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KALITSAL METABOLIK HASTALIKLARDA ANTIiOKSIDAN
YANIT VE OTOFAJININ P62/NRF2/KEAP1 YOLAGI
ARACILIGIYLA ARASTIRILMASI

Nese VARDAR ACAR
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Tez Damisman: Prof. Dr. E. Sibel SUMER
Es Damsman: Prof. Dr. R. Koksal Ozgiil

Haziran 2020, 183 sayfa

Metabolik yolaklarda yer alan enzim, enzim kofaktorii, tasiyici eksikligi ya da bozuklugu
sebebiyle, substratin birikmesi ve/veya son iiriin eksikligine neden olan Kalitsal metabolik
hastaliklar (KMH’lar), ¢ocukluk donemi morbidite ve mortalitenin 6nemli nedenleri
arasinda olan tek gen bozukluklaridir. Patofizyolojik bir bakis acisiyla metabolik
bozukluklar, intoksikasyon tipi, enerji eksikligi tipi ve depolama tipi olmak iizere ii¢ ana

grupta incelenmektedir.

KMH’larin da dahil oldugu pek ¢ok hastaligin patofizyolojisinde oksidatif stres (OS),
onemli bir rol oynamaktadir. KMH’larda, biriken toksik metabolitler kadar, ROS (reaktif
oksijen tiirleri) ve RNS (reaktif nitrojen tiirleri) de hastalik patofizyolojisine 6nemli
katkida bulunmaktadir. OS’nin mitokondriyal islev bozukluguna, hiicresel yolaklardaki
metabolitlerin degisimine, proteinlerin, lipitlerin ve DNA'min da dahil oldugu

molekiillerde hasara neden oldugu bilinmektedir. En az OS kadar azaltici stres de; hiicre
i



biiylime tepkilerini azaltmasi, proteinlerde disiilfiir baglarinin olusumunda degisikliklere
yol agmasi, mitokondriyal fonksiyonu ve hiicresel metabolizmay1 azaltmasi ile hiicre

homeostazinin saglanmasinda tehlike arz etmektedir.

Hiicresel strese kars1 hiicresel savunma mekanizmalarinin ana diizenleyicisi olarak kabul
edilen Nrf2/Keapl yolagi, hasarli makromolekiillerin onariminda veya ortadan
kaldirilmasinda gorev alan c¢esitli hiicre koruyucu protein aglarina ait gen
ekspresyonlarin1  diizenleyerek, hiicrenin stres kosullarinda hayatta kalmasini
saglamaktadir. Ayrica segici otofaji, Nrf2/Keap1/p62 yoluyla baglantilidir. Artan OS ile
hiicre 6liime ydnlendirilmeden 6nce koruyucu bir alarm sistemi gibi islev goren p62,

otofaji icin kargo reseptorii olarak islev goriir.

Bu galismanin amaci, KMH’larda OS, mitokondriyal disfonksiyon ve otofaji arasindaki
iligkinin arastirilmasidir. Bu amag¢ dogrultusunda, 6 saglikli ve 45 KMH sahibi birey
(metilmalonik (MMA), propiyonik (PA), izovalerik (IVA) asidemi, mitokondriyal
hastaliklar (MIT) ve mukopolisakkaridoz IV (MPS 1V)) incelenmistir. TAS (Total
Antioksidan Seviye)/TOS (Total Oksidan Seviye) analizleri; hiicre igi ATP, ROS ve
mitokondri membran potansiyelinin (MMP) 6l¢liimii ve hiicre goriintiilemesi; gergcek
zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) ve Western Blot analizleri olmak iizere

periferik kan kullanilarak 6 farkli deney plani olusturulmustur.

TAS/TOS analizleri sonucu saglikli gruba gore en yiiksek antioksidan cevap MMA
grubunda saptanmustir. Hiicre deneylerinde MMA ve IVA grubunda saglikliya gore
yiiksek ROS degerleri saptanirken; PA, MIT ve MPS IV gruplarinda diisiik ROS degerleri
tespit edilmistir. Hiicre i¢i ATP miktarlariin degisimleri KMH gruplarinin ROS
degisimleri ile uyumludur. KMH gruplarinda saglikli gruba kiyasla MMP’de biiyiik
degisimler saptanmamakla birlikte mitokondriyal fonksiyonda degisiklikler tespit
edilmistir. Hiicre goriintiileme deneyleri, KMH gruplarinda yer alan her bir hasta bireyin
ayr1 olarak degerlendirilmesi gerekliligini gostermektedir. Tiim KMH gruplarinda
saglikli gruba kiyasla Nrf2/Keap1/p62 yolaginda indiiksiyon saptanmis, HMOX1’deKki
artig temel detoksifikasyon enziminin HO-1 olduguna isaret etmistir. MIiT ve MPS IV
gruplarinda saptanan LC3B-II ve p62°deki artis, otofajik akista problem olduguna isaret
etmekle birlikte; MMA, PA ve IVA gruplarinda artan LC3B-1l ve azalan p62, otofajik
1



akig indiiksiyonunu gostermektedir. Tim KMH’larda go6zlenen kismi Beclinl
ekspresyonu, hiicrelerin  6liim yollarma yonlendirilmeden, otofaji aktivasyonunu

saglayan bir adaptasyon olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kalitsal metabolik hastaliklar, oksidatif stres, Nrf2/Keap1 yolagi,

p62, antioksidan yanit, mitokondriyal disfonksiyon, otofaji.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT RESPONSE AND
AUTOPHAGY BY P62/NRF2/KEAP1 PATHWAY IN INHERITED
METABOLIC DISEASES

Nese VARDAR ACAR

Doctor of Philosophy, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. E. Sibel SUMER
Co- Supervisor: Prof. Dr. R. Koksal Ozgiil

June 2020, 183 pages

Due to the enzyme, enzyme cofactor, carrier deficiency or disorder in the metabolic
pathways, Inherited Metabolic Diseases (IMDs) cause the accumulation of the substrate
and / or end product deficiency that are the single gene disorders, among the important
causes of childhood morbidity and mortality. From a pathophysiological point of view,
metabolic disorders are examined in three main groups: intoxication type, energy

deficiency type and storage type.

Oxidative stress (OS) plays an important role in the pathophysiology of many diseases,
including IMDs. In IMDs, ROS (reactive oxygen species) and RNS (reactive nitrogen
species) contribute significantly to disease pathophysiology as well as accumulated toxic
metabolites. It is known that OS causes mitochondrial dysfunction, the change of

metabolites in cellular pathways, damage to molecules including proteins, lipids and
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DNA. Reductive stress is dangerous for ensuring cell homeostasis as OS that reduce cell
growth responses, cause changes in the formation of disulfide bonds in proteins, decrease

mitochondrial function and cellular metabolism.

The Nrf2/Keapl pathway is considered the main regulator of cellular defense
mechanisms against cellular stress that allows the cell to survive in stress conditions by
regulating gene expressions of various cell protective protein networks involved in
repairing or eliminating damaged macromolecules. Also, selective autophagy is linked
via Nrf2/Keap1/p62. Before the cell is directed to death with increased OS, p62 functions
as a protective alarm system, as a cargo receptor for autophagy.

The aim of this study is to investigate the relationship between OS, mitochondrial
dysfunction and autophagy in IMDs. For this purpose, 6 healthy and 45 individuals with
IMD (methylmalonic (MMA), propionic (PA), isovaleric (IVA) acidemia, mitochondrial
diseases (MIT) and mucopolysaccharidosis IV (MPS 1V) were examined. Six different
experimental plans were created using peripheral blood including TAS (Total Antioxidant
Status)/TOS (Total Oxidant Status) analysis, intracellular ATP, ROS and mitochondrial
membrane potential (MMP) measurement and cell imaging, real-time polymerase chain
reaction (RT-PCR) and Western blot analysis.

As aresult of TAS/TOS analysis, the highest antioxidant response was found in the MMA
group compared to the healthy group. In cell experiments, while high ROS values were
determined in the MMA and IVA groups compared to healthy ones; low ROS values
were detected in PA, MIT and MPS IV groups. In intracellular ATP amounts of alteration
are compatible with ROS changes of IMD groups. Although there are no major changes
in MMP in IMD groups compared to the healthy group, alteration of mitochondrial
function have been detected. Cell imaging experiments demonstrate that each patient in
the IMD groups should be evaluated separately. Induction of the Nrf2/Keapl/p62
pathway was detected in all IMD groups compared to the healthy group, and the increase

in HMOX1 expression indicated that the main detoxification enzyme was HO-1.

The increase in LC3B-I1 and p62 protein expression detected in MIT and MPS IV groups
indicates that there is a problem in autophagic flux; increased LC3B-I1 and decreased p62
%



in the MMA, PA and IVA groups indicate autophagic flux induction. Partial expression
of Beclinl observed in all IMDs is an adaptation that enables autophagy activation

without directing the cells to the death pathways.

Keywords: Inherited metabolic diseases, oxidative stress, Nrf2/Keapl pathway, p62,

antioxidant response, mitochondrial dysfunction, autophagy.
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1. GIRIS

Kalitsal metabolik hastaliklar (KMH’lar); ¢ocukluk donemi genetik hastaliklarin 6nemli
bir bolimiinii olusturmaktadir [1, 2]. KMH’larin ¢ogu, Mendel kalitim kurallarina uyan
monogenik bozukluklar olmakla birlikte, Mendel kalitim kurallarina uymayan
mitokondriyal DNA'daki (MtDNA) mutasyonlar da KMH’larda goriilebilmektedir [3].

KMH’lar; metabolik yolaklarda yer alan enzim, enzim kofaktori, tasiyici eksikligi ya da
bozuklugu sebebiyle, substratin/toksik ara metabolitlerin birikmesine ve/veya son iiriiniin
eksikligine neden olan bir patofizyolojiye sahiptir. Patofizyolojik agidan KMH’larin
smiflandirilmasi ile, intoksikasyon tipi (intoksikasyona neden olan bozukluklar), enerji
eksikligi tipi (enerji metabolizmasini ilgilendiren bozukluklar) ve depolama tipi
(kompleks molekiilleri ilgilendiren bozukluklar) olmak iizere ii¢ ana grup belirlenmistir.
intoksikasyona neden olan bozukluklar, metabolik blok &niinde biriken toksik
metabolitler sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Enerji metabolizmasini ilgilendiren bozukluklar;
cesitli dokularda enerjinin iiretilememesi ya da iiretilen enerjinin kullanilamamasi ile
karakterizedir. Karmasik molekiillerin sentezini veya yikimmi bozan hiicresel
organellerin hastaliklari, kompleks molekiilleri ilgilendiren bozukluklar olarak

tanimlanmaktadir [4-6].

Toksik metabolitlerin birimi ile karakterize olan KMH’larin, temelde ortak bir
patomekanizmay1 paylastiklar1 diisiiniilmektedir. i) Hiicrelerde oncelikle toksik
metabolitlerin birikimi ile oksidatif stres artar ve asir1 artan oksidatif stres ile basa
cikamayan antioksidan savunma sistemi sonucu mitokondriyal disfonksiyon goriiliir. ii.)
Hastalik patofizyolojisinde ikincil olarak izlenen mitokondriyal disfonksiyon,
mitokondriyal enzimlerin ve siireglerin inhibisyonuna neden olarak, bozulmus enerji
metabolizmasima ve hiicrede ROS seviyesinin daha da artmasina neden olur. iii) Son
olarak, artan ROS seviyesi DNA, protein ve lipitlerde oksidatif hasara neden olarak,
hiicreyi 6lim yolaklarina yonlendirir. Her ne kadar KMH’larda oksidatif stres ve
mitokondriyal disfonksiyon iligkisi iizerinden ortak bir patomekanizma Onerilmeye
calisilsa da, KMH’larda anormal ROS iiretiminin kesin mekanizmalar: hala tam olarak
bilinmemektedir ve KMH’larda redoks sinyal yollar ile ilgili yapilan arastirmalar

baslangi¢ asamasindadir [7-10].



Hiicrelerde en az oksidatif stres kadar azaltici stres de, hiicre biiylime tepkilerini
azaltmasi, proteinlerde disiilfiir baglarinin olusumunda degisikliklere yol agmast,
mitokondriyal fonksiyonu ve hiicresel metabolizmay1 azaltmasi ile hiicre homeostazinin
bozulmasi igin tehlike olusturmaktadir. Ancak azaltici stres ile ilgili yapilan ¢alisma
sayis1 oksidatif stres ¢alismalarina oranla oldukga kisithdir ve literatiirde ileri calismalara

ihtiya¢ duyuldugu belirtilmektedir [11-16].

Hiicresel redoks homeostazinin ana diizenleyicisi olan Nrf2 (niikleer faktor eritroid 2
iligkili faktor 2), antioksidan savunmasinda yer alan proteinlerin ekspresyonunun
indiiklemesinde kilit rol oynayan bir transkripsiyon faktoriidir. Nrf2 redoks
regiilasyonunun yani sira; ksenobiyotik metabolizmasi, protein homeostazi, ubikuitin
sistemi ve otofaji, DNA onarimi, karbonhidrat ve lipit metabolizmasi, NADPH
(nikotinamid adenin diniikleotit fosfat) iiretimi, demir homeostazi, transkripsiyonel
reglilasyon ve mitokondriyal fonksiyon dahil, ¢ok sayida hiicresel siiregte yer alan

250’den fazla genin ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynar [17, 18].

Nrf2’nin hiicre igerisindeki regililasyonu esas olarak, Nrf2 protein seviyelerinin
ubikitinasyon ve proteozomal degradasyon yoluyla kanonik yol ile gerceklesmektedir.
Nrf2 ayrica; transkripsiyonel, post-transkripsiyonel, post-translasyonel seviyelerde ve
diger sinyal yolaklari, epigenetik faktorler ve baglayici partnerlerin mevcudiyeti
araciligiyla nonkanonik yol ile de diizenlenir. p62/SQSTM1 (sequestosome 1) proteini
araciligryla Nrf2 aktivasyonu, nonkanonik yolun en ¢ok ¢alisilan mekanizmasidir. Cok
domainli ve ¢ok fonksiyonlu bir protein olan p62, otofaji yolagi ve Nrf2 aktivasyonu ile

hiicreleri stresten korur [18-21].

Otofaji, makromolekiil kompleksleri, proteinleri ve tiim organelleri igeren hiicresel
bilesenlerin lizozomal degredasyonunda rol oynayan, evrimsel olarak korunmus,
katabolik molekiiler bir siiregtir. Makrootofaji, saperon-aracili otofaji ve mikrootofaji

olmak {izere ii¢ genel tipi bulunur [22, 23].

ROS ve otofaji regiilasyonu arasinda karsilikli bir iliski bulunmaktadir. ROS'un otofaji
regililasyonu, olduk¢a karmagik molekiiler sinyal yolaklar1 ile niikleusta transkripsiyonel,
sitoplazmada posttranskripsiyonel olarak kontrol edilmektedir. Otofajinin ROS



regililasyonunun temelinde ise hasarli proteinlerin ve organellerin ortadan kaldirilmasinda

rol oynayan p62 yolagi ve saperon aracili otofaji yer almaktadir [24-27].

Otofaji ve KMH’lar arasindaki iligski, basta KMH’larin bir grubu olan lizozomal depo
hastaliklar1 basta olmak iizere son yillarda artan bir ivme ile ¢alisilmaya baslanmistir.
Yapilan ¢aligmalarda 6zellikle bozulan otofaji yolagi {izerinde durulmakla birlikte,
KMH’larmn bir grubu olan konjenital otofaji bozukluklari, KMH ve otofaji iliskisinin
onemini vurgulamaktadir [28, 29]. Ancak literatiirde ROS, mitokondriyal disfonsksiyon,
Nrf2 yolag: aracilifiyla antioksidan cevap ve otofaji iliskisini KMH’larda es zamanl ve

birarada inceleyen bir ¢calisma bulunmamaktadir.

Bu tez calismasinda; KMH’lar ile oksidatif stres, antioksidan cevap, mitokondriyal
disfonksiyon ve otofaji yolagi arasindaki iliskinin, Nrf2/Keap1/p62 yolag: araciligryla
arastirilmasi amaclanmistir. Bu kapsamda TAS (Total Antioksidan Seviye)/TOS (Total
Oksidan Seviye) analizleri; hiicre ici ATP, ROS ve mitokondri membran potansiyelinin
(MMP) 6l¢iimii ve hiicre goriintiilemesi; gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-PZR) ve Western Blot analizleri olmak tizere KMH hastalari ve saglikli bireylerden
elde edilen periferik kan 6rnekleri kullanilarak 6 farkli deney plani gergeklestirilmistir.
Bu tez ¢alismasi ile KMH’larda oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon ve otofaji
iligkisinin, kalitsal metabolik hastalik patofizyolojisindeki roliiniin biitlinciil bir yaklasim

ve farkl1 yolaklarin birarada degerlendirilmesi ile aydinlatilmasi hedeflenmistir

2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kalitsal Metabolik Hastaliklar

Kalitsal metabolik hastaliklar (KMH’lar); metabolik yolaklarda yer alan enzim, enzim
kofaktorii, tasiyict eksikligi ya da bozuklugu sebebiyle, substratin/toksik ara
metabolitlerin birikmesine ve/veya son iriiniin eksikligine neden olan tek gen
bozukluklaridir. Fenotipik ve genetik olarak heterojen bir hastalik grubu olan KMH’larin
ilk tanimi, 1908 yilinda Sir Archibald Garrod tarafindan yapilmistir [4, 30-32]. Bugiin
tanimlanmis olan toplam 750’den fazla KMH bulunmaktadir [33]. KMH’lar tek tek ele

alindiginda nadir olsalar da, toplu olarak degerlendirildiklerinde ¢ocukluk déneminde



goriilen genetik hastaliklarin 6nemli bir boliimiinii olusturmakta ve ¢ocuk caginda

morbidite ve mortalitenin 6nemli nedenleri arasinda bulunmaktadirlar [1, 2].

2.1.1. Epidemiyoloji

KMH’lar yenidogan ve ¢ocukluk ¢aginda daha sik goriilmekle birlikte her yas grubunda
ortaya ¢ikabilmektedir [34]. KMH’1 bulunan yenidoganlar, genellikle dogumda
sagliklidir, ancak KMH’1n tipik semptomlari, dogumdan sonra saatler/glinler icerisinde
gelismektedir [1]. KMH’lar toplu olarak degerlendirildiklerinde insidanslari, canli dogum
basina 1:800-2500°tir [32]. KMH’lar tiim etnik gruplarda goriilmekle birlikte,
KMH’larin insidansi ve prevalansi iilkeler arasinda farklilik gostermektedir. Akraba
evliligi oranmin yiikksek oldugu toplumlarda KMH goriilme sikligi artmaktadir.
KMH’larin insidanslart; Almanya’da 1:2920, Birlesik Krallik’ta 1:784, Hong Kong’da
1:4122, Italya’da 1:3707, Kanada’da 1:2500, Katar’da 1:966, Suudi Arabistan’da
1:667°dir [4, 30, 35].

Basta nadir hastaliklar olmak iizere belirli hastaliklardan etkilenen asemptomatik
bebeklerin erken teshisi ve tamisinin gergeklestirilmesi, ileride gelisebilecek
komplikasyonlarin ve sekellerin 6nlenmesi ve hastalarin yasam kalitesinin yiikseltilmesi
amact ile bircok iilkede yenidogan taramasi, standart uygulama olarak
gerceklestirilmektedir [36-38]. Yenidogan tarama verilerine gore propiyonik asidemi
(PA) insidansi; Amerika Birlesik Devletleri’nde 1: 242741, Giineybati Almanya’da 1:
284450, Kuveyt’de 1:59426’dir. Metilmalonik asidemi (MMA) insidansi ise; Amerika
Birlesik Devletleri’nde 1:69354, Giineybati Almanya’da 1:568901, Kuveyt’de
1:19809°dur [36]. Izovalerik insidansi; Almanya’da 1:96000, Japonya’da 1:672000,
Tayvan’da 1:696000°dir [39]. MPS IVA’nin insidans1 1/76000-1428000°dir [40].
Ulkemizde yenidogan tarama programi kapsaminda fenilketoniiri (FKU), konjenital
hipotroidi, biyotinidaz eksikligi ve kistik fibrozis hastaliklar1 bulunmaktadir [41].
Fenilketoniirinin goriilme siklig1 diinya genelinde biiytik farkliliklar gostermekle birlikte,
Tiirkiye 1:4000 orani ile bu hastalik i¢in en yiiksek goriilme sikligina sahiptir. Bu durum
popiilasyon i¢indeki yiiksek akrabalik orani ile agiklanmaktadir [42-46].



2.1.2. Kahtim

KMH’larin ¢ogu, Mendelyen kaliim gosteren monogenik hastaliklardir. Otozomal
resesif kalittm, KMH’larda en sik goriilen kalitim seklidir. Ancak otozomal dominant ve

X'e bagl kaliimin goriildiigii metabolik hastaliklar da tanimlanmustir [3, 47].

Otozomal resesif gegis gosteren mutasyonlar, nadiren de novo olarak olusabilmektedir.
Akraba evlilikleri, otozomal resesif kalitilan hastaliklarin goriilme sikligini
arttirmaktadir. KMH’larda otozomal resesif hastaliklara O6rnek olarak fenilketoniiri,
organik asidiiriler, Zellweger sendromu, Gaucher hastaligi verilebilir. X'e baglh resesif
kalitimda, mutasyona ugramis genin X kromozomu iizerindeki bir kopyasi, hastaliga
neden olmak igin yeterlidir. De novo mutasyonlarin hastalik olusumuna katkisinin daha
diisiik oranla gergeklestigi otozomal resesif bozukluklarin aksine, X'e bagl resesif
hastaliklar1 olan erkeklerin yaklasik iigte birinde, de novo mutasyonlar tanimlanmaktadir.
Ornitin karbamilaz eksikligi, Fabry hastaligi, piruvat dehidrojenaz eksikligi X'e bagh
resesif metabolik hastaliklara 6rnek olarak verilebilir. Otozomal dominant kalitim
gosteren hastaliklarda de novo mutasyonlarin gériilme sikligr diger kalitim tiplerine gére
¢ok daha yiiksektir. Ancak otozomal dominant kalitimin, KMH’larda ¢ok daha az goriilen
bir kalitim sekli oldugu bilinmektedir. Marfan sendromu, ailesel hiperkolesterolemi
otozomal dominant metabolik hastaliklardir [3, 47-49]. X'e bagli dominant kalitim
KMH’larda nadir goriilmekte ve genellikle de novo mutasyonlarla karakterizedir. Her iki
cinsiyet bu kalitimdan etkilenmekle birlikte, heterozigot disilerde klinik semptomlar
erkeklere gore daha hafiftir. Erkek fetiiste X kromozomundaki mutasyonun varlig: letal
olabilir. X'e bagli dominant hastaliklara Ornek olarak konjenital glikozilasyon
bozuklugu Tip | verilebilir [3, 50].

Mendel kalitim kurallarina uymayan mitokondriyal DNA'daki (mtDNA) mutasyonlar,
KMH’larda gozlenen diger bir kalitim bigimidir. mtDNA maternal kalitildigr igin,
mitokondri iligkili KMH’lar cinsiyetten bagimsiz olarak gozlenmektedir. mtDNA’nin de
novo mutasyonlara egilimli olmasindan dolayt bu KMH’lar sporadik olarak
goriilmektedir. Klinik semptomlarin ve penetrasyonun siddeti, mutasyona ugramis
MtDNA iceren doku tipine bagl olarak degismektedir. KMH’larda mitokondriyal
kalitima 6rnek olarak Leigh's sendromu, Kearns-Sayre Sendromu verilebilir [3, 47, 49].



2.1.3. Patofizyoloji

KMH’lardaki nokta mutasyonlari, delesyonlar, insersiyonlar ve kromozamal yeniden
diizenlenme genetik bozukluklari; mutant enzimlerin ve tasiyicilarin fonksiyon kaybi ya
da kazanci ile sonuglanmaktadir. KMH’larda genetik bir bozukluktan kaynaklanan ilgili
biyokimyasal yolun bloke edilmesi, substratin birikmesine neden olmaktadir. Biriken
substrat dogrudan toksik etki gosterebilmekte ya da metabolik akigin ikincil yollara

sapmasiyla {irlin eksikliginin yani1 sira dolayli olarak toksik etki gozlenebilmektedir [4].
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Sekil 2.1. KMH’larda genel patofizyoloji. 1. Transporter ya da reseptor defekti. 2. Enzim
defekti. 3. Kofaktor eksikligi. 4. Substrat tarafindan diger biyokimyasal yolagin
inhibisyonu. 5. Biriken substratin alternatif yolaklar ile toksik metabolitlere

doniisimii [4, 6].

2.1.4. Smflandirma

Biriken substrat, etkilenen enzim grubu ve hatali metabolik yol veya hiicrede bozuk isleve
neden olan organele dayanarak, KMH’lar i¢in farkli smiflandirmalar yapilmistir.
Patofizyolojik bakis agisiyla metabolik bozukluklar, intoksikasyon tipi (intoksikasyona
neden olan bozukluklar), enerji eksikligi tipi (enerji metabolizmasin ilgilendiren
bozukluklar) ve depolama tipi (kompleks molekiilleri ilgilendiren bozukluklar) olmak

lizere li¢ ana gruba ayrilmaktadir [4, 5, 34] .



Cizelge 2.1. KMH’larn klinik smiflandirmasi [1, 4, 5, 34].

olan bozukluklar)

birikimi

Tip Tanim Ornekler

Amino asit  metabolizmasi
bozukluklar1 (6r; fenilketonuri,
metil malonik asidemi,
propiyonik asidemi, izovalerik
asidemi, tirozinemi, akgaagag
surubu idrar hastalig1,

Intoksikasyon tipi _ o |h istiniiri)

_ _ Toksik metabolitlerin | OMOSISUNUL

(intoksikasyona  neden

Ure siklus defektleri
Karbonhidrat metabolizmast
bozukluklar1 (6r; galaktozemi,
herediter fruktoz intoleransi)
Metal tasima bozukluklart (or;
Wilson, Menkes,

hemokromatozis)

Enerji eksikligi tipi

(enerji metabolizmasini

ilgilendiren bozukluklar)

ATP (adenosine
triphosphate),

kreatinin gibi enerji
molekiillerinin sentez

bozuklugu

Piruvat metabolizmast
bozukluklari (r; piruvat
dehidrogenaz kompleks
eksikligi, piruvat karboksilaz
eksikligi)

Krebs dongiisii bozukluklari

H transport bozukluklar1 (0r;
glutarik asitiiri tip II)

Solunum  zinciri  fonksiyon
bozukluklari

Yag asidi metabolizmasi
bozukluklar1  (6r; yag asidi
oksidasyonu)




Lizozomal  hastaliklar  (Or;
Kompleks molekiillerin mukopolisakkaridozlar,
sentezi ya da | Kompleks Gaucher hastalig1)
katabolizmasindaki molekiillerin Peroksizomal hastaliklar  (6r;
bozukluk sonucu gelisen | depolanmasi Zellweger hastaligi)
metabolik hastaliklar Golgi-endoplazmik  retikulum
(ER) hastaliklar1

2.1.4.1. intoksikasyona Neden Olan Bozukluklar

Intoksikasyona neden olan bozukluklar, metabolik blok &niinde biriken toksik
metabolitler sonucu ortaya ¢ikan semptom ve bulgularla karakterizedirler. Klinik olarak
benzerlik gostermektedirler. Embriyonal gelisime etki etmezlerken, dogumla birlikte kisa
stiren bir iyilik donemi (semptomsuz dénem) sonrasi, akut (kusma, koma, karaciger
yetmezligi, tromboembolik komplikasyonlar, vb.) veya kronik (gelisme geriligi, biiyiime
geriligi gelisimsel gecikme, ektopia lentis, kardiyomiyopati vb.) olabilen intoksikasyonun
Klinik belirtilerini gosterirler. Akut metabolik ataklar tetikleyebilecek durumlar arasinda
katabolizma, ates, es zamanli hastalik ve beslenme bulunmaktadir. Klinik ifadeleri
genellikle, hem hastaliklarin en basinda hem de hastalik sirasinda araliklarla geg
izlenmektedir. Idrar ve kan &rnekleri kullanilarak yapilan amino asit kromotografisi ve
idrarda organik asit incelemesi ile kolay tan1 koyulabilmektedir. Intoksikasyona neden
olan metabolik hastaliklarin erken tanisi, 6zel diyetler, ekstrakorporeal prosediirler veya
temizleyici ilaglarla (karnitin, sodyum benzoat, penisillamin, vb.) toksinin acil olarak
uzaklastirilmasini saglayan tedavi segenekleri oldugundan, ¢ok onemlidir. Hastalarin
cogunda eger tedaviye yeterince erken baslanirsa, sekeller en aza indirilerek, hatta

tamamen ortadan kaldirilarak normal gelisim saglanabilmektedir [5, 51].

2.1.4.2. Enerji Metabolizmasim Ilgilendiren Bozukluklar

Enerji metabolizmasini ilgilendiren bozukluklar; karaciger, miyokard, beyin veya diger
dokularda enerjinin iiretilememesi ya da iiretilen enerjinin kullanilamamasi nedeniyle
ortaya ¢ikan hastaliklardir. Mitokondriyal ve sitoplazmik enerji bozukluklar1 olmak {izere
iki alt grupta incelenebilirler. Mitokondriyal bozukluklar, en siddetli olanlaridir ve

genellikle tedavileri zordur. Konjenital laktik asidemiler (piruvat tasiyicisi bozukluklart,



piruvat karboksilaz, piruvat dehidrogenaz ve Krebs dongiisii enzimlerinin defekti),
mitokondriyal solunum zinciri bozukluklar1 (solunum zinciri komponentleri,
mitokondriyal tasiyicilar veya Q10 sentezinin bozuklugu) ve yag asidi oksidasyonu,
keton metabolizmasi bozukluklar1 bu hastalik grubu igindedir. Sitoplazmik enerji
bozukluklari, genellikle daha az siddetlidir. Bu gruptaki hastaliklar arasinda; glikoliz,
glikojen metabolizmasi ve glukoneogenez bozukluklari, hiperinsulinizmler (tiimii tedavi
edilebilir), kreatin metabolizmas1 bozukluklar1 (bazilar1 tedavi edilebilir) ve pentoz fosfat

yolaginin dogustan gelen hatalar1 (tedavi edilemez) sayilabilir.

Enerji metabolizmasini ilgilendiren hastaliklarin baglica semptom ve bulgulari; biiyiime
geriligi, hipoglisemi, hiperlaktik asidemi, agir jeneralize hipotoni, miyopati,
kardiyomiyopati, kalp yetmezligi, aritmiler, iletim bozukluklari, dolagim kollapsi, ani
bebek 6liimii, dismorfi ve malformasyonlardir. Tanilar1 daha zordur ve tani yontemleri
fonksiyon testlerine, biyopsi gerektiren enzimatik analizlere veya hiicre kiiltiirii ve

molekiiler analizlere dayanmaktadir.

Bu grubu intoksikasyona neden olan bozukluklardan ayiran en onemli fark,
intoksikasyona neden olan bozukluklarda genelde toksik metabolitlerin birikimi igin
belirli bir siire gegmesi gerekmesi ve dogum sonrasi saglikli goriinen bebegin ilerleyen
donemde metabolik hastalik semptomlarini gostermesidir. Enerji metabolizmasini
ilgilendiren bozukluklarda ise latent donem bulunmamakta, bebekler dogumdan hemen

sonra semptomatik hale gelebilmektedirler [5, 6, 52].

2.1.4.3. Karmasik Molekiilleri iceren Bozukluklar

Karmasik molekiillerin sentezinde veya katabolizmasinda gorev alan hiicresel
organellerdeki bozukluklar sonucu ortaya ¢ikan hastaliklaridir. Semptomlar: kalici,
ilerleyici, araya giren olaylardan etkilenmeyen ve diyetle ilgisi olmayan 6zelliktedir. Tiim
lizozomal depo hastaliklari, peroksizomal hastaliklar, alfa-1-antitripsin ve konjenital
glikozilasyon bozukluklari gibi hiicre i¢i trafigi ve isleme bozukluklari, kolesterol
biyosentez bozukluklari bu gruba aittir. Enzim replasman tedavisi birkag lizozomal
bozuklukta uygulanmasina ragmen, bu hastaliklarin neredeyse higbiri akut olarak tedavi
edilememektedir [5, 6].



2.2. KMH’larda Oksidatif Stres ve Mitokondriyal Disfonksiyon
2.2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Yiiksek oOkaryotik aerobik organizmalarin oksijen ile olan iliskisi, oksijen paradoksu
terimiyle vurgulanmaktadir. Yiiksek 6karyotik aerobik organizmalar oksijen olmadan var

olamazlar, ancak oksijen dogas1 geregi varliklart i¢in tehlikelidir [53].

Canli organizmalarda normal sartlar altinda tiiketilen oksijenin % 90'indan fazlasi, dort
elektron indirgemesi ile elektron tasima zincirinde (ETS) su molekiiliine indirgenerek
kullanilir. Tiiketilen oksijenin geriye kalani ise, oksijenin tek valansli rediiksiyonu
(univalent rediiksiyonu) ile reaktif ara tirlinler tiretir. Bu reaktif ara iiriinler hem serbest

radikal hem de radikal olmayan tiirleri igerirler [53-55].
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Sekil 2.2. Dort ve bir elektron semalari ile molekiiler oksijenin indirgenmesi [55].

Normal hiicresel metabolizmanin tiriinleri olan serbest radikaller, valans kabuklarinda bir
veya daha fazla eslesmemis elektron igceren atom veya molekiillerdir. Molekiiler
stabiliteyi saglayabilmek ic¢in diger molekiillerden elektron yakalama egiliminde
(oksidasyon) olmalar1 sebebiyle ¢ok kararsiz ve reaktiflerdir. Omiirleri milisaniye-
nanosaniye diizeyinde ¢ok kisadir. Yiiksek enerji girisi gerektiren bir elektron transferi
aracilifiyla iiretilirler. Bir serbest radikal, diger radikaller veya molekiiller ile reaksiyona

girdiginde, yeni radikaller olusturabilmektedir [56, 57].
Radikal olmayan reaktif ara iirlinler, serbest radikallere gore daha kararlidir. Ancak

radikal olmayan reaktif ara triinler de canli organizmalarda kolayca serbest radikal

reaksiyonlara yol acabilmektedirler [56, 58].
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Cizelge 2.2.  Serbest radikaller ve radikal olmayan reaktif tiirler [58].

Serbest radikaller

Radikal olmayan reaktif tiirler

Stiperoksit, 02"~
Hidroksil, OH"
Hidroperoksil, HO,
Karbonat, CO3""
Peroksil, RO,
Alkoksil, RO*
Karbondioksit, CO>""

Singlet oksijen, 02! Zg*

Reaktif Kklor tiirleri (RCS)

Atomik klor, CI’

Reaktif brom tiirleri (RBS)

Atomik brom, Br

Reaktif azot tiirleri (RNS)
Nitrik oksit, NO*
Azot dioksit, NOy’

Nitrat radikali, NO3°

Reaktif oksijen tiirleri (ROS)

Reaktif oksijen tiirleri (ROS)
Hidrojen peroksit, H20O-
Hipobroméz asit, HOBr

Hipokloroz asit, HOCI

Singlet oksijen, Oz Ag

Organik peroksitler, ROOH
Peroksinitrit, ONOO~

Peroksinitrat, O2NOO~

Peroksinitrik asit, O.NOOH
Nitrosoperoksikarbonat, ONOOCO;~

Peroksomonokarbonat, HOOCO;~

Reaktif klor tiirleri (RCS)
Hipoklorik asit, HOCI
Nitril klortir, NO.ClI
Nitrosil kloriir, NOCI
Kloraminler

Klor gazi, Clz

Brom kloriir, BrCl

Klor dioksit, CIO>

Reaktif brom tiirleri (RBS)
Hipobroméz asit, HOBr

Brom gazi, Br
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Brom kloriir, BrCl

Reaktif azot tiirleri (RNS)
Nitroz Asit, HNO2

Nitrozil katyonu, NO*

Nitroksil anyonu, NO
Dinitrojen tetroksit, N2Oa
Dinitrojen trioksit, N2O3
Peroksinitrit, ONOO"
Peroksinitrat, OoNOO"
Peroksinitroz asit, ONOOH
Peroksinitrik asit, O.NOOH
Nitronyum (nitril) katyonu, NO»*
AlKil peroksinitritler, ROONO
AlKil peroksinitratlar, RO.,ONO
Nitril kloriir, NO2ClI

Peroksiasetil nitrat, CH3C(O)OONO:>

Canli sistemlerde iretilen radikallerin en onemli simfi, benzersiz bir elektronik
konfigiirasyona sahip ve bir radikal olan diatomik oksijenden iiretilen ve yapilarinda
oksijen iceren reaktif tiirler olarak tanimlanan reaktif oksijen tiirleri (ROS)’dir. Tim
oksijen radikalleri ROS'tur, ancak tiim ROS'lar oksijen radikalleri degildir. Ciinkii ROS
hem serbest radikalleri hem de diger radikal olmayan reaktif tiirleri ifade eden bir terim
olarak kullanilmaktadir [59-61].

ROS iiretimi temel olarak, enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlarla eksojen ve
endojen kaynakli olarak gerceklesmektedir. Endojen aktiviteler, canli organizmalardaki
ROS’larin ana kaynagini olustururlar. ROS’un, canli hiicrelerde enerji homeostazinin

saglandig1 reaksiyon olan oksidatif fosforilasyonun bir yan iriinii olmasi sebebiyle
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mitokondri, memeli hiicrelerinde ROS'un birincil endojen kaynagidir. Ozellikle ETS
kompleksleri I ve III, ROS iiretimine dahil olan temel mitokondriyal bélgelerdir.
Membran-bagli enzimlerin NOX (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase)
ailesi, ROS'un bir diger ana endojen kaynagidir. Diger hiicresel komponentler olan
plazma ve niikleer membranlar, ER, lizozom, peroksizom ve sitoplazmada da ROS

tiretimi goriilmektedir.

Oksidazlar

Sitokrom P450

Sitokrom b5 T
Erolpl 3 YN
WQ’/ o ¥ 453
@ . b - ) > Peroksizom
Lizozom /o y/ﬁii o Ksantin oksidaz
t 3
1 Endoplazmik retikulum toplazma ‘_Katekolanunler
Elektron tagima Mitokondri Flavinler
sistemi o
’ ] Solunum zinciri
Fe*2 — Cut Siklooksigenaz Oksidazlar
NADPH oksidaz
Fenton reaksiyonu Plazsiamisnibani

ARAMnnnanan
HHEEEEE

Sekil 2.3. ROS iiretiminin hiicresel kaynaklari [62].

ROS’un eksojen kaynaklari ise; sigara, alkol, kimyasallar, ilaglar, agir metaller,
ksenobiyotikler, kemoterapi, radyasyon, UV, besin yetersizligi, egzersiz gibi bazi uyarici

faktorler tarafindan tretilmektedir [56, 62-67].

2.2.1.1. ROS Dengesi ve Antioksidan Savunma Sistemi

Oksidanlarin iiretim hizi ve miktar1 ile zaman i¢inde ortadan kaldirilmalar1 arasindaki
denge, redoks homeostazinin temelini olusturur. Redoks homeostazi, aerobik
organizmalar i¢in vazgegilmez bir gerekliliktir. Bu sebeple hiicreler, ROS seviyelerini
korumak i¢in giiclii ve sinerjistik olarak c¢alisan antioksidan savunma sistemlerini
kullanirlar. Bu antioksidan savunma sistemleri, bir dizi antioksidan enzim ve proteinden
olusmaktadir. Antioksidanlar, hem mRNA ekspresyonu hem de protein enzimatik aktivite
seviyesinde diizenlenerek, hiicre ici ROS'un kantitatif, zamansal ve uzamsal olarak etkili

bir sekilde yonetilmesini saglamaktadirlar [68-70] .
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Antioksidan savunma mekanizmasi, hiicresel ROS seviyesini korumak i¢in biitiinlesik bir

sekilde hareket etmektedir.

e Serbest radikallerin ilk tiretiminin bloke edilmesi,

e (Oksidanlarin temizlenmesi,

e Oksidanlarin daha az toksik olan bilesiklere doniistiiriilmesi,

e Toksik metabolitlerin veya inflamatuar mediatorlerin ikincil {iretiminin bloke
edilmesi,

e Ikincil oksidanlarm zincir reaksiyonlarinin sonlandirilmast,

e Oksidanlarin neden oldugu molekiiler hasarin onariminin saglanmasi [69, 71].

Antioksidanlar; kokenlerine, yapilarina, faaliyet gosterdikleri yerlere, aktivitelerine,
coziintirliiklerine ve kinetik Ozelliklerine baglh olarak farkli sekilde siniflandirilirlar.
Dogal olarak bulunan antioksidanlar endojen ve eksojen kaynaklidir. Viicut
metabolizmas1 tarafindan {retilen endojen antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlar olmak iizere 2 ana grupta siniflandirilmaktadirlar. Enzimatik
antioksidanlar arasinda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GPx) ve glutatyon rediiktaz (GR), tiyoredoksin rediiktaz (TXN, TrxR),
peroksiredoksin (PRX) bulunmaktadir. Enzimatik olmayan antioksidanlar metabolik
antioksidanlar ve besin antioksidanlar1 olmak lizere 2’ye ayrilirlar. Viicut metabolizmasi
tarafindan {retilen metabolik antioksidanlar arasinda glutatyon (GSH), NADPH,
tiyoredoksin, L-arjinin, koenzim Q10, melatonin, irik asit, bilirubin, metal selatlayici
proteinler, transferrin bulunmaktadir. Besin antioksidanlari, viicut metabolizmasi
tarafindan iretilemeyip eksojen olarak alinirlar. C ve E vitaminleri, karotenoidler,
polifenoller, flavonoidler, omega-3 ve omega-6 yag asitleri, metaller (selenyum,

manganez, ¢inko) besin antioksidanlaridir [60, 69, 71-77].
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Sekil 2.4. a) Enzimatik antioksidanlar. b) Glutatyon sisteminin mekanizmasi. c)

Tiyoredoksin sisteminin mekanizmasi [76].

Hiicresel ROS homeostazinin karmasik kontroliine, antioksidanlarin yaninda dogrudan
veya dolayl olarak birgok enzim ve transkripsiyon faktorii aracilik etmektedir. Mitojen-
aktive edici protein kinaz (MAPK), protein kinaz B (AKT), apiirinik/apirimidinik
endoniikleaz 1/redoks faktor 1 (APE/REF1), ataksi telenjektazi kinaz (ATM),
rapamisinin memeli hedefi (mTOR), fosfat ve tensin homologu (PTEN), sirtuinler
(SIRTS) gibi kinaz ve fosfatazlar; forkhead box (FOXO) proteinleri, niikleer faktor-kappa
B (NF-kB), tiimor baskilayici p53, hipoksi indiiklenebilir faktorler (HIFS), niikleer faktor
eritroid 2 iliskili faktor 2 (Nrf2) gibi transkripsiyon faktorleri, pro-oksidan ve antioksidan
genlerin ekspresyonlarint diizenleyerek antioksidan savunma sisteminde 6nemli rol

oynamaktadirlar [60, 62, 64, 78, 79].

2.2.1.2. ROS’un Fizyolojik Rolii

ROS, biyolojik sistemde bol miktarda bulunan iki ucu keskin bir kiligtir. Canlh
sistemlerde planli ya da tesadiifi olarak tiretilen ROS’un seviyesi, nihai hiicresel cevabin
belirlenmesinde kritik bir parametredir. ROS hiicrelerde diisiik veya orta seviyelerde
tutuldugunda; organizma i¢in yararli olan pek ¢ok hiicresel yolakta gorev alarak, hiicrenin

yapisal ve islevsel biitiinliiglinii saglamaktadir [66, 69].
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Cizelge 2.3.  ROS’un temel fizyolojik rolleri [63, 69, 80-82].

Fizyolojik Siire¢

ROS’ un Rolleri

Gen ekspresyonu

NF-kB, HIF-a, Nrf2 gibi transkripsiyon

faktorlerinin aktivitesinin kontroli.

Kromatin dinamiginin modiilasyonu.

Apoptoz

Apoptoz indiiksiyonu ya da inhibisyonu.

Hiicre i¢i sinyal

Hiicre i¢i sinyal yollarinin aktivasyonu ya da

inhibisyonu.

Hiicresel etkilesim ve ¢apraz konusmaya aracilik

Patojenlere kars1 intrinsik hiicresel

savunma sistemi

etme.
Hiicre-hiicre etkilesimleri
Hiicre adhezyon ve migrasyonunun
diizenlenmesi.
Fagositlerin (notrofiller, makrofajlar,

monositler), viicudun hastaliklara kars1 savunma
mekanizmasinin bir parcasi olarak patojenleri

yok etmek i¢in ROS iiretimi.

Hiicre biiyiimesi, proliferasyon ve

farklilagsma

Ikincil habercilerin diizenlenmesi.

Iyon tasima sisteminin mobilizasyonu.

Sinaptik plastisite

Sinaptik plastisitenin indiiklenmesi ya da

inhibisyonu.

Bellek olusumu

Bilis ve hafiza olusumunda sinyal molekiilleri.

Transkripsiyon islemi

Transkripsiyon faktorii fonksiyonunun

modifikasyonu.

Otofaji

Otofaji indiiksiyonu ya da inhibisyonu.

Yaslanma

Yaglanma siirecinin  indiiksiyonu ya da

inhibisyonu.

Hiicre dongiisii

Mitojenik cevabin regiilasyonu.
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Hipoksi veya aglik gibi hiicresel stres kosullarina
Farkl1 stres tiplerine adaptasyon | adaptasyon ig¢in ilgili hiicresel yolaklarin ve

molekiillerin indiiksiyonu ya da inhibisyonu.

] ) Kaslarin kasilmasin1 modiile etmek i¢in sinyaller
Kas sistemi
olarak davranma.

N Oksijen konsantrasyonundaki degisimler igin
Oksijen homeostazi ‘
sensOr gorevi gorme.

2.2.2. Oksidatif Stres ve Mitokondriyal Disfonksiyon

Canli organizmalarda redoks homeostaz1 olarak bilinen oksidan ve antioksidan
reaksiyonlar arasindaki denge durumunun bozularak, biyolojik sistemde potansiyel bir
hiicresel hasara yol agmasi oksidatif stres olarak tanimlanmaktadir. Redoks
homeostazinin bozulmasi, asagida belirtilen nedenlerden bir veya birden fazlasinin

goriilmesi sebebiyle ger¢ceklesmektedir.

e Endojen ve eksojen kaynakli ROS iiretiminde artma.
e Enzimatik olmayan antioksidan rezervlerinin tiilkenmesi.
e Antioksidan enzimlerin etkisizlestirilmesi.

e Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin tiretiminde azalma [55, 83].

Biyolojik orneklerdeki oksidatif stresi karakterize eden klasik parametreler, artan oksidan
seviyeleri, azalan enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar, hiicresel redoks
sistemindeki dengesizlik ve DNA, lipitler ve proteinler gibi hiicresel bilesenlerdeki

oksidatif hasardir.

DNA: Yiksek seviyelerdeki ROS; deoksiriboz oksidasyonu, zincir kopmasi,
niikleotitlerin organik bazlarinda ¢esitli modifikasyonlar ile mutasyonlara ve DNA-
protein ¢apraz baglarina yol agarak, DNA'mm hem seker hem de baz kisimlarinda
oksidatif hasarlara neden olabilir. DNA hasari, kodlanmig proteinlerde islev
bozukluklarina ya da bu genlerden kodlanan proteinlerin tamamen inaktivasyonuna yol

acan degisikliklere sebebiyet verebilir.
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ROS aracili niikleotitlerdeki seker hasari, cogunlukla deoksiribozdan hidrojen ayrilmasi
ile olugsmaktadir. DNA bazlarinda gergeklesen oksidatif hasar ise, genellikle ¢ift baglara
OH" ilavesi ile mevcut bazlardan yeni {riinlerin meydana getirilmesiyle

gerceklesmektedir. Hidroksiguanin, en sik gdzlenen triindiir.

DNA protein ¢apraz baglari, OH” in DNA ya da DNA iliskili proteinlere saldirdiginda
olusmaktadir. Eger DNA onarimi gergeklestirilmeden replikasyon ya da transkripsiyon
gerceklesirse, DNA protein ¢apraz baglar1 6liimciil olabilir. ROS, DNA onarim sistemine
ragmen, onarim islemlerini degistirebilmesi ya da ROS miktarinin onarim sisteminin

kapasitesini agmasi sebebiyle DNA'ya kalic1 hasar verebilmektedir.

Lipitler: Homeostatik esigin tizerindeki ROS seviyeleri, hem hiicre hem de organel
membranlarinda, normal hiicresel fonksiyonlari etkileyen membran bagli reseptdrlerin ve
enzimlerin inaktivasyonuna neden olan lipit peroksidasyonunu indiikleyebilir. Doymamis
yag asitlerinin lipit peroksidasyonu iiriinii olan malondialdehitin (MDA) metabolizmast,
protein ¢apraz baglari olusturarak hiicre zari hasarina ve birgcok hiicresel proteinin

inaktivasyonuna yol agmaktadir.

Oksidatif stres; kendileri ile reaksiyona girebilen, DNA ve proteinlere zarar verebilen lipit
tirevli radikallerin tiretimi ile daha da siddetlenir. Fosfolipit molekiilleri tizerindeki
doymamus (¢ift) bag ve gliserol ile yag asidi arasindaki ester bagi, ROS kaynakli
oksidasyonun gerceklestigi yaygin bolgeler olarak islev gormektedirler. Bu nedenle,
fosfolipit membranlarin ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA'lar) ROS tarafindan
oksidasyona ¢ok duyarlidir. Antioksidan ve oksidan oranindaki bir dengesizlik, bir¢ok
coklu doymamis yag asidinin peroksidasyonuna neden olarak dongiisel bir zincir

reaksiyonuna yol acabilmektedir.

Lipit peroksidasyonu, hiicre zarlarinin akigkanlhigimi degistirmekte, konsantrasyonun
dengeli gradiyentini siirdiirme kapasitesini azaltmakta, membran gegcirgenligini ve
inflamasyonu arttirmaktadir. Bunlarin sonucunda hiicrelerde; hiicre i¢i sivi, protein ve
enzimlerin kayb1, ER’de kalsiyum tagiiminin azalmasi, mitokondriyal fonksiyonlarda ve
hiicrelerdeki  degisiklikler ile lipit peroksidasyonu aracili oksidatif hasar

goriilebilmektedir.

18



Protein: Yiiksek ROS seviyeleri, proteinlerin aktivitesine zarar veren dogrudan veya
dolayli modifikasyonlara neden olabilmektedir. Proteinler nitrosilasyon, karbonilasyon,
disiilfit bag olusumu ve glutatiyonilasyon yoluyla dogrudan ya da yag asiti
peroksidasyonunun pargalanma iirlinleri ile konjlige edilerek dolayli olarak
degistirilebilirler. ~ Bu modifikasyonlar, proteinlerin dogru katlanmamasma ve
konformasyon degisikligine, enzimatik aktivite degisikligine, biyolojik molekiillerle
etkilesimlerindeki degisikliklere ve geri doniisiimlerinin (turnover) degismesine yol

acabilir.

Yiiksek ROS seviyeleri; amino asit kalintist yan zincirlerinin oksidasyonu, protein
omurgasinin oksidasyonu ve protein-protein capraz baglarinin olusumu yoluyla,
proteinlerin par¢alanmasina neden olabilmektedir. Proteinlerin degradasyonunu saglayan
iki ana yol olan lizozomal sistemi ve proteazomlar1 degistirebilirler. Ayrica, sitrik asit
dongiisii ile iligkili enzimleri inaktive ederek, mitokondriyal fonksiyonu inhibe edebilirler

[56, 63, 67, 84].

Mitokondri, ROS’un hem temel iireticisi hem de hedefi oldugu i¢in oksidatif stres,
ayrilmaz bir sekilde mitokondriyal disfonksiyonla baglantilidir [85]. Mitokondriyal
disfonksiyon, mitokondride goriilen;

e Mitokondrilerin; sekillerini, dagilimlarin1 ve boyutlarint korumak i¢in “mitokondri
dinamikleri” olarak adlandirilan, fisyon ve flizyon dongiilerinde degisiklik,

e ETS’nin inhibisyonu,

e Normal sartlar altinda ETS boyunca tek yonlii elektron akis1 ve proton gradiyenti
yoluyla ya da ETS fonksiyonu bozuldugunda F1FO ATP sentazin aktivitesini
tersine cevirerek gerceklestirdigi ATP hidrolizi yoluyla iiretilen, elektrostatik bir
potansiyel olan mitokondri membran potansiyelinin azalmasi,

e ETS aktivitesinin ve mitokondriyal fonksiyonlarda, mitokondri ve hiicre
canliliginda, ATP ve ROS iiretiminde hayati 6neme sahip mitokondri membran
potansiyelinin bozulmasiyla proton sizintist,

e Bozulan mitokondri membran potansiyeli ile birlikte artan ROS {iretimi,

e Mitokondriyal fonksiyonlar1 siirdiirmek, mitokondri membran potansiyelini

korumak ve artan ROS iiretimini azaltmak i¢in ATP tiiketiminde artis,
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e fleri evrelerinde Ca*? homeostazinin bozulmasi ve hiicre 6liim yollarina

yonlendirilme,

olarak siralanabilecek ¢ok sayida mitokondriyal fonksiyonundaki bozukluklar olarak

tanimlanmaktadir [86-93].

Oksidatif stres ile mitokondriyal disfonksiyon arasinda bir kisir dongii bulunmaktadir.
Oksidatif stres; mitokondri DNA’s1, lipitleri ve proteinlerinde oksidatif hasara neden olur.
Mitokondride olusan bu oksidatif hasar mitokondriyal disfonksiyona sebep olurken,
mitokondriyal disfonksiyonun bir sonucu olarak da ROS iiretiminde artig goriilir [89, 93,

04] .

Mitokondriyal disfonksiyon, primer (dogal) veya sekonder (kazanilmis disfonksiyon)
kaynakli olarak gelismektedir. Primer mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif
fosforilasyon (OXPHOS) proteinlerinin kodlandigt ya da OXPHOS islevinin
gerceklesmesinde rol alan genlerin bulundugu mtDNA ya da niikleer DNA (nDNA)‘daki
germline mutasyonlar sebebiyle olusur. Sekonder mitokondriyal disfonksiyon ise, hem
cevresel hem de genetik faktorler araciligiyla gelismektedir. Oksidatif strese neden
olabilecek olumsuz cevresel kosullara ya da yaslanma, inflamatuar yanit, mitotoksik
ilaglar gibi mitokondriyi olumsuz yonde etkileyen diger siireglere bagli olarak sekonder
mitokondriyal disfonksiyon olusabilmektedir. Ayrica OXPHOS ile iliskili olmayan
genlerdeki mutasyonlar sebebiyle olusan, KMH’larin da icinde bulundugu bir¢ok
patolojik siireg ile birlikte de goriilebilir [95, 96].

2.2.3. KMH’larin Oksidatif Stres ve Mitokondriyal Disfonksiyon ile Iliskisi

Normal kosullar altinda, hiicresel ROS seviyesi “kararli hal seviyesi” olarak
isimlendirilen belirli bir aralikta dalgalanma gdstermektedir. Endojen ve/veya eksojen
kaynakli oksidan indiiksiyonu sonucu, ROS iiretiminde keskin bir artis ile hiicresel ROS
seviyesi kararli hal seviyesi araligin1 asabilir. Ancak hiicresel antioksidan potansiyeli
yeterince yiiksekse, artmis ROS seviyesi tekrar kararli hal seviyesi araligina geri
cekilebilir. Bu olay “akut oksidatif stres” olarak tanimlanmaktadir. Eger mevcut
antioksidan potansiyeli fazla miktardaki ROS'u ortadan kaldiramazsa, hiicre antioksidan
savunmasini arttirabilir, ancak yanit vermesi biraz zaman alir. Bu ayn1 zamanda enerji ve

amino asitler gibi énemli biyomolekiillerin tiikketimine neden olmasi sebebiyle redoks
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homeostazinin 6nemli Ol¢lide bozulmasina neden olur. Antioksidan potansiyelinin
yiikselmesi, ROS seviyesini kararli hal seviyesinin daha genis bir araligina geri
dondiirebilir ya da ROS seviyelerinde uzun siireli bir artis nedeniyle hiicre “kronik
oksidatif stres” durumuna girebilir. Hiicresel ROS seviyesinin kararli hal seviyesi
araligma geri donmedigi ¢esitli patolojik durumlarda sistem, hiicresel ROS seviyesini
“duragan” olarak adlandirilan yeni, daha yiiksek ROS seviyesinde stabilize edebilir. Bazi
durumlarda “azaltic1 stres (reductive stress)” olarak adlandirilan ROS seviyesinin kararli

hal seviyesinden daha diisiik oldugu durumlar da ortaya ¢ikabilir.

NAD(H) enerji metabolizmasini diizenlerken, NAD(P)H (nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate) ve GSH, oksidatif strese yanit olarak vazgegilmez indirgeme
esdegerleridir. Ancak, asir1 hiicresel NAD(P)H ve/veya GSH birikimi azaltic1 strese
neden olarak, hiicre biiyiime tepkilerini azaltir, proteinlerde disiilfiir baglarinin
olusumunda degisikliklere yol agar, mitokondriyal fonksiyonu ve hiicresel metabolizmay1
azaltir. Kronik azaltic1 stres maruziyetinin, geri bildirim diizenlemesi ile hiicreleri
koruyabilmek i¢in oksidatif stresi uyardigi gosterilmistir. Bu durumda hiicrede, ATP
miktarinda artig ile karakterize olan mitokondriyal oksidatif stres iiretimi
goriilebilmektedir. Ancak azaltici stres ile ilgili yapilan ¢alisma sayisi oldukga kisitlidir

ve ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyuldugu belirtilmektedir [11-16, 55].

Oksidatif stres

Duragan ROS seviyesi

Akut
oksidatif
stres

Oksidan

Kronik oksidatif stres

Kararli hal ROS seviyesi

ROS konsantrasyonu
b

Zaman
Avrzaltici stres

Sekil 2.5. Biyolojik sistemlerde ROS dinamigi [11].
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Genel olarak akut oksidatif stres, organizmalar i¢in ciddi sonuglara yol agmazken; kronik
oksidatif stres, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar, diabetes mellitus, obezite,
kanser, immiinolojik ve enfeksiyon hastaliklar, KMH’lar gibi ¢esitli patolojilere yol

acabilir veya onlara eslik edebilir [7, 11].

Hasta ornekleri ve hayvan modelleriyle yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar, bazi
KMH’larda gozlenen goklu organ bozukluklarina 6nemli katki saglayan oksidatif stres ve
mitokondriyal fonksiyon bozukluguna isaret etmektedir. Toksik metabolitlerin birimi ile
karakterize olan KMH’larin birkaginin, ortak patomekanizmalar1 paylastiklarini gésteren

calismalar bulunmaktadir. Onerilen ve kanitlar1 bulunan bu ortak patomekanizma;

e Toksik metabolitlerin birikimi ile oksidatif stresin artist ve mitokondriyal
disfonksiyon,

e Hastalik patofizyolojisinin ikincil sonucu olarak izlenen mitokondriyal
disfonksiyon sonucu mitokondriyal enzimlerin ve siireglerin inhibisyonu, bozulmus
enerji metabolizmasi ve ROS seviyelerinin artisi,

e Artan ROS seviyesi ile birlikte antioksidan kapasitesinde degisiklikler ve DNA,

protein ve lipitlerde oksidatif hasarin artmasi

ile agiklanmaktadir [7-10] .

Gegmis yillarda ROS sinyallerinin karmagsik ve dinamik rolleri, normal ve patolojik
siireclerde yapilan ¢alismalarla derinlemesine anlasilmistir. Ancak KMH’larin ROS'u
tirettigi kesin mekanizmalar bilinmemektedir ve KMH’larda redoks sinyal yollari ile ilgili

yapilan ¢alismalar hala baslangi¢c asamasindadir [7, 8].

2.3. Oksidatif Stres Cevabi: Nrf2
2.3.1. Nrf2’nin Hiicresel Fonksiyonu

Transkripsiyon faktorii Nrf2’nin, temel olarak ftizerinde durulan antioksidan
savunmasinda yer alan proteinlerin ekspresyonunu indiikleme kabiliyetinin yani sira
Nrf2, faz | — I1I ilag / ksenobiyotik metabolizmasi, protein homeostazi, ubikuitin sistemi
ve otofaji, DNA onarimi, karbonhidrat ve lipit metabolizmasi, NADPH iiretimi, demir

homeostazi, transkripsiyonel regiilasyon ve mitokondriyal fonksiyon dahil, ¢cok sayida
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hiicresel siiregte yer alan 250’den fazla genin ekspresyonunu diizenlemektedir [18, 19,

97-101].

Otofaji S e
(p62, ATG5/7, uLK1) ([ —((Om) L.

Anti-apoptoz G Uy

(BCL-2, BCL-xL)

Redoks regiilasyonu 0\5 _GsH O\SH
(GCLM, GSR, xCT) Q/ Q/SH

Lipit/Karbonhidrat metabolizmasi 0 s
(PLA2G7, LIPH, ACO1/2, : g
G6PD, ME1, IDH1)

Proteozomal degredasyon
(PSMA1, PSMB5, POMP)

Demir ve Heme metabolizmasi
(HMOX1, BLVRA/B, FTH1) \

Faz Il metabolizmas: > X . il
ONA Gravirris (ABCC1-5, ABCG2) S o — i
(53BP, RADS51) N AT
Faz Il metabolizmasi
Transkripsiyonel GSH e
nskripsiy (esTA1, GsTM1) > i <
regiilasyon e e

(ARR, Notch1, RXRA) Faz | metabolizmasi
(AKR1C1, NQOI)

o, o

Sekil 2.6. Nrf2’nin hedef genleri tarafindan uyarilan hiicresel yolaklar [18].

Redoks regiilasyonu: Nrf2, hiicresel redoks homeostazinin ana diizenleyicisidir. Nrf2
baslica, tiyol bazli antioksidan enzimlerin ve GSH’1n sentezi ve redoks ¢evrimi yoluyla
redoks regiilasyonunu saglamaktadir. Ornegin, GSH’1n de novo sentezinden sorumlu olan
glutamat sistein ligazin (GCL) katalitik ve modiilator alt birimleri (GCLM ve GCLC),
Nrf2’nin hedef genleridir. Ayrica peroksitleri indirgemek i¢in GSH'1 kullanan GPx’ler,
okside GSH'" indergeyen GR ve ve peroksitleri dogrudan indirgeyen PRX’ler de Nrf2’nin
hedef genleridir. Okside protein tiyollerinin, tiyoredoksin 1 (TXN1) ve TrxR tarafindan
indirgenmesi ve GSH iretimi igin kritik 6neme sahip XCT tasiyicisi (SLC7ALl)
vasitastyla sisteinin taginmasi1 Nrf2 tarafindan transkripsiyonel olarak diizenlenmektedir.
Bunlara ek olarak Nrf2; SOD, CAT, NAD(P)H: kinon oksidorediiktaz 1 (NQO1) ve heme
oksijenaz 1 (HMOX1) gibi oksidatif stres ile iliskili gesitli genlerin ekspresyonunu
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diizenleyerek oksidatif strese hizli bir sekilde yanit verilmesini saglamaktadir [18, 102,
103].

Ilac¢ / ksenobiyotik metabolizmasi: Nrf2, ii¢ ila¢ / ksenobiyotik metabolizma fazini da
diizenlemektedir. Faz I metabolizmasinda yer alan Nrf2 hedeflerine 6rnek olarak toksik
maddelerin / ilaglarin aktif metabolitlere indirgenmesinde rol oynayan; aldo-keto
rediiktaz ailesi iiyeleri (AKRI1C1, AKRIB1 ve ARKI1B10), aldehit dehidrojenaz ailesi
tiyeleri (ALDHI1A1, ALDH3Al ve ALDH7A1l) ve NQO1 verilebilir. Faz 1l
metabolizmasinda ara maddelerin GSH veya glukuronik aside konjugasyonunda rol
oynayan enzimler olan glutatyon-S-transferazlar (GST’ler) (GSTA1-4 ve GSTM1-4) ve
UDP-glukuronosil transferaz (UGT’ler) (UGT1A1 ve UGT2B7) de, Nrf2’nin
hedefleridir. Nrf2 ayrica, hiicreden ksenobiyotik / ilag¢ salgilayan faz III membran
tasiyicilarinin (ATP baglayici kaset ailesi tiyeleri / ¢oklu ilag direng proteinleri; ABCC 1-
5 ve ABCG2) transkripsiyonunu da diizenlemektedir [7, 10, 104].

Protein homeostazi: Nrf2, otofaji ve ubikuitin sistemi araciligiyla protein homeostazinin
korunmasinda rol oynamaktadir. Otofaji iligki 5 proteini (ATG 5), otofaji iliski 7 proteini
(ATG 7), Unc-51 benzeri otofaji aktive edici kinaz (ULK1/2), protein translasyonu ve
otofajinin ana diizenleyicisi olan mTOR ifadeleri, Nrf2 tarafindan diizenlenmektedir.
Otofajik adaptor protein olan p62/SQSTM1 de, bir Nrf2 hedefidir. Ayrica Nrf2,
proteozomal alt birimlerin ve proteozomal olgunlagma proteininin ekspresyonunu kontrol

etmektedir [18, 101, 105].

Lipit, karbonhidrat ve demir metabolizmasi: Nrf2, anabolik metabolizmada glukoz ve
yag asiti siiregleri i¢in gerekli metabolik enzimlerin ¢gogunu diizenlemektedir. NADPH
tiretiminden sorumlu olan, pentoz fosfat yolu enzimlerinden glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz (G6PD), 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (PGD) ve transaldolaz (TALDO1);
Krebs dongiisti enzimlerinden malik enzim (ME1) ve izositrat dehidrojenaz 1 (IDH1)
ekspresyonlar1 Nrf2 tarafindan diizenlenmektedir. Lipit katabolizmasinda rol oynayan
lipaz H (LIPH), fosfolipaz A2 (PLA2G7) ve asetil-CoA oksidaz 2 (ACOX2) Nrf2
hedefleridir. HMOX1, biliverdin A ve B'nin (BVRDI1 / 2) ve ferritinin hafif ve agir
zincirlerinin (FTH1 / FLH1) transkripsiyonu yoluyla Nrf2, heme metabolizmasini ve

demir homeostazini diizenler [18, 19].
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DNA onarimi, apoptozun onlenmesi, transkripsiyonel regiilasyon: Nrf2, p53
baglayici protein 1 (53BP1), DNA onarim proteini RADS51 homolog 1 (RAD51),
antiapoptotik proteinler olan BCL2 (B cell lymphoma) ve BCLXL’1 (B cell lymphoma
extra large) transkripsiyonel olarak diizenleyerek, DNA hasar1 onariminda ve apoptozu
onlemede rol oynamaktadir. Nrf2, transkripsiyonel hedefleri ile birgok hiicresel cevabi
dogrudan diizenler. Bunun yaninda transkripsiyonel hedefi olmayan bir¢cok geni de, diger
major sinyal kaskadlarinda rol oynayan transkripsiyon faktorleriyle sagladigi capraz

iletisim araciligiyla etkileyerek, hiicresel fonksiyona dolayli olarak aracilik edebilir [18,

99].

Mitokondriyal fonksiyon: Mitokondri ve Nrf2 arasindaki iliski, hiicre igindeki ROS
dengesi acisindan ¢ok dikkat ¢ekicidir. Nrf2, oksidasyon kosullarinda ¢oklu antioksidan
proteinlerin regiilasyonunu yoneterek, mitokondri tiirevli ROS'a kars1 koyan birincil

sistemlerden biridir.

e Mitokondri iginde GPx’ler, 02" tiirevli H2O2‘yi, GSH ve NADPH kullanarak suya
detoksifiye etmektedirler. Nrf2, GSH biyosentez enzimlerinin ve okside GSH’in
rediiksiyonunu saglayan GR’nin ekspresyonlarini arttirarak, mitokondriyal GSH
havuzunun korunmasinda kritik bir rol oynamaktadir.

e Hiicrede 6nemli bir indirgeyici molekiil olan NADPH, GR aracili indirgenmis GSH
iiretimi ve GPx aracili H,0, uzaklastirilmasi i¢in kullanilmaktadir. Nrf2, pentoz
fosfat yolundaki c¢oklu enzimleri (G6PD, PGD gibi) diizenleyerek, NADPH
seviyesini arttirir.

e Ayrica Nrf2, dogrudan mitokondriyal antioksidan enzimlerin (SOD2, PRX3,
PRXS, GPx1 ve TrxR2) ekspresyonunun kontroliinde rol almaktadir [97, 106, 107].

Son ¢alismalar, Nrf2'nin mitokondriyal redoks homeostazina katkisina ek olarak,
dogrudan ve ¢esitli molekiiller aras1 aglar yoluyla mitokondriyal regiilasyona katkida
bulundugunu gostermektedir. Nrf2, alfa palindromik baglayici protein/ niikleer solunum
faktorii 1 (alfa-PAL/NRF-1), mitokondriyal transkripsiyon faktori A (TFAM) ve
peroksizom proliferator-aktif reseptor gama koaktivatorii 1-alfa (PGCla) gibi
mitokondriyal transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu artirarak mitokondriyal
biyogenezde rol almaktadir. Mitokondriyal proteinleri sifreleyen genlerin ekspresyonuna

ek olarak mitokondriyal biyogenez, niikleotitlerin sentezini de gerektirmektedir. Nrf2'nin
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genetik aktivasyonu, 6zellikle hizli ¢ogalan hiicrelerde, pentoz fosfat yolunu ve folat ve
glutamin metabolizmasinin artirict  diizenlemesini saglayarak piirin biyosentezini

arttirmaktadir.

Mitokondriyal kalite kontrol sistemi, mitokondriyal biitiinliigii korumak i¢in gereklidir.
Bu sistem mtDNA'nin onarimi ve hasarli mitokondrinin bozulmasi (mitofaji) ile ilgili
yollar1 igerir. Cok sayida calisma Nrf2’nin; mtDNA replikasyonu, mtDNA hasarinin
engellemesinde rol oynayan antioksidanlarin ekspresyonu ve mitofajide rol alan p62, HO-
1 ve NQOI gibi hedef genleri araciligiyla mitokondri kalite kontroliinii ve homeostazini

korudugunu goéstermistir.

Nrf2; mitokondriyal solunumda, ATP iiretiminde ve mitokondriyal membran
potansiyelinin korunmasinda da gorev almaktadir. Hiicrelerde azalmis Nrf2 aktivitesi,
diisiik seviyelerde mitokondriyal membran potansiyeli, oksijen tiketim hizi ve ATP
tiretimi ile sonuglanmaktadir. Ayrica, Nrf2'nin yoklugunda, NADPH seviyelerinde de

azalma gozlenmektedir.

Nrf2 ile iliskili mitokondriyal solunumun diizenlenmesi, mitokondriyal metabolizmadaki
yag asidi oksidasyonu ve Krebs dongisii ile baglantilidir. Mitokondriyal yag asidi
oksidasyonu, Krebs dongiisiinde kullanilacak asetil-CoA’y1 iretir ve mitokondriyal
oksidatif fosforilasyonda major elektron donérleri olan FADH> ve NADH'in
uretilmesiyle iligkilidir. Nrf2°nin inhibisyonu, piirivat temininin kisitlanmasi ve iliskili
proteinlerin ekspresyonlarinin azalmasina neden olarak, mitokondriyal yag asidi

oksidasyonunu ve Krebs dongiistinii baskilamaktadir.

Nrf2 ve mitokondri arasinda karsilikli bir diizenleyici dongli bulunmaktadir.
Mitokondriyal fonksiyonun Nrf2 tarafindan diizenlenmesi gibi Nrf2 aktivitesi de,
mitokondriyal serine/treonin-protein fosfataz (PGAMDS) ve frataksin gibi mitokondriyal
proteinlerle diizenlenmektedir. PGAMS, Nrf2 ifadesini baskilayabilir ve mitokondriyal
harekete katkida bulunabilir [19, 97, 98, 106, 108].
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2.3.2. Nrf2’nin Regiilasyonu

Nrf2’nin regiilasyonu esas olarak, Nrf2 protein seviyelerinin ubikitinasyon ve

proteozomal degradasyon yoluyla Nrf2
degradasyonundan sorumlu, CUL3-RBX1-KEAP1 kompleksi (Cullin 3-Ring box 1-
Kelch-like ECH-associated protein 1 complex), SCF/B-TrCP kompleksi (S-phase kinase-

kontrol edilmesiyle gerceklesmektedir.

associated protein 1-Cullin1-Rbx 1/B-transducin repeat-containing protein complex) ve
HRD1 (HMG-CoA reductase degradation 1) olmak tizere ti¢ E3 ubikitin ligaz kompleksi
vardir. Her biri, 6zgil hiicresel alanlardaki farkli uyaranlar {izerinde Nrf2'nin
degredasyonuna aracilik etmektedir. CUL3-RBX1-KEAP1 kompleksi, sitozoldeki
elektrofilik/oksidatif strese cevap verir. Niikleer veya sitozolik olabilen SCF/B-TrCP
kompleksi, metabolik degisikliklere karsi daha hassastir ve glikojen sentaz kinaz 3 beta
(GSK3-p) tarafindan diizenlenir. HRD1 ise ER’de yerlesim gosterir ve sadece ER stresi

sirasinda Nrf2 degredasyonunu gergeklestirir.

Nrf2 ayrica; transkripsiyonel, post-transkripsiyonel, post-translasyonel seviyelerde ve
diger sinyal yolaklari, epigenetik faktorler ve baglayici partnerlerin mevcudiyeti

araciligiyla da regiile edilmektedir [18-20].
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Sekil 2.7.

Nrf2 regiilasyonu [18].
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2.3.2.1. Klasik (Kanonik) Nrf2 Aktivasyonu: Nrf2/Keap1 Yolag
2.3.2.1.1. Nrf2/Keapl1 Yolag Bilesenleri

Nrf2: insan Nrf2 proteini, 67.7 kDa molekiiler agirliga sahip, 605 amino asit
kalintisindan olusan, hiicresel homeostazi korumak igin gerekli olan, Cap ‘n’ collar
(CNC) transkripsiyon ailesi iiyesi bir transkripsiyon faktoriidiir. Nrf2’nin karakteristigi
olan bazik bolge-16sin fermuar (bZIP) DNA baglayici motifi igeririr. Son derece

korunmus, 7 domaini bulunmaktadir.

Nehl (Nrf2-ECH homology), DNA’ya baglanma ve Nrf2 dimerizasyon partnerleri olan
sMaf (small musculoaponeurotic fibrosarcoma) proteinleri ile heterodimer olusturmak
i¢in gerekli olan, iyi korunmus CNC-bZIP bodlgesini ve Nrf2’nin niikleer translokasyonu
i¢in gerekli olan bir niikleer lokalizasyon sinyali (NLS) icermektedir. Ayrica Nehl, Nrf2
protein stabilitesini diizenlemek i¢in E2 ubikuitin-konjugasyon enzimi olan UbcM2 ile

etkilesime girebilmektedir.

Neh2, Nrf2'nin N-terminal bélgesinde bulunur ve Nrf2 stabilitesinin diizenlenmesi i¢in
esastir. Keapl baglanmasindan sorumlu, yiliksek oranda korunmus iki baglama bolgesi
(DLG ve ETGE motifleri) ve ubikuitin konjugasyonu i¢in 6nemli olan yedi lizin rezidiisii

ile Nrf2'nin degradasyonuna aracilik etmektedir.

Neh3, transkripsiyonel koaktivator CHD6 (a chromo-ATPase/helicase DNA-binding
protein) ile etkileseme girerek Nrf2 hedef genlerinin transkripsiyonunu aktive etmektedir.

Neh4 ve Neh5, aynt Neh3 gibi transkripsiyon aktivasyon domainleridir. Bunlar
koaktivator CBP (AMP response element-binding protein (CREB)-binding protein) ve
RAC 3 (receptor-associated coactivator 3) ile etkileseme girerek, Nrf2 transkripsiyonunu
kolaylastirmakta ve Nrf2 hedef genlerinin transkripsiyonunu aktive etmektedir. Neh5

domaini ayrica Nrf2nin hiicresel lokalizasyonunu diizenlemektedir.

Neh6, Keapl'den bagimsiz olarak Nrf2 stabilitesinin negatif diizenlenmesinde rol
oynayan, serin rezidiisii bakimindan zengin domaindir. b-TrCP (b-transducing repeat-
containing protein) tarafindan taninan, DSGIS ve DSAPGS olmak {izere iki korunmus

peptit motifi igcermektedir. DSGIS motifinin glikojen sentaz kinaz-3b (Gsk-3b) aracili
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fosforilasyonundan sonra B-TrCP, DSAPGS motifi araciligiyla Neh6 domainine daha
verimli baglanir ve Skp1-Cull-F-box protein (SCF) ubikuitin ligaz kompleksi aktivitesini

arttirarak Nrf2’nin proteozomal degredasyonunu saglar.

Neh7, Nrf2’nin transkripsiyonel aktivitesinin, RXRa (retinoidX receptor o) tarafindan iki
protein arasindaki fiziksel asosiyasyon yoluyla baskilanmasinda rol oynamaktadir [20,
99, 109-112].

Transaktivasyon RXRa B-TrcP Maf&ARE CHD 6
Keap1-baglayici domainleri baglayici baglayici baglayici baglayici
domain (CBP&RAC 3) domain domain domain domain
NH,— | Neh2 Neh 4 Neh 5 Neh 7 Neh 6 Neh 1 COOH
116‘J HE}B 112 134 183 201 209 316 SJSH H&BS 435 562 605
DLG ETGE **oscis™ “psares”

Sekil 2.8. Nrf2’nin yapist [111].

Keapl: Keapl, Nrf2'nin ana hiicre i¢i diizenleyicisi olup, 27 sistein rezidiisu tasiyan 625
amino asit rezidusundan olusan, 69.7 kD'lik bir aktin baglayici proteindir. Keap1’in; N-
terminal bolgesi (NTR), BTB (the broad complex, tramtrack and bric-a-brac), IVR (the
intervening region), DGR (the double glycine repeats)/ Kelch domaini ve C-terminal

bolgesi (CTR) olmak tizere 5 ayri domaini bulunmaktadir.

BTB, IVR ve DGR domainlerinin her biri; Nrf2 aktivitesinin inhibisyonunda 6énemli rol
oynar. Evrimsel olarak korunanan BTB domaini, Nrf2'ye baglanma i¢in gerekli olan
Keap1’in homodimerizasyonundan ve CUL3 E3 ubikitin ligaz kompleksi ile arasindaki
etkilesimden sorumludur. Bu domainde bulunan Cys151 (sistein rezidiisii), elektrofilik
strese cevap olarak Nrf2 aktivasyonu i¢in 6nemlidir. Sistein bakimindan zengin 1VR
domaini, oksidasyona ve Keapl’in sitoplazmadaki lokalizasyonu igin onemli olan
niikleer transport sinyali (NES) motifine duyarlhidir. IVR’de 6zellikle Cys257, Cys273,
Cys288 ve Cys297 olmak iizere, hiicre ortaminda indiikleyici ligandlar veya oksidatif
stres i¢in sensdrler olarak gorev alan, dort reaktif sistein rezidiisu tanimlanmistir. Cys273

ve Cys288, Nrf2’nin Keapl-bagimli ubikitinasyonu ve Nrf2 aktivitesinin Keapl-aracili
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baskilanmasi i¢in elzemdir. DGR/Kelch domaini, alt1 adet tekrar eden Kelch motifinden
(KR1 - KR6) olusur. Keapl'in Nrf2’ye, Neh2 domainindeki DLG ve ETGE motiflerine
farkli afinite ile baglanmasindan sorumludur. Nrf2'nin DGR domainine baglanmasi, p62
ve BRCA2'nin ortagi ve lokalizatorii gibi spesifik motiflere sahip proteinler tarafindan
rekabetci bir sekilde inhibe edilmektedir. Bu sebeple Keapl, otofaji eksikligi ve DNA

hasari gibi hiicresel stresin bir sensorii olarak islev gérmektedir [109, 111-116].

Homodimerizasyon

Cul3 baglayici domain Nrf2 baglayici domain

Sensor sisteinler C1: C226 C273 C288 C319 C434 C489

L. T L L

NH,— BTB IVR Kelch —COOH

1 61 179 315 562 624

Sekil 2.9. Keap1’in yapisi [111].

sMaf’lar (small muscular aponeurotic fibromatosis proteins): Evrimsel olarak
korunmus olan sMaf’lar (MafF, MafG ve MafK), bZIP tipi transkripsiyon faktorleridir.
sMaf’lar, kendi baslarina homodimerler olustururken, CNC proteinleri (p45/NF-E2,
Nrfl, Nrf2 ve Nrf3) ve Bach (Broad complex— Tramtrack—Bric-a-brac and Cap n’Collar
homology, basic leucine zipper transcription factors) proteinleri (Bachl ve Bach2) ile
heterodimerler olustururlar. sMaf'lar transkripsiyonel aktivasyon domaininden
yoksundur, dolayistyla homodimerleri transkripsiyonel baskilayicilar olarak islev goriir.
CNC ve Bach proteinleri, monomer olarak DNA'ya baglanamadigindan, islevlerini yerine
getirmek i¢in zorunlu olarak sMaf'lar ile heterodimerize olurlar. Bu heterodimer yapi ile

sMaf'lar, transkripsiyonel aktivatorler ya da inhibitorler olarak islev gortir [20, 117, 118].

ARE (Antioxidant response element): ARE, antioksidan ve detoksifiye yanit, hiicresel
proliferasyon, metabolizma, immiin yanit, sinyallesme, hiicrenin hayatta kalmasi ve
hiicresel siklusta yer alan ¢ok sayida genin promotor bolgesinde bulunan bir cis-regiilator
veya enhancer dizisidir. ARE'nin ¢ekirdek dizisi 5'-TGACNNNGC-3' igerir ve baslica

oksidatif stres indiikleyicilere cevap verir.

ARE aktivitesinin diizenlenmesinde gesitli proteinler rol oynamaktadir. Hematopoetik

sistemdeki gelisimsel degisimleri diizenleyen p45/NF-E2 harig, tim CNC ve Bach
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proteinleri strese cevap veren genlerin regiilatorleridir. SMaf'lar ile heterodimerize olan
CNC ve Bach proteinleri gen ekspresyonunu diizenlemek i¢in ARE dizilerine
baglanmaktadir. Tiim cis-regiilator diziler gibi ARE de, transkripsiyon faktoriiniin bir
baglama motifine erisimini engelleyen niikleozomlar tarafindan baskilanmaktadir. Ayrica
farkli homodimerlerin ve heterodimerlerin ARE tarafindan diizenlenen genlerin

transkripsiyonunu aktive ettigi veya baskilayabildigi bilinmektedir [99, 114, 119, 120].

BACH1-MAF Nrfl1-MAF
BACH2-MAF Nrf2-MAF

MAF-MAF Nrf3-MAF
Niikleozomlar FOS-JUN

Sekil 2.10.  Potansiyel ARE baglayici transkripsiyon faktorii kompleksleri [120].

2.3.2.1.2. Nrf2/Keapl Yolag

Keapl, Nrf2 aktivitesinin en 6nemli diizenleyicisidir. Bazal kosullar altinda, homodimer
yapidaki Keapl, DGR/Kelch domaini ile Nrf2’nin Neh2 domainindeki DLG ve ETGE
motiflerine baglanir. Keapl ayn1 zamanda, E3 ubikuitin ligaz kompleksi Cul3 / Rbx]1 ile
etkilesim halinde oldugundan kendisine bagli olan Nrf2’nin poliubikitinasyonuna aracilik
ederek proteozomal yolla Nrf2’ nin degredasyonunu saglar. Nrf2 yaklasik 10-30 dakikalik
kisa bir yar1 dmre sahiptir. Bu yiizden, Nrf2’nin Keap1 aracili hizli déniistimii (turnover),
Nrf2 bazal seviyelerini olduk¢a diisikk tutar ve Nrf2'nin hedef genlerinin gereksiz
ifadesini 6nler [20, 106, 113, 114].

Stres kosulunda ise oksidatif stres veya elektrofiller dolayli olarak, Nrf2 ve Keapl

arasindaki etkilesimi bozarak detoksifikasyon enzimlerinin transkripsiyonunu indiikler.

Nrf2 ve Keapl arasindaki etkilesimin bozulmasini agiklamak i¢in; CUL3 ayrilma modeli,
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mentese ve mandal modeli, konformasyonel dongii modeli olmak iizere ii¢ gecerli
mekanizma vardir. Mentese ve mandal modeli hala Keapl ve Nrf2 etkilesimini agiklayan
birincil model olarak kalsa da, diger alternatif modeller de farkli deney yaklasimlar
kullanilarak elde edilmistir. CUL3 ayrilma modelinde, Keapl'in BTB domainindeki
Cys151’in modifikasyonu, CUL3'in Keapl'den ayrilmasina neden olarak Nrf2’nin
ubikitinasyonunu ve proteozomal degredasyonunu 6nler. Mentese ve mandal modelinde,
Keapl'in BTB domaini yerine IVR boélgesindeki sistein rezidiilarinin elektrofilik
modifikasyonu gerceklesir. Bu modifikasyon sonucu Keapl'de meydana gelen
konformasyon degisikligi ile Nrf2’nin Keap1’e diisiik afiniteyle bagli olan DLG motifi
(mandal) serbest kalirken, Keap1’e yiiksek afiniteyle bagli olan ETGE motifi (mentese)
bagli kalmaya devam eder. DLG motifinin serbest birakilmasi sonucu, ubikitinasyon igin
gerekli olan Nrf2’nin uygun pozisyonu bozulur ve proteozomal degredasyon Onlenir.
Konformasyonel dongii modelinde ise, Nrf2/Keapl kompleksindeki tiim bilesenler
birbirlerine baglidir, sadece Keapl’de gergeklesen kovalent modifikasyon sonucu
Nrf2’de olusan konformasyonel degisiklikler sebebiyle ubikitinasyon ve proteozomal

degredasyon onlenir [121, 122].

Bu modellerin tiimii, sitozolde Nrf2’nin ubikitinasyonunun ve proteozomal
degredasyonunun dnlenmesiyle Nrf2’nin niikleusa translokasyonu ile sonu¢lanmaktadir.
Nrf2 niikleusta, sMaf’lar ile heterodimerize olur. Nrf2-sMaf kompleksi, Nrf2 hedef
genlerinin promotor bolgesindeki ARE dizisine 6zgii bir sekilde baglanir ve ilag
detoksifikasyonu, antioksidan cevap, NADPH rejenerasyonu ve metabolizmanin

diizenlenmesinde rol oynayan genlerden protein kodlanmasini saglar [20, 121].
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Sekil 2.11.  Nrf2’nin Keap1 tarafindan regiilasyonu [123].
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2.3.2.2. Alternatif (Nonkanonik) Nrf2 Aktivasyonu

Transkripsiyonel Regiilasyon: Nrf2’nin promotor bdlgesi, aril hidrokarbon
reseptoriiniin (AhR) aktivasyonu yoluyla, polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH'lar)
tarafindan uyarilmasmi saglayan XRE (xenobiotic response element) benzeri diziler
igcermektedir. Bu sebeple AhR'nin PAH tarafindan indiiklenmesi, Nrf2 yolagini aktif hale
getirebilmektedir. Nrf2 ve GST gibi baz1 Nrf2 hedef genlerinin promotor bélgelerinde
XRE ve ARE elemanlart ¢ok yakin bulunur. Nrf2'nin promotor bolgesi icinde bu DNA
baglanma bolgelerinin (ARE / XRE) varligi, Nrf2'nin kendi transkripsiyonunu diizenleme
yetenegini yani otoregiilasyona sahip oldugunu gostermektedir. Nrf2 promotor bdlgesi
ayrica, NF-xB baglanma bolgesi icerdiginden Nrf2, lipopolisakarit tarafindan
transkripsiyonel olarak aktive edilebilmektedir. BRCA1’in (breast cancer 1, early onset),
Nrf2 promotor bdlgesine XRE benzeri diziler araciligiyla baglanarak genin
transkripsiyonunu arttirdigi bildirilmistir. Onkojenik Kras (KRAS proto-oncogene,
GTPase) ve B-Raf (B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase) , Myc (MYC proto-
oncogene, BHLH transcription factor), PI3K-Akt yolag1 (phosphoinositide-3-
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kinase/ (AKT serine/threonine kinase pathway) ve Notch (Notch receptor ) sinyal yolagi

da Nrf2 transkripsiyonunu arttirmaktadir.

Posttranskripsiyonel Regiilasyon: Son yillarda, Nrf2/Keapl yolagini diizenleyen
bircok mikroRNA'nin (miRNA) bulundugu tespit edilmistir. Genetik lokuslardan
kopyalanan miRNA'lar, 20-22 niikleotitten olusan, protein kodlamayan RNA'lardir.
miRNA'lar, translasyonu inhibe ederek ya da hedef mRNA'larin degredasyonunu
indiikleyerek gen ekspresyonunu diizenlemektedir. Noronal SH-SY5Y hiicrelerinde, dort
MiRNA'nin (miR-144, miR-153, miR-27a ve miR-142-5), tek tek veya bir grup olarak
asir1 ifadesinin, Nrf2 mRNA ve protein seviyelerini azalttig1 ve glutatyon {iretiminin
azalmasina neden oldugu gosterilmistir. Ayrica insan MCF7 meme kanseri hiicrelerinde
miR-28'in, insan MCF10A meme epitel hiicrelerinde ve T47D meme kanseri hiicrelerinde
miR-93’tin ektopik ekspresyonunun, Nrf2 mRNA ve protein seviyelerini diistirdigi
yapilan c¢aligmalarda bildirilmistir. Ancak fizyolojik kosullarda validasyon heniiz
bulunmamaktadir ve miRNA'larin Nrf2'yi ve diger proteinleri diizenledigi temel

mekanizma i¢in ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyuldugu belirtilmektedir.

Nrf2 ayrica alternatif ekleme (alternative splicing) ile de diizenlenebilmektedir. Akciger
ve bas boyun kanserlerinde ekzon 2 veya ekson 2 ve 3 eksik, anormal Nrf2 transkript
varyantlar1 gézlenmistir. Bu varyantlar, Keapl ile etkilesim alanindan yoksundur. Bu
sebeple Nrf2 stabilizasyonuna ve Nrf2 gen ifadesinin indiiklenmesine neden
olmaktadirlar [20, 99, 113, 124].

Posttranslasyonel Regiilasyon: Nrf2’nin posttranslasyonel regiilasyonu, Keap1-Cul3-
Rbx1 E3 ligaz kompleksi aracili Nrf2 ubikitinasyonunun yani sira, fosforilasyon,
asetilasyon ve sumolasyon ile de saglanmaktadir. Nrf2, farkli kinazlar tarafindan
fosforilasyona olanak saglayabilen bir¢ok serin, treonin ve tirozin rezidiisu igerir. Yapilan
calismalar; PI3K/Akt, PKC (protein kinase C), JINK (c-Jun NH2-terminal protein kinase)
ve ERK’in (extracellular signal regulated kinase) Nrf2’yi aktive, p38-MAPK (mitogen-
activated protein kinase) ve GSK-3B’nin (glycogen synthase kinase-3B) Nrf2'yi inhibe

ettigini géstermektedir.
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Sekil 2.12.  Nrf2’nin kinazlar tarafindan regiilasyonu [125].

Fyn

Niikleus

Nrf2’nin Nehl alani igindeki Lys rezidiilari, Nrf2’nin asetilasyon ile posttranslasyonel
regiilasyonuna olanak saglamaktadir. (CREB-binding protein) CBP / p300 tarafindan
asetilasyon sonrasi, Nrf2’nin DNA baglama ve gen transaktivasyonunu artar.

Nrf2’nin sitoplazmadaki degredasyonu, hiicredeki Nrf2 seviyelerinin regiilasyonunda
temel yolak olarak ayrintili ¢alisilmis olsa da, sumolasyon ile Nrf2’nin degredasyonu
niikleusta da gergeklesebilmektedir. Nrf2, SUMO-1 ve SUMO-2 (small ubiquitin-like
modifier 1 and 2) tarafindan sumolasyonu sonrasi, bir poliSUMO-spesifik E3 ubikitin
ligaz olan RNF4 (RING finger protein 4) araciligi ile ubikitinasyona ugrayarak, PML-NB
(promyelocytic leukemia-nuclear body) lokalize proteozom tarafindan degrade edilir [18,
20, 102, 112, 113, 124-128].

Epigenetik Regiilasyon: Nrf2’nin promotor hipermetilasyonu, Nrf2 seviyelerinde
azalmaya; Nrf2’nin promotor hipometilasyonu ise, Nrf2 seviyelerinde artisa neden
olmaktadir. KEAP1 promoterinin hipermetilasyonu, Nrf2 ekspresyonunun artmasina

neden olarak Nrf2 aktivitesini etkileyebilir.

Ayrica histonlarin asetilasyonun/deasetilasyonun ve metilasyonun/demetilasyonun da

Nrf2 aktivasyonunu etkiledigi calismalarda gosterilmistir. Ancak hastaliklarda Nrf2
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yolaginin modiilasyonunda potansiyel epigenetik hedefleri belirlemek i¢in ek calismalara

ihtiya¢ duyuldugu belirtilmektedir [18, 129, 130].

Protein Partnerleri ile Regiilasyon: Nrf2 gen ifadesinin diizenlenmesi Nrf2 ve Keap1
ile etkilesime girebilen proteinler araciligiyla saglanabilmektedir. Keapl Nrf2 ile benzer
sekilde; DPP3 (dipeptidyl-peptidase 3), IKKB (IkB kinase 3), PALB2 (partner and
localizer of BRCA2), PGAMS (phosphoglycerate mutase 5), WTX (Wilms tumor gene
on X chromosome) ve ProTa (prothymosin o) gibi bir ETGE motifine sahip, farkli
yolaklarda rol alan proteinlerle etkilesime girebilmektedir. Bunun sonucunda, Keapl ile
etkilesimi engellenen Nrf2’nin proteozomal degredasyonu gergeklesemez ve Nrf2

transkripsiyonel olarak aktive edilir.

Keapl'e baglanarak Nrf2 degredasyonunun dnlenmesini saglayan proteinlerin yani sira;
p21, BRCA1 gibi dogrudan Nrf2’ye baglanarak Nrf2’nin transkripsiyonel aktivasyonunu
indiikleyen proteinler de bulunmaktadir. Ornegin p21, Nrf2'deki DLG ve/veya ETGE
motifleri ile etkilesime giren bir Kelch motifi igerir. Bu sayede Nrf2’nin aktivasyonuna
ve p53'tin Nrf2 aktivitesini etkilemesine neden olmaktadir. DNA onarim proteini olan
BRCA1 ise Nrf2'deki ETGE motifine baglanarak, Nrf2’nin Keapl tarafindan

proteozomal degredasyonunun 6nlenmesini saglamaktadir [99, 124, 131].

ARE aktivitesinin diizenlenmesinde rol oynayan sMaf proteinlerinin ve bunlarin
baglanma partnerlerinin varligi, miktar1 ya da aktivitesindeki degisiklikler de, dolayli
yoldan Nrf2 hedef genlerinin ekspresyonlarinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir [20,
132].

p62/SQSTMI (sequestosome 1) proteini araciliryla Nrf2 aktivasyonu, nonkanonik yolun
en ¢ok caligilan mekanizmasidir. Cok domainli ve ¢ok fonksiyonlu bir protein olan p62,
otofaji yolagi ve Nrf2 aktivasyonu ile hiicreleri stresten korur. Bazal kosullarda Nrf2’nin
degredasyonu Keapl-Cul3—-Rbx1 ubikitin ligaz kompleksi araciligiyla proteazomal yolla
gerceklestirilirken, ubikitin ligaz ayrica p62’nin de ubikitinasyon yoluyla otofajik
yikimini uyararak Nrf2’nin inaktivasyonunu saglamaktadir. Stres kosullarinda ise, Keapl
ile Nrf2 arasindaki etkilesime benzer sekilde Keapl ile etkilesime girebilen p62, Nrf2'nin
ETGE motifine benzer STGE motifi sayesinde, Keap1 ile baglanma i¢in Nrf2 ile rekabet
eder. p62°’nin, MTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1), TAK1
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(transforming growth factor beta-activated kinase 1) veya diger kinazlar tarafindan
fosforilasyonu, p62°nin Keapl'e baglanma afinitesinde artisa neden olur. Fosforile p62,
Nrf2’nin yerini alarak Keap1 ile kompleks olusturur. Boylece serbest kalan Nrf2 niikleusa
transloke olur ve hedef genlerin ekspresyonunu indiikler. Nrf2’nin hedef genleri arasinda
promotoriinde ARE dizisi bulunan p62’de bulunmaktadir. p62’nin ekspresyonunun
indiiklenmesi sonucu iki p62 izoformu upregiile edilir. Tam uzunluktaki form, pozitif geri
besleme dongiisii ile Nrf2 aktivasyonunu diizenler. Keapl ile etkilesim bdélgesinden
yoksun olan splice varyant, Nrf2’nin siirekli aktif kalmasini engelleyici, tam uzunluktaki
formun regiillasyonunu saglayict bir mekanizma olarak Nrf2’nin inaktivasyonunu
saglarken, fonksiyonel olarak aktif otofajik reseptor 6zelligini korumaktadir. Olusan p62-
Keapl kompleksi ise, p62 sayesinde otofagozomal membran ile etkilesime geger ve
Keap1’in otofaji yoluyla degredasyonu gergeklesir. Bu diizenleyici mekanizma, Keapl'in
Nrf2 aktivitesini inhibe etmek icin yeniden sentezlenmesini gerektirdiginden, kalici bir

Nrf2 cevabi saglamaktadir [20, 21, 99, 124, 133-135].
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Sekil 2.13.  p62-aracili Nrf2/Keap1 yolagi [21].

2.4. Oksidatif Stres ve Otofaji Iliskisi: p62/Nrf2/Keap1 Yolag
2.4.1. Otofaji

Otofaji terimi “kendi kendini yemek” anlamina gelen, Yunanca oto (kendi) ve faji

(yemek) anlamina gelen sozciiklerinden tiiretilmistir. Genel anlamda ise otofaji,
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makromolekiil kompleksleri, proteinleri ve tiim organelleri igeren hiicresel bilesenlerin
lizozomal degredasyonunda rol oynayan, evrimsel olarak korunmus, katabolik molekiiler
bir siiregtir [22, 23, 60, 136].

Otofaji hem fizyolojik kosullarda hem de hiicresel stres durumunda ¢esitli fonksiyonlara
sahiptir. Bazal kosullarda otofaji, uzun 6miirlii veya yanlis katlanmis proteinlerin, protein
agregatlarinin, zararli bilesenlerin ve hasar gérmiis organellerin temizlenmesini veya
dontistimlerini (turnover) kolaylastirarak hiicresel homeostazi ve hiicresel bilesenlerin
kalite kontroliinii korur. Besin yetersizligi, hipoksi, oksidatif stres, enfeksiyon, protein
agregatlarinin birikmesi, mitokondriyal hasar gibi ¢esitli stres kosullarinda ise otofaji,
hiicrelerin adaptasyonuna ve hayatta kalmasina yardimci olmak i¢in diizenlenmektedir.
Stres kosullar1 altinda otofaji, hasari kisitlayarak ve hayatta kalmak i¢in gerekli bilesenleri
saglayarak hiicreye yardimci olur. Enfeksiyona neden olan patojenin, protein
agregatlarinin ve hasarli mitokondrinin lizozomal degredasyon ile uzaklastirilmasini
saglar. DNA/RNA, karbonhidratlar, proteinler ve trigliseritler gibi c¢esitli
makromolekiillerin lizozomal degredasyonunu saglayarak; yapi tasi olan niikleozitlerin,
amino asitlerin, sekerlerin ve serbest yag asitlerinin biyomolekiil de novo sentezinde ya
da Krebs dongiisii ve diger metabolik siiregler yoluyla hiicresel fonksiyonlarin

giiclendirilmesi igin ATP'nin iiretilmesinde kullanilmasini saglar [23, 136-140].

Ayrica yapilan c¢aligmalar otofajinin, homeostatik rolleri sayesinde hiicrenin yasama
kararinda biiyiik etkisi oldugu kadar, diger hiicre 6liim yollariyla aralarindaki karmasik
ve ¢ok yonlii bir iligki sebebiyle, otofajinin birincil 6liim sekli olarak hareket etmekten
ziyade diger hiicre 6liimii bigimlerini kolaylastirabilmesiyle hiicrenin 6liim kararinda da
biiyiik etkisi oldugunu gdstermektedir. Ilaveten son yillarda yapilan ¢aligmalar, “otofajik
hiicre 6limi” veya “tip Il programlanmis hiicre 6liimii” ad1 verilen bir islemle, diger
hiicre 6liim yollarindan bagimsiz olarak, dogrudan otofaji yoluyla hiicreleri yok etme

potansiyeline sahip olabildigini de gostermektedir [23, 141-146].

2.4.1.1. Otofaji Cesitleri

Otofaji, yikim siirecine gonderilecek olan kargo olarak ifade edilen hiicre i¢i yapilarin
lizozoma giris mekanizmasina bagl olarak; makrootofaji, saperon-aracili otofaji ve

mikrootofaji olmak iizere ti¢ genel tip mekanizmaya ayrilmaktadir [147, 148].
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A. Makrootofaji B. Saperon-aracili otofaji
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Sekil 2.14.  Memeli hiicrelerindeki otofajik yolaklar [149].

Makrootofaji: Makrootofaji, “otofaji” terimi ile esanlamli olarak kullanilan, en yaygin

goriilen ve bu nedenle de en iyi karakterize edilmis otofaji ¢esitidir [137, 150-152].
Makrootofaji sirasinda ilk olarak degredasyonu gerceklestirilecek sitoplazmik
komponentlerin etrafinda, izolasyon membrani ya da fagofor olarak adlandirilan bir zar
yapist olusmaya baslar. Bu zar yapisinin biiyliyilip genisleyip iki ucunun birlesmesiyle,
otofagozom olarak tanimlanan ¢ift zarli yapilar olusmaktadir. Bu islem sonrasinda
otofagozom, lizozomla kaynasir ve izole edilen sitoplazmik komponentlerin lizozomal
asit hidrolazlarca yikildig1 otofagolizozom yapilar1 olusturulur. Yikim sonrasi elde edilen
makromolekiiller, tekrar kullanim i¢in membran permeazlari tarafindan sitozole geri

tasinmaktadir [150, 153-156].
Makrootofaji (bundan sonra otofaji olarak ifade edilecektir), genel olarak segici otofaji
ve secici olmayan otofaji olmak iizere siniflandirilabilmektedir. Segici otofajide, otofaji

reseptorleri olarak bilinen bazi spesifik proteinler, islevsel olmayan organeller, yanlis
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katlanmig/katlanmamis ve/veya ubikitinasyona ugramis proteinler ve hiicre i¢i patojenler
gibi hedef kargolari tanir ve bunlar1 otofagozomal membrana tasir. Secici otofaji kargo
igerigine gore; mitofaji (mitokondri), retikulofaji (ER), ribofaji (ribozom), pekzofaji
(peroksizom), lipofaji (lipit damlaciklar1), lizofaji (lizozozom), niikleofaji (niikleus
parcalari), agrefaji (protein agregatlari) ve ksenofaji (patojenler) gibi alt gruplara
ayrilmaktadir. A¢lik durumunda tetiklenen segici olmayan otofaji ise, hedef bir kargo ve
otofaji reseptorii olmaksizin, sitoplazmik materyallerin rastgele lizozomlarda
degredasyonu ile yap1 taslarinin hiicre tarafindan tekrar kullanilabilirligini saglamaktadir
[136, 157-159].

Saperon-Aracih Otofaji: Lizozomlarda spesifik bir saperon tarafindan taninan ¢6ziiniir

sitozolik proteinlerin, segici olarak degredasyonunun saglandigi lizozomal proteoliz
yollarindan biridir. Saperon aracili otofajinin hedef substratlari, memeli proteomunun
yaklagik % 40'in1 olusturan KFERQ benzeri motif igceren sitoplazmik proteinler ve post-
translasyonel modifikasyonlar sonrasinda KFERQ benzeri motiflere sahip olan
proteinlerdir. Yapisinda KFERQ benzeri motif igeren sitoplazmik proteinler, Hsp40 (heat
shock protein 40), Hsp90 (heat shock protein 90), CHIP (HSC70-interacting protein),
HOP (HSP70-HSP90 organizing protein) gibi diger saperon proteinleri ile bir kompleks
icinde bulunan sitosolik saperon proteini HSPA8/HSC70 (heat shock cognate 71 KDa
protein 8) tarafindan taninir ve lizozomlara iletilirler. Lizozom yiizeyinde bulunan bir
lizozomal membran reseptor proteini olan monomerik LAMP2A (lysosome-associated
membrane protein type 2A), HSPA8/HSC70-substrat protein kompleksi ile etkilesime
girer. Bu etkilesim sonucu LAMP2A, substrat proteini lizozomal liimene ileten bir
translokasyon kanali olugturmak i¢in oligomerize olur. Translokasyon oncesi substrat
proteininin agilmast HSPA8/HSC70 ve kosaperon proteinleri tarafindan saglanir.
Substrat translokasyonun tamamlanmasiyla LAMP2A translokasyon kanali, baska bir
substrat proteinin translokasyonunu saglamak iizere yeniden LAMP2A monomerlerine
ayrilir. LAMP2A translokasyon kanalimin bu dinamik oligomerize ve monomerize
dontigsiimlerine, lizozomal saperonlar aracilik eder. Lizozomlarin i¢ine ulasan substrat

proteinlerin degredasyonu gergeklesir [136, 148, 156, 159-163].

Saperon aracili otofaji, temel olarak hasarli proteinlerin degredasyonu ile hiicresel kalite
kontroliiniin siirdiiriilmesinde ve proteinlerin degredasyonu kaynakli amino asitleri geri

dontistiirerek hiicresel enerjik homeostazin siirdiiriilmesinde gorev almaktadir. Bunlara
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ek olarak, karbonhidrat ve lipit metabolizmasi, transkripsiyonel regiilasyon, immiin cevap
ve hiicre dongiisii gibi birden fazla hiicresel islev i¢in modiilator bir role sahiptir [160,

161, 163].

Mikrootofaji: Mayalarda daha ayrintili calisilmasina karsin, memeli hiicrelerinde

mikrootofaji mekanizmasi, maya mikroatofajisi i¢in esansiyel olan genlerin memelilerde
korunmus bir iglevinin bulunmamasi ve ¢alismalarin ¢ogunlukla elektron mikroskopisi
ile morfolojik analize dayanmasi sebebiyle kismen belirsizdir. Genel olarak mikrootofaji,
sitoplazmik materyallerin lizozom zarindan dogrudan alinarak degredasyona
ugratilmasidir. Fare ve sicanlarla yapilan elektron mikroskobu ¢alismalar1 sonucunda
lizozomal cikintt yoluyla mikrootofaji, lizozomal c¢okme yoluyla mikrootofaji ve
endozomal mikrootofaji olmak iizere 3 tip mikrotofaji oldugu belirtilmektedir.
Memelilerde lizozomal ¢ikint1 yoluyla mikrootofaji siireci tam olarak bilinmemektedir.
Lizozomal ¢okme yoluyla mikrootofaji ve endozomal mikrootofajide degredasyona
ugratilacak sitoplazmik kargonun teslim siirecinin altinda yatan molekiiler mekanizma
biiyiik olglide belirsizligini korumakla birlikte, ESCRT (endosomal-sorting complexes
required for transport) sistemlerinin endozomal mikrootofaji igin kritik oldugu, ancak
mikrootofaji i¢in kritik olmadig1 gosterilmistir. Ayrica yapilan ¢aligmalarda endozomal
mikrootofajinin HSC70 tarafindan taninan KFERQ motifi iceren proteinleri segici olarak
bozabildigi, saperon aracili otofajiden farkli olarak, endozomal mikrootofajide lizozom
veya endozom iletimi icin ESCRT sistemlerine ihtiya¢ duyuldugu belirtilmektedir.
Mikrootofaji calismasi i¢in mevcut smirli sayida yontem nedeniyle, memelilerde
mikrootofajinin molekiiler mekanizmasi, regiilasyonu Vve insan saghg ve

hastaliklarindaki olasi rolii hakkinda bilgimiz sinirlidir [149, 156, 164-169].

2.4.1.2. Otofajinin Molekiiler Mekanizmasi

Otofaji, temel olarak; indiiklenme, fagoforun cekirdeklenmesi, fagoforun uzamas: ve
otofagozom yapisinin olusturularak otofagozom iginde olgunlasma, lizozom ile fiizyon
ve bozunma/makromolekiillerin geri doniistim akisi olmak {tizere farkli asamalara
ayrilabilmektedir. Bu adimlar, bir grup otofaji iliskili gen (ATG- autophagy-related
genes) tarafindan kodlanan proteinler tarafindan gergeklestirilir. Maya mutantlarinin

taranmastyla 30'dan fazla ATG bulunmus ve yiiksek Okaryotlarda bircok ATG geni
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ortologu belirlenmistir. Memeli ATG proteinleri ve otofaji iligkili diger proteinler,

islevlerine gore kategorilere ayrilir:

ULK1 kinaz (uncoordinated-51-like kinase 1) kompleksi (ULK1/2, ATG13,
ATG101 ve FIP200/ RB1CC1 (RB1-inducible coiled- coil protein 1)),

PIBKC3 (class Il phosphatidylinositol- 3-phosphate kinase) kompleksi
(PIK3C3/Vps34 (vacuolar protein sorting 34), BECN1 (Beclin 1), Vps15/PIK3R4
(phosphoinositide 3-kinase regulatory subunit 4 ), ATG14L, AMBRA1 (autophagy
and beclin 1 regulator 1) ve UVRAG (UV radiation resistance associated)),
Membran uzama kompleksi (ATG9, WIPIs (WD repeat domain phosphoinositide-
interacting proteins), DFCP1 (zinc- finger FYVE domain- containing protein 1)),
ATG12 (ATG12-ATG5-ATG16L1) ve LC3 (LC3/GABARAP (the microtubule-
associated protein 1 light chain 3/the GABA type A receptor- associated protein))
ubikuitin-benzeri konjiigasyon sistemleri,

Secici otofajide otofaji kargo reseptor proteinleri,

Lizozom ile fiizyon iliskili proteinler (RAB GTPaz’lar (RAS-related GTP-binding
protein GTPases), SNAREs (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment
protein receptors), HOPS (the class C Vps/homotypic fusion and vacuolar protein
sorting) kompleksi ve ESCRT (the endosomal sorting complexes required for
transport) ailesi {iyesi proteinler),

Lizozomal degradasyon ve makromolekiillerin geri donilisim akist ile ilgili

bilesenler.

Otofajinin temel mekanizmasi evrimsel olarak korunmus olmakla birlikte, memeli

otofajisine iliskin gozlemlerin farkli hiicre tiplerinden elde edildigi ve diizenlenmesinde,

hiicre tiplerinde farkliliklarin olabilecegini g6z 6niinde bulundurmak gerekmektedir [140,

146, 156, 160, 170-172].
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Sekil 2.15.  Otofaji siirecine genel bakis [173].

Otofajik siirecin indiiklenmesini saglayan sinyaller tipik olarak; aclik, hipoksi, biliylime
faktorleri, hiicresel diisiik enerji durumu, oksidatif stres, protein agregasyonu, ER stresi,
intraseliiler patojenler gibi ¢esitli stres kosullarindan kaynaklanmaktadir. Otofaji
indiiksiyonu ve fagoforun g¢ekirdeklenmesi sinyal yollar1 ile diizenlenir. Otofajinin ana
diizenleyicisi olarak tanimlanan mTOR (mammalian target of rapamycin) ve AMPK
(adenosine monophosphate-activated protein kinase) bu sinyal yollarmin basinda
gelmektedir.[146, 156, 171, 174, 175].

PI13K ile iliskili kinaz ailesine ait bir serin/treonin kinaz olan mTOR c¢ok sayida yardimci
protein ile baglanarak, mMTORC1 (MTOR kompleksi 1) ve mMTORC2 (mTOR kompleksi
2) olmak tizere, farkli bilesim ve fonksiyona sahip iki sinyal kompleksi olusturur. Bu iki

kompleksin en ayirt edici 6zelligi, adaptér proteinlerinin baglanmasidir. mLST8/GL

43



(mammalian lethal with SEC13 protein 8)/G protein beta subunit-like), DEPTOR (DEP
domain-containing mTOR-interacting protein) ve Ttil/Tel2 (Tel2 interacting protein
1/telomere maintenance 2) kompleksi, hem mTORC1 hem de mTORC2'de bulunur.
RAPTOR (regulatory-associated protein of mTOR) ve PRAS40 (proline-rich Aktl
substrate of 40 kDa) mTORC1’e 6zgiiyken; RICTOR (rapamycin-insensitive companion
of mTOR), mSinl (mammalian ortholog of SAPK interacting protein 1), ve
PROCTORL1/2 (protein observed with Rictor 1 and 2 ) mTORC2’ye 6zgiidiir. mTORC1
ve mTORC?2, spesifik substrat tercihlerine sahip olmalar1 sebebiyle, hiicresel fonksiyonu
modiile etmek i¢in farkli sinyal yollarin1 kullanmaktadirlar. Ancak bu iki kinaz
kompleksinin farkli substratlari olmasina ragmen, kompleksler tarafindan ortaya ¢ikarilan

sinyal iletimi, ayn1 zamanda birbirlerini diizenlemelerine de izin vermektedir [175, 176].

mTORC1 mTORC2
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Sekil 2.16. mTOR komplekslerinin yapisi ve sinyal yollar1 [177].

Bazal kosullarda, kiigiik GTP-baglayici protein olan GTP yiiklii Rheb (ras homolog
enriched in brain), mTORC 1 in katalitik alani ile etkileserek mTORC1’1 aktif hale getirir.
Aktif hale gelen mTORCI, hiicre biiylimesi, lipit, protein ve niikleotit sentezi gibi ¢esitli
anabolik siirecleri indiiklerken, otofaji de dahil olmak {izere katabolik siireclerin cogunu
ortadan kaldirir. Otofaji inhibisyonu temel olarak, otofaji yolaginin ilk kompleksi olan
ULK1/2 kompleksi lizerinde gergeklestirilen fosforilasyon ile saglanmakla birlikte, aktif
MTORCI tarafindan otofajinin diger asamalari da diizenlenmektedir [174, 175, 178, 179].
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Sekil 2.17. mTORCI araciligiyla otofaji regiilasyonu [175].

Aglik durumunda, Rheb'e yonelik bir GTPaz aktive edici protein (GAP) gorevi goren
TSC1/2 (tuberous sclerosis complex1/2), Rheb'e bagli GTP'nin hidrolizini tesvik ederek
Rheb'i, GDP-baglh inaktif forma donistiirerek mTORC1'in inaktivasyonunu saglar.
mTORC1'in inaktivasyonu, otofagozom biyogenezinin aktivasyonuna neden olarak
otofajinin indiiklenmesine neden olmaktadir. mTORCI inaktivasyonu ayrica, lizozomal
ve otofaji gen ekspresyonunun ana diizenleyicisi olan transkripsiyon faktorii TFEB'nin
(transcription factor EB) defosforilasyonunu saglar. Defosforile TFEB ¢ekirdege
yerleserek; UVRAG, WIPI, LC3B ve p62 gibi ATG genlerinin transkripsiyonunu

indiikler ve hiicredeki lizozomal fonksiyonunun artigini saglar [174, 176, 178].

Evrimsel olarak yiiksek oranda korunmus bir serin/treonin protein kinaz olan AMPK
memeli hiicrelerinde, katalitik o alt birimi ve diizenleyici B ve v alt birimleri tarafindan
olusturulan bir heterotrimerik kompleks olarak bulunmaktadir. Katalitik o alt biriminin
N-terminal bolgesindeki serin/treonin kinaz domaininde bulunan Thrl72 residusu,
AMPK aktivasyonunun hizli bir sekilde LKB1 (liver kinase B1), CAMKK?2
(calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2) ve TAK1/MAP3K7
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(transforming growth factor beta-activated kinase 1/mitogen-activated protein kinase 7)
gibi farkli kinazlar tarafindan saglanmasinda onemli bir rol oynamaktadir. AMPK
aktivitesinin fosforilasyonla dogrudan diizenlenmesinin yani sira y alt birimi, AMPK'nin
AMP/ATP veya ADP/ATP seviyelerindeki degisikliklere yanit vermesini saglayan bir
sensOr gorevi goriir. Ayrica, tek basina AMP; ti¢ farklt mekanizma yoluyla dogrudan
AMPK aktivitesini modiile edebilir;
e Thrl72 iliskili kinazlara etki ederek Thr172'nin fosforilasyonunu uyarabilir,
e Allosterik modiilasyon sayesinde, AMPK'nin Thr172 iligkili kinazlar i¢in daha
cekici bir substrat olmasini saglayabilir,
e Thrl72 defosforilasyonunu fosfataz aktivitesinden koruyarak engelleyebilir veya
Thr172 fosforile edildikten sonra allosterik bir sekilde AMPK aktivitesini

arttirabilir.

Diisiik enerji kosullarinda aktivasyonu saglanan AMPK, anabolik siirecleri inhibe edip
otofaji gibi katabolik siiregleri indiikleyerek hiicresel homeostazin korunmasini
saglamaktadir. AMPK ile mMTORC1 aktiviteleri antogonistiktir ve birlikte hareket ederek,
birgok sinyal yolagi ile birlikte otofaji regiilasyonunda rol oynarlarlar. AMPK’nin
aktivasyonu dogrudan ve dolayli olarak otofagozom olusumunu aktive etmektedir.
AMPK, mTORC1, TSC1/2, ULK1/2 kompleksi, otofagozom uzamasinda rol oynayan
ATG9 ve PI3KC3 kompleksi elemanlarindan olan Vps34 fosforilasyonu ile otofaji
aktivasyonunda rol oynamaktadir [174, 180, 181].

Otofaji yolaginin ilk kompleksi olan ULK1 kompleksinin (ULK1/2, ATG13, ATG101 ve
FIP200/ RB1CC1) aktivasyonu temel olarak, otofajinin indiiklenmesi igin kritik 6neme
sahiptir. Bazal kosullar altinda, aktive edilmis mTORCI1, RAPTOR yoluyla ULKI
kompleksi ile etkilesime girer ve ULK1/2'nin ve Atgl3 alt biriminin gesitli bolgelerini
fosforile eder. mMTORC1 ayrica PI3KC3 kompleksi elemanlarindan olan AMBRAL’i
fosforile ederek, AMBRAL’in dinein motor kompleksine sabitlenmesini saglar. Boylece

otofaji yolagi inaktif durumda tutulur.

Stres kosullar1 altinda ise inaktif durumdaki MTORC1, ULK1'den ayrilir ve ULK1
kompleksinin MTORCL1 tarafindan gergeklestirilen ULK1/2 ve Atgl3'iin fosforilasyonu,
fosfatazlar tarafindan giderilir. ULK1/2’nin defosforilasyonu, PP2A (protein phosphatase
2A) ve PPM1D (protein phosphatase 1D magnesium-dependent delta isoform) tarafindan
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gerceklestirilirken, Atgl3'in defosforilasyonu, Ptc2 ve Ptc3 (PP2C (protein phosphatase
2C) phosphatases) ile gergeklestirilmektedir. ULK1/2 ve Atgl3'in deosforilasyonu,
ULK1/2'nin kinaz fonksiyonunun aktivasyonuna yol agar. Aktif ULK1/2; Atgl3',
FIP200/RB1CC1’i ve kendisini fosforile ederek, otofajik siirecin sonraki asamalarinin
ilerlemesine izin verir. Aktif ULK1 kompleksi daha sonra otofajinin baslatildigi ER’deki
izolasyon membranina tagimir. Ilaveten, mTORC1 inaktivasyonu ile defosforile olup,
aktif duruma gelen AMBRAL; hem ULK1/2 hem de E3 ligaz TRAF6 (tumor necrosis
factor receptor (TNFR)-associated factor 6) ile dogrudan etkilesim araciliiyla
ULK1/2’nin Lys63-bagli ubikutinasyonunu tesvik ederek; kendi kendine bir araya gelme,
stabilizasyon, ULK1/2'nin kinaz aktivitesinin arttirilmasi ve otofajinin baglatiimasinda rol
oynamaktadir [170, 174, 175, 182].

Otofaji regiilasyonunun bir diger ana diizenleyicisi olan AMPK, ULK1 aracili otofajiyi

ti¢ yol aracilig1 ile uyarir:

e TSC2'yi fosforile edip, aktivitesini arttirarak, mMTORC1’in inhibisyonunu saglar.
e Raptor fosforilasyonu ile mTORC]1 aktivitesini dogrudan inhibe edebilir.

e Dogrudan ULK1/2 fosforilasyonu ile ULK1 kompleksinin aktivasyonunu saglar

[174].
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Sekil 2.18.  ULK1 kompleksinin mTORC1 ve AMPK tarafindan regiilasyonu[175] .

Otofajinin indiiklenmesi, ULK1 kompleksinin protein kinaz aktivitesini gerektirirken,

fagoforun ¢ekirdeklenmesi igin, PI3KC3 kompleksinin lipit kinaz aktivitesine ihtiyag
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duyulmaktadir. Otofagozom biyogenezinde PI3KC3 kompleks I ve PI3KC3 kompleks II
olmak tizere iki farkli PI3KC3 kompleksi rol oynar. Otofagozom olusumunun
baslangicinda rol oynayan PI3KC3 kompleks I; BECNI1, ATG14L, Vpsl5 ve Vps34
bilesenlerinden olusur. PI3KC3 kompleks II ise ATG14L yerine UVRAG igcermekle
birlikte diger bilesenleri PI3KC3 kompleks I ile aynidir ve otofagozom olgunlagmasi ve
endozomal trafikte rol oynar.

Bazal kosullar altinda dinein motor kompleksine sabitlenen AMBRA1, BECNL1
araciligiyla PI3KC3 kompleks I’e baglanarak, PI3KC3 kompleks I’in hiicre iskeletine
tutunmasini saglar. Ayrica BCL2 (B-cell lymphoma 2), BECN1’in alt domainine
baglanarak otofajiyi dogrudan inhibe eder.

Yapisal olarak PISBKC3 kompleks I, BECN1/ATG14L ve Vps15/Vps34 olmak iizere
ciftler halinde stabilize edilir. Stres kosullarinda ULK1 kompleksinin aktivasyonu;
AMBRAI, BECN1 ve ATG14L nin fosforilasyonununa neden olur. BCL2’den ayrilan
BECNI, adaptér ATG14L aracilifiyla kompleksteki yerini alir ve Vps15 komplekste
proteinleri organize ederek Vps34’lin aktivitesini gdsterebilecegi sekilde diizenler.
AMBRA1’in fosforilasyonu, PI3KC3 kompleks I’in hiicre iskeletinden ayrilarak ER’nin
alt domainine translokasyonunu saglar. Bu alt ER domaininde PI3KC3 kompleks |
elemanlarindan Vps34’iin, PI3P iiretmek i¢in fosfatidilinositolii fosforile etmesiyle PI3P
(phosphatidylinositol 3-phosphate) iiretimi saglanarak, otofagozom ¢ekirdeklenmesi
saglanir [137, 170, 171, 174, 175, 183-191].

mTOR, AMPK, ULK1/2 ve BECN1; birgok durumda otofajinin diizenlenmesi ve
indiiklenmesinde o6nemli roller oynamaktadir. Ancak unutulmamalidir ki, otofajinin
gerceklesebilmesi i¢in otofaji yolunun tiim bilesenlerinin her zaman gerekli olmadigin

gosteren artan sayida ¢alisma bulunmaktadir [192].

Bazal kosullarda, ER'de ¢ok az PI3P bulunur. Ancak otofajinin indiiklendigi stres
kosullarinda, bu yiiklii sinyal lipidinin tiretimi sonucu ER alt domaini, lokal olarak PI3P
ile zenginlestirilmektedir. Yunan harfi omega'ya (€2) benzemesi sebebiyle omegazom
olarak adlandirilan bu yap1, otofagozom biyogeneziyle iliskili membran diizenlemelerini
en ileri noktaya tasiyacak olan efektorlerin, yapiya katilmasini saglayan bir sinyal gibi

davranmaktadir.
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PI3P'ye katilan ilk efektorlerden biri, PI3P'yi iki FYVE (Fabl, YotB, Vaclp, and EEAL)
domaini araciligiyla baglayan DFCP1 (double FYVE domain-containing protein 1)'dir.
DFCPI1; ER, mitokondri ve golgi iizerinde daginik bir diizene sahiptir. Ancak, PI3P
yapisinin iki FYVE domaini araciligiyla taninmasiyla hizla PI3P noktalarina hareket
ederler. Yaygin olarak omegasomlar ve fagofor ¢ekirdeklenmesi i¢in bir belirte¢ olarak
kullanilmalarina ragmen, DFCP1 tiikenmesinin otofajik akista bir etkisi olmamasi
sebebiyle, otofagozom biyogenezinin ilk asamalarindaki rolii hakkinda ¢ok az sey

bilinmektedir.

Gelisen omegazom, izolasyon membrani veya fagofor adi verilen ¢ift membranli yapinin
uzamasina yol agar. Fagoforun ¢ekirdeklenmesi, PI3P'ye baglanan bir diger efektdr olan
PROPPIN (-propellers that bind phosphoinositides) ailesinin iiyelerinden WIPI (WD-
repeat domain phosphoinositide-interacting proteins)’larin  yapiya katilmasini
gerektirmektedir. WIPI’lar, PI3P sinyalinin taninmasi ve otofagozom yapisinin olusumu
icin diger ATG iliskili proteinlerin toplanmasini saglamaktadir. WIPI1 ve WIPI2b,
omegasomlara alindig1 ve fagofor olusturdugu gosterilen ilk iki WIPT’dir. WIPI1, fagofor
olusumunu izlemek igin en sik kullanilan iki PI3P efektoriinden biridir. Fonksiyonu tam
olarak anlasilmasa da, WIPI2b'nin Oncesinde omegasomlara alindigi gosterilmistir.
WIPI2b otofajinin pozitif bir regiilatoriidiir ve otofagozom olusumu igin gereklidir.
ATGI6L1 ile dogrudan etkilesime girer ve bu etkilesim otofajik akis icin gereklidir.
WIPI3 ve WIPI4, PI3P'ye baglanarak, otofagozom biyogenezine katkida bulunan diger
WIPI’lardir. Eksikliklerinin, biiyiik ve kapatilmamis otofagozomlarin birikmesine neden

oldugu gosterilmistir [174, 185, 193-197].

Fagofor yapisinin ¢ekirdeklenmesi ve uzamasi asamasinda es zamanli olarak ATG9
proteini gorev almaktadir. Golgide bulunan ATGY9, ATG proteinleri arasindaki tek
transmembran proteinidir ve sitoplazma i¢indeki ER, mitokondri, golgi, plasma
membrani, endosom gibi gesitli zar kaynaklarindan tasimis oldugu protein ve lipitlerle
otofagazom yapisinin olusturulmasinda rol almaktadir. ATGY trafigi, biliylik Olciide
ULKI kinaza baglidir ve ULK1 tarafindan ATG9 fosforilasyonu, ATG9 dinamiklerini
diizenler. Memeli hiicrelerinde ULK1 yoklugu, golgi kompleksinden ATG9 trafiginin
inhibisyonuna yol agar. Ayrica WIPI2 ve WIPI4 proteinleri, ATG9 trafiginin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir. WIPI2'nin yoklugu, ATG9'un golgi kompleksine

alinmasini engeller ve ATG9'un omegazomlar iizerinde birikmesine neden olur. WIPI4
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ise, ATG9 dinamiklerinin potansiyel bir regiilatorii olarak gorev almaktadir [185, 193,
194,198, 199].

Her ne kadar otofajinin daha once var olan bir baglatma zarinda ¢ekirdeklendigi ve daha
sonra fagofora diger hiicresel bolmelerden membranlarin taginarak otofagozomun
gelisiminin saglandig1 yaygin bir goriis olsa da fagoforun cekirdeklenmesi ve uzamasi
icin gerekli olan zarlarin kaynagi tam olarak bilinmemektedir. Otofagozom olusumu igin
membran alimi siireci hala tam olarak anlasilamamistir. Ancak, hiicredeki bir¢ok

organelin fagofor uzamasina ve otofagozomun tamamlanmasina farkli sekillerde katkida

bulunmaktadir [200].

Fagofor yapisinin uzamasinda LC3/GABARAP ve ATG12 olmak iizere iki ubikuitin
benzeri konjiligasyon sistemi gereklidir. LC3 ve ATG12, ubikuitin benzeri proteinleridir.
ATG12, art arda ubikuitin-aktive edici enzim (E1)- benzeri enzim ATG7 ve ubikuitin-
konjiige enzim (E2)-benzeri enzim ATG10 tarafindan aktive edilir, daha sonra fagofor
tizerinde ATG12-ATG5-ATG16L1 kompleksi olusturmak i¢in ATGS'e konjiige edilir.
Yapilan son ¢aligmalar, WIPI ailesinin konjiigasyon sisteminin montajinda 6nemli bir
rolii oldugunu gostermektedir. ATG12-ATG5-ATG16L1 kompleksi, LC3 konjugasyonu
ile PI3P’yi otofagozom olusum yerinde baglayabilmek i¢in WIPI2b’ye ihtiyag
duymaktadir. Konjiigasyona baslamadan 6nce LC3 onciisii, C-terminal glisini ortaya
cikarmak igin sistein proteaz ATG4 tarafindan yarilmahdir. Sitosolik LC3-1 olarak
isimlendirilen bu iiriin daha sonra, E1-benzeri enzim ATG7 ve E2-benzeri enzim ATG3
tarafindan aktive edilerek, membran-iliskili LC3-PE (LC3-Il) elde edilecek sekilde
fosfatidiletanolamine (PE) konjiige edilir. ATG12 konjiigasyonundan farkli olarak,
ATGS3 konjiigasyonundaki son asama, bir ubikitin ligaz enzimi (E3)-ligaz olan ATG12—
ATG5-ATG16L1 kompleksine ihtiyag duymaktadir. Calismalar, ATG12'nin sadece
izolasyon membrani iizerinde lokalize oldugunu gdosterirken, LC3’iin lipitlenmis formu
olan LC3-1I’nin, otofagozomal membran iizerinde tiim otofagozom olusumu ve
lizozomlarla baglanma/kaynastirma islemi boyunca bulundugunu gostermektedir [137,

185, 197].

Yakin zamana kadar, hem LC3 hem de GABARAP proteinlerinin otofagozom olusumu
icin gerekli olmakla birlikte, farkli asamalarda rol aldig1 gosterilmistir. GABARAP

proteinlerinin otofajideki rolii LC3’e¢ gore daha az anlasilmistir. Ancak yapilan
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aragtirmalarda, GABARAP'm aglik sirasinda otofagozom olusumu i¢in ¢ok 6nemli bir
protein olabilecegi, secici otofaji tiirleri igin ise LC3’lin gerekli oldugu gosterilmistir

[201].

Segici otofajide hiicreler, spesifik kargolari otofagozomlara dahil edebilen otofaji
reseptorlerini kullanirlar. Otofaji reseptorleri temel olarak; LIR (LC3-interacting region)
motifleri aracihigiyla LC3 simifi proteinlerle etkilesen otofaji reseptorleri, UBD
domainleri  (ubiquitin-binding domains) araciligiyla ubikuitinlenmis kargolari
otofagozomlara tasiyan otofaji reseptorleri ve ubikuitin-bagimsiz etki domainleri
araciligiyla kargolar1 otofagozomlara tasiyan otofaji reseptorleri olmak iizere

siniflandirilabilmektedir.

Cogu reseptdr otofaji kargolarinin, yapisinda LC3 sinift proteinleri bulunduran
otofagozomlarla etkilesimlerini saglayan, evrimsel olarak korunmus bir LIR motifi
bulundurmaktadir. Bu otofaji reseptorlerine 6rnek olarak; p62, NBR1 (neighbor of
BRCAL gene 1), OPTN (optineurin), CALCOCO2/NDP52 (calcium- binding and coiled-
coil domain 2), CALCOCO2/NDP52’nin yakin homologu TAX1BP1 (Tax1-binding
protein 1), BNIP3 (BCL2 interacting protein 3), BNIP3L/NIX (BCL2 interacting protein

3-like) verilebilir.

Birgok otofaji reseptorii sahip oldugu UBD domainleri araciligiyla, ubikuitinlenmis
kargolar1 otofagozomlara tasiyabilir. Ornegin, OPTN ve NDP52, mitofaji ad verilen bir
stirecte ubikuitinlenmis mitokondrilerin otofagozomlara tasginmasini saglamaktadir.
Benzer sekilde; p62, NDP52, TAX1BP1 ve OPTN ksenofaji sirasinda ubikuitine hiicre

i¢i patojenlerle etkilesime girer.

Otofaji reseptorleri, kargolarin dogrudan kendileriyle etkilesime girerek, kargolari
ubikuitinden bagimsiz bir sekilde taniyabilirler. Ornegin NDP52, hasarli vezikiillerin
limenlerindeki glikanlara baglanan hiicre i¢i lektin, galektin 8 ile dogrudan etkilesime
girerek, hasarli vezikiilleri otofagozomlara iletebilir. NCOA4 (nuclear receptor
coactivator 4), lizozomlardaki ferritini pargalamak i¢in demir selatlayici protein ferritin

ile dogrudan etkilesime girer.
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Otofaji reseptorleri, asir1 veya yetersiz aktivitelerini 6nlemek i¢in oligomerizasyon ve
posttranslasyonel modifikasyonlarla siki bir sekilde diizenlenmektedir. Ornegin, p62'nin
oligomerizasyonu, LIR motifi ve LC3 arasindaki diisiik afiniteli etkilesimleri stabilize
etmek i¢in 6nemlidir. Benzer sekilde, protein agregatlar1 gibi hacimli kargolar tizerinde
yiikksek ubikuitin konsantrasyonlari, ubikitin ve UBD'ler arasindaki diisiik afinite
etkilesimlerinin stabilize edilmesine yardimci olarak, ubikuitinlenmis kargolara otofaji
reseptor alimini tesvik edebilir. Otofaji reseptorleri ayrica UBD'leri fosforile ederek,
reseptorlerin ubikuitinlenmis yiiklere baglanmasini hizlandirir. Ayrica, LIR domaininin
LC3'e baglanmasi da fosforilasyon ile diizenlenebilmektedir [156, 157, 159].

Otofagozom biyogenezi ve kargonun otofagozom i¢ine aliminin tamamlanmasi
sonrasinda, uzayan otofagozom cift zarinin fiizyonu ile i¢ ve dis membranlar1 ayrilmis,
olgun otofagozom yapisi olusur. LC3 homologlar1 harig, tiim ATG proteinleri bir sonraki
otofaji yolaginda kullanilmak {izere, otofagozomun tamamlanmasindan 6nce veya hemen
sonrasinda zardan ayrilmaktadir. Olgun otofagozomlar, rastgele baslangi¢ bolgelerinden
endozomlar veya lizozomlarla kaynastigi periniikleer bolgeye, LC3 ile etkilesen

proteinler araciligryla mikrotiibiiller boyunca aktif olarak tasinmaktadir.

Otofagozom-lizozom fiizyonunun kesin mekanizmasi hala tam olarak anlasilmamakla
birlikte; RAB GTPaz’larin, membran baglayici komplekslerin ve SNARE proteinlerinin
bu siirecte gorev aldigi bilinmektedir. RAB GTPaz’lar; kargo adaptorleri, motor
proteinleri gibi spesifik efektor proteinleri yeni olusturulan tasiyici vezikiillere alarak,
vezikiillerin hedef zarlarina hareket etmesini saglar ve hedefine ulastiginda vezikiilerin
kargolar1 birakmasia yardimci olacak sekilde baglar. Rab7, otofagozom-lizozom
fizyonunda o©nemli rol oynamaktadir. Membran baglayict kompleksler, karsit
membranlar ile koprii olusturarak ve/veya SNARE kompleks olusumunu uyararak,
kenetlenme ve fiizyon islemlerini kolaylastirirlar. HOPS kompleksi, VPS33A, VPS16,
VPS11, VPS18, VPS39 ve VPS41 olmak iizere alt1 alt birim i¢erir. HOPS kompleksinin
yaninda, PLEKHM1 (pleckstrin homology and RUN domain containing M1) ve EPG5
(ectopic P-granules autophagy protein 5 homolog) proteinleri de SNARE proteinlerinin
toplanmasini stabilize ederek kolaylastirmaktadir. SNARE'ler, son derece enerjisel olarak
uygun bir kompleks olusturmak i¢in birbirleriyle etkilesime girebilen, zit membran
bolmeleri iizerinde lokalize edilmis, zara bagli proteinlerdir. Membran fiizyonunu

siirdiirebilmek i¢in, SNARE'lerin verici membran iizerinde bir R-SNARE ve alic1 zar
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tizerinde 1ii¢ Q-SNARE'den olusan bir trans-SNARE kompleksi olusturmasi
gerekmektedir. Otofagozom-lizozom flizyonununda STX17 (syntaxin 17), SNAP29
(synaptosome associated protein 29), endolizozomal VAMP7/8 (vesicle-associated
membrane protein 7/8), STX7 (syntaxin 17) ve endolizozomal YKT6 (SNARE protein
Ykt6) efektif olarak rol oynamaktadir [137, 156, 165, 194, 200, 202-207].
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Sekil 2.19.  Otofagozom transportu (A), otofagozom-lizozom fiizyonu (B) [203].

ATG14L yerine UVRAG igeren PI3BKC3 Il kompleksi, otofagozom-lizozom fiizyonunun
positif yonde regiilasyonunu saglarken; Rubikon, Rab7 ile dogrudan etkilesime girerek
otofagozom-lizozom  fiizyonunu inhibisyonuna neden olmaktadir. Ilaveten
otofagozomlar, dogrudan lizozomlarla kaynasmanin yani sira, amfizomlar olarak
adlandirilan ara yapilar olusturmak i¢in dnce ge¢ endozomlarla kaynasabilir ve daha
sonra otolizozomlar olusturmak i¢in lizozomlarla kaynasabilmektedir. Otolizozom
yapisinin olusumu tiizerine kargolar, lizozom tiirevi hidrolazlar tarafindan degrade
edilmektedir. Degredasyon sonrasi elde edilen, bir sonraki biyosentez veya enerji

tiretiminde kullanilmak {izere sitoplazmaya geri tasinmaktadir [137, 139, 156, 203, 207].

2.4.2. Otofaji ve Oksidatif Stres Arasindaki iliski

Otofaji ile ROS arasindaki kesin molekiiler detaylar hakkindaki arastirmalar hala
stirmekle birlikte, hiicresel ROS homeostazinin saglanmasi i¢in ROS'un otofajiyi
indiikleyebildigi yapilan ¢aligsmalarla gosterilmistir. Tipik olarak otofaji, cogu hiicrede
diisiik bir seviyede ve bazal oranda bulunur. Ancak, yanlis katlanmig/katlanmamis

anormal protein agregatlari, azalan mitokondri membran potansiyeli, ATP, enfeksiyon ve
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besin eksikligi gibi stres durumlarinda ROS’un asir1 salinmasina cevap olarak otofaji

yolagi hizli bir sekilde aktive edilebilmektedir [60, 208].

Otofaji, dogrudan ya da dolayli olarak ROS tarafindan modiile edilmektedir. Bu
modiilasyonda otofaji iliski sinyal yolaklar1 ve proteinler gorev alir. ROS, PI3K/Akt (Akt
serine/threonine kinase 1)/mTORCI1 sinyal yolagini, iizerinde hala galisilan ¢oklu
mekanizmalar yoluyla hem etkinlestirmekte hem de baskilamaktadir. ROS tarafindan
PI3K/Akt/mTORCI yolaginin baskilanmasi, otofaji aktivasyonuna neden olur. Tersine
H202'nin, PTEN’in (phosphatase and tensin homolog) spesifik bir kisminin
oksidasyonuna neden olarak fosfataz aktivitesini geri doniisiimlii olarak inhibe ettigi ve
boylece PI3K/Akt yolunu aktive eden bir disiilfiir bagi olusturarak otofaji inhibisyonuna
neden oldugu gosterilmistir. Elde edilen bu veriler 1518inda ROS {iretiminin, otofaji
yolagin1 kontrol eden iist sinyal yollarinda biiylik 6l¢iide farkl etkilere yol acabilecegi
goriilmektedir [24, 25].

ROS, AMPK’y1 ¢oklu mekanizmalar yoluyla aktive ederek mTORC1 baskilanmasi ve
otofaji aktivasyonunda rol oynamaktadir. AMPK’nin, dogrudan ROS tarafindan
oksidasyonu aracilifiyla aktivasyonu, otofajiyi indiikler. Ayrica ROS dolayli olarak,
MTORC1 kompleksinin inhibisyonu ve LKB1 (liver kinase B1)-AMPK yolunu aktive
eden ATM (ataxia telangiectasia mutated) aktivasyonuyla otofajiyi indiikler. ilaveten,
TSC1/TSC2'nin dogrudan ROS tarafindan okside edilerek otofaji inhibisyonunda rol
alabilecegi ileri stiriilmektedir [24, 25, 209].

ULKI1 kompleksi, ROS tarafindan dolayli olarak ¢oklu mekanizmalar yoluyla regiile
edilmektedir. ROS'un; sitokinler, travma, hiicre 6liimii ve otofajiye yanit olarak hiicre dis1
salinan bir niikkleer protein olan HMGB1’i (high mobility group box 1) oksitledigi yapilan
calismalarla gosterilmigti. HMGB1’in oksidasyonu, ¢ekirdekten sitoplazmaya
translokasyonunu tetikler ve burada BECNL1 ile etkileserek BECN1/BCL2 arasindaki
etkilesimi degistirerek otofajiyi indiikler. Ayrica HMGBI1, BECN1/BCL2 etkilesimini
bozarak ve ERK1/2 (extracellular signal-regulated protein kinases 1 and 2 ) etkinligini
artirarak otofajiyi tesvik eder. Ilaveten, JNK1 (c-Jun N terminal protein kinase 1)
tarafindan BCL2 igerisindeki c¢oklu residularin fosforilasyonu benzer sekilde
BECN1/BCL2 etkilesimini bozarak otofaji aktivasyonunu saglamaktadir [24, 25, 210,
211].
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ATG4, otofagozom maturasyonunda LC3-PE (LC3-11)’nin konjugasyonu ve
otofagozom-lizozom flizyonundan sonra LC3-I1'nin delipidasyonuna ve geri doniisiimiine
katkida bulunmaktadir. ROS, ATG4'lin oksidasyonuna neden olarak proteaz aktivitesinin
inhibe edilmesine, LC3-II'nin delipidasyonunun &nlenmesine ve bdylece otofagozom
olusumunun artmasina neden olarak otofaji aktivasyonunu saglamaktadir. ATG4'lin rol
aldig1 ilk basamak olan LC3-PE (LC3-1l)’nin konjugasyonu yoluyla otofagozom
maturasyonunun ROS {iretiminin erken agamalarindan etkilenmedigi, ancak biriken ROS
oksidasyonunun ATG4’lin tamamen inhibisyonuna neden olabilecegi ve otofagozomun
baslatilmasi/uzama asamalarinda yer alan diger enzimlerin ve proteinlerin de redoks

sinyali ile diizenlenebilecegi dnerilmistir [25, 60, 212-214].
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Sekil 2.20.  ROS’un aracilik ettigi otofaji regiilasyonu [24].
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ROS'un otofaji regiilasyonu, olduk¢a karmasik molekiiler sinyal yolaklari ile niikleusta
transkripsiyonel, sitoplazmada ise posttranskripsiyonel olarak kontrol edilmektedir.
Artan ROS iiretimi, niikleusta HIF-1 (hypoxia inducible factor-1 ), p53 (transformation-
related protein 53), FOXO3 (forkhead box O3) ve Nrf2'nin aktivasyonuna neden olur. Bu
transkripsiyon faktorleri daha sonra sirasiyla BNIP3 (BCL2 interacting protein 3) ve NIX
(pro-apoptotic gene); TIGAR (TP53 induced glycolysis regulatory phosphatase), DRAM
(DNA damage regulated autophagy modulator); LC3 ve BNIP3 ve p62nin
transkripsiyonunu indiikler. Olusan protein {iriinleri, sitoplazmada posttranskripsiyonel
regiilasyon ile otofaji modiilasyonunu saglamaktadir. Ilaveten ER stres sensérii olarak
gorev yapan PERK (protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase), otofaji
genlerinin ekspresyonunu indiikleyerek otofajik akisin aktivasyonunda rol oynamaktadir

[26, 27, 208].
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Sekil 2.21.  Otofajinin ROS tarafindan transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel

regiilasyonu [26, 27].

TIGAR ve DRAM, p53 ile transkripsiyonel olarak aktive edilebilmektedir. TIGAR,
glikolitik yolu modiile eder ve heksokinaz 2 ile etkilesime girerek mitokondriyal
membran potansiyelinin diizenlenmesinde rol oynayarak, NADPH iiretimini arttirir ve

hiicre i¢i ROS seviyelerini azaltir. Besin yoklugu veya metabolik stres durumunda
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TIGAR, otofajiyi inhibe edebilir ve otofajinin hiicresel antioksidan savunma sisteminin
bir pargasi olarak aktivitesini modiile edebilir. DRAM’in otofajiyi olumlu yonde
diizenledigi bilinmekle birlikte, ROS ve DRAM arasinda bir baglant1 heniiz tam olarak

yapilan ¢alismalar ile gosterilememistir.

HIF1 hipoksi durumunda, BNIP3 ve NIX genlerinin transkripsiyonunu
indiikleyebilmektedir. Protein iriinleri, BECN1 ile rekabet ederek BECN1/BCL2
arasindaki etkilesimi degistirerek otofajinin indiiklenmesinde rol oynar. Mitofaji ile ROS
tiretiminin azaltilmasina neden olabilmektedir. Oksidatif stres cevap olarak, FOXO3 de
aktive edilebilmektedir. FOXO3, otofaji iligki genlerin transkripsiyonunu uyararak

otofaji olusumunun indiiklenmesinde rol oynar.

Cok fonksiyonlu bir stresle-indiiklenebilir yap1 proteini ve otofajik degredasyon belirteci
olan p62; Nrf2 sinyalizasyonunu ve otofajiyi birbirine baglamaktadir. p62 araciligiyla
otofajinin indiiksiyonu; Nrf2 aktivasyonu, mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif
stresin ortadan kaldirilmasi i¢in ¢ok dnemlidir. Yapilan ¢aligmalar, asir1 ROS iiretimi
durumunda Nrf2 ekspresyonunun aktivasyonuyla p62’nin transkripsiyonunun ve

ekspresyonunun diizenlenerek otofajinin indiiklendigini gostermektedir.

p62 mRNA'sinin ekspresyon seviyesi, se¢ici otofaji kosullari altinda kademeli olarak
artmaktadir. Nrf2'nin siirekli aktivasyonu sitotoksik oldugu i¢in, Nrf2/Keapl/p62 yolagi
negatif olarak diizenlenerek pozitif bir geri besleme dongiisiine yol agar. Nrf2/Keap1/p62
yolaginin aktivitesi hiicre i¢in belirli bir esigi astiginda, Keapl ile etkilesim bolgesinden
yoksun olan splice varyantin islevsel hale gelebilecegi ve bdylelikle yapisal Nrf2
aktivasyonunu bastirabilecegi bildirilmistir. Oksidatif stres ve bozulmus otofaji yolag:
gibi stres kosullart altinda, hem tam uzunluktaki formun hem de splice varyantin ayni
oranlarda ekspresyon artiglar1 gosterebilecegi ve p62°nin her iki formunun da otofaji
yoluyla yikilabilecegi gosterilmistir. Otofaji yolaginda p62°nin iki formu arasindaki tek
fark, Keapl’in otofajik degredasyonunun, p62’nin splice varyantinin Keap1 ile etkilesim
bolgesinden yoksun olmasi sebebiyle gergeklestirilememesi olarak bildirilmistir. p62’nin
splice varyant1 ile yapilan genetik diizenlemelerin memeliler arasinda korunmus gibi
goriinmemesi sebebiyle gelismeye devam ediyor olabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan
caligmalarda, insan p62 splice varyantinin fizyolojik roliinii agikliga kavusturmak igin

daha fazla analiz gerektigi ifade edilmektedir [21, 26, 215-218].
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Otofaji, nasil ki ROS tarafindan modiile ediliyorsa, ROS un da otofaji araciligiyla modiile
edildigi sOylenebilir. Saperon aracili otofaji ile hasarli protein proteolitik par¢alanmasi
saglanabilir. Hasarli organeller -6zellikle mitokondri-, secici otofaji ile ortadan
kaldirilmaktadir. Oksidatif stres durumunda aktif hale gelen Nrf2 yolagi ile p62
tarafindan hasarli protein ve organellerin degredasyonu saglanabilir. Dolayisiyla
otofajinin, artan ROS miktarinin modiilasyonunda 6nemli bir rol oynadigini sdylemek
mimkiindiir [25, 26].

2.4.3. Otofaji ve Kalitsal Metabolik Hastalhiklar

Otofaji bilyiik 6lgiide, yas-iliskili nérodejeneratif hastaliklarda calisilmakla birlikte son
yillarda bu yolak, 6zellikle lizozomal hastaliklar basta olmak iizere bazt KMH’lar i¢in de
aragtirtlmaktadir. Lizozomal lipit depo bozukluklari, hiicre lizozomlarinda hiicresel
toksisiteye yol acan lipit birikmesine neden olan, KMH’larin bir grubudur. Ozellikle
noronlarin  lipit birikimine duyarli olmasi sebebiyle bu hastalarda siklikla
norodejenerasyon ve beyin gelisiminde gerilik goriilir. Lizozomal lipit depo
bozukluklarinda noronlarin ve diger hiicrelerin elektron mikroskobu ile incelenmesi
sonucu; organeller, glikojen ve membran fragmanlari ile sismis vakuol ve lizozom
olusumlarinin gosterilmesi, bozulmus otofaji yolaginin dogrudan kanit1 olarak
gosterilmektedir.  Fabry, Gaucher ve Niemann—Pick A/B/C hastaliklari,
noronal seroid lipofusinozlar, glikojen depo hastaliklari ve mukopolisakkaridozlarin
(MPS) (tip I, I1, 111, 1V, VI, VI, IX) da iginde bulundugu lizozomal depo bozukluklarinda

bozulmus otofaji yolagi, neredeyse evrensel olarak tanimlanmaktadir [28, 219-222].

Organik asidiiriler; amino asitlerin, karbonhidratlarin veya lipitlerin katabolizmasinda
gorev alan hiicresel metabolik yollarin birinde yer alan enzim veya tasima proteininin
eksikliginden dolay1 kaynaklanan KMH’lardir. Bu eksiklikler viicutta anormal organik
asit birikimi ve organik asidin idrarda anormal atilimina neden olur. Klasik organik
asidiiriler olarak da adlandirilan metil malonik asidiiri (MMA), propiyonik asidiiri (PA),
izovalerik asidiiri (IVA) ve akcaagac surubu idrar hastalign (MSUD) dalli zincirli amino
asitler olarak bilinen valin, 16sin ve izoldsin metabolizmas1 bozukluklarini icermektedir.
Bu amino asitlerin metabolizmasinda rol alan enzimlerdeki genetik kusurlar, Krebs ve

tire dongiilerinin bozulmasi ile toksik organik asitlerin birikmesine neden olur [223-225].
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Sekil 2.22. MMA, PA ve IVA organik asidemilerinin &nerilen biyokimyasal patogenezi
[223].

PA, PCCA (propionyl-CoA carboxylase subunit alpha) ve PCCB (propionyl-CoA
carboxylase subunit beta) genleri tarafindan kodlanan propiyonil-koenzim A (P-CoA)
karboksilaz eksikligi sonucu olusmaktadir. Bu enzim eksikligi PA’da P-CoA onciiliiniin
olusumuna yol agar. MMA'ya, kobalaminin (Cbl) adenosilkobalamine (AdoChl)
doniistimiinii, MUT (methylmalonyl-COA mutase) geni tarafindan kodlanan
metilmalonil-CoA mutaz ve metilmalonil-CoA epimeraz aktivitesini etkileyen ¢oklu
enzimlerin eksikligi neden olabilmektedir. MMA iliskili enzim eksigi/eksiklikleri,
MMA'da metilmalonil-CoA (MM-C0A) &nciiliiniin olusumuna neden olur. IVA ise,
izovaleril-CoA dehidrojenaz eksikligi ile karakterize olmakla birlikte, enzim eksikligi
sonucu IVA’da IV-CoA (isovaleryl-CoA) énciiliiniin olusumu gériilmektedir [223, 224,
226].

Hiperamoneminin, kusurlu enzimler sebebiyle biriken substratlarin, Krebs ve iire
dongiileri dahil olmak iizere diger biyokimyasal yollarla etkilesiminden kaynaklandig:
disiiniilmektedir. NAGS (N-acetylglutamate synthase), glutamat ve asetil-CoA'dan NAG

(N-acetylglutamate) olusumunu katalize etmektedir. NAG, iire dongiisiiniin ilk enzimi
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olan CPS-1 (carbamyl phosphate synthetase 1) i¢in 6nemli bir aktivatordiir. Organik
asidiirilerde biriken metabolitler (PA-CoA, MMA-CoA ve IVA-CoA) NAGS aktivitesini
inhibe etmek i¢in asetil-CoA ile rekabet ederek, karbamil fosfat sentezini azaltmaktadir.
Ure déngiisiiniin bu ikincil bozulmasi, organik asidiirilerde metabolik dekompansasyon

sirasinda norotoksik etkilerle yiiksek amonyak seviyelerine yol agabilir [223].

PA ve MMA metabolizmasinin son iiriinii, Krebs dongiisiiniin ara iirlinii olan siiksinil-
CoA olusumudur. PA ve MMA durumunda Krebs dongiisii ara maddeleri diger yollardan
tiiretilmelidir. Ornegin glutamin, amonyak ve glutamat olusturmak iizere tepkimeye
girerek, Krebs dongiisiine girebilen amonyak ve 2-oksoglutarata olusumunu saglayabilir.
Ancak bu reaksiyonlarin yan iirlinii olan amonyak, kronik hiperamonemiye katkida
bulunabilmektedir. Ilaveten, azaltilmis glutamat konsantrasyonu, NAGS tarafindan NAG
sentezini de bozabilir. Ayrica Krebs dongiisiiniin devamliligi igin glutaminden o-
ketoglutarata akig, PA’da artan amonyak seviyelerinin yaninda glutamin seviyelerinde
azalmaya neden olmaktadir. Yapilan caligmalar, artan amonyak seviyelerinin otofaji
modiilasyonunda 6nemli bir rol oynadigini1 gostermektedir. Amonyak kaynakli otofajinin
sonuglari, hedef hiicreye veya dokuya bagli olarak degismekle birlikte, hiperamonemi
goriilen hastaliklarda otofaji yolaginin kontroliiniin bir tedavi secenegi olarak g6z 6niinde

bulundurulabilecegi belirtilmektedir [223, 227, 228].

PA ve MMA’daki toksik metabolitlerin, Krebs dongiisiiniin normal isleyisini bozarak,
mitokondriyal fonksiyonda bozulma, dolayisiyla ATP’nin azalmasina neden oldugunu
gosteren c¢aligmalarin sayis1 artmaktadir. Yiksek propiyonik asit, metilmalonik asit ve
izovalerik asit seviyelerinin, ROS seviyelerini artirarak ve ROS koruyucu glutatyon
seviyelerini azaltarak dogrudan oksidatif strese aracilik ettigi yapilan caligmalarda
belirtilmektedir. Otofajinin, dogrudan ya da dolayli olarak ROS tarafindan modiile
edildigi bilinmekle birlikte organik asidiirilerle ROS-otofaji arasindaki iliskinin ayrintili

olarak arastirildigi ¢alismaya literatiirde ulasilamamustir [223, 229].

Mitokondriyal hastalik terimi genel olarak, OXPHOS fonksiyonuyla iliskili
mitokondriyal elektron tasima zincirinin tam veya kismi islev bozuklugundan
kaynaklanan KMH’larin bir grubunu ifade etmektedir. OXPHOS sistemindeki
disfonksiyon; ATP eksikligi, mitokondri membran potansiyelinde azalma ve ROS

fazlaligina neden olarak mitokondriyal hastaliklarin klinik belirtilerinin ¢oguna neden
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olan ana patojenik faktorleri olusturmaktadir. Mitokondriyal hastaliklarda yapilan
hiicresel ve fare modellerindeki c¢aligmalar, artmis veya bozulmus otofaji durumunu
gostermektedir. Bazi arastiricilar, mitokondriyal hastaliklarin hiicresel modellerinde
otofajik  belirteglerdeki  artisi, otofajik  akisin  bozulmasina  baglayarak,
otofagozom/otofagolizozomlarin birikimine neden olabilecegini Onermektedir. Artik
mitokondriyal hastaliklarda otofajinin 6nemi konusunda siiphe olmasa da, otofajinin
hastaliklarin seyrinde koruyucu veya patolojik bir rolii olup olmadig1 konusunda ortak bir
fikir birligi bulunmamaktadir. Heniiz bir anlasma olmamasina ragmen, otofaji/ mitofaji
stireclerinin  bozulmasinin patofizyolojik degisikliklerin siddetinde ve hatta hiicre
6liimiinde bir artisa neden olabilecegi belirtilmektedir. Ayrica mitofaji indiiksiyonunun,
mitokondriyal fonksiyonun 6nemli 6lgiide iyilesmesine neden oldugu gosterilmistir.
Calismalarda, otofaji ve/veya mitofaji indiikleyicilerinin kullaniminin, mitokondriyal
hastaliklar ve mitokondriyal metabolizmayr degistiren diger hastaliklar igin
mitokondriyal fonksiyonun iyilestirilmesine yonelik yeni bir strateji olmasi tizerinde

caligilmasi gerektigi vurgulanmaktadir [230, 231].

Son yillarda kesfedilen otafaji yolagindaki bir¢ok tek-gen bozuklugu, “otofajinin
konjenital bozukluklar1” olarak isimlendirilerek, KMH’larin yeni bir grubu olarak
tanimlanmaktadir. Bu bozukluklar heterojen olmakla birlikte, beyin malformasyonlarina,
gelisimsel gecikmeye, zihinsel engellilige, epilepsiye, hareket bozukluklarina ve bilissel
gerilemeye yol acan, merkezi sinir sisteminin belirgin ve ilerleyici bir sekilde iliskisi ile,
cesitli klinik ve molekiiler 6zellikleri paylasirlar. Vici sendromu, herediter spastik
paraplejiler, otozomal resesif ataksi sendromlari, beyinde demir birikimi ile karakterize
norodejenerasyon, p62-iliskili cocukluk caginda baglayan nérodejenerasyon ve TBCK
(TBC1 domain containing Kinase) ensefalonoéropatisi sahip olduklari mutasyonlarla
otofajinin konjenital bozukluklar1 igerisinde yer alir. Otofajinin indiiklenmesi,
otofagozom olusumu ve maturasyonu, otofagozom/lizozom flizyon basamaklarinda rol
alan ¢esitli genlerdeki mutasyonlarla karakterize olan konjenital otofaji bozukluklari,

otofaji yolaginin KMH’lardaki 6nemini vurgulamaktadir [29, 232, 233].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Hasta ve Saghkh Gruplarindan Biyolojik Orneklerin Toplanmasi

Hacettepe Universitesi, Tip Fakiiltesi, Cocuk Saglhig1 ve Hastaliklari Anabilim Dali,
Metabolizma Bilim Dali polikliniginde; c¢ocukluk yas grubu, klinik muayene,
biyokimyasal testler, radyolojik degerlendirmeler, genetik analizler sonucu tanisi
kesinlesmis, farkli kalitsal metabolik hastaliklara sahip toplam 45 hasta ve hastaneye
basvurdugunda metabolik bir hastalikla iligkili aktif hastalik sikayeti olmayan, herhangi
bir kronik hastalik dykiisii bulunmayan saglikli 6 gocuk, Hacettepe Universitesi GO
18/640-34 etik kurul izni kapsaminda, ¢alisma igin olusturulan bilgilendirilmis yazili
onam formlar1 alinarak ¢alismaya dahil edilmistir. Aktif enfeksiyonu veya farkli bir
kalitsal/kalitsal olmayan hastaligir bulunan bireyler ¢alismadan dislanmistir. Caligmaya
dahil edilen hasta ve saglikli gruplarin dagilimlart ve ¢alismaya dahil edildikleri giindeki

hastane kayit sistemine girilmig bilgileri agagida verilmistir.

CALISMA GRUBU DAGILIMLARI

6 Birey
11 Birey

8 Birey

13 Birey 6 Birey

7 Birey

HSAGLIKLI EMMA PA ®iVA & MIiTOKONDRIYAL & MPS IV

Sekil 3.1. Calismaya dahil edilen hasta ve saglikli bireylerden olusan calisma grubu

sayilari.
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Cizelge 3.1.

Caligmaya dahil edilen hasta ve saglikli bireylerin hastane bilgileri.

Viicut
Saghkli ve Hasta Cinsiyet Yas Boy Kilo Kitle Indeksi
Gruplar (KizzK, Erkek:E) | (Yil,ay) | (cm) (kg) (VKi)
(kg/m?)
Saghkh
S1 E 16,9 165 52 19.1
S2 K 12 154 60 25.29
S3 K 11,11 152 53 22.94
S4 E 15,1 176 65.7 21.21
S5 K 16 160 71 27.73
S6 K 14,10 154 63.7 26.85
MMA
MMA-1 K 16,10 155 39 16.23
MMA-2 E 35 89.5 | 11.63 14.52
MMA-3 K 10,5 1185 | 187 13.32
MMA-4 K 22 152 45.2 19.7
MMA-5 E 17,1 152 435 18.83
MMA-6 E 24 1705 83 28.55
MMA-7 E 13,4 171 66 2257
MMA-8 E 4,5 109 22 18.52
PA
PA-1 E 3,9 96.5 14.3 15.36
PA-2 E 11,8 149 46 20.72
PA-3 E 14,11 160 51.2 20
PA-4 K 8,3 109 15 12.63
PA-5 E 4,9 102 19.5 18.74

63




PA-6 E 19 159 43.8 17.33
Iva
iVA-1 K 5,9 110 20.2 16.7
IVA-2 K 18 166.5 | 50.5 18.22
iVA-3 K 13,4 1505 | 37.4 16.5
iVA-4 K 16,5 165.5 52 19
iVA-5 K 9,11 139 29 15
IVA-6 E 34 - - -
iVA-7 E 27 194 63 16.74
MITOKONDRIYAL (MIT)
MIT-1 K 4,8 97 11.4 12.1
MIT-2 E 15,2 173 51.5 17.2
MIT-3 K 17 160.5 49 19
MIT-4 E 4,9 102 16.2 15.6
MIT-5 E 11,11 - - )
MIT-6 E 13 1555 | 415 17
MIT-7 K 75 1125 | 174 13.8
MIT-8 E 3,10 1045 | 17.15 15.7
MIT-9 E 7,7 116 19.2 14.3
MIT-10 K 14,5 163 57 21.5
MIT-11 E 15,8 172 81 27.4
MIT-12 E 6,1 - - -
MIT-13 K 2,9 84.5 11.2 15.7
MPS IV
MPS-1 E 14,1 - - )
MPS-2 K 5,10 - - -
MPS-3 K 3 - - -
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MPS-4 E 5,9 - - -
MPS-5 E 9,9 - - -
MPS-6 E 3,5 - - -
MPS-7 E 11,6 - - -
MPS-8 K 39 - - -
MPS-9 E 7,7 - - -
MPS-10 K 11,9 - - -
MPS-11 K 18,4 - - -

Klinik degerlendirmesi yapilan hasta ve saglikli grupta yer alan her bir bireyden; ortalama
7 ml periferik kan EDTA’L tiiplerde ve ortalama 4 ml periferik kan antikoagiilan
icermeyen (kirmizi kapakli) tiiplerde toplanmistir. Toplanan kanlar, en ge¢ 4 saat
igerisinde ileri analizler i¢in isleme alinmistir. Hemolizli kan 6rnekleri ve ¢alismalarda
kullanilacak biyolojik materyallerden (PBMC, RNA, serum) en az birinin temin

edilemedigi hasta ve saglikli bireyler, ¢aligmaya dahil edilmemistir.

3.2. Serum, Plazma ve Periferal Kan Mononiikleer Hiicrelerin (PBMC) Eldesi

Serum izolasyon Protokolii: Antikoagiilan igermeyen kan tiiplerine (kirmizi kapakli

tiip) alinmis olan periferik kan; 4°C, 1200 x g, 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1
tiiplin en tiistlinde bulunan serum, 1,5 ml’lik DNaz-RNaz icermeyen ependorflarin i¢ine
500 pl olacak sekilde alikotlandi. Alikotlanan 6rnekler -80°C’de ileri ¢aligmalara kadar

saklandi.

Plazma izolasyon Protokolii: EDTA’l1 kan tiiplerine alinan periferik kan, +4°C, 1800

rpm, 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi tiipiin en iistiinde bulunan plazma, DNaz-
RNaz icermeyen 1,5 ml’lik ependorflarin ig¢ine 500 pl olacak sekilde alikotlandi.
Alikotlanan 6rnekler, -80°C’de saklandi.

PBMC izolasyon Protokolii: Plazmas1 uzaklastirilmis steril falkon ierisindeki periferik

kan, kan miktarinin iki kati1 olacak sekilde PBS (phosphate-buffered saline) (Biowest; Cat
No: L0615-500) ile tamamlanarak iyice karistirildi (Kan: PBS, 1:1). Ayr bir steril
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falkona, ilk gelen kan miktar1 kadar fikol (Biowest; Cat No: L0560-100) ilave edildi.

Fikol iizerine; PBS ilave edilmis olan kan 6rnegi, yavas bir sekilde yayildi.

45°

Sekil 3.2. PBS ilave edilmis periferik kan 6rneginin fikole yayilmasi.

Fikole kani yayma islemi tamamlandiktan sonra, +20°C, 600 x g, 20 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonunda hiicrelerin tabaka olarak ayrilmasi i¢in, santrifiij frensiz olarak
durduruldu. Santrifiij sonrasi plazma/PBS ve fikol arasinda bulutsu olarak goziiken
PBMC’ler, pastor pipeti yardimi ile steril bir falkon tiipiine toplandi. PBMC toplama
islemi bittikten sonra {izerine yaklasik 5 ml PBS ilave edilerek +4°C, 1500 rpm, 5 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatan, alttaki pelete zarar vermeyecek sekilde hizli
bir sekilde dokiildii. Hiicrelerin yogunluguna gére PBS ile sulandirma yapildi. Seyreltilen
hiicrelerden 25 pl alinarak, 1:3 oraninda tripan blue (Sigma; Cat No: T8154) ile
(hiicre:tripan blue, 1:3) 1,5 ml’lik ependorfta karistirildi. PBMC-tripan blue karigimindan
25 pl alinarak, boyanan hiicreler i¢in 151k mikroskobunda Thoma lami1 kullanilarak hiicre
saymmi yapildi. Hiicre peleti olusturmak icin, seyreltilen hiicreler, 10 ml’ye PBS ile
tamamlanip +4°C, 1500 rpm, 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 5 milyon hiicre,
1,5ml’lik DNaz-RNaz igermeyen ependorflara RNAprotect Cell Reagent (Qiagen; Cat
No: 76526) ilave edilerek alikotlandi. Alikotlanan oOrnekler -80°C’de ileri RNA
calismalarina kadar saklandi. Geriye kalan hiicreler (en az 10 milyon), 100 pl DMSO
(ChemCruz; Cat No: sc-359032), 300 ul FBS (Gibco; Cat No: 10270-106) ve 600 ul
DMEM (Gibco; Cat No: 21885-025) igeren 1000 pl dondurma besiyeri igerisinde
cryotiiplere alikotlandi. Hiicrelerin zarar gormeden dereceli olarak dondurulmasi i¢in
cryotiipler, Mr. Frosty dondurma kabina alinarak -80°C’de 24 saat bekletildi. 24 saatin
sonunda hiicreler (PBMC) ileri calismalarda kullanilmak iizere -150°C’de derin

dondurucuda muhafaza edildi.
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3.3. Oksidatif Stres, Mitokondriyal Disfonksiyon ve Otofaji Yolaklarinin

Incelenmesi

Oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon ve otofaji yolaklarinin incelenmesi igin 6
farkli deney plan1 yapilmistir. TAS (Total Antioksidan Seviye)/TOS (Total Oksidan
Seviye) analizleri igin alikotlanarak -80°C’de saklanan serum Ornekleri kullanilmistir.
Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR), alikotlanarak -80°C’de RNA
protect icerisinde saklanan 5 milyon hiicreden (PBMC) elde edilen RNA ornekleri ile
calisilmustir. Hiicre igi ROS, ATP, mitokondri membran potansiyeli 6l¢tim deneyleri ve
western blot analizi i¢in gerekli olan proteinlerin eldesi, alikotlanarak -150°C’de saklanan
minimum 10 milyon PBMC ile ¢alistlmistir. Ozellikle ¢ocukluk yas grubu hastalardan
elde edilebilen biyolojik 6rnek miktarinin az olmasi nedeniyle elde edilen PBMC
ornekleri ile dort farkli deneyin es zamanli ¢alisilmasi ihtiyaci dogmus, bu sebeple de

minimum hiicre sayisini belirleyebilmek i¢in kontrol deneyleri yapilmistir.

3.3.1. TAS (Total Antioksidan Seviye) / TOS (Total Oksidan Seviye) Analizleri

Elde edilen serum 6rneklerinin TAS olglimleri iiretici firmanin protokoliine (Relassay,
Cat No: RL0017) uygun olarak gerceklestirilmistir [234, 235]. Bu yontem, numunedeki
antioksidanlarin koyu mavi-yesil renkli ABTS (2,2'-azino-di-(3-ethylbenzthiazoline
sulfonic acid) radikal soliisyonunu, renksiz ABTS formuna g¢evirmesiyle 660 nm'de
absorbans degisikliginin tespit edilmesine dayanmaktadir. Kalibrator olarak E
vitamininin suda ¢6ziiniir bir analogu olan Trolox kullanilmistir. Sonuglar mmol Trolox

equiv./It olarak ifade edilmistir.

Cizelge 3.2. TAS kit igerigi.

Kit Icerigi Bilesenler

Reaktif 1 Tampon soliisyonu

Asetat Tamponu 0.4 mol/L pH 5.8

Reaktif 2 Prokromojen soliisyonu
ABTS 30 mmol/L

Standard Trolox 1 mmol/L
QC Level 1 Trolox 0.5 mmol/L
QC Level 2 Trolox 2.0 mmol/L
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Ornekler, ¢alisilan deneyin ¢ok hassas olmasi sebebiyle, kullanic1 ve zamanlama hatasini
ortadan kaldirabilmek i¢cin Mindray BS300 cihazinda tam otomatik olarak galigildi.
Reaktif 1’den 300 pl, numuneden 18 pl alindi. Ardindan kiivet i¢inde karistirilip 30 saniye
sonra ilk okuma 660 nm’de gerceklestirildi. Ilk okumanin arkasindan reaktif 2°den 45 ul
alinarak mevcut karisima ilave edildi. Inkiibatérde 5 dakika bekletilip ikinci okuma 660

nm’de yapilarak sonuglar kaydedildi.

Elde edilen serum 6rneklerinin TOS Ol¢iimleri iiretici firmanin protokoliine (Relassay,
Cat No: RL0024) uygun olarak gergeklestirilmistir [234, 235]. Yontem, numunedeki
oksidanlarin renksiz ferroz,o-dianisidin soliisyonunu, kahve-turuncu ferrik formuna
oksidasyonuyla 530 nm'de absorbans degisikliginin tespit edilmesine dayanmaktadir.
Kalibratér olarak H2O> kullanilmigtir. Sonuglar umol H2O> equiv./It olarak ifade

edilmistir.

Cizelge 3.3. TOS kit igerigi.

Kit ig:erigi Bilesenler

Reaktif 1 Tampon soliisyonu

H2SO,4 25 mM pH 1.75

Reaktif 2 Substrat soliisyonu

H>SO, 25 mM pH 1.75

Ferr6z iyon, 5mM

O-dianisidin 10 nM

Standard H20, 10 pmol/L
QC Level 1 H20, 5 umol/L
QC Level 2 H202 20 pmol/L

Ornekler, calisilan deneyin ¢ok hassas olmasi sebebiyle, kullanici ve zamanlama hatasini
ortadan kaldirabilmek icin Mindray BS300 cihazinda tam otomatik olarak galigildi.
Reaktif 1’den 300 pl, numuneden 45 pl alindi. Ardindan kiivet i¢inde karistirtlip 30 saniye
sonra ilk okuma 530 nm’de gerceklestirildi. ilk okumanin arkasindan reaktif 2°den 15 pl
aliarak mevcut karisima ilave edildi. Inkiibatérde 5 dakika bekletilip ikinci okuma 530

nm’de yapilarak sonuglar kaydedildi.
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Oksidatif Stres Indeksi (OSI): TOS diizeylerinin TAS diizeylerine oraninin yiizde
derecesi olarak ifade edilen OSI degeri hesaplanirken, TAS testinin birimindeki mmol
degeri TOS testindeki gibi pmol birimine g¢evrilir. Sonuglar AU (arbitrary unit) olarak

ifade edilerek, asagidaki formiile gore hesaplanmustir.

0Si = TOS, pmol H,0; equiv./It /TAS, mmol Trolox equiv./It X 10

3.3.2. Oksidatif Stres, Antioksidan Enzimler ve Otofaji iliskili Genlerin mRNA
Ekspresyon Diizeylerinin RT-PZR Yéntemi fle Saptanmasi

RNA izolasyonu ve dl¢iimii, cDNA eldesi ve RT-PZR reaksiyonu olmak {izere deney li¢

asamada gerceklestirilmistir.

RNA izolasyonu ve Olciimii: -80°C’de RNA izolasyonu icin alikotlanarak saklanan 5
milyon PBMC’den RNA eldesi RNA izolasyon kiti (Thermo Sci., PureLink RNA Mini

Kit, Cat No: 12183018A) ile baz1 optimizasyonlar yapilarak iiretici firmanin protokoliine

uygun bir sekilde, buz lizerinde gerceklestirilmistir.

Her 5 milyon PBMC 6rnegi igin, %1 merkaptoetanol (Merck; Cat No: 60-24-2) igeren
liziz tamponu hazirland1. -80°C’den ¢ikartilan 6rnekler eritilerek, DNaz-RNaz igermeyen
2 mI’lik ependorflara aktarildi. Uzerlerine 1:1 oraninda PBS ilave edildi. +4°C, 5500 x g,
5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 dibe ¢oken pelet kontrol edildikten sonra,
slipernatan atildi. Pelet {izerine 6nceden hazirlanan liziz tamponu eklendi. Hiicre peleti
dagilana ve hiicre goriintiisii tamamen yok olana kadar, yaklasik 5 dakika yiiksek hizda
vortekslendi. Oda sicakliginda, 12000 x g’de 3 dakika santrifiij edildi. Her bir 6rnegin
tizerine 600 pl % 70’lik etanol (Merck; Cat No:, 1.00983.2500; ddH.0>) ilave edildi.
Ependorf icerisinde homojenizasyon tamamlanincaya kadar yaklasik 3 dakika yiliksek
hizda vortekslendi. Her bir 6rnekten kolonlara 700 pl aktarildi. Oda sicakliginda, 12000
x g’de 15 saniye santrifiij edildi. Kolonun altinda kalan siv1 atildi. Bu islem her bir 6rnek
bitene kadar tekrarlandi. 700 pl yikama tamponu I eklendi. Oda sicakliginda, 12000 x
g’de 15 saniye santrifiij edildi. Yeni toplama tiipiine kolon yerlestirilerek 500 pl yikama
tamponu Il eklendi. Oda sicakliginda, 12000 x g’de 15 saniye santrifiij edildi. Kolonun
altinda kalan siv1 atilarak yikama tamponu II kullanilarak ikinci yikama yapildi. Kolon
oda sicakliginda, 12000 x g’de 3 dakika santrifiij edilerek yeni toplama tiipiine
yerlestirildi. Uzerlerine 30 ul RNaz icermeyen su koyuldu. Oda sicakliginda 1 dakika
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bekletildikten sonra; oda sicakliginda, 16000 x g’de 3 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
RNA’lar yaklasik 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Her bir RNA 6rnegi, tekrar buz
tizerine alind1. NanoDrop spektrofotometre ile her bir 6rnekten 1,5 ul alinarak okutuldu

ve sonuglar kayit edildi. CDNA eldesine kadar tiim izole RNA’lar -80°C’de saklandi.

CDNA Eldesi: ¢cDNA o6rnekleri cDNA Reverstranskripsiyon kiti (Thermo Sci., High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Cat No: 4368813) kullanilarak, iiretici

firmanin protokoliine uygun bir sekilde, buz lizerinde gergeklestirilmistir.

Elde edilen her bir RNA igin, her bir reaksiyonda toplam 2 pg RNA olacak sekilde PZR
tiiplerine RNAlar ilave edildi.

Cizelge 3.4. Calismada kullanilan RT karigimu.

. Kullanilan
Kit lgeriZt hacimler
10X RT Tamponu 2 ul
25X dNTP Mix (100 mM) 0.8 ul
10X RT Random Primerleri 2 ul
Reverstranskriptaz Enzimi 1ul
Niikleaz igermeyen H20 4,2 ul
TOPLAM HACIM 10 pl

Her bir cDNA reaksiyonu i¢in son hacim 20 pl olacak sekilde PZR tiipleri hazirland1 ve
kit protokoliinde belirtilen kosullara uygun olarak PZR cihazinda RT reaksiyonu
gergeklestirildi.

Cizelge 3.5. RT reaksiyonu i¢in PZR cihaz1 kosullar.

Kosullar | 1.Basamak 2.Basamak 3.Basamak 4.Basamak
Sicakhik 25°C 37°C 85°C 4°C
Zaman 10 dakika 120 dakika 5 dakika 0
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Elde edilen cDNA’lar, tekrar buz lizerine alindi. NanoDrop spektrofotometre ile her bir
ornekten 1,5 pl alarak okutuldu ve sonucglar kayit edildi. RT-PZR’ye kadar tiim
cDNA’lar -20°C’de saklandi.

RT-PZR: ilgili gen bélgelerinin amplifikasyonlari bazi degisikliklerle birlikte Saiki ve
arkadaglarmin gelistirdigi yonteme gore yapilmigtir [236]. Primerlerin dizayni
“Primer3Plus” programi kullanilarak gergeklestirilmis ve “Nucleotide BLAST” programi
kullanilarak tasarlanan primerlerin 6zgiilligi test edilmistir. Gradient PZR ve agaroz jel
elektroforez yontemi kullanilarak, RT-PZR i¢in 6zgiil amplifikasyon i¢in en uygun
primer sicaklig1 belirlenmistir. RT-PZR reaksiyonlarinda kullanilmak iizere gradient PZR
kosullari, RT-PZR ig¢in belirlenen en uygun primer sicakliklari ve dizayn edilen primerler

asagidaki tablolarda gosterilmektedir.

Cizelge 3.6. Analiz edilen genler, gradient PZR kosullar1 ve RT-PZR i¢in belirlenen

primer Tm sicaklig.

RT-PZR i¢in Belirlenen
Hedef Gen Gradient Termal Dongii Sartlar En Uygun Primer Tm
Sicakhigr
NRF2 95°C; 4 dakika 62°C
KEAP1 60°C
SOD1 95°C; 30 saniye 62°C
HMOX1 60°C
NQO1 56, 58, 60, 62, 64°C’ler; 60°C
45 saniye
p62 Y . 60°C
35 dongii
mTOR 62°C
. 68°C; 45 saniye
BECLINI 60°C
LC3B 62°C
68°C; 5 dakika
EFla
60°C; 62°C
12°C; o
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Cizelge 3.7. Caligilan genler ve RT-PZR reaksiyonlarinda kullanilan primer dizileri.

Hedef Genler Primer Dizileri (5’-3’)

F: CAGCGACGGAAAGAGTATGA
NRF2

R: TGGGCAACCTGGGAGTAG

F: TGGAAACAGAGACGTGGACT
KEAP1

R: GGTGTCTGTATCTGGGTCGT

F: GCAGGGCATCATCAATTTCG
SOD1 R: GTGAGGACCTGCACTGGTA

F: CCAGTGCCACCAAGTTCAAG
HMOX1

R: TTGGTGTCATGGGTCAGCAG

F: AAACTGAAGGACCCTGCGAA
NQO1

R: AGAATGGCAGGGACTCCAAA

F: ATCGGAGGATCCGAGTGTG
p62

R: GCTCTTCTCCTCTGTGCTG

F: TGGCTCTGAATGACCAGGTG
mTOR

R: ATCCCACTGTGCTCCAACTC

_ F: AGGACCTCACAGCTCCATTAC

BECLINI

R: AATGGCTCCTCTCCTGAGTT

F: AGCAGCATCCAACCAAAATC
LC3B

R: CTGTGTCCGTTCACCAACAG

F: GGAGATGCCAGCCTCAAAC
EFla

R: GATATTGCGTTGTGGAAGT

RT-PZR reaksiyonlar1 60°C ve 62°C derecelerde, RT-PZR kiti (Thermo Sci., Maxima
SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X), Cat No: K0222) ile baz1 optimizasyonlar

yapilarak iiretici firmanin protokoliine uygun bir sekilde gergeklestirilmistir. Her bir
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reaksiyon i¢in dissociation curve analizi yapilmistir. RT-PZR reaksiyonlarinin protokolii

ve termal dongii sartlar1 asagidaki tablolarda verilmistir.

Cizelge 3.8. RT-PZR reaksiyonlarina ait protokol.

Kit Icerigi Kullanilan hacimler
Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X) 5ul
Ileri primer (F) (2,5 pmol/ pul) 0,25 ul
Ters primer (R) (2,5 pmol/ pl) 0,25 nul
cDNA (50ng) 1l
Niikleaz icermeyen H20 6 ul
TOPLAM HACIM 12,5 ul

Cizelge 3.9. RT-PZR reaksiyonu i¢in termal dongii cihaz kosullari.

Basamaklar Sicaklik (°C) Zaman Dongii Sayisi

Ik denatiirasyon 95 10 dakika 1
Denatiirasyon 95 15 saniye
Yapisma (annealing) 60; 62 30 saniye 48
Uzama (extension) 72 30 saniye

95 1 dakika
Dissociation curve 55 30 saniye 1

95 30 saniye

Her bir gen i¢in elde edilen RT-PZR sonuglar1 kullanlarak; ACt, AACt ve 222 degerleri
hesaplanda.
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3.3.3. Hiicre Ici ROS Miktari, Mitokondriyal Membran Potansiyeli ve Hiicre Ici
ATP Miktarimin Ol¢iimii

Yapilan her ii¢ deney i¢in de farkli kisitlamalarin bulunmasi, deney optimizasyonlarinin
gerceklestirilmesi i¢in basta kontrol deneylerinin yapilmasi gereklidir. Mevcut

kisitlamalar, asagida 6zetlenmistir.

e Hasta ve saglikli gruplardan temin edilen periferik kanlarin, pediatrik yas grubu
bireylerden alinmasi sebebiyle 6rnek miktarinin az olmasi,

e Toplam dort farkli deneyin, dondurulan tek vial PBMC’den es zamanli olarak
gerceklestirilmesinin gerekli olmast,

e Gerek ticari olarak temin edilen kit protokolii, gerekse literatiirde deneyler ile ilgili
detayli olarak yontemi agiklayici bilginin bulunmamasi,

e Deneylerin gerceklestirilecegi baslangic PBMC sayisinin; ol¢iimde kullanilacak
kimyasallarin inkiibasyon siiresinin, sicakligiin, miktarinin, sulandirilmalarinda
kullanilacak maddenin tiirii ve miktarinin tam olarak bilinmemesi,

e Elde edilecek dlgiim degerlerinin dogrulugunu degerlendirmede kullanilacak olan
kimyasalin (H202-hidrojen peroksit) konsantrasyonlarinin, inkiibasyon siiresinin,
miktarinin, sulandirilmasinda kullanilacak maddenin tiirii ve miktarinin tam olarak
bilinmemesi,

e Hiicre ici ATP miktarinin 6l¢iimii deneyinde kullanilacak standart araliklarinin tam
olarak bilinmemesi,

e En dogru 6l¢tim sonuglarinin alinacagi dalga boyu ve deney zamanin tam olarak

bilinmemesi,

deney optimizasyonunu elzem kilan kisitlayic1 sebeplerin basinda gelmektedirler.
Belirtilen sebeplerden dolayi, deney optimizasyonu i¢in her bir deney dncelikle ayr1 ayri
optimize edilmis ve kontrol deneyleri yapilmistir. Deney optimizasyonlarinin

tamamlanmasi ile sirasiyla;

e Hiicrelerin ¢6ziinmesi,

e Western blot deneyleri i¢in protein izolasyonu,

e Hiicre ici ROS, ATP ve mitokondri membran potansiyeli l¢limlerinin es zamanl
yiiriitiilmesi,

e Hicrelerin goriintiillenmesi

basamaklari, her bir PBMC i¢in gergeklestirilmistir.
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3.3.3.1. Hiicre i¢i ROS Miktari, Mitokondriyal Membran Potansiyeli ve Hiicre ici
ATP Miktarinin Olciimlerinde Yapilan Kontrol Deneyleri

Her ii¢ deney icin de kisitlama parametreleri goz onilinde bulundurularak, deneylerin
optimizasyonu igin asagida belirtilen degiskenler ile kontrol deneyleri planlanmistir.
Optimizasyon deneyleri yapilarken, mevcut saglikli PBMC’ler kullanilmistir. Tiim

deneyler karanlik odada gerceklestirilmistir.

Hiicre Sayisimin Belirlenmesi: Oncelikle hiicre i¢ci ATP miktarmin 6l¢iim deneyinin
optimizasyonu yapilmistir. Deneylerde kullanilabilecek optimum PBMC sayisinin
belirlenmesi amacuyla literatiir verileri géz dniinde bulundurularak, 500.000, 250.000 ve
100.000 PBMC kullanilarak optimizasyon deneyleri kurulmustur. Elde edilen veriler ve
calisilan makinadan (SpectraMax i3x) alinan CV degerleri (varyasyon katsayisi) 1s18inda,
minimum hiicre ile optimum deney sonucunun, 500.000 PBMC ile elde edildigi
saptanmistir. Hiicre i¢i ROS miktariin ve mitokondri membran potansiyelinin dl¢timii
kontrol deneylerinde de 1 milyon ve 500.000 PBMC ile optimizasyon deneyleri

kurulmus, 500.000 hiicrenin bu iki deney igin de yeterli hiicre sayisi oldugu belirlenmistir.

Hiicre i¢ci ATP Miktarinin Ol¢iimiinde Standartlarin Belirlenmesi: Yapilan kontrol
deneyleri sonucu; 1 nM, 100 nM, 500 nM, 1 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM standart

araliklarin uygun oldugu belirlenmistir.

Uc Deneyde Belirte¢ Olarak Kullamlacak Kimyasallarin Optimizasyonu: Hiicre ici
ATP miktarmin 6l¢iimii i¢in yapilan kontrol deneylerinde literatiir verileri ve deneyde
kullanilan kit protokolii g6z Oniinde bulundurularak; 15 dakika, oda sicakliginda
inkiibasyon siiresinin ve 100 pl reaksiyonun uygun oldugu belirlenmistir. Hiicre i¢i ROS
miktarinin ve mitokondri membran potansiyelinin 6l¢imii kontrol deneylerinde ise 30 ve
35 dakikalik inkiibasyon siireleri denenmis, optimum kosullarin 35 dakika, 37 °C ve 200
ul reaksiyon oldugu belirlenmistir.

Mitokondri membran potansiyelinin 6l¢iimiinde kullanilan MitoTracker Red probu ise,
fenol red icermeyen RPMI’da (Gibco; Cat No: 11835-063) ¢oziilerek 100 nM olarak
kullanilmistir. Hiicre i¢i ROS miktarinin 6l¢iimiinde kullanilan CM-H2DCFDA-ROS
indikatorii (2', 7'-dikloro dihidrofloresin diasetat), PBS’te ¢oziilerek 10 uM olarak
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kullanilmistir. Uyaranin kullanildig: hiicre i¢i ROS miktarinin 6l¢iimii deneylerinde,
hiicrelere bir iyilesme zamani taninmasi gerekirken, uyaranin kullanilmadig1 deneylerde
deney sonucunda 6l¢iimlerde azalma ile karsilasmamak i¢in iyilesme zamani taninmamas,

dogrudan 6l¢iim alinmustir.

Ucg deney icin de kullanilan belirteclerin ve diger kimyasallarmn sulandiriimast, literatiir
verileri ve deneylerde kullanilan kit protokolleri g6z oOniinde bulundurularak
gergeklestirilmistir. Alikotlanarak saklamaya uygun olan kimyasallar, miimkiin olan en
az miktarlarda boliinerek saklanmistir. Fenol red icermeyen RPMI ya da PBS ile
sulandirilarak kullanilan kimyasallar, her deney oncesi taze hazirlanarak kullanilmistr,

saklamaya uygun degillerdir.

Kontrol Amaciyla Kullanilan Saghikh PBMC’lerin H20; ile Uyarilmasi: Kontrol
deneylerinde elde edilecek 6lgiim verilerinin dogrulugunu degerlendirmek igin farkli
konsantrasyonlarda H20: ile PBMC’lerin uyarimi denenerek belirlenmistir. H202‘nin
farkli konsantrasyonlardaki denemeleri, 500.000 saglikli PBMC ile ilk kontrol deneyinin
yapildig1 hiicre i¢i ATP miktarinin dl¢iimiinde belirlenmistir. Hiicreleri 6liim yollarina
stiriklemeden, stresin yaratildig: ilk anlamli konsantrasyon olarak belirlenen 100 puM,
diger iki deney olan hiicre ici ROS miktarinin ve mitokondri membran potansiyelinin
6l¢timii kontrol deneylerinde de stres indiikleyici olarak kullanilmigtir. 100 uM H202
uygulamasi, 200 ul RPMI’da sulandirilma ve oda sicakliginda 20-40 dakikalik
inkiibasyonlar ile gerceklestirilmistir. Olciimler tekrarli ¢alisilmis, verilerde ortalama
degerler kullanilmistir. 500.000 saglikli PBMC’nin ve 100 pM H202‘nin kontrol

deneylerinde en anlamli sonuglar1 verdigi goriilmiistiir.

Deneylerde Uygulanan Yikama Basamaklarimin Optimizasyonu: Deneylerde yapilan
yikamalar, deney sonuglarinin degisiminde 6nemli bir yer tutar. Kontrol deneylerinde,
tekrarli yitkama basamaklarinin etkileri degerlendirilerek yikama sayilar1 ve siirelerine

karar verilmistir.

Deneylerdeki Ol¢iimlerde Kullanilan Dalga Boylarimin Tespit Edilmesi: Hiicre ici
ATP miktarinin Sl¢iimiinde tiim dalga boylar1 se¢ilmis, elde edilen standart grafikler
1s1ginda deney sonuglart yorumlanmistir. Hiicre ici ROS miktarinin ve mitokondri

membran potansiyelinin 6lglimii deneylerinde, Oncelikle ticari olarak temin edilerek
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kullanilan kit protokollerine uygun 6l¢timler alinmis, sonrasinda her bir kontrol deneyi
icin dalga boyu analizi yapilarak optimum dalga boyu sec¢ilmis, deneyler tespit edilen

dalga boylarina uygun olarak gergeklestirilmistir.

3.3.3.2. Hiicrelerin Coziinmesi

-150°C’de dondurucuda muhafaza edilen PBMC’lerin hizli bir sekilde 37°C’de
¢oziinmesi saglandi. Cozilinen hiicrelerden maksimum verim alabilmek amaciyla % 60
FBS igeren PBS ile yikamalar1 gergeklestirildi. Tripan blue kullanilarak Thoma laminda
hiicre sayim1 yapildi. Sayim sonucu, ortalama % 50 ve iizeri canlilik eldesi saglandig:
tespit edildi. Hiicre i¢i ATP, ROS ve mitokondri membran potansiyeli 6l¢iim deneylerinin
tekrarli c¢alismasina imkan saglayacak olan yaklagik 3-4 milyon hiicre, fenol red
icermeyen RPMI igerisine alinarak, ileri deneyler yapilana kadar karanlikta ve oda

sicakliginda muhafaza edildi. Geri kalan PBMC’ler protein izolasyonunda kullanildu.

3.3.3.3. Hiicre I¢i ATP Miktarimin Olciimii

Deneyler opak-diiz taban well plate kullanilarak ve maksimum 6 ornek ile galigilarak
gerceklestirildi. Her bir 6rnek i¢in PBMC’ler, opak well plate 500.000 hiicre olacak
sekilde aktarildi ve santrifiij ile plate’e yapismasi saglandi. ATP standartlar1 hazirlanarak
10 pl olacak sekilde plate’e yiiklendi. Hem 6rnek, hem de ATP standartlarinin iizerine,
kit protokoliine uygun olarak hazirlanan 90 pl standart tampon ilave edildi. Yiiklemeleri
tamamlanan opak well plate kuyularindaki 6rnekler, 100 ul reaksiyon olacak sekilde
ddH2O (ultra saf su) ile tamamlandi. 0. dakikada ilk 6l¢iim alindiktan sonra, 15 dakika
karanlikta ve oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. 15. ve 25. dakikalarda, tiim dalga
boylarinda 6l¢lim alinarak sonuclar kaydedildi. Hiicre goriintiilemesine kadar hiicreler

karanlikta ve oda sicakliginda muhafaza edildi.
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Cizelge 3.10. Hiicre i¢ci ATP miktarinin Slglimiinde kullanilan standart tamponun

hazirlanmasi.
Malzeme Miktar
ddH20 1780 pl
20X Reaksiyon Buffer 100 pl
0,AMDTT 20 pl
10 mM D-Lusiferin 100 pl
Lusiferaz 0,5 ul

3.3.3.4. Mitokondri Membran Potansiyelinin (MMP) Ol¢iimii

Deneyler opak well plate kullanilarak, maksimum 6 6rnek ile ¢alisilarak gergeklestirildi.
Her bir 6rnek igin PBMC’ler, opak well plate 500.000 hiicre olacak sekilde aktarildi ve
santrifiij ile plate’e yapismasi saglandi. Uzerlerine 100 nM Mitotracker Red ilave edilerek
35 dakika, 37°C % 5 CO;’de inkiibatdrde tutuldu. Inkiibasyon sonrasi 37°C’lik RPMI ile
yikama yapildi. Uzerine 200 ul PBS ilave edilerek, 5 dakika oda sicakliginda, calkalayict
tizerinde karanlikta birakildi. SpectraMax i3x ile eksitasyon 583/emisyon 620°de (EX.
583/Em. 620) 0. ve 10. dakikalarda oOl¢iim alinarak sonuclar kaydedildi. Hiicre

gorlntiilemesi yapilana kadar hiicreler karanlikta ve oda sicakliginda muhafaza edildi.

3.3.3.5. Hiicre I¢i ROS Miktarmm Olciimii

Deneyler opak well plate kullanilarak, maksimum 6 6rnek ile ¢alisilarak gergeklestirildi.
Her bir 6rnek icin PBMC’ler, opak well plate 500.000 hiicre olacak sekilde aktarildi ve
santrifiij ile plate’e yapismasi sagland1. Uzerlerine 10 pM CM-H2DCFDA ilave edilerek
inkiibasyon oncesi SpectraMax i3x ile Ex. 500/Em. 532’de 6l¢tim alindi. 35 dakika, 37°C
% 5 CO2’de (karbondioksit) inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 37°C’lik PBS ile yikama
yapildi. Uzerine 200 pl PBS ilave edilerek, 2 dakika oda sicakliginda, calkalayici
tizerinde karanlikta birakildi. SpectraMax i3x ile 500/Em. 532’de 6l¢iim alindi. Hiicre

goriintiilemesi yapilana kadar hiicreler karanlikta ve oda sicakliginda muhafaza edildi.
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3.3.3.6. Hiicre Goriintiileme Deneyleri

Hiicre i¢i ROS ve mitokondri membran potansiyeli florometrik deneyleri i¢in otomatik
hiicre goriintiileme sistemi (Juli Stage) kullanilarak, x20 biiyiitme ile goriintiileme yapildi.
Aydnlik alan, floresan (GFP-yesil, RFP -kirmiz1) ve birlestirme goriintiileri kaydedildi.
Ayrica hiicre niikleusunun goriintiillendigi DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole)
(Cytocell; Cat No: DES150L) boyamalarinda floresan mikroskopta, x63 biiyiitme ile
gorlntiiler alindi. Otomatik hiicre goriintiileme sistemi (Juli Stage) ile x20 biiyiitme
kullanilarak yapilan hiicre goriintiillemesi i¢in hiicreler, santrifiij ile ylizeye yapistirildi.
Uzerlerine olusan hiicre peletine zarar vermeden 100 ul 37°C PBS ilave edildi. Goriintii
almana kadar karanlikta saklandi. Floresan mikroskopta, x63 biiylitme yaparak
goriintiileme igin hiicreler, santrifiij ile yiizeye yapistirildi. Uzerlerine, DAPI boyamasina
kadar olusan hiicre peletine zarar vermemek i¢in 100 pl 37°C PBS ilave edildi. DAPI
boyamas1 dncesi pelete zarar vermeden iistteki PBS atildi. Uzerine DAPI soliisyonu ilave

edildi. 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyondan sonra goriintii alindu.

3.3.4. Oksidatif Stres, Antioksidan Enzimler ve Otofaji iliskili Gen Uriinii

Proteinlerin Ekspresyon Diizeylerinin Western Blot Yontemi ile Saptanmasi

Ticari olarak temin edilen antikorlarin galisip ¢alismadiginin kontrol edilmesi ve PBMC
kaynakli yasanabilecek bir problemin ortaya cikip c¢ikmayacaginin kontroli igin,
oncelikle kontrol deneyleri yapildi. Kontrol deneyleri saglikli PBMC ve fibroblast

hiicreleri kullanilarak gergeklestirildi.

Protein izolasyonu: Deneyin tamami buz iizerinde gergeklestirildi. Hiicre i¢i ATP, ROS
ve mitokondri membran potansiyeli deneylerinden geriye kalan tiim hiicreler kullanilarak
protein izolasyonu yapildi. Hiicrelerin tizerine +4°C, 5 ml PBS ilave edildi. +4°C, 2500
x g, 5 dakika santrifiij yapilarak, siipernatan atildi. +4°C’de 5 ml RIPA tamponu (Thermo;
Cat No: 89901) igine - tablet proteaz inhibitorii (Thermo; Cat No: A32955) koyularak
iyice ¢dziinmesi saglandi. PBMC peletinin iizerine hazirlanan RIPA tamponundan 5x10°
hiicre basina 500 pl olacak sekilde ilave edildi. Hiicreler eklenen tampon i¢inde ¢6ziinene
kadar pipet ile iyice karistirildi. Buz tistiinde her 5 dakikada bir vortekslenerek 30 dakika
calkalayicida bekletildi. +4°C, 14.000 x g, 15 dakika santrifiij yapildi. Siipernatan 1,5

ml’lik steril ependorflara aktarilarak western blot deneyine kadar -80°C’de saklandi.
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Protein Miktariin Bradford Yontemi Ile Belirlenmesi: Protein miktarinin Bradford
yontemi ile belirlenmesinde kullanilacak standartlar, ticari olarak temin edilen BSA
(Bovine Serum Albumin) (Sigma; Cat No: A7906) ile ddH20O kullanilarak dlgiimlerin
oncesinde taze olarak hazirlanmistir. Standartlar; 0,125-0,25-0,5-1-2-5-10 mg/ml olarak

belirlenmistir.

Hazirlanan her bir standarttan ve protein dérneginden 2 pl alinarak opak-diiz taban well
plate’e koyuldu. Uzerlerine 200 ul oda sicakligma getirilmis Bradford ¢ozeltisinden
(Sigma; Cat No: B6916) ilave edildi. 1 dakika ¢alkalayiciya koyuldu. Sonrasinda hig 11k
almayacak sekilde kapatilarak oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika bekletildi.
Olgiimler SpectraMax-M2 makinasi ile alind1 ve sonuglar, standart grafiklerin optimum

degerde oldugu kontrol edilerek kaydedildi.

Western Blot Analizi: RT-PZR analizinde alinmig olan mRNA ekspresyon sonuglarinin
protein diizeyinde de kontrol edilmesi amaciyla yapilmistir. Hasta ve saglikli gruplardaki
en yliksek ve en diisiik ilk ti¢ mRNA ekspresyon seviyerine sahip olan iki birey secilerek,

western blot analizi ger¢eklestirilmistir.

Tamponlarin Hazirlanmasi

10x Yiiriitme Tamponu: 30,3 g tris (Sigma; Cat No: T6066), 144,1 g glisin (ICN; Cat
No: 194825) ve 10 g SDS (sodyum dodesil siilfat) (Sigma; Cat No: 1.4390) tartilip 1L
ddH20’ya tamamlanarak hazirlandi. Deney sirasinda 1x’e ddH20 ile sulandirilarak

kullanildi.

10x TBST (Tris Buffered Saline with Tween 20) Tamponu: 24,228 g tris ve 87,66 g
NaCl (sodyum kloriir) (Merck; Cat No: 1.06404) tartilip 1 L ddH>O’ ya tamamlanarak
hazirlandi. pH 7,6 olmasi i¢in HCI (Sigma; Cat No: 30721) muamelesi uygulandi. % 0,2
Tween 20 (Sigma; Cat No: P8942) ilavesi gergeklestirildi. Deney sirasinda 1x’e ddH20

ile sulandirilarak kullanildi.

5x Transfer Tamponu: Ticari olarak temin edilen kit (BioRad, Trans-Blot Turbo RTA

Mini PVDF Transfer Kit, Cat No: 1704272) ile temini saglanmistir. Deney sirasinda 1x’e
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kit protokoliine uygun olarak 200 ul 5x transfer tamponu, 200 pl etanol 600 pl ddH20 ile

sulandirilarak kullanildi.

Jelin Hazirlanmasi

Deneyde, calisilan proteinler ve agirliklarina (kDa) uygun olarak 3 farkli jel hazirlandi.

Cizelge 3.11. Calisilan proteinler, agirliklar1 ve kullanilan jel yiizdeleri.

Calisilan Proteinler | Agirhiklar: (kDa) | Kullanilan Jel (%0)
Keapl 69,7 10

p62 62 10

Beclinl 52 10

LC3B 19-17 14

Nrf2 110 7,5

mTOR 289 7,5

Aktin 42 10-14-7,5

Cizelge 3.12. Western blot jeli i¢in gerekli kimyasallarin hazirlanmasi.

Gerekli Kimyasallar Hazirlanisi

%4011k akrilamid sollisyonu | Ticari olarak temin edilmistir (Thermo Sci.).

) 18, 171 g tris tartilip 100 ml ddH20’ya tamamlandi.
1,5 M Tris pH 8,8 tampon
pH 8.8 olmasi icin HCl muamelesi uygulandi.

) 6,057 g tris tartilip 100 ml ddH20’ya tamamlandi. pH
0,5M Tris pH 6,8 tampon o '
8,8 olmast i¢cin HCl muamelesi uygulandi.

%10’luk SDS 2 g SDS tartilip 20 ml’ye ddH20 ile tamamlandi.

3 jel i¢in 40 mg APS (BioRad; Cat No: 161-0700)
%10’luk  APS  (Amonyum

tartilip 400 ul’ye ddH-O ile tamamlandi. Her zaman
Persiilfat)

taze hazirlandi.
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TEMED Ticari olarak temin edilmistir.

(Tetramethylethylenediamine) | (BjoRad; Cat No: 161-0800)

Cizelge 3.13. Western blot ¢alismasinda hazirlanan jeller.

Jel icerikleri % 7,5 %10 %14
Ayirici (Separating) Jel
ddH20 4,3 ml 3,8ml 3ml
%4011k akrilamid sollisyonu 1,5 ml 2mi 2,8 ml
1,5 M Tris pH 8,8 tampon 2 mi 2 mi 2 mi
%10’luk SDS 80 ul 80 ul 80 ul
%10’luk APS 80 ul 80 ul 80 ul
TEMED 8 ul 8 ul 8 ul
Toplama (Stacking) Jel % 4
ddH20 3,1ml
%40’l1ik akrilamid soliisyonu 0,5 mi
0,5M Tris pH 6,8 tampon 1,25 ml
%10’luk SDS 50 pl
%10’ luk APS 50 pl
TEMED 5ul

Dikey elektroforez islemi igin ayirict (separating) jel steril bir falkonda hazirlanarak
kasetlere dokiildii. Uzerine izopropanol (Amresco; Cat No: 0918) eklenerek yaklasik 15
dakika donmas1 beklendi. Ayirict jel iizerindeki izopropanol uzaklastirildi. Toplama
(stacking) jel steril bir falkonda hazirlanarak, kasetlere dokiildii. Taraklar yerlestirilerek

polimerizasyon tamamlanincaya kadar beklendi.
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Yiiklenecek Proteinlerin Hazirlanmasi, Jele Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

Bradford yontemi ile yapilan 6lgiimlere gore her protein 6rnegi toplamda 30 pg olacak
sekilde hazirlandi. %10 merkaptoetanol iceren 4X Laemli tampon (BioRad; Cat No:
1610747) hazirlanarak, 1:3 oraninda (merkaptoetanol+Laemli:30 pg protein/1:3) protein
ornekleri ile iyice karistirildi. Hazirlanan protein 6rnekleri 95°C’de 5 dakika bekletilerek
denatiire edildi. Denatiirasyon islemi sirasinda hazirlanan jeller, tanklara yerlestirildi. Her
bir deneyde 3 jel ile ¢alisildi. Tanka yerlestirilen jellerin {izerine 1x yliriitme tamponu
eklendi. Taraklar ¢ikartilarak jeller proteinlerin yiiklenmesine hazir hale getirildi.
Denatiirasyonu tamamlanan protein lizatlari, her kuyucukta 30 pg protein olacak sekilde
jele yiiklendi. Ik kuyucuga standart belirte¢ yiiklemesi yapildi. Diisiik ve yiiksek protein
agirliklar1 g6z oniinde bulundurularak 2 farkli standart belirte¢ (Biorad, Precision Plus
Protein Dual Color Standarts, Cat No: 161-0374; Thermo Sci., Spectra Multicolor High
Range Protein Ladder, Cat No: 26625) kullanild1. Jelin yiirimesi i¢in 80 Volt’ta yaklasik

2 saat (belirteg tamamen ayrilana kadar) ornekler yiiriimeye birakildi.

Membrana Transfer

Jelin membrana transferinde ilgili firmanin ekipmanlar1 ve kiti (BioRad, Trans-Blot
Turbo RTA Mini PVDF Transfer Kit, Cat No: 1704272) kullanildi. PVDF membran 5
dakika etanol igerisinde bekletildi, sonrasinda transfer gergeklestirilene kadar 1x transfer
tamponun bulundugu kaba alindi. Kit igerisinde bulunan filtre kagidi, yaklasik 3 dakika
Ix transfer tamponunda bekletildi. Jeller dikkatli bir sekilde kasetlerden ¢ikartilarak 1x
transfer tamponuna koyuldu. Ticari olarak temin edilen kit protokoliine uygun olarak
transfer isleminin gergeklesmesi i¢in, transfer cihazina sirasiyla filtre kagidi, PVDF
membran, jel, filtre kagidi olacak sekilde yerlestirildi. Yar1 1slak yontem (BioRad, Trans-
Blot Turbo Transfer System, Cat No: 1704150) ile kiigiik proteinler i¢in “standart”,
yiiksek agirliga sahip proteinler igin “High MW”, 30 dakika optimizasyonu ile ilgili

firmanin protokolleri izlenerek transfer islemi tamamlandi.

Bloklama islemi

Transfer islemi tamamlandiktan sonra membran {izerine, 6nceden hazirlanan %5’lik siit
tozu (2,5 g siit tozu tartilip, 50 ml’ye 1x TBST ile tamamlanarak hazirlanir.) ilave edilerek

1,5 saat ¢alkalayicida, oda sicakliginda bloklama iglemi yapildi.
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Primer/Sekonder Antikor ile Muamele ve Goriintiileme

%S5’1ik siit tozu ile hazirlanan antikorlar ile membranlar, gece boyu +4°C’de karistirict
iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrast membranlar, 1x TBST ile 3 kez 10 dakika
yikandi. Yikanan membranlar, sekonder antikor ile 1 saat oda, sicakliginda, ¢alkalayicida
muamaele edildi. Sekonder antikor ile muamele sonras1t membranlar, 1x TBST ile 3 kez
10 dakika yikandi. Yikanan membranlar, ticari olarak temin edilen kit (BioRad, Clarity
Western ECL Substrate, 1705061) protokoliine uygun olarak, 7ml ECL ile karanlik odada

gorintiileri alindi.

Cizelge 3.14. Western blot yonteminde kullanilan antikorlar.

Antikorlar Uretici Firma Dliisyon oram

Primer Antikorlar

Keapl Thermo Sci., Cat No: MA5-17106 1:1000
p62 Abnova, Cat No: H00008878 1:1000
Beclinl Thermo Sci., Cat No: MA5-25480 1:1000
LC3B Thermo Sci., Cat No: PA1-16930 1:1000
Nrf2 Thermo Sci., Cat No: PA5-27882 1:1000
mTOR Thermo Sci., Cat No: 14-2190-82 1:200
Aktin Thermo Sci., Cat No: MA5-15739 1:1000
Sekonder Antikorlar

Sekonder Antikor-Mouse | Thermo Sci., Cat No: 31430 1:5000
Sekonder Antikor-Rabbit | Thermo Sci., Cat No: 31460 1:5000

3.4. Istatistiksel Analiz

Analizler IBM SPSS Statistics 23 programi kullanilarak yapilmistir. Sayisal degiskenler
icin ortalama, standart sapma, ortanca gibi tanimlayici istatistiklerden uygun olanlar
verilmistir. 1ki bagimsiz grup arasindaki farkliliga, normallik varsayimi saglandiginda
“lki Ortalama Arasindaki Farkin Anlamlhilik Testi (Independent t Test)” ile,

saglanmadigindan ise “Mann-Whitney U Testi” ile incelenmistir. Ikiden fazla bagimsiz
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grup arasindaki farklilia, parametrik test varsayimlari saglandiginda “Tek Yonli
Varyans Analizi (One-way ANOVA)” ile, saglanmadiginda “Kruskal Wallis Testi” ile

bakilmistir. Istatistiksel olarak anlamlilik p<0,05 olarak belirlenmistir.

4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. SONUCLAR

Bu tez ¢alismasima; MMA, PA, IVA, mitokondriyal ve MPS IV olmak iizere KMH tanisi
konan toplam 45 hasta ve 6 saglikli birey dahil edilmistir. Oksidatif stresin, mitokondriyal
disfonksiyon ve otofaji yolagimin; TAS/TOS analizleri, hiicre i¢i ATP, ROS ve
mitokondri membran potansiyelinin nicel analizleri ve goriintiilenmesi, RT-PZR ve
western blot analizleri kullanilarak KMH’lar ile olan iliskisi incelenmistir. Yapilan
deneysel c¢alismalardan elde edilen bulgular ve istatistiksel analizler asagida

agiklanmaktadir.

4.1.1. TAS (Total Antioksidan Seviye) /TOS (Total Oksidan Seviye) Analizleri
4.1.1.1. TAS Analiz Sonuclari

Saglikli grup ile 5 farkli KMH hasta grubu; TAS degerleri agisindan incelendiginde
gruplar arasinda elde edilen sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,004).
Yapilan ileri istatistiksel analizlerle KMH grubunda anlamli bulunan hastalik gruplarinin
MMA, MIT ve MPS IV gruplar1 oldugu saptandi. MMA/MIT (p=0,012) ve MMA/MPS
IV (p=0,001) gruplar arasinda istatistiksel olarak yiiksek anlaml fark oldugu gosterildi.

Hasta ve saglikli gruplarin ortalama TAS degerleri acisindan incelemesi Sekil 4.1°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Saglikli ve KMH gruplarinin TAS ortalamasi; A-bar grafigi, B-¢izgi
g g
grafigi.

Ortalama degerler agisindan saglikli ile KMH gruplari karsilastirildiginda en yiiksek TAS
degeri MMA grubunda saptanmistir. Saglikli ve MMA grubu karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu saptanirken (p=0,005), diger KMH gruplarinin
saglikli bireyler ile Kkarsilastirllmast sonucu istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir. TAS ortalama degerlerine gore ¢izilen grafikler incelendiginde, PA ve
IVA gruplarmin saglikli grubun TAS degerlerine oldukga yakin oldugu, MiT ve MPS IV
gruplarinin ise saglikli grup ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark

olmamasina ragmen, daha diisiik TAS degerine sahip oldugu bulundu.

KMH grubundaki her bir birey, TAS verileri acisindan saglikli grup ortalamasi ile
karsilastirilarak degerlendirildi. Bu sekilde hem hastalarin bireysel analizleri ve
farkliliklar1 hakkinda bilgi sahibi olunmasi hedeflenirken, diger yandan saglikli gruba
gore daha yiiksek veya diisiik TAS ortalama degerlerine sahip olan hastalarin istatistiksel
analizler ile grup i¢i farklilagmalarinin kontroliinlin yapilmasi saglandi. TAS degerleri
acisindan KMH gruplarindaki her bir bireyin saglikli grubun ortalamasma gore

karsilastirildigi grafikler asagida gosterilmektedir.
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Sekil 4.2. Saglikli ve MMA gruplarinin TAS degerleri agisindan karsilagtirilmasi.

Saglikli ve MMA gruplar1 TAS degerleri acisindan karsilastirildiginda, ¢alismaya dahil
edilen 1 hasta birey hari¢ saglikli gruba gére daha yiiksek TAS miktari belirlendi. MMA
grubunda genel olarak saglikliya oranla TAS degeri artis1 oldugu bulundu.
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Saglikli ve PA Gruplan

Sekil 4.3. Saglikli ve PA gruplarinin TAS degerleri agisindan karsilagtiriimasi.

Calismada PA tanis1 olan hasta bireyler, grup icerisinde saglikli grubun ortalamasina
kiyasla TAS miktarlari i¢in daha diisiik veya yiiksek olmak tizere 2 farkli sekilde sonug
vermesine ragmen, grup i¢i farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,1). TAS
degerleri acisindan PA grubundaki bireyler karsilastirildiginda saglikli gruba gore
anlamli bir yiikseklik ya da disiikliik bulunmadi.
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Sekil 4.4. Saglikli ve IVA gruplarinin TAS degerleri acisindan karsilastirilmast.

Saglikli bireyler ve IVA hasta gruplar1 TAS degerleri acisindan karsilastirildiginda,
caligmaya dahil edilen 2 hasta hari¢ saglikli gruba gore daha diisiik TAS miktar1 bulundu.
IVA grubunda genel olarak TAS miktar1 seviyesinde diisiikliik oldugu saptandi. IVA
grubu ile saglikli grup arasinda goriilen farkin, MMA grubu ile saglikli grubun arasinda

goriilen farka gore daha az ve ters orantili oldugu tespit edildi.
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Saglikli ve Mitokondriyal Gruplar
Sekil 4.5. Saglikli ve mitokondriyal gruplarinin TAS degerleri acisindan

karsilastirilmasi.

Saglikli grubun TAS ortalamasiyla karsilastirildiginda c¢alismaya dahil edilen 13
mitokondriyal hastalik sahibi bireyden 8’1 diisiik, 5’1 ise yliksek TAS miktarina sahiptir.
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Saglikl1 bireylerle karsilastirildiginda yiiksek ve diisiik TAS degerleri saptanan bireyler
arasinda yapilan degerlendirme sonuglari istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,002).
Grup ici TAS degerlerinde saglikli gruba gore az ve ¢ok olmak iizere iki farkli grup

dagilimi gozlendi.
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Saglikli ve MPS IV Gruplan

Sekil 4.6. Saglikl1 ve MPS IV gruplarinin TAS degerleri agisindan karsilastirilmasi.

Saglikli ve MPS IV gruplar1 TAS degerleri agisindan karsilagtirildiginda, ¢aligmaya dahil
edilen 1 hasta harig¢ saglikli gruba gore diisiik TAS degerleri gézlendi. MPS IV grubunda

TAS miktarinin sagliklilara gore genel olarak azalma gosterdigi bulundu.

4.1.1.2. TOS Analiz Sonuclar

Saglikli grup ile 5 farkli KMH hasta grubu; TOS degerleri agisindan incelendiginde
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamistir (p=0,66). Her bir
KMH grubunun saglikli grup ile istatistiksel olarak karsilastirilmasi sonucunda da anlaml

bir fark elde edilmedi.
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Cizelge 4.1.
karsilastirilmast.
p
Gruplar
(Mann-Whitney U)
Saglikli-MMA 0,414
Saglikli-PA 0, 937
Saghkh-iVA 0,534
Saglikli-MiT 0,701
Saglikli-MPS IV 0, 462

Saglikli ile KMH gruplarinin TOS degerleri agisindan istatistiksel olarak

Hasta ve saglikli gruplarin ortalama TOS degerleri acgisindan incelemesi Sekil 4.7°de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.7.
grafigi.

Saghklh ve KMH Gruplan

Saglikli ve KMH gruplarinin TOS ortalamasi; A-bar grafigi, B-¢izgi

Saptanan TOS 6l¢iimii ortalama degerlerine gore ¢izilen grafikler incelendiginde, PA ve

MIT gruplarmnin saglikli grubun TOS degerlerine oldukga yakin oldugu; sirastyla MMA,

IVA ve MPS 1V gruplarinin ise saghikli grup ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlamli olmamasina karsin, daha yiiksek TOS degerine sahip oldugu bulundu.



KMH grubundaki her bir birey tek tek ele alinarak, TOS verileri agisindan saglikli grup
ortalamasi ile karsilagtirildi. Bu sekilde hastalarin bireysel TOS degerleri hakkinda bilgi
sahibi olunmasi hedeflenirken, diger yandan saglikli gruba kiyasla daha yiiksek ve diisiik
TOS ortalama degerlerine sahip olan hastalarin istatistiksel analizler ile grup ici
farklilagsmalarinin kontrolii saglandi. TOS degerleri agisindan KMH gruplarindaki her bir
bireyin saglikli grubun ortalamasina gore karsilastirildigi grafikler asagida

gosterilmektedir.
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Sekil 4.8. Saglikli ve MMA gruplarinin TOS degerleri agisindan karsilagtirilmasi.
Yiiksek ve diisiik TOS degerleri saptanan MMA hastasi bireyler arasinda yapilan
istatistiksel analizler sonucu anlamli fark oldugu bulundu (p=0,029). MMA grubunda

TAS degerlerinde saglikli gruba gore az ve ¢ok TOS miktarlar1 olmak {izere iki farkli

sonu¢ elde edildi.
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Sekil 4.9. Saglikli ve PA gruplarinin TOS degerleri agisindan karsilastiriimasi.

Calismaya dahil edilen PA hastalari, TOS miktarlar1 agisindan grup icerisinde saglikli
grubun ortalamasina kiyasla daha diisiik ve yiiksek olmak iizere 2 farkli seviyede degere
sahipken, grup i¢i farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,1). TOS degerleri
acisindan PA grubu bireyler karsilastirildiginda saglikli gruba gore anlamli bir yiikseklik

ya da distikliik yoktur.
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Sekil 4.10.  Saglikli ve IVA gruplarmin TOS degerleri agisindan karsilastiriimast.

IV A hastalar1, grup icerisinde saglikli grubun ortalamasina kiyasla daha diisiik ve yiiksek
olmak {iizere degiskenlik goéstermesine ragmen, grup i¢i farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p=0,057). IVA grubu hastalar1 arasinda 6zellikle 3 hastanin, TOS

degerleri agisindan saglikli gruba gore anlamli bir ylikseklik gosterdigi saptandi.
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Sekil 4.11. Saglikli ve mitokondriyal hastalik gruplarinin TOS degerleri agisindan

karsilastirilmasi.

Saglikli grubun TOS ortalamasiyla karsilastirildiginda c¢alismada yer alan 13
mitokondriyal hastalik tanisi ile izlenen bireyden 8’1 diisiik, 5’1 yliksek TOS degerine
sahiptir. Yiiksek ve diisiik TOS degerleri saptanan hastalar arasinda yapilan istatistiksel
analizler sonucu anlamli fark oldugu bulundu (p=0,002). Mitokondriyal hastalik
grubunda hastalar arasinda TOS degerlerinde saglikli gruba gore az ve ¢ok olmak iizere

farkli degerler bulundu.
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Sekil 4.12. Saglikli ve MPS IV gruplarimin TOS degerleri agisindan karsilastirilmasi.
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Saglikli grubun TOS ortalamasiyla karsilastirildiginda ¢alismaya dahil edilen 11 MPS IV
hastasindan 4’1 disiik, 7’si ise yiikksek TOS degerine sahiptir. Yiiksek ve diisitk TOS
degerleri saptanan hastalar arasinda yapilan istatistiksel analizler sonucu anlamli fark
oldugu bulundu (p=0,006). MPS IV hastalarinda TOS degerlerinde saglikli gruba gore
daha diisiik ve yiiksek degerler gézlendi.

4.1.1.3. OSI Analiz Sonuglan

Saglkli grup ile 5 farkli KMH hasta grubu; OSI degerleri acisindan incelendiginde
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,64). Her bir KMH grubunun saglikli grup
ile OSI degerleri acisindan karsilastirilmasi sonucu istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmadi.

Cizelge 4.2.  Saghkli ile KMH gruplarinin OS] degerleri agisindan istatistiksel olarak

karsilastirilmasi.
Gruplar P
(Mann-Whitney U)
Saglikli-MMA 0, 755
Saglikli-PA 0, 937
Saghkli-iVA 0,628
Saghkh-MiT 0, 966
Saglikli-MPS IV 0, 256

Hasta ve saglikli gruplarmn ortalama OSI degerleri agisindan incelemesi Sekil 4.13’te

gosterilmektedir.
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Sekil 4.13.  Saglikli ve KMH gruplarinin OSI ortalamasi; A-bar grafigi, B-¢izgi
grafigi.

OSI ortalama degerlerine gore cizilen grafikler incelendiginde, PA ve MIT hasta
gruplarmin saglikli grubun OSI degerlerine oldukga yakin oldugu; sirastyla MPS IV, IVA
ve MMA gruplariin ise saglikli grup ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli

olmamasina karsin, daha yiiksek OSI degerine sahip oldugu bulundu.

Hasta gruplarindaki her bir bireye ait OSI verileri saglikli grup ortalamas: ile
karsilastirilarak degerlendirildi. Bu sekilde hem hastalarin bireysel analizleri hakkinda
bilgi sahibi olunmasi hedeflenirken, diger yandan saglikli gruba kiyasla daha yiiksek ve
diisiik OSI ortalama degerlerine sahip olan hastalarin istatistiksel analizler ile grup igi
farklilagmalarinin kontrolii saglandi. OSI degerleri agisindan KMH gruplarindaki her bir
bireyin saglikli grubun ortalamasina gore karsilastirildign grafikler asagida

gosterilmektedir.
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Saglhklh ve MMA Gruplan

Sekil 4.14. Saglikl ve MMA gruplarinin OSI degerleri agisindan karsilastirilmasi.

Yiiksek ve diisiik OSI degerleri saptanan MMA hastalar1 arasinda yapilan istatistiksel
analizler sonucu anlamli fark oldugu bulundu (p=0,036). MMA grubuna ait OSI

degerlerinde saglikli gruba gore az ve ¢ok olmak iizere iki farkli grup davranisi gozlendi.

2 hastada ise hem hasta hem de sagliklilara oranla yiiksek degerler bulundu.

m Saghkh Ort. mPA

0,8

0,6
0,
0,
0
PA-1 PA-2 PA-3  PA-4 PA-5 PA-6

Saglikh ve PA Gruplan

=y

06l (arbitrary unit, AU)
M

Sekil 4.15.  Saglikli ve PA gruplarmin OS] degerleri agisindan karsilastiriimas.

PA tanisi alan hasta bireyler, grup igerisinde saglikli grubun ortalamasina kiyasla daha
diisiik ve yiiksek OSI degerine sahipken, grup ici farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmad: (p=0,1). OSI degerleri acisindan PA grubu bireyleri kendi icinde
karsilagtirildiginda saglikli gruba goére 6nemli bir degisiklik saptanmadi.
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Saglikli ve IVA Gruplan

Sekil 4.16. Saglikli ve IVA gruplarinin OSI degerleri agisindan karsilastiriimas.

IVA hastalarinda, OSI degerleri agisindan grup igerisinde saglikli grubun ortalamasina
gore nispeten daha diistik ve yiiksek degerler saptanirken, grup i¢i farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p=0,057). IVA hastalar1 arasinda dzellikle 2 hastanin, OSI
degerleri agisindan saglikli gruba gore anlamli bir yiikseklik gosterdigi bulundu.
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Saglikh ve Mitokondriyal Gruplan

Sekil 4.17.  Saglikli ve mitokondriyal gruplarinin  OSI degerleri acisindan

karsilastirilmast.
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Saghkli grubun OSI ortalamasiyla karsilastirildiginda 13 mitokondriyal hastalik
diisiiniilen hasta bireyden 9u diisiik, 4’ii yiiksek OSI degerine sahiptir. Yiiksek ve diisiik
OSI degerleri saptanan bireyler arasinda yapilan istatistiksel analizler sonucu anlaml1 fark
oldugu saptandi (p=0,003). Mitokondriyal hastalik grubunda yer alan bireyler arasinda
OSI degerlerinde saglikli gruba gore diisiik ve yiiksek olmak iizere farkli degerler

bulundu.
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Saglikli ve MPS IV Gruplan

Sekil 4.18.  Saglikli ve MPS IV gruplarinin OSI degerleri agisindan karsilastiriimast.

Saglikli grubun OSI ortalamasiyla karsilastirildiginda 11 MPS IV hastasindan 4’ii diisiik,
7’si yiiksek OSI degerine sahiptir. Yiiksek ve diisiik OSI degerleri saptanan hastalar
arasinda yapilan istatistiksel analizler sonucu anlamli fark bulundu (p=0,006). MPS IV
hasta grubundaki bireylerin OSI degerlerinde saglikli gruba gore diisiik ve yiiksek
degerler olmak tizere degisiklik oldugu bulundu.

4.1.2. RT-PZR Analizleri

Saglikli grup ile 5 farkli hasta grubunda yer alan bireylerde; oksidatif stres, antioksidan
yanit ve otofaji yolaklarinda goérev alan NRF2, KEAP1, SOD1, HMOX1, NQO1, p62,
mTOR, BECNL1 ve LC3B genlerinin mRNA ekspresyon diizeyleri ile incelendi. Hasta ve
saglikl gruplarinda yer alan tiim bireylerde incelenen genler agisindan yapilan analizler

sonucu istatistiksel olarak anlamli degisiklik bulunmadi (p<0,05).
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Tim hasta gruplarmin saglikli grup ile karsilastirilmasinda Mann-Whitney testi
uygulandi. Analiz sonucunda MMA grubu ile saglikli grup arasinda, KEAP1 (p=0,029),
HMOX1 (p=0,043) ve LC3B (p=0,043) gen ekspresyonlarinda anlamli bir farklilik oldugu
saptanirken, diger genlerin ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir. PA ve IVA gruplarinin saglikli grup ile tiim genler agisindan
karsilastirilmasi sonucu istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. MIT (p=0,007) ve
MPS IV (p=0,048) gruplar ile saglikli grup arasinda, LC3B ekspresyonlar1 seviyesinde
anlaml bir farklilik oldugu saptanirken, diger genlerin ekspresyonlarinda istatistiksel

olarak anlaml: fark bulunmada.

RT-PZR sonuglari, her bir hasta grubunda incelenen genlerin ekspresyon seviyelerindeki
kat degisimlerini gzlemlemek igin 2" 22 degerleri kullamilarak da analiz edildi. Saglikli
ve her bir KMH grubunun EFla genine gore normalize edilmis gen ekspresyonlarinin %
degerleri asagidaki c¢izelgelerde gosterilmis ve saglikli gruba kiyasla gen

ekspresyonlarinin % degisimleri arasindaki farklar grafiklerde verilmistir.

Cizelge 4.3. Saglikli ile MMA gruplarinin EFla genine gore normalize edilmis gen

ekspresyonlarinin % degerleri (ORT: ortalama)

Cahsma EFla Genine Gore Normalize Edilmis Gen Ekspresyonlar: (%)

Grubu "NRF2 [ KEAP1 | SOD1 | HMOX1 NQO1 | p62 | mTOR | BECN1 | LC3B
Saghikh 100 100 100 100 100 100 100 100 100
MMA-1 114 58 116 146 65 75 115 93 109
MMA-2 68 64 105 93 152 69 112 87 116
MMA-3 96 74 67 176 95 93 109 88 322
MMA-4 135 65 109 174 93 113 81 134 161
MMA-5 183 106 111 233 33 98 120 97 203
MMA-6 95 80 129 95 104 80 81 76 124
MMA-7 | 297 74 91 184 80 112 97 75 155
MMA-8 50 63 65 140 115 74 55 90 103
ORT. 130 73 99 155 92 89 96 93 162
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MMA Grubunda Cahsilan Genler

Sekil 4.19.

Saglikli ve MMA gruplarinda gen ekspresyon degisikliklerinin RT-PZR

ile % kat degisimleri.

MMA grubu saglikli grup ile karsilastirildiginda; NRF2 (%30), HMOX1 (%55) ve LC3B
(%62) genlerinin ekspresyonlarinda anlamli diizeyde artis gozlendi. KEAP1 (%27) gen

ekspresyonu seviyesi anlamli diizeyde azalirken, diger gen ekspresyonlarinda ¢ok daha

diistik seviyelerde azalma saptandi.

Cizelge 4.4. Saglikli ile PA hastalarinin EFla genine gore normalize edilmis gen
ekspresyonlarinin % degerleri (ORT: ortalama).

Cahsma EFla Genine Gore Normalize Edilmis Gen Ekspresyonlar1 (%)

Grubu  |'NRF2 [ KEAP1 [ SOD1 [ HMOXL | NQOL | p62 | mTOR | BECN1 | LC3B
Saghkh 100 100 100 100 100 100 100 100 100
PA-1 82 74 60 126 75 74 75 82 74
PA-2 60 53 167 162 84 86 143 73 429
PA-3 156 108 101 111 86 94 125 91 156
PA-4 112 125 100 131 132 97 92 97 103
PA-5 79 70 105 65 71 63 82 61 115
PA-6 128 154 118 138 181 105 114 102 165
ORT. 103 97 109 122 105 | 86 105 85 174
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PA Grubunda Cahgilan Genler

Sekil 4.20.  Saglikli ve PA gruplarinda gen ekspresyon degisikliklerinin RT-PZR ile
% kat degisimleri.

PA hasta grubunun saglikli grup ile karsilastirilmasi sonucu; HMOX1 (%22) ve LC3B
(%74) genlerinin ekspresyonlarinda anlamli diizeyde artis gézlendi. BECN1 (%15) ve
p62 (%14) genlerinin ekspresyonlar1 anlamli diizeyde azalirken, diger gen

ekspresyonlarinda ¢ok daha diisiik seviyelerde azalma saptandi.

Cizelge 45. Saglikli ile IVA gruplarinin EFla genine gére normalize edilmis gen

ekspresyonlarinin % degerleri (ORT: ortalama).

EFla Genine Gore Normalize Edilmis Gen Ekspresyonlar1 (%)

Cahisma

Grubu NRF2 | KEAP1 | SOD1 | HMOX1 | NQO1 | p62 | mTOR | BECN1 | LC3B
Saghkh 100 100 100 100 100 100 100 100 100
iva-1 69 95 173 100 45 83 174 90 268
iva-2 128 112 140 173 56 141 92 92 208
ivVA-3 122 177 113 120 111 77 114 116 137
ivA-4 163 64 88 131 33 86 62 80 94

iVA-5 66 112 85 119 150 72 92 65 132
IVA-6 203 192 105 244 233 204 203 168 249
iva-7 96 109 61 211 160 150 68 168 85

ORT. 121 123 109 157 113 | 116 115 111 168
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iVA Grubunda Calisilan Genler

Sekil 4.21.

Saglikli ve IVA gruplarinda gen ekspresyon degisikliklerinin RT-PZR ile

% kat degisimleri.

IV A hasta grubunun saglikli grup ile karsilastirilmasi sonucu; tiim gen ekspresyonlarinda,

HMOX1 (%57), LC3B (%68), KEAP1 (%23) ve NRF2 (%21) anlamli diizeyde artis

gbzlendi.
Cizelge 4.6.  Saglikli ile mitokondriyal gruplarinin EFla genine gore normalize edilmis
gen ekspresyonlarinin % degerleri (ORT: ortalama).

Cahsma EFla Genine Gore Normalize Edilmis Gen Ekspresyonlari (%)
Grubu  "NRF2 [ KEAP1 | SOD1 [ HMOXL | NQOL | p62 | mTOR | BECNL | LC3B
Saghkh 100 100 100 100 100 100 100 100 100
MiT-1 70 91 105 163 59 83 131 104 211
MiT-2 107 74 99 125 45 74 162 99 169
MIT-3 66 122 102 223 107 126 113 117 126
MiT-4 74 69 116 56 45 65 86 64 126
MIiT-5 113 99 102 71 41 59 124 64 130
MIT-6 191 61 88 100 115 82 84 81 141
MIT-7 104 192 144 158 163 85 153 125 142
MIT-8 87 64 82 117 125 64 116 76 196
MIT-9 130 87 87 134 136 157 122 77 195
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MIT-10 279 75 66 137 57 103 86 75 114
MiT-11 121 77 77 116 80 94 99 91 153
MIiT-12 107 152 79 172 81 110 100 108 142
MIT-13 60 80 122 45 28 61 121 64 187
ORT. 116 96 98 124 83 90 115 88 156
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Mitokondriyal Grubunda Cahsilan Genler

Sekil 4.22.

RT-PZR ile % kat degisimleri.

Saglikli ve mitokondriyal gruplarinda gen ekspresyon degisikliklerinin

Mitokondriyal hastalik grubundaki bireyler saglikli grup ile karsilastirildiginda; HMOX1
(%24), LC3B (%56), NRF2 (%16) ve mTOR (%]15) genlerinin ekspresyonlarinda anlaml
diizeyde artis gozlendi. BECN1 (%12) ve NQO1 (%]17) gen ekspresyonu anlamli diizeyde

azalirken, diger gen ekspresyonlarinda ¢ok daha diisiik seviyelerde azalma saptandi.
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Cizelge 4.7.  Saglikli ile MPS IV gruplarmin EF1la genine gore normalize edilmis gen

ekspresyonlarinin % degerleri (ORT: ortalama).

Calisma EFla Genine Gore Normalize Edilmis Gen Ekspresyonlar: (%)
Grubu NRF2 | KEAP1 | SOD1 | HMOX1 | NQO1 | p62 | mTOR BECN1 LC3B
Saghkh 100 100 100 100 100 100 100 100 100
MPS-1 55 66 91 88 88 78 65 100 122
MPS-2 40 144 107 109 144 52 93 82 223
MPS-3 79 87 93 159 120 84 81 101 367
MPS-4 69 115 79 93 96 58 105 87 233
MPS-5 98 85 124 86 69 103 154 110 247
MPS-6 89 117 89 304 37 93 115 101 243
MPS-7 71 121 81 91 61 63 88 96 130
MPS-8 72 97 109 117 86 54 71 49 136
MPS-9 81 137 126 142 77 104 103 108 103
MPS-10 75 100 80 148 117 148 98 105 72
MPS-11 89 102 125 141 92 77 132 95 123
ORT. 74 106 100 134 90 83 100 94 182
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MPS IV Grubunda Cahsilan Genler

Sekil 4.23.  Saglikli ve MPS IV gruplarinda gen ekspresyon degisikliklerinin RT-PZR
ile % kat degisimleri.
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MPS 1V hastalarinin saglikli grup ile karsilagtiriimasi sonucu; HMOX1 (%34) ve LC3B
(%82) genlerinin ekspresyonlarinda anlamli diizeyde artis gézlendi. NRF2 (%26) ve p62
(%17) gen ekspresyon seviyesi anlamli diizeyde azalirken, diger gen ekspresyonlarinda

cok daha diisiik seviyelerde azalma saptandi.

KMH gruplarinda, incelenen her bir genin ekspresyon farkinin % degeri, asagidaki

grafiklerde gosterilmistir.
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Cahsilan KMH Gruplar Cahisilan KMH Gruplan

Sekil 4.24.  Saghikli ve KMH gruplarinin RT-PZR % kat degisimleri A) NRF2
ekspresyonu, KEAP1 ekspresyonu.

NRF2 gen ekspresyonu (A); MMA, IVA ve MIT hasta gruplarinda anlamli bir sekilde
artarken; MPS IV hasta grubunda ise azalmistir. PA hasta grubunda kontrol grubuna goére
daha az oranda artis saptannmustir. KEAP1 gen ekspresyonu (B); IVA grubunda anlamli
bir sekilde artarken; MMA grubunda anlamhi bir sekilde azalmistir. Diger KMH

gruplarinda saglikli kontrol grubuna gore daha diisiik seviyede artis ve azalis saptanmustir.

KMH gruplari ile saglikli grup karsilagtirilarak, grup icinde gozlenen yiiksek ve diigiik
NRF2 ve KEAP1 gen ekspresyonu saptanan bireyler arasinda, her bir gen icin ayri
istatistiksel analizler yapildi. NRF2 ekspresyonu i¢in, MMA (p=0,029) ve MIT (p=0,002)

gruplarinda anlamli ekspresyon farki oldugu saptanirken, diger KMH gruplar1 arasinda
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istastistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. MMA ve MIT gruplarinda, hastalar arasinda
NRF2 gen ekspresyonu degerlerinde saglikli gruba gore daha diisiik ya da yiiksek degerler
saptandi. KEAP1 ekspresyonu igin yapilan istatistiksel analizler sonucu ise, MIT
(p=0,007) ve MPS IV (p=0,006) hastalarinda anlamli fark oldugu saptanirken, diger
KMH gruplar1 arasinda istastistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. MIT ve MPS IV
gruplarinda, grup ici hastalarda KEAP1 ekspresyon degerlerinde saglikli gruba gore daha
diisiik ve yliksek olmak iizere iki farkli ekspresyon profili saptandi.
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Cahsilan KMH Gruplan Cahsilan KMH Gruplan

Sekil 4.25.  Saghikli ve KMH gruplarinin RT-PZR % kat degisimleri A) SOD1
ekspresyonu, NQOL1 ekspresyonu.

KMH gruplar ile saglikli grup karsilastirildiginda, SOD1 (A) gen ekspresyonunda, ¢ok
az diizeyde artis ve azalis saptanmigtir. NQO1 (B) gen ekspresyonu ise saglikli grup ile
karsilastirildiginda; PA ve IVA gruplarinda ekspresyon artis, MMA, MIT ve MPS IV
gruplarinda ekspresyonda azalis bulundu. SOD1 ve NQO1 ekspresyonlarinin saglikli
gruba gore artis ya da azalis gosterme egiliminin aym1 KMH gruplar1 i¢in benzerlik

gosterdigi bulundu.
KMH gruplari igerisinde gézlenen yiiksek ve diigitk SOD1 ve NQO1 ekspresyon degerleri

saptanan bireyler arasinda, her bir gen i¢in ayn istatistiksel analizler yapildi. SOD1

ekspresyonu i¢in, MMA (p=0,036), MIT (p=0,001) ve MPS IV (p=0,004) gruplarinda;
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NQOL1 ekspresyonu i¢in ise, MMA (p=0,036), MIT (p=0,002) ve MPS IV (p=0,012)
gruplarinda anlamli fark bulundu. Diger KMH gruplari i¢in hem SOD1 hem de NQO1
ekspresyonlar1 agisindan, istastistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. MMA, MIT ve
MPS 1V gruplarinda, hasta grubundaki bireyler arasinda SOD1 ve NQO1 ekspresyon
degerlerinde saglikli gruba gore daha diisik veya yiiksek olmak iizere iki farkli

ekspresyon paterni gozlendi.
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Cahsilan KMH Gruplan Cahsilan KMH Gruplan

Sekil 4.26.  Saglikli ve KMH gruplarinin RT-PZR % kat degisimleri A) HMOX1
ekspresyonu, B) p62 ekspresyonu.

HMOX1 gen ekspresyonunun (A); KMH gruplarinin tamaminda arttig1 saptandi. p62 gen
ekspresyonunun ise (B); IVA grubunda artarken, diger KMH gruplarinda kontrol grubuna

gore azaldig goriildii.

KMH gruplari igerisinde gbzlenen yliksek ve diisiik HMOX1 ve p62 ekspresyon degerleri
saptanan bireyler arasinda, her bir gen icin ayr1 istatistiksel analizler yapildi. HMOX1
gen ekspresyonu i¢in, MIT (p=0,007) ve MPS IV (p=0,006) gruplarinda anlamli fark
oldugu saptanirken, diger KMH gruplar1 arasinda istastistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi. MMA ve MIT gruplarinda, hasta bireyler arassnda HMOX1 ekspresyon
degerlerinde saglikli gruba gore diislik ve yiiksek olmak {izere iki farkli grup davranisi

gozlenmekle birlikte, genel olarak HMOX1 gen ekspresyonu artis gosterme
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egilimindedir. p62 ekspresyonu icin yapilan istatistiksel analizler sonucu ise, MIT
(p=0,003) ve MPS IV (p=0,012) gruplarinda anlaml1 fark oldugu saptanirken, diger KMH
gruplar1 arasinda istastistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. MIT ve MPS IV
gruplarinda, grup i¢i p62 ekspresyon degerlerinde azalma ve artis gozlenirken, genel

olarak hastalarda p62 ekspresyonu azalma gosterme egilimindedir.
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Cahsilan KVMH Gruplan Cahsilan KVMH Gruplan

Sekil 4.27 Saglikli ve KMH gruplarinin RT-PZR 9% kat degisimleri A) mTOR
ekspresyonu, B) BECN1 ekspresyonu.

KMH gruplarinda mTOR (A) gen ekspresyonunda, ¢ok diisiik diizeyde artis ve azalis
saptanmistir. BECN1 gen ekspresyonunun (B); IVA grubunda artarken, diger KMH

gruplarinda kontrol grubuna gore azaldig goriildii.

KMH gruplari ile saglikli grup karsilagtirilarak, grup icinde gdzlenen yiiksek ve diisiik
mTOR ve BECN1 ekspresyon degerleri saptanan bireyler arasinda, her bir gen i¢in ayr1
istatistiksel analizler yapildi. mTOR ekspresyonu i¢in, MMA (p=0,029), MIT (p=0,003)
ve MPS IV (p=0,004) gruplarinda anlamli fark oldugu saptanirken, diger KMH gruplari
arasinda istastistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. MMA, MIT ve MPS IV gruplarinda,
hastalar arasinda mTOR ekspresyon degerlerinde saglikli gruba gore daha diisiik ve
yiiksek olmak tizere iki farkli grup davranisi gézlendi. BECN1 ekspresyonu i¢in yapilan
istatistiksel analizler sonucu ise, MIT (p=0,003) ve MPS IV (p=0,004) gruplarinda
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anlamli fark oldugu saptanirken, diger KMH gruplari arasinda istastistiksel olarak anlaml1
fark bulunmadi. MiT ve MPS IV gruplarinda, grup i¢i BECN1 ekspresyon seviyesinde
daha diisiik ve yliksek olmak iizere iki farkli grup davranisi gozlenmekle birlikte, genel

olarak hastalarda BECN1 ekspresyonu azalma gosterdi.

EF1a Genine Gire Normalize Edilmis
LC3B Gen Ekspresyonlan (%)
=
en
=
1

Cahsilan KMH Gruplar

Sekil 4.28.  Saglikli ve KMH gruplarinin LC3B RT-PZR % kat degisimleri.

LC3B gen ekspresyonun (A); KMH gruplarinin tamaminda artti§i saptandi. Hasta

bireylerin tiimiinde ekspresyon seviyesinin artma yoniinde oldugu bulundu.

4.1.3. Hiicre Ici ROS Miktari, Mitokondriyal Membran Potansiyeli ve Hiicre i¢i
ATP Miktar1 Olciim Analizleri

4.1.3.1. Kontrol Deneyleri Sonuclar:

Kontrol deneyleri, deneylerde kullanilabilecek minimum hiicre sayisinin ve saglikli
hiicreler ile gergeklestirilen kontrol deneylerinde hiicrelerde stres yaratilabilecek
optimum H2O; miktarinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilmistir. Hiicre i¢i ATP
miktarinin ~ 6l¢iim  deneyinde, saglikli  500.000 PBMC kullanilarak farkh
konsantrasyonlarda H>O> muamelesi uygulanmasi sonucu elde edilen grafik asagida
gosterilmistir. Hiicrede stres uyariminin gergeklestirebildigi H2O2 miktari, 100 pM olarak

belirlendi.
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Sekil 4.29.  Hiicre i¢ci ATP miktar dl¢limii deneyinde optimum stresin indiiklendigi

H202 miktarinin belirlenmesi.

500.000 PBMC’den daha az hiicre kullanilarak, hiicre i¢i ATP miktar1 6l¢iim deneylerinin
gerceklestirilebilirligi; 500.000, 250.000 ve 100.000 PBMC kullanilarak denendi. Hiicre

sayisinin azaltilmasinin deney sonuclarinda sapmalara neden olmasi sebebiyle 500.000

hiicrenin minimum hiicre sayisi oldugu saptandi.
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Sekil 4.30.  Hiicre i¢ci ATP miktar1 6l¢iim deneyinde optimum hiicre sayisinin

dogrulanmasi.

Hiicre i¢i ROS miktar1 ve mitokondri membran potansiyeli dl¢iimii deneyleri i¢in de
belirlenen 500.000 PBMC sayisinin yeterliliginin kontrolii, 500.000 ve 1.000.000 PBMC
ile 100 uM H202 uygulamalariyla gergeklestirildi. 500.000 PBMC’nin deneylerin

gergeklestirilmesi i¢in yeterli-minimum hiicre sayisit oldugu saptandi. Hiicre i¢ci ROS
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miktar1 ve mitokondri membran potansiyeli Ol¢iimii kontrol deneylerinin grafikleri

asagida gosterilmektedir.
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Sekil 4.31. Hiicre ici ROS miktarinin 6l¢iimii deneyinde optimum hiicre sayisinin

dogrulanmasi ve H20> etkisi.
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Sekil 4.32.  Mitokondri membran potansiyelinin dl¢iimii deneyinde optimum hiicre

sayisinin dogrulanmasi ve H20- etkisi.

4.1.3.2. Hiicre ici ATP Miktarmin Ol¢iim Analizleri

Saglikli grup ile 5 farkli KMH hasta grubu; hiicre i¢i ATP miktarinin 6l¢tim degerleri
acisindan tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) ile incelendiginde istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,514). Etki biiyiikliigiine bakildiginda hasta
gruplarinda 0,087 ile orta ve biiyiik etki biiyiikliigii arasinda oldugu gériildii. Iki ortalama
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arasindaki farkin anlamlilik testi (Independent Samples t Test) ile de istatistiksel analiz
gerceklestirildi, anlamli fark saptanmadi (p=0,594). Etki biiytikliigiine bakildiginda 0,208
ile kiigiik etki biiyiikliigiine yakin olmakla birlikte, kii¢lik ve orta etki biliyiikliigii arasinda
oldugu goriildii. Her bir KMH grubunun saglikli ile karsilastirildig istatistiksel analizler

sonucu anlamli fark gézlenmedi.

Cizelge 4.8.  Saglikli ile KMH gruplarinin hiicre i¢i ATP miktarinin 6l¢iim degerlerinin

istatistiksel olarak karsilastirilmasi.

p
Gruplar
(Mann-Whitney U)
Saglikli-MMA 0, 662
Saglikli-PA 0, 699
Saglikli-IVA 0, 945
Saglikli-MIT 0, 244
Saglikli-MPS IV 0, 591

Hasta ve saglikli gruplarin hiicre i¢i ATP miktarinin ortalama degerleri agisindan

incelemesi Sekil 4.33’te gosterilmektedir.
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Sekil 4.33. Saglikli ve KMH gruplarinda hiicre i¢i ATP miktarinin ortalamasi; A-bar
grafigi, B-¢izgi grafigi.
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Hiicre i¢ci ATP miktarinin ortalama degerlerine gore cizilen grafikler incelendiginde, IVA
grubunun saglikli grubun hiicre i¢ci ATP degerlerine olduk¢a yakin oldugu saptandi.
Sirastyla MIT, PA ve MPS IV hasta gruplarinin ise saglikli grup ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli olmamasina karsin daha yiiksek, MMA grubunun ise daha

diistik hiicre i¢ci ATP miktarina sahip oldugu goriildii.

Farkli KMH gruplarinda yeralan her bir birey, hiicre i¢ci ATP miktar1 verileri agisindan
saglikli grup ortalamasi ile karsilagtirilarak degerlendirildi. Bu sekilde hem hastalarin
bireysel analizleri hakkinda bilgi sahibi olunmasi hedeflenirken, diger yandan saglikli
gruba kiyasla daha yiiksek ve diislik hiicre ici ATP miktarlarinin ortalama degerlerine
sahip olan hastalarin istatistiksel analizler ile grup i¢i farklilagmalarinin kontrolii
saglandi. Hiicre i¢i ATP miktar1 degerleri acisindan KMH gruplarindaki her bir bireyin

saglikli grubun ortalamasina gore karsilagtirildigi grafikler asagida gosterilmektedir.
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Caligilan Saghklive MMA Gruplan

Sekil 4.34.  Saglikli ve MMA gruplarinin hiicre i¢ci ATP miktarlar1 agisindan

karsilastirilmasi.

Saglikli ve MMA gruplar1 hiicre i¢ci ATP miktarlar1 acisindan karsilastirildiginda,
caligmaya dahil edilen 2 hasta hari¢ saglikli gruba gore diisiik ATP miktarlar1 gozlendi.
MMA grubunda genel olarak hiicre i¢i ATP miktarinda azalma y6niinde dagilim oldugu

goriildil.

113



mmmm PA —— SAGLIKLI ORTALAMA

14000
12000
10000

8000
6000
400
200
PA-1 PA-2 PA-3 PA-4 PA-5 PA-6

Caligilan Saghkli ve PA Gruplan

o

ATP (Luminometrik Deger)
[en]

Sekil 4.35.  Saglikli ve PA gruplarinin hiicre i¢i ATP miktarlar1 acgisindan

karsilastirilmast.

PA hastalart ile sagliklt grubun ortalama hiicre ici ATP miktarlar karsilastirildiginda,
caligmaya dahil edilen 2 hasta hari¢ saglikli gruba gore yiiksek ATP miktarlar1 bulundu.
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Sekil 4.36. Saghkli ve IVA gruplarinin hiicre i¢i ATP miktarlar1 acisindan

karsilastirilmasi.

Calismaya dahil edilen kisith sayidaki IVA sahibi hasta birey, grup igerisinde saglikl
grubun ortalama hiicre i¢i ATP miktarlar1 a¢isindan karsilastirildiginda, anlamli diistis ve
artisin oldugu goriildii. Grup igerisindeki 1 hasta harig, IVA hastalarinda hiicre ici ATP

miktarlart acisindan saglikli gruba gore ciddi farkliliklar saptanmigtir ancak bununla
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birlikte hiicre i¢i ATP miktar1 bireysel farkliliklar sergilemektedir. ATP miktar1 artan ve

azalan hastalar arasinda anlamli farklilik goriilmedi (p=0,057).
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Caligilan Saghkli ve Mitokondriyal Gruplan

Sekil 4.37.  Saglikli ve mitokondriyal hastalik gruplarmin hiicre ici ATP miktarlar

acisindan karsilagtirilmasi.

Caligmaya dahil edilen mitokondriyal hastalik tanili bireylerde ¢alismaya dahil edilen 2
hasta harig¢ saglikli gruba gore yiiksek ATP miktarlar1 gozlendi. Grup igerisinde gézlenen
diisiik ve yliksek ATP miktarlar istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,007).
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Calisilan Sagliklive MPS IV Gruplan

Sekil 4.38. Sagliklt ve MPS IV hasta gruplariin hiicre i¢i ATP miktarlar1 agisindan

karsilagtirilmasi.
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Saglikli ve MPS IV hasta gruplar hiicre i¢i ATP miktarlari agisindan karsilastirildiginda,
hiicre ici ATP miktarinin degiskenlik gosterdigi goriildii. Grup icerisinde gbzlenen diisiik
ve yiiksek ATP miktarlar istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamlilik saptandi
(p=0,004).

4.1.3.3. Hiicre I¢ci ROS Miktariin Olciim Analizleri

Saglikli grup ile 5 farkli KMH hasta grubu; hiicre i¢i ROS miktarinin 6l¢iim degerleri
acisindan tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) ile incelendiginde istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p=0,269). Etki biiyiikliigiine bakildiginda 0,129 ile orta ve
biiyiik etki biiyiikliigii arasinda oldugu goriildii. iki ortalama arasindaki farkin anlamlilik
testi (Independent Samples t Test) ile de istatistiksel analiz ger¢eklestirildi, anlamli fark
saptanmadi (p=0,918). Etki biiyiikliigiine bakildiginda 0,052 ile kiigiik etki biiytikliigiiniin
de altinda oldugu goriildii. Her bir KMH grubunun saglikli ile karsilastirildig: istatistiksel

analizler sonucu anlamli fark gézlenmedi.

Cizelge 4.9. Saglikli ile KMH gruplarinin hiicre i¢gi ROS miktarinin dl¢im degerleri

agisindan istatistiksel olarak karsilastirilmasi.

p
Gruplar
(Mann-Whitney U)
Saglikli-MMA 0, 491
Saglikli-PA 0, 310
Saglikli-IVA 0, 628
Saglikli-MIT 0,831
Saglikli-MPS 1V 0,591

Hasta ve saglikli gruplarin hiicre i¢i ROS miktarinin ortalama degerleri agisindan

incelemesi Sekil 4.39°da gosterilmektedir.

116



A 140 ‘B_ 3800000
3 G
uz.u 190 W@ 3600000
o [s]
E 100 -;lé 3400000
]
° g 20 w E 3200000
") o2
(= Q=] 60 & g 3000000
£ 4w g 2800000
T
g 20 § 2600000
5]
= 0 © 400000
) & X &
S $ & Qg & F &
E $ < £
© ©
& &
& <«
Cahgilan Saglikli ve KMH Gruplar Caligilan Saghkl ve KMH Gruplan

Sekil 4.39.  Saglikli ve KMH gruplarinda hiicre i¢i ROS miktarinin ortalamasi; A-bar
grafigi, B-¢izgi grafigi.

Hiicre i¢i ROS miktarinin ortalama degerlerine gore ¢izilen grafikler incelendiginde,
sirastyla MMA ve IVA gruplari saglikli grup ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli olmamasina karsin daha yiiksek; PA, MPS IV ve MIT hastalik gruplarinin ise
daha diisiik hiicre i¢i ROS miktarina sahip oldugu goriildii.

Her bir KMH grubundaki hasta birey, hiicre i¢i ROS miktar1 verileri agisindan saglikli
grup ortalamasi ile karsilastirilarak degerlendirildi. Bu sekilde hem hastalarin bireysel
analizleri hakkinda bilgi sahibi olunmasi hedeflenirken, diger yandan saglikli gruba
kiyasla daha yiiksek ve diisiik hiicre ici ROS miktarlarinin ortalama degerlerine sahip olan
hastalarin istatistiksel analizler ile grup i¢i farklilagmalarinin kontrolii saglandi. Hiicre ici
ROS miktar1 degerleri agisindan KMH gruplarindaki her bir bireyin saglikli grubun

ortalamasina gore karsilastirildig: grafikler agagida gosterilmektedir.
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Sekil 4.40. Saglikli ve  MMA gruplarinin hiicre i¢ci ROS miktarlar1 agisindan

karsilastirilmasi.

Saglikli ve MMA gruplart hiicre i¢i ROS miktarlar1 acisindan karsilastirildiginda,
calismaya dahil edilen 3 hasta hari¢ saglikli gruba gore yiiksek ROS miktarlar1 gézlendi.
Grup igerisinde gozlenen diisik ve yiksek ROS miktarlar istatistiksel olarak
degerlendirildiginde anlamlilik saptandi (p=0,036).
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Sekil 4.41.  Saglikli ve PA gruplarmin hiicre i¢ci ROS miktarlar1 agisindan

karsilastirilmasi.

PA hastalarinda ¢alismaya dahil edilen 2 hasta hari¢ saglikli gruba gore diisiik ROS

miktarlar1 gézlendi.
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Sekil 4.42.  Saghkhh ve IVA gruplarinin hiicre i¢i ROS miktarlari acisindan

karsilastirilmast.

Saglikli ve IVA gruplart hiicre ici ROS miktarlar1 agisindan karsilastirildiginda grup
icerisinde gozlenen diisiik ve yliksek ROS miktarlarn istatistiksel olarak anlamli

bulunmad (p=0,057).
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Sekil 4.43. Saglikli ve mitokondriyal hastalik gruplarmin hiicre i¢i ROS miktarlar

agisindan karsilastirilmasi.

Saglikli ve mitokondriyal hastalik gruplar1 hiicre i¢i ROS miktarlar1 ag¢isindan

karsilastirildiginda, genel olarak diizenli bir hiicre i¢i ROS miktar1 dagilimi olmadig:
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goriildli. Grup icerisinde gozlenen diisiik ve yliksek ROS miktarlar istatistiksel olarak
degerlendirildiginde anlamlilik saptandi (p=0,002). Genel olarak grup i¢i ROS miktari
degerlendirildiginde saglikli gruba kiyasla diisiik ROS miktarlar1 bulundu.
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Caligilan Saghklive MPS IV Gruplan

Sekil 4.44.  Saglikli ve MPS IV gruplarimin hiicre i¢i ROS miktarlar1 agisindan

karsilastirilmasi.

Saglikli ve MPS 1V hasta gruplari hiicre i¢i ROS miktarlari agisindan karsilastirildiginda,
genel olarak diizenli bir hiicre i¢i ROS miktar1 dagilimi olmadig gortildii. Grup igerisinde
gozlenen diisik ve yliksek ROS miktarlar istatistiksel olarak degerlendirildiginde
anlamlilik saptandi (p=0,006).

4.1.3.4. Mitokondriyal Membran Potansiyeli (MMP) Ol¢iim Analizleri

Saglikli grup ile 5 farkli KMH hasta grubu; hiicre ici MMP miktarinin Sl¢iim degerleri
acisindan tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) ile incelendiginde istatistiksel
olarak anlaml fark bulunmadi (p=0,522). Etki biiyiikliigiine bakildiginda 0,086 ile orta
ve biiyiik etki biiyiikliigii arasinda oldugu goriildii. ki ortalama arasindaki farkin
anlamlilik testi (Independent Samples t Test) ile de istatistiksel analiz gerceklestirildi,
anlamli fark saptanmadi (p=0,728). Etki biiyiikliigiine bakildiginda 0,165 ile kiiciik etki
blyiikligliniin de altinda oldugu gorildi. Her bir KMH grubunun saglikli ile

karsilastirildigi istatistiksel analizler sonucu anlamli fark gézlenmedi.
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Cizelge 4.10. Saglikli ile KMH gruplarmin hiicre ici MMP miktarinin dl¢iim degerleri

acisindan istatistiksel olarak karsilastirilmasi.

p
Gruplar
(Mann-Whitney U)

Saglikli-MMA 0,491
Saglikli-PA 0, 485
Saghkh-IVA 0, 945
Saglikli-MiT 0, 898
Saglikli-MPS 1V 0, 350

Hasta ve saglikli gruplarin hiicre i¢i MMP miktarinin ortalama degerleri agisindan

incelemesi Sekil 4.45°te gosterilmektedir.

A B

120 - 5200000
s 3=
e 10 28 5000000
- £o
© O
2a & = 4300000
FR 5
S8 -E g 4600000
_E s 40 £Es
$E 2" 2400000
ot 7 5 E
= E c©
28 0 SF 4200000
S5 PORR S S 25 & F Qg WS
) e & ¥ Q &
s o & &) &

o~ S
& &
& &
Caligilan Saghkh ve KMH Gruplan Calisilan Saghkh ve KMH Gruplan

Sekil 4.45.  Saglikli ve KMH gruplarinda hiicre ici MMP miktarinin ortalamasi; A-bar
grafigi, B-¢izgi grafigi.

Hiicre i¢i MMP miktarmin ortalama degerlerine gore cizilen grafikler incelendiginde,
hi¢cbir KMH grubunda anlamli bir yiikseklik ya da diistikliige rastlanmadi. Her bir KMH
grubundaki birey, hiicre igi MMP miktart verileri agisindan saglikli grup ortalamasi ile

karsilastirilarak degerlendirildi. Bu sekilde hem hastalarin bireysel analizleri hakkinda
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bilgi sahibi olunmas1 hedeflenirken, diger yandan saglikli gruba kiyasla daha yiiksek ve
diistik hiicre ici MMP miktarlarinin ortalama degerlerine sahip olan hastalarin istatistiksel
analizler ile grup igi farklilasmalarinin kontrolii saglandi. Hiicre i¢ci MMP miktari
degerleri agisindan KMH gruplarindaki her bir bireyin saglikli grubun ortalamasina gore

karsilastirildigr grafikler agagida gosterilmektedir.
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Sekil 4.46. Saglikli ve MMA gruplarinin hiicre ici MMP miktarlar1 agisindan

karsilastirilmasi.
Saglikli ve MMA hasta gruplart hiicre ici MMP miktarlar1 agisindan karsilastirildiginda,

grup igerisinde gozlenen diisiik ve ylksek MMP miktarlart istatistiksel olarak

degerlendirildiginde anlamli bulundu (p=0,036).
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Sekil 4.47. Saglikli ve PA gruplarinin hiicre i¢ci MMP miktarlar1 acgisindan

karsilagtirilmast.
PA hastalarinda saglikli gruba gore diisiik MMP miktarlari saptanda.
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Sekil 4.48.  Saglikli ve IVA gruplarmin hiicre i¢gi MMP miktarlar1 acisindan

karsilastirilmasi.

Calismaya dahil edilen IVA hastalarinda, 2 hasta hari¢ saglikli gruba yakin MMP

miktarlarinin gézlendigi saptandi.
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Mitokondri Membran Potansiyeli
(Florometrik Deger)

Sekil 4.49.
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Saglikli ve mitokondriyal hastalik gruplarinin hiicre i¢i MMP miktarlar

acisindan karsilastirilmasi.

Saglikli ve mitokondriyal hastalik gruplar1 hiicre i¢ci MMP miktarlar1 ag¢isindan

karsilastirildiginda, grup icerisinde gozlenen diisik ve yiksek MMP miktarlar

istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli bulundu (p=0,001).

Mitokondri Membran Potansiyeli
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Cahisilan Saghiklive MPS IV Gruplan

Saglikli ve MPS IV hasta gruplarinin hiicre i¢i MMP miktarlar1 agisindan

karsilastirilmasi.
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Saglikli ve MPS IV gruplari hiicre i¢i MMP miktarlari a¢isindan karsilastirildiginda, grup
icerisinde gozlenen diisiik ve yliksek MMP miktarlart anlamli bulundu (p=0,006).

4.1.3.5. Goriintiileme Sonuclari

MMP ve ROS florometrik 6l¢timleri yapilan saglikli ve KMH gruplarinda nicel verilerin
dogrulanmasi amaciyla hiicrelerin goriintiilenmesi gergeklestirildi. Saglikliya gore daha
yiiksek ve diisiik olarak tespit edilen MMP ve ROS miktarlarini degerlendirmek igin her
KMH grubundan birer hasta segildi. Saglikli ve KMH hasta gruplarinda hiicre i¢i MMP
ve ve ROS miktarlar icin elde edilen goriintiilerin, nicel verileri ile uyumlu oldugu

saptandi.

. SAGLIKLI-S

S MMA6

& MMA-7

Sekil 4.51. Saglikli vee. MMA hasta gruplarinda hiicre i¢i MMP miktarlarinin
goriintiilenmesi (x20 biyiitme, RFP/RFP-aydinlik alan birlesik).
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SAGLIKLI-5

PA-4

Sekil 4.52.  Saglikli ve PA hasta gruplarinda hiicre i¢i MMP miktarlarinin
goriintiilenmesi (x20 biiyiitme, RFP/RFP-aydinlik alan birlesik).

SAGLIKLI-5

ivA-6

iva-2

Sekil 453.  Saglikli ve IVA hasta gruplarinda hiicre ici MMP miktarlarinin
goriintiilenmesi (x20 biiyiitme, RFP/RFP-aydinlik alan birlesik).
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SAGLIKLI-5

Sekil 454.  Saglikli ve MIT hasta gruplarinda hiicre ici MMP miktarlariin
goriintiilenmesi (x20 biiyiitme, RFP/RFP-aydinlik alan birlesik).

SAGLIKLI-5

MPS IV-4

MPS IV-9

Sekil 4.55. Saglikli ve MPS IV hasta gruplarinda hiicre ici MMP miktarlarinin
goriintiilenmesi (x20 biiyiitme, RFP/RFP-aydinlik alan birlesik).
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SAGLIKLI-4

MMA-3

MMA-2

Sekil 4.56.  Saglikli ve MMA hasta gruplarinda hiicre ici ROS miktarlarinin
goriintiilenmesi (x20 biiyiitme, GFP/GFP-aydinlik alan birlesik).
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Sekil 4.57.  Saglikli ve PA hasta gruplarinda hiicre i¢i ROS miktarlarinin

SAGLIKLI-4

PA-5

PA4

goriintiilenmesi (x20 biiyiitme, GFP/GFP-aydinlik alan birlesik).
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SAGLIKLI-4

Sekil 458.  Saglikli ve IVA hasta gruplarinda hiicre i¢i ROS miktarlariimn
goriintiilenmesi (x20 biiyiitme, GFP/GFP-aydinlik alan birlesik).

SAGLIKLI-4

MIT-4

MIT-9

Sekil 4.59. Saghkli ve MIT hasta gruplarinda hiicre ici ROS miktarlarinin
goriintiilenmesi (x20 biiyiitme, GFP/GFP-aydinlik alan birlesik).
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SAGLIKLI-4

MPS IV-8

MPS IV-9

Sekil 4.60.  Saglikli ve MPS IV hasta gruplarinda hiicre i¢ci ROS miktarlarinin
goriintiilenmesi (x20 biiylitme, GFP/GFP-aydinlik alan birlesik).

MMP ve ROS’un PBMC igerisindeki dagilimmi gorebilmek amaciyla her KMH
grubundan rastgele secilen birer hastanin x63 biiylitme ile floresan mikroskopta
goriintiisii alind1. Goriintiileme sonuclarma 6rnek teskil etmesi amaciyla MMA ve IVA

gruplarindan secilen goriintiiler Sekil 4.61 ve Sekil 4.62°de gosterilmistir.

MITOTRACKER RED DAPI BIRLESIK

MMA-5

iva-4

Sekil 461.  MMA ve IVA hasta gruplarinda Mitotracker Red ve DAPI gériintiillenmesi
(x63 biiyiitme).
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H,DCFDA

DAPI BIRLESIK
N - - -
h - - -

Sekil 4.62.  MMA ve VA hasta gruplarinda H,DCFDA ve DAPI goriintiilenmesi (x63

bliyiitme).

4.1.4. Western Blot Analizleri

Western Blot analizi ile saglikli ve KMH gruplarindan izole edilen protein ekstraktlarinda
anti- Nrf2, anti-Keapl, anti-p62, anti-Beclinl, anti- LC3B ve anti-mTOR primer
antikorlar1 kullanilarak Nrf2 ve mTOR hari¢ diger proteinlerin 6zgiil protein ifadeleri
gosterildi. Housekeeping olarak B-aktin proteini kullanildi. Nrf2 ve mTOR proteinleri
kontrol deneylerinin yapildig1 fibroblastlarda goriintiilenebilirken, gerek kontrol
deneylerinde gerekse ¢alisma kapsaminda kullanilan PBMC’lerde protein ifadesi
gosterilemedi. Yapilan hiicre ¢alismalarinin bir indiiksiyon basamagi igermemesi,
PBMC’lerin hiicre kiiltlirline alinamamasi, ekstra deterjan muamelesi uygulanmamasi
(hiicre zarlari ile protein baglantisinin indirgenmesi i¢in), 30 pg total protein miktarinin
ekspresyonu goriintillemek i¢in yeterli olmamasi ve protein zenginlestirme
(immiinopresipitasyon ya da sitoplazmik/niikleer protein izolasyonu ile) yapilamamasi
sebebiyle fibroblasta gére az olan protein ekspresyon seviyelerinin gosterilemedigi

diistiniilmektedir [237-240].

Nrf2 ve mTOR proteinlerine ait kontrol ve ¢aligma grubu deneylerinin western blot

membran goriintiileri asagida gosterilmektedir.
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Sekil 4.63.  Saglikli ve KMH gruplarinda Nrf2 western blot analizi (A-Kontrol deneyi;
B- caligma deneyi).
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Sekil 4.64.  Saglikli ve KMH gruplarinda mTOR western blot analizi (A-Kontrol
deneyi; B- ¢alisma deneyi).

Keapl, p62, Beclinl ve LC3B proteinlerinin ¢caligma deneylerinin western blot membran
gorlintiileri ve image j analizi sonras1 f-aktine gore normalize edilmis bant yogunluklari

asagida gosterilmektedir.

132



14

1.2

0.8

0,6

04 [

0.z | I [

0 . ——
MMA-6

Saghklr-2 MMA-1 MP3-10

Keapl Bant Yogunlugu

[-aktine Gdre Normalize Edilmis

-0,2
0,4

Saghkh , MMA ve MPS IV Gruplar

Sekil 4.65.  Saglikli, MMA ve MPS IV gruplarinda Keapl western blot analizi (A-

membran goriintiisii; B- bant yogunlugu).
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-0,z
04

Saglikh , PA ve IVA Gruplan

Sekil 4.66.  Saglikli, PA ve IVA gruplarinda Keapl western blot analizi (A-membran
goriintiisii; B- bant yogunlugu).
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p-Aktine Gore Normalize Edilmis

Keapl Bant Yogunlugu
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Saglikli , Mitokondriyal ve MPS IV Gruplari

Sekil 4.67.  Saglikli, MIT ve MPS IV gruplarinda Keapl western blot analizi (A-

membran goriintiisii; B- bant yogunlugu).
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Saghkli-3 MMA-2 MMA-7

Saghlkh ve MMA Gruplan

Sekil 4.68.  Saglhikli ve MMA gruplarinda p62 western blot analizi (A-membran

gOriintlisii; B- bant yogunlugu).
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Sekil 4.69.  Saglikli, PA ve IVA gruplarida p62 western blot analizi (A-membran

goriintlisii; B- bant yogunlugu).
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Saglkh-3  MIT-5 MiT-5 MPS-10

Saghkh , Mitokendriyal ve MPS IV Gruplar

Sekil 4.70. Saglikli, MIT ve MPS IV gruplarinda p62 western blot analizi (A-

membran goriintiisii; B- bant yogunlugu).
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Sekil 4.71.  Saglikli ve MMA gruplarinda Beclinl western blot analizi (A-membran

goriintlisii; B- bant yogunlugu).
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Saglikli , PA ve IVA Gruplan

Sekil 4.72. Saglikli, PA ve IVA gruplarinda Beclinl western blot analizi (A-membran

goriintlisii; B- bant yogunlugu).
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Sekil 4.73.  Saglikli, MiT ve MPS IV gruplarinda Beclinl western blot analizi (A-

membran goriintiisii; B- bant yogunlugu).
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Sekil 4.74.  Saglikli ve PA gruplarinda LC3B western blot analizi (A-membran
goriintlisii; B- LC3B-II bant yogunlugu).
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Sekil 4.75.  Saglikli, MMA ve IVA gruplarinda LC3B western blot analizi (A-
membran goriintiisii; B- LC3B-II bant yogunlugu).
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Sekil 4.76.  Saglikli, MIT ve MPS IV gruplarinda LC3B western blot analizi (A-
membran goriintiisii; B- LC3B-II bant yogunlugu).

4.2. TARTISMA
Bircok KMH’1n patofizyolojisinin, birbiriyle iligkili ve siklikla ¢akisan faktorler icerdigi
Onerilmektedir:

* Temel bir metabolik ara maddenin eksikligi,
» Zararl1 bir metabolitin birikimi sonucu ikincil toksisite,

* Toksik metabolitlerin birikimi ile oksidatif stresin artist ve mitokondriyal

disfonksiyon,

138



» Mitokondriyal disfonksiyon sonucu mitokondriyal enzimlerin ve siireclerin
inhibisyonu, bozulmus enerji metabolizmasi ve ROS sevilerinin artisi,
* Artan ROS seviyesi ile birlikte antioksidan kapasitesinde degisiklikler ve DNA,

protein ve lipitlerde oksidatif hasarin artmasi [8-10].

Gegmis yillarda ROS sinyallerinin karmasik ve dinamik rolleri, normal ve patolojik
stireclerde yapilan galigmalarla derinlemesine anlagilmasina ragmen, KMH’lar ile ilgili
kisith sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢aligmalarda da KMH’larin ROS'u tirettigi kesin
mekanizmalarin tam olarak bilinmedigi ve KMH’larda redoks sinyal yollar: ile ilgili

yapilan ¢alismalarin hala baglangi¢ asamasinda oldugu belirtilmektedir [7, 8].

ROS ile otofaji arasindaki kesin molekiiler detaylar hakkindaki arastirmalar hala
stirmekle birlikte, hiicresel ROS homeostazinin saglanmasi i¢in ROS'un otofajiyi
indiikleyebildigi yapilan calismalarla gosterilmistir. KMH’larin yeni bir grubu olarak
tanimlanan otofajinin konjenital bozukluklarinin ve lizozomal depo hastaliklarinin
dogrudan otofaji yolag: ile iliskili oldugu bilinmektedir. Ancak organik asidiirilerde ve
mitokondriyal hastaliklarda otofajinin yadsinmayacak rolii oldugu bilinmekle birlikte

literatiirde az sayida ¢alisma bulunmaktadir [208, 221, 223, 230, 232].

Bu ¢alismada oksidatif stres ve antioksidan cevabin sistemik etkisini gézlemleyebilmek
i¢in, saghikli ve hasta gruplarmm serum Orneklerinde TAS/TOS/OSI analizleri
gerceklestirildi. TAS analizleri sonucu, saglikli ve KMH gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bulunan farkliligin (p=0,004) MMA, MIT ve MPS IV gruplarindan
kaynaklandigr bulunmustur. Saghikli gruba kiyasla en yiiksek TAS degeri MMA
grubunda saptanmistir (p=0,005). Istatistiksel olarak anlamlilik saptanamamakla birlikte
saglikli gruba kiyasla diisiik TAS degerine sahip KMH gruplari sirastyla MiT ve MPS IV
gruplari olarak tespit edilmistir. PA ve IVA gruplarinin TAS degerlerinin saglikli gruba
cok yakin oldugu goriilmiistiir. TOS analizi sonucu saglikli ve KMH gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark elde edilememekle birlikte, sirastyla MMA, IVA ve MPS
IV gruplarinda saglikli gruba kiyasla yiiksek TOS degerleri saptanmistir. PA ve MIT
gruplarinin TOS degerlerinin saglikli gruba ¢ok yakin oldugu goriilmiistiir. Oksidatif
giiciin bir gostergesi olan, TAS degerinin TOS degerine boliinmesi ile bulunan OSI

analizi sonucu saglikli ve KMH gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark elde
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edilmemekle birlikte, sirastyla MPS IV, IVA ve MMA gruplarinda saglikli gruba kiyasla
yiiksek TOS degerleri saptanmustir. PA ve MIT gruplarinin OSI degerlerinin saglikli
gruba ¢ok yakin oldugu goriilmiistiir.

Elde edilen TAS/TOS/OSI analizleri sonucu, MMA grubunda serum diizeyinde saptanan
yiiksek oksidatif strese, ayni sekilde yiiksek antioksidan kapasite ile cevap verildigi
sOylenebilir. PA grubunda serum seviyesinde oksidan ve antioksidan seviyelerinin
saglikli gruba olduk¢a yakin olmasi bu grupta sistemik bir oksidatif stres etkisinin
goriilmedigini diisiindiirmektedir. IVA grubunda saglikl1 gruba kiyasla bir miktar yiiksek
seyreden oksidan seviyesi, saglikli gruba oldukg¢a yakin olmakla birlikte bir miktar diisiik
seyreden antioksidan kapasite seviyesi nedeniyle serum diizeyinde kismi oksidatif yiik
artis1 goriilmiistiir. En yliksek oksidanin tespit edildigi MMA grubu, gdstermis oldugu
yiiksek antioksidan kapasite sayesinde IVA grubuna gore oksidatif yiik ile daha efektif
bir sekilde basa ¢ikmistir. MIT grubunun serum oksidan ve antioksidan seviyeleri saglikli
gruba gore kismi bir diigiikliik gostermekle birlikte oldukca yakin olmasi, bu grupta
sistemik bir oksidatif stres etkisinin goriilmedigini diislindiirmektedir. MPS IV grubunda
saglikli gruba kiyasla bir miktar yiiksek seyreden oksidan seviyesi, saglikli gruba olduk¢a
yakin olmakla birlikte bir miktar diisiik seyreden antioksidan kapasite seviyesi nedeniyle

serum diizeyinde kismi oksidatif yiik artig1 goriilmiistiir.

KMH gruplarinda grup i¢i bireysel TAS degerleri incelendiginde, MMA grubundaki
bireylerin TAS degerlerinin saglikli gruba kiyasla artma egiliminde oldugu
goriilmektedir. PA grubunda bireylerde saglikli gruba kiyasla diizenli bir artig ve azalis
gdriilmemistir. IVA grubundaki bireylerin TAS degerlerinin saglikli gruba kiyasla MMA
grubundaki bireylerin aksine azalma egiliminde oldugu gériilmektedir. IVA grubundaki
bir bireyde gozlenen yiiksek TAS degerinin yas dolayisiyla kaynaklandigi goriilmiistiir.
MIT grubundaki bireyler saglikli gruba kiyasla azalan ve artan TAS degerleri ile 2 farkli
grup gibi davranmaktadir. MPS IV grubundaki bireylerin TAS degerlerinin, IVA grubu

ile benzer sekilde saglikli gruba kiyasla azalma egiliminde oldugu goériilmektedir.

KMH gruplarinda grup ici bireysel TOS degerleri incelendiginde, MMA, MIT ve MPS
IV gruplarindaki bireylerin saglikli gruba kiyasla azalan ve artan TOS degerleri ile 2 farkli
grup gibi davrandiklar1 goriilmiistiir. PA ve IVA gruplarindaki bireylerde ise saglikli
gruba gore fark yoktur. KMH gruplarinda grup igi bireysel OSI degerleri de TOS
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degerlerinin rastgele davranis paterni sergilemesi sebebiyle TOS degerleriyle ayni

sonuclar1 gostermektedir.

Bugiine kadar KMH’lar i¢in serumda TAS/TOS/OSI analizlerinin yapildig1 bir calismaya
rastlanmamistir. Mevcut c¢alismalar, genel olarak idrarda antioksidan kapasitenin
degerlendirilmesi, antioksidan enzimlerin Ol¢limii ve DNA, protein, lipit hasarinin
belirlenmesine yonelik gergeklestirilmistir. Oksidan miktar1 ve oksidatif yiikiin
antioksidan kapasite ile es zamanli degerlendirildigi ¢alisma literatiirde

bulunmamaktadir.

Mc Guire ve arkadaslari; 8 homosistiniiri, 9 MSUD, 9 kobalamin hastaligi, 8 PA ve 8
ornitin transkarbamilaz eksikligi olan toplam 41 KMH ve 60 kontrol bireyini dahil ettigi
calismada idrarda oksidatif stres hasar belirtegleri ve idrar antioksidan aktivitesini
degerlendirmistir. Calisma sonucunda izoprostan ve di-tirosin hasar belirteglerinin
ozellikle kobalamin bozukluklar1 basta olmak iizere tim KMH gruplarinda anlaml
diizeyde yiiksek oldugu, idrar antioksidan kapasitesinin basta kobalamin bozukluklar1 ve
PA olmak tizere diisiik oldugu saptanmustir. PA ile ayn1 metabolik yolakta yer alan MMA
hastalarinin da disiik antioksidan kapasiteye sahip oldugu belirtilmistir [9, 241, 242].

Ribas ve arkadaslari; tan1 koyulan 3 PA ve 4 MMA, tedavi altinda olan 3 PA ve 5 MMA
olmak tizere toplamda 7 ve 8 bireyi iceren 2 KMH ve 6 kontrol bireyini dahil ettigi
calismada idrarda oksidatif stres hasar belirtegleri, L-karnitin ve idrar antioksidan
aktivitesini degerlendirmistir. Calisma sonucunda izoprostan ve di-tirosin hasar
belirteclerinin tedavi edilen hastalarda tedavi edilmeyenlere gore daha diisiik ¢iktigi, lipit
ve protein oksidatif hasar1 daha yiiksek olan hastalarda L-karnitin seviyelerinin daha
diisiik oldugu belirtilmistir. Hem tedavi edilen hem de tedavi edilmeyen hastalarda
kontrol grubuna gore diisiik idrar antioksidan kapasitesi saptanirken, tedavi edilen grupta
anlamli olmamakla birlikte tedavi edilmeyen gruba gore daha diisiik idrar antioksidan
kapasitesi goriilmiistiir. Bu durumun, tedavi i¢in uygulanan kisith diyet nedeniyle ya da
hiicrenin antioksidan kapasitesini dogrudan veya dolayli olarak hiicrenin antioksidan
kapasitesini tiiketecek metabolik yan iriinlerde olagandisi bir artisla meydana

gelebilecegi varsayilmaktadir [242, 243].

141



Victor’un yapmis oldugu tez c¢alismasinda MMA ve PA icin hiicre modeli olusturup,
ayrica 7 MMA, 4 PA ve 5 kontrol bireyini dahil ettigi ¢aligmada plazma ve idrar
orneklerinde yag asidi oksidasyonu, dalli-zincirli amino asit metabolizmasi, protein ve
lipit oksidasyonu ve antioksidan kapasiteyi degerlendirmistir. Idrar antioksidan kapasitesi
MMA grubuna gore diisiik saptanirken, PA grubunda da diisiik goriilmekle birlikte

istatistiksel olarak anlamlilik g6zlenmemistir [244].

Omek toplama islemi kolayligindan dolayr idrar, antioksidan kapasitenin
degerlendirilmesinde degerli bir biyolojik Ornektir. Ancak idrarin; kan bilesiminin,
dokularin metabolik aktivitesinin ve tretildikleri ve atildiklar1 organlarin durumunu
yansitmada yetersiz kaldigi bilinmektedir [245]. Bu sebeple ¢alismada antioksidan
kapasitenin degerlendirilmesi serum Orneklerinde gerceklestirilmis, ilaveten oksidan
kapasite ve oksidatif giiciin gdstergesi olan OSI analizi kullanilmustir. Literatirde MMA
ve PA gruplar icin saptanan diisiik idrar antioksidan kapasitesinin aksine, ¢alismada
serum diizeyinde MMA grubunda saglikli gruba kiyasla yiiksek, PA grubunun ise saglikli
grup ile benzer antioksidan kapasiteye sahip oldugu gorilmiistir. Bu durum idrar
antioksidan kapasite 6l¢iimiiniin oksidatif stresin sistemik etkisini yansitmada yetersiz
kaldigmi diisiindiirmektedir. Ilaveten, ¢alismada sadece MMA grubunda anlamli
antioksidan kapasite degerinin elde edilmesi, diger gruplarda saglikli gruba kiyasla
istatistiksel olarak anlamli sonug¢larin bulunmamasimin sebebinin; her bir KMH
grubundaki birey sayisinin azligi, KMH gruplari i¢indeki bireylerin saglikli gruba kiyasla
TAS/TOS degerleri agisindan diizenli bir artis ve azalis gostermemesi ve her bir KMH

grubunun almis oldugu tedaviye bagl oldugu diistiniilmektedir.

Bu c¢aligma kapsaminda ayrica, oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyonun
KMH’larda hiicresel etkisini gézlemleyebilmek i¢in hiicre i¢i ATP, ROS ve MMP nicel
Olgtimleri ve hiicre goriintiilemesi gergeklestirildi. Saglikli grup ile 5 farkli KMH hasta
grubu; ayr1 ayr hiicre i¢ci ATP, ROS ve MMP miktarinin 6l¢iim degerleri agisindan tek
yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) ve iki ortalama arasindaki farkin anlamlilik
testi (Independent Samples t Test) ile incelendiginde istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi. Hiicre ici ATP, ROS ve MMP 6l¢iimlerinin degerlendirilmesinde kullanilan
tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) ile yapilan etki biiyiikliigii analizleri
sonucu gozlenen orta ile biiyiik arasindaki etki biiytikliikleri, klinik olarak dnemli kabul

edilecek fark oldugunu gostermekle birlikte, 6rneklem biiyiikliigiiniin kiigiik olmasina
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isaret etmektedir. Yine benzer sekilde hiicre i¢i ATP, ROS ve MMP odl¢iimlerinin
degerlendirilmesinde kullanilan iki ortalama arasindaki farkin anlamlilik testi
(Independent Samples t Test) ile yapilan etki biiyiikliigii analizleri sonucu gézlenen kiigiik
etki biyiikliikleri, c¢alismanin daha fazla Orneklem genisligi gerektirdigini
vurgulamaktadir. Dolayisiyla istatistiksel olarak anlamli farkliligin bulunamama
sebebinin Orneklem biiyiikliigiiniin azliginin oldugu diisiiniilmekle birlikte, nadir
hastaliklar calisilmasi1 sebebiyle ortalama degerler ve bireysel analizlerle sonuglar

degerlendirilmistir [246, 247].

Hiicre i¢i ROS miktar1 ortalama degerlerine gore incelendiginde, sirastyla MMA ve IVA
gruplar1 saglikli grup ile karsilagtirildiginda daha yiiksek; PA, MPS IV ve MIT
gruplarinin ise daha diisiik hiicre i¢i ROS degerine sahip oldugu goriildii. Hiicre ici ATP
miktar1 ortalama degerlerine gore incelendiginde, IVA grubunun saglikli grubun hiicre
ici ATP degerlerine oldukca yakin oldugu saptandi. Sirasiyla MIT, PA ve MPS IV
gruplariin ise saglikli grup ile karsilastirildiginda daha yiiksek, MMA grubunun ise daha
diigiik hiicre i¢i ATP degerine sahip oldugu goriildii. Hiicre ici MMP miktarinin ortalama
degerleri incelendiginde, hicbir KMH grubunda anlamli bir yiikseklik ya da diistikliige
rastlanmadi. Ancak MMP’nin optimum degerinin %10 alt1 ve Ustiindeki degisikliklerin
bile, ATP sentezinde ~% 90 azalma ve ROS {iretiminin ~% 90 artis1 ile sonuglandiginin
bilinmesi sebebiyle, ¢alismada MMP’de gozlenen kiigiik degisimlerin dahi g6z ardi

edilmemesinin gerektigi sonucuna varilmistir [248].

MMA grubunda gozlenen yiiksek ROS miktar1 ve ATP tiiketimi, oksidatif stresin
varligina isaret etmektedir. Genel anlamda mitokondriyal disfonksiyon, ATP ve MMP’de
azalma, ROS miktarindaki artis ile karakterizedir. MMA grubunda az da olsa gozlenen
MMP’deki artig, basta mitokondrideki fonksiyon bozuklugunu dishiyor gibi goriinse de
hiicrelerdeki artan MMP ile gozlenen biyoenerjetik dengesizlik mitokondri
fonksiyonunda meydana gelen bir degisiklige isaret etmektedir. Bu durumun, H*-ATP
sentaz inhibisyonu ile hiicre sagkalimi, antioksidan ve onarim yollarinin aktivasyonu
yoluyla sitoprotektif etki saglayan hafif mitokondriyal disfonksiyonu (IFl-aracili
mitohormetik cevap) temsil ediyor olabilecegi diisiiniilmektedir. IF1-aracili
mitohormetik yanit, sitotoksik maddeye yanit olarak hiicre 6limiiniin keskin bir sekilde
azaltilmasiyla ifade edilir. [249-251]. TAS analizlerinde MMA grubunda gézlenen
anlaml yiikseklik, ATP tiiketimini ve hafif mitokondriyal disfonksiyonu dogrular
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niteliktedir. Ancak tespit edildigi diisiiniilen hafif mitokondriyal disfonksiyonun, MMA
grubunda saptanan oksidatif stres ile hiicrenin basa ¢ikabilmek, oliim yollarina
yonlendirilmeden hayatta kalmak icin gelistirdigi bir adapasyon mu yoksa yiiksek
oksidatif stres ile karakterize mitokondriyal bir hasar olup olmadigiin 6grenilmesi i¢in

ileri mitokondriyal fonksiyon analizlerine ihtiya¢ oldugu diistintilmektedir.

Brasil ve ve arkadaslari, 4 MMA hastas1 ve 1 kontrol fibroblasti ile yapmis oldugu
calismada her bir hastay1 oksidatif stres ve mitokondriyal fonksiyon ile ilgili gesitli
parametreler acgisindan inceledi. Hastalar arasi farklilik goriilmekle birlikte ROS
tiretiminde artis, mitokondriyal solunumda azalma ve mitokondri morfolojisinde kontrol
hiicrelerine kiyasla degisiklik oldugunu gdstererek MMA hastalarinda mitokondriyal

disfonksiyon oldugunu diistindiiklerini rapor etmislerdir [252].

Luciani ve arkadaslart MMA hasta bobrek hiicresi ve hayvan modelleri ile yapmis oldugu
oksidatif stres, mitokondriyal fonksiyon, antioksidan cevap ve otofaji iliskili yapmis
oldugu calismada, mitokondriyal disfonsksiyon ve artan oksidatif stres sonucu saglikliya

gore yliksek antioksidan cevabin gelistigini bildirmistir [253].

Richard ve ve arkadaglari, 19 MMA hasta fibroblasti ve 3 kontrol hiicre hatt1 ile yapmis
oldugu c¢alismada, hastalar arasi farklilik goriilmekle birlikte genel olarak ROS
tiretiminde artigin hastalik patafizyolojisi ile iliskili oldugunu belirtmistir [254].

Genel olarak, bugiine kadar MMA hastalari, hiicre hatlari ve model organizmalar ile
yapilan deneyler; bu hastaliktaki mitokondriyal bozulma, spesifik enzimlerin ve
tastyicilarin  inhibisyonu, mitokondriyal ~metabolik yollar i¢in  substratlarin
mevcudiyetinde smirlama, ara metabolitlerin toksisitesi ve oksidatif hasarin bir

kombinasyonu ile ortaya ¢iktigina isaret etmektedir [255].

Yapilan tiim ¢alismalar, bu calismada MMA grubunda elde edilen sonuglarla benzerlik
gostermekle birlikte, mitokondriyal disfonksiyon agisindan kuvvetli bir kanitimiz
bulunmamaktadir. Ilaveten, literatiirdeki calismalarla benzer sekilde bu ¢alismada da
saglikli bireylere oranla artmis ATP tiiketimi ve ROS miktar1 saptanmasina ragmen,
MMP’de artig tespit edilmistir. Calismalarda MMA hastalarinin farkli hiicrelerinin

kullanilmast ve gruptaki hasta bireyler arasindaki farkliliklar sebebiyle bu durumun
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goriildiigi diisiiniilmektedir. Bu calismada yapilan hiicre goriintiilemeleri de MMA grubu
icerisindeki bireyler arasi farklilifi gozler Oniline sermektedir. Bu durumun MMA
hastalarinin almis oldugu tedavilere ve beslenme farliliklarina bagli oldugu

diistintiilmektedir.

IVA grubunda MMA grubu disindaki diger gruplara gore goriilen yiiksek ROS seviyesi,
MMA grubundaki kadar siddetli olmamakla birlikte, ATP seviyelerinde saptanan diisiik
seviyedeki artigin hiicrenin yiliksek ROS seviyesi ile basa ¢ikmak i¢in enerji seviyelerini
arttirdigim diisiindiirmektedir. Ancak IVA grubu i¢in yapilan TAS analizleri sonucunun
saglikli gruba ¢ok yakin olmasi, antioksidan cevabin yetersiz kaldigina isaret etmektedir.
MMA grubunda oldugu diisiiniilen mitohormetik cevap ile yiiksek ROS seviyesine
karsilik gelistirilen artmis antioksidan yanit IVA grubunda goriilmemektedir. IVA
grubunda MMP analizi sonuglarinin saglikli gruba yakin olmasi hafif mitokondriyal
disfonksiyunun gdriilmedigini dogrular niteliktedir. IVA grubundaki hasta bireyler
arasinda ATP tliketimi, ROS miktar1 ve mitokondri fonksiyonu agisindan farklilik
gdzlenmektedir. Caligmada yapilan hiicre goriintiilemeleri de IVA grubu igerisindeki
bireyler aras1 farklihig gostermektedir. Bu farkliigin IVA hastalarina uygulanan
tedavilere ve beslenme farkliliklarma baglh oldugu diisiiniilmektedir. Bu ¢alisma IVA

hastalarinda ATP, ROS ve MMP 6l¢iimlerinin yapildig: ilk ¢aligmadir.

Saglikli grup ile karsilastinildiginda, sirastyla PA, MPS IV ve MIT gruplarinda saptanan
daha diisik ROS miktarlar1 bu hastalarda azaltici stresi isaret etmektedir. ATP
miktarlarinda sirastyla MIT, PA ve MPS IV gruplarinda saglikli gruba oranla goriilen
yilksek ATP diizeyi, bu gruplarda goriilen diisiik ROS seviyeleri ile uyumlu degildir.
Ciinkii hiicre ici ATP miktar1 artisinin ETS’de ROS iiretimini de arttirmasi beklenirken,
hasta gruplarinda diisiik ROS seviyeleri saptanmistir. Diisiik ROS seviyesine karsi
saptanan yiiksek ATP miktarinin, kronik azaltici stres ile basa c¢ikabilmek icin
mitohormesis olarak adlandirilan bir islem sonucu gelistigi diistiniilmektedir. Hiicrede
mitohormesis mekanizmasi kullanilarak mitokondriyal biyogenez ve antioksidan kapasite
arttirilip, kismi ROS olusumu saglanarak, en az yiiksek ROS miktar1 kadar zararli olan
diisitk ROS miktarinin da hiicresel optimum seviyeye getirilmesi saglanmaktadir. Kronik
olarak gozlenen azaltict stres, arttirilan ROS miktari ile giderilmeye ¢alisiimakla birlikte,
yiiksek antioksidan seviyeleri de azaltici stresi tetikleyerek bir kisir dongi

olusturabilmektedir. Bu nedenlerden dolay1 azaltict streste; antioksidan yanitin,
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dolayistyla NRF2 ekspresyonunun ve ROS miktarinin es zamanli degerlendirilmesi
gereklidir. Buna ek olarak, asir1 hiicresel NAD(P)H ve/veya GSH birikimi ile karakterize
olan azaltici stresin ER’deki katlanmamuis protein cevabi ile de iliskili oldugunun g6z ardi

edilmemesi gerekmektedir [12, 14, 16].

Bugiine kadar PA, MIT ve MPS 1V hasta gruplarinda ROS, ATP ve MMP’nin birlikte
incelendigi bir calisma mevcut degildir. Yapilan kisith sayidaki ¢alismalarda PA ve MPS
IV hastalarinda, sadece ROS ve hiicresel hasar iizerine odaklanilmistir. MIT ve MPS IV
grubu hastalarda ROS, ATP ve MMP’nin bir arada caligildig1 bir yayn yoktur.

Gallego-Villar ve arkadaslarinin 10 PA hastasi ve 5 saglikli bireye ait fibroblastlar ile
yapmis oldugu calismada PA hastalarinda oksidatif stres tespit edilmistir. Yiiksek
oksidatif stresin saptandigi hasta fibroblastlarinin ¢ogunda, bazal apoptoz seviyesinde
kontrole kiyasla orta seviyede bir artis gorilmustir [256]. Gallego-Villar ve
arkadaglarinin yapmis oldugu diger bir ¢alismada ise 10 PA hastasi ve 2 ticari kontrol
fibroblast kullanilarak, yedi antioksidanin PA hastalarinin hiicrelerinde ROS iiretimini
azaltma yetenegi analiz edilmistir. Antioksidan uygulamalar1 sonucunda kontrol grubuna
gore yiikksek ROS degerleri saptadiklar1 fibroblastlarda, ROS {iretiminde azalma
gozlediklerini belirterek, antioksidan tedavilerinin PA hastalarinda bir tedavi yontemi

olarak uygulanabilecegini belirtmektedirler [257].

Gallego-Villar ve arkadaslarinin aksine, De Keyzer ve arkadaslarinin 2 PA ve 4 MMA
hastasinin fibroblast1 ile yapmis oldugu ¢alismada, 1 PA hastasinda azalmig ROS iiretimi

ve antioksidan tespit edilmistir [258].

Bu tez ¢alismasina dahil edilen 6 PA hastasinin 4’iinde saglikli gruba gore diisiik, 2 PA
hastasinda 1se yiiksek ROS seviyesi saptanmistir. Calismada yapilan hiicre
goriintiilemeleri de PA grubu igerisindeki bireyler arasinda degisen ROS seviyelerini
gostermistir. Dolayisiyla PA hastalarinda gdzlenen saglikli gruba gore az ve ¢ok ROS
seviyeleri sebebiyle diger organik asidiiriler gibi PA hastalarinin oksidatif stres ile iligkili
oldugunu soyleyebilmenin miimkiin olmadigim1 diisiinmekteyiz. Ayrica azalan ROS
miktarinin en az artan ROS miktar1 kadar tehlikeli olmasi sebebiyle, PA hastalarinin

patofizyolojisinde bu durum goz ardi edilmemelidir. Antioksidan terapilerin azaltici stresi
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daha da siddetlendirebilecegi gz onilinde bulundurularak her bir PA hastasinin bireysel

degerlendirilmesinin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.

Bu calismaya dahil edilen MIT hastalarinda PA ve MPS IV hastalarina gére daha yiiksek
ROS miktar1 saptanmakla birlikte, ATP miktar1 en yiiksek olan gruptur. MIT hastalarinda
kismi diisitk ROS miktarina kars1 gézlenen en yiiksek ATP miktari, bu hastaliklarin
patofizyolojisinde rol alan mekanizmalardan birisi olarak Onermis oldugumuz
mitohormesis  hipotezini  dogrular  niteliktedir. = Calismada  yapilan  hiicre
goriintiilemelerinde, MIT grubu igerisindeki bireyler arasinda degisen ROS seviyeleri
olmas1 sebebiyle, bireysel degerlendirmenin MIT hastalar1 igin de &nemli oldugunu

diisiinmekteyiz.

Donida ve arkadaslar1 17 MPS IV ve 10-15 kontrol bireyinin kan ve idrar 6rnekleri ile
yapmis oldugu calismada, enzim replasman tedavisi uygulanan hastalarda bile pro-
enflamatuar ve pro-oksidan durumlarin ortaya ¢iktigini gostermistir. MPS IV hastalarinda
oksidatif stresin gosterildigi ilk calisma oldugunu belirterek, enzim replasman tedavisi ile
antioksidanlarin kombinasyon halinde takviyesinin, MPS IV hastalarinin yasam kalitesini

iyilestirmek amaciyla gegici bir terapétik yaklasim olabilecegini belirtmistir [259].

Donida ve arkadaslarinin 15 MPS IV ve 39 kontrol bireyi ile yapmis oldugu ileri
calismada, MPS 1V hastalarinda yiiksek oksidatif stres ile uyumlu olarak lipit ve DNA
hasarini gostermis, antioksidan terapilerin MPS IV hastalarinda bir tedavi yontemi olarak

uygulanabilecegini belirtmektedir [260].

Bu tez ¢alismasinda ise, MPS IV hastalarinda saglikli gruba kiyasla az da olsa diisiik ROS
degerleri ve yiiksek ATP miktarinin saptanmasi sebebiyle oksidatif stresin yikici etkileri
dogrudan reddedilmemekle birlikte bunun yaninda azaltici stres ve mitohormesis
mekanizmalariminda devrede oldugu disiiniilmektedir. Caligmada yapilan hiicre
goriintiilemeleri de MPS IV grubu igerisindeki bireylerde diisiik ve yiiksek ROS
degerlerinin bulundugunu gostermektedir. Literatiirde MPS IV hastalar1 i¢in Onerilen
antioksidan terapilerin uygulanmasinin, azaltici stresi bulunan hastalarda ROS miktarinin
daha da diismesine neden olarak patofizyolojik ac¢idan daha biiylik problem yaratacagini
diisiinmekteyiz. Bu ¢alisma MPS IV hastalar1 ile ROS, ATP ve MMP nin ¢alisildigr ilk

calisma olma 6zelligindedir.
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Bu calismada sirasiyla MIT, PA ve MPS IV hastalarinda saptanan yiiksek ATP
degerlerine karsilik; sirastyla MPS IV, PA ve MIT hastalarinda diisik MMP miktar
saptanmistir. Bu durum MIT, PA ve MPS IV hastalarinda mitokondriyal disfonksiyonu
diisiindiirmekle birlikte, calismada patofizyolojide rol aldigi Onerilen mitohormesis
hipotezini de dogrular niteliktedir. Mitohormesis ile arttirilan mitokondriyal biyogenez
sonucu, MMP’de artig goriildiigii dislinlilmektedir. Calismada yapilan hiicre
goriintiileme sonuglari; MIT, PA ve MPS IV hasta gruplari igerisindeki bireyler arasinda
degisen MMP seviyelerini gdstermistir. Bu ¢alisma MIT, PA ve MPS IV hastalar ile
ROS, ATP ve MMP nin ¢alisildigi ilk ¢calisma olma 6zelligindedir.

Bu giine kadar literatiirde MiT, PA ve MPS IV hastalar1 ile ROS, ATP ve MMP’nin
birlikte incelendigi bir c¢alisma olmamasi sebebiyle mitohormesis ve azaltici stres
hipotezini dogrulamak i¢in ileri ¢aligmalara ihtiyag¢ duymaktayiz. Ancak tim KMH
hastalarinda oldugu gibi MIT, PA ve MPS IV hastalarmin da ROS, ATP ve MMP
acisindan es zamanl olarak bireysel degerlendirilmesi son derece 6énemlidir. Calismada
saptanmis olan diisiikk ROS degerleri; uygulanan tedaviler, tedavilerin siiresi ve beslenme
farkliliklarindan kaynaklaniyor olabilir. Diisitk ROS degerleri ile seyreden hastalik
patofizyolojisinde, uygulanacak olan antioksidan terapilerin daha da yikici bir tablo
olusturma potansiyeli olmasi sebebiyle, ileri ¢aligmalarla antioksidanlarin etkisinin
incelenmesi ve tiim bu parametrelerin bir arada degerlendirilmesi gerektigi

distiniilmektedir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda ayrica; antioksidan enzimler, otofaji belirtegleri ve Nrf2-
Keapl yolagi bilesenlerinin protein ve mRNA ekspresyonlart RT-PZR ve western blot
analizleri ile incelenmistir. Saglikli grup ile 5 farklit KMH hasta grubu, incelenen her bir
gen ekspresyonu agisindan analiz edildiginde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi.
Tim hasta gruplarmin saglikli grup ile karsilastirilmasi sonucu elde edilen istatistiksel
veriler, 2-22¢t degerleri kullanilarak elde edilen gen ekspresyonlarmin % degisimlerinin
ortalamas1 ve protein ekspresyonlarinin western blot analiz verileri géz Oniinde
bulundurularak her bir KMH grubundaki hastalarin antioksidan cevap, Nrf2/Keap1/p62

ve otofaji yolagi incelendi.

Saglikli grup ile MMA grubundaki hastalar, KEAP1 (p=0,029) gen ekspresyonu

acisindan istatistiksel olarak anlamli bulunmakla birlikte, NRF2 ve p62 genlerinin
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ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir. Saglikli grup ile
karsilagtirildiginda MMA grubunda goriilen NRF2 gen ekspresyonundaki % 30 artis,
KEAP1 genindeki % 17 azalma ve p62 genindeki % 11 azalma, Nrf2/Keapl/p62
yolaginin aktif olarak calistigina isaret etmektedir. Keapl ve p62 proteinlerinin
ekspresyonlarinda goriilen azalma da Nrf2/Keap1/p62 yolaginin aktivasyonunu dogrular
niteliktedir. p62’nin mRNA ve protein ekspresyon seviyelerinde saptanan farkliliklarin;
transkripsiyonel, translasyonel ve post-transkripsiyonel seviyelerde regiilasyon ve
mRNA ve proteinlerin yar1 Omiirlerindeki farkliliklar sebebiyle saptandigi

diistiniilmektedir [261].

Saglikli grup ile MMA grubundaki hastalar, HMOX1 (p=0,043) gen ekspresyonu
acisindan istatistiksel olarak anlamli bulunmakla birlikte, SOD1 ve NQO1 genlerinin
ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamigtir. Saglikli grup ile
karsilastirildiginda MMA grubunda goriilen HMOX1 gen ekspresyonundaki % 55 artis,
Nrf2/Keapl/p62 yolaginin aktif olarak calistigina isaret etmektedir. Hiicre ve serum
deneylerinde saptandigi iizere MMA hastalarinda goriilen oksidatif stresin, Nrf2’nin
aktivasyonuna neden olarak HMOX1 antioksidan geninin transkripsiyonunu indiikledigi

gorilmektedir.

Bugiine kadar Nrf2 ve Keapl yolag: ile es zamanli olarak SOD1, HMOX1 ve NQO1
araciligiyla antioksidan cevabin arastirildi§i bir ¢alisma bulunmamaktadir. MMA
hastalarinda antioksidan cevabin arastirildig1 calisma sayis1 oldukca kisitlidir. Fernandes
ve arkadaglarinin fare stratumu ile metil malonik asit uygulayarak olusturduklar1 hayvan
modelinde; ROS miktarinda artis, GPx miktarinda azalma saptanirken; CAT ve SOD
miktarlarinda degisiklik saptanmamustir [262]. Schumann’in MMA hastalarinin
tubiiler/epitel hiicreleri ile yapmis oldugu tez ¢alismasinda ise oksidatif stres ile uyumlu
olarak SOD1 miktarinda artis gortlmiistiir [263]. Luciani ve arkadaslart MMA hasta
bobrek hiicresi ve hayvan modelleri ile yapmis oldugu oksidatif stres, mitokondriyal
fonksiyon, antioksidan cevap ve otofaji iliskili yapmis oldugu ¢aligmada, mitokondriyal
disfonksiyon ve artan oksidatif stres sonucu saglikliya gore yiikksek SOD1 miktari
gozlendigini belirtmistir [253].

Yapilan bu c¢alismamizda, SODI ekspresyonunda anlamli bir yiikseklik ile

karsilagilmamasi, hiicrelerin oksidatif strese karsi farkli antioksidan enzimlerle cevap
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verdigini diisiindliirmektedir. HO-1’in, MMA hastalarinda PBMC’ler i¢in temel

detoksifikasyon enzimi olarak davrandigi goriilmektedir.

Saglikli grup ile IVA grubundaki hastalarmn, analiz ettigimiz tiim genler acisindan
karsilagtiritlmasi sonucu istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. Saglikli grup ile
karsilastirildiginda IVA grubunda NRF2’de % 21, KEAP1’de % 23 ve p62°de % 16
oraninda goriilen artisa ragmen; Keapl ve p62 proteinlerinin ekspresyonlarinda goriilen
azalma Nrf2/Keapl/p62 yolagmin aktivasyonuna isaret etmektedir. Keapl ve p62’nin
mRNA ve protein ekspresyon seviyelerinde saptanan farkliliklarin; transkripsiyonel,
translasyonel ve post-transkripsiyonel seviyelerde regiilasyon ve mRNA ve proteinlerin

yar1 Omiirlerindeki farkliliklar sebebiyle saptandig: diistiniilmektedir.

Saghkli grup ile karsilastinldiginda VA grubunda goriilen SOD1’deki % O,
HMOX1’deki % 57, NQOZ1’deki % 13’likk ekspresyon seviyesindeki artis;
Nrf2/Keapl/p62 yolagimmin aktif olarak c¢alistigini  dogrular niteliktedir. Hiicre
deneylerinde saptandigi iizere IVA hastalarinda goriilen oksidatif stresin, Nrf2’nin
aktivasyonuna neden olarak SOD1, HMOX1 ve NQO1 antioksidan genlerinin
transkripsiyonunu indiikledigi goriilmektedir. Ancak serum diizeyinde MMA
hastalarinda saptanan yiiksek TAS sonuglarmin IVA hastalarinda goriilmemesi ve IVA
grubunda NRF2 ekspresyonunun MMA grubuna gore daha diisiik olmasi; MMA grubu
i¢in 6nerdigimiz IF1-aracili mitohormetik cevap hipotezini dogrular niteliktedir. IVA
grubunda MMA grubundaki kadar yiiksek serum antioksidan yanit saptanmamistir. IVA
grubunda saglikli gruba kiyasla saptanan yiiksek ROS seviyelerinin, IF1-aracili
mitohormetik cevap olusturulmaksizin, HMOX1 disinda diger antioksidan genlerinin
aktivasyonunu saglayarak basa ¢ikmaya calistig1 diisiiniilmektedir. Bu ¢alisma, IVA
hastalarinda Nrf2/Keapl yolagi araciligiyla antioksidan cevabin arastirildignr ilk

calismadir.

PA, MIT ve MPS IV gruplarinda saglikli gruba gére daha diisiik ROS miktar1 saptandi
ve NRF2, KEAP1 ve p62 mRNA ekspresyonlari agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulundu. Gen ekspresyonlarinin % degisimlerine ait ortalama degerler incelendiginde,
saglikli gruba gore en diisiik ROS miktarina sahip olan PA grubunda NRF2’de % 3 artis
saptanirken, KEAP1’de % 3 ve p62°de % 14 azalma tespit edildi. PA grubu kadar farkli
olmasa da saglikli grup ile karsilastirildiginda daha diisitk ROS miktarina sahip olan MIT
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grubunda NRF2’de % 16 artis, KEAP1’de % 4 azalma ve p62’de % 10 azalma; MPS IV
grubunda NRF2’de % 26 azalma, KEAP1’de % 6 artis ve p62°de % 17 azalma saptandi.
PA, MIT ve MPS IV gruplarinda Keap1 protein ekspresyon seviyelerinde goriilen siddetli
azalma Nrf2/Keapl/p62 yolaginin aktivasyonuna isaret etmektedir. PA grubunda p62
protein ekspresyonundaki saglikli gruba gore saptanan azalma, PA grubundaki p62
mRNA ekspresyon seviyesi ile uyumludur. Ancak MiT ve MPS IV gruplarinda saglikli
gruba kiyasla daha diisiik bulunan p62 mRNA ekspresyonu, bu grubun p62 protein
ekspresyonlarindaki artis ile uyumlu degildir. Keapl ve p62’nin mRNA ve protein
ekspresyon seviyelerinde dogrudan bir iliskinin olmamasi ve saptanan farkliliklarin;
transkripsiyonel, translasyonel ve post-transkripsiyonel seviyelerde regiilasyon ve bu
genlerin mRNA ve protein iirlinlerinin yar1 Omiirlerindeki farkliliklar sebebiyle ortaya
ciktig1 diistiniilmektedir. Oksidatif stresin Nrf2’nin yar1 Omriinii uzattigina iliskin
calismalar bulunmakla birlikte, azaltict stresin etkisi hakkinda bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Ozellikle MPS IV grubunda saglikli grupla karsilastirildiginda
olduke¢a diisiik olan NRF2 mRNA ekspresyonunun, azaltict stres ve genellikle diisiik
mRNA seviyesiyle izlenen ER stresi nedeniyle olugsma olasiligi bulunmakla birlikte bunu

destekleyici ileri ¢aligsmalara ihtiyag duyulmaktadir [264-268].

Saglikli gruba kiyasla PA, MIT ve MPS IV gruplarinda SOD1, HMOX1 ve NQO1 mRNA
ekspresyonlar1 agisindan sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bunun
nedenleri arasinda 6rneklem biiytikliigii ve her bir hasta grubunda yer alan hasta bireyler
arasinda  goriilen  bireysel antioksidan cevaptaki  farkliliklarin  olabilecegi

diistiniilmektedir.

Calistigimiz gen ekspresyonlar1 % degisimlerinin ortalamasi agisindan incelendiginde,
saglikli gruba kiyasla en diisiik ROS miktarina sahip olan PA grubunda SOD1’de % 9,
HMOX1’de % 22 ve NQO1’de % 5 oraninda artis tespit edildi. PA grubu kadar olmasa
da saglikli grup ile karsilastirildiginda daha diisiik ROS miktarina sahip olan MIT
grubunda HMOX1’de % 24 artis, SOD1’de % 2 ve NQO1’de % 17 azalma; MPS IV
grubunda HMOX1’de % 34 artis, NQOL1’de % 10 azalma ve SOD1’de ise degisiklik
olmadig1 saptandi. Elde edilen bu veriler, saglikli gruba kiyasla daha diisik ROS
miktarlariin tespit edildigi PA, MIT ve MPS IV gruplarinda azaltici stresin etkili
oldugunu dogrular niteliktedir. PA, MIiT ve MPS IV gruplarinda kronik antioksidan cevap

sebebiyle ROS miktarinda azalmanin goriildigii diistiniilmektedir. Kronik yiiksek
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antioksidan cevap ve hiicre deneylerinde tespit edilen yiiksek ATP miktarlar1; PA, MIT
ve MPS IV gruplarinda goriilen diisiik ROS miktarlari ile basa ¢ikabilmek icin hiicrelerin
daha fazla ROS iiretme egiliminde olduguna isaret etmekle birlikte, hastalarin ilerleyen
kronik hastalik siirecinde daha siddetli azaltici strese maruz kalmalarmma neden
olabilecektir. HO-1’in, MMA ve IVA hastalarinda oldugu gibi PA, MIiT ve MPS IV
gruplarindaki hastalarda da PBMC’ler icin temel detoksifikasyon enzimi olarak
davrandig1 goriilmektedir. Yapilan bu ¢alisma, PA, MIT ve MPS IV hastalarinda; Nrf2
ve Keapl yolagi ile es zamanli olarak SOD1, HMOX1 ve NQO1 araciligiyla antioksidan

cevabin arastirildigr ilk ¢aligma olma 6zelligindedir.

Bu calismada incelenen tiim KMH gruplarindaki hastalarda temel detoksifikasyon enzimi
olarak karsimiza ¢ikan HO-1’in, sadece antioksidan cevapta degil, ayn1 zamanda
otofajinin  indiiklenmesinde ve mitokondriyal kalite kontrol  dongiisiiniin
diizenlenmesinde rol oynadigini belirten calismalar bulunmaktadir [269-271]. Bu
bulgularimiz esliginde KMH’larda saptadigimiz saglikli gruba kiyasla yiiksek HMOX1
gen ekspresyonunun, otofaji yolagmin indiiklenmesinde de rol oynadigi i¢in temel

detoksifikasyon enzimi olarak rolii oldugunu diisiinmekteyiz.

Saglikli bireyler ve tim KMH hasta gruplarinda, otofaji belirtegleri olan LC3B, p62,
BECN1 ve mTOR aracilifiyla otofaji yolagi incelenmistir. Saglikli grup ile MMA
grubundaki hastalar, LC3B (p=0,043) gen ekspresyonu farki agisindan istatistiksel olarak
anlamli bulunmakla birlikte, BECN1 ve mTOR genlerinin ekspresyonlarinda istatistiksel
anlamlilik saptanmadi. PA ve IVA gruplarinda saglikli gruba kiyasla; LC3B, BECN1 ve
MTOR mRNA ekspresyonlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamaktadir.
Saglikli grup ile karsilastirildiginda MMA grubunda goriilen LC3B-11’deki % 62, PA
grubunda goriilen LC3B-11’deki % 74, IVA grubunda gériilen LC3B-11’deki % 68 artis;
MMA, PA ve IVA gruplarinda LC3B-II protein ekspresyonlarinda da saptanmistir.
MMA, PA ve IVA gruplarinda saglikli gruba kiyasla LC3B’de saptanan mRNA ve
protein ekspresyonundaki bu artis, otofaji aktivasyonu ya da otofajik akisin
baskilanmasiyla LC3B’nin otolizozomal degradasyonunu azaltmasi sonucu goriiliiyor
olabilir. Otofajik akisin saptanmasi i¢in LC3B ve p62°nin es zamanli degerlendirilmesi
gereklidir [272]. MMA, PA ve IVA gruplarinda saglikli gruba kiyasla artan LC3B-II"ye
karsilik azalan p62 protein ekspresyonlarinin saptanmasi, LC3B’nin otolizozomal

degradasyonunun azalmadiginmi gostermistir. LC3B-II"deki artis ise, otofaji aktivasyonu
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sebebiyle artan otofagozomlarin bir gostergesidir. p62 protein ekspresyonundaki
azalmaya ek olarak, Keapl protein ekspresyonundaki azalma Nrf2/Keapl/p62 yolagi

araciligi ile otofaji yolaginin aktivasyonunu ifade etmektedir.

mTOR ve Beclinl, otofaji indiiksiyonunda belirte¢ olarak kullanilmaktadir [272]. Saglikli
grup ile karsilastirildiginda MMA grubunda mTOR’da % 4, BECN1’de % 7 azalma; PA
grubunda mTOR’da % 5 artis, BECN1’de % 15 azalma; IVA grubunda mTOR’da % 15,
BECNZ1’de % 11 artis saptanmistir. Nrf2 ile benzer sekilde, mTOR’da yolagin uyariminin
yapildig1 proteindir. PBMC’lerde mTOR protein ekspresyonunun sinirli olmasi ve
yapilan ¢alismanin PBMC’lerde bir uyarma basamagi yapmadan bazal seviyedeki otofaji
yolaginin incelenmesi sebebiyle gerek saglikli gerekse KMH gruplarinda mTOR protein
ekspresyonu saptanmamuistir. Otofaji yolaginin aktivasyonunun LC3B ve p62 protein
ekspresyonu araciligiyla saptanmasi sebebiyle, mTOR ekspresyonunda goriilen artiglarin
protein  diizeyinde regiile edilerek mTOR inaktivasyonunun saglandigin
diistindirmektedir. Bu durumun transkripsiyonel, translasyonel ve post-transkripsiyonel
seviyelerde regiilasyon ve mRNA ve proteinlerin yar1 dmiirlerindeki farkliliklar sebebiyle
mi, yoksa mTOR bagimsiz yolak ile otofaji aktivasyonunun saglandiginin tespit edilmesi

i¢in ileri caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Saglikli grup ile karsilastirildiginda MMA, PA ve IVA gruplarinda Beclinl protein
ekspresyonunda azalma tespit edilmistir. Normalde artis1 saptanan LC3B-11 sebebiyle
indiiklenen otofagozom olusumuna karsilik, Beclin1 protein ekspresyonunda artis olmasi
beklenir. Saglikli gruba kiyasla p62 ve Keapl’de tespit edilen azalma, lizozomal
degradasyonun gerceklestigini gostermekle birlikte, LC3B-II"deki artisin Beclinl protein
ekspresyonu ile uyumsuzlugu lizozomal degredasyonun yetersizligine isaret etmektedir.
Beclin 1 protein ekspresyonunda tam inhibisyon goriilmemektedir. Saptanan kismi
inhibisyonunun hiicrenin o6liim yollarina yonlendirilmemek icin gelistirdigi bir
adaptasyon oldugu diistiniilmektedir. Kardiyak iskemi/reperfiizyon hasarinda, kismi
azalan Beclinl inhibisyonunun mitokondriyal biyogenez ve otofajik akisin
diizenlenmesinde rol aldigin1 gosteren ¢alismalar bulunmaktadir [273-275]. Bu ¢alismada
da literatiirdeki ¢aligmalara benzer olarak kismi azalan Beclinl protein ekspresyonunun
saptanmasinin, hiicrenin 6liim yollarindan kagmak icin gelistirdigi adaptasyon oldugu

diisiiniilmekle birlikte, ileri ¢aligmalarla bu durumun kanitlanmasi hedeflenmektedir.
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Schumann’in MMA hastalarinin tubiiler/epitel hiicreleri ve fare modeli ile yapmis oldugu
tez calismasinda oksidatif stres ile uyumlu olarak artan antioksidan yanit ve
mitokondriyal hasar1 gézlemlemesi yaninda, LC3B-11 ve p62 birikimi ile uyumlu otofaji
diizensizliginin oldugunu da belirtmistir. Bu sonuglardan baska yapilan TEM
incelemesinde asir1 otofajik vakuol olusumu gézlemlediklerini ifade ederek, artan otofaji
durumunun renal tiibiiler hasar modelinde koruyucu oldugunu gosterdiklerini ifade

etmektedir [263].

Ruppert ve arkadaglarinin MMA hastalarinin tiibiiler epitelyal hiicreleri ile yapmis oldugu
caligmada, artan ROS olusumu ile birlikte enerji metabolizmasi glikoliz, mitokondriyal
solunum zinciri ve Krebs dongiisiinde bozulma gosterildi. MMA hastalarinda yiiksek
LC3B-Il, p62 ve pIREL seviyeleri ile desteklenen artmis otofagozom iiretimi ve

endoplazmik retikulum stresinin oldugu bulunmustur[276].

Luciani ve arkadaslar1t MMA hastalarinin bobrek hiicreleri ve hayvan modelleri ile
yapmis oldugu oksidatif stres, mitokondriyal fonksiyon, antioksidan cevap ve otofaji
iliskisini arastiran calismada, mitokondriyal disfonsksiyon ve artan oksidatif stres
sonucunda sagliklilara gore yiiksek antioksidan cevabin gelistigini bildirmistir. Ayrica
LC3B isaretli otofaji vezikiilleri ve p62 agregatlarinin 6nemli Olglide biriktigini

gostererek, artan otofajiyi gostermistir [253].

MMA hastalarinin bobrek hiicreleri ve model organizmalar ile yapilan ¢aligmalar, LC3B-
Il ve p62 birikimi ile otolizozomal degredasyonda problem olduguna isaret etmektedir.
Bu tez ¢alisgmamizda, MMA hastalarinda p62 proteininde birikime rastlanmamasinin
sebebinin calismada kullanilan hiicrelerin farkli olmasi, hastalik siddeti ve tedavi
farkliliklar ile iligkili oldugu diistiniilmektedir. Literatiirdeki ¢alismalarda da bozulan
otofaji yolagina ragmen, artan otofaji varligindan s6z edilmektedir. Bu durum 6nermis
oldugumuz kismi olarak azalan Beclinl inhibisyonu hipotezimizi dogrular niteliktedir.
[laveten ¢aligmalarda oksidatif stresin gdzlendigi MMA hastalarinda tespit edilen ER
stresi, bu calismada azaltici stres ve diisiik mRNA seviyelerinin goriildiigii hastalarda ER
stresinin aragtirilmasinin gerektigi yoniindeki hipotezimizi de dogrulamaktadir. Bu
calisma MMA, PA ve IVA hastalarinda PBMC’ler ile otofaji yolagmin arastirildigs ilk
calismadir. Ozellikle PA ve IVA hastalar igin otofaji yolagi hakkinda ilk veriler bu

calisma ile ortaya konulmustur.
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Saglikli grup ile MIT (p=0,007) ve MPS IV (p=0,048) gruplarindaki hastalar, LC3B gen
ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bulunmakla birlikte, BECN1ve mTOR
genlerinin ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamustir. Saglikli grup
ile karsilastirildiginda MIT grubunda goriilen LC3B-11deki % 56, MPS IV grubunda
goriilen LC3B-lI’deki % 82 artis; MIT ve MPS IV gruplarinda LC3B-Il protein
ekspresyonlarinda da saptanmistir. MiT ve MPS IV gruplarinda saglikli gruba kiyasla
LC3B’de saptanan mRNA ve protein ekspresyonundaki bu artis, artan p62 protein
ekspresyon degerleri ile birlikte incelendiginde Nrf2/Keapl/p62 yolagi araciligr ile
otofajik akigin bozulduguna isaret etmektedir. Ancak MIT ve MPS IV gruplarinda
saptanan diisiik Keap1 protein ekspresyonu otolizozomal degradasyonunun azalmasindan
ziyade olusan yiiksek miktardaki otofagozomun degredasyonundaki yetersizligi

diistindiirmektedir.

Saglikli grup ile karsilastirildiginda MIT grubunda mTOR’da % 15 artis, BECN1’de %
12 azalma; MPS IV grubunda BECN1’de % 6 azalma, mTOR’da degisiklik gériilmedigi
saptanmigtir. MMA, PA ve IVA gruplarindakine benzer sekilde saglhkli, MIiT ve MPS IV
gruplarinda da mTOR protein ekspresyonu goriintiilenememistir. LC3B ve p62 protein
ekspresyonlarinda tespit edilen otolizozomal degredasyondaki yetersizlige ragmen,
otofaji yolagimnin aktive edildigi asikardir. MMA, PA ve IVA gruplarindakine benzer
sekilde, mTOR ekspresyonunda saptanamayan otofaji yolaginin indiiklenmesi i¢in
gerekli olan anlamli disiikliigiin, protein diizeyinde regiile edilerek mTOR
inaktivasyonunun saglandigim diisiindiirmektedir. MIT ve MPS IV gruplan igin de
MMA, PA ve IVA gruplarinda oldugu gibi transkripsiyonel, translasyonel ve post-
transkripsiyonel seviyelerde regiilasyonun, mRNA ve proteinlerin yar1 dmiirlerindeki
farkliliklarin ve mTOR bagimsiz yolak ile otofaji aktivasyonunun arastirilmast i¢in ileri

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Saglikli grup ile karsilastirildiginda MMA, PA ve IVA gruplarinda tespit edilen Beclinl
protein ekspresyonunda azalma MIT ve MPS IV gruplari igin de saptanmustir. Artan
LC3B-II ve p62 protein ekspresyonlariyla tespit edilen otolizozomal degredasyondaki
yetersizligin, kismi Beclinl protein ekspresyonu ile otofaji yolaginin regiilasyonunu
saglayarak hiicrenin 6liim yolaklarina yonlendirilmesinin Oniine gecilmeye calisildigi

hipotezini giiclendirmektedir. Ancak MMA, PA ve IVA gruplarinda oldugu gibi MIT ve
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MPS IV gruplarinda da kismi Beclinl protein ekspresyon hipotezimizin dogrulanmasi

gerekmektedir.

Alméciga-Diaz ve arkadaslari, 4 MPS IV ve 3 kontrol fibroblasti ile yapmis oldugu
calismada, MPS IV hastalarinda bozulan otofaji ve saperonlarin etkisini arastirdi. Bu
calismanin MPS IV hastalarinda otofaji belirteglerinin bakildigi ve otofaji bozuklugunun
tespit edildigi ilk ¢alisma oldugunu belirterek, MPS IV hastalarinda LC3B-Il ve p62
protein ekspresyonlarinda artigin tespit edildigini ve saperon tedavisinin enzim replasman

tedavi ile birlikte etkili oldugunu 6nermislerdir [277].

Bu ¢alisma ile uyumlu olarak LC3B-II ve p62 protein ekspresyonlarinda artis goriilmekle
birlikte, yapilan bu tez calismasinda kismi azalan Beclinl ekspresyonu ve azalan Keapl
ekspresyonu hakkinda bilgi sahibi olunmasi saglanmistir. Bu sebeple mevcut ¢calismadan
farkli olarak, MPS IV hastalarinda arttirilan otofaji yolagi ile karsilagildigini
diisiinmekteyiz. Dolayisiyla bu calisma gerek Nrf2/Keapl/p62 yolag: araciligiyla otofaji
yolaginin arastirilmasi, gerekse yapilan hiicre deneyleriyle MPS IV hastalarinda ROS,
ATP ve MMP hakkinda bilgi sahibi olunmasiyla hiicresel stres, antioksidan cevap ve
otofaji yolaginin MPS IV hastalarinda arastirildigs ilk ¢alismadir. MIT hastalarinda da
bugiine kadar bu c¢aligma kapsami ve ¢ok sayida faktoriin bir arada biitiinciil olarak

degerlendirildigi yaymlanmis bir arastirma bulunmamaktadir.

MMA, PA ve IVA hasta gruplarinda aktivasyonu, MIT ve MPS IV hasta gruplarinda
aktivasyonla birlikte yetersizliginin tespit edildigi Nrf2/Keapl/p62 yolag: araciligiyla
otofajinin, her bir grup igerisindeki bireylerde farklilik gosterdigi de mRNA ve protein
ekspresyon analizleriyle gosterilmistir. Saptanan bu gruplar i¢indeki bireyler arasinda
gozlenen farkliliklarin; hastalara uygulanan tedaviler ve tedavi siireleri, beslenme
farkliliklar1 ve hastalik siddeti sebebiyle goriildiigii diistiniilmektedir. Dolayisiyla serum
ve hiicre deneylerinde oldugu gibi otofaji yolaginin arastirilmasinin KMH hastalarinda

bireysel olarak gergeklestirilmesi gerektigini diistinmekteyiz.

Metabolik hastaliklarda farkli hiicre doku ve organlarda farkli hasarlar ve mekanizmalar
ile kronik bir patofizyolojik siire¢ s6z konusudur. Dolayisiyla bu hasta gruplarinda farkli
doku ve organlar etkilenecegi icin PBMC hiicreleri yaninda farkl: hiicre ve organlara ait

biyolojik 6rneklerin bu agidan analiz edilmesi 6nerilmektedir.
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KMH’ larda klinik agidan;

e Yenidogan doneminde ve erken bebeklik doneminde akut belirtiler,

o Koma, ataksi, kusma, asidoz, egzersiz intoleransi, kardiyak, bobrek, karaciger veya
diger organ yetmezligi gibi gec baslangicl akut ve tekrarlayan ataklar,

e Gelisimsel gecikme, zeka geriligi, epilepsi, norolojik bozulma ve psikiyatrik
belirtiler gibi kronik ve ilerleyici nérolojik semptomlar,

e Kardiyoloji, noroloji, dermatoloji, endokrinoloji, gastroenteroloji, hematoloji gibi
tim tibbi uzmanliklar1 ilgilendirebilecek spesifik ve kalict organ/sistem

semptomlar1 olmak tizere dort farkli durumla karsilagilabilir.

KMH’larda goriilen her atak, yogun bakim {initesindeki destekleyici dnlemlere ragmen
kendiliginden diizelme veya agiklanamayan Oliimle biten hizli bir seyir izleyebilir.
Ataklar arasinda hasta normal goriinebilir. Akut hastaligin baslangici, bir arada goriilen
baska bir hastalik tarafindan tetiklenebilir veya agik bir neden olmadan ortaya cikabilir.
Asirt protein alimi, uzun siireli aclik, uzun siireli egzersiz ve protein katabolizmasini

arttiran tiim kosullar bu ataklari siddetlendirebilir [5, 278-280].

KMH’lar ile yapilan fonksiyonel ¢aligmalarda, hastalarin akut ve kronik metabolik atak
donemleri ya da aktif atak donemi 6ncesi/sonrasi olup olmadigi, hastanin beslenmesi ve
fiziksel aktiviteleri, anabolik/katabolik doneme dair bilgilerin ulasilabilir olmasi biiyiik
onem tagimaktadir. Bu ¢caligmada ayn1t KMH grubundaki bireylerde goriilen farkliliklarin
temelinde hastaligin klinik seyrindeki farkliliklarin yattig1 diisiiniilmektedir. Dolayisiyla
hasta anemnezlerinin ayrintili bir sekilde alinmasi, klinik muayene ve laboratuvar
bulgularinin hasta izlem siirecinde detayli olarak kayit altina alinmasi ile yapilan

fonksiyonel analizlerin daha saglikli ve etkili bir sekilde yorumlanmasi saglanabilecektir.

Ilerleyen yaslarda endojen antioksidan sistemlerinin verimliligindeki diisiis nedeniyle
oksidatif strese duyarli hale gelinmektedir. Ileri yasin oksidatif stres ve mitokondriyal
disfonksiyon ile dogru orantili bir sekilde arttigi calismalarda gézlenmektedir [281, 282].
Dolayistyla KMH’larda yapilan fonksiyonel ¢aligmalarda yas faktoriiniin etkilerinin géz
ard1 edilmemesi gerekmemektedir. Oksidatif strese maruziyette artigin, antioksidan

sistemlerin verimliligindeki azalmanin ve mitokondriyal disfonksiyondaki artigin, ileri
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yaslarda KMH’larda daha siddetli klinik tablolarin izlenmesindeki temel sebeplerden biri

oldugunu diisiinmekteyiz.

5. YORUM

KMH gruplarinin antioksidan ve oksidan kapasitesinin degerlendirilmesi ig¢in serum
orneklerinin tek basma kullanilmasimin hastaliklarin  gergek klinik tablosunu
yansitmada yeterli olmayacagi sonucuna varilmistir. Farkli kalitsal metabolik
hastaliklarin patofizyolojisi, dokuya 6zgii olarak farklilik géstermektedir. Bu sebeple
sistemik etkinin, etkilenen doku ve organlardaki etkileri incelemeden bu hastalarin

klinigini degerlendirmek i¢in yetersiz kaldigin1 diisiinmekteyiz.

Hiicre ici ROS, ATP ve MMP verilerinin “es zamanli” analizlerinin yapilmasi, hiicrenin
stres durumunu degerlendirmede calismanin bakis agisini genisletmeye ve farkli

parametrelerin bir arada degerlendirilmesine 6nemli katkis1 vardir.

MMA ve IVA hasta gruplarinda saptanan yiiksek ROS miktarlarina karsilik, PA hastalik
grubunda goriilen diisiik ROS miktarlari, organik asidemi grubunda yer alan bu ii¢
hastalig1 bile degerlendirirken farkli hiicresel stres durumlar ile karsilasilabilecegini

gostermektedir.

PA, MIT ve MPS IV hasta gruplarinda saptanan diisiik ROS miktarlari, hastalarin
tedavi planlamalar1 Oncesinde hiicresel stres durumunu tespit etmenin Onemini
gostermektedir. ROS seviyesi belirlenmeden hastalarda tedavi amacgh olarak
antioksidan ya da buna yonelik koruyucu tedavilerin uygulanmasinin, hiicredeki
hassas oksidan-antioksidan dengeyi bozarak klinik tabloyu daha ¢ok bozma

potansiyelini dogurabilir.

KMH hastalarina uygulanan tedavilerin, tedavi siirelerinin hiicresel strese olan
etkilerini gdsteren bir calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada da PA, MIT ve MPS
IV gruplarinda tespit edilen diisitk ROS seviyelerinin, hastalik ya da tedavi ile iligkili
olup olmadig: bilinmemektedir. Dolayisiyla KMH’larda gegici iyilik donemi sonrasi

ilerleyen donemde daha yikici bir klinik tabloya neden olmamak i¢in tedavi dncesi,
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tedavi siras1 ve sonrasinda hiicresel stres ve mitokondriyal biyogenezin kontrol

edilmesi gerektigi diisiiniilmektedir.

Hasta anemnezlerinin ayrintili bir sekilde alinmasi, klinik muayene ve laboratuvar
bulgularinin hasta izlem siirecinde detayli olarak kayit altina alinmasi biiylik 6nem
tasimaktadir. Hastalarin akut ve kronik metabolik atak donemleri ya da aktif atak donemi
Oncesi/sonrasi olup olmadigina dair bilgilerin ulasilabilir olmasi, yapilan laboratuvar ve
fonksiyonel ¢alismalarin daha saglikli ve etkili bir sekilde yorumlanmasina biiyiik katk1

saglayacaktir.

Hastalarin anabolik ya da katabolik donemde oldugunun belirlenmesi, KMH’larda

yapilan fonksiyonel ¢alismalarin yorumlanmasinda etkili olabilir.

MMP miktarlarindaki ¢ok diisiik degisimlerin bile hiicrenin ROS ve ATP miktarlarinda
onemli degisikliklere neden olmasi1 KMH’larda mitokondriyal fonksiyonun
degerlendirilmesinde g6z ardi edilmemesi gereken bir parametre oldugunun

gostergesidir.

MMA hastalarinda saptanan oksidatif stresin yaninda, mitokondriyal fonksiyon
degisimlerini saptamak i¢in bu ¢alismada 6nerilen IF1-aracili mitohormetik cevabin ileri

caligmalarla dogrulanmas1 planlanmaktadir.

IV A hasta grubunda saptanan yiiksek ROS miktari, MMA grubunda oldugu gibi oksidatif
stres ile uyumludur. Ancak MMA grubunda saptadigimiz hiicresel stres ve antioksidan
cevap gdz oniine alindiginda IVA grubunda hastaligin hiicresel etkilerinin daha diisiik

oldugu diistiniilmektedir.
Bugiine kadar KMH’larda azaltici stres ve mitohormesis ile ilgili bir c¢alisma
bulunmamasi sebebiyle, ¢alismanin sonuclart dogrultusunda 6nerilen bu hipotezin KMH

grubunda dogrulanmasi i¢in farkli hastalarda ileri caligmalar planlanmalidir.

Mitokondriyal biyogenez ve mitofajinin KMH’larda degerlendirilmesi igin ileri

caligmalara ihtiya¢ vardir.
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Nrf2 ve mTOR ifadelerinin saptanmasi i¢in hiicresel bir stres indiikleyici ile ileri hiicre
deneylerinin yapilmasi gerekmektedir. Bu deney plani ile ¢aligmada saptanan hiicresel

stresin daha ¢arpici ve biiyiik farklarla gézlemlenebilenebilecegi diistiniilmektedir.

+ KMH’larda mTOR ve mTOR-bagimsiz yolak ile otofaji aktivasyonu konusu ileri

caligmalarla arastirilmalidir.

* Bu ¢alismada sonuglar1 dogrultusunda onerilen kismi azalmis Beclinl hipotezinin

dogrulanmasi i¢in ileri ¢aligmalar planlanmalidir.

* Antioksidan yanit ve otofaji belirteglerinde mRNA ve protein ekspresyon
seviyelerinde gozlenen farkliliklarin; transkripsiyonel, translasyonel, post-
transkripsiyonel regiilasyon ve mRNA/protein yar1 omiirleri ile de iliskili olabilecegi

distiniilmektedir.

+ KMH’larda oksidatif stres ve azaltici stresin patofizyolojik etkilerinin arastirilmasinda
ER stresinin goz ardi edilmemesi gereken dnemli bir hiicresel mekanizma oldugu

disiiniilmektedir.

* Bu tez calismasi kapsaminda gerceklestirilen serum, hiicre, RNA ve protein
deneylerinde elde edilen sonuglarda tespit edildigi iizere, KMH’larda grup davranisi
tam olarak gozlemlenmemektedir. Bu nedenle KMH’larda bireysel tan1 ve tedaviler

biiyiik bir 6nem tagimaktadir.
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