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Dejenerasyon Siirecindeki Kas Dokusunda Housekeeping Genlerin Ekspresyon
Diizeyinin Incelenmesi

OZET

RT-PCR ve kantitatif PCR uygulamalari, hiicre ve dokularin ¢evresel uyaranlara verdikleri
mRNA diizeyindeki cevabin incelenmesi i¢in bagvurulan yontemlerdir. RT-PCR
uygulamalarinda ilgilenilen genin ekspresyon diizeyinin incelenebilmesi i¢in dokuda
ekspresyonu degismeyen bir diger genin lirinii olan mRNA ile standardize edilmesi
gereklidir (normalizasyon). Bu amagla cesitli doku ve hiicre tiplerinde kullanilan ve
ekspresyonu minimal farklilik gosteren housekeeping genler kullanilmaktadir. Kisa 6lgekli
ve doku mimarisi degisiklikleri sergilemeyen deneylerde housekeeping genlerden uygun
olan1 secgilerek normalizasyon asamalarinda kullanilabilir. Ancak, kronik kas
dejenerasyonu gibi, dokunun koklii degisiklikler sergiledigi ve yeniden yapilanmaya gittigi
durumlarda, bu genlerin ekspresyon diizeylerinin giivenilir 6l¢iide sabit olup olmadigi
bilinmemektedir. Bu nedenle kas dokusu kronik dejenerasyon modeli gibi yaygin doku
degisikliklerinin bulundugu durumlarda giivenilir bir normalizasyon geni ihtiyaci vardir.Bu
calismanin amaci, doku mimarisi degisikliklerinin sergilendigi iki farkli kronik kas
dejenerasyonu modelinde, dejenerasyon siirecinde, hangi housekeeping genlerin
ekspresyon diizeylerinin en az degisim gosterdiginin incelenmesidir. Bu amagla kronik kas
dejenerasyonu modeli olarak “denervasyon” ve “tenotomi” modelleri kullanilmistir. Her
iki modelde de kontrlateral kas dokusu kontrol doku olarak kullanilmistir. Calismada [3-
aktin, TBP, GAPDH ve HPRT ekspresyonlar1 incelenmistir. Calismanin saglamasi i¢in
izlenen ekspresyon miktarinin kas atrofisi ile iliskilendirilebilmesi amaciyla kas dokusunun
yapisal proteinlerinden biri olan miyozin agir zincir ekspresyonu analizi de yapilmistir.
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Assessment of the Ekspression of Housekeeping Genes in Degenerating Muscle

ABSTRACT

RT-PCR and quantitative PCR applications are widely used for the assessment of
transcriptional response that cells and tissues develop for external stimuli. For samples
that have been collected over a time period or under various physiological conditions, RT-
PCR technique is employed to observe any gene of interest. A housekeeping gene whose
expression is believed to be stable is used to normalize the expression of the gene of
interest. A large battery of genes are being used for the normalization of gene expression in
short-term studies where tissue architectural changes are not observed. But under extreme
conditions such as the chronic muscle degeneration, the tissue architecture is deteriorated
and the cell population exhibit important variations. Thus the gene of choice for
normalization has to be carefully assessed under such conditions. The aim of this study is
to assess and compare the expression variations of various housekeeping genes on the
course of two diverse models of muscle degeneration where large tissue architectural
changes are observed. Denervation and tenotomy are the models that are chosen for the
study where experimental interventions have been made on the right extremity of rats and
the contralateral-side muscles have been utilized as control. The expression of B-actin,
TBP, GAPDH and HPRT have been investigated. In order to assess the amount of tissue
deterioration, a structural gene of muscle contractile apparatus, the myosin heavy chain is
also analyzed.

2008, 54 pages

Key Words: RT-PCR, normalization, housekeeping gene, muscle degeneration
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1. GIRIS

Gen ekspresyonu, DNA’da mevcut olan genetik bilginin mRNA ve protein diizeyinde ifade
edilmesidir. Bir bagka tanim ile gen dizilerinin, fonksiyonel protein yapilarina doniismesi
stirecidir. Bu durum genlerin agik (islevsel) olup olmadiklar1 olarak da tanimlanabilir.
Hiicrelerde genetik bilgi akisi DNA — RNA — Protein seklindedir. Farkli fizyolojik
veya patolojik durumlarda hiicrenin genetik bilgi akisi degisir. Hiicrenin genetik bilgi
akisinin incelenebilmesi, doku veya organizmada degisen durum karsisinda hangi

yolaklarin ¢calismaya basladig1 ve hangi yolaklarin kapandigi konusunda bilgi verir.

Giliniimiizde protein yapisindaki modifikasyonlar ve protein — protein etkilesimlerinin
incelenmesi amaciyla protein ¢aligmalar1 kullanilirken, hiicre ve dokularda fizyolojik veya
patolojik bir etkinin cevabinin incelenebilmesi amaciyla mRNA ekspresyon calismalarina
basvurulmaktadir. Bilinen kantitatif protein ekspresyon analizlerinin basinda “western
blot” teknigi gelmektedir. Western blot, dokudan izole edilen proteinlerin antijen — antikor
tanmima 6zgiilliigii teknigine dayali olarak tanimlanmasi prensibi ile ¢alismaktadir. Organ,
doku ve hiicrelerin mRNA diizeyinde incelenebilmesi, 6zgiil olarak gen diizeyinde
kantitatif analiz firsati vermektedir. mRNA ekspresyon analizleri “Northern blot, RT-PCR
ve mikroarray” teknigi ile gerceklestirilebilmektedir. Northern blot teknigi, mRNA’larin
bir membrana transferi sonrasi, radyoaktif isaretli problar ile hibridizasyonu esasina
dayanmaktadir. RT-PCR (Revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu) tekniginde
mRNA tizerinden revers transkriptaz enzimi ile cDNA sentezlenir ve gene 6zgiil primerler
ile PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu) gergeklestirilir. Bu teknik ile gen ekspresyonu semi-

kantitatif veya kantitatif olarak analiz edilebilir.

Semi-kantitatif RT-PCR teknigi ile farkli fizyolojik veya patolojik durumlarda, hiicre veya
doku seviyesinde bir genin ekspresyonunun olup olmadigi belirlenebilir, ayrica izlenen
ekspresyon degisikliginin bir diger 6rnek veya ornek grubu ile karsilagtirmasi yapilabilir.
Incelenen gen veya hedef dizinin kopya sayisinin bilinmesinin gerektigi hallerde kantitatif
RT-PCR yontemi kullanilmaktadir. Kantitatif RT-PCR analizleri, 6zellikle Real Time PCR
cihazlar1 kullanilarak gen ekspresyon miktarinin sayisal olarak belirlenebildigi
calismalardir. Mikroarray ekspresyon analizi, hibridizasyon teknolojisinin yiiksek olgekli

uygulama imkani bulabildigi alanlarindan biridir. Bir organizma genomunda yer alan



biitlin genlerin es zamanli olarak kantitatif ekspresyon analizlerinin yapilabilmesini

saglamaktadir.

RT-PCR ve kantitatif PCR uygulamalari, hiicre ve dokularin ¢evresel uyaranlara verdikleri
mRNA diizeyindeki cevabin incelenmesi i¢in basvurulan yontemlerdir. Iki farkl
ornek arasinda PCR teknigi ile miktar karsilagtirmasi yaparken, deneysel ve Orneklerin
dogasindan gelen farkliliklar olabilir. RT-PCR uygulamalarinda ilgilenilen genin
ekspresyon diizeyinin incelenebilmesi igin, farkli fizyolojik veya patolojik sartlarda
ekspresyonu degismeyen bir baska gen iirtini mRNA ile normalize edilmesi gereklidir
(normalizasyon). Normalizasyon amaciyla, ¢esitli doku ve hiicre tiplerinde ekspresyon
diizeyi en az degisim gosteren housekeeping genler kullanilmaktadir. Bu amagla en yaygin
kullanilan genlerden birisi gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH) dir. GAPDH, son
yillara kadar gen ekspresyonu g¢alismalarinda en ¢ok kullanilan housekeeping genlerden
biridir. Ancak, yakin zamanlarda yapilan calismalarda GAPDH ekspresyonunun da
degisiklik gosterebildigi ve bu calismalarda normalizasyon amaciyla kullanilamayacagi
ifade edilmistir (Ohl et al. 2005, Jung et al. 2007). Kanserde, doku veya hiicrelerde
metabolik olarak ve hiicre biyolojisinde meydana gelen degisiklikler, housekeeping
genlerin ekspresyon diizeylerinin de degisimine neden olabilir. Bundan dolay1 yapisal ve
mimari degisiklikler sergileyen durumlarda, ekspresyon g¢alismalar1 i¢in dnce giivenilir bir

normalizasyon geninin belirlenmesi gereklidir.

Cesitli kas hastaliklar1 sonucu olusan kronik kas dejenerasyonu, atrofi, fibrozis ve daha
sonraki donemlerde olusan yag hiicreleri infiltrasyonu ile yaygin doku mimarisi
degisikliklerinin gozlendigi bir siiregtir. Bu nedenle dejenerasyon siirecindeki kas
dokusunda, normalizasyon asamasinda kullanilacak housekeeping genlerin ekspresyon
dizeylerinin giivenilir 6l¢tide sabit olup olmadigi bilinmemektedir ve literatiirde kas
dokusunda ekspresyon calismalar1 i¢in gilivenilir referans genin belirlenmesi amaciyla
yapilmis bir calisma bulunmamaktadir. Oncelikle, DMD gibi genetik kokenli kas
hastaliklarinin modellerini olusturmak ve dejenerasyon siirecindeki gen ekspresyon
profillerini incelemek amaciyla sicanlarda farkli kronik dejenerasyon modelleri ile
calisiimaktadir. Insanda gozlenen kronik kas dejenerasyonunu 6nemli 6l¢iide yansitan iki
deneysel model, tenotomi ve denervasyondur. Bu tez c¢alismasinin amaci, doku mimarisi

degisikliklerinin sergilendigi iki farkli kronik kas dejenerasyonu modelinde, dejenerasyon



siirecinde, ekspresyon diizeyi en az degisim gosteren housekeeping genlerinin

belirlenmesidir.

Calismada B-Aktin, TBP, GAPDH ve HPRT olmak tizere 4 housekeeping genin
ekspresyon diizeyleri incelenmistir. Izlenen ekspresyon miktarinin kas atrofisi ile
iligkilendirilebilmesi i¢in kas dokusunun yapisal proteinlerinden biri olan MHC (myozin

agir zincir) ekspresyon analizi de yapilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Kas Dejenerasyonu

Eriskin iskelet kasinin hiicresel {initesi kas lifidir. Kas lifleri, gelisim doneminde kas
onciilt hiicrelerin flizyonu ile olusmus, ylizlerce ¢ekirdege sahip ileri derecede 6zellesmis
yapilardir. Liflerin yapisal ve fonksiyonel devamlilig1, sinir iletimi ile aldiklar1 elektriksel
sinyaller ve preload olarak adlandirilan, tendonlar araciligiyla kemiklere baglanmalari ile
olusan mekanik gerilim ile saglanmaktadir. Bu yapinin tamiri ve stirekliligi ise lifleri saran

bazal lamina altinda yer alan kas onciilii satellit hiicreler tarafindan saglanir.

Dejeneratif kas ve sinir hastaliklar1 veya kullanmamaya bagli atrofi sirasinda kaslarda
progresif bir dejenerasyon goriilmektedir. Hasar tamiri amaciyla onciil hiicrelerden yeni
kas lifleri olusturmaya yonelik bir rejenerasyon cabasi baslar. Bu yeni yapilanma,
kaybedilenlerin  yerini dolduramadigi zaman dejenerasyon-rejenerasyon dengesi
fonksiyonel kayip yoniinde artar. Bozulan doku mimarisi i¢inde adipogenez ve fibrozis
yoniinde bir artis da s6z konusu olmakla birlikte, kasin fonksiyonel biittinltigiinii korumast

miimkiin olmamaktadir.

Diinyada en sik goriilen kalitsal kas hastaligi “Distrofin” proteinini kodlayan gende olusan
mutasyonlarla ortaya ¢ikan Duchenne Kas Distrofisi’dir (DMD). DMD’de kas dokusunda
devam eden hasarin tamiri yasamin erken yillarinda miimkiindiir (1-3 yas). Ancak, tamirde
rol oynayan kas onciilii hiicrelerdeki ¢ogalma ve farklilasma kapasitesinde azalmaya bagl
rejenerasyon eksikligi daha sonraki yaslarda yikilan kas dokusunun tamirine yetmemekte
ve dejenerasyon siireci baslamaktadir (Blau ef al. 1983, Oexle et al. 2001). DMD’de
ilerleyici bir dejenerasyon olugsmakta, zaman i¢inde kas fonksiyonlarini tamamen kaybeden
hastalarda sakatlik ve 6limle sonuclanmaktadir. Bu dejenerasyonun temel gostergeleri,
kas dokusu kaybi (fibrozis), bag dokusu artis1 ve yag hiicreleri infiltrasyonudur (Hall-
Craggs ef al. 1975, Whalen et al. 1990, Blaveri et al. 1999).



2.2. Kas Dejenerasyonu ve Doku Mimarisi Degisiklikleri

Genetik kokenli kas distrofileri ve dejeneratif kas hastaliklari, kronik kas dejenerasyonu
tablosu ile sonlanmaktadir. Kas dokusunun yapisal ve islevsel biitlinliigiinii saglayan
faktorler sinir inervasyonu ve mekanik yiiktiir (preload). Inervasyonun sonlanmas: kas
dokusunda hizli bir yikima neden olur. Preload’un kaldirilmasi da kas liflerinde atrofi ve
fonksiyonel kayipla sonuglanir. Dejeneratif kas ve sinir hastaliklar1 veya immobilizasyona
bagli atrofi sirasinda progresif kas dejenerasyonu ile birlikte kas 6nciilii hiicrelerden yeni
kas lifleri olusturmaya yonelik bir cevap da baslamaktadir. Iskelet kasi atrofisi kas lifi
capinin ve/veya kas lifi sayisinin azalmasi ile kas dokusunun kontraktil elemanlarinin
kaybidir. Kas uzun siire kullanilmadigi zaman, beslenme yetersizligi, kan akim bozuklugu
veya sinir uyari iletiminin kesildigi durumlarda, kontraktil proteinlerin ve miyofibrillerin
yikilma hizi, yenilenme hizindan daha fazladir. Dolayisiyla kas atrofisi meydana gelir. Kas
dokusunda atrofi ile sonuglanan inaktivite, mekanik yiikiin, diger bir deyisle preload’un
ortadan kalktigi uzamis yatak istirahati, yaslanma ve sedanter yasam, uzay uguslari
sirasinda karsilasilan yergekimsiz ortam gibi bir patolojiye bagli olmayan durumlarda da
goriiliir. Bu durumlarda preload’un kalkmasi, kas hiicresi boyutunda kii¢tilme yaninda bag
dokusunda artisa yol agar ve kaslarda yap1 ve fonksiyon bozukluklarina neden olur. (Berg

et al. 1991, Ohira ef al. 2002, Jackman et al. 2004)

Kas atrofisini deneysel olarak taklit eden farkli hayvan modelleri gelistirilmistir: uzay
ucusu, immobilizasyon, spinal kord kesisi, denervasyon, arka ekstremite veya kuyruk asisi
(Anzil et al. 1991, Jiang et al. 1992, Hornberger et al. 2001). Bu modeller, atrofinin
fizyopatolojisinin anlasilmasinda ve dejenerasyonda kisa siireli molekiiler degisimlerin

gozlenmesinde yardimci olmustur.

Meyer ve arkadaslar1 tarafindan ortopedide tedavi komplikasyonlarini inceleyen ve
koyunlarda yapilan bir ¢alismada olusturulan tendon kesisi sonucunda kas uzunlugunda
%50 azalma, interstisial yag ve fibroz dokuda artig goriilmiis ve bunlar kasin fizyolojik
ozelliklerinde kayba neden olmustur (Meyer et al. 2004). Bu ve benzeri ¢alismalarda
(Jackman et al. 2004), atrofi modelinin histolojik incelemelerinde kas proteinlerinde
yikima bagl lif ¢aplarinda azalma, bag dokusu artisi, ileri donemde adipogenez ve kas

hiicrelerinin yerini yag dokusu ve fibrotik dokunun almasi gézlenmistir.



2.3. Kas Dejenerasyon Modelleri

Kas dejenerasyonuyla ilgili calismalarda akut kas dejenerasyonu modeli olarak;
notexin/kardiotoksin, mekanik hasar veya soguk/sicak hasar1 (fiziksel ve kimyasal
etkenler) ile olusturulmus modeller kullanilirken, kronik kas dejenerasyonu modeli olarak
immobilizasyon saglayan arka ekstremite siispansiyonu, tenotomi veya spinal kord kesisi
ve denervasyon gibi modeller hayvanlar tizerinde deneysel olarak kullanilmaktadir (Anzil

et al.1991).

2.3.1. Tenotomi

Kronik immobilizasyon, tiim tiirlerde kas atrofisi ve yagli dejenerasyona neden olmaktadir.
Kemirgenlerde, kronik immobilizasyon yaratmak amaciyla iki farkli yontem
kullanilmaktadir. Bunlardan birincisi arka ekstremite veya kuyruk ast modelidir (Hanson
et al. 2005, Roland ef al. 2005). Bu modelde arka ayaklar1 veya kuyrugundan siirekli
olarak asida kalan bir hayvanin arka ekstremitesinde kullanim kisitlamasi yaratilmaktadir.
Kronik immobilizasyon yaratan bir diger model de tenotomidir (Gerber ef al. 2004, Meyer
et al. 2004). Hayvanin bir kasinin tendonunun kesisi sonucu olusturulan bu model uzun

donemde en iyi gozlem sartlarini saglar.

Tenotomi, kas dokusunda dolasim ve inervasyonu yerinde birakarak on yiikiin (preload)
ortadan kaldirilmas: ile kasilma yeteneginin smirlanmasi prensibine dayanir. Kas
dokusunun kendini idamesi i¢in gerekli uyarilardan biri olan 6n yiikiin, ortadan
kaldirilmasi ile birlikte kas atrofisi, fibrozis ve yagli dejenerasyon gelisir. Buna bagl

olarak doku mimarisi degisiklikleri izlenir.

2.3.2. Denervasyon

Dejenerasyona yol acan baska bir yontem, sinir iletiminin ortadan kalktig1 sinir kesisidir.
Bu yontem spinal kord yaralanmalari gibi hastaliklara model olusturmak ve DMD gibi
yagli dejenerasyonla sonuglanan patolojilerde adipogenez gelisimini arastirmak amaciyla
kullanilabilir (Bacou ef al. 1982). Cogunlukla siyatik sinir kesisi uygulanmaktadir.

Denervasyon sonucunda erken donemde atrofi, kronik donemde yagli infiltrasyon



gozlenmektedir. Bu dejenerasyon, farkli tiirlere, kas tiplerine ve kas dokusunun
biyokimyasal oOzelliklerine gore degisim gostermektedir. Bu degisiklikler kronik
dejenerasyon siirecinde doku mimarisi degisiklikleri ve dokunun “yeniden modellenmesi”

seklinde olusur (Dulor et al. 1998, Hanson ef al. 2005).

2.4. Housekeeping Genler

Bir hiicrenin temel islevsel ve biyokimyasal fonksiyonlarinda gorev alan, hiicrelerin
timiinde eksprese olan ve ekspresyon seviyesi dokudan dokuya degismeyen genlere
housekeeping genler adi verilir. Bu genler, niikleik asit ve protein sentezi, besinlerin
taginmast ve kullanimi, hiicresel iskeletin ve organellerin biyosentezi gibi temel hiicresel
ve metabolik islevler icin gereklidir. Housekeeping genler hiicrenin isleyisini diizenleyen
genler olarak da ifade edilmektedir (Thompson&Thompson 2005). En yaygin olarak

bilinen housekeeping genler ve temel fonksiyonlar1 asagida verilmistir.

2.4.1. Beta-Aktin

Aktin filamentler, monomer haldeki aktin molekiillerinin sikica yan yana dizilerek
olusturduklart bir sarmal yapidir. Aktin molekiiller, ilkel Okaryotlarda bir aktin geni
tarafinda kodlanirken, yiiksek 6karyotlarda bir gen ailesi tarafindan kodlanirlar. Bu nedenle
birgok izoforma sahiptir. Insanda 6 farkli aktin izoformu tammlanmistir (Vandekerckhove
et al.1978). Bunlar izoelektrik noktalarina bagli olarak o, B ve y olmak iizere li¢ sinifta
toplanirlar (Khaitlina et al. 2001). Beta-Aktin (B-Aktin), hiicre iskeletinde bulunan aktin

filamentidir. Hiicrenin hareketi, yapisi ve saglamliginda rol oynamaktadir.

2.4.2. TATA-Baglanma Proteini

TATA-Baglanma Proteini (TBP), transkripsiyonun baslamasinda anahtar rol oynayan bir
housekeeping gendir. Okaryotlardaki trankripsiyon faktorlerinden TFIID’nin  bir
bolimidiir (Schluesche er al. 2007). Transkripsiyon faktorleri olmadan RNA polimeraz 11
enzimi Okaryotik promotor bdolgelerine dogrudan baglanamaz ve transkripsiyonu
baslatamaz. RNA polimeraz II'nin baglanmasinda rol alan genel transkripsiyon faktorleri
TFIIA, TFIIB, vs seklinde adlandirilmislardir (Oner 2003). Okaryotlarda promotor
bolgedeki TATA kutusu transkripsiyonun baslangicindan (+1) yaklasik 30 niikleotid gifti



onde (-30) bulunur. RNA Polimeraz II, genel transkripsiyon faktorleriyle birlikte bir
baslangi¢ 6ncesi kompleks olusturur. Baslangic oncesi kompleksi, promotordeki TATA
kutusunda olusur (Mal ef al. 2007). TATA kutusu, TFIID tarafindan taninir. TFIID ¢ok alt
birimli bir kompleks: TBP, TATA kutusuna baglanan alt birimidir. TBP, DNA’ya baglanir
ve kiigiik oluktaki bir B tabakasini kullanarak DNA’y1 biikiip bigimini bozar (proteinler
genel olarak DNA’y1 biiylik oluktaki oo sarmallarin1 kullanarak tanirlar). TBP ile iligkili
faktorler (TAF): TFIID nin diger alt birimleridir. Bazilar1 promotore baglanmaya yardim

ederler, digerleri TBP’nin DNA’ya baglanma aktivitesini kontrol ederler.

TBP, TATA dizisini bikiip yapisimt bozar. TBP-DNA kompleksi diger genel
transkripsiyon faktorlerinin (sirasiyla TFIIA, TFIB, TFIIE, TFIIF, TFIIH) ve RNA
polimeraz II’'nin promotorde toplanmalari i¢in yer saglar. Bu sekilde baslangi¢c oncesi

kompleks olusur.

2.4.3. Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH)

Oksijen kullanmaksizin sitoplazmada gergeklesen, glukozun piriivik asite (piriivata) kadar
yikimima “glikoliz” denir. Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH), glikolizin ara
basamaklarinda gliseraldehit-3-fosfattan iki molekiil 1,3-bisfosfogliserat olusumunu
katalizleyen NAD bagimli bir dehidrojenazdir. Glikolizde agiga ¢ikan enerji, yasamsal
islevler i¢in gerekli olan kimyasal enerji seklinde (ATP) depolanur.
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0 0y PPOs
N Gliseraldehid N¢
| 3-fosfat dehidrogenaz I _
H—C—OH + NAD" + p, == = H—(LE—OH +NADH + H'
| _
CH, OPO,2 CH, OPO,~
Gliseraldehid 3-fosfat 1,3-Bisfosfogliserat (1,3-BPG)

Sekil 2.1. Gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenaz enzimi araciligi ile gliseraldehit-3-fosfattan
1,3-bisfosfogliserat olusumu



2.4.4. Hipoksantin-guanin fosforibozil transferaz

Hipoksantin-guanin fosforibozil transferaz (HPRT), piirin niikleotidlerinin kurtarilma
yolunda gorev alan bir housekeeping gendir (Stehen ef al. 1990). Piirin niikleotidleri, de
novo biyosentez disinda, serbest piirin bazlarindan ve serbest piirin niikleozidlerinden
sentezlenebilir. Bu sentez “piirin niikleotidlerinin kurtarilma yolu” olarak ifade
edilmektedir. HPRT, 5-fosforibozil-1-pirofosfati (PRPP) riboz-5-fosfat kaynagi olarak
kullanip hipoksantin ve guaninden inozin monofosfat (IMP) ve guanozin monofosfat

(GMP) olusumunu katalizleyen enzimdir.
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Sekil 2.2. HPRT enzimi araciligi ile hipoksantin ve guaninden IMP ve GMP olusumu

2.5. Real Time PCR

Real Time PCR, niikleik asit amplifikasyonunun es zamanli olarak gézlenmesini saglayan
bir PCR teknolojisidir. DNA sarmalina baglanarak floresan 1sima yapan 6zel boyalarla

(SYBR Green, SYTOO9 gibi) veya yikima bagli sinyal olusturan prob diziler aracilig: ile



amplifikasyon miktarinin tespit edilmesini saglamaktadir. Her PCR dongiisii sonunda tiip
icinde olusan ¢ift zincirli iiriin miktarinin Olctilebilmesini ve  kantitatif analizlerin

yapilmasini saglar (Bustin ez al. 2005, Nolan et al. 2006).

SYBR Green I, gen ekspresyonu kantitasyonunda siklikla kullanilan, ¢ift zincirli DNA’ ya
baglanarak floresan 6zellik kazanan bir boyadir. Bu boyanin ¢ift zincirli PCR {iriiniine
baglanmasi tirtin miktar1 ile orantili olarak floresans agiga ¢ikmasini saglar (Sekil 2.3.).
SYBR Green teknigi ile gen ekspresyonu kantitasyonu i¢in uygun primer se¢imi en 6nemli
asamadir. Bu teknigin basariyla uygulanabilmesi icin PCR primerlerinin sadece 6zgiil
cDNA’ya baglanmasi, primer-dimer veya 0zgiil olmayan amplifikasyon {irtini
olusturmamasi gereklidir. RNA izolasyonu sirasinda siklikla gézlenen genomik DNA
kontaminasyonu da SYBR Green tekniginin basarisin1 tehdit eden bir diger unsurdur.
Ozgiil amplifikasyon iiriinii elde etmek igin, cDNA amplifikasyon primerlerinin farkli
ekzonlardan seg¢ilmesi, amplikon uzunluklarmin kisa tutulmasi (120-250 baz) ve

primerlerin baglandigi1 ekzonlarin uzak se¢ilmesi dikkat edilmesi gereken noktalardir.
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Sekil 2.3. SYBR Green teknigi A. Baslangi¢ asamasi: Reaksiyonun baslangicinda ortamda
SYBR Green, primerler ve tek zincirli DNA bulundugu igin floresans sinyal yoktur. B.
Primerin hedef molekiile baglanmasi: Primerin baglanmasi ile amplifikasyon sonucu
SYBR Green olusan ¢ift zincirli DNA’ya baglanir ve az miktarda floresan sinyal agiga
cikar. C. Primer uzamasi: Amplifikasyon orania bagli olarak ¢ift zincirli DNA’nin
yapisina daha fazla boya katilarak floresans sinyal artar.
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SYBR Green I, primer dimerleri ve 6zgiil olmayan PCR iiriinleri gibi ¢ift zincirli DNA
molekiillerine de baglanabilir (Bustin and Mueller 2005). Bu nedenle floresans artisi her
zaman Ozgil amplifikasyonu gostermez. Amplifikasyon tirtinliniin 6zgiil olup olmadigi,
agaroz jel elektroforezi ile incelenir. Bununla birlikte Real Time PCR cihazlarinda primer
dimer olusumu ve 6zgiil olmayan amplifikasyon {irlinlerinin tespiti i¢in “melting curve”
(erime egrisi) analizi yapilabilmektedir (Sekil 2.4.A). Her ¢ift zincirli DNA kendine 6zgiil
bir “melting temperature, Tm” (Cift zincirli DNA’nin %50’sinin tek zincirli hale gegmesi
icin gerekli olan sicaklik) degerine sahiptir. Amplifikasyondan sonra sicaklik yavas yavas
yiikseltilerek belirli araliklar ile floresans miktar1 tespit edilir. Cift zincirli DNA denatiire
olmaya baslayinca interkale olan boya serbest kaldigi icin Ol¢iilen floresans miktari
azalmaya baslar. Bu sekilde elde edilen erime egrisinden yararlanilarak amplifikasyonun
Ozgilligl belirlenebilir. Tm degerinin tam olarak saptanabilmesi i¢in erime egrisinin
zamana kars1 tiirevi ¢izilebilir. Bu tiirev analiz, siklikla bagvurulan bir yontemdir (Sekil

2.4-B).
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Sekil 2.4. Erime egrisi analizi
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Esik dongli degeri (threshold cycle = Ct) Real Time PCR uygulamalarinda énemli bir
parametredir. Ct degeri, amplifikasyon sirasinda tespit edilen floresan 1smnim esik degerinin
asildigi dongu sayisidir. Baska bir ifade ile triindeki ilk anlamli artisin oldugu noktay1
belirtir. Farkli PCR reaksiyonlarinda yer alan kalip orneklerin miktar1 Ct degerleri
karsilagtirilarak 6ngoriilebilir (Womg and Medrano 2005). Florimetrik PCR yontemi ile
yapilan kantitasyon calismalarinda, kalip DNA miktar1 bilinen standart orneklere ait Ct
degerleri ile incelenen 6rnegin Ct degeri karsilastirilarak kantitasyon yapilmaktadir. Bu
nedenle, kantitatif PCR analizlerinde standart olarak tanimlanan kontrol érneklerine ihtiyag
vardir. Standart 6rnek olarak i¢inde bulunan kalip DNA miktar1 bilinen 6rneklerle yapilan
calismalara mutlak kantitasyon adi verilir. Bir 6rnegin i¢inde yer alan kalip miktarinin
diger bir Ornekle karsilastirildign durumlarda mutlak kantitasyona gerek yoktur. Bu
durumda, standart 6rnegin i¢inde bulunan kalip DNA miktarinin bilinmesi énemli degildir.
Iyi ekspresyon saglayan bir 6rnegin seri dilusyonlar1 standart olarak kullamlabilir. Bu
calismalarda 6nemli olan standartlar arasindaki kalip oraninin tekrarlanabilir ve 6l¢iilebilir
olmasidir. Bu tip ¢alismalara goreceli kantitasyon (relative quantitation) adi verilir (Pfaftl
2001). Bir standart 6rnekten seri diliisyonlar hazirlanir. Standart diliisyonlara varsayilan bir
konsantrasyon miktar: atfedilir ve genellikle bu miktar “varsayilan birim” (arbitrary unit)
olarak ifade edilir. Bu standartlar kullanilarak, atfedilen konsantrasyon degerlerine karsilik
gelen diliisyonlarin Ct degerleri belirlenerek kantitasyon i¢in gerekli olan regresyon egrisi
cizilir. Bu egri standart egri olarak da ifade edilmektedir. Kantitasyon asamasinda,
orneklerin Ct degerlerinin regresyon egrisi tlizerinde hangi atfedilen degeri temsil
ettiklerine bakilarak goreceli bir miktar belirlenir. Bu sekilde kantitatif PCR verilerinin
analizinde; mutlak ve goreceli kantitasyon kullanilir. G6receli kantitasyon igin, sekil 2.5 te
3’er kez tekrar edilmis standart drnek seri diiliisyonlarinin (10° ile 10* aras1 konsantrasyon
degerleri atfedilmistir) Ct degerleri ile amplifikasyon egrileri ve bu egriler kuillanilarak

cizilen standart egri bir 6rnek olarak verilmistir.
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Sekil 2.5. PCR amplifikasyon egrisi ve standart egri. A. Standart diliisyon Orneklerinin
amplifikasyon egrisi ve Ct degerleri (mavi oklar) gosterilmistir. Bir adet bilinmeyen 6rnek
ve Ct degeri kirmiziyla gosterilmistir. B. Standart 6rneklerin Ct degerleri kullanilarak
cizilen standart egri gosterilmistir.Bilinmeyen 6rnek kirmizi ile ifade edilmistir.
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2.5.1. Housekeeping Genlerin Kantitatif RT-PCR Calismalarindaki Onemi

Kantitatif RT-PCR uygulamalarinda normalizasyon amaci1 ile ¢esitli kosullarda
ekspresyonu degismedigi bilinen (en az etkilenen) bir referans gene ihtiya¢ vardir (Bustin
2002). Ozellikle farkli bireylerden alinan ya da aym bireyden farkli dénemlerde alinan
orneklerle yapilan ¢aligmalarda, ilgilenilen genin ekspresyon diizeyinin incelenebilmesi
icin dokularda ekspresyonu degismedigi varsayilan bir bagska gen iiriinic mRNA ile
normalizasyon yapilmasi gereklidir. Ilgilenilen genin ekspresyon diizeyi, referans gen
olarak kullanilan housekeeping genin ekspresyon diizeyine oranlanir. Bu oranlamayla
amaglanan izole edilen RNA miktar1 ve sentezlenen cDNA miktarinin getirdigi drnekler
arasi baslangi¢ farkliliklarini, deneysel hatalar1 normalize etmektir. Bu nedenle farkli doku
ve hiicre tiplerinde, hedef genlerin ekspresyon diizeyinin kantitatif olarak belirlenmesi
amaciyla yapilan ¢aligmalarda, 6nce referans olarak kullanilacak housekeeping genin dogru
secilmesi gereklidir. Calismalarda kullanilacak housekeeping genin ekspresyon diizeyi, ne
kadar az degiskenlik gostererek sabit kalirsa, hedef genin ekspresyon diizeyinin

belirlenmesi i¢in o kadar giivenilir bir referans olacaktir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

(Calismada, hayvan modeli olarak Sprague-Dawley erigskin erkek sican secilmistir.
Uygulanacak olan cerrahi girisim agisindan anatomik olarak kolaylik saglayacak boyutta
olmasi ve incelenecek olan kaslardan cesitli analizler i¢in yeteri kadar doku elde
edilebilmesi tercih sebebidir. Ayrica molekiiler analiz yontemlerinin uygulanabilmesi i¢in
de uygun bir tiirdiir. Calisma oncesinde Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulu'ndan 07.07.2005 tarihinde 2005/40-8 karar numarasi ile onay alinmistir. Kullanilan
deney hayvanlar1 Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari1 Laboratuvar® ndan
saglanmigtir ve cerrahi girisim sonrasinda ayni laboratuvarda barindirilmaya devam

edilmistir.
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3.2. Cahismada Kullanilan Kimyasal Malzeme ve Soliisyonlar

3.2.1. RNA izolasyonu

TRIzol (Invitrogen)

Kloroform (Applichem)

[zopropanol (Applichem)

Dietil pirokarbonat (DEPC, Applichem)

Etanol (Riedel)

3.2.2. Agaroz-formaldehid Jel Elektoforezi (RNA Elektroforezi)

Agaroz (Cambrex)

MOPS tamponu

Yiikleme tamponu

Etidyum bromiir (Sigma)
Formaldehid (Sigma)

Formamid (Sigma)

3.2.3. ¢cDNA Sentezi

ImProm-II™ tampon

(5X) (Promega)

ImProm-II™ RT (Promega)

16

: Molekiiler biyoloji kullanimi safliginda

: MOPS 0221 M
Na-Asetat-Trihidrat (Sigma) 0.05M
Na2EDTA (Sigma)) 0.01 M

: Gliserol (Merck) %50
Na2EDTA(Merck) 1 mM
BPB boya (Merck) %0.25

: 10mg/ ml distile su

: Tris-HCL 250 mM
KCL 250 mM
DTT 50 Mm

: 1 pl/ reaksiyon



MgCl2 (Promega)
Oligo(dT)15 primeri (Promega)

dNTP karisimi (Promega)

3.2.4. Real Time PCR

SYBR Green karisimi (Floresan boya)

(2X) (Sigma)

MgCl2 (Sigma)

3.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz (Cambrex)

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

Yiikleme tamponu

Etidyum bromiir (Sigma)

Molekiiler agirlik belirleyicisi

: 25 mM

:0.5 g/ Wl

: 10 mM

: 20 mM Tris-HCL, PH: 8.3,

100 mM KCI, 0.4 mM dATP,
0.4 mM dCTP, 0.4 mM dGTP,
0.4 mM dTTP, Stabilizator,
0.05 u/ ul Taq DNA polimeraz,
Jump Start Taq antibody,
SYBR Green I boyasi

: 25 mM

: Molekiiler biyoloji kullanimi safliginda

: Tris baz (Merck) 2M
Glasiyel asetik asit (Merck)  1.14 ml
Na2EDTA (Merck) 0.5M

: Gliserol (Merck) 5.5ml

1X TAE tamponu (Merck) 4.5 ml
Orange G boya (Merck) 0.01gr

: 10 mg/ ml distile su

: 100 b¢ DNA Ladder (Promega)
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3.3. Yontemler

3.3.1. Doku Eldesi

Tenotomi modeli, siganlarin soleus ve gastroknemius kaslarini arka ayak bilegine baglayan
asil tendonunun serbestlenmesi ile olusturulmustur. Denervasyon modeli ise soleus ve
gastroknemius kaslarini inerve eden siyatik sinirin diseksiyonu ile olugturulmustur. Her iki

modelde de sicanin sag bacagina girisim uygulanmustir.

Belirlenen zaman siireglerini tamamlayan sicanlar anestezi altindayken tenotomi ve
denervasyon yapilan sag bacak ve kontrol olarak kullanilacak sol bacak soleus ve
gastroknemius kaslar1 ¢ikartildi. Tenotomi 6rnekleri ideal RNA izolasyonu yontemi olan
TRIzol i¢inde doku parcalayicisi ile hemen homojenize edilerek -80°C’de donduruldu,
denervasyon ornekleri ise doku parcalari halinde eppendorf tiipleri i¢inde, sivi azota

alinarak donduruldu. Tiim 6rnekler RNA izolasyonu asamasina kadar -80° C’ de saklandi.

3.3.2. Histolojik inceleme

Donmus olarak bulunan kas dokular1 kriyotomda 10 mikron kalinliginda kesildi ve H&E
boyasi ile boyandi. Hazirlanan kesitler 1s1tk mikroskobunda inceleme altina alindi.
Kesitlerde ilk olarak bakilan degisiklik, kas atrofisinin en belirgin 6zelligi olan yagh
dejenerasyondur. Bunun yaninda rejenerasyon gostergesi olan merkezi g¢ekirdekli kas
lifleri, doku mimarisinde bozulma ve interstisiel doku artisi gibi diger bulgular da

tenotomi ve denervasyon uygulanmis kaslar ve kontrol kasi arasinda karsilastirildi.

3.3.3. RNA izolasyonu

Tenotomi kas ornekleri yukarida da anlatildigi gibi, doku pargalayicisi ile TRIzol
icerisinde homojenize edilerek -80°C’ de saklandi. Bu 6rneklerden, -80°C’den ¢ikartilarak
oda sicakligina getirildikten sonra standart TRIzol izolasyon protokolii ile RNA izolasyonu
yapildi. Denervasyon 6rnekleri ise, -80°C’den ¢ikartildiktan sonra, ¢oziilmesi beklenmeden
TRIzol soliisyonu igine alinarak doku pargalayicisi ile homojenize edildi ve RNA
izolasyonu yapildi. Asagida TRIzol izolasyon protokolii ile RNA izolasyonu asamalari

verilmistir:
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10.

11.

Homojenize edilen dokular 5 dk oda sicakliginda bekletildi.

200 pl kloroform eklendikten sonra vorteks yapildi ve 2-3 dk oda sicakliginda
bekletildi.

12000 rpm de 15dk 4°C’ de santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi olugan en {iist fazda bulunan RNA toplandi ve 500 pl izopropanol
iceren yeni tlipe alindi.

RNA ve izopropanol iceren tiip alt iist edilerek karistirildi ve 10 dk oda
sicakliginda bekletildi.

12000 rpm de 10 dk 4°C’ de santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi siipernatan dikkatli bir sekilde dokiildii. Pelet tizerine 1 ml DEPC
iceren %70 etanol eklendi ve vorteks yapildi.

RNA’nin degrede olmasini ve kirilmasini 6nlemek i¢in diisiik hizda (7500 rpm) 10
dk 4°C’ de santrifijj edildi.

Santrifiij sonras1 %70 etanol dokiildii ve tiiplerin kapaklar1 agik birakilarak RNA
peleti kurutuldu.

Pelet miktarina bagli olarak 20-25 ul RNaz igermeyen su (% 0,1 DEPC’li su)
eklendi.

60°C’ de 10 dk bekletildi ve analize kadar -20°C’ de, analiz sonrasi -80°C’ de

saklandi.

3.3.4. RNA’larin Kalite Kontrolii

Izole edilen RNA’lar kalite ve kantite acisindan degerlendirilmek tizere denatiire jel
elektroforezi (RNA elektroforezi; %1.5 Agaroz — formaldehid jel) ile incelendi,
konsantrasyonlar1 Nanodrop ND-1000 cihazinda 6l¢tildii.

3.3.5. cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in, ImProm-II™ reverse transkriptaz enzimi (Promega) ve oligo(dT)is
primeri kullanildi. Kalip olarak 1pg RNA kullanildi ve 0.5 pg/ pl oligo(dT)is primeri ve
RNaz icermeyen su ile 5 ul’ye tamamlanarak 70°C’de 5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast hizli bir sekilde buz {izerine alinarak 5 dk bekletildi. Ayr bir tiipte 15 pl revers

transkripsiyon karigimi hazirlandi.
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Revers transkripsiyon karigima:

Final konsantrasyon Hacim

RNaz icermeyen su 6.6 ul
Improm-IIT™ tampon 1X 4 ul
(5X) (Promega)
MgCL (25mM) 3 mM 2.4 ul
dNTP karisimi (10mM) 0.5 mM I ul
Improm-IITm Reverse Transkriptaz 1wl

Toplam 215l

Toplam 20 pl olacak sekilde 5 ul RNA + primer karisimi, 15 pl reverse transkripsiyon
karisimi ile birlestirilerek reverse transkripsiyon asagidaki kosullarda Applied Biosystems-

9700 PCR cihaz1 kullanilarak gergeklestirildi:

25°C’ de 5 dk
42°C’ de 60 dk
70°C’ de 15 dk

Yukaridaki reaksiyon sonucunda 20 pl cDNA sentezlendi. cDNA 6rnekleri daha verimli

kullanilmak amaciyla 80 ul’ye sulandirildi (20 pl cDNA +60 pl distile su = 80 pl).

3.3.6. Real Time PCR

“Denervasyon” ve “tenotomi” modellerinde housekeeping gen ekspresyonu, farkli
zamanlarda alinan soleus ve gastroknemius kas 6rneklerinde, Corbett Rotor-gene 6000
Real Time PCR cihazinda incelendi. Herhangi bir girisim uygulanmayan (sol kas)
kontrlateral kas dokusu ise kontrol olarak kullanildi. RT-PCR deneylerinde, primer
secimleri 6zgiil olmayan baglanmay1 engelleyecek sekilde gerceklestirildi. Calisma
kapsaminda GAPDH, B-Aktin, HPRT ve TBP olmak iizere 4 house-keeping gene 6zgii
primerler sentezletildi. cDNA’lar RT-PCR teknigi ve SYBR Green I floresan boyasi
kullanilarak ¢ogaltildi. Bu amplifikasyon sirasinda ¢ift zincirli DNA"ya baglanan SYBR
Green I miktar1 florimetrik deteksiyon filtresiyle 6l¢iilmektedir. Bu 6l¢timlerde floresans,

DNA iriinii ile orantili olarak degismektedir. Rotor-gene 6000 cihazi, erime egrisi analizi
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yapabilme 6zelligi ile primer dimer olusumu ve 6zgiil olmayan amplifikasyon {iriinleri gibi

hatalar1 gozlemlemeye de olanak saglamaktadir.

RT-PCR reaksiyonlar1 hazirlanirken , standart egrilerin ¢izilebilmesi amaciyla herhangi bir
girisim uygulanmayan (sol kas) kontrlateral kas dokusundan elde edilen cDNA 6rneginden
1/10 , 1/100 ve 1/1000 oranlarinda seri diliisyonlar hazirlandi ve Ol¢timlerin
degerlendirilmesi asamasinda analiz programi ile standart egriler ¢izildi. Deneylerde tiim
cDNA ornekleri ve standart drnekler ayni sartlarda ve ayni grup icerisinde 3’er kez
calisilarak bu ti¢ 6l¢limiin ortalamasi analizlerde kullanilmistir. Bunun amaci, deneysel
hatalar1 ve farklar1 azaltmaktir. Se¢ilen zaman noktalarinda eksprese olan housekeeping
gen miktari, cerrahi girisim uygulanmis sag kas dokular1 ile kontrol olarak kullanilan sol

kas dokular1 arasinda korelasyon analizi yapilarak incelendi.

Calismanin saglamast amaciyla “denervasyon” ve “tenotomi” modellerinde izlenen
ekspresyon miktarinin kas atrofisi ile iliskilendirilebilmesi i¢in kas dokusunun yapisal
proteinlerinden biri olan myozin agir zincir (MHC) ekspresyonu incelendi. MHC primer

secimi de 6zgiil olmayan baglanmay1 engelleyecek sekilde gerceklestirildi.

RT-PCR Kosullari:

2X SYBR Green karisimi Sul
25mM MgCl2 1.2 ul
Forward primer (10pmol/ ul) 0.4
Revers primer (10pmol/ pul) 0.4 ul
cDNA 2l
Distile su 1 ul

Toplam: 10 ul
10 ul RT-PCR  reaksiyonu  Rotor-gene 6000  cihazinda asagidaki kosullarda
gerceklestirildi:
94°C’de 2dk
94°C’de 2

} 40 dongti

X°C’de 20
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan primerlerin dizileri, Tm dereceleri ve uzunluklari

Gen No * Oligoniikleotid dizisi E" | Tm | be
. F | 5 -GTGCTATGTTGCCCTAGACTTCG-3" 4 59

B-Aktin | NM 031144 175
R | 5’ ~GATGCCACAGGATTCCATACCC-3" 5 58,3
. Y 59,1

TBP NM 003194 F | 5’ -TGCACAGGAGCCAAGAGTGAA-3 5 132
R | 5 ~CACATCACAGCTCCCCACCA-3" 6 59
r_ _ar _ 58,8

GAPDI NM 017008 F | 5’ ~AGTGCCAGCCTCGTCTCATAG-3 1-2 01
R | 5/ -TGACTGTGCCGTTGAACTTGC-3' 3 59,2
r_ _3r 57,7

HPRT NM. 12583 F | 5/ -ATGGACTGATTATGGACAGGACTG-3 2 14
R | 5/ -TCCAGCAGGTCAGCARAGAAC-3' 3 58
r_ _2r 54,4

MHC XM 1078018 F | 5’ —-TGGAGCAGACTGAGAGGAG-3 35 13
R | 5’ -CTTCTTCTTGGTGTTGATGAGG-3" 36 54,5

(* NCBI Gene veritabani erisim numaralar1, E': Primer’in yer aldig1 ekzon)

3.3.7. Verilerin Analizi

Bu c¢alisma siiresince yapilan tiim deneyler, dlgtimler, incelemeler ve degerlendirmelerde,
ayni hayvanin girisim uygulanan kasindan alinan verilerle kontrol kasi (kontrlateral)
verileri birbirlerine oranlanmistir. Bulgular kisminda yapilan tiim degerlendirmeler, girisim
uygulanan sag kas bulgularinin kontrol olarak kullanilan sol kas bulgularina orani goz
Oniine alinarak yapilmistir. RT-PCR sonuglar1 Rofor-gene 6000 series software version 1.7
(Build 61) yazilimi ile kantite edilmis, korelasyon analizi ise XLSTAT 2008 yazilimi

kullanilarak gergeklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Housekeeping Genlerin Ekspresyon Bulgularimin Degerlendirilmesi

GAPDH, B-Aktin, HPRT ve TBP olmak tizere 4 housekeeping genin ekspresyon diizeyleri

asagidaki basamaklarda incelenmistir:

RT-PCR sonrasinda amplifikasyon {irtinleri, agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek ve
erime egrisi analizi gerceklestirilerek incelenmistir. Bu sekilde standartlarin ve 6rneklerin
Ozgiil amplifikasyon tirlinlerinin gergeklestigi gosterilmistir ( Sekil 4.1.A,B , Sekil 4.3.A,B
Sekil 4.5.A.B, Sekil 4.7.A,B).

Genlerin ekspresyonlarinin kantitatif analizi i¢in cerrahi girisim uygulanmayan (sol kas)
kontrlateral kas orneklerinden erken amplifikasyon veren bir Ornek standart olarak
secilmigtir. Standart (ST) ornekten 1/10, 1/100, 1/1000 oraninda seri diliisyonlar
hazirlanmigtir. Standart ve diltisyonlarin konsantrasyonlar1 asagida varsayilan atfedilen
birimlerle ifade edilmistir:

ST =100000, ST =10000, ST?= 1000, ST> =100

Amplifikasyon sirasinda standartlarin  Ct degerleri belirlenmis ve varsayilan
konsantrasyonlarla standart egriler elde edilmistir (Sekil 4.1.C,D , Sekil 4.3.C,.D , Sekil
4.5.C,.D , Sekil 4.7.C.D). Orneklerin Ct degerlerinin standart egri ile karsilastirilarak
ekspresyon miktarinin géreceli olarak belirlenmesi islemi Rotor-gene 6000 series sofiware

version 1.7 (Build 61) yazilimi ile gergeklestirilmistir.

Dort housekeeping gen igin, tenotomi ve denervasyon orneklerinde, cerrahi girisim
uygulanmis sag kas dokular1 ve kontrol olarak kullanilan sol kas dokularinin ekspresyon
analizi sonuclari, ayrica sag kas sonuglarinin sol kas sonuglarina oranlar1 Cizelge 4.1,
Cizelge 4.3, Cizelge 4.5, Cizelge 4.7°de tablolar seklinde ifade edilmistir. Bu analizler,
tenotomi Orneklerinde gastroknemius (GAS) ve soleus (SOL) kaslar1 igin ayri ayri
gergeklestirilmistir. Denervasyon orneklerinde ise sadece gastroknemius kasi kullanildigi

icin bu kasa ait sonuglar verilmistir.
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Ekspresyon analizinde elde edilen sag kas sonuglarinin sol kas sonuglarina oranlari
degerlendirildiginde baz1 6rnekler outlier (istisna) olarak kabul edilmistir.; Outlier drnek,
cerrahi girisim sirasinda veya RNA izolasyonu, cDNA sentezi, RT-PCR asamas1 gibi
basamaklarda olusabilecek deneysel hatalar nedeniyle ekspresyon analizi sonuglarinin
ortalamasindan en ¢ok sapma gosteren Ornekler olarak belirlenmistir. Tenotomi
calismasinda her gruptan 3 6rnek (%17) ve denervasyon c¢alismasinda her gruptan 4 6rnek
(%30) outlier olarak kabul edilmis ve degerlendirme disi birakilmistir. Calismaya alinan
orneklerde sag kas sonuglarinin sol kas sonucglarina oranlari ile korelasyon grafigi

cizilmistir (Sekil 4.2. , Sekil 4.4. , Sekil 4.6., Sekil 4.8.).

4.1.1. B-Aktin Gen Ekspresyonu Bulgular:

B-Aktin ekspresyonunun kantitatif analizinde cerrahi girisim uygulanmayan (sol kas)
kontrlateral kas dokusundan elde edilen cDNA ile hazirlanan standartlarin ve Srneklerin
amplifikasyonunun basarili bir sekilde gergeklestigi goriildii. Agaroz jel elektroforezinde
175 bg¢ uzunlugunda beklenen iiriin gézlenmis, bu bulgu erime egrisi analizinde standartlar

ve orneklerin ayn1 Tm derecesinde tepe noktasi vermesi ile dogrulanmustir.(Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. B-aktin geni RT-PCR sonuglari A) Standartlarin agaroz jel elektroforezi
sonuclari. B) Standartlarin ve drneklerin erime egrisi grafigi. C) Standart diliisyonlar igin,
gercek zamanli amplifikasyon egrileri. D) Standart diliisyonlarin Ct degerleri ve
standartlara atfedilen varsayilan degerler kullanilarak elde edilen standart egri
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4.1.1.1. B-Aktin Ekspresyonunun Korelasyon Analizi Bulgulan

Tenotomi ve denervasyon modellerinde B-Aktin geni ekspresyon diizeyinin stabilitesinin

gosterilmesi i¢in, cerrahi girisim uygulanmis 6rneklerin (sag kas), kontrol 6rneklerine (sol

kas) oranlanmasi sonucu elde edilen degerlerle korelasyon analizi gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.1. Tenotomi ve Denervasyon modellerinde $-Aktin geni ekspresyon analizi

sonuglari
B -Aktin — Tenotomi
Gastroknemius Soleus
hafta sigan sol sag sag/sol hafta | sican sol sag sag/sol
1 1 165001 | 150637 0,91 1 1* | 737035 172422 0,23
1 2 124031 | 145205 1,17 1 2* | 580061 148748 0,26
3 1 314459 | 220570 0,70 3 1 97626 241093 2,47
3 2 157444 | 85105 0,54 3 2 314808 295173 0,94
3 3~ 24493 | 202711 8,28 3 3 379766 396484 1,04
4 1~ 19756 | 210956 | 10,68 4 1 768920 | 1047450 1,36
4 2 275187 | 118256 0,43 4 2 264166 223675 0,85
4 3 140559 | 50863 0,36 4 3 707249 | 1227564 1,74
4 4> 96273 | 402508 418 4 4 347539 112097 0,32
4 5 214727 | 264243 1,23 4 5 222314 727047 3,27
4 6 105747 | 113950 1,08 4 6 438613 416407 0,95
6 1 229862 | 190323 0,83 6 1 298090 365031 1,22
6 2 216132 | 170753 0,79 6 2 324754 290396 0,89
6 3 283534 | 130128 0,46 6 3 354406 224598 0,63
16 1 483643 | 145449 0,30 16 1 187567 334047 1,78
16 2 619829 | 835133 1,35 16 2 362836 216874 0,60
16 3 397917 | 106003 0,27 16 3* | 159299 780585 4,90
B -Aktin Denervasyon
Gastroknemius
hafta sigan |sol sag sag/sol

2 1* 7632344 1,666667 2,18369E-07

2 2 8807,143 263258,3 29,89145715

2 3 614602 238026,7 0,387285889

3 1 32752085 13791894 0,421099717

5 1 161060,6 4821,429 0,029935493

5 2 16089,29 100982,2 6,276364533

7 1 159849,2 5115,625 0,032002818

7 2* 49972364 354,386 7,09164E-06

7 3 2408,333 166835,4 69,27422145

8 1 73805,56 117,3913 0,001590548

8 2* 54784116 162711,9 0,002970055

Cizelge 4.1.°de * ile isaretlenmis Ornekler outlier olarak degerlendirildigi igin, korelasyon
analizinden ¢ikartilmistir (sol: sol kas dokusu ekspresyon analizi sonuglari, sag: sag kas dokusu
ekspresyon analizi sonuglari, sag/sol: sag kas sonuglarinin sol kas sonuglarina orant).
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Sekil 4.2. Tenotomi ve Denervasyon modellerinde f-Aktin ekspresyonunun sag/sol orani
korelasyon grafikleri (Daire c¢aplar1 standart deviasyonu gostermektedir). Grafikler
XLSTAT 2008 yazilimi ile elde edilmistir.

Cizelge 4.2. B-Aktin ekspresyonu korelasyon analizi sonuglari

B-Aktin Tenotomi B-Aktin Denervasyon
Gastroknemius 0,694 0,999724

Soleus 0,758

G+S 0,754

( 1: tam korelasyon, -1: ters korelasyon , 0: korelasyon yok seklinde ifade edilmektedir)

4.1.2. TBP Gen Ekspresyonu Bulgular

TBP ekspresyonunun kantitatif analizinde cerrahi girisim uygulanmayan (sol kas)
kontrlateral kas dokusundan elde edilen cDNA ile hazirlanan standartlarin ve Srneklerin
amplifikasyonunun basarili bir sekilde gergeklestigi goriildii. Agaroz jel elektroforezinde
132 bg¢ uzunlugunda beklenen iiriin gézlenmis, bu bulgu erime egrisi analizinde standartlar

ve orneklerin aynit Tm derecesinde tepe noktasi vermesi ile dogrulanmistir.(Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. TBP geni RT-PCR sonuglar1 A) Standartlarin agaroz jel elektroforezi sonuglari.
B) Standartlarin ve 6rneklerin erime egrisi grafigi. C) Standart diliisyonlar i¢in, gerg¢ek
zamanli amplifikasyon egrileri. D) Standart diltisyonlarin Ct degerleri ve standartlara
atfedilen varsayilan degerler kullanilarak elde edilen standart egri.
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4.1.2.1. TBP Ekspresyonunun Korelasyon Analizi Bulgular:

Tenotomi ve denervasyon modellerinde TBP geni ekspresyon diizeyinin stabilitesinin

gosterilmesi i¢in, cerrahi girisim uygulanmis 6rneklerin (sag kas) , kontrol 6rneklerine (sol

kas) oranlanmasi sonucu elde edilen degerlerle korelasyon analizi gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.3. Tenotomi ve Denervasyon modellerinde TBP geni ekspresyon analizi

sonuglari
TBP - Tenotomi
Gastroknemius Soleus
hafta sigan sol sag sag/sol hafta sigan sol sag sag/sol
1 1 107917 | 112955 | 1,05 1 1* | 486888 | 106683 0,22
1 2* 39805 | 259925 | 6,53 1 2 239813 | 582093 2,43
3 1 142953 | 142396 | 1,00 3 1 696702 | 692473 0,99
3 2 150770 | 174217 | 1,16 3 2 620858 | 382171 0,62
3 3 66293 | 365310 | 5,51 3 3 434370 | 388365 0,89
4 1 197517 | 218944 | 1,11 4 1* | 471044 | 42510 0,09
4 2 240792 | 273911 | 1,14 4 2 338214 | 269371 0,80
4 3 201812 | 45935 | 0,23 4 3 | 145857 | 511248 3,51
4 4 79003 | 76122 | 0,96 4 4 164832 | 244040 1,48
4 5 154744 | 169594 | 1,10 4 5 212417 | 297304 1,40
4 6 87128 146832 | 1,69 4 6 178055 | 182771 1,03
6 1 127165 | 152999 | 1,20 6 1 209472 | 225853 1,08
6 2 218520 | 215893 | 0,99 6 2 273869 | 221531 0,81
6 3 136215 | 122408 | 0,90 6 3 316663 | 180996 0,57
16 1 149683 | 139222 | 0,93 16 1 173354 | 193379 1,12
16 2 209990 | 341341 | 1,63 16 2 275464 | 231631 0,84
16 3 221828 | 172856 | 0,78 16 3 261389 | 146917 0,56
TBP Denervasyon
Gastroknemius
hafta sican | sol sag sag/sol
2 1 43266,67 31,66667 0,000732
2 2 100 835,4167 8,354167
2 3 4966,667 130 0,026174
3 1 610160,9 1558271 0,255387
3 2 1336,364 13,04348 0,00976
3 3* 513974,6 81,81818 0,000159
5 1 46,46465 209,5238 4,509317
5 2 35,71429 2777778 0,777778
7 1 368,254 26,04167 0,070717
7 2* 484245,8 126,3158 0,000261
7 3 2,083333 34,72222 16,66667
7 4 283,3333 1879,167 6,632353
8 1% 361052 4 21,05263 5,83E-05
8 2 457,4074 56,52174 0,12357
8 3" 162950,9 0,847458 5,2E-06

Cizelge 4.3. te * ile isaretlenmis Ornekler outlier olarak degerlendirildigi igin, korelasyon
analizinden ¢ikartilmistir (sol: sol kas dokusu ekspresyon analizi sonuglari, sag: sag kas dokusu
ekspresyon analizi sonuglari, sag/sol: sag kas sonuglarinin sol kas sonuglarina orani).
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Sekil 4.4. Tenotomi ve Denervasyon modellerinde TBP ekspresyonunun sag/sol orani
korelasyon grafikleri (Daire c¢aplar1 standart deviasyonu gostermektedir) Grafikler
XLSTAT 2008 yazilimi ile elde edilmistir.

Cizelge 4.4. TBP ekspresyonu korelasyon analizi sonuglari

TBP Tenotomi TBP Denervasyon
GAS 0,795148 0,99731
SOL 0,662595
G+S 0,756935

( 1: tam korelasyon, -1: ters korelasyon , 0: korelasyon yok seklinde ifade edilmektedir)

4.1.3. GAPDH Gen Ekspresyonu Bulgular:

GAPDH ekspresyonunun kantitatif analizinde cerrahi girisim uygulanmayan (sol kas)
kontrlateral kas dokusundan elde edilen cDNA ile hazirlanan standartlarin ve Srneklerin
amplifikasyonunun basarili bir sekilde gergeklestigi goriildii. Agaroz jel elektroforezinde
201 bg uzunlugunda beklenen iiriin gozlenmis, bu bulgu erime egrisi analizinde standartlar

ve orneklerin ayn1 Tm derecesinde tepe noktasi vermesi ile dogrulanmistir.(Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. GAPDH geni RT-PCR sonuglar1 A) Standartlarin agaroz jel elektroforezi
sonuclari. B) Standartlarin ve drneklerin erime egrisi grafigi. C) Standart diliisyonlar igin,
gercek zamanli amplifikasyon egrileri. D) Standart diliisyonlarin Ct degerleri ve
standartlara atfedilen varsayilan degerler kullanilarak elde edilen standart egri.
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4.1.3.1. GAPDH Ekspresyonunun Korelasyon Analizi Bulgular:

Tenotomi modelinde GAPDH geni ekspresyon diizeyinin stabilitesinin gosterilmesi igin,

cerrahi girisim uygulanmis drneklerin (sag kas) , kontrol 6rneklerine (sol kas) oranlanmasi

sonucu elde edilen degerlerle

korelasyon analizi gerceklestirilmistir. Denervasyon

modelinde kantitatif RT-PCR teknigi ile GAPDH geni ekspresyon analizi gerceklestirilmis,

ancak sag ve sol ornekler arasindaki ¢ok biiyiik uyumsuzluk nedeni ile

korelasyon analizi sonucuna ulasilamamistir.

Cizelge 4.5. Tenotomi modelinde GAPDH geni ekspresyon analizi sonuglari

anlamli bir

GAPDH - Tenotomi

Gastroknemius Soleus
hafta sigan sol sag sag/sol hafta | sigcan sol sag sag/sol
1 1 358107 | 245295 | 0,68 1 1* | 175453 | 26752 0,15
1 2™ | 374357 | 1023098 | 2,73 1 2 535295 [ 1051339 1,96
3 1 424027 | 888877 | 2,10 3 1 351147 | 1150954 3,28
3 2 179207 | 181813 [ 1,01 3 2 209748 | 220924 1,056
3 3 577252 | 664137 | 1,15 3 3 322215 | 204475 0,63
4 1 158625 | 253560 [ 1,60 4 1* 1189036 | 14640 0,08
4 2 393193 | 274889 | 0,70 4 2 396001 284686 0,72
4 3* [531405 | 32259 0,06 4 3% 194230 355212 3,77
4 4 324050 | 436944 | 1,35 4 4 962749 | 786193 0,82
4 5 322253 | 334856 | 1,04 4 5 206823 | 114467 0,55
4 6 400844 | 570328 | 1,42 4 6 213818 | 179614 0,84
6 1 248976 | 263520 [ 1,06 6 1 129108 | 177806 1,38
6 2 350450 | 484772 | 1,38 6 2 184980 | 157276 0,85
6 3 300156 | 310953 | 1,04 6 3 122839 | 132760 1,08
16 1 412122 | 314317 [ 0,76 16 1 127202 | 87053 0,68
16 2* 1292385 | 968624 | 3,31 16 2 302037 | 193719 0,64
16 3 434149 | 584092 | 1,35 16 3 176432 | 96417 0,55

Cizelge 4.5.°te * ile isaretlenmis 6rnekler outlier olarak degerlendirildigi i¢in, korelasyon
analizinden ¢ikartilmistir (sol: sol kas dokusu ekspresyon analizi sonuglari, sag: sag kas
dokusu ekspresyon analizi sonuglari, sag/sol: sag kas sonuglarmin sol kas sonuglarina

orant).

32




GAPDH tenotomi
O 3,28

1200000

1000000

800000

OGAS

oSsoL

soL

600000

400000

200000

0 200000 400000 600000 800000 1000000 1200000
SAG

Sekil 4.6. Tenotomi modelinde GAPDH ekspresyonunun sag/sol orani korelasyon grafigi
(Daire caplar1 standart deviasyonu gostermektedir) Grafikler XLSTAT 2008 yazilimu ile
elde edilmistir.

Cizelge 4.6. GAPDH ekspresyonunun korelasyon analizi sonuglari

GAPDH Tenotomi
GAS 0,682961
SOL 0,662197
G+S 0,671042

( 1: tam korelasyon, -1: ters korelasyon , 0: korelasyon yok seklinde ifade edilmektedir)

4.1.4. HPRT Gen Ekspresyonu Bulgular:

HPRT ekspresyonunun kantitatif analizinde cerrahi girisim uygulanmayan (sol kas)
kontrlateral kas dokusundan elde edilen cDNA ile hazirlanan standartlarin ve Srneklerin
amplifikasyonunun basarili bir sekilde gergeklestigi goriildii. Agaroz jel elektroforezinde
124 bg¢ uzunlugunda beklenen iiriin gézlenmis, bu bulgu erime egrisi analizinde standartlar

ve orneklerin ayn1 Tm derecesinde tepe noktasi vermesi ile dogrulanmustir.(Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. HPRT geni RT-PCR sonuglari A) Standartlarin agaroz jel elektroforezi
sonuglari. B) Standartlarin ve 6rneklerin erime egrisi grafigi. C) Standart diliisyonlar i¢in,
gercek zamanli amplifikasyon egrileri. D) Standart diliisyonlarin Ct degerleri ve
standartlara atfedilen varsayilan degerler kullanilarak elde edilen standart egri
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4.1.4.1. HPRT Ekspresyonunun Korelasyon Analizi Bulgular

Tenotomi ve denervasyon modellerinde HPRT geni ekspresyon diizeyinin stabilitesinin

gosterilmesi i¢in, cerrahi girisim uygulanmis 6rneklerin (sag kas) , kontrol 6rneklerine (sol

kas) oranlanmasi sonucu elde edilen degerlerle korelasyon analizi gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.7. Tenotomi ve Denervasyon modellerinde HPRT geni ekspresyon analizi

sonuglari
HPRT - Tenotomi
Gastroknemius Soleus
hafta sigan sol sag sag/sol | hafta | sigcan sol sag sag/sol
1 1 88351 179748 | 2,03 1 1* | 637398 183811 0,29
1 2 43182 135628 | 3,14 1 2 283524 639439 2,26
3 1> 613776 | 116732 | 0,19 3 1 1782060 1151533 0,65
3 2 59711 74034 1,24 3 2 957394 468289 0,49
3 3 41844 | 471686 | 11,27 3 3 443060 805333 1,82
4 1 112176 | 424550 | 3,78 4 1* | 521968 45083 0,09
4 2 408854 | 169338 | 0,41 4 2 290642 244049 0,84
4 3* 491807 | 51418 | 0,10 4 3 752499 347675 0,46
4 4 77264 | 212975 | 2,76 4 4 251823 454516 1,80
4 5 298059 | 381588 | 1,28 4 5* | 641829 234640 0,37
4 6 229376 | 457966 | 2,00 4 6 522298 514006 0,98
6 1 189782 | 361094 | 1,90 6 1 447678 510022 1,14
6 2 367543 | 464398 | 1,26 6 2 563395 469619 0,83
6 3 210680 | 228884 | 1,09 6 3 536739 363963 0,68
16 1 633536 | 269474 | 0,43 16 1 323595 177817 0,55
16 2 397306 | 787997 | 1,98 16 2 390424 567188 1,45
16 3 420065 | 310805 | 0,74 16 3 574959 248456 0,43
HPRT Denervasyon
Gastroknemius
hafta sican | sol sag sag/sol
2 1% 1,11E+08 595375 0,005361
2 2 48514693 11472856 0,236482
2 3 6112190 23820085 3,897144
3 1 1,98E+08 1,43E+08 0,720474
3 2* 4861055 3,87E+08 79,60444
3 3 2,22E+08 10635314 0,047843
5 1 1,39E+08 1,55E+08 1,115901
5 2 1,29E+08 76407451 0,593415
7 1 91057538 25263698 0,277448
7 2 6415952 23400115 3,647177
8 1> 1,14E+08 751950 0,006594
8 2 7324309 22310572 3,046099
8 3 55558667 28318,64 0,00051

Cizelge 4.7. ’de * ile isaretlenmis Ornekler outlier olarak degerlendirildigi icin, korelasyon
analizinden ¢ikartilmistir. (sol: sol kas dokusu ekspresyon analizi sonuglari, sag: sag kas dokusu
ekspresyon analizi sonuglari, sag/sol: sag kas sonuglarinin sol kas sonuglarina orani).
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Sekil 4.8. Tenotomi ve Denervasyon modellerinde HPRT ekspresyonunun sag/sol orani
korelasyon grafikleri (Daire c¢aplar1 standart deviasyonu gostermektedir) Grafikler
XLSTAT 2008 yazilimi ile elde edilmistir.

Cizelge 4.8. HPRT ekspresyonu korelasyon analizi sonuglari

HPRT Tenotomi HPRT Denervasyon
GAS 0,370058 0,502358
SOL 0,638724
G+S 0,640154

( 1: tam korelasyon, -1: ters korelasyon , 0: korelasyon yok seklinde ifade edilmektedir)

4.2. Myozin Agir Zincir (MHC) Gen Ekspresyonu Bulgular:

Housekeeping genlerin ekspresyon diizeyleri incelendikten sonra, kas dokusunun yapisal
proteinlerinden biri olan MHC’nin dejenerasyon siirecinde kas atrofisi ile
iliskilendirilebilmesi i¢in, tenotomi ve denervasyon orneklerindeki ekspresyon diizeyi
belirlendi. MHC gen ekspresyonu normalizasyonu i¢in TBP verileri kullanildi. MHC
ekspresyonunun kantitatif analizi i¢in, housekeeping gen normalizasyonu sonrasinda,
girisim uygulanan sag kastan alinan sonuglar kontrol olarak kullanilan sol kas sonuglarina

oranlanarak zamana karsi ekspresyon grafigi ¢izildi.
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Sekil 4.9. Tenotomi modelinde dejenerasyon stirecinde MHC ekspresyonu grafigi
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Sekil 4.10. Denervasyon modelinde dejenerasyon siirecinde MHC ekspresyonu grafigi.
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5. TARTISMA/SONUC

Deneysel olarak uygulanan dejenerasyon modelleri, denervasyon ve inaktif kas modeli
olarak kullanilan tenotomide dejenerasyon siire¢leri karsilastirildiginda, denervasyonda
tipik olarak kasin sinir uyarimimin ortadan kalkmasina bagli atrofik etki gosterdigi,
tenotomide ise kasin preload geriliminin azalarak etki gosterdigi gortilmustiir. Her iki
modelde de kas dejenerasyonunun temel bulgulari, kas onciilii hiicrelerden olusan ve
rejenerasyon cevabini temsil eden kiigiik ¢apli merkezi ¢ekirdekli gen¢ kas lifleri, atrofi,
fibrozis ve daha sonraki déonemde yag hiicreleri infiltrasyonu gozlenmistir. Bu durumda

kaslarda yap1 ve fonksiyon bozukluklarinin sonucu olarak doku mimarisi degisiklikleri

meydana gelmektedir.

Sekil 5.1. Tenotomi modelinde dejenerasyon histolojisi: Tenotomi uygulanan kasta, kas lifi
caplarinda azalma, endomizyal tabakada artis, fibrotik degisiklikler ve yag hiicreleri
infiltrasyonu sonucu doku mimarisi degisiklikleri gozlenmektedir.

Sekil 5.2. Denervasyon modelinde dejenerasyon histolojisi : Denervasyon uygulanan kasta,
kas onctilt hiicrelerden olusan ve rejenerasyon cevabini temsil eden kii¢lik capli merkezi
cekirdekli geng kas lifleri, kas lifi ¢ap1 ve sayisinda azalma, endomizyal tabakada artis,
fibrozis ve yogun yag hiicreleri infiltrasyonu sonucu doku mimarisi degisiklikleri
gozlenmektedir.
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Tenotomi ve denervasyon modellerinde en onemli dejenerasyon bulgusu olan atrofi,
kontraktil elemanlarin kaybina neden olmaktadir. MHC kas dokusunun yapisal
proteinlerinden biridir ve kas kasilmasinda gorev alan kontraktil elemanlardandir. Dolayisi
ile bulgularda yer alan Sekil 4.9 ve 4.10°da g6zlenen MHC ekspresyonundaki azalma
dejenerasyon siirecindeki atrofi nedeniyle beklenen bir sonugtur. Tenotomi modelinde
tendonun zaman i¢inde kendini onarmasi ile birlikte 6zellikle agirlik tasiyan gastroknemius
kasinda meydana gelen atrofinin geri dondiigi gézlenmistir. Denervasyon modelinde geri
dontisimsiiz uyaran eksikligine bagli olarak ciddi kas atrofisi gelistigi gozlenmektedir
(Syrovy et al. 1972, Pette and Vrbova 1992, Midrio et al. 1997, Salmons et al. 2005). MHC
ekspresyonu, gelisen daha ciddi atrofi nedeniyle denervasyon modelinde (Sekil 4.10)

tenotomi modeline (Sekil 4.9) gore ¢cok daha belirgin azalmstir.

Ozellikle kas dejenerasyonu gibi koklii yapisal degisikliklerin meydana geldigi fizyolojik
veya patolojik durumlarda gen ekspresyon caligmalar1 6ncesinde en giivenilir normalizator
referans genin belirlenmesi gerekmektedir. Literatiirde dejenerasyon siirecindeki kas
dokusunda ekspresyon ¢alismalar1 i¢in en giivenilir referans genin belirlenmesi amaciyla
yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu c¢alismada dejenerasyon stirecindeki kas
dokusunda, kantitatif ekspresyon caligsmalarinda, normalizasyon amaciyla kullanilabilecek
4 housekeeping genin ekspresyon diizeyleri belirlenmistir. Housekeeping genlerden
GAPDH ve HPRT nin ekspresyon diizeylerinin, normal kas dokusu ile karsilastirildiginda
dejenerasyon siirecinde degiskenlik gosterdigi sonucuna ulasilmistir. -Aktin ve TBP

ekspresyon diizeyleri ise en az degiskenligi sergilemistir.

Cizelge 5.1. 4 housekeeping genin korelasyon analizi sonuglari

. Korelasyon Analizi Sonuclar:
Housekeeping Genler Tenotomi Denervasyon
B-Aktin 0,754 0,999724
TBP 0,756935 0,99731
GAPDH 0,671042 -
HPRT 0,640154 0,502358

Korelasyon analizi sonucunda girisim uygulanan 6rneklerin (sag kas) kontrol érneklerine
(sol kas) orani 1°e ne kadar yakinsa housekeeping genin ekspresyon diizeyi o kadar az
degiskendir. Bir bagka ifade ile bu oran 1°e ne kadar yakinsa, tenotomi ve denervasyon

modellerinde kantitatif RT-PCR ¢alismalar i¢in o kadar gilivenilir normalizatér gendir.
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Cizelge 5.1°de korelasyon analizi sonuglar1 verilmistir. Bu sonuglar 1s1ginda dejenerasyon
stirecindeki kas dokusunda RT-PCR deneyleri i¢in housekeeping gen se¢imi giivenilirlik ve

degismezlik agisindan asagidaki sekilde 6zetlenebilir:

En giivenilir En az giivenilir
En az degiskenlik| B-Aktin =TBP > HPRT > GAPDH | En ¢ok degiskenlik
sergileyen sergileyen

GAPDH geni ekspresyon diizeyi normal kas dokusu ile karsilastirildiginda dejenerasyon
stirecindeki kas dokusunda orta diizeyde degiskenlik gostermistir. Tenotomi modelinde bu
degiskenlik 0,671 korelasyon katsayis1i degeri ile ifade edilebilirken, denervasyon
orneklerinde anlamli bir analize ulasmak miimkin olmamistir. Denervasyon doku
orneklerinin ideal sartlarda mRNA izolasyonu yapilmadigi goz Oniine alindiginda, bu
sonucun nedeni GAPDH mRNA molekiiliiniin degredasyona diger gen {irtinlerinden daha
yatkin olmasi olabilir. Bu durum, mRNA degredasyonunun oldugu durumlarda GAPDH
rtintintin daha fazla etkilendigini diistindiirmektedir. Mikroarray analizlerinde, GAPDH
ve B-Aktin mRNA’larinin ilk yikima ugradiklar1 5° ve 3’ uglarina ait problarin sinyalleri
rutin olarak mRNA kalite kontrolii amaciyla kullanilmaktadir. GAPDH, gen ekspresyonu
calismalarinda son yillara kadar en yaygin olarak kullanilan referans genlerden biridir
(Leutenegger et al. 1999, von Rechenberg et al. 2001). Ancak GAPDH’nin referans gen
olarak kullanilmasi bazi arastiricilar tarafindan elestirilmektedir (Bustin 2000, Dheda ef al.
2004). Bunun nedenlerinden biri, ¢esitli kanser tipleri ile yapilan ¢alismalarda GAPDH
ekspresyonunun artis gostermesidir (Ripple and Wilding 1995, Chang et al. 1998). Ayrica
GAPDH ekspresyonunun béliinmekte olan hiicrelerde arttigi ve bu nedenle referans gen
olarak kullanilmasinin sakincali oldugu belirtilmistir (Suzuki et al. 2000). Cesitli kanser
tiplerinde GAPDH ekspresyonu artis gosterdigi halde, kiictik hiicreli olmayan akciger
kanseri dokularinda, kantitatif gen ekspresyon analizlerinde en giivenilir referans gen
secimi i¢in yapilan bir ¢alismada, ekspresyon diizeyi normal dokuya gore en az degiskenlik

gosteren (en glivenilir) housekeeping gen GAPDH olmustur (Liu ef al. 2005).

HPRT geni ekspresyon diizeyi, normal kas dokusu ile karsilastirildiginda dejenerasyon
stirecindeki dokularda degiskenlik gostermistir. Bu nedenle sonuglar, dejenerasyon

stirecindeki kas dokusunda kantitatif RT-PCR uygulamalar1 i¢in HPRT nin en az giivenilir
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referans genlerden biri oldugunu ortaya koymustur. Farkli kanser tiplerinden (kolon,
meme, prostat, deri ve mesane) alinmig timoér dokularinda kantitatif gen ekspresyon
analizleri i¢in gerekli referans genlerin degiskenlik ve guivenilirlik  acisindan
karsilastirildigi bir ¢calismada tiim dokular i¢in en az degiskenlik gosteren housekeeping
genin HPRT oldugu gosterilmistir (de Kok er al. 2005). Buna karsilik bir bagka kanser
tipi olan bobrek hiicresi karsinomu dokularinda, kantitatif gen ekspresyon analizleri i¢in
referans genlerin karsilastirilldigni  bir ¢alismada HPRT’nin ekspresyon diizeyinin
degiskenlik gosterdigi (diistigli) ve bu dokular i¢in uygun referans gen olmadigi ifade

edilmistir ( Jung et al. 2007).

B-Aktin ve TBP genlerinin ekspresyon diizeyleri, normal kas dokusu ile
karsilastirildiginda dejenerasyon siirecindeki dokularda en az degiskenligi sergilemistir.
Calisma sonucunda birbirlerine ¢ok yakin korelasyon analizi sonuglari ile en az
degiskenlik gosteren 2 genin kas dokusunda RT-PCR uygulamalari i¢in en giivenilir
referans genler oldugu gosterilmistir. B-Aktin de GAPDH gibi gen ekspresyonu
calismalarinda son yillara kadar en yaygin olarak kullanilan referans genlerden biridir
(Giguere and Prescott 1999, Swiderski ef al. 1999). Kantitatif ekspresyon analizleri i¢in en
uygun normalizatdr genin secilmesi amaciyla yapilan bir calismada en az degiskenlik
gosteren  housekeeping gen oldugu gosterilmistir (Suzuki er al. 2000). Yine kolon
kanserinde, kantitatif gen ekspresyon analizleri i¢in gerekli referans genlerin degiskenlik
ve giivenilirlik acisindan karsilastirildigi bir diger c¢alismada B-Aktin’in ekspresyon
diizeyinin degiskenlik gosterdigi (arttig1) ve bu dokular i¢cin uygun referans gen olmadigi
ifade edilmistir (Tsuji er al. 2002). TBP, bobrek hiicresi karsinomu dokularinda ( Jung et
al. 2007) ve mesane kanseri dokularinda (Ohl er al. 2006) kantitatif gen ekspresyon
analizleri i¢in referans genlerin karsilastirildig: iki ayr1 ¢alismada en gilivenilir ve en az

degiskenlik gosteren 2 housekeeping genden biri olmustur.

Bu calismanin sonuglarindan biri de kas dokusundan mRNA izolasyonunun ideal
sartlarinin belirlenmesidir. Calismada tenotomi Ornekleri ¢ikarildigi anda TRIzol igine
alinarak homojenize edildi ve -80°C’de dondurularak saklandi. Denervasyon ornekleri ise,
cikarildigr anda herhangi bir solusyon i¢ine alinmadan dogrudan sivi azotta dondurularak
-80°C’de saklandi ve daha sonra RNA izolasyonu asamasinda TRIzol ilavesi ile

homojenize edildi. Bu nedenle denervasyon orneklerinde RNA izolasyonu tenotomi
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orneklerine gore daha uygunsuz kosullarda yapilmistir (Sekil 5.3. ve Sekil 5.4.). Kas
dokusu katt madde orani ve bag dokusu yoniinden bilinen en sert ve mekanik olarak
direnc¢li dokulardan biridir. Kas dokusundan yapilan RNA izolasyonlarinin doku taze iken
yapilmasi altin standarttir. Bu nedenle dokunun endojen RNAzlarimi inaktive eden
kaotropik tuz c¢ozeltileri i¢cinde (Guanidyum tiyosiyanat iceren TRIzol ve benzerleri)
homojenizasyonunu takiben -80°C’de dondurularak saklanmasi en ideal kosuldur. Kas
dokusunun dogrudan sivi azot i¢inde donduruldugu ve daha sonra homojenize edildigi
durumlarda, ozellikle doku pargalayicisi ic¢inde 1sinarak ¢o6ziinen dokuda, endojen
RNAZzlarin aktif hale gegmesine bagli olarak RNA kalitesinin diistiigii gozlenmistir (Sekil
5.4.). Taze dondurulmus dokudan daha sonra yapilan izolasyon RNA kalitesini
dusiirmekte; ancak bu durum PCR’a dayali yontemlerle ekspresyon analizi yapilmasini

engellememektedir.
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Sekil 5.3. Tenotomi 6rnekleri RNA elektroforezi; %1.5 Agaroz — formaldehid jel.

(Jel analizinde 6rneklerin hemen hepsinde 18s ve 28s ribozomal RNA bantlari

gozlenebilmektedir).

D72L
D72R
D23R
D23L
D71R
D71L
D82L
D82R
D81L
D81R
D31L
D31R
D33R
D33L
D74R

Sekil 5.4. Denervasyon ornekleri RNA elektroforezi; %1.5 Agaroz — formaldehid jel.
(Jel analizinde 6rneklerin ¢ogunda RNA’nin yikima ugradigi ve 18s, 28s ribozomal RNA

bantlarinin gézlenemedigi anlasilmistir).
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Yukaridaki tiim sonuclar gostermektedir ki, farklt doku ve hiicre tiplerinde, RT-PCR
uygulamalarinda, her ¢alisma kendi i¢inde degerlendirilmeli ve yapilacak ¢alisma dncesi
kullanilacak referans genlerin giivenilirligi belirlenmelidir. Ayrica referans gen se¢iminde
birden fazla housekeeping genin ekspresyon diizeyi en az degiskenligi gostermis ve
giivenilir kabul edilebiliyorsa, ekspresyon analizlerinde en az birden fazla gen,
normalizator olarak kullanilmali ve ekspresyon diizeylerinin geometrik ortalamalari
alinarak normalizasyon yapilmalidir (Vandesompele ef al. 2002, Karahiiseyinoglu et al.

2008).
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EK 1: MHC Geni RT-PCR Sonuglar1
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Sekil 4.19. MHC geni RT-PCR sonuglari A) Standartlarin agaroz jel elektroforezi
sonuglari. B) Standartlarin ve 6rneklerin erime egrisi. C) Standart diltisyonlar i¢in, gercek
zamanli amplifikasyon egrileri. D) Standart egri
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