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OzET

Onal G. PNPLA1 Geninde Mutasyon Saptanan Konjenital iktiyoz Vakalarinda Yag
Damlaciklarinin  Lipofaji Aracili  Regiilasyonunun incelenmesi. Hacettepe
Universitesi, Saglk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji Yiiksek Lisans Tezi, Ankara,
2015. Patatin benzeri fosfolipaz domain iceren protein 1 (PNPLA1) gen mutasyonlari
Otozomal Resesif Konjenital iktiyoz (ORKi) patolojisine neden olmaktadir. Hiicrede
yag damlaciklarinin Gzerinde vyerlesim gosteren PNPLA1 proteininin fosfolipit
metabolizmasinda rol oynadigi bilinmektedir. Proteinin mutant olmasi durumunda
hiicredeki yag damlacigi regiilasyonunun nasil etkilendiginin arastiriimasi hastalik
patolojisine sebep olan yolaklarin aydinlatiimasi icin katki saglayacaktir. Bu amacgla,
tez kapsaminda ilk asamada PNPLA1 gen mutasyonu goriilen hastalarin ve kontrol
bireylerin primer fibroblast kiiltirlerinde yag damlaciklari birikimi karsilastirildi. Hasta
fibroblast hiicrelerinde yag damlaciklarinin anormal birikimi ve boyutlarinda artis
tespit edildi. Ek olarak, hasta fibroblast hiicrelerinde PNPLA1 gen mutasyonlarinin
proteinin hicre ici yerlesimine etkisinin olmadigi ve proteinin hicrelerde ifade
edildigi belirlendi. Yag damlaciklarinin lipofaji aracili regiilasyonunun arastiriimasi
amaciyla ise, yag damlaciklarinin otofajik belirtecler (Atg5, LC3, LAMP1, Lysotracker®
Red-DND-99) ile es yerlesimi arastirildi. Kontrol hiicrelerinde yag damlaciklarinin
otofajik belirteclerle es yerlesiminin belirlenmesi, yag damlaciklarinin bazal seviyede
otofaji mekanizmasiile yikimini géstermektedir. Fizyolojik kosullarda, hasta fibroblast
hiicrelerinde ise yag damlaciklarinin otofajik belirtegler ile belirgin olarak es yerlesimi
saptanmadi. Elde edilen bulgular, PNPLA1 mutasyonlarinin hiicrede otofajik akisin
otofagozom olusumu asamasinda  aksakliklar meydana getirebilecegini
disundiurmektedir. Sonug olarak, hasta fibroblast hiicrelerinde anormal yag birikimi
ve otofaji mekanizmasinda aksakliklar goriilmesi, PNPLA1 proteininin yag
damlaciklarinin regiilasyonunda énemli roll oldugunu goéstermektedir. Bu proteinin
ileri fonksiyon analizlerinin gerceklestirilmesi hastalik patolojisine neden olan

mekanizmalarin aydinlatilabilmesine katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Otozomal Resesif Konjenital iktiyoz (ORKi), PNPLA1, Yag

Damlaciklari, Lipofaji.
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ABSTRACT

Onal G. Investigation of Lipophagy Mediated Regulation of Lipid Droplets in
Autosomal Recessive Congenital Ichthyosis Patients with PNPLA1 Gene Mutations.
Hacettepe University Institute of Health Sciences Medical Biology Programme
Master of Science Thesis, Ankara,2015. Patatin Like Phospholipase Domain
Containing Protein-1 (PNPLA1) gene mutations are shown to be linked with
Autosomal Recessive Congenital Ichthyoses (ARCI). PNPLA1 protein located on
phospholipid membrane structure of lipid droplets plays crucial roles in biosynthesis
and regulation of phospholipids. Investigating the effects of PNPLA1 gene mutations
on the regulation of lipid droplets will help to enlighten the pathways that cause the
pathology of this disease. For this purpose, in the scope of this thesis firstly the
accumulation of lipid droplets were compared between the primer fibroblast cultures
of patient and control individuals. According to the results, an abnormal increase in
number and size of lipid droplets of patient fibroblast cells compared to control cells
was detected. In addition, it was determined that PNPLA1 gene mutations have no
effect on the cytoplasmic localization of the protein. In order to investigate lipophagy
mediated regulation, colocalization of lipid droplets with designated autophagic
markers (Atg5, LC3, LAMP1, Lysotracker’ Red-DND-99) was studied using
fluorescence staining methods. Discovery of colocalization of lipid droplets with
autophagic markers is an indicator of degradation of lipid droplets with autophagy at
basal levels. However, there was no colocalization of lipid droplets with autophagic
markers was detected for patient fibroblast cells. As a result, finding of abnormal lipid
accumulations and defects in autophagy mechanisms of patients fibroblast cells is an
indicator of crucial role that PNPLA1 protein playing in lipid droplet regulation.
Advanced functional analysis of this protein will definitely help us to shed light on the

prevailing mechanisms of the pathology of this disease.

Keywords: Autosomal Recessive Congenital Ichthyoses (ARCI), PNPLA1, Lipid
Droplets, Lipophagy.
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1. GiRiS

Yag damlaciklari hiicrede nétral lipitlerin tek katl fosfolipit membran ile
cevrelenerek depo edildigi hiicre ici yapilardir (1). Ozgiin morfolojisine ek olarak,
fosfolipit membran ylizeyinde lipit biyosentezi, yikimi, hiicre membran trafigi, protein
yikimi gibi cesitli yolaklarda gérev almasini saglayan cesitli proteinler tanimlanmustir
(2, 3). Yag damlaciklarinin hiicredeki bu dinamik yapisinin kesfedilmesi, uzun sire
hiicrede inert lipit depolama bolgesi olarak kabul edilen yag damlaciklarinin énemli
metabolik fonksiyonlara sahip olan bir organel olarak kabul gérmesini saglamis ve
arastirmalarin bu organel lzerinde yogunlasmasina yol acmistir. Yag damlaciklari
ylizeyinde ozellikle hiicrede lipit homeostazindan sorumlu olan proteinler yer
almaktadir (3). Hiicrede lipit homeostazinin saglanabilmesi icin yag damlaciklarinin
biyogenezi, blyimesi ve vyikimi siki bir sekilde kontrol edilmektedir. Bu
mekanizmalarda olusabilecek aksaklklar ve hiicresel lipit kompozisyonundaki
degisiklikler yag damlaciklarinin  morfolojisini etkileyerek hastaliklarda rol

oynayabilmektedir (4).

Yag damlaciklari ylizeyinde yer alan ve lipit metabolizmasinda rol oynayan
proteinlerden biri de Patatin-benzeri Fosfolipaz Domain iceren Protein 1
(PNPLA1)'dir. PNPLA1 proteininin diger PNPLA proteinleri gibi trigiliserit lipaz
aktivitesine sahip olmadigi fakat fosfolipit sentezi ve diizenlenmesinde rol oynadigi
gosterilmistir  (5). PNPLA1 gen mutasyonlarinin  kalitsal keratinizasyon
bozukluklarindan biri olan Otozomal Resesif Konjenital iktiyoz (ORKi) patolojisine
neden oldugu saptanmistir (5, 6). ORKI patolojisi, epidermisin stratum korneum
tabakasindaki korneositlerin anormal farklilasmasi veya lipit matriks tabakasindaki
aksakliklar sonucunda ortaya cikmaktadir (7). PNPLA1 proteininin Ozellikle Ust
epidermis granuiler tabakasinda yliksek ekspresyon gosterdigi ve graniiler tabakadaki
keratinositlerde anormal membranoz ve vezikiler lipit birikimine neden oldugu rapor
edilmistir (5). Ozellikle fosfolipit metabolizmasinda rolii oldugu bilinen PNPLA1
proteininde mutasyon olmasi durumunda, bu proteinin hicresel membran
organizasyonu, membran trafigi ve endositik yolak bozukluklarina yol agarak iktiyoz

patolojisinde goriilen anormal lipit birikimine neden olabilecegi dusiiniiimektedir (5).



Bu veriler isiginda, PNPLA1 gen mutasyonlarinin yag damlaciklarinin yikim
mekanizmalarindan biri olan lipofaji aracili reglilasyonunu etkileyebilecegi hipotezi
kurulmustur. Tez calismasinda ORKIi hastalarinda mutant PNPLA1 proteininin yag
damlaciklarinin birikimine ve lipofaji mekanizmasi aracili regiilasyonuna etkisinin

arastirilmasi amaglanmistir.

ORKi tanisi alan ve PNPLA1 geninde ¢.514G>A veya c.733_735delTAC
mutasyonlarina sahip U¢ hasta ve bir kontrol bireyden alinan deri biyopsi
orneklerinden primer fibroblast hiicre kultirleri kurulmustur. Tez calismasinda ilk
olarak fibroblast hicre kiltirlerinde hiicre ici yag damlaciklari floresan boyama
yontemi ile incelenerek yag damlaciklarinin sayr ve boyut kantitasyonu
gerceklestirilmistir. Hasta ve kontrol bireylerde vyag damlaciklari birikimi
karsilastirilarak PNPLA1 gen mutasyonlarinin bu birikim Gzerine etkileri arastirilmistir.
Ayrica, calisma kapsamina dahil edilen hastalarin PNPLA1 geninde sahip olduklari
mutasyonlarin proteinin hicre ici yerlesimine etkisinin arastirilmasi amaciyla yag
damlaciklari ile PNPLA1 proteininin es floresan boyamasi gerceklestirilmistir. Tez
calismasinda son olarak, mutant PNPLA1 proteininin yag damlaciklarinin lipofaji
mekanizmasi ile yikim slirecine etkisinin arastinlmasi amaclanmistir. Yag
damlaciklarinin lipofaji mekanizmasinda otofagozom yapisinin olusumunda aktif rol
oynayan Atg5 (Autophagy related 5) ve LC3 (mikrotibil asosiye hafif zincir protein-
3) proteinleri ile es floresan boyamasi yapilarak, hasta ve kontrol hiicrelerde
otofagozom olusum sireci incelenmistir. Ayrica yag damlaciklarinin LAMP1
(lizozomal asosiye membran proteini 1) proteini ve aktif lizozom belirteci olan
LysoTracker ile es floresan boyamalari gergeklestirilerek yag damlaciklarinin lizozom
ile es yerlesimi incelenmistir. Yag damlaciklarinin lipofajik belirteclerle hiicre igi
lokalizasyonlarinin  incelenmesi sonucunda PNPLA1 mutasyonlarinin lipofaji

stirecindeki olasi etkilerinin arastiriimasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Otozomal Resesif Konjenital iktiyoz

Otozomal Resesif Konjenital iktiyoz (ORKi) (OMIM #242300) deride anormal
pullanma ile karakterize olan, klinik ve genetik acidan heterojenite gosteren kalitsal
keratinizasyon bozukluklari olarak tanimlanmaktadir (9). ORKi hastaligi Harlequin
iktiyoz (Hi), Lamellar iktiyoz (Li) ve Konjenital iktiyoziform Eritroderma (KIE) olmak
Uzere (¢ ana klinik fenotipi kapsamaktadir (10). Hastalarin %60-70’i kolloidon bebek
(colloidon baby) fenotipi ile birlikte gelisen agir semptomlar gostermektedir (9).
Hastaligin semptomlari klinik tiplerine gore degiskenlik géstermekle birlikte genel
olarak 1s1 duyarlihg), su kaybi, elektrolit dengesizligi ve solunum glgligu gibi
semptomlarin yani sira bazi agir vakalarda neonatal donemde sepsis sonucu 6limler
de gorilebilmektedir (11, 12). Literatiir kapsaminda hastaligin prevalansi 1:200.000-
1:300.000 olarak belirlenmistir (12).

Tum iktiyozlarda ortak olarak, anormallikler epidermal stratum korneum
tabakasinda gorilmektedir (7). Stratum korneum keratinden zengin korneositler ile
bunlari cevreleyen lipitten zengin bir matriksten olusmaktadir. Stratum korneum
yapisini olusturan keratinositlerde veya lipit metabolizmasinda gorilen genetik
bozukluklar, lipit bariyer yapisinda ve fonksiyonlarinda anormalliklere yol agarak
hastalik patolojisine neden olmaktadir (13). ORKI patolojisi ile iliskili 9 gen (TGM1
(14), ALOXE3 (15), ALOX12B (15, 16), ABCA12 (17, 18), NIPAL4 (19), CYP4F22 (20),
PNPLA1 (5, 6), LIPN (21) ve CERS3 (22)) tanimlanmustir. ORKi patolojisinin en yaygin
sebebi epidermisteki kornifiye zarfin olusumunda rol alan Trans-glutaminaz 1
enzimini kodlayan TGM1 genindeki mutasyonlardir (23, 24). Fakat ORKi patolojisinin
epidermisin keratinosit tabakasindaki aksakliklarla sinirli olmadigi ve ALOXE3,
ALOX12B, ABCA12, NIPAL4, CYP4F22, PNPLA1, LIPN ve CERS3 genlerinde tanimlanan
mutasyonlarin lipit metabolizmasini etkileyerek epidermise 6zgi lipit matriks
tabakasinda olusturdugu aksakliklar sonucu hastaligin gelisimine sebep oldugu

gosterilmistir (9).
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2.2. Patatin Benzeri Fosfolipaz Domaini iceren (PNPLA) Protein Ailesi ve PNPLA1

Proteini

ORKi patolojisi ile iliskili oldugu gdsterilen PNPLA1 proteini, Patatin Benzeri
Fosfolipaz Domaini iceren (PNPLA) Protein Ailesinin bir lyesidir. Patatin ilk olarak
ylksek konsantrasyonlarda bulundugu patates yumrularinda tanimlanmistir ve 6zgiil
olmayan lipit acil hidrolaz aktivitesine sahip oldugu bilinmektedir (25, 26). Patatin
sliper ailesine ait patatin benzeri domain iceren proteinler, prokaryotlardan
Okaryotlara kadar tiim yasam formlarinda dagilim gostermektedir (PFAM Protein Veri
Bankasi, #PF01734). Memelilerde tanimlanan PNPLA Protein Ailesinin 9 Uyesi
(PNPLA1-9) bulunmaktadir (27). PNPLA adiponutrin alt ailesi, PNPLA1 (patatin-
benzeri fosfolipaz domain iceren protein-1), PNPLA2 (ATGL, adipoz trigliserit lipaz),
PNPLA3 (adiponutrin), PNPLA4 (GS2, gene sequence 2) ve PNPLA5 (GS2-benzeri
protein, gene sequence 2-benzeri protein) proteinlerini icermektedir (28). Tim
adiponutrin ailesi Gyeleri, N terminallerinde ortak bir patatin domainine sahiptir.
Patatin domaini icerdigi konsensiis GXSXG serin lipaz ve DGG motiflerinde bulunan
serin-aspartat katalitik cifti (catalytic dyad) aracihgl ile enzimatik aktivite
gostermektedir (29). PNPLA proteinleri, N-terminallerinde ortak patatin domaini
icermekle birlikte C-terminallerinde bulunan hidrofobik motiflerde varyasyon
gostermektedir (30). PNPLA1, PNPLA2, PNPLA3 ve PNPLAS5 proteinlerinin C-
terminallerinde bulunan korunmus prolin ve arjinince zengin hidrofobik motifler
aracihgiyla, amfipatik heliks ve hidrofobik strecth olusturarak hiicre icinde yag
damlaciklari ylizeyine baglandiklari ve burada lokalize olduklari gosterilmistir (30).
PNPLA4 proteini ise C-terminalinde diger aile liyelerinde ortak bulunan rezidileri
bulundurmadigindan sitozolik yerlesim gostermektedir (30). PNPLA2-5 (yelerinin
triacilgliserol, fosfolipit ve retinol ester gibi farkli substratlar Gzerinde lipit hidrolaz ve

aciltransferaz aktivitelerinin oldugu gosterilmistir (27, 28).

insan PNPLA1 geni (Gen ID 285848), 6p21.31 kromozomunda lokalize olup 8
ekzona sahiptir ve 532 aminoasitten olusan PNPLA1 proteinini kodlamaktadir (31).
PNPLA1 proteini, N-terminalinde patatin domaini (rezidii 16-185) ile C-terminalinde

yag damlaciklari ylzeyinde lokalize olmasini saglayan prolince zengin hidrofobik



domaini (rezidii 326-451) icermektedir (Sekil 2.1). Patatin domaininin GTSAG katalitik
serin motifi (rezidi 51-55) ile DGG motiflerinde (rezidi 172-174) bulunan S53-D172

aminoasitleri, enzim katalitik giftini olusturmaktadir (31).
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Sekil 2.1. PNPLA1 geninin ve primer protein yapisinin sematik gosterimi.

Diger PNPLA ailesi Uyeleri gibi patatin domaini tasidigindan, varsayimsal
olarak lipit hidrolaz aktivitesinin oldugu kabul edilse de (Swiss-Prot Veri Tabani,
#Q8N8WS4), literatiirde PNPLA1 proteininin fonksiyonuna iliskin yapilan calismalar
kisithdir. Grall ve arkadaslarinin yaptiklari in vitro calismada, PNPLA1 proteininin
trigliserit lipaz aktivitesinin olmadigi, fakat acil-coA bagimh ya da bagimsiz
aciltransferaz aktivitesine sahip oldugu ve oOzellikle fosfatidik asit ve fosfatidil
etanolamin oranlarini etkileyerek hiicrede fosfolipit sentezi ve diizenlenmesinde rol

oynayabilecegi belirtilmistir (5).

PNPLA proteinlerinin  hilicrede yag damlaciklarinin  homeostazinin
saglanmasinda, enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde ve sinyal iletiminde kritik
rol oynadigi bilinmektedir (27, 32). Bu proteinlerin 6zellikle lipit metabolizmasi, enerji
homeostazi, inflamasyon ve ndronal integrite ile iliskili patolojilerde dogrudan
etkisinin oldugu gosterilmistir (27). Yapilan ¢alismalarda, PNPLA1 geninde saptanan
mutasyonlarin insan ve képeklerde ORKi patolojisine neden oldugu tespit edilmistir
(5, 6). ORKi patolojisinde, PNPLA1 geninin epidermis graniiler tabakasindaki
keratinositlerde yiliksek ekspresyon gostermesi, epidermal keratinizasyon
farklilagsmasi ile lipit bariyer organizasyonu ve metabolizmasinda anahtar roli

oldugunu gostermistir (5).



2.3. Yag Damlaciklari ve Hiicredeki Regiilasyonu

Yag damlaciklari hicre iginde noétral yaglarin depolandigi 6zellesmis
sitoplazmik yapilardir (33). Bu yapilar uzun vyillar hiicrede inert lipit depolama
bolgeleri olarak kabul edilmis olsa da, ylizeyinde yer alan proteinlerin kesfedilmesi ile
birlikte 6nemli metabolik fonksiyonlara sahip olan bir organel olarak kabul gérmeye
baslamistir (34). Yag damlaciklari, yizeyinde lokalize olan proteinler yardimiyla
endoplazmik retikulum (ER), mitokondri, peroksizom, plazma membrani gibi diger
kompartmanlarla etkilesim icindedir (35, 36). Bu interaksiyonlar araciligi ile hiicrede
lipitlerin sentezlenmesi ve yikimini diizenleyerek enerji dengesinin saglanmasinda

merkezi rol oynamaktadir (37).

Notral yaglarin depolandigi kor kismi, bu yapiyi cevreleyen tek katli fosfolipit
tabakasi ve ylizeyinde yer alan proteinler yag damlaciklarinin 6zgiin morfolojisini
olusturmaktadir (Sekil 2.2) (38). Hidrofobik kor kisminda farkli hiicrelerde degisken
oranlarda olmak (izere triacilgliserol (TG) ve sterol esterler (SE) depolanmaktadir (39).
Hiicredeki diger membran yapilarindan farkli olarak, yag damlaciklarinin hidrofobik
kor kismi tek katl fosfolipit yapisindan olusan membran ile cevrelenerek sitozolik

cevreden ayrilmaktadir.
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Sekil 2.2. Yag damlaciklarinin temel yapisi (38) (TG:Trigliserit, SE: Sterol ester).



Fosfolipit ~membran  vyapisi  agirlikh  olarak  fosfatidilkolin  ve
fosfatidiletanolaminden olusmakta ve bununla birlikte farkl oranlarda fosfatidik asit,
fosfatidilinositol, lizo-fosfatidilkolin, lizo-fosfatidiletanolamin ve  kolesterol
icermektedir (40, 41). Membranin yapisini olusturan fosfolipit oranlari ve
kompozisyonlarindaki degisimlerin, hiicrede yag damlaciklarinin biylime ve
proliferasyonunu etkileyerek regiilasyonunda gorev aldigi gosterilmistir (42, 43). Yag
damlaciklarinin yapisinda ayrica fosfolipit membrani ylizeyinde konumlanan 200’den
fazla protein tanimlanmistir (44-45). Proteomiks analiz ¢calismalari ile ylizeyde yer
alan bu proteinlerin agirlikli olarak yapisal proteinler ile lipit metabolizmasi, membran
trafigi ve sinyal iletimi yolaklarinda gorev alan proteinler oldugu saptamistir (2).
Bunlara ek olarak, membran ylizeyinde cesitli hiicre iskeleti proteinleri, ER ve

mitokondri iliskili proteinler ve saperonlar da tanimlanmistir (2, 44).

Hiicrede lipit ve enerji homeostazinin saglanabilmesi icin yag damlaciklarinin
biyogenezi, biylmesi ve yikimi kontrol edilmektedir. Yag damlaciklari biyogenezi,
trigliserit ve sterol esterlerin, acil-coA acil transferaz (ACAT) ve digliserol
aciltransferaz (DGAT) notral lipit sentez enzimleri araciligiyla ¢ift kath ER fosfolipit
membrani arasinda sentezlenip depolanmasiyla gerceklesmektedir (46, 47). ER
fosfolipit membrani arasinda olusan notral lipitler, ER  membranindan
tomurcuklanma mekanizmalari ile ayrilarak sitozolik yag damlaciklarini
olusturmaktadir (3, 48). Yag damlaciklarinin biylmesi ise, yag damlaciklarinin
flzyonu, yag damlaciklari arasinda noétral lipit transferi veya in situ notral lipit sentez
mekanizmalari ile gerceklesmektedir (38, 42). Ozellikle yag damlaciklarinin biyimesi
sirasinda ylzey alani/hacim oraninin korunabilmesi icin nétral lipit sentezi ile
fosfolipit sentezinin esgidimli olmasi gerekmektedir. Yag damlaciklari yliizeyindeki
fosfolipit sentezinde olusabilecek aksakliklar ve fosfolipit kompozisyonundaki
degisiklikler yag damlaciklarinin morfolojisini etkileyerek cesitli hastaliklarin
gelisiminde rol oynayabilmektedir (49). Buna ek olarak, fosfolipit sentez enzimlerinin
hicredeki yag damlaciklarinin sayisi ve boyutunda belirleyici rol oynadiklari
belirtilmistir (50). Yag damlaciklarinin regiilasyonundan sorumlu bir diger faktor ise

yikim mekanizmalaridir. Yag damlaciklarinin yikimi lipoliz ve otofaji olmak lzere iki



mekanizma ile gergeklestirilmektedir (38). Yag damlaciklari kor kisminda depolanan
noétral lipitlerin lipoliz mekanizmasi ile yikimi, fosfolipit membran yiizeyinde lokalize
olan adipoz trigliserit lipaz (ATGL), hormon duyarl lipaz (HSL), monogliserit lipazlar
(MGL) ve notral kolesterol esterazlar aracilig ile gerceklestirilmektedir (48, 51).
Ayrica, otofaji mekanizmasinin da hiicrede yag damlaciklari dénglisiinde rolii oldugu
ve yag damlaciklarinin “lipofaji’’ adi verilen bu mekanizma ile yikildigi belirtilmistir
(52). Fakat literatirde lipofaji mekanizmasinin nasil dizenlendigi ve bu yikim
mekanizmalarinin  hiicrede yag damlaciklari donglsine hangi oranda katki

sagladiklari henliz net olarak bilinmemektedir (53, 54).

2.4. Lipofaji

Lipofaji, hiicrede yag damlaciklarinin secici olarak yikimindan sorumlu olan
makrootofajik bir yikim mekanizmasidir (54). Makrootofaji hiicre icindeki sitoplazma
parcalari, proteinler ve organellerin, cift zarli, kesecik benzeri yapilar icinde
hapsedilmek suretiyle lizozomlara tasinmasi ve burada sindirilmesidir. Makrootofaji

III

slirecinde olusan cift zarli keseciklere “otofajik vezikiul” ya da “otofagozom”,
lizozomla birlesme sonrasi ortaya cikan yapilara ise “otolizozom” adi verilmektedir
(55). Bu mekanizma normal fizyolojik kosullarda hiicrede bazal seviyede aktivite
gostererek, yikilmasi gereken intraseliler yapilarin geri déontisiminden ve hiicresel
enerji dengesinin saglanmasindan sorumludur (55). Cesitli stres faktorlerinin
varliginda ve hicrenin yasami igin gereken yapitaslarini bulundugu ortamdan elde
edemedigi kosullarda ise, makrootofaji bazal seviyesinin lzerinde aktive olarak

(upregulation) hiicrenin hayatta kalmasini saglayan bir adaptasyon mekanizmasi

olarak goérev yapmaktadir (56).

Hicrede otofaji mekanizmasinin regilasyonu iki temel vyolak ile
gerceklestirilmektedir (57). mTOR (memeli rapamisin hedefi) bagiml olmayan
yolakta, hicre i¢i inositol monofosfatazlarin inhibisyonu sonucu azalan inositol and
inositol 1,4,5-trisfosfat (IP3) seviyeleri otofajinin indiiklenmesine sebep olmaktadir

(58). Otofajik regiilasyondan sorumlu bir diger yolak ise mTOR bagimli yolaktir.



Normal fizyolojik kosullar altinda, mTORC1 serin/treonin kinaz kompleksi otofajinin
baskilanmasindan sorumludur (59). Besin vyetersizligi durumunda ise mTORC1
kompleksinin inhibisyonu hiicre i¢i otofajik mekanizmalarin indiklenmesini
saglamaktadir (59). Otofaji mekanizmasinin indiklenmesini, otofaji iliskili Atg
(Autophagy related) proteinleri araciligi ile cift zarh vezikil olusumu takip etmektedir.
Bu kompleks vezikil sisteminin olusumunda iki farkli ubiquitin benzeri konjugasyon
sistemi rol oynamaktadir (60). Bu sistemlerden ilk olarak, Atg5-Atgl2-Atgl6
kompleksi olusturularak otofagozom membran vyapisina katilmaktadir (58).
Otofagozom olusumuna katkida bulunan diger konjugasyon sisteminde ise,
mikrotlibul asosiye hafif zincir protein-3 (LC3) proteini fosfatidiletanolamin ile
konjuge olarak membran yapisina entegre olmaktadir (58). Sonraki adimda, otofaji
mekanizmasi ile yikilacak olan sitozolik parcaciklar veya organeller otofajik vezikiil
icerisine alinarak otofagozom olgunlasmasi tamamlanmaktadir (61). Son asamada,
cift zarli otofagozom lizozom ile flizyon gerceklestirerek otolizozom yapisini
olusturmakta ve yikilmasi planlanan yapilarin lizozomal yikimi gerceklesmektedir

(61). Makrootofaji mekanizmasinin basamaklari Sekil 2.3’te gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Makrootofaji (Lipofaji) mekanizmasi (58).
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Otofaji mekanizmasi ilk olarak Singh ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alisma
kapsaminda lipit metabolizmasi ile iliskilendirilmistir (52). Yapilan bu c¢alismada,
otofajinin farmakolojik veya genetik inhibisyonunun, hiicresel trigliserit miktarinda ve
yag damlaciklarinin hacim ve sayisinda artisa neden oldugu gosterilmistir. Ayrica, aghk
durumunda yag damlaciklarinin segici olarak otofaji mekanizmasi ile yikildigi
gosterilmis ve bu mekanizma “lipofaji” olarak adlandiriimistir  (52). Lipofaji
mekanizmasinin  hiicredeki en temel fizyolojik roli yag damlaciklarinin
reglilasyonunun ve enerji dengesinin saglanmasidir (54). Bu fonksiyonlari ile iliskili
olarak, lipofaji yolaklarinda meydana gelebilecek aksakliklarin hepatik steatoz,
obezite ve metabolik sendrom gibi lipit metabolizmasi ile iliskili pek ¢ok hastalikla

baglantili oldugu yapilan calismalarda gosterilmistir (54,62,63).

2.5. Amag¢

Literatiirde tanimlanan PNPLA1 gen mutasyonlari epidermal stratum
korneum tabakasinda lipit bariyer organizasyonunda aksakliklara neden olarak ORKi
patolojisi ile iliskilendirilmistir (5, 6). Hastalik patolojisi ile iliskili olarak, epidermisin
stratum korneum tabakasinda lipit metabolizmasinda goriilen aksakliklardan dolayi
yag damlaciklarinin anormal birikimi gorilebilmektedir (64, 65). Hicrede yag
damlaciklari yizeyinde lokalize oldugu bilinen PNPLA1 proteininin agiltransferaz
aktivitesi ile hicrede fosfolipit sentez ve diizenlenmesinde rol oynayabilecegi
gosterilmistir  (5). Membranin  yapisini  olusturan fosfolipit oranlari ve
kompozisyonlarindaki degisimlerin, hicrede yag damlaciklarinin blylime ve
metabolizmasini etkileyerek kendi regiilasyonunda goérev aldigi gosterilmistir (50).
Ayrica, fosfolipit metabolizmasindaki degisimler hiicre ici membran trafigini de
etkileyebilmektedir (66). Bu bilgiler dogrultusunda, PNPLA1 proteinindeki mutasyona
bagli degisikliklerin, yag damlaciklarinin lipofaji aracili reglilasyonunu etkileyebilecegi

hipotezi kurulmustur.
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Tez ¢alismasi kapsaminda, klinik ve histopatolojik degerlendirmeler sonucu

ORKi tanisi almis ve PNPLAI gen mutasyonu tasidigi saptanmis {ic hasta ve bir kontrol

bireyden alinan dokulardan elde edilecek fibroblast hiicre kiilturlerinde;

hicre i¢i yag damlaciklari birikiminin floresan boyama yontemi
kullanilarak sayi ve boyut bakimindan karsilastiriimasi,

PNPLA1 gen mutasyonlarinin PNPLA1 proteininin yag damlaciklari
ylzeyindeki yerlesimine etkisinin floresan boyama teknigiile arastiriimasi,
mutant PNPLA1 proteininin yag damlaciklarinin lipofaji mekanizmasi ile
yikimi Gzerinde etkisinin olup olmadiginin arastirilmasi amaglanmistir. Bu
amacla, yag damlaciklarinin belirlenen otofajik belirtecler ile (Atg5, LC3,
LAMP1, LysoTracker’) es yerlesiminin floresan boyama teknigi ile

arastiriimasi planlanmistir.
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3. GEREGLER VE YONTEMLER
3.1. Calismada incelenen Bireyler

Yiiksek lisans tez calismasi kapsaminda Hacettepe Universitesi Deri ve Ziihrevi
Hastaliklar Anabilim Dal’’'nda yapilan klinik degerlendirmeler dogrultusunda, ORKI
tanisi alan ve PNPLA1 geninde mutasyon (c.514G>A ve c. 733 _735delTAC)) oldugu
saptanan (¢ hasta birey ile bir kontrol bireyden alinan dokulardan elde edilen primer
fibroblast hticre kiltirleri ile calisildi. Hasta #1'de saptanan ¢.733_735delTAC
mutasyonu 5. ekzonda bulunmaktadir. Primer protein yapisinda 245. pozisyondaki
Tirozin aminoasitinin delesyonuna neden olmaktadir. Hasta #2 ve Hasta#3'te
saptanan c.514G>A mutasyonu ise PNPLA1 geninin 4. ekzonunda bulunmaktadir.
Protein diizeyinde ise patatin domaininde katalitik ¢ifti (catalytic dyad) olusturan
aminoasitlerden 172. pozisyondaki Aspartatin Asparjine donismesine neden

olmaktadir. Hasta bireylerde tespit edilen mutasyonlar Sekil 3.1’'de gosterilmistir.

.514G>A  C-733_735delTAC
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Sekil 3.1. ORKi hastalarinda gériilen mutasyonlarin PNPLA1 geni ve proteini (izerinde

gosterimi.

Yapilan c¢alismalar, Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’nun 02.04.2014 tarih ve GO 14/183-13 karar numarali onayi

alinarak gerceklestirilmistir (Bkz. EK 1).
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3.2. Geregler

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (Biochrom)
Fetal Dana Serumu (FBS) (Biochrom)

L-Glutamin (Biochrom)

Penisilin/Streptomisin (Biochrom)

Amfoterisin B (Biochrom)

Tripsin/EDTA Soliisyonu (Biochrom)

1X Tuzlu Fosfat Tamponu (PBS), pH:7,4 (Sigma)

Dimetil stilfoksit (DMSO) (Sigma)

3.2.2. Hiicrelere Oleik Asit Uygulamasi

1 M NaOH (Sigma)

Oleik asit (Sigma)

1X Tuzlu Fosfat Tamponu (PBS) (Sigma)

Yag Asidi icermeyen Dana Serum Albiimini (BSA) (Sigma)

dH.0

3.2.3. Floresan Boyama
1X Tuzlu Fosfat Tamponu (PBS) , pH:7,4 (Sigma)
%4 Paraformaldehit / 1X PBS (a/h), pH:7,2-7,4 (Sigma)

%3 Dana Serum Albimini (BSA) / 1X PBS (a/h) (Sigma)
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%0,1 Saponin / 1X PBS (a/h) (Sigma)
Primer Antikorlar:

- Tavsan Polyclonal Anti-PNPLA1 (Prestige Antibodies)
- Tavsan Polyclonal Anti-LC3 (Sigma)

- Tavsan Polyclonal Anti-Atg5 (Sigma)

- Fare Monoclonal Anti-LAMP1 (Abcam)

Sekonder Antikorlar:

- Kegi Anti Tavsan AF568 (Molecular Probes)
- Keci Anti Fare AF568 (Molecular Probes)

BODIPY®493/503 (4,4-Difluoro-1,3,5,7,8-Pentamethyl-4-Bora-3a,4a-Diaza-s-

Indacene) (Sigma)

Lysotracker® Red-DND-99 (Sigma)

DAPI (4, 6 -diamidino-2-phenylindole) (Sigma)
Prolong Antifade Kaplama Sollisyonu (Invitrogen)
150 mM NacCl (Sigma)

Dimetil stlfoksit (DMSO) (Sigma)

%100 Etanol (Riedel-de Haen)
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3.3. Deney Plani

Tez ¢alismasi kapsaminda, belirlenen es floresan boyama setlerinin oleik asit
uygulanmamis ve 12 saat 400 um oleik asit uygulanmis kosul olmak Gzere iki deney
kosulu icin gergeklestirilmesi planlandi. Bunun sebebi, fizyolojik sartlar altinda
fibroblast hicrelerinde galisiimasi amaglanan yag damlaciklarinin mikroskobik olarak
goérintilenebilir boyutlarda olmamasidir. insan viicudunda en yaygin gériilen yag
asitlerinden biri olan oleik asitin 12 saat 400 um konsantrasyonda fibroblast
kilturlerine uygulanmasinin, hiicrelerde yag damlaciklari birikimini indiklemesi
sonucu yag damlaciklarinin goriintiilenebilir hale getirilmesi amaclandh. ikili floresan
boyama calismalari icin planlanan deney seti ve kullanilan hiicre pasaj numaralari

Tablo 3.1'de verilmistir.

Tablo 3.1. Floresan boyama calismalari icin planlanan deney seti.

Deney Kosulu Es Floresan Boyamalar

BODIPY"493/503-PNPLA1 (Pasaj # 2,3,4)
BODIPY®493/503-LC3 (Pasaj # 3,4,5)

Oleik Asit Uygulanmamis BODIPY®493/503-Atg5 (Pasaj # 3,4,5)
BODIPY®493/503-LAMP1 (Pasaj # 3,4,5)
BODIPY®493/503-LysoTracker (Pasaj # 5,6,7)

BODIPY®493/503-LC3 (Pasaj # 3,4,5)
BODIPY®493/503-Atg5 (Pasaj # 3,4,5)

12 saat 400 pm Oleik Asit Uygulanmis | BODIPY°493/503-LAMP1 (Pasaj # 3,4,5)
BODIPY®493/503-LysoTracker (Pasaj # 5,6,7)
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3.4. Yontemler
3.4.1. Hiicre Kilturu
3.4.1.1. Primer Fibroblast Kiiltiir Kurulmasi

e Hacettepe Universitesi Deri ve Ziihrevi Hastaliklar Anabilim Dal’nda
‘punch’ biyopsi teknigi ile hastalardan alinan dokular %2,5
Penisilin/Streptomisin ve %2,5 Amfoterisin B iceren DMEM besiyeri
icerisinde buz Uzerinde laboratuvara ulastirildi.

e Transfer besiyeri uzaklastirilarak doku 1 kez %5 Penisilin/Streptomisin
ve %5 Amfoterisin B iceren 1X PBS ile ve 2 kez antibiyotik/antimikotik
icermeyen 1X PBS ile yikandi.

e Petri kabina alinan doku steril bistliri aracihgiyla kiicik parcalara
ayrilarak parcalarin petri kabina yapismasi saglandi.

e Dokularin Gzerine %10 Fetal Dana Serumu, %1 Penisilin/Streptomisin,
%1 Amfoterisin B ve %1 L-Glutamin iceren DMEM besiyeri eklenerek
37 °C ve %5 CO; etlive kaldirildi.

e 2-3 glinde bir besiyeri degistirilerek hiicreler ¢ogaltildi.

3.4.1.2. Primer Fibroblast Hiicrelerin Pasajlanmasi

e Hicreler %90-100 yogunluga ulastiginda kiltir kabindan besiyeri
uzaklastirilarak 1X PBS ile yikandi.

e 5dk. 37 °C’de Tripsin/EDTA solisyonu ile muamele edilerek hiicreler
kaldirildi.

e Tripsin inaktivasyonu icin 2X hacimde fibroblast proliferasyon besiyeri
eklenerek hicreler falkon tiupe aktarildi ve 2000 rpm’de 5 dk. oda
sicakhginda santrifiij edildi.

e Pellet lizerine proliferasyon besiyeri eklendi ve hiicre sayimi yapildi.

e Thoma laminda hiicre sayimi yapildiktan sonra kiltir kaplarina ekildi.
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3.4.1.3. Oleik Asit Uygulamasi
Sodyum-Oleat Kompleksinin Hazirlanmasi

50 ml falkon tip icerisine 15,7 ml dH,0 ve 200 pl 1M NaOH eklenerek
su banyosunda 70 °C’ye isitild1.

Isitilan sollisyon igerisine 100 pl oleik asit eklendi. Hazirlanan soliisyon
30 dk. 70 °C su banyosunda ara ara karistirilarak inkiibe edildi.
Soliisyon icerisine 50 pl 1M NaOH eklenip karistirilarak 5 dk. 70 °C su
banyosunda tekrar inkibasyona birakildi. Bu asama falkon tiip
icerisinde olusan miseller goriinmez hale gelinceye kadar (yaklasik 6

kez) tekrarlandi.

Yag Asidi-Albiimin Kompleksinin Hazirlanmasi

50 ml falkon tip icerisine 11,6 ml yag asidi icermeyen %5 BSA / dH,0
(a/h) soliisyonu eklenip 37 °C’ye isitildI.

Uzerine 3,5 ml hazirlanan sodyum-oleat soliisyonu damla damla

eklenerek karistirildi.

Hazirlanan yag asidi-albimin kompleksi 160 ml fibroblast proliferasyon
besiyerine eklenerek 400 puM konsantrasyonda oleik asit igeren
besiyeri hazirlandi. Steril kosullar altinda laminar flow kabininde 0,22

um filtreden gecirilerek 4 °C’de saklandi.
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3.4.2. Floresan Boyama Yontemleri
3.4.2.1. BODIPY"493/503 Floresan Boyama

BODIPY®493/503 apolar ve hidrofobik yapida olup, hiicre
membranlarindan serbestce gecerek noétlar yaglara baglanan 06zel bir
florofordur. Hiicrede vyalnizca noétral yaglarin  6zgll olarak floresan
isaretlenmesini saglayarak vyag damlaciklari ile iliskili ¢aligmalarda
kullanilmaktadir. BODIPY®493/503 floresan boyama protokolii asagida

belirtilmektedir.

e 6 kuyucuklu hicre kulturu petrileri icerisine yerlestirilen 24*24 mm
ebatinda 0,17 mm. kalinhga sahip steril lameller (zerinde ¢ogaltilan
fibroblast hiicreleri yeterli yogunluga ulastiginda (5*10* hiicre/lamel)
kuyucuklardan besiyeri cekildi.

e Hicreler 4 °C’de 30 dk. %4 PFA/1X PBS (a/h) pH:7,2-7,4 soliisyonu
icerisinde bekletilerek fikse edildi.

e Fiksasyon sonrasi PFA uzaklastirildi ve hiicreler 3 kez 5 dk. 1X PBS
pH:7,4 ile yikandi.

e BODIPY“493/503 1mg/ml olacak sekilde etanol icinde ¢oziilerek stok
sollsyon elde edildi.

e 10 ml 150 mM NaCl igerisine 10 ul 1mg/ml BODIPY®493/503 stok
soliisyonu eklenerek BODIPY®493/503 boyama soliisyonu elde edildi.

e Hicreler Uzerlerini kapatacak sekilde BODIPY®493/503 boyama
sollisyonu ile muamele edilerek 10 dk. oda sicakhiginda ortam isigindan
korunarak inktbe edildi.

e inkiibasyon sonrasi hiicreler 2 kez 5 dk. 1X PBS ile yikand..

e (Cekirdek boyamasi igcin 1X PBS ile 1:6000 oraninda seyreltilmis DAPI
¢Ozeltisi kesitler Gzerinde 1 dk. oda sicakliginda bekletilerek yapildi.

e DAPI uzaklastirilarak hicreler 1X PBS ile 2 kez 5 dk. yikandi.

e Lam {izerine Prolong Gold Antifade c¢ozeltisi damlatilarak lamel

kapatildi ve preparatlar isik gérmeyecek sekilde 4 °C’de saklandi.
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Negatif kontrol olarak hicreler yalnizca 150 mM NaCl ile 10 dk. oda
sicakhginda inklbe edildi.

3.4.2.2. Lysotracker® Red-DND-99 Floresan Boyama

Lysotracker® Red-DND-99 hiicrede asidik organellerin 6zgiil olarak
isaretlenmesini saglayan bir florofordur. Yapisinda bulunan zayif baz grubu
notral pH degerlerinde yari protonlanmis haldedir ve hiicre membranlarindan
kolayca gecgebilmektedir. Asidik kompartmanlara ulastiginda ise, yapisindaki
zayif baz tamamen protonlanarak floroforun bu kompartmanlarda
hapsolmasini saglayarak bu bolgelerin 6zgil olarak floresan isaretlenmesini
saglamaktadir. Lysotracker® Red-DND-99 floresan boyama protokolii asagida

belirtiimektedir.

e 6 kuyucuklu hicre kiltliri petrileri icerisine yerlestirilen 24*24 mm
ebatinda 0,17 mm. kalinhga sahip steril lameller {izerinde ¢ogaltilan
fibroblast hucreleri yeterli yogunluga ulastiginda (5*10% hiicre/lamel)
kuyucuklardan besiyeri cekildi.

e Hiucreler 2 kez 5 dk. 1X PBS pH:7,4 ile yikandi.

e Lysotracker’ Red-DND-99 DMSO icinde c¢ozillerek 1 mM stok
soliisyonu hazirlandi.

e 1X PBS icerisine 100 nM konsantrasyonda Lysotracker’ Red-DND-99
boyama sollisyonu hazirlandi.

e Hiucreler Gzerlerini kapatacak sekilde Lysotracker boyama sollisyonu
ile muamele edilerek 1 saat oda sicakliginda ortam isigindan korunarak
inkiibe edildi.

e inkiibasyon sonrasi hiicreler 2 kez 5 dk. 1X PBS ile yikand..

e (Cekirdek boyamasi icin 1X PBS ile 1:6000 oraninda seyreltilmis DAPI

¢Ozeltisi kesitler Gzerinde 1 dk. oda sicakhginda bekletilerek yapildi.
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DAPI uzaklastirilarak hiicreler 1X PBS ile 2 kez 5 dk. yikandi.
Lam Uzerine Prolong Gold Antifade ¢o6zeltisi damlatilarak lamel

kapatildi ve preparatlar isik gérmeyecek sekilde 4 °C’de saklandi.

3.4.2.3. immiinfloresan Boyama

6 kuyucuklu hiicre kultiiri petrileri igerisine yerlestirilen 24*24 mm
ebatinda 0,17 mm. kalinliga sahip steril lameller lizerinde gogaltilan
fibroblast hiicreleri yeterli yogunluga ulastiginda (5*10* hiicre/lamel)
kuyucuklardan besiyeri ¢ekildi.

Hiicreler 2 kez 5 dk. 1X PBS pH:7,4 ile yikandi.

Hiicreler 4 °C'de 30 dk. %4 PFA/1X PBS (a/h) pH:7,2-7,4 soliisyonu
icerisinde bekletilerek fikse edildi.

Fiksasyon sonrasi PFA uzaklastirildi ve hicreler 3 kez 5 dk. 1X PBS
pH:7,4 ile yikandi.

1X PBS icerisinde %3 BSA (a/h) ve %0,1 Saponin (a/h) iceren bloklama
cozeltisi hazirlandi ve hiicreler 45 dk. 4 °C’de bloklama soliisyonu
icerisinde inktibe edildi.

Bloklama sollisyonu uzaklastirildi ve (zerlerine primer antikor
sulandirm ¢ozeltisi (%3 BSA/1X PBS) icerisinde 1:100 seyreltme
oraninda hazirlanan primer antikor eklenen hiicreler 1 saat oda
sicakhginda inklibasyona birakildi.

Primer antikor uzaklastirilhip lameller 3 kez 5 dk. 1X PBS ile yikandi.
Primer antikor uygulamasindan sonra hicreler sekonder antikor
sulandinim ¢ozeltisi (%3 BSA/1X PBS) igerisinde 1:500 seyreltme
oraninda hazirlanan sekonder antikor ile 1 saat oda sicakhginda
bekletildi. Sekonder antikor uzaklastirilarak 3 kez 5 dk. 1X PBS ile
hiicreler yikandi. Bu ve bundan sonraki asamalar preparatlarin isik

gormeyecegi sekilde gerceklestirildi.
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o Cekirdek boyamasi icin 1X PBS ile 1:6000 oraninda seyreltilmis DAPI
¢Ozeltisi kesitler Gizerinde 1 dk. oda sicakliginda bekletilerek yapildi.

e DAPI uzaklastirilarak hticreler 1X PBS ile 2 kez 5 dk. yikandi.

e Lam {Uzerine Prolong Gold Antifade ¢ozeltisi damlatilarak lamel

kapatildi ve preparatlar isik gormeyecek sekilde 4 °C’de saklandi.

Negatif kontrol olarak hiicreler primer antikor yerine yalnizca antikor
sulandinim ¢ozeltisi (%3 BSA/1X PBS) icerisinde inklbe edilip ardindan

sekonder antikor ile inktibe edildi.

Es floresan boyamalar icin, imminfloresan boyamada sekonder
antikorun 1X PBS ile uzaklastirlmasi sonrasi BODIPY493/503
veya Lysotracker’ Red-DND-99 floresan boyama uygulamasi

protokollerde belirtildigi gibi gerceklestirildi.

3.4.3. Verilerin Degerlendirilmesi ve istatistiksel Analiz

Floresan boyama yontemi ile hazirlanan preparatlar Zeiss LSM-710
Konfokal Mikroskop kullanilarak gorintilendi. 1,4 nimerik agikliga sahip plan
apochromat 63X yag immersiyonlu DIC objektif kullanildi.  Elde edilen
konfokal mikroskop goéruntileri Carl Zeiss ZEN 2012 Black SP1 8.1 yazilimi

kullanilarak kaydedilip analiz edildi.

Yag damlaciklarinin ve LC3 noktaciklarinin kantitatif analizi icin Image)
programinda (http://imagej.nih.gov/ij/) bulunan ‘Parcacik Analizi’
fonksiyonu kullanildi. Orneklem secimi birbirinden bagimsiz 3 set olarak
hazirlanan  preparatlardan rastgele secgilerek gergeklestirildi.  Yag
damlaciklari kantitasyonu her bir ~ kosul ve hiicre tipi icin rastgele segilen
10’ar adet hucrenin analizi sonucu elde edildi. LC3 noktaciklarinin
kantitasyonu icin ise 6rneklem sayisi n=5-7 olarak belirlenerek analiz

gerceklestirildi.
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Kantitatif verilerin degerlendirilmesinde istatistiksel analiz ve grafik
gizimleri GraphPad Prism 6 programi kullanilarak gergeklestirildi. Veri
setlerinin normalite analizi igin Kolmogorov-Smirnov testi kullanildi. Gruplar
arasindaki istatistiksel olarak anlamh farkliliklarin belirlenebilmesi igin iki
yonli ANOVA testi kullaniimistir. iki yonli ANOVA testini takiben veri setindeki
alt gruparin birbirleriyle karsilikli iliskilerinin incelenebilmesi icin Tukey’s Coklu
Karsilastirma (post hoc) analizi gerceklestirildi. Grafiklerde gosterilen tim
sayisal sonuglar ortalama ve ortalamanin standart hatasi (OSH) olarak

gosterilmistir.
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4. BULGULAR

Tez ¢alismasi kapsamina alinan hastalarin sahip olduklar p.Y245del ve
p.D172N mutasyonlarinin proteinin biyolojik fonksiyonu tzerindeki tahmini etkilerini
gosteren PROVEAN (Protein Variation Effect Analyzer) skorlari Sekil 4.1’de
gosterilmistir. Her iki mutasyonun da ORKi patolojisi ile iliskili PNPLA1 proteininin
fonksiyonuna zararli (‘deleterious’) etkisinin oldugu tahmin edilmektedir.
Mutasyonlar sonucunda hastalardaki PNPLA1 proteininin fonksiyon kaybina ugradigi

veya islevsiz oldugu distlmektedir.

PROVEAN score Prediction (cutoff= -2.5)

¥245del -10.006 Deleterious
PROVEAN score Prediction (cutoff= -2.5)
D172N -4,995 Deleterious

ekil 4.1. p.Y245del ve p.D172N mutasyonlarinin PROVEAN (Protein Variation Effect

Analyzer) skorlari.
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4.1. Hasta/Kontrol Fibroblast Hiicrelerinde Yag Damlaciklari Birikiminin

Karsilastiriimasi

Hasta ve kontrol bireylerin fibroblast hicre kultirlerinde, yag damlaciklari
birikimi oleik asit uygulanmamig ve 12 saat 400 uM oleik asit uygulanmis kosullar igin
BODIPY®493/503 floresan boyamasi ile gériintiilendi. Elde edilen konfokal mikroskop

goruntuleri Sekil 4.2’de gosterilmistir.

KONTROL HASTA #1 HASTA #2 HASTA 43

n.Y245del] (p.D172N] (p.D172N]

Olleik Asit
Uygulinmame

400 pM Oleik Asit
Uygulanme

Sekil 4.2. Hasta ve kontrol fibroblast hiicrelerinde BODIPY®493/503 ile boyanan yag

damlaciklarinin konfokal mikroskop gortintiileri.

Oleik asit uygulamasi yapilmadigi durumda, kontrol fibroblast hiicrelerinde
mikroskobik diizeyde yag damlaciklari birikimi gézlemlenmedi. Hasta bireylerde ise

ayni kosulda belirgin sekilde yag damlaciklari birikimi tespit edildi.

Hiicrelere 12 saat 400 uM oleik asit uygulamasi yapildigi durumda ise hem
kontrol hem de hasta fibroblast hiicrelerinde belirgin yag damlaciklari birikimi

gozlendi. Hasta fibroblast hiicrelerinde oleik asit yliklemesi yapilmis kosulda, kontrol
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hiicrelerine gbére yag damlaciklarinin boyutlarinin daha belirgin sekilde arttigi ve

Ozellikle nukleus gevresinde lokalize olduklari gbzlemlendi.

Elde edilen konfokal mikroskop gorintileri, Imagel) ileri goriintli analiz
programinda bulunan ‘Parcacik Analizi’ fonksiyonu kullanilarak analiz edildi.
Birbirinden bagimsiz 3 set olarak boyanan preparatlardan her bir kosul ve hiicre tipi
icin analizi yapilmak tGizere 10’ar adet hiicre secilerek yag damlaciklarinin sayi ve boyut
kantifikasyonu gerceklestirildi. Hicre basina disen ortalama yag damlacigi sayisini

gosteren grafik Sekil 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.3. Hasta ve kontrol fibroblast hiicrelerinde hiicre basina diisen ortalama yag
damlacigi sayisi grafigi (*P<0.05, ***P<0.001, ****P<0.0001, n=10, Hata gubuklari:

Ortalamanin standart hatasi (OSH)).

Hiicre basina diisen ortalama yag damlacigi sayisini goésteren grafige gore,
hem oleik asit uygulanmamis kosulda hem de oleik asit yiklemesi yapiimis kosulda,
hasta fibroblast hiicrelerinde kontrole kiyasla hiicre basina disen ortalama yag

damlacigl sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artis gorildi (P<0.0001). Ayrica
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p.Y245del mutasyonuna sahip Hasta #1 fibroblast hiicrelerinde her iki kosulda da
p.D172N mutasyonlarina sahip diger hastalara gore yag damlaciklari sayisinin daha

fazla oldugu tespit edildi.

Image J gorlintl analiz programi kullanilarak hicrelerdeki yag damlaciklarinin
ortalama buyuklukleri (piksel?) hesaplandi ve ortalama yag damlacig buyiklikleri
Sekil 4.4'te gosterildi. Elde edilen kantifikasyon sonuclarina gore, hem oleik asit
uygulanmamis hem de oleik asit yliklemesi yapilmis kosulda hasta hiicrelerinde
kontrol hiicrelerine kiyasla yag damlaciklarinin boyutlarinin istatistiksel olarak anlamli

sekilde daha buylik olduklari tespit edildi (P<0.01).
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Sekil 4.4. Hasta ve kontrol fibroblast hiicrelerindeki ortalama yag damlacigi boyutu
grafigi (**P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001, n=10, Hata ¢ubuklari: Ortalamanin
standart hatasi (OSH)).
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4.2. Mutant PNPLA1 Proteinlerinin Hiicre ici Yerlesiminin Belirlenmesi

PNPLA1 proteininin C terminallerindeki prolince zengin hidrofobik domainler
araciligiyla hiicrede yag damlaciklari yiizeyinde lokalize oldugu bilinmektedir (31). Tez
calismasinda, p.Y245del ve p.D172N mutasyonlarina sahip hasta ve kontrol bireylerin
fibroblast kiiltirlerinde, BODIPY®493/503-Anti PNPLA1 es floresan boyamasi
gerceklestirildi. Es floresan boyama calismalari sonucunda, 12 saat 400 uM oleik asit
uygulamasi yapilmis durumda kontrol ve hasta fibroblast hiicrelerinde PNPLA1
proteininin yag damlaciklari ile birlikte yerlesimi gosterildi (Sekil 4.5). p.Y245del ve
p.D172N mutasyonlarinin PNPLA1 proteininin hiicre igi yerlesimine etkisinin olmadigi

belirlendi.

BOOIPY

KONTROL

B80O0IPY

HASTA #1
(p.Y245del)

HASTA #2
(p.D172N)

HASTA #3
(p.D172N)

Sekil 4.5. BODIPY®493/503-Anti PNPLA1 es floresan boyama goriintiileri.
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4.3. Yag Damlaciklarinin Lipofaji Aracili Regiilasyonunun incelenmesi
4.3.1. BODIPY"493/503 - Anti Atg5 Es Floresan Boyamasi

Otofagozom olusum sirecinde gorev alan ve otofagozom membran
yapisina katilan otofajik belirteglerden biri olan Atg5 proteininin yag
damlaciklari ile es yerlesiminin belirlenmesi amaciyla BODIPY®493/503 - Anti
Atg5 es floresan boyamasi gerceklestirildi. BODIPY®493/503 ve antikor
boyamasinin o6zgilliginiin kontrol edilmesi amaciyla hazirlanan negatif

kontrol 6rneklerinden herhangi bir sinyal alinmadi (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. BODIPY®493/503-Anti Atg5 es floresan boyamasinin negatif kontrol

gorintileri.

Kontrol ve hasta fibroblast hicrelerinde Atg5 proteininin tim
sitoplazmada ve bazi hicrelerde c¢ekirdekte olmak (zere homojen bir
dagilim gosterdigi ve 6zgll boyanma paternine sahip olmadigi tespit edildi.
Elde edilen BODIPY®493/503 - Anti Atg5 es floresan boyama sonuglarina
gore, her iki kosulda yag damlaciklari ile Atg5 proteininin belirgin es yerlesimi
tespit edilemedi. Kontrol ve hasta fibroblast hiicrelerinde gergeklestirilen
BODIPY®493/503-Anti Atg5 es floresan boyamasinin gorintiileri Sekil 4.7-
Sekil 4.10’da gosterilmistir.
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Sekil 4.7. Kontrol fibroblast hicrelerinde oleik asit uygulanmis ve
uygulanmamis kosullarda BODIPY®493/503-Anti Atg5 es floresan
boyama goériuntileri.

HASTA #1 (p.Y245del)

. . ‘

Sekil 4.8. Hasta #1 (p.Y245del) fibroblast hiicrelerinde oleik asit uygulanmis

Oleik Asit
Uygulanmamy

400 pM Oleik Asit
Uygulanmg

ve uygulanmamis kosullarda BODIPY®493/503-Anti Atg5 es floresan boyama

gorlntileri.
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HASTA#2 (p.D172N)

Sekil 4.9. Hasta #2 (p.D172N) fibroblast hiicrelerinde oleik asit uygulanmis ve

Oleik Asit
Uygulanmamg

400 pM Oleik Asit
Uygulanme

uygulanmis ve uygulanmamis kosullarda BODIPY®493/503-Anti Atg5 es

floresan boyama goruntdleri.

HASTA #3 (p.D172N)

Sekil 4.10. Hasta #3 (p.D172N) fibroblast hiicrelerinde oleik asit uygulanmis

Oleik Asit
Uygulanmamg

400 pM Oleik Asit
Uygulanmg

ve uygulanmis ve uygulanmamis kosullarda BODIPY®493/503-Anti Atg5 es

floresan boyama gorintdleri.
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4.3.2. BODIPY®493/503 — Anti LC3 Es Floresan Boyamasi

Mikrotibtl asosiye hafif zincir protein-3  (LC3) lipofaji
mekanizmasinin  otofagozom olusum basamaginda 0Onemli bir role
sahiptir. LC3 proteini fosfatidil etanolamin ile konjuge olarak membran
yapisina entegre olmakta ve yag damlaciklarini cevreleyen otofagozom
membraninin uzamasini saglamaktadir. Lipofaji stirecinde yag damlaciklariile
otofajik vezikiler trafik iliskisinin arastirilmasi amaciyla kontrol ve hasta
fibroblast hiicrelerinde BODIPY®493/503-Anti LC3 es floresan boyamasi
gerceklestirildi. ilk olarak floresan boya ve antikorlarin 6zgilliginin
kontrol edilmesi amaciyla negatif kontrol preparatlari hazirlandi. Hazirlanan

negatif kontrol 6rneklerinden herhangi bir sinyal alinmadi (Sekil 4.11).

Sekil 4.11. BODIPY®493/503-Anti LC3 es floresan boyamasinin negatif kontrol

gorintileri.

Elde edilen  floresan boyama sonuglarina goére oleik asit
yliklemesinin  yapilmadigi durumda kontrol fibroblast hicrelerinde
BODIPY®493/503-Anti LC3 kolokalizasyonu gozlemlendi. Ayni kosulda,
hasta fibroblast hicrelerinde ise yag damlaciklarinin ve LC3 proteini ile
hiicrede belirgin sekilde ayri yerlesim gosterdikleri saptandi. Hicrelere oleik
asit ylklemesi yapildigi durumda ise hem kontrol hem de hasta fibroblast
hiicrelerinde yag damlaciklari ile LC3 proteininin kolokalizasyonu gézlemlendi

(Sekil 4.12 - Sekil 4.15).
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KONTROL BIREY

Sekil 4.12. Kontrol fibroblast hicrelerinde oleik asit uygulanmis ve

Olkeik Asit
Uygulanmamy

400 pM Oleik Asit
Uygulanmg

uygulanmamis kosullarda BODIPY®493/503-Anti LC3 es floresan boyama

goriintileri.

HASTA #1 (pY245del)

Sekil 4.13. Hasta #1 (p.Y245del) fibroblast hiicrelerinde oleik asit uygulanmis

Olkeik Asit
Uygulanmameg

400 pM Oleik Asit
Uygulanmy

ve uygulanmamis kosullarda BODIPY®493/503-Anti LC3 es floresan boyama

gorintileri.



Oleik Asit

400 pM Oleik Asit
Uygulanmy

33

HASTA #2 (p.D172N)

Oleik Asit
Uygulanmamg

400 pM Oleik Asit
Uygulanmg

Sekil 4.14. Hasta #2 (p.D172N) fibroblast hiicrelerinde oleik asit uygulanmis
ve uygulanmamis kosullarda BODIPY®493/503-Anti LC3 es floresan boyama

goriintileri.

HASTA #3 (p.D172N)

Uygulanmampg

Sekil 4.15. Hasta #3 (p.D172N) fibroblast hiicrelerinde oleik asit uygulanmis
ve uygulanmamis kosullarda BODIPY®493/503-Anti LC3 es floresan boyama

gorintileri.



LC3 Noktacik Sayisi/ Hucre
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BODIPY®493/503-Anti LC3 es floresan boyama sonucu elde edilen
konfokal mikroskop goruntilerinde Image J yazilimi kullanilarak LC3 noktacik
(puncta) sayimi gergeklestirildi. LC3 noktacik sayimini gosteren grafik

Sekil 4.16’da verilmistir.

Elde edilen sayisal verilere gore, oleik asit uygulanmamis kosulda
hasta fibroblast hiicrelerinde kontrole kiyasla hiicre basina diisen LC3 noktacik

sayisinin anlamli olarak daha az oldugu tespit edildi (P<0.0001).

Oleik asit uygulamasi yapilmis kosulda ise kontrol ve hasta fibroblast
hiicrelerinde oleik asit uygulanmamis kosula kiyasla LC3 noktacik sayisinda

istatistiksel olarak anlaml bir artis tespit edildi (P<0.0001).

**
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Sekil 4.16. Kontrol ve hasta fibroblast hiicrelerinde hiicre basina diisen LC3
noktacik sayisi grafigi (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001, n=5-7,

Hata cubuklari: Ortalamanin standart hatasi (OSH)).
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4.3.3. BODIPY"493/503 - Anti LAMP1 Es Floresan Boyamasi

Otofajik slirecte yikilacak olan sitozolik molekiiller veya organeller,
otofagozom vyapisi icerisine alinarak lizozomlara tasinmakta ve
otofagozomlarin lizozom ile flizyonu sonucunda lizozomal asit hidrolazlar
tarafindan pargalanmaktadir. Yag damlaciklarinin lipofajik silirecte lizozom
ile iliskisinin incelenmesi amaciyla BODIPY°493/503-Anti LAMP1 (Lizozomal
asosiye membran proteini 1) es floresan boyamasi gergeklestirildi.Hazirlanan

negatif kontrol preparatlarindan sinyal alinmadi (Sekil 4.17).

Sekil 4.17. BODIPY®493/503-Anti LAMP1 es floresan boyamasinin negatif

kontrol gorintileri.

BODIPY®493/503 - Anti LAMP1 es floresan boyama sonuglarina gére,
oleik asit uygulanmamis durumda kontrol fibroblast hiicrelerinde yag
damlaciklarinin lizozom ile belirli bolgelerde es yerlesim gosterdigi
gozlemlendi. Hasta fibroblast hiicrelerinde ise ayni kosulda yag damlaciklar
ile lizozomlarin belirgin olarak kolokalizasyonu goézlemlenmedi. Hiicrelerin 12
saat slireyle 400 uM oleik asit iceren besiyeri ile muamele edildigi durumda
ise hem hasta hem de kontrol fibroblast hiicrelerinde yag damlaciklari ile
lizozomun hiicrede belirgin olarak kolokalizasyonu goézlemlenmedi (Sekil

4.18-Sekil 4.21).
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KONTROL BIREY

Olkeik Asit
Uygulanmameg

400 pM Oleik Asit
Uygulanmg

Sekil 4.18. Kontrol fibroblast hicrelerinde oleik asit uygulanmis ve
uygulanmamis kosullarda BODIPY®493/503 — Anti LAMP1 es floresan boyama
goriintileri.

HASTA #1 (p.Y245del)

Sekil 4.19. Hasta #1 (p.Y245del) fibroblast hiicrelerinde oleik asit uygulanmis

Oleik Asit
Uygulanmame

400 pMOleik Asit
Uygulanme

ve uygulanmamis kosullarda BODIPY®493/503 — Anti LAMP1 es floresan

boyama gorintileri.



Oleik Asit

400 pM Oleik Asit
Uygulanme

Oleik Asit

400 pM Oleik Asit
Uygulanmg

Uygulanmampg
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HASTA#2 (p.D172N)

Uygulanmampyg

Sekil 4.20. Hasta #2 (p.D172N) fibroblast hiicrelerinde oleik asit uygulanmis
ve uygulanmamis kosullarda BODIPY®493/503 — Anti LAMP1 es floresan

boyama goériuntileri.

HASTA#3 (p.D172N)

Sekil 4.21. Hasta #3 (p.D172N) fibroblast hiicrelerinde oleik asit uygulanmis
ve uygulanmamis kosullarda BODIPY®493/503 — Anti LAMP1 es floresan

boyama gorintdileri.
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4.3.4. BODIPY®493/503 - Lysotracker® Red-DND-99 Es Floresan Boyamasi

Lysotracker® Red-DND-99 hiicrede aktif lizozomlarin gériintiilenmesi
icin kullanilan asidik kompartmanlarin 6zgil olarak boyanmasini saglayan 6zel
bir floresan boyadir. No6tral pH degerinde serbest olarak membran
yapilarindan gegip hiicrenin asidik kompartmanlarinda yerleserek o bolgelerin
floresan olarak tespit edilmesini saglamaktadir. Tez ¢alismasinda otofajik
slirecte otofagozom/lizozom slrecinin incelenmesinde LAMP1
imminfloresan boyamasina ek olarak o6zellikle aktif lizozomlarin
belirlenebilmesi icin Lysotracker® Red-DND-99 floresan boyama yéntemi
kullanildi. Yag damlaciklarinin aktif lizozomlarla es yerlesimlerinin arastiriimasi
amaciyla BODIPY®493/503 - Lysotracker® Red-DND-99 es floresan boyamasi
gerceklestirildi. Elde edilen floresan boyama sonuclarina goére, oleik asit
yliklemesi vyapilmamis durumda kontrol fibroblast hicrelerinde vyag
damlaciklarinin aktif lizozomlarla es vyerlesimi oldugu belirlendi. Ayni
kosulda, hasta fibroblast hiicrelerinde aktif lizozomlarla yag
damlaciklarinin es yerlesimi goriilmedi. Oleik asit uygulanmis durumda ise,
hem kontrol hem de hasta fibroblast hicrelerinde yag damlaciklarinin
aktif lizozomlarla genel olarak ayr yerlesim gosterdikleri saptandi.
BODIPY®493/503 - Lysotracker’ Red-DND-99 es floresan boyama goriintiileri
Sekil 4.22- Sekil 4.25’te gosterilmistir.
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KONTROL BIREY

Sekil 4.22. Kontrol fibroblast hicrelerinde oleik asit uygulanmis ve

Oleik Asit
Uygulanmampg

400 pM Oleik Asit
Uygulanms

uygulanmamis kosullarda BODIPY®493/503 — Lysotracker’ Red-DND-99 es

floresan boyama gorintdleri.

HASTA #1 (p.Y245del)

Sekil 4.23. Hasta #1 (p.Y245del) fibroblast hiicrelerinde oleik asit uygulanmis

Oleik Asit
Uygulanmams

400 pM Oleik Asit
Uygulanmy

ve uygulanmamis kosullarda BODIPY®493/503 — Lysotracker” Red-DND-99 es

floresan boyama gorintdleri.
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HASTA#2 (p.D172N)

Sekil 4.24. Hasta #2 (p.D172N) fibroblast hiicrelerinde oleik asit uygulanmis ve

Oleik Asit
Uygulanmamg

400 pM Oleik Asit
Uygulanmg

uygulanmamis kosullarda BODIPY®493/503 — Lysotracker® Red-DND-99 es floresan

boyama goéruntileri.

HASTA #3 (p.D172N)

Oleik Asit
Uygulanmamg

400 pM Oleik Asit
Uygulanmg

Sekil 4.25. Hasta #3 (p.D172N) fibroblast hticrelerinde oleik asit uygulanmis ve
uygulanmamis kosullarda BODIPY®493/503 — Lysotracker” Red-DND-99 es floresan

boyama géruntdileri.
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5. TARTISMA

Otozomal Resesif Konjenital iktiyoz (ORKi) patolojisi ile iliskilendirilmis
genlerde tanimlanan mutasyonlarin epidermise 6zgli lipit matriks tabakasinda
aksakliklara neden olarak hastaligin gelisimine sebep oldugu bilinmektedir (9). ORKI
patolojisine sebep olan genlerden biri olan PNPLA1 geninin fosfolipit
metabolizmasinda roli oldugu gésterilmistir (5). PNPLA1 gen mutasyonlarinin ORKI
patolojisi ile iliskili olarak epidermal graniler tabakadaki hiicrelerde anormal
membran6z ve vezikller lipit birikimine neden oldugu rapor edilmistir (5).Yag
damlaciklari Gzerinde yerlesim gosterdigi bilinen PNPLA1 proteininin mutant olmasi
halinde lipit metabolizmasinda aksakliklara neden olarak yag damlaciklari
regllasyonunu etkileyebilecegi dislintlmektedir. Ozellikle fosfolipit
metabolizmasindaki  rolii  sebebiyle hiicresel membran organizasyonunu

etkileyebilecegi diisiiniilmektedir.

Tez calismasinin ilk bolimiinde p.Y245del ve p.D172N mutasyonlarina sahip
hasta ve kontrol bireylerin fibroblast hicrelerinde yag damlaciklari birikiminin
karsilastiriilmasi amaclandi. Elde edilen kantitatif analiz sonuclarina gore hasta
fibroblast hiicrelerinde kontrole kiyasla hem normal fizyolojik sartlar altinda hem de
eksojenik oleik asit yiklemesi yapilmis kosulda belirgin yag damlaciklari birikimi tespit
edildi. Ayrica, 6zellikle oleik asit yuklemesi yapilmis durumda hasta hiicrelerinde
birikimin perinlikleer bolgede yogunlastigi gézlemlendi. Hastalar kendi aralarinda
kiyaslandiginda ise p.Y245del mutasyonu gorilen hicrelerdeki birikimin p.D172N
mutasyonu gorilen hicrelere gore anlamh olarak daha fazla oldugu belirlendi.
Literatiirde de ORKi alt tiplerinde epidermisin stratum korneum tabakasinda yag
damlaciklari birikimi oldugu belirtilmistir (64, 65). Grall ve arkadaslarinin yaptiklari
¢alismada, PNPLA1 mutasyonlarinin graniler tabakadaki keratinosit hiicrelerinin
nikleus cevresinde anormal membrantz ve vezikiiler materyal birikimine neden
oldugu belirtilmistir (5). Bu sonuglara gore, hasta fibroblast hiicrelerinde gorilen
anormal yag damlacigi birikimlerinin  PNPLA1 gen mutasyonlari sonucu lipit
metabolizmasinda olusan aksakliklardan kaynaklanabilecegi duslinilmektedir.

PNPLA1 proteininin 6zellikle fosfatidik asit ve fosfatidiletanolamin metabolizmasinda
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rol oynadigi ve mutasyonu durumunda hilicrede bu fosfolipitlerin oranlarinda
degisimler goruldigu bilinmektedir (5). Buna bagh olarak, fosfolipit sentezi ve
metabolizmasinda goérevi oldugu bilinen PNPLA1 proteininin mutant olmasi halinde,
fosfolipit metabolizmasinda olusacak degisimlerin veya hasarlarin 6zellikle membran
organizasyonu ve hiicre ici membran trafigini etkileyebilecegi disiiniimektedir (66,
67). Ozellikle hasta bireylerde birikimin niikleus cevresinde yogunlasmasinin,
Endoplazmik Retikulum (ER) yapisindan ayrilarak olusan yag damlaciklarinin hiicre igi
tasinmasindaki aksakliklardan kaynaklanabilecegini gostermektedir. PNPLA1 gen
mutasyonlarinin hem yag damlaciklari birikimine neden olmasi hem de fosfolipit
metabolizmasinda aksakliklara neden olarak hiicre i¢ci membran trafigini etkileme
olasiligl, bu proteinin yag damlaciklarinin lipofaji aracili regilasyonu (zerinde

etkisinin olabilecegi hipotezini dogrulamaktadir.

Ortalama yag damlacigi sayisinda goriilen farkliliklara ek olarak, yapilan
kantitatif analizlerde hiicrelerdeki ortalama yag damlacigi boyutlarinda da farkliliklar
tespit edildi. Uygulanan her iki deney kosulunda da hasta fibroblast hiicrelerinde
kontrole gore yag damlaciklari boyutunun istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha
blyik oldugu belirlendi. Memeli hiicrelerinde yag damlaciklart membraninin agirhkl
olarak fosfatidil kolin (%50-60) ve fosfatidil etanolaminden (%20-30) olusmakla
birlikte farkli oranlarda fosfatidik asit, fosfatidil inositol, lizo-fosfatidilkolin, lizo-
fosfatidiletanolamin ve kolesterol de icerdigi bilinmektedir (41). Literatiirde fosfolipit
biyosentez enzimlerinin fonksiyonel genomik tarama calismalari sonucunda, bu
enzimlerin yag damlaciklarinin sayr ve boyutlarinda belirleyici rol oynadigi
gosterilmistir (50). Ozellikle fosfatidilkolin ve fosfatidiletanolamin biyosentezinde
gorevli enzimlerin yag damlaciklar fizyonunu etkileyerek bu yapilarin biyosentez ve
diizenlenmesinde gorev aldigl gosterilmistir (68, 69). Yag damlaciklari yiizeyinde
lokalize olan ve fosfolipit metabolizmasinda gorev alan PNPLA1 proteininin mutant
olmasi halinde, yag damlaciklarinin boyutunda artis gortilmesi bu artisin hiicrelerdeki

fosfolipit oranlarindaki degisiminden kaynakliyor olabilecegini distindlirmektedir.
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Tez galismasinin ikinci agsamasinda, ¢alisma kapsamina dahil edilen farkli
PNPLA1 gen mutasyonlarina sahip hasta fibroblast hiicrelerinde, mutasyonlarin
proteininin lokalizasyonuna etkisi arastirildi. Literatiirde COS7 hiicrelerinde PNPLA1
proteininin yag damlaciklari ylizeyinde lokalize oldugu gosterilmistir (31). PNPLA1
proteini, C terminalinde bulunan prolince zengin hidrofobik domaini (rezidii 326-451)
aracihgiyla yag damlaciklari ylizeyinde yerlesim gostermektedir (31). Yapilan floresan
boyama sonuglarina gore, hasta fibroblast hiicrelerinde kontrol hiicrelerde oldugu
gibi PNPLA1 proteininin yag damlaciklari ylizeyinde yerlesim gosterdigi belirlendi.
p.Y245del ve p.D172N mutasyonlarinin PNPLA1 proteininin hiicredeki yerlesimine

etkisinin olmadigi tespit edildi.

Calismanin son asamasinda ise, hasta fibroblast hiicrelerinde yag damlaciklari
birikimine neden oldugu tespit edilen PNPLA1 gen mutasyonlarinin, yag
damlaciklarinin temel yikim mekanizmalarindan biri olan lipofaji mekanizmasina
etkilerinin arastirilmasi planlandi. Bu amacgla, belirlenen otofajik belirteclerle yag
damlaciklarinin hiicredeki es yerlesimleri floresan boyama teknigi kullanilarak

arastirildi.

Belirlenen otofajik belirteglerden biri olan Atg5 proteininin otofagozom
olusum asamasinda Atgl2 ve Atgl6 proteinleri ile konjuge olarak otofagozom
yapisina katildigi ve bu sirecgte direkt roli oldugu bilinmektedir (58). Yag
damlaciklarinin lipofajik yikimi siirecinde, otofagozomlarin yag damlaciklari ile es
yerlesiminin arastiriimasi icin BODIPY®493/503 - Anti Atg5 es floresan boyamasi
gerceklestirildi. Elde edilen verilere gére Atg5 proteininin sitoplazmada ve 6zellikle
bazi hiicrelerde ¢ekirdekte olmak lizere homojen olarak ifade edildigi tespit edildi.
Atg5 proteininin ¢ekirdekte ifade olmasi, bu proteinin otofaji ile ilgili olmayan
fonksiyonlari ile iliskilendirilmektedir (70). Atg5 proteininin sitoplazmada homojen
dagilim géstermesi, hasta ve kontrol fibroblast hiicrelerinde bu proteinin otofajik akisi
nasll etkiledigini tam olarak aciklayamamaktadir. Literatlirde yapilan ¢alismalarda da,

immunhistokimyasal olarak Atg5 proteininin otofajik indiklenme yapilmis veya
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yapilmamis durumlarda farkli boyanma paternleri gostermedigi ve sitoplazma disinda
cekirdekte de ifade edildigi gosterilmistir (70, 71). Bu calismalardan elde edilen veriler
dogrultusunda, hiicrede Atg5 proteininin 6zglil olarak ifade edilmemesi nedeniyle, bu
proteinin immunhistokimyasal tespiti otofajik akigin izlenmesi igin uygun bir yontem

olmadigi belirtilmistir (71).

Atg5 proteininine ek olarak, otofajik akis sirecinde otofagozom olusumunu
gosteren onemli belirteclerden bir digeri olan LC3 proteini analiz edildi. Elde edilen
floresan mikroskopi sonuclarina gore, normal fizyolojik kosullarda, kontrol
hiicrelerinde yag damlaciklarinin LC3 proteini ile es yerlesim gosterdigi tespit edildi.
Hasta hiicrelerinde ise bu kosulda yag damlaciklarinin ve LC3 noktaciklarinin belirgin
bicimde ayr yerlesim gosterdikleri belirlendi. Yag damlaciklari ile otofagozom
membraninin yapisina katilan LC3 proteininin es yerlesiminin gosterilmesi, hiicrede
yag damlaciklari cevresinde otofagozom membraninin olusumunu ve yag
damlaciklarinin lipofajik yikim siirecine girdigini gostermektedir (72). Bu verilere gore,
normal kosullar altinda kontrol fibroblast hiicrelerinde LC3 proteini ile es yerlesim
gosteren yag damlaciklarinin bazal seviyede lipofaji mekanizmasi ile yikiminin
gerceklestigi belirlenmistir. Fakat ayni kosullar altinda hasta hiicrelerinde yag
damlaciklarinin LC3 ile tamamen farkli yerlesim gostermesi, bu hiicrelerde yag
damlaciklarinin  gevresinde otofagozom membran olusumunda aksakliklar

olabilecegini gostermektedir.

Floresan mikroskopi goriintlilemesine ek olarak, hiicrelerdeki ortalama LC3
noktaciklari (puncta) analizi gerceklestirildi. Hiicrelerde floresan LC3 noktaciklarinin
sayimi, otofajik akis mekanizmasinin baslangicini ve otofagozom olusumunu temisil
eden yéntemlerden biri olarak kullanilmaktadir (73). ileri gériintiileme analizi
sonucunda elde edilen sayisal verilere gore, oleik asit ylklemesi yapilmamis durumda
LC3 noktaciklari sayisinin hasta hicrelerde kontrole gére anlamh olarak daha az
oldugu tespit edildi. Hasta hiicrelerindeki LC3 noktacik sayisindaki anlamli farkhilik, bu

hicrelerdeki otofagozom sayisinda azalma oldugunu gostermektedir. Elde edilen
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verilere gore, oleik asit uygulanmamis durumda hasta fibroblast hiicrelerinde hem
LC3 ile es yerlesim gorilememesi hem de LC3 noktacik sayiminda azalma gorilmesi
bu hiicrelerde PNPLA1 mutasyonlarinin otofajik akis slrecinde otofagozom
olusumunda ve bazal seviyedeki lipofajik yikiminda aksakliklara neden olabilecegini

dislindirmektedir.

Oleik asit yuklemesi yapilan kosulda ise, yag damlaciklari ve LC3 proteininin
hem kontrol hem de hasta fibroblast hiicrelerinde birlikte yerlesim gosterdikleri
belirlendi. Oleik asit yiklenmemis kosula kiyasla oleik asit yliklemesi yapildiginda hem
kontrol hem de hasta hiicrelerde yag damlaciklarinin LC3 ile es yerlesim gOstermesi
yag damlaciklarinin otofagozom membran yapisi igerisine alindigini gdstermektedir.
Ayrica, yapilan LC3 noktacik sayim analizine gore, oleik asit yliklemesi yapilan
durumda kontrol ve hasta fibroblast hiicrelerinde LC3 noktacik sayisinda oleik asit
yiklemesi yapilmamis kosula kiyasla artis goriildi. Farkli mutasyon tasiyan hasta
hicrelerinde bu artis oranlarinin farkliik gosterdigi saptanmistir. Literatir
kapsaminda da bu tez calismasinda elde edilen sonuglar ile tutarli olarak, hiicrelere
akut yag yiklemesi yapildiginda otofagozom olusumunda artis gorildigi tespit
edilmistir (52, 74). Bu verilere gére, hiicre ici ani serbest yag asidi artisinda biriken yag
damlaciklarini  temizlemek amaciyla lipofaji mekanizmasinin aktive edildigi
disunulmektedir. Hiicrede LC3 artisinin total otofajik akisin bir dl¢litli olamayacagi,
ancak otofajik indiklenmenin veya otofagozom olusum mekanizmalarindaki
aksakliklarin gostergesi olabilecegi belirtilmistir (73). Bu sebeple, otofajik akisin bir
basamagindaki aksakhgin tim mekanizmayi temsil etmeyecegi ve her bir basamagin

ayri analiz edilmesi gerekliligi belirtilmektedir (73).

Hicrede otofajik akisin  otofagozom/lizozom  flizyon asamasinin
arastirilabilmesi icin 6nemli belirteclerden LAMP1 proteininin ve aktif lizozomlarin
belirlenmesi amaciyla kullanilan Lysotracker® Red-DND-99 floresan boyasinin yag

damlaciklari ile es yerlesim analizi gerceklestirildi.
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BODIPY®493/503 - Anti LAMP1 es floresan boyamasi sonuglarina gore, oleik
asit yuklemesi yapilmamis durumda kontrol hiicrelerinde yag damlaciklari ile LAMP1
proteininin es yerlesimi gosterildi. Bu sonug, kontrol hiicrelerinde yag damlaciklarinin
bazal seviyede lizozomlarda yikildigini ve lipofaji mekanizmasi ile hiicredeki
donlsliminl gostermektedir. Fakat ayni kosulda hasta hiicrelerinde lizozomlar ile
yag damlaciklarinin es yerlesim gostermedigi belirlendi. Gergeklestirilmis olan
BODIPY®493/503 - Anti LC3 es floresan boyama sonuglarina gére hasta hiicrelerinde
yag damlaciklarinin otofagozom yapisi icerisine alinmasinda aksakliklar gérilmesi,
otofagozom/lizozom fuzyonunun da gerceklesememesine neden oldugunu

desteklemektedir.

Oleik asit yiiklemesi yapilmis kosulda ise, hem hasta hem de kontrol fibroblast
hiicrelerinde yag damlaciklarinin lizozomlar ile ayri yerlesim gosterdikleri saptandi.
LC3 floresan boyama sonuglarina gore, oleik asit yiiklemesi yapiimis kosulda hasta ve
kontrol hiicrelerde LC3 ile yag damlaciklari beraber yerlesim gdstermesi nedeniyle
otofagozom olusumunun gerceklestigi belirlenmisti. Ayni kosulda, LAMP1 ile yag
damlaciklarinin ayri yerlesim géstermesi otofagozom/lizozom flizyonu asamasindaki
aksakliklari gostermektedir. Bu sonuclara benzer sekilde, Koga ve arkadaslarinin
yiksek yag diyeti uygulanmis fareler (izerinde yaptiklari calismada da, yiksek yag
diyeti uygulamasinin otofagozom membran olusmasi asamasinda etkisinin olmadigi
fakat otofagozom lizozom flizyonu asamasinda aksakliklara neden oldugu
gosterilmistir (75). Asirt yag ylklemesi sonucu membran kompozisyonundaki
degisimlerin otofagozom lizozom flizyonunda azalmalara neden olabilecegi
distunulmektedir (75). Buna ek olarak, oleik asit yiklendigi durumda vyag
damlaciklarinin LAMP1 ile ayri yerlesim gostermesi ani yag asidi artisina hiicrelerin

adaptasyon gosteremedigi seklinde yorumlanabilir.

Yag damlaciklarinin Lysotracker® Red-DND-99 floresan boyama sonuglarina
gore, oleik asit yuklemesi yapilmamis durumda yalnizca kontrol hiicrelerinde aktif

lizozomlar ile yag damlaciklarinin es vyerlesimi belirlendi. Ayni kosulda hasta
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hiicrelerinde aktif lizozomlarin boyandigi noktaciklar ile yag damlaciklarinin belirgin
sekilde ayri lokalizasyon gosterdigi belirlendi. Oleik asit yliklemesi yapilan kosulda ise,
hem kontrol hem de hasta hicrelerinde yag damlaciklarinin aktif lizozomlarla ayri

yerlesim gosterdigi tespit edildi.

Lysotracker’ Red-DND-99 floresan boyama sonuglarinin, LAMP1
immiunfloresan sonuglari ile tutarh olmasi, normal fizyolojik kosullarda kontrol
hiicrelerinde yag damlaciklarinin lizozomal yikiminda aksaklk goriilmezken, hasta
hicrelerinde yag damlaciklarinin lizozomal yikiminda aksaklik oldugunu
gostermektedir. Oleik asit yiklemesi yapilmis durumda ise kontrol ve hasta
hiicrelerinde aktif lizozomlarla yag damlaciklarinin es yerlesim géstermemesi, LAMP1
boyama sonugclarinda oldugu gibi, asiri serbest yag asidi yiklemesinin otofajik akis
slirecinde otofagozom lizozom flizyonu asamasinda aksakliklara neden olabilecegini

ve hiicrelerin bu ani yag yiklemesine adapte olamadigini géstermektedir.

Yag damlaciklarinin otofajik belirtecler ile es yerlesim sonuclarini 6zetleyen

tablo Ek-2'de gosterilmistir.

Sonug olarak, kontrol fibroblast hiicrelerinde normal fizyolojik kosullarda,
otofagozom olusumu ve otofagozom/lizozom flizyonu ile iliskili belirteglerin yag
damlaciklari ile es yerlesim gosterdigi saptandi. Hasta fibroblast hiicrelerinde ise
otofagozom  olusum  asamasinda  belirlenen  aksakliklarin  paralelinde
otofagozom/lizozom flizyonu asamasinin da etkilendigi ve yag damlaciklarinin
lizozomlarla es yerlesim gostermedigi belirlendi. Ek olarak, hasta fibroblast
hicrelerinde normal fizyolojik kosullarda belirgin bicimde anormal yag damlaciklari
birikimi tespit edildi. Bu verilere gére, ORKi hastalarinda goriilen PNPLAI1 gen
mutasyonlarinin yag damlaciklarinin lipofaji aracili reglilasyonunda aksakliklara

(inhibisyona) neden oldugu kanisina variimistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

6.1. Sonuglar

Tez galismasi kapsaminda elde edilen sonuglar asagida belirtilmistir.

PNPLA1 proteininde p.Y245del ve p.D172N mutasyonlarina sahip ORKi
hastalarinin fibroblast hicrelerinde normal fizyolojik kosullarda
belirgin olarak anormal yag damlaciklari birikimi oldugu belirlendi.
Hiicrelere eksojenik oleik asit yiklemesi yapildigi kosullarda hasta
fibroblast hicrelerinde kontrol hiicrelerine kiyasla yag damlaciklar
boyutlarinda anlamli olarak artis tespit edildi.

p.Y245del ve p.D172N mutasyonlarinin PNPLA1 proteininin hiicre ici
lokalizasyonuna herhangi bir etkisinin olmadigi ve PNPLA1 proteininin
fibroblast hiicrelerinde ekspresyonunun oldugu gosterildi.

Oleik asit yliklemesi uygulanmamis ve uygulanmis durumlarda hasta
ve kontrol hicrelerinde Atg5 proteininin sitoplazmada ve bazi
hiicrelerde cekirdekte homojen dagilim gosterdigi belirlendi. Yag
damlaciklari ile Atg5 es yerlesimi saptanamadi.

Kontrol fibroblast hiicrelerinde normal fizyolojik kosullarda yag
damlaciklarinin otofagozomlarla ve lizozomlarla es yerlesimi gosterildi.
Hasta fibroblast hicrelerinde normal fizyolojik kosullarda yag
damlaciklarinin hem otofagozomlarla hem de lizozomlarla es yerlesimi
gorilmedi. Otofagozom olusumunu belirten LC3 noktacik sayisinin
anlamli olarak daha az oldugu belirlendi.

Oleik asit uygulamasi yapilmis kosulda hem kontrol hem de hasta
fibroblast hiicrelerinde hiicre basina diisen ortalama LC3 noktacik
sayisinda artis ve yag damlaciklari ile LC3 proteinlerinin es yerlesimi
tespit edildi.

Oleik asit yliklemesi yapilmadigi durumda kontrol fibroblast
hiicrelerinde yag damlaciklarinin LAMP1 ve LysoTracker ile es yerlesimi

gozlemlendi. Ayni kosulda, hasta fibroblast hicrelerinde vyag
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damlaciklarinin LAMP1 ve LysoTracker ile es yerlesimi gorilmedi. Oleik
asit uygulamasi yapilmis kosulda hem kontrol hem de hasta fibroblast
hiicrelerinde yag damlaciklarinin LAMP1 ve LysoTracker ile es yerlegimi

olmadigi belirlendi.

¢alismasi sonucunda elde edilen bulgularin dogrulanmasi ve

desteklenmesi icin yapilabilecek dneriler asagida belirtilmistir.

Hasta hicrelerindeki vyag damlaciklari birikim nedenlerinin
aydinlatilabilmesi icin temel yikim mekanizmalarindan bir digeri olan
lipoliz mekanizmasi arastiriimalidir.

PNPLA1 proteininin lipit metabolizmasindaki fonksiyonunun
aydinlatilabilmesi icin hasta ve kontrol hiicrelerde noétral yaglar ve
fosfolipit oranlari analiz edilmelidir.

Lipofaji mekanizmasinin ORKi patolojisi ile iliskisinin daha iyi
aydinlatilabilmesi icin farkli otofajik belirtecler ve tespit yontemleri

kullanilarak elde edilen veriler dogrulanmahdir.
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