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OzET

Amag: Es zamanli eksprese olan genlerin belirlenmesinde ve farklilasmis gen ekspresyonunun
tanimlanmasinda dokuya 6zgu molekiler yolaklarin belirlenmesi onem tasimaktadir. Daha onceki
calismalarimizda, “subtractive” hibridizasyon cDNA Kuitliphanesi (SHL) olusturulmus ve ardindan bu
transkriptlerin kalp dokusundaki rollerinin tanimlanabilmesi amaci ile ¢ok sayida fonksiyonel calisma
yuritilmistdr. Bu calismadaki amacimiz, SHL den secilen dort transkriptin coklu doku ve farkli evre-
lerdeki total embriyo dokularindaki ekspresyon 6zelliklerinin arastirilmasidir.

Gereg ve Yontem: Toplam 16 farkli yetiskin BALB/c fare dokusu, neonatal kalp ve iskelet kasi
dokusu ve 5 farkli embriyonik déneme ait dokularda total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi gercek-
lestirildi. SHL'den elde edilen dért genin, mitofusin-2 (Mfn2), mitokondriyal ATP sentaz 6 (mt-Atp6),
midnolin (Midn) ve karyoferin (importin) beta 1 (Kpnb 1) genlerinin gRT-PCR yontemi ile gen ekspresyon
analizi yapildi. Ek olarak, mt-Atp6 geninin ekspresyonu ¢oklu doku Northern blot analizi ile arastirildi.

Bulgular: Arastirilan dort transkriptin neonatal donemde iskelet kasina oranla kalp dokusundaki
ekspresyon seviyelerinin daha fazla oldugu tespit edildi. Yetiskin kalp ve iskelet dokularinda da benzer
yapi gozlendi. Diger yandan, mt-Atp6 ve Mfn2 genlerinin diger tim dokular ile karsilastirildiginda Kalp
dokusunda daha fazla ekspresyonunun oldugu belirlendi.

Sonug: Farkli dokular ve embriyonik donemler arasinda farklilasmis gen ekspresyonlarinin olmasi,
bu dort transkriptin hiicre fizyolojisinde énemli bir role sahip oldugunu disiindiirmektedir. SHL den
izole edilen bu transkriptlerin seviyelerinin saglikli dokularda ve embriyonik gelisim donemlerinde
gosterilmesi, kalp fizyolojisi ile iligkili metabolik yolaklardaki islevlerinin tanimlanmasi icin 6nem ta-
simaktadir.

Anahtar Kelimeler: “Subtractive” hibridizasyon, gRT-PCR, Mfn2, mt-Atp6, Midn, Kpnb1.

ABSTRACT

Objective: /dentification of differential gene expression and determination of co-expressed genes
is important in the characterization of tissue specific molecular pathways. In our previous studies,
we constructed a heart-specific subtractive hybridization cDNA library (SHL) and conducted several
functional studies in order to analyze the role of the isolated transcripts in heart tissue. In this study,
our aim was to investigate the expression patterns of four selected transcripts from SHL in multiple
tissues and, total embryos tissues of different stages.

Materials and Methods: Total RNA isolation and cDNA synthesis were performed from 16 different
tissues, 5 different stages of total embryos and neonatal heart and skeletal muscle of BALB/c mice.
The expression profiles of SHL isolated four genes, mitofusin-2 (Mfn2), mitochondrial ATP synthase 6
(mt-Atp6), midnolin (Midn) and karyopherin (importin) beta 1 (Kpnb1) were analyzed by quantitative
real time PCR. Additionally, Northern blot analysis of mt-Atp6 in multiple tissues was performed.

Results: Gene expression levels of the four transcripts were higher in neonatal heart than in neo-
natal skeletal muscle. Similar pattern was observed in adult heart and skeletal muscle. However, mt-
Atp6 and Mfn2 genes were over-expressed in heart tissue compared to all other tissues and embryonic
stages.

Conclusion: Differential expression of the transcripts among different tissues as well as in different
embryonic stages suggests that these four genes have crucial roles in cellular physiology. Demonstra-
tion of the gene expression levels of the transcripts in the SHL in healthy tissues and embryonic devel-
opment will contribute to the identification of the function of the genes in related metabolic pathways.

Keywords: Subtractive hybridization, gRT-PCR, Mfn2, mt-Atp6, Midn, Kpnb 1.



Mfn2, mt-Atp6, Midn ve Kpnb1 Genlerinin EKspresyon Analizi 23

Giris:

Doku veya hicre tipine 6zgu transkript profili, o
doku veya hucrenin yapisal ve islevsel ozelligini
yansitmaktadir. Gelisimsel evrelerde ve yetis-
kin dokularda gen ekspresyonunun Kontroll cok
cesitli hiicresel yolaklar ile dizenlenmektedir.
Dokuya 6zglu gen ekspresyonunda baskalasim
olmasi (degismesi, kaybolmasi, ortaya ¢ikmasi),
cesitli molekuler patolojiler ve kardiyovaskuler
sistem hastaliklari da dahil olmak Uzere cesitli
hastaliklar ile iliskilendirilmektedir (1, 2).

Gen ekspresyonunun analizinde ve yeni genlerin
tespit edilmesinde ¢ok farkli yontemler kullanil-
maktadir (3). Diger yandan, yontem segiminde
calismanin yapisi ve amaci 6nem tasimaktadir.
“Subtractive” Hibridizasyon, doku veya hicre-
ler arasinda ekspresyon diizeyinde farklilik olan
genlerin belirlenmesinde oldukca etkin bir yakla-
simdir (4, 5). Temel olarak, farkli kaynaklardan
elde edilen cDNA toplulugunun birbirine hibridi-
zasyonu ve hibridize olmayanlarin (dokuya 6zgu
olanlar) hibridize olanlardan (ortak olarak bulu-
nanlar) ayrilmasi esasina dayanmaktadir (4). Bu
yontem, cesitli dokularda eksprese olan genlerin
tanimlanmasinda kullanilmistir (4-8). Ekibimiz
tarafindan yirutilen onceki calismalarda, kalbe
0zgu transkriptleri belirlemek amaci ile BALB/c
fare kalp dokusuna 6zgii bir “subtractive” hibridi-
zasyon cDNA Kkutiphanesi (SHL) olusturulmustur
(5). Daha sonraki calismalarda, bu kiitiiphaneden
secilen genlerin islevleri embriyonik, neonatal ve
yetiskin donemlerde ve hiicre Kiltlri modelle-
rinde (5, 9, 10) arastirlmistir.

Bu calismada amacimiz, SHL'den secilen dort
geninin, mitofusin-2 (Mfn2), mitokondriyal ATP
sentaz 6 (mt-Atp6), midnolin (Midn) ve Karyofe-
rin (importin) beta 1 (Kpnb 1) genlerinin, yetiskin,
neonatal ve embriyonik evrelerdeki ekspresyon
seviyelerinin arastirilmasidir.

Gerecg ve Yontem:
Biyoinformatik analiz

Arastirilan Mfn2, mt-Atp6, Midn ve Kpnb1 gen-
leri, kalbe 6zgu SHL'de yiiksek oranda temsil
edilmelerinin yani sira biyoinformatik analizler
ve literatlir taramalari sonucuna gore secilmis-
lerdir. Biyoinformatik analizlerde NCBI (http://

www.ncbi.nlm.nih.gov), Ensembl (http://www.
ensembl.org), “Mouse Genom Informatics” (MG,
http://www.informatics.jax.org) ve ayrica “Fun-
ctional Annonation of Mouse” (FANTOM-http://
www.gsc.riken.go.jp/e/FANTOM) organizasyon-
larinin internet erisimine acik bilgi bankalarin-
dan yararlanildi. Yolak analizlerinde, MGI, KEGG
(“Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes”,
http://www.genome.jp/kegg/), Biocarta (http://
www.biocarta.com/), ProteinLounge (www.pro-
teinlounge.com) gibi internet erisimli yolak ve
protein bilgi bankalarindan yararlanildi.

Deney hayvanlari ve dokular

Bu calismada, daha onceki calismalarimizda
sakrifiye edilen BALB/c farelerin dokular kulla-
nildi (5, 9, 10). Bu ¢alismalarda dokular, servikal
dislokasyon ile sakrifikasyonun hemen ardindan
dissekte edilmistir. Buz soguklugunda RNaz icer-
meyen fosfat tamponlu solusyonda (PBS)’de iki
kere yikandiktan sonra sivi azotta sok dondurul-
mus ve RNA izolasyonu yapilana kadar -70°C’de
saklanmistir. Deney Hayvanlari uygulamalari etik
kurallara uygun sekilde yiriitiilmistir (istanbul
Universitesi Deneysel Arastirma Enstitiisii Deney
Hayvanlari Etik Kurulu (DHEK) 3.01.2006 tarih ve
05 no’lu Etik Kurul Karari).

RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Toplam 16 yetiskin BALB/c fare dokusu (Kkalp,
iskelet kasi, akciger, karaciger, beyin, dalak, bob-
rek, mide, ince bagirsak, kalin bagirsak, mesane,
testis, seminal vesikul, over, plasenta, uterus),
bes farkli embriyonik evreden (E7, E9, E10,5,
E13, E15) total embriyo dokusu ve neonatal do-
nem Kalp ve iskelet kasi dokusundan total RNA
izolasyonu gerceklestirildi. izolasyon, ToTAL-
LY RNA Total RNA Isolation Kit (Ambion, USA)
kullanilarak, minor degisiklikler ile ticari kitin
onerdigi sekilde yurituldi. RNA Kalitesi ve mik-
tari Nano-Drop (Thermo Fisher Scientific, USA)
kullanilarak degerlendirildi. cDNA sentezi 1 pg
total RNA ve SuperScript Ill First-Strand Synt-
hesis System (Thermo Fisher Scientific, USA) Kiti
kullanilarak gerceklestirildi.

Kantitatif gercek zamanli PCR yontemi

SHL denizole edilen Mfn2, mt-Atp6, Midnve Kpnb 1
genlerinin dokulardaki ekspresyon seviyeleri kan-
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titatif gercek zamanli PCR (gRT-PCR) yontemi ile
LightCycler 480 (Roche Applied Science) cihazi ve
480 SYBR Green | Master Kit (Roche, Mannheim,
Germany) Kkullanilarak analiz edildi. Gene 6zgii
primerlerin tasarlanmasi manuel olarak Oligoa-
nalyzer 3.1 (IDT Technologies, http://www.idtdna.
com) ve GeneWalker (Cybergene AB, http://www.
cybergene.se/primerdesign/genewalker/ge-
newalker11.html) algoritmalan Kullanilarak ya-
pildi. Primerlerin dizi homolojileri BLAST (http://
blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ve NCBI Nucleo-
tide (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/) veri-
tabanlarinda Karsilastirmali olarak analiz edildi.
Primer dizileri Tablo 1°de verilmistir.

Gen ekspresyon datasinin normalizasyonu igin
gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (Gapdh) gen
ekspresyon seviyelerinin ortalamasi kullanildi.
Tum ornekler cift olarak calisildi ve daha ileri
analizler icin Ct (“treshold cycle”) degerlerinin
ortalamasi kullanildi. Ekspresyon datasinin ana-
lizi kargilastirmali Ct metodu (2-°°%*) metodu ile
yapildi ve sonuglar relatif kantitasyon olarak ve-
rildi. Cogaltilan Urilnlerin 6zgulligu ¢ozilme eg-
risi analizi ile gerceklestirildi.

EK olarak, Gene Expression Omnibus (GEO, htt-
ps://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo; 11) veritabanin-
daki mikroarray sonuclari taranarak arastirilan
dort transkriptin farkli dokulardaki ekspresyon
seviyeleri elde ettigimiz sonuclar ile karsilasti-
rildr.

Northern blot analizi

mt-ATP6 genin ¢oklu doku Northern Blotlama
analizi, Northern Max Kit (Ambion) kullanilarak
ve ticari Kit tarafindan onerilen prosedrlerde
minor uyarlamalar yapilarak yuritildi. Kisaca,
dokulara ait 10-15 pg total RNA 6rnedi agaroz
jelde yiritildikten sonra gece boyu nitrosell-
loz membrana blotlandi ve hemen ardindan ult-
raviole ile membrana baglandi. mt-Atp6 probu
digoxigenin-11-UTP alkali-labile (Roche Applied
Sciences, Germany) kiti kullanilarak isaretlendi.
Deteksiyon icin CSPD ve DIG Nucleic Acid De-
tection Kit (Roche Applied Sciences) kullanild.
Sonuclarin gorintilenmesi icin otoradiyografi
yapildi. Sonuglarin normalizasyonu igin 18S ve
28S ribozomal RNA’larin elektroforez band yo-
gunluklari kullanildi.

Bulgular:

Mfn2, mt-Atp6, Midn ve Kpnb1 transkriptleri-
nin gRT-PCR ydntemi ile analizi

SHL'den secilen dort transkriptin ekspresyonlari,
14 yetiskin dokusunda, 4 embriyonik evre doku-
sunda ve neonatal donem kalp ve iskelet kasi do-
kularinda arastirildi. Arastirilan tim genlerde ye-
tiskin ve neonatal donemde iskelet kasina oranla
kalp kasinda daha ylksek oranda ekspresyon
oldugu tespit edildi (Sekil 1-4).

mt-ATP6 geninin, diger dokular ile karsilastiril-
diginda yetiskin kalp dokusunda en yiksek eks-
presyon seviyesine sahip oldugu gozlendi (Sekil
1). Mfn2 geni icin de benzer sonuglar elde edildi
(Sekil 2). Diger yandan, arastirilan dokular ara-
sinda Midn transkriptinin en yiiksek oranda kalin
bagirsakta (%13,8; Sekil 3) ve Knpb1 transkrip-
tinin ise overde (%14,2; Sekil 4) ekspresyonunun
oldugu gozlendi.

Ek olarak, arastirdigimiz transkriptlerin GEO
mikroarray deneylerinden elde edilen ekspresyon
bilgileri Sekil 1-4’de sunulmustur.

mt-Atp6 transkriptinin Northern blot analizi

Kantitatif gercek zamanli PCR yontemi ile aras-
tirilan genler arasinda kalpte en yiksek oranda
ekspresyonu oldugu tespit edilen mt-ATP6 ge-
ninin coklu doku Northern blot analizi yapildi.
Toplam 16 dokuda (Kalp, iskelet kasi, akciger,
karaciger, dalak, bobrek, beyin, mide, ince ba-
dirsak, kalin bagirsak, testis, seminal vesikuil,
over, uterus, plasenta ve E10,5 total embriyo)
Northern blotlama yontemi ile mt-Atp6 geninin
ekspresyon seviyeleri arastirildi. Dokularin se-
ciminde yontem icin gerekli olan uygun yiksek
RNA Kalitesi ve toplam miktari (ug) rol oynadi. Bu
calismada farede yaklasik olarak 1.9 kb uzunlu-
gunda doku-spesifik bir mt-Atp6 izoformu tespit
edildi. Coklu doku Northern blotlama sonucunda,
bu izoformun Kalp dokusundaki doku-spesifik
ekspresyonu belirgin olarak gozlenmektedir (Se-
kil 5).
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Tartisma ve Sonug:

Bu calismada Kalp dokusunda 6zgu SHL'den izo-
le edilen dort transkriptin BALB/c irki farelerde
yetiskin, neotal ve embriyonik donemlerde ce-
sitli dokulardaki ekspresyonlari arastirilmistir.
Transkriptler arasinda mt-ATP6 ve Mfn2 genle-
rinin yetiskin dokular arasinda en yiksek oranda
Kalp kasinda ekspresyonunun oldudu goézlendi.
Ek olarak, Northern blot analizinde mt-ATP6
transkriptinin yine Kkalp kasinda ylksek oranda
ekspresyonu olan doku-spesifik bir izoformu tes-
pit edildi.

ATP6, oksidatif fosforilasyon sisteminde ATP
sentezini saglayan F F, ATPaz’in (kompleks V)
mitokondriden kodlanan bir alt birimidir. Kalp
kasi yuksek enerji ihtiyaci olan bir doku olma-
si nedeni ile mitokondriyal disfonksiyonlardan
olumsuz etkilenmektedir. Kalp kasinda yuksek
oranda ekspresyonun oldugu gosterilen (12) mt-
ATP6’nin mutasyonu infantil hipertropik Kkardi-
yomiyopati (OMIM: 500006) ile iliskilendirilmistir
(13). Daha onceki yayinlarla ve GEO bilgileri ile
ayni dogrultuda olarak, kalbe 6zgu SHL kutup-
hanesinden elde ettigimiz mt-ATP6 transkripti-
nin, diger dokular ile karsilastirildiginda yetiskin
kalp dokusunda daha yuksek oranda ekspres-
yonunun oldugunu tespit ettik. EK olarak, ¢oklu
doku Northern blot analizi sonuglarimiz gRT-PCR
sonuclarini dogrulamaktadir. Bu analizde tespit
edilen yaklasik 1.9kb uzunlugundaki doku-spe-
sifik izoformun Kkalbin yiiksek enerji ihtiyacini
karsilamaya yonelik bir molekiiler mekanizma ile
iliskili olabilecegini diisinmekteyiz.

Kalp kasinda yiiksek oranda ekspresyonunu tes-
pit ettigimiz bir diger SHL transkripti MfnZ2’dir.
Daha onceki calismalarimizda Mfn2 geninin de-
disik donemlerdeki total fare embriyolarinda ve
embriyonik Kalp dokularinda ekspresyon analizi-
ni yapmis ve en yuksek oranda 13 giinlik kalp
dokusunda ekspresyonun oldugunu tespit et-
mistik (9). Mitokondri morfolojisi ve dinamiginin
dizenlenmesinde yer alan Mfn2 proteini (14),
kas, karaciger ve hipotalamik néronlarda enerji
metabolizmasini ve insulin sinyallemesinin kont-
rolinde 6nemli rol oynamaktadir (15). EK olarak
endoplazmik retikulum stresinin modulasyonu
ile iliskili molekiler mekanizmalarda yer aldig
gosterilmistir (16). Mitokondri dinamiginin di-

zenlenmesine eslik eden Drp-1 ve Mfn2’nin dis-
regulasyonu kalp yetmezligi ile iliskilendirilmistir
(17). Mfn2 geninin cesitli mutasyonlari ayni za-
manda Charcot-Marie-Tooth tip 2 hastaligi ile de
iliskilendirilmistir (18).

Midnolin, ubiquitin benzeri domaini olan ve geli-
simsel olarak diizenlenen nikleolar bir proteindir
(19). Orijinal olarak gelismekte olan fare emb-
riyolarinin mezensefalonunda tespit edilmekle
beraber hicre icindeki fonksiyonu heniz bilin-
memektedir (19). Midn geninin yetiskin donemde
kalp, akciger, karaciger ve bobrek gibi cok sayida
dokuda ekspresyonu gozlenirken, embriyonik do-
nemde bu dokularda ekspresyonu bulunmamak-
tadir (19). Bu bulgular, Midn geninin embriyonik
ve yetiskin donemlerde farkli mekanizmalar ile
diizenlendigini 6nermektedir. Kalbe 6zgli SHL den
izole ettigimiz Midn geninin, kalpteki islevi hentiz
kesin olarak gosterilmis degildir. Midn geninin
kalpteki olasi fonksiyonunu arastirmak amaci ile
daha once yurittugumiz deneylerde primer neo-
natal BALB/c fare kardiyomiyoblast hiicrelerinde
Midn genini siRNA transkripsiyonu ile sessizles-
tirerek, Midn ile iligkili olan genleri arastirmis ve
hiicresel stres ile iligkili bazi genler ile iligkisini
tespit etmistik (10). Ayni calismada, Midn geninin
sessizlestirilmesinin ardindan, RNA ekspresyo-
nunun erken donemde yiikselmeye basladigi ve
48. saate Midn ekspresyonunun yaklasik 4 kati
oranda arttigini gosterdik (10). Bu bulgular, Midn
geninin Kalp fizyolojisi agisindan 6nem tasidigini
isaret etmektedir. Diger yandan, bu calismada di-
ger yetiskin dokularin ekspresyonu ile Karsilasti-
rildiginda Midn ekspresyonunun Kalp dokusunda
%5 oraninda oldudu, en yiksek ekspresyonlari-
nin ise kolon ve ardindan embriyonik donemlerde
oldugunu gozledik.

Okaryotlarda, Karyoferin (importin) beta siipe-
railesinin proteinleri makromolekullerin nikleo-
sitoplazmik transportunda rol almaktadir. Kar-
yoferin beta genlerinin, dedisik doku ve hiicre
tiplerinde farkli ekspresyon ozelliklerinin oldugu
tespit edilmistir (20). Diger yandan, Kpnb1 eks-
presyonunun spermatogenez (21) ve erken emb-
riyo gelisiminde (20) diizenlendigi gosterilmistir.
EK olarak, Kpnb1 ekspresyon Uriini olan KapB1
proteinin mitozda diizenleyici rol oynadigi ve
mitotik ag olusumunda gerekli olan proteinlerin
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islevi icin araci oldugu tespit edilmistir (22). Ca-
lismamizda yetiskin iskelet kasina gore yaklasik
1.5 Kkat fazla ekspresyonu olan Kpnb1 transkrip-
tinin ekspresyon seviyesinin tum dokular arasin-
da yaklasik %5 oldugu gozlendi.

Sonug olarak, calismamizda kalbe 6zgii SHL den
izole edilen dort transkriptin ekspresyon seviye-
leri arastirildiginda, tim transkriptlerin yetiskin
ve neonatal donemlerde iskelet kasina gore kalp
dokusunda daha yiiksek oranda ekspresyonun ol-
dugu gozlendi. Ekspresyon sonuglari GEO mikro-
array sonuglari ile Karsilastirilmistir. Embriyonik
donemler arasinda fare kalbinin gelisme surecin-
de erken donemi iceren E9’da tiim transkriptlerin
baslangi¢ donemine gore (E7) daha yliksek oran-
larda ekspresyonlarinin oldugu, ilerleyen donem-

lerde ise gen islevinin 6nemini yansitacak sekilde
gen ekspresyonunda farklilasmalar oldugu tespit
edildi. Bu durum dort transkriptin de ekspresyon-
larinin gelisim slirecinde siki diizenlenme meka-
nizmalari ile kontrol edildigini yansitmaktadir.
Calismanin sinirli kalan yonu, bu analizlerin total
embriyolarda yapilmis olmasi, embriyonik kalp
dokusundaki ekspresyonun direkt olarak incele-
nememis olmasidir.

“Subtractive” hibridizasyon cDNA Kutliphanesin-
den elde edilen transkriptlerin ekspresyon sevi-
yelerinin saglikli doku ve embriyonik gelisimdeki
karakteristiginin belirlenmesi, kalp fizyolojisi ile
iliskili metabolik yolaklardaki islevlerinin tanim-
lanmasi agisindan 6nem tasimaktadir.

Tablo 1: Gene 6zgu-primer dizileri

Genler Primer Dizileri

mt-ATP6 Forward 5’-catgatttatcacaattat-3’
Reverse 5’-ataggctaattgtttca-3’

Mfn2 Forward 5’-cagtgtcacgtagtcccagtg-3’
Reverse 5’-gtttcgaatatgatcagcagag-3’

Kpnb1 Forward 5’-aaggagaactctggagttaga-3’
Reverse 5’-tccaaatggttattttatcagat-3’

Midn Forward 5’-aagctgcctgtgatatgteca-3’
Reverse 5’-gataccccacagccggatt-3’
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Sekil 1: mt-ATP6 geninin farkli fare dokularindaki ekspresyon seviyeleri
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A) gRT-PCR yontemi sonucunda elde edilen gen ekspresyon seviyeleri Karsilastirildiginda mt-ATP6
geninin en ylksek orandaki ekspresyonunun Kalp dokusunda oldugu gozlenmektedir. B) Gene Exp-
ression Omnibus (GEO, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) mikroarray sonuclarinda mt-ATP6 geninin
cesitli dokulardaki ekspresyon seviyeleri gorilmektedir. AC, akciger; KC, karacidger; B, beyin; T, testis;
SV, seminal vesikdil; D, dalak; Bo, bobrek; IB, ince bagirsak; KB, kalin bagirsak; O, over; iK, iskelet kast;
K, kalp; Me, mesane; M, mide; E, fare embriyonik gelisim glini; NeoK, neonatal donem Kalp; NeolK,
neonatal donem iskelet kasi.
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Sekil 2: Mfn2 geninin farkli fare dokularindaki ekspresyon seviyeleri

A

20%
15%
10%
5%
0%

AC KC B T 8 D Bs IB KB O K K Me M E7 E9 EI3 El5HNeoK NeolK

B

GDE305Z 7 1445131 _at

- - = 100%

-
{75

1500 = ~{s0
5 I | I [ l [P | 1 L],
é § 2 '% 2|2 g g % EIB|EB|B E % B |8
slz|2|2|2|Z2|2(5|2|2|2|2|5|2(2|2]Z
= (5] = = = = = = = = = o = L= = o= =
: neive | daw lymph placen |skelet stoma [0 e
tissue P lorain [, oo embryo | &¥e |heart [kidney| liver | lung | L qe lovary [ 40 | usce ch_|'gmng |testis [memes

= count
= percentile rank within the sample

A) gRT-PCR yontemi sonucunda elde edilen gen ekspresyon seviyeleri Karsilastirildiginda Mfn2 geni-
nin en yiksek ekspresyonunun Kkalp dokusunda oldugu gozlenmektedir (%27,5). B) Gene Expression
Omnibus (GEO, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) mikroarray sonuglarinda Mfn2 geninin en yiksek
orandaki ekspresyonu kalp dokusundadir. AC, akciger; KC, karacider; B, beyin; T, testis; SV, seminal
vesikiil; D, dalak; Bo, bobrek; iB, ince bagirsak; KB, kalin bagirsak; O, over; iK, iskelet kasi; K, kalp;
Me, mesane; M, mide; E, fare embriyonik gelisim giinii; NeoK, neonatal dénem kalp; NeoiK, neonatal
donem iskelet Kasi
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Sekil 3: Midn geninin farkli fare dokularindaki ekspresyon seviyeleri
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A) gRT-PCR yontemi ile arastirilan dokularda Midn genine ait ekspresyon seviyeleri gozlenmektedir.
B) Gene Expression Omnibus (GEO, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) mikroarray sonuglarinda Midn
geninin cesitli dokulardaki ekspresyon seviyeleri gorilmektedir. AC, akciger; KC, karaciger; B, beyin;
T, testis; SV, seminal vesikiil; D, dalak; B6, bobrek; IB, ince bagirsak; KB, kalin bagirsak; O, over; IK,
iskelet kasi; K, kalp; Me, mesane; M, mide; E, fare embriyonik gelisim gunu; NeoK, neonatal donem
kalp; NeoiK, neonatal donem iskelet kasi.
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Sekil 4: Kpnb1 geninin farkli fare dokularindaki ekspresyon seviyeleri
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A) gRT-PCR yontemi ile arastirilan dokularda Kpnb1 genine ait ekspresyon seviyeleri gozlenmektedir.
B) Gene Expression Omnibus (GEO, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) mikroarray sonuglarinda Kpnb1
geninin cesitli dokulardaki ekspresyon seviyeleri gorulmektedir. AC, akciger; KC, Kkaraciger; B, beyin;
T, testis; SV, seminal vesikiil; D, dalak; Bo, bobrek; IB, ince badirsak; KB, kalin bagirsak; O, over; iK,
iskelet kasi; K, kalp; Me, mesane; M, mide; E, fare embriyonik gelisim giini; NeoK, neonatal donem
Kalp; NeoiK, neonatal dénem iskelet kasi.
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Sekil 5: Northern blot yéntemi ile mt-ATP6 RNA’sinin fare dokularindaki ekspresyonunun arastirilmasi
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mt-ATP6 genine ait 1,9 kb uzunlugundaki doku-spesifik izoform en yogun olarak kalp dokusunda goz-
lenmektedir. Agaroz jele her ornek icin 10-15 pg total RNA yuklenmistir ve 18S ve 28S rRNA bantla-
rinin yodunluklari kontrol olarak Kullanilarak ekspresyon oranlari hesaplanmistir. K, kalp; iK, iskelet
kasi, AC, akciger; KC, karaciger; D, dalak; Bo, bobrek; B, beyin; M, mide; iB, ince bagirsak; KB, kalin
badirsak; T, testis; SV, seminal vesikil; O, over; U, uterus; P, plasenta; E, E10,5 total embriyo.

Bu calisma, istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.
Proje No: 19384
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