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OZET

Yaprak Yal¢in

‘Insan Hepatoseliiler Karsinom Hiicre Hattinda (HepG2) Lipotoksik
Ve Mitotoksik Streste Mitokondriyon Yanitr’

Baskent Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji Doktora Tezi,
2019

Beslenmede doymus yag asiti alimi arttikca obezite, tip 2 diyabet (T2DM) ve non-
alkolik yagli karaciger hastaliginin (NAYKH) goriilme sikligi da artmaktadir. Bu
hastaliklarin patogenezindeki ortak nokta ise artan serbest yag asidi miktarinin
karaciger, iskelet kasi, kalp ve pankreas gibi non-adipoz dokularda birikmeye
baslamasidir. Lipotoksisite olarak tanimlanan bu durum, artan lipid birikimi ile
organel fonksiyon bozukluguna, hiicre hasarina, metabolik bozukluklara, kronik
inflamasyona, hiicresel fonksiyon kayiplarina ve non-adipoz doku oliimiine sebep
olmaktadir. Lipotoksisiteye bagli mitokondriyonda stres meydana geldiginde lipid
peroksidasyonu, ROS artisi ve buna bagli olarak hiicre olimi tetiklenmektedir.
Diyette ve serumda en fazla bulunan doymus serbest yag asidi Palmitik Asit (PA)
olup; 16 karbonlu uzun zincirli bir yag asididir. Altinda yatan mekanizma tam olarak
bilinemese de yag asitlerinin trigliseride (TG) doniisiimii sitotoksisiteye neden
olmaktadir. PA’nin TG’ye doniisiimii daha az oldugundan daha fazla toksik o6zellik
gostermektedir. Bir diger stres kaynagi ise karbonil siyanid 3-klorofenilhidrazon
(CCCP)’dir. CCCP hiicrelerde mitotoksisiteye sebep olan bir ajan olup mitofaji

calismalarinda yaygin kullanilanilan kimyasaldir.

Tim bu verilerin 1s18inda c¢aligmamizda insan HepG2 hiicre hattinda ayr1 ayri
lipotoksik ve protonofor stresi uygulanarak mitokondriyonun verdigi stres yaniti
farkliligimin  arastirilmas1  hedeflenmistir. Boylece farkli uyaranlara karsi

mitokondriyonun verdigi otofaji mitofaji yanitlarinda gorev alan proteinler hakkinda



daha detayli bilgi edinilmesi hedeflenmistir. Ek olarak uygulanan stresin siiresi ve

cesitliliginin de yanit farkliligindaki etkisi arastirilmistir.

Bunun i¢in mitokondriyonla iliskili stres ve mitofaji genlerinden CHOP, HSP10,
HSP60 ve Parkin ve otofajide adaptor/ reseptor gorevi yapan Optineurin, HACEL,
TBK1, p62 ve LC3-II genlerinin ifadelenmesine bakilmistir.

Sonug olarak hiicresel stres yanitinin PA uygulanan grupta daha erken baslayip,
azaldigi; CCCP uygulanan grupta ise, daha ge¢ baslayip daha uzun siirdiigi
goriilmiistiir. PA uygulanan grupta en etkili saatin 12. saat olurken CCCP grubunda
24. saat oldugu gorilmiis olup, Ozellikle mitokondriyal streste gorev alan CHOP
geninin ve mitofajide gorev alan Parkin, OPTN, HACEI1, TBK1, P62 ve LC3-II

genlerinin ifadelenmelerinin arttig1 gorilmiistiir.

Bu calisma Baskent Universitesi Tip ve Saglik Arastirma Kurulu (proje no: DA
16/32) tarafindan onaylanmis ve Baskent Universitesi Arastirma fonu tarafindan

desteklenmistir.

Anahtar kelimeler: Mitokondriyon, Palmitik Asit, CCCP, Parkin, Optineurin



ABSTRACT

Yaprak Yal¢in

‘Mitochondrial Response to Lipotoxic and Mitotoxic Stress in Human

Hepatocellular Carcinoma Cell Line (HepG2)°’

Baskent University Institute of Health Sciences, Medical Biology PhD Thesis,
2019

As dietary saturated fatty acid intake increases, the prevalence of obesity, type 2
diabetes (T2DM) and non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) increases. The
common point in the pathogenesis of these diseases is that the increased amount of
free fatty acids begins to accumulate in non-adipose tissues such as liver, skeletal
muscle, heart and pancreas. This condition, defined as lipotoxicity, causes organelle
dysfunction, cell damage, metabolic disorders, chronic inflammation, loss of cellular
function and death of non-adipose tissue with increasing lipid accumulation. When
stress occurs in the mitochondria due to lipotoxicity, lipid peroxidation, ROS
increase, and consequently cell death are triggered. Palmitic Acid (PA) is the most
saturated free fatty acid found in diet and serum. It is a long chain fatty acid with 16
carbons. Although the underlying mechanism is not fully known, the conversion of
fatty acids to triglycerides (TG) causes cytotoxicity. Since the conversion of PA to
TG is less, it shows more toxic properties. Another source of stress is carbonyl
cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP). CCCP is an agent that causes

mitotoxicity in cells and is widely used in mitophagy studies.

In the light of all these data, the aim of this study was to investigate the difference in
the stress response of mitochondria by applying lipotoxic and protonophore stress
separately in human HepG2 cell line. Thus, it is aimed to obtain more detailed
information about the proteins involved in the responses of mitochondria to
autophagy, mitophagy against different stimuli. In addition, the effect of duration and

variety of stress applied on response difference was investigated.
iv



For this purpose, expression of CHOP, HSP10, HSP60, Parkin, which are
mitochondria-related stress and mithophagy genes, and Optineurin, HACE1, TBK1,

p62 and LC3-11 genes that act as adapters/ receptors in autophagy were examined.

As a result, cellular stress response started and decreased earlier in the PA group; In
the CCCP group, it was observed that it started later and lasted longer. In the PA
group, the most effective time was 12 hours, whereas in the CCCP group it was 24
hours, especially the expression of CHOP gene in mitochondrial stress and Parkin,
OPTN, HACEL, TBK1, P62 and LC3-1l genes in mitochondrial stress were

increased.

This study was approved by Baskent University Medical and Health Sciences
Research Council (Project no: DA 16/32) and supported by Baskent University
Research Fund.

Key words: Mitochondrial, Palmitic Acid, CCCP, Parkin, Optineurin
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1. GIRIS

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi (NAYKH) hepatik steatoz ve non-alkolik
steatohepatit (NASH) olmak tizere iki spektrumdan olugmaktadir. Alkol alimi, viral,
genetik veya otoimmun bir etken olmaksizin fibréz, siroz veya hepatoseliiler
karsinom gelisebilmektedir. Artan goriilme sikligina (son veriler goriilme sikliginin
%25’e ciktigina isaret etmektedir) bagli olarak mortalite ve morbidite hizindaki
yiikselis nedeniyle de giiniimiizde onemli bir saglik sorunu olarak yer almaktadir.
Patogenezi aydinlatmaya yonelik tiim ¢aligsmalara ragmen halen molekiiler diizeyde
mekanizma tam olarak agiklanamamustir. Giincel bilgilerimiz iki vurus hipotezini
ortaya koymaktadir. Insiilin direnciyle baslayan ilk vurusta karacigerde serbest yag
asidi (SYA) akisi artar. Ancak oksitlenmeyen veya salgilanamayan SYA hepato-
steatozunu olusturur. S6z konusu bu olusum ikinci vurusun alt yapisini olusturarak,
karacigerde mitokondriyon islev bozuklugu, Endoplazmik Retikulum (ER) stres ve

adipokineze yatkinliga neden olur (1,2).

Literatiirde lipotoksisite artisini daha ¢ok ER stresi ile iligkilendirmislerdir ancak
mitokondriyal stres ve mitokondriyal kalite kontrol ile ilgili bilgilerin sinirli oldugu
goriilmiistiir. Lipotoksisite mitokondriyonda, lipidlerin beta oksidasyon kapasitesinin
asilmasina sebep olmaktadir. Tamamlanmamis SYA oksidasyonunun ve zararli SYA
tirevli ara maddeleri de reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artisina, mitokondriyal
fragmantasyon, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve hiicre 6liimiine yol

acmaktadir (3).

Artan kalori alim1 ve azalan fiziksel aktiveye bagl olarak gelisen obezite ve insiilin
direnci ile ektopik lipit birikimi gergeklesmektedir. Insiilin direnci ve hiperinsiilinemi
ise denovo lipogenez ve trigliserid sentezini tetikler. Artan proinflamatuar sitokinler
ve stellat hiicre aktivasyonuna bagli olarak kollajen birikimi ve fibrozis gelisir.
Yapilan ¢aligmalar lizozomal diizensizligin ER stresine bagli olarak hiicre dliimiinii
gelistirdigine isaret etmektedir. Oysaki giincel bilgilerimiz s6z konusu hiicre 6lim
mekanizmalarinda yalnizca ER stresinin degil, mitokondriyal stresin de etkili

olabilecegine isaret etmektedir. Clinkil, islevselligi bozulan mitokondriyon; hepatik



lipid hemeostazi, artan ROS olusumunu ve lipid peroksidasyonunu ve buna bagh
olarak hiicre olimiini  tetikleyerek NAYKH patogenezinde rol almaktadir.
Mitokondriyal fonksiyon bozukluguna bagli olarak NAYKH’de olusan
mitokondriyal  parakristalin  inkliizyonlar1 da  hastaligin  patogenezinde

mitokondriyonun aktif rol oynadiginin bir belirtecidir (2).

Mitokondriyon morfolojisi, oksidatif fosforilasyon (OXPHOS), adenozin tri-fosfat
(ATP) iiretimi, programlanmig hiicre 6liimiiniin diizenlenmesi, kalsiyum homeostazi
ve ROS iiretilmesi ve kontroliinii iceren fonksiyonlartyla biiyiik dl¢iide baglantilidir.
Dengeli fiizyon ve fisyon, metabolik talepleri karsilamak ve hasarli organellerin
uzaklastirllmasin1 saglamak i¢in mitokondriyonu sekillendirir. Mitokondriyon
dinamizmi, morfolojideki korozyona cevaben maruz kaldiklar1 dramatik
degisikliklere baglidir. Obezite, kanser, kardiyovaskiiler ve noromiiskiiler
hastaliklarda hiicresel islev bozukluguyla birlikte mitokondriyal fragmantasyon da

gozlenmektedir (4).



2. GENEL BILGILER

2.1. Mitokondriyon

Mitokondriyon, biitiin Okaryotik hiicrelerde bulunan, dinamik semiotonom bir
organel olup hiicre i¢i fizyolojide 6nemli rol oynamaktadir (5). Endosimbiyotik
teoriye gore a-probakteriden koken alip pre-okaryotik hiicreler tarafindan etrafi
sarilarak olusan kimerik yap1; molekiiler oksijeni kullanabilir hale gelmistir (6). Cift
zarll bir yapisi olup endosimbiyotik kokenlidir. Hiicresel ATP iiretiminin bityiik bir
kismi burada iretildiginden ‘hiicrenin enerji merkezi’ olarak kabul edilmesine ek
olarak hiicre i¢i kalsiyum (Ca™) ve demir homeostazi, aminoasit ve lipit
metabolizmasi, redoks sinyalizasyonu, programli hiicre oliimii, mitokondriyal

kalitim, dogustan gelen (innat) immiinitenin regiilasyonunda gorev almaktadir (7,8).

ATP sentaz partikiilleri

ic zar (Miz)
Dig zar (MDZ)

Sekil 1 Mitokondriyon yapist (9)



2.1.1. Mitokondriyon yapi ve ozellikleri

Mitokondriyon; mitokondriyal dis zar (MDZ), zarlar aras1 bosluk (ZAB),
mitokondriyal i¢ zar (MIZ) ve matriks olmak iizere dort temel béliimden

olusmaktadir.

MDZ; 6zellesmis transport proteinlerden olusur. Kiiciik molekiiller i¢in gegirgendir
ve ZAB bu molekiillerin gegisine engel olmaz. Bu zar KREBS dongiisiinde katalizor
rolii oynayan monoamine oksidaz, sitokrom-c reduktaz enzimleri yanisira fosfolipid

ve fosforik asit sentezi i¢in gerekli bircok enzime sahiptir.

MiZ; kendi icinde invajinasyonlar yaparak krista yapisini olusturur ve segici
gecirgenlik gosterir. Elektron transport zinciri (ETZ) enzimleri ve OXPHOS’a ait
enzimler burada yerlesmistir. Ayrica ATP, ADP ve P1, piruvat, siiksinat, malat, sitrat

ve a-ketoglutarat gibi 6zel maddeler i¢in tasima sistemine sahiptir.

Matriks; jel kivaminda olup i¢inde erimis bir¢ok enzim bulunur. Bu enzimler, i¢
membranda yerlesmis oksidatif enzimlerle isbirligi yaparak besinlerin CO; ve
H.O’ya g¢evrilmesine sonugta ATP adi verilen yiiksek enerjili bir maddenin
olusumunu gerceklestirir. I¢ membrana bagli olan matrikste trikarboksilik asit
dongiisii (TKA) ve yag asitlerinin B-oksidasyonunda gorev yapan enzimler rol
oynarlar. Matrikste mitokondriyonun kendi halkasal DNA’s1 (mtDNA) bulunur ve
mitokondriyonun ¢ogalmasinda gorev almaktadir (Sekil 1) (5,10,11).

Mitokondriyonun kendine ait genomu olmasina ragmen, yaklagtk 1500
mitokondriyal proteinden sadece 13 tanesi mtDNA tarafindan kodlanir. Sentezlenen
bu proteinler ETZ’de OXPHOS solunum kompleksleri I, III, IV ve ATP sentazda
kullanilmak tizere gorev almaktadirlar. Gorev yapan diger proteinler ise niikleer
genom tarafindan kodlanir, sitozolde sentezlenir ve ‘translocase of the outer
membrane’ (TOM) ve ‘translocase of the inner membrane’ (TIM) kompleksleri

araciligiyla mitokondriyona taginirlar (5,12).

Mitokondriyonda gorevli Onciil proteinlerin lizerinde mitokondriyal import sinyal

dizileri bulunmaktadir. Bu diziler N-terminal ucunda, pozitif yiiklii amfipatik o-



heliks yapisinda olup, genellikle kanaldan gectikten sonra mitokondriyal proteazlar

ve peptidazlar araciligiyla kesilirler (13,14).

TOM kompleksi ¢oklu altbirimi olan bir yapidir ve mitokondriyal proteinlerin gegisi
icin reseptdr ve gecis kapisi olarak gorev almaktadir. Mitokondriyal proteinler
kanaldan gegebilmek i¢in katlanmamis yapida olmalidir. TOM kanalindan gectikten
sonra proteinler, aminoasit dizilerinde kodlu olan gorev alacaklari yere tasinirlar. Dig
zar Oncil proteinleri ‘sorting and assembly machinery’ (SAM) kompleksine yerlesir.
SAM kompleksi bazen TOM kompleksi ile eslesmis olarak goérev almaktadir. Bazi
dis zar proteinleri ise zara yerlesebilmek i¢cin TOM kompleksiyle beraber
‘mitochondrial intertase of the outher membrane’ (MIM) kompleksini kullanirlar.
Zarlar arasi alanda gorev alan birgok protein ise ‘mitochondrial import and
assembly’ (MIA) yolagi adi verilen, protein tasinimi ve oksidatif katlanmanin
kombine oldugu yolak araciligiyla tasinirlar. I¢ zarda gorev alan dncii proteinler ise
i¢ zar translokazi TIM22 ve TIM23 komplekslerini kullanirlar. TIM22 mitokondriyal
metabolitlerin ve ¢ok gecisli transmembran proteinlerin gecisini kontrol eder.
Matrikse protein tasinimi ise TIM23 kompleksi ve ‘presequence translocase-
associated motor’ (PAM) araciligiyla olmaktadir. TIM23 ayrica i¢ zara
transmembran domaini iizerinden tutunmus olan proteinlerin gegisinde de

kullanilmaktadir (Sekil 2) (11).

sitozolden taginan
mitokondriyal proteinler

N ‘\/\/\ C
sitozol
. 2 @
ic zar =
zarlar arasi
alan
dis zar @
matriks PAM

Sekil 2 Mitokondriyona protein taginmasi (10)



2.2. Mitokondriyal Kalite Kontrol

Mitokondriyonun fonksiyonu ve hiicresel metabolizmasi mitokondriyal proteomun
devamliligina baghdir. Mitokondriyal proteom hiicresel ihtiyaclara gore saglanmakta
olup protein taginimi1 ve proteinlerin kalite kontrolii sayesinde gerceklesmektedir. Bu
olaylar protein sentezi, trafigi, matrikse alinmasi, katlanmasi, protein turnoverini ve

homeostazini kapsamaktadir (15).

Mitokondriyona protein transportu gergeklestiginde saperonlardan ayrilan proteinler
katlanmaya baslayarak olgun hale gegerler ve birgogu multimerik kompleksleri
meydana getirir. E§ zamanli olarak da protein kalite kontrol mekanizmasi ¢alismaya
baslar. Mitokondriyal kalite kontrol mekanizmas1 molekiiler saperonlarin ve protein
yikim faktorlerinin 6zenli c¢alismasiyla proteomun biitiinliiglinii saglamaktadir.

Mitokondriyal protein homeostazinda 6nemli goreve sahip olan saperonlar, Is1 Soku

Ailesi- ‘Heat Shock Protein’ (HSP) HSP60, HSP70 ve HSP78 ailesidir (15).

Mitokondriyal protein kalite kontrolii; hasarlanmig mitokondriyonun tespiti, onarimi
ve eger onarillamiyorsa da segici olarak hiicreden elimine edilmesini gerceklestiren
mekanizmadir. Hasarin derecesine gore onarim cesitli seviyelerde olabilmektedir.
Burada evrimsel olarak korunmus mitokondriyal proteazlar ve saperonlar
mitokondriyonun ¢esitli kompartmanlarinda bulunurlar ve ubikiitin proteazom

sistemi (UPS) gibi sitozolik proteolitik sistemler ile birlikte gorev alirlar (5).

Kalite kontrolde ATP bagimli HSP60, HSP70 saperonlar1 proteinlerin matrikste
siniflandirilmasi, katlanmasi ve tasnifini kontrol etmektedir. HSP70 ve HSP90
saperonlart ise; sitozolde goérev alarak, yeni sentezlenmis, katlanmamig
polipeptitlerin agregat olusumunu o6nlemekte ve mitokondriyona transportunu

saglamaktadir (5).

Mitokondriyal kalite kontroliin proteolitik basamagi ise proteazlar tarafindan

gerceklestirilmektedir. Proteazlar iki gruba ayrilir. Bunlar:

1. ATP bagimli AAA" proteazlar:



ATP-bagiml proteazlardan ClpXP ve Lon/Piml proteazlar matrikste lokalize olup;
oksidatif olarak hasarlanmis ve degrade olmus proteinlerin yikimindan sorumludur.
Matriks-AAA (m-AAA) proteazlar aktif kisimlar1 i¢ zarin matrikse bakan
kismindadir ve inter membran bosluktaki AAA (i-AAA) proteazlarin ise aktif kismi
zarlar arasi alandadir. Bu proteazlar i¢ zarla iliskisi olan fonksiyonu bozulmus
proteinlerin  ortadan  kaldirlmasindan  sorumludur.  AAA®  proteazlarin
homooligomerik (Lon/Piml, i-AAA) ya da heterooligomerik (m-AAA, ClpXP)
kompleksleri bulunur ve proteolitik aktiviteleri ATP hidroliziyle gerceklesmektedir.
(Sekil 2.3) (5).

2. ATP bagimsiz proteazlar:

Daha heterojen yapida olan ATP-bagimsiz proteazlar ise 3 gruba ayrilir.

2.a. Islemci- ‘Processing’ peptidazlar matrikste ya da i¢ zarda gérev almak iizere
hedeflenen proteinlerin mitokondriyal hedef dizilerini- ‘mitochondrial target
sequence’ (MTS) yikarak proteinlerin  biyogenezini, smiflandirilmasini = ve

stabilizasyonunu saglamaktadir.

2.b. Solubl peptidazlar zarlar arasi alanda mitokondriyal kalite kontrolii

saglamaktadir.

2.c. I¢ zara bagh peptidazlar ise i¢ zardaki proteomu kontrol etmekte ve

mitokondriyal dinamiklerin diizenlenmesini saglamaktadir (Sekil 2.3) (5).
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Sekil 3 Mitokondriyal kalite kontrolde gorevli proteazlar

Giincel bilgilerimiz dahilinde mitokondriyal kalite kontrolde gorev alan bes temel

mekanizma tanimlanmistir. Bunlar:
1. Ubikiitin proteazom sistemi
2. Mitokondriyondan koken alan vezikiiller
3. Mitokondriyonla iligkili yikim
4. Fisyon-Fiizyon

5. Mitofaji



2.2.1. Ubikiitin proteazom sistemi (UPS)

Ubikiitin proteazom sistemi (UPS) hasarlanmis ya da agreagat olusturma egilimi olan
proteinlerin segici olarak yikilmasindan sorumludur. UPS; kiigiik kisa omiirlii veya
hasarlanmis proteinlerin yikiminda islevseldir. Ubikiitin 76 rezidiiden olusan
globiiler ve olduk¢a korunmus bir proteindir. Hedeflenen proteine kovalent olarak
baglanarak ATP bagimli aktivasyonla yikimi gergeklestirir (16). Fonksiyonlarina
gore 3 tip ubikiitin enzimi vardir. Bunlar E1 ubikiitin aktive edici enzim, E2 ubikiitin

konjuge edici enzim ve E3 ubikiitin ligazdir (Sekil 4) (17).
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Sekil 4 Ubikiitin reaksiyonlar1 (16)

Ubikiitinin C-terminal bolgesi ile E1 arasinda yiiksek enerjili tiyoester bagi bulunur.
Ubikiitin E1’den E2’nin katalitik sistein rezidiilerine transfer olur. Devaminda da
ubikiitin E3’iin substratina transfer olarak izopeptit bagi olusturmaktadir. Insan
genomunda 600’den fazla E3 ubikiitin ligaz kodlanmaktadir. Fonksiyonlar1 ise E2’yi

aktive ederek ve substrati hazirlayarak ubikiitin transferini katalizlemektir (16).
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Sekil 5 Ubikiitin proteazom sistemi (17)

Ubikiitinlenme reaksiyonu geri doniisiimlii bir siiregtir. Deubikiitinasyon enzimleri

(DUBS) ubikiitinlerin ortamdan uzaklastirilmasini saglamaktadir (Sekil 5) (16,17).

Ubikiitin  zincirleri 7 farkli lizin (K) rezidiisine peptit bagiyla konjuge
olabilmektedir. Bunlar K6, K11, K27, K33, K48 ve K63’tir. Substrata tutunan
ubikiitin zincirinin tipi de hiicrenin kaderini belirlemede kritik bir 6neme sahiptir.
Proteazomal degredasyon i¢in kullanilan kanonikal sinyal 4-6 ubikiitin rezidiisiiniin
K11 veya K48. pozisyondan baglanmasiyla gergeklesmektedir. K63. pozisyondaki
monoubikiitinasyon ya da poliubikiitinasyon ise otofajik yikim yoluna
yonlendirmektedir. Bu 06zelligi nedeni ile de ubikiitinlenme islemi yalnizca
hatali/hasarli proteinlerin yikiminda degil; hasarli veya sayisi azaltilmak istenen

organellerin de segici olarak imha edilmesine olanak saglamaktadir (Sekil 6) (18,19).
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Sekil 6 Ubikiitinlenme tipleri (15)

26S proteazom, sitoplazmada ve c¢ekirdekte lokalize multikatalitik proteaz
kompleksidir. Poliubikiitinlenmis proteinler genellikle 26S proteazom tarafindan
yikilmaktadir. Yapisina bakildiginda esas proteaz islevinin oldugu 20S’lik fig1 sekilli
cekirdek bolgesi, iki adet ubikiitinlenmis substrati taniyan ve katlanmasimi agan
19S’lik diizenleyici sapka benzeri kompleks bolgeden meydana gelmektedir. 20S
cekirdek bolgesi iki halka 7 a subiinit ve iki halka 7 B subiinitten olusmaktadir. B
sublinitlerden 3 tanesi ise katalitik olarak aktif Ozellik gostermektedir. 19S
diizenleyici kompleks ise 19 6zgiin proteinden olusmaktadir ve bunlardan 6 tanesi
AAA ailesi ATPaz’larindan olugmaktadir. 20S c¢ekirdek ve 19S sapka yapisinin
olusumu i¢in ATP baglanmasi gerekmektedir (20,21).
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2.2.2. Mitokondriyondan koken alan vezikiiller (MKAYV)

Mitokondriyal kalite kontrolde gorev alan bir diger mekanizma ise
mitokondriyondan koken alan vezikiillerdir (MKAV). ilk olarak 2014 yilinda
McBride ve arkadaslart tanimlamistir (22). MKAV’lar 6zellikle kardiyomiyosit
hiicrelerinde mitokondriyal kalite kontrolde islevseldir (23). Yapilar1 50-150 nm

arasinda olup elektron mikroskopuyla gézlenebilmektedir (24).

MKAYV olusumu mitokondriyonun atalar1 olan arkeabakterilerden beri korunmus bir
mekanizmadir. MKAV mitokondriyonda bir hasar meydana geldiginde ilk savunma
mekanizmas1 gibi hareket ederek hasarlanmig olan yapinin mitokondriyondan

uzaklastirilmasini saglamakta ve bdylelikle tiim organelin kaybi 6nlenmektedir (22).

MKAV’ler sekilleri ve kargolarinin mitokondriyal belirteclerine gore tanimlanmakta
olup bu belirteglerle tasinacaklari adres belirlenmektedir.  Mitokondriyondan
tomurcuklanan vezikiillerde ‘mitochondrial-anchored protein ligase’ (MAPL, Mull,
MULAN, GIDE veya HADES) varsa bu vezikiil dogrudan peroksizoma tasinirken;
tizerinde TOM20, PINK 1, Parkin, Drpl gibi belirteclerin ifadelendigi vezikiiller ise
lizozoma tasinmaktadir (Sekil 7) (25,26).

Matriks

I3 Parkin

() PDH subunit E2/E3

' TOM20 Sy \ps3s

. Drp1 oligomer n MAPL

Sekil 7 Mitokondriyondan kdken alan vezikiiller (24)
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MAPL bir mitokondriyal ubikiitin ve SUMO E3 ligaz olup dis zarinda iki
transmembran domaini kapsamakta ve C-terminal RING domaini sitozole
bakmaktadir. Hiicre biiylimesi, apoptozun uyarilmasi ve dogustan gelen bagisiklikta
antiviral sinyalizasyonun modiilasyonunda gorevleri vardir. Mitokondriyal Kalite
kontrolde ise MKAV’lerin olusumunda gorev almaktadir. Ubikiitin ve SUMO E3
ligaz aktivitesiyle mitokondriyal agin yeniden modellenmesi saglanmaktadir. MAPL
asir1 ifadelenmesi ise vezikiiler yapilarin olusumunu saglayarak Vps35 ve Vps26a

olarak isimlendirilmis retromer kompleks iiyeleri ile birlikte gérev alarak peroksizom

ile birlesmektedirler (Sekil 7) (27,28).
—Q
@/ Parkin

Peroksizom

-

p

Muh

Sekil 8 Mitokondriyondan kdken alan vezikiillerin tasinmast (26)

Lizozoma tasmman MKAV’lerin 6zelliklerine bakildiginda ise bunlarin bazilarinda
TOM20 belirteci varken; bazilarinda TOM20 olmayan ancak matrikse ait proteinler
olan vezikiiller lizozoma tasinmaktadir. Ayrica bu vezikiillerin tomurcuklanma
bolgelerinin Parkin proteinince zengin oldugu belirlenmistir. Biitiin bu yapilarin
syntaxin-17 (Stx17) ve PINKI proteinlerine bagli oldugu goriilmiis ancak Parkin
proteinin E3 ligaz aktivitesinin gorev almadig raporlanmistir. Bu tipteki MKAV’ler
oksidatif stres sonucu meydana gelen yapilardir. Lizozom ile birlesme de SNARE
proteinlerine benzer bir mekanizmayla gerceklesmektedir. SNAP29 ve VAMP7
proteinleri araciligiyla fiizyon ger¢eklesmektedir (Sekil 8) (27,29).
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2.2.3. Mitokondriyon ile iliskili yikim (MIY)

Mitokondriyal kalite kontrolde gorev alan bir baska sistem ise Mitokondriyon iliskili
Yikim (MIY) yolagidir. MIY ile MDZ proteinlerinin yikilmas:1 gerceklestirmektedir
(30).

MIY; ER ile iliskili ytkim (ERIY) yolagmin analogu olarak gosterilmektedir. ER
liimeninde UPS bulunmamaktadir. Burada ERIY adi verilen bir kalite kontrol sistemi
islevseldir. ER liimeninde bulunan hatali katlanmis ya da agregat olusturabilecek
proteinler retrotranslokasyonla sitozole tasinarak UPS sistemiyle yikim gergeklesir.
Yikilacak olan proteinler sitozole ¢ikarken gesitli E3 ubikiitin ligazlarla ubikiitinlenir

ve ER membranindan uzaklasarak 26S proteazom araciligiyla yikilirlar (31-33).

ERIY benzeri sistem olan MIY ise mitokondriyal matriks ya da i¢ zar proteinlerinin
dis zara retrotranslokasyonu takiben ubikiitinlenerek UPS ile yikilmasidir. MIY

yolagi mayalardan memelilere kadar korunmus bir mekanizmadir (33).

Olduk¢a korunmus AAA-ATPaz olan Cdc48 (memelilerde VCP) MIA ve ERIY
sistemlerinde anahtar role sahiptir. Bunun diginda diger bir AAA-ATPaz olan Mspl
(memelilerde ATADI) de alternatif substrat ayirici faktor olarak gorev almaktadir ve
mitokondriyal substratlarin proteazoma yikilmasi ic¢in teslim edilmesinden
sorumludur. MiA ve ERIY ayrica Vms1 (memelilerde VMS1) ve Ufd1 (memelilerde
UFDIL) adli substrat-toplayic1 faktorii paylagmaktadir. Vmsl ve Ufdl Npl4
(memelilerde NPL4) adl bir diger faktore baglanmaktadir. Olusan bu kompleks yap1
da Cdc48’e baglanmaktadir (Sekil 9) (34,35).

Cesitli E3 ligazlar da, MIY sisteminde gérev almaktadir. Bunlar memelilerde Parkin
ve MARCHS5 olarak adlandirilmis  olup;  ubikiitinlenmede islevseldir.
Mitokondriyonla iliskili DUB’lar da (memelilerde USP30) MIY’in modiilasyonunda
da aktiftir (34).
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Sekil 9 Mitokondriyonla iligkili degradasyon yikim yolu sematik gdsterimi (32)

2.2.4. Mitokondriyal fisyon ve fiizyon

Mitokondriyon dinamik bir organel olup, kendi yasaminin devamliligi, hiicre
biliylimesi, boliinme ve farklilasma siireci gibi degisen kosullara adaptasyonda

devamli olarak fisyona ve flizyona ugramaktadir (36).

Hiicre i¢inde mitokondriyon, morfolojik plastisiteye sahipitir. Ozellikle hiicrenin
metabolik aktivitesine gore yapisini degistiren mitokondriyon zaman zaman ag
yapisinda bulundugu gibi bazen de tane seklini almaktadir. Mitokondriyal
homeostaz, hiicre stabilizasyonu ve sag kalimi ise; kiigiik fragmente mitokondriyon
ve uzun birbirine bagli mitokondriyal ag arasindaki dengenin saglanmasi ile
gerceklesmektedir. Fisyon, fonksiyonunu yitirmis, hatali protein igerigine sahip,
membran stabilizasyonunu kaybetmis, mtDNA mutasyonuna ya da hasarina sahip
mitokondriyonun segregasyonudur. Fiizyon ise farkli mitokondriyal matriks
metabolitlerinin, intakt mtDNA’nin ve membran bilesenlerinin  birbirine
baglanmasidir (Sekil 10) (37).

Flizyon ve fisyon arasindaki dinamik gegisler sadece mitokondriyonun fonksiyonunu
saglamakla kalmaz, ayni zamanda hiicresel beslenme ve hiicrenin metabolik

durumuna gore de ihtiyaglarina yanit olusturur. Ayrica, flizyon ve fisyondaki farkli
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morfolojik durumlar c¢oklu fizyolojik ve patofizyolojik kosullarla iligkilidir.
Fragmante mitokondriyon siklikla mitokondriyal disfonksiyonla baglantilidir, ¢linkii
bu morfolojik durum yliiksek stres seviyeleri ve hiicre 6liimii sirasinda goriilmektedir.
Bununla birlikte mitokondriyal fragmantasyon, hiicre déngiisiiniin G2/M fazinda da
gozlenlenir ve mitokondriyal mobilite, kalite kontrol ve mtDNA kalitim1 igin
gereklidir. Kaynasmis bir mitokondriyal ag ise matriks bilesen dagilimma ve
OXPHOS aktivitesinin uyarilmasina izin vermektedir. Mitokondriyal uzama ayrica,
hiicresel aclik ile tetiklenen otofajide fagofora alinmaya karsi koruma saglar ve temel
olarak hiicre sag kalim mekanizmalar ile iligkilidir. Fisyon ve fiizyon olaylar
dinamin-iligkili proteinler- ‘Dynamin related proteins’ (DRP) ailesi tarafindan
diizenlenmektedir. DRP’ler kendiliginden bir araya gelen GTPaz’lardir. Bu enzimler
oligomerize olabilirler, konformasyonunu degistirerek membranin yeniden

bi¢cimlenmesi, daralmasi, pargalanmasi ve/veya flizyonunu saglayabilir (38).

Sagliksiz m
Normal mitokondriyal

mitokondriyonun

Fisyonu /’ m @m Fisyon ve Flizyon

@) ) (Ersty)
OO R

Saghksiz
mitokondriyonun

segregasyonu Biyogenez

fagofor ,_m Degradasyon - -
g m E r - ‘ L

Sekil 10 Mitokondriyonun yasam dongiisii (36)
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2.2.4.1. Mitokondriyal fisyon

Fisyonu katalizleyen temel medyatér Drpl olup, sitokinetik olmayan hiicre
boliinmesinde gorev almaktadir. Drpl, sitozolde dagilmis olarak bulunmaktadir.
Fosforilasyon/defosforilasyon gibi posttranslasyonel modifikasyonlarla aktive olarak
aktin ve mikrotiibiil proteinleri araciligiyla mitokondriyon dis zarina tasinmaktadir.
Drpl mitokondriyal dis zarda pozisyonunu aldiginda Drpl reseptorii adi verilen dort
adet mitokondriyona bagli protein ile etkilesime ge¢mektedir (Sekil 11). Bunlar;
mitokondriyal dinamik proteinleri 49 kDa ve 51 kDa (Mid49 ve Mid51),
mitokondriyal fisyon proteini 1 (Fisl) ve mitokondriyal fisyon faktér (Mff)’den
meydana gelmektedir. Fisl 18kDa’dan olusan bir adaptér proteindir ve
mitokondriyal dis zara tutunmus halde bulunmaktadir. Drp1’in gorevlendirilmesinde

ve fisyon kompleksinin olusumda gorev almaktadir (37,39,40).

Fisyon 0 0

Mitofusin 1/2

Fis1

Drp1 receptor (Mid49, Mid51, Mff)
Opal

Drp1

o-(-:_:

Sekil 11 Mitokondriyal Fizyon ve Fiizyon (36)
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Mitokondriyal boliinme sirasinda Drpl, MDZ {iizerinde lokalize olur ve kesilecek
olan bolgenin {lizerinde yiiziik benzeri bir yapi olusturarak membranin
bogumlanmasini saglar. Bu sirada GTP hidrolizi daralmay1 hizlandirir ve kopacak

olan bolgeyi belirler (41).

Mitokondriyon ve ER membranlari arasinda Ca*? transportu, apoptotik sinyalizasyon
ve lipit metabolizmasina aracilik eden yakin bir mekansal iliski vardir. Bu organel
aglarinin yakin temaslar1 elektron tomografisi (ET) ile 9-30 nm arasinda Sl¢iilmiis
olup genis ve genellikle kiimelenmeler halinde goriilen, membranlar arasinda trafigin
cift yonlii oldugu yerlerdir. Son zamanlarda, yapilan ¢alismalarda ER-mitokondriyon
arasindaki temaslarin mitokondriyal fisyonda da var oldugu gosterilmistir. ER
tiibiillerinin sadece mitokondriyonla temas kurmayip, ayni zamanda etrafina sarilarak

mitokondriyonun daralmasina da yol actig1 bildirilmistir (Sekil 12) (41,42).

ER-mitokondri ER mitokondriyonun
-mitokondriyon 8 i
e o . _Drp1 ayrilmasi
arasinda etkilesim ve o, ©
: o
mitokondriyonun ° o 3 - ° >
bogumlanmasi ® PR 2 G
& o0

mitokondriyon o

o A
v ‘ fisyonun gergeklesmesi
ve fisyon bilesenlerinin
o © © o ayrilmasi
Drpl'in aktive o = a o5 o
P ‘-“3)5 '0%. o
olarak 2 g:
) & O
mitokondriyon E a s < 2
P —0 - ~ . Q' O
iizerine o i - v o2
konumlanmasi °

Drpl ve diger adaptér
proteinler olan Mff ve
MiD49/51'in £
bogumlanma
bélgesinde toplanmasi

Sekil 12 ER-mitokondriyon etkilesimi ve fisyon (41)
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2.2.4.2. Mitokondriyal fiizyon

Flizyon ise ti¢ farkli GTPaz tarafindan katalizlenmektedir. Bunlar Optik Atrofi 1
(Opal), Mitofusin 1 (Mfnl) ve Mitofusin 2 (Mfn2)’dir. Mfnl ve Mifn2
mitokondriyal dis zarin birlesmesinden sorumludur. Opal ise i¢ zarin birlesmesinden
sorumludur. I¢ zar ve dis zarin fiizyonu temel olarak proteolitik yikim ve

ubikiitinasyonla ger¢eklestirilmektedir (15,39,40,43).

Mfn2 fiizyonda gorev almasinin disinda ER-Mitokondriyon temas noktasi
tutunmasinda da gorev almaktadir. Flizyonda gorev alan tiim proteinler birlesecek
olan iki mitokondriyonun temas bolgelerinde toplanarak homo/heterotipik kompleks

yapilar1 olusturarak mitokondriyal fiizyonu gergeklestirir (38).
Mitokondriyal fiizyon ii¢ farkli adimla karakterize edilir. Bunlar:
1. Iki mitokondriyonun karsilikli tutunmasi

2. Membranlarin kenetlenmesi ve temas yiizeyinin arttirilarak membranlar

aras1 mesafenin azaltilmasi

3. MDZ'nin GTP hidrolizi sonucu olusan konformasyonel degisikliklerle
birlesmesidir (Sekil 13) (38).

MDZ fiizyonu gergeklestiginde MIZ fiizyonu da gerceklesir. i¢ zarn fiizyonunda
Opal ve 0zel lipit bilesenleri gorev alir. Opal en az iki bdlgesinden proteolitik
kesilmeyle daha kisa ve ¢oziilebilir fragmanlari meydana getirir. Bu kesilmeler S1 ve

S2 bolgelerinden OMAL ve YMELL proteazlar araciligiyla gergeklestirilir (38).

Opal proteininin flizyondaki gorevi disinda fonksiyonlar1 da vardir. Bunlar; ETZ ve
membran potansiyelinin devamliligi, mtDNA’nin devamliligi, apoptozun kontrolii ve
krista organizasyonudur. Opal krista yapilarini degistirerek sitokrom C salinimini

saglamaktir ve apoptozu tetiklemektedir (44).

Mitokondriyon, cesitli stres faktorlerinin etkisiyle proteinlerinin, lipitlerinin ve
mtDNA'nin hasarlanmasina yatkindir ve mitokondriyal fiizyon, bu hasar1 hafifletmek

veya ortadan kaldirmak ic¢in organeller arasinda mtDNA ve mitokondriyal igerigin
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degisimini saglar. Boylelikle mitokondriyonun devamliliginin saglanmasinda fiizyon
onemli bir rol oynar. Fisyon ise fonksiyonunu yitirmis mitokondriyonu saglikli

mitokondriyondan ayririr ve hasarli mitokondriyon da otofaji ile imha edilir (44).

Mitokondriyal fiizyon ve fisyon dengesi, sadece mitokondriyal membran
potansiyelini degil ayn1 zamanda redoks durumu, beslenme ve toksisite yiikii gibi
hiicre i¢i ve hiicre dis1 parametreleri de kapsar. Mitokondriyon, bu stres faktorleri ve
flizyon mekanizmasi ile uzun ags: mitokondriyon olusturarak bas eder. Ancak stresin
stiresi uzar ve mitokondriyal hasar ¢ok fazla olursa, bu durum 6liim igin sinyal
olusturur; mitokondriyal fragmantasyon, MDZ permeabilizasyonu ve sitoplazmaya

sitokrom C salinimiyla 6liim gergeklesir (44).

a Ayn mitokondriyon b Baglanmig mitokondriyon

?W =00,
155

-S>

GTP — —» GDP

MFN2-MFN2

MFN2

— OPA1L )]

%%5@

mitokondriyal i¢ zarin fiizyonu mitokondriyal dig zarin fiizyonu

Sekil 13 Mitokondriyal Fiizyon (38)

2.3. Otofaji

Otofaji tiim Okaryotlarda korunmus, Katabolik bir siire¢ olup; hiicre i¢i yikim
sistemidir. izole membran (fagofor) yikilacak olan hiicresel bilesenleri, sitozolik

protein agregatlarin1 ve mitokondriyon gibi organelleri otofagozom olarak adlandilan

20



cift membranli yapmin igine almaktadir. Ve daha sonra lizozomla birleserek

otolizozomu olusturarak, yikim iglemi gergeklestiririr (37,45-48).

Otofagozom gelisimi dort fazdan olusmaktadir. Bunlar: (i) niikleasyon, (ii)

elongasyon, (iii) sekuesterasyon ve maturasyon (iv) fiizyon ve yikim.

i) izole mebranin niikleasyonu ilk olarak Unc-51 benzeri otofaji aktive edici kinaz
(ULK1) kompleksinin AMP-aktive olmus protein kinaz (AMPK) tarafindan
fosforlanmasi ile gerceklesir. Fosforlanma sonucu ULK1 ¢esitli otofaji ile iliskili
proteinleri (Atg) otofagozom olusum bolgesine gorevlendirir, Beklinl (Atg6)
fosforlanir ve sinif Ill fosfotidilinositol 3-kinaz (PI3K) kompleksi [Beklin 1 ve
vacuolar proteins sorting 34 ve 35 (VPS34 ve VPS35)] aktive olarak fagoforun

niikleasyonu saglanir.

ii) Elongasyon asamasi ise iki ubikiitin benzeri sistem tarafindan gergeklesir.
Bunlardan birincisi Atg5-Atgl2 konjugasyon sistemi olup; ilk olarak Atg7 Atgl2’i
aktive etmekte ve daha sonra hedef proteini Atg5 olan Atgl0’a transfer olmaktadir.
Atg5-Atgl2 daha sonra Atgl6 ile dimerik kompleks bir yapi olusturarak fagofor
membraninin hedefini olusturmaktadir. Diger sistemde ise Light Chain 3 (LC3) bir
sistein proteaz olan Atg4 tarafindan kesilir, Atg7, Atg3 ve LC3 ile birlikte gorev

alarak otofagozom membraninin uzamasini gergeklestirmektedir.

iii) Sekuesterasyon ise yikilacak olan hasarli bilesiklerin etrafinin membranla
cevrilmesi agamasidir. Burada LC3’lin ¢esitli proteinler ve reseptorlerle yikilacak

olan mebran igine alinir.

iv) Yikim agsamasinda ise otofagozom lizozom ile birlesir ve igindeki kargo asit

hidrolaz enzimleri aracihigiyla yikilir (Sekil 14) (37).
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Niikleasyon Elongasyon Sekuesterasyon Degradasyon

Sekil 14 Otofajinin asamalari (36)

Substratin lizozoma getirilis bigimine gore {i¢ tip otofaji vardir. Bunlar:

1. Makrootofaji: otofaji olarak da isimlendirilmektedir. Yikilacak olan protein
ve organellerin sitoplazma ile beraber fagofora alinip yikilmasi islemidir.
Makrootofaji biiylik hiicresel bilesenlerin yikiminda gorev almaktadir bu

sebeple segici ve se¢ici olmayan mekanizmayla yikim gerceklesmektedir.

2. Mikrotofaji: Yikilacak olan partikiiller ara bir vezikiiler sisteme ihtiyag

duymadan dogrudan lizozomun i¢ine almasiyla gergeklestirilmektedir.

3. Saperon aracili otofaji: Yikilacak olan proteinler lizozoma tasinirken bir
sitozolik saperon araciligiyla taginirlar. Bu saperon 1s1 soku proteini- ‘heat
shock cognate’ 70 kDa’luk proteindir (Hsc70). Bu protein, HSP70 ile % 80
homoloji gostermektedir ve sitoplazmik substratlarin peptid dizilerini tanir.
Bir proteinin saperon aracili otofaji substrati haline gelmesi i¢in, proteinin N
terminal ucunda Lizin, Fenilalanin, Glutamat, Arjinin, Glutamin (KFERQ)
motifinin agiga ¢ikmasi1 gerekmektedir. Bu motif Hsc70 saperonu tarafindan
taninmakta ve substrati lizozoma hedeflemektedir. Lizozomal membran
proteini (LAMP-2A) ile etkilesime girerek yikilacak kargonun lizozoma
girisini saglamaktadir. Sonrasinda ise lizozomda yikim gerceklesmektedir

(Sekil 15) (37,49).
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Sekil 15 Otofajinin tipleri (48)

Birgok hasarlanmis organel ve hiicresel yapt genel temizlik sistemi olan otofaji ile
imha edilmektedir. Ancak hasarli mitokondriyonun otofajinin daha segici ve organele
spresifik formu olan mitofaji ya da mitokondriyal otofaji ile de yikimi

gerceklestirilmektedir (46).

2.4. Mitofaji

Hiicresel stres meydana geldiginde, mitokondriyonun fonksiyonunun devamlilig1 ve
hayatta kalmasi i¢in verilen bir diger yanit ise mitofajidir. Mitokondriyonun segici
olarak yikilmasi Parkin bagimli ve reseptor aracili mitofaji olmak tizere iki farkli

yolakla gerceklesebilir (50).

Mitofaji otofajinin segici bir formu olup hasarli ya da istenmeyen mitokondriyonun,
mitokondriyal makromolekiillerin (lipitler, proteinler ve DNA) ¢ift membranli
otofagozomlar igine alinarak yikilma siirecidir. Bu yikim siireci fagoforun taninmasi,
tutunmas1 ve mitokondriyon etrafin1 sararak otofagozom olusturmasi ve lizozomla

flizyona ugrayarak yikilmasi islemidir (51).
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Mitofaji, mitokondriyal kalite kontrol i¢in 6nemli bir mekanizmadir. Mitokondriyal
kalite kontrol i¢in ¢ok dnemli olan mitofaji bozuklugu ise, diyabet, ndrodejeneratif
hastaliklar ve kanserle de iliskilendirilmektedir. Giincel literatiir bilgileri de mitofaji
ve mitokondriyal enerji metabolizmasi arasinda baglant1 oldugunu isaret etmektedir

(52).

2.4.1. PTEN-indiikledigi kinaz 1 (‘PTEN-induced putative kinase 1°) (PINK1)-
parkin bagimh mitofaji

Mitofaji mekanizmasinin en iyi bilinen yolaklarindan biri PTEN-indiikledigi kinaz 1
(PINK1)-Parkin aracili mitofaji yolagidir. PINK1 mitokondriyal Ser/Thr kinaz olup,
ilk olarak Otozomal Resesif Juvenil Parkinson Hastaliginin (ORJPH) fenotipi ile
iliskilendirlmistir (53,54).

PINK1, N terminal mitokondriyal hedef dizisi- ‘mitochondrial target sequence’
(MTS), transmembran dizisi (TM) ve Ser/Thr kinaz domaini igerir (Sekil 18). PINK1
protein siirekli sentezlenmesine ragmen saglikli mitokondriyonda saptanamaz.
Sebebi, PINK1’in N terminal MTS domaininin dis zardan i¢ zara dogru gegerken
matriksteki ‘mitokondriyal processing peptidaz’ (MPP)’ler tarafindan kesilmesidir.
Kesilmenin ardindan PINK1’in TM segmentinin, i¢ zardaki rhomboid-benzeri serin
proteaz (PARL) tarafindan mitokondriyonla olan baglantis1 bozularak ‘N-end rule’
yolagi ve ubikiitin proteazom sistemi tarafindan yikilir. Sonu¢ olarak Parkin,
sitozolde inaktif olarak kalmaya devam eder ve mitofaji normal hiicrelerde baskilanir

(Sekil 16) (28,53-55).

Mitokondriyal membran potansiyeli PINK1’in kaderini belirler. PINK1’in dig zardan
i¢ zara ge¢isi mitokondriyal membran potansiyeli sayesinde olur ve bdylece buna
bagli olarak PINKI1 kesilir ve yikilir. Eger mitokondriyal membran potansiyeli
bozulursa PINK1 MPP/PARL aracili kesimden kurtulur, yikimdan kacar ve TOM
proteini ile etkileserek mitokondriyonun dis zarinda birikir. S6z konusu bu birikim
hasarli mitokondriyonun saglikli olanlarindan ayrilmasinda bir belirte¢ gorevi

istlenerek Parkinin segici olarak hasarli mitokondriyona yonlenmesini saglar. E3
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ubikiitin ligaz aktivitesi sayesinde Parkin dis zar {izerindeki proteinlerin {izerinde
ubikutinlenerek mitokondriyonun otofagozom adi verilen ¢ift membranli yapinin
arasina alimmasini saglayan sinyal kaskadini baslatir (Sekil 2.17). Otofagozomun

lizozomla fiizyonu ise hasarli mitokondriyonu ortadan kaldirir (17,28,54,56).

(a) PINK1
F104 5228 5402
mrs| [ | ]
1 34 a4 110 156 515 581
(b) Parkin
SE5 C431
1 TB 141 225 a7 are 410 465

Sekil 16 PINK1 ve Parkin proteinlerinin bolgelerinin gosterimi (53)

Bir E3 ubikiitin ligaz olan Parkin (PARK2) geni de, ORJPH ile iligkilendirilmistir.
Daha sonralar1 ise hasarli mitokondriyonun uzaklastirilmast ve hiicre sag kalim

sinyalizasyonu gibi ¢esitli hiicresel fonksiyonlarda da gorev aldigi bildirilmistir (57).

Parkin N terminal ubikiitin-benzeri (UBL) domaini, RINGO, RING1, IBR ve RING2
domainleri igerir (Sekil 18). RING1-IBR-RING2 kiimesine ‘RING-between-RING’
(RBR) denir. RBR tip E3 ligaz ailesindendir ve ubikiitin-tiyoesteri olusturma
ozelligindedir (54). Ubikiitinlenme siirecinde E2 enzimi RING1’e¢ baglanir ve
Ubikiitin Parkin’in katalitik sistein 431. (C431) boélgesine transfer olur. Sitozolde
Parkin inaktif konformasyondadir. Bu konformasyon Parkinin UBL domaini ve
represor element RING1’in E-2 baglanma bdlgesini bloklarken, RING2’nin katalitik
C431 bolgesi ise RINGO tarafindan bloklanir. Parkinin hasarli mitokondriyona
translokasyonu ise ubikiitin ligaz aktivitesi ve PINK1 akiimiilasyonu ile olur. PINK1,
Parkin proteininin UBL domainininden fosforlayarak Parkinin ligaz aktivitesini

uyararir Ve mitokondriyona yonlenmesini saglar (Sekil 17) (17,28,56).
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Sekil 17 PINK1/Parkin bagimli mitofaji (52)

PINK1 ve Parkin proteinlerinin birlikte aktive olmasiyla mitokondriyon ubikiitin
zincirleriyle kaplanir. Mitofaji gibi segici otofaji yolaklar1 araciligiyla da
ubikiitinlenmis mitokondriyonun fagofor olusturularak membran i¢ine alinip yikimi

saglanir (Sekil 18) (53,58).
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fagofor
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Sekil 18 Parkin/PINK1 bagimli mitofaji (58)
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2.4.2. Reseptor aracili mitofaji

Parkin'in mitofajideki kritik roliine ragmen, hasarli mitokondriyonun yok edilmesi
icin Parkin'den bagimsiz alternatif yolaklar da bulunmaktadir. Bu yolaklar birbirini
dislayan yolaklar olmayip, gelen uyariyla aktive olan birden fazla mekanizmanin

oldugunu géstermektedir (59,60).

Mitokondriyal toksinler, hipoksik-iskemik/oksidatif yaralanmalar ve mutasyona
ugramis genlerin Uriinii olan proteinlerin ifadelenmesi ile mitofajiyi uyarmaktadir.
Bu mitokondriyal ‘ye beni’ sinyalleri transkripsiyonel olarak regiile olabilecegi gibi
post-translasyonel modifikasyonlarla da mitofajiyi uyarabilmektedir. Bu sinyallerin

hepsi Atg8 homologlari tarafindan dogrudan/dolayli olarak taninabilirler (59).

Normal gelisimsel farklilasmada mitokondriyonun segici olarak uzaklastirilmasi
cesitli hiicre tiplerinde goriilmektedir. Bunlara ornek eritrositler verilmektedir. Bu
stirec mitokondriyon dis zarinda bulunan ¢esitli transmembran reseptorler
araciligiyla gergeklesmektedir. Mitokondriyonda lokalize, ‘BH3-only’ ailesi tiyesi
Nix, bir diger adi ‘BCL2/adenovirus E1B 19kDa protein-interacting protein 3- like’
(BNIP3L) eritrositlerin retikiilosit maturasyonu siirecinde transkripsiyonel olarak
aktiftir. Nix/BNIP3L, LC3B ya da LIR araciligiyla GATE-16 ile dogrudan etkilesime
gecerek fagofor olusumunu saglayabilmektedir (Sekil 19) (59,60).

fagofor
\ fagofor

Parkin-bagimsiz Mitofaji
1 Mitokondriyal Depolarizasyon/ Hasar \ 2
\ s

olugumu

/ olusumu

agofor icine alinmis
hasarl mitokondriyon

Sekil 19 Reseptor aracili (Parkin-bagimsiz) mitofaji yolaklar (58)
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Bunun disinda birgok LIR domaini igeren mitokondriyal dis zar proteini
tanimlanmaktadir. Bunlar arasinda ‘FK506-binding protein 8’ (FKBP8, FKBP38)’de
vardir ve mitofaji ile iliskilendirilmistir. Antiapoptotik protein olan FKBP8 normalde
mitokondriyon dis zarinda lokalizedir ve LC3A ile etkileserek mitofajide gorev
almaktadir (59-61).

Diger bir mitokondriyal dis zar proteini olan FUNDCI, hipoksinin indiikledigi
Parkin bagimsiz mitofajide reseptor olarak gorev almaktadir (62).

Baska bir selektif mitofaji mekanizmasi ise, kortikal néronlarda ve noroblastoma
hiicrelerinde goriilmektedir. Hiicrelere diisiik doz rotenon ve 6-hydroxydopamine
uygulanmasiyla mitokondriyon i¢ zarinda bulunan cardiolipin fosfolipiti
mitokondriyonun dis zarma transloke olmakta ve burada LC3 ile dogrudan
etkileserek mitofajiyi uyarmaktadir (Sekil 20) (59,63-65).

Reseptor Aracili Mitofaji Ubikiitin Aracili Mitofaji
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Sekil 20 Reseptor aracilt mitofaji (64)
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2.5. Mitofaji ve otofajide gorev alan adaptor proteinler

Gegmis calismalar otofajiyi, hiicresel aclik durumlarinda sitozoliin pargalanarak
hayatta kalim icin temel aminoasitlere ve besinlere doniistiiriilmesini saglayan
selektif olmayan bir siire¢ olarak tanimlamiglardir. Glinimiizde ise; agregat olusturan
proteinler, hasarlanmis mitokondriyon, ¢ok fazla sayida peroksizom ve patojenler
gibi iizerinde yikim sinyali bulunan segici kargolarin otofagozom membranina
almmarak yikilmasi siireci olarak tanimlanmaktadir. Yikilacak olan kargonun
taninmas1 ve otofagozoma tasinmasinda ise cesitli adaptor proteinler gorev
almaktadir. Giincel ¢alismalarla birgok otofaji reseptorii ve adaptorii tanimlanmustir.
Substrat ve kargonun niteligine gore farkli reseptorler gorev alarak kargoya 6zgiin
yikim saglanmaktadir. Bunlara 6rnek olarak protein agragatlari i¢in aggrefaji,
mitokondriyon i¢in mitofaji, ribozom i¢in ribofaji, preoksizom i¢in peksofaji, ER i¢in

retikiilofaji verilebilir (Tablo 1) (66).

Reseptorler/ Modifikasyon Enzimleri Selektif Otofaji
L Fosforilasyon Ubikuitinasyon Tipi
pSZISQSTIVI]_ ULK1, TBK1, CK2, TRIM21 Aggrefaji
p3843 Xenofaji
Zymofaji
OPTNIOptineurin TBK1, Plk1 HACE1 Aggrefaji
Mitofaji
Xenofaji
Ubqgin2
Aggrefaji
NBR1 GSK3 Aggrefaji
Pexofaji
ALFY
Aggrefaji
NDP52 Mitofaji
Xenofaji
Htt/l-luntingtin AKT, IKK, CDKS WWP1, TRAF6 Aggrefaji

Tablo 1 Otofaji adaptorleri ve reseptorleri
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Memelilerde en yaygin otofaji hedefleyen sinyal ubikiitindir. Otofaji reseptorlerinin
hem ubikiitin baglanma domaini hem de LC3-etkilesim domaini bulunur. Boylece,
otofaji reseptorlerinin Ozgiin yapist ve biyokimyasal aktivitesi segici otofajide
kargonun taninmasini1 belirler. Otofaji reseptorleri; protein fosforilasyonu,
ubikiitinasyonu ve oligomerizasyonu ile diizenlenmektedir. Bu post-translasyonal
modifikasyonlar, 6zgiin kargoya ve/veya otofagozomlara reseptorlerin baglanmasini
diizenleyerek otofajinin seciciligini ve verimliligini artirir. Otofaji reseptorleri,
adaptor proteinler tarafindan da modiile edilebilir. Otofaji adaptorleri otofaji
makinesi i¢in iskele gorevinde olup; LC3 proteinlerine baglanabilir ve reseptorlerle
olan etkilesimi sayesinde otofajik kargo ve LC3’iin reseptdr egilimini degistirebilir
(66).

Birgok otofaji reseptdrii tanimlansa da en iyi bilinenler (Sekil 21):
e p62/SQSTM1
e Optineurin (OPTN)
e ‘Neigbor of BRCAI gene 1’ (NBR1)
e ‘Calcium binding and coiled-coil domain 2 (CALCOCO2/NDP52)

e ‘Taxl (human T cell leukemia virus type 1) binding protein 1’
(TAX1BP1/T6BP)

e ‘Toll interacting protein’ (TOLLIP) (67,68).
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Sekil 21 Otofaji reseptorleri (68)

2.5.1. p62/SQSTM1 yapi ve ozellikleri

Ilk olarak sinyalizasyon yolaginda, hiicre biiyiimesi ve proliferasyonda gorevli
iskelet proteini olarak tanimlanan P62/SQSTZMI1, otofaji siirecinde ise

ubikiitinlenmis proteinlerin otofagozoma baglamasinda adaptor goérevi almaktadir

(69).

p62; C terminal ubikiitin-baglama domaini (UBA), kisa LC3-etkilesim bolgesi ‘LC3-
interacting region’ (LIR), diger adaptdr proteinlerle etkilesime girdigi ve kendi
kendine yikima tesvik eden N terminal Phox ve Bem1 (PB1) domaini, merkezi ¢inko
parmak ZZ domaini, Traf 6 baglama (TB) domaini ve Keap etkilesim bolgesi ‘Keap
interacting region’ (KIR)’dan olugmaktadir (Sekil 22) (70,71).
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Sekil 22 p62 domain yapisi ve etkilesim gosterdigi partnerler (69)

P62’nin otofaji reseptorii olmasi 3 temel etkilesime dayanmaktadir. Bunlar:

1. p62 dogrudan se¢ilmis olan kargoyla etkilesmesidir. Bunun ic¢in p62 C

terminal UBA domainini kullanarak ubikiitinlenmis kargoyla etkilesime girer.

2. LC3/ATGS ile etkilesime girmesidir.

3. p62’nin PB1 domaini iizerinden homopolimerizasyonu ve kargoyla agregat

olusturmasidir (Sekil 23) (70,72).

Sekil 23 p62 otofaji reseptorii (72)

32



p62/SQSTMI1'in bir otofaji reseptorii olarak tanimlanmasi, makrotofajinin segici bir
islem olarak tanimlanmasini saglamistir. Hem secici hem de secgici olmayan otofaji,
ayni otofaji makinesini kullanir, ancak secici otofaji, seg¢ici olmayan formda
bulunmayan ilave bilesenleri igerir. ilk olarak, segici otofaji, secilen kargoyu,
bliyliyen fagoforun i¢ ylizeyine lipide edilmis LC3’lere baglayan otofaji
reseptorlerine (p62 gibi) dayanir. Ikincisi, segici otofaji isaretli kargolara baglidir.
Pek c¢ok otofaji substrat ubikiitin ile isaretlenir. Ugiinciisii, otofaji reseptdrlerinin ve
kargonun, fagofor olusumunu miimkiin kilmak i¢in yeterince biiyiik bir yap1 halinde
toplanmas1 gerekir. Dordiinciisii, segici otofaji, biiyiimekte olan fagoforun i¢ zar

yiizeyine kargo baglayan adaptorler olarak islev goren LC3'lere baghidir (72).

Fonksiyonu bozulmus mitokondriyonda E3 ubikiitin ligaz olan Parkinin sitozolden
mitokondriyona translokasyonunu takiben p62, PB1 domaini iizerinden
polimerizasyon yaparak agregasyona aracilik eder ve hasarli mitokondriyonun otofaji

ile ortadan kaldirilmasini saglar (73).

2.5.2. Optineurin yap1 ve ozellikleri

Optineurin (OPTN), Normal tansiyonlu glokom (NTG) ve Amilotropik Lateral
Skleroz (ALS) ile iliskilendirilmis bir gendir. Bu genin kodladig: sitozolik proteinin
farkli proteinler ile etkilesime girerek; vezikiiler trafik, golgi devamliligi, Niikleer
Faktor Kappa Beta (NFK-B) yolagi, antibakteriyal/antiviral sinyalizasyon, hiicre

dongiisii kontrolii ve otofajide gorev aldigi bildirilmistir (74).

OPTN ilk olarak 1998 yilinda maya iki-hibrid goriintiilemede, adenoviriis proteini
E3-14.7K (C grubu insan adenoviriisleri 14.7 kDa'nin erken bolgesi 3) baglanma
partneri olarak kesfedilmistir ve bundan sonra FIP-2 olarak adlandirilmistir (14.7
kDa etkilesimli protein i¢in). Daha sonra, bu genin NEMO (NF-KB temel modiilator)
ile gli¢lii bir homolojiye sahip oldugu ve NEMO-iliskili protein olarak adlandirildig:
belirlenmistir. Fakat ayn1 zamanda transkripsiyon faktorii IIIA-etkilesimli protein,
Huntingtin-etkilesimli protein 7 ve Huntingtin maya partneri L olarak da bilinir.

Sonunda, bu ¢ok fonksiyonlu protein “optik ndropati uyaran” (OPTN) olarak
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yeniden adlandirilmistir, onemli bir noroprotektif rol oynadigi ve bu gende
mutasyonlarin korliikkle sonuglanan birincil agik acili glokom gelisimine neden

oldugu gosterilmistir (75-77).

OPTN geni 10p13°de lokalizedir ve 37kb’lik uzunluktadir. mRNA’s1 16 ekzondan
olusur. Ilk ii¢ ekzon kodlanmayan dizilerdir ve kalan 13 ekzon 577 aminoasitlik
protein kodlamaktadir (Sekil 24) (74,75).

CYLD
(424-509 aa)
TBK1 Rab8 Htt
(1127 aa) (141-209 aa) (411-461 aa)

3 a7 174 230 _ 445 502 577
s [l e « w! W

141 161 169 184
mGluR1a Myosin VI

(202-246 aa) (412-520 aa)
LCJGABARAP HACE1
(169-209 aa) (411-456 aa)

Sekil 24 Optineurin yapisi (78)

Optineurin proteini kalp, beyin, iskelet kasi, karaciger ve gozde ifadelenir. NEMO
benzeri domain, 16sin fermuar ve coiled-coil motiflerini, ubikiitin baglanma domaini
(UBD), LC3 etkilesim bolgesi-interacting region (LIR) ve karboksi (C) terminal
C,H, tip ¢inko parmak igerir. Igerdigi UBD domaini sayesinde ubikiitinlenir.
Ubikiitinlenen kargoya baglanma yetenegi sayesinde otofaji ile iligkili LC3 proteini

ile etkileserek otofaji reseptorii ya da adaptorii olarak gorev alir (Sekil 25) (74,78).
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Sekil 25 Ubikiitin bagimli segici otofaji siireci (74)

Otolizozom

Birgok hiicresel siire¢ boyunca optineurinin adaptor rolii, ¢ok sayida protein ile
etkilesime girme kabiliyeti sayesinde miimkiin olmaktadir. OPTN’in; TRAF ile
iliskili NFk-B aktivatorii (TANK)-baglayici kinaz 1 (TBK1), LC3-Il, miyozinVI,
Tax1 Baglayict Proteinl (TAX1BP1), Rab8, Huntingtin (Htt), transferrin reseptor,
adenoviriis E3-14.7K, reseptor etkilesimli protein (RIP), bZIP transkripsiyon faktori
noral retina 16sin fermuar, miyozin fosfataz hedefli alt tinite 1, transkripsiyon faktorii
1A, SOD1, kaspaz 8, HACE1, CYLD ve metabotropik glutamat reseptorii 1-5 gibi
proteinlerle  fonksiyonel etkilesimleri ile ¢ok sayida metabolik yolun

diizenlenmesinde gorev almaktadir (Sekil 26) (71).

Optineurinin post-translasyonel modifikasyonlar1 da diizenlemesinin bir pargasi
olarak ortaya ¢ikar. Bir serin/treonin kinaz olan TBK1, optineurinin birincil
diizenleyicilerinden biridir. Yapisal olarak, TBK1, N-terminal kinaz domaini ve
ubikiitin benzeri domain (ULD), sarmal iskele dimerizasyon domaini (SDD) ve C-
terminal bolgesinde adaptor baglanma (AB) domaininden meydana gelmektedir

(Sekil 26). TBK1'in aktivasyonu, Serl72 rezidiisiinde kinaz aktivasyon loopunun
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fosforilasyonu ile  gerceklesmektedir., TBK1 lokalizasyonu, aktivitesinin
belirlenmesinde ve optineurin fonksiyonu iizerindeki etkilerinden 6tiirii kritik dneme

sahiptir (71,79).

A Ubiquitin
NEMO- ke domain S177 S473 S513
31-072 | )
. ol .
[Vterm] 1 wef CC domain 1)L CC domain 2 ZF |s77[Cterm]
26-119aa 230-445aa
TBK1 Rab8 HACET Rabla
(1-127aa) (141-209aa) (411-456aa) (532-557aa)
mGIURT &5 Myosin VI
(202-2462a) (412-520aa)
LC3/GABARAP - cvwo
(169-209aa) (424-509aa)
MYPT1 Huntingtin
(131-170aa) (411-461aa)
NRL
(423-577aa)
TFIIA
(160-496aa)
TBC1D17
(209-412aa)
Tax1
(300-577aa)
E3-14.7K

(395-577aa)

CC domain 2|729
658-72%aa

Optineurin
(601-729aa)

S1I72

(e

Sekil 26 Optineurin ve TBK1’in domain yapilar1. A ile gosterilmis olan OPTN, B ile gdsterilmis olan
TBK1 dir (71)

TBKZY’in optineurine baglanmasi C-terminali CC domaini i¢inde, polar ve hidrofobik
etkilesimler yoluyla saglanir ve TBK1 aracili Ser177 fosforilasyonu i¢in gereklidir.
Bunun da, optineurin LIR'in LC3 baglama kapasitesini belirgin sekilde arttirdig
gosterilmistir. Optineurinin TBK1 tarafindan UBAN domaini {izerinde Ser473 ve
Ser513’ten fosforilasyonu polubikiitin zincirlerinin baglanma afinitesini arttirarak
optineurin aracili mitofajinin etkinligini artirir. Bu veriler, optineurinde meydana
gelen posttranslasyonal degisikliklerin, otofaji sirasinda kargonun taninmasi islevini
degistirmede kritik oldugunu gostermektedir. TBK1, ubikiitin proteinlerinin yani sira
LC3 ailesi proteinleri ile etkilesimlerini diizenlemek i¢in optineurini dogrudan da
fosforlayabilir (Sekil 27) (71,80-82).
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Sekil 27 Optineurin TBK etkilesimi (71)

TBKI1 ayrica, glokom ve c¢esitli norodejeneratif hastaliklarla iliskili protein
agregatlarinin otofajik kKklerensinde gorev almaktadir. TBK1'in ayrica, hasarl
mitokondriyonun etkin bir sekilde uzaklastirilmasi i¢in segici otofaji yolaklarinda da
Kilit rol oynamaktadir. TBK1 depolarize mitokondriyonun mitofajisine aracilik

etmek i¢in otofaji reseptorleri ile uyum iginde hareket eder (76).

OPTN’nin etkilesime girdigi bir diger protein ise HECT domain ve ankirin tekrarlar
iceren E3 ubikiitin protein ligaz 1 (HACE1L)’dir. HACEI1, C terminalinde HECT
domaini ve N terminalinde 6 ankirin tekrari igeren bir E3 ubikiitin ligazdir.
OPTN’nin K 193. pozisyondan ubikiitinlenmesi, otofaji reseptorleri olan OPTN ve
p62/SQSTZML1 ile olan fiziksel etkilesimleriyle otofajinin akivasyonunda gorev
almaktadir (Sekil 28) (74).

OPTN Lys|93
v AN 456 577
NEMO-like ILZ LIR cc HR| [usan| |znF
64 257 C'y Sa76
—H{@EEEEOB+—(__Hect 0
ANK

Sekil 28 Optineurin ve HACE] etkilesimi (83)
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Optineurin otofagozom olusumu ve protein agregatlarinin degradasyonunu saglar.
Ancak optineurinin mitofajideki rolii tam olarak belirlenememistir. OPTN’de
meydana gelen mutasyonlar ALS Hastalig1 ve Glokom ile iligkili bulunmustur. Bu
norodejeneratif hastaliklarin mitokondriyal hasarlanmalarla da iliskisi oldugundan
optineurinin hasarli mitokondrinin otofajik yikiminda bir rolii oldugunu isaret eder

niteliktedir (83).

Islevini yitirmis substratlarin yikilacagi zaman selektif otofaji ile dogru eslesmesi
icin, optineurin, niikleer nokta proteini 52 (NDP52), NBR1 veya p62 gibi otofaji
reseptorii  proteinleri gereklidir. Yikilacak olan substratlar, otofaji reseptdrleri
igerisinde bulunan belirli ubikiitin baglanti tipleri i¢in 6zgiin olan UBD'ler tarafindan
her yerde bulunur ve tamnir. ilave bir LC3 etkilesimli bolge (LIR) sayesinde, bu
reseptorler dogrudan otofagozomal membran ile etkilesime girebilir, bdylece

kargonun taninmas, trafigi ve yikimi kolaylasir. (71)

2.6. Lipotoksisite

Obezite ve T2DM goriilme sikiligr diinya ¢apinda artmaktadir. T2DM uzun siireli
metabolik bir hastalik olup; hiperglisemi ile karakterize bir hastaliktir. Hastaligin
primer patogenezi halen tamamiyla bilinememekle birlikte artmis seviyede SYA
sirkiilasyonu  T2DM’nin temel sebebini olusturmaktadir. Normal fizyolojik
kosullarda beslenmeyle alinan enerjinin fazlas1 trigliserid olarak adipositlerde
depolanmakta olup, enerji ihtiyact olunca lipoliz araciligiyla SYA’leri salinmasiyla
metabolik homeostaz saglanmaktadir. Ancak obezitede, anormal bazal doku
lipolizinden dolay1, dolagimdaki SYA miktar1 artmaktadir. Artan serbest yag asitleri
ise karaciger, iskelet kasi, kalp ve pankreas gibi non-adipoz dokularda birikmeye
baglamaktadir. Bu durumda gelisen lipotoksisite, organel fonksiyon bozukluguna,
hiicre hasarina, metabolik bozukluklara, kronik inflamasyona, hiicresel fonksiyon

kayiplarina ve non-adipoz doku oliimiine sebep olmaktadir (3,84).

Serbest yag asitlerinin karacigerde fazla birikmesi ile insiilin direnci (IR), diyabet,
NAYKH ve NASH gozlenmektedir(85).
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NAYKH, Bati'da ve Asya'da sirastyla % 20-30 ve % 15-20 oraninda prevalansa
sahiptir. NAYKH gelisimde insiilin sinyalizasyonu, m-TOR, otofaji ve AMPK gibi
hiicresel yolaklarda meydana gelen bozukluklar 6nemli bir rol oynamaktadir. Yagh
karaciger hastali§i, T2DM gibi ¢esitli ko-morbiditeler ile de iligkili olup, her iki
kosulda da adipositlerde ve hepatositlerde IR, glukoz ve lipid metabolizma

bozukluklarini igerir (86).

2.6.1. Palmitik asit (PA)

Serbest yag asitleri kimyasal olarak doymus ve doymamis serbest yag asitleri olarak
siiflandirilirlar. Bu farklilik onlarin biyolojik fonksiyonunu etkilemektedir. Diyette
ve serumda en fazla bulunan doymus serbest yag asidi Palmitik Asit (PA) olup; 16
karbonlu uzun zicirli bir yag asididir. En sik rastlanan doymamis serbest yag asidi ise
18 karbonlu oleik asittir. Yapilan ¢aligmalar doymus yaglarin lipotoksik etkisinin
doymamig olanlara gore daha fazla oldugunu gostermis olup; ayrica doymamis

yaglarin lipotoksisistede koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (87—92).

Hiicre ici artmis seviyede PA, mitokondriyonda oksidasyona ugrayarak zararli
kompleks lipidler olan diagil gliserole (DAG) ve Seramide doniisiir. Hiicre i¢inde
artmis DAG ve seramid ise bir¢cok yolag: etkilemektedir. Artmis seramid sentezi
cesitli yolaklar tizerinden insiilin direncine neden olurken, bunun disinda da
organeller tizerinde etkisi bulunmaktadir. ER’da ER stresine sebep olurken;
mitokondriyonda da yag asitlerinin p oksidasyonunun inhibisyonu, Reaktif Oksijen
Tiirlerinin (ROS) artis1 ve mitokondriyal strese sebep olmaktadir (Sekil 29) (87,93).
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Sekil 29 Palmitik asidin etkili oldugu yolaklarin bir kismi1 (88)

2.7. Karbonil siyanid 3-klorofenilhidrazon ¢carbonyl cyanide 3-
chlorophenylhydrazone’ (CCCP)

Fizyolojik kosullarda mitokondriyon tamamen eslesmemis-‘uncoupled’ haldedir.
Oksidatif fosforilasyon siirecinde mitokondriyon i¢ zarindan proton kagisi soz
konusudur. Bu kagis ROS iiretimini minimize etmek i¢in olusmus koruyucu bir
mekanizmadir. Endojenik eslesmeme-‘uncoupling’; mitokondriyal anyon siiper ailesi
olan aspartat/glutamat tasiyicilar, mitokondriyal permeabilizasyon poru (mPTP),
adenin niikleotit translokaz (ANT) ve wuncoupling proteinler (UCP) ile
gerceklesmektedir. UCP’ler cesitli metabolik ve norodejeneratif bozukluklarla iligkili
mitokondriyal ROS iiretiminin  regiilasyonunda katkilar1  bulunmaktadir.

‘Uncouplerlar ise UCP’lerin etkilerini taklit etmekte olup bunlara 6rnek olarak
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Karbonil siyanid 3-klorofenilhidrazon ‘Carbonyl cyanide phenylhydrazone’ (CCCP)
verilmektedir (94).

CCCP yiiksek reaktif thiol gruplarindan dolayr mitokondriyal ayirici-‘uncoupler’dir.
Lipofilik zayif asit sinifi iiyesidir. Lipit membranlarda protonlar i¢in gegirgenligi
secici olarak artirmalarindan dolay1 proton tasinim bileseni olarak tanimlanmistir.
CCCP’ler MiZ’deki lipitlerin icinde c¢oziindiigiinden protonlart mitokondriyal
matrikse birakabilirler. Bu siiregte ise ApH bozulur. Iyonize negatif yiiklenmis
bilesen daha sonra membran boyunca yayilarak elektrik alan gradiyentini azaltir ve

Aym’1 dagitir (94,95).

CCCP, ETZ’nin bir uncoupler-ayiricisidir. Uncoupler-ayiricilar, elektrokimyasal
gradyanlarini takiben protonlarin mitokondriyal matrikse hareket etmesine izin veren
ve Mitokondriyal Membran Potansiyelinin (MMP)'min ¢okmesine yol agan, artan
mitokondriyal ROS ve apoptoza neden olan ilerleyici mitokondriyal yetmezlige yol

acan kii¢iik molekiillerdir (95).

Deneysel kosullarda mitokondriyal hasari taklit etmek i¢cin CCCP gibi uncouplerlar
hiicrelere verilerek mitokondriyon depolarize hale getirilmektedir. CCCP i¢ zarda
membran potansiyelinde azalmaya sebep olmaktadir. Boylece proteinlerin TIM
kompleksinden i¢ zara tasinmasina Sebep olarak PINK1, Parkin proteinin
fonksiyonel hale getirerek ve mitofajiyi tetiklemektedir (57,96,97).

Yapilan calismalarda farkli thiol grubu igceren ajanlarin diisiik konsantrasyonlarda
OXPHOS’u eslesmemis hale getirdigi ve yiiksek konsantrasyonlarda uygulandiginda
ise solunumu inhibe ettifi ve Aym’nin gili¢ kayb1 ve ¢okiisliniin mitokondriyal
degradasyona ve apoptoza neden oldugu bildirilmistir. S6z konusu c¢aligmalarda
Aym bozulmasmma ve mitokondriyal ATP iiretimi kesilmesine ragmen Kkiiltiir

hiicrelerinin direng gosterdigi raporlanmigtir (94).

CCCP'nin  mitokondriyon  depolarizasyonu, ~ATP  sentezinin  azaltilmasi,
mitokondriyal fisyon, mitofaji ve ROS iiretimi gibi, pleiotropik etki gosterdigi
bildirilmistir (98).
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3. GEREC ve YONTEM

Insan Hepatoseliiler Karsinom hiicre dizisi olan HepG2 (ATCC-HB8065)
hiicrelerinde palmitik asit (PA) ve Karbonil siyanid 3-klorofenilhidrazon ‘Carbonyl
cyanide phenylhydrazone’ (CCCP) kullanilarak yaratilan stres ortaminda, tablo 2’de
listelenen mitokondriyonla iliskili stres ve mitofaji genleri ile otofaji adaptorii/otofaji

reseptorii genlerinin ifadelenmeleri gergek zamanli PZR yontemi ile analiz edilmistir.

Calismanin is akis plani ise tablo 3’de gosterilmektedir.

Mitokondriyonla Otofaji
iligkili stres ve adaptorii/otofaji
mitofaji genleri reseptorii genleri
Parkin Optineurin
HSP60 HACE1
HSP10 p62
CHOP TBK1
LC3-1I

Tablo 2 ifadelenmesi yapilacak olan genler
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l HepG2 hicreleri ¢ogaltihr \
l 0, 6, 12 ve 24, saatlerde | l 0, 1, 2, 24 ve 48. saatlerde |

1mM PA uygulamasiyapilir 10pM CCCP uygulamasi yapilir
1 1
r T t T 1 T T t
l MTT testi | lRNAiwlasvanul l cDNAsentezi | - E:n" oo 'si:itlil’z“e' l MTT testi | lnNAizulasvunul l cDNA sentezi |

Optineurin Optineurin
P62 P62
Hacel Hacel
TBK1 TBK1
LC3lI LC3II
CHOP CHOP
Hsp10 Hsp10
HSP60 HSP60

Tablo 3 Is akis plant

3.1. Calismada Kullamlan Kimyasal Malzeme ve Soliisyonlar

3.1.1. Hiicre kiultiirii

Hiicre Hatt1

Bu calismada Insan Hepatoseliiler Karsinom (HepG2) (ATCC-HB8065) hiicreleri
kullanilmistir. Hiicreler 37°C su banyosunda 1 dakika bekletilerek ¢oziildiikten sonra
1200 rpm’de 7 dak. santrifiij edilip siipernatant kismi atilmistir. Pellet taze besi

yeriyle ¢cozdiiriiliip cogaltilmistir.

Besi yeri: Capricorn, DMEM High Glucose, DMEM-HA
Fetal Dana Serumu (FBS): Capricorn, FBS-11A
Penisilin-Streptomisin: Capricorn, PS-B

Tripsin-EDTA (%0,25): Multicell, 325-043-CL
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25c¢m? TC Flask: Orange scientific 4420100N
Hiicre dondurma tiipleri: Greiner bio-one, 2ml
Dimetilsiilfoksit (DMSO): Sigma, D9170
Fosfat Tuz Tamponu (PBS): Sigma, D1408
2-Mercaptoethanol: Merck, ES-007-E
Palmitik Asit: Sigma, P0500

CCCP: Sigma C2759

Deney tiipii (15ml): Greiner, 188261

Bovin Serum Albumin (BSA): Sigma A6003

Flask (96 kuyu): Starlab, CytoOne 96 well plate, CC7682-7596

3.1.2. Cell proliferation kit I (MTT) [3-(4,5-dimetildiazol-2-yl)-2,5 difenil
tetrazolium bromid]

Hiicre canliliginin tespiti icin MTT testi yapilmisir (Katalog numarasi: 11 465 007
001 ROCHE). Uygulamalar 96 kuyucuklu plaklara ekilen hiicreler tizerinde
gerceklestirilmistir.

3.1.3. RNA izolasyonu

RNA izolasyon kiti: Qiagen, RNeasy mini kit,74104
Dietil piro karbonat, DEPC: Sigma, D5758

%0,1’lik DEPC’li su: 1000 ml steril distile su (dH20)’ya 1 ml DEPC eklenip
karistirtlir. Ardindan 12 saat boyunca 37°C etiivde inkiibe edilip otoklavlanir
(100°C’de 15 dakika) sogutularak kullanilir.
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Etil Alkol: Sigma, E7023

3.1.4. cDNA( komplementer DNA) sentezi

cDNA sentezi igin ticari kit olan Transcriptor First Strand Synthesis Kit Roche,
0487030001 kullanilmistir. Uygulama i¢in sarf malzemesi olarak 0,2 ml’lik PZR

tiipleri ve steril filtreli pipet uclar kullanilmistir.

3.1.5. cDNA kontrol PZR

Taq DNA polimeraz (5U/ul): Roche, 11146173001

dNTP (10mM X 4): Roche, 11581295001

beta aktin primer F: 5>-CGGAACCGCTCATTGCC-3’

beta aktin primer R: 5>-~ACCCACACTGTGCCCATCTA-3’
MgCl, (25mM): Sigma, M8787

PZR sonrasi elde edilen amplifikasyon firiinleri Kodak EDAS 290 UV goriintiileme

cihazinda goriintiilenmistir. PZR islemi i¢in XP cycler cihazi kullanilmistir.

3.1.6. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz: Sigma, A9539
TAE c¢ozeltisi;
Tris baz: Sigma, T7527

Borik Asit: Sigma, B6768
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EDTA: Sigma, E5134

Yiikleme Tamponu;

Gliserol: Sigma, G5516

Orange G: Sigma, 03756

15 ml gliserol, 100mg orange G ve 35 ml 1X TAE i¢inde hazirlanmistir.
Etidyum Bromiir: Invitrogen, 15585-011

DNA markir (50bg): Thermo scientific, SMO373

%1,5’lik agaroz jel: 1,5 gr agaroz, 100ml 0,5X TAE, 2,5 ul Etidyum Bromiir

3.1.7. Es zamanh PZR (gRT-PZR)

Kantitatif es zamanli PZR (qRT-PZR) icin Roche firmasina ait Light Cycler 480 II

cihaz1 kullanilmistir.

LC 480 Multiwell plate Roche 4729692001
LightCycler 480 Probes Master Roche 4887301001
RealTime ready Catalog Assay ACTB 143636
RealTime ready Catalog Assay DDIT3 100355
RealTime ready Catalog Assay HACE1 119971
RealTime ready Catalog Assay HSPD1 137174
RealTime ready Catalog Assay HSPE1 100500
RealTime ready Catalog Assay MAP1LC3B 144005
RealTime ready Catalog Assay OPTN 114513

RealTime ready Catalog Assay PARK?2 144556
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RealTime ready Catalog Assay SQSTM1 113560
RealTime ready Catalog Assay TBK1 145187

Calismada kullanilan tiim pipet uglar filtreli ve sterildir. 0,2 ml, 1,5 ml, 15 ml ve 50

ml’lik deney tiiplerinin hepsi sterildir.

3.2. Yontemler

3.2.1. Hiicrelerin ¢oziilmesi

Azot tankindan %10 DMSO igeren besiyerinde dondurulmus olan vialler ¢ikarilarak,
onceden 37°C ayarlanmis su banyosu i¢inde 1 dakika bekletilmistir. Steril bir falkon
tiip icine 6 ml besiyeri koyulup vial i¢indeki hiicre karisimi bir miktar besiyeri ile
birlikte falkon tiipe aktarilmis, 1200 rpm’de 7 dakika santrifuj sonrasi tiipiin
istlindeki supernatant atilmigtir. Tiipiin dibinde kalan pellet iizerine yeni besiyeri
eklenerek pipetaj yapilmis ve hiicret+besiyeri karisimi 25cm®lik flaska ekilmistir.
Inverted mikroskop (Olympos CK40 10X biiyiitme) ile hiicreler gozlenerek 37°C,

%5 CO; inkiibatoriine yerlestirilmistir.

3.2.2. Hiicrelerin ¢ogaltilmasi ve pasajlanmasi

HepG2 hiicrelerinin ¢ogaltilmasinda DMEM besiyerine %10 1s1 ile inaktive edilmis
(56°C’de 30 dakika) Fetal Dana Serumu (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin
eklenmesiyle hazirlanmis besi yeri kullanilmigtir. Haftada 2 kez besi yeri
degistirilerek 37°C’de %5’lik CO; inkiibatdriinde biliylimeleri saglanmistir. Ayrica
flasklar inverted mikroskop ile giinlik olarak canlilik, ¢ogalma ve enfeksiyon
acisindan degerlendirilmistir. Hiicreler ekildikleri flasklar1 kapladiklarinda (%90
konfluensiye ulastiktan sonra) %0.25 Tripsin-EDTA ile pasajlanmistir. Pasaj sonrasi

hiicrelerin 4X10* hiicre/cm? olacak sekilde ekilip tiremeleri saglanmistir. Calisma
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icin yeterli sayida hiicre elde edildiginde hiicreler 96 kuyucuklu plaklara ve 25
cm®lik flasklara ekilmistir.

3.2.3. Palmitik asit (PA) hazirlanmasi

512 mg PA tartilip, 10 ml %100 etil alkol ile karistirilarak 60°C su banyosu i¢inde
¢oziilerek 200 mM PA stok elde edilmistir. 3 gr Bovine Serum Albumin (BSA) tartip
30 ml DMEM FBS igermeyen besiyerinde ¢oziilerek %10’luk BSA elde edilmistir.
200 mM PA hesaplamalarla uygun miktarda alinip %10’luk BSA’da ¢oziildiigiinde 4
mM PA elde edilmistir. PA’nin BSA’da iyice ¢ozlinmesi ig¢in 2 saat siireyle
calkalayici platformda karistirilmistir. Coziilme tamamlandiktan sonra da 4mM PA
karisimu filtreden gegirilmistir. 96 kuyucuklu plaklarda 0,3mM, 0,5mM, 0,7mM ve
ImM PA olacak sekilde doz denemeleri yapilarak uygun dozun referans makaleyle
benzer sekilde ImM olmasi kararlastirilmistir. Kontrol grubunda ise etanol ve
%10’luk BSA’dan 4mM kontrol stok elde edilmistir (99-101).

3.2.4. Karbonil siyanid 3-klorofenilhidrazon (carbonyl cyanide m-chlorophenyl
hydrazone) (CCCP) hazirlanmasi

1 g olarak ambalajlanmis olan CCCP 5 ml DMSO’da ¢oziilerek 1M (1000mM) stok
CCCP elde edilmistir. Buradan hesaplamalarla 1mM (1000uM) 2. stok elde
edilmistir. Filtreden gegirerek giincel makaleler dogrultusunda 10uM, 20uM, 30uM
konsantrasyonda uygulamalar yapilmis ve 10uM CCCP uygun doz olarak
kararlastirilmistir. Kontrol grubu olarak DMSO ve besi yerinden 100mM’lik kontrol
stok elde edilmis ve buradan da 1000uM’lik CCCP kontrol 2. stok elde edilmistir
(96).
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3.2.5. Hiicre canlihig ve sitotoksisite testi

Kararli tetrazolium tuzu olan MTT hiicrelerde ger¢eklesen kompleks hiicresel
mekanizma ile ¢oziilebilir formazana doniismektedir. Bu doniisiim canli hiicrelerde
NAD(P)H’nin glikolitik {iretimine baglhdir. Bu nedenle olusan formazan miktari
direkt olarak kiltirde metabolik olarak aktif hiicreleri (canli hiicreleri)
gostermektedir. Bu c¢alismamizda farkli saatlerde uygulanan PA ve CCCP’nin

HepG2 hiicrelerindeki sitotoksik etkisini géstermek amactyla MTT kullanilmustir.

Bunun igin ilk 6nce thoma laminda sayim yapilmis, sonrasinda HepG2 hiicrelerini
40000 hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyucuklulu plaklara ekilmistir. Kuyucuklara
100ul besiyeri eklenerek, tutunmalart i¢in 48 saat 37°C’de %5 CO;’li inkiibatorde
bekletilmistir. Hiicrelere ayr1 ayri 1ImM PA ve 10uM CCCP uygulanmistir. PA
verilen hiicreler 0, 6, 12 ve 24. saatlerde, CCCP verilen hiicreler ise 0, 1, 2, 24 ve 48.
saatlerde uygulamasi sonlandirilmigtir. Her saat i¢in ayri bir 96 kuyucuklu plak
kullanilmistir. Inkiibasyon siiresi dolan plak inkiibatérden ¢ikarilmis ve iizerindeki
besiyerinden 150ul ¢ekilip 10 plt MTT soliisyonu eklenmisir. 4 saat 37°C’de inkiibe
edildikten sonra her kuyuya 100ult MTT solubilizasyon soliisyonu eklenmis ve bir
gece 37°C’de inkiibe edilmistir. Ertesi giin plaklar 96 kuyucuklulu ELISA
okuyucuda (Biotek Epoch Gen5 2.0) 550 nm- 690 nm dalga boylarinda okunmus ve

sonuglart all-in-one microplate reader programinda analiz edilmistir.

3.2.6. Hiicre kiiltiirii materyalinden total RNA izolasyonu

25cm?’lik flasklara ekilmis olan HepG2 hiicrelerine PA ve CCCP ile gerekli
inkiibasyon siireleri sonunda elde edilen hiicrelerden asagidaki protokol takip

edilerek RNA izolasyonlari yapilmustir;

1. 25cm”lik  flasklardaki hiicrelerin  besiyeri  uzaklastihp — %0,25’lik
Tripsin/EDTA ile kaldirildiktan sonra tizerine 350 plt RLT tamponu
eklenmistir. Pipetleme yapildiktan sonra hiicreler 1,5ml’lik steril ependorf

tiiplerine aktarilmistir.
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2. Uzerine 350 plt DEPC’li su ile hazirlanmis olan %70°lik etil alkol eklenmis
ve toplam hacim kolonlara aktarilmistir. 15 saniye 8000g’de santrifiij

yapilmistir. Toplama tiipiinde biriken sivi lizat uzaklagtirilmistir.

3. 700 plt RW1 tamponu eklenmis, 15 saniye 8000g’de santrifiij yapilmstir.

Toplama tiipiine biriken siv1 lizat uzaklastirilmistir.

4. 500 pl RPE tamponu eklenmis, 15 saniye 8000g’de santrifiij yapilmustir.

Toplama tiipiine biriken s1v1 lizat uzaklastirilmistir.

5. 500 pul RPE tamponu eklenmis, 2 dakika 8000g’de santrifiij yapilmostir.

Toplama tiipiine biriken s1vi lizat uzaklastirilmistir.

6. Kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirilerek 1 dakika maksimum hizda

santrifiyj yapilmustir.

7. Kolon yeni bir 1,5ml’lik steril ependorf tiipe yerlestirilmistir. 45ult RNAaz
icermeyen su eklenmis, 2 dakika 8000g’de santrifiij yapilmistir.

8. Elde edilen 45 plt hacmindeki RNA’nin 6 plt’si steril bir bagka tiipe
aktarilmigtir. Bu islem ile ana stogun siirekli dondurma-¢ozme siireglerine
maruz kalmasi engellenmistir. Ayrilan RNA agaroz jelde RNA kalitesinin
degerlendirilmesinde ve RNA miktarinin Sl¢iimiinde kullanilmistir. Stok

RNA ise izolasyon sonunda -80°C’ye kaldirilmustir.
RNA’nin Kalitatif Degerlendirilmesi:

Izole edilen total RNA hazirlanan %1,5’lik agaroz jel de kontrol edilmistir. 100 ml
0,5X Tris Asetik asit EDTA (TAE) tamponu igine 1,5 g agaroz koyulup,
kaynatilmigtir. Uzerine 2,5ult (10mg/ml) etidyum bromiir eklenmis ve
calkalanmistir. Polimerlesme tamamlandiktan sonra 5 plt jel yiikkleme tamponu ile
karistirilan 4 plt RNA 6rnegi 90V’da 45 dakika yiirtitiilmistiir. Yiiriitme sonrast 28S
ve 18S rRNA UV 1s18inda gozlenmistir.
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3.2.7. RNA safliginin ve miktarimn tayini

Izole edilen RNA’larin safliginin kontrolii 260/280 nm’deki absorbans orani ile
saptanmistir. Spektrofotometre cihazi olarak Biotek Epoch Gen5 2.0 ve all-in-one
Reader yazilim programi kullanilmistir. DNA ve protein kontaminasyonu tagimayan,
iyi kalitede izole edilmis RNA’da beklenilen 260/280 nm absorbans orani 1,8-
2,1°dir. 2ult izole edilen RNA, 2ult steril distile su ile karistirilip her kuyuya 2ult
ornek koyularak okuma yapilmistir. Elde ettigimiz RNA’larin 260/280 nm absorbans
oran1 2,0-2,1 olarak ol¢iilmiistiir. Ol¢iim sonrasi elde edilen veriler 2 ile garpilarak

izole edilen RNA’larin miktarlart hesaplanmistir.

3.2.8. Komplementer DNA (cDNA) sentezi

Komplementer DNA (¢cDNA) sentezi i¢in ROCHE Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit kullanilmistir. Steril, PZR tiipleri kullanarak buz iizerinde galisilmustir.
Her tipe koyulan kalip- primer karisimini ise asagidaki miktarlara gore

hazirlanmistir (tablo 4 ve 5).

Icerik Hacim | Son Konsantrasyon
Toplam RNA degisken | 100 ng
Random Hexamer Primer| 2 plt 60uM
PCR igin uygun su degisken | Son hacim 11,4 plt

olacak sekilde ayarlanir

Toplam Hacim 11,4 plt

Tablo 4 Kalip-Primer Karigimi (1 reaksiyon i¢in)

Kalip-primer karigimi1 65°C’de 10 dakika bekletilerek denatiire edilmistir. Bu islem
ile RNA’nin sekonder yapilarini uzaklastirilmistir. islem sonunda tiipler tekrar buz
lizerine alinarak ters transkriptaz (reverse transcriptase, RT) karisimi asagidaki

protokole gore hazirlanmis ve kalip-primer karigimina transfer edilmistir.
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Icerik Hacim Son Konsantrasyon

Transcriptor Reverse 4 plt 1x (8mM MgCI2)
Transcriptase Reaction Buffer,

5X

Protector RNase Inhibitor 40U/} 0,5 plt 20U

plt

Deoxynucleotide Mix, 10mM | 2 plt 1mM each

each

DTT 1 plt 5mM
Transcriptor Reverse L1 plt 10U

Transcriptase

Toplam Hacim 8,4 ult

Tablo 5 Komplementer DNA (cDNA) karigim1

29°C’de 10 dakika, 50°C’de 60 dakika ve enzim inaktivasyonu i¢in 85°C’de 5
dakika bekletilmistir. Tiim 1s1 uygulama islemlerini Bioer XP Cycler cihazinda
yapilmistir. Islem sonrasi elde edilen cDNA -20°C’de saklanmustir.
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3.2.9. cDNA kontrol PZR

Elde edilen cDNA’lardan insan aktin B primerleri kullanilarak PZR amplifikasyonu

gergeklestirilmistir. Bunun i¢in Tablo 6’da gosterilen protokol kullanilmustir.

Kimyasal Stok Son hacim
Konsantrasyon
Taq DNA Polimeraz | 5U/ul 0,25ul
Taq DNA pol.tampon| 5X 5ul
dNTP 10mM her biri 2ul
Primer F 100pmol |
Primer R 100pmol |
MgCI2 25mM 2,5ul
dH20 15l
Kalip DNA(cDNA) 2ul
toplam 28,75ul

Tablo 6 Kontrol PZR protokol

Bioer XP Cycler cihazinda 94 °C’de 5 dakika denatiirasyon sonunda 94°C’ de 30
saniye, 60°C’ de 45 saniye, 72°C’ de 30 saniye 30 dongii yapilmis, PZR 72 °C’ de 5
dakika ile bitirilmistir.

3.2.10. Gen ifadelenmesinin saptanmasi

CHOP, Parkin, HACEL, Optineurin, Hsp60, Hsp10, P62, LC3-1l, TBK1 genlerinin
ifadelenmeleri saptamak amaci ile her bir gene ait real time ready prob ile birlikte
LightCycler 480 Probes Master kiti kullanilmistir. LightCycler 480 Probes Master

karisimi kit protokoliine uygun olarak hazirlanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. HepG2 Hiicrelerinin Mikroskobik inceleme Bulgulari

S1v1 azot tankindan ¢ikarilan HepG2 hiicreleri DMEM besi yerinde ¢ozdiiriildiikten
sonra 25cm®lik kiiltiir kaplarma ekilmistir. 24 saat sonra inverted mikroskopta
incelendiginde hiicrelerin tutunmus oldugu gézlenmistir. Hiicrelerin besi yeri haftada

2-3 kez degistirilerek gogalmasi saglanmstir (Sekil 30).

Sekil 30 HepG2 hiicrelerinin inverted mikroskoptaki goriintiisii (Olympos IX73, 20X biiyiitme)

4.2. Palmitik Asit ve CCCP’nin HepG2 Hiicrelerinde Zamana Bagh Sitotoksik
Etkilerinin MTT Testi fle Degerlendirme Bulgular:

Obezitede artan yag dokusu ¢ok sayida sitokin, hormon salgilamakta ve inflamatuar
yanit olusturmaktadir (102). Karaciger hepatositlerinde artan SYA kaynakh
lipotoksisitenin meydana gelmesi; obezite, diyabet ve NAYKH gibi hastaliklarin
patogenezinde 6nemli bir rol oynamaktadir. SYA'lar kimyasal olarak doymus ve
doymamus olarak iki gruba ayrilmaktadir ve doymus SYA'lar doymamis SYA'lardan
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daha fazla lipotoksisiteye sahiptir (103). Bu nedenle calismamizda doymus uzun
zincirli yag asidi olan PA’nin HepG2 hiicrelerindeki etkisi, hiicre canlilig1 ve otofaji
aktivitesi tizerinden incelenmistir. Buna ek olarak PA’nin yaninda otofaji aktivatorii
olan CCCP de kullanilmistir. PA igin 1mM, CCCP igin 10uM sitotoksik doz olarak
belirlenmistir. HepG2 hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara 40000 hiicre olarak ekilip, 48
saat sonunda kuyulardaki besi yeri uzaklastirildi ve ImM PA ve 10uM CCCP igeren
besi yerleri her kuyuda 250ul olacak sekilde eklenmistir. PA uygulamasinda 0, 6, 12
ve 24. saatlerde, CCCP uygulamasinda ise 0, 1, 2, 24 ve 48. saatlerde inkiibasyon
yapilmustir. Siire sonunda hiicre canliligt MTT testi ile analiz edilmistir. MTT testi
biyouyumluluk testleri igerisinde hizli sonug alinmasi ve ¢ok hassas olmasinin yani
sira materyallerin ¢ok diislik diizeydeki toksisitelerinin dahi degerlendirilebilmesine
olanak saglamas1 nedeniyle en giivenilir testlerden biri olarak kabul edilmektedir.

MTT testi ile elde edilen bulgular Sekil 31°de goriilmektedir.

100 -1 88,7 =

83,5 84,1
= 73D

@ 80 5

§ 60 -

] B 1mm PA
5 40 -

= m Kontrol
X 20 -

0
0. saat 6. saat 12. saat 24. saat

Zaman

Sekil 31 1mM PA uygulamasinin MTT testi analizleri

MTT testi sonucunda HepG2 hiicrelerinde PA’nin stres faktorii etkisi gosterilmis

olup galismamizda da en etkili saatin 24. saat oldugu tespit edilmistir. CCCP

mitokondriyal uncoupler olup; mitofaji c¢alismalarinda kullanilan bir kimyasal
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ajandir. Hepatositlerde ve HepG2 hiicrelerinde yapilan ¢aligmalarda sitotoksisiteye
sebep olmadan mitotoksisiteye sebep oldugu bildirilmistir (104). Calismamizda
10uM CCCP uygulanmas1 HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligina etki etmedigi
gozlenmistir. MTT testi ile elde edilen bulgular Sekil 32’de goriilmektedir.

Istatistiksel analizleri ise Tablo 7 ve 8’de verilmistir.

"‘j; -‘.éfﬂ.‘.
‘E iy
. 10uM CCCP
’ m 10pM CC
5 60 =
T M 10uM CCCP kontrol
X 40 -

20 A

0

0. saat 1.saat 2.saat 24, saat 48.saat
zaman

Sekil 32 10uM CCCP uygulamasinin MTT testi analizleri
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95% Confidence Interval for
Difference®
ImMPA (J) factorl Mean Difference (I-J) | Std. Error Sig.2 Lower Bound [ Upper Bound
0. saat 6. saat 162 016 ,000 114 210
12. saat 236" 017 ,000 ,186 ,286
24. saat y345* ,020 ,000 ,286 ,405
6. saat 12. saat 074" 011 ,000 ,043 ,105
24.saat 183 ,013 ,000 ,146 221
0. saat -,162’] 016 ,000 -,210 -114
12. saat 6. saat -,074" 011 ,000 -,105 -,043
24.saat 109 011 ,000 ,079 ,140
0. saat -236 017 ,000 -,286 -,186
24, saat 6. saat -,183" ,013 ,000 -221 -,146
12. saat -,109’] ,011 ,000 -,140 -,079
0. saat -,345] ,020 ,000 -,405 -,286
95% Confidence Interval for
Difference®
1mM PAKontrol (J) KONTROL | Mean Difference (I-J) | Std. Error Sig.2 Lower Bound | Upper Bound
0. saat 6. saat 057 018 027 ,004 109
12. saat 227" ,019 ,000 ,170 ,284
24.saat 1380 ,018 ,000 328 432
6. saat 12.saat 17071 ,010 ,000 142 199
24. saat 323" ,010 ,000 294 ,353
0.saat -,057"] ,018 ,027 -,109 -,004
12.saat 6. saat -170° ,010 ,000 -,199 -,142
24. saat 153" ,013 ,000 114 ,191
0. saat _y227* ,019 ,000 -,284 -,170
24. saat 6.saat -,323 ,010 ,000 -,353 -,294
12. saat 153" ,013 ,000 -,191 -114
0. saat -,380’] ,018 ,000 -432 -,328

Tablo 7 10mM PA uygulamast MTT testi istatistiksel analiz (* p< 0,001)
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95% Confidence Interval for

M Difference”
ean
Difference (I-
10uM CCCP J) Std. Error Sig.b Lower Bound | Upper Bound
0. saat 1.saat -,017 ,015 1,000 -,063 ,030
2. saat -,182° ,015 ,000 -,229 -,135
24. saat ,002 ,018 1,000 -,053 ,057
48. saat -,257 ,012 ,000 -,294 -,219
1. saat 0. saat ,017 ,015 1,000 -,030 ,063
2. saat -,165 ,011 ,000 -,198 -,133
24, saat ,019 ,023 1,000 -,052 ,089
48. saat -,240 ,022 ,000 -,306 -,174
2. saat 0. saat ,182 ,015 ,000 ,135 ,229
1. saat ,165 ,011 ,000 ,133 ,198
24. saat ,184 ,021 ,000 ,120 ,248
48. saat -,074 ,020 ,006 -,135 -,014
24, saat 0. saat -,002 ,018 1,000 -,057 ,053
1. saat -,019 ,023 1,000 -,089 ,052
2. saat -,184 ,021 ,000 -,248 -,120
48. saat -,259 ,018 ,000 -,314 -,203
48. saat 0. saat ,257* ,012 ,000 ,219 ,294
1. saat ,240 ,022 ,000 174 ,306
2. saat 074 ,020 ,006 ,014 ,135
24. saat ,259 ,018 ,000 ,203 ,314
95% Confidence Inbterval for
Mean Difference
Difference (I-
10uM CCCP Kontrol J) Std. Error Sig.b Lower Bound | Upper Bound
0. saat 1.saat ,065 ,019 ,014 ,008 ,122
2. saat -,039 ,020 ,945 -,101 ,024
24, saat -,181 ,014 ,000 -,226 -,137
48. saat -,320° ,018 ,000 -,374 -,265
1. saat 0. saat -,065 ,019 ,014 -,122 -,008
2. saat -,104" ,023 ,000 -,173 -,034
24. saat -,246 ,015 ,000 -,291 -,202
48. saat -,385 ,024 ,000 -, 457 -,312
2. saat 0. saat ,039 ,020 ,945 -,024 ,101
1. saat ,104 ,023 ,000 ,034 ,173
24. saat -,143 ,020 ,000 -,204 -,082
48. saat -,281 ,022 ,000 -,350 -,212
24. saat 0. saat ,181 ,014 ,000 ,137 ,226
1. saat ,246 ,015 ,000 ,202 ,291
2. saat ,143 ,020 ,000 ,082 ,204
48. saat -,138 ,019 ,000 -,195 -,081
48. saat 0. saat ,320 ,018 ,000 ,265 ,374
1. saat ,385" ,024 ,000 312 457
2. saat 2817 ,022 ,000 ,212 ,350
24. saat ,138" ,019 ,000 ,081 ,195

Tablo 8 10uM CCCP uygulamast MTT testi istatistiksel analiz (* p< 0,001)
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4.3. Palmitik Asit ve CCCP Uygulamas1 Yapilmis HepG2 Hiicrelerinden izole
Edilen RNA’larin Sonuclari

Farkli saatlerde uygulanan PA ve CCCP sonrasinda HepG2 hiicrelerinden RNA
izolasyonuyla elde edilen RNA orneklerinin safliginin ve konsantrasyonlariin

belirlenmesi i¢in yapilan 6lgtimlerin sonucu Tablo 9°da verilmistir.

UYGULAMALAR VE SAATLERI Pozisyon 1. dlgiim 2. 6lgiim
0,548 0,541 260
0. saat RNA B 0,267 0,262 280
2,052 2,068 260/280
438,151 433,127 ng/uL
0,441 0,433 260
1mM PA c 0,208 0,203 280
6. saat RNA 2,124 2,128 260/280
353,099 346,433 ng/ulL
0,889 0,824 260
1mM PA Kontrol D 0,425 0,396 280
6. saat RNA 2,093 2,08 260/280
711,129 659,477 ng/uL
0,54 0,539 260
1mM PA E 0,262 0,257 280
12. saat RNA 2,056 2,1 260/280
431,656 431,181 ng/uL
0,718 0,706 260
1mM PA Kontrol F 0,346 0,34 280
12. saat RNA 2,073 2,079 260/280
574,219 564,961 ng/uL
0,254 0,273 260
1mM PA G 0,12 0,129 280
24. saat RNA 2,108 2,117 260/280
202,994 218,04 ng/uL
0,7 0,705 260
1mM PA Kontrol H 0,338 0,342 280
24. saat RNA 2,073 2,062 260/280
560,115 563,759 ng/uL
0,858 0,854 260
0. saat RNA B 0,408 0,408 280
2,1 2,095 260/280
686,07 683,436 ng/uL
0,802 0,854 260
10uM CCCP . 0,382 0,41 280
1. saat RNA 2,101 2,085 260/280
641,648 683,461 ng/uL
0,734 0,785 260
10uM CCCP Kontrol D 0,355 0,382 280
1. saat RNA 2,065 2,053 260/280
586,932 627,609 ng/uL
0,924 0,927 260
10uM CCCP 0,442 0,439 280
2. saat RNA £ 2,00 211 260/280
738,876 741,465 ng/uL
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0,772 0,751 260
10uM CCCP Kontrol = 0,367 0,357 280
2. saat RNA 2,106 2,103 260/280
617,839 600,492 ng/uL
0,879 0,817 260
10uM CCCP o 0,417 0,388 280
24. saat RNA 2,11 2,104 260/280
703,242 653,232 ng/uL
0,71 0,706 260
10uM CCCP Kontrol H 0,334 0,329 280
24. saat RNA 2,127 2,146 260/280
568,093 564,762 ng/pL
0,869 0,827 260
10uM CCCP B 0,417 0,396 280
48. saat RNA 2,085 2,089 260/280
694,995 661,272 ng/pL
0,494 0,48 260
10uM CCCP Kontrol o 0,238 0,231 280
48. saat RNA 2,074 2,076 260/280
395,233 383,823 ng/uL

Tablo 9 ve CCCP uygulamalarinin RNA izolasyonu saflik ve konsantrasyon sonuglari

Elde edilen RNA oOrneklerinin % 1,5’luk agaroz jeldeki goriintiisii sekil 33’de

gosterilmistir.

Sekil 33 RNA izolasyonu sonucu %1,5’1ik agaroz jeldeki goriintiisii
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4.4. cDNA Kontrol PZR

HepG2 hiicrelerinden elde edilen RNA’lar ticari kit kullanilarak cDNA’ya ¢evrilmesi
icin uygun protokol uygulanmistir. Protokol sonucunda c¢DNA’larin elde edilip
edilmedigi referans gen olan aktin f’nin PZR’1 koyularak kontrol edilmistir. Klasik
PZR sonucu 289 baz ¢iftlik (bg) iirlin elde edilmistir (Sekil 34).

Sekil 34 cDNA kontrol PZR (insan B aktin PZR) 6rnekleri

4.5. Kantitatif Ger¢ek Zamanh PZR (qRT-PZR) Sonuglari

Ifadelenme ¢alismalart ROCHE Light Cycler 480 II cihazinda yapilmistir.
Birbirinden farkli RNA konsantrasyonuna sahip her bir 6rnegin miktar1 1000 ng
olacak sekilde hesaplanarak cDNA sentezi gergeklestirilmistir. Sentezden sonra ise
200 ng’a diliisyonu gergeklestirilerek ifadelenme ¢alismalarina baglanmistir. Hedef
genler ve referans genin (B aktin) ifadelenmeleri igin ticari olarak tasarlanmis olan
bolgeye 6zgii primer-prob karisimi ve 480 probes master kiti kullanilarak ifadelenme
deneyleri gergeklestirilmistir.
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Calismada mitokondriyonla iliskili stres ve mitofaji genleri; Parkin, Hsp60, Hsp10,
CHOP ile otofaji adaptorii/otofaji reseptorii genleri; Optineurin, HACE1, TBKI1,
LC3-II'nin PA uygulamasi yapilarak 6, 12 ve 24. saat; CCCP uygulamas1 yapilarak
1, 2, 24 ve 48. saat ifadelenmelerine bakilmistir. Referans gen olarak aktin B
kullanilarak gen ifadelenmelerindeki kat artis degisiklikleri incelenmistir. Yapilan
calismalardan CHOP’a ait gen amplifikasyon egrisi asagidaki gibidir. Ayni1 protokol

diger 7 gen icin uygulanmistir.

CHOP geninin aktin p referans genine gore, PA ve CCCP uygulamasina bagl ¢esitli
saatlerdeki gen ifadelenmelerindeki kat artis oranlar1 sekil 35 ve 36’da verilmistir.
CHOP geni PA uygulamas:i yapildiginda referans gene kiyasla en fazla artis olan
saatler 12. ve 24. saatlerde goriilmiistiir. 12. saatte 5.38 kat artis gozlenirken 24.
saatte ise 7,82 kat artis meydana gelmistir. CCCP uygulandiginda ise en fazla artisin
2. saatte 2,94 oldugu gozlenmistir. Ancak CCCP uygulamasindaki artig oranlar1 PA

uygulamasindaki artis oran1 kadar yiiksek olmamastir.
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PA uygulamasi CHOP/DDIT3

7,821
8 -/
7 —
/ 5,3885
z © 1~
H —
= 5
54
215 mPA
c 3 -
&'D 2 _? 1
1 -
0]
0.saat 6. saat 12.saat 24 saat

Zaman

Sekil 35 CHOP geni PA uygulamasi ve zamana bagli gen ifadelenmesindeki kat artigi

CCCP uygulamasi CHOP/DDIT3
2 994
3 —
2,5
] 1,3937%
E 1,5 1 1 08,9669
= 1 0,74 m CCCP
(T4}
0’5 | '
0
0. saat 1. saat 2.saat 24 . saat 48. saat
zaman

Sekil 36 CHOP geni CCCP uygulamasi ve zamana bagli gen ifadelenmesindeki kat artisi
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HSP10/ HSPE1 geni ise PA uygulamasinda en fazla artis 24. saatte saptanmuistir.
Referans gene kiyasla 1,91 kat artmis oldugu saptanmistir. CCCP uygulamasinda ise
24 ve 48. saatlerde artis gézlenmistir. 24. saatte 0,99 kat artarken 48. saatte 0,90 kat
artis1 saptanmugstir. 1ki ayr1 strese verilen cevap 24. saatte ortak olarak benzer bir artis

gostermistir (Sekil 37 ve 38).

PA uygulamasi HSPE1/HSP10
1,912
2 —
= 1,5 - 1,25415
£ 1
(]
g 17 0,649
-: : mPA
1]
0,5
0
0. saat 6. saat 12.saat 24, saat
Zaman

Sekil 37 HSP10/HSPE1 geni PA uygulamasi ve zamana bagli gen ifadelenmesindeki kat artis1

CCCP uygulamasi HSPE1/HSP10

1 0,9976

[y
|

0,90245
0,7357

0,60165
l m CCCP

0. saat 1.saat 2. saat 24.saat  48.saat

=
ca
1

=
(=]
1

=
™
L

genkat artisi

=
M
1

o

Zaman

Sekil 38 HSP10/HSPE1 geni CCCP uygulamasi ve zamana bagli gen ifadelenmesindeki kat artisi
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HSP60/HSPDI geni PA uygulamasinda referans gene oranla en fazla kat artis1 24.
saatte saptanmis olup bu artig 1,27°dir. CCCP uygulamasinda da en fazla kat artist
24. saatte gézlenmistir ve 0,93 olarak saptanmistir (Sekil 39 ve 40).

PA uygulamasiHSPD1/HSP60

1,4 _/ 1,2774
- 1

1,2 = 0,9431
Z 1 -
£ 0,711
© 0,8 -
-
206 -
£ , mPA
o 0,4 A

0,2 A

0
0. saat 6. saat 12.saat 24, saat
zaman

Sekil 39 HSP60/HSPD1 geni PA uygulamasi ve zamana bagli gen ifadelenmesindeki kat artis

CCCP uygulamasi HSPD1/HSP60

1

0,93615
10,8103

0,8 1 0,6499 0,64315

0,6 A

m CCCP

genkat artisi

0,2 A

0. saat 1.saat 2. saat 24.saat  48.saat

Zaman

Sekil 40 HSP60/HSPD1 geni CCCP uygulamasi ve zamana bagli gen ifadelenmesindeki kat artisi
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PA ve CCCP uygulamasina bagli HACE1 geninin verdigi yanita bakildiginda ise
ifadelenmesindeki en yiiksek kat artist PA uygulamasinda 12. ve 24. saatte gdzlenmis
olup 1,68 ve 1,67 olarak tespit edilmistir. CCCP uygulamasinda da en fazla artis 24.
saatte saptanmis olup 1,02 olarak tespit edilmistir (S).

PA uygulamasi HACE1

2 1 1,684 1,6785

genkat artisi
=
1

0. saat 6. saat 12.saat 24, saat

Zaman

Sekil 41 HACE1 geni PA uygulamasi ve zamana bagli gen ifadelenmesindeki kat artisi

CCCP uygulamasi HACE1

1,2 - 1 1,02035

1 -
= 0,73155
£08 - 0,70125 0,6418
(1]
§ 06 1
p m CCCP
S 0,4 1

0,2 -
0

0. saat 1.saat 2. saat 24.saat  48.saat

Zaman

Sekil 42 HACE1 geni CCCP uygulamasi ve zamana bagh gen ifadelenmesindeki kat artisi
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OPTN geni PA uygulamasinda en fazla kat artis1 12. ve 24. satte olup 2.42 ve 2,20
olarak saptanmistir. CCCP uygulamasinda ise en fazla kat artig1 48. saatte 2,66 olarak
tespit edilmistir (Sekil 43 ve 44).

PA uygulamasi OPTN
2,4285

2,5 - 2,2085

2 1
o
€15 / . 1,197
-lr-': L
-: 1 - mPA
&

0,5 -

0
0. saat 6. saat 12.saat 24, saat
Zaman

Sekil 43 OPTN geni PA uygulamasi ve zamana bagl gen ifadelenmesindeki kat artist

CCCP uygulamasi OPTN
3 2,663
2,5 1
E.. 5 - 1,8105
(1]
8151 |
-
S 1 - 0,76135 U,8504 m CCCP
[+14]
0’5 | ' '
0
0. saat 1.saat 2. saat 24.saat  48.saat
zaman

Sekil 44 OPTN geni CCCP uygulamasi ve zamana bagli gen ifadelenmesindeki kat artis1
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TBKI1 geninde PA uygulandiginda en fazla kat artis1 12 ve 24. saate olup 1,96 ve
1,73 olarak tespit edilmistir. CCCP uygulandiginda ise en fazla artig 24. saatte 1,68
olarak tespit edilmistir (Sekil 45 ve 46).

PA uygulamasi TBK1

1,964
2 1,7375

mPA

genkat artisi
=
1

0. saat 6. saat 12.saat 24, saat

Zaman

Sekil 45 TBK1 geni PA uygulamasi ve zamana bagli gen ifadelenmesindeki kat artist

CCCP uygulamasi TBK1

27 1,6875

118 1,28
1
0,883
l m CCCP

0. saat 1.saat 2. saat 24.saat  48.saat

[y
wu
1

genkat artisi
=

=
i
1

Zaman

Sekil 46 TBK1 geni CCCP uygulamasi ve zamana bagli gen ifadelenmesindeki kat artigi
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SQSTZM1 geninde PA uygulandiginda en fazla kat artis1 12 ve 24. saate olup 2,58
ve 2,49 olarak tespit edilmistir. CCCP uygulandiginda ise en fazla artis 24. saatte 2
olarak tespit edilmistir (Sekil 47 ve 48).

PA uygulamasi SQSTM1/P62

2,5 - 2.059

1,5 A

N\ N\

genkat artisi

0. saat 6. saat 12.saat 24, saat

Zaman

Sekil 47 SQSTZM1 geni PA uygulamasi ve zamana bagl gen ifadelenmesindeki kat artigi

CCCP uygulamasi SQSTM1/P62

2,5 1

2,00575
2 -
n
b= 1,31385 1,390
51,5 1,1669
-lr_ul 1
e 1 - m CCCP
1]
15}
0,5 -
0

0. saat 1.saat 2. saat 24.saat  48.saat

Zaman

Sekil 48 SQSTZM1 geni CCCP uygulamasi ve zamana bagli gen ifadelenmesindeki kat artis
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LC3-1I/ MAPLC3B geninde PA uygulandiginda en fazla kat artis1 12 ve 24. saate
olup 2,27 ve 2,28 olarak tespit edilmistir. CCCP uygulandiginda ise en fazla artis 24.
saatte 2,69 olarak tespit edilmistir (Sekil 49 ve 50).

PA uygulamasi MAPLC3B/LC3-II

25 - 2,2765 2,288

2 V
&
515 Vv ) 1,176
-lr-': L
-: 1 - mPA
&

0,5 -

0
0. saat 6. saat 12.saat 24 saat
Zaman

Sekil 49 LC3-II/ MAPLC3B geni PA uygulamasi ve zamana bagli gen ifadelenmesindeki kat artis1

CCCP uygulamasi MAPLC3B/LC3-lI

3 - 2,698
2,5 -
z 1,7627
£ 27 1,5785
(1]
B L5 1 1
c U,838230 m CCCP
L] 1 A
[+14]
0’5 | '

0. saat 1.saat 2. saat 24.saat  48.saat

Zaman

Sekil 50 LC3-I1I/ MAPLC3B geni CCCP uygulamasi ve zamana bagli gen ifadelenmesindeki kat artisi
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PARK?2 geninde PA uygulandiginda en fazla kat artig1 24. saate olup 15,45 olarak
tespit edilmistir. CCCP uygulandiginda ise 1, 2 ve 48. saatte ifadelenmelerinde artis
gbzlenmis olup bunlar sirastyla 1,33, 0,98 ve 1,39 olarak tespit edilmistir. 24 saatte
ifadelenme tespit edilememistir (Sekil 51 ve 52).

PA uygulamasi PARK2/Parkin
15,45
16 -
14 ?
= 12 -
T 8 -
- c | 4,888 m1mMPA
 , % i 1,757
2 1 -9
0
0. saat 6. saat 12.saat 24, saat
Zaman

Sekil 51 Parkin/ PARK2 geni PA uygulamasi ve zamana bagli gen ifadelenmesindeki kat artist

CCCP uygulamasi PARK2/Parkin

1,3985

1,3357

1,4
1,2 A 1 0,9808

1 -
0,8 -
0,6 7 m 10pM CCCP

0,4 -

0,2 -

0

0. saat 1.saat 2.saat  24.saat 48.saat

enkat artisi

Zaman

Sekil 52 Parkin/ PARK2 geni CCCP uygulamasi ve zamana bagl gen ifadelenmesindeki kat artisi
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4.6. istatistiksel Analiz

Istatistiksel incelemede, MTT testi parametrik ve non parametrik agidan
incelenmistir. Gruplar arasi farklar ‘Oneway ANOVA’ analizi ile degerlendirilmis
ve saatler arasi fark ‘General Linear Model’ analizi ile yapilmistir. P<0,001
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Veri seti SPSS programi (SPSS 19,
Armonk, NY: IBM Corp) kullanilarak degerlendirilmistir.
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4. TARTISMA

NAYKH, karacigerde basit yaglanmadan, NASH, siroz ve hepatokarsinomlara kadar
uzanan bir karaciger hastaligi spektrumunu temsil eder. NAYKH'nin patogenezinde,
“iki vurus” olarak adlandirilan patogenez modeli ©Onerilmistir. “Ilk vurus”
karacigerde yag birikimini igerirken, “ikinci vurus” oksidatif stres, inflamasyon,
yildiz hiicresi aktivasyonu, fibrogenez ve devaminda NAYKH ve NASH ile
sonuglanir. Mitokondriyonda yag asitlerinin B oksidasyonu ger¢eklesmekte ve en
onemli ROS kaynagini olusturmaktadir. Boylece, bu ‘vurus’larda mitokondriyal

fonksiyon bozuklugu da rol oynamaktadir (105).

Lipotoksisite hiicrelerde asirt SYA’nin bulunmasiyla meydana gelen sitotoksik
durumdur. Hepatositlerde NAYKH gelisiminde yag asitlerinin indiikledigi
sitotoksisite temel rol oynamaktadir. Yag asitleri kimyasal olarak doymus ve
doymamis (tekli doymamis yaglar ve ¢coklu doymamis yaglar) yag asitleri olarak iki
gruba ayrilir ve yapilart biyolojik fonksiyonlarini etkilemektedir. Palmitik asit (PA)
doymus yag asididir, oleik asit ise (OA) tekli doymamis yag asidi olup diyette ve
serumda en fazla bulunan yag asidi tiirleridir. Doymus ve doymamis yag asitleri ile
ilgili yapilan caligmalarda doymus yag asitlerinin daha toksik oldugu goézlenmistir.
Altinda yatan mekanizma tam olarak bilinemese de yag asitlerinin trigliseride (TG)
dontlistimii  sitotoksisiteye neden olmaktadir. PA’nin TG’ye doniisiimii daha az
oldugundan daha fazla toksikken; OA’nin TG’ye doniisiimii daha fazla olmasina

bagli olarak daha az toksiktir (91).

SYA'larin karacigerde fazla birikmesinin, ektopik lipid birikimine ve insiilin
direncine neden olduguna, bunun da diyabet ve NASH gibi hastaliklara yol actigina
dair 6nemli kanitlar vardir. Artmis doymus yaglar periferik doku i¢in toksik olsa da,
doymamis yaglar doymus yaglardan kaynakli lipotoksisitenin etkisini ortadan
kaldirir. Caligmalar, doymus yag olan PA’1n, ¢esitli hiicre hatlarinda lipotoksik etkisi
oldugunu ve metabolik bozukluklarda da biyolojik belirte¢ roliinde oldugunu
gostemektedir (3).
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Hiicre i¢ci PA’nin artmis seviyesi mitokondriyonda, diacilgliserol ve seramit gibi
zararli ara maddelere doniistiirtildiigii beta oksidasyon kapasitesinin agilmasina sebep
olmaktadir. Tamamlanmamis SYA oksidasyonunun ve zararli SYA tiirevli ara
maddeleri ise, ROS artig1, mitokondriyal fragmantasyon, mitokondriyal fonksiyon

bozuklugu ve hiicre 6liimiine yol agmaktadir (3).

Cang ve ark. HepG2 hiicrelerinde PA uygulamasi ile yaptiklar1 ¢calismada PA’nin
ROS’u artirdigini tespit etmislerdir (106).

CCCP, proton (H") iyonoforlari/ protonofor olup; hiicre biyolojisi calismalarinda
yayginca kullanilmaktadir. Protonoforlar zayif asidik lipofilik 6zellikte olup H”
iyonunun mitokondriyon i¢ zar icine tasinabilmesi Ozelligine sahiptir. Boylelikle
elektrokimyasal protein gradiyentini bosaltmakta ve oksidatif fosforilasyonla
‘uncoupling’e sebep olmaktadir. Bu durum mitokondriyonda oksijen tiiketimini
etkilemekte olup, ATP {iretimini azaltmaktadir. Protonoforlar bu sebeple

mitokondriyal otafaji ¢alismalarinda kullanilan kimyasallardir (107).

Otofaji, uzun Omiirlii veya hasar gérmiis proteinlerin ve organellerin doniigtimiinii
diizenleyen ve hiicre ic¢i bilesenleri geri doniistiirerek cesitli hiicresel streslerin
tamponlanmasina yardimei olan homeostatik bir mekanizma olarak ortaya ¢ikmuistir.
Otofajinin kanser, enfeksiyon, dejeneratif ve metabolik bozukluklar dahil olmak
tizere bir dizi hastalifinin patogenezindeki rolii bulunmaktadir. Otofajinin, hiicrelerin
lipit stimiilasyonunun fizyolojik ve patolojik yanitlarinda katkist bulundugu
caligmalarda gosterilmistir. Gen nakavt fareleri kullanarak, hepatik lipid depolarmin
diizenlenmesinde otofajinin temel rol aldigi gosterilmistir. Otofajinin inhibe
edilmesinin, fare modellerinde akut etanoliin indiikledigi hepatoksisitede steatozu
arttirdigini, bu da otofajinin, lipit metabolizmasi ve farklilasmanin diizenlenmesinde
merkezi bir rol oynadigini gostermistir. Pankreatik B-hiicrelerinde ise, normal
hiicresel fonksiyonun korunmasinda otofajinin koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir.
Bununla birlikte, SYA otofaji tizerindeki bildirilen etkileri hala tartismalidir. SYA ile
indiiklenen NAYKH ve bunun altinda yatan molekiiler mekanizmalarda otofajinin

potansiyel rolii halen tam olarak aydinlatilamamigtir (103).
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Calismamizda HepG2 hiicrelerinde ayr1 ayr1 lipotoksik ve protonofor stresi
uygulanarak mitokondriyonun verdigi stres yanit1 farkliliginin aragtirilmasi
hedeflenmistir. Boylece farkli uyaranlara karsi mitokondriyonun verdigi otofaji
mitofaji yanitlarinda gorev alan proteinler hakkinda daha detayli bilgi edinilmesi
hedeflenmistir. Ek olarak uygulanan stresin siiresi ve cesitliliginin de yanit

farkliligindaki etkisi arastirilmigtir.

Mitokondriyal disfonksiyon, genel olarak, mitokondriyal matriks iginde katlanmis
proteinlerin birikimini igeren fakat ayni zamanda genotoksik stres ve kimyasal
inhibitorler gibi  OXPHOS aktivitesini bozan kosullardan olusmaktadir.
Mitokondriyal katlanmamis protein yaniti; mitokondriyal matriks i¢inde katlanmis
proteinlerin birikimini iceren fakat ayni zamanda genotoksik stres ve kimyasal
inhibitorler gibi OXPHOS aktivitesini bozan kosullar sonucu, ¢ekirdekte
mitokondriyal protein kalite kontroliinde goérev alan genlerinin ifadelenmesiyle
olusturulan yanittir. Mitokondriyal fonksiyon bozuklugunda da olusan yanitlardan
birisi de CHOP ifadelenmesidir (108). Mitokondriyon gibi ER da hatali katlanan
protein birikimine yatkindir ve olusan proteotoksisiteye yanit olarak ¢esitli
saperonlar ve proteazlar transkripsiyonel olarak upregiile olup; katlanmamis protein
yanitin1 olusturarak protein hemostazini saglarlar. ER ve mitokondriyonda benzer
diizenleyici proteinler gorev alirlar. Bunlardan CHOP proteini ER stres boyunca
ifadelenmesi artmakta ve proapoptotik rol oynamaktadir (109). Calismamizda
HepG2 hiicrelerine PA ve CCCP uyguladigimizda CHOP ifadelenmesi arastirildi.
CCCP uygulamasinda 2. saatte 2,99 kat artig1 gozlenirken, PA uygulanan 12. saatte
5,38 kat, 24. saatte de 7,82 kat arttig1 gézlenmistir. CHOP ifadelenmesindeki bu artis
ayn1 zamanda mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun da belirtecidir. Benzer sekilde
Achard ve ark. HepG2 hiicrelerine PA’nin ER stres ve KPY’i indiikledigini ve
CHOP’un mRNA seviyesinin artmig oldugunu gostermislerdir (110). Shinjo ve ark.
HepG2 hiicrelerine PA uygulamasi yaparak ER’de stres olusturmuglar, ER ve
mitokondriyon arasindaki konusmada MIM bolgesinde meydana gelen degisimleri
ve insiilin direncindeki etkilerini arastirmigslar ve CHOP’un 12. ve 24. saatlerde
ifadelenmesinin artmis oldugunu gostermislerdir (111). Ancak CCCP uygulamasinin

etkileri ilk kez bu calismada gdsterilmistir.
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Mitokondriyonda islevsel olan proteinlerin katlanmasinda mtHSP70, mtHSP60 ve
mtHSP10 mitokondriyal saperon ailesi liyeleri gorev alirlar. HSP70 ve HSP60 6nciil
proteinlerin dogru katlanmasini saglar ve kontrol eder. HSP60'lar, HSP10 ile isbirligi
icinde, ATP'ye bagli konformasyonel degisikliklerle, substrat proteinlerinin diger
gevre proteinleriyle temasini dnleyerek, kendi iginde katlanmasini saglar (112). Zhao
ve ark. yapmis oldugu calismada; mitokondriyona 6zgili proteinin mutant formu ile
yarattiklar1 mitokondriyal streste HSP70, HSP60 ve HSPI10 ifadelenmeleri
incelemislerdir. HSP70 ifadelenmesi degismezken, HSP60 ve HSP10
ifadelenmesinin artmis oldugunu gostermislerdir (113). Bu bilgiye dayanarak
calismamizda da HSP60 ve HSP10 ifadelenmeleri incelenmistir. HSP60 ifadelenmesi
CCCP uygulamasinda azalirken, PA uygulamasinda 24. saatte 1,27 kat artig tespit
edilmistir. HSP10 ifadelenmesinde ise CCCP uygulamasinda azalma gozlenirken,
PA uygulamasinda ise 12. ve 24. saatte ise sirasiyla 1,25 kat ve 1,91 kat artmistir. Bu
bulgu PA’nin mitokondriyal KPY’n1 daha fazla tetikledigini gosterir. Ancak Soutar
ve arkadaglarinin ¢ok kisa siire once yayinladiklar1 ¢aligmada hiicre kiiltiiriinde
kullanmilan  FBS/BSA  gibi  kimyasallarin  konsantrasyonlarinin ~ CCCP’nin
mitokondriyon depolarizasyonunu azalttigin1 bildirmislerdir (114). Belkide bu
calismada CCCP uygulamasi ile mitokondriyal depolarizasyonun hiicre kiiltiirtinde
kullanilan kimyasallar nedeniyle kisitli kalmig olabilecegi, bunun da ¢alismamizdaki
HSP10 ve HSP60 genlerinin ifadelenmesinde bekledigimiz artisin tespit edilememe

sebebi olabilecegini diisiindiirmektedir.

Selektif otofajide, otofaji reseptorleri kargonun se¢iminde ve tesliminde ana rol
oynamaktadir. Ancak, ¢coklu otofaji reseptorlerinin otofajinin kontroliindeki islevi ile
ilgili bilgi sinirlidir. OPTN yakin zamanda tanimlanmis bir otofaji reseptorii olup
ayni zamanda s6z konusu proteini kodlayan gendeki mutasyonlarin da glokom ve

amiyotrofik lateral skleroz fenotipine neden oldugu bilinmektedir.

[Ik kez Wilms tiimorinde HACE1’in tiimdr baskilayici bir protein oldugu
anlasilmistir. Yapilan pek cok ¢alisma s6z konusu proteinin timor siipresor roliine
yoneliktir. Ayn1 zamanda ubikiitin ligaz aktivitesine sahip olan HACE1’in OPTN’i
ubikiitinleyerek otofajiyi aktive ettigi ile ilgili ¢alismalar ise giincel bilgilerimiz

dahilinde son derece smirhidir. Bir otofaji reseptorii olan OPTN, diger otofaji
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reseptorlerinde oldugu gibi ubikiitinlenerek ve LC3’e baglanarak yikilacak olan
substratin otofagozom igine alinmasii saglar. TBK1 ise OPTN’nin upstreaminda
gorev alan diizenleyici bir protein olup; OPTN’i fosforlayarak aktive eder ve
ubikiitin zincirine baglanma kapasitesini artirarak Parkin tarafindan ubikiitinlemis
mitokondriyonun  otofagozoma yoOnlenmesini saglar. OPTN’in  depolarize
mitokondriyonun otofajik temizligindeki roli ile ilgili bilgilerimiz ¢ok sinirlidir

(78,115-118).

Bansal ve ark. calismalarinda bazal ve aglik kosullarinda meydana gelen otofajide
OPTN’i susturmuslar ve otofagozom olusumundaki roliinii incelemislerdir. OPTN’in
bazal ve aglikla olusturulan mitofajide LC3-II iiretimini gii¢lendirdigi, fagoforun

olgunlagmasina aracilik ettigini bildirmislerdir. (119).

Yu ve ark. ¢aligmalarinda HACE1, OPTN’i ubikiitinleyerek tiimor siipresor gibi
davrandigin1 ve segici otofayi aktive ettigini bildirmislerdir. HACE1 promotdriiniin
demetilasyonu ise, OPTN ubikiitinasyonunu sagladigr ve LC3-1l protein seviyesini
artirdi@ bildirilmistir (118).

Secgici otofaji mekanizmasinda beraber rol alan OPTN, HACEl ve TBKI1
proteinlerini  kodlayan genlerin PA uygulamasinda 12 ve 24. saatlerde
ifadelenmesindeki kat artiglar1 gozlenmistir. 12. saatte artan OPTN ifadelenmesi
TBK1 ve HACEI deki artislar da aynmi saatlerde eslik etmistir. Bu bulgu segici
otofajinin aktif olabilecegini diisiindiirmektedir. 24. saatlerde ise OPTN, HACE1 ve
TBK1 genlerinde ifadelenmesinin azalmaya basladigi goriilmektedir. Bu bulgu da

secici otofajinin azalmaya basladigini isaret etmektedir.

CCCP uygulamasinda ise soz konusu genlerin ifadelenme kat artis1 24. saatte tespit
edilmistir. Bu bulgu seg¢ici otofajinin gergeklestigine isaret edebilir. Ancak 48. saate
OPTN ifadelenmesindeki artisin aksine TBK1 ve HACEI1’in ifadelenmelerindeki
azalma secici otofajinin halen devam ettigini, ya da OPTN’in bagka bir
fonksiyonunun olabilecegini diisiindiirmektedir. PA ve CCCP uygulamasi
birbirleriyle karsilagtirildiginda; hiicresel stres yanitinin PA’da daha erken bagsladigi
ve azaldigi, CCCP’de ise hiicresel stres yanitinin daha ge¢ aktiflenip daha uzun

stirdligli goriilmektedir.
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Calismamizda PA uygulamasindan sonra p62 ve LC3-11 ifadelenmelerinde 6. saatte
baslayan artig 12. saate kadar siirerek 24. saatte azalmaya ge¢mistir. Bu bulgu da PA
uygulamasmin p62 ve LC3-Il ifadelenme artisina bagli mitokondriyal fonksiyon
bozuklugunu arttirdigina isaret etmektedir. Zheng ve ark. (120) yapmis oldugu
caligmada bizim bulgumuzu dogrular niteliktedir. Cheng ve ark. (121) da yaptigi
calismada LC3-II ifadelenmesi benzer sekilde gergeklesirken p62 ifadelenmesinin ise
6. saatte artarken 12 ve 24. saatte azaldigini bildirmistir. Meng ve ark. (122) yapmus
oldugu bir bagka caligmada ise LC3 mRNA’s1 artarken p62 ifadelenmesinin
degismedigini bildirmelerine ek olarak ayni ¢aligmada PA uygulamasina bagli olarak
otofajik vakuol olusumunu gézlemleyerek otofajinin gerceklestigini bildirmislerdir.
Mei ve ark (91) yapmis oldugu bir bagka c¢alismada ise PA’in hiicreleri apoptoza
yonlendirdigini bildirmiglerdir. Verilerimiz, c¢alismamizda kullanilan ‘in-vitro’
kosullarin 6ncelikle prosurvival mekanizmasi olarak otofajiyi tetikledigine isaret
eder niteliktedir. Apoptozla iliskili genlerin gelecek calismalarda bakilmasi da
yapilacaklar arasindadir. CCCP uygulamasinda ise p62 ve LC3 ifadelenmelerindeki
artig 2. saatte baslayip 24. saate kadar devam etmis 48. saatte ise azaldigi

gozlenmistir.

Fonksiyonunu yitirmis mitokondriyonun otofaji araciligiyla sec¢ici yikimi mitofajidir
ve sagliklh  mitokondriyon devamliligimi saglayan temel kalite kontrol
mekanizmasidir. PINK1 Parkin aracili mitofaji ise {izerinde en ¢ok ¢alisilan kalite

kontrol mekanizmasi olarak literartiirde yerini almaktadir (123).

Wu ve ark. yapmis olduklari c¢alismalarinda endotelyal hiicrelerine PA
uygulamiglardir. PINK1- Parkin yolunun aktive oldugunu gostermislerdir. PA’nin
otofaji belirteci LC3-II ve lizozom belirteci Lamp2 ile etkilesiminin arttigini
bildirmislerdir. PA’nin ek olarak PINK1 ve Parkin’nin seviyesini arttirdigini
raporlamiglardir (124). Song ve ark. ¢aligmalarinin bir ayaginda HepG2 hiicrelerine
PA ile birlikte glikoz uygulamiglar ve metforminin etkilerini arasirmislardir.
Sonuglarinda PA ve glikoz uygulamasi yapilan hiicrelerde Parkin ifadelenmesinin

artmis oldugunu gostermislerdir (125).

Bizim caligmamizda ise PA ile olusturulan metabolik stresin Parkin ifadelenmesini

6., 12. ve en ¢ok da 24. saatte artirdigi, protonofor stresinde ise 1. ve 48. saatlerde
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artisin oldugu goriilmektedir. Ancak Parkinin hiicre igerisinde farkli rolleri bulunan
bir protein olmasi nedeniyle PINK1 ifadelenme diizeyi ¢alisilmadan bu verilerle

yapilacak bir yorumun dogruluktan uzak olabilecegi diistiniilmiistiir.

Her iki stres ajanininda mitokondriyonda hasar olusturdugu, seg¢ici kurtarma
sistemlerinin devreye girdigi, verilen yanitin ise stres tipine gore farkli saatlerde
farkli proteinlerin devreye girerek organeli kurtarma yoniinde hareket ettigine isaret

etmektedir.
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6. SONUCLAR

HepG2  hiicrelerinde  PA ve CCCP  uygulamasi  birbirleriyle
karsilastirildiginda; hiicresel stres yanitinin PA’da daha erken basladigi ve
azaldigi, CCCP’de ise hiicresel stres yanitinin daha geg¢ aktiflenip daha uzun

stirdiigii gozlenmistir. Bu etkinin arastirildig literatiirdeki ilk ¢alismadir.

HepG2 hiicrelerine PA ve CCCP uygulamasi yapildiginda CHOP
ifadelenmesi her iki grupta da artis gostermistir. Bu da mitokondriyonda

fonksiyon bozuklugu ve mitokondriyal stresin olustugunu gostermektedir.

Mitokondriyal protein katlanmasinda gorevli olan saperon proteinler
mtHSP10 ve mtHSP60 ifadelenmesine bakilmistir. PA uygulmas: yapilan
hiicrelerde HSP10 ve HSP60 ifadelenmesi artis gOstermistir. Bu da bize
mitokondriyonda meydana gelen strese bagli saperon proteinlerinin gorev
aldigma isaret etmektedir. CCCP uygulamasi yapilan hiicrelerde ise HSP10
ve HSP60 ifadelenmesi azalmistir. Bir protonofor olan CCCP uygulamas: ile
mitokondriyon morfolojisinin bozulmasina bagli olarak; mitokondriyal
membranda meydana gelen hasarli bolgenin mitofaji ile ortadan

kaldirilabilecegini diistindiirmektedir.

Se¢ici otofajide birlikte gorev alan OPTN, HACE1 ve TBKI1 proteinlerini
kodlayan genlerin PA uygulanan grupta 6zellikle 12. saatte ifadelenme artisi
tespit edilmistir. CCCP uygulanan grupta ise s6z konusu genlerin ifadelenme
artis1 24. saate meydana gelmistir. Bu da CCCP uygulamasina segici otofajiin
deney kosullarimizda daha gec¢ devreye girdigini isaret etmektedir. Farkli
streslere kars1 verilen segici otofaji cevabi ayni olsa da bu cevaplarin farkl
saatlerde  devreye  girmesi,  regiilasyonlarmmin = farkli  oldugunu

diistindiirmektedir.

Otofagozom olusumunda gorev alan p62 ve LC3-I1 genlerinin ifadelenmeleri
ise PA uygulanan grupta 6. saatten baslayip 12. saatte en fazla kat artisi
gostermistir. CCCP grubunda ise 2. saatte baslayip 24. saate kadar devam
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etmistir. Bu durum farkl: strese verilen yanitin da siirelerinin farkli olduguna

isaret etmektedir.

PINK1-Parkin bagimli mitofajide gérev yapan Parkin proteinini kodlayan
PARK2 geni ifadelenmesi ise PA uygulamasinda tiim saatlerde artis
gbzlenmis ancak en belirgin artis 24. saatte 15 kat tespit edilmistir. CCCP
uygulanan grupta ise 1. ve 48. saatlerde kat artis1 gozlenmistir. Ancak 24.
saatte gen ifadelenmesi saptanamamistir. Bu durum PARK2 geninin

ifadelenmesinin hizlica yikilabilecegini diigiindiirmektedir.
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