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TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimimin basindan itibaren her konuda yardimlar1 ve destegi
ile bu calismanin yapilmasina olanak saglayan, bilimsel ve akademik olarak yol
gosterici olan danismanim Sayin Prof. Dr. Serap DOKMECI’ye, laboratuvar
calismalarimda bilgi ve tecriibeleriyle katkida bulunan Sayin Uzm. Dr. Ayse
YUZBASIOGLU’na, hiicre  kiiltiirii  calismalarmi  gergeklestiren  Parisa
SHARAFI’ye, deneysel siirecin bir kisminm Sabanci Universitesi Miihendislik ve
Doga Bilimleri Fakiiltesi Biyolojik Bilimler ve Biyomiihendislik Programi’nda
gerceklestirmemi saglayan Saymn Dog. Dr. Devrim GOZUACIK’a ve Sayin Dr.
Ozlem ORAL’a, temel bilesen analizi yontemi ile veri setinin istatistiksel analizini
gerceklestiren Sayin Dog. Dr. Y. Cetin KOCAEFE’ye, Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar
Anabilim Dali’nda Gaucher hastalarina klinik tani koyan ve hastalardan hiicre temin
etmemi saglayan Saym Prof. Dr. Aysel Yiice’ye, egitimim boyunca ¢ok degerli bilgi
ve tecriibelerini paylasan Tibbi Biyoloji Anabilim Dali hocalarima, her tiirlii destek
ile her zaman yanimda olan, moral kaynagim biricik anneme, babama ve kardesime

sonsuz tesekkiir ederim.



OZET

Temel, M. Lizozomal depo hastahgi olan Gaucher hastahginda otofaji
mekanizmasinin molekiiler diizeyde incelenmesi. Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisiit Tibbi Biyoloji Anabilim Dah Yiiksek Lisans Tezi, Ankara,
2013. Lizozomlar, hiicrenin en Onemli yikim organelleridir. Lizozomlarin
fonksiyonlari, lizozomal hidrolazlar ve lizozom zarinda bulunan lizozomal zar
proteinlerinin uyumlu c¢alismasina baghidir. Bu proteinleri kodlayan genlerde
meydana gelen mutasyonlarin lizozom islevlerini bozarak, hiicre i¢inde substratlarin
birikmesine ve LDH’ye neden oldugu belirlenmistir. Hiicresel temel yikim
mekanizmas1 olan otofajide yikim lizozomlarda ger¢eklesmektedir. LDH,;
lizozomlarda biriken substratlar ile lizozom- otofagozom flizyonunun bozulmasi ve
otofajik akisin bloke olmasi etkendir. Gaucher hastaligi, lizozomal zar glikoprotein
olan glikoserebrosidaz geninde meydana gelen mutasyon ya da bu enzimin kofaktorii
olan Sapozin C’nin mutasyonu sonucunda hiicre ic¢inde glikozilseramid ve diger
glikolipidlerin birikmesiyle ortaya cikan bir LDH’dir. Farkli genotipik o6zellik
gosteren alti Gaucher hastasinda, otofajik vezikiil ¢ekirdeklenme asamasinda rol
oynayan Beklin-1 ile kese uzamasi ve kapanmasinda rol oynayan ATG3, ATGS,
ATG12, ATGAC, LC3 ve GABARAP gen ifadeleri normal ve aglik kosullarinda
fibroblast hiicrelerinde nicel gercek zamanli PZR ile analiz edilmistir. Incelenen
otofaji gen ifadelerinin kontrol fibroblast hiicrelerinde agligin olusturulmadig
kosullar ile karsilagtirildiginda, a¢lik durumuna gore artig gosterdigi tespit edilmistir.
Hiicre i¢i agligin olusturulmadigi kosullarda elde edilen nicel analiz sonuglari,
Gaucher hastalarinda otofaji yolaginin degistigini gostermistir. Ozellikle ATG4C ve
ATGS5 gen ifadeleri tiim hastalarda azalmistir. TBA’dan elde edilen korelasyon
matriksi ile GAPDH gen ifadesine kiyasla Beklin-1, ATG5, ATG4C ve ATG3
genlerindeki varyasyonlarin birbirleriyle iliskili oldugu tespit edilmistir. Bu durum
otofajik vezikiillerin ¢ekirdeklenmesi ve izolasyon membraninin uzamasi
asamalarinda rol alan genlerin ifadelerinde, yiiksek oranda korelasyon oldugunu
gostermektedir. Gaucher hastalarinda, otofaji mekanizmasmin lipid konjugasyonu

stirecinde inhibisyon olabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Glikoserebrosidaz, Sapozin C, nicel analiz.
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ABSTRACT

Temel M. Analysis of Autophagy Mechanism in Gaucher’s Disease, the
Lysosomal Storage Disease on Molecular Level. Hacettepe University, Graduate
School of Health Sciences, Department of Medical Biology, MA Thesis, Ankara
2013 Lysosomes are the most important degradation organelles of the cell. The
functions of the lysosomes depend upon the harmonious coordination between the
lysosomal hydrolases and the lysosomal membrane proteins existing in the
membrane around the lysosome. It is found that mutations that occur within the
protein coding region of genes disrupt lysosome function, cause accumulation of
substrates in the cell, and LSD. The lysosomal degradation occurs in autopaghy, the
basic cellular degradation mechanism. Substrate accumulation in lysosomes,
dysfunction of lysosome and autophagosome fusion, and blocking of autophagic flux
are the factors of LSD. Gaucher’s disease is a LSD that occurs due to accumulation
of glucosylceramid and other glycolipids in the cell as a result of mutation occurring
in lysosomal membrane glycoprotein glycocerebrosidase gene, or mutation of the
cofactor of this enzyme Sapozin C. In six Gaucher patients which show different
genotypic features, Beklin-1, which plays role in nuckeation stage of autophagic
vesicules, and ATG3, ATG5, ATG12, ATGA4C, LC3, GABARAP, functional in
elongation and closure of vesicules; gene expressions are analyzed in non-starvation
and starvation conditions by using quantitative RT-PCR. At the control fibroblast
cells, examined autophagy gene expressions increased more than starvation
conditions. In non-starvation conditions quantitative analysis results showed
autophagy pathway has changed in Gaucher patients. Especially ATG4C and ATG5
gene expression decreased in all patients. Correlation matrix of PCA obtained from
the GAPDH gene expression compared with the Beclin-1, ATG5, ATG3 and ATG4C
variations in genes have been identified to be associated with each other. This results
shows high correlation between with autophagic vesicles nucleation and membrane
isolation elongation phases of the genes involved in the statements. It is thought that

lipid conjugation stage of autophagy mechanism is inhibited in Gaucher patients.

Key Words: Glucoserebrosidase, Saposin C, quantitative analysis.
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1. GIRIS

Lizozomlar, hiicre i¢i yikimdan sorumlu organellerdir. Lizozomlar
iceriklerindeki lizozomal hidrolazlar ile protein, glikozaminoglikan, sfingolipid,
glikojen, niikleik asit, oligosakkarit ve kompleks lipidler gibi yapisal olarak farkli
metabolitlerin  yikimin1  gergeklestirirler (1,2). Lizozomal yikimda, lizozomal

hidrolazlarin yani sira lizozomal zar proteinlerinin de rolii vardir (1).

Lizozomal hidrolazlarda ve lizozomal zar proteinlerinde islev bozuklugu ya
da kaybina neden olan degisiklikler, hiicre i¢inde metabolize olamayan substratlarin
birikmesine ve lizozomal depo hastaliklarinin (LDH) ortaya ¢ikmasina neden olur
(3,4). Lizozomal depo hastaliklarinda, lizozom baglantili temel bir hiicresel

mekanizma olan otofaji aktivasyonunda da degisimler saptanmistir (4,5).

Otofaji, kelime anlami olarak kendi kendini (auto) yeme (phagy) anlamina
gelir ve hiicrenin aclikla karsilastigi fizyolojik kosullarda, besin elde etmek icin
hiicre i¢i yapilarin yikimini gergeklestiren bir mekanizmadir. Otofajinin, besin
yoklugunda hiicre i¢i molekiillerin geri donilistimiinii saglayarak hiicrenin stres
ortammna uyumuna yardim ettigi bdylelikle hiicre homeostazisinin korunmasinda
etkili bir yol oldugu gosterilmistir (6,7). Ayrica metabolizmanin diizenlenmesi,
morfogenezis, hiicre farklilasmasi, yaslanma, hiicre 6limii ve bagisiklik sisteminin
bir pargas1 olarak hiicre i¢i patojenlerin yikiminda otofaji mekanizmasinin rol

oynadigi belirlenmistir (5,7).

Lizozomal depo hastaliklarinin, lizozomal hidrolaz enzim eksikligi nedeniyle
ortaya ¢ikmasinin yani sira lizozom baglantili temel hiicresel bir mekanizma olan
otofaji siirecinde de degisimlerin oldugu saptanmistir (3). LDH patogenezinde;
lizozomlarda biriken substratlarin lizozom- otofagozom flizyonunun bozulmasi ve

otofajik akisin bloke olmasi etkendir (4).

Lizozomal depo hastaliklar1 arasinda en sik goriilen Gaucher hastaligi

glikosfingolipid metabolik yolaginda glukozilseramid ve glikozilsfingozinin 6zgiil



yikimmdan sorumlu glikoserebrozidaz enzimini kodlayan glukoserebrosidaz
genindeki mutasyonlar ile ortaya c¢ikan otozomal resesif gecisli bir hastaliktir.
Gaucher hastaligina neden olan GBA mutasyonlar1 disinda, Sapozin (Sap) C
eksiklikleri de Gaucher hastaligi i¢in nadir varyant bir form olusturmaktadir. Sap C
eksiklikleri, prosapozin (PSAP) geninin Sap C kodlayan bdlgelerindeki mutasyonlar
sonucu ortaya ¢cikmaktadir (8,9). Sap C, GCaz’in fizyolojik aktivatoriidiir ve GCaz
ile anyonik fosfolipid igeren zarlarin baglanmasini tetikleyerek enzim aktivitesini

yeniden yapilandirir.

Bugiine kadar Gaucher hastalig1 ve otofaji konusunda yapilan c¢aligmalarda
noronopatik 6zellik gosteren Gaucher fare modelinde anormal otofagozom
olusumlar1 gozlenmistir (10). Sapozin C geni susturulmus fare fibroblastlar ile
yapilan ¢alismada ise anormal otofagozom olusumu yerine, otofajinin aktive oldugu

belirlenmistir (10).

Gaucher hastaliginda lizozomlarda biriken metabolitlerin otofaji mekanizmasi
iizerinde etkisini arastirmak amaciyla calismamizda, farkli klinik ve genotipik 6zellik
gosteren  Gaucher hastalarmin  fibroblast hiicrelerinden RNA izolasyonu
gergeklestirilmis ve otofaji mekanizmasinin farkli basamaklarinda rol alan otofaji
genlerinin (Beklin-1, ATG12, ATG5, ATG4C, ATG3, LC3 ve GABARAP) mRNA
ifade seviyeleri nicel gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonlar: ile analiz

edilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Lizozomlarin Yapi ve Gorevleri

Lizozomlar, hiicrenin en 6nemli yikim organeli olup, asit pH’de calisan 50’
ye yakin hidrolitik enzim bulundururlar. Lizozomlarda yer alan vakuolar proton
ATPaz pompasi ile asidik kosullar siirdiiriilerek lizozomal yikim gergeklestirilir
(Sekil 2.1) (1). Lizozomlar, proteinler, glikozaminoglikanlar (GAG), sfingolipidler,
glikojen, niikleik asit, oligosakkarit ve kompleks lipidler gibi yapisal olarak farkli
maddelerin yapitaglarina ayrilmasinda islevseldir. Yikilacak substratlar, lizozomlara
endositoz, fagositoz ya da otofaji gibi farkli mekanizmalarla tasiirlar (2,11).
Lizozomlarin katabolik fonksiyonu, melanozom, litik graniiller, MHC simuf II ve
platelet-yogun graniiller gibi lizozom-iliskili organeller ile tamamlanmaktadir (12).
Lizozomlar ve lizozom-iliskili organeller hiicre i¢inde, kolestrol diizenlenmesi, hiicre
zar1 onarimi, kemik ve doku yenilenmesi, patojen savunmasi ve hiicre 0liimii gibi
cesitli fizyolojik olaylarda etkin rol alirlar. Bu kompleks fizyolojik fonksiyonlar,
lizozomlar1 basit bir yikim organelinden ¢ok, hiicre icinde hayati dneme sahip

merkezi ve dinamik bir organel yapmaktadir (1).

0.05-0.5 um
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Sekil 2.1. Lizozomlarin yapisi

Lizozomlarin gorevini yapabilmesi iki farkli protein sinifina baglidir. Bunlar
zara bagli olmayan yag, protein ve seker gibi karmasik molekiilleri yap1 taslarina

(6rnegin yaglar yag asitlerine) pargalayan lizozomal hidrolazlar (asit hidrolazlar) ve



lizozom zarinda bulunan lizozomal zar proteinleridir (LMP) (1). Bilinen 50
lizozomal hidrolazin her birinin yikim igin 6zel hedefleri vardir; ancak bunlarin
birlikte faaliyeti, lizozomlarin toplam katabolik kapasitesini belirlemektedir. Toplu
yikim ve Oncii-protein islenmesine ek olarak lizozomal hidrolazlar, antijen iglenmesi,
hiicre dis1 matriks yikimi ve apoptozun baglamasinda da rol oynar (1). Memeli
lizozomlarinda yaklagik 25 LMP vardir, ancak bu say1 her gecen giin daha da
artmaktadir. LMP’ nin gorevleri lizozomal hidrolazlardan c¢ok farklidir. Bu
proteinler, lizozomal liimenin asidifikasyonu, sitoplazmadan protein getirilmesi, zar
birlesmesi ve yikilmig iirlinlerin tekrar sitoplazmaya tasinmasi gibi olaylarda rol
alirlar. Lizozom zarinda en sik bulunan proteinler, lizozoma birlesik zar proteini 1
(LAMP1) ve 2 (LAMP2) ile lizozoma-biitiinlesmis zar proteini 2 (LIMP2; SCARB2
olarak da bilinir) ve Tetraspanin’dir (CD63). Bunlarin disinda, kalsiyum ile birlikte
plazma zar onariminda goérev olan Sinaptotagmin (SYT-7) ve hiicre i¢i kolesterol
diizenlenmesinde rol oynayan Niemann-Pick C1 (NPCI1) proteini bilinen diger

onemli LMP’ lerdir (13).

Lizozom olusumu, hiicre i¢inde endositik ve biyosentetik yolaklarin uyumlu
bir sekilde calismasii gerektirir. Ornegin, yeni sentezlenen lizozomal proteinlerin
lizozoma taginmasi, direkt olarak trans-Golgi agindan (trans-Golgi Network-TGN)
endozomal sisteme, oradan da lizozoma dogru gercgeklesebilirken; indirekt olarak
once plazma zarina, sonra endozomal sisteme, en son olarak da lizozomlara dogru
gerceklesebilmektedir (1). Son yillarda yapilan ¢alismalardan elde edilen bulgular,
oldukgca siki diizenlenen LMP trafiginin 6nemini daha da arttirmistir. Bu proteinlerin,
hiicre i¢i tasima sistemine ya da endoplazmik retikulum, lizozom, hiicre zar1 gibi
tasindiklart yere bagli olarak organellere 06zel fonksiyonlar kazandirdig
gosterilmistir. Oyle ki, bu proteinleri kodlayan genlerde meydana gelen
mutasyonlarin lizozom islevlerini bozdugu ve lizozomal depo hastaliklarina yol

actig1 ortaya ¢ikarilmistir (14).

Lizozomal hidrolazlarda ve lizozomal zar proteinlerinde islev bozuklugu ya
da kaybina neden olan degisiklikler, lizozomlarin gorevlerini gerektigi gibi yerine

getirememelerine neden olur (3). Hidrolazlar ya da zar proteinlerini sentezleyen



genlerde olusan mutasyonlar, lizozom olusumunu da etkileyebilmektedir. Lizozom
olusumunda ve ¢alismasinda meydana gelen bu aksakliklar, hiicre iginde metabolize
olamayan substratlarin birikmesine ve LDH’nin ortaya ¢ikmasina neden olur.
Bugiine kadar hiicre i¢cinde metabolitlerin birikimine bagli olan yaklasik 60’tan fazla
lizozomal depo hastaligi tanimlanmstir (4). LDH sirasinda, lizozom baglantili temel
bir hiicresel mekanizma olan otofajide de anormallikler goriildiigiine dair yayinlar

vardir (4,5).

2.2. Otofaji

Otofaji, hiicre i¢i makro molekiillerin ve organellerin bir kesecik igine
alinarak lizozomlara yonlendirilmesi ve lizozomla birleserek pargalanmasina yol
acan bir mekanizmadir (6,7). Kisa 6miirlii proteinlerin ubikitin-proteozom sisteminde
parcalanmasina karsin, uzun dmiirlii proteinler ve hiicre i¢i organeller otofaji sistemi
tarafindan pargalanirlar ve olusan yap1 taslar1 (6rn. aminoasitler) hiicre kullanimi i¢in
yeniden kazandirilirlar. Otofaji, kelime anlami olarak kendi kendini (auto) yeme
(phagy) anlamina gelir ve hiicrenin aglikla karsilastig1 fizyolojik kosullarda, besin
elde etmek i¢in hiicre i¢indeki yapilarin nasil pargalandigini ifade etmek amaci ile
kullanilmistir. Yapilan ilk c¢alismalarda otofajinin, besin yoklugunda hiicre ici
molekiillerin geri doniisiimiinii saglayarak hiicrenin stres ortamina uyumuna yardim
ettigi boylelikle hiicre homeostazisinin korunmasinda etkili bir yol oldugu
gosterilmistir (6,7). Son yillarda yapilan ¢alismalar ise otofajinin; metabolizmanin
diizenlenmesi, morfogenezis, hiicre farklilasmasi, yaslanma, hiicre Olimii ve
bagisiklik sisteminin bir parcasi olarak hiicre i¢i patojenlerin yikiminda da etkili bir
rol oynadigimi ortaya koymustur (5,7). Ayrica aragtirmalar, otofaji degisimlerinin,
kanser, enfeksiyon hastaliklar1 ve norodejeneratif hastaliklar gibi onemli saglik

sorunlarinin da nedenleri arasinda yer aldigin1 gostermektedir (6).

Otofaji; makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracilikli otofaji seklinde en az
ti¢ farkli mekanizma ile gergeklesmektedir (15). Her {ig tipte de sitosolik bilesenlerin
lizozomlarda proteolitik yikimi gergeklesir. Makrootofaji hiicrede bazal diizeyde

olusmaktadir (16). Protein pargalarinin ve hasar goérmiis organellerin



parcalanmasinda 6nemli rol oynar. Sitoplazmik kargonun lizozomlara c¢ift zar
yapidaki otofagozomlar ile tasinmasi ve otofagozomun, lizozomlar ile otolizozom
olusturmak {tizere flizyonu gerceklesir (17)(Sekil 2.2a). Mikrootofajide, sitosolik
bilesenlerin lizozomlar igerisine direkt olarak lizozomun invajinasyonu ile alinmasi
gerceklesir. Hem makrootofaji hem de mikrootofajide, biiyilk yapilarin segici
ve/veya segici olmayan mekanizmalar ile alinimi olabilir. Saperon-aracili otofajide,
KFERQ motifli hedef proteinler, lizozomal zara saperon protein kompleksi (Hsc-70)
ile transloke olur. Bunlar lizozomal zar reseptorii olan lizozom ile iligkili zar proteini

2A (LAMP-2A) tarafindan taninir ve yikimlari gergeklesir (15).

Otofaji mekanizmalarinda rol oynayan proteinlerin ¢ogu “otofaji ile iligkili
proteinler” (Autophagy-related proteins) ya da kisaca Atg proteinleri mayada yapilan
caligmalar sonucunda bulunmustur. Bugiine kadar tanimlanan 35 kadar otofaji
proteininin, filogenetik gegiste diger canlilarda da korundugu gozlemlenmistir
(18)(Tablo 2.1). Atg proteinlerinin bir kism1 ve diger protein kompleksleri “otofajik
kesecik” ya da bir baska deyisle izolasyon membraninin ve otofagozomun
olusumunda rol oynamaktadir. Hiicrede otofagozomlar “otofaji olusum merkezi”
(Preautophagosomal structure, PAS) adi verilen ve memelilerde endoplazmik
retikulum (ER) ile Golgi arasina serpistirilmis olan yapilarda ortaya c¢ikarlar.
[zolasyon membraninin kaynag: tam belli olmasa da en ¢ok kabul edilen modelde
bunun yeni sentez edildigi veya ER, mitokondri dig membran1 ve plazma

membranindan kaynaklanabilecegi ileri stiriilmektedir (19).
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Otofaji mekanizmalarinda rol oynayan proteinlerin ¢cogu “otofaji ile iligkili
proteinler” (Autophagy-related proteins) ya da kisaca Atg proteinleri mayada yapilan
calismalar sonucunda bulunmustur. Bugiline kadar tanimlanan 35 kadar otofaji
proteininin, filogenetik geciste diger canlilarda da korundugu goézlemlenmistir
(18)(Tablo 2.1). Atg proteinlerinin bir kism1 ve diger protein kompleksleri “otofajik
kesecik” ya da bir baska deyisle izolasyon membraninin ve otofagozomun
olusumunda rol oynamaktadir. Hiicrede otofagozomlar “otofaji olusum merkezi”
(Preautophagosomal structure, PAS) adi verilen ve memelilerde endoplazmik
retikulum (ER) ile Golgi arasina serpistirilmis olan yapilarda ortaya cikarlar.
[zolasyon membranimnin kaynag: tam belli olmasa da en ¢ok kabul edilen modelde
bunun yeni sentez edildigi veya ER, mitokondri dis membrani ve plazma

membranindan kaynaklanabilecegi ileri siiriilmektedir (19).



Tablo 2.1. Maya ve memelilerde otofaji proteinleri ve 6zellikleri:

Maya Memeli Ozellik
Atgl/ ULK1 | Atgl ULK1/2 Ser/Thr kinaz; mTORCI1 tarafindan
kompleksi fosforile olur.
Atgl3 ATG13 mTORCI tarafindan fosforile olur.
Atgl7 - Atg29 ve Atg31 ile iicli kompleks
olusturur.
Atgll - Secici otofajide PAS organizasyonu
icin platform olusturur.
Atg29 - Atgl7 ve Atg3l ile tgli
kompleks olusturur.
Atg31 - Atgl7 ve Atg31 ile ticli kompleks
olusturur.
- FIP200 ULK1/2 ve Atgl3 i¢in platform
olusturur.
- ATG101 Atgl3 ile etkilesime girer.
Sif 11 Vps34 VPS34 PI3K
PIBK Vps15 VPS15 Ser/Thr kinaz; miristollenmis.
kompleksi  \/ns30/Atg6 | Beklin-1 Bcl-2 ile etkilesime girer.
Atgld ATG14 Otofaji- 6zgiil alt tinitesi
(L)/Barkor
- AMBRAL Beklin-1 ile etkilesime girer.
Digerleri Atg2 ATG2A/B Atg18 ile etkilesime girer.
Atg9 ATGIL1/2 Cok yayilimli transmembran protein
Atg18 WIPI1/2/3/4 | PI3P'a baglanan protein
- DFCP PI3P'a baglanan FY VE igeren protein
- VMP1 Cok yayilimli transmembran protein
Atg7 ATG7 El-benzeri enzim
Atgl0 ATG10 E2-benzeri enzim
Atg5 ATGS5 Atgl12 ile konjuge olur
Atgl6 Atgl6L1/2 Homodimer; Ag5 ile konjuge olur.
Atg8/LC3 Atg8 LC3A/BIC, Ubikitin benzeri, PE ile eklenme
konjugasyon GABARAP, | tepkimesi verir.
sistemi GABARAPL | (GABARAPL2=GATE16)
1/2/3
Atgd ATG4A-D LC3/Atg8 C-terminal hidrolaz enzimi
Atg7 ATG7 El-benzeri enzim ( Atgl2 ile paylasilir)
Atg3 ATG3 E2-benzeri enzim
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Bu proteinler otofaji sirasinda otofajik kese (otofagozom) ¢ekirdeklenmesi,
kese zar1 uzamasi, kapanmasi, tasinmasi, lizozomla kaynagmasi, i¢ zar ve kargonun
lizozomda yikilmasi ve yapitaglarinin sitoplazmaya tasinmasi gibi degisik

asamalarda rol oynamaktadir (18).

Otofaji mekanizmasi dort basamakta 6zetlenebilir:

2.2.1. Atgl(ULK1/2)-ATG13-ATG17 Kinaz Kompleksi

Atgl/ULK1-2 (Mayada Atgl ve memelilerde ULK1-2) ve ATG13 proteinleri
otofagozom olusumunun en 6nemli diizenleyicileridir (Sekil 2.2.b). Hiicrenin enerji
6lgeri memeli mTOR ya da maya TOR protein kiimesi 1 (memelilerde mTORC1 ya
da mayalarda TORCI), besin ve biiylime faktorii varhigii algilayarak, otofajiye

ithtiya¢ olup olmadigini kontrol eder.

Memelilerde mTORCI protein kiimesi, mTOR’a baglanan raptor, mLSTS,
PRAS40, DEPTOR ve mTOR etkinliginin diizenlenmesinde rol oynayan
proteinlerden olusur. mTOR, mTORCI1 kiimesinde etkin olan hiicre biiylimesi ve

metabolizmasini diizenleyen 6nemli bir kinazdir.

Besinin bol oldugu durumlarda mTORCI1, memelilerde Atgl/ULKI1
iizerinden, mayalarda ise Atgl3 iizerinden otofajiyi inhibe etmektedir. Memelilerde
ULK1’in mTOR tarafindan fosforillenmesinin otofajiyi baskiladigi gosterilmistir.
Aclik durumunda ise, mMTORCI1 baskilanir ve ULK1 kompleksinden ayrilir; boylece

otofagozomlarin olusumunu tetikler (20).

2.2.2. Smif IIT PI3K Kompleksi

Otofagozomlarin olusumunda rol oynayan 6nemli bir diger protein kompleksi
smif III PI3K, Vps34’i iceren kimedir (Sekil 2.2.c). Bu protein kiimesinin
aktivitesini diizenleyen en 6nemli protein memelilerde Beklin-1 proteinidir. Vps34

aktivitesinin Uriinii olan fosfotidil-inositol-3 fosfat (PI3P), otofaji yolaginin ilk
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asamasinda Onemli rol oynar. PI3-P, otofajik kese olusumu icin gerekli olan
proteinlerin otofajik vezikiil filizlenme bdolgelerinde dbeklenmesinde gorev alir ve
birgok protein i¢in bir birlesme platformu olusturur (15). Sinif IIT PI3K- Vps34 ve

tirlinti PI13-fosfat otofajinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (7).

2.2.3. ATG12 Konjugasyon Sistemi

Otofajik kese uzamasi ubikitinlenme benzeri iki ayr1 protein-protein
konjugasyon tepkimesi icerir (Sekil 2.2.d). Birinci ubikitinasyon sistemi, ATG12
proteininin ATG5’e baglanmasini, ATG12-ATG5-ATG16 kompleksinin olusmasini
saglar ve izolasyon membraninin dis yilizeyine baglanir. Burada ubikitinlenmeye
benzer bir sekilde ATG12 eklenmesini diizenleyen ATG7 ve ATGI10 proteinleri,
sirastyla E1 ve E2 benzeri rol oynar. ATG12-ATG5-ATG16 kompleksinin ise E3
benzeri bir rol iistlendigi ve otofajik vezikiil olusum bolgesini belirlemeye katkida
bulundugu 6ne siiriilmiistiir. Bu nedenlerden &tiirii ATG12-ATG5-ATG16 kompleks

olusumu, ikinci ubikitinasyon benzeri yolak i¢in gereklidir (7,15).

2.2.4. LC3-PE Konjugasyon Sistemi

Ikinci ubikitinasyon sistemi ise, fosfotidil etanolamin (PE) adli yag
molekiiliiniin LC3 proteinine kovalent baglanmasini saglar (Sekil 2.2.d). Bu
baglanmanin olabilmesi i¢in, LC3’lin C-ucundaki bes aminoasitin ATG4 proteazi
tarafindan kesilerek 6. aminoasit olan glisinin ortaya ¢ikarilmasi ve LC3-I formunun
Olusurulmasi gerekmektedir. PE molekiilii, bu glisine baglanmaktadir. LC3-I’in
PE’ye baglanmasi ile olugan LC3-II formu, otofagozomlarin olusmaya basladig
bolgeye zar taginmasini ve burada zar uzamasini saglar. Ayrica ATG4, otofagozom
olusumu sonrasinda goérevi tamamlanan LC3-II proteinlerinden yag molekiillerini
uzaklastirarak yeniden kullanilmalarina yol agmaktadir (7,15,16). LC3-II"nin otofajik
zarlara yag tasidigi ve bdylece zar uzamasini ve kese kapanmasini sagladigi

diistiniilmektedir.
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ATGS3, her iki ubikitin benzeri reaksiyon arasinda aract molekiil olarak gorev
almaktadir. ATG3 bu fonksiyonunu LC3 veya GABARAP lipid konjugasyonunda
rol oynarak gerceklestirir. LC3’lin fagoforlarin uzamasi siirecinde yer aldig
belirlenirken, ayni protein ailesinin diger alt iiyesi GABARAP’1n otofagozomlarin

maturasyon Oncesi asamasini diizenledigi tespit edilmistir (21).

ATGY9 ve dongl sistemi otofajik vezikiilden otofagozom olusumunda rol
oynamaktadir (Sekil 2.2.e). ATG9, ATG protein ailesinin tek transmembran
proteinidir. Normal kosullarda ATG9, trans-Golgi ag1 ve ge¢ endozomlar arasindaki
trafigi gergeklestirir (22). Aglik kosullarinda ise ATG9, periferal havuzunda yer alir.
Burada otofajik vakuol belirtegleri olan LC3-11 ve Rab7 (Ras-related protein) ile
birlikte bulunur. ATG9’ un gorevi lipid tasimak ve/veya fagaforu etkileyen faktorler

i¢in bir platform olarak hizmet etmektir (23).

Lizozomlar ile tamamlanmis otofagozomlarin birlesmesi ise, LAMP2 ve
Rab7 gibi aym1 zamanda diger vezikiil yolaklarinda yer alan proteinler tarafindan
yonlendirilir. Sonunda otofagozomlarin dis ikili zar1, lizozom zan ile birlesir, i¢ zar
ve igerdigi sitoplazma, Omriinii tamamlamis proteinler ve hatta tiim organeller
lizozomdaki yikict enzimlerin etkinlikleri sayesinde parcalanir. Pargalanan
yapitaslar1 (amino asitler, yag asitleri gibi) yeni hiicre bilesenleri iiretilmesi ve enerji
dengesinin korunmast i¢in hiicre tarafindan geri kazanilir. Otofaji, besin yetersizligi,
bliylime faktor eksikligi, hipoksi, toksinlerle karsilasma ve benzer sekilde strese

neden olan baska durumlarda hiicrelerin hayatta kalmalari i¢cin 6nemlidir.

PTEN, DAPK, TSC1 ve TSC2 kompleksleri gibi tiimor baskilayicilari, c-Jun
N-terminal kinaz 1 (JNK1), AMP kinaz gibi stres ile aktive olan yolaklarda rol
oynayan ve bagisiklik sisteminde yer alan molekiillerin ayn1 zamanda otofajiyi
uyaran proteinler olduklar1 agiga ¢ikarilmistir. Fosfotidil inositil 3- kinaz (P13K),
Akt, Ras, TOR ve Bcl-2 gibi onkogenlerden bazilarinin ise otofajiyi baskiladiklari
anlagilmistir. Calismalar en 6nemli timor baskilayici genlerden biri olan p53’iin,

otofaji iizerine ikili bir rol oynadigini kanitlamistir ve 6zellikle hiicre ¢ekirdegine gog
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eden p53’in, transkripsiyona etkisine bagimli veya bagimsiz olarak otofajiyi

uyardigini gostermistir (24, 25).

Otofaji mekanizmalarinda rol oynayan protein ve protein kiimelerinin
tamaminin  molekiiler yapilart ve etki mekanizmalar1 hala tam olarak
bilinmemektedir. Otofajik kese olusumu, ¢ekirdeklenmesi, zar uzamasi, lizozomla
birlesme ve lizozomda yikim gibi hiicre i¢inde meydana gelen bu olaylarda rol
oynayan ¢ok proteinli kiimeler ve bunlar diizenleyen yolaklar giiniimiizde de siiren

yogun arastirmalarla aydinlatilmaya ¢alisilmaktadir.

2.3. Otofajinin Fizyolojik Gorevleri

Hasar gérmiis ya da katlanmasi bozuk proteinlerin ve fonksiyonel olmayan
organellerin yok edilmesi otofaji yoluyla olmaktadir. Ornegin otofajinin, genetik
bozukluk nedeniyle mutant anti-tripsin ifade eden karacigerdeki protein birikimini
yok etme, yag hiicrelerinden lipid mobilize etme, oksidatif strese karsi direng
saglama, bazi enfeksiyon ve tiimorlerin olusumunu baskilama gibi fizyolojik ve

patolojik yanitlarda rol oynadigi tespit edilmistir (26,27,28).

Cok sayida cevresel faktor, hiicrelerde otofajiyi tetiklemektedir. Aclik,
hipoksi ve stres otofajiyle alakali g¢evresel faktorlerdir (29,30,31). Otofaji, bu
cevresel faktorlere karsi hiicresel dengeyi korur ve stres altindaki hiicrelerin hayatta
kalmasii saglar. Otofaji sisteminin bu islevini yerine getirememesi, Alzheimer ve
Huntington hastalig1 (32,33) gibi norodejeneratif hastaliklara, ateroskleroz (damar
sertligi) (34) ve yasliliga bagl dejenerasyon (35,36) gibi ¢esitli rahatsizliklara yol

acar.

Otofaji, patolojik durumlarda ve yaslanmaya bagli rahatsizliklarda kritik bir
biyolojik olay olarak ortaya c¢ikar. Otofajinin hiicre i¢indeki baslica gorevi
sitoplazmik bilesenlerin normal dongiisiinii saglamaktir. Daha Once yapilan
arastirmalarda otofajik aktivitedeki yetersizligin farelerde nérodejenerasyona (néron

kaybina) neden oldugu kanitlanmistir (37). Farede Atg5 otofaji geninin susturulmasi
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hiicre i¢inde anormal protein birikimlerine yol agmaktadir. Bu durum noérodejeneratif
hastaliklarin olusumuna neden olabilir. Ornegin, Alzheimer hastalig1 amiloid-p ve
tau proteinin; Parkinson hastaligi ise TP-43 ve a-siniiklein birikimiyle iligkilidir (38).
Ayrica bu protein birikimleri ndrodejeneratif hastaliklarda, diger temel protein yikim
mekanizmas1 olan ubikitin-proteozom sistemini de devre dis1 birakmaktadir. Bu
nedenlerden Otiirli, otofajinin ilaglarla uyarilmasinin ndrodejeneratif hastaliklarin
tedavisine katkida bulunacagi diisiiniilmekte ve ila¢ arastirma c¢alismalart hizla

ilerlemektedir.

Son yillarda, otofaji-kanser baglantis1 hakkinda da 6nemli bilgiler elde
edilmistir (39). Kanser olusumunun erken safhalarinda otofajinin tiimor baskilayici
bir rol oynadigi 6ne siiriilmiistiir (40). Ote yandan tiimdr capi artarken Kitle
icerisindeki hiicrelerde kan (besin ve oksijen) yetersiz gelmeye baslar ve bu bolgede

hiicrelerin yasamini slirdiirmesi i¢in otofajinin gerekli olduguna dair isaretler vardir.

Yakin zamanda, hiicre i¢i kolestrol miktarinin mTOR yolag araciligiyla
otofajiyi direkt etkiledigi bulunmus, boylece otofajinin hiicre i¢i lipid metabolizmasi
ve depolanmasinda da kritik rol oynadigi gosterilmistir (31). Hepatositlerle yapilan
calismalarda, otofajinin, ATG5 ve ATG7 genlerinin silinmesi ya da farmakolojik
olarak 3-metiladenin ile engellenmesinin hiicre igi trigliserit ve kolestrol miktarini
arttirdigr gosterilmistir. Benzer ¢aligma, fare embriyonik fibroblastlarinda da ayni
sonuglart vermis olup, otofajinin lipid yikimindaki 6nemli roliiniin hepatositlerle
siirlt olmadigin1 gostermistir (41). Yine fare fibroblastlarina kolestrol verilmesinin,
lizozomlarin  zar lipid kompozisyonunu degistirerek otofagozom-lizozom
birlesmesini engelledigi ve Nieman Pick Tip A, B, C (NPA, NPB, NPC) gibi bazi

lizozomal depo hastaliklarina yol agtig1 gézlenmistir (42).
2.4. Lizozomal Depo Hastaliklar1 ve Otofaji
lizozomal hidrolaz enzim eksikligi nedeniyle ortaya c¢ikan lizozomal depo

hastaliklarinda, lizozom baglantili temel hiicresel bir mekanizma olan otofaji

stirecinde de degisimlerin oldugu saptanmistir (3).
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LDH patogenezinde; substrat birikimi ile ortaya ¢ikan lizozomal depolama
lizozom- otofagozom fiizyonunun bozulmasina ve otofajik akisin bloke olmasina
neden olur. Coklu ubikitinlenmis proteinlerin, fonksiyonel olmayan mitokondri gibi
sekonder substratlarin birikimi otofajik akis1 bloke ederek, otofagozomlarin

birikimine ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir (4) (Sekil 2.3).

| LizozomaL bEPOLAMA |

!

Lizozomlar ile otofagozomlarin
fuzyonunun bozulmasi

1}

OTOFAJIK AKISIN BLOKE OLMASI
Otofagozomlarin Birikimi

!
y l

Toksik Proteinlerin Anormal Mitokondri
Birikimi Birikimi

!

| Hucresel Hasar/Stres i l

I

| inflamatuar Yanit |

> HUCRE OLUMU <

Sekil 2.3. Lizozomal depo hastaliklarinin patogenezi

En yaygin calisilan lizozomal depo hastalifi, ge¢c endozomlarda kolestrol
birikmesiyle ortaya ¢ikan Nieman Pick hastaligidir. Npcl geni silinmis farelerin
beyin ve yumurtalik dokularindan elde edilmis hiicrelerde otofajinin belirgin sekilde
arttigr  gozlemlenmistir (3,41). Benzer sonuglar, NPCI geni silinmis insan
fibroblaslarinda da bulunmustur (42). Otofaji aktivasyonu, NPC2, Sandhoff hastaligi,
coklu stilfataz eksikligi ve MPSIIIA (4, 43), GM1 gangliosidozis (44), Neuronal
seroid-lipofuskinozis-NSL ve Pompe hastaligi (4,45) gibi diger lizozomal
hastaliklarda da goriliir. Otofajik birikimin endositik yolakta da etkin oldugunu
gosteren calismalar yapilmistir. Otofagozomlarin lizozomlarla birlesmesinde rol

oynayan LAMP2 proteinini kodlayan gendeki mutasyon, birgok dokuda
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otofagozomlarin birikmesine yol agarak, miyopati ve kardiyopati belirtileriyle bilinen
Danon hastaligina neden olmaktadir (46). Temel mekanizmalari farkli olmasina
karsin, otofaji engellenmesinin bir¢ok lizozomal hastalia neden oldugu
goriilmektedir. Diger yandan, GM1 gangliosidozis ya da NCL gibi hastaliklarda
engellenme otofajinin fazla aktivasyonu sebebiyle olurken, ¢oklu siilfataz eksikligi
ya da MPSIIIA gibi hastaliklarda engellenme otofagozom-lizozom birlesmesinin
bloke olmasindan kaynaklanmaktadir (4). Gaucher hasta fibroblast hiicrelerinde
yapilan bir ¢alismada ise otofajinin normal oldugu gosterilmistir (43). Ancak bu
caligmada, otofaji belirteci olarak LC3-II ve 6nemli bir otofaji proteini olan Beklin-1
miktarma bakilmis olup, diger otofaji genleri ile otofajik aktivite ve bunun

dinamiklerinin Gaucher hastalig1 olusum ve belirtilerindeki rolii ¢alisilmamistir.

2.5. Gaucher Hastahg (GH) ve Otofaji

Lizozomal depo hastaliklarinda en sik goriilen Gaucher hastaliginin
(MIM#608013), genel populasyonda goriilme sikligi 1/40.000-1/60.000’dir (8).
Gaucher hastaligl; glikosfingolipid metabolik yolaginda glukozilseramid (GC) ve
glikozilsfingozinin (GS) 6zgiil yikimindan sorumlu glikoserebrozidaz (GCaz,
GlcCeraz, asit B-glukozidaz) (E.C.3.2.1.45) enzimini kodlayan glukoserebrosidaz
genindeki (GBA, MIM#606463) mutasyonlar ile ortaya cikan otozomal resesif
gecisli bir hastaliktir. GCaz enzimi, kompleks glikosfingoipidlerin par¢alanma
yolagindaki metabolik bir ara iirlin olan glikozilserebrosidi parcalayarak glukoz ve
seramid olusturmaktir. GBA genindeki mutasyonlar lizozomlarda glikozilseramid ve
glukozilsfingozin hidrolizinin engellenmesine neden olur. Mutasyonlar sonucu,
glukoserebrosidin 6zellikle retikiiloendotelyal sistemin dokularinda olmak {izere,
makrofajlarin lizozomlarinda biiyiik miktarlarda birikimi gergeklesir. Lipid ile sismis
olan makrofajlar genellikle tipik bir morfoloji sunar ve “ Gaucher hiicreleri” olarak
adlandirilir. Gaucher hiicreleri, tim viicutta dagilim gdosterebilir ancak en fazla

karaciger, dalak, kemik iligi ve merkezi sinir sisteminde GC birikmesine neden olur.

Klinik olarak Gaucher hastalig1 fenotipleri ndéronopatik olmayan ya da viseral
(Tipl, MIM# 230800), akut noronopatik (Tip2, MIM# 230900) ve kronik
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noronopatik (Tip3, MIM# 231000) olmak iizere {i¢ gruba ayrilmistir (47) . En yaygin
goriilen Tipl® dir. Ileri ndronopatik patoloji gdsteren Tip2, ilk bir yil i¢inde &liimle
sonuclanir. Oliimler daha ¢ok merkezi sinir sistemi ve akciger bozukluklarindan
kaynaklanmaktadir. Tip3’te ise bulgular daha yavas ilerlemekte olup, erken sathada
cogunlukla karaciger, dalak, bobrek ve akcigerde; hafif sekilde merkezi sinir
sisteminde; ergenlik doneminde ise kontrol edilemeyen nobetler seklinde goriiliir.
Tip2 ve Tip3 gibi néronopatik tiplerde GC ve GS birikimi néronlarda gésterilmistir
(48). Hastalarda, merkezi sinir sisteminde ndronal inkliizyon ve noéronal olim
goriilmesine karsin, anormal GC/GS mekanizmasinin bu patolojik bulgulara ne

sekilde sebep oldugu heniiz agiklanmamistir (Sekil 2.4).

Gaucher Hastaligi
1
| l
GBA mutasyonlari SEEANE
mutasyonlari
| I
| 1 |

Lipid birikimi N
*“LMP’lerde islev kaybr ER stresi nlﬁﬂfiiﬁigfusl
*Lizozomal fonksiyon
degisimleri

Sekil 2.4. Gaucher hastaliginin patogenezi

Gaucher hastaligina neden olan mutasyonlar populasyonlarda, farkli dagilim
gostermektedir. Ornegin, p.N370S, p.84GG, p.L444P mutant allelleri Yahudilerde

%90 oraninda goriiliirken, diger toplumlarda %75 oraninda goriilmektedir (49).
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Genel olarak Tipl Gaucher hastaliginda glukoserebrosidaz geninde %75
oraninda p.N370S mutasyonu saptanirken; Tip2 ve Tip3 Gaucher hastaliginda ise
yiksek oranda p.L444P mutasyonu gozlenmektedir (50,51). Anabilim Dalimizda
yapilan mutasyon analizleri sonucunda ise siklikla gézlenen mutasyonlar p.L444P
(%42), p.N370S (%30), p.D409H (%4,38) ve p.L296V (%3,5) olarak saptanmigtir
(52).

GH fibroblast hiicrelerinde yapilan c¢alismalarda GBA geninde p.N370S
mutasyonunun, GCaz ile GCaz aktivatdrleri olan Sap C ve anyonik fosfolipid igeren
zarlar arasindaki etkilesimi bozdugu gosterilmistir. p.N370S mutasyonunda GCaz ve
aktivatorleri arasindaki zayif baglantinin, in vivo 'da diisiik enzim aktivitesine neden

oldugu diistintilmektedir (53).

GBA geninde p.L444P mutasyonu sonucunda ise GCaz enziminin katlanma
etkinligi azalmaktadir. Enzimin sadece % 10’ u lizozoma ulasmaktadir. Geri kalan
kism1 ER’ de katlanma kontrol sistemine ulagamadig: i¢in yikima ugramaktadir ve

enzimin lizozoma ulasan kism1 6zgiil aktivitesini gosterememektedir (54).

GBA genindeki bir diger mutasyon ise p.D409H’dir. p.D409H mutasyonu
iceren Gaucher hastalarinda erken yaslarda i¢ organlar ve sinir sistemi
etkilenmektedir. Mutasyonunun homozigot formu 06zgiil kardiyovaskiiler
semptomlara neden olmaktadir  (55). p.D409H homozigot hastalarda GCaz
enziminin digiik rezidiiel aktivitesi tespit edilmistir. Ayrica enzimde anormal

stabilite ve degismis kinetik 6zellikler gozlenmektedir (56) .

p.L296V mutasyonu, Anabilim Dalimizda gergeklestirilen mutasyon
analizleri sonucunda ilk kez tanimlanmistir. p.L296V mutant hastalarda GCaz enzim
aktivitesinin azaldig1r gozlenmektedir. p.L296V mutasyonu gosteren hastalar, klinik

olarak Tipl ile uyumludur (52).

Gaucher hastaliginda glukoserebrosit birikiminin yani sira

dihexosylceramide- (DHC) ve trihexosylceramide (THC), sfingomiyelin (SM),
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fosfotidilkolin (FK), fosfotidilinositol (FI) ve fosfotidilgliserol (FG) gibi diger
sfingolipidlerin de lizozomlarda sekonder birikimi 6zellikle Tip2 Gaucher
fibroblastlarinda gozlenmistir (57). Sfingolipidler 6karyotik hiicre zarlarinin 6nemli
yapisal bilesenleridir. Hiicre proliferasyonu, farklilismasi, gogii, hiicresel sinyal,
trafik, otofaji ve hiicre Sliimii gibi bir¢ok hiicresel fonksiyonda diizenleyici rolii
vardir. Ge¢ endozomlarda ve lizozomlarda yikima ugrayan sfingolipidlerin yikim
basamaklarinda hasarin ortaya ¢ikmasi, sfingolipidlerin lizozomal birikimine yol
acmaktadir. Lipidlerin endozomal ve lizozomal birikimi lipid trafiginin bozulmasina

ve lizozomlarda lipid yikiminin azalmasina neden olur (57).

Gaucher hastaligina neden olan GBA mutasyonlar1 disinda, Sapozin ( Sap) C
eksiklikleri de GH igin nadir varyant bir form olusturmaktadir. Sapozinler (A, B, C,
D) 6zgiil glikosfingolipid (GSL)’lerin aktivasyonundan sorumlu yaklagik 80 amino
asitlik kiigiik proteinlerdir (58). Sap C eksiklikleri, prosapozin (PSAP) geninin Sap
C kodlayan bolgelerindeki mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir (9). Sap C,
GCaz’in fizyolojik aktivatoriidiir ve GCaz ile anyonik fosfolipid igeren zarlarin
baglanmasin tetikleyerek enzim aktivitesini yeniden yapilandirir. Sapozin C’ye baglh
GCaz aktivasyonu, enzim ve substrat interaksiyonunu saglayan zar katmanlarinda

degisiklige sebep olur (53).

Sapozinler yapilarina ve fonksiyonlarina etki eden alt1 sistein bdolgesi
icermektedir. Sistein bolgelerinde mutasyon tasiyan Sap C’nin endozomal/ lizozomal
stabilitesi bozulmaktadir. Sap C’nin azalan miktarlar1 GCaz’ 1n hiicre i¢i yerlesimini
etkiler. Sap C seviyelerinin azalmasiyla ortaya ¢ikan bu durum, otofajik aktivitenin

indiiklenmesine neden olmaktadir (58).

Tatti ve dig. (9)’leri PSAP geninin sistein bolgelerinde mutasyon tasimayan;
p.N370S ve p.L444P mutasyonu tasiyan hastalarda otofajik aktivitenin normal
oldugunu goézlemlemistir. Elde edilen sonuglar, Sap C’nin olmadigr kosullarda
otofajinin zarar gordiigiinii gostermektedir. Sap C proteininin ¢ok az bir miktarinin

bulunmasi, normal otofajik aktivite i¢in yeterli oldugunu gostermistir (9).
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Gaucher hastaligi ve otofaji konusunda yapilan ¢aligmalardai néronopatik
Gaucher fare modellerinde anormal otofagozom olusumlar1 gozlenmistir. Sapozin C
geni silinmis fare fibroblastlar1 ile yapilan bir bagka calismada ise anormal
otofagozom olusumu yerine, otofajinin aktive oldugu LC3 proteini ve elektron

mikroskopisi ile belirlenmistir (10).

Gaucher hastaligt modelleri hem indiiklenmis otofajiyi, hem de
otofagozomlarin ve otofajik substratlarin birikimini gosterir. Glukoserebrosidaz
geninde homozigot p.V394 mutant ve Sapozin C eksikligi bulunan fareler
noronopatik Gaucher hastaliginin modeli olarak kullanilmistir. Otofajik substrat olan
p62/ SQSTM1I’in néronlarda ve astrositlerde birikimi gézlenmistir. Vezikiiller icinde
parcalanmayan materyallerin birikimi ise aksonlarda gozlenerek otofajik substrat
birikiminin oldugu tespit edilmistir (59). Bu durum, Gaucher hiicrelerinde

otolizozomal kargonun yikiminda hasar oldugunu gostermektedir.

Gaucher hastaliginin patolojisini agiklamak amaciyla yapilan bazi molekiiler
ve Dbiyokimyasal arastirmalar, hasta makrofajlarinda GC birikmesinin, bu
hiicrelerdeki interlokin-1b, interlokin-6, tiimor nekroz faktorii ve interlokin-2
reseptorleri  (CD14, M-CSF) gibi baz1 sitokinlerin  miktarim1  arttirdig
gozlemlenmistir (60,61). Bu artisin makrofajlari aktive ederek, farkli bir hiicre igi
sinyal yolagi araciligiyla GC birikimi goriilmeyen diger dokulardaki bozukluklara
sebep oldugu, boylece farkli patolojik etkilerin ortaya ¢iktigr diistiniilmektedir (62).

Substrat birikiminin yaninda, mutant enzimin, hiicre i¢i islevinde
anormalliklere sebep olarak kendi basina Gaucher hastaligi patolojisinde etkili
oldugu one siiriilen bir baska goriis ise GBA mutant proteininin ER i¢inde yanlis
katlanmalara sebep olarak, proteozom yikim mekanizmasini aktive ettigi ve boylece
ER stresine neden oldugudur. Endoplazmik retikulumdaki bu birikim ya da yikim
oraninin, hastalifin siddeti ile ayn1 dogrultuda oldugunu gosteren bir ¢alisma vardir
(63). Gaucher hastaligi fare modellerinde yapilan bir baska c¢alismada ise noronal
hiicre 6liimii ile sonug¢lanan ER kalsiyum miktarinin arttigi gosterilmistir. Kalsiyum

artisinin Ozellikle hastaligin noronopatik (Tip2) fenotipinde goriilmesi, hiicre igi
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kalsiyum dengesinin hastalifin ndropatolojisi ile direkt iliskili oldugunu

distindiirmektedir.

Gaucher hasta primer fibroblastlarinda ise reaktif oksijen ¢esitlerinin arttigi
ve bu artisin daha ¢cok NAD(P)H oksidazina bagli olarak goriildiigli bulunmustur
(64). Oyle ki bu hiicrelerin H,0 ile indiiklenen hiicre dliimiine hassas olduklar1 ve

oksidatif strese yanit verme mekanizmalarinin bozuldugu gosterilmistir.

2.6. Nicel Ger¢cek Zamanh (Quantitative Real-Time) Polimeraz Zincir
Reaksiyonu:

1983’teki kesfinden itibaren PZR; gen klonlama, gen haritalanmasi, mutasyon
taramasi, DNA sekanslama gibi ¢ok genis uygulama alanlarinda kullanilmaktadir.
PZR ayni zamanda mRNA ifadelerinin 6lgiimiinde de kullanishi bir metottur. Nicel
gercek zamanli PZR, niikleik asit amplifikasyonunun gergek zamanli zamanli olarak
gozlenmesini saglayan bir PZR yontemidir. DNA sarmalina baglanarak floresan
1s1ma yapan O6zel boyalarla (SYBR Green, SYTO9 gibi) veya yikima bagl sinyal
olusturan prob diziler araciligi ile amplifikasyon miktarmin tespit edilmesini
saglamaktadir. Her PZR dongiisii sonunda tlip ig¢inde olusan ¢ift zincirli {iriin

miktarinin dl¢iilebilmesini ve nicel analizlerin yapilmasini saglar (65, 66).

Nicel ger¢cek zamanli PZR metotlar1 olarak pek ¢ok metot tanimlanmustir.
Calismamizda kullanilan metot SYBR®Green boyama ile gergeklestirilen PZR
teknigidir.

DNA’ya baglanan SYBR®Green boyasi kullanilan metot ile boya ¢ift zincir
DNA’ya baglanirken, tek zincir DNA’ ya baglanmaz. SYBR®Green baglanmanin
ardindan floresan 1s1ma verir. Tekrar eden reaksiyon boyunca érnek artan miktarda
floresan sinyali verecek ve SYBR®Green boyasinin baglanabildigi daha fazla ¢ift
zincir Urlin olusacaktir. Reaksiyondaki floresan 1simanin miktari, reaksiyon
sonrasinda olusan ¢ift zincir DNA drind ile iliskilidir (Sekil 2.5).

SYBR®Green’deki diisiis, boyanin tiim ¢ift zincirli yapilara baglanmasi ile ortaya
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cikar. Bu yapilar 6zgiil trtinler, 6zgiil olmayan iiriinler, primer dimerler ve diger

amplifikasyon tiriinleri olabilir.
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Sekil 2.5. SYBR®Green teknigi A. Baslangic asamasi: Reaksiyonun
baslangicinda ortamda SYBR®Green, primerler ve tek zincirli DNA bulundugu i¢in
floresans sinyal yoktur. B. Primerin hedef molekiile baglanmasi: Primerin
baglanmasi ile amplifikasyon sonucu SYBR®Green olusan c¢ift zincirli DNA’ya
baglanir ve az miktarda floresan sinyal agiga ¢ikar. C.  Primer uzamast:
Amplifikasyon oranina bagl olarak ¢ift zincirli DNA’nin yapisina daha fazla boya

katilarak floresans sinyal artar.

SYBR® Green teknigi ile gerceklestirilen PZR’de mRNA ifadesinin miktar
tayini i¢in uygun primer se¢imi en Onemli asamadir. Bu teknigin basariyla
uygulanabilmesi i¢in PZR primerlerinin sadece 6zgiil cDNA’ya baglanmasi, primer-
dimer veya 0zgiil olmayan amplifikasyon {riinii olusturmamasi1 gereklidir. RNA
izolasyonu sirasinda siklikla gozlenen genomik DNA kontaminasyonu da
SYBR®Green teknigi ile gerceklestirilen PZR’nin basarisini tehdit eden bir diger
unsurdur. Ozgiil amplifikasyon iiriinii elde etmek icin, cDNA amplifikasyon

primerlerinin farkli ekzonlardan segilmesi, amplikon uzunluklarinin kisa tutulmasi
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(120-250 baz) ve primerlerin baglandigi ekzonlarin uzak segilmesi dikkat edilmesi

gereken noktalardir.

SYBR Green, primer dimerleri ve 6zgiil olmayan PZR fiiriinleri gibi ¢ift
zincirli DNA molekiillerine de baglanabilir (67). Bu nedenle floresans artisi her
zaman Ozgil amplifikasyonu gostermez. Amplifikasyon {rlintiniin 6zgiil olup
olmadig, agaroz jel elektroforezi ile incelenir. Bununla birlikte nicel gercek zamanl
PZR cihazlarinda primer dimer olusumu ve 6zgiil olmayan amplifikasyon tiriinlerinin
tespiti i¢in “melting curve” (erime egrisi) analizi yapilabilmektedir (Sekil 2.6). Her
cift zincirli DNA kendine 6zgiil bir “melting temperature (erime sicakligi), “Tm”
(Cift zincirli DNA’nin %50’sinin tek zincirli hale gegmesi i¢in gerekli olan sicaklik)
degerine sahiptir. Amplifikasyondan sonra sicaklik yavas yavas yiikseltilerek belirli
araliklar ile floresans miktar1 tespit edilir. Cift zincirli DNA denatiire olmaya
baslayinca interkale olan boya serbest kaldigi icin dl¢iilen floresans miktar1 azalmaya
baglar. Bu sekilde elde edilen erime egrisinden yararlanilarak amplifikasyonun
ozgiilliigh belirlenebilir. Tm degerinin tam olarak saptanabilmesi i¢in erime egrisinin

zamana kars1 tiirevi ¢izilebilir. Bu tlirev analiz, siklikla bagvurulan bir yontemdir.

Erimenin Erimenin

basladigi bittigi
sicakhik Tm sicakhk
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Sekil 2.6. Erime egrisi analizi

Esik dongii degeri (threshold cycle = Ct) nicel ger¢cek zamanlhi PZR

uygulamalarinda 6nemli bir parametredir. Ct degeri, amplifikasyon sirasinda tespit
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edilen floresan 1sinim esik degerinin asildigi dongl sayisidir. Bagka bir ifade ile
iiriindeki ilk anlamli artisin oldugu noktay: belirtir. Farkli PZR reaksiyonlarinda yer
alan kalip Orneklerin miktar1 Ct degerleri karsilastirilarak Ongoriilebilir (68).
Florimetrik PZR yontemi ile yapilan miktar tayini ¢calismalarinda, kalip DNA miktar1
bilinen standart orneklere ait Ct degerleri ile incelenen Ornegin Ct degeri
karsilagtirilarak miktar tayini yapilmaktadir. Bu nedenle, nicel PZR analizlerinde
standart olarak tanimlanan kontrol orneklerine ihtiyag vardir. Standart 6rnek olarak
icinde bulunan kalip DNA miktar1 bilinen 6rneklerle yapilan c¢aligmalara mutlak
miktar tayini ad1 verilir. Bir 6rnegin iginde yer alan kalip miktarinin diger bir 6rnekle
karsilastirildigt durumlarda mutlak miktar tayinine gerek yoktur. Bu durumda,
standart drnegin iginde bulunan kalip DNA miktarinin bilinmesi énemli degildir. Iyi
ifade olan bir 6rnegin seri dilusyonlari standart olarak kullanilabilir. Bu ¢aligmalarda
onemli olan standartlar arasindaki kalip oraminin tekrarlanabilir ve Olgiilebilir
olmasidir. Bu tip ¢alismalara goreceli miktar tayini (relative quantitation) adi verilir
(69). Bir standart oOrnekten seri dilisyonlar hazirlanir. Standart diliisyonlara
varsayilan bir konsantrasyon miktar1 atfedilir ve genellikle bu miktar “varsayilan
birim” (arbitrary unit) olarak ifade edilir. Bu standartlar kullanilarak, atfedilen
konsantrasyon degerlerine karsilik gelen diliisyonlarin Ct degerleri belirlenerek
miktar tayini i¢in gerekli olan regresyon egrisi ¢izilir. Bu egri standart egri olarak da
ifade edilmektedir. Miktar tayini asamasinda, orneklerin Ct degerlerinin regresyon
egrisi ilizerinde hangi atfedilen degeri temsil ettiklerine bakilarak goéreceli bir miktar
belirlenir. Bu sekilde nicel ger¢cek zamanli PZR verilerinin analizinde; mutlak ve
goreceli olgtim kullanilir. Goreceli miktar tayini igin, sekil 2.7’de 3’er kez tekrar
edilmis standart drnek seri diliisyonlarimin (10° ile 10% aras1 konsantrasyon degerleri
atfedilmistir) Ct degerleri ile amplifikasyon egrileri ve bu egriler kullanilarak ¢izilen

standart egri bir 6rnek olarak verilmistir.
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Sekil 2.7. PZR amplifikasyon egrisi ve standart egri. A. Standart diliisyon
orneklerinin amplifikasyon egrisi ve Ct degerleri (mavi oklar) gosterilmistir. Bir adet
bilinmeyen o6rnek ve Ct degeri kirmiziyla gosterilmistir. B. Standart 6rneklerin Ct
degerleri kullanilarak cizilen standart egri gosterilmistir. Bilinmeyen 6rnek kirmizi

ile ifade edilmistir.

2.7. Housekeeping Genlerin Nicel Ger¢ek Zamanh PZR Cahismalarindaki

Onemi

Nicel ger¢cek zamanli PZR uygulamalarinda normalizasyon amaci ile ¢esitli
kosullarda ifadesinin degismedigi bilinen (en az etkilenen) bir referans gene ihtiyag
vardir (70). Ozellikle farkl1 bireylerden alinan ya da aymi bireyden farkli dénemlerde
aliman Orneklerle yapilan c¢alismalarda, ilgilenilen genin ifade diizeyinin

incelenebilmesi i¢in dokularda ifadesinin degismedigi varsayilan bir bagka gen tiriinii
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mRNA ile normalizasyon yapilmasi gereklidir. Ilgilenilen genin ifade diizeyi,
referans gen olarak kullanilan housekeeping genin ifade diizeyine oranlanir. Bu
oranlamayla amaglanan izole edilen RNA miktar1 ve sentezlenen cDNA miktarinin
getirdigi 6rnekler arasi baglangic farkliliklarini, deneysel hatalar1 normalize etmektir.
Bu nedenle farkli doku ve hiicre tiplerinde, hedef genlerin ifade diizeyinin nicel
olarak belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismalarda, 6nce referans olarak kullanilacak
housekeeping genin dogru segilmesi gereklidir. Calismalarda kullanilacak
housekeeping genin ifade diizeyi, ne kadar az degiskenlik gostererek sabit kalirsa,

hedef genin ifade diizeyinin belirlenmesi igin o kadar giivenilir bir referans olacaktir.

2.8. Temel Bilesen Analizi-TBA (Principle Component Analysis-PCA) Yontemi

TBA, ¢ok gozlemli ve ¢ok parametreli analizlerde izlenen degiskenlerin
kendi i¢lerinde sergiledikleri varyasyonun korelasyon analizi yardimi ile vektorel
ifade bi¢imidir. Toplam varyasyonun ne kadarmin hangi varyantlar ve hangi

gozlemler tarafindan temsil edilebildigini gosterir.

Genom analizinde yiiksek 0Olgekli verilerin analizinde ve yorumunda
siklikla bagvurulan bir yontemdir. Tek bir degisken i¢in anlamli istatistiksel analiz
olmasa dahi, ¢oklu gozlemlerle birden fazla degiskenin hangilerinin hangi 6rnekler
tizerinde ne kadar etkisi oldugunu gostermesi bakimindan 6nemlidir. TBA yontemi
siklikla etkilenen alt gruplarin tanimlanmasi, aykiri tanimlanmasi ve veri yorumu igin
kullanilmaktadir. Yapilan nicel gen ifadesi analizi sonuglari TBA yontemi
kullanilarak XLSTAT (vers.2009.3.02) yaziliminda degerlendirilmistir.

2.9. Amag

Hiicre i¢i yikim mekanizmast olan otofajide yikim lizozomlarda
gerceklesmektedir. Bu nedenle lizozomlarin fonksiyonlarinda ve yapilarinda

meydana gelen herhangi bir bozuklugun otofaji mekanizmasint dogrudan
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etkileyecegi Niemann- Pick hastaligi, Sandhoff hastaligi, ¢oklu siilfataz eksikligi,
MPSIIIA, GM1 gangliosidozis, noronal seroid- lipofuskinozis (NCL) ve Pompe
hastalig1 gibi pek ¢ok LDH’ de etkili oldugu gosterilmistir.

Gaucher hastaliginda ise lizozomlarda sifingolipid ve diger lipidlerin
birikiminin lizozomal zar proteinlerinde islev kaybina ve lizozom fonksiyon
degisikliklerine neden olmasi, otofaji siirecinde de degisikliklerin olabilecegini

diistindiirmektedir.

Planlanan ¢alismamizda, lizozomal depo hastalig1 olan Gaucher hastaliginda
otofaji mekanizmasinin gen ifadesi diizeyinde incelenmesi amaciyla hastalara ait
fibroblast hiicrelerinde calisilmasi ongoriilmiistiir. Klinik seyirleri farklilik gosteren
hastalarin fibroblast hiicrelerinde de molekiiler degisikliklere sebep olabilecegi, bu
hiicrelerden yola ¢ikarak Gaucher hastaliginda degisen otofaji kinetiklerinin

aydinlatilabilecegini diislindiirmiistiir.

Bu c¢alismada, klinik olarak farkli fenotipik Ozellikler gosteren 6 Gaucher
hastasinda, otofajinin ¢ekirdeklenme asamasinda rol alan Beklin-1 ile kese uzamasi
ve kapanmasinda rol alan ATG3, ATGS, ATGI12, ATG4C, LC3 ve GABARAP
MRNA ifadelerinin hiicre i¢i agligin olusturuldugu ve olusturulmadigi kosullarda,
nicel ger¢cek zamanli polimeraz zincir reakiyonlar ile analizi gergeklestirilmistir.
Referans gen olarak GADPH (Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz) geninin ifadesi

degerlendirmeye alinmstir.
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3. BIREYLER VE YONTEM

3.1. Bireyler

Tez ¢alismas1 kapsaminda H.U. Cocuk Saglhig: ve Hastaliklar1 Anabilim Dali
Gastroenteroloji-Hepatoloji Unitesi’nde Gaucher hastalig1 tanis1 alan hastalardan

deri biyopsi 6rnekleri alinmstir.

Hastalarin enzim analizleri H.U. Tibbi Biyokimya Anabilim Dali ve Klinik

Patoloji Laboratuvarlar tarafindan yapilmistir.

Kontrol ve hasta fibroblastlarmin hiicre kiiltiirii asamalar1 H.U. T1bbi Biyoloji

A.D. Hiicre Kiiltiirti Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

Kontrol ve hasta fibroblastlarinda EBSS ile hiicre i¢i stres, Sabanci
Universitesi Miihendislik ve Doga Bilimleri Fakiiltesi Biyolojik Bilimler ve

Biyomiihendislik Program1 Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

Tiim ¢aligmalar bireylerden “ Bilgilendirilmis Onam Formu” ve H.U. Tibbi,
Cerrahi ve Ila¢ Arastirmalar1 Etik Kurulu’nun TBK 12/09 numarali onay karari ile

gerceklestirilmistir.
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No Tan1 Mutasyon Klinik Tablo
(Protein Diizeyinde)

GH1 | Tipl p.L296V Kemik bulgulari, hepatosplenomegali

GH2 | Tip Il p.D409H Kemik bulgulari, hepatosplenomegali,
norolojik bulgular

GH3 | Tip p.L444P Kemik bulgulari, hepatosplenomegali,
norolojik bulgular

GH4 | Tip p.L444P Kemik bulgulari, hepatosplenomegali

GH5 | Tip I/l | p.D409H Kemik bulgulari, hepatosplenomegali
(norolojik ve kardiyolojik bulgular?-
erken yas)

GH6 | Tip I/lIl | p.L444P Kemik bulgulari, hepatosplenomegali
(norolojik bulgu?-erken yas)

3.2.Calismada Kullanilan Malzemeler

3.2.1. RNA Izolasyonu

-TRIzol (Invitrogen)

-Kloroform (Applichem)

-Izopropanol (Applichem)
-Dietil pirokarbonat (DEPC, Applichem)
-Etanol (Riedel)

3.2.2. cDNA Sentezi

-ImProm-1I™ tampon

(5X) (Promega)

KCL
DTT

-ImProm-11™ RT (Promega)

-MgCl;, (Promega)

Oligo(dT)15 primeri (Promega)
dNTP karisimi (Promega)

Tris-HCL

250 mM

250 mM

50 mM

1 ul/ reaksiyon
25 mM

0.5 pg/ ul

10 mM
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3.2.3. Nicel Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

-SYBR Green Karisimi (Floresan boya) 20 mM Tris-HCL, pH 8.3,
(2X) (Sigma) 100 mM KClI, 0.4 mM dATP,
0.4 mM dCTP, 0.4 mM dGTP,
0.4 mM dTTP, Stabilizator,
0.05 v/ ul Taq DNA polimeraz,
Jump Start Taqg antibody
SYBR Green I boyasi

-MgCl; (Sigma) 25 mM

3.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi

-Agaroz (Cambex) Molekiiler biyoloji kullanim safliginda

-Tris-asetat tamponu (TAE) (pH 8.0) Tris baz (Merck) 2 M
Glasiyel asetik asit (Merck) 1.14 ml
Na,EDTA (Merck) 0.5M

-Yiikleme tamponu Gliserol (Merck) 5.5 ml
1X TAE tamponu 4.5 ml
Orange G boya (Merck) 0.01gr

- Etidyum bromiir (Sigma) 10 mg/ ml distile su

- Molekiiler agirlik belirleyicisi 100 b¢ DNA Ladder (Promega)

(1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500,
400, 300, 200, 100 baz ¢ifti)

3.3. Yontemler

3.3.1. RNA izolasyonu

Gaucher hastalara ait deri biyopsilerinden hiicre kiiltiirii ile elde edilen

fibroblast hiicreleri -80°C’ de saklandi. Bu ornekler, -80°C’den c¢ikartilarak oda
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sicakligina getirildikten sonra standart TRIzol izolasyon protokoli ile RNA
izolasyonu yapildi. Asagida TRIzol izolasyon protokolii ile RNA izolasyonu

asamalar1 verilmistir:

1. Hiicreler 5 dk oda sicakliginda bekletildi.

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

3. 12000 rpm de 15dk 4°C’ de santrifiij edildi.

4, Santrifiij sonras1 olusan en {ist fazda bulunan RNA toplandi ve
500 pl izopropanol igeren yeni tiipe alindi.

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

6. 12000 rpm de 10 dk 4°C’ de santrifiij edildi.

7. Santrifiij sonrasi siipernatan dikkatli bir sekilde dokiildii. Pelet
tizerine 1 ml DEPC ile muamele edilmis %70’lik etanol eklendi ve vorteks
yapild.

8. RNA’nin degrade olmasini ve kirilmasini 6nlemek icin diisiik
hizda (7500 rpm) 10 dk 4°C’ de santrifiij edildi.

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

10.  Pelet miktarina baglh olarak 20-25 ul RNaz igermeyen su (%
0,1 DEPC ile muamele edilmis su) eklendi.

11.  60°C’ de 10 dk bekletildi ve analize kadar -20°C’ de, analiz

sonrasi -80°C’ de saklandi.

3.3.2.cDNA Sentezi

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

bekletildi. Ayr1 bir tiipte 15 pl reverse transkripsiyon karigsimi hazirlandu.
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Reverse transkripsiyon karigimi:

Final

konsantrasyon Hacim
RNaz igermeyen su 6,6 ul
Improm-IltTm tampon (5X)(Promega) 1X 4 ul
MgCl, (25 mM) 3mM 2,4 ul
dNTP karisimi (10 mM) 0,5 mM 1 ul
Improm-IlTm Reverse Transkriptaz 1l
Toplam 15 pl

Toplam 20 pl olacak sekilde 5 pl RNA + primer karigimi, 15 pl reverse
transkripsiyon karisimi ile birlestirilerek reverse transkripsiyon asagidaki kosullarda

Applied Biosystems-9700 PZR cihazi kullanilarak gerceklestirildi:

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

Yukaridaki reaksiyon sonucunda 20 ul cDNA sentezlendi. cDNA o6rnekleri
daha verimli kullanilmak amaciyla 80 pl’ye sulandirildi (20 pl cDNA +60 pl distile
su= 80 ul).

3.3.3. Nicel Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Gaucher hastalarinda housekeeping mRNA ifadesi fibroblast hiicrelerinde

Corbett Rotor-gene 6000 gergek zamanli PZR cihazinda incelendi. Lizozomal kusuru

bulunmayan ii¢ bireye ait fibroblast hiicresi ise kontrol olarak kullanildi. Nicel
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gercek zamanli PZR deneylerinde, primer sec¢imleri 6zgiil olmayan baglanmay1
engelleyecek sekilde gergeklestirildi. Calisma kapsaminda GAPDH house-keeping
genine Ozgili primer sentezletildi. cDNA’lar nicel gergek zamanli PZR teknigi ve
SYBR Green floresan boyasi kullanilarak ¢ogaltildi. Bu amplifikasyon sirasinda ¢ift
zincirli DNA'ya baglanan SYBR Green I miktar1 florimetrik deteksiyon filtresiyle
Olclilmektedir. Bu Olgiimlerde floresans, DNA fdirtinii ile orantili olarak
degismektedir. Rotor-gene 6000 cihazi, erime egrisi analizi yapabilme ozelligi ile
primer dimer olusumu ve 0zgil olmayan amplifikasyon {riinleri gibi hatalar

gozlemlemeye de olanak saglamaktadir.

Nicel gergek zamanli PZR reaksiyonlar1 hazirlanirken, kontrol fibroblast
hiicresinden elde edilen cDNA 6rneginden 1/10, 1/100 ve 1/1000 oranlarinda seri
diliisyonlar hazirlandi ve dl¢timlerin degerlendirilmesi agsamasinda Rotor- gene 6000
analiz programi ile standart egriler c¢izildi. Deneylerde tim cDNA ornekleri ve
standart ornekler ayni sartlarda ve ayni grup igerisinde 3’er kez caligilarak bu {i¢
Olclimiin ortalamasi analizlerde kullanilmistir. Bunun amaci, deneysel hatalar1 ve

farklar1 azaltmaktir.

Nicel ger¢ek zamanli PZR kosullari;

Hacim
2X SYBR Green karisimi 5ul
25 mM MgCl, 1,2
Forward primer (10 pmol/ ul) 0,4 ul
Reverse primer (10 pmol/ pl) 0,4 ul
cDNA 2 ul
Distile su 1l
Toplam 10 pl

10 upl nicel gercek zamanli PZR reaksiyonu Rotor-gene 6000 cihazinda
asagidaki kosullarda gerceklestirildi:
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Tablo 3.2. Calismada kullanilan oligoniikleotid primerlerin dizileri, Tm

dereceleri ve cDNA iizerinde ¢ogalttiklari dizilerin uzunluklari

PRIMER SEKANS TM | AMPLIKON
BUYUKLUGU
Atg3-F 5’-CGGTCCTCAAGGAATCAAAG-3’ 52 100 be
Atg3-R 5’- TTGGACAGTGGTGGACTAGGT-3’ 54
Atg5-F 5-ATAGAGTAGGTTTGGCTTTG-3’ 48 120 be
Atg5-R 5’-ATATGTTGGCTGTGGGATGA-3’ 50
GABARAP-F | 5>-GCGAGAAAATCCGAAAGAAA-3’ 48 120 be
GABARAP-R | 5>-GATCAGAAGGCACCAGGTATTT-3* |53
Atg4C-F 5>-GCATAAAGGATTTCCCTCTTGA-3’ 51 100 be
Atg4C-R 5’-GCTGGGATCCATTTTTCG-3’ 48
Atg12-F 5’-ACAAAGAAGTGGGCAGTAGAGC-3* |55 200 be
Atgl12-R 5’-CAGTTTACCATCACTGCCAAAA-3> |51
Beklin-1-F 5>-AGGTTGAGAAAGGCGAGACA-3’ 52 150 be
Beklin-1-R 5-GCTTTTGTCCACTGCTCCTC-3’ 54
LC3-F 5’-GAGAAGCAGCTTCCTGTTCTG-3’ 58 250 be
LC3-R 5>-GTGTCCGTTCACCAACAGGAAG-3’ |58
GAPDH-F 5’-AGCCACATCGCTCAGACAC-3’ 53 100 be
GAPDH-R 5’-GCCCAATACGACCAAATCC-3’ 51

3.3.4. Verilerin degerlendirilmesi

Nicel ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonlarindan, Rotor- gene 6000

cihazinin 1.7 versiyonu ve iCycler BIO-RAD cihazi ile nicel sonuglar elde edilmistir.

TBA veri setindeki ¢ogu varyasyonu koruyarak datanin boyutunu azaltan bir

matematiksel algoritmadir. Elde edilen nicel sonuglarin analizi

gergeklestirilmistir.

TBA ile
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4. BULGULAR

Lizozomal kusuru bulunmayan ti¢ bireyin fibroblast hiicrelerinden ve
hastalarin fibroblast hiicrelerinden RNA izole edildi. Izole edilen RNA 6rneklerinden
cDNA sentezi yapildu.

MTOR- bagimli bir yolak ile otofajiyi indiiklemek amaciyla fibroblast
hiicrelerine EBSS (Earle's Balanced Salt Solution) ile aglik uygulandi. EBSS, memeli
hiicrelerinin belirlenmis kimyasal bir ortam igerisinde bakimini gerceklestirmek
tizere tasarlanmistir. Tuz dengesi bulunan soliisyon, in vitro’ da hiicrelerin yapisal ve
fizyolojik biitiinliigiinii muhafaza edecek bir ortam saglar. EBSS, bir CO; ortamu
icinde hiicrelerin kisa siireli bakimin1 gergeklestirmektedir. Farkli zaman
araliklarinda EBSS uygulanan ortamda serum ve amino asitler uzaklastirilmaktadir.
Calismamizda kontrol fibroblast grubuna ve Gaucher hastalarina ait fibroblast

hiicrelerine EBBS ile 4 saat aclik uygulandi.

Otofaji mekanizmasinda rol oynayan ATG3, ATG4C, ATGS, ATGI2,
Beklin-1, GABARAP ve LC3 genlerine ait ifade diizeyleri, nicel ger¢cek zamanli

polimeraz zincir reaksiyonu ile analiz edildi.

Gen ifadelerinin miktar analizinde standart, standart-1, standart-2, standart-3
seyreltmeleri ile standart grafik cizildi. incelenen érneklerin Ct degerleri standart egri

grafigine uyarlanarak nicel degerleri hesaplandi.

ATG3, ATG4AC, ATG5, ATG12, Beklin-1, GABARAP ve LC3 gen ifadeleri
kontrol fibroblast grubu ve Gaucher fibroblastlar1 arasinda nicel olarak
karsilastirilmistir. Ilgilenilen gen ifadeleri GAPDH’e oranlanarak goreceli nicel

degerlendirme yapilmistir (Bkz. EK 1).

4.1. RNA lizolasyonu

Izole edilen RNA 6rneklerinin spektrofotometrik dl¢iimleri Thermo Scientific

NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer cihazinda gerceklestirilmigtir. RNA
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kalitesinin beklenen diizeyde oldugunu gostermek amaciyla 28S ve 18S rRNA

bantlari, RNA jeli elektroforezinde gosterilebilir.

NanoDrop®

cihazinda elde edilen spektrofotometrik degerler

konsantrasyonlari Tablo 4.1” de verilmektedir.

Tablo 4.1. RNA o6rneklerinin absorbans degerleri ve konsantrasyonlari

RNA Konsantrasyon ( ng/ul) | A: ( 260/ 280)

K1 513,0 1,93

K2 484,0 1,73

K3 784,4 1,83
GH1 204,0 1,81
GH2 1729 1,82
GH3 402,2 1,91
GH4 179,1 1,80
GH5 2125,0 1,94
GH6 792,0 1,93

A: Absorbans

4.2. Nicel Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

4.2.1. GAPDH gen ifadesi bulgular:

Ve

GAPDH gen ifadesinin miktar analizinde, kontrol fibroblast hiicrelerinden

hazirlanan standartlarin ve Orneklerin onbesinci dongiiden itibaren amplifiye

olduklar1 gozlenmistir. Erime egrisinde tiim ornekler 6zgiil bir Tm derecesinde tepe

noktast vermis ve agaroz jel elektroforezinde 100 b¢ uzunlugunda beklenen {iriin

gdzlenmistir. Standart egride hesaplanan R? (toplam RNA konsantrasyonunun

dagilimi) degerinin >0.99 olarak elde edilmesi reaksiyon veriminin iyi oldugunu

gostermektedir. Standart egri grafiginde reaksiyon veriminin bir diger parametresi

olan egim (slope-M) degerinin -3,6< M < -3,1 araliginda olmasi (-3,12) reaksiyonun
beklenen verimde (%90-100) oldugunu gostermektedir (Bkz. EK 2).
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4.2.2. ATGA4C gen ifadesi bulgular:

ATGAC gen ifadesinin miktar analizinde, kontrol fibroblast hiicrelerinden
hazirlanan standartlarin ve 6rneklerin yirminci dongiiden itibaren amplifiye olduklari
gozlenmistir. Erime egrisinde tim Ornekler 6zgiil bir Tm derecesinde tepe noktasi
vermis, agaroz jel elektroforezinde 100 bg¢ uzunlugunda beklenen iiriin gozlenmistir.
Standart egride hesaplanan R? (toplam RNA konsantrasyonunun dagilimi) degerinin
>0.99 olarak elde edilmesi reaksiyon veriminin iyi oldugunu gdstermektedir.
Standart egri grafiginde reaksiyon veriminin bir diger parametresi olan egim (slope-
M) degerinin yaklasik olarak -3,6< M < -3,1 araliginda olmas1 reaksiyonun beklenen
verimde (%90-100) oldugunu gostermektedir (Bkz. EK 3).

ATG4C gen ifadesinin miktar analizinden elde edilen kontol fibroblasta gore

hastalara ait fibroblastlardaki gen ifadesi degisimleri Tablo 4.2°de verilmektedir.

Tablo 4.2. ATGA4C gen ifadesinin miktar analizinden elde edilen kontrol

fibroblasta gore hastalara ait fibroblastlardaki gen ifadesi degisimleri

ATGA4C
) Goreceli gen Goreceli gen
Ornekler ifadesi ifadesi (aglik)
(ATGAC/GAPDH) | (ATG4C/GAPDH)
Kontrol 1,02 1,81
GH1 0,27 0,05
GH2 0,15 0,14
GH3 0,15 0,06
GH4 0,11 0,08
GH5 0,67 0,89
GH®6 0,39 0,2

Izolasyon ~membraninin  uzamasi asamasmnda LC3 ve GABARAP
molekiillerinin  proteolitik kesimini ger¢eklestiren ATG4C’nin  mRNA ifade
seviyeleri, kontrol fibroblasta kiyasla tiim hastalarda azalmistir. Hiicre i¢i a¢lhigin

olusturuldugu kosullarda, kontrol fibroblastlarda ATG4C mRNA ifade seviyeleri
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artmistir. Hasta fibroblastlarinda agligin olmadigi kosullara kiyasla, hiicre igi aglikta
GH1 ve GH3’te ATG4C mRNA ifade seviyeleri azalirken; GH2, GH4,GHS5 ve
GH6’da belirgin bir fark tespit edilmemistir. ATG4C gen ifadesinin miktar
analizinden elde edilen kontrol fibroblasta gore hastalara ait fibroblastlardaki gen

ifadesi degisimlerine ait grafik, Sekil 4.1°de verilmistir.

2

1,8
= 1,6
§ 1,4
3‘: 1,2 B ATGA4C Géreceli gen ifadesi
o 1 - (ATG4C/GAPDH)
g 0,8 - { L1 ATGAC Géreceli gen ifadesi
:é 0,6 - (aghik) (ATG4C/GAPDH)

04 -
v 2 5 = lI

Kontrol GH1 ~GH2 GH3 GH4 GH5 GH6

Sekil 4.1. ATG4C gen ifadesinin miktar analizinden elde edilen kontrol
fibroblasta gore hastalara ait fibroblastlardaki gen ifadesi degisimleri grafigi

4.2.3. ATG12 gen ifadesi bulgular

ATG12 gen ifadesinin miktar analizinde, kontrol fibroblast hiicrelerinden
hazirlanan standartlarin ve 6rneklerin yirminci dongiiden itibaren amplifiye olduklari
gozlenmistir. Erime egrisinde tiim O6rnekler 6zgiil bir Tm derecesinde tepe noktasi
vermis, agaroz jel elektroforezinde 200 b¢ uzunlugunda beklenen iiriin gézlenmistir.
Standart egride hesaplanan R? (toplam RNA konsantrasyonunun dagilimi) degerinin
yaklagsik 0.99 olarak elde edilmesi reaksiyon veriminin iyi oldugunu gostermektedir.
Standart egri grafiginde reaksiyon veriminin bir diger parametresi olan egim (slope-
M) degerinin -3,6< M < -3,1 araliginda olmas1 reaksiyonun beklenen verimde (%90-

100) oldugunu gostermektedir (Bkz. EK 4).

ATG12 gen ifadesinin miktar analizinden elde edilen kontrol fibroblasta gore

hastalara ait fibroblastlardaki gen ifadesi degisimleri Tablo 4.3’te verilmektedir.
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Tablo 4.3. ATG12 gen ifadesinin miktar analizinden elde edilen kontrol

fibroblasta gore hastalara ait fibroblastlardaki gen ifadesi degisimleri

ATGI2
Oenekder Goreceli gen ifadesi Gorece(lslgi?)lfadeg
(ATGL2IGAPDH) | (ATG12/GAPDH)
Kontrol 1 Lo
GHI 159 0,36
GH2 0,68 0,64
GH3 0,64 0,41
GH4 0,51 0%
GHb 167 1.9
GH6 199 14

Izolasyon membranmin uzamasi asamasinda I. konjugasyon sisteminde rol
alan ATG12 geninin ifade degerleri kontrol fibroblasta kiyasla GH1, GHS ve
GH6’da artarken; GH2, GH3 ve GH4’te azalmistir. Hiicre i¢i acligin olusturuldugu
kosullarda, kontrol fibroblastlarda ATGI12 geninin ifadesi artmigtir. Hasta
fibroblastlarinda agligin olmadig1 kosullara kiyasla, hiicre ic¢i aglikta ATG12 gen
ifadesi GH1 ve GH6’da azalirken; GH5’te artmus, GH2, GH3 ve GH4’te ise kontrole
gore belirgin bir fark gézlenmemistir. ATG12 gen ifadesinin miktar analizinden elde
edilen kontrol fibroblasta goére hastalara ait fibroblastlardaki gen ifadesi

degisimlerine ait grafik, Sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2. ATG12 gen ifadesinin miktar analizinden elde edilen kontrol
fibroblasta gore hastalara ait fibroblastlardaki gen ifadesi degisimleri grafigi

4.2.4. Beklin-1 gen ifadesi bulgular:

Beklin-1 gen ifadesinin miktar analizinde, kontrol fibroblast hiicrelerinden
hazirlanan standartlarin ve 6rneklerin yirminci dongiiden itibaren amplifiye olduklari
gozlenmistir. Erime egrisinde tiim Ornekler 6zgiil bir Tm derecesinde tepe noktasi
vermis, agaroz jel elektroforezinde 150 bg¢ uzunlugunda beklenen iiriin gézlenmistir.
Standart egride hesaplanan R? (toplam RNA konsantrasyonunun dagilimi) degerinin
yaklasik 0.99 olarak elde edilmesi reaksiyon veriminin iyi oldugunu gostermektedir.
Standart egri grafiginde reaksiyon veriminin bir diger parametresi olan egim (slope-
M) degerinin yaklasik -3,6< M < -3,1 araliginda olmasi reaksiyonun beklenen

verimde (%90-100) oldugunu gostermektedir (Bkz. EK 5).

Beklin-1 gen ifadesinin miktar analizinden elde edilen kontrol fibroblasta

gore hastalara ait fibroblastlardaki gen ifadesi degisimleri Tablo 4.4°te verilmektedir.
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Tablo 4.4. Beklin-1 gen ifadesinin miktar analizinden elde edilen kontrol

fibroblasta gore hastalara ait fibroblastlardaki gen ifadesi degisimleri

Beklin-1
) Goreceli gen ifadesi Goreceli gen ifadesi
Ornekler (Beklin-1/GAPDH) (aglik)
(Beklin-1/GAPDH)
Kontrol 1 2,5
GH1 0,94 0,66
GH2 0,66 1,91
GH3 0,55 1,55
GH4 0,64 0,79
GH5 4,73 1,65
GH6 0,72 0,46

Otofajik vezikiillerin ¢ekirdeklenmesi asamasini diizenleyen Beklin-1 mRNA
diizeyinde ifadesi kontrol fibroblasta kiyasla, GHS5’te belirgin bir artis
gostermektedir. GH1, GH2, GH3, GH4 ve GH6’da ise Beklin-1 gen ifadesinin
azaldig1 tespit edilmistir. Hiicre i¢i achigin olusturuldugu kosullarda kontrol
fibroblastlarinda Beklin-1 gen ifadesi artmistir. Hasta fibroblastlarinda acligin
olmadigi kosullara kiyasla, hiicre i¢i aglikta Beklin-1 gen ifadesi GH1, GH5 ve
GH6’da aclik kosullarinda azalirken; GH2 ve GH3’te artmig, GH4’te belirgin bir
fark gozlenmemistir. Beklin-1 gen ifadesinin miktar analizinden elde edilen kontrol
fibroblasta gore hastalara ait fibroblastlardaki gen ifadesi degisimlerine ait grafik,
Sekil 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.3. Beklin-1 gen ifadesinin miktar analizinden elde edilen kontrol

fibroblasta gore hastalara ait fibroblastlardaki gen ifadesi degisimleri grafigi
4.2.5. GABARAP gen ifadesi bulgulan

GABARAP gen ifadesinin miktar analizinde, kontrol fibroblast hiicrelerinden
hazirlanan standartlarin ve 6rneklerin yirminci dongiiden itibaren amplifiye olduklari
gozlenmistir. Erime egrisinde tiim Ornekler 6zgiil bir Tm derecesinde tepe noktasi
vermis, agaroz jel elektroforezinde 120 b¢ uzunlugunda beklenen iiriin gézlenmistir.
Standart egride hesaplanan R? (toplam RNA konsantrasyonunun dagilimi) degerinin
yaklasik 0.99 olarak elde edilmesi reaksiyon veriminin iyi oldugunu gostermektedir.
Standart egri grafiginde reaksiyon veriminin bir diger parametresi olan egim (slope-
M) degerinin yaklasik -3,6< M < -3,1 araliginda olmasi1 reaksiyonun beklenen

verimde (%90-100) oldugunu gostermektedir (Bkz.EK 6).

GABARAP gen ifadesinin miktar analizinden elde edilen kontrol fibroblasta

gore hastalara ait fibroblastlardaki gen ifadesi degisimleri Tablo 4.5’te verilmektedir.
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Tablo 4.5. GABARAP gen ifadesinin miktar analizinden elde edilen kontrol

fibroblasta gore hastalara ait fibroblastlardaki gen ifadesi degisimleri

GABARAP
) Goreceli gen Goreceli gen ifadesi
Ornekler ifadesi (aglik)
(GABARAP/GAPDH) | (GABARAP/GAPDH)
Kontrol 1,06 2,49
GH1 0,71 1,65
GH2 3,33 3,56
GH3 0,99 1,41
GH4 1,15 1,05
GH5 0,95 1,14
GH6 0,68 1,43

Otofagozom biyogenezinin maturasyon oOncesi asamasini diizenleyen
GABARAP geninin ifadesi kontrol fibroblastlara kiyasla, GH2’ de belirgin bir artis
gostermistir. GH3, GH4 ve GHS5’te GABARAP geninin ifadesinin kontrol
fibroblastlara yakin degerde oldugu tespit edilirken; GH1 ve GH6’da GABARAP
gen ifadesi azalmistir. Hiicre i¢i a¢ligin olusturuldugu kosullarda, kontrol fibroblast
hiicrelerinde  GABARAP gen ifadesi artmistir. Hasta fibroblastlarinda agligin
olmadig1 kosullara kiyasla, hiicre i¢i aclikta GH1, GH3 ve GH6’da GABARAP gen
ifadesi artarken, GH2, GH4 ve GH5’te belirgin bir fark gézlenmemistir. GABARAP
gen ifadesinin miktar analizinden elde edilen kontrol fibroblasta gore hastalara ait

fibroblastlardaki gen ifadesi degisimlerine ait grafik, Sekil 4.4’te verilmistir.
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Sekil 4.4. GABARAP gen ifadesinin miktar analizinden elde edilen kontrol

fibroblasta gore hastalara ait fibroblastlardaki gen ifadesi degisimleri grafigi
4.2.6. ATG3 gen ifadesi bulgular:

ATG3 gen ifadesinin miktar analizinde, kontrol fibroblast hiicrelerinden
hazirlanan standartlarin ve 6rneklerin yirminci dongiiden itibaren amplifiye olduklari
gozlenmistir. Erime egrisinde tim Ornekler 6zgiil bir Tm derecesinde tepe noktasi
vermis, agaroz jel elektroforezinde 100 b¢ uzunlugunda beklenen iiriin gézlenmistir.
Standart egride hesaplanan R? (toplam RNA konsantrasyonunun dagilimi) degerinin
yaklasik 0.99 olarak elde edilmesi reaksiyon veriminin iyi oldugunu gostermektedir.
Standart egri grafiginde reaksiyon veriminin bir diger parametresi olan egim (slope-
M) degerinin yaklasik -3,6< M < -3,1 araliginda olmasi1 reaksiyonun beklenen

verimde (%90-100) oldugunu gostermektedir (Bkz. EK 7).

ATG3 gen ifadesinin miktar analizinden elde edilen kontrol fibroblasta gore

hastalara ait fibroblastlardaki gen ifadesi degisimleri Tablo 4.6’da verilmektedir.
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Tablo 4.6. ATG3 gen ifadesinin miktar analizinden elde edilen kontrol

fibroblasta gore hastalara ait fibroblastlardaki gen ifadesi degisimleri

ATG3
) Goreceli gen Goreceli gen
Ornekler ifadesi ifadesi (aglik)
(ATG3/GAPDH) | (ATG3/GAPDH)
Kontrol 1,06 1,41
GH1 0,85 0,24
GH2 0,95 0,48
GH3 0,45 0,68
GH4 1,0 0,62
GH5 1,1 0,81
GH6 0,51 0,4

Izolasyon membranmin uzamasi asamasmnda LC3 ve GABARAP
molekiillerine lipid konjugasyonunda rol alan ATG3 gen ifadesi kontrol
fibroblastlara kiyasla GH1, GH2, GH4 ve GH5’te belirgin bir fark gézlenmezken;
GH3 ve GH6’da azalmistir. Hiicre i¢i aglhigin olusturuldugu kosullarda, kontrol
fibroblastlarda ATG3 gen ifadesi artmistir. Hasta fibroblastlarinda agligin olmadigi
kosullara kiyasla, hiicre i¢i aclikta ATG3 gen ifadesi GH1, GH2, GH3 ve GH4’te
azalirken; GH5 ve GH6’da belirgin bir fark gézlenmemistir. ATG3 gen ifadesinin
miktar analizinden elde edilen kontrol fibroblasta gore hastalara ait fibroblastlardaki

gen ifadesi degisimlerine ait grafik, Sekil 4.5’te verilmistir.
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Sekil 4.5. ATG3 gen ifadesinin miktar analizinden elde edilen kontrol

fibroblasta gore hastalara ait fibroblastlardaki gen ifadesi degisimleri grafigi

4.2.7. ATGS gen ifadesi bulgular:

ATGS gen ifadesinin miktar analizinde, kontrol fibroblast hiicrelerinden
hazirlanan standartlarin ve Orneklerin amplifikasyonunun verimli bir sekilde
gerceklestigi goriilmiistiir. Nicel gercek zamanli PZR sonuglarina gore, erime
egrisinde standartlar ve 6rnekler ayn1 Tm derecesinde tepe noktasi vermis, agaroz jel
elektroforezinde 120 baz cifti (b¢) uzunlugunda beklenen iirliin gézlenmistir (Bkz.

EK 8).

ATGS gen ifadesinin miktar analizinden elde edilen kontrol fibroblasta gore

hastalara ait fibroblastlardaki gen ifadesi degisimleri Tablo 4.7’ de verilmektedir.
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Tablo 4.7. ATG5 gen ifadesinin miktar analizinden elde edilen kontrol

fibroblasta gore hastalara ait fibroblastlardaki gen ifadesi degisimleri

ATG5
) Goreceli gen Goreceli gen
Ornekler ifadesi ifadesi (aglik)
(ATG5/GAPDH) | (ATG5/GAPDH)
Kontrol 1,06 2,62
GH1 0,35 0,63
GH2 0,91 0,23
GH3 0,47 0,45
GH4 0,28 1,33
GH5 0,78 0,85
GH6 0,59 0,45

Izolasyon membraninin uzamas: asamasinda ATG12 ile konjuge molekiil

ATG5 gen ifadesi seviyesi kontrol fibroblastlara kiyasla tiim hastalarda azalmustir.

Hiicre i¢i aghigin olusturuldugu kosullarda, kontrol fibroblastlarinda ATGS gen

ifadesi artmistir. Hasta fibroblastlarinda ag¢ligin olmadigi kosullara kiyasla, hiicre igi
aclikta ATGS gen ifadesi GH1 ve GH4’te artarken, GH2’de azalmis, GH3, GH5 ve
GH6’da ise belirgin bir fark gozlenmemistir. ATG5 gen

ifadesinin miktar

analizinden elde edilen kontrol fibroblasta gore hastalara ait fibroblastlardaki gen

ifadesi degisimlerine ait grafik, Sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6. ATG5 gen ifadesinin miktar analizinden elde edilen kontrol

fibroblasta gore hastalara ait fibroblastlardaki gen ifadesi degisimleri grafigi
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4.2.8. LC3 gen ifadesi bulgulan

LC3 gen ifadesinin miktar analizinde, kontrol fibroblast hiicrelerinden
hazirlanan standartlarin ve Orneklerin amplifikasyonunun verimli bir sekilde
gerceklestigi goriilmiistiir. Nicel gercek zamanli PZR sonuglarina gore, erime
egrisinde standartlar ve 6rnekler aynt Tm derecesinde tepe noktasi vermistir, agaroz
jel elektroforezinde 250 baz gifti (bg) uzunlugunda beklenen tiriin gézlenmistir (Bkz.
EK9).

LC3 gen ifadesinin miktar analizinden elde edilen kontrol fibroblasta gore

hastalara ait fibroblastlardaki gen ifadesi degisimleri Tablo 4.8’de verilmektedir.

Tablo 4.8. LC3 gen ifadesinin miktar analizinden elde edilen kontrol

fibroblasta gore hastalara ait fibroblastlardaki gen ifadesi degisimleri

LC3
) Goreceli Gen | Goreceli Gen
Ornekler Ifadesi Ifadesi (aglik)
(LC3/GAPDH) | (LC3/GAPDH)
Kontrol 1,03 2,47
GH1 1,68 1,63
GH2 1,08 2,08
GH3 0,83 1,55
GH4 1 1,46
GH5 1,1 1,03
GH6 0,36 1,07

[zolasyon membranimin uzamasi asamasinda II. konjugasyon sisteminde yer
alan ve lipid tasimimi gergeklestiren LC3 gen ifadesi kontrol fibroblastlara kiyasla
GH1’de artarken, GH3 ve GH6’da azalmis; GH2, GH3, GH4 ve GHS5’te ise belirgin
bir fark gozlenmemistir. Hiicre i¢i aghigin olusturuldugu kosullarda, kontrol
fibroblastlarda LC3 gen ifadesi artmistir. Hasta fibroblastlarinda agligin olmadigi
kosullara kiyasla, hiicre i¢i aglikta LC3 gen ifadesi GH1 ve GH6’da belirgin bir fark
gostermezken; GH2, GH3, GH4 ve GH6’da artmistir. LC3 gen ifadesinin miktar
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analizinden elde edilen kontrol fibroblasta gore hastalara ait fibroblastlardaki gen

ifadesi degisimlerine ait grafik, Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.7. LC3 gen ifadesinin miktar analizinden elde edilen kontrol

fibroblasta gore hastalara ait fibroblastlardaki gen ifadesi degisimleri grafigi

4.3. TBA ile Nicel Gen ifadesi Analizleri

Elde edilen nicel gen ifadesi analizi sonuglarinin TBA yontemi kullanilarak
incelenmesi sonucunda elde edilen korelasyon matriksi ve tablolar asagida
verilmistir. Korelasyon matriksi farkli gozlemlerin (genlerin) veri seti iginde
birbirleri ile ne oranda korelasyon sergilediklerini gésterir. Tablo 4.9°da, elde edilen
nicel gen ifadelerinin korelasyon matriksinde %50 ve iizeri korelasyon sergileyen

varyasyonlar igaretlenmistir.

Tablo 4.9. Nicel gen ifadelerinin korelasyon matriksi

Degiskenler Beklin-1 ATG3 ATG5 ATG12 ATGAC LC3 GABARAP
Beklin-1 1

ATG3 0,504 1

ATG5 0,280 0,610 1

ATG12 0,389 0,384 0,353 1

ATGAC 0,462 0,727 0,801 0,660 1

LC3 0,278 0239 0450 -0,097 0,309 1

GABARAP 0,066 0,078 0,188 -0,260 0,043 0,534 1
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Eigen degerleri: Bir veri seti i¢in ortaya konulan “toplam” varyasyonun

vektorel olarak ifadesidir. Hesaplanan vektorel degerler, veri seti icinde yer alan
varyasyonun belirli kesirlerini igerir ve her kesir i¢inde yer alan gézlem noktalarinin
(genlerin) varyasyona etkisi farklidir. Hastalara ait tiim veri setinden elde edilen
Eigen degerleri ve bu degerlerin toplam varyasyon iginde temsil ettikleri oranlar
Tablo 4.10 ve Sekil 4.8’de verilmistir.

Tablo 4.10. Hastalara ait tim veri setinin Eigen degerleri ve bu degerlerin

toplam varyasyon i¢inde temsil ettikleri oranlar

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7

Figendegeri 3,271 1662 0,763 0511 0454 0,241 0,098
Varyans(%) 46,726 23,750 10,895 7,296 6,484 3,447 1,403

Toplam % 46,726 70,475 81,370 88,666 95,150 98,597 100,000
3,5 — 100
3 + —_
+ 8
] d
g2 - 60E
o5 =
§°, + 40 S
[ - ::Es
1+ 20%
0,5 +
0
FL F2 F3 F4 F5 F6  F7
Vektorel eksen

Sekil 4.8. Hastalara ait tiim veri setinin Eigen degerleri ve bu degerlerin

toplam varyasyon iginde temsil ettikleri oranlar grafigi. ilk iki vektdr, toplam



51

varyasyonun %70,48’ini temsil etmektedir. Bu nedenle sadece ilk iki vektor

kullanilarak ortaya ¢ikan TBA grafigi asagida verilmistir.

Varyanslar (F1 ve F2 eksenleri: 70,48 %)
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Sekil 4.9. Vektorel olarak F1 ve F2 vektorlerinde yer alan genlerin 6rnekler lizerinde

dagilimi

Korelasyon matriksi ile olusturulan tablo ve grafikler genlerin birlikte nasil hareket
ettikleri gostermektedir. F1 vektorii toplam varyansin %46,73’{inii temsil eder ve en belirgin
etkiye sahiptir. Buna gore F1 ekseni lizerinde standart sifir (0) noktasina gore Beklin-1,
ATGS, ATG4C ve ATG3 genlerinin varyans degerlerinin birlikte hareket ettigi
gozlenmektedir. Diger yandan F2 ekseninde GABARAP ile LC3 genlerinin birlikte hareket
ettigi gozlenmistir. Ancak F2 vektorii total varyansm %23,75°lik kismini olusturdugundan

daha az etkiye sahiptir.
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5. TARTISMA

Lizozom olusumunda ve fonksiyonunda meydana gelen aksakliklar, hiicre
icinde metabolize olmayan substratlarin birikmesine ve LDH’nin ortaya ¢ikmasina
neden olur. Lizozomal depo hastaliklarinda, lizozom bagimtili temel bir hiicresel
mekanizma olan otofaji mekanizmasinda bozukluklar goriildiigline dair yayinlar
vardir (8, 40, 41, 42). Otofaji, hiicre igindeki sitoplazma pargalar1 ve organellerin,
otofajik vezikiil denilen kesecik benzeri yapilar i¢inde hapsedilmek suretiyle
lizozomlara taginmasi ve burada sindirilmesidir (71). Bu mekanizmada, lizozomlara
tasinan kargo, lizozomal hidrolazlarin etkisiyle yapitaslarina ayrilir. Ortaya ¢ikan
yikim iirtinii molekiiller, hiicrenin yeniden kullanimi i¢in lizozom zar proteinleri
tarafindan sitoplazmaya geri tasirlar. Bu acidan, otofaji hiicre hayati ve stres
direnci i¢in gerekli ve onemli bir mekanizmadir. Fakat baz1 kosullarda uzun ve
yogun uyarilmis otofajinin hiicreyi apoptozdan farkli, otofajik hiicre Oliimii adi

verilen bir programli hiicre 6liim yoluna gétiirdiigli tanimlanmastir (71).

Lizozomal proteinlerden kaynaklanan hastaliklarin yaninda, lizozomda
bulunan lizozomal hidrolazlar1 kodlayan genlerde goriilen mutasyonlar da lizozomal
depo hastaliklarina neden olur. Gaucher hastaliginda, bir lizozomal hidrolaz olan asit
B-glikosidaz enzimini kodlayan gende meydana gelen mutasyonlar ve sapozin C

yetersizlikleri etkendir.

Calismamizda, kontrol fibroblast hiicreleri ile gerceklestirilen nicel ger¢ek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonlar1 sonucunda, ¢alisilan otofaji gen ifadelerinin
hiicre i¢i a¢higin olusturulmadig1 kosullar ile karsilastirildiginda, aglik durumunda
belirgin bir artis gosterdigi tespit edilmistir (Bkz. EK 10). Bu durum, besin ve
bliylime faktorii yetersizligi durumunda otofajinin, parcalanan yapitaslari (amino
asitler, yag asitleri gibi) ve yeni hiicre bilesenleri iiretilmesi ile enerji dengesinin
korunmasi i¢in hiicre tarafindan bir geri kazanim mekanizmasi olarak kullanildigina

isaret etmektedir.
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Hasta fibroblast hiicrelerinde hiicre i¢i stresin oldugu kosullarda ise ATGS3,
ATGAC ve ATG5 gen ifadeleri kontrole gore azalmistir. Otofaji her ne kadar
hiicrenin stres kosullar1 altinda aktive olarak, hayatta kalmasini saglayan bir
mekanizma olsa da, paradoksal olarak asir1 stres altinda hiicreyi kaspaz bagimsiz
yolak {izerinden, apoptotik olmayan hiicre dliimiiyle Sldiirebilmektedir (71). Bu
nedenle stres kosullari altinda otofaji aktivasyonu dengede tutulmalidir. Gaucher
hasta fibroblastlarinda goriilen lizozomal hasar, hiicre i¢in var olan bir stres faktori
iken; serum, amino asit ve glikoz gibi temel besin maddelerinin eksikligi hiicre i¢in
ikinci bir stres faktorii olusturmaktadir. Bu kosullar altinda, asir1 otofaji
aktivasyonundan kaginmak amaciyla, bazi gen ifadelerinin diismesi, biyolojik olarak

hiicre i¢i homeostazisin saglanmasi agisindan gereklidir.

GH1 (p.L296V), klinik olarak Tip I Gaucher tanis1 almigtir. Kemik bulgulari
ve hepatosplenomegali belirtileri gosteren, tedavi alan bir hastadir. Calismamizda
GH1’de hiicre i¢i agligin olusturulmadigi kosullarda gergeklestirilen nicel analizler
sonucunda Beklin-1 gen ifadesinde, kontrol fibroblastlara kiyasla bir degisim
gozlenmemistir (Bkz. EK 11). Pacheco ve dig. (40)’nin Tip 1 tanis1 alan Gaucher
hastalig1 fibroblast hiicre kiiltiirlerinde yaptiklar1 ¢alisma ile uyumludur. Beklin-1,
otofagozomlarin olusumunda rol oynayan PI3K, Vps34’ii igeren protein kiimesinin
en 6nemli diizenleyici proteinidir. GH1 i¢in Beklin-1 gen ifadesinde kontrol grubuna
yakin degerlerin elde edilmesi, otofajik vezikiillerin c¢ekirdeklenmesi agamasinda

herhangi bir degisikligin olmadigini diisiindiirmektedir.

Calismamizda GH1’de, ATG5 gen ifadesinde kontrol fibroblast grubuna
kiyasla yaklasik 3 katlik bir azalma gozlenirken; ATGS ile konjuge olan ATG12 gen
ifadesinde artis oldugu tespit edilmistir.

Otofajik kese wuzamasinda gorev alan birinci ubikitinasyon benzeri
sisteminde, ATGI2 proteininin ATGS5’e baglanmas1 ve ATGI2-ATG5-ATG16

kompleksinin olusum reaksiyonu katalizlenmektedir. Kompleksin olusumu, otofajik
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vezikiillerin uzamasinda E3 benzeri bir rol iistlenirken, diger yandan otofajik vezikiil
olusum bolgesini belirlemede gorev aldigi 6ne siirtilmiistiir (11, 12). GH1” de Beklin-
1 gen ifadesinin degismemesi otofagozom ¢ekirdeklenmesinde bir farklilik
olmadigimi gostermektedir. ATG5 ve ATG12 gen ifadelerinden elde edilen degerler
ise kese zar1 uzamasi ve kapanmasina kadar gegen otofagozom biyogenezinde

degisiklikler oldugunu diisiindiirmektedir.

1 no’lu hastada ikinci ubikitinasyon benzeri sistemde yer alan ATG4C gen
ifadesinde kontrol grubuna kiyasla azaldigi gézlenirken, LC3 gen ifadesinde artis
tespit edilmistir. Bu sistemde, otofagozom olusumunun tamamlanabilmesi ig¢in
LC3’ln C-ucundaki bes aminoasitin ATG4C proteazi tarafindan kesilmesi ve
fosfotidil etanolamin (PE)’nin LC3-l‘e kovalent baglanmasi gerekmektedir (16).
Azalan ATGAC gen ifadesi, LC3’lin proteolitik kesiminde ve lipid ile konjuge form
olan LC3-II’den PE’nin uzaklastirilmasi asamalarinda bozukluklar olabilecegini

diistindiirmektedir.

1 no’lu hastada ATG3 gen ifadesi kontrole gore belirgin bir fark
gozlenmemektedir. ATG3; LC3 veya GABARAP’a lipid konjugasyonunda rol alir.
LC3’iin fagoforlarin uzamas: siirecinde yer aldigi belirlenirken, ayni protein ailesinin
diger alt liyesi GABARAP’in otofagozomlarin maturasyon Oncesi asamasini
diizenledigi tespit edilmistir (18). Bu durumda GH1 i¢in, ATG3 gen ifadesinde bir
degisim gozlenmemesine ragmen, LC3 ve GABARAP gen ifadesinden elde edilen
degerler otofagozom biyogenezinin son asamalarindaki degisimlere isaret

etmektedir.

Genel olarak, GH1’de calisilan genlerin ifadelerindeki degisimler, otofajik
vezikiillerin ¢ekirdeklenmesinde bir farklilik olmadigina ancak kese zar1 uzamasi ve
kapanmasina kadar gecen otofagozom biyogenezinde degisiklikler olduguna isaret

etmektedir.
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GH2 (p.D409H), klinik olarak Tip Il Gaucher tanist almistir. Kemik
bulgulari, hepatosplenomegali ve ndrolojik bulgulari olan, tedavi alan bir hastadir.
Gen ifadesi analizlerinde, en belirgin farklilik ATG4C gen ifadesinin 1/10 oraninda
azalmis olmas1 ve GABARAP gen ifadesinin 3 kat artmasidir. Bunun disinda analiz
edilen diger genlerden Beklin-1 ve ATG12’de azalma tespit edilirken; LC3, ATG3
ve ATG5 gen ifadelerinde herhangi bir degisiklik saptanmamistir (Bkz. EK 12).
Otofajik vezikiillerin ¢ekirdeklenmesi asamasini diizenleyen Beklin-1 gen
ifadesindeki azalma, otofagozom biyogenezinin baslangi¢ asamasinda inhibisyona
isaret etmektedir. Diger yandan otofagozomlarin uzamasi asamasinda rol alan
ATG12 gen ifadesinin azalmasi, ATGI2-ATG5-ATG16 konjugasyonunda
degisimlerin olabilecegine isaret etmektedir. Bu nedenle kese zari uzamasi ve
kapanmasina kadar gecen otofagozom biyogenezinde degisiklikler oldugu

diistiniilmektedir.

1 no’lu hastaya benzer bir sekilde GH2’de ikinci ubikitin benzeri sistemde rol
alan ATGAC gen ifadesindeki azalma, LC3’iin proteolitik kesiminde ve lipid ile
konjuge form olan LC3-II’den PE’nin uzaklastirilmasi asamalarinda bozukluklar
olabilecegini disiindiirmektedir. LC3 ve GABARAP proteinlerinin her ikisi de
otofagozom olusumu icin gereklidir, ancak bazi farkliliklar gostermektedir. LC3 ilk
olarak mikrotiibiil-iligkili protein olarak bulunmus olup, hiicre i¢i membran trafigi ile
direkt bir iliskisi saptanamamstir (72). GABARAP ise Golgi ve ER aginda hiicre i¢i
vezikiillerin tasimimin1  gergeklestiren sitozolik bir proteindir. Otofagozom
biyogenezinde, LC3 otofajik membran uzamasindan sorumlu iken, GABARAP
otofagozom olusumunun daha ge¢ asamalarinda Atgl2-Atg5-Atgl6L kompleksinin
ayrilmasinda gorev almaktadir (18). GABARAP proteinin bilinen diger énemli bir
rolii de, tasiyicisi olan Stbd-1 (Starch-binding domain-containing protein 1)
proteinine baglanarak glikojenlerin lizozomlara tasinmasini saglamak ve bdylece
hiicre i¢i glikoz seviyesini kontrol etmektir (73). Bu durumda, GH2’de GABARAP
gen ifadesinde goriilen belirgin artis, otofagozom biyogenezinin maturasyon

asamasinda bir aksaklik olduguna isaret etmektedir. Ayrica lizozomal enzim
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bozuklugundan dolay1 glikoz gibi hiicre i¢inde biriken substratlarin otofajik geri

bildirim mekanizmasini etkileyebilecegi diistiniilmektedir.

Genel olarak, GH2’de otofajik genlerin ifadelerinden elde edilen degerler,
otofajik vezikiillerin ¢ekirdeklenmesi, kese zar1 uzamasi ve otofagozomlarin ER-
golgi aginda maturasyonunda lipid molekiillerinin uzaklastirilmasinda degisimler

olduguna isaret etmektedir.

GH3 (p.L444P), klinik olarak Tip Il Gaucher tanisi almis olup; GH2’ye
benzer Ozellikler gostermektedir. Hiicre i¢i ac¢ligin olusturulmadigi kosullarda
gerceklestirilen gen ifadesi analizlerinde, GABARAP disinda tiim otofajik genlerin
ifadesinde belirgin azalma gozlenmektedir (Bkz. EK 13).

3 no’lu hastada Beklin-1, ATG5 ve ATG12 gen ifadesinden elde edilen
degerler, otofajik vezikiil ¢ekirdeklenmesi, kese zar1 uzamasi ve kapanmasina kadar

gecen otofagozom biyogenezinde degisiklikler oldugunu diisiindiirmektedir.

ATGAC gen ifadesindeki azalma, LC3’iin proteolitik kesiminde ve lipid ile
konjuge form olan LC3-II’den PE’nin uzaklastirilmasi asamalarinda bozukluklar
olabilecegini diisiindiirmektedir. GH3’te GABARAP gen ifadesinde bir degisim
olmasa dahi, azalan ATG4C gen ifadesi otofagozom biyogenezinin maturasyon
oncesi asamalarinda lipid molekiillerinin uzaklastirilmasinda ve proteolitik kesim

asamalarinda bozukluklarin olabilecegini diisiindiirmektedir.

Temel mekanizmalar1 farkli olmasina karsin, lizozomal enzim eksikligi
nedeniyle ortaya c¢ikan substrat birikiminin, otofaji mekanizmasimi engellemekle

birlikte bir¢ok lizozomal depo hastaligina neden olabilecegi diistiniilmektedir. GM 1
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gangliosidozis (41) ya da NCL gibi hastaliklarda engellenme otofajinin fazla
aktivasyonu sebebiyle olurken, coklu siilfataz eksikligi ve MPSIIIA gibi
hastaliklarda engellenme otofagozom-lizozom birlesmesinin bloke olmasindan
kaynaklanmaktadir (9). GH2 (p.D409H) ve GH3 (p.L444P) farkli genotiplere sahip
olmalaria ragmen benzer klinik bulgular gostermektedir. Otofaji gibi her tiirlii hiicre
ici molekiiler degisikliklerden direkt etkilendigi bilinen kompleks bir mekanizmanin,

ayn1 fenotiplerde farkli sekilde etkilenebilecegi diistintilmektedir.

GH4 (p.L444P), klinik olarak Tip 1III Gaucher tanist almistir.
Hepatosplenomegali ve kemik bulgularmin yaninda nérolojik bulgularinin olup
olmadigi, taninin erken yasta konmasi sebebiyle heniiz bilinmemektedir. Hasta tedavi
almaktadir. GH4’te c¢alisilan otofajik genlerin ifadesi hiicre i¢i ac¢hgin
olusturulmadig1 kosullarda, Beklin-1, ATGS, ATG12 ve ATG4C’de azalma
gosterirken; ATG3, LC3 ve GABARAP genlerinde bir degisiklik saptanmamuistir
(Bkz. EK 14). Otofajik kese uzamasi, ubikitinlenme benzeri iki ayri protein-protein
kovalent eklenme tepkimesi igerir. Birinci yolak ubikitin benzeri ATG12 proteininin
ATGS5’e baglanmasini ve ATG12-ATG5-ATG16 kompleksinin olugsmasini saglar.
Bu olusum, ikinci ubikitinasyon benzeri yolak i¢in gereklidir. GH4’te Beklin-1,
ATG5 ve ATG12 gen ifadelerinden elde edilen degerler, otofagozom
cekirdeklenmesi, kese zar1 uzamasi ve kapanmasina kadar gegen otofagozom

biyogenezinde bir takim degisiklikler olduguna isaret etmektedir.

3 ve 4 no’lu hastalar ayn1 genotipe sahiptir (p.L444P). Ancak 3 no’lu hastada
ATG3 gen ifadesi azalmisken, 4 no’lu hastada herhangi bir degisiklik
gozlenmemistir. Elde edilen degerler 3 no’lu hastada ATG3 aracili lipid
konjugasyofnunda bozukluklara isaret ederken, 4 no’lu hastada LC3 ve GABARAP

lipid konjugasyonunda bir degisim olmadigini diistindiirmektedir.
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GH5 (p.D409H), klinik olarak Tip I/l Gaucher tanist almistir. Kemik ve
hepatosplenomegali bulgulart tespit edilmis, ancak tanimnin erken yasta konmasi
sebebiyle, norolojik bulgulart saptanamamugstir. Hasta tedavi almaktadir. GHS
fibroblastlarinda hiicre i¢i agligin olusturulmadigi kosullarda yapilan gen ifadesi
analizlerinde Beklin-1 (yaklasik 4,5 kat) ve ATG12 gen ifadesinin arttigi tespit
edilmistir. ATG4C gen ifadesinde azalma go6zlenirken; ATG3, ATGS, LC3 ve
GABARAP gen ifadesinde bir degisiklik saptanmamistir (Bkz. EK 15).

Beklin-1’in farkli yolaklar iizerinden otofajiyi diizenledigi bilinmektedir.
Otofagozomlarin olusumu asamasinda sinif Il fosfotidilinositol 3-kinaz (PI3K)
Vps34’i igeren protein kompleksi, onemli bir rol oynamaktadir. Bu protein
kiimesinin aktivitesini diizenleyen en onemli protein Beklin-1 proteinidir. PI3P,
otofajik kese olusumu icin gerekli olan proteinlerin otofajik vezikiil filizlenme
bolgelerinde 6beklenmesinde rol oynar ve bir¢ok protein i¢in bir birlesme platformu
olusturur (12). Beklin-1 ayrica apoptotik olmayan Bcl-2 proteinleri ile baglanarak
otofaji diizenlenmesi i¢in oldukg¢a kilit bir rol oynamaktadir. Bcl-2 proteinlerine
baglanan Beklin-1, Vps34-PI3K kompleksini aktive edemez ve otofajinin
engellenmesine neden olur. Bcl-2 ya da Beklin-1 proteinlerinin JNK ya da DAPK1
tarafindan direkt fosforilasyonu, Bcl-2-Beklin-1 kompleksinin ayrilmasint ve
otofajinin yeniden aktivasyonunu saglar (74). Bunun yaninda Beklin-1"in bir kaspaz
substratt1 oldugu ve kesilen Beklin-1’in apoptoz otofaji dengesinde direkt rol
oynadigi bilinmektedir (75, 76). Otofaji hiicre hayat1 ve stres direnci i¢in gerekli bir
mekanizmadir. Fakat asir1 uyarilmis otofajinin hiicreyi apoptozdan farkli, otofajik
hiicre 6ltimii ad1 verilen bir programli hiicre 6liim yoluna gotiirdiigii tanimlanmistir
(71). Bu durumda, lizozomal enzim eksikligi olan, asir1 stres altindaki Gaucher
fibroblastlarinda Beklin-1 gen ifadesinin dramatik olarak artmis olmasi birkag
olasiligr ortaya ¢ikarabilmektedir. ATGI12 gen ifadesindeki artig ile birlikte
diistintildiigiinde, ¢ekirdeklenme asamasindan baslayarak bir otofajik aktivasyon soz
konusu olabilir. Diger yandan, otofaji-apoptoz dengesinde olduk¢a 6nemli bir rol
oynayan Beklin-1’deki artis, asir1 strese maruz kalan hiicrenin otofajiyi apoptoza

kars1 bir direng mekanizmasi olarak aktive ettigini diisiindiirmektedir.
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GHG6 (p.L444P), klinik olarak TipIl/IIl Gaucher tanisi almistir. Kemik ve
hepatosplenomegali bulgular1 tespit edilen ve tedavi alan bir hastadir. Hastanin
yasinin kii¢iik olmasi nedeniyle herhangi bir nérolojik bulgu saptanamamistir. Hiicre
ici aghgin olusturulmadigi kosullarda yapilan gen ifadesi analizlerinde, ATG12
geninde artig gozlenirken; calisilan diger otofajik gen ifadelerinde (Beklin-1, ATG3,
ATG5, ATG4C, LC3, GABARAP) azalma tespit edilmistir (Bkz. EK 16). GH6’ da
calisilan otofajik genlerin ifadelerinden elde edilen degerler, otofajik vezikiil
cekirdeklenmesi, kese zar1 uzamasi ve kapanmasina kadar gegen otofagozom

biyogenezinde inhibisyon olduguna isaret etmektedir.

Hiicre i¢i achigin olusturulmadigi kosullarda Gaucher hastalarinin fibroblast
hiicrelerinden elde edilen nicel analiz sonuglari, otofaji yolaginin degistigini
gostermistir. Ozellikle ATG4C ve ATGS5 gen ifadeleri tiim hastalarda azalmustir.
TBA’dan elde edilen korelasyon matriksi ile GAPDH gen ifadesine kiyasla Beklin-1,
ATGS, ATG4C ve ATG3 genlerinin birbiri ile %50°den fazla korelasyon gosterdigi
tespit edilmistir (Sekil 4.9). Bu durum otofajik vezikiillerin g¢ekirdeklenmesi ve
izolasyon membraninin uzamasi asamalarinda rol alan genlerin ifadelerinde, yiiksek
oranda korelasyon oldugunu gostermektedir. Gaucher hastalarinda, otofaji
mekanizmasinin ~ lipid  konjugasyonu  siirecinde  inhibisyon  olabilecegi

diistiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

e Kontrol hiicrelerinde bazal otofajiyi test etmek amaciyla, hiicre igi
stresin olusturuldugu kosullarda otofaji genlerinin ifadesinin, stres olmayan
kosullara kiyasla arttigi gézlenmistir. Gen ifadesi seviyelerinde gbzlenen artis,
otofaji mekanizmasimin enerji ihtiyacin1 karsilamak amaciyla hiicresel bir sag

kalim mekanizmasi olarak islev gordiigiinii dogrulamaktadir.

e Kilinik olarak Tip 1 Gaucher tanis1 alan GH1 (p.L296V), kemik
bulgular1 ve hepatosplenomegali belirtileri gosteren, tedavi alan bir hastadir.
Calismamizda GHI’de hiicre i¢i aghigin  olusturulmadigit  kosullarda
gerceklestirilen nicel analizler sonucunda Beklin-1 gen ifadesi seviyelerinde,
kontrol fibroblastlara kiyasla bir degisim gozlenmemistir. Pacheco ve dig.
(40)’nin yaptiklar1 bir ¢aligmada da Tip 1 Gaucher hastalarmin fibroblast
hiicrelerinde Beklin-1 protein seviyelerine bakilmis ve kontrol fibroblastlara
yakin degerler elde edilmistir. GH1’de Beklin-1 gen ifadelerinden elde edilen

degerler Pacheco ve dig.’nin yaptiklari ¢calisma ile uyumludur.

e Deney siirecinde gen ifadesi diizeyinde elde edilen analizler, genel
anlamda otofajik yolakta molekiiler seviyede degisim olduguna isaret etmektedir
(Bkz. EK 1,17,18). Calistigimiz otofaji genlerinin ifadeleri incelendiginde hiicre
i¢i stresin olusturulmadigi kosullarda, lipid konjugasyonunda rol alan ATG4C ve
ATGS genlerinin tiim hastalarda azaldig: tespit edilmistir. Bu durum Gaucher
hastalarinda otofaji mekanizmasinin lipid konjugasyonu asamasinda inhibisyon
olabilecegine isaret etmektedir. Degisken seviyelerde oldugu tespit edilen analiz
sonuglart temel olarak lizozomlarda biriken protein, glikozaminoglikan,
sfingolipid, glikojen, oligosakkarit ve kompleks lipidler gibi metabolitlerin

otofajik yolakta degisimlere neden oldugunu diistindiirmektedir.
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e Hasta fibroblast hiicrelerinde stresin (aclik) olusturuldugu kosullarda
ATGA4C, ATG5 ve ATG3 gen ifadelerinin kontrol hiicrelerine kiyasla azaldigi
tespit edilmistir. Lipid konjugasyonu basamaklarinda rol alan ATG4C, ATG5 ve
ATG3 gen ifadeleri azalmistir. Gaucher hasta fibroblastlarinda goriilen lizozomal
hasar, hiicre i¢in var olan bir stres faktorii iken; ikincil bir stres ile asir1 otofaji
aktivasyonundan kaginmak amaciyla, bazi gen ifadelerinin diismesinin, hiicre igi

homeostazisin saglanmasi agisindan gerekli oldugu diistiniilmektedir.

e TBA sonuglarindan elde edilen korelasyon tablo ve vektorel eksen
grafikleri ofofajik vezikiillerin ¢ekirdeklenmesi asamasinda rol oynayan Beklin-1
ile izolasyon membraninin uzamas: agamalarinda rol alan ATGS, ATG4C ve
ATG3 genlerinin birbirleri ile %50°den fazla korelasyon iginde oldugunu

gostermistir.

e Gen ifadesi analizlerine ek olarak protein diizeyine yansiyan
degisiklikleri incelemek amaciyla hiicrelerden, protein izole edilip, immiinoblot
yontemi ile analizler gergeklestirilebilir. Bu yontemle otofaji proteinleri

ifadelerinin hastalara 6zgii farkliliklarin1 inceleme imkani elde edilebilir.

e Otofajinin aktive oldugu kosullarda, otolizozomal etkinligin
uyartlmast nedeniyle, hiicre i¢i toplam lizozom aktivitesinin yaninda,
lizozomlarda yaygin olarak bulunan katepsin enzim aktiviteleri de analiz

edilebilir.

e Lysotracker ve acridine orange boyamalari, lizozomlar1 pH’nin asit
oldugu durumlarda boyamaktadir. Hiicrede lizozomal aktiviteyi 6lgmek

amaciyla, asit pH’deki boyamalar ile aktif lizozomlar tespit edilebilir.

e Lizozomal bozukluklarin otofaji aktivasyonu ile otofagozom-lizozom
birlesmesine etkisini gostermek amaciyla yapilmasi gerekli olan diger molekiiler
yontemler, otofaji analizlerinin temeli olan LC3-I/LC3-Il protein analizi, GFP-

LC3 immunofloresan nokta olusumu, p62 protein yikimi ve otofajinin nitelik ve
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nicelik olarak tanimlanmasinda otofajik vezikiillerin ve iglerindeki kargonun
ultra yapisal olarak transmisyon elektron mikroskobisi (TEM) yontemi ile

tanimlanmasidir (77).



63

KAYNAKLAR

. Saftig, P., Klumperman, J. (2009). Lysosome biogenesis and lysosomal
membrane proteins: trafficking meets function. Nature Reviews
Molecular Cell Biology,10, 623-635.

Funato, K., Beron, W., Yang, C.Z., Mukhopadhyay, A.,Stahl, P.D.
(1997). Reconstitution of phagosome-lysosome fusion in streptolysin O-
permeabilized cells. The Journal Of Biological Chemistry, 272 (26),
16147-16151.

Futerman, A.H., van Meer, G. (2004). The cell biology of lysosomal
storage disorders. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 5 (7), 554-
565.

Lieberman, A.P., Puertollano, R., Raben, N., Slaugenhaupt, S., Walkley,
S.U.,Ballabio, A. (2012). Autophagy in lysosomal storage disorders.
Autophagy, 8 (5), 719-730.

Mizushima, N., Levine, B., Cuervo, A.M.Klionsky, D.J. (2008).
Autophagy fights disease through cellular self-digestion. Nature, 451
(7182), 1069-1075.

Arslan, D.O., Korkmaz, G., Goziiagik, D. (2011). Otofaji: Bir Hiicresel
Stres Yanit1 ve Olim Mekanizmasi. Acibadem Universitesi Saglik

Bilimleri Dergisi, 2 (4), 184-194.

. Xie, Z.Klionsky, D.J. (2007). Autophagosome formation: core machinery
and adaptations. Nature Cell Biology, 9 (10), 1102-1109.

Dvir, H., Harel, M., McCarthy, A.A, Toker, L., Silman, I., Futerman,
A.H., Sussman, J.L. (2003). X-ray structure of human acid-beta-



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

64

glucosidase, the defective enzyme in Gaucher disease. EMBO Reports, 4
(7): 704-709.

Tatti, M., Motta, M., Di Bartolomeo, S., Scarpa, S., Cianfanelli, V.,
Cecconi, F. ve digerleri. (2012). Reduced cathepsins B and D cause
impaired autophagic degradation that can be almost completely restored
by overexpression of these two proteases in Sap C-deficient fibroblasts.
Human Molecular Genetics, 21 (23), 5159-5173.

Tatti, M., Motta, M.,Salvioli, R. (2011). Autophagy in Gaucher disease
due to sapozin C deficiency. Autophagy, 7 (1), 94-95.

Lawrence, B.P., Brown, W.J. (1992). Autophagic vacuoles rapidly fuse
with pre-existing lysosomes in cultured hepatocytes. Journal Of Cell
Science, 102 ( Pt 3), 515-526.

Dell'Angelica, E.C., Mullins, C., Caplan, S.,Bonifacino, J.S. (2000).
Lysosome-related organelles. FASEB Journal, 14 (10), 1265-1278.

Eskelinen, E.L., Tanaka, Y.Saftig, P. (2003). At the acidic edge:
emerging functions for lysosomal membrane proteins. Trends In Cell
Biology, 13 (3), 137-145.

Ruivo, R., Anne, C., Sagne, C.,Gasnier, B. (2009). Molecular and cellular
basis of lysosomal transmembrane protein dysfunction. Biochimica Et
Biophysica Acta, 1793 (4), 636-649.

Ravikumar, B., Sarkar, S., Davies, J.E., Futter, M., Garcia-Arencibia, M.,
Green-Thompson, Z.W. ve digerleri. (2010.) Regulation of mammalian
autophagy in physiology and pathophysiology. Physiological Reviews, 90
(4), 1383-1435.

Yang, Z., Klionsky, D.. (2010). Eaten alive: a history of
macroautophagy. Nature Cell Biology, 12 (9), 814-822.



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

65

Kang, R., Zeh, H.J., Lotze, M.T., Tang, D. (2011). The Beclin 1 network
regulates autophagy and apoptosis. Cell Death Differentiation. 18(4):571-
80.

Mizushima, N., Yoshimori, T.,Ohsumi, Y. (2011). The role of Atg
proteins in autophagosome formation. Annual Review Of Cell And
Developmental Biology, 27, 107-132.

Kroemer, G., Marino, G.,Levine, B. (2010). Autophagy and the integrated
stress response. Molecular Cell, 40 (2), 280-293.

Kuma, A., Mizushima, N. (2010). Physiological role of autophagy as an
intracellular recycling system: with an emphasis on nutrient metabolism.
Seminars In Cell & Developmental Biology, 21 (7), 683-690.

Weidberg, H., Shvets, E., Shpilka, T., Shimron, F., Shinder, V.,Elazar, Z.
(2010). LC3 and GATE-16/GABARAP subfamilies are both essential yet
act differently in autophagosome biogenesis. The EMBO Journal, 29 (11),
1792-1802.

Young, A.R., Chan, E.Y., Hu, X.W., Kochl, R., Crawshaw, S.G., High, S.
ve digerleri. (2006). Starvation and ULKI-dependent cycling of
mammalian Atg9 between the TGN and endosomes. Journal Of Cell
Science, 119 (Pt 18), 3888-3900.

Longatti, A., Tooze, S.A. (2009). Vesicular trafficking and
autophagosome formation. Cell Death And Differentiation, 16 (7), 956-
965.

Pattingre, S.,Levine, B. (2006). Bcl-2 inhibition of autophagy: a new
route to cancer? Cancer Research, 66 (6), 2885-2888.

Maiuri, M.C., Tasdemir, E., Criollo, A., Morselli, E., Vicencio, J.M.,
Carnuccio, R. ve digerleri. (2009). Control of autophagy by oncogenes



26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

66

and tumor suppressor genes. Cell Death And Differentiation, 16 (1), 87-
93.

Levine, B., Klionsky, D.J. (2004). Development by self-digestion:
molecular mechanisms and biological functions of autophagy.
Developmental Cell, 6 (4), 463-477.

Levine, B., Kroemer, G. (2008). Autophagy in the pathogenesis of
disease. Cell, 132 (1), 27-42.

Komatsu, M., Waguri, S., Koike, M., Sou, Y.S., Ueno, T., Hara, T. ve
digerleri. (2007). Homeostatic levels of p62 control cytoplasmic inclusion
body formation in autophagy-deficient mice. Cell, 131 (6), 1149-1163.

Scott, R.C., Schuldiner, O.,Neufeld, T.P. (2004). Role and regulation of
starvation-induced autophagy in the Drosophila fat body. Developmental
Cell, 7 (2), 167-178.

Bellot G., Garcia-Medina R., Gounon P. ve digerleri. (2009). Hypoxia-
Induced Autophagy is Mediated Through Hypoxia-Inducible Factor
Induction of BNIP3 and BNIP3L via Their BH3 Domains, Molecular Cell
Biology, 29, 2570-2581.

Chen J., Ohsaki Y., Tauchi-Sato K., Fujita A., Fujimoto T. (2006).
Cholesterol Depletion Induces Autophagy. Biochemical and Biophysical

Research Communications, 351, 246-52.

Martinez-Vicente M., Talloczy Z., Wong E. ve digerleri. (2010). Cargo
Recognition Failure is Responsible for Inefficient Autophagy in

Huntington’s Disease. Nature Neuroscience, 13, 567-576.

Matsuda N., Tanaka K. (2010). Does Impairment of the Ubiquitin-
Proteasome System or the Autophagy-Lysosome Pathway Predispose



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

67

Individuals to Neurodegenerative Disorders such as Parkinson’s Disease?,

Journal of Alzheimers Disease, 19, 1-9.

Martinet, W., De Meyer, G.R. (2009). Autophagy in atherosclerosis: a
cell survival and death phenomenon with therapeutic potential.
Circulation Research, 104 (3), 304-317.

Melendez, A., Talloczy, Z., Seaman, M., Eskelinen, E.L., Hall,
D.H.,Levine, B. (2003). Autophagy genes are essential for dauer
development and life-span extension in C. elegans. Science, 301 (5638),
1387-1391.

Wang, A.L., Lukas, T.J., Yuan, M., Du, N., Tso, M.O., Neufeld, A.H.
(2009). Autophagy and exosomes in the aged retinal pigment epithelium:
possible relevance to drusen formation and age-related macular
degeneration. PloS One, 4 (1), e4160.

Hara, T., Nakamura, K., Matsui, M., Yamamoto, A., Nakahara, Y.,
Suzuki-Migishima, R. ve digerleri. (2006). Suppression of basal
autophagy in neural cells causes neurodegenerative disease in mice.
Nature, 441 (7095), 885-889.

Nassif, M., Hetz C. (2012). Autophagy impairment: a crossroad between
neurodegeneration and tauopathies. BMC Biology, 10:78.

Degenhardt, K., Mathew, R., Beaudoin, B., Bray, K., Anderson, D., Chen,
G. ve digerleri. (2006). Autophagy promotes tumor cell survival and
restricts necrosis, inflammation, and tumorigenesis. Cancer Cell, 10 (1),
51-64.

Mathew, R., Karp, C.M., Beaudoin, B., Vuong, N., Chen, G., Chen, H.Y.
ve digerleri. (2009). Autophagy supresses tumorigenesis through
eliminiation of p62. Cell, 137 (6), 1062-1075.



41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

68

Singh, R., Kaushik, S., Wang, Y., Xiang, Y., Novak, I., Komatsu, M.,
Tanaka, K., Cuervo, A.M., Czaja, M.J. (2009). Autophagy regulates lipid
metabolism. Nature, 30; 458 (7242) :1131-5.

Liao, G., Yao, Y., Liu, J., Yu, Z., Cheung, S., Xie, A. ve digerleri. (2007).
Cholesterol accumulation is associated with lysosomal dysfunction and
autophagic stress in Npcl -/- mouse brain. The American Journal Of
Pathology, 171 (3), 962-975.

Pacheco, C.D., Kunkel, R., Lieberman, A.P. (2007). Autophagy in
Niemann-Pick C disease is dependent upon Beclin-1 and responsive to
lipid trafficking defects. Human Molecular Genetics, 16 (12), 1495-1503.

Takamura, A., Higaki, K., Kajimaki, K., Otsuka, S., Ninomiya, H.,
Matsuda, J. ve digerleri. (2008). Enhanced autophagy and mitochondrial
aberrations in  murine G(M1)-gangliosidosis. Biochemical And

Biophysical Research Communications, 367 (3), 616-622.

Fukuda, T., Roberts, A., Ahearn, M., Zaal, K., Ralston, E., Plotz, P.H. ve
digerleri. (2006). Autophagy and lysosomes in Pompe disease.
Autophagy, 2 (4), 318-320.

Saftig, P., Beertsen, W., Eskelinen, E,L. (2008). LAMP-2: a control step
for phagosome and autophagosome maturation. Autophagy, 4 (4): 510-2.

Grabowski, G. (2012). Gaucher disease and other storage disorders.
American Society of Hematology, 13-18.

Cabrera-Salazar, M.A., Deriso, M., Bercury, S.D., Li, L., Lydon, J.T.,
Weber, W., Pande, N., Cromwell, M.A., Copeland, D., Leonard, J.,
Cheng, S.H., Scheule, R.K. (2012). Systemic delivery of a
glucosylceramide synthase inhibitor reduces CNS substrates and increases
lifespan in a mouse model of type 2 Gaucher disease. PLOS
One.,7(8):e43310.



49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

69

Beutler, E., Gelbart, T., West, C. (1993). Identification of six new
Gaucher disease mutations. Genomics 15, 203-205.

Hruska, K.S., LaMarca, M.E., Scott, C.R.,Sidransky, E. (2008). Gaucher
disease: mutation and polymorphism spectrum in the glucocerebrosidase
gene (GBA). Human Mutation, 29 (5), 567-583.

Beutler, E., Gelbart, T.,Scott, C.R. (2005). Hematologically important
mutations: Gaucher disease. Blood Cells, Molecules & Diseases, 35 (3),
355-364.

Emre, S., Gurakan, F., Yuce, A., Rolf, A., Scott, R.,Ozen, H. (2008).
Molecular analysis of Turkish Gaucher disease patients: identification of
novel mutations in glucocerebrosidase (GBA) gene. European Journal Of
Medical Genetics, 51 (4), 315-321.

Salvioli, R., Tatti, M., Scarpa, S., Moavero, S.M., Ciaffoni, F., Felicetti,
F. ve digerleri. (2005). The N370S (Asn370-->Ser) mutation affects the
capacity of glucosylceramidase to interact with anionic phospholipid-
containing membranes and sapozin C. The Biochemical Journal, 390 (Pt
1), 95-103.

Bleijlevens, B., van Breemen, M.J., Donker-Koopman, W.E., de Koster,
C.G.,Aerts, J.M. (2008). Detection of mutant protein in complex
biological samples: glucocerebrosidase mutations in Gaucher's disease.
Analytical Biochemistry, 372 (1), 52-61.

Chabas, A., Gort, L., Montfort, M., Castello, F., Dominguez, M.C.,
Grinberg, D. ve digerleri. (1998). Recurrence of the D409H mutation in
Spanish Gaucher disease patients: description of a new homozygous
patient and haplotype analysis. Journal Of Medical Genetics, 35 (9), 775-
777.



56.

57,

58.

59.

60.

61.

62.

70

Santamaria, R., Michelakakis, H., Moraitou, M., Dimitriou, E.,
Dominissini, S., Grossi, S. ve digerleri. (2008). Haplotype analysis
suggests a single Balkan origin for the Gaucher disease [D409H;H255Q)]
double mutant allele. Human Mutation, 29 (6), E58-67.

Fuller, M., Rozaklis, T., Lovejoy, M., Zarrinkalam, K., Hopwood,
J.J.,Meikle, P.J. (2008). Glucosylceramide accumulation is not confined
to the lysosome in fibroblasts from patients with Gaucher disease.
Molecular Genetics And Metabolism, 93 (4), 437-443.

Sun, Y., Qi, X.,Grabowski, G.A. (2003). Sapozin C is required for normal
resistance of acid beta-glucosidase to proteolytic degradation. The
Journal Of Biological Chemistry, 278 (34), 31918-31923.

Sun, Y., Liou, B., Ran, H., Skelton, M.R., Williams, M.T., Vorhees, C.V.
ve digerleri. (2010). Neuronopathic Gaucher disease in the mouse: viable
combined selective sapozin C deficiency and mutant glucocerebrosidase
(V394L) mice with glucosylsphingosine and glucosylceramide
accumulation and progressive neurological deficits. Human Molecular
Genetics, 19 (6), 1088-1097.

Barak, V., Acker, M., Nisman, B., Kalickman, I., Abrahamov, A,
Zimran, A. ve digerleri. (1999). Cytokines in Gaucher's disease. European
Cytokine Network, 10 (2), 205-210.

Hollak, C.E., Evers, L., Aerts, J.M.,van Oers, M.H. (1997). Elevated
levels of M-CSF, sCD14 and IL8 in type 1 Gaucher disease. Blood Cells,
Molecules & Diseases, 23 (2), 201-212.

Hughes, D.A.,Pastores, G.M. (2010). The pathophysiology of GD -
current understanding and rationale for existing and emerging therapeutic
approaches. Wien Med Wochenschr, 160 (23-24), 594-599.



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

71

Ron, I.,Horowitz, M. (2005). ER retention and degradation as the
molecular basis underlying Gaucher disease heterogeneity. Human
Molecular Genetics, 14 (16), 2387-2398.

Deganuto, M., Pittis, M.G., Pines, A., Dominissini, S., Kelley, M.R.,
Garcia, R., Quadrifoglio, F., Bembi, B., Tell, G. (2007). Altered
intracellular redox status in Gaucher disease fibroblasts and impairment
of adaptive response against oxidative stress. Journal of Cellular
Physiology, 212 (1): 223-35.

Bustin, S.A., Bebes, V., Nolan, T., Pfaffl, M.W. (2005). Quantitative real-
time RT-PCR- a perspective. Journal of Molecular Endocrinology,34,
597-601.

Nolan, T., Hands, R.E., Bustin, S.E. (2006). Quantification of mRNA
using real-time RT-PCR. Nature Protocols, 1(3): 1559-1582.

Bustin, S.A. ve Mueller, R. (2005). Review: Real- time reverse
transcription PCR (qgrt-pcr) and its potential use in clinical diagnosis.
Clinical Science, 109, 365-379.

Womg, M.L. ve Medrano, J.F. (2005). Review: Real-time PCR for
MRNA quantitation biotechniques, 39 (1), 75-85.

Pfaffl, M.W. (2001). A new mathematical model for relative
quantification in real-time RT-PCR. Nucleic Acids Research, 29-E45.

Bustin, S.A. (2002). Quantification of mRNA using real-time reverse
transcription PCR (RT-PCR): trends and problems. Journal of Molecular
Endocrinology, 29, 23-39.

Goziiacik, D., Kimchi, A. (2004). Autophagy As a Cell Death and Tumor
Suppressor Mechanism, Oncogene, 23, 2891-2906.



72.

73.

74.

75.

76.

77.

72

Kuznetsov, S.A., Gelfand V.I. (1987). 18 kDa microtubule associated
protein: identification as a new light chain (LC-3) of microtubule-
associated protein 1 (MAP- 1). FEBS Letters, 212(1), 145-148.

Jiang, S., Wells, C.D., Roach, P.J. (2011). Starch-binding domain-
containing protein 1 (Stbdl) and glycogen metabolism: Identification of
the Atg8 family interacting motif (AIM) in Stbd1 required for interaction
with GABARAPL1 Biochem Biophys Res Commun, 413(3), 420-425.

Ciechomska, I.A., Goemans, G.C., Skepper, J.N., Tolkovsky, A.M.
(2009). Bcl-2 complexed with Beclin-1 maintains full anti-apoptotic
function. Oncogene, 28, 2128-2141.

Cho DH, Jo YK, Hwang JJ, Lee YM, Roh SA, Kim JC. (2009). Caspase-
mediated cleavage of ATGG6/Beclin-1 links apoptosis to autophagy in
HeLa cells. Cancer Latters, 274 (1): 95-100.

Wirawan, E., Vande, W.L., Kersse, K., Cornelis, S., Claerhout, S.,
Vanoverberghe, 1. ve digerleri. (2010). Caspase-mediated cleavage of
Beclin-1 inactivates Beclin-1-induced autophagy and enhances apoptosis
by promoting the release of proapoptotic factors from mitochondria. Cell
Death &Disease . 1: e18.

Klionsky DJ, Abdalla FC, Abeliovich H, Abraham RT, Acevedo-Arozena
A, Adeli K, Agholme L ve digerleri. (2012). Guidelines for the use and
interpretation of assays for monitoring autophagy. Autophagy. 8(4):445-
544,



73

EKLER

in nicel analizi

11

fadeler

aji gen i

EK 1. Gaucher hastalarinda otof:

1zl|eue |321u uluIa|apeyl uas Ifejolo epuliejelisey Jayoneo "oy ojqel

Er'T 89°0 0T 9£'0 0z’ 6ED or'T 66T &0 650 0F'0 160 90 ' bt db findiL 9H9
vl 560 80T 01T 68'0 19 9T 97 8’0 8L'0 80 01T 6T €' |HeovQ/Heora| 1mdi CHD
c0'T €T @'l 00T 800 10 950 150 EET 870 790 00T 610 #9'0 iy dbt lirdip THO
W' 66'0 68T £8'0 a0’ 5’0 0 790 &'0 14’0 890 5'0 68T ge'D Ay dbri lidi £HD
95 EE'E 807 80T v1'0 5’0 #9' 890 €' 160 8’0 560 T6'T 990 |He0vQ/HEDYD lidi CH9
8a'T L0 £9'T 89T 00 L0 9g'0 85T £9'0 GE'D 77’0 80 99°0 v6'0 | A96Z1/A95TT 1diL THD
6¥'7 90T 17T €0°T 187 0T ¥6'T 00T 797 90T T 90T 057 00T - - |0auay
A AJs-Uo A AJs-U0 A AJs-Uo A A-UO A AJS-UD A AJs-Uo A AJs-Uo tdouso

iy J-Uop 15 J-LoN 15 J-Lop 1y JE-Lop 15 JE-Lop 15 J-Uop ) J-Uop SjexseH ey ursy

dvyvevo 0 LY 1oLy 01V €01 T-upy=g Jaynen

LEIIIRZ0 YRuIQ
ISBLULIE[WELLE] [NYIZIA 1SeLIBZN [NYIZAA eweifeq

Liejewese
wnénjo wozofejo}0




74

EK 2. GAPDH gen ifadesinin nicel ger¢ek zamanli PZR ile miktar analizi
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Sekil 4.10. GAPDH gen ifadesinin GH1,GH2,GH3,GH4 i¢in nicel ger¢ek

zamanli PZR ile miktar analizi

A. Standart, standart, standart? icin nicel gergek zamanli amplifikasyon
egrileri. B. GAPDH geni nicel ger¢ek zamanli PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii:
strastyla 10°, 10 %, 102, 10 standart seyreltmeler 1: Kontrol fibroblast, 2: GH1, 3:
GH2, 4: GH3, 5: GH4, 6: Kontrol fibroblast (a¢lik), 7: GH1 (ac¢lik), 8: GH2 (aglik),
9: GH3 (aglik), 10: GH4 (aglik), 11: Negatif kontrol M: 100 b¢’lik molekiiler agirlik
belirleyicisi C. Standartlarin erime egrileri D. Standart ve 6rneklerin amplifikasyon

egrileri. E. Standart ve drneklerin erime egrileri. F. Standart grafik.
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Cycling A.Green (gapdh):
R=0,99820

R*2=0,99641

M=-3124

B=31,445
Efficiency=1,09

Concentration

Sekil 4.11. GAPDH gen ifadesinin GH5,GH6 i¢in nicel gercek

zamanli PZR ile miktar analizi

A. Standart, standart™, standart i¢in nicel gercek zamanli amplifikasyon
egrileri. B. GAPDH geni nicel ger¢cek zamanli PZR iirtinlerinin agaroz jel goriintiisii:
srastyla 10°, 10 1,10, 10 standart seyreltmeler 1: Kontrol fibroblast, 2: GH5, 3:
GHB6, 4: Kontrol fibroblast (aglik), 5: GH5 (ac¢lik), 6: Kontrol fibroblast (aglik), M:
100 b¢’lik molekiiler agirlik belirleyicisi C. Standartlarin erime egrileri D. Standart
ve Orneklerin amplifikasyon egrileri. E. Standart ve 6rneklerin erime egrileri. F.

Standart grafik.
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Cycling A.Green (atgdc):
R=0,99965

R*2=0,99933

M=-3,025

B=35,352

_________________

Concentration

Sekil 4.12. ATG4C gen ifadesinin GH1,GH2,GH3,GH4 icin nicel gercek

zamanli PZR ile miktar analizi

A. Standart, standart™, standart® icin nicel gergek zamanli amplifikasyon
egrileri. B. ATGA4C geni nicel ger¢ek zamanli PZR {irlinlerinin agaroz jel goriintiisii:
srastyla 10°, 10, 107, 107 standart seyreltmeler 1: Kontrol fibroblast, 2: GH1, 3:
GH2, 4: GH3, 5: GH4, 6: Kontrol fibroblast (aglik), 7: GH1 (a¢lik), 8: GH2 (aglik),
9: GH3 (aglik), 10: GH4 (aglik), 11: Negatif kontrol M: 100 bg’lik molekiiler agirlik
belirleyicisi C. Standartlarin erime egrileri D. Standart ve 6rneklerin amplifikasyon

egrileri. E. Standart ve 6rneklerin erime egrileri. F. Standart grafik.
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Sekil 4.13. ATG4C gen ifadesinin GH5,GH6 i¢in nicel gergek zamanli PZR

ile miktar analizi

A. Standart, standart®, standart? icin nicel ger¢ek zamanli amplifikasyon

egrileri. B. ATG4C geni nicel gercek zamanli PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintisii:
srastyla 10°, 10, 107, 107 standart seyreltmeler 1: Kontrol fibroblast, 2: GH5, 3:
GH®6, 4: Kontrol fibroblast (aclik), 5: GHS5 (ac¢lik), 6: Kontrol fibroblast (aclik), M:
100 bg’lik molekiiler agirlik belirleyicisi C. Standartlarin erime egrileri D. Standart
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ve Orneklerin amplifikasyon egrileri. E. Standart ve Orneklerin erime egrileri. F.

Standart grafik.

EK 4. ATG12 gen ifadesinin nicel ger¢ek zamanli PZR ile miktar analizi
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Sekil 4.14. ATG12 gen ifadesinin GH1,GH2,GH3,GH4 i¢in gercek zamanl
PZR ile miktar analizi

A. Standart, standart, standart icin gergek zamanli amplifikasyon B.
ATG12 geni Real Time-PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii: sirasiyla 10°, 107,
102, 107 standart seyreltmeler 1: Kontrol fibroblast, 2: GH1, 3: GH2, 4: GH3, 5:
GH4, 6: Kontrol fibroblast (aglik), 7: GH1 (a¢lik), 8: GH2 (aclik), 9: GH3 (aglik),
10: GH4 (aglik), 11: Negatif kontrol M: 100 b¢’lik molekiiler agirlik belirleyicisi C.
Standartlarin erime egrileri D. Standart ve Orneklerin amplifikasyon egrileri. E.

Standart ve drneklerin erime egrileri. F. Standart grafik.

102 10° 1
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051
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95

Cycling &.Green (atg12):
R=0,39771

R*2=0,99543

M=-3 424

B=33,953
Efficiency=0,95

-----------------------------------------------------------------------------

_____________________________________________________________________________

Sekil 4.15. ATG12 gen ifadesinin GHS5,GH6 igin gergek zamanli PZR ile

miktar analizi

A. Standart, standart®, standart? ic¢in gercek zamanli amplifikasyon

egrileri. B. ATG12 geni Real Time-PZR firiinlerinin agaroz jel goriintiisii: sirasiyla
10°, 10 %107, 107 standart seyreltmeler 1: Kontrol fibroblast, 2: GH5, 3: GHS, 4:
Kontrol fibroblast (aglik), 5: GHS (aglik), 6: GH6 (aglik), M: 100 b¢’lik molekiiler

agirhik belirleyicisi C. Standartlarin erime egrileri D. Standart ve Orneklerin

amplifikasyon egrileri. E. Standart ve drneklerin erime egrileri. F. Standart grafik.
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EK 5. Beklin-1 gen ifadesinin nicel ger¢cek zamanli PZR ile miktar analizi

A
1
Threshold
B
10° 10* 102 10° 1
C
o N\
75 80 85 90 95
deg.
D
1
0 Thresh_oE B

5 10

150 bg



84

3 Cycling A .Green (beclin):
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Sekil 4.16. Beklin-1 gen ifadesinin GH1,GH2,GH3,GH4 i¢in nicel gergek

zamanli PZR ile miktar analizl

A. Standart, standart, standart™ icin nicel gercek zamanli amplifikasyon B.
Beklin-1 geni nicel ger¢cek zamanli PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii: sirasiyla
10°, 10, 10, 107 standart seyreltmeler 1: Kontrol fibroblast, 2: GH1, 3: GH2, 4:
GH3, 5: GH4, 6: Kontrol fibroblast (aglik), 7: GH1 (aglik), 8: GH2 (a¢lik), 9: GH3
(aglik), 10: GH4 (aglik), 11: Negatif kontrol M: 100 b¢’lik molekiiler agirlik
belirleyicisi C. Standartlarin erime egrileri D. Standart ve 6rneklerin amplifikasyon

egrileri. E. Standart ve drneklerin erime egrileri. F. Standart grafik.

10° 10! 10?% 103
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Sekil 4.17. Beklin-1 gen ifadesinin GH5,GH6 igin nicel ger¢ek zamanli PZR

ile miktar analizi

A. Standart, standart®, standart? icin nicel ger¢ek zamanli amplifikasyon
egrileri. B. Beklin-1 geni nicel ger¢ek zamanli PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii:
srastyla 10°, 10 %, 10, 10 standart seyreltmeler 1: Kontrol fibroblast, 2: GH5, 3:
GH®6, 4: Kontrol fibroblast (aclik), 5: GHS5 (aclik), 6: GH6 (aclik), M: 100 bg¢’lik
molekiiler agirlik belirleyicisi C. Standartlarin erime egrileri D. Standart ve
orneklerin amplifikasyon egrileri. E. Standart ve Orneklerin erime egrileri. F.

Standart grafik.
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EK 6. GABARAP gen ifadesinin nicel ger¢ek zamanli PZR ile miktar analizi
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. . . R*2=0,588261
2a T M=-3,286

i i ' B=33,857

'522""f --------------- Pl S Efficiency=1,02

1 . o e
L T R e et e R
T e P

A 4 I

10 10 14 10

Concentration

Sekil 4.18. GABARAP gen ifadesinin GH1,GH2,GH3,GH4 igin nicel gergek

zamanli PZR ile miktar analizi

A. Standart, standart, standart? icin nicel gercek zamanl amplifikasyon
B. GABARAP geni nicel gercek zamanli PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii:
srastyla 10°, 10, 102, 107 standart seyreltmeler 1: Kontrol fibroblast, 2: GH1, 3:
GH2, 4: GHS3, 5: GH4, 6: Kontrol fibroblast (a¢lik), 7: GH1 (ac¢lik), 8: GH2 (a¢lik),
9: GH3 (aglik), 10: GH4 (aglik), 11: Negatif kontrol M: 100 bg’lik molekiiler agirlik
belirleyicisi C. Standartlarin erime egrileri D. Standart ve 6rneklerin amplifikasyon

egrileri. E. Standart ve 6rneklerin erime egrileri. F. Standart grafik.
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Sekil 4.19. GABARAP gen ifadesinin GH5,GH6 i¢in nicel ger¢cek zamanh

PZR ile miktar analizi

A. Standart, standart™, standart? i¢in nicel ger¢ek zamanl amplifikasyon
egrileri. B. GABARAP geni nicel ger¢cek zamanli PZR iiriinlerinin agaroz jel
goriintiisii: sirastyla 10°, 10,10, 107 standart seyreltmeler 1: Kontrol fibroblast,
2: GH5, 3: GH6, 4: Kontrol fibroblast (aglik), 5: GHS5 (aglik), 6: GH6 (aclik), M:
100 be’lik molekiiler agirlik belirleyicisi C. Standartlarin erime egrileri D.
Standart ve orneklerin amplifikasyon egrileri. E. Standart ve orneklerin erime

egrileri. F. Standart grafik.
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EK 7. ATG3 gen ifadesinin nicel ger¢ek zamanli PZR ile miktar analizi
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Cycling A.Green (Atg-3):
R=093313
R*2=0 96855
M=-3,100
B=41516
Efficiency=1,10

Concentration

Sekil 4.20. ATG3 gen ifadesinin GH1,GH2,GH3,GH4 igin nicel gergek

zamanli PZR ile miktar analizi

A. Standart, standart™, standart™ icin nicel ger¢ek zamanl amplifikasyon
B. ATG3 geni nicel ger¢cek zamanli PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii:
srastyla 10°, 10™, 102, 10° standart seyreltmeler 1: Kontrol fibroblast, 2: GH1,
3: GH2, 4: GHS3, 5: GH4, 6: Kontrol fibroblast (aclik), 7: GH1 (a¢lik), 8: GH2
(aglik), 9: GH3 (aglik), 10: GH4 (aglik), 11: Negatif kontrol M: 100 bg’lik
molekiiler agirlik belirleyicisi C. Standartlarin erime egrileri D. Standart ve
orneklerin amplifikasyon egrileri. E. Standart ve Orneklerin erime egrileri. F.

Standart grafik.

100 102 1030

90 95

100 bg¢
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Sekil 4.21. ATG3 gen ifadesinin GHS5,GH6 i¢in nicel ger¢ek zamanl PZR ile

miktar analizi

A.Standart, standart™, standart? icin nicel gercek zamanli amplifikasyon
egrileri. B. ATG3 geni nicel ger¢ek zamanli PZR {irlinlerinin agaroz jel goriintiisii:
sirastyla 10°, 10 1,10, 107 standart seyreltmeler 1: Kontrol fibroblast, 2: GH5, 3:
GHG6, 4: Kontrol fibroblast (aglik), 5: GHS (aclik), 6: GH6 (aglik), M: 100 bg’lik
molekiiler agirlik belirleyicisi C. Standartlarin erime egrileri D. Standart ve
orneklerin amplifikasyon egrileri. E. Standart ve orneklerin erime egrileri. F.

Standart grafik.
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EK 8. ATGS5 gen ifadesinin nicel ger¢ek zamanli PZR ile miktar analizi
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Sekil 4.22. ATGS gen ifadesinin nicel ger¢ek zamanli PZR ile miktar analizi

A.Standart ve orneklerin amplifikasyon egrileri B. Standart ve Orneklerin
erime egrileri. C. Atg5 geni nicel gercek zamanli PZR iriinlerinin agaroz jel
goriintiisti; sirasiyla 1: Kontrol fibroblast, 2: GH1, 3: GH2, 4: GH3, 5: GH4, 6:
Kontrol fibroblast (a¢lik), 7: GH1 (aclik), 8: GH2 (aglik), 9: GH3 (aglik), 10: GH4
(aclik), M: 100 bg¢’lik molekiiler agirlik belirleyicisi
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EK 9. LC3 gen ifadesinin nicel ger¢cek zamanli PZR ile miktar analizi
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Sekil 4.23. LC3 gen ifadesinin Nicel Ger¢ek Zamanli PZR ile miktar analizi

A.Standart ve orneklerin amplifikasyon egrileri B. Standart ve Orneklerin
erime egrileri. C. LC3 geni nicel ger¢cek zamanli PZR firiinlerinin agaroz jel

goriintiisti; sirasiyla 1: Kontrol fibroblast, 2: GH1, 3: GH2, 4: GH3, 5: GH4, 6:
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Kontrol fibroblast (aclik), 7: GH1 (aglik), 8: GH2 (aglik), 9: GH3 (ag¢lik), 10: GH4
(aglik), M: 100 b¢’lik molekiiler agirlik belirleyicisi.

EK 10. Otofaji gen ifadelerinin normal ve aglik kosullarinda kontrol fibroblast

hiicrelerindeki degisimi

H KONTROL

L1 KONTROL ACLIK

Géreceli gen ifadesi
=
wn

Beklin-1  ATG12 ATG5 ATGA4AC ATG3 LC3  GABARAP

Sekil 4.24. Otofaji gen ifadelerinin normal ve aglik kosullarinda kontrol fibroblast

hiicrelerindeki degisim grafigi

EK 11. Otofaji gen ifadelerinin GHI i¢in kontrol fibroblast hiicrelerine gore degisimi

3
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'g 5 ] n
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] ] [
3 L I [ HGHL
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© o5 - —
0 - -

Beklin-1 ATG12 ATG5 ATG4C ATG3 LC3  GABARAP

Sekil 4.25. Otofaji gen ifadelerinin GH1 i¢in kontrol fibroblast hiicrelerine gore
degisim grafigi
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EK 12. Otofaji gen ifadelerinin GH2 i¢in kontrol fibroblast hiicrelerine gére degisimi
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Sekil 4.26. Otofaji gen ifadelerinin GH2 ig¢in kontrol fibroblast hiicrelerine gore
degisim grafigi

EK 13. Otofaji gen ifadelerinin GH3 i¢in kontrol fibroblast hiicrelerine gore degisimi
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4 GH3
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Beklin-1 ATG12 ATG5 ATG4C ATG3 LC3  GABARAP

Sekil 4.27. Otofaji gen ifadelerinin GH3 i¢in kontrol fibroblast hiicrelerine gore
degisim grafigi
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EK 14. Otofaji gen ifadelerinin GH4 i¢in kontrol fibroblast hiicrelerine gore degisimi
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Sekil 4.28. Otofaji gen ifadelerinin GH4 i¢in kontrol fibroblast hiicrelerine goére
degisim grafigi

EK 15. Otofaji gen ifadelerinin GHS i¢in kontrol fibroblast hiicrelerine gore degisimi
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Sekil 4.29. Otofaji gen ifadelerinin GHS i¢in kontrol fibroblast hiicrelerine gore
degisim grafigi
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EK 16. Otofaji gen ifadelerinin GH6 i¢in kontrol fibroblast hiicrelerine gore degisimi
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Sekil 4.30. Otofaji gen ifadelerinin GH6 i¢in kontrol fibroblast hiicrelerine gore
degisim grafigi
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