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ÖZET 

 
KÕlÕç H. B., AEBP1/ACLP¶nin Protein Etkileúim A÷ÕnÕn Proteomik ve Biyoinformatik 

Yöntemlerle AraútÕrÕlmasÕ. Hacettepe Üniversitesi Sa÷lÕk Bilimleri Enstitüsü TÕbbi 

Biyoloji Yüksek Lisans Tezi, Ankara, 2020. H�cUe dÕúÕ PaWUikV (ECM) \aSÕVÕ h�cUeOeUi 

PekaQik kXYYeWOeUe kaUúÕ biU aUada WXWaUak dRkXOaUa \aSÕVaO deVWek ka]aQdÕUÕU. DRkX haVaUÕ 

VRQXcXQda ECM¶de baúWa kROajeQOeU ROPak �]eUe geUi d|Q�ú�ú�] \aSÕVaO SURWeiQ biUikiPi 

g|]OeQeQ SaWRORji fibUR]iV ROaUak iViPOeQdiUiOiU. FibUR]iViQ iVkeOeW kaVÕ Ye\a oeúiWOi di÷eU 

organlarda gerçekleúPeVi geUi d|Q�ú�PV�] iúOeY ka\bÕQa \RO aoPakWadÕU. FibUR]iV V�UeciQde 

g|UeY aOaQ d�]eQOe\ici SURWeiQOeUiQ a\dÕQOaWÕOPaVÕ, bX SaWRORjik V�UeciQ \aYaúOaWÕOPaVÕQa 

\|QeOik |QePOi hedefOeU RUWa\a kR\abiOece÷i d�ú�Q�OPekWediU. Adipocyte Enhencer Binding 

Protein 1 / Aortic Carboxypeptidase Like Protein (AEBP1/ACLP) PXWaV\RQOaUÕQÕQ insanlarda 

daha eVQek Ye haVaUa aoÕk ba÷ dRkXVX iOe kaUakWeUi]e EhOeUV-Danlos SeQdURPX iOe iOiúkiVi 

bXOXQPXú Ye bX SURWeiQiQiQ kROajeQ RUgaQi]aV\RQX iOe iOiúkiOi ROabiOece÷i d�ú�Q�OP�úW�U. 

H�cUe faUkOÕaúPaVÕ Ye fibUR]iV V�UeciQde ifadeViQiQ aUWWÕ÷Õ biOiQeQ AEBP1/ACLP¶QiQ ECM 

ROgXQOaúPaVÕ V�UeciQiQ biU d�]eQOe\iciVi ROabiOece÷i d�ú�Q�OPekWediU. øúOeYi WaP ROaUak 

biOiQPe\eQ AEBP1/ACLP SURWeiQiQ iúOeYVeO RUWakOÕkOaUÕ hakkÕQda biOgiOeU de VÕQÕUOÕdÕU. 

Protein-SURWeiQ eWkiOeúiPOeUiQiQ \�kVek |OoekOi geQRP biOiP aUaoOaUÕ Ye bi\RiQfRUPaWik 

aQaOi]OeUOe a\dÕQOaWÕOPaVÕ SURWeiQOeUe iúOeY aWfeWPek ioiQ |QePOi biU \akOaúÕPdÕU. BX We] 

oaOÕúPaVÕQda SURWeiQ-SURWeiQ eWkiOeúiPOeUiQiQ keúfi ioiQ kXOOaQÕOaQ ³Proximity-Proteomics´ 

WekQRORjiVi ioiQ geUekOi deQe\VeO aUaoOaUÕQ �UeWiOPeVi Ye bi\RiQfRUPaWik \|QWePOeUOe iVkeOeW 

kaVÕQa aiW WUaQVkUiSWRP Ye SURWeRm verilerinde AEBP1/ACLP proteinini ifadesine yönelik veri 

PadeQciOi÷i oaOÕúPaOaUÕQÕQ \aSÕOPaVÕ SOaQOaQPÕúWÕU. YaSÕOaQ oaOÕúPaOaU VRQXcXQda 

AEBP1/ACLP¶QiQ oeYUeViQdeki SURWeiQOeUe kiP\aVaO eWikeW ekOe\ebiOece÷i deQe\VeO aUaoOaU 

ha]ÕUOaQPÕúWÕU. Bi\RiQfRUPaWik analizlerle in vitro ve in vivo deneylerde matrizom 

SURWeiQOeUiQiQ ifadeVi WUaQVkUiSWRP Ye SURWeRP d�]e\OeUiQde iQceOeQPiúWiU. FaUkOÕ h�cUe 

gUXSOaUÕQda Ye dRkX haVaUOaUÕQda �UeWiOeQ PaWUi]RP, kROajeQOeU baúWa ROPak �]eUe 

kaUúÕOaúWÕUPaOÕ úekiOde aQaOi] ediOPiú, ifadeVi RUWak Ye a\UÕOaQ geQ OiVWeOeUi eOde ediOPiúWiU.  

Anahtar Kelimeler: AEBP1/ACLP, H�cUe DÕúÕ MaWUikV, FibUR]iV, PURWeRPikV, Bioinformatik 

BX We] kaSVaPÕQda \aSÕOaQ W�P oaOÕúPaOaU HaceWWeSe hQiYeUViWeVi BiOiPVeO AUaúWÕUPa PURjeOeUi 

KRRUdiQaV\RQ BiUiPi¶QiQ TAY-2018-17386 QXPaUaOÕ kaSVaPOÕ aUaúWÕUPa SURjeVi WaUafÕQdaQ 

deVWekOeQPiúWiU. 
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ABSTRACT 

 
Kiliç 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-

SURWeiQ iQWeUacWiRQV XViQg high WhURXghSXW WechQRORgieV Rf a SURWeiQ heOSV WR XQdeUVWaQd iW¶V 

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. GøRøù 

H�cUe dÕúÕ PaWUikV (Extracellular Matrix / ECM) dRkX VWURPaVÕQa fiziksel 

deVWek Va÷Oa\aUak dÕú eWPeQOeUdeQ kRUXPaVÕQÕQ \aQÕ VÕUa; dRkXQXQ ROXúXPX, 

faUkOÕOaúPa V�UeoOeUiQiQ d�]eQOeQPeVi Ye hRPeRVWaViVin idamesinde biyokimyasal ve 

\aSÕVaO ROaUak g|UeY aOÕU (1). Fi]\RORjik kRúXOOaUda ECM; kROajeQOeU, eOaVWiQOeU, 

fibronekWiQOeU Ye OaPiQOeU gibi SURWeiQ \aSÕOaUÕ Ye gOikR]aPiQRgOikaQ¶OaUÕQ (GAG) 

SURWeiQOeUe ekOeQdi÷i SURWeRgOikaQ \aSÕOaUÕ iOe kXUXOXU. BX \aSÕVaO eOePaQOaUdaQ ROXúaQ 

Va÷OÕkOÕ biU ECM h�cUeOeUe Va÷OadÕ÷Õ PekaQik deVWekOe dRkX b�W�QO�÷�Q�Q fi]ikVeO 

kuvvetler kaUúÕVÕQda kRUXQPaVÕQÕ Va÷OaU (2). DRkXOaUÕQ Ye RUgaQOaUÕQ fRQkVi\RQOaUÕQÕ 

\eUiQe geWiUPeOeUiQde ECM \aSÕVÕQÕQ b�W�QO�÷� kadaU eVQekOi÷iQe de ihWi\ao 

dX\XOPakWadÕU. 

DRkXOaUda ROXúaQ kURQik haVaU iOe biUOikWe, ROXúaQ haVaUÕQ WaPiUi V�UeciQde 

ECM eOePaQOaUÕQÕQ VeQWe]iQiQ aUWPaVÕ Ye bX SURWeiQOeUiQiQ geUi d|Q�ú�PV�] biU 

biUikiPi VRQXcX dRkXQXQ fi]\RORjik kRúXOOaUOa kaUúÕOaúWÕUÕOdÕ÷ÕQda, eVQekOi÷iQi 

kaybetmesi fibrozis olarak isimlendirilir (3±5). ECM eOePaQOaUÕQÕQ geUi d|Q�ú�PV�] 

bir biçimde birikmesi vücuWWaki faUkOÕ dRkXOaUda, \aúaPÕ WehdiW edeQ bR\XWOaUa 

geOebiOiU. Akci÷eUde g|U�OeQ idiRSaWik SXOPRQeU fibUR]iV, b|bUekWe g|U�OeQ 

tubulointerstisyel renal fibrozis organ yetmezliklerine ve ölüme neden olabilmektedir 

(3,6). BiUoRk faUkOÕ dRkXda g|U�OebiOeQ fibUR]iViQ RUWak QRkWaVÕ iVe kROajeQ biUikiPidiU. 

g]eOOikOe beOiUOi kROajeQ aOW WiSOeUiQiQ biUikiPi dRkXda geUi d|Q�úV�] iúOeY ka\bÕQa \RO 

açar (4). 

FibUR]iV V�UeciQde \aSÕVaO SURWeiQOeUiQ d�]eQOeQPeVi ECM¶\e VaOÕQaQ eQ]iPOeU 

aUacÕOÕ÷Õ iOe ROXU(4,7). BX eQ]iPOeU \aSÕVaO SURWeiQOeUiQ kÕUSÕOPaVÕ (peptidase) veya 

biUbiUOeUiQe ba÷OaQPaVÕ (cross-linking) görevlerini yerine getirir. Fibrozis sürecinde 

ifade Ye akWiYiWe aUWÕúÕ VeUgiOe\eUek ECM¶iQ yeniden organize edilmesinde görev alan 

düzenleyici proteinlerin ilaç hedefi olabilecekleri öngörülmektedir (7).  

BX We] oaOÕúPaVÕQÕQ Rda÷ÕQda bXOXQaQ AEBP1/ACLP¶QiQ ECM ROgXQOaúPaVÕ 

Ye fibUR]iV iOe iOiúkiOi ROdX÷X bilinmektedir (8±10). ACLP proteini N-terminalinde 

bXOXQdXUdX÷X ViQ\aO SeSWid di]iVi, diVkRdiQ beQ]eUi kÕVÕP (DLD) Ye C-terminalinde 

bXOXQdXUdX÷X kaUbRkViSeSWida] hRPRORjiVi g|VWeUeQ Carboxypeptidase Like Domain 
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(CLD) içeren 1158 aPiQR aViWWeQ ROXúXU (11). daOÕúPa gUXbXPX] WaUafÕQdaQ, iVkeOeW 

kaVÕ fibUR]iVi iOe iOiúkiOeQdiUiOPiú ROaQ ACLP¶QiQ iVkeOeW kaVÕQda Pi\RbOaVWOaUÕQ 

P\RW�SOeUe d|Q�ú�P� VÕUaVÕQda RUWaPa VaOgÕOaQdÕ÷Õ g|VWeUiOPiúWiU (12). Myotüp 

ROXúXPXQXQ WaPaPOaQPaVÕ VRQUaVÕ, ACLP ifadeVi |QePOi |Oo�de a]aOPakWadÕU 

(13,14). Morfogeneze eúOik edeQ ECM ROgXQOaúPaVÕ V�Ueci Ye SaWRORjik fibUR]iV 

geOiúiPi iOe ACLP ifadeVi aUWÕú g|VWeUPekWediU. ACLP PXWaV\RQOaUÕ, iQVaQOaUda ba÷ 

dRkXVX eVQekOi÷i iOe kaUakWeUi]e EhOeUV-DaQORV VeQdURPX iOe iOiúkiOeQdiUiOPiúWiU (15±

18). AEBP1/ACLP genindeki mutasyonlar sonucunda kolajen organizasyonunun 

WaPaPOaQaPadÕ÷Õ VaSWaQPÕúWÕU (16). ùiPdi\e dek \aSÕOaQ oaOÕúPaOaU ACLP 

SURWeiQiQiQ g|UeY aOdÕ÷Õ V�UeoOeUi WaQÕPOaPakOa biUOikWe bX SURWeiQiQ iúOeYi 

bilinmemektedir. 

BiU SURWeiQiQ iúOeYOeUiQi WaQÕPOaPa V�UeciQde, eWkiOeúWi÷i SURWeiQ SaUWQeUOeUiQiQ 

beOiUOeQPeVi g|UeY aOdÕ÷Õ V�Ueo Ye \ROakOaUÕQ a\dÕQOaWÕOPaVÕQda \aUdÕPcÕ ROPakWadÕU. 

ùiPdi\e dek, ACLP SURWeiQiQe iOiúkiQ dR÷UXdaQ kXUXOPXú biU eWkiOeúiP YeUiVi \RkWXU. 

YaSÕOaQ oaOÕúPaOaU ACLP¶QiQ ekVSRUW ViQ\aOiQiQ YaUOÕ÷ÕQÕ Ye ECM SURWeiQi ROdX÷XQX 

deVWekOeU bXOgXOaU YeUPeViQe Ua÷PeQ, iúOeYi hakkÕQda biOgi YeUPePiúWiU (8,11,16). 

PURWeiQOeUiQ eWkiOeúiP SaUWQeUOeUiQi bXOPak adÕQa \aSÕOaQ WaQÕPOa\ÕcÕ 

oaOÕúPaOaU k�WOe VSekWURPeWUeVi iOe hÕ] ka]aQPÕúWÕU. Ada\ SURWeiQOeUiQ hedefOi biU deQe\ 

WaVaUÕPÕQda aQWikRUOaU \aUdÕPÕ\Oa Wek Wek iQceOeQPeVi \eUiQe h�crenin belirli bir 

dXUXPdaki WRSOaP SURWeiQ ifadeViQiQ b�W�Qc�O ROaUak iQceOeQdi÷i SURWeRPikV \|QWePi 

bX WekQRORji Va\eViQde X\gXOaPa\a geoPiúWiU. GeoPiú \ÕOOaUda VaQWUaO dRgPaQÕQ iOk iki 

eOePaQÕ ROaQ Q�kOeik aViWOeUe aiW geQRPik Ye WUaQVkUiSWRPik \akOaúÕPOaU \aúaPa daiU 

biOgi ediQPe hÕ]ÕPÕ]Õ |QePOi |Oo�de aUWWÕUPÕúWÕU. Y�kVek |OoekOi SURWeRPik 

\akOaúÕPOaUOa biUOikWe h�cUede Qihai ROaUak iúOeY g|UeQ bi\RPROek�O ROaQ SURWeiQOeU 

b�W�Qc�O biU \akOaúÕPOa WaQÕPOaQabiOPekWediU.  

BX We] oaOÕúPaVÕQda, AEBP1/ACLP¶QiQ iúOeYOeUiQiQ a\dÕQOaWÕOPaVÕ aPacÕ\Oa; 

ÕVOak OabRUaWXYaU oaOÕúPaOaUÕ\Oa SURWeRPik teknolojilerinden olan proximity-

proteomics ioiQ geUekOi deQe\VeO geUeoOeUiQ ha]ÕUOaQPaVÕ, in silico analizlerle 

transkriptom ve proteom veri setlerinide fizyolojik ve patolojik kRúXOOaUda ECM 

de÷iúiPiQiQ iQceOeQPeVi aPaoOaQPÕúWÕU.   
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2. GENEL BøLGøLER 

2.1 Hücre DÕúÕ Matriksin Özellikleri  

H�cUe dÕúÕ PaWUikV, (Extracellular matrix, ECM) hücreleri proteinler ve 

SURWeiQOeUe ba÷OÕ SROiVakkaUiWOeUOe oeYUe\eUek h�cUeOeUiQ dRkXOaUÕ ROXúWXUPaVÕQÕ Va÷OaU. 

ECM¶i ROXúWXUaQ bX SURWeiQOeU a\QÕ ]aPaQda h�cUe dÕúÕQda VX WXWXOPaVÕQÕ Va÷OaU. 

H�cUe dÕúÕ PaWUikV \aSÕVÕQÕQ ioeUdi÷i SURWeiQOeUiQ Ye gOikRSURWeiQOeUiQ oeúiWOeUi Ye VX 

WXWPa kaSaViWeVi dRkXQXQ ihWi\aoOaUÕQa g|Ue faUkOÕOÕk g|VWeUiU. FaUkOÕ dRkXOaUda 

SURWeiQOeU Ye gOikRSURWeiQOeU dÕú kXYYeWOeUe kaUúÕ h�cUeOeUi biU aUada WXWacak kadaU 

g�oO� Ye dRkXQXQ iúOeYOeUiQi \eUiQe geWiUebiOPeViQe \eWecek kadaU eVQek ROPaOÕdÕU 

(19). DRkXOaUda, h�cUeOeUe Va÷OadÕ÷Õ \aSÕVaO deVWe÷iQ \aQÕ VÕUa ECM; h�cUeOeUiQ 

WXWXQPaVÕ Ye g|o edebiOPeVi ioiQ iVkeOe ROXúXPX, b�\�Pe Ye faUkOÕOaúPa ViQ\aOOeUiQiQ 

iOeWiPi gibi WePeO \aúaPVaO ROa\OaUÕQ geUoekOeúPeVi ioiQ de |QePOi g|UeYOeU 

üstlenmektedir (20).  

ùekil 2.1. MaWUi]RP \aSÕVÕ Ye eOePaQOaUÕ (21). 

ECM SURWeiQOeUi geoPiúWe \aSÕOaUÕQa g|Ue (22), protein ya da proteoglikanlar  

(23), kolajenler ve kolajen olmayanlar (24) gibi \aSÕVaO |]eOOikOeUiQe g|Ue 

VÕQÕfOaQdÕUÕOPa\a oaOÕúÕOPÕúWÕU. G�Q�P�]de daha kaSVaPOÕ biU VÕQÕfOaPa iOe bX 
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\akOaúÕP WeUk ediOPiú,  \aSÕVaO ROPa\aQ, d�]eQOe\ici UROOeUi ROaQ, ViQ\aO iOeWiPiQde 

g|UeY aOaQ Ye heQ�] g|UeYi WaP ROaUak a\dÕQOaWÕOaPaPÕú fakaW ECM SURWeiQi ROdX÷X 

biOiQeQ \aSÕOaU da ECM SURWeiQOeUi iOe biUOikWe VÕQÕfOaQdÕUÕOPa\a dahiO ediOPekWediU. 

2016 \ÕOÕQda \aSÕOaQ biU oaOÕúPada (21), 1037 genden sentezlenen ECM proteinleri 

matrisome ismi ile genel olarak isimlendirilip temelde core matrisome (temel 

matrizom) ve matrisome associated proteins (PaWUi]RP iOiúkiOi SURWeiQOeU) ROaUak 

VÕQÕfOaQdÕUÕOPÕúWÕU.  

2.1.1 Temel Matrizom (Core Matrisome) 

TePeO PaWUi]RP \aSÕVÕQda bXOXQaQ eOePaQOaU h�cUeOeUe \aSÕVaO deVWek 

Va÷Oa\aQ PakURPROek�OOeUi ioeUPekWediU. TePeO PaWUi]RP \aSÕVÕQda ECM¶iQ \aSÕVaO 

SURWeiQOeUi 3 aOW baúOÕkWa iQceOeQebiOiU: 1. kROajeQOeU, 2. SURWeRgOikaQOaU, 3. ECM 

gOikRSURWeiQOeUi. TePeO PaWUi]RP, OiWeUaW�Ude a\UÕPÕ \aSÕOPÕú \aSÕVaO SURWeiQOeUiQ 

WaPaPÕQÕ ioeUPekWediU.  

YaSÕVaO deVWek SURWeiQOeUiQi ioiQde iOk VÕUada geOeQ kROajeQOeU, keúif VÕUaOaUÕQa 

g|Ue RRPa UakaPOaUÕ iOe iViPOeQdiUiOPiú 28 aOW WiSi ioeUPekWediU. BX SROiSeSWidOeUi 

kRdOa\aQ 45 faUkOÕ geQ ROdX÷X biOiQPekWediU (25). KROajeQOeUiQ RUWak |]eOOi÷i aOfa 

heliks sekRQdeU \aSÕOaUÕQÕQ ROXúWXUdX÷X 3¶O� heOikV WeUVi\eU \aSÕVÕ ROXúWXUPaOaUÕ Ye 

Gly-Pro-X \aQi gOiViQ Ye SUROiQ aPiQR aViWi WekUaUOaUÕ ioeUPeOeUidiU (24). Kolajenler 

bXOXQdXkOaUÕ kRQXPOaUa g|Ue; fibUiOeU, fibUiOeU iOe iOiúkiOi (FACIT), bazal membran 

iOiúkiOi, X]XQ ]iQciUOi, fiOePeQW|], kÕVa ]iQciUOi, PXOWiSOekViQOeU Ye PePbUaQ iOiúkiOi 

(MACIT) ROaUak VÕQÕfOaQdÕUÕOPÕúWÕU. FaUkOÕ dRkXOaUda, dRkXQXQ ihWi\aoOaUÕQa cevap 

ROacak úekiOde faUkOÕ aOW WiS kROajeQOeU VeQWe]OeQiU. KePik \aSÕVÕQÕQ %80¶iQdeQ fa]OaVÕ 

tip-I kROajeQ¶deQ ROXúXUkeQ, ekOeP \aSÕVÕQda bX RUaQ %50¶\e d�úPekWediU (19). YaSÕ 

iWibaUi\Oe ECM¶deQ ]eQgiQ dRkXOaUdaQ ROaQ iVkeOeW kaVÕQÕQ kXUX a÷ÕUOÕ÷ÕQÕQ %10 kadaUÕ 

kROajeQOeUdeQ ROXúPakWadÕU (26). øVkeOeW kaVÕQda kROajeQ WiS I, III, IV, V, VI, XII, XIII, 

XIV, XV, XVIII, XXII görülmektedir. Fibriler tip oOaQ I Ye III \akOaúÕk ROaUak eúiW 

PikWaUda bXOXQaUak iVkeOeW kaVÕ kROajeQOeUiQiQ %75¶iQi ROXúWXUPakWadÕU (19,27).  

PURWeRgOikaQOaU, \R÷XQ ROaUak gOikR]aPiQRgOikaQ (GAG) ekOeQPiú, geQeOOikOe 

h�cUe \�]e\iQe WakÕOÕ biU úekiOde bXOXQaQ SURWeiQ \aSÕOaUÕdÕU. GAG \aSÕOaUÕ geQeOOikOe 

daOOaQPa ioeUPe\eQ, WekUaUOÕ diVakkaUiW \aSÕOaUÕQdaQ ROXúan uzun polisakkarit 
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]iQciUOeUidiU. PURWeRgOikaQ \aSÕOaUÕ iVkeOeW kaVÕ Ye kePikWe gOikR]iO gUXSOaUÕ ekOeQPiú 

\aSÕOaUÕQ kXUXOPaVÕ ioiQ geUekOidiU. øVkeOeW kaVÕQda ECM \aSÕVÕQÕQ |QePOi biU kÕVPÕQÕ 

özellikle dekorin, biglikan gibi Small Leucine Rich Proteoglycans (SLRPs) (çok 

PikWaUda O|ViQ aPiQR aViWiQi ioeUeQ) k�o�k SURWeRgOikaQOaU ROXúWXUXU (28).  

PURWeRgOikaQOaUÕQ g|UeYi \aSÕVaO deVWekOe VÕQÕUOÕ kaOPa]. gUQek ROaUak beWagOikaQ biU 

Transforming Growth Factor-Beta III (TGFBR3) UeVeSW|U� ROaUak iúOeY g|U�U (29,30). 

PURWeRgOikaQ \aSÕOaUÕQa gOikR]iO gUXSOaUÕ ekOe\eQ eQ]iPOeUde Pe\daQa geOeQ 

PXWaV\RQOaU, ECM¶iQ \aSÕ d�]eQiQiQ bR]XOdX÷X, aúÕUÕ eOaVWik ciOW iOe karakterize 

Ehlers-DaQORV SeQdURPX (EDS) iOe iOiúkiOeQdiUiOPiúWiU (31).  

Kolajen olmayan glikoproteinler, hücre yüzeyinde bulunan; hücrenin bölünme 

faUkOÕOaúPa, g|o, h�cUe-h�cUe eWkiOeúiPi gibi WePeO iúOeYOeUi geUoekOeúWiUeQ iQWegUiQOeU 

gibi SURWeiQ \aSÕOaUÕ iOe eWkiOeúeQ kÕVÕPOaUÕ ioeUPekWediU. H�cUeOeUiQ dRkX iOe fi]ikVeO 

ba÷ÕQÕ Va÷OaPaVÕQÕQ \aQÕ VÕUa ViQ\aO iOeWiPiQde de g|UeY aOÕU. øoeUdikOeUi AUg-Gly-Asp 

(RDG) WekUaUOaUÕ iOe ROXúWXUdXkOaUÕ hidURfRbik ORRS \aSÕOaUÕ gOikRSURWeiQOeUiQiQ iúOeYVeO 

kÕVÕPOaUÕQÕ ROXúWXUXU. LaPiQiQ WUiPeUOeUi Ye fibURQekWiQ diPeUOeUi bX \aSÕOaU aUaVÕQda 

tüm dokularda ve özellikle iskeleW kaVÕQda eQ oRk bXOXQaQ Ye eQ oRk iúOeY g|UeQ 

\aSÕOaUdÕU (20). Laminin heterotrimerlerinden Laminin-211 (Merosin) iskeOeW kaVÕQda 

bazal membrana özgüldür (32). 

2.1.2 Matrizom øliúkili Proteinler (Matrisome-Associated Proteins)  

MaWUi]RP iOiúkiOi SURWeiQOeU keQdi aUaOaUÕQda 3 aOW baúOÕkWa gUXSOaQPakWadÕU: 1. 

SaOgÕOaQaQ fakW|UOeU, 2. ECM d�]eQOe\iciOeUi, 3. ECM ba÷OaQWÕOÕ proteinler. 

ECM \aSÕVÕQda kROajeQ ROaQ Ye\a kROajeQ ROPa\aQ gOikRSURWeiQOeUiQ 

ROXúWXUdX÷X core matrisome \aSÕVÕQÕQ kXUXOPaVÕQda ECM d�]eQOe\iciOeUi g|UeY aOÕU. 

BX d�]eQOe\ici SURWeiQOeU; ECM¶iQ \aSÕVaO deVWe÷iQi Va÷Oa\aQ core matrisome 

eOePaQOaUÕQÕQ SURWeiQ VeQWe]i VRQUaVÕ ROgXQOaúPaVÕQda, ROgXQOaúaQ SURWeiQOeUiQ 

biUbiUOeUiQe kRYaOeQW biU úekiOde ba÷OaQPaVÕQda Ye kÕUSÕOPaVÕQda, g|Uev alan proteaz 

iúOeYiQde eQ]iPOeUdiU. ECM \aSÕVÕQÕQ kXUXOPaVÕQda |QePOi g|UeY aOaQ SURWea]OaU 3 

temel grupta incelenebilir; 1. Çinko metalloproteinazlar, 2. Sistein ve aspartat 

proteinazlar, 3. Serin proteinazlar (33).  
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Çinko metalloproteinazlar ailesi matriks metalloproteinazlar (MMPs), A 

Disintegrin and Metalloprotease (ADAMs) ve A Disintegrin and Metalloprotease 

With Thrombospondin Motifs (ADAMTS)¶OeUdeQ ROXúPakWadÕU. øQVaQOaUda WaPaPÕ 

eQdRSeSWida] iúOeYi g|UeQ 23 faUkOÕ MMP bXOXQXU. MMP¶OeU N-terminal sinyal dizisi, 

biU SURSeSWid, kaWaOiWik kÕVÕP Ye oiQkR ba÷Oa\aQ kÕVÕP bXOXQdXUXU. MMP¶OeU ECM¶e 

dR÷UXdaQ VaOÕQabiOiQece÷i gibi h�cUe \�]e\iQe de WXWXQPXú biU úekiOde bXOXQabiOiU. 

MMP¶OeU kROajeQOeUiQ kÕUSÕOPaVÕQda g|UeY aOÕUkeQ MMP-2, Pro-collagen C-

proteinase enhancer-1 (PCOLCE) geninin proteinini C-WeUPiQaOiQdeQ kÕUSaUak 

ROgXQOaúWÕUÕU. MMP-2 a\QÕ ]aPaQda ECM¶de jeOVi \aSÕdaki kROajeQ IV, V Ye eOaVWiQi 

SaUoaOadÕ÷Õ ioiQ geOaWiQaVe A, Ye Paj|U MMP¶OeUdeQ ROaQ MMP-9 gelatinase B olarak 

iViPOeQdiUiOPiúWiU. KROajeQ Ye kROajeQ ROgXQOaúPaVÕQda g|UeY aOaQ SURWeiQOeUe ek 

olarak, tropoelastin MMP-12, osteopontin MMP-2-3-7-9 gibi önemli ECM proteinleri 

MMP¶OeUce kÕUSÕOabiOiU (34).    

ADAM Ye ADAMTS ROXúWXUdX÷X adaPaO\ViQ aiOeVi h�cUe ]aUÕQda \eUOeúiPOi 

SURWeiQa]OaUÕ ioeUiU. 22 geQdeQ ROXúaQ ADAM¶OaUÕQ \aOQÕ] 12¶Vi akWif SURWea] iúOeYi 

görmektedir. ADAM-9/10/17 kROajeQ ROgXQOaúPaVÕQda g|UeY aOÕUkeQ, ADAMTS-

1/4/5 gibi ADAMTS¶OeU SURWeRgOikaQOaUÕ Ye ADAMTS-2/3/5 ise prokolajen-I/III gibi 

Paj|U kROajeQOeUi ROgXQOaúWÕUabiOiU. 

Adamalysin ailesine ek olarak astacin PeWaOORSURWea] aiOeVi 6 �\edeQ ROXúXU. 

Bone Morphonegic Protein 1 (BMP1) Ye VSOiciQg YaU\aQWÕ ROaQ mamallian Tolloid 

(mTLD) ve benzeri bir protein olan (mTLL1) prokolajenleri C-WeUPiQaOiQdeQ kÕUSaUak 

ROgXQOaúWÕUÕU.  

11 faUkOÕ geQdeQ ROXúaQ Cathepsin gen ailesi (B,C,F,H,K,L,O,S,V,X,W) sistein 

Ye aVSaUWaW SURWeiQa]OaUÕ ROXúWXUXU. Li]R]RPOaUda bXOXQaQ kaWeSViQOeU ECM¶e 

VaOÕQdÕkOaUÕQda ECM \aSÕVÕQÕQ úekiOOeQPeViQe kaWkÕda bXOXQXU. Cathepsin B dR÷UXdaQ 

kolajen-XVIII �]eUiQe eWki edebiOece÷i gibi, Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 

(TIMP)¶OeUi iQakYiWe edeUek RUWaPdaki MMP akWiYiWeViQiQ Ye ROgXQ kROajeQ PikWaUÕQÕQ 

aUWPaVÕQÕ Va÷OaU. 

ECM temel matrizom eOePaQOaUÕ ECM d�]eQOe\ici eOePaQOaUÕ Va\eViQde 

ROgXQOaúWÕUÕOÕUkeQ, ECM¶e VaOÕQaQ VaOgÕ fakW|UOeUi Ye ViQ\aO PROek�OOeUi heP ECM core 
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matrisome heP de ECM Ueg�OaW|U eOePaQOaUÕQÕQ Qe kadaU �UeWiOece÷iQi beOiUOeU. ECM 

\aSÕVÕQÕQ �UeWiPiQi kRQWURO edeQ ViQ\aO PROek�OOeUi aUaVÕQda TGF-ß, CTGF, Wnt 

\ROa÷Õ, vascular endotelial growth factor (VEFG), epidermal growth factor (EGF) ve 

fibroblast growth factor (FGF) bXOXQPakWadÕU (5). VEGF Ye FGF ECM¶e 

VaOgÕOaQdÕkWaQ VRQUa heSaUaQ V�OfaW ioeUeQ SURWeRgOikaQOaU WaUafÕQdaQ WXWXOXU Ye ECM 

ioiQde deSROaQPÕú ROXU. BX b�\�Pe fakW|UOeUiQiQ, heSeUaQa] gibi eQ]iPOeUce keViOeUek 

ECM¶deQ a\ÕUPaVÕ\Oa o|]�QebiOiU haOe geWiUiOeQ faktörler sinyal iletimi görevini 

baúOaWabiOPe \eWeQe÷i ka]aQÕU (35). Hücrelerden Latency Associated Peptide (LAP) 

ROaUak ECM¶e VaOgÕOaQaQ TGF-�, h�cUe dÕúÕQda Latent TGF-ß Binding Protein 

(LTBP)¶OeUce ECM \aSÕVÕQÕQ ioeUiViQde WXWXOXU. ECM \aSÕVÕQÕQ bR]XOPaVÕ iOe geOiúeQ 

iQfOaPaV\RQ VRQXcXQda ECM¶de bXOXQaQ SURWea]OaUOa kÕUSÕOaUak akWiYe ediOeQ TGF-ß, 

UeVeSW|UOeUiQe ba÷OaQaUak SMAD2-3 µ�Q fRVfRUiOe ROPaVÕQÕ Ye oekiUdek ioiQe giUPeViQi 

Va÷OaU. OOXúaQ SMAD 2-3-4 kRPSOekV \aSÕVÕ ECM \aSÕVÕQda |QePOi g|UeYOeU aOan 

COL1A1, COL3A1, TIMP1 gibi geQOeUiQ WUaQVkUiSV\RQXQX baúOaWÕU (7). ECM 

SURWeiQOeUiQiQ fi]\RORjik kRúXOOaUda, dRkXOaUÕQ ROXúXPX VÕUaVÕQda RUWaPa VaOÕQaQ 

büyüme faktörleri hücrelerin ECM proteinlerini üretmeleri için gereken süreçleri 

baúOaWÕU. ECM \aSÕVÕQÕQ Va÷OÕkOÕ biU úekiOde kXUXOPaVÕ\Oa, TGF-ß, FGF, VEGF gibi 

|QePOi b�\�Pe fakW|UOeUi ECM \aSÕVÕ ioiQde haSVediOiU Ye VeVVi] biU úekiOde bekOeWiOiU. 

DRkXda Pe\daQa geOeQ haVaUOaUOa biUOikWe, ECM \aSÕVÕQÕQ WaPiUiQde bX b�\�Pe 

faktörleri yeniden akWiYe ediOiU Ye ViQ\aO iOeWiPi V�Ueci baúOaU.  

2.1.3 AEBP1/ACLP¶nin Matrizomdaki Yeri ve Önemi 

YaSÕOaQ oaOÕúPaOaUca ECM \aSÕVÕQa kaWÕOdÕ÷Õ biOiQeQ Ye kROajeQce ]eQgiQ 

bölgelerde görülen (8,9) Adipocyte Enhencer Binding Protein 1 / Aortic 

Carboxypeptidase Like Protein AEBP1/ACLP N-WeUPiQaOiQde ioeUdi÷i 

WhURPbRVSRQdiQ WekUaUOaUÕ,  kROajeQ ba÷OaPa |]eOOi÷iQe VahiS diVkRdiQ b|OgeVi Ye 

iQakWif ROdX÷X |Qe V�U�OeQ PeWaOORSURWeiQa] kÕVPÕQdaQ ROXúXU (16). øVkeOeW kaVÕQda 

PRUfRgeQe]Oe biUOikWe ECM \aSÕVÕ kXUXOXPX VÕUaVÕQda ACLP ifadeViQiQ aUWWÕ÷Õ, 

Pi\RbOaVWOaUÕQ Pi\RW�SOeUe faUkOÕOaúPaVÕ VRQUaVÕ ifadeQiQ a]aOdÕ÷Õ g|U�OP�úW�U. BX 

g|]OePOeUe SaUaOeO ROaUak ECM \aSÕVÕQdaki haVaU VRQXcXQda geUi d|Q�úV�] ECM 

biUikiPi g|U�OeQ fibUR]iV SaWRORjiViQde de ACLP¶QiQ ifadeViQiQ aUWWÕ÷Õ, akXW iVkeOeW kaVÕ 

haVaU WaPiUi V�UeciQiQ WaPaPOaQPaVÕ\Oa ACLP ifadeViQiQ a]aOdÕ÷Õ biOiQPekWediU.  
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Bu in vitro g|]OePOeUe ek ROaUak geQeWi÷i de÷iúWiUiOPiú faUe PRdeOOeUiQde 

AEBP1 -/- faUeOeUiQ kaUÕQ |Q dXYaUÕQÕQ kaSaQPaPÕú biU úekiOde dR÷dX÷X g|]OeQPiúWiU 

(9). øQVaQOaUda iVe AEBP1 geQiQde g|U�OeQ YaU\aV\RQOaUÕQ RWR]RPaO UeVeVif kaOÕWÕP 

PRdeOi iOe akWaUÕOaUak EhOeUV-DaQORV SeQdURPX¶QXQ (EDS) kOaVik beQ]eUi WiS 2 iOe 

iOiúkiOi ROdX÷X g|]OePOeQPiúWiU (MIM: 618000) (15,17,18). Ehlers-Danlos Sendromu; 

ba÷ dRkXda, ekOePOeUde, WeQdRQOaUda Ye daPaUOaUda oabXk \aUaOaQPaOaUÕQ 

g|U�OPeVi\Oe Ye bX dRkXOaUÕQ Va÷OÕkOÕ biUe\OeUdeki dRkXOaUa kÕ\aVOa daha eVQek 

ROPaVÕ\Oa kaUakWeUi]ediU. TePeO PaWUi]RP SURWeiQOeUiQdeQ ROaQ COL3A1¶de g|U�OeQ 

YaU\aV\RQOaU RWR]RPaO dRPiQaQW kaOÕWÕOaUak YaVk�OeU WiS EDS¶\e (MIM:130050), 

COL5A1¶de g|U�OeQ YaU\aV\RQOaU iVe RWR]RPaO dRPiQaQW kaOÕWÕP PRdeOi\Oe kaOÕWÕOaUak 

klasik EDS-I iOe iOiúkiOeQdiUiOPiúWiU(MIM:130000)(18,36). (15±17,37). Bir ECM 

d�]eQOe\iciVi ROaQ Ye kROajeQOeUiQ eQ]iPaWik ROaUak ROgXQOaúPaVÕQda g|UeY aOaQ 

Tenascin-XB geninde (TNXB) görülen varyasonlar ise otozomal reseVif kaOÕWÕP 

PRdeOi\Oe akWaUÕOaUak kOaVik beQ]eUi EDS ROaUak iViPOeQdiUOeQ WiS iOe 

iOiúkiOeQdiUiOPiúWiU (MIM:606408) (31,38). Bu mutasyon sonucunda kolajen 

RUgaQi]aV\RQXQXQ dR÷UX biU úekiOde kXUXOaPadÕ÷Õ g|]OeQPekWediU. BX g|]Oemler, EDS 

iOe iOiúkiOeQdiUiOPiú ROaQ AEBP1 geninden üretilen ACLP proteininin de kolajen 

RUgaQi]aV\RQX Ye ECM \aSÕVÕQÕQ kXUXOPaVÕ iOe iOgiOi g|UeYOeU aOabiOece÷iQi 

d�ú�Qd�UPekWediU (15,17). 3 bR\XWOX \aSÕVÕ biOiQPe\eQ ACLP SURWeiQiQiQ, diVkRdiQ 

bölgesi reseptörü (Discodin Domain Receptor) iOe \aSÕOaQ hRPRORji PRdeOOePe 

oaOÕúPaVÕ ACLP SURWeiQiQiQ kolajen I homoWUiPeU \aSÕVÕ iOe eWkiOeúebiOe÷iQi 

g|VWeUPiúWiU(16).  

YakÕQ ]aPaQda ACLP SURWeiQi �]eUiQe \a\ÕPOaQPÕú ROaQ oaOÕúPada, h�cUe dÕúÕ 

VaOÕQÕPÕ V�UeciQde gOikR]iOOeQdi÷i WahPiQ ediOeQ ACLP¶QiQ AVS-519 ve Asp-913 

amino asittlerinden glikozil gUXbX WakÕOabiOece÷i Ye bX gOikR]iO ekOeQPe iúOePiQiQ 

geUoekOeúPePeVi dXUXPXQda ACLP¶QiQ h�cUeQiQ dÕúÕQa oÕkaPadÕ÷Õ g|VWeUiOPiúWiU 

(16). 
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ùekil 2.2. ACLP proteininin Discodin Domain Receptor (DDR) üzerinden homoloji 

PRdeOOePe oaOÕúPaVÕ (16). 

BiU ECM SURWeiQi ROaQ ACLP¶QiQ, fi]\RORjik \a da SaWRORjik ECM ROXúXPX 

V�UeoOeUiQde ifadeViQiQ aUWWÕ÷Õ, d�] kaV Ye iVkeOeW kaVÕQda ECM¶iQ kXUXOPaVÕQda Ye 

\eQideQ d�]eQOeQPeViQde g|UeY aOdÕ÷Õ g|]OePOeQPiúWiU(8,9,12). BX g|]OePOeU ÕúÕ÷ÕQda 

iúOeYi heQ�] a\dÕQOaWÕOaPaPÕú ROaQ ACLP SURWeiQiQiQ iúOeYOeUiQi WaQÕPOaPak aPacÕ\Oa 

ECM¶deQ Ye |]eOOikOe kROajeQdeQ ]eQgiQ biU dRkX ROaQ iVkeOeW kaVÕ Ye iOiúkiOi ECM 

\aSÕOaUÕ geoeUOi biU PRdeO ROPa |]eOOi÷i g|VWeUPekWediU. 

2.2 øskelet KasÕ ECM YapÕsÕ ve Özellikleri 

øQVaQOaUda Y�cXW k�WOeViQiQ eUkekOeUde %40¶Õ, kadÕQOaUda %30¶X iVkeOeW 

kaVÕQdaQ ROXúPakWadÕU (27). øVkeOeW kaVÕQÕQ WePeO g|UeYi dik biU SRVW�U Ye haUekeWi 

Va÷OaPakWÕU. øVkeOeW kaVÕ, kaV OifOeUiQiQ |Qc�OOeUi ROaQ Wek oekiUdekOi Pi\RbOaVW 

hücrelerinin f�]\RQ iOe biUOeúeUek Pi\RW�SOeUe d|Q�úPeVi (Pi\RgeQe]) iOe ROXúXU. 

Mi\RgeQe] V�UeciQce Wek oekiUdekOi, kaV |Qc�O� ROaQ h�cUeOeUiQ biU kÕVPÕ f�]\RQ 

geUoekOeúWiUPedeQ VaUkROePa Ye ba]aO PePbUaQ aUaVÕQa \eUOeúiU. MiWRWik ROaUak VeVVi] 
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olan bu hücreler satellit hücre (satellite cells) olarak isimlendirilir. Somatik kök hücre 

|]eOOi÷i ioeUeQ VaWeOOiW h�cUeOeU eUiúkiQde kaV haVaU WaPiUi Ye idaPeViQdeQ VRUXPOXdXU 

(39).  

øVkeOeW kaVÕQda bXOXQaQ kaV OifOeUi biU aUada WXWXOaUak kaV dePeWi haOiQi aOÕU. 

V�cXda Va÷OadÕ÷Õ bX fi]ikVeO deVWek Ye haUekeW V�UeoOeUi ioiQ geUekOi da\aQÕkOÕOÕ÷ÕQ 

Va÷OaQPaVÕ ioiQ iVkeOeW kaVÕQda kaV dePeWOeUiQiQ eWUafÕ \R÷XQ biU ECM \aSÕVÕ iOe 

çevrilidir. øVkeOeW kaVÕ OifOeUiQiQ eWUafÕQÕ oeYiUeQ ECM \aSÕVÕ �o Wabaka úekOiQde 

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

 

 

ùekil 2.3. øVkeOeW kaVÕ \aSÕVÕ.(BX úekiO Servier Medical Art Commons Attribution 3.0 

Unported License aUacÕOÕ÷Õ\Oa \aSÕOPÕúWÕU (http://smart.servier.com.) 

EQdRPiV\XP \aSÕVÕ iVkeOeW kaV OifOeUiQi oeYUeOe\eQ iQce biU ba÷ dRkXVXdXU. dRk 

oekiUdekOi Pi\RW�S \aSÕVÕQÕQ PePbUaQÕ ROaQ VaUkROePPa iOe WePaV haOiQdediU. KaV 

dePeWOeUiQiQ b�W�QO�÷�Q� Va÷OaU Ye �VW �VWe dXUaQ kaV OifOeUiQiQ geUiOiP kXYYeWiQi WaúÕU. 

øoeUiViQde kaV OifOeUiQe geUekeQ bi\RPROek�OeUiQ iOeWiPi ioiQ kÕOcaO daPaUOaU Ye ViQ\aO 
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iOeWiPi ioiQ akVRQOaUÕ bXOXQdXUXU. EQdRPiV\XP \aSÕVÕ oR÷XQOXkOa kROajeQ I, III Ye 

V¶WeQ ROXúXU(5,40).   

Perimisyum \aSÕVÕ biUe\VeO kaV OifOeUiQiQ kaV dePeWOeUiQi ROXúWXUdX÷X kaVÕOÕS 

geYúePe g|UeYiQi geUoekOeúWiUeQ WePeO \aSÕdÕU. øoeUiViQde daPaUOaUÕ Ye ViQiU a÷OaUÕQÕ 

bXOXQdXUXU.  PeUiPiV\XP Pi\RfibeUOeUiQ ROXúWXUX÷X WeQdRQOaUa iOeWeUek haUekeWi Va÷OaU. 

ECM \aSÕVÕQÕQ |QePOi biU kÕVPÕQÕ kROajeQ I, III Ye biU SLRP ROaQ dekRUiQ ROXúWXUXU 

(27,28,40).  

ESiPiV\XP \aSÕVÕ kaVÕQ eWUafÕQÕ oeSeoeYUe VaUaQ, eQ kaOÕQ Ye eQ g�oO� 

WabakadÕU. KaVOaUOa biUOikWe WeQdRQOaU �]eUiQdeQ kePi÷e kadaU X]aQÕU. TeQdRQXQ 

kePi÷e ba÷OaQdÕ÷Õ kÕVÕPda kaOÕQOaúÕU. KaVÕ beVOe\eQ daPaU Ye ViQiUOeUi ioiQde WRSOaU. 

ESiPiV\XP \aSÕVÕ b�\�k RUaQda kROajeQ I (5) Ye a] PikWaUda kROajeQ III¶WeQ ROXúXU 

(41). 

2.2.1 øskelet KasÕ ECM¶inde SalgÕlanan Faktörler 

CaQOÕ biU h�cUeQiQ, h�cUe dÕúÕQa VaOgÕOadÕ÷Õ b�W�Q PROek�OOeU MakUidakiV 

WaUafÕQdaQ secretome (VekUeWRP) ROaUak iViPOeQdiUiOPiúWiU (42). øVkeOeW kaVÕ h�cUeOeUi 

WaUafÕQdaQ �UeWiOeQ Ye VaOgÕOaQaQ ViWRkiQOeU Ye\a di÷eU SeSWidOeUOeUiQ SaUakUiQ \a da 

eQdRkUiQ úekiOde h�cUeOeUi eWkiOePeVi QedeQi\Oe bX fakW|UOeUiQ WaPaPÕ Pi\RkiQ ROaUak 

isimleQdiUiOPiúWiU. øVkeOeW kaVÕ h�cUeOeUiQ eQdRkUiQ, SaUakUiQ \a da RWRkUiQ ROaUak 

biUbiUOeUi\Oe iOeWiúiP haOiQde ROPaVÕ Ye Pi\RkiQ �UeWPe kaSaViWeVi iOe iVkeOeW kaVÕ akWif 

biU eQdRkUiQ RUgaQ ROaUak g|U�OP�úW�U (43). Miyokinlerin, miyogenez, metabolik 

de÷iúiPOeUiQ d�]eQOeQPeVi, iQfOaPaV\RQ gibi V�UeoOeUde URO aOdÕ÷Õ biOiQPekWediU (43±

45). øVkeOeW kaVÕ WaUafÕQdaQ VaOgÕOaQaQ Pi\RkiQOeU aUaVÕQda Interleukin-6, 8, 15 (IL-6, 

IL-8, IL-15), Fibroblast Growth Factor-21 (FGF-21), Brain Derived Neurotrophic 

Factor (BDNF) gibi PROek�OOeUiQ iVkeOeW kaVÕQda h�cUe dÕúÕ ViQ\aO iOeWiPiQde g|UeY 

aOdÕkOaUÕ bXOXQPXúWXU(44). øQfOaPaV\RQ Ye hePaWRSRe]deki g|UeYOeUi biOiQeQ IL-6¶QÕQ 

(Interleukin-6), eg]eUVi]Oe biUOikWe iVkeOeW kaVÕQdaQ VaOÕQÕPÕ aUWaU. AUWaQ IL-6 otokrin 

Ye SaUakUiQ biU ViQ\aO ROaUak AMP kiQa]Õ (AMPK) ve/veya fosfotidilinistol-3 kiQa]Õ 

(PI3K) akWiYe edeUek gOikR] aOÕPÕQÕ Ye \a÷ RkVidaV\RQXQX aUWÕUÕU (46,47). øVkeOeW 

kaVÕQda IL-15 Ye BDNF \a÷ PeWabROi]PaVÕQÕQ hÕ]OaQPaVÕQa \aUdÕPcÕ ROXUkeQ, IL-

15¶iQ aQji\RgeQe] V�UeoOeUiQde g|UeY aOdÕ÷Õ biOiQPekWediU (44).  
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øVkeOeW kaVÕQÕQ ROXúXPX ROaQ Pi\RgeQe] V�UeciQde Pi\RbOaVWOaU Pi\RW�SOeUe 

d|Q�ú�UkeQ, kaVÕQ geUekOi eVQekOik Ye da\aQÕkOÕOÕ÷Õ ka]aQPaVÕ ioiQ geUekeQ ECM 

eOePaQOaUÕQÕQ VeQWe]Oe\iS h�cUe dÕúÕQa VaOgÕOaU. øVkeOeW kaVÕ iOe iOgiOi 19 k�WOe 

VSekWURPeWUiVi oaOÕúPaVÕQÕQ YeUiOeUiQiQ iQceOeQdi÷i PeWa-aQaOi] oaOÕúPaVÕQda, 

Pi\RgeQe] V�UeciQde VekUeWRPda 130 SURWeiQiQ aQOaPOÕ de÷iúiP g|VWeUdi÷i 

beOiUWiOPiúWiU (48). BX SURWeiQOeUdeQ 90¶Õ aUWaUkeQ 40 SURWeiQiQ a]aOdÕ÷Õ bXOXQPXúWXU.  

øVkeOeW kaVÕ \aSÕVÕQÕQ ROXúPaVÕQda Ye iúOeYiQde WePeO PaWUi]RP eOePaQOaUÕ 

VekUeWRPXQ PikWaUca eQ fa]Oa VaOgÕOaQaQ aOW gUXbXdXU. KROajeQOeU iVe iVkeOeW kaVÕQÕQ 

kXUX a÷ÕUOÕ÷ÕQÕQ %1-10¶OXk kÕVPÕ ROXúWXUabiOiU (28). FaUkOÕ dRkXOaUÕQ ECM ioeUi÷iQi 

WaQÕPOaPak aPacÕ\Oa geUoekOeúWiUiOeQ biU PeWa-aQaOi] oaOÕúPaVÕQda iVkeOeW kaVÕQdaki 

SURWeiQOeUiQ %60¶ÕQdaQ fa]OaVÕQÕQ kROajeQOeU ROdX÷X, kROajeQ I Ye III¶�Q \akOaúÕk ROaUak 

eúiW RUaQda bXOXQdX÷X Ye bX iki aOW WiSiQ WRSOaP kROajeQOeUiQ 2/3¶�QdeQ fa]OaVÕQÕ 

ROXúWXUdX÷X g|]OeQPiúWiU (19). FibUiOeU kROajeQOeUdeQ ROaQ kROajeQ I (Į1), iVkeOeW kaVÕ 

ECM¶iQde PikWaUca fa]Oa g|U�OeQ kROajeQOeUdeQ II(Į1), V (Į1, Į3) VI(Į1) Ye XI (Į1) 

SURWeiQOeUi Pi\RgeQe]Oe biUOikWe aQOaPOÕ biU úekiOde aUWÕú g|VWeUiU.  øVkeOeW kaVÕ 

ECM¶iQde PikWaU ROaUak oRk fa]Oa bXOXQaQ di÷eU biU fibUiOOeU kROajeQ ROaQ III(Į1) 

Pi\RgeQe]Oe biUOikWe iVkeOeW kaVÕ VekUeWRPXQda aQOaPOÕ a]aOÕú g|VWeUiU. Mi\RgeQe] 

V�UeciQde VekUeWRPda \a\gÕQ biU kROajeQ aUWÕúÕ ROPaVÕQa Ua÷PeQ kROajeQ XVIII(Į1) aOW 

WiSi de kROajeQ III(Į1) gibi VekUeWRPda aQOaPOÕ biU a]aOÕú g|VWeUPekWediU (48,49).  

TePeO PaWUi]RPXQ biU di÷eU \aSÕWaúÕ ROaQ SURWeRgOikaQOaUdan; perlekan, 

biglikan, dekorin, distroglikan, periostin, SPARC (Secreted Protein Acidic and Rich 

in Cysteine) SURWeiQOeUiQiQ Pi\RgeQe] V�UeciQde iVkeOeW kaVÕ VekUeWRPXQda aQOaPOÕ biU 

úekiOde aUWWÕ÷Õ g|]OeQPiúWiU.  BX SURWeiQOeUdeQ SeUOekaQ Ye bigOikaQ a\QÕ zamanda 

miyogenez sürecini kontrol eden TGF-�¶OaUÕ keQdiOeUiQe ba÷Oa\aUak RUWaPda bXOXQaQ 

PikWaUÕQÕ a]aOWÕU (48±50).  

øVkeOeW kaVÕQa aWfediOPiú ROaQ biU VaOgÕ RUgaQÕ ROPa |]eOOi÷iQi iQceOePek ioiQ de 

proteomiks teknolojileri kullaQÕOabiOPekWediU. øVkeOeW kaVÕQÕQ ViQ\aO PROek�OOeUiQi 

VaOgÕOadÕ÷Õ Ye keQdi ECM \aSÕVÕQÕ ROXúWXUXUkeQ RUWaPa PaWUi]RP SURWeiQOeUiQi 

VaOgÕOadÕ÷Õ biOiQPekWediU (49,51). Bu süreçte görev alan hücresel kaynaklar iyi 

WaQÕPOaQPÕúWÕU. ECM ROXúXPX, kaV \aSÕVÕQÕQ geOiúiPi V�UeciQde P\RbOaVW/P\RW�S 

faUkOÕOaúPaVÕ VÕUaVÕQda ROXúWXUXOabiOece÷i gibi, iVkeOeW kaVÕQda ECM ROXúXPX Ye 
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fibUR]iV geOiúiPiQdeQ VRUXPOX biU VWURPaO h�cUe WRSOXOX÷X da WaQÕPOaQPÕúWÕU. Fibro-

adipogenic progenitor (FAP) adÕ YeUiOeQ VWURPaO h�cUe WRSOXOX÷X Pe]eQkiPaO VWURPaO 

k|k h�cUe QiWeOi÷i WaúÕPakWadÕU (52). øVkeOeW kaVÕQÕQ kURQik haVaU V�UeciQde FAP 

h�cUeOeUi fibUR]iV geOiúiPi Ye \a÷OÕ dejeQeUaV\RQdaQ VRUXPOXdXU.  

2.3 Proteomiks Teknolojileri 

øQVaQ geQRPXQda 20.000¶deQ fa]Oa geQ Ye bX geQOeUe aiW 100.000¶deQ fa]Oa 

WUaQVkUiSW ROdX÷X biOiQPekWediU (53). BX WUaQVkUiSWOeUdeQ VeQWe]OeQeQ SURWeiQ Va\ÕVÕQÕQ 

SURWeiQOeUiQ X÷UadÕ÷Õ WUaQVOaV\RQ VRQUaVÕ PRdifikaV\RQOaU (post-trasnlational 

modifications-PTM) iOe biUOikWe 400.000 �]eUiQde faUkOÕ SURWeiQ ROabiOece÷i WahPiQ 

edilmektedir (54,55). Kütle sSekWURPeWUeVi WekQRORjiViQiQ SURWeiQOeUi WaQÕPOaPak 

aPacÕ\Oca kXOOaQÕOPaVÕ\Oa Wek biU deQe\ d�]eQe÷iQde SURWeiQOeU WaPaPÕQÕQ iQceOeQdi÷i 

SURWeRPikV aUaúWÕUPaOaUÕ P�Pk�Q haOe geOPiúWiU (56).  

PURWeRPikV ioiQ \aSÕOaQ k�WOe VSekWURPeWUeVi oaOÕúPaOaUÕQda |UQekOeUiQ 

öncesinde 2-D jeO, VÕYÕ kURPaWRgUafi (Liquid Chromatograpy-LC) gibi yöntemlerle 

VafOaúWÕUÕOPaVÕ iOe |UQekOeUiQ kaQWiWaWif ROaUak aQaOi]i P�Pk�Q haOe geOdi. PURWeiQOeUiQ 

biUbiUOeUiQe ROaQ RUaQÕQÕ heVaSOaPak ioiQ oeúiWOi aOgRUiWPaOaU geOiúWiUiOPiúWiU. BiU deQe\ 

d�]eQe÷iQde g|]OeQiOeQ SeSWidOeUiQ g|]OeQebiOecek W�P SeSWidOeUe ROaQ RUaQÕ ROaQ 

protein abundance index (PAI) de÷eUiQdeQ eOde ediOeQ 10PAI± 1  de÷eUi Exponentially 

Modified Protein Abundance Index (emPAI) ROaUak heVaSOaQÕU(57). Kütle 

VSekWURPeWUeViQdeQ eOde ediOeQ VSekWUXPOaUa da\aOÕ biU \|QWeP ROaQ ePPAI de÷eUiQe 

aOWeUQaWif ROaUak VSekWUXP Sik de÷eUOeUiQ RUaQOaQPaVÕ iOe eOde ediOeQ intensity-based 

absolute quantification method (iBAQ) aOgRUiWPaVÕ geOiúWiUiOPiúWiU(58). iBAQ 

aOgRUiWPaVÕ SURWeRP YeUiOeUiQiQ kaQWiWaWif ROaUak iQceOeQPeVi ioiQ geOiúWiUiOPiú 

Ma[QXaQW X\gXOaPaVÕ iOe biUOikWe kXOOaQÕOabiOPekWediU(59).   

HeUhaQgi biU eWikeWOePe \|QWePiQiQ kXOOaQÕOPadÕ÷Õ ³Label-Free´ SURWeRPik 

\akOaúÕPOaU h�cUeQiQ biU dXUXPda bXOXQdXUdX÷X SURWeiQOeUiQ WaPaPÕÕQÕ iQceOePek 

aPacÕ\Oa kXOOaQÕOdÕ÷ÕQda faUkOÕ SeSWidOeUiQ eOde ediOPeViQde (coverage) yüksek oranda 

baúaUÕ Va÷OadÕ÷Õ WeVSiW ediOPiúWiU . Label-free deney düzeneklerinin yüksek proteom 

derinOi÷i Va÷OaPaVÕ\Oa kaOiWaWif \akOaúÕPOaU ioiQ X\gXQ ROdX÷X g|U�OP�úW�U(60). Ancak 

kantitatif analizlerde Tandem Mass Tag (TMT) veya isobaric tags for relative and 
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absolute quantification (iTRAQ) gibi \akOaúÕPOaUÕQÕQ daha \�kVek kRUeOaV\RQ 

de÷eUOeUi eOde eWWi÷i Ye daha dR÷UX biU kaQWiWaV\RQ \aSÕOPaVÕQÕ Va÷OadÕ÷Õ bXOXQPXúWXU 

(60).  

2.3.1 Hedefli Proteomiks YaklaúÕmlarÕ  

BiU eWikeWOe biUOikWe \aSÕOaQ SURWeRPikV oaOÕúPaOaUÕ daha \�kVek dR÷UXOXkOa 

kaQWiWaWif aQaOi] \aSÕOPaVÕQÕQ \aQÕ VÕUa SURWeiQOeUiQ eWkiOeúiP partnerlerini tespit etmek 

ioiQ kXOOaQÕOabiOPekWediU. BiU hedef SURWeiQe (bait) ekOeQiOeQ eQ]iPOeU aUacÕOÕ÷Õ\Oa 

oeYUeViQdeki SURWeiQOeUe biRWiQ ekOePeVi iOe hedef SURWeiQiQ fi]ikVeO ROaUak \akÕQÕQda 

bulunan proteinler tespit edilebilmektedir. Bu deney düzeQe÷iQde biRWiQ ekOeQiOeQ 

SURWeiQ gUXSOaUÕ VWUeSWaYidiQ aUacÕOÕ÷Õ\Oa VafOaúWÕUÕOabiOPekWediU. BiRWiQ iOe VWUeSWaYidiQ 

arasÕQdaki g�oO� eWkiOeúiP (Kd ~10-14 M) Va\eViQde; deWeUjaQOaU, WX]OaU gibi oeúiWOi 

deQaW�Ue edici ajaQOaU kXOOaQÕOaUak |UQekOeU VafOaúWÕUÕOabiOPekWediU. EWUafÕQdaki 

proteinlere biotin ekleyen (Biotin Protein Ligase, BPL) enzimlerden olan Bifunctional 

ligase/repressor (BirA) enziminin  E. coli'den elde edilmesi ile Proximity Proteomics 

oaOÕúPaOaUÕ hÕ] ka]aQPÕúWÕU. BiUA eQ]iPi ATP YaUOÕ÷ÕQda biyotinlenme reaksiyonunu 

geUoekOeúWiUiU.  

BPL eQ]iPOeUiQe aOWeUQaWif ROaUak bi\RWiQOeQPe iúOePi RkVidaV\RQ UekaVi\RQX 

iOe de geUoekOeúWiUiOebiOiU. OkVidaV\RQ iOe geUoekOeúWiUiOeQ bi\RWiQOePe UekaVi\RQX 1 

PV¶deQ kÕVa biU V�Uede WaPaPOaQPakWadÕU. Bi\RWekQRORjiQiQ oeúiWOi aOaQOaUÕQda VÕkOÕkOa 

kXOOaQÕOaQ Horseraddish Peroxiadase C (HRP)  eQ]iPi bi\RWiQOeQPe UeakVi\RQOaUÕQÕ 

geUoekOeúWiUPek ioiQ kXOOaQÕOabiOPekWediU. BiRWiQe feQRO haOkaVÕ ekOeQPeVi iOe 

ROXúWXUulan biotin-feQRO PROek�OOeUi HRP WaUafÕQdaQ H2O2 YaUOÕ÷ÕQda 

RkViWOeQPekWediU. OOXúaQ aUa �U�Q 1 PV¶deQ kÕVa biU V�Uede \akÕQdaki SURWeiQOeUiQ 

WiUR]iQ aPiQR aViWOeUiQe ekOeQPekWediU. øoeUiViQde 4 adeW diV�OfiW ba÷Õ Ye biU kaOVi\XP 

ba÷OaQPa b|OgeVi ioeUeQ HRP ViWRSOa]PaQÕQ iQdiUge\ici RUWaPÕQda iQakWif biU úekiOde 
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bXOXQPakadÕU. EQdRSOazPik UeWikXOXPXQ O�PeQi, gROgi Ye ECM¶de akWif biU úekiOde 

oaOÕúabiOPekWediU.  

ùekil 2.4. ACLP-HRP f�]\RQ SURWeiQiQiQ bi\RWiQOePe UeakVi\RQX geUoekOeúWiUPeVi. 

 BX We] oaOÕúPaVÕ kaSVaPÕQda ACLP¶QiQ SURWeiQ SaUWQeUOeUiQiQ 

tanÕPOaQabiOPeVi ioiQ, ACLP¶QiQ deYaPÕQa HRP eQ]iPiQiQ ekOeQiOPeVi SOaQOaQPÕúWÕU. 

H�cUe dÕúÕQda Ye h�cUe ioiQde ER Ye GROgide bi\RWiQOePe iúOePiQi hidURjeQ SeURkViW 

YaUOÕ÷ÕQda geUoekOeúWiUebiOeQ HRP¶QiQ, h�cUe dÕúÕ PaWUikVWe g|UeY \aSaQ ACLP 

proteininin parteUQeOeUiQiQ keúfi ioiQ eQ X\gXQ ada\ ROdX÷XQa OiWeUaW�Udeki biOgiOeU 

ÕúÕ÷ÕQda kaUaU YeUiOPiúWiU.  

 In silico oaOÕúPaOaU iOe oeúiWOi fi]\RORji Ye SaWRORji kRúXOOaUÕQda ECM 

SURWeiQOeUiQiQ ifadeOeUiQiQ aQaOi] ediOPeVi SOaQOaQPÕú Ye bX kRúXOOaUda ACLP iOe 

benzer biU ifade aUWÕúÕ g|VWeUeQ SURWeiQOeUe aiW OiVWeOeUiQ eOde ediOPeVi hedefOeQPiúWiU. 

ACLP iOe beQ]eU aUWÕú g|VWeUeQ bX SURWeiQOeUiQ, ACLP¶QiQ SURWeiQ SaUWeUOeUiQdeQ biU 

kÕVPÕQÕ ioeUPeVi PXhWePeOdiU. YaSÕOacak bX oaOÕúPaOaU ACLP¶QiQ SURWeiQ 

partnerlerine dair önemli ön bilgileri sunma potansiyeline sahiptir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1 In silico Analiz Gereçleri ve Veri Setleri 

3.1.1 In silico Analiz Gereçleri 

x BRB-ArrayTools v4.6.1 Stable 

x Peptide Shaker 2.0.0-beta 

x SearchGUI 4.0.0-beta 

x MaxQuant v1.6.16.0 

3.1.2 In silico Analizlerde KullanÕlan In vivo Transkriptom Veri Setleri 

1. (GSE73510) ³Transcriptome analysis of tenotomy immobilized rat soleus 

muscle´:Rattus Norvegicus, WeQeWRPi iOe iPPRbiOi]e ediOPiú bacakWa 

inflamasyonsuz iVkeOeW kaVÕ fibUR]iV PRdeOinin ]aPaQa kaUúÕ incelenmesi. 

2. (GSE469) ³Temporal profiling in muscle regeneration.´: Mus Musculus, 

Cardiotoxin aUacÕOÕkOÕ iVkeOeW kaVÕ haVaU PRdeOiQde \aUa i\iOeúPeViQiQ ]aPaQa 

kaUúÕ iQceOeQPeVi. 

3. (GSE1026) ³Diaphram, comparison of wild type and mdx mice, 7 to 112 

Days (Porter lab)´: Mus Musculus, Dmdmdx faUe PRdeOiQde di\afUaP kaVÕQda 

diVWURfiQiQ ]aPaQa kaUúÕ iQceOeQPeVi. 

4. (GSE3307) ³Comparative profiling in 13 muscle disease groups´: Homo 

Sapiens, DR÷XúWaQ Ye\a VRQUadaQ geOiúeQ, kaV Ye\a ViQiU haVaUÕ VRQXcX ROXúaQ 

faUkOÕ haVWaOÕkOaUda iVkeOeW kaVÕ fibUR]iV PRdeOOeUiQiQ Va÷OÕkOÕ kRQWUROOeUe kaUúÕ 

incelenmesi  

3.1.3 In silico Analizlerde KullanÕlan In vitro Transkriptom Veri Setleri 

1. (GSE989&990) Myogenic differentiation_chip A&B: Mus Musculus, øVkeOeW 

kaVÕQda bXOXQaQ VaWaOiW h�cUeOeUi PRdeOOe\eQ faUe Pi\RbOaVWOaUÕ ROaQ C2C12 

h�cUeOeUiQde Pi\RbOaVWOaUÕQ Pi\RW�Se d|Q�ú�POeUiQiQ ]aPaQa kaUúÕ aQaOi]i. 
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2. (GSE46492) Ethanol effect on myoblast differentiation: Mus Musculus, 

C2C12 hücrelerinin mi\RbOaVWOaUdaQ Pi\RW�S ROXúXPXQXQa eWaQRO�Q eWkiViQiQ 

]aPaQa kaUúÕ PRdeOi, \aOQÕ]ca eWaQRO X\gXOaQPaPÕú h�cUeOeUiQ aQaOi]i. 

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

h�cUeOeUiQiQ Pi\RbOaVWOaUdaQ Pi\RW�S ROXúXPXQXQ ]aPaQa kaUúÕ iQceOeQPesi. 

4. (GSE89633) Three Distinct Cell Types Express Extracellular Matrix Proteins 

In Different Niches During Skeletal Muscle Fibrosis: Mus Musculus, Fibro 

Adipogenic Progenitors (FAP) hücrelerinin aktivasyonundan sonra gen 

ifadeViQiQ de÷iúiPi.  

5.  (GSE92508) Profiling of mouse Fibro/adipogenic progenitors (FAPs) aging 

and activation upon skeletal muscle injury: Mus Musculus, Fibro Adipogenic 

Progenitors (FAP) hücrelerinin aktivasyonundan sonra gen ifadesinin 

de÷iúiPi.  

6. (Ya\ÕPOaQPaPÕú) GUXbXPX]XQ �UeWWi÷i FAP h�cUeOeUiQiQ geQ ifadeViQiQ 

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

hücrelerinin aktivasyonundan sonra gen ifadesinin de÷iúiPi.  

3.1.4 In silico Analizlerde KullanÕlan Proteom Veri Setleri 

1. (PXD007527) C2C12 Pi\RbOaVWOaUÕQÕQ faUkOÕOaúWÕUÕOÕS Pi\RW�Se 

d|Q�úW�U�Od�kWeQ VRQUa 5. g�Qde \aSÕOPÕú VekUeWRP oaOÕúPaVÕ. 

2. (PXD018588) øQVaQ iPPRUWaOi]e SUiPeU satelit hücrelerinin miyoblastlardan 

Pi\RW�SOeUe faUkOÕOaúWÕUÕOaUak eOde ediOeQ ]aPaQa kaUúÕ SURWeRP YeUiVi. 

3.2 In silico Yöntemler 

3.2.1 Transkriptom Analizleri 

TUaQVkUiSWRP aQaOi]OeUiQi geUoekOeúWiUPek ioiQ \XkaUÕda beOiUWiOPiú ROaQ RNA-

seq veya mikroarray deneyOeUi\Oe eOde ediOPiú ROaQ YeUi VeWOeUi  BRB-ArrayTools 

v4.6.1-Stable iOe aQaOi] ediOdi. HaP YeUi VeWi 2 WabaQÕQda ORgaUiWPaVÕ aOÕQPaPÕú YeUiOeU 

LRg2 WabaQÕQda d|Q�úW�U�Od� Ye QRUPaOi]e ediOdi. LRg2 WabaQÕQda Ye QRUPaOi]e 
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ediOPiú YeUiOeUOe |UQekOeU principal component analysis (PCA) ve sample clustering 

iOe g|UVeOOeúWiUiOdi. BX \akOaúÕP aUacÕOÕ÷Õ\Oa deQe\VeO WekUaUOaU aUaVÕQda VaSPa g|VWeUeQ 

|UQekOeU a\ÕkOaQdÕ. DeQe\VeO WekUaUOaUda WXWaUOÕOÕk g|VWeUeQ |UQekOeUe UaVWegeOe YaU\aQV 

t-WeVWi X\gXOaQdÕ. P de÷eUi eúi÷i 0.001 Ye PakViPXP \aQOÕú keúif RUaQÕ (false discovery 

rate-FDR) %1 ROaUak beOiUOeQdi. OOXúaQ geQ OiVWeOeUiQde kaW aUWÕú de÷eUi eúik de÷eUi 

ROaQ 2 kaW de÷iúiP g|VWeUeQ geQOeU VeoiOdi. BeOiUOeQeQ eúikOeUi geoeQ geQOeUdeQ ECM 

iOe iOiúkiOi ROaQ geQOeUi bXOPak ioiQ ROXúaQ geQ OiVWeViQe PaWUi]RP SURjeVi ioiQ 

ROXúWXUXOPXú iQVaQ Ye faUe geQ OiVWeOeUi (21) filtreleri X\gXOaQdÕ. 

3.2.2 Proteom Analizleri 

Seçilen deneylere ait veri setleri Peptide Shaker 2.0.0-beta SURgUaPÕ 

aUacÕOÕ÷Õ\Oa PRIDE YeUi WabaQÕQdaQ iQdiUiOdi. SearchGUI version [4.0.0 beta] ile 

MS/MS VSekWUaOaUÕ X!TaQdeP version X! Tandem Vengeance (2015.12.15.2) 

aracÕOÕ÷Õ\Oa WaQÕPOaQdÕ (61) PURWeiQ Ye SeSWid WaQÕPOaPa V�UeoOeUiQde akVi 

beOiUWiOPedi÷i V�Uece YaUVa\ÕOaQ SaUaPeWUeOeU kXOOaQÕOdÕ. PURWeiQ UefUeaQV di]iOeUi 

UQiSURW UefeUaQV SURWeRPOaUÕQdaQ Mus musculus (ProteomeID: UP000000589), Homo 

sapiens (ProteomeID: UP000005640) indrildi ve bu referans proteomlara Bos taurus 

WUiSViQ aPiQR aViW di]iVi ekOeQdi. PURWeiQ WaQÕPOaPa V�UeoOeUiQde WUiSViQ iOe keViOPiú 

SURWeiQ di]iOeUiQde PakViPXP  2 haWaOÕ keViP kabXO ediOdi. MS1 ioiQ 10.0 SSP Ye MS2 

için 0.5 Da haWa Sa\ÕQa i]iQ YeUiOdi. K�WOe VSekWURPeWUeVi VRQXoOaUÕQdaQ \ROa oÕkaUak 

Peptide Shaker 2.0.0-beta aUacÕOÕ÷Õ\Oa SeSWidOeU Ye SURWeiQOeU %1 YaQOÕú Keúif  OUaQÕ 

(FDR) ile tahmin edildi 

3.3 Islak Laboratuvar Gereçleri 

3.3.1 DNA Klonlama 

PrimeStar HS DNA Polymerase (TaKaRa, R010B)  

2x PrimeStar GC Buffer (TaKaRa, R010B) 

dNTPs (Bioron, 110032) 

NotI (NewEngland Biolabs, R0189L) 

AgeI (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) 

ScDNA�4/TO/myc-6xHis A (Invitrogen, V103020) 

pCAG-HRP-TM (Addgene , #44441) 

 

ùekil 3.1. ScDNA�4/TO/P\c-6[HiV A YekW|U haUiWaVÕ.  

CMV ve BGH promotor bölgelerini içeren memeli protein ifade vektörü. 

DNA fUagPaQÕQ RkXPa oeUoeYeViQiQ deYaPÕQa ekOeQPeVi iOe c-myc epitopunun ve 6 

adet histidin amino asidinini kodlar. 
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ùekil 3.2. pCAG-HRP-TM YekW|U haUiWaVÕ. 

Horseradish Peroxidase (HRP) eQ]iPi Ye HRP¶QiQ 5¶ XcXQda HA-tag kodlayan 

DNA di]iViQi ioeUeQ YekW|U. HRP bi\RWiQOeQPe UeakVi\RQXQX geUoekOeúWiUiUkeQ HA-

Wag iOe iOgiOeQiOeQ SURWeiQiQ ifadeViQiQ PikWaUÕ Ye ORkaOi]aV\RQX WakiS ediOebiOPekWediU.  

3.3.2 DNA Agaroz Jel Elektroforezi 

SeaKem� LE AgaUR], PROek�OeU bi\RORji kXOOaQÕPÕ VafOÕ÷ÕQda (LRQ]a, 50002)  

Tris-asetat-EDTA (TAE) tamponu (pH: 8.0): 

Glasiyal asetik asit (Merck, A6283)  1,14ml 

Na2EDTA.2H2O (Merck, 324503)  0,5M 

Tris-Base (Sigma, T1503)    2M 

Yükleme tamponu: 

Gliserol (Merck)    5,5ml 

1X TAE tampon    4,5ml 

Orange G boya (Merck)   0,01gr 

Etidyum bromür (Sigma):    10mg/ml distile su  
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MROek�OeU a÷ÕUOÕk beOiUOe\iciOeUi: 

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

1 kb DNA Ladder (Promega, G5711) 

3.3.3 Bakteri Kültürü 

Kompetan DH5a bakWeUi VXúX 

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

SÕYÕ LB beVi\eUi (SH=7,0-7,5): 

Tripton (AppliChem, 403682.1210)   10gr  

Maya özütü (AppliChem, A1552,1000) 5gr  

NaCl (Sigma, S9888)    5gr  

dH2O iOe WRSOaP haciP 1 OiWUe\e WaPaPOaQÕU Ye RWRkOaYOaQÕU. 

KaWÕ LB beVi\eUi:  

AgaU, bakWeUi\RORji kXOOaQÕPÕ VafOÕ÷ÕQda (ASSOiCheP, A0949)  

%1,5 agaU ioeUeQ VÕYÕ LB beVi\eUi RWRkOaYOaQÕU 

Ampisilin (Ampisina IV flakon)  

OWRkOaYOaQPÕú WahWa k�UdaQ 

15 mL Yuvarlak WabaQOÕ VWeUiO W�S 

3.3.4 Hücre Kültürü  

C2C12 faUe P\RbOaVW h�cUe haWWÕ 

OP9 faUe fibURbOaVW h�cUe haWWÕ 

DXObeccR¶V MRdified EagOe MediXP (DMEM) (BiRZeVW L0103) 

F|WaO SÕ÷ÕU SeUXP (FCS) (BiRZeVW S181H) 

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

DXObeccR¶V PhRVShaWe BXffeUed SaOiQe (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 Immünfloresan 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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PURLRQg� GROd AQWifade MRXQWaQW ZiWh DAPI (Invitrogen, P36935) 

3.3.6 Protein øzolasyonu ve Kantitasyonu  

RIPA tamponu ioeUi÷i: 

x Tris-HCl, 5mM, pH 8.0 

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

x Sodium deoxycholate, %0,5(w/v) 

x SDS, %0,1(w/v) 

x NaCI, 150mM 

x Dithiothreitol (DTT), 1mM 

cOPSOeWe� PURWeaVe IQhibiWRU CRckWaiO (Roche, 11697498001) 

SRQikaW|U (SRQicV VibUa CeOO, iúOePci PRdeOi VCX 130, SURb PRdeOi CV 18) 

Micro BCA ୶ஆ Protein Assay Kit (Thermo Scientific #23235) 

The SpectraMax® M2 Microplate Reader (Molecular Devices) 

3.3.7 Kapiller Nano-Immünassay  

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-ST01-8) 

Anti-mouse Detection Module (ProteinSimple DM-002) 

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

PieUce� High SeQViWiYiW\ SWUeSWaYidiQ-HRP (ThermoScientific, 21130) 

3.4 Islak Laboratuvar Yöntemleri 

3.4.1 DNA Klonlama 

Aebp1/ACLP genine ait Aebp1-201 transkriptinin (ENST00000223357.8) 

ScDNA�4/TO/myc-6xHis A SOaVPidiQe akWaUÕOPaVÕ ioiQ C2C12 h�cUeOeUiQiQ 
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PRNA¶OaUÕQdaQ ROigR d(T)¶OeU iOe VeQWe]OeQiOPiú cDNA aUacÕOÕ÷Õ\Oa 5¶ XcXQda KSQI, 

3¶ XcXQda NRWI ROaQ SUiPeUOeUOe VWRS kRdRQXQX ioeUPe\ecek úekiOde AebS1-201 

WUaQVkUiSWi PROiPeUa] ZiQciU ReakVi\RQX (PCR) iOe oR÷aOWÕOdÕ.  

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR): 

2X PrimeStar GC Buffer    25 µL 

dNTPs (herbirinden 2,5 mM)    4 µL  

Primer Forward (10 pmol)     1,5 µL 

Primer Reverse (10 pmol)     1,5 µL  

C2C12 cDNA       1 µL 

PrimeStar HS DNA Polymerase (5U/µL)  0,5 µL 

ReakVi\RQ KRúXOOaUÕ 

98°C  2´ 

98°C  10´   x30 döngü 

68°C   2¶    

72°C  2¶ 

Enzim KeViPi øOe YaSÕúkaQ UoOaUÕQ Ha]ÕUOaQPaVÕ: 

DNA (Aebp1_201 / ScDNA�4/TO/myc-6xHis A)   

10x Buffer 2.1       1X  

KpnI (5U/µL)       2,5 Ünite 

NotI (5U/µL)       2,5 Ünite 

dH2O        son hacim 20 µL 

37°C¶de 1 gece iQk�baV\RQa bÕUakÕOÕU. 
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DNA Ligasyon Reaksiyonu  

10 X T4 Ligasyon Reaksyonu     1 µL  

T4 Ligase (10 U/µL)       1 µL 

Insert DNA          X µL 

Vektör DNA         Y µL 

dH2O        10 µL¶\e WaPaPOaQÕU.  

(X:Y DNA PROaU RUaQÕ 1:3) 

16°C¶de 1 gece iQk�baV\RQa bÕUakÕOÕU. 

Ligasyon Ürünlerinin Kompetan Bakterilere Transformasyonu  

KaWÕ LB agaU iOe ha]ÕUOaQPÕú 1X APSiciOOiQ ioeUeQ SeWUi kaSOaUÕ eQ a] 2 VaaW 

önce 37°C kXUX eW�Ye ÕVÕQPaVÕ ioiQ bÕUakÕOÕU. E.Coli DH5Į úXúX Ye Mi[&GR Kompetan 

ha]ÕUOaPa kiWi iOe ha]ÕUOaQPÕú -80°C¶de VakOaQÕOaQ W�SOeU bX] kabÕ ioiQe aOÕQÕU. BX] kabÕ 

içerisinde tüplere 1-2 µL OigaV\RQ �U�Q� \aYaúoa SiSeW iOe kaUÕúWÕUÕOaUak ekOeQiOiU. Tek 

biU haUekeW iOe W�S aúa÷Õ\a dR÷UX VaOOaQÕU Ye hePeQ bX]XQ ioiQe aOÕQÕU. BakWeUiOeU 5 

dakika bX] �]eUiQde bekOeWiOiU. BakWeUiOeU hÕ]OÕca 37°C¶\e geWiUiOPiú ROaQ SeWUi �VW�Qe 

caP bRQcXkOaU \aUdÕPÕ iOe aVeSWik \|QWePOeUe dikkaW ediOeUek \a\ÕOÕU. BiU gece 

beklemesi için 37°C kXUX eW�Ye WeUV biU bioiPde bÕUakÕOÕU. 

Petri üzerinde g|U�OeQ kRORQiOeU RWRkOaYOaQPÕú WahWa k�UdaQ YaVÕWaVÕ\Oa 

ioeUiViQde YekW|U�Q diUeQo geQiQe X\gXQ 1X diUeQo aQWibi\RWi÷i ekOeQPiú 1 PL VÕYÕ LB 

ioeUeQ 15 PL¶Oik \XYaUOak WabaQOÕ W�SOeUe aOÕQÕU. dR÷aOPaOaUÕ ioiQ 8-10 saat boyunca 

37°C¶de dakikada 225 WXU d|QeQ oaOkaOa\ÕcÕ\a aOÕQÕU. dR÷aOaQ bakWeUiOeUdeQ QIAprep 

Spin Miniprep Kit \aUdÕPÕ\Oa SOaVPid i]ROaV\RQX geUoekOeúWiUiOdi.  

ø]ROe ediOeQ SOaVPidOeUiQ iQVeUW ioeUiS ioeUPedi÷iQiQ kRQWURO� aPacÕ\Oa 

plasmidlerden 200 ng KpnI enzimi ile kesilip %1 agaroz jelde g|U�QW�OeQdi. øQVeUW 

içeren plasmidler DNA dizi analizi yöntemi ile kontrol edildi. 
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DNA Dizi Analizi Reaksiyonu:  

POaVPid DNA (1000Qg/ȝO) X ȝL   

PUiPeU (3,3SPRO/ȝO)  1 ȝL  

BigDye Terminator v3.1  1 ȝL 

5X BigDye Buffer   2 ȝL  

dH2O  10ȝL¶\e WaPaPOaQÕU  

ReakVi\RQ KRúXOOaUÕ 

94�C 5¶  

94�C 15´  

50�C 15´  x25 döngü 

60�C 4¶ 

60�C 1¶ 

Dizi analizi reaksiyonundan sonra PCR ürünlerinin tuzla çöktürme yöntemi ile 

VafOaúWÕUÕOdÕ: 

1. 1,5PO¶Oik eSSeQdRUf W�SOeUe aOÕQaQ �U�QOeUiQ �]eUiQe WRSOaP hacPiQ 1/10¶X 

PikWaUÕQda 3M NaOAc Ye 2,5 kaW VR÷Xk %100 eWaQRO ekOeQdi Ye -80oC¶de eQ 

a] \aUÕP VaaW iQk�be ediOdi. 

2. øQk�baV\RQdaQ VRQUa PakViPXP hÕ]da (14000 USP) 20 dakika VaQWUif�j ediOdi. 

Santrif�j VRQXQda VÕYÕ fa] aWÕOdÕ. 

3.  PeOOeWiQ �]eUiQe eQ a] 100 ȝL %70 RUaQÕQda VR÷Xk eWaQRO iOaYe ediOdi, W�S�Q 

aOWÕQa YXUaUak SeOeWiQ \eUiQdeQ kaOkPaVÕ Va÷OaQdÕ. 

4. MakViPXP hÕ]da 20 dakika VaQWUif�j ediOdi VÕYÕ fa] aWÕOdÕ Ye SeOeW 37°C kuru 

etüve 5 dakika kurutuldu. 

5.  PeOeWiQ �]eUiQe 20ȝO fRUPaPid kaUÕúWÕUÕOaUak iOaYe ediOdi Ye SeOeW o|]�Od�. 

gUQekOeU 96 kX\XOX VekaQV SOaWe¶iQe akWaUÕOdÕ Ye PCR ciha]ÕQda 98oC¶de 10 

dakika iQk�baV\RQOa deQaW�Ue ediOdi. DeQaW�UaV\RQ VRQUaVÕ SOaWe hÕ]Oa VR÷Xk PeWaO 

SOakaOaU aUaVÕQa aOÕQÕS 5 dakika VR÷XWXOdX. SafOaúWÕUÕOPÕú Ye deQaW�Ue ediOPiú |UQekOeUi 

ioeUeQ SOaWe, fOXRUiPeWUik DNA fUagPaQ aQaOi]i ciha]ÕQa \�kOeQdi (ASSOied 

Biosystems ABI 3110 Genetic analyzer). 

pcDNA4A/TO/-Aebp1_myc-6[HiV YekW|U� eOde ediOiS dR÷UXOaQdÕkWaQ VRQUa 

bi\RWiQ ekOePe iúOePiPi \eUiQe geWiUPeVi aPacÕ\Oa HRP (hRUVe UaddiVh SeUR[idaVe) 

AebS1/ACLP¶QiQ RkXPa oeUYeViQiQ deYaPÕ ROacak úekiOde C-WeUPiQaOiQiQ deYaPÕQa 
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ekOeQiOPeVi SOaQOaQdÕ. SCAG-HRP-TM, HRP¶QiQ |Q�Qdeki HA-Wag¶i de beUabeUiQde 

aOacak Ye VWRS kRdRQXQX aOPa\acak úekiOde NRWI ve AgeI enzim bölgelerini içeren 

SUiPeUOeU WaVaUOaQdÕ. PROiPeUa] ZiQciU ReakVi\RQX (PCR) iOe b|Oge oR÷aOWÕOdÕ. 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR): 

2X PrimeStar GC Buffer    25 µL 

dNTPs (herbirinden 2,5 mM)    4 µL  

Primer Forward (10 µM)     1,5 µL 

Primer Reverse (10 µM)     1,5 µL  

pCAG-HRP-TM (1 ng/µL)     1 µL 

PrimeStar HS DNA Polymerase (5U/µL)  0,5 µL 

ReakVi\RQ KRúXOOaUÕ 

98°C  10´   

68°C   1¶10´     

 72°C  2¶ 

HA-HRP, NotI ve AgeI enzimleri ile pcDNA4A/TO/-Aebp1_myc-6xHis 

YekW|U�Qe kORQOaQdÕ. SekaQV aQaOi]i iOe AebS1-201¶iQ N-terminaline eklenilen HA-

tag-HRP Ye deYaPÕQda c-Myc tag- 6[ HiV YekW|U�Q ioeUdi÷i VWRS kRdRQXQa kadaU 

RkXPa oeUoeYeViQde ROdX÷X dR÷UXOaQdÕ.  

3.4.2 C2C12 ve OP9 Hücre HattÕnÕn Ço÷altÕlmasÕ  

%10 FCS + %1 L-Glutamine + %1 Penicilin/Streptomycin içeren DMEM ile büyüme 

RUWaPÕ ha]ÕUOaQPaVÕ: 

5 mL FCS + 1 mL L-GOXWaPiQe + 1 PL PeQiciOiQ/SWUeSWRP\ciQ, 50 PL¶Oik tüp 

ioiQe ekOeQdikWeQ VRQUa VRQ haciP 50 PL ROacak úekiOde DMEM ekOeQiU. 

%90 FCS + %10 DMSO ile 1 mL dRQdXUPa RUWaPÕQda 1x106 hücre bulunduran 

W�S VÕYÕ a]RW WaQkÕQdaQ oÕkaUWÕOÕS 37°C su banyosunda dRQdXUPa RUWaPÕQÕQ WaPaPeQ 

x30 döngü 
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çözülmesi beklendi. Çözülen hücUeOeU, |QcedeQ 3 PL b�\�Pe RUWaP ekOeQPiú ROaQ 

15PO¶Oik faOkRQ W�S ioeUiViQe aOÕQdÕ. 400g de 5dk santrifüjlendi. Hücre peleti üzerindeki 

dRQdXUPa Ye b�\�Pe RUWaPÕ X]akOaúWÕ, SeOeW �VW�Qe WekUaU 8 PL b�\�Pe RUWaPÕ 

ekOeQdi. B�\�Pe RUWaPÕQda o|]�OeQ h�cUeOeU steril filtreli kaSakOÕ T75 hücre kültürü 

úiúeViQe ekiOdi. H�cUeOeU 37�C %5 CO2 eW�Yde %50 g�Q aúÕUÕ b�\�Pe RUWaPÕ 

de÷iúWiUiOeUek \R÷XQOX÷X geoPe\ecek úekiOde oR÷aOWÕOdÕ. YR÷XQOXk %50¶\e XOaúWÕkWaQ 

VRQUa T75 kabÕQ ioiQdeki oR÷aOPa RUWaPÕ X]akOaúWÕUÕOdÕ. Hücreler DPBS ile 2 defa 

\ÕkaQdÕkWaQ VRQUa 3ml Tripsin-EDTA eklenilip 37°C %5 CO2 etüvde 5dk bekletildi. 

G|]Oe g|U�O�U biU úekiOde \�]e\deQ a\UÕOaQ h�cUeOeUiQ ]eUiQde eúiW haciPde oR÷aOPa 

RUWaPÕ ekOe\eUek TUiSViQ-EDTA iQakWiYaV\RQX Va÷OaQdÕ. H�cUe V�VSaQVi\RQXQ eúiW biU 

úekiOde kaUÕúWÕ÷ÕQdaQ ePiQ ROPak ioiQ aO YeU \aSÕOaUak h�cUeOeUiQ ]ePiQdeQ a\UÕOPaVÕ 

Ye eúiW da÷ÕOPaVÕ Va÷OaQdÕ. EkiP ioiQ geUekeQ h�cUe Va\ÕVÕQÕ beOiUOePek ioiQ h�cUeOeU 

WU\SaQ bOXe iOe 1:5 RUaQÕQda kaUÕúWÕUÕOÕS hePaWRc\WRPeWeU ile Va\ÕOdÕ. Sa\ÕP iúOePi 

VRQUaVÕ 24 kX\XOX SOakaOaUa, kX\X baúÕQa 50.000 h�cUe ROacak úekiOde ekiOdi. 

Poly-L-Lysine (PLL) iOe VOa\WOaUÕQ kaSOaQPaVÕ: 

1. PLL 0.1 µg/µL olacak hücre kültürüne uygun dH2O içinde istenilen miktarda 

ha]ÕUOaQÕU. 

2. Aseptik ortamda yüzeylere 1,0 mL/ 25 cm2 RUaQÕQda ekOeQiU.  

3. PLL¶iQ eúiW da÷ÕOPaVÕ ioiQ \aYaúoa SOaWe VaOOaQÕU Ye 5 dakika bekOeQiU. 

4. Inkübasyon sonunda PLL aspire edilir ve yüzey dH2O iOe \ÕkaQÕU. 

5. Hücreler ekilmeden önce en az 2 saat boyunca yüzey kurumaya bÕUakÕOÕU. 

FuGENE® HD ile gen transferi: 

1. 24-kX\XOX SOaWe ioiQe PLL kaSOÕ VOa\WOaU aOÕQdÕ Ye �VWOeUiQe 50.000 h�cUe/kX\X 

400 µL içinde ekildi. 

2. TUaQVfekVi\RQ \aSÕOacak kX\X adedi baúÕQa 25 µL FCS içermeyen DMEM, 0,5 

µg DNA, 1,5 µL FuGENE VÕUa\Oa ekOeQiOdi Ye SiSeW iOe 15 keUe aO YeU \aSaUak 

kaUÕúÕWÕUOdÕ. 

3. Ha]ÕUOaQaQ kaUÕúÕP Rda VÕcakOÕ÷ÕQda 10 dakika bekOeWiOdi. 
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4. KaUÕúÕP heU kX\X\a eúiW ROaUak da÷ÕWÕOdÕ. KX\X\a ekOeUkeQ 1-2 defa pipetle al 

YeU \aSÕOdÕ.  

5. POaWe 10 dakika 70 USP¶de RUbiWaO Vhaker üzerinde bekletildi. 

6. Hücreler 37°C %5 CO2 etüvde 24 saat inkübe edildikten sonra gen transfer 

RUWaPÕ X]akOaúWÕUÕOÕS kX\X baúÕQa 500 XL Wa]e b�\�Pe RUWaPÕ ekOeQdi. 

3.4.3 Biyotinleme ve ømmunofloresan Boyama 

Biyotinleme deQe\OeUi ioiQ kXOOaQÕOacak, BiRWiQ-Phenol (BP), Hidrojen 

peroksit (H2O2) , TUROR[ VRO�V\RQOaUÕ deQe\OeUdeQ hePeQ |Qce Wa]e biU bioiPde 

ha]ÕUOaQdÕ. 

100 X (10 mM) Biotin-PheQRO Ha]ÕUOaQPaVÕ 

0,5 mg Biotin-Phenol 140 µL DMSO içerisinde çözülür. 

Hücrelere eklenilmeden önce 5 dakika boyunca buz üzerinde 20 saniyelik 

aUaOÕkOaUOa 130 W 20 kH] fUekaQVÕQda %50 geQOikOeUOe VRQike ediOeUek i\ice 

o|]�QPeVi Va÷OaQÕU. 

100 X (100 mM) Hidrojen Peroksit Ha]ÕUOaQPaVÕ: 

%30 (w/w) Hidrojen Peroksit   5 µL 

1 X PBS      495 µL 

100 X (1M) Trolox Ha]ÕUOaQPaVÕ: 

0,025 g Trolox 1 mL 1X PBS ioeUiViQde o|]�O�U. VRUWekV iOe kaUÕúWÕUÕOÕU. 

Biyotinenme Reaksiyonu ve Immünfloresan Boyama: 

1. 100X Biotin-PheQRO¶deQ kX\X baúÕQa 5 µL olarak pipetle al ver yaparak son 

konsantrasyon 100 µM/kuyu olacak úekiOde eklenildi.  

2. Bi\RWiQOeQPeQiQ hedefOeQdi÷i kX\XOaUa H2O2 X\gXOaQdÕ, eúiW da÷ÕOÕP ioiQ 

SOaWe \aYaúoa oaOkaOaQdÕ Ye 1 dakika Rda VÕcakOÕ÷ÕQda iQk�be ediOdi.  
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3. øQk�baV\RQ VRQXQda W�P kX\XOaUdaQ b�\�Pe RUWaPÕ X]akOaúWÕUÕOdÕ Ye 1X 

TUROR[ iOe 3¶eU dakikaOÕk SeUi\RWOaUda 5 defa \ÕkaQdÕ. 

4. Hücrelerin fiksasyonu için %4 PFA içeren PBS kuyulara eklendi ve oda 

VÕcakOÕ÷ÕQda 10 dakika iQk�be ediOdi. 

5. øQkXbaV\RQ VRQXQda PFA X]akOaúWÕUÕOdÕ Ye 1[ PBS iOe 2 defa \ÕkaQdÕ.  

6. Permabilizasyon için önceden -20°C¶de VR÷XWXOaQ PeWaQRO  h�cUeOeUiQ 

üzerlerine eklendi ve 5 dakika -20°C¶de iQk�be ediOdi.  

7. MeWaQRO X]akOaúWÕUÕOÕS h�cUeOeU 1[ PBS iOe 2 defa \ÕkaQdÕ. 

8. H�cUeOeUiQ �]eUiQe %3 BSA ioeUeQ PBS ekOeQiOiS 1 VaaW Rda VÕcakOÕ÷ÕQda 

iQk�baV\RQa bÕUakÕOdÕ.  

9. Streptavidin-AOe[a FOXRU 488 %3 BSA ioeUeQ PBS ioeUiViQde 1:1000 RUaQÕQda 

o|]�O�S h�cUeOeUiQ �]eUOeUiQe ekOeQdi Ye 1 VaaW kaUaQOÕkWa Rda VÕcakOÕ÷ÕQda 

inkübe edildi.  

10. H�cUeOeU 1[ PBS iOe 5 dakikaOÕk aUaOÕkOaUOa 3 defa \ÕkaQdÕ. 

11. PUiPeU aQWikROaU aúa÷Õda beOiUWiOeQ kRQVaQWUaV\RQOaUda %3 BSA ioeUeQ PBS¶We 

o|]�O�S h�ceUeOeUe ekOeQdi, kaUaQOÕkWa 4°C¶de biU gece iQk�be ediOdi. 

Rabbit polyclonal anti-cMyc tag antibody   (1:200) 

Rabbit polyclonal anti-GOLPH4 antibody  (1:400) 

Mouse monoclonal anti-PDI antibody  (1:100) 

Mouse monoclonal anti HA-tag antibody,   (1:50) 

12. H�cUeOeU 1[ PBS iOe 5 dakikaOÕk aUaOÕkOaUOa 3 defa \ÕkaQdÕ. 

13. TekOi bR\aPaOaU Ye eú bR\aPaOaU ioiQ kXOOaQÕOaQ SUiPeU aQWikROaUOa X\gXQ 

ROaUak VekRQdeU aQWikRUOaU 1:1000 RUaQÕQda %3 BSA ioeUeQ PBS¶We o|]�O�S 

hüceUeOeUe ekOeQdi. 1 VaaW kaUaQOÕkWa 4°C¶de iQk�be ediOdi. 

14. H�cUeOeU 1[ PBS iOe 5 dakikaOÕk aUaOÕkOaUOa 3 defa \ÕkaQdÕ. 

15.  PURLRQg AQWifade iOe h�cUeOeUiQ bXOXQdX÷X VOa\WOaU kaSaWÕOdÕ. 
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3.4.4 Hücrelerden Protein øzolasyonu ve Kantitasyonu 

1. Biyotinlenme reaksiyonu sonraVÕQda W�P kX\XOaUdaQ b�\�Pe RUWaPÕ 

X]akOaúWÕUÕOdÕ Ye 1X TUROR[ iOe 3¶eU dakikaOÕk SeUi\RWOaUda 5 defa \ÕkaQdÕ. 

2. Hücreler 1X PBS ile biU defa daha \ÕkaQdÕ. 

3. Hücrelerin üzerine 1X proteinaz inhibitörü içeren RIPA tamponu eklendi. 

Pipetle al ver \aSÕOaUak h�cUeOeU kaOdÕUÕOdÕ. 

4. RIPA içerisindeki hücreler buz üzerinde 3 dakika boyunca 130W, 20kHz 

frekans ve %50 genlikte 20 saniye sonunda 20 saniye ara verilerek sonike 

edildi. 

5. Sonikasyon sonunda hücreler +4�C¶de 18.000g¶de 30dk santrifüj edildi. 

6. Santrifüj sonunda sÕYÕ fa] \eQi eSeQdRUfa akWaUÕOdÕ. 

7. BCA aQaOi]i \aSÕOaQa kadaU |UQekOeU -80�C¶de VakOaQdÕ. 

Micro BCA ୶ஆ Protein Assay Kit ile Protein Kantitasyonu 

1. -80�C¶de VakOaQPÕú örnekler buz üzerinde eritildi. 

2. Örnekler %0,5 SDS ile 1:50 RUaQÕQda Ve\UeOWiOdi. Her örnek için üç kuyu, her 

kuyu için 100ȝO diO�e ediOPiú örnek iOe |Oo�P \aSÕOdÕ. 

3. 2mg/ml Albumin %0,5 SDS ile seyreltilerek VWaQdaUWOaU ha]ÕUOaQdÕ. 

4. gOo�P \aSÕOacak heU kX\X ioiQ 50ȝO MA + 48 ȝO MB + 2 ȝO MC reaktifi olacak 

biçimde WRUkiQg ReageQW (WR) ha]ÕUOaQdÕ.  

5. 100ȝO |UQek + 100ȝO WR 96 kuyulu plakaya yüklendi. Ve 37�C¶de 120dk 

inkübe edildi. 

6. SSecWUaMa[� M2 ciha]Õ kXOOaQÕOaUak, 560 QP daOga bR\XQda |Oo�P \aSÕOdÕ.  

3.4.5 Kapiller Nano-Immunoassay 

ProteinSimple PaUkaVÕQÕQ WES cihaz modeline ait otomatize sistemin standart 

protokolü takip edildi. 

Standart paket ioiQde bXOXQaQ VRO�V\RQOaUÕQ ha]ÕUOaQPaVÕ 
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1. 400mM DTT solüsyonu: ùeffaf W�S�Q ioeUViQde toz halinde bulunan DTT 

üzerinde 40ȝO diVWiOe VX ekOendi. 

2. Floresan içeren 5X MasterMix: Pempe tüpün içersindeki tozun üzerine 

ha]ÕUOaQPÕú ROaQ DTT¶den 20ȝO, 10X Örnek Ha]ÕUOaPa Tamponunundan 20ȝO 

eklendi. 

3. Bi\RWiQOeQPiú Protein Ladder: Beyaz tüpün içersindeki tozun üzerine 16ȝO 

distile su, 2ȝO 10X |UQek WaPSRQX ve 2ȝO 400PM DTT VRO�V\RQX eklendi. 

4. Örneklerin son konsantrasyoQXQX eúiWOePek ioiQ 10X örnek tamponu 1:100 

distile su ile seyreltilerek 0,1X örnek tamponu ile örnekler seyreltildi. 

5. Örneklerin son konsantrasyonu 0,8mg/ml ve 1X Floresan MasterMix 

ioeUecekOeUi úekiOde diO�V\RQ geUoekOeúWiUiOdi. 

6. BiRWiQOeQPiú Protein Ladder ve örnekler vortekV iOe kaUÕúWÕUÕOdÕ. Denatürasyon 

için 95°C 5dk inkübe edilen örnekler mikrosantrifüjle üç saniye 2000 rpm ile 

çevrilip hÕ]OÕca bX]un içine gömülerek VR÷XWXOdX. 

DeWecWiRQ SakeW ioiQdeki biOeúeQOeU ha]ÕUOaQdÕ; 

1. Primer antikorlar antikor seyreltici 2 solüsyonu ile istenilen konsantrasyona 

dilüe edildi. Her bir kuyu ioiQ VRQ hacPi 10ȝO ROacak úekiOde primer antikor 

diO�V\RQOaUÕ ha]ÕUOaQdÕ. 

2. SekRQdeU aQWikRUOaU, SUiPeU aQWikRWXQ eOde ediOdi÷i türe uygun detection modül 

içinden seçildi. HRP iúaUeWOi sekonder antikordan kuyu baúÕQa 10ȝO kXOOaQÕOdÕ. 

3. Görüntülemenin gerçekleúebiOPeVi ioiQ deWecWiRQ PRd�O ioiQdeQ oÕkaQ 200ȝO 

Luminol-S solüsyonu üzerine 200ȝO PeURkViW solüsyonu steril bir ependorf 

ioiQde kaUÕúWÕUÕOÕS her kuyuda 15 ȝO ROacak úekilde eklendi. 

4. 12-230 kDa protein seperasyonu yapabilen 25 kuyucuklu plakaQÕQ belirtilen 

kX\XcXkOaUÕQa \XkaUÕda ha]ÕUOaQPÕú ROaQ, bi\RWiQOeQPiú SURWeiQ OaddeU, 

|UQekOeU a\QÕ hi]a\a, primer antikor, sekonder antikor, luninol-peroksit 

kaUÕúÕPÕ VÕUaVÕ\Oa \�kOeQdi. 

5. Plaka 2000 g¶de kX\XcXkOaUda haYa baORQcX÷X kaOPa\aQa kadaU santrifüj 

edildi. 

6. Kapiller kaUWXú Ye |UQekOeUiQ \�kOeQdi÷i 25 kuyucuklu plaka cihaza 

\eUOeúWiUiOdi.   
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4. BULGULAR 

4.1 Klonlama ve Vektörlerin HazÕrlanmasÕ 

PCR iOe oR÷aOWÕOaQ AeSb1-201 transkriptine ait okuma çerçevesi 

(ENSMUST00000102923.9) KpnI (5¶) Ye NRWI (3¶) enzimleri ile kesilerek jel 

VafOaúWÕUPaVÕ \aSÕOdÕ. A\QÕ eQ]iPOeUOe keViOeQ ScDNA4/TO/c-Myc-6xHis vektör 

iVkeOeWiQe T4 Oiga] eQ]iPi iOe (3:1 PCR faUgPaQÕ:YekW|U RUaQÕQda) OigaV\RQ UeakVi\RQX 

geUoekOeúWiUiOdi. LigaV\RQ �U�Q� Z\PR Mi[&GR! KiWi iOe ha]ÕUOaQPÕú kRPSeWaQ DH5Į 

bakWeUiOeUiQe WUaQVfRUPe ediOdi. Tek kRORQi ROaUak i]ROe ediOeQ faUkOÕ bakWeUi 

kORQOaUÕQdaQ PiQiSUeS iOe SOaVPid i]ROe ediOdi Ye iQVeUW¶iQ YaUOÕ÷ÕQÕ dR÷UXOaPak ioiQ 

KpnI ve SmaI eQ]iPOeUi iOe keViOdi. KeViP �U�QOeUi Ye keViOPePiú SOaVPidOeU %1 

agaUR] jeOde aQaOi] ediOdi (ùekiO 4.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ùekil 4.1. pcDNA4A/TO/-Aebp1_myc-6[HiV YekW|U�Q dR÷UXOaQPaVÕ.  
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Aebp1-201¶i ioeUdi÷i dR÷UXOaQaQ ScDNA4A/TO/-Aebp1_myc-6xHis 

vektörlerinin nükleotid dizilimi DNA dizi analizi yöntemi ile incelendi. Rekombinant 

YekW|UOeUiQ ioeUdi÷i AebS1-201 di]iViQde biU ba] de÷iúiPi (PXWaV\RQ) ROPadÕ÷Õ Ye 

okuma çerçevesinin Aebp1-201¶e ek ROaUak c-Myc epitopunu ioeUdi÷i dR÷UXOaQdÕ.  

 

ùekil 4.2. pcDNA4A/TO/-Aebp1_myc-6[HiV YekW|U�Q dR÷UXOaQPaVÕ. Aebp1-201 N-

terminal kromotogram görüntüsü. 

 

ùekil 4.3. pcDNA4A/TO/-Aebp1_myc-6[HiV YekW|U�Q dR÷UXOaQPaVÕ. Aebp1-201 C-

terminal kromotogram görüntüsü. 

  

 

 

 

 

 

ùekil 4.4. pcDNA4A/TO/-Aebp1_myc-6xHis vektörüne HRP füzyon peptidinin HA 

ve c-M\c eSiWRSOaUÕ\Oa biUOikWe ekOeQPeVi. 

c-Myc epitopu: “QKLISEEDL”  

Aebp-201 
3386 bp 

HRP  
951 bp 

HA-tag 
27 bp 

 cͲŵǇc  
30 bp 

ϲxHis 
18bp 

STOP 
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Aebp1-201 transkriptinin pcDNA4A/TO/c-myc-6[ HiV YekW|U�Qe akWaUÕOdÕ÷Õ 

ve okuma çerçevesinin vektöre ait c-P\c eSiWRSXQa kadaU X]aQdÕ÷Õ DNA di]i aQaOi]i 

iOe dR÷UXOaQdÕkWaQ VRQUa AebS1-201 transkriptine HRP enziminin füzyon peptidi 

olarak eklendi. 

pCAG-HRP-TM YekW|U�Q�Q ioeUdi÷i HA-HRP-cMyc bölgesi NotI ± AgeI 

kesim bölgeleri içeren primerler aUacÕOÕ÷Õ\Oa oR÷aOWÕOaUak AebS1-201 içeren vektöre 

kORQOaQdÕ. AebS1-201 vektöründe 1 ve Aebp1-HRP vektöründe iki kesim bölgesi 

içeren KpnI eQ]iPi iOe kORQOaU dR÷UXOaQdÕ (ùekiO 4.5). 

 

 

 

 

ùekil 4.5. pcDNA4A/TO/-Aebp1_HA-HRP-myc-6[HiV kORQOaUÕQÕQ KSQI enzim 

keViPi iOe dR÷UXOaQPaVÕ %1¶Oik agaUR] jeO.  

EQ]iP keViPi iOe dR÷UXOaQPÕú ROaQ kORQOaUa DNA di]i aQaOi]i \aSÕOdÕ. 

Klonlarda HA-HRP-cMyc dizisinin Aebp1-201¶iQ RkXPa oeUoeYeViQiQ 3¶ 

oryantasyonunda yeUOeúiP g|VWeUdi÷i dR÷UXOaQdÕ.  
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4.2 ACLP-HRP¶nin Transfeksiyonu ve ømmünofloresan Boyama  

 

ùekil 4.6. C2C12 hücrelerinde GFP ile transfeksyon kontrolü, 10X büyüme.  

Aebp1-201-HA-HRP-cMyc içeren vektörler C2C12 ve OP-9 h�cUe haWOaUÕQa 

FuGENE HD aUacÕOÕ÷Õ\Oa WUaQVfekWe ediOdi. TUaQVfekV\RQ baúaUÕVÕQÕQ kRQWURO� ioiQ 

eGFP-C1 kRQWURO YekW|U� kXOOaQÕOdÕ (GeQBaQk: U55763.1) (62). Transfeksiyon 

baúaUÕVÕ %50¶QiQ �]eUiQde VaSWaQdÕ (úekiO 4.6). 

TUaQVfekVi\RQ Va÷OaQan C2C12 hücreleri transfeksiyondan 24 saat sonra PBS 

iOe iki keUe \ÕkaQdÕ Ye 1 dakika Bi\RWiQ-Fenol ve H2O2 X\gXOaQdÕ. Bi\RWiQOeQPeQiQ 

dR÷UXOaQPaVÕ ioiQ VWUeSWaYidiQ, ACLP¶QiQ ORkaV\RQXQXQ g|]OeQPeVi ioiQ HA Ye c-

Myc, hücrede ER ve Golgi görüntülemek için PDI ve GOLPH4 ile immünfloresan 

bR\aPaOaU \aSÕOdÕ. 
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Õ.  

 ùekil 4.7. H2O2 X\gXOaQPaPÕú C2C12 h�cUeOeUiQde HA Ye SWUeSWaYidiQ g|U�QW�OeUi, 

63X büyütme. 

H2O2 X\gXOaQPaPÕú h�cUeOeUde aQWi-HA antikoru ile immun boyama sonucu 

SR]iWif h�cUeOeU g|]OeQdi. BX h�cUeOeUde Ye kRPúX h�cUeOeUde SWUeSWaYidiQ iOe kRQjXge 

ROaQ \eúiO bR\aPa g|]OeQPedi YaSÕOaQ bR\aPaOaU VRQXcXQda geQ WUaQVfeUiQiQ baúaUÕOÕ 

ROdX÷X, WUaQVfekWe ediOeQ SOaVPidiQ kiPeUik ACLP-HRP protein ifadesini etkili bir 

úekiOde Va÷OadÕ÷Õ WeVSiW ediOdi. A\QÕ PikURVkRbik Vahada bXOXQaQ h�cUeOeUde VSeVifik 

HA bR\aPaVÕ Ye ACLP-HRP ifadeVi g|U�OPePeVi iVe bX ifadeQiQ VSeVifik ROdX÷XQX 

g|VWeUPiúWiU (ùekiO4.7). 
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ùekil 4.8. H2O2 X\gXOaQPÕú C2C12 h�cUeOeUiQde HA Ye SWUeSWaYidiQ g|U�QW�OeUi, 63X 

büyütme. 

H2O2 uygulanan hücrelerde anti-HA antikoru ile immun boyama sonucu pozitif 

h�cUeOeUiQ VWUeSWaYidiQ iOe de bR\aQdÕ÷Õ g|]OeQdi (ùekiO4.8). Bu boyama sonucunda 

HA ile bR\aQPÕú ROaQ ACLP-HRP¶QiQ ifade ediOdi÷i h�cUe ioi ORkaOi]aV\RQOaUda 

Streptavidin bR\aPaVÕ WeVSiW ediOdi. HRP¶QiQ diV�OfiW ba÷OaUÕ QedeQi\Oe h�cUe 

ioeUiViQde ViWRSOa]Pada de÷iO ER veya Golgi ioeUViQde bXOXQdX÷XQXQ biOiQPeVi iOe 

hem ACLP-HRP ifadeViQiQ heP de bi\RWiQOeQPiú ROaQ SURWeiQOeUiQ h�cUeVeO 

lokalizasyonunun ER ve veya Golgi olabiOece÷iQe iúaUeW eWPiúWiU.  
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ùekil 4.9. H2O2 X\gXOaQPaPÕú C2C12 h�cUeOeUiQde c-Myc ve Streptavidin görüntüleri, 

63X büyütme. 

ACLP-HRP f�]\RQ SURWeiQiQiQ biU di÷eU eSiWRSX ROaQ c-Myc epitopuna yönelik 

anti-M\c aQWikRUX iOe \aSÕOaQ bR\aPaOaUda HA eSiWRSX iOe beQ]eU g|U�QW�OeU eOde 

edildi (ùekiO 4.9). c-M\c eSiWRSXQXQ bR\aQPaVÕ iOe eOde ediOPiú ROaQ ACLP-HRP 

ifadeVi, WUaQVfekV\RQXQ baúaUÕOÕ ROdX÷XQXQ Ye eOde ediOPek iVWeQiOeQeQ ACLP-HRP 

kiPeUik SURWeiQ \aSÕVÕQÕQ h�cUeOeU WaUafÕQdaQ �UeWiOebiOdi÷iQi WekUaU dR÷UXOaPÕúWÕU.   
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ùekil 4.10. H2O2 X\gXOaQPÕú C2C12 h�cUeOeUiQde HA Ye SWUeSWaYidiQ g|U�QW�OeUi, 

100X büyütme. 

H2O2 uygulanan hücrelerde c-M\c iOe bR\aQPÕú h�cUeOeUiQ SWUeSWaYidiQ iOe de 

bR\aQdÕ÷Õ g|]OeQdi . Sahada tek bir ACLP-HRP VeQWe]Oedi÷i g|U�OeQ h�cUe ROPaVÕQa 

Ua÷PeQ oeYUeViQdeki h�cUeOeUde de bi\RWiQOeQPe ROdX÷X g|]OeQdi. ACLP-HRP 

ifadeViQiQ bXOXQdX÷X ORkaOi]aV\RQOaUOa �VW �VWe g|U�QW� YeUeQ SWUeSWaYidiQ, 

biyotinlenmeQiQ h�cUe ioeUiViQde ER Ye/Ye\a GROgi ioeUiViQde ROdX÷XQX 

d�ú�Qd�UPekWediU. A\QÕ Vahada bXOXQaQ h�cUeOeUin, ACLP-HRP ifadeVi dR÷UXOaQPÕú 

olan hücre kadar olmasa da benzer ancak daha a] SaUOak biU SWUeSWaYidiQ bR\aPaVÕ 

g|VWeUPeVi, bi\RWiQOeQPiú ROaQ ACLP¶QiQ ROaVÕ SURWeiQ SaUWQeUOeUiQiQ h�cUe dÕúÕQa 

oÕkWÕ÷ÕQa iúaUeW edebiOece÷i d�ú�Q�OP�úW�U (ùekiO 4.10)..  
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ùekil 4.11. c-M\c Ye PDI eú bR\aPaVÕ. 

H�cUeQiQ dÕúÕQa oÕkWÕ÷Õ biOiQeQ ACLP¶QiQ ER ORkaOi]aV\RQXQa |]g� biU SURWeiQ 

ROaQ PDI iOe eú ORkaOi]aV\RQda bR\aPa VeUgiOedi÷i g|]OeQdi. ACLP-HRP¶QiQ 

g|]OePOeQPeViQe \aUdÕPcÕ ROaQ ROaQ c-M\c bR\aPaVÕ, daha önce geUoekOeúWiUiOPiú 

olan HA ve c-M\c bR\aPaOaUÕQa beQ]eU biU g|U�QW� YeUdi÷i VaSWaQdÕ. TUaQVfekWe 

ROPXú h�cUeOeUiQ ACLP-HRP ifadeViQi Va÷OadÕ÷Õ, RUWaPda bXOXQaQ aQcak WUaQVfekWe 

ROPadÕ÷Õ g|U�OeQ h�cUeOeUiQ iVe kÕUPÕ]Õ bR\aPa YeUPedi÷i g|]OePOeQdi. BXQa kaUúÕn 

W�P h�cUeOeUde PDI iOe biUOikWe \eúiO bR\aPa g|]OePOeQdi. ACLP-HRP pozitif 

hücrelerde PDI ile c-M\c g|U�QW�OeUi �VW �VWe oakÕúWÕUÕOaUak iQceOeQdi÷iQde eú 

\eUOeúiPiQ iúaUeWi ROaUak kÕUPÕ]Õ Ye \eúiO UeQkOeUiQ biU aUada ROdX÷X b|OgeOeU WXUXQcX 

olarak görüldü (ùekiO 4.11). 

ACLP µQiQ ER iOe eú ORkaOi]aV\RQ g|VWeUPeVi VRQUaVÕQda bi\RWiQOeQPeQiQ 

h�cUe ORkaOi]aV\RQXQX WaQÕPaOaPak aPacÕ\Oa VWUeSWaYidiQ iOe bR\aQPÕú h�cUeOeUde ER 

Ye gROgi eú bR\aPaOaUÕ \aSÕOdÕ. 
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ùekil 4.12. H2O2 X\gXOaQPaPÕú C2C12 h�cUeOeUiQde PDI Ye SWUeSWaYidiQ g|U�QW�OeUi, 

63X büyütme. 

H2O2 X\gXOaQPaPÕú h�cUeOeUde VSeVifik biU bR\aPa g|]OePOePedi (ùekiO4.12). 

Bu sonuçlar, H2O2 uygulanacak hücrelerde boyama görülmesi halinde, görülen 

fORUeVaQ bR\aPaQÕQ VSeVifik ROdX÷XQXQ aQOaúÕOabiOPeVi ioiQ QegaWif kRQWURO ROaUak 

kuOOaQÕOdÕ. 
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ùekil 4.13. H2O2 X\gXOaQPÕú C2C12 h�cUeOeUiQde PDI Ye SWUeSWaYidiQ g|U�QW�OeUi, 

100X büyütme. 

H2O2 YaUOÕ÷ÕQda bi\RWiQOeQPiú h�cUeOeU WeVSiW ediOdi (ùekiO.4.13). Bi\RWiQOeQPe 

iOe ER bR\aPaVÕ aUaVÕQda, HA Ye c-M\c iOe VWUeSWaYidiQ aUaVÕQda g|U�OeQ eú bR\aPa 

görülemedi.  
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ùekil 4.14. H2O2 X\gXOaQPÕú C2C12 Pi\RW�S h�cUeOeUiQde PDI Ye SWUeSWaYidiQ 

görüntüleri, 40X büyütme. 

MiyoblaVWOaUdaQ Pi\RW�SOeUe faUkOÕOaúaQ C2C12 h�cUeOeUiQde \aSÕOPÕú ROaQ 

bi\RWiQOeQPe VRQUaVÕ SWUeSWaYidiQ Ye PDI g|U�QW�OeUinde miyotüplerde biyotinlenme 

ROdX÷X aQcak ER bR\aPaVÕ iOe eúOeúPe ROPadÕ÷Õ VRQXcXQa YaUÕOdÕ (ùekiO 4.14).  

Biyotinlenmenin golgi iOe eú ORkaOi]aV\RQXQXQ ROXS ROPadÕ÷ÕQÕ g|UPek 

aPacÕOa SWUeSWaYidiQ Ye GOLPH4 eú bR\aPaVÕ \aSÕOdÕ. H2O2 X\gXOaQPaPÕú 

h�cUeOeUde \�kVek ÕúÕkWa QRQ-VSeVifik ViOik biU aUka SOaQ g|]OePOeQdi (ùekiO 4.15). 

 
ùekil 4.15. H2O2 X\gXOaQPaPÕú C2C12 h�cUeOeUiQde GOLPH4 Ye SWUeSWaYidiQ 

görüntüleri, 40X büyütme. 
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ùekil 4.16. H2O2 X\gXOaQPÕú C2C12 h�cUeOeUiQde GOLPH4 Ye SWUeSWaYidiQ 

görüntüleri, 100X büyütme. 

H2O2 X\gXOaQPÕú h�cUeOeUde h�cUe bR\XQca SeUiQ�kOeeU VSeVifik VWUeSWaYidiQ 

görüntüleri elde edildi. Ancak bu sonuçlarda ACLP-HRP Ye ER aUaVÕQda g|U�OP�ú 

ROaQ eú \eUOeúiP dXUXPX g|]OePOeQPedi (ùekiO 4.16).  
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ùekil 4.17. H2O2 X\gXOaQPÕú C2C12 h�cUeOeUiQde GOLPH4 Ye SWUeSWaYidiQ 

görüntüleri, 100X büyütme. 

BeQ]eU biU úekiOde WekUaUOaQÕOaQ deQe\OeUde H2O2 X\gXOaQPÕú h�cUeOeUde 

spesifik streptavidin görüntüleri elde edilPiú ROPaVÕQa Ua÷PeQ ACLP-HRP ve ER 

aUaVÕQda g|U�OP�ú ROaQ eú \eUOeúiP dXUXPX ACLP-HRP¶QiQ bi\RWiQOedi÷i SURWeiQOeU 

Ye GROgi aUaVÕQda gözlemlenmedi (ùekiO 4.17).  
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4.3 ACLP-HRP ile biotinlenmenin kapiller nano-immunoassay ile 

görüntülenmesi  

TUaQVfekVi\RQ VRQUaVÕ bi\RWiQOeQPeQiQ immünfloresan ROaUak g|U�QW�OeQdi÷i C2C12 

h�cUeOeUiQde OaPeOOeUiQ kX\XcXkOaUdaQ oÕkaUWÕOPaVÕQdaQ VRQUa kaOaQ h�cUeOeU RIPA 

buffer içerisinde toplanarak SURWeiQ i]ROaV\RQX Ye kaQWiWaV\RQX \aSÕOdÕ. ø]ROe ediOeQ 

proteinler kapiller nano-iPPXQRaVVa\ WekQi÷i iOe iQceOeQdi (ùekiO 4.18) YaSÕOaQ 

oaOÕúPada, ACLP¶QiQ g|U�QW�OeQPeVi ioiQ WUaQVgeQ �]eUiQde \eUOeúiPOi HA eSiWRSXQX 

hedefleyen anti-HA Wag SUiPeU aQWikRUX, iQWeUQaO kRQWURO aPacÕ\Oa iVe aQWi-vinculin 

aQWikRUX kXOOaQÕOdÕ. GOikR]iOOeQPiú fRUPXQXQ 180 kDa Ye �]eUiQde biUden fazla bant 

YeUdi÷i biOiQeQ ACLP¶QiQ WUaQVgeQ \aSÕVÕQda bXOXQaQ HA-HRP ve c-Myc ile birlikte 

eQ a] 40 kDa daha a÷ÕU ROaca÷Õ Ye 230 kDa �]eUiQde \eUOeúiP VeUgiOePeVi 

bekOeQPekWediU. YaSÕOaQ oaOÕúPada a\UÕúWÕUPa RUWaPÕQÕQ OiPiWOeUiQde ROPakOa biUOikWe 

(12-230 kDa) 230 kDa üzerinde immünUeakWif biU baQW g|]OeQPiúWiU. TUaQVfekVi\RQ 

\aSÕOPaPÕú (QegaWif kRQWURO) h�cUeOeUdeQ eOde ediOeQ SURWeiQ |UQekOeUiQde bX baQW 

g|]OeQPePiúWiU.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ùekil 4.18. C2C12 hücrelerinde anti-HA ve anti-Vinculin ile kapiller nano-

immunoassay.  

 
 
 

 

 

kDa 
ACLP-HA-HRP-cMyc  

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

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ùekil 4.20. C2C12 ve OP9 hücrelerinde Streptavidin-HRP ile kapiller nano-

immunoassay.  

 

kDa 
ACLP-HA-HRP-cMyc  

Vinculin (110 kDa)   

kDa 
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C2C12 h�cUeOeUiQdeQ eOde ediOeQ SURWeiQOeUOe geUoekOeúWiUiOeQ deQe\ 

WUaQVfekVi\RQ X\gXOaQaQ OP9 h�cUe SURWeiQOeUi kXOOaQÕOaUak WekUaU ediOdi (ùekiO 4.19). 

C2C12 hücre proteinlerinde gözlenen ve ACLP-HRP füzyon proteinine atfedilen 

immünUeakWif baQWWaQ biU PikWaU daha a÷ÕU g|]OeQeQ biU ACLP-HRP baQdÕ g|U�Od�.  

ImmünfORUeVaQ deQe\OeUi iOe bi\RWiQOePe \aSWÕ÷Õ dR÷UXOaQaQ ACLP-HRP¶QiQ 

biyotinleme kapasitesi kapiller nano-iPPXQRaVVa\ iOe g|]OeQdi  (ùekiO 4.20). g]eOOikOe 

100- 180 kDa a÷ÕUOÕk aUaVÕQda kaOaQ Ye VWUeSWaYidiQ-HRP iOe \R÷XQ eWkiOeúiP 

sergileyen bir sürüntü (smear) izlendi. Bu süzüntü H2O2 X\gXOaQPaPÕú WUaQVfekWe 

örnek proteinlerinde ve negatif kontrol örneklerinde gözlenmedi. 

4.4 Matrizomun Transkriptom ve Proteom Düzeyinde Analizi  

4.4.1 Matrizomun Transkriptom Düzeyinde Analizi  

HaVWaOÕkWa Ye Va÷OÕkWa PaWUi]RP geOiúiPi Ye ROXúXPXQa iOiúkiQ V�UeciQ b�W�Qc�O 

aQaOi]i ioiQ iVkeOeW kaVÕ geOiúiPiQi Ye haVWaOÕkOaUÕQÕ PRdeOOe\eQ deQe\ YeUiOeUi iVkeOeW 

kaVÕ PaWUi]RPX aQaOi]i ioiQ kXOOaQÕOPÕúWÕU. øVkeOeW kaVÕQda bXOXQaQ Ye iVkeOeW kaVÕQÕQ 

pRVW QaWaO d|QePde b�\�Pe Ye geOiúPeViQi Va÷Oa\aQ MXSCV (Muscle Stem Cells) veya 

di÷eU iVPi iOe VaWeOiW h�cUeOeU bXOXQPakWadÕU. BX h�cUeOeU Pi\RbOaVWOaUdaQ Pi\RW�SOeUe 

faUkOÕOaúÕUkeQ fRQkVi\RQOaUÕ ioiQ geUekOi ROaQ ECM \aSÕVÕQÕ VeQWe]OeUOeU. BX dXUXP 

iVkeOeW kaVÕQda fi]\RORjik ROaUak ECM¶iQ ROXúPaVÕQÕ PRdeOOePek Ye Va÷OÕkOÕ 

fizyolRjide iVkeOeW kaVÕ ECM eOePaQOaUÕQÕ bXOPak aPacÕ\Oa C2C12 h�cUeOeUi 

�]eUiQdeQ iQceOeQPiúWiU.  

øVkeOeW kaVÕQda b�\�Pe Ye geOiúPe ioiQ VaWeOiW h�cUeOeUdeQ �UeWiOeQ ECM 

Va÷OÕkOÕ fi]\RORji\i WePViO edeUkeQ, iVkeOeW kaVÕQda geUoekOeúeQ kURQik haVaU VRQXcXQda 

ECM eOePaQOaUÕQÕQ geUi d|Q�ú�PV�] biU úekiOde biUikiPiQiQ ROdX÷X fibUR]iV 

ROXúPakWadÕU. øVkeOeW kaVÕQda haVaU iOe biUOikWe akWiYe ROaQ FAP (fibro/adipogenic 

progenitor) h�cUeOeUiQiQ bX SaWRORjiQiQ ROXúXPXQa kaWkÕ Va÷OadÕ÷Õ biOiQPekWe ROXS bX 

hücrelerden üretiOeQ PaWUi]RP fibUR]iV SaWRORjiViQiQ biU PRdeOi ROaUak eOe aOÕQPÕúWÕU.  

TUaQVkUiSWRP aQaOi]OeUi geUoekOeúWiUiOiUkeQ W�P in vitro ve in vivo modellerde 

iVWaWiVWikVeO ROaUak aQOaPOÕ ROaUak ifade ediOeQ geQ OiVWeOeUi ROXúWXUXOPXúWXU. BX geQ 

listelerinde matrizoma ait genler seçilerek matrizom transkriptomu listeleri 
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ROXúWXUXOPXúWXU. MaWUi]RP WUaQVkUiSWRPXQda 2 kaW Ye �]eUi aUWÕú g|VWeUeQ geQOeU 

VeoiOeUek, deQe\ d�]eQekOeUiQde ECM ROXúXPXQda URO aOaQ PaWUi]RP eOePaQOaUÕ WeVSiW 

ediOPe\e oaOÕúÕOPÕúWÕU. BX OiVWeOeU ha]ÕUOaQÕUkeQ faUkOÕ W�UOeUdeQ Ye deQe\ 

SOaWfRUPOaUÕQdaQ eOde ediOPiú YeUiOeU biUbiUOeUi\Oe kaQWiWaWif ROaUak de÷iO kaOiWaWif ROaUak 

kaUúÕOaúWÕUÕOdÕ. B|\OeOikOe a\QÕ |U�QW�\� WakiS edeQ geQOeUiQ, W�U Ye deQe\ fakOÕOÕkOaUÕQa 

Ua÷PeQ ECM ROXúXPXQda RUWak ROaUak g|U�OebiOecek geQOeUiQ bXOXQPaVÕ aPaoOaQdÕ. 

C2C12 Pi\RbOaVW h�cUeOeUi iVkeOeW kaVÕ geOiúiPi Ye haVaU WaPiUiQi h�cUe 

d�]e\iQde PRdeOOePek aPacÕ\Oa kXOOaQÕOaQ ePbUi\R ka\QakOÕ h�cUe haWOaUÕdÕU. Y�kVek 

VeUXP kRúXOOaUÕQda oR÷aOPakWa, VeUXP aoOÕ÷Õ Ye \�kVek \R÷XQOXkWa iVe Pi\RjeQik 

faUkOÕOaúPa SURgUaPÕQÕ WeWikOe\eUek oRk oekiUdekOi Pi\RW�SOeUe faUkOÕOaúabiOPekWediU 

(63). C2C12 h�cUeOeUiQiQ Pi\RW�SOeUe faUkOÕOaúPa V�Uecinde transkriptom 

g|]OePOeUiQiQ \aSÕOdÕ÷Õ �o faUkOÕ deQe\e aiW YeUiOeUOe geUoekOeúWiUiOeQ aQaOi] VRQXcXQda 

C2C12 PaWUi]RPXQda iVWaWiVWikVeO ROaUak aQOaPOÕ ROaQ Ye 2 kaWWaQ fa]Oa aUWÕú g|VWeUeQ 

139 geQe aiW WUaQVkUiSW VaSWaQPÕúWÕU (Ek-1). Bu analiz ile fizyRORjik kRúXOOaUda Pi\RW�S 

oeYUeViQdeki ECM¶QiQ ROXúXPXQa Pi\RbOaVWOaUÕQ kaWkÕVÕQÕQ VaSWaQPaVÕ 

hedefOeQPiúWiU. SaSWaQaQ geQOeUdeQ 52¶ViQiQ WePeO PaWUi]RP SURWeiQOeUiQi VeQWe]Oedi÷i 

bXOXQPXúWXU. LiWeUaW�U biOgiVi\Oe SaUaOeO ROaUak, bX V�UeoWe beOiUgiQ |Oo�de fibriler 

kROajeQ aUWÕúÕ g|]OeQPiúWiU. øVkeOeW kaVÕQda PikWaU ROaUak |Qe oÕkaQ fibUiOeU kROajeQ  WiSi 

CROIa1, CROIIIa3¶�Q \aQÕ VÕUa WiS VIa1 Ye VÕa2 gibi g|Uece daha a] ROdX÷X biOiQeQ 

kROajeQOeUiQ de aQOaPOÕ biU úekiOde aUWÕúÕ g|]OeQPiúWiU. Mi\RbOaVWOaUÕQ miyotüplere 

faUkOÕOaúPa V�UeciQde ECM¶OeUiQiQi ROXúWXUXUkeQ; kROajeQ Ia1, IIIa1, IYa2 Ye 5, Va1 Ye 

3, VÕa 1 Ye 2, VIIIa1, XIIa1, XVIa1, XVIIIa1 Ye XXIIIa1 aOW WiSOeUiQi VeQWe]Oedi÷i 

VaSWaQPÕúWÕU. 
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ùekil 4.21. C2C12 h�cUeOeUiQiQ faUkOÕOaúPa V�UeciQde ifadeVi 2 kaW Ye �]eUiQde aUWÕú 

sergileyen matrizom genlerinin transkriptom düzeyinde analizi.  

TePeO PaWUi]RPXQ biU di÷eU |QePOi gUXbX SURWeRgOikaQOaUdaQ Veki]i aQOaPOÕ 

aUWÕú g|VWeUPiúWiU (brevikan, biglikan, chondroadherin-like, dekorin, hyaluronan and 

proteoglycan link protein 4 (Hapln4), perlekan (heparan sulfate proteoglycan 2-

Hspg2), osteoglisin, proline arginine-rich end leucine-rich repeat -Prelp). Bu 

SURWeRgOikaQOaUdaQ bigOikaQ, dekRUiQ Ye SeUOekaQÕQ iVkeOeW kaVÕQdaki \aSÕVaO iúOeYi 

daha |Qce WaQÕPOaQPÕúWÕU.  

Mi\RbOaVWOaUÕQ Pi\RW�SOeUe faUkOÕOaúPaVÕ VÕUaVÕQda ECM¶iQi ROXúWXUaQ 31 

gOikRSURWeiQiQ aQOaPOÕ aUWÕúÕ VaSWaQPÕúWÕU. AebS1¶iQ de C2C12 h�cUeOeUiQde Va÷OÕkOÕ 

ECM¶iQde aUWÕú VeUgiOedi÷i VaSWaQPÕúWÕU. AebS1/ACLP ekVikOi÷iQde ba÷ dRkXda 

kROajeQ RUgaQi]aV\RQXQXQ kXUXOPaVÕQda SURbOeP ROXúWX÷X |Qe V�U�OP�ú ROdX÷XQdaQ, 

kROajeQOeUiQ aQOaPOÕ aUWÕú g|VWeUdi÷i biU dXUXPda SR]iWif kRUeOaV\RQ g|VWeUeUek aUWÕú 

VeUgiOePeVi, bX V�UeoWe R\QadÕ÷Õ URO bakÕPÕQdaQ |QePOi biU g|]OePdiU. AebS1¶e ek 

olarak fibronektin, elastin, fibulin, fibrillin, laminin, matrillin, periostin, SPARC ve 

tenascin c gibi glikoprotienlerin arttÕ÷Õ g|U�OP�úW�U. YaSÕVaO g|UeYOeUde URO aOdÕ÷Õ 

biOiQeQ bX SURWeiQOeUiQ \aQÕ VÕUa ECM¶de TGF-� ba÷Oa\ÕcÕ |]eOOi÷i biOiQeQ LWbS4, 

IGF¶OeUi ECM¶de WXWaQ IgfbS-3,4,5¶iQ aUWWÕ÷Õ g|]OeQPiúWiU. BX fakW|UOeUiQ iVkeOeW 

kaVÕQÕQ \aSÕVaO geOiúiPi ioiQ |QePOi ROdX÷X biOiQPekWediU. B�\�Pe fakW|U� ba÷OaPa 
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kaSaViWeVi ROaQ SURWeiQOeUiQ bX aOW WiSOeUiQiQ iVkeOeW kaVÕQda aQOaPOÕ ROaUak aUWWÕ÷Õ 

VaSWaQPÕúWÕU.  

TePeO PaWUi]RP SURWeiQOeUiQiQ ROgXQOaúPaVÕQÕ Ye PaWUi]RPXQ kXUXOPaVÕQÕ 

Va÷Oa\aQ ECM d�]eQOe\ici SURWeiQOeUi VeQWe]Oe\eQ 39 WUaQVkUiSWiQ de aUWÕúÕ 

g|U�OP�úW�U. AdaP aiOeViQdeQ \aOQÕ]ca AdaP 19, AdaPWV aiOeViQdeQ 1, 2, 4, 5, 16 Ye 

AdaPWV beQ]eUi SURWeiQOeUdeQ 1 Ye 5¶iQ ifadeVi aQOaPOÕ biU úekiOde aUWPÕúWÕU. 

KROajeQOeUiQ Oi]iO aPiQR aViWOeUiQi RkViWOeQPeViQi Va÷Oa\aUak kROajeQ ROgXQOaúPaVÕQda 

rol alan Lox, Lox benzeri 1-2 ve prokolajen lizin, 2-oxoglutarat 5-dioksigenaz 2 

(PORd2) geQOeUiQe aiW WUaQVkUiSWOeUiQ aUWÕúÕ g|U�OP�ú Ye bX SURWeiQOeUiQ iVkeOeW kaVÕQdaQ 

VeQWe]OeQdi÷i biOiQeQ kROajeQ aOW WiSOeUiQi PRdifi\e edebiOece÷i d�ú�Q�OP�úW�U. MPS 

ailesinden 2, 10, 11, 12, 14, 15 ve Mmpleri ve özellikle Mmp-2¶\i iQhibe edeQ 

TiPS2¶QiQ aUWWÕ÷Õ g|U�OP�úW�U.  

TePeO PaWUi]RPXQ Ye ECM Ueg�OaW|UOeUiQiQ �UeWiP Ye VaOgÕ V�UeoOeUiQi 

d�]eQOe\eQ 34 P\RkiQ geQiQde aUWÕú g|U�OP�úW�U. BX fakW|UOeUdeQ iVkeOeW kaVÕ 

geOiúiPiQdeki URO� biOiQeQ; fROiVWaWiQ, iQV�OiQ beQ]eUi b�\�Pe fakW|U�OeUi Igf-1 ve 2, 

transforme edici büyüme faktörü olan Tgf-� 2 Ye 3¶�Q aUWÕúÕ, bX Pi\RkiQOeUiQ iVkeOeW 

kaVÕ ECM geOiúiPiQde |QePOi URO R\QadÕ÷ÕQÕ g|VWeUPekWediU.  

Miyojenik kaUakWeUi ROaQ C2C12 h�cUeOeUiQdeQ faUkOÕ ROaUak kURQik haVaU Ye 

fibUR]iV dXUXPXQda akWiYe ROaUak oR÷aOaQ, iVkeOeW kaVÕ Pe]eQkiPaO VWURPaO h�cUe 

WRSOXOX÷X ROaQ fibUR-adipojenik hücreler de (FAP) aktive olduktan sonra gösterdikleri 

WUaQVkUiSWRP de÷iúiPi PaWUi]RP SeQceUeViQdeQ iQceOeQPiúWiU. BX oeUoeYede C2C12 

h�cUeOeUi iVkeOeW kaVÕQda Va÷OÕkOÕ fi]\RORji\i WePViO edeUkeQ FAP h�cUeOeUi fibUR]iV 

patolojisini in vitro PRdeOOePekWediU. AQaOi] VRQXcXQda g|Uece C2C12¶deQ daha fa]Oa 

matrizom transkripti ve daha fazOa Va\Õda geQ VaSWaQPÕúWÕU (Ek-2). Bu durum iki temel 

QedeQOe aoÕkOaQPa\a oaOÕúÕOPÕúWÕU: 1. FAP h�cUeOeUiQiQ fibURbOaVW beQ]eUi kaUakWeU 

g|VWeUeUek akWiYe ROdX÷X RUWaPda ECM¶iQ ROXúPaVÕQda |QePOi g|UeYOeU aOPaVÕ, 2. bX 

verilerin eldesinde C2C12 gözlemlerinde kXOOaQÕOaQ PikURdi]iQ (microarray) 

teknolojisi yerine RNA-SeT WekQRORjiViQiQ VaSWaQaQ WUaQVkUiSW Va\ÕVÕQÕ aUWÕUdÕ÷Õ 

d�ú�Q�OebiOiU.  



 53 

FAP h�cUeOeUiQde geUoekOeúWiUiOPiú ROaQ oaOÕúPada WePeO PaWUi]RPXQ 

WaPaPÕQda C2C12 h�cUeOeUiQe kÕ\aVOa daha fa]Oa geQ VaSWaQPÕúWÕU. C2C12 

h�cUeOeUiQdeQ VaOgÕOaQaQ kROajeQOeUiQ QeUede\Ve WaPaPÕ FAP h�cUeOeUiQde de aQOaPOÕ 

aUWÕú VeUgiOePekWediU. C2C12 h�cUeOeUiQdeQ faUkOÕ ROaUak fibUiOeU WiSWe kROajeQ ROaQ 

kROajeQ Ia2¶QiQ aQOaPOÕ aUWÕúÕ \aOQÕ]ca FAP h�cUeOeUiQde g|U�OP�úW�U (ùekiO 4.22).  

 
 

ùekil 4.22. FAP hücreleri transkriptom düzeyinde matrizom analizi.  

Proteoglikan VeQWe]i kaSaViWeVi ROaUak C2C12 h�cUeOeUiQdeQ faUkOÕ ROaUak 

aVSRUiQ, SRdRkaQ, RVWeRgOiViQ Ye RVWeRPRdiOiQOeUiQ VeQWe]iQde aQOaPOÕ biU aUWÕú 

bXOXQPXúWXU. BX SURWeRgOikaQOaUÕQ fibUR]iV V�UeciQde P\RbOaVW fi]\RORjiViQe kÕ\aVOa 

daha a] eOaVWik ECM¶iQ ROXúXPXQa kaWkÕ YeUdi÷i úekOiQde \RUXPOaQabiOiU.  

GOikRSURWeiQOeUdeQ AebS1¶iQ de FAP h�cUeOeUiQde aUWWÕ÷Õ g|U�OPekWediU. BX 

bXOgX iOe ECM VeQWe]iQiQ ROdX÷X dXUXPOaUda AebS1¶iQ de aUWWÕ÷Õ Ye VeQWe]OeQeQ 

ECM¶iQ kXUXOPaVÕQda g|UeY aOdÕ÷Õ hiSRWe]iQi deVWekOeU QiWeOikWediU. AebS1 dÕúÕQda 

VeQWe]OeiQde aQOaPOÕ aUWÕú ROaQ gOikRSURWeiQOeUde Tgf-ß induced, Igfbp4-5-6-7, pro-

kolajen c- peptidaz enhencer (Pcolce) 1-2 gibi ECM d�]eQOeQPeViQi Ueg�Oe eWWi÷i 

biOiQeQ fakW|UOeU VaSWaQPÕúWÕU.  
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ECM¶e VaOÕQaQ WePeO PaWUi]RP SURWeiQOeUiQdeki aUWÕúÕQ biU beQ]eUi ECM 

d�]eQOe\iciOeUiQde de g|U�OP�úW�U. AdaP aiOeViQde 8, 9, 12, 19, 23, MPS aiOeViQde 

bXOXQaQ 3, 4, 8, 9, 14, 19, 23, 24 gibi faUkOÕ MPSOeUiQ VaOgÕOaQdÕ÷Õ VaSWaQPÕúWÕU. BiUoRk 

faUkOÕ WePeO PaWUi]RP SURWeiQiQi VeQWe]Oe\eQ FAP h�cUeOeUiQ bX SURWeiQOeUiQ iúOeQPeVi 

ioiQ geUekOi ROaQ 75 faUkOÕ ECM d�]eQOe\iciViQi VeQWe]Oedi÷i g|U�úP�úW�U.  

FAP h�cUeOeUiQdeQ VaOgÕOaQaQ 56 faUkOÕ VaOgÕ fakW|U� Ye bXQOaU ioiQde FAP 

PaUkeUÕ ROdX÷X biOiQeQ platelet derived growth factor alpha (Pdgfra) gözleQPiúWiU. 

H�cUeOeUiQ oR÷aOPaVÕ Ye faUkOÕOaúPaVÕda g|UeY aOaQ Hgf, Egf-like 8, Fgf-2, 7, 10  gibi 

b�\�Pe fakW|UOeUi VaOgÕVaO SURWeiQOeU aUaVÕQda iQfOaPaV\RQOa iOiúkiOi ROdX÷X biOiQeQ 

oeúiWOi kePRkiQ Ye ViWRkiQ PROek�OOeUi |Qe oÕkPakWadÕU. 

C2C12 ve FAP hücreOeUiQiQ ECM aUWÕúÕ iOe biUOikWe oeúiWOi kROajeQ aOW WiSOeUiQi 

�UeWWi÷i g|]OePOeQPiúWiU. ACLP¶QiQ kROajeQ RUgaQi]aV\RQX iOe iOiúkiOi ROdX÷XQXQ 

d�ú�Q�OPeVi Ye kROajeQOeUiQ |]eOOikOe iVkeOeW kaVÕ ECM \aSÕVÕQda |QePOi biU \eU 

WXWPaVÕ QedeQi\Oe iVkeOeW kaVÕQda haVaU WaPiUiQde URO aOdÕ÷Õ biOiQeQ bX iki h�cUe 

SRS�OaV\RQXQX WaUafÕQdaQ �UeWiOeQ kROajeQOeU biUbiUOeUi\Oe kÕ\aVOaQPÕúWÕU (ùekiO 4.23).  

 
ùekil 4.23. Miyoblast C2C12 hücreleri ile fibroadipojenik öncül FAP hücrelerinin 

kROajeQ aOW WiSOeUi WUaQVkUiSWOeUiQiQ de÷iúiPiQiQ kaUúÕOaúWÕUÕOPaVÕ.  
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FibUR]iV geOiúiPiQiQ kROajeQ biUikiPi iOe kaUakWeUi]ediU. Sa÷OÕkOÕ iVkeOeW kaVÕ 

fi]\RORjiViQde de kROajeQ aUWÕúÕ g|U�OPeViQe Ua÷PeQ dRkXdaki eOaVWik \aSÕ 

korunmakWadÕU. BX biOgiOeU ÕúÕ÷ÕQda SaWRORjik V�UeoWe aUWÕú VeUgiOe\eQ faUkOÕ kROajeQ aOW 

WiSOeUiQiQ YaUOÕ÷Õ Ye ifade de÷iúiPOeUi iQceOeQPiúWiU. BX úekiOde de÷iúiP VeUgiOe\eQ 

ROaVÕ kROajeQ aOW WiSOeUiQiQ fi]\RORjik V�UeoWe ifadeVi VRUgXOaQPÕúWÕU. KaUúÕOaúWÕUÕOaQ iki 

h�cUe SRS�OaV\RQXQda 5 faUkOÕ kROajeQ aOW WiSiQiQ iVkeOeW kaVÕ faUkOÕOaúPa fi]\RORjiViQi 

PRdeOOe\eQ C2C12 h�cUeViQde a]aOPa VeUgiOeUkeQ FAP h�cUeOeUiQde aUWÕú 

g|]OeQPiúWiU. BXQOaU aUaVÕQda; CRO1a2, CRO5a3 gibi iVkeOeW kaVÕQda \�kVek PikWaUda 

g|U�Od�÷� biOiQeQ aQcak Pi\RbOaVWOaUÕQ Pi\RW�SOeUe faUkOÕOaúPaVÕ iOe ifadeVi a]aOaQ 

kROajeQ aOW WiSOeUiQiQ ifadeViQiQ FAP h�cUeOeUiQde 30 kaW Ye �]eUi PikWaUda aUWWÕ÷Õ 

g|]OePOeQPiúWiU. BX bXOgX, VaSWaQaQ kROajeQ aOW WiSOeUiQiQ fibUR]iV iOe geOiúeQ, 

fi]\RORji\e kÕ\aVOa eOaVWik QiWeOi÷i a]aOPÕú Ye VeUWOeúPiú dRkX \aSÕVÕQÕQ kXUXOPaVÕQÕQ 

WePeO QedeQi ROabiOece÷iQi deVWekOePekWediU.  

Hücresel modellerle fizyolojik ve patolojik matrizom sürecinin incelenmesi 

VRQUaVÕQda eOe aOÕQaQ in vivo PRdeOOeUde geQ OiVWeOeUi ha]ÕUOaQdÕ. In vivo modellerle 

fibUR]iViQ PRdeOOeQPeVi aPacÕ\Oa;  

x TeQRWRPi V�UeciQe eúOik edeQ Ye iQfOaPaV\RQ VeUgiOePe\eQ iVkeOeW kaVÕ 

fibrozis modeli  

x DMD haVWaOÕ÷ÕQÕQ faUe PRdeOi ROaQ Dmdmdx di\afUaP kaVÕQda fibUR]iV 

geOiúiPi iQceOeQPeVi  

x KaV diVWURfiVi WaQÕOÕ haVWa bi\RSViOeUiQde WUaQVkUiSWRP iQceOePeVi YeUi 

VeWOeUi kXOOaQÕOPÕúWÕU.  

BX gUXSOaUÕQ \aQÕ VÕUa kaUdi\RWRkViQ iOe ROXúWXUXOPXú akXW kaV haVaUÕ PRdeOi 

fibrozis ile sonuçlanmayan hasar WaPiUi PRdeOi ROaUak eOe aOÕQPÕúWÕU. (ùekiO 4.24) 
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ùekil 4.24. In vivo modellerde transkriptom düzeyinde matrizom analizi.  

(p<0.001, FC > 2)   

Geri Dönüşümsüz 
Hasar (49 gen) 

Tüm Gruplarda 
Ortak (27 gen) 

En Az 2 Grupta 
Ortak(112 gen) 

Adam15 Igfbp2 Anxa2 Lamb1 Col1a1 Adam10 
Adamts12 Loxl1 Bgn Lox Col1a2 Adam15 

Aebp1 Lum Cilp2 Matn2 Col4a1 Bmp1 
Col11a1 Igfbp7 Col18a1 Postn Col4a2 Loxl1 
Col14a1 Lama4 Col3a1 Serpina3n Col6a1 Mmp12 
Col16a1 Mfap2 Col5a1 Serpine1 Col6a2 Mmp14 

Ctgf Mfap4 Col5a2 Serpinh1 Aebp1 Mmp2 
Ctsk Timp2 Col6a3 Srpx Ctgf Mmp3 
Eln Pcsk5 Ctsb Tgfbi Fbln1 Timp2 

Fgl2 Ptn Fbln2 Thbs2 Fn1 Igf2 
Fst Tnxb Fbn1 Timp1 Igfbp2 Sfrp2 

Hspg2 Sparc Fstl1 Tnc Ltbp2 Tgfb1 
Mmp2 Wisp2 Igf1 Vcan Mfap5 Tgfb3 
Pcolce   Igfbp4 

 
Wisp2 
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øVkeOeW kaVÕQda geUoekOeúeQ haVaUÕQ aUdÕQdaQ WaPiU V�UeOeUiQde 4 faUkOÕ deQe\ 

gUXbX Ye 3 faUkOÕ W�Ue aiW |UQekOeU biU aUada iQceOeQPiúWiU. øVWaWiVWikVeO ROaUak aQOaPOÕ 

bulunan (p<0.001), iki kat ve �]eUi kaW aUWÕúÕ g|VWeUeQ WUaQVkUiSWOeUe aiW geQ OiVWeOeUi 

ROXúWXUXOPXúWXU (Ek-3). ECM aUWÕúÕ iOe kaUakWeUi]e ROaQ bX in vivo PRdeO gUXSOaUÕQÕQ 

heSViQde RUWak aUWÕú VeUgiOe\eQ 27 geQ WeVSiW ediOPiúWiU. BX geQOeUiQ W�P gUXSOaUda 

aUWÕúÕQÕQ ROPaVÕ, iVkeOeW kaVÕQda ECM \aSÕVÕQÕQ WaPiUi ioiQ bX geQ �U�QOeUiQiQ eO]eP 

ROdX÷XQX Ye ROXúacak \eQi ECM \aSÕVÕQÕQ WePeO WaúOaUÕ ROdX÷XQa iúaUeW eWPekWediU. 

T�P YeUi VeWOeUiQde RUWak ifade aUWÕúÕ VeUgiOe\eQ CRO3a1, CRO5a1, CRO5a2 gibi fibUiOeU 

kolajenler, Biglikan, Fibrilin, Fibülin, Matrilin, Periostin ve Versikan 

SURWeRgOikaQOaUÕQÕQ \eQideQ kXUXOacak ECM \aSÕVÕQdaki WePeO PaWUi]RP ioiQ eO]eP 

ROdX÷X aQOaúÕOPÕúWÕU.  

øVkeOeW kaVÕQda ECM¶iQ \eQideQ kXUXOXUkeQ RUWa\a oÕkaQ d�]eQOe\ici fakW|UOeU 

aUaVÕQda biU kROajeQ PRdifi\e edici enzim olan lizil oksidaz (Lox) ve MMP inhibitörü 

ROaQ TiPS1¶iQ VeQWe]OeQeQ WePeO PaWUi]RP geQOeUiQiQ PRdifikaV\RQXQX d�]eQOePek 

kRQXVXQda iVkeOeW kaVÕ ECM ROXúXPXQda \a\gÕQ biU eWki\e VahiS ROdX÷X aQOaúÕOPÕúWÕU. 

øVkeOeW kaVÕQÕQ geOiúiPiQde |QePOi g|UeYOeU aOdÕ÷Õ biOiQeQ fROiVWaWiQ beQ]eUi 

protein-1 (FVWO1) Ye øQV�OiQ beQ]eUi b�\�Pe fakW|U�-1 (Igf1) W�P gUXSOaUda aQOaPOÕ 

aUWÕú g|VWeUeQ iki Pi\RkiQ ROPXúWXU. EWkiOeUiQiQ \a\gÕQ ROdX÷X Ye iVkeOeW kaVÕ 

h�cUeOeUiQiQ b|O�QPeVi ioiQ eO]eP ROdX÷X biOiQeQ bX iki miyokinin tüm gruplarda ortak 

ROaUak aUWPÕú ROPaVÕ bX deQe\ gUXSOaUÕQda g|U�OeQ ECM biUikiPi Ye h�cUe 

bölünmesini destekler niteliktedir.  

ECM aUWÕúÕ VeUgiOedi÷i biOiQeQ deQe\ gUXSOaUÕQ eQ a] ikiViQde aUWÕú g|VWeUeQ 112 

geQ VaSWaQPÕúWÕU. øVkeOeW kaVÕ PaWUi]RP \aSÕVÕQÕQ \eQideQ kXUXOPaVÕ ioiQ faUkOÕ W�UOeUde 

RUWakOÕk g|VWeUeQ bX 112 geQ, iVkeOeW kaVÕ ECM \aSÕVÕQda bXOXQaQ SURWeiQOeUiQ in vivo 

geQ OiVWeVi ROaUak eOe aOÕQabiOiU. BX geQ OiVWeViQde 6 SURWeRgOikaQ, 15 kROajeQ 38 

gOikRSURWeiQ ROaUak WRSOaP 59 WePeO PaWUi]RP geQi VaSWaQPÕúWÕU. 28 ECM d�]eQOe\ici 

geQ bX WePeO PaWUi]RP SURWeiQOeUiQi PRdifi\e edeUkeQ, 17 VaOgÕOaQaQ fakW|U�Q de bX 

süreçleUiQ h�cUe ViQ\aO iOeWiPi d�]e\iQde kRQWURO�Q� Va÷Oa\abiOece÷i g|U�OP�úW�U. 

BX 112 geQdeQ ECM ROXúXPXQXQ fibUR]iV iOe VRQXoOaQPadÕ÷Õ kaUdi\RWRkViQ 

aUacÕOÕkOÕ haVaU PRdeOiQe aiW VRQXoOaU oÕkaUWÕOdÕ÷ÕQda kaOaQ 49 geQiQ iVkeOeW kaVÕ 
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fibrozisin tedavi stratejileUiQde ada\ hedef geQ ROPa SRWaQVi\eOi ROdX÷X 

d�ú�Q�OPekWediU. FibUR]iViQ kaUakWeUiVWik |]eOOi÷i ROaQ kROajeQ aUWÕúÕ bX 49 geQdeQ 3¶� 

SURWeRgOikaQ, 9¶X kROajeQ, 22¶Vi gOikRSURWeiQ ROaUak 34 WePeO PaWUi]RP geQi Ye 9 ECM 

d�]eQOe\iciVi Ye 6 VaOgÕOaQaQ fakW|U ROaUak bXOXQPXúWXU. BX gUXSWa VSeVifik ROaUak 

bXOXQaQ fibUiOeU kROajeQ CRO1a2, ba]aO PePbUaQ ROXúXPXQda g|UeY aOaQ CRO4a1,4a2 

Ye bXQOaUa ek ROaUak PikURfibUiOOeUiQ ROXúXPXQda �oO� heWeURheOikV \aSÕVÕ g|VWeUeQ 

kROajeQ VI¶\a aiW CRO6a1 Ye CRO6a2 gibi |QePOi kROajeQ \aSÕOaUÕ bX gUXSWa a\ÕUW edici 

ROaUak g|]OeQPiúWiU.  

GeUi d|Q�ú�PV�] haVaU Ye ECM biUikiPi iOe iOiúkiOeQdiUiOebiOecek bX gUXSWa 

AebS1¶iQ de \eU aOÕ\RU ROPaVÕ, AebS1¶iQ ECM¶iQ \eQideQ RUgaQi]e ediOPeViQde 

|QePOi g|UeYOeU �VWOeQebiOece÷iQe iúaUeW eWPekWediU. AebS1¶e ek ROaUak eOaVWiQ, 

SPARC, laminin alfa-4, PikURfibUiO iOiúkiOi SURWeiQ 2 Ye 4 gibi oeúiWOi gOikRSURWeiQOeU Ye 

SeUOekaQ, RVWeRgOiViQ, OXPiQikaQ gibi iVkeOeW kaVÕ ioiQ |QePOi SURWeRgOikaQOaU bX gUXSWa 

\eU aOPakWadÕU.  

øVkeOeW kaVÕQda fibUR]iV SaWRORjiViQde g|U�Od�÷� WahPiQ ediOeQ bX WePeO 

PaWUi]RP eOePaQOaUÕQÕ PRdifi\e edebiOece÷i WahPiQ ediOeQ 9 ECM d�]eQOe\iciVi 

fibUR]iV SaWRORjiViQiQ \aYaúOaWÕOPaVÕ Ye dXUdXUXOPaVÕ ioiQ ada\ iOao hedefi ROaUak 

de÷eUOeQdiUiOebiOiU. AdaP 15, AdaPWV 12, LR[-beQ]eUi 1, MPS 2 eQ]iPOeUiQiQ a\ÕUW 

edici ROaUak bX gUXSWa |Qe oÕkPakWadÕU.  

SaOgÕOaQaQ fakW|UOeUdeQ Secreted Frizzeld Related Protein 4, Sfrp4 ve Frzb 

geninden üretilen Frizzled-iOiúkiOi SURWeiQ¶iQ aUWWÕ÷Õ g|U�OP�úW�U.   
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FAP ŀ GDH ± C2C12 (18 gen) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ùekil 4.25. øVkeOeW kaVÕ k|k h�cUe gUXSOaUÕQÕQ geUi d|Q�ú�PV�] haVaUa kaWkÕOaUÕQÕQ 

kaUúÕOaúWÕUÕOPaVÕ.  

øVkeOeW kaVÕQda fibUR]iV geOiúiPiQde |QePOi URO R\QadÕ÷Õ d�ú�Q�OeQ 

fibro/adipogenic progenitor (FAP) h�ceUOeUi Ye iVkeOeW kaVÕQda b�\�Pe Ye geOiúPeQiQ 

deYaPÕQÕ Va÷OadÕ÷Õ d�ú�Q�OeQ iVkeOeW kaVÕ k|k h�cUeOeUi/VaWeOiW h�cUeOeU (MXSCV) 

ROaUak iViPOeQdiUiOeQ iki faUkOÕ h�cUe gUXbX iOe geUi d|Q�ú�PV�] haVaU aUaVÕQdaki iOiúki 

geQ OiVWeOeUi �]eUiQdeQ kaUúÕOaúWÕUÕOPÕúWÕU (Ek 1-2-3). C2C12 hücreleri fizyolojiyi ve 

Va÷OÕkOÕ i\iOeúPeQiQ PRdeOi ROaUak eOe aOÕQPÕú Ye \aOQÕ]ca 4 geQ bX OiVWe iOe |]g�O 

ROaUak keViúPiúWiU. BXQa kaUúÕQ C2C12 h�cUeOeUiQde aQOaPOÕ ROaUak aUWÕú g|VWeUPe\eQ 

aQcak FAP h�cUeOeUiQde aUWÕúÕ WeVSiW ediOeQ 18 geQ bXOXQPXúWXU. CRO1a2, PcROce, 

Adamts12, Ltbp3 gibi ECM ioiQ |QePOi geQOeUiQ C2C12 h�cUeOeUiQiQ i\iOeúPe 

V�UeciQde fi]\RORjik ECM \aSÕVÕQdaQ de÷iO, FAP h�cUeOeUiQiQ RUWaPa VaOgÕOadÕ÷Õ Ye 

fibUR]iV SaWRORjiVi iOe VRQXoOaQaQ ECM biUikiPiQe kaWkÕ VXQabiOece÷i d�ú�Q�OPekWediU 

(ùekiO 4.25).  

4.4.2 Matrizomun Proeom Düzeyinde Analizi  

øVkeOeW kaVÕQda WUaQVkUiSWRP d�]e\iQde eOde ediOeQ biOgiOeUiQ SURWeiQ d�]e\iQde 

dR÷UXOaQPaVÕ aPacÕ\Oa C2C12 Pi\RW�SOeUi h�cUe dÕúÕ (VaOgÕOaQaQ) SURWeRPdaQ eOde 

ediOPiú VekUeWRP oaOÕúPaVÕ (PXD007527) Ye iQVaQ SUiPeU Pi\RbOaVWOaUÕQ Pi\RW�SOere 

Adamts12 Lum 
Col1a2 Mfap2 
Col14a1 Mfap4 
Cthrc1 Pcolce 
Ctsk Pcsk5 
Cxcl14 Sfrp4 
Dpt Spon1 
Igfbp7 Thbs3 
Ltbp3 Thbs4 
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faUkOÕOaúPaVÕ V�UeciQi g|]OePOe\eQ (PXD018588) SURWeRP YeUi VeWOeUi aQaOi] 

ediOPiúWiU.  

C2C12 h�cUeOeUiQde \aSÕOaQ oaOÕúPaOaU VRQXcXQda bX h�cUeOeUe aiW PaWUi]RP 

SURWeiQOeUi (kROajeQ, SURWeRgOikaQ Ye gOikRSURWeiQ \aSÕOaUÕ) ePPAI de÷eUOeUi �]eUiQdeQ 

hedefOi Ye QiceO ROaUak aQaOi] ediOPiúWiU (Ek-4).  

 

 
ùekil 4.26. C2C12 miyotüplerinde proteom düzeyinde glikoproteinlerin analizi. 

ùekil 4.27. C2C12 miyotüplerinde proteom düzeyinde kolajenlerin ve 

SURWeRgOikaQOaUÕQ aQaOi]i  
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C2C12 h�cUeOeUiQ VekUeWRP \aSÕVÕQda bXOXQaQ gOikRSURWeiQOeUiQ RUaQOaUÕ 

kÕ\aVOaQdÕ÷ÕQda fibronektin-1 SURWeiQiQiQ %21 RUaQOa |Qe oÕkWÕ÷Õ g|U�OPekWediU. 

Nidojen-1, Nidojen-2, PcROce, TeQaVciQ C gibi iVkeOeW kaVÕQda YaUOÕ÷Õ biOiQeQ 

proteinlerin glikoproteinleU aUaVÕQda |QePOi biU \eU WXWWX÷X g|U�OP�úW�U. AebS1¶iQ de 

VaOgÕOaQaQ gOikRSURWeiQOeUiQ %2¶ViQi ROXúWXUdX÷X VaSWaQPÕúWÕU (ùekiO 4.26).  

C2C12 h�cUeOeUiQde kROajeQOeUiQ SURWeRP d�]e\iQde kaUúÕOaúWÕUÕOdÕ÷ÕQda 

OiWeUaW�Ude bXOXQaQ iVkeOeW kaVÕQdaki kROajeQOeUiQ RUaQÕ iOe beQ]eU biU WabOR VeUgiOedi÷i 

g|]OeQPiúWiU. FibUiOeU kROajeQOeU ioiQde VÕQÕfOaQaQ kROajeQ Ia1 Ye Ia2¶iQ eúiW RUaQda 

bXOXQaUak WRSOaP kROajeQOeUiQ %36¶VÕQÕ, kROajeQ IIIa1¶iQ iVe %19¶XQX ROXúWXUdX÷X 

g|U�OP�úW�U. B|\OeOikOe bX �o WiS kROajeQiQ C2C12¶deQ VaOgÕOaQaQ kROajeQOeUiQiQ 

%55¶iQi ROXúWXUdX÷X g|]OeQPiúWiU (ùekiO 4.27). 

C2C12 VekUeWRPXQda aOWÕ SURWeRgOikaQÕQ |Qe oÕkWÕ÷Õ g|U�OP�úW�U. BigOikaQ, 

RVWRgOiViQ, SeUOekaQ Ye dekRUiQ SURWeRgOikaQOaUÕQ %94¶�Q� ROXúWXUPakWadÕU. BX 

SURWeRgOikaQOaUÕQ, iVkeOeW kaVÕ ECM \aSÕVÕQda bXOXQdX÷X OiWeUaW�Ude biOdiUiOPiúWiU (64).  

 
ùekil 4.28. C2C12 miyotüplerinde kolajenlerin trankriptom düzeyindeki ifade 

de÷iúiPOeUiQiQ SURWeRP d�]e\iQdeiQdeki eWkiVi. 

C2C12 VekUeWRPXQda geUoekOeúWiUiOPiú SURWeRP oaOÕúPaVÕ iOe bX h�cUeOeUOe 

\aSÕOPÕú WUaQVkUiSWRP oaOÕúPaVÕ kROajeQOeU SeUVSekWifiQde biU aUa\a geWiUiOdi÷iQde 

proteom düzeyinde en yüksek düzeyde ifade edilen fibriler kolajenlerin transkriptom 

d�]e\iQde ifadeViQiQ VWabiO ROdX÷X g|U�OP�úW�U. øki faUkOÕ h�cUe WiSiQde kROajeQ ifade 

kaUúÕOaúWÕUÕOPaVÕQda |Qe oÕkaQ 5 faUkOÕ kROajeQ aOW Wipinden Col5a3 C2C12 proteomunda 
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eQ a] bXOXQaQ kROajeQOeU ioiQde VaSWaQPÕúWÕU. BX g|]OeP, fi]\RORjik kRúXOOaUda 

CRO5a3¶�Q iVkeOeW kaVÕQda PikWaUÕQÕQ VÕQÕUOÕ ROdX÷X, fibUR]iV iOe biUOikWe aUWWÕ÷Õ Ye bX 

aUWÕúÕQ FAP h�cUeOeUi ka\QakOÕ ROabiOece÷iQi SURWeiQ d�]e\iQde RUWa\a kRQPXúWXU. 

BXQa kaUúÕQ faUkOÕOaúPa iOe PRNA d�]e\iQde ifadeVi a]aOaQ CRO1a2¶QiQ \iQe de 

Pi\RW�SOeUdeki kROajeQOeUiQ |QePOi biU kÕVPÕQÕ ROXúWXUdX÷X g|U�OP�úW�U (ùekiO 4.28.).  

Proteom ve transkriptom oaOÕúPaOaUÕQÕQ biU aUa\a geWiUiOPeVi\Oe CRO1a2¶QiQ 

iVkeOeW kaVÕQda faUkOÕOaúPa iOe PRNA d�]e\iQiQ a]aOPaVÕQa kaUúÕQ Pi\RW�SOeUde 

SURWeiQ d�]e\iQiQ \�kVek PikWaUda g|]OeQdi÷i aQOaúÕOPÕúWÕU. In vivo deQe\ gUXSOaUÕQda 

\aSÕOaQ aQaOi]OeUde, geUi d|Q�ú�P�] haVaUÕQ ROdX÷X gUXSWa g|U�OeQ CRO1a2¶QiQ iVkeOeW 

kaVÕQda haVaUOa biUOikWe akWiYe ROaQ FAP h�cUeOeUiQdeQ VeQWe]OeQebiOece÷i hiSRWe]iQi 

desteklemektedir.   

 
ùekil 4.29. øQVaQ SUiPeU Pi\RbOaVWOaUÕQ Pi\RW�SOeUe faUkOÕOaúPaVÕQda ifadeVi eQ oRk 

de÷iúeQ 14 SURWeiQ. 

C2C12 sekretomunda bXOXQaQ YeUiOeUiQ kÕ\aVOaQPaVÕ aPacÕ\Oa iQVaQ iVkeOeW 

kaVÕ SURWeRP YeUiOeUiQi ioeUeQ biU YeUi VeWi aQaOi] ediOPiúWiU. Mi\RbOaVWOaUÕQ ]aPaQa 

kaUúÕ Pi\RW�SOeUe faUkOÕOaúPaVÕQdaQ eOde ediOeQ bX SURWeRP oaOÕúPaVÕQda Pi\RbOaVWOaU 

iOe d|Ud�Qc� g�Q� iBAQ de÷eUOeUi iOe kaUúÕOaúWÕUÕOPÕúWÕU (Ek-5). Veri setinde 
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HRC: Sarcoplasmic reticulum  calcium-binding protein 
TNNT3:Troponin     
TMYLPF:Myosin regulatory light chain 2         
TNNI2: Troponin I, fast skeletal muscle                  
MYH4: Myosin-4             
MYH8: Myosin-8 

MADL21: Mitotic spindle assembly checkpoint 
ANLN:Actin-binding protein anillin 
KIF11:Kinesin-like protein KIF11   
CDK1:Cyclin-dependent kinase 1    
UHRF: E3 ubiquitin-protein ligase 

Miyoblast Miyotüp 
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faUkOÕOaúPaQÕQ iQceOeQPeVi ioiQ aQOaPOÕ ROaUak de÷iúiP g|VWeUeQ SURWeiQOeUdeQ kaW 

de÷iúiPi eQ \�kVek ROaQ SURWeiQOeU kÕ\aVOaQdÕ÷ÕQda Pi\RbOaVWOaUdaQ Pi\RW�SOeUe 

faUkOÕOaúaQ h�cUeOeUde  MADL21 (Mitotic Spindle Assembly Checkpoint 21), CDK1 

(Cyclin Dependent Kinase-1)  gibi h�cUe b|O�QPeVi iOe iOiúkiOi SURWeiQOeUiQ eQ oRk 

a]aOÕú g|VWeUeQ SURWeiQOeU ROdX÷X bXOXQPXúWXU. Mi\RbOaVWOaUdaQ Pi\RW�SOeUe 

faUkOÕOaúaQ h�cUeOeUde ifadeVi eQ oRk aUWaQ SURWeiQiQ SaUkRSOa]Pik retikulum kalsiyum 

ba÷Oa\ÕcÕ SURWeiQ ROdX÷X Ye deYaPÕQda WURSRQiQ, Pi\R]iQ 4/8 gibi iVkeOeW kaVÕ 

SURWeiQOeUiQ ROdX÷X g|]OeQPiúWiU. BX biOgiOeU ÕúÕ÷ÕQda bX deQe\de geUoekOeúWiUiOPiú 

ROaQ faUkOÕOaúPa V�Ueci g|]OeQPiúWiU (ùekiO 4.29).  

FaUkOÕOaúPa WakibiQde SURWeiQ QiceO SURWeiQ ioeUi÷iQi iQceOeQeQ bX SURWeRP YeUi 

VeWiQde \eU aOaQ PaWUi]RP SURWeiQOeUi fiOWUeOeQeUek iQceOeQPiúWiU. øfadeVi 2 kaW �]eUiQde 

de÷iúiP VeUgiOe\eQ 29 PaWUi]RP biOeúeQi VaSWaQPÕúWÕU. øQVaQ SUiPeU Pi\RbOaVWOaUÕ\Oa 

geUoekOeúWiUiOPiú ROaQ bX oaOÕúPa |]eOOikOe h�cUe ioi SURWeRPXQa RdakOaQPÕú Ye 

VaOgÕOaQaQ SURWeiQOeUiQ VaSWaQPaVÕQa \|QeOik biU deQe\ WaVaUÕPÕ g|]eWiOPePiúWiU. BX 

\|Q� iOe C2C12 h�cUeOeUiQde geUoekOeúWiUiOeQ oaOÕúPadaQ |QePOi kXUgXVaO faUkOÕOÕkOaU 

sergilemektedir øQVaQ SURWeRPXQdaQ eOde ediOPiú ROaQ bX YeUiOeUde WUaQVkUiSWRP Ye 

C2C12 VekUeWRPX iOe X\XPOX ROaUak MFAP5, IGFBP5, TGFB1¶iQ RUWak aQOaPOÕ aUWÕúÕ 

g|]OeQPiúWiU.  
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5. TARTIùMA 

Farelerde Aebp1 geninden Aebp-201 transkripti ile sentezlenen ACLP 

proteininin N-WeUPiQaOiQde bXOXQdXUdX÷X ViQ\aO di]iVi iOe h�cUedeQ VaOgÕOaQdÕ÷Õ 

biOiQPekOe beUabeU ECM ROXúXP Ye geOiúiPiQde \aSÕVaO Ye\a iúOeYVeO URO R\QadÕ÷Õ 

tahmin edilmektedir. Literatürde kolajen organizasyonu (8,16) iOe iOiúkiOi ROabiOece÷i 

WahPiQ ediOeQ ACLP¶QiQ hRPR]igRW PXWaQW faUe PRdeOiQde ePbUi\RORjik d|QePde 

abdRPiQaO dXYaUÕQ kaSaQPaPaVÕ (9), insanlarda AEBP1 geninde görülen 

PXWaV\RQOaUÕQ, ba÷ dRkXda aúÕUÕ eVQekOik Ye kROa\ haVaUOaQPaOaUÕQ g|U�Od�÷� EhOeUV-

Danlos Sendromu iOe iOiúkiOi ROabiOece÷i g|VWeUiOPiúWiU (16,17). B|O�P�P�]de \aSÕOPÕú 

ROaQ iVkeOeW kaVÕ haVaU PRdeOiQde i\iOeúPe V�UeciQde ACLP ifadeViQiQ aUWWÕ÷Õ Ye 

i\iOeúPeQiQ WaPaPOaQPaVÕ\Oa ifadeViQiQ a]aOdÕ÷Õ bXOXQPXúWXU (12). in vitro 

oaOÕúPaOaUda, Piyoblast, fibroblast ve pre-adiposit karakterindeki mezenkimal kök 

h�cUe gUXSOaUÕQda faUkOÕOaúPa Ye X\aUÕOPa V�UeciQde ACLP ifadeViQiQ aUWWÕ÷Õ 

g|]OePOeQPiúWiU (14). B|O�P�P�]de geUoekOeúWiUiOPiú ROaQ bX oaOÕúPaOaUÕQ ÕúÕ÷ÕQda 

ACLP¶QiQ ECM ROXúXPX iOe iOiúkiViQiQ ROdX÷X hiSRWe]i kXUXOPXú Ye deVWekOeQPiúWiU. 

AQcak OiWeUaW�Ude ACLP¶QiQ iúOeYiQe daiU hiSRWe]OeU kXUXOPXú ROVa da ÕVOak OabRUaWXYaU 

çaOÕúPaOaUÕ\Oa a\dÕQOaWÕOabiOPiú \aSÕVaO Ye\a bi\RkiP\aVaO biU iúOeYi biOiQPePekWediU 

(8,13,65).  

Proteinlerin iúOeYOeUiQiQ WaQÕPOaQPaVÕ aPacÕ\Oa eWkiOeúiP RUWakOaUÕQÕQ 

WaQÕPOaQPaVÕ de÷eUOidiU Ye k�WOe VSekWURPeWUeVi WekQRORjiViQiQ geOiúiPi iOe hÕ] 

ka]aQPÕúWÕU (66). Aday proteinlerin biyotin transferaz aktivitesine sahip enzimlerle 

kiPeUik \aSÕOaU ROXúWXUaUak \akÕQ kRPúXOXkOaUÕQdaki SURWeiQOeUe biRWiQ ekOePeVi 

\|QWePi\Oe VafOaúWÕUÕOabiOPeOeUi Ye k�WOe VSekWURPeWUeVi iOe WaQÕPOaQabiOPeVi aPaca 

X\gXQ biU deQe\VeO \akOaúÕPdÕU (56,66±68). E. coli¶deQ eOde ediOPiú ROaQ biRWiQ-ligaz 

eQ]iPOeUi iOe baúOa\aQ bX oaOÕúPaOaUda, APEX iOe daha hÕ]OÕ Ye \�kVek RUaQda 

bi\RWiQOeQPe eOde ediOebiOece÷i bXOXQPXú (58,69), HRP¶QiQ iVe eQ a] APEX kadaU 

baúaUÕOÕ ROdX÷X Ye ViWRSOa]Pa gibi iQdiUge\ici RUWaPOaUda bi\RWiQOePe \aSPadÕ÷Õ 

g|VWeUiOPiúWiU (70±72). H�cUe dÕúÕQda geUoekOeúWiUiOecek bi\RWiQOePe oaOÕúPaOaUÕ ioiQ 

eQ baúaUÕOÕ VRQXcX HRP¶QiQ YeUdi÷i g|]OePOeQPiúWiU (70,71).  

øúOeYi biOiQPe\eQ ACLP SURWeiQiQin g�Q�P�]de WaQÕPOa\ÕcÕ WekQRORjik 

\|QWePOeU ioiQde eQ geoeUOi deQe\VeO \akOaúÕPOaUdaQ biUi iOe SURWeiQ eWkiOeúiP 
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RUWakOaUÕQÕQ bXOXQPaVÕ hedefOeQPiúWiU. BX We] oaOÕúPaVÕQda, bX aPaca X\gXQ Ye 

gereken labaratuvar gereçleUiQiQ ha]ÕUOaQPa oaOÕúPaOaUÕ WaPaPOaQPÕúWÕU. Ha]ÕUOaQPÕú 

ROaQ YekW|UOeUiQ ACLP Ye HRP ifadeViQi Va÷OadÕ÷Õ Ye HRP¶QiQ biRWiQOeQPe baúaUÕVÕ 

immünfloresan ve immünblot oaOÕúPaOaUÕ\Oa iúOeYVeO ROaUak dR÷UXOaQPÕúWÕU. C2C12 

h�cUeOeUiQde geUoekOeúWiUiOeQ immünfORUeVaQ oaOÕúPaOaUÕQda ACLP¶QiQ ifadeVi 

ACLP¶\e ekOeQiOPiú ROaQ HA Ye c-M\c iúaUeWi iOe dR÷UXOaQPÕúWÕU. ACLP¶QiQ h�cUe 

ioeUiViQdeki g|U�QW�V�Qde oekiUdek \eUOeúiPiQiQ bXOXQPadÕ÷Õ g|VWeUiOPiúWiU. ACLP-

HRP¶QiQ bi\RWiQOePe UeakVi\RQXQX geUoekOeúWiUdi÷i SWUeSWaYidiQ afiQiWeVi iOe 

dR÷UXOaQPÕúWÕU. Bi\RWiQOeQPe Ye ACLP ifadeViQe aiW g|U�QW�OeU �VW �VWe iQceOeQdi÷iQde 

biU eú \eUOeúiP VeUgiOedi÷i g|]OeQPiúWiU. øoeUdi÷i d|UW diV�OfiW ba÷Õ Ye biU kaOVi\XP 

ba÷OaPa b|OgeVi iOe HRP¶QiQ ViWRSOa]Pada akWif ROPadÕ÷Õ, h�cUe ioeUiViQde aQcak ER 

Ye gROgide akWif ROabiOece÷i biOiQPekWediU (56). Bu bilgiler ve gözOePOeU ACLP¶QiQ 

h�cUe ioiQde ViWRSOa]Pada bXOXQPadÕ÷ÕQÕ Ye ER aUacÕOÕ÷Õ\Oa h�cUe dÕúÕQa 

WaúÕQabiOece÷iQe iúaUeW eWPekWediU. BX g|]OePiQ dR÷UXOaQPaVÕ aPacÕ\Oa ACLP Ye ER 

eú bR\aPaVÕ geUoekOeúWiUiOPiúWiU. MikURVkRbik iQceOePeOeUde ACLP Ye ER 

görüntülerinin üVW �VWe oakÕúWÕ÷Õ g|]OePOeQPiúWiU. ER Ye gROgideki biRWiQOeQPeQiQ 

WeVSiW ediOPeVi aPacÕ\Oa \aSÕOaQ bR\aPaOaUda biRWiQOeQPeQiQ Ye ER bR\aPaVÕ 

aUaVÕQda, ER Ye ACLP bR\aPaOaUÕQda g|U�OeQ �VW �VWe oakÕúPa g|]OePOeQePePiúWiU. 

BX g|]OePiQ a\dÕQOaWÕOPaVÕ aPacÕ\Oa; bR\aPaOaUÕQ g|U�QW�OePeViQiQ kRQfRkaO 

PikURVkRS iOe \aSÕOPaVÕ, ACLP ifadeViQiQ ]aPaQa kaUúÕ \aSÕOPaVÕ, ER �]eUiQdeQ 

h�cUe dÕúÕQa oÕkWÕ÷Õ d�ú�Q�OeQ ACLP¶QiQ BUefeOdiQ A, ThaSVigaUgiQ gibi ER¶daQ h�cUe 

dÕúÕQa WaúÕQÕPÕ eQgeOOe\eQ kiP\aVaO ajaQOaUOa PXaPeOe edilen hücrelerde 

WekUaUOaQPaVÕ gibi faUkOÕ \akOaúÕPOaU deQeQPeOidiU. GROgi Ye bi\RWiQOeQPeQiQ eú 

bR\aPaVÕ oaOÕúPaVÕQda gROgide biU bR\aPa VaSWaQaPaPÕúWÕU. BX g|]OeP, \XkaUÕda 

VÕUaOaQPÕú ROaQ kRúXOOaUda geUoekOeúWiUiOecek oaOÕúPaOaUOa a\dÕQOaWÕOPa\a ihWi\aç 

dX\PakWadÕU. IPPXQQRfORUeVaQ oaOÕúPaOaUÕQda ACLP-HRP'nin C2C12 hücrelerinde 

biRWiQOePe baúaUÕVÕ WeVSiW ediOPiúWiU. BiU baúka h�cUe haWWÕ ROaQ OP9 h�cUeOeUi GFP 

ifadeVi ioeUdi÷i Ye biRWiQOeQPe, VWUeSWaYidiQe ekOeQPiú ROaQ 488 QP¶de (\eúiO) ÕúÕPa 

veren floURfRU iOe WeVSiW ediOdi÷i ioiQ bX oaOÕúPaOaU OP9 h�cUe haWOaUÕQda 

geUoekOeúWiUiOPePiúWiU.  

ACLP-HRP¶QiQ biRWiQOePe baúaUÕVÕQÕQ dR÷UXOaQPaVÕ aPacÕ\Oa C2C12 Ye OP9 

hücrelerinde ACLP ifadesi ve biotinleme kapiller nano-immunoassay ile analiz 
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ediOPiúWiU. LiWeUaW�Ude \akOaúÕk ROaUak 150-180 kDa aUaVÕQda a÷ÕUOÕ÷Õ ROdX÷X ZeVWeUQ 

bORW oaOÕúPaOaUÕ\Oa WeVSiW ediOPiú ROaQ ACLP¶QiQ gOikR]iOOeQdi÷i Ye bX QedeQOe biUdeQ 

fa]Oa Ye bekOeQiOeQ a÷ÕUOÕ÷ÕQdaQ daha \�kVek immünUeakWif baQW YeUdi÷i VaSWaQPÕúWÕU 

(16,65). ACLP¶QiQ deYaPÕQa ekOeQiOPiú ROaQ HA-HRP-cM\c¶QiQ 40 kDa¶daQ a÷ÕU 

ROdX÷X Ye ROXúWXUXOaQ kiPeUik SURWeiQiQ 190-220 kDa ciYaUÕQda immünreaktif bant 

Ye\a baQWOaU YeUece÷i WahPiQ ediOPiúWiU. øPPXQRfORUeVaQ deQe\OeUiQ geUoekOeúWiUiOdi÷i 

h�cUe k�O�W�U� kabÕ kX\XOaUÕQdaQ WRSOaQÕOPÕú ROaQ C2C12 h�cUeOeUiQde kRQWURO 

h�cUeOeUe g|U�OPe\eQ, 200 kDa¶daQ a÷ÕU biUdeQ fa]Oa immünUeakWif baQW g|U�OP�úW�U. 

BX baQWOaUÕQ ACLP-HRP ROdX÷X d�ú�Q�OPekWediU. OP9 h�cUeOeUiQde iVe bX baQWOaUÕQ 

C2C12 h�cUeOeUiQe g|Ue daha a÷ÕU ROdX÷X g|U�OP�úW�U. BX faUkOÕOÕ÷ÕQ iki faUkOÕ h�cUe 

WiSiQde geUoekOeúPiú ROabiOecek baúWa gOikR]iOaV\RQ ROPak �]eUe faUkOÕ SRVW 

WUaQVOaV\RQeO PRdifikaV\RQOaUdaQ ka\QakOaQabiOece÷i d�ú�Q�OP�úW�U. DeQe\iQ 

geUoekOeúWiUiOdi÷i kapiller nano-immunoassay teknolojisinin protein transfer 

kapasitesinin 12-230 kDa aUaVÕQda ROPaVÕ Ye ACLP-HRP'QiQ a÷ÕUOÕ÷ÕQÕQ 220 kDa Ye 

�]eUiQde ROPaVÕQdaQ dROa\Õ bX deQe\OeUdeQ eOde ediOeQ VRQXoOaUÕQ \RUXPOaQPaVÕQÕ 

g�oOeúWiUPiúWiU. KaSiOOeU ViVWeP \eUiQe SDS-PAGE aUkaVÕQdaQ ZeW-transfer yöntemiyle 

iOe geUoekOeúWiUiOecek ZeVWeUQ bORW deQe\OeUi iOe ACLP-HRP¶QiQ SURWeiQ d�]e\iQde 

ifadeVi dR÷UXOaQabiOiU. GeUoekOeúeQ bi\RWiQOePe VRQXoOaUÕQÕ bX ViVWeP iOe bakÕOdÕ÷Õ 

zaman H2O2 ekOeQPiú deQe\OeUde H2O2 eklenmeyen ve ACLP-HRP¶QiQ WUaQVfekWe 

ediOPedi÷i |UQekOeUe g|Ue bi\RWiQOeQPeQiQ ROdX÷X VaSWaQPÕúWÕU. OP9 h�cUeOeUiQde 

116-180 kDa, C2C12 hücrelerinde 80-200 kDa aUaVÕQda g|U�OeQ V�U�QW� (smear) 

g|U�QW�V�Q� V|] kRQXVX a÷ÕUOÕkWa bi\RWiQOeQPeQiQ geUoekOeúWi÷iQi g|VWeUPekWediU. 

YiQe bX oaOÕúPada V�U�QW� g|U�QW�V�QdeQ daha a÷ÕU biU baQW ROaUak g|U�OeQ kÕVPÕQ 

ACLP-HRP kiPeUik SURWeiQiQe aiW ROabiOece÷i d�ú�Q�OPekWediU. BiRWiQOeQPe 

oaOÕúPaOaUÕQda, bi\RWiQOe\ici eQ]iP Ye iOgiOeQeQ SURWeiQ \aSÕVÕQÕQ kendi kendisini 

biRWiQOePe kaSaViWeViQiQ \�kVek ROdX÷X biOiQPekWediU. BX QedeQOe di÷eU biRWiQOeQeQ 

\aSÕOaUdaQ daha a÷ÕU Ye Wek baúÕQa g|]OeQeQ baQdÕQ ACLP-HRP¶\e aiW ROPaVÕ 

PXhWePeOdiU. BX g|]OePOeUiQ dR÷UXOaQPaVÕ aPacÕ\Oa deQe\OeUiQ SDS-PAGE ile 

geUoekOeúWiUiOecek ZeVWeUQ bORW oaOÕúPaOaWÕ\Oa WekUaU ediOPeVi biU aOWeUQaWif ROabiOiU.  

BX We] kaSVaPÕQda \aSÕOPÕú ROaQ in silico oaOÕúPaOaUOa iVkeOeW kaVÕQÕQ 

WUaQVkUiSWRP Ye SURWeRP d�]e\iQde aQaOi] ediOPeVi hedefOeQPiú Ye YeUi VeWOeUiQde 

AEBP1/ACLP¶iQ ifadeVi aUaQPÕúWÕU.  
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TUaQVkUiSWRP oaOÕúPaOaUÕQda \aSÕOaQ aQaOi]OeUiQde QRUPaOi]aV\RQ Ye 

ORgaUiWPik d|Q�ú�POeU \aSÕOdÕkWaQ VRQUa aQaOi]i geUoekOeúWiUiOecek deQe\iQ 

içerisindeki gruplarla principle component analysis (PCA) Ye hi\eUaUúik gUXSOaPaOaU 

\aSÕOÕS deQe\de a\kÕUÕ de÷eUOeU (outlier) a\ÕkOaQPÕúWÕU. A\kÕUÕ de÷eUOeUiQ a\ÕkOaQPaVÕ 

iOe deQe\OeUde gUXSOaUdaki a\UÕúPaQÕQ SR]iWif \|Qde aUWWÕ÷Õ VaSWaQPÕúWÕU. GUXSOaUa g|Ue 

kaUúÕOaúWÕUPaOaU \aSÕOÕS aQOaPOÕ ROaUak bXOXQaQ geQOeUedeQ PaWUi]RP geQOeUi OiVWeVi 

\aSÕOPÕúWÕU. MaWUi]RP geQOeUiQde iki kaW Ye �]eUi aUWÕú g|VUeUeQ geQOeU aQOaPOÕ ROaUak 

kabXO ediOPiúWiU. BX geQOeUiQ VeoiOeQ kRúXOOaUda ECM \aSÕVÕQÕ ROXúWXUPak �]eUe ifade 

ROaca÷Õ |Qg|U�OP�úW�U.  

YaSÕOaQ WUaQVkUiSWRP aQaOi]OeUi, in vitro ve in vivo ROaUak a\UÕOabiOiU. In vitro 

gUXSWa iVkeOeW kaVÕQda bXOXQaQ 2 faUkOÕ VRPaWik k|k h�cUe gUXbX aQaOi] ediOPiúWiU. 

øVkeOeW kaVÕ k|k h�cUeVi ROaQ VaWeOiW h�cUeOeU faUkOÕOaúPa Ye haVaU WaPiUiQi PRdeOOePek 

aPacÕ\Oa kXOOaQÕOPÕúWÕU. Mi\RbOaVWOaUÕQ Pi\RW�SOeUe d|Q�ú�UkeQ RUWaPa VaOgÕOadÕkOaUÕ 

ECM \aSÕVÕ kaVOaUda eQdRPiV\XP SeUiPiV\XP Ye eSiPiV\XP \aSÕVÕQÕ 

ROXúWXUPakWadÕU. BX \aSÕOaU iVkeOeW kaVÕQÕQ PekaQik kXYYeWOeUOe, kaVÕOÕS geUiOPeOeUe 

kaUúÕ \eWeUiQce kXYYeW X\gXOa\acak kadaU g�oO�, Va÷OÕkOÕ biU úekiOde iúOeYiQe deYaP 

etmesine izin verecek kadaU da eVQek biU ECM \aSÕVÕ ROXúWXUXU. øVkeOeW kaVÕQda ROXúaQ 

kURQik haVaU VRQUaVÕQda VeQWe]OeQeQ ECM eOePaQOaUÕQÕQ geUi d|Q�ú�PV�] biU bioiPde 

biUikPeVi iOe fibUR]iV ROXúXU. FibUR]iV ROXúXPXQXQda kURQik haVaUOa biUOikWe ROaQ FAP 

hücrelerinin görev aOdÕ÷Õ biOiQPekWediU. BX QedeQOe TGFbeWa iOe akWiYe ediOPiú FAP 

hücrelerinin transkriptom analizi, in vitro grupta patolojik süreci temsil etmek üzere 

iQceOeQPiúWiU. YaSÕOaQ aQaOi]OeUOe bX iki h�cUe gUXbXQda 2 kaW Ye �]eUiQde aQOaPOÕ aUWÕú 

gösteren gen lisWeOeUi eOde ediOPiúWiU. C2C12 h�cUeOeUiQiQ WUaQVkUiSWRP d�]e\iQde 

PaWUi]RPXQXQ iQceOeQPeVi\Oe aUWÕúÕ g|VWeUeQ 139, FAP h�cUeOeUiQde 251 faUkOÕ geQ 

VaSWaQPÕúWÕU.  FAP h�cUeOeUiQ fibURbOaVW beQ]eUi kaUakWeUde ROPaVÕ daha fa]Oa ECM 

\aSÕVÕ VeQWe]OePeViQe \aUdÕPcÕ ROabiOece÷i gibi deQe\OeU aUaVÕQdaki \|QWeP 

faUkOÕOÕkOaUÕ da bX VRQXca \RO aoPÕú ROabiOece÷i WahPiQ ediOebiOiU. C2C12 h�cUeOeUi iOe 

\aSÕOaQ oaOÕúPaOaU microarray iOe FAP h�cUeOeUi iOe \aSÕOaQ oaOÕúPaOaU RNA-Seq 

SOaWfRUPX\Oa \aSÕOPÕúWÕU. HibUidi]aV\RQ \|QWePi iOe VRQXoOaUa XOaúÕOaQ 

microarray¶OeUde heU geQ ioiQ eúiW Va\Õda probe ROPaPaVÕ, ba]Õ geQOeU ioiQ probe 

ROPaPaVÕ gibi fakW|UOeUdeQ dROa\Õ bX faUkÕQ ROXúPaVÕ da PXhWePeOdiU. BX geQ 

VeWOeUiQiQ ROXúWXUXOPaVÕ iOe iVkeOeW kaVÕQda fi]\RORjik faUkOÕOaúPa Ye SaWRORjik X\aUÕP 
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V�UeciQde RUWaPa VaOÕQaQ PaWUi]RP eOePaQOaUÕ bX iki k|k h�cUe gUXbX ioiQ a\UÕ a\UÕ 

beOiUOeQPiúWiU.  

øVkeOeW kaVÕQda haVaU PRdeOi ROaQ d|UW faUkOÕ deQe\ gUXbX in vivo ECM 

ROXúXPXQX iQceOePek aPacÕ\Oa aQaOi] ediOPiúWiU. deúiWOi kaV diVWURfiVi haVWaOaUÕQdaQ 

aOÕQaQ bi\RSViOeUOe geUoekOeúWiUiOPiú oaOÕúPada \aSÕVaO biU SURWeiQiQ ekVikOi÷i 

VRQXcXQda ROXúaQ kaV haVaUÕQÕQ Va÷OÕkOÕ kRQWUROOeUe g|Ue ifade RUaQOaUÕ eOe aOÕQPÕúWÕU. 

DMD kaV diVWURfiVi haVWaOÕ÷ÕQÕQ dR÷aO faUe PRdeOi ROaQ mdx modelinde a\QÕ geQeWik 

kXVXU baúka biU W�Ude g|]OeQPekWediU. BiU �o�Qc� W�U ROaUak VÕoaQOaUda 

geUoekOeúWiUiOPiú ROaQ WeQdRQ keViVi iOe haUekeWVi]OeúWiUPe PRdeOiQe aiW WUaQVkUiSWRP 

YeUiVi aQaOi] ediOPiúWiU. BX �o YeUi gUXbX iVkeOeW kaVÕQda g|U�OeQ geUi d|Q�ú�PV�] 

hasaUÕQ WUaQVkUiSWRP d�]e\iQdeki eWkiOeUiQiQ �o faUkOÕ W�Ude iQceOeQPeViQi Va÷OaPÕúWÕU. 

BX bakÕú aoÕVÕ\Oa �o faUkOÕ PePeOi W�Ude RUWak ROaUak ifadeVi aQOaPOÕ aUWaQ geQOeUiQ 

iVkeOeW kaVÕQda fibUR]iVi ROXúPaVÕQda |QePOi biU \eU WXWWX÷X d�ú�Q�OP�úW�U. BX 

gruplara ek ROaUak faUeOeUde kaUdi\RWRkViQ aUacÕOÕ÷Õ\Oa ROXúaQ haVaUa aiW biU 

WUaQVkUiSWRP YeUi VeWi aQaOi] ediOPiúWiU. BX deQe\de ROXúaQ haVaU kURQik QiWeOikWe 

ROPa\ÕS, fibUR]iVOe VRQXoOaQPadaQ WaP i\iOeúPe VeUgiOePekWediU. KaV Oifi ]aUOaUÕQÕQ 

bir fosfolipaz kokWe\Oi ROaQ kaUdi\RWRkViQ iOe \ÕkÕOaUak kaV haVaUÕ ROXúWXUXOaQ bX 

PRdeOde VeQWe]OeQeQ ECM \aSÕOaUÕ geUi d|Q�ú�PV�] biU úekiOde biUikPePekWe Ye 

dokuda fibrozis görülmemektedir. Bu dört grupta ortak 27 gen görülmesi, ECM 

\aSÕVÕQÕQ \eQideQ kXUXOdX÷X heU dXUXPda bu genlere ait proteinlerin elzem olarak 

ECM ROXúXPXQda g|UeY aOPakWa ROdX÷XQX g|VWeUPekWediU. BX 4 gUXSWaQ eQ a] 

ikiViQde bXOXQaQ 112 (RUWak) geQ iVe, deQe\VeO Ye kXUgX Ye g|]OeP WekQi÷i faUkOaUÕQa 

Ua÷PeQ, bX RUWak geQOeUiQ iVkeOeW kaVÕ ECM \aSÕVÕ ioiQ |QePOi ROdX÷XQa iúaUeW 

eWPekWediU. D|UW faUkOÕ iúOeYVeO gUXSWa VÕQÕfOaQdÕUÕOaQ bX 112 geQ ioiQde kaUdi\RWRkViQ 

haVaUÕ iOe g|]OeQeQ geQOeU oÕkaUÕOdÕ÷ÕQda fibUR]iV iOe dR÷UXdaQ iOiúkiOeQdiUiOebiOecek 49 

geQ VaSWaQPÕúWÕU. BX geQOeUiQ geUi d|Q�ú�PV�] ECM biUikiPiQe eúOik eWWi÷i kaQaaWiQe 

YaUÕOPÕúWÕU. GeUi d|Q�ú�PV�] haVaUa eúOik eWWi÷i d�ú�Q�OeQ bX geQOeU in vitro deney 

YeUiOeUiQde iQceOeQdi÷iQde 49 geQdeQ 16¶VÕQÕQ RUWak ROaUak heP C2C12 faUkOÕOaúPaVÕ 

heP de FAP akWiYaV\RQX iOe VeQWe]OeQPekWe ROdX÷X aQOaúÕOPÕúWÕU. BXQa kaUúÕQ geUi 

d|Q�ú�PV�] haVaUa eúOik edeQ 18 geQiQ a\ÕUW edici ROaUak \aOQÕ]ca FAP h�cUeOerinin 

akWiYaV\RQX iOe aUWÕú VeUgiOedi÷i VaSWaQPÕúWÕU. BX biOgiOeU ÕúÕ÷ÕQda geUi d|Q�ú�PV�] 

haVaUda g|U�OeQ 49 geQiQ iVkeOeW kaVÕQda bXOXQaQ VaWeOiW h�cUeOeUdeQ de÷iO FAP 
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h�cUeOeUiQdeQ dRkX\a VaOgÕOaQabiOece÷i |Qg|U�OP�úW�U. BX gUXSWa \eU aOaQ CRO1a2 Ye 

CRO14a1¶QÕQ fibUR]iVWe V�UeciQde eVQekOi÷iQi ka\beWPiú dRkX feQRWiSiQe QedeQ ROaQ 

kROajeQOeU ROabiOece÷iQi d�ú�Qd�UPekWediU. YiQe bX gUXSWa |]g�O ROaUak yer alan 

Adamts 12, Ctsk, Pcolce gibi ECM modifiye edici enzimler fibrozis için potansiyel 

iOao hedefi ROaUak de÷eUOeQdiUiOebiOiU. SfUS4, C[cO12 gibi ViQ\aO PROek�OOeUi Ye IgfbS7 

Ye LWbS3 gibi ViQ\aO PROek�OOeUiQi ECM¶de WXWaQ SURWeiQOeU iVe, fibUR]iViQ 

\aYaúOaWÕOPaVÕ Ye\a dXUdXUXOPaVÕ ioiQ \eQi hedefOeU ROaUak de÷eUOeQdiUiOebiOiU.  

AebS1¶iQ geUi d|Q�ú�PV�] haVaU gUXbXQda \eU aOaQ \aSÕVaO SURWeiQOeUe eúOik 

eWPeVi, SaWRORjik kRúXOOaUda ECM ROXúXPX ioiQ |QePiQe iúaUeW eWPekOe biUOiWe, SURWeiQ 

eWkOeúiP RUWakOaUÕQÕQ a\dÕQOaWÕOPaVÕ Ye iúOeYiQiQ WaQÕPOaQPaVÕ iOe fibUR]iV ioiQ ada\ 

hedef SURWeiQ ROaUak de÷eUOeQdiUiOPeVi P�Pk�Q ROacakWÕU. 

BX We] kaSVaPÕQda \aSÕOPÕú ROaQ SURWeRP oaOÕúPaOaUÕQda C2C12 

Pi\RbOaVWOaUÕQdaQ eOde ediOPiú ROaQ VaOgÕ SURWeRPX \a da di÷eU adÕ iOe VekUeWRP iOe 

C2C12 h�cUeOeUiQiQ PaWUi]RP \aSÕVÕ SURWeRP d�]e\iQde iQceOeQPiúWiU. G|]OePOeU, 

OiWeUaW�Udeki YeUiOeUe beQ]eU úekiOde eQ \�kVek QiceO ioeUi÷e VahiS SURWeiQOeUiQ 

kROajeQOeU ROdX÷XQX Ye fibUiOeU \aSÕdaki kROajeQOeUiQ WRSOaP kROajeQOeUiQ %55¶iQi 

ROXúWXUPakWa ROdX÷X aQOaúÕOPÕúWÕU. C2C12 h�cUeOeUiQde gOikRSURWeiQOeU aUaVÕQda 

fibUiOiQ 1 WRSOaP gOikRSURWeiQOeUiQ %21¶iQi ROXúWXUdX÷X g|U�OP�úW�U. AebS1¶iQ de bX 

gUXSWa \eU aOdÕ÷Õ Ye WRSOaP gOikRSURWeiQOeUiQ %2'ViQi ROXúWXUdX÷X WeVSiW ediOPiúWiU. 

C2C12 h�cUeOeUiQde eOde ediOPiú WUaQVkUiSWRP YeUiOeUi SURWeRP YeUiOeUi\Oe 

kÕ\aVOaQdÕ÷ÕQda RUWa\a oÕkaQ YeUiOeUiQ \�kVek kRUeOaV\RQ g|VWeUPe\ebiOdi÷i 

g|U�OP�úW�U. PURWeRP oaOÕúPaOaUÕQda SURWeiQOeUiQ h�cUe dÕúÕQda biUikPeVi bXQa kaUúÕQ 

transkriptlerin hücre ioeUiViQde deYaPOÕ biU úekiOde \aSÕOÕS \ÕkÕOPaVÕ bX faUkÕ 

aoÕkOa\abiOecek VebeSOeUdeQ biUiVidiU.  PURWeRP oaOÕúPaOaUÕQÕQ deYaPÕQda iQVaQ SUiPeU 

Pi\RbOaVWOaUdaki faUkOÕOaúPa YeUi VeWiQde, YeUiOeUiQ WXWaUOÕOÕ÷Õ h�cUe ioi SURWeRP ioiQ 

WeVSiW ediOPiú aQcak PaWUi]RP eOePaQOaUÕ bX YeUi VeWiQde bXOXQaPaPÕúWÕU. BX YeUi VeWi 

ha]ÕUOaQÕUkeQ |UQekOeUiQ fiOWUedeQ geoiUiOeUek ha]ÕUOaQPaVÕQÕQ, C2C12 h�cUeOeUiQde 

ROdX÷X gibi VaOgÕOaQaQ SURWeiQOeUiQ h�cUeOeUiQ ROdX÷X RUWaPdaQ WRSOaQPaPaVÕQÕQ 

PaWUi]RP eOePaQOaUÕQÕQ ka\bXQa \RO aoWÕ÷Õ d�ú�Q�OPekWediU. BX YeUi VeWiQde \aSÕOaQ 

iQceOePeOeUOe ROXúaQ geQ OiVWOeOeUiQde aQOaPOÕ ROaUak ifadeVi aUWaQ MFAP5, IGFBP5, 

TGFB1 gibi geQOeU bXOXQPXúWXU. AQcak RUWa\a oÕkaQ VRQXcXQ WUaQVkUiSWRP YeUiOeUiQde 
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ROdX÷X gibi b�W�Qc�O biU aQaOi]e \aUdÕPcÕ ROPa\aca÷Õ d�ú�Q�OeUek bX oaOÕúPaOaU biU 

aUa\a geWiUiOPePiúWiU. BX YeUi VeWi SURWeRP oaOÕúPaOaUÕQda aPaca \|QeOik dR÷UX |UQek 

ha]ÕUOaPaQÕQ |QePiQe iúaUeW eWPekWediU. FaUkOÕ RNA PROek�OOeUiQiQ bi\RkiP\aVaO 

\aSÕVÕ beQ]eU ROXS h�cUe ioeUiViQde ViWRSOa]Pada bulunan mRNA moleküllerinin 

WUaQVkUiSWRP aQaOi]iQiQ YeUiVi ROPaVÕ h�cUe dÕúÕ PaWUiV oaOÕúPaOaUÕ ioiQ |]eO biU 

deQe\VeO \akOaúÕPa geUek dX\PaPakWadÕU. AQcak SURWeRP oaOÕúPaOaUÕQda heU biU 

SURWeiQiQ faUkOÕ bi\RkiP\aVaO \aSÕVÕ Ye de ECM SURWeiQOeUiQiQ h�cUe dÕúÕQa 

VaOgÕOaQÕ\RU ROPaVÕ bX oaOÕúPaOaUda |UQek ha]ÕUOaPa baVaPa÷ÕQÕQ |QePiQi RUWa\a 

kR\PakWadÕU.  
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6. SONUÇLAR VE ÖNERøLER 

BX We] oaOÕúPaVÕ kaSVaPÕQda geUoekOeúWiUiOPiú ROaQ ÕVOak OabRUaWXYaU 

oaOÕúPaOaUÕ VRQXcXQda;  

x Aebp-201 transkripti memeli ifade vekt|U�Qe kORQOaQPÕúWÕU.  

x Aebp1-201¶iQ RkXPa oeUoeYeViQe HA-HRP-cMyc dizilerini içeren fragman 

ekOeQPiú Ye ACLP-HRP f�]\RQ \aSÕVÕ ROXúWXUXOPXúWXU. 

x ACLP-HRP kiPeUik SURWeiQ \aSÕVÕQÕQ bXOXQdX÷X oeYUede bi\RWiQOePe 

UeakVi\RQXQX geUoekOeúWiUebiOdi÷i immünfloresan ve kapiller nano-

iPPXQRaVVa\ \|QWePOeUi\Oe iúOeYVeO ROaUak dR÷UXOaQPÕúWÕU.  

x ACLP ifadeVi Ye bi\RWiQOePeQiQ ORkaOi]aV\RQXQXQ beQ]eU ROdX÷X 

g|]OeQPiúWiU. 

x D|UW diV�OWiW ba÷Õ ioeUeQ Ye iQdiUgeQ RUWaPOaUda bi\RWiQOePe \aSPa\aQ 

HRP¶QiQ h�cUe ioiQde ER Ye GROgi ORkaOi]aV\RQXQda baúaUÕ iOe bi\RWiQOePe 

\aSWÕ÷Õ g|]OeQPiúWiU. 

x ACLP Ye ER eú bR\aPaVÕQda WUaQVfekVi\RQXQ 24. VaaWiQde ACLP¶QiQ h�cUe 

ioi ORkaOi]aV\RQXQXQ ER iOe X\XPOX ROdX÷X g|]OeQPiúWiU. 

BX We] oaOÕúPaVÕ kaSVaPÕQda geUoekOeúWiUiOPiú ROaQ in silico oaOÕúPaOaU VRQXcX;  

Transkriptom analizleri ile: 

x In vitro deQe\OeUe aiW YeUi VeWOeUiQde geUoekOeúWiUiOeQ aQaOi]OeUde iVkeOeW kaVÕQda 

b�\�Pe, geOiúPe Ye haVaU WaPiUiQde g|UeY aOdÕ÷Õ biOiQeQ P\RbOaVW PRdeOi 

(C2C12) ve primer FAP hücre transkUiSWRPXQda PaWUi]RP aQaOi] ediOPiúWiU.  

x BX iki k|k h�cUe WRSOXOX÷XQda FAP akWiYaV\RQXQXQ geUi d|Q�ú�PV�] ECM 

biUikiPi\Oe VRQXoOaQdÕ÷Õ biOiQPekWediU. BX iki gUXS h�cUeQiQ VeQWe]Oedi÷i 

kROajeQOeU kÕ\aVOaQdÕ÷ÕQda beú kROajeQ aOW WiSiQiQ (CRO1a2, CRO5a1, CRO5a3, 

CRO6a3, CRO27a1) FAP h�cUeOeUiQde aUWÕú VeUgiOeUkeQ C2C12 h�cUeOeUiQde 

a]aOdÕ÷Õ VaSWaQPÕúWÕU. 

x øVkeOeW kaVÕ haVaU WaPiUiQiQ, in vivo modellerinde geUoekOeúWiUiOeQ aQaOi]OeUde 

iVkeOeW kaVÕ haVaU WaPiUiQde faUkOÕ W�UOeU Ye deQe\OeUde PaWUi]RP \aSÕVÕQa 

kaWÕOaQ 27 RUWak ROaUak geQiQ aUWÕú VeUgiOedi÷i VaSWaQPÕúWÕU. BX geQOeUiQ iVkeOeW 
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kaVÕQda ECM \aSÕVÕQÕQ \eQideQ kXUXOPaVÕQda eO]eP ROdX÷X hiSRWe]iQi 

desteklemektedir.  

x In vivo veri setleri, iVkeOeW kaVÕ haVaU WaPiUiQde \eQideQ kXUXOaQ ECM \aSÕVÕQÕ 

112 \aSÕVaO genin WePViO eWWi÷i RUWa\a kRQPXúWXU. 

x BX 112 geQ ioiQde, 49X fibUR]iV iOe VRQXoOaQaQ deQe\ gUXSOaUda aQOaPOÕ aUWÕú 

VeUgiOeUkeQ WaP i\iOeúPe VeUgiOe\eQ akXW haVaU PRdeOiQde de÷iúiP 

g|VWeUPedi÷i aQOaúÕOPÕúWÕU. BX bX÷XOaU, V|] kRQXVX 49 geQe aiW SURWeiQOeUiQ geUi 

d|Q�ú�PV�] fibUR]iV iOe VRQXoOaQaQ ECM biUikiPi iOe iOiúkiOi ROabiOece÷iQe 

iúaUeW eWPekWediU.  

x GeUi d|Q�ú�PV�] haVaUdaQ VRUXPOX ROaUak VaSWaQaQ Ye 49 geQdeQ ROXúaQ bX 

grup in vitro gUXSOaUda iQceOeQdi÷iQde 16 geQ heP C2C12 heP de FAP 

h�cUeOeUiQde aUWÕú VeUgiOeUkeQ, 18 geQ iVe \aOQÕ]ca FAP h�cUeOeUiQde aQOaPOÕ 

aUWÕú VeUgiOePekWediU. BX dXUXP, bX geQOeUe aiW SURWeiQOeUiQ fibUR]iVOe dR÷UXdaQ 

iOiúkiOi ROabiOece÷i hiSRWe]iQi RUWa\a kR\PakWadÕU. g]g�O ROaUak C2C12 

h�cUeOeUiQde aUWÕú VeUgiOe\eQ geQ Va\ÕVÕ 4¶W�U.  

PURWeRP d�]e\iQde \aSÕOPÕú ROaQ oaOÕúPaOaUOa: 

x C2C12 h�cUeOeUiQdeQ VaOgÕOaQaQ SURWeRP QiWeO Ye QiceO ROaUak iQceOeQPiú Ye 

VaOgÕVaO gOikRSURWeiQOeUiQ %2¶ViQi AebS1¶QiQ ROXúWXUdX÷X VaSWaQPÕúWÕU.  

x TUaQVkUiSWRP Ye SURWeRP oaOÕúPaOaUÕ biU aUa\a geWiUiOeUek iVkeOeW kaVÕQda ifade 

olan kolajen alt tiplerindeki PRNA VeYi\eViQdeki aUWÕúÕQ SURWeiQ VeYi\eViQe 

ROaQ eWkiVi iQceOeQPiúWiU. KROajeQ Ia1,Ia2 Ye IIIa1¶iQ ifadeOeUiQiQ aUWÕú 

sergilememekle beraber proteomda nicel olarak en çok görülen (%75) kolajen 

WiSOeUi ROdX÷X bXOXQPXúWXU. BXQa kaUúÕQ (PRNA d�]e\iQde?) eQ oRk aUWÕú 

g|VWeUeQ kROajeQ XIIa1¶iQ iVe SURWeiQ d�]e\iQde bX �o kROajeQ kadaU \eU 

aOPadÕ÷Õ VaSWaQPÕúWÕU.  

x øQVaQ SUiPeU kaV h�cUeOeUiQdeQ eOde ediOPiú ROaQ SURWeRP YeUi VeWiQde, ifadeVi 

eQ oRk de÷iúeQ SURWeiQOeUiQ iQceOeQPeVi\Oe Pi\RbOaVW h�cUeOeUiQiQ Pi\Rtüplere 

d|Q�ú�P V�Ueci g|]OeQPiúWiU. BX YeUi VeWiQi RUWa\a kR\aQ oaOÕúPada WakiS 

ediOeQ |UQek i]ROaV\RQX Ye iúOeQPe V�UeoOeUi |QceOikOi ROaUak h�cUe ioi 

SURWeiQOeUiQi g|]OePek �]eUe kXUgXOaQPÕúWÕU. BX QedeQOe YeUi VeWi PaWUi]RPa 

aiW (h�cUe dÕúÕ) SURWeiQOeUi kÕVÕWOÕ |Oo�de ioeUPekWediU.  
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