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OZET

Tetrasiklin Kontrolii Altinda Bakteriyal HOK Proteini ile indiiklenen Mitofajinin RFP-
Mito Yardimu ile Takibi

Mitokondri, hiicresel enerji homeostazini ve hiicre 6liimiinii diizenleyen temel organeldir.
Mitokondriyal ag igerisinde hasarlanan mitokondrilerin, mitofaji adi verilen bir siirec ile
temizlenmesi, hiicrelerin saglikli olarak yasamlarina devam edebilmeleri i¢in biiytik bir dneme
sahiptir. Mitofajinin sadece mitokondriyal agin sagligin1 korumakla kalmayip ayn1 zamanda bir
biitlin olarak hiicre ve organizmanin saghgm korumada da oOnemli rol oynadigi

distiniilmektedir.

Mitofajinin bilinmeyen molekiiler ayrintilar1 ve mekanizmalar1 hiicre modelleri kullanilarak
aciga cikarilmaya calisilmaktadir. Ancak gilintimiizde kullanilan mitofaji modellerinde,
mitofajiyi tetiklemek i¢in mitokondrinin yani sira tiim hiicresel sistemi etkileyebilen kimyasal
gjanlar kullanilmaktadir. Kullanilan bu ajanlarin mitofajiyi tetiklerken olusturdugu diger
hiicresel yan etkiler daha dogal bir model olmadig1 i¢in goz ardi edilmektedir. Dolayisi ile hali
hazirdaki hiicresel mitofaji modelleri ile yapilan calismalarin dogal siireclere ait mitofajiyi

modellemekte yetersiz kalmaktadir.

Bu amagla bakterilerde konak hiicre 6liimiinii, bakteri zarinda por olusturarak saglayan, HOK
proteini bir ¢esit mitofajiyi tetiklemek igin kullanilacaktir. Bu ¢alismada mitokondriyi boyayan
RFP proteini ile birlikte HOK proteinini bir MTS sinyal dizisi araciligi ile mitokondri i¢ zarina
yonlendirecek ve Hek293T hiicrelerinde tetrasiklin (Tet) kontrollii altinda ifadesi saglanacaktir.
Ifade edilen RFP-HOK proteinlerinden HOK un mitokondri i¢ zarinda por olusturarak zar
potansiyelini bozmasi ve mitofajiyi tetiklemesi, RFP proteininin ise mitokondriyi kirmiziya
boyayarak mitokondride meydana gelecek morfolojik degisimi floresan mikroskobi ile

gozlenebilir hale getirmesi beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: HOK, RFP, Mitofaji, Hek293T, Immunfloresan mikroskobi



ABSTRACT

Monitoring of Mitophagy Induced by Bacterial HOK Protein Under Tetracycline
Control by RFP-Mito

Mitochondria are the main organelles that regulate cellular energy homeostasis and cell death.
Cleaning the damaged mitochondria in the mitochondrial network by a process called
mitophagy is of great importance for the cells to continue their healthy lives. Mitophagy is
thought to play an important role not only in maintaining the health of the mitochondrial

network, but also in maintaining the health of the cell and organism as a whole.

Unknown molecular details and mechanisms of mitophagy are tried to be revealed using cell
models. However, in mitophagy models used today, chemical agents that can affect the entire
cellular system as well as mitochondria are used to trigger mitophagy. Other cellular side effects
caused by these agents while triggering mitophagy are ignored because they are not a more
natural model. Therefore, studies with current cellular mitophagy models are insufficient to

model mitophagy of natural processes.

For this purpose, the HOK protein, which provides host cell death in bacteria by forming a pore
in the bacterial membrane, will be used to trigger a kind of mitophagy. In this study, together
with the RFP protein that stains the mitochondria, the HOK protein will be directed to the
mitochondrial inner membrane via an MTS signal sequence, and tetracycline (Tet) will be
expressed under control in Hek293T cells. Among the expressed RFP-HOK proteins, HOK is
expected to disrupt the membrane potential and trigger mitophagy by forming a pore in the
inner membrane of the mitochondria, while the RFP protein is expected to stain the
mitochondria red and make the morphological change that will occur in the mitochondria

observable by fluorescence microscopy.

Keywords: HOK, RFP, Mitophagy, Hek293T, Immunofluorescent microscopy
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1. GIRIS

1.1.Mitokondri

Mitokondri prokaryotik ve memeli hiicrelerin alyuvarlar1 harig, hayvanlar ve bitkiler de dahil
olmak tizere oksijenli solunum yapan tiim Okaryotik hiicrelerde bulunur. Hiicrelerdeki
mitokondri sayis1 hiicrenin aktivitesine bagl olarak degiskenlik gdstermektedir. Ornegin,
metabolik ihtiyaci fazla olan kas ve sinir hiicrelerinde diger hiicrelere oranla mitokondri sayis1

oldukga fazladir (Hamacher-Brady ve Brady, 2015).

Mitokondri, ¢ift katli fosfolipid zarla gevrili olup zara 6zgii proteinleri barindirir (Sekil 1). Dis
zar diiz iken i¢ zarda krista adi verilen kivrimlar bulunur. I zar, iki boliime ayirilir. ik bdlmede,
i¢c ve dis zar1 birbirinden ayiran zarlar ars1 bosluk yer alir. Ikinci bélmede ise, mitokondri
matriksi bulunur. Matriks mitokondriyal ve ribozomal DNA bulundurmasiyla birlikte bazi
enzimleri de barmdirir. Bu enzimler hiicre solunum basamaklarini Katalizler. i¢ zarda
solunumda yer alan proteinler ve ATP sentezleyen diger enzimler bulunur. Kristalarin kivrimli
bir yapiya sahip olmasi mitokondrinin yiizey alanini arttirarak hiicre solunum verimini etkiler

(Reece ve ark., 2009).

Mitokondri —
matriksindeki
serbest
ribozomlar
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Sekil 1. 1. Hiicre solunumun yapildig: yer olan mitokondri semas1 ve TEM goriintiisii (Reece
ve ark., 2009).

Mitokondriler 1-10 um uzunlugundadir ve bilinenin aksine hareketsiz silindir yap1

sergilemedikleri ve boliinlip etkilesim halinde olduklari gosterilmistir. Bu gozlemler canli

hiicredeki mitokondrilerin Sekil 1.2°deki hiicrede goriildiigii gibi, dallanmig tiibiiler bir ag

olusturdugunu anlamalar1 konusunda bilim insanlarina 1s1k tutmustur (Reece ve ark., 2009).



Sekil 1. 2. Human Embriyonik Kidney hiicresinde kirmiz1 floresan protein ile isaretlenmis
mitokondrilerin morfolojik goriiniimii. (Kasap, M. 2023. Heniiz yayinlanmamis data). Hiicre
cekiregi DAPI ile boyanarak isaretlenmistir. Resim 100X lik objektif ile Olympus CKX41
marka inverted floresan marka mikroskop ile ¢ekilmistir.

Mitokondri, ¢ift zarla gevrili hiicrenin bir alt bdlmesidir ve hiicresel homeostazda yakindan
iliskilidir. Diger islevlerin yan1 sira, hiicre i¢i sinyallesme ve apoptoz, ara metabolizma ve
amino asitlerin, lipitlerin, kolesteroliin, steroidlerin ve niikleotitlerin metabolizmasinda rol
oynarlar. Mitokondrinin en 6nemli islevlerinden biri olan hiicresel enerji metabolizmasinda
temel bir role sahip olmas ile birlikte yag asidi B oksidasyonu, iire dongiisii ve ATP iiretimi

i¢in son ortak yol olan solunum zinciridir (Kog ve Sarica, 2003).

Mitokondriyal solunum zinciri, mitokondriyal i¢ zar iizerinde yer alan dort enzim
kompleksinden olusan bir gruptur (Sekil 1.3). Her kompleks, en biiyiigii 40'tan fazla polipeptit
bilesenli kompleks I olan birden fazla alt birimden olusur. Karbonhidratlarin, proteinlerin ve
yaglarin ara metabolizmasindan fretilen indirgenmis kofaktorler (NADH ve FADH2),
elektronlart kompleks 1 ve kompleks II'ye iletir. Bu elektronlar, kompleksler arasinda,
kompleksler III ve IV ve iki mobil elektron tasiyici, ubikinon (ubikinol, koenzim Q10) ve
sitokrom c tarafindan tagman bir elektrokimyasal gradyan boyunca akar. Kompleks I-IV'iin

elektron transfer islevi, proteaz gruplar1 barindiran alt birimler araciligiyla gergeklestirilir.
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Serbest kalan enerji, mitokondriyal matristen zarlar arasi bosluga protonlar1 (H+) pompalamak
icin I, III ve IV kompleksleri tarafindan kullanilir. Mitokondriyal zar potansiyelinin (i¢ zar
boyunca Na+, K+ ve Ca2+ gibi iyonlarin asimetrik dagilimi, gradyanin "kimyasal" kismini
olusturur) biiyiik boliimiinii olusturan bu proton gradyani, adenozin difosfat (ADP) ve inorganik
fosfattan adenozin trifosfat (ATP) sentezlemek i¢in kompleks V tarafindan kullanilir. Genel
siirece oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) denir. ATP, hiicre i¢indeki esas olarak tiim aktif
metabolik siirecler i¢in kullanilan yiiksek enerji kaynagidir ve sitozolik ADP karsiliginda
mitokondriden salinmasi gerekir. Bu, cesitli dokuya o6zgii izoformlara sahip olan adenin

niikleotit translokatorii (ANT) tarafindan gerceklestirilir (Kog ve Sarica, 2003).
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Sekil 1. 3. Mitokondriyal elektron tagima zinciri dort kompleksten olusur: Kompleks I
(NADH-koenzim Q rediiktaz), Kompleks II (siiksinat dehidrojenaz), Kompleks III (koenzim
Q-sitokrom c rediiktaz) ve Kompleks IV (sitokrom c¢ oksidaz). Kompleks I, III ve IV, ATP
sentazi tarafindan ATP sentezi icin IMM boyunca proton gradyanini olusturur (Branca ve ark,
2020).

Dolayisiyla solunum zinciri, hiicrenin enerji gereksinimlerine cevap vermesi gereken ayrintili
bir sistemdir. Bu gereksinimler sabit olabilse de (6rnegin hepatositlerde), ayn1 zamanda kisa

stireler i¢inde (iskelet kasinda oldugu gibi) dnemli dlgiide degisebilir.



Mitokondri, hiicresel biyoenerjinin temel kaynagi oldugu kadar, hiicre igerisinde metabolik
yolaklarin kesisim noktasinda bulunan ve aynmi zamanda hiicre 6liimiiniin (apoptozis) de

diizenleyicilerinden biri olan 6zerk organeldir.

1.2. Mitokondri Kaynakh Hastaliklar

Mitokondriyal hastaliklar, oksidatif fosforilasyonda meydana gelen hatalarin sebep oldugu ve
mitokondriyal proteinlerde olusan mutasyonlardan kaynakli genetik temelli hastaliklardir.
Mitokondriyal hastaliklar (Sekil 1.4), kalitsal metabolik bozukluklarin en bilinen tiirtidiir ve

kalitsal norolojik bozukluklarin en yaygin bigimleri arasindadir.

Normal hiicrelerde dahi mitokondriyal DNA'daki (mtDNA) mutasyonlarin, mitokondriden
salinan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) mitokondrinin zamanla gelisen fonksiyon bozukluguna
katkida bulundugu bilinmektedir. Bu fonksiyon bozukluklart mitokondriyi, Parkinson hastalig
(PH) gibi norodejeneratif hastaliklarla oldugu kadar diger pek ¢ok farkli hastalikla iliskili en
biiyiik risk kaynagi konumuna getirmektedir. Bu fonksiyonu bozularak hiicre ve organizma igin
risk olugturmaya baslayan mitokondriyi uzaklastirmaya yonelik en radikal ¢oziimlerden birisi
mitokondrinin 6zellesmis bir otofaji olan mitofaji ile hiicreden kaldirilmasidir. Mitokondriyal
fonksiyon bozukluklar1 ve mitofaji nérodejeneratif hastaliklardan, néromiiskiiler hastaliklara,
kardiyolojik bozukluklardan gorme bozukluklarina pek ¢ok hastalikta merkezi bir yer
tutmaktadir. Bir 6rnek olarak PH'da mitokondriyal hasarlanma incelendiginde; mitokondriyal
fonksiyon bozuklugunun PH'nin erken evresinde ortaya ¢iktig1 ve ayrica Lewy cisimciklerinin
enerji krizi ile desteklenerek bu duruma bagl olarak yavas yavas gelistigi bilinmektedir.
Hiicreler PH 6rneginde gozlenen bu bozukluklari ortadan kaldirmaya yonelik olarak farkli
hiicresel mekanizmalar1 devreye sokmaya calisirlar. Bunlardan bir tanesi, yanlis katlanan
proteinlere kars1 olarak devreye soktugu ubikuitin-proteasome sistemi (UPS) ve otofaji-
lizozomal yoludur. UPS her ne kadar islevsel bir mekanizma olsada, baz1 durumlarda Lewy
Body’lerin olusumunu tetikleyen protein komplekslerinin ortadan kaldirilmasinda yetersiz
kalmakta ve hiicreye hasar verebilen protein ¢okiiniitleri ubikuitin-proteazom sistemi tarafindan
parcalanamamaktadir (Verhoef LG., 2002; Xiong N., 2011). Bu durumlarda devreye otofaji-
lizozomal yol girmektedir. Yaygin olarak otofaji diye adlandirilan makro-otofaji, uzun dmiirlii
sitozolik proteinlerin ve organellerin hiicreden kaldirilmasindan sorumludur (Xiong N., 2011).
Benzer sekilde fonksiyonel bozuklugu olan mitokondrilerde 6zellesmis bir otofaji olan mitofaji

ile hiicreden kaldirilmaya ¢alisilir. Genel olarak bakildiginda, PH’nin, hem genetik hem de
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toksin ile olusturulan modelleri ile yapilan ¢aligmalardan elde edilen deneysel kanitlar,
mitokondriyal disfonksiyonun PH’nin gelisiminde erken evrede ortaya c¢iktigimi ve PH

patogenezinde bir sonug degil bir neden oldugunu gostermektedir (Lin MT., 2006; Martinez

TN.,2012).
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Sekil 1. 4. Mitokondriyal hastalik belirtilerinin degiskenligi. Mitokondriyal hastaliklar hem
cocuklarda hem de yetiskinlerde ortaya ¢ikabilir ve beyin ve karaciger veya pankreatik p3-
hiicreleri ve isitme sistemi gibi birbiriyle belirgin bir iglevsel baglantis1 olmayan ¢oklu
organlar dahil olmak tizere ¢esitli organlarda ortaya ¢ikabilir. Bazen belirtiler kalp veya optik
sinir gibi yalnizca bir dokuyu etkiler. Cocuklar bir fenotipten kurtulabilir ve daha sonra bagka
bir fenotip gelistirebilir- 6rnegin, Pearson sendromunda birincil tezahiir, ekzokrin pankreas
disfonksiyonu ve megaloblastik anemidir ve hayatta kalanlarda daha sonra beyin hastaligi
gelisebilir. Tipik olarak, bu bozukluklar ilerleyicidir (Suomalainen ve Battersby., 2017).

1.3. Mitofaji

Mitofaji terimi, mitokondrinin otofaji ile secici olarak cikarilmasini ifade eder (Lemasters,
2005). Bu terimin kullanimi, mitokondriyal gegirgenlik gegisinin (mPT: mitochondrial
permeability transition) aktivasyonu ve mitokondriyal membran potansiyelinin (A¥m)

kaybindan sonra hepatositlerde mitokondrinin kaderi hakkinda yillarca siiren ayrintili


https://www.nature.com/articles/nrm.2017.66#auth-Brendan_J_-Battersby

caligmalar takip etti. Viicudun nitrojen aghigi algilayicist olan karaciger, otofaji ile baglanti
kurmustur (Lemasters ve ark., 1998). Karacigerdeki otofagozomlarda mitokondri varlig, klasik
olarak mitokondri otofajisinin ilk kez gosterildigi yerdir (Ashford ve Porter, 1962).

1.3.1. Memeli Hiicrelerinde Mitofaji

Memeli hiicrelerinde AWm kaybi1, mitofajinin ortak bir 6zelligi gibi goriinmektedir (Sekil 1.5).
Lemasters ve meslektaslari, aclik sirasinda GFP-LC3-pozitif otofagozomlar tarafindan mPT,
A¥Ym ve mitokondriyal yutulmayr goriintilemek icin boyalar ve konfokal teknikler
kullanmislardir (Kim ve ark., 2007; Rodriguez-Enriquez, 2006). Hepatositler a¢ birakildiginda
ve otofajiyi aktive ederek glukagon ile tedavi edildiginde, mitokondri yutulmadan once
siklosporinle inhibe edilebilir mPT'ye (Elmore ve ark., 2001) maruz kalmistir. Bu da hasarl

mitokondrilerin otofagozomal uzaklastirma i¢in hedefler oldugunu diistindiirmiistiir.

Mitophagy in mammalian cells

Reticulocyte maturation
:

fragmentation

A

Sekil 1. 5. Memeli hiicrelerinde mitofajiye aracilik eden genler ve siiregler. Sekil, bu
sistemlerde mitofaji i¢in ana itici giigcler olan AYm'nin par¢alanmasindan/kaybindan 6nce ve
sonra her bir proteinin konumunu verir. Bax, apoptozun aktive edildigi ancak kaspazlarin
inhibe edildigi hiicrelerde mitofajiyi harekete gecirdigi ger¢egine dayanarak dahil edilmistir
(Aviva M. Tolkovsky, 2009).



Twig ve ark. (Twig ve ark., 2008), birkag bireysel mitokondriyi fisyon ve fiizyon turlar1 yoluyla
izleyerek mitofajide fiizyon ve fisyonun roliinii test ettmislerdir. Bir tur fiizyon ve ardindan
fisyon gegiren mitokondrinin iki alt popiilasyona ayrildigini1 bulmuslardir: yeniden kaynasanlar
ve asla yeniden kaynagsmayanlar. Yeniden kaynasan mitokondri, fiizyondan dnce A¥m'yi geri
kazanmig, ancak kaynasmayanlar AWm'yi azalmis ve bazilart GFP-LC3-pozitif
otofagozomlarla lokalize olmustur. Bu olaylarin floresan boyalar araciligiyla ayri ayri izlenmesi
sonucunda mitokondrinin otofagozomlara hapsedildigi ve lizozomal inhibitorler olan
PepstatinA ve E64D'ye kisa bir maruz kalindiginda, depolarize mitokondrinin LC3-pozitif
yapilara tercihli olarak yerlestigi goriilmiistiir. Depolarizasyon, otofajiden ¢ok 6nce meydana
geldiginden ve siirdiriildigiinden, arastirmacilar OPAl'e odaklanarak yeniden fiizyonu
Onleyen geri dondirilemez bir olay aramiglardir. OPA1l asir1 eksprese edildiginde,
otofagozomlarda azaltilmis bir mitokondri fraksiyonu bulunmus, bu da sinyal olarak OPA1'in
kaybina isaret etmekedir. Ayni sekilde, Fisl veya Drpl'in devrilmesi otofajiyi azaltmistir. Bu
bulgulardan yola ¢ikilarak mitofajinin, makrootofaji yoluyla gerceklestigi goriilmiistiir.
Gergeklesen mitofaji hangi mitokondrinin yutuldugu agisindan agik¢a segici olmasina karsin
otofagozomlarin, ¢evreleyen sitoplazma olmadan yalnizca mitokondri igerip igermedigi
anlagilamamistir. Fisyon olmadiginda, kusurlu mitokondri birikir ve glikoza yanit olarak insiilin
sekresyonu azalir. Aym degisikliklerin otofaji yoklugunda (fisyon yerine) meydana gelip
gelmedigi heniiz bilinmemektedir. Ilging bir sekilde, otofaji eksikligi olan Atg5—/— MEF'in
Atg5+/+ MEF'den daha az mitokondriyal solunuma sahip oldugu belirtilmistir, ancak bunun
otofaji eksikligi olan hiicrelerin genel bir ozelligi olup olmadigi agik degildir (Aviva M.
Tolkovsky, 2009).

Mitokondriyal hasar ve mitofaji arasindaki bir bagka baglanti, Youle'nin laboratuvarinda Parkin
proteininin de yer aldigi bir ¢alismadan gelmektedir (Narendra ve ark., 2008). Parkin, Park2
geni tarafindan kodlanan bir ubikuitin ligazdir ve iizerindeki mutasyonlar Parkinson
hastaliginin ailesel bir juvenil formu (erken baslayan formu) ile iliskilendirilmistir (Kitada ve
ark., 1998). Parkin ve Pinkl arasinda bir baglanti kaydedilmistir. Pink1 mitokondride yerlesik
olan ve Parkinson hastaligiyla iligkili olan bir protein kinazdir (Hatano ve ark., 2004; Rohe ve
ark., 2004) ve mitokondriyal fisyon/fiizyonda rol almaktadir (Deng ve ark., 2008; Park ve ark.,
2006; Poole ve ark., 2008; Yang ve ark., 2008). Narendra ve ark. (Narendra ve ark., 2008),
ayristiricilar (CCCP) ile AYm'yi diisiirdiiklerinde mitokondrinin pargalandigini ve Parkin'in
sitoplazmadan mitokondriye yeniden yerlestigini gordiiler. 48 saat iginde mitokondriyal
belirtegler Tom20, sitokrom c ve Pink1'i baglayan TRAP1 kaybolmustur. Elektron mikroskopi
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ile, sitoplazmada ¢ok sayida lizozom belirdigi goriiliirken mitokondrilerin ortadan kayboldugu
belirlenmistir. Mitokondriyal eliminasyonun 6zgiilliigii o ortamdaki hi¢ dokunulmadan kalan
peroksizomlarin varligi ile anlagilmistir. Mitokondrinin otofajik olarak uzaklastirildigina dair
kanit, mitokondrinin GFP-LC3- pozitif yapilar i¢inde ortaya ¢ikmasi ve saptanabilir mitokondri
icermeyen hiicrelerin ylizdesinin 24 saat sonra agirlikca yaklasik %30'dan lizozomal inhibitor
bafilomisin Al veya Atg5—/— MEF ile tedavi edilen hiicrelerinde agirlik¢a yaklasik %3'e
diismesidir. Ilging bir sekilde, apoptotik olmayan canli hiicrelerin yiizdesi, glikoz iceren bir
ortamda azalmamis, ancak galaktoz igeren ortaminda, mitokondri igermeyen hiicreler 3 giin
icinde dlmdstiir. Parkin alimina baska hangi tiir uyaranlarin yol agtigini ve Drpl ve kalsintrinin

parcalanma siirecine dahil olup olmadigin1 gormek de ilgi ¢ekicidir (Gomez ve ark., 2008).

Veriler, mitokondriyal fisyonun mitofaji icin gerekli oldugunu o6ne siirse de, Gomez ve
arkadaslar1 (Gomez ve ark., 2008), fizyona neden olma kabiliyetinde mutasyona ugramis bir
Fisl (Fisal) formunun asir1 ekspresyonunun, mitokondriyal otofajiyi tesvik etmede en azindan
agirlikca Fisl kadar etkili oldugunu bulmuslardir. AYm kaybinin, iki Fis1 formunun mitofajiyi
indiiklemesini saglayan ortak 6zellik oldugu sonucuna varirlar. Ayrica, memeli sistemlerinde
yapilan calismalarin ¢ogunun ortak bir 6zelligi olan, tiim hasarli mitokondrilerin tam otofaji
eksikligine dikkat cektiler. Bununla birlikte, tiim mitokondri kohortunun zaman iginde
kayboldugu durumlar vardir. Mitokondrilerin, apoptoza girmeye tesvik edilen ancak kaspaz
inhibitorleri kullanilarak 6lmeleri 6nlenen ndronlardan kaybolduklarinda pargalandigini ve
AWm kaybettikleri anlasildi (Fletcher ve ark., 2000; Xue ve ark.,2001). Mitokondriyal DNA da
dahil olmak {izere ¢ok sayida mitokondrinin ¢ikarilmasi, otofaji aracili bir olaya isaret eden
(limen alkalilesmesine neden olarak lizozomal proteolitik aktiviteyi onleyen) Bafilomisin Al
ile kismen 6nlendi.

Son olarak, genlere ek, memeli hiicrelerinde kinazlar tarafindan sinyal verilmesinin de
mitofajiye aracilik ettigi bildirilmistir (Matsui ve ark., 2005). 1-Metil-4-Fenilpiridinyum
(MPP+), in vivo Parkinson hastaligi semptomlarmma neden olan 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridin'in (MPTP) toksisitesine aracilik eden bir mitokondriyal toksindir. Zhu ve ark.
kiiltiirdeki noroblastoma hiicrelerine MPP+ ekledi, bu ¢ok sayida otofajik vakuol olusturdu
(Zhu ve ark., 2007-2012). Bu aktiviteye iki mitokondri proteininin (piruvat dehidrojenaz E2 ve
bir p110 proteini) kayb1 eslik etti, bunlarin kaybt MEK/ERK sinyal yolunun inhibitorleri
tarafindan bloke edildi ve ERK2 mitokondride lokalize oldu. Inhibitérler ayrica LC3II
liretimini, vakuol sayisin1 bloke etti ve immiinokimya ile tespit edilen mitokondriyal kaybin

yaklasik %50'sini tersine ¢evirdi. AYm'deki azalmalar ve ultrastriiktiirel hasar 6nlenmedi, bu
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da ERK sinyalinin otofajiyi uyarmada mitokondriyal hasarin asagisinda hareket ettigi kanisina
varilmasina sebep oluyor. Otofaji, néronlarda mitokondrinin oksidatif hasarini1 otofaji ve hiicre
oliimii ile iliskilendiren diger ¢aligmalara uygun olarak, birincil dopaminerjik ndronlarda da
aktive edildi (Barsoum ve ark., 2006). Koenzim Q eksikligine yanit olarak insan hiicrelerinde
baska bir mitofaji tetikleyicisi rapor edildi (Rodriguez-Hernandez ve ark., 2009). Mitofajiye
aracilik eden bir kinazin tanimlanmasi, mitofajik yoldaki asagi akis hedeflerinin

aydinlatilmasina yol acabilir.

1.4. Deneysel Mitofaji Calismalari

Saglikli memeli hiicrelerinde dogal mitofaji olduk¢a nadir gbzlenen bir olaydir. Dolayisiyla
mitofaji mekanizmalari arastirilirken mitofajinin disaridan tetiklenmesi hiicresel stres olusturan
bir ajan kullanilarak gerceklestirilmesi gerekmektedir. Elektron transfer sistemi (ETS)
kompleks inhibitorleri, iyonoforlar, hiicresel demir eksikligi veya sinyal yolagi
inhibitorleri/aktivitorleri kullanilarak mitofaji  tetiklenebilmektedir. Hiicresel modeller
literatiirde ¢esitli ¢alismalarda kullanilmaktadir (Allen FG., 2013). in vitro ¢alismalarda PH
iligkili mitokondriyal disfonksiyon irdelendiginde, PARKIN ve PINKI1 proteinlerinin 6n plana
ciktigr goriilmektedir (Narendra D., 2008). PINK1 proteininin mitokondriyal fonksiyon
bozuklugunda nasil davrandigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Whitworth ve
Pallanck,2017; Mouton-Liger F.,2017). Saglikli bir hiicrede, sentezlenen PINK1’in N-ucu
mitokondriyal i¢ zarda kesilerek proteozomal pargalanmaya gonderilir. Hiicrede mitokondriyal
hasar oldugunda ise PINK I nin kesilmesi durdurulur ve PINK1 mitokondriyal zar {izerinde
birikmeye baglar. PINK1 bir kinaz oldugu i¢in burada dimer olusturarak aktiflesir ve
substratlarin1 fosforile etmeye baslar. Fosforile olan proteinler arasinda Parkin ve Parkin’in
substrati olan ubikutinde bulunmaktadir. Fosforilasyon ile aktif hale getirilmis PARKIN hasarli
mitokondriye, ¢ok sayida fosforile olmus ubikutin ekler (Sekil 1.6). Bu sekilde isaretlenen
hasarlt mitokondri otofogazom araciligi ile hiicreden kaldirilir (Pickrell ve Youle, 2015). Eger

hasarli mitokondri sayis1 hiicrenin bas edemeyecegi kadar ise ilgili hiicre apoptoza giderek 6liir.



I Healthy Mitochondria | I Damaged Mitochondria I

Ubiqutination
PINK1 degradation r o
. /‘ Autophagosome formation / Q !

Parkin /*

Phosphorylation
Autophagy Autophagy

receptors

/-P

3
it - B

PINK1 accumulation

S =4 N ol
~ ~

PINK1 triggers signal for mitophagy initiation Parkin mediates signal amplification

Sekil 1. 6. PINK1’nin mitofoji’deki rolii (Sekine ve Youle, 2018).

Mitofajide PARKIN ve PINKI1’nin yani sira gorev alan basgka proteinlerin de varliklar
bilinmektedir (Sekil 1.7). Bu proteinlerin mitofajideki rollerini belirleyebilmek igin
arastirmacilar hiicre kiltiric ve hayvan modellerinden yararlanmiglardir. Bu amag
dogrultusunda olusturulan hiicresel PH modellerinin ¢ogunlukla hedefi mitokondriyal

fonksiyon bozuklugunu ve mitofajiyi taklit etmek olmustur.
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Sekil 1. 7. Memeli hiicrelerinde gériilen PARKIN’den bagimsiz alternatif mitofaji
mekanizmasinda rol aldig1 diisiiniilen proteinler. (a) ULK1/2 yoluyla otofajinin aktivasyonu,
TOR yolunun inhibisyonu ile indiiklenir. (b) Otofagozom olusumu, ULK1/2-ATG kompleksi

ve Beclinl ile Vps34'i igeren PI3kinaz kompleksi tarafindan diizenlenir. (¢) Otofagozom

zarinin uzamasi ve kapanmasi sirasinda, sitosolik LC3-1, lipitlenmis LC3-II iiretmek i¢in

ATG#4 tarafindan boliiniir. (d) LC3-I1, otofagozom zarina alinir. (¢) Komple otofagozom,

icerik sindirimini saglamak i¢in lizozomla birlesir (Deas E., 2011).

Narendre ve arkadaglari tarafindan yapilan CCCP tabanli mitofaji calismasinda elde edilen
veriler PARKIN ile birlikte PINK1 proteininin de mitofajideki roliinii ortaya ¢ikarmis ve
boylece CCCP ile muamele edilen hiicrelerin PH i¢in iy1 bir mitofaji modeli olabilecegi ileri
stirilmiistiir (Narendra DP.,2010). Ancak model her ne kadar ilgi ¢ekici bir model olsada,
modelin evrensel bir model olup olamayacagina dair soru isaretleri bulunmaktadir (Seibler P.,
2011; Van Laar VS., 2011; Cai Q., 2011; Rakovich A., 2013; Ashrafli G., 2014 ve Akpinar G.,
2016). Ozellikle CCCP’nin her hiicre hattinda ayn1 gdstermemesi Ve in vivo ortamda mitofajinin

basarisiz olmasi asagidaki sorularin sorulmasina neden olmustur. Bu sorular;
* Parkin’in mitokondriye tasinim1 evrensel mitokondriyal stres cevabi olusturmakta midir?
» Farkl1 hiicre tipleri, mitokondriyal strese kars1 farkli mekanizmalarla m1 cevap vermektedir?

* Beyin kokenli hiicrelerde veya noronlarda farkli hiicreler arasi bir mekanizma aktive olmakta

mudir?
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Bu acidan bakildiginda 6zellikle Van Laar ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma siipheleri dogrular
yondedir. Van Laar ve arkadaslart PINK1/Parkin aracili Mitofajiyi primer kortikol ndronlarda
arastirmis ve bu néronlarda CCCP’nin Parkin’i mitokondriye yonlendirmedigini ve mitofajiyi
indiiklemedigini gostermistir (Van Laar VS., 2011). Laboratuvarimizda yapilan1 ¢alismalarda
ise bu datay1 destekleyici veriler elde edilmis, CCCP ile indiiklenen mitofajinin farkli hiicre
tiplerinde farkli cevaplar olusturdugunu gosterilmistir (Kasap M., 2017; Akpinar G., 2016).
Yapilan deneylerde, beyin kokenli SH-SYSY noroblastoma hiicrelerinde CCCP mitofajiyi
indiiklemezken, servikal kokenli HeLa hiicrelerinde ve bobrek kokenli Hek 293 T hiicrelerinde
ise indiikledigi ortaya konulmustur (Sekil 1.8). Bu nedenlerle mitofaji dinamiklerini in vitro‘da

indiikleyebilecek ve dogal mitofaji siireclerini/etkilerini en iyi sekilde yansitabilecek yeni bir

evrensel modele ihtiyag vardir.
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Sekil 1. 8. (A) Parkin ekspresyonunun CCCP ile muamele edilmis hiicrelerde hiicre sag
kalimi iizerindeki etkisini gosteren WST-1 analizi. (B) Parkin’nin 24 saatlik indiiksiyon
sonrasinda SH-SYSY ve HeLa hiicrelerinde ekspresyonu. (C) CCCP ile muamele edilen
hiicrelerde Parkin ekspresyonunun hiicre sagkalimi iizerindeki etkisi. [O] standart ortamdaki
kontrol kiiltiirii, [T] Parkin indiiksiyonu i¢in tetrasiklin ile indiiklenmis kiiltiir, [T/C]
tetrasiklin ile indiiklenmis ve CCCP eklenmis kiiltiir, [C] sadece CCCP eklenmis kiiltiir
(Akpinar G., 2016).
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1.5. Genel Mitofaji Yolaklari

Genel Mitofaji Yolaklar1 Yapilan ¢alismalar hiicrelerde mitofaji tetiklendikten sonra iki genel
yolak tizerinden ilerledigini gostermektedir. Bunlardan birincisi mitokondri zarlari {izerinde
bulunan '"reseptorler aracihigi" ile gergeklesen mitofajidir (receptor mediated). Diger
mekanizma ise "reseptor araciligi ile olmayandir” (non-receptor mediated veya PINK1/Parkin).
Mitofaji olay1 bu yollardan herhangi biri baslatildiktan sonra, tetiklenme mekanizmalarindan
bagimsiz olarak, bu mitokondrilerin ¢evresinde otofagosomun olusmasini saglayan bir
izolasyon zar1 iizerinde gelismektedir. Bu otofagosoma doniisecek olan izolasyon zar1 LC3
(microtuble-associated protein 1A/1B light chain 3) ve GABARAP (gamma-aminobutyric acid
receptor-associated protein) proteinleri mitofajiye giden mitokondrinin etrafini sarmalar.
Reseptor aracili gergeklesen mitofajide, dis mitokondriyal membran {izerinde bulunan BNIP3
(BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3) ve NIX (Nip3 like protein X)
reseptorleri, hipoksi durumunda tasidiklar1 LIR motifi sayesinde LC3 ve GABARAP
proteinleriyle etkileserek mitofajiyi gergeklestirirler. Yine hipoksik durumda mitofajiyi
tetikleyen bir diger mitokondriyal dis membran reseptéritc FUNDC1'dir (FUN14 Domain
Containing 1). FUNDCI1'de yine LC3 ile etkilesmektedir (Hamacher-Brady ve Brady, 2016).
Iyi calisilmis bu mitokondriyal dis zar reseptdrlerinin yaninda yine mitofajide rol oynayan
baska reseptorler de (prohibitin 2, BCL2L13, FKBP8 ve AMBRAT1) bulunmustur (Murakava
ve ark., 2015; Bhujabal ve ark., 2017; D1 Rita ve ark., 2018). Daha 6nce de bahsedildigi gibi;
reseptor araciligi ile olmayan mitofaji mitokondriyal zar potansiyelinin bozulmasi ile
tetiklenmekte ve PINK1/Parkin'nin basini ¢ektigi hiicresel yolak ile gerceklestirilmektedir
(Narendra ve dig., 2008).

1.6.in vitro Mitofajik Ajanlarin Karsilastirilmasi

Fonksiyonu bozulmus mitokondrilerin segici olarak ortadan kaldirilmasinda bas vurulan
mitofaji, deneysel olarak farkli sentetik kimyasal bilesiklerle veya dogal kimyasal ajanlar ile
taklit edilebilir (Sekil 1.9 ve 1.10). Deneysel olarak tetiklenen mitofaji, kullanilan ajana goére
farkli mitofajik yolaklarin test edilmesini saglar. Bu sekilde olusturulan hiicresel mitofajik
modeller ile, mitokondrinin rol aldig1 farkli hiicresel durumlar ve hastaliklarin molekiiler
mekanizmalar1 ¢alisilabilmektedir. Genel olarak bakildiginda, mitokondriyal dinamikler,
biyogenez, biyoenerji, otofajik yapinin olusumu ve taginmasi dahil olmak tizere mitokondriyal
homeostazin bir¢ok yonii, fonksiyonu bozulmus mitokondrinin ortadan kaldirilmasini tesvik
etmek i¢in PINK1 / Parkin yolunda birlesmektedir (Pickles ve ark., 2018; Harper ve ark., 2018).
Bu sebepten dolay1 farkli dogal ve dogal olmayan ajanlarin tetikledigi mitofaji modelleri

13



icerisinde zar potansiyelini bozan ajanlar burada tartisilmistir. Tez kapsaminda 6zellikle siklikla
kullanildiklar1 igin PINKI/PARKIN yolagmi aktive eden kimyasal ajanlar iizerinde
durulmustur (Sekil 1.9 ve 1.10'da kesikli kirmiz1 kareler igerisinde isaretlenen). Mitokondriyal
"uncoupler” lar olan karbonil siyaniir m-klorofenil hidrazon (CCCP) ([(3-klorofenil) hidrazono]
malononitril) ve karbonil siyaniir-4- (triflorometoksi) fenilhidrazon (FCCP), elektron tagima
zincirindeki elektron tasiyicilarinin  normal aktivitesi sirasinda mitokondriyal zarlarda
olusturduklar1 porlar araciligiyla proton gradyaninin bozulmasini neden olarak oksidatif
fosforilasyonu inhibe ederler (Narendra ve ark., 2008; Narendra ve ark., 2010; Gatliff ve ark.,
2014). Bu iki toksinde zar potansiyelini bozup PINK1/Parkin yolagini aktive ederek mitofayi
tetiklerler. Demir selatorleri olan deferiprone (DFP) ve 2',2-bipyridyl (BP) hipoksik kosullari
taklit ederek mitofajiyi tetiklerler. Yapilan ¢alismalar DFP'nin mitofaji i¢in Parkin aktivasyonu
gerektirmedigini gosterse de, BP'nin PINKZL/Parkin iizerinden mitofajiyi yurittigi
bilinmektedir (Allen ve ark., 2013).
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Sekil 1. 9. Mitofajiyi tetikleyen sentetik kimyasal bilesikler, kesikli kirmizi kutular ile
isaretlenmis olan ajanlar tez calismasinda onerilen model ile benzer olanlardir (Palikaras ve
ark., 2020).

Dogal kii¢iilk molekiillerden olan polyaminlerin hiicrede ¢ogalmadan biiyiimeye, enerji
hemostazindan immiin yanitin olusmasina pek cok fizyolojik olayr etkiledigi ortaya
konulmustur. Yapilan ¢aligmalar polyamin konsantrasyonundaki azalma ile yaslanma ve
gelisen patolojiler arasinda iliskiyi gostermistir (Markaki ve ark., 2018). Bir polyamin olan
spermidine'nin otofajiyi NAD+ igeriginin artmasi ile stimiile ederek hiicre koruyucu etki

gosterdigi ve bu vasita ile de hayat siiresini uzattigi ortaya konulmustur (Eisenberg ve ark.,
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2009; Eisenberg ve ark., 2016). Spermidine takviyesinin insan fibroblast hiicrelerinde ATM
(ataxia telengiectasia mutated) kinazin aktivasyonu iizerinden PINKZI1/Parkin yolagini
kullanarak mitofajiyi gerceklestirdigi deneysel olarak gosterilmistir (Qi ve ark., 2016).
Urolitinler, bagirsak mikrobiyotasi tarafindan tiiketilmeleri iizerine iiretilen ellagitannin
tiirevleridir (Espin ve ark., 2017). Insan viicudundaki ellagitanninlerin en bol metaboliti olan
trolitin - A'nmin (UA) o6zellikle nematodlarda ve kemirgenlerde mitofajiyi tetikledigi
gosterilmistir (Ryu ve ark., 2016). UA ile etkilesimin Beclin 1, PINKI1, p62/SQSTMI1 ve
BNIP3/NIX iizerinden mitofajiyi diizenledigi bu sayede mitokondriyal fonksiyonu korudugu
ileri siiriilmektedir (Ryu ve ark., 2016). UA'nin kullanimi bir mitofajik model olarak ele

alinmasa da PINK 1/Parkin mekanizmasini tetikliyor oldugu diisiiniilmektedir.

Mitofajiyi tetikleyen bir diger dogal ajan grubu antibiyotiklerdir. Valinomisin ve salinomisin
mitokondriyal potasyum (K+) homeostazin1 degistirerek, mitokondrinin fonksiyonunu
bozmakta ve PINK1/Parkin yolagini aktive etmektedirler (Georgakopoulos ve ark., 2017; Allen
ve ark., 2013). Bir kompleks III inhibitérii olan antimisin A ise ROS miktarinin artarak
membran depolarizasyonuna dolayisiyla yol agmakta ve bu durum yine PINKZL/Parkin
tizerinden mitofajiyi tetiklemektedir (Georgakopoulos ve ark., 2017). Bir diger antibiyotik olan
aktinonin ise ozellikle mitokondriyal translasyonu durdurarak, zamana bagli olarak
mitokondriyal ribozom, rRNA ve mRNA'larin azalmasini saglayarak mitokondrinin islevsiz
hale gelmesini saglar. Bu sayede PINK1/Parkin yolagini kullanarak organelin mitofajiye
ugramasini saglar (Burman ve ark., 2017; Sun ve ark., 2015). Bu antibiyotikler mitofaji modeli
olusturmada siklikla kullanilmadiklari i¢in ve bilinen benzer yolaklar1 kullandiklar: i¢in tez

kapsaminda detayl tartigilmamislardir.

Enerji metabolizmasiin veya mitokondri fonksiyonun sentetik ve dogal kimyasal ajanlarla
bozulmasi ile tetiklenen mitofajiye dair aydinlatici sonuglar elde edilmesine ragmen, dogal
ortamda gelisen mitofaji stimiilasyonu heniiz in vitro bir model olarak degerlendirilememistir.
Uygun ozellikte hiicre veya hayvan modellerini kullanarak farkli hiicresel popiilasyonlarda
mitofajinin regiilasyonunun ¢dziilmesi, bu mekanizmanin altinda yatan molekiiler degisimleri
anlayista esi benzeri goriilmemis bir ilerlemeye yol agacaktir. Ayrica, in vitro ve in vivo mitofaji
modellerinin gelismesi, mitokondrinin rol aldig1 hastaliklarin etiyolojisine ve translasyonel
arastirmalarima 151k tutacaktir. Oniimiizdeki yillarda, elde edilen bu bilgiler 1s181nda, mitofajinin
insan fizyolojisi lizerindeki etkisi, mitokondriye bagl patolojilere kars: terap6tik etkinliklerini

arastiran klinik caligmalarla degerlendirilecektir.
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Sekil 1. 10. Mitokondrinin hiicreden kaldirilmasini tesvik eden dogal kimyasal ajanlar, kesikli
kirmizi kutular ile isaretlenmis olan ajanlar tez ¢alismasinda onerilen model ile benzer
olanlardir (Palikaras ve ark., 2020).

Dogal ve dogal olmayan ajanlarin mitofaji arastirmalarinda yaygin olarak kullanilmasi, bu
ajanlarin istenmeyen bazi Ozelliklerinin, gliniimiizdeki modellerden elde dilen sonuglarin
gercegi ne kadar yansittigmin sorgulanmasina yol ag¢makta Ve kullanimlarinin
smirlandirilmasmin énemini vurgulamaktadir. Ozellikle kullanilan bu ajanlarin bir hiicredeki
mitokondriyal popiilasyonun tamamu iizerindeki etki gostermeleri, aninda tiim mitokondrilerin
membran potansiyellerini bozmalari, enerji krizi olusturarak hiicreyi hizlica apoptoza
gotiirmeleri, mitofajinin hiicresel modellenmesi agisindan énemli sorunlara neden olmaktadir
(Wang ve ark., 2012). Ayrica bu ajanlarin mitofajiyi tetikleyebilmek i¢in siirekli olarak hiicre
kiiltiiriine disaridan takviye edilmesinin gerekliligi, hiicrenin mitokondriyal i¢erigin tamaminin
hizla bozulmasina neden olabilmektedir (Narendra ve ark., 2008). Bunlarla birlikte, bu ajanlarla
ilgili belki de en ciddi yan etki, bu ajanlarin protonoforik aktivitelerinin sadece mitokondriyal
zarlara 6zgiin olmamasidir. Diger hiicresel zarlara (plazma zarindaki bozulmalar, lizozomal
fonksiyon bozukluklar1 ve iyon kanali uyarimi gibi) verdikleri hasarlar ile hiicre homeostazini
bozmalari, bu ajanlarin ¢ok etkin yan etkileri olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Georgakopoulos
ve ark., 2017). Bu istenmeyen &zellikler mitokondriyal metabolizmanin degerlendirilmesine
miidahale etmekte ve bu ajanlarin olusturdugu modellerin mitokondriyal yolaklar ile olan

iligkilisini sinirlamaktadir.
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1.7. Bakteriyel HOK/SOK Sistemi

Escherichia coli R1 plazmidi {izerinde kesfedilen ve burada plazmitsiz hiicrelerin post-
segregasyonel 6ldiiriilmesi yoluyla bir hiicre popiilasyonundaki plazmit kopyalarini muhafaza
ederek hareket eden (Gerdes ve ark., 1986) sistemde HOK (konak 6ldiiren) tip I toksin; i¢ zar1
hedefleyen ve hiicre dliimiine yol acan 52 amino asitlik kii¢iik bir hidrofobik proteindir. Sok
(6ldiirmenin baskilanmasi) antitoksini, transkripsiyon sonrasi seviyede HOK iiretimini
engelleyen bir RNA'dir (Thisted ve ark.,1992; Gerdes ve ark., 1986). Sistem, HOK kodlama
dizisi (CDS) ile ortiisen ve HOK c¢evirisi i¢in gerekli olan iiglincii bir gen olan mok'tan
(6ldiirmenin modiilasyonu) olusur (Sekil 1.11) (hok: hostkilling-bakteri igerisindeki yar1 6mrii
20 dk olan toksin, sok: supression of host killing- bakteri i¢erisindeki yar1 mrii 30 sn olan RNA
antitoksin, mok: modulation of killing- HOK ifadesi igin gerekli olan dizi) (Pedersen ve Gerdes,
1999; Thisted ve ark.,1992; Gerdes ve Wagner, 2007).

R1 plasmid DNA
W
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hok 9 transcription
transcription
stable NN
hok mRNA

stable
hok mRNA rapid sok mRNA rapid sok mRNA
duplex degradation transiation degradation
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degradation protein

by RNase Il

2532 l
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Sekil 1. 11. HOK/SOK sisteminin E. coli R1 plazmitine bagl olarak ¢aligmasi.
(Https://en.wikipedia.org/wiki/Hok/sok_system) (Gerdes ve ark., 1986; Gerdes ve ark., 1986;
Thisted ve ark., 1995).

Bakterideki sistemde, R1 plazmidini tasiyan bakteride, kiiciik antisens RNA molekiilii olan
antitoksin (SOK), toksini (HOK) kodlayan mRNA’ya baglanarak yikimina sebep olur.
Boylelikle toksinin ifadesi gerceklesmez ve bakteri yasamina devam eder (Page ve Peti, 2016;
Unterholzner SJ., 2013; Brantl S., 2012). Eger sok sentezini gergeklestirecek R1 plazmit yoksa,
hiicre icerisinde bdliinme sonras1 bulunan sok mRNA’s1 kisa dmriinden dolayr hizla yikilir,
toksin HOK’a ait mRNA ise uzun yar1 omrii dolayisiyla translasyona ugrayip hok proteinini

sentezler. HOK proteini hidrofobik bir proteindir ve hiicre zar1 yilizeyine yerleserek multimerize
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oldugu bilinmektedir. Bu multimerizasyon sonucu zar {lizerinde porlar olusturabilecegi tahmin
edilen Hok’un, zar potansiyelini diisiirerek ve zar depolarizasyonunu saglayarak bakteri
hiicrelerini 6ldiirdiigli ileri stirlilmiistiir (Thisted T., 1995; De La Cueva-Méndez G., 2007,
Unterholzner SJ., 2013). Tez kapsaminda yapmis oldugumuz ii¢ boyutlu modelleme
caligmasinda HOK un multimer formunun por olusturabilecegine dair bilgiler elde edilmistir

(Sekil 1.12).

(A) (B)

Sekil 1. 12. HOK proteinine ait multimer formun Swiss Homoloji modellemesi yapilarak
tahmin edilen muhtemel {i¢ boyutlu yapisi (4 adet HOK proteinin olusturdugu yapinin A;
istten, B; yandan goriiniimii). Modelleme sirasinda TM 1070 proteini (PDB erisim no: 1nc7)
template olarak kullanilmistir. Sekilde gosterilen yapt HOK proteinine ait homotetramer bir
yapidir. Goriintiiler PyMol kullanilarak tarafimizca elde edilmistir.

Benzer membran potansiyeli degisikligi ve depolorizasyon Parkinson Hastaliginda’da Ki

disfonksiyonel mitokondrilerin zarlarinda da gézlenmekte ve Parkinson Hastaliginin olusum

mekanizmalarindan biri olarak kabul gormektedir.

1.8. Floresan Proteinler
Floresan proteinler, biyoloji ve biyoteknolojide ¢ok 6nemli olan, genetik olarak kodlanmis,

kolayca goriintiilenen raportorlerdir.

1.8.1. Yesil Floresan Protein, GFP

GFP (Yesil Floresan Protein), Pasifik sahillerinde bulunan Aequoria victoria denizanasindan
izole edilmistir ve ilk arastirmalar 1960’11 yillarda baslamistir (Shimomura ve ark.1962).
Rekombinant DNA teknolojisinde siklikla kullanilan GFP geni isaretleyici gen olarak ilk E.
Coli bakterisinde gosterilmistir (Chalfie ve ark, 1994).
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GFP 238 aminoasitden olugan bir molekiildiir. Yapisal olarak bakildiginda GFP B-fig1 yapiya
sahiptir ve 509 nm dalga boyunda yesil parlak 11k vermektedir. Bunun yaninda kirmizi ve mavi

gibi farkli dalga boylarinda 1s1ma veren floresan proteinlerde bulunmustur.

1.8.2. Kirmmzi Floresan Protein, RFP
Kirmizi floresan protein (RFP), Discosoma mercanindan izole edilmistir (Campbell ve ark.,
2002) ve DsRed olarak adlandirilmistir. Uyarildiginda kirmizi-turuncu floresan renk veren ir

florofordur. Yonlendirilmis mutagenez kullanilarak gesitli varyantlar gelistirilmistir.

RFP yaklagik 25,9kDa’dir. 558 nm dalga boyunda kirmizi-turuncu isik verir.
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2. AMAC

Bir takim kimyasal ajanlarin mitofajiye nasil sebep oldugu hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 ile
gosterilmistir. Ancak kullanilan kimyasallar hiicrede farkli pek cok yolagi etkilemekte ve
mitofaji haricinde farkli mekanizmalarin devreye girmesiyle elde edilen sonuglarin mitofaji ile

iliskilendirilmesinde zorluklar ¢ikarmaktadir (off-target effects).

Bu tez caligmasinda, zar depolarizasyonu yaptig1 bilinen bakteriyel HOK/SOK sisteminde
gorev alan HOK geni kullanilacaktir. HOK proteini hidrofobik bir proteindir ve hiicre zar
yiizeyine yerleserek multimerize oldugu bilinmektedir. Bu multimerizasyon sonucu zar
iizerinde porlar olusturabilecegi tahmin edilen HOK’un, zar potansiyelini diistirerek ve zar
depolarizasyonunu saglayarak bakteri hiicrelerini 6ldiirdigi ileri stirtilmiistiir (Thisted T.,1995;
de la Cueva-Méndez G., 2007; Unterholzner SJ., 2013).

Bu calismada, olusturulacak modelin Hek293T TetR™ hiicreleri ile tetrasiklin kontrollii bir
sistem olusturulmas: hedeflenmektedir. Gergeklestirilecek ko-transfeksiyonda HOK
proteininin mitokondriye lokalize oldugunu goéstermek igin HOK proteini GFP ile
etiketlenmistir. Mitokondriye ydnlendirilen RFP proteini ise HOK’un meydana getirecegi
morfolojik degisimleri gézlemlemek i¢in sisteme dahil edilmistir. Bu amagla Hek293T TetR+
hiicrelerine hem RFP-Mito geni hem de MTS-HOK-GFP geni transfekte edilecektir. Bu model
ile HOK ve RFP geni Tetrasiklin kontroliinde istenildiginde baslatilip ve gerekli goriildiigiinde
durdurulmustur. Boylelikle mitofaji baslangicindan itibaren siirecin her asamasi daha detayl

olarak incelendi ve iliskili molekiiler mekanizmalar ortaya konuldu.
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3. YONTEM

3.1. Eksprese Edilecek Protein Gen Dizilerinin Tasarimi

Tez kapsaminda laboratuvarimizda TUBITAK 1001 kapsaminda yiiriitiilen ‘Bakteriyal
Kokenli Hok Proteini Kullanarak Yeni Bir Hiicresel Mitofaji Modelinin Gelistirilmesi’
baslikli projeden elde edilen ve daha dncesinden tasarlanan pCDNA4/TO MTS-HOK-GFP
ve pTAG-RFP-Mito plazmitleri kullanilmistir. HOK proteinini kodlayan plazmit tasarimi
yapilirken HOK mitokondriye yonlendirilmistir. HOK proteinine etiketlenen GFP floresan
proteini HOK proteininin mitokondriye lokalize oldugunu gorebilmek i¢in kullanilmigtir
(Sekil).

pTAG-RFP-Mito (Evrogen Inc., Rusya) ise HOK proteinin mitokondride meydana getirdigi
depolarizasyonu takip edebilmek i¢in mitokondriye yonlendirilmis kirmizi floresan proteini
kodlayan plazmit konstraktidir. Tez kapsaminda bu vektor tizerinden RFP-Mito gen dizisi
PCR ile gogaltilarak, detaylar1 asagida verildigi sekilde pPCDNA4/TO vektoriine alt klonlama
yoluyla aktarilmistir. Béylece, hem HOK-GFP (Sekil 3.1) konstraktt hem de RFP-Mito
konstrakt1 tetrasiklin altinda indiiklenebilir bir hale sokulmustur (Sekil 3.2).

bla promoter Bglll (13)

Apall (5764)
Amp(R)

Apall(33)
CMYV promoter (with TetOs)
_Neol (611)
— CM V forward primer
TATA box
TetR binding site
)

T HindllI(979)

“Hin dIII (985)

MCS

HOK-GFP clone

6019 bp

pUC origin j
Apall (452 1)
7_7_Eco RI(1955)

SV40 pA ~ EcoRI(1961)

I ———

4
Apall(3537) )
Zeo(R) _7“--7-"7-"“"“- : ‘\(/

Pstl (197 0)

. NotI (1 988)
Smal (3282) — \\\ XhoT (1994)
Aval (3 280)_7{{-_ ) \Aual (1994)
Xmal (3 280)) g ) Xbal (2 000)
Aval (3270) BGH rev erse prim
Neol (3190) | | BGH pA
EM 7 promoter “ | f1 origin
Smal (3 osej:":w" ‘I‘. SV40 early promoter

| |
Aval (3 084)‘ Ncol (297 0)
|

Xmal (3 084j

Sekil 3. 1. HOK-GFP rekombinant plazmitin sanal klonlamasi.
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bla promoter BglII (13)

Apa L1(5623) Apa L1(33)

A
-

Amp(R) CMV promoter (with TetOs)
CMV forward primer
TATA box

TetR binding sites
~ BglII(837)

— Forward Primer
A \/ Hin dITI (979)
\ ‘\-\"Hindm (985)

Bam HI (1081)

pcDNA4/TO MTS—R&1

5878 bp

Zeo(R) 7

EM7 promoter BGH pA

pUC origin

Apa L1(4380) ~ “Apa LI (1186)

MCS

Rev erse Primer
“Eco RI(1814)

\\Eco RI(1820)

Pst 1(1829)

SV40 pA

Apa LI(3396)

Not 1(1847)
Xho1(1853)

BGH rev erse primer

f1lorigin

SV40 early promoter

Sekil 3. 2. pPCDNA4/TO MTS-RFP rekombinant plazmitin sanal klonlamasi.

3.2. RFP-Mito geninin PCR ile Cogaltilmasi ve pCDNA4/TO Plazmitine Alt
Klonlanmasi

Laboratuvar envanterimizde bulunan pTag-RFP-Mito (Evrogen, Rusya) plazmitinden 835 baz
ciftine sahip RFP gen dizisi forward primeri-Hindlll ve reverse primeri-EcoR1 kullanilarak
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknigi ile ¢ogaltilmistir. Elde edilen Hindlll ve EcoRl
kesim bolgelerine sahip RFP gen dizisi, pPCDNA4/TO plazmiti igerisine klonlanmustir.

Bu amagla pTag-RFP-Mito (820 ng/ul) plazmiti igerisinden RFP geninin ¢ogaltilmasi igin
Tablo 1°de belirtilen kosullarda ve dongiide (Tablo 2) PCR reaksiyonu kurulmustur. Mutasyon

riskinin azaltilmasi i¢in ‘Long PCR’ yontemi kullanilarak reaksiyon kurulmustur.
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Tablo 1. Long PCR igin reaksiyon iiriinleri ve miktarlari.

MADDE MIKTAR (ul)
dH.0 86

10x Tag-buffer 15

dNTP mix (2 mM) 15

MgCI2 (25 Mm) 15

Kalip DNA (10 ng) 1,2

Forward primer (5,53nmol) 6,25

Reverse primer (4,67 nmol) 6,25

Long PCR Enzim karigimi 2,25

Toplam hacim 150 (6 reaksiyon igin)

Tablo 2. PCR evrelerinin sicaklik ve siireleri (Tm:62,2)

BASAMAK  SICAKLIK | ZAMAN DONGU
(°C) (dakika) = SAYISI

94 5 1
1. Denatiirasyon 94
2. Birlesme 57 30s
30s
3.Uzama 72 1 35
72
4.Son Uzama 4 20 1
0 1

Yukaridaki tablolarda yer alan sartlara gére hazirlanan reaksiyon iirlinleri %1 konsantrasyon
yogunluguna sahip EtBr i¢eren Agaroz jele 5 ul PCR {iriinii ve 3 ul 6x yiikleme tamponu (Tablo
3) ile birlikte kuyucuklara yiiklendi. PCR iirlinlerinin dogrulugunu anlayabilmek i¢in ise 1 kb
DNA marker kullanildi.
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Tablo 3. 6x Yiiriitme boyasi igerigi.

6X Yiiriitme Boyasi

30% (v/v) glycerol

0.25% (w/v) bromophenol blue

0.25% (wi/v) xylene cyanol FF

Agaroz jel eletroforez siztemi ile 100 V giicte 30 dakika yiiriitiilen PCR f{iriinleri
dogrulandiktan sonra {irlinleri tekrardan %1 konsantrasyona sahip etidium bromiirsiiz agaroz

jelde yiiriitiip, jelden geri kazanim protokolii uygulandi.

3.2.1. PCRiiriiniiniin Jelden Geri Kazamim

%1°lik ETbr’siiz agaroz jele ornekler yiiklendi ve referans noktasindan steril bistiiri ile
kesildi. Kesilen jel pargalar1 daha kiigiik pargalara boliinerek iki axygen tiipe220 mg ve 230
mg olarak tartildi.

Roche High Pure PCR Pruduct Purification kiti ile jelden geri kazanim protokolii asagidaki
gibi uygulandi.

DNA 50ul -50 pl seklinde iki mikro santrifiij tiipline boliindii ve totalde 100 pl distile su ile
toplandi.

Niikleik asit konsantrasyon ol¢timii 40,7 ng/ml geri kazanim oldugunu gosterdi.

3.2.2. pPCDNA4/TO Plazmitine Klonlama
PCR teknigi ile ¢ogaltilan RFP gen dizisi (835bp) pcDNA4/TO (5078bp) vektorii icerisine

Hindlll ve EcoRl restriksiyon kesim bdlgeleri kullanilarak klonlanmustir.

3.2.2.1. Birinci Enzim Kesimin Kurulmasi
HindIII restriksiyon enzimi ile hem PCR f{iriinii olan RFP-Mito hem de pCDNA4/TO plazmiti
ayri tiiplerde tek enzim kesimine tabi tutulmustur (Tablo 4).
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Tablo 4. Hindlll restriksiyon enzimi ile RFP-Mito ve pCDNA4/TO plazmit kesimi igin
kullanilan iiriin ve miktarlari.

PCR Uriinii pCDNA4/TO
Kahp DNA (1000 pg) 25 ul 0,74 pl
Enzim (10 U/uL) 1,5 ul 1 ul
Buffer (10X) 3ul 2 ul
dH20 0,5 ul 16,26 ul
Total 30 ul 20 ul

Kesimler 37 °C’de gece boyu yapildi.

3.2.2.2. Kesimlerin Sodyum Asetat ile Coktiiriilmesi
Inkiibasyon bitiminde kesim iiriinlerinin elde edilmesi ve EcoR1 ile ikinci kesiminin
kurulabilmesi i¢cin Sodyum asetat ¢oktiirmesi yapilmistir. Sodyum asetat ¢oktiirme protokolii

asagidaki gibidir.

1) Kesim iiriinleri tizerine 3M sodyum asetat eklendi ve daha sonra distile su ile hacim
tamamlandi.

2) Ardindan mikrosantrifiij tiip 1,5 ml ¢izgisine kadar %100 saf etil alkol eklendi. -
20°C dolapta 4 saat bekletildi.

3) Bekleme sonras1 16000xg’de +4°C’de 40 dakika santrifiij yapildi. Siipernatant kismi
uzaklastirildi ve pellet iizerine %80°lik soguk etil alkol eklendi. Tekrar santrifiij
yapild1 ve silipernatant uzaklastirilarak kalan tiipiin dibinde kalan DNA 5 dk oda
sicakliginda kurutulduktan sonra lizerine Tablo 5’de detaylar1 verilen ikinci kesim

reaksiyonu kuruldu.
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Tablo 5. ikinci kesim reaksiyon igerikleri.

PCR Uriinii pCDNA4/TO
Enzim (10 U/uL) 0,5 ul 0,5 pl
Buffer (10X) 2 ul 2 ul
Kalip DNA (¢oktiirme Cokelti Cokelti
sonunda kalan DNA)
dH20 17,5 ul 17,5 ul
Total 20 pl 20 pl

Kesimler 37 °C “de gece boyu inkiibasyona birakildi.

3.2.2.3. Jelden Geri Kazanim

Gece boyu inkiibasyona birakilan ikinci kesim tiriinleri %1 yogunluga sahip etidyum
bromiirlii agaroz jelde yiiriitiiliip dogrulandiktan sonra tekrardan etidyum bromiirsiiz jelde
yiiriitiilerek gen ve plazmitin ligasyonu i¢in “Roche High Pure PCR Product Purification(cat
n0:11732676001) ile jelden geri kazanim protokolii uygulanarak izolasyon saglandi.

Izole edilen DNA’larin NanoDrop spektrofotometre ile konsantrasyonu 6l¢iilmiistiir. Olgiim

sonuclar1 asagidaki gibidir.

o Gen: 4,25 ng/ul
e Plazmit: 2,4 ng/ul

Elde edilen iiriinler sodyum asetat ¢oktiirmesine tabi tutulup gen ve vektdr ayni tiip icerisinde

birlestirilerek ligasyon kurulmustur.

3.2.2.4. Ligasyon
Gen ve plazmit arasindaki ligasyonunu gerceklestirebilmek i¢in asagidaki Tablo 6’daki

reaksiyon komponentleri karistirilmigtir.
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Tablo 6. Ligasyon reaksiyon komponent ve miktarlari.

Uriin Miktar (ul)
10x T4 DNA Ligaz (1000 U) 1

10x T4 DNA Ligaz Buffer (10X) 1
RFP-Mito + pPCDNA4/TO Pellet

ATP 0,25

DTT Pipet ucu
dH20 8

Total 10

Ligasyon reaskiyonunun gerceklesebilmesi i¢in reaksiyonun kuruldugu tiip 16°C’de gece

boyu inkiibasyona birakilmistir.

3.3. Transformasyon
PcDNA4/TO-RFP-Mito ligasyon iriiniinden 2 ul alinarak elektroporasyon yoéntemi
kullanilarak elektrokompotent E. coli XL1Blue hiicrelerine aktarimi yapilmustir.

Elektroporasyon adimlari asagidaki sira ile ger¢eklestirilmistir.

1. 50 ul’lik %20 gliserol igerigi bulunan elektrokompetan E.coli XL1Blue susu ile 2 pL
ligasyon karisimi karistirilarak Elektroporator cihazinda (Eppendorf, Electroporator 2510,
USA) 1780 volt akima maruz birakildi.

2. Aktarim yapilan elektrokompetan hiicreler tizerine 300 pl kadar SOB (super optimal broth)
eklendikten sonra 37 °C’de c¢alkalamali etiivde 1 saat inkiibe edildi.

3. Elde edilen transforme hiicrelerin se¢imlerinin yapilabilmesi i¢in 1:1000 oraninda ampisilin

iceren LB Agar kat1 besiyeri ortamina baget ile yayma ekimleri gerceklestirildi.
4.37°C etiivde koloni olusumu i¢in gece boyu birakildi.

3.3.1. Hiicrelerin Cogaltimi ve Ligasyon iiriiniiniin dogrulanmasi

Ampisilin (Sigma EC200-709-7) antibiyotigine karsi direng gosterebilen suslarin segilimi
sonrasinda, agar kati besi ortaminda tireme gosteren 3 koloni segildi ve 37 °C’deki ¢alkalamali
etlivde 2ml’lik ampisilinli LB (Sigma Lot: BCBN9308V) s1v1 besiyerinde gece boyu liremeye
birakildi. Ertesi giin, santrifiigasyon ile elde edilen hiicre peletlerinden QlAprep Spin Miniprep
Plasmid Kit (Lot:151036440) yardimiyla asagidaki yontem uygulanarak plazmit izolasyonu
yapildi.
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2)

3)

Besiyerini uzaklastirmak ve hiicre pelletini elde etmek i¢in 3550 rpm 20 dakika oda
sicakliginda santrifuj yapildi.

Pellet 250u1 Resuspansion tamponu ile ¢oziilerek axygen tiipe alinmistir. Cozelti tizerine
hiicrelerin patlamasin1 saglamak amact ile 250ul Lysis Buffer P2 eklenmis,
mikrosantrifiij tipii 10 kez ters-diiz edilerek enzim aktivitesi icin 5 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresinden sonra enzim aktivitesi durdurmak igin 350ul Neutralization
Buffer N3 eklenmis, mikrosantrifiij tiipii 8-10 defa ters-diiz edilerek 15000xg 10 dakika
oda sicakliginda santrifuj yapilmistir.

Siipernatant QIAprep 2.0 Spin Colums kolon {izerine alinmigtir. Kolon, DNA’y1 tutmasi
ve diger kompotentleri atik olarak uzaklastirmasi sistemine dayali g¢alismaktadir.
Ardindan 10000xg oda sicakliginda 1 dakika santrifiij yapilarak kolonun altinda kalan
tampon atiklar1 uzaklagtirilmistir.

Kolon tizerine 500ul Binding Buffer PB eklenmis ve santrifiij yapilmustir.

Kolon iizerine 750ul Wash Buffer PE eklenmis ve santrifiij yapilarak kolonun altinda
kalan buffer atiklar1 uzaklastirilmistir.

Kolon 1,5ml’lik steril yeni mikrosantrifiij tiipe alinmistir. Eliisyon asamasi i¢in kolon
tixerine 50ul dH2O eklenerek santrifiij yapilmistir ve kolona tutunan DNA kolondan
indirilmistir. Nanodrop Spektrofotometres cihazinda elde edilen klonun konsantrasyon

olgtimleri yapilmistir (Tablo 7).

Tablo 7. Segilen 3 ligasyon kolonisinin NanoDrop spektrometre cihazinda dlgiilen
konstrasyonlar1 ve saflik degerlerini belirten 260/280 degerleri.

Koloni Ismi Ol¢iim sonucu
K1l 76,1 ng/ul

K2 50,08 ng/ul
K3 88,8 ng/ul

Ligasyon iirlinlerinin dogrulanmas1 amaciyla ilgili gen dizisinin ve plazmitin uzunluklarinin

tespiti i¢in 500ng kalip kullanilarak Hindl11 ve EcoR1 restriksiyon kesim enzimleri Tablo 8‘de

verilen miktarlar ve kompotentler ile 37°C’de 4 saat kesime tabi tutulmustur.
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Tablo 8. Kullanilan restriksiyon enzimleri ve miktarlar

Kullanilan Enzimler Miktar (ul)
Hindl11 Restriksiyon enzimi 0.5 ul
EcoR1 Restriksiyon enzimi 2 ul
10X R Buffer 2 ul
Ultra saf su Hacmi 20 ul tamamlama

Kesim sonucunda iirlinler %1,5’liik Etidyum Bromiirlii Agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Agaroz
jelin hazirlamak i¢in stok 50X TAE Buffer (Tablo 9), 1X TAE tampon haline getirilmistir. %1
oraninda agaroz jel i¢cin TAE Buffer ile Agaroz (Prona Lot:094502PR) yeterli miktarda
coziilmiis ve igerisine 1pl etidyum bromiir (EtBr) eklenmistir. Jelde olusan bantlagsmalarin
dogrulugunu ve yogunlugunu yorumlayabilmek i¢in GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo
Scientific #SMO311 Lot:00456176) kullanmilmustir. Sekil 3.3’de 1kb gene markerin bant

hizalar1 gosterilmistir.

Tablo 9. 50X TAE Stok Solusyon (pH 8,6)
50X TAE Stok Solusyon

242 g Tris Base (MW=121.1)
57.1 mL Glacial Acetic Acid

18.61 g Disodyum EDTA

dH.0

bp ng/0.5pg %

Sekil 3. 3. GeneRuler 1 kb DNA Ladder bantlari
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Jel analizi sonucunda dogrulanan plazmitleri igeren bakteri klonlar1 50ug oraninda ampisilin
iceren 100ml LB Broth siv1 besiyeri igerisinde biiyiitiilmiis ve QIAGEN EndoFree Plasmid
Maxi Kit (Lot:151036440) kullanilarak asagidaki protokol uygun plazmit izolasyonu
yapilmustir.

1) Besiyerini uzaklastirmak ve hiicre pelletini elde etmek i¢in kiiltiir 50m1’lik steril falkona
toplanmis ve 3550 xg 20 dakika 4°C’de santrifuj yapilmuistir.

2) Pellet 10ml Resuspansion Buffer P1 ile ¢6ziilmiis ve steril 50ml’lik Falkon tiipe
alimmustir.

3) Santrifiij tiipli igerisine 10ml Lysis Buffer P2 eklenmis ve ters diiz yapilarak 5 dakika
oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.

4) Inkiibasyon sonrasinda falkon icerisine 10ml Neutralization Buffer P3 eklenmis ve
ters diiz yapilmustir.

5) Hazirlanan lizat kiti i¢erisinden ¢ikan QIA filter Maxi Cartridges filtreli kolon
igerisine aktarilmistir. Kolonun altinda bulunan tipa kapatilmis ve 10 dakika oda
sicakliginda inkubasyona birakilmustir.

6) Siire bitiminde hiicresel atiklarin kolon tizerinde kalmasi sistemine dayanarak QIA
Filter Plungers ile basing uygulanarak lizat 50ml'lik steril falkon igerisine filtre
edilmistir.

7) Falkona toplanan filtrelenmis lizat {izerine endotoksinlerin uzaklastirilmasi i¢in 2.5ml
ER Buffer eklenmis ve ters diiz edilerek 30 dakika buz {izerine inkube edilmistir.

8) Bekleme sirasinda QIAGEN Tip filtreli kolon 10ml Equilibration Buffer QBT ile
dengelenir.

9) Sartlanan kolona inkubasyonu biten lizat eklenmistir. Yer ¢ekimi kuvveti ile akanlar
atilmis, plazmit DNA'sinin kolona tutunmasi saglanmustir.

10) Hiicre atiklarin uzaklastirilmasi i¢in kolon 2 defa 30 ml QC Buffer ile yikanmustir.

11) Kolona tutunan plazmit DNA's1 15ml Elute Buffer QN ile 50ml'lik steril falkona
toplanmustir.

12) Elute edilen 6rnek iizerine 10ml izopropanol eklenerek 15000 xg 30 dakika 4C'de
santrifly) yapilmistir.

13) Santrifiij sonras1 supernatant uzaklastiriimig ve DNA pellet olarak elde edilmistir.

14) Pellet iizerine 5ml %70 Etil Alkol eklenmis ve 15000 xg 10 dakika 4C'de santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonras1 supernatant uzaklastirilmis ve DNA pellet olarak elde

edilmistir.
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15) Elde edilen pellet uygun hacimde Endotoksin-free TE tampon ile siispanse edilmistir.

Izolasyon sonras1 NanoDrop niikleik asit konstrasyon degeri 1824,8 ng/ul olarak l¢iilmiistiir.

3.4. Hiicre Kiiltiiriinde Yapilan Calismalar
3.4.1. HEK?293T TetR+ Hiicre Hattinin Kiiltiire edilmesi

HEK293T TetR+ hiicre hatti ThermoScientific firmasindan temin edilmis, laboratuvarimiza
ulasan hiicreler asagida detaylar1 verildigi sekilde ¢oziiliip tavsiye edilen dogrultuda kiiltiire

edilmistir.

3.4.2. Hiicrelerin Coziilmesi

Saklama alinan hiicrelerin ¢oziilmesi i¢in sivi azot tankindan ¢ikarilan vial 37°C’deki su
banyosunda %80°1 ¢oziiliinceye kadar tutulmustur. Sonrasinda hizli davranilarak 6nceden steril
santrifiij tiipiinde hazirlanmis %20 Tetrasiklin igcermeyen FBS’li yiiksek glukozlu (%4,5)
DMEM besiyeri ile siispanse edilmistir. Ardindan hiicreler 1500 xg’de oda sicakliginda 5
dakika santrifiij edilmistir. Ust s1v1 atildiktan sonra elde edilen hiicre peleti dnceden hazirlanmis
olan besiyeri (%10 Tetrasiklin indiikklenmis FBS, 100 pg/ml Penisilin/Streptomisin, 2 mM L-
Glutamin, Spg/ml Blastasidin iceren DMEM) ile ¢oziilerek 100cm’lik hiicre kiiltiir kaplarina
aktarilmistir. Kiiltiir kaplari, 37°C’deki nemlendirilmis %5 CO: igeren etiivde inkiibasyona

alimmustir.

3.4.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Inkiibasyon siiresince kiiltiir kaplarinda biiyiiyen hiicreler yaklasik %80 yogunluga
ulastiklarinda 3 kat daha genis alana gegilecek sekilde pasajlanmistir. Bu islem i¢in hiicreler 3
kez PBS ile yikanmistir. Yiizeye tutunan hiicrelerin kaldirilmasi i¢in yaklasgitk 1 ml
Tripsin/EDTA (%0,05) soliisyonu petri yiizeyine eklenmis ve 37°C’de 4 dakika siire ile
inkiibasyona alinmigtir. Stire sonunda hiicreler 10ml PBS soliisyonu ile toplanarak steril
santrifiij tiipiine alinmis ve 1500xg’de oda sicakliginda 5 dakika santrifiij edilmistir. Ust s1v1
atilarak elde edilen hiicre peleti taze hazirlanan besiyeri ile siispanse edilip uygun yeni petri
kiiltlir kaplarina aktarilmigtir. Hiicreler 37°C’deki nemlendirilmis %5 CO2’li etiivde

inkiibasyona alinmistir.

3.4.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Devam calismalarda da kullanilabilmesi i¢in pasajlamalar sirasinda fazla olan hiicreler stok
olusturulmak iizere yaklasik %70-80 yogunluga ulastiklarinda dondurulmustur. ilk olarak
%20 Tetrasiklin indirgenmis FBS, %70 hiicrelerin igerisinde biiytidiikleri filtre edilmis

besiyeri, %10 DMSO igeren dondurma besiyeri hazirlanmis ve ardindan dondurma islemi
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baslatilmistir. Bu islem i¢in hiicreler 3 kez PBS ile yikanmistir. Yiizeye tutunan hiicrelerin
kaldirilmasi i¢in yaklagik 1ml Tripsin/EDTA (%0,05) soliisyon homojenize olacak sekilde
petri yiizeyine eklenmis ve 37°C’de 4 dakika siire ile inkiibasyona alinmistir. Siire sonunda
hiicreler 10 ml PBS soliisyonu ile toplanarak steril falkon tiipe alinmis ve 1500rpm oda
sicakliginda 5 dakika santrifiij edilmistir. Ust s1v1 atilarak elde edilen hiicre pelleti hazirlanan
dondurma besiyeri ile slispanse edilmis ve kriyotiiplere alinmistir. Etiketlenen kriyotiipler
uygun donma ortaminin saglanabilmesi i¢in Mr. Frosty dondurma kabina (Thermoscientific,
ABD) konarak bir gece boyunca -80 °C’de donmaya birakilmis ve ertesi giin gerektiginde

kullanilmak tizere siv1 azot tankina aktarilmistir.

3.4.5. Hiicre Sayimi

Tripan mavisi hiicre sayimi metodu, canli hiicrelerin yiiksek molekiil agirligina sahip olan
tripan mavisi’ni (872,88 g/mol) (Sigma, Almanya) hiicre i¢ine almamalar1 esasina dayanilarak
yapilmaktadir. Bu kapsamda boyay1 icerisine almis olan hiicreler 6lii olarak sayilirken, boyay1
dislamis olan hiicreler canli olarak sayilmaktadir. Yapilan sayimlar sirasinda Thoma Sayim
Lamu1 kullanilmistir. Sayim sahasi icerisinde tercihen 30 kadar canli hiicre kalabilecek sekilde
uygun diliisyonlarin yapilmasi ve sayimlarin bu sekilde gergeklestirilmesine 6zen

gosterilmistir. Sayim protokolii asagidaki gibi gerceklestirilmistir.
1) Hiicrelerin lizerindeki besi yeri steril bir falkon icerisinde toplandi.

2) Yiizeye tutunmus haldeki hiicreler, 2-5 ml kadar PBS (fosfat ile tamponlanmis tuz
cozeltisi) ile yikandi.

3) 3. Yikama amaci ile kullanilan PBS falkon tiip igerisine alind1.

4) Tutunma yiizeyini kaplayacak kadar Tripsin-EDTA (Gibco, ABD) eklendi ve kiiltiir
kab1 5 dakika kadar inkiibasyona birakildi.

5) Inkiibasyon sonunda tutunma yiizeyine iyice vurularak hiicrelerin kalkmasi sagland.

6) Hiicrelerin toplanmasi amaci ile kalkan hiicreler iizerine 2-5 ml kadar PBS eklendi.

Pipetle iyice vurularak hiicreler toplandi ve yine ayn1 falkon tiip igerisine alindi.
7) 1500 xg’de oda sicakliginda 10 dakika santrifiij edildi.

8) Ust siv1 atildiktan sonra hiicreler 250 pl taze besi yerinde iyice siispanse edildi.
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9) Bu homojenattan sayim amaci ile 50 pl 6rnek alindi.
10) Alinan 6rnek, uygun diliisyon oraninda tripan mavisi ile karistirildiktan sayim yapildi.

11) Sayim sirasinda, boyay1 diglamis (canli) olan hiicreler ile boyay1 almis (6lii) olan hiicre

sayilar1 not edildi.

12) Sayim sonucunda elde edilen hiicre konsantrasyonunun hesaplanmasi amaci ile

asagidaki formiil kullanildi:
13) Mikroskop ile goriintiilenerek canli hiicrelerin sayimi gergeklestirilmistir.

Hiicre sayis1 hesaplanmustir:

Thoma Lami
1 ml'deki

Hiicre Savis1

= igerisindeki sayilan g Dilisyon

Hiicre Sayis1 ot

X 10000

3.5. Hek293T TetR+ Hiicre Hattina pcDNA4/TO-RFP-Mito ve pcDNA4/TO MTS-HOK-
GFP Plazmitlerinin Co-Transfeksiyonu

Hek293T TetR+ hiicreleri ¢oziiliip birkag pasaj gecirildikten sonra hiicre yogunlugu (%70) ve
morfolojisinin uygun oldugu goriilmiistiir. RFP-Mito ve HOK-GFP proteinlerinin tetrasiklin
altinda kontrollii ekspresyonunu saglayabilmek i¢in hiicreye Neon Tranfeksiyon Sistemi ve
protokoliil ile rekombinant plazmitin aktarimi gerceklestirilmistir. Transfeksiyonun sematik

gosterimi Sekil 3.4°de verilmistir.

TetR+
”.
/

PCNA4/TO-MTS-HOK-GFP

O

PCNA4/TO-RFP-Mito

HEK293T TetR+_pCDNA4/TO-MTS-HOK-GFP RFP-Mito
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Sekil 3. 4. Hek293T TetR+ hiicre hattina HEK293T TetR+ pCDNA4/TO-MTS-HOK-GFP

RFP-Mito plazmitinin transfeksiyon igleminin sematik gosterimi

Neon transfeksiyon islem i¢in asagidaki protokol takip edilmistir.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Uygun yogunlukta ve morfolojide olan hiicreler besiyeri uzaklastirildiktan sonra 3 kez
PBS tamponu ile yikanmustir.

Yiizeye tutunan hiicrelerin kaldirilmasi igin yaklasik 1 ml Tripsin/EDTA (%0,05)
sollisyon homojenize olacak sekilde petri ylizeyine eklenmis ve 37°C’de 4 dakika siire
ile inkiibasyona alinmuistir.

Inkiibasyon sonras1 Tripsin EDTA aktivitesi Tetrasiklin ile indirgenmis FBS ile
durdurularak hiicreler sayim1 yapilmistir. Sonucunda 1.3x107 hiicre/ml olacak sekilde
hiicre ayr1 bir steril 15 ml’lik falkon tiipe alinmis ve 1500 xg oda sicakliginda 5 dakika
santrifiij edilmistir. Ust siv1 atilarak elde edilen hiicre pelleti 2 kez PBS ile yikannustir.
Yikamalarin ardindan tekrar santrifiijj sonrasi elde edilen hiicre pelleti 100 pl
Resuspansiyon Buffer R tamponu ile ¢6ziilmiistiir. Bu sirada pipet istasyonundaki Neon
tiip igerisine 3ml Electrolytic Buffer E2 konulmustur.

Steril axygen tiipte slispanse edilen hiicreler iizerine hazirlanan uygun miktardaki (30-
50ng) rekombinant plazmit DNA’s1 eklenmis ve yavasca pipetaj yapilarak homojenize
edilmistir.

Neon tip pipete takilarak plazmit-hiicre karisimi g¢ekilmis ve pipet istasyonuna
oturtularak Hek293T hiicreleri i¢in uygun olan programda transfeksiyon
gerceklestirilmistir.

Transfekte edilen hiicreler 6nceden hazirlanmis antibiyotiksiz besiyeri (%210 Tetrasiklin
indiiklenmis FBS, 2 mM L-Glutamin iceren DMEM) ortamina alinmig ve ekim
yapilarak 37°C’deki nemlendirilmis %5 COz2’li etiivde inkiibasyona birakilmistir.
Ertesi giin se¢ilimin  saglanabilmesi i¢in  besiyeri ortammna 100 pg/ml
Penisilin/Streptomisin, Blastasidin (5pug/ml) ve Zeosin (50ug/ul) eklenmistir.

Transfekte edilen hiicrelerin segiliminin saglanmasi i¢in Blastasidin (Spug/ml) ve Zeosin

(50ug/pl) hiicre besiyeri ortamina eklenmistir. Hiicreler 37°C’deki nemlendirilmis %5 CO2’li

etiivde inkiibasyona birakilmistir.

3.6. Tek koloni se¢cimi

Hiicrelerin segilimleri esnasinda PBS ile yikamalar ve besiyeri degisimleri yapilarak olii

hiicreler kiiltiir ortaminda uzaklastirilmistir. Petri kabinda kolonilerinin birbirleri ile tek koloni
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secilimi yapilmayacak kadar baglantida oldugu mikroskop ile goriintiilenmistir. Bu nedenle tek

stabil koloniler elde etmek amaciyla Seri Diliisyon Protokolii asagidaki asamalar takip edilerek

gerceklestirilmistir. Ayrica Sekil 3.6’da sematik gosterimi verilmistir.

Tek koloni diisiirmek igin seri diliisyon protokolii i¢in asagidaki asamalar takip edilmistir.

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Kiiltiir ortamindan besiyeri uzaklastirildiktan sonra hiicreler 3 kez PBS ile yikanmustir.
Yiizeye tutunan hiicrelerin kaldirilmasi igin yaklasik 1 ml Tripsin/EDTA (%0,05)
sollisyon homojenize olacak sekilde petri ylizeyine eklenmis ve 37°C’de 4 dakika siire
ile inkiibasyona alinmistir. Siire sonunda hiicreler 10 ml PBS soliisyonu ile toplanarak
steril falkon tiipe alinmis ve 1500 xg oda sicakliginda 5 dakika santrifiij edilmistir.

Ust s1v1 atilarak elde edilen hiicre pelleti 2 ml PBS ile siispanse edilmistir. Ardindan
tripan blue boyasi ile hiicre sayimi yapilmuistir.

Ana stok icin gerekli olan 100000 hiicre/ml steril falkon tiipe alinarak 10 ml’ye taze
besiyeri eklenerck tamamlanmustir.

Ana stoktan 5 ml alinip iizerine 5 ml taze besiyeri eklenerek 50000 hiicre/ml elde
edilmisgtir.

Ardindan 50000 hiicre/ml igeren falkon tiipten 1 ml alinip 9 ml taze besiyeri eklenerek
5000 hiicre/ml elde edilmistir.

Elde edilen 5000 hiicre/ml igeren falkon tiipten 100 pl almip 9900 pl taze besiyeri
eklenerek 50 hiicre/ml elde edilmistir. Bu oran ise 96-kuyucuklu petride 5 hiicre/kuyu
olacak sekilde hesaplanmis ve bir sonraki diliisyon i¢in gerekli miktar ayrilarak kalan
hiicreler 96-kuyucuklu petriye ekimi yapilmistir. 37°C’deki %5 CO2’li etiivde
inkiibasyona birakilmigtir.

Son olarak 50 hiicre/ml igeren falkon tiipten 1 ml alinip 9ml taze besiyeri eklenerek 5
hiicre/ml elde edilmistir. Bu oran ise 96-kuyucuklu petride 0.5 hiicre/kuyu olacak
sekilde hesaplanmis ve 96-kuyucuklu petriye ekimi yapilmistir. 37°C’deki %5 CO2’li
etlivde inkiibasyona birakilmigtir (Sekil 3.5).

5000 hiicre/ml olan falkon tiipten 5 ml alinarak 100 mm boyutundaki petri kabina
eklenmistir. Oradan tekrardan 1 ml alinip hacim 5 ml’ye tamamlanarak bu islem 3 defa
daha tekrarlanarak seyreltme islemi tamamlanip tekli koloni diisiirme amaglanmstir.

Petri kaplar1 37°C’deki %5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakilmistir.
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Sekil 3. 5. Seri diliisyonlart yapilan hiicrelerin ilgili petrilere ekimlerinin yapilmasi

3.7. Koloni Toplama
Yapilan seri dillisyon sonrast istenilen biiyiikliikkte olan 100 mm’lik petri kabindaki koloniler
monoklonal koloni olusturmasi igin cam silindir ile segilerek 96 kuyucuklu petrilere ekim

yapilmigtir. Cam silindir ile tekli koloni se¢imi asagidaki gibi yapilmistir.

1. 100 mm’lik petride tek tek biiyiiyen koloniler segilmis ve isaretlenmistir.

2. Mineral yagi ile yapiskanlik kazanan cam silindirin ortasindaki bosluk isaretlenen
kolonilerin tam iizerine gelecek sekilde petrinin zeminine oturtulmustur.

3. Koloniler tripsinize edildikten sonra santrifiij yapilmadan 96 kuyucuklu petriye
ekilmistir (Sekil 3.7).

4. Petri kab1 37°C’deki %5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakilmistir.
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Sekil 3. 6. Tek koloni diigiirmek i¢in seri diliisyon protokolii sematik gosterimi
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Sekil 3. 7. Cam silindir ile koloni segimi.

38



Inkiibasyon sonrasi yeterli biiyiikliige ulasan koloniler isaretlenmistir. Isaretlenen koloniler

once 24 kuyucuklu petriye daha sonra 60 mm’lik petrilere pasajlanmistir (Sekil 3.8).

.....
...........
-

96 kuyucuklu petri kabi 24 kuyucuklu petri kabi 60 mnlik petri kab

Sekil 3. 8. Hiicrelerin petri kaplarina pasajlanmasi

3.8. Secilen Tek Kolonilerin Tetrasiklin ile Indiiklenerek Immiin Floresan (IF)
Mikroskopi ile Dogrulanmasi

Yeterli biiyiikliige erisen 10 hiicre kolonisi belirlendi ve Tetrasiklin (0.1mg/ml) ile 48 saat
indiiklenerek HOK ekspresyonu yapip yapmadiklari test edildi.

HOK ekspresyonuna bagli olarak meydan gelen degisiklikler IF Mikroskopi (Olympus
CKX41) ile incelendi. Tarama sonucunda iki koloni belirlendi. Bu koloniler;

e HEK293T TetR+_pCDNA4/TO-MTS-HOK-GFP-RFP-Mito (Hem RFP hem de
HOK-GFP ifade eden koloni)

e HEK293T TetR+ pCDNA4/TO-MTS-HOK-GFP olarak isimlendirildi (Sadece HOK-
GFP ifade eden koloni).

Dogrulanan koloniler 100 mm boyutundaki kiiltiir kaplarina pasajlandi. Zamana bagh
olarak mitokondriyal bozunumu gérmek i¢in belirli zaman araliklarinda (2 saat, 4 saat, 6
saat, 8 saat ve 10 saat) her bir zamani temsil eden cam coverslip adi verilen yuvarlak steril

cam lameller petri kabinin iglerine beser adet konuldu.
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Hiicreler cogalma sirasinda bu coverslipler iizerinde yeterli biiyiikliige ulastiginda her bir
Tetrasiklin (0.1mg/ml) eklenerek kontrollii ekspresyon baslatilmis oldu. Belirlenen zaman
dilimlerinde kiiltiir ortamindan steril sartlar altinda birer coverslip alinarak. Floresan boyama
protokolii kullanilarak Sekil 3.9°da gosterildigi ve asagida tarif edildigi gibi boyamalar
gergeklestirildi.

%4"0k i i 0
Fow —{Pss,sma {PBS,Sd%{PBS,S%—» | —

DAPI igeren
Su, 30 sn, [P «— | PBS, 5 dk | «— [T [PBS, 5 dk}- [PBS, 5 dk]
3 defa

kapatma

Sekil 3. 9. immiinfloresan boyama protokoliine ait akis semas.

1. Ilk olarak coverslipler iizerinde ¢ogalan hiicreler 20 dakika boyunca %3 ’liik

formaldehit ile fikse edildi.

2. Fiksasyonu takiben ii¢ kez PBS ile yikanan hiicreler, olusan radikal oksijen tiirlerinin
baskilanmasi i¢in 50 mM amonyum kloriir ¢ozeltisinde 5 dakika bekletildi, ardindan
PBS ile yikandi.

3. Cekirdek boyamasi amaci ile hiicreler 10 dakika boyunca DAPI (4°,6-diamidino-2-

fenilindol) ile boyandi.
4. Son olarak, dnce PBS ardindan saf su ile yikanan hiicreler Mowiol araclig ile

mikroskop lamina yapistirildi.

o

Uygun filtereler kullanilarak Olympus CKX41 mikroskobu ile ¢ekilen resimler
sayesinde mitokondiyal bozunumun gerceklesme adimlar1 zamana bagl olarak

goriintlilendi.
Goriintiilerde mitokondriyal bozunum hangi zaman diliminde baslayip bittigi tespit edildi.
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BULGULAR

4.1. pTag-RFP-Mito Plazmitinin PCR ile Cogaltilmasi
Laboratuvar envanterimizde bulunan pTag-RFP-Mito plazmitinden 835 baz giftine sahip RFP
gen dizisi forward primeri-Hindlll ve reverse primeri-EcoR1 kesim bolgeleri icerecek sekilde
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknigi ile ¢ogaltilmistir. HindIII ve EcoR1 restriksiyon
enzimleri kullanilarak hedeflenilen gen bolgesi %1 agaroz jelde yiiriitiilmiis ve yapilan analizler

sonucunda istenilen bolgede dogru boyutlarda PCR {iriinii oldugu dogrulanmistir (Sekil 4.1).
bp ng/0.5pg %

70 14

70 14

Sekil 4. 1. pTag-RFP-Mito plazmitinden RFP gen dizisi PCR ile ¢ogaltilip Etidyum Bromiir
igeren agaroz jellerde dogrulamasi1 (M-marker, 1-Negatif Kontrol, 2-Pozitif Kontrol, 3-PCR
tirtinii, 4-PCR tiriinii,5- PCR f{iriinii,6- PCR iiriinii).

4.2. Transformasyon Sonrasi Koloni Se¢cimi
pCDNA+/TO-RFP-Mito ligasyonundan sonra elde edilen iirtinden uygun hacimde alinarak
elektroporasyon ile E.coli XL1Blue elektrokompotent hiicrelerine aktarimi yapilmistir. LB
Agar kati1 besiyeri ortamina ekilen hiicrelerin se¢iliminin yapilabilmesi igin besi yerine
S50pg/mL ampisilin eklendi. Gece boyu 37°C etiivde koloni olusumu i¢in hiicreler birakildi

(Sekil 4.2).
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Sekil 4. 2. pPCDNA4/TO-RFP-Mito rekombinant plazmidini tasiyan E.coli XL1Blue
hiicrelerine aktarimi1 yapilmis olup biiyliyen kolonilerin sec¢ilmesi (NK: Negatif Kontrol, K1:
Koloni 1, K2: Koloni 2, K3:Koloni 3).

4.3. Hiicrelerin Cogaltim ve Ligasyon iiriiniiniin dogrulanmasi
Sekil 5.2°de gosterilen pCDNA4/TO-RFP-Mito rekombinant plazmidini tasiyan E. coli
XL1Blue kolonilerinden segilerek plazmit izolasyonu yapilmustir. Izole edilen plazmitlerin
istenilen gen pargasini tastyip tasimadigini anlayabilmek amaciyla plazmitler Hindlll ve EcoRI
enzimleri ile ikili kesilerek kesim trtinleri %1 agaroz jellerde yiiriitiilmiis ve yapilan analizler

sonucu, plazmitlerdeki gen bolgelerinin dogru boyutlarda oldugu belirlenmistir (Sekil 4.3).
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bp ng/0.5pg % M 1 > 3 4

L el mey e i

g i 5078 bp
: pcDNA4/TO

835 bp RFP

Sekil 4. 3. Agaroz jel elektroforezi ile rekombinant plazmitlerden kesilerek ayrigtirilan RFP-
Mito gen bolgesinin gosterilmesi (M-Marker, 1-Kesilmemis pCDNA4/TO plazmiti, 2-Koloni
1, 3- Koloni 2, 4-Koloni 3).

Klonlama isleminin sonrasinda deneylerde kullanilmak iizere gerekli olan plazmit stoklari,

maxiprep (Qiagen) kitleri kullanilarak hazirlandi.

4.4. Tek Kolonilerin Tetrasiklin ile indiiklenerek immiin Floresan Mikroskopi ile
Dogrulanmasi, Analiz Edilmesi

Alt-klonlamalar sonucunda elde edilen pCDNA4/TO-RFP-Mito ve pPCDNA4/TO-MTS-HOK-
GFP plazmid vektorleri metot kisminda anlatildigi sekilde HEK-293T-TetR+ hiicrelerine
transfekte edilmis ve RFP-Mito ve MTS-HOK-GFP proteinlerini birlikte ifade eden veya
sadece MTS-HOK-GFP proteinini ifade eden monoklonal hiicreler elde edilmistir.

Olusturulan monoklonal hiicre hatlarinda protein sentezini indiikleyebilmek i¢in hiicre kiiltiirii
besi ortamina tetrasiklin (0.1mg/ml) ilavesi yapilmistir. Tetrasiklin indiiksiyonu sonrasinda;
MTS-HOK-GFP ve RFP-Mito proteinlerini birlikte eksprese veya sadece MTS-HOK-GFP
proteinini ifade eden Hek293T-TetR+ hiicrelerinin zamana bagli morfolojik degisimleri
immiinfloresan mikroskopi calismalari ile izlenmistir. Elde edilen veriler HOK proteininin
hiicre igerisinde ifade edildiginde mitokondriye yonlendirildigini gostermistir (Sekil 4.4).
Ayrica mitokondri i¢ zarma yerlesen HOK proteininin mitokondride fragmantasyona neden

oldugunu ve mitofajiye neden olabildigini géstermistir.
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RFP-MITO MTS-HOK-GFP SUPERIMPOSED

Sekil 4. 4. Mitokondri defragmantasyonunun ve mitofaji benzeri dagilimin HOK ifadesi
sonrast HEK293T-TetR+ hiicrelerde immiinfloresan mikroskopi yardimi ile gosterilmesi.
DAPI: ¢ekirdek boyamasi, RFP-Mito: Mitokondri i¢ zarinin RFP-floresan proteini ile
isaretlenmesi, MTS-HOK-GFP: GFP isaretli HOK proteininin mitokondri i¢ zarina
yerlesmesi, Siiperposed: RFP-Mito proteini ile MTS-HOK-GFP proteinlerine ait resimlerin
iist iiste gakistirilmast ile elde edilen imaj (ko-lokalizasyon)
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RFP protein ifadesinin HOK-protein ifadesini etkileme ihtimali géz 6niine alinarak, HOK-GFP
proteinini yalniz basina ifade monoklonal HEK-293T-TetR+ hiicre hatt1 da tez kapsaminda
olusturulmustur. Bu hiicre hatt1 ile de zamana baglh HOK dagilimi takip edilmis ve bu
dagiliminda mitofajide goriilen mitokondri dagilimina benzer bir dagilim gosterdigi

goriilmistiir (Sekil 4.5).

DAPI MTS-HOK-GFP SUPERPOSED

2 saat

4 saat

6 saat

8 saat

10 saat

Sekil 4. 5. Mitokondri defragmantasyonunun ve mitofaji benzeri dagilimin HOK ifadesi
sonrast HEK293T-TetR+ hiicrelerde immiinfloresan mikroskopi yardimai ile gosterilmesi.
DAPI: ¢ekirdek boyamasi, MTS-HOK-GFP: GFP isaretli HOK proteininin mitokondri i¢
zarina yerlesmesi, Siiperposed: DAPI ve MTS-HOK-GFP proteinlerine ait resimlerin iist {iste
cakistirilmasi ile elde edilen imaj

46



5. TARTISMA

Biyolojik sistemleri taklit etmede kullanilan belli bagli modeller vardir. Bu modeller arasinda
hiicre kiiltiirii modelleri ve hayvan modelleri en sik kullanilanlardandir. Her model bilimsel
acidan bir takim avantaj ve dezavantajlara sahiptir. Hayvan modelleri in vivo ortamdaki
degisiklikleri yansitmasina ragmen genetik agidan insan ile uyumsuzluk tagimaktadir. Hayvan
modelleri kullanilarak elde edilen verilerin birebir insana uyarlanmasi miimkiin degildir. Hiicre
modellerinde ise insan kokenli hiicreleri kullanmak her ne kadar miimkiin olsa dahi hiicrenin
kiiltire edildigi ortam in vivo ortamdan ¢ok farkli bir ortam oldugundan elde edilen verilerin
yorumlanmasi dikkatle yapilmalidir (Yao ve Asayama, 2017). Hastaliklarin patofizyolojileri
calisilirken dogrudan insan biyolojik materyalinin kullanilmasi en dogru yaklasim olacaktir.
Ancak hem etik zorluklar hem de bazi hastaliklarda insan materyaline ulasimdaki zorluklar
nedeni ile bu yaklasim ile deneysel calismalar yapmak kolay degildir. Ayrica insan
calismalarinda kisiden kisiye goriilen farkliliklarin deney sonuglarini etkilemesi de muhtemel
dezavantajlar arasinda sayilabilir.

Norodejeneratif hastaliklar ¢alisilirken insana ait beyin dokusuna ulasmak olduke¢a zor oldugu
i¢in galigmalarm genellikle hayvan ve hiicre modellerinde yapildigi goriilmektedir. Ozellikle
Parkinson hastaliginin patofizyolojisini anlamada bu modellerden ¢ok ciddi anlamda
yararlanilmigtir. Tiim bu calismalar mitofaji adi verilen ve dogal ortamda gergeklestigine
inanilan bir hiicresel olaym beyinde néron 6liimiine neden olduguna isaret etmektedir. Bilim
adamlar1 mitofaji olaymi taklit etmek i¢in hem hayvan hem de hiicre kiiltiiric modelleri
gelistirmislerdir (Kasap ve ark., 2016). Bu modellerin gelistirilmesine dair baz1 bilgiler tezin
giris kisminda detayl bir sekilde bahsedilmistir. Bu modellerde bir takim kimyasal ajanlardan
faydalanilmistir. Bu ajanlar arasinda en sik kullanilanlar1 CCCP ve FCCP’dir. Bu iki molekiil
hiicrelerin bulundugu ortama eklendiginde hiicre zarindan ge¢mekte ve hiicre igerisinde
ozellikle mitokondride depolarizasyona neden olmaktadir. Bilim adamlart CCCP/FCCP
aracilig1 ile gergeklesen polarizasyonun dogal ortamda gerceklesen mitokondriyal bozunum ile
benzerlikler tasiyabileceginden yola ¢ikarak bugiin literatiirde aciklanan PINK1-PARKIN
bagimli mitofaji mekanizmasini ileri stirmiislerdir (Narendra ve ark., 2008). Ancak bu
mekanizmanin in vivo ortamda ger¢eklesmekte olduguna dair dogrudan bir delil sunulmadigi
gibi aksi delilleri de literatiirde bulmak miimkiindiir. Ayrica bu kimyasal ajanlarin mitokondri

tizerindeki etkisinin akut olmasi ve hiicredeki etkilerinin sadece mitokondri ile sinirl
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kalmamasi da kullanilan modelin dogrulugu konusunda siipheler uyandirmaktadir. Bu sebeple
dogal mitofaji siirecini taklit eden, akut olmayan ve hiicre icerisindeki diger organellere zarar
vermeyen ve sadece mitokondriyi etkileyen bir modele ihtiya¢ vardir. Bu tez galismasi
kapsaminda boyle bir modelin gelistirildigine dair 6nemli 6n veriler elde edilmistir.

Tez kapsaminda mitokondri i¢ zarinda porlar olusturulmak istenmis ve bu amagla bakteriyel bir
toksin olan HOK proteini segilmistir. HOK proteini bazi bakteri tiirlerinde savunma
mekanizmasinin bir parcast olarak sentezlenmekte ve diisman bakterinin dis zarinda porlar
acarak 0 bakterilerin 6limiine sebep olmaktadir (Gerdes ve Wagner, 2007). Projemizin
kurgusunda kiigiik bir protein olan HOK’un mitokondri i¢ zarina yonlendirilmesi sonucu i¢
zarda delik acip agmayacagi sorgulanmak istenmis, yapilan modelleme calismalarinda bu
durumun miimkiin olabilecegi goriilmiis ve bu hipotezi test etmek i¢in TUBITAK’a proje
yazilarak destek alinmistir (Proje No:220S017). Tez c¢alismasit 6ncesinde HOK proteinini
kodlayan gen Eurofins firmasinda insan kodon kullanim siklig1 dikkate alinarak ve kodon
optimizasyonu yapilarak sentezlenmis, sonrasinda bu genin C-ucuna GFP geni eklenmistir.
Elde edilen gen HEK293T-TetR+ hiicrelere transfekte edilerek geni ifade eden monoklonal bir
hiicre hatt1 gelistirilmistir. Sonrasinda bu hiicrelere RFP genini ifade eden ve mitokondri i¢
zarina yonlendiren ikinci bir vektor aktarilmis ve aktarim sonrasinda hem RFP hem de HOK-
GFP proteinlerini ifade edebilen monoklonal bir hiicre hatti olugturulmustur. HOK’un toksik
bir protein olma gerceginden yola ¢ikilarak olusturulan monoklonal hiicre hatlarint HOK
toksisitesinden koruyabilmek icin gen ifadelerinin indiiklenebilir bir sistem ile yapilmasi
saglanmistir. Bu amagla Tet-ON sistemi ad1 verilen bir sistem kullanilmistir.

Tez kapsaminda yapilan deneylerde, ozellikle immiinfloresan mikroskopi yardimi ile
mitokondri morfolojisindeki degisim gozlemlenmeye ¢alisilmigtir. Literatirde CCCP/FCCP ile
indiiklenen mitofaji modellerinde kisa bir siire igerisinde mitokondri tiibiiler yapisini
kaybederek noktasal bir yapiya biiriinmektedir. Mitokondri morfolojisindeki bu degisimin
Parkin ve PINK1 proteinleri yardimi ile olustugu ileri siiriilmiistiir (Narendra ve ark., 2008).
Tez kapsaminda yapilan deneylerde HOK ekspresyonu sonrasinda benzer bir mitokondri
dagilim1 goriilmiis, mitokondrinin tiibiiler yapisin1 kaybederek noktasal bir yapiya biirlindiigii
saptanmistir. Mitokondri morfolojisindeki degisimin HOK ifadesi ile dogrudan iliskili
oldugunu gorebilmek i¢in yapilan zamana bagimli HOK ifade deneylerinde hiicre igerisinde
artan HOK miktar1 ile mitokondri par¢alanma diizeyi arasinda dogrusal bir iliskinin oldugu
goriilmustiir. Hiicrelerin 2 saatlik HOK ifadesinden sonra mitokondri morfolojisinde bozulma
yasandig1, 4 saat HOK ifadesinden sonra bu bozunumun belirginlesmeye basladig1 ve 6 saat

HOK ifadesi sonrasinda keskinlestigi goriilmiistiir. Sekiz ya da 10 saatlik HOK ifadesi
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mitokondri morfolojisini tamamen bozmakta ve mitokondri dagilimint degistirmektedir. Elde
edilen tiim bu veriler gelistirilen modelin literatiirde bahsi gecen ve kimyasal ajanlar ile
indiiklenen mitofaji modellerine benzer bir sekilde ilerledigini gdstermektedir. Gelistirdigimiz
modelin literatiirde sunulan ve kimyasal ajanlarla indiiklenen akut modellere olan iistiinligi
kisaca iki ciimle ile 6zetlenebilir.

1. Gelistirilen modelde sadece mitokondriye hasar verilmekte hiicrenin diger organellerinin
integritesi korunmaktadir.

2. Model akut bir model olmayip, zamana ve indiiktoriin konsantrasyonuna bagimli olarak
etkisi azaltilip artirilabilmektedir. Bu da in vivo ortamda yavas bir sekilde gerceklesen
fizyolojik durumu taklit edebilme adina dnemlidir.

Sonug olarak, gelistirilen HOK-bagimli mitofaji modeli mitofajiyi yansitma adina oldukga

degerli olabilecek bir kapasitede olup, mitofaji ¢alismalarina yeni bir yaklasim getirmistir.
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6. ONERILER

Tez kapsaminda yapilan deneyler, onciil deneyler olup yalnizca mitofaji olusumunu
destekleyen morfolojik veriler sunmaktadir. Goriilen morfolojik degisimlerin molekiiler
diizeyde nasil gergeklestigine dair verilerin elde edilmesine ihtiyag vardir. Bu nedenle asagidaki
sorulara cevap veren calismalarin tasarlanmasi gerekmektedir. Bu baglamda bu sorularin
bazilarma laboratuvarimizda TUBITAK 1001 projesi kapsaminda cevap aranmaktadir.

1. HOK-bagimli mitofaji Parkin-PINK1 yolagi tizerinden mi islemektedir?

2. Hiicre morfolojisindeki degisim gen ve protein ifadelerini nasil etkilemektedir?

3. Diger hiicresel organeller iizerine HOK ifadesinin etkisi var midir?

4.HOK ifadesi hiicre 6liimiinii tetiklemekte midir?

5. HOK-bagimli1 mitofaji geri donistiiriilebilir mi?

6. Tetrasiklin konsantrasyonu diisiiriilerek mitofajinin siiresi uzatilabilir mi? Bu durumda
modelin nérodejeneratif hastaliklari taklit etme 6zelligi artar mi?

7. HOK indiiksiyonunun neden oldugu mitofajinin kinetigi belirlenebilir mi?

Bu sorulara verilecek cevaplar gelistirilen modelin literatiirle ne kadar uyumlu ve gergegi

yansitip yansitmadigini gosterecektir.
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