 nin lizerinde saptandi (sekil 4.6).

Transfeksiyon saglanan C2C12 hiicreleri transfeksiyondan 24 saat sonra PBS
ile iki kere yikand1 ve 1 dakika Biyotin-Fenol ve H202 uygulandi. Biyotinlenmenin
dogrulanmasi i¢in streptavidin, ACLP’nin lokasyonunun gézlenmesi icin HA ve c-
Myc, hiicrede ER ve Golgi goriintiilemek i¢in PDI ve GOLPH4 ile immiinfloresan
boyamalar yapildi.



37

—— —
— —
1.

Sekil 4.7. H202 uygulanmamis C2C12 hiicrelerinde HA ve Streptavidin goriintiileri,
63X biiyiitme.

H202 uygulanmamus hiicrelerde anti-HA antikoru ile immun boyama sonucu
pozitif hiicreler gozlendi. Bu hiicrelerde ve komsu hiicrelerde Streptavidin ile konjuge
olan yesil boyama gozlenmedi Yapilan boyamalar sonucunda gen transferinin basarili
oldugu, transfekte edilen plasmidin kimerik ACLP-HRP protein ifadesini etkili bir
sekilde sagladig: tespit edildi. Ayn1 mikroskobik sahada bulunan hiicrelerde spesifik
HA boyamas1 ve ACLP-HRP ifadesi goriilmemesi ise bu ifadenin spesifik oldugunu
gostermistir (Sekil4.7).
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Sekil 4.8. H202 uygulanmis C2C12 hiicrelerinde HA ve Streptavidin goriintiileri, 63X

biiylitme.

H202uygulanan hiicrelerde anti-HA antikoru ile immun boyama sonucu pozitif
hiicrelerin streptavidin ile de boyandigi1 gbzlendi (Sekil4.8). Bu boyama sonucunda
HA ile boyanmis olan ACLP-HRP’nin ifade edildigi hiicre i¢i lokalizasyonlarda
Streptavidin boyamas1 tespit edildi. HRP’nin disiilfit baglar1 nedeniyle hiicre
icerisinde sitoplazmada degil ER veya Golgi icersinde bulundugunun bilinmesi ile
hem ACLP-HRP ifadesinin hem de biyotinlenmis olan proteinlerin hiicresel

lokalizasyonunun ER ve veya Golgi olabilecegine isaret etmistir.



20um 20um
—— ——

Sekil 4.9. H202uygulanmamig C2C12 hiicrelerinde c-Myc ve Streptavidin goriintiileri,
63X biiyiitme.

ACLP-HRP fiizyon proteininin bir diger epitopu olan c-Myc epitopuna yonelik
anti-Myc antikoru ile yapilan boyamalarda HA epitopu ile benzer goriintiiler elde
edildi (Sekil 4.9). c-Myc epitopunun boyanmasi ile elde edilmis olan ACLP-HRP
ifadesi, transfeksyonun basarili oldugunun ve elde edilmek istenilenen ACLP-HRP

kimerik protein yapisinin hiicreler tarafindan iiretilebildigini tekrar dogrulamistir.
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Sekil 4.10. H2O2 uygulanmig C2C12 hiicrelerinde HA ve Streptavidin goriintiileri,
100X biiyiitme.

H202 uygulanan hiicrelerde c-Myc ile boyanmis hiicrelerin Streptavidin ile de
boyandigi gozlendi . Sahada tek bir ACLP-HRP sentezledigi goriilen hiicre olmasina
ragmen ¢evresindeki hiicrelerde de biyotinlenme oldugu gozlendi. ACLP-HRP
ifadesinin bulundugu lokalizasyonlarla {ist {liste goriinti veren Streptavidin,
biyotinlenmenin hiicre igerisinde ER ve/veya Golgi igerisinde oldugunu
diistindiirmektedir. Ayn1 sahada bulunan hiicrelerin, ACLP-HRP ifadesi dogrulanmig
olan hiicre kadar olmasa da benzer ancak daha az parlak bir Streptavidin boyamasi
gostermesi, biyotinlenmis olan ACLP’nin olasi protein partnerlerinin hiicre disina

ciktigina igaret edebilecegi diistiniilmiistiir (Sekil 4.10)..
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Sekil 4.11. c-Myc ve PDI es boyamasi.

Hiicrenin digina ¢iktig1 bilinen ACLP nin ER lokalizasyonuna 6zgii bir protein
olan PDI ile es lokalizasyonda boyama sergiledigi gozlendi. ACLP-HRP’nin
gbzlemlenmesine yardimci olan olan c-Myc boyamasi, daha 6nce gergeklestirilmis
olan HA ve c-Myc boyamalarina benzer bir goriintii verdigi saptandi. Transfekte
olmus hiicrelerin ACLP-HRP ifadesini sagladigi, ortamda bulunan ancak transfekte
olmadig1 goriilen hiicrelerin ise kirmizi boyama vermedigi gozlemlendi. Buna karsin
tim hiicrelerde PDI ile birlikte yesil boyama gozlemlendi. ACLP-HRP pozitif
hiicrelerde PDI ile c-Myc goriintiileri iist iste cakistirilarak incelendiginde es
yerlesimin isareti olarak kirmizi ve yesil renklerin bir arada oldugu bélgeler turuncu

olarak gorildii (Sekil 4.11).

ACLP ‘nin ER ile es lokalizasyon gdstermesi sonrasinda biyotinlenmenin
hiicre lokalizasyonunu tanimalamak amaciyla streptavidin ile boyanmis hiicrelerde ER

ve golgi es boyamalari yapildi.
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Sekil 4.12. H202 uygulanmamis C2C12 hiicrelerinde PDI ve Streptavidin goriintiileri,
63X biiyiitme.

H202uygulanmamas hiicrelerde spesifik bir boyama gézlemlemedi (Sekil4.12).
Bu sonuclar, H202 uygulanacak hiicrelerde boyama goriilmesi halinde, goriilen
floresan boyamanin spesifik oldugunun anlasilabilmesi i¢in negatif kontrol olarak

kullanildi.
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10pum

Sekil 4.13. H202 uygulanmig C2C12 hiicrelerinde PDI ve Streptavidin goriintiileri,
100X biiylitme.

H202 varliginda biyotinlenmis hiicreler tespit edildi (Sekil.4.13). Biyotinlenme
ile ER boyamas1 arasinda, HA ve c-Myc ile streptavidin arasinda goriilen es boyama

goriilemedi.
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Phase-Contrast

Sekil 4.14. H202 uygulanmis C2C12 miyotiip hiicrelerinde PDI ve Streptavidin
gortintiileri, 40X biiyiitme.

Miyoblastlardan miyotiiplere farklilagan C2C12 hiicrelerinde yapilmis olan
biyotinlenme sonrasi Streptavidin ve PDI goriintiilerinde miyotiiplerde biyotinlenme

oldugu ancak ER boyamasi ile eslesme olmadigi sonucuna varildi (Sekil 4.14).

Biyotinlenmenin golgi ile es lokalizasyonunun olup olmadigini goérmek
amacila Streptavidin ve GOLPH4 es boyamast yapildi. H202 uygulanmamis
hiicrelerde yiiksek 1s1ikta non-spesifik silik bir arka plan gozlemlendi (Sekil 4.15).

Sekil 4.15. H202 uygulanmamis C2C12 hiicrelerinde GOLPH4 ve Streptavidin

gorintiileri, 40X biiylitme.
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Sekil 4.16. H202 uygulanmis C2C12 hiicrelerinde GOLPH4 ve Streptavidin
gorintiileri, 100X biiyiitme.

H202 uygulanmis hiicrelerde hiicre boyunca periniikleer spesifik streptavidin
gorintiileri elde edildi. Ancak bu sonuglarda ACLP-HRP ve ER arasinda goriilmiis

olan es yerlesim durumu gézlemlenmedi (Sekil 4.16).
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Sekil 4.17. H202 uygulanmis C2C12 hiicrelerinde GOLPH4 ve Streptavidin
gorintiileri, 100X biiyiitme.

Benzer bir sekilde tekrarlanilan deneylerde H20:2 uygulanmis hiicrelerde
spesifik streptavidin goriintiileri elde edilmis olmasma ragmen ACLP-HRP ve ER
arasinda gorlilmiis olan es yerlesim durumu ACLP-HRP’nin biyotinledigi proteinler

ve Golgi arasinda gozlemlenmedi (Sekil 4.17).
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4.3 ACLP-HRP ile biotinlenmenin kapiller nano-immunoassay ile

goriintiilenmesi

Transfeksiyon sonrasi biyotinlenmenin immiinfloresan olarak goriintiilendigi C2C12
hiicrelerinde lamellerin kuyucuklardan ¢ikartilmasindan sonra kalan hiicreler RIPA
buffer icerisinde toplanarak protein izolasyonu ve kantitasyonu yapildi. Izole edilen
proteinler kapiller nano-immunoassay teknigi ile incelendi (Sekil 4.18) Yapilan
calismada, ACLP’nin goriintiilenmesi i¢in transgen tizerinde yerlesimli HA epitopunu
hedefleyen anti-HA tag primer antikoru, internal kontrol amaciyla ise anti-vinculin
antikoru kullanildi. Glikozillenmis formunun 180 kDa ve {izerinde birden fazla bant
verdigi bilinen ACLP’nin transgen yapisinda bulunan HA-HRP ve c-Myc ile birlikte
en az 40 kDa daha agir olacagi ve 230 kDa fizerinde yerlesim sergilemesi
beklenmektedir. Yapilan ¢alismada ayristirma ortaminin limitlerinde olmakla birlikte
(12-230 kDa) 230 kDa iizerinde immiinreaktif bir bant gdzlenmistir. Transfeksiyon
yapilmamis (negatif kontrol) hiicrelerden elde edilen protein orneklerinde bu bant

gdzlenmemistir.

ACLP-HA-HRP-cM
230-- . ! e
150-

Vinculin (110 kDa)
-

Sekil 4.18. C2CI12 hiicrelerinde anti-HA ve anti-Vinculin ile kapiller nano-

immunoassay.
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Vinculin (110 kDa)
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Sekil 4.19. OP9 hiicrelerinde anti-HA ve anti-Vinculin ile kapiller nano-immunoassay.

40-

12-
—

Sekil 4.20. C2C12 ve OP9 hiicrelerinde Streptavidin-HRP ile kapiller nano-

immunoassay.
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C2C12 hiicrelerinden elde edilen proteinlerle gerceklestirilen deney
transfeksiyon uygulanan OP9 hiicre proteinleri kullanilarak tekrar edildi (Sekil 4.19).
C2C12 hiicre proteinlerinde gozlenen ve ACLP-HRP fiizyon proteinine atfedilen
immiinreaktif banttan bir miktar daha agir gézlenen bir ACLP-HRP band1 gorildii.

Immiinfloresan deneyleri ile biyotinleme yaptig1 dogrulanan ACLP-HRP’nin
biyotinleme kapasitesi kapiller nano-immunoassay ile gozlendi (Sekil 4.20). Ozellikle
100- 180 kDa agirlik arasinda kalan ve streptavidin-HRP ile yogun etkilesim
sergileyen bir siiriintii (smear) izlendi. Bu siiziinti H202 uygulanmamis transfekte

ornek proteinlerinde ve negatif kontrol 6rneklerinde gozlenmedi.
4.4 Matrizomun Transkriptom ve Proteom Diizeyinde Analizi
4.4.1 Matrizomun Transkriptom Diizeyinde Analizi

Hastalikta ve saglikta matrizom gelisimi ve olusumuna iligkin siirecin biitiinctil
analizi icin iskelet kas1 gelisimini ve hastaliklarini modelleyen deney verileri iskelet
kas1 matrizomu analizi i¢in kullanilmistir. Iskelet kasinda bulunan ve iskelet kasmim
post natal donemde biiyiime ve gelismesini saglayan MuSCs (Muscle Stem Cells) veya
diger ismi ile satelit hiicreler bulunmaktadir. Bu hiicreler miyoblastlardan miyotiiplere
farklilagirken fonksiyonlar1 i¢in gerekli olan ECM yapisini sentezlerler. Bu durum
iskelet kasinda fizyolojik olarak ECM’in olusmasimni modellemek ve saglikh
fizyolojide iskelet kast ECM elemanlarini bulmak amaciyla C2C12 hiicreleri

iizerinden incelenmistir.

Iskelet kasinda biiyiime ve gelisme igin satelit hiicrelerden iiretilen ECM
saglikl fizyolojiyi temsil ederken, iskelet kasinda gerceklesen kronik hasar sonucunda
ECM elemanlarinin geri doniislimsiiz bir sekilde birikiminin oldugu fibrozis
olusmaktadir. Iskelet kasinda hasar ile birlikte aktive olan FAP (fibro/adipogenic
progenitor) hiicrelerinin bu patolojinin olusumuna katki sagladigi bilinmekte olup bu

hiicrelerden tiretilen matrizom fibrozis patolojisinin bir modeli olarak ele alinmustir.

Transkriptom analizleri gerceklestirilirken tiim in vitro ve in vivo modellerde
istatistiksel olarak anlamli olarak ifade edilen gen listeleri olusturulmustur. Bu gen

listelerinde matrizoma ait genler segilerek matrizom transkriptomu listeleri
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olusturulmustur. Matrizom transkriptomunda 2 kat ve iizeri artig gosteren genler
secilerek, deney diizeneklerinde ECM olusumunda rol alan matrizom elemanlar1 tespit
edilmeye c¢alistlmistir. Bu listeler hazirlanirken farkli tiirlerden ve deney
platformlarindan elde edilmis veriler birbirleriyle kantitatif olarak degil kalitatif olarak
karsilastirildi. Boylelikle ayn1 Oriintiiyii takip eden genlerin, tiir ve deney fakliliklarina

ragmen ECM olusumunda ortak olarak goriilebilecek genlerin bulunmasi amaclandi.

C2C12 miyoblast hiicreleri iskelet kasi gelisimi ve hasar tamirini hiicre
diizeyinde modellemek amaciyla kullanilan embriyo kaynakli hiicre hatlaridir. Yiiksek
serum kosullarinda ¢ogalmakta, serum acgligi ve yiliksek yogunlukta ise miyojenik
farklilasma programini tetikleyerek ¢ok ¢ekirdekli miyotiiplere farklilagabilmektedir
(63). C2C12 hiicrelerinin miyotiiplere farklilasma siirecinde transkriptom
gozlemlerinin yapildigi ti¢ farkli deneye ait verilerle gerceklestirilen analiz sonucunda
C2C12 matrizomunda istatistiksel olarak anlaml1 olan ve 2 kattan fazla artis gdsteren
139 gene ait transkript saptanmustir (Ek-1). Bu analiz ile fizyolojik kosullarda miyotiip
cevresindeki ECM’nin  olusumuna miyoblastlarin  katkisinin ~ saptanmast
hedeflenmistir. Saptanan genlerden 52’sinin temel matrizom proteinlerini sentezledigi
bulunmustur. Literatiir bilgisiyle paralel olarak, bu siirecte belirgin dlgiide fibriler
kolajen artis1 gdzlenmistir. Iskelet kasinda miktar olarak dne ¢ikan fibriler kolajen tipi
Collal, Colllla3’lin yani sira tip VIal ve Via2 gibi gorece daha az oldugu bilinen
kolajenlerin de anlamli bir sekilde artis1 gézlenmistir. Miyoblastlarin miyotiiplere
farklilagma siirecinde ECM’lerinini olustururken; kolajen Ial, Illal, Iva2 ve 5, Val ve
3, Via 1 ve 2, VIllal, XIIal, XVIal, XVIIlal ve XXIIlal alt tiplerini sentezledigi

saptanmistir.
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Matrizom-lligkili Proteinler Temel Matrizom
Salgilanan
Faktbrler (34) N Kolajenler(13)
Bmpd Collal
Fi_ﬁl Col3a1
Iof1 5 Col6al
pin 31 Col6a2
Tgfb2
Tofb3 Proteoglikanlar(8)
- Bgn
ECM Duzenleyicileri (39) Glikoproteinler(31) Decn
Adam1i9 Aebp1l Hspg2
Adamts1 ECM Baglantih Ein Ogn
Lox Proteinler (14) Fbin5
Loxl1 Clqtnf3 Fn1
Mmp2 Plxna2 Mfap5
Timp2 Sema3b Postn
Sparc

Sekil 4.21. C2C12 hiicrelerinin farklilasma siirecinde ifadesi 2 kat ve iizerinde artig

sergileyen matrizom genlerinin transkriptom diizeyinde analizi.

Temel matrizomun bir diger 6nemli grubu proteoglikanlardan sekizi anlaml
artis gostermistir (brevikan, biglikan, chondroadherin-like, dekorin, hyaluronan and
proteoglycan link protein 4 (Hapln4), perlekan (heparan sulfate proteoglycan 2-
Hspg?), osteoglisin, proline arginine-rich end leucine-rich repeat -Prelp). Bu
proteoglikanlardan biglikan, dekorin ve perlekanin iskelet kasindaki yapisal islevi

daha 6nce tanimlanmastir.

Miyoblastlarin miyotiiplere farklilagsmasi sirasinda ECM’ini olusturan 31
glikoproteinin anlamli artis1 saptanmustir. Aebpl’in de C2C12 hiicrelerinde saglikl
ECM’inde artig sergiledigi saptanmustir. Aebpl/ACLP eksikliginde bag dokuda
kolajen organizasyonunun kurulmasinda problem olustugu 6ne siiriilmiis oldugundan,
kolajenlerin anlamli artis gosterdigi bir durumda pozitif korelasyon gostererek artis
sergilemesi, bu siiregte oynadigi rol bakimindan 6nemli bir gézlemdir. Aebpl’e ek
olarak fibronektin, elastin, fibulin, fibrillin, laminin, matrillin, periostin, SPARC ve
tenascin ¢ gibi glikoprotienlerin arttigi goriilmiistiir. Yapisal gorevlerde rol aldigi
bilinen bu proteinlerin yan1 sira ECM’de TGF-B baglayic1 6zelligi bilinen Ltbp4,
IGF’leri ECM’de tutan Igfbp-3,4,5’in arttig1 gozlenmistir. Bu faktorlerin iskelet

kasinin yapisal gelisimi i¢in 6nemli oldugu bilinmektedir. Biiyiime faktorii baglama
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kapasitesi olan proteinlerin bu alt tiplerinin iskelet kasinda anlamli olarak arttigi

saptanmistir.

Temel matrizom proteinlerinin olgunlagmasini ve matrizomun kurulmasini
saglayan ECM diizenleyici proteinleri sentezleyen 39 transkriptin de artisi
goriilmiistiir. Adam ailesinden yalnizca Adam 19, Adamts ailesinden 1, 2, 4, 5, 16 ve
Adamts benzeri proteinlerden 1 ve 5’in ifadesi anlamli bir sekilde artmistir.
Kolajenlerin lizil amino asitlerini oksitlenmesini saglayarak kolajen olgunlagsmasinda
rol alan Lox, Lox benzeri 1-2 ve prokolajen lizin, 2-oxoglutarat 5-dioksigenaz 2
(Plod2) genlerine ait transkriptlerin artis1 goriilmiis ve bu proteinlerin iskelet kasindan
sentezlendigi bilinen kolajen alt tiplerini modifiye edebilecegi diisiintilmiistiir. Mmp
ailesinden 2, 10, 11, 12, 14, 15 ve Mmpleri ve 6zellikle Mmp-2’yi inhibe eden

Timp2’nin arttig1 gorilmiistiir.

Temel matrizomun ve ECM regiilatorlerinin iiretim ve salgi siireglerini
diizenleyen 34 myokin geninde artis gorilmiistiir. Bu faktorlerden iskelet kasi
gelisimindeki rolii bilinen; folistatin, insiilin benzeri biiyiime faktoriileri Igf-1 ve 2,
transforme edici biiytime faktorii olan Tgf-B 2 ve 3’{in artis1, bu miyokinlerin iskelet

kas1 ECM gelisiminde 6nemli rol oynadigimi gostermektedir.

Miyojenik karakteri olan C2C12 hiicrelerinden farkli olarak kronik hasar ve
fibrozis durumunda aktive olarak cogalan, iskelet kas1 mezenkimal stromal hiicre
toplulugu olan fibro-adipojenik hiicreler de (FAP) aktive olduktan sonra gosterdikleri
transkriptom degisimi matrizom penceresinden incelenmistir. Bu ¢ercevede C2C12
hiicreleri iskelet kasinda saglikli fizyolojiyi temsil ederken FAP hiicreleri fibrozis
patolojisini in vitro modellemektedir. Analiz sonucunda gérece C2C12’den daha fazla
matrizom transkripti ve daha fazla sayida gen saptanmistir (Ek-2). Bu durum iki temel
nedenle agiklanmaya c¢alisilmistir: 1. FAP hiicrelerinin fibroblast benzeri karakter
gostererek aktive oldugu ortamda ECM’in olugmasinda 6nemli gorevler almasi, 2. bu
verilerin eldesinde C2C12 go6zlemlerinde kullanilan mikrodizin (microarray)
teknolojisi yerine RNA-Seq teknolojisinin saptanan transkript sayisini artirdigi

diistiniilebilir.
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FAP hiicrelerinde ger¢eklestirilmis olan c¢alismada temel matrizomun
tamaminda C2CI12 hiicrelerine kiyasla daha fazla gen saptanmistir. C2C12
hiicrelerinden salgilanan kolajenlerin neredeyse tamami FAP hiicrelerinde de anlaml
artig sergilemektedir. C2C12 hiicrelerinden farkli olarak fibriler tipte kolajen olan
kolajen Ia2’nin anlamli artis1 yalnizca FAP hiicrelerinde goriilmiistiir (Sekil 4.22).

Matrizom-lliskili Proteinler Temel Matrizom
— '
Salgilanan Kolajenler(17)
Faktérler (56) Collal
Bdnf Colla2
Faf2 83 26 Col3a1
Fstl1 Col5a1
Pdgfra ‘ Col5a2
Sfrp2 Col5a3
- —
Proteoglikanlar(10)
ECM Duzenleyicileri (75) Gllkop;otslr;ler(SG) Bgn
Adam12 ECM Baglantili L:m’z 1 g C’(’j
Ctsb Proteinler (37) m
Polce2 Ogn
Lox Anxal Postn Vean
LoxI3 Anxa2 Tofbi
Mmp3 PInxb2
Serpinf1 Sema3b

Sekil 4.22. FAP hiicreleri transkriptom diizeyinde matrizom analizi.

Proteoglikan sentezi kapasitesi olarak C2C12 hiicrelerinden farkli olarak
asporin, podokan, osteoglisin ve osteomodilinlerin sentezinde anlamli bir artis
bulunmustur. Bu proteoglikanlarin fibrozis siirecinde myoblast fizyolojisine kiyasla

daha az elastik ECM’in olusumuna katki verdigi seklinde yorumlanabilir.

Glikoproteinlerden Aebpl’in de FAP hiicrelerinde arttig1 goriilmektedir. Bu
bulgu ile ECM sentezinin oldugu durumlarda Aebpl’in de arttigi ve sentezlenen
ECM’in kurulmasinda gorev aldigi hipotezini destekler niteliktedir. Aebpl disinda
sentezleinde anlamli artis olan glikoproteinlerde Tgf-B induced, Igtbp4-5-6-7, pro-
kolajen c- peptidaz enhencer (Pcolce) 1-2 gibi ECM diizenlenmesini regiile ettigi

bilinen faktorler saptanmaistir.
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ECM’e salman temel matrizom proteinlerindeki artisin bir benzeri ECM
diizenleyicilerinde de goriilmiistiir. Adam ailesinde 8, 9, 12, 19, 23, Mmp ailesinde
bulunan 3,4, 8,9, 14, 19, 23, 24 gibi farkli Mmplerin salgilandig1 saptanmistir. Birgok
farkli temel matrizom proteinini sentezleyen FAP hiicrelerin bu proteinlerin islenmesi

icin gerekli olan 75 farkli ECM diizenleyicisini sentezledigi goriismiistiir.

FAP hiicrelerinden salgilanan 56 farkli salgi faktorii ve bunlar icinde FAP
marker1 oldugu bilinen platelet derived growth factor alpha (Pdgfra) gézlenmistir.
Hiicrelerin ¢gogalmasi ve farklilasmasida gorev alan Hgf, Egf-like 8, Fgf-2, 7, 10 gibi
biliytime faktorleri salgisal proteinler arasinda inflamasyonla iligkili oldugu bilinen

cesitli kemokin ve sitokin molekiilleri 6ne ¢ikmaktadir.

C2C12 ve FAP hiicrelerinin ECM artisi ile birlikte cesitli kolajen alt tiplerini
drettigi gozlemlenmistir. ACLP’nin kolajen organizasyonu ile iliskili oldugunun
diistiniilmesi ve kolajenlerin 6zellikle iskelet kast ECM yapisinda 6nemli bir yer
tutmas1 nedeniyle iskelet kasinda hasar tamirinde rol aldigi bilinen bu iki hiicre

poplilasyonunu tarafindan iiretilen kolajenler birbirleriyle kiyaslanmistir (Sekil 4.23).

FAP, vs C2C121 Col1281 Kolajen Ifadesi FAPile C2C12 Karsilagtirmasi FAP4 vs C2C124
Col13al Col2a1 Coldad Col6a6 Col28a1 Col10a1
Col6a5 Col6ad Col9a2 Col8a2 Col9a3 Col23a1
Col11a2 Col25a1 Col20a1 Collal Col16al Col3al
Col19a1 Col15al Col11al Col9al Col5a2 Col4a3
Col24a1 Col6a2_ col6al Col4a5 Col8al Col14al
5 Col6al Col6a2 Col12al
Col2éa1
Col19a1 Coldas Col1da1
— Col1102  _coi505 501 ~ Colgal
® Col2001 g oicoi2321 Col1al ColSa2 Col3al
Col25a1|  Colges ot LAY
0 boe e
Col22a1 021 Col27a1 W colsal Col1a2 FAP Kat Degisimi (log2)
Coldaz gh # col6a3
Col18al = ColSa3
Col7a1
-5
FAPJ vs C2C12J
FAP/ cc12
Col17a1 Col18a1 cn(sg‘:,(,u o
Col7al Coldal Colda2 CZ‘S:I cglzm
Col22a1 Col1a2
-10
#Col17a1 MColi8al ACol7al XCoMal X Cols2 @Col22al +Coli3al =Col2al
~Cola4 #Col6a5 MCol6ad ACo922 *Colila2 ¥ Col25a1 ®Col20al +Col19al
Coli7a1 & -Col24a1 —ColSa3 @Col6a3 MColSal Col27a1 X Col1a2 Col6a6 @ Col28a1
Col10a1 -Col8a2 ~Col9s3 #Col23al MColial 4Col16al - ColSal  ColSal
Miyotiip/MiyoblastKat Degisimi (1082) |- coss2  coias -colss ~ CoBal  Colidar "Coléal  Coléa2  Coli2al
-15 »
-20 -10 0 10 20 30 40 50 60 70 80

Sekil 4.23. Miyoblast C2C12 hiicreleri ile fibroadipojenik 6nciil FAP hiicrelerinin

kolajen alt tipleri transkriptlerinin degisiminin karsilastirilmasi.
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Fibrozis gelisiminin kolajen birikimi ile karakterizedir. Saglikli iskelet kas1
fizyolojisinde de kolajen artisi goriilmesine ragmen dokudaki elastik yap1
korunmaktadir. Bu bilgiler 151¢1nda patolojik siiregte artis sergileyen farkli kolajen alt
tiplerinin varhig1 ve ifade degisimleri incelenmistir. Bu sekilde degisim sergileyen
olas1 kolajen alt tiplerinin fizyolojik siirecte ifadesi sorgulanmistir. Karsilastirilan iki
hiicre popiilasyonunda 5 farkli kolajen alt tipinin iskelet kas1 farklilagsma fizyolojisini
modelleyen C2C12 hiicresinde azalma sergilerken FAP hiicrelerinde artis
gozlenmistir. Bunlar arasinda; Colla2, Col5a3 gibi iskelet kasinda yiiksek miktarda
goriildiigii bilinen ancak miyoblastlarin miyotiiplere farklilagmasi ile ifadesi azalan
kolajen alt tiplerinin ifadesinin FAP hiicrelerinde 30 kat ve iizeri miktarda arttigi
gozlemlenmistir. Bu bulgu, saptanan kolajen alt tiplerinin fibrozis ile gelisen,
fizyolojiye kiyasla elastik niteligi azalmis ve sertlesmis doku yapisinin kurulmasinin

temel nedeni olabilecegini desteklemektedir.

Hiicresel modellerle fizyolojik ve patolojik matrizom siirecinin incelenmesi
sonrasinda ele alinan in vivo modellerde gen listeleri hazirlandi. In vivo modellerle

fibrozisin modellenmesi amaciyla;

o Tenotomi siirecine eslik eden ve inflamasyon sergilemeyen iskelet kas1

fibrozis modeli

J DMD hastaliginin fare modeli olan Dmdmax diyafram kasinda fibrozis

gelisimi incelenmesi

o Kas distrofisi tanili hasta biyopsilerinde transkriptom incelemesi veri

setleri kullanilmistir.

Bu gruplarin yani sira kardiyotoksin ile olusturulmus akut kas hasar1 modeli

fibrozis ile sonu¢lanmayan hasar tamiri modeli olarak ele alinmstir. (Sekil 4.24)
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Fare Mdx

Sigan Tenetomi

Geri Donlslimsuiz Tim Gruplarda En Az 2 Grupta
Hasar (49 gen) Ortak (27 gen) Ortak(112 gen)
Adam15  Igfbp2 | Anxa2 Lambl | Collal Adami0
Adamts12 Loxl1 Bgn Lox Colla2 Adam15
Aebpl Lum Cilp2 Matn2 | Col4dal Bmpl
Colllal  Igfbp7 | Coll8al Postn Col4a2  Loxl1
Col14a1 Lama4 | Col3al1 Serpina3n | Coléal Mmpl2
Col16al  Mfap2 | Col5a1  Serpinel | Coléa2 Mmpl4
Ctgf Mfap4 | Col5a2  Serpinhl | Aebpl  Mmp2
Ctsk Timp2 | Coléa3 Srpx Ctgf Mmp3
Eln Pcsk5 Ctsb Tgfbi Fbin1 Timp2
Fgl2 Ptn Fbin2 Thbs2 Fni lgf2
Fst Tnxb Fbni Timp1 Igfbp2  Sfrp2
Hspg2 Sparc Fstl1 Tnc Ltbp2 Tgfbi
Mmp2  Wisp2 | lof1 Vean Mfap5  Tgfb3
Pcolce lafbp4 Wisp2

Sekil 4.24. In vivo modellerde transkriptom diizeyinde matrizom analizi.

(p<0.001, FC > 2)
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Iskelet kasinda gergeklesen hasarm ardindan tamir siirelerinde 4 farkli deney
grubu ve 3 farkli tiire ait 6rnekler bir arada incelenmistir. Istatistiksel olarak anlamli
bulunan (p<0.001), iki kat ve iizeri kat artig1 gosteren transkriptlere ait gen listeleri
olusturulmustur (Ek-3). ECM artis1 ile karakterize olan bu in vivo model gruplarinin
hepsinde ortak artig sergileyen 27 gen tespit edilmistir. Bu genlerin tiim gruplarda
artisginin olmasi, iskelet kasinda ECM yapisinin tamiri i¢in bu gen iirlinlerinin elzem
oldugunu ve olusacak yeni ECM yapisinin temel taslart olduguna isaret etmektedir.
Tiim veri setlerinde ortak ifade artisi sergileyen Col3al, Col5al, Col5a2 gibi fibriler
kolajenler, Biglikan, Fibrilin, Fibiilin, Matrilin, Periostin ve Versikan
proteoglikanlarinin yeniden kurulacak ECM yapisindaki temel matrizom i¢in elzem

oldugu anlasiimistir.

Iskelet kasinda ECM’in yeniden kurulurken ortaya ¢ikan diizenleyici faktdrler
arasinda bir kolajen modifiye edici enzim olan lizil oksidaz (Lox) ve MMP inhibitdrii
olan Timp1’in sentezlenen temel matrizom genlerinin modifikasyonunu diizenlemek

konusunda iskelet kast ECM olusumunda yaygin bir etkiye sahip oldugu anlagilmistir.

Iskelet kasmin gelisiminde 6nemli gorevler aldig1 bilinen folistatin benzeri
protein-1 (Fstll) ve Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (Igfl) tiim gruplarda anlamh
artis gosteren iki miyokin olmustur. Etkilerinin yaygin oldugu ve iskelet kasi
hiicrelerinin boliinmesi i¢in elzem oldugu bilinen bu iki miyokinin tiim gruplarda ortak
olarak artmis olmasi bu deney gruplarinda goriilen ECM birikimi ve hiicre

bolinmesini destekler niteliktedir.

ECM artis1 sergiledigi bilinen deney gruplarin en az ikisinde artis gosteren 112
gen saptanmustir. Iskelet kas1 matrizom yapismin yeniden kurulmast igin farkl tiirlerde
ortaklik gdsteren bu 112 gen, iskelet kas1 ECM yapisinda bulunan proteinlerin in vivo
gen listesi olarak ele almabilir. Bu gen listesinde 6 proteoglikan, 15 kolajen 38
glikoprotein olarak toplam 59 temel matrizom geni saptanmistir. 28 ECM diizenleyici
gen bu temel matrizom proteinlerini modifiye ederken, 17 salgilanan faktoriin de bu

stireclerin hiicre sinyal iletimi diizeyinde kontroliinii saglayabilecegi goriilmiistiir.

Bu 112 genden ECM olusumunun fibrozis ile sonu¢lanmadigi kardiyotoksin

aracilikli hasar modeline ait sonuglar ¢ikartildiginda kalan 49 genin iskelet kasi
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fibrozisin tedavi stratejilerinde aday hedef gen olma potansiyeli oldugu
disiintilmektedir. Fibrozisin karakteristik 6zelligi olan kolajen artis1 bu 49 genden 3’i
proteoglikan, 9’u kolajen, 22’si glikoprotein olarak 34 temel matrizom geni ve 9 ECM
diizenleyicisi ve 6 salgilanan faktor olarak bulunmustur. Bu grupta spesifik olarak
bulunan fibriler kolajen Colla2, bazal membran olusumunda goérev alan Col4al,4a2
ve bunlara ek olarak mikrofibrillerin olusumunda tiglii heteroheliks yapis1 gosteren
kolajen VI'ya ait Col6al ve Col6a2 gibi 6nemli kolajen yapilar1 bu grupta ayirt edici

olarak gdézlenmistir.

Geri doniisiimsiiz hasar ve ECM birikimi ile iligkilendirilebilecek bu grupta
Aebpl’in de yer aliyor olmasi, Aebpl’in ECM’in yeniden organize edilmesinde
onemli gorevler lstlenebilecegine isaret etmektedir. Aebpl’e ek olarak elastin,
SPARC, laminin alfa-4, mikrofibril iligkili protein 2 ve 4 gibi ¢esitli glikoproteinler ve
perlekan, osteoglisin, luminikan gibi iskelet kas1 i¢in dnemli proteoglikanlar bu grupta

yer almaktadir.

Iskelet kasinda fibrozis patolojisinde goriildiigii tahmin edilen bu temel
matrizom elemanlarim1 modifiye edebilecegi tahmin edilen 9 ECM diizenleyicisi
fibrozis patolojisinin yavaglatilmas1 ve durdurulmasi i¢in aday ilag hedefi olarak
degerlendirilebilir. Adam 15, Adamts 12, Lox-benzeri 1, Mmp 2 enzimlerinin ayirt

edici olarak bu grupta 6ne ¢ikmaktadir.

Salgilanan faktorlerden Secreted Frizzeld Related Protein 4, Sfrp4 ve Frzb

geninden tiretilen Frizzled-iligkili protein’in arttig1 goriilmiistiir.
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FAP N GDH — C2C12 (18 gen)

Adamts12 | Lum

Colla2 Mfap2
Col14a1 Mfap4
Cthrcl Pcolce

Ctsk Pcsk5

Cxcli4 Sfrp4

Dpt Sponl

Igfbp7 Thbs3

Ltbp3 Thbs4

Geri donlisimsuz hasar

Sekil 4.25. Iskelet kas1 kok hiicre gruplarmin geri déniisiimsiiz hasara katkilarmin

karsilastirilmasi.

Iskelet kasinda fibrozis gelisiminde o©nemli rol oynadigi diisiiniilen
fibro/adipogenic progenitor (FAP) hiicerleri ve iskelet kasinda biiylime ve gelismenin
devamini sagladigi diisiiniilen iskelet kas1 kok hiicreleri/satelit hiicreler (MuSCs)
olarak isimlendirilen iki farkli hiicre grubu ile geri doniisimsiiz hasar arasindaki iliski
gen listeleri iizerinden karsilastirtlmistir (Ek 1-2-3). C2C12 hiicreleri fizyolojiyi ve
saglikli iyilesmenin modeli olarak ele alinmis ve yalnizca 4 gen bu liste ile 6zgiil
olarak kesigmistir. Buna karsin C2C12 hiicrelerinde anlamli olarak artig gdstermeyen
ancak FAP hiicrelerinde artis1 tespit edilen 18 gen bulunmustur. Colla2, Pcolce,
Adamts12, Ltbp3 gibi ECM igin 6nemli genlerin C2C12 hiicrelerinin iyilesme
siirecinde fizyolojik ECM yapisindan degil, FAP hiicrelerinin ortama salgiladig1 ve
fibrozis patolojisi ile sonuclanan ECM birikimine katki sunabilecegi diisiiniilmektedir

(Sekil 4.25).
4.4.2 Matrizomun Proeom Diizeyinde Analizi

Iskelet kasinda transkriptom diizeyinde elde edilen bilgilerin protein diizeyinde
dogrulanmas1 amaciyla C2C12 miyotiipleri hiicre dis1 (salgilanan) proteomdan elde

edilmis sekretom ¢aligmasi1 (PXD007527) ve insan primer miyoblastlarin miyotiiplere
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farklilagmas1 stlirecini gozlemleyen (PXDO018588) proteom veri setleri analiz

edilmistir.

C2C12 hiicrelerinde yapilan ¢aligmalar sonucunda bu hiicrelere ait matrizom
proteinleri (kolajen, proteoglikan ve glikoprotein yapilari) emPAI degerleri iizerinden

hedefli ve nicel olarak analiz edilmistir (Ek-4).

C2C12 miyotiiplerinde glikoproteinlerin dagilimi
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Sekil 4.26. C2C12 miyotiiplerinde proteom diizeyinde glikoproteinlerin analizi.

C2C12 miyotiiplerinde kolajenlerin oranlari C2C12 miyotiiplerinde proteoglikan oranlari
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Sekil 4.27. C2C12 miyotiiplerinde proteom diizeyinde kolajenlerin ve

proteoglikanlarin analizi



61

C2C12 hiicrelerin sekretom yapisinda bulunan glikoproteinlerin oranlari
kiyaslandiginda fibronektin-1 proteininin %21 oranla 6ne c¢iktigi goriilmektedir.
Nidojen-1, Nidojen-2, Pcolce, Tenascin C gibi iskelet kasinda varligi bilinen
proteinlerin glikoproteinler arasinda 6nemli bir yer tuttugu goriilmiistiir. Aebp1’in de

salgilanan glikoproteinlerin %2’sini olusturdugu saptanmistir (Sekil 4.26).

C2C12 hiicrelerinde kolajenlerin proteom diizeyinde karsilastirildiginda
literatiirde bulunan iskelet kasindaki kolajenlerin orani ile benzer bir tablo sergiledigi
gozlenmistir. Fibriler kolajenler icinde siniflanan kolajen Ial ve [a2’in esit oranda
bulunarak toplam kolajenlerin %36’sin1, kolajen IIlal’in ise %19’unu olusturdugu
gorilmiistiir. Boylelikle bu ii¢ tip kolajenin C2C12’den salgilanan kolajenlerinin
%355’1ni olusturdugu gézlenmistir (Sekil 4.27).

C2C12 sekretomunda alt1 proteoglikanin 6ne ¢iktig1 goriilmiistiir. Biglikan,
ostoglisin, perlekan ve dekorin proteoglikanlarin %94’tini olusturmaktadir. Bu

proteoglikanlarin, iskelet kas1t ECM yapisinda bulundugu literatiirde bildirilmistir (64).

Transkriptom diizeyindeki degisimlerinin Proteom diizeyindeki etkisi
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Sekil 4.28. C2CI12 miyotiiplerinde kolajenlerin trankriptom diizeyindeki ifade
degisimlerinin proteom diizeyindeindeki etkisi.

C2C12 sekretomunda gerceklestirilmis proteom g¢aligmasi ile bu hiicrelerle
yapilmis transkriptom c¢alismas1 kolajenler perspektifinde bir araya getirildiginde
proteom diizeyinde en yiiksek diizeyde ifade edilen fibriler kolajenlerin transkriptom
diizeyinde ifadesinin stabil oldugu gériilmiistiir. iki farkli hiicre tipinde kolajen ifade
karsilastirilmasinda 6ne ¢ikan 5 farkli kolajen alt tipinden Col5a3 C2C12 proteomunda
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en az bulunan kolajenler iginde saptanmistir. Bu gozlem, fizyolojik kosullarda
Col5a3’iin iskelet kasinda miktarin sinirli oldugu, fibrozis ile birlikte arttig1 ve bu
artisin FAP hiicreleri kaynakli olabilecegini protein diizeyinde ortaya konmustur.
Buna karsin farklilasma ile mRNA diizeyinde ifadesi azalan Colla2’nin yine de

miyotiiplerdeki kolajenlerin 6nemli bir kismini olusturdugu goriilmiistiir (Sekil 4.28.).

Proteom ve transkriptom caligmalarinin bir araya getirilmesiyle Colla2’nin
iskelet kasinda farklilasma ile mRNA diizeyinin azalmasina karsin miyotiiplerde
protein diizeyinin yliksek miktarda gozlendigi anlasilmistir. /n vivo deney gruplarinda
yapilan analizlerde, geri doniisiimiiz hasarin oldugu grupta goriilen Colla2’nin iskelet

kasinda hasarla birlikte aktive olan FAP hiicrelerinden sentezlenebilecegi hipotezini

desteklemektedir.
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Sekil 4.29. Insan primer miyoblastlarm miyotiiplere farklilasmasinda ifadesi en gok

degisen 14 protein.

C2C12 sekretomunda bulunan verilerin kiyaslanmasi amaciyla insan iskelet
kas1 proteom verilerini igeren bir veri seti analiz edilmistir. Miyoblastlarin zamana
kars1 miyotiiplere farklilagsmasindan elde edilen bu proteom c¢aligsmasinda miyoblastlar

ile dordiinci ginii iBAQ degerleri ile karsilastirilmistir (Ek-5). Veri setinde
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farklilagsmanin incelenmesi i¢in anlamli olarak degisim gosteren proteinlerden kat
degisimi en yiiksek olan proteinler kiyaslandiginda miyoblastlardan miyotiiplere
farklilagan hiicrelerde MADL21 (Mitotic Spindle Assembly Checkpoint 21), CDK1
(Cyclin Dependent Kinase-1) gibi hiicre boliinmesi ile iliskili proteinlerin en ¢ok
azalis gosteren proteinler oldugu bulunmustur. Miyoblastlardan miyotiiplere
farklilagan hiicrelerde ifadesi en ¢ok artan proteinin Sarkoplazmik retikulum kalsiyum
baglayict protein oldugu ve devaminda troponin, miyozin 4/8 gibi iskelet kasi
proteinlerin oldugu gézlenmistir. Bu bilgiler 1s18inda bu deneyde gergeklestirilmis

olan farklilagsma siireci gézlenmistir (Sekil 4.29).

Farklilagsma takibinde protein nicel protein igerigini incelenen bu proteom veri
setinde yer alan matrizom proteinleri filtrelenerek incelenmistir. Ifadesi 2 kat {izerinde
degisim sergileyen 29 matrizom bileseni saptanmistir. Insan primer miyoblastlarryla
gerceklestirilmis olan bu calisma oOzellikle hiicre i¢i proteomuna odaklanmis ve
salgilanan proteinlerin saptanmasina yonelik bir deney tasarimi gézetilmemistir. Bu
yonil ile C2C12 hiicrelerinde gerceklestirilen ¢alismadan 6nemli kurgusal farkliliklar
sergilemektedir Insan proteomundan elde edilmis olan bu verilerde transkriptom ve
C2C12 sekretomu ile uyumlu olarak MFAPS, IGFBPS, TGFB1’in ortak anlamli artig1

gozlenmistir.
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5. TARTISMA

Farelerde Aebpl geninden Aebp-201 transkripti ile sentezlenen ACLP
proteininin N-terminalinde bulundurdugu sinyal dizisi ile hiicreden salgilandig:
bilinmekle beraber ECM olusum ve gelisiminde yapisal veya islevsel rol oynadigi
tahmin edilmektedir. Literatiirde kolajen organizasyonu (8,16) ile iligkili olabilecegi
tahmin edilen ACLP’nin homozigot mutant fare modelinde embriyolojik donemde
abdominal duvarin kapanmamasi (9), insanlarda AEBPI1 geninde goriilen
mutasyonlarin, bag dokuda asir1 esneklik ve kolay hasarlanmalarin goriildiigii Ehlers-
Danlos Sendromu ile iliskili olabilecegi gosterilmistir (16,17). Boliimiimiizde yapilmig
olan iskelet kas1 hasar modelinde iyilesme siirecinde ACLP ifadesinin arttigi ve
iyilesmenin tamamlanmasiyla ifadesinin azaldigi bulunmustur (12). in vitro
calismalarda, miyoblast, fibroblast ve pre-adiposit karakterindeki mezenkimal kok
hiicre gruplarinda farklilagma ve uyarilma siirecinde ACLP ifadesinin arttig1
gozlemlenmistir (14). Boliimiimiizde ger¢eklestirilmis olan bu caligmalarin 1s181inda
ACLP’nin ECM olusumu ile iligkisinin oldugu hipotezi kurulmus ve desteklenmistir.
Ancak literatlirde ACLP’ nin islevine dair hipotezler kurulmus olsa da 1slak laboratuvar

calismalariyla aydinlatilabilmis yapisal veya biyokimyasal bir iglevi bilinmemektedir

(8,13,65).

Proteinlerin iglevlerinin tanimlanmasi amaciyla etkilesim ortaklarinin
tanimlanmas1 degerlidir ve kiitle spektrometresi teknolojisinin gelisimi ile hiz
kazanmistir (66). Aday proteinlerin biyotin transferaz aktivitesine sahip enzimlerle
kimerik yapilar olusturarak yakin komsuluklarimdaki proteinlere biotin eklemesi
yontemiyle saflastirilabilmeleri ve kiitle spektrometresi ile tanimlanabilmesi amaca
uygun bir deneysel yaklagimdir (56,66—68). E. coli’den elde edilmis olan biotin-ligaz
enzimleri ile baslayan bu calismalarda, APEX ile daha hizli ve yiiksek oranda
biyotinlenme elde edilebilecegi bulunmus (58,69), HRP’nin ise en az APEX kadar
basarili oldugu ve sitoplazma gibi indirgeyici ortamlarda biyotinleme yapmadigi
gosterilmistir (70-72). Hiicre disinda gerceklestirilecek biyotinleme ¢alismalart igin

en basarili sonucu HRP’nin verdigi gozlemlenmistir (70,71).

Islevi bilinmeyen ACLP proteininin giiniimiizde tanimlayici teknolojik

yontemler i¢inde en gecerli deneysel yaklasimlardan biri ile protein etkilesim
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ortaklarinin bulunmasi hedeflenmistir. Bu tez c¢aligmasinda, bu amaca uygun ve
gereken labaratuvar gereclerinin hazirlanma ¢aligsmalar: tamamlanmistir. Hazirlanmisg
olan vektorlerin ACLP ve HRP ifadesini sagladigi ve HRP’ nin biotinlenme basaris1
immiinfloresan ve immiinblot ¢alismalariyla islevsel olarak dogrulanmistir. C2C12
hiicrelerinde gergeklestirilen immiinfloresan ¢alismalarinda ACLP’nin ifadesi
ACLP’ye eklenilmis olan HA ve c-Myc isareti ile dogrulanmigtir. ACLP nin hiicre
icerisindeki goriintlisiinde ¢ekirdek yerlesiminin bulunmadigi gosterilmistir. ACLP-
HRP’nin biyotinleme reaksiyonunu gerceklestirdigi Streptavidin afinitesi ile
dogrulanmistir. Biyotinlenme ve ACLP ifadesine ait goriintiiler iist iiste incelendiginde
bir es yerlesim sergiledigi gozlenmistir. Igerdigi dort disiilfit bag: ve bir kalsiyum
baglama bolgesi ile HRP’nin sitoplazmada aktif olmadigi, hiicre icerisinde ancak ER
ve golgide aktif olabilecegi bilinmektedir (56). Bu bilgiler ve gozlemler ACLP nin
hiicre icinde sitoplazmada bulunmadigint ve ER araciligiyla hiicre disina
tasinabilecegine isaret etmektedir. Bu gézlemin dogrulanmasi amaciyla ACLP ve ER
es boyamasi gerceklestirilmistir. Mikroskobik incelemelerde ACLP ve ER
gorlntiilerinin st tiste cakistigi gozlemlenmistir. ER ve golgideki biotinlenmenin
tespit edilmesi amaciyla yapilan boyamalarda biotinlenmenin ve ER boyamasi
arasinda, ER ve ACLP boyamalarinda goriilen iist liste cakisma gozlemlenememistir.
Bu go6zlemin aydinlatilmasi amaciyla; boyamalarin goriintiilemesinin  konfokal
mikroskop ile yapilmasi, ACLP ifadesinin zamana kars1 yapilmasi, ER {izerinden
hiicre digina ¢iktig1 diisiiniilen ACLP’nin Brefeldin A, Thapsigargin gibi ER’dan hiicre
disina taginimi engelleyen kimyasal ajanlarla muamele edilen hiicrelerde
tekrarlanmas1 gibi farkli yaklagimlar denenmelidir. Golgi ve biyotinlenmenin es
boyamasi ¢aligmasinda golgide bir boyama saptanamamistir. Bu gozlem, yukarida
siralanmis olan kosullarda gerceklestirilecek calismalarla aydinlatilmaya ihtiyag
duymaktadir. Immunnofloresan c¢aligmalarinda ACLP-HRP'min C2C12 hiicrelerinde
biotinleme basarisi tespit edilmistir. Bir baska hiicre hatt1 olan OP9 hiicreleri GFP
ifadesi icerdigi ve biotinlenme, streptavidine eklenmis olan 488 nm’de (yesil) 1s1ma
veren florofor ile tespit edildigi i¢in bu calismalar OP9 hiicre hatlarinda

gerceklestirilmemistir.

ACLP-HRP’nin biotinleme bagarisinin dogrulanmasi amaciyla C2C12 ve OP9

hiicrelerinde ACLP ifadesi ve biotinleme kapiller nano-immunoassay ile analiz
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edilmistir. Literatiirde yaklagik olarak 150-180 kDa arasinda agirligi oldugu western
blot caligmalariyla tespit edilmis olan ACLP nin glikozillendigi ve bu nedenle birden
fazla ve beklenilen agirligindan daha yiiksek immiinreaktif bant verdigi saptanmistir
(16,65). ACLP’nin devamina eklenilmis olan HA-HRP-cMyc’nin 40 kDa’dan agir
oldugu ve olusturulan kimerik proteinin 190-220 kDa civarinda immiinreaktif bant
veya bantlar verecegi tahmin edilmistir. Immunofloresan deneylerin gerceklestirildigi
hiicre kiiliitiirii kab1 kuyularindan toplanilmis olan C2C12 hiicrelerinde kontrol
hiicrelere goriilmeyen, 200 kDa’dan agir birden fazla immiinreaktif bant goriilmiistiir.
Bu bantlarin ACLP-HRP oldugu diistintilmektedir. OP9 hiicrelerinde ise bu bantlarin
C2C12 hiicrelerine gore daha agir oldugu goriilmiistiir. Bu farkliligin iki farkli hiicre
tipinde gerceklesmis olabilecek basta glikozilasyon olmak iizere farkli post
translasyonel modifikasyonlardan kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Deneyin
gerceklestirildigi  kapiller nano-immunoassay teknolojisinin  protein transfer
kapasitesinin 12-230 kDa arasinda olmas1 ve ACLP-HRP'nin agirliginin 220 kDa ve
izerinde olmasindan dolay1 bu deneylerden elde edilen sonuglarin yorumlanmasini
giiclestirmistir. Kapiller sistem yerine SDS-PAGE arkasindan wet-transfer yontemiyle
ile gergeklestirilecek western blot deneyleri ile ACLP-HRP’nin protein diizeyinde
ifadesi dogrulanabilir. Gergeklesen biyotinleme sonuglarint bu sistem ile bakildigi
zaman H202 eklenmis deneylerde H20:2 eklenmeyen ve ACLP-HRP’nin transfekte
edilmedigi orneklere gore biyotinlenmenin oldugu saptanmistir. OP9 hiicrelerinde
116-180 kDa, C2C12 hiicrelerinde 80-200 kDa arasinda goriilen siiriintii (smear)
goriintlisiinii s6z konusu agirlikta biyotinlenmenin gergeklestigini gostermektedir.
Yine bu ¢aligmada siiriintii goriintiisiinden daha agir bir bant olarak goriilen kismin
ACLP-HRP kimerik proteinine ait olabilecegi disiiniilmektedir. Biotinlenme
calismalarinda, biyotinleyici enzim ve ilgilenen protein yapisinin kendi kendisini
biotinleme kapasitesinin yiiksek oldugu bilinmektedir. Bu nedenle diger biotinlenen
yapilardan daha agir ve tek basina gozlenen bandin ACLP-HRP’ye ait olmasi
muhtemeldir. Bu gozlemlerin dogrulanmasi amaciyla deneylerin SDS-PAGE ile

gergeklestirilecek western blot caligmalatiyla tekrar edilmesi bir alternatif olabilir.

Bu tez kapsaminda yapilmig olan in silico calismalarla iskelet kasinin
transkriptom ve proteom diizeyinde analiz edilmesi hedeflenmis ve veri setlerinde

AEBP1/ACLP’in ifadesi aranmustir.
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Transkriptom c¢alismalarinda yapilan analizlerinde normalizasyon ve
logaritmik doniistimler yapildiktan sonra analizi gercgeklestirilecek deneyin
icerisindeki gruplarla principle component analysis (PCA) ve hiyerarsik gruplamalar
yapilip deneyde aykir1 degerler (outlier) ayiklanmistir. Aykir1 degerlerin ayiklanmasi
ile deneylerde gruplardaki ayrigmanin pozitif yonde arttig1 saptanmistir. Gruplara gore
karsilagtirmalar yapilip anlamli olarak bulunan genlereden matrizom genleri listesi
yapilmistir. Matrizom genlerinde iki kat ve tizeri artis gosreren genler anlamli olarak
kabul edilmistir. Bu genlerin seg¢ilen kosullarda ECM yapisini olusturmak iizere ifade

olacag1 ongoriillmiistiir.

Yapilan transkriptom analizleri, in vitro ve in vivo olarak ayrilabilir. In vitro
grupta iskelet kasinda bulunan 2 farkli somatik kok hiicre grubu analiz edilmistir.
Iskelet kas1 kok hiicresi olan satelit hiicreler farklilasma ve hasar tamirini modellemek
amaciyla kullanilmistir. Miyoblastlarin miyotiiplere doniisiirken ortama salgiladiklari
ECM yapist kaslarda endomisyum perimisyum ve epimisyum yapisini
olusturmaktadir. Bu yapilar iskelet kasinin mekanik kuvvetlerle, kasilip gerilmelere
kars1 yeterince kuvvet uygulayacak kadar giiclii, saglikli bir sekilde islevine devam
etmesine izin verecek kadar da esnek bir ECM yapist olusturur. Iskelet kasinda olusan
kronik hasar sonrasinda sentezlenen ECM elemanlarinin geri doniisiimsiiz bir bigimde
birikmesi ile fibrozis olusur. Fibrozis olusumununda kronik hasarla birlikte olan FAP
hiicrelerinin gorev aldig1 bilinmektedir. Bu nedenle TGFbeta ile aktive edilmis FAP
hiicrelerinin transkriptom analizi, in vitro grupta patolojik siireci temsil etmek {izere
incelenmistir. Yapilan analizlerle bu iki hiicre grubunda 2 kat ve {izerinde anlamli artis
gosteren gen listeleri elde edilmistir. C2C12 hiicrelerinin transkriptom diizeyinde
matrizomunun incelenmesiyle artig1 gosteren 139, FAP hiicrelerinde 251 farkli gen
saptanmigtir. FAP hiicrelerin fibroblast benzeri karakterde olmasi1 daha fazla ECM
yapist sentezlemesine yardimci olabilecegi gibi deneyler arasindaki yontem
farkliliklar1 da bu sonuca yol agmis olabilecegi tahmin edilebilir. C2C12 hiicreleri ile
yapilan calismalar microarray ile FAP hiicreleri ile yapilan ¢aligmalar RNA-Seq
platformuyla  yapilmistir.  Hibridizasyon yontemi ile sonuglara ulasilan
microarray’lerde her gen icin esit sayida probe olmamasi, baz1 genler i¢in probe
olmamas1 gibi faktérlerden dolay1r bu farkin olusmasi da muhtemeldir. Bu gen

setlerinin olusturulmasi ile iskelet kasinda fizyolojik farklilagsma ve patolojik uyarim
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stirecinde ortama salinan matrizom elemanlar1 bu iki kok hiicre grubu icin ayr1 ayri

belirlenmistir.

Iskelet kasinda hasar modeli olan dort farkli deney grubu in vivo ECM
olusumunu incelemek amaciyla analiz edilmistir. Cesitli kas distrofisi hastalarindan
aliman biyopsilerle gerceklestirilmis c¢alismada yapisal bir proteinin eksikligi
sonucunda olusan kas hasarinin saglikli kontrollere gore ifade oranlari ele alinmustir.
DMD kas distrofisi hastaliginin dogal fare modeli olan mdx modelinde ayn1 genetik
kusur baska bir tirde gozlenmektedir. Bir {iglincii tiir olarak sicanlarda
gerceklestirilmis olan tendon kesisi ile hareketsizlestirme modeline ait transkriptom
verisi analiz edilmistir. Bu {i¢ veri grubu iskelet kasinda goriilen geri doniisiimsiiz
hasarin transkriptom diizeyindeki etkilerinin ii¢ farkli tiirde incelenmesini saglamstir.
Bu bakis agisiyla ii¢ farkli memeli tiirde ortak olarak ifadesi anlamli artan genlerin
iskelet kasinda fibrozisi olusmasinda O6nemli bir yer tuttugu diisiiniilmiistir. Bu
gruplara ek olarak farelerde kardiyotoksin araciligiyla olusan hasara ait bir
transkriptom veri seti analiz edilmistir. Bu deneyde olusan hasar kronik nitelikte
olmayip, fibrozisle sonu¢clanmadan tam iyilesme sergilemektedir. Kas lifi zarlarinin
bir fosfolipaz kokteyli olan kardiyotoksin ile yikilarak kas hasari olusturulan bu
modelde sentezlenen ECM yapilar1 geri doniisiimsiiz bir sekilde birikmemekte ve
dokuda fibrozis goriilmemektedir. Bu dort grupta ortak 27 gen goriilmesi, ECM
yapisinin yeniden kuruldugu her durumda bu genlere ait proteinlerin elzem olarak
ECM olusumunda gorev almakta oldugunu gostermektedir. Bu 4 gruptan en az
ikisinde bulunan 112 (ortak) gen ise, deneysel ve kurgu ve gézlem teknigi farklarina
ragmen, bu ortak genlerin iskelet kasi ECM yapisi i¢in 6nemli olduguna isaret
etmektedir. Dort farkli islevsel grupta simiflandirilan bu 112 gen i¢inde kardiyotoksin
hasari ile gézlenen genler ¢ikarildiginda fibrozis ile dogrudan iliskilendirilebilecek 49
gen saptanmistir. Bu genlerin geri doniisiimsiiz ECM birikimine eslik ettigi kanaatine
varilmistir. Geri donlisiimsiliz hasara eslik ettigi diisliniilen bu genler in vitro deney
verilerinde incelendiginde 49 genden 16’sinin ortak olarak hem C2C12 farklilagmasi
hem de FAP aktivasyonu ile sentezlenmekte oldugu anlasilmistir. Buna karsin geri
doniislimsiiz hasara eslik eden 18 genin ayirt edici olarak yalnizca FAP hiicrelerinin
aktivasyonu ile artis sergiledigi saptanmistir. Bu bilgiler 1s18inda geri doniisiimsiiz

hasarda goriilen 49 genin iskelet kasinda bulunan satelit hiicrelerden degil FAP
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hiicrelerinden dokuya salgilanabilecegi ongoriilmiistiir. Bu grupta yer alan Colla2 ve
Coll4al’nin fibroziste silirecinde esnekligini kaybetmis doku fenotipine neden olan
kolajenler olabilecegini diisiindiirmektedir. Yine bu grupta 6zgiil olarak yer alan
Adamts 12, Ctsk, Pcolce gibi ECM modifiye edici enzimler fibrozis i¢in potansiyel
ila¢ hedefi olarak degerlendirilebilir. Sfrp4, Cxcl12 gibi sinyal molekiilleri ve Igfbp7
ve Ltbp3 gibi sinyal molekiillerini ECM’de tutan proteinler ise, fibrozisin

yavaglatilmasi veya durdurulmasi i¢in yeni hedefler olarak degerlendirilebilir.

Aebpl’in geri doniisiimsiliz hasar grubunda yer alan yapisal proteinlere eslik
etmesi, patolojik kosullarda ECM olusumu i¢in 6nemine igaret etmekle birlite, protein
etklesim ortaklarinin aydinlatilmasi ve islevinin tanimlanmasi ile fibrozis i¢in aday

hedef protein olarak degerlendirilmesi miimkiin olacaktir.

Bu tez kapsaminda yapilmigs olan proteom ¢alismalarinda C2C12
miyoblastlarindan elde edilmis olan salg1 proteomu ya da diger adi ile sekretom ile
C2C12 hiicrelerinin matrizom yapist proteom diizeyinde incelenmistir. Gézlemler,
literatiirdeki verilere benzer sekilde en yiiksek nicel igerige sahip proteinlerin
kolajenler oldugunu ve fibriler yapidaki kolajenlerin toplam kolajenlerin %355 ini
olusturmakta oldugu anlagilmistir. C2C12 hiicrelerinde glikoproteinler arasinda
fibrilin 1 toplam glikoproteinlerin %21’ini olusturdugu goriilmiistiir. Aebpl’in de bu
grupta yer aldig1 ve toplam glikoproteinlerin %2'sini olusturdugu tespit edilmistir.
C2C12  hiicrelerinde elde edilmis transkriptom verileri proteom verileriyle
kiyaslandiginda ortaya c¢ikan verilerin yiiksek korelasyon gostermeyebildigi
goriilmistiir. Proteom ¢aligmalarinda proteinlerin hiicre disinda birikmesi buna karsin
transkriptlerin hiicre igerisinde devamli bir sekilde yapilip yikilmasi bu farki
aciklayabilecek sebeplerden birisidir. Proteom ¢aligmalarinin devaminda insan primer
miyoblastlardaki farklilasma veri setinde, verilerin tutarlilig1 hiicre i¢i proteom igin
tespit edilmis ancak matrizom elemanlar1 bu veri setinde bulunamamustir. Bu veri seti
hazirlanirken orneklerin filtreden gegirilerek hazirlanmasinin, C2C12 hiicrelerinde
oldugu gibi salgilanan proteinlerin hiicrelerin oldugu ortamdan toplanmamasinin
matrizom elemanlarmin kaybuna yol agtig1 diisiiniilmektedir. Bu veri setinde yapilan
incelemelerle olusan gen listlelerinde anlamli olarak ifadesi artan MFAPS, IGFBPS,

TGFB1 gibi genler bulunmustur. Ancak ortaya ¢ikan sonucun transkriptom verilerinde
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oldugu gibi biitiinciil bir analize yardimci olmayacagi diisiiniilerek bu ¢aligmalar bir
araya getirilmemistir. Bu veri seti proteom ¢alismalarinda amaca yonelik dogru 6rnek
hazirlamanin 6nemine isaret etmektedir. Farkli RNA molekiillerinin biyokimyasal
yapist benzer olup hiicre igerisinde sitoplazmada bulunan mRNA molekiillerinin
transkriptom analizinin verisi olmast hiicre dis1 matris ¢alismalar1 i¢in 6zel bir
deneysel yaklasima gerek duymamaktadir. Ancak proteom c¢aligsmalarinda her bir
proteinin farkli biyokimyasal yapist ve de ECM proteinlerinin hiicre disina
salgilaniyor olmasi bu calismalarda 6rnek hazirlama basamagmin 6nemini ortaya

koymaktadir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez calismast kapsaminda gerceklestirilmis olan 1slak laboratuvar

calismalar1 sonucunda;

Aebp-201 transkripti memeli ifade vektoriine klonlanmustir.

Aebpl1-201°in okuma cergevesine HA-HRP-cMyc dizilerini igeren fragman
eklenmis ve ACLP-HRP fiizyon yapisi olusturulmustur.

ACLP-HRP kimerik protein yapismin bulundugu c¢evrede biyotinleme
reaksiyonunu  gergeklestirebildigi immiinfloresan ve kapiller nano-
immunoassay yontemleriyle islevsel olarak dogrulanmistir.

ACLP ifadesi ve biyotinlemenin lokalizasyonunun benzer oldugu
gozlenmistir.

Dort disiiltit bag1 igeren ve indirgen ortamlarda biyotinleme yapmayan
HRP’nin hiicre icinde ER ve Golgi lokalizasyonunda basari ile biyotinleme
yaptig1 gézlenmistir.

ACLP ve ER es boyamasinda transfeksiyonun 24. saatinde ACLP’nin hiicre

ici lokalizasyonunun ER ile uyumlu oldugu gézlenmistir.

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda gerceklestirilmis olan in silico ¢aligsmalar sonucu;

i e ile:

In vitro deneylere ait veri setlerinde gerceklestirilen analizlerde iskelet kasinda
biliylime, gelisme ve hasar tamirinde gorev aldigi bilinen myoblast modeli
(C2C12) ve primer FAP hiicre transkriptomunda matrizom analiz edilmistir.
Bu iki kok hiicre toplulugunda FAP aktivasyonunun geri doniisiimsiiz ECM
birikimiyle sonuclandigi bilinmektedir. Bu iki grup hiicrenin sentezledigi
kolajenler kiyaslandiginda bes kolajen alt tipinin (Colla2, Col5al, Col5a3,
Col6a3, Col27al) FAP hiicrelerinde artis sergilerken C2CI12 hiicrelerinde
azaldig1 saptanmustir.

Iskelet kas1 hasar tamirinin, in vivo modellerinde gergeklestirilen analizlerde
iskelet kas1 hasar tamirinde farkli tiirler ve deneylerde matrizom yapisina

katilan 27 ortak olarak genin artis sergiledigi saptanmistir. Bu genlerin iskelet
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kasinda ECM vyapisinin yeniden kurulmasinda elzem oldugu hipotezini
desteklemektedir.

In vivo vert setleri, iskelet kasi hasar tamirinde yeniden kurulan ECM yapisin1
112 yapisal genin temsil ettigi ortaya konmustur.

Bu 112 gen iginde, 49u fibrozis ile sonuglanan deney gruplarda anlamli artig
sergilerken tam iyilesme sergileyen akut hasar modelinde degisim
gostermedigi anlagilmistir. Bu bugular, s6z konusu 49 gene ait proteinlerin geri
doniisiimsiiz fibrozis ile sonu¢lanan ECM birikimi ile iligkili olabilecegine
isaret etmektedir.

Geri dontistimsiiz hasardan sorumlu olarak saptanan ve 49 genden olusan bu
grup in vitro gruplarda incelendiginde 16 gen hem C2C12 hem de FAP
hiicrelerinde artis sergilerken, 18 gen ise yalnizca FAP hiicrelerinde anlamli
artis sergilemektedir. Bu durum, bu genlere ait proteinlerin fibrozisle dogrudan
iligkili olabilecegi hipotezini ortaya koymaktadir. Ozgiil olarak C2C12

hiicrelerinde artis sergileyen gen sayis1 4’tiir.

P lizevind I lan calismalarla:

C2C12 hiicrelerinden salgilanan proteom nitel ve nicel olarak incelenmis ve
salgisal glikoproteinlerin %2’sini Aebp1 nin olusturdugu saptanmustir.
Transkriptom ve proteom ¢aligsmalar1 bir araya getirilerek iskelet kasinda ifade
olan kolajen alt tiplerindeki mRNA seviyesindeki artisin protein seviyesine
olan etkisi incelenmistir. Kolajen Ial,Ja2 ve IIlal’in ifadelerinin artis
sergilememekle beraber proteomda nicel olarak en ¢ok goriilen (%75) kolajen
tipleri oldugu bulunmustur. Buna karsin (mRNA diizeyinde?) en cok artis
gosteren kolajen Xllal’in ise protein diizeyinde bu ii¢ kolajen kadar yer
almadig1 saptanmustir.

Insan primer kas hiicrelerinden elde edilmis olan proteom veri setinde, ifadesi
en ¢cok degisen proteinlerin incelenmesiyle miyoblast hiicrelerinin miyotiiplere
doniisiim siireci goézlenmistir. Bu veri setini ortaya koyan caligmada takip
edilen Ornek izolasyonu ve islenme siiregleri Oncelikli olarak hiicre ici
proteinlerini gézlemek iizere kurgulanmistir. Bu nedenle veri seti matrizoma

ait (hiicre dis1) proteinleri kisith dl¢iide icermektedir.
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