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OZET

Sibel Kinik
3T3-L1 Hiicrelerinde Fruktotoksite ve Mitokondriyal Disfonksiyon

Baskent Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiitiisii, Tibbi Biyoloji Doktora Tezi

Obezite diinyada epidemi diizeyinde problem olan bir enerji dengesi bozuklugudur. Obezitenin
artisinda misir surubundan elde edilen fruktoz tiiketimi biiyiik oranda sorumludur. Mitokondri
hiicrede enerji dengesini saglamada cok onemli bir organel olarak obezitedeki metabolik
bozukluklarda anahtar rol oynar. Obezitede besin yiiklenmesi mitokondride yanlis katlanmig
protein birikimine yol acabilir. Mitokondriyal kalite kontrol sistemleri saperon ve proteazlardan
olusur ve nukleusa geri sinyaller gondererek hatali proteinleri uzaklastirarak mitokondriyal
dengeyi saglamaya caligir.

Preadipositten olgun yag hiicresine farklilasma bir dizi transkripsiyon faktorlerinin ¢ok iyi isleyisi
ile diizenlenir. Yag hiicresi bu sirada artmis enerji gereksinimini mitokondri ile saglar. Besin, ilag
ve genetik faktorler yag hiicresindeki mitokondriyal fonksiyonu bozabilir. Yiiksek dozda islenmis
fruktoz alimi ile visseral yaglanmanin arttig1 ve mitokondriyon fonksiyonunun bozuldugu bilinse
de mekanizmalar ¢ok iyi anlagilamamustir.

Fruktoz alimi ile obezite arasindaki iliski nedeniyle, bu c¢alismada fruktozun yag hiicre
farklilasmasindaki etkisini inceledik. Ayn1 zamanda 3T3-L1 preadiposit hiicrelerinde fruktozun
adipogenez sirasinda mitokondri fonksiyonlarina olas1 zararli etkisini gostermeyi hedefledik.
Adiposit farklilagsmasi oil red-O boyama ile gosterildi. Tiim deney sartlarinda fruktoz uygulanarak
ve uygulanmadan mitokondriyal ve adiposit biyogenez genleri (Peroksizom proliferator-aktive
edici reseptor gamma (PPARY), PPARY koaktivator 1 alfa (PGC-1a), CCAAT enhancer-binding
protein alfa (CEBPa), ve beta (CEBPJ) ve mitokondriyal katlanmamis protein yaniti ile ilgili stres
genlerinin (mitokondriyal “heat shock™ protein 60 ve 70 (mtHsp60, mtHsp70), Mitochondrial
processing peptidase B subunit (MPP, Pmpcb), Clp-like proteaz (Clpp), Endoniikleaz G (Endog)
ve “ubiquinol-cytochrome-c reductase complex assembly factor 17 (Uqcc) ifadelenmeleri 2, 4, 6

ve 8. giinlerde ¢alisildi.



Sonug olarak, fruktoz uygulanan 3T3L1 hiicrelerinde olgun yag hiicresine doniisiimiin arttig
goriildii. CEBPa, CEBPB, Pmpcb, Clpp, EndoG, Uqcc genlerinin ifadelenmesi fruktoz uygulanan
hiicrelerde anlamli olarak yiiksekti. Calismamiz fruktozun yag hiicresindeki mitokodriyal
fonksiyonlarda bozucu etkilerini gostermistir.

Anahtar kelimeler: Adiposit, mitokondriyal disfonksiyon, fruktoz

Bu ¢alisma
Baskent Universitesi Tip ve Saghk Bilimleri Arastirma Kurulu tarafindan onaylanms

(proje no:DA16/31) ve Baskent Universitesi Arastirma fonunca desteklenmistir.



ABSTRACT

Sibel Kimk
Fructotoxity and Mitochondrial Dysfunction in 3T3-L1 Cells

Baskent University Institute of Health Sciences, Medical Biology Doctorate Thesis

Obesity is an energy balance disorder and a worldwide growing epidemic problem. It has been
proposed that increased obesity rates may be due to increased consumption of fructose derived
from dietary high-fructose corn syrup. As mitochondria are the primary organelles regulating
metabolic and energy homeostasis, mitochondrial dysfunction is thought to play a key role in the
pathogenesis of metabolic disorders in obesity. In obesity, nutrient overloading may lead to the
accumulation of misfolded proteins in mitochondria. The mitochondrial quality control machinery
is mainly composed of chaperones and proteases, which are up-regulated through a retrograde
signaling pathway to the nucleus to degrade and remove damaged mitochondrial proteins

maintaining mitochondrial homeostasis.

Differentiation of preadipocytes into adipocytes is a highly regulated process whereby a series of
transcription factors. During adipogenesis, adipocyte differentiation program requires large
amount of energy and biogenesis of mitochondria is stimulated. Nutritional, pharmacological, and
genetic impairments of adipose mitochondrial function lead to the dysregulation of homeostasis.
Highly refined fructose intake increases visceral adiposity and mitochondrial dysfunction although

the mechanism(s) remain unclear

Given the potential connections between fructose intake and obesity, we examined the effects of
fructose on adipocyte differentiation. Also we want to show the detrimental impacts of fructose on
the mitochondrial dysfuction during adipogenesis in 3T3-L1 preadipocyte cells. Adipocyte
differentiation was shown with oil red-O staining. In all experimental conditions with and without
fructose, expression rates of mitochondrial and adipocyte biogenesis genes (peroxisome
proliferator-activated receptor gamma (PPARY), PPARY coactivator-1 alpha (PGC-1a), CCAAT-
enhancer binding protein alpha (CEBPa), CCAAT-enhancer binding protein beta (CEBPp) and
also stress genes related to mitochondrial unfolded protein response (mitochondrial heat shock

protein 60 (mtHsp60), mitochondrial heat shock protein 70 (mtHsp70), mitochondrial-processing



peptidase subunit beta (Pmpcb), Clp like protease (ClpP), endonuclease G (Endog), ubiquinol-
cytochrome c¢ reductase complex assembly factor 1(Uqcc) were measured on the second, fourth,

sixth and eighth days of the experiment.

We demonstrated that, fructose treatment of 3T3-L1cells incubated in standard differentiation
medium increases adipogenesis. Expression of CEBPa, CEBPp, Pmpcb, Clpp, Endog, Uqcc genes
were significantly higher in fructose applied cells. Our study showed the deleterious effects of

fructose on mitochondrial functions in adipocytes.

Key Words: Adipocyte, mitochondrial dysfunction, fructose

This study was approved by Baskent University Institutional Review Board (Project No:
DA16/31) and supported by Baskent University research fund
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SIMGE VE KISALTMALAR

PPARY: Peroksizom proliferator-aktive edici reseptdr gamma
PGC-1: PPARY koaktivator 1

Hsp60: Heat shock protein 60

Hsp70: Heat shock protein 70

MPPp, Pmpcb: Mitochondrial processing peptidase B subunit
Clpp: Clp-like proteaz

Endog: Endoniikleaz G

CHOP: CCAAT enhancer-binding homologous protein”
PGC-1a: PPARYy koaktivator 1 alfa

mtKPY: mitokondriyal katlanmamis protein yaniti

ATP: Adenozin trifosfat

AY: zar potansiyeli

Mftn:Mitofiisin

TOM:D1s zar translokazi

TIM:I¢ zar translokaz

ETZ: Elektron Transport Zinciri

NADH: Nikotinamid adenin diniikleotid

FADHp3: Flavin adenin diniikleotid

TCA: Trikarboksilik asit dongiisii

ADP: Adenozin difosfat

UQ, koenzim Q: Ubikinon

viii



FoF1ATPaz: ATP sentaz

ROS: Reaktif oksijen tiirleri

MTS: Mitokondriyal hedef sirasi

mtHsp60: Mitokondriyal Hsp60

mtHsp70: Mitokondriyal Hsp70

PERK: double-stranded RNA-activated protein kinase (PKR)-like ER kinase
ATF6: Activating transcription factor 6

IRE1: Inositol requiring enzyme 1

ATF4: Activating transcription factor 4

sXBP1: Spliced XBP1

ATFS-1: bZIP transcription factor associated with Stress-1
NLS: niikleer lokalizasyon sinyali

PINK1: Mitochondrial kinase PTEN- induced putative kinase 1
GLUTS: Glukoz transporter 5

GLUT?2: Glukoz transporter 2,

CEBPa: CCAAT enhancer-binding protein alpha

CEBPp: CCAAT enhancer-binding protein beta

Endog: Endoniikleaz G

Ugcc: Ubiquinol-cytochrome-c reductase complex assembly factor 1
FBS:Fetal dana serumu

TAE: Tris Asetikasit EDTA

cDNA: Komplementer DNA

PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu
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1. GIRIS

Mitokondriyon hiicrenin enerji santrali olarak bilinir ve hiicrenin metabolik dengesinde
onemli rol oynar. Mitokondriyal aktivite molekiiler ve g¢evresel faktorler (besinler,
hormonlar, 1s1, egzersiz, hipoksi, yaslanma gibi) ile degisebilir ve hiicrenin biiyiime,

cogalma, hayatta kalma gibi cesitli fonksiyonlarin1 etkiler.

Obezite, viicuda alinan enerjinin harcanan enerjiden fazla olmasi sonucunda, bu enerjinin
yag olarak depolanmasidir. Obezite siklig1 belirgin sekilde artarken, artan yag dokusunun

gelisim basamaklarini, fonksiyonlarin1 anlamak giderek 6nem kazanmaktadir.

Yag hiicresinde mitokondriyon biyogenezi farkli diizeylerde kontrol edilir. Peroksizom
proliferator-aktive edici reseptér gamma (PPARY), niikleusta kodlanan mitokondriyal
genleri kontrol eden 6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir. Mitokondriyon biyogenez ve
respiratuar fonksiyonlarinin dinamik kontrolii de PPARy koaktivator 1 (PGC-1) ailesi
tarafindan yapilir. Obezitede, besinin fazla alim1 sonucunda endoplazmik retikulumda
katlanmamis proteinler birikir ve endoplazmik retikulum stresi olusur. Bdylece
endoplazmik retikulumda saperon aracili protein katlanmasi, protein kalite kontrolii ve
yanlis katlanmig proteinlerin yikilmasi baslar. Son yillarda mitokondriyonda da benzer
sistemler oldugu gosterilmistir. Mitokondriyondaki kalite kontrolii esas olarak nukleusa
dogru geri sinyalizasyon yolaklarinin aktivasyonu ile uyarilan saperon ve proteazlarla
saglanir. Is1 soku protein “heat shock protein” (Hsp)60 ve Hsp70 en onemli iki
mitokondriyal matriks saperonudur. Bununla birlikte mitokondriyal islemci peptidaz f3
sublinite “mitochondrial processing peptidase [ subunit”, (MPPf), Clp-like proteaz
(Clpp), endoniikleaz G (Endog), sitokrom C rediiktazin mitokondriyal streste rol aldigi

gosterilmistir.

CCAAT enhanser baglayic1 homolog protein “CCAAT enhancer-binding homologous
protein” (CHOP), bir transkripsiyon faktoriidiir ve endoplazmik retikulum stresine bagli
gelisen apoptozda, mitokondriyal katlanmamis protein yanitinda (mtKPY) 6nemli rol

oynar.



PGC-1 alfa (PGC-1a), mitokondriyal biyogenezde asil diizenleyicidir ve mtKPY’da

onemli rol oynar.

Fruktoz hazir gida sektdriinde en yaygin kullanilan sekerdir. Fruktozun kullanimindaki
artis ile obezitenin artis1 arasinda iliski vardir. Diger sekerlerin aksine hiicre i¢inde enerji
azalmasina, {irik asit {iretimine neden olur. Ozellikle misir surubundan elde edilen yiiksek
fruktoz igeren sekerler ucuz ve dayaniklidir ve hazir gida sektoriinde (hazir meyve sulari,
gazli igeceklerde) yaygin olarak kullanilir. Hiicre diizeyinde zararl etkiler de fruktozun
fazla alimi1 sonucunda goriiliir. Glinlimiizde fazla fruktoz alimmin farelerde metabolik
sendromun tiim bulgularina (oksidatif stres, endotelyal disfonksiyon, yagli karaciger,
mikroalbuminiiri gibi) neden oldugu gdsterilmistir. Lipotoksite ve glukotoksitede yag
hiicresindeki mitokondriyal fonksiyonlarin bozuldugu bilinmekle birlikte fruktozun
Ozellikle de islenmis misir surubundaki fruktozun bu siirece etkileri tam olarak

bilinmemektedir.

Bu calismada, 3T3L1 yag hiicre hattinda ytiksek doz fruktozun mitokondriyon biyogenezi
tizerindeki etkilerini ve fruktotoksisiteye bagli olarak gelisen mitokondriyon stresinin

mekanizmalarini arastirmay1 amacladik.

Protokole uygun olarak 3T3-L1 preadiposit hiicre hattindan yag hiicresine doniisiim
saglandi. Bu sirada 0. giinden itibaren hiicreler fruktoz uygulanan ve uygulanmayanlar
olarak iki gruba ayrildi. 0-2-4-6-8. giinlerde oil red-O boyama ile mikroskobik olarak
incelendi. Mitokondriyal stres ve mitokondriyal biyogenez ile ilgili genlerin

ifadelenmeleri calisildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mitokondriyon yapisi1 ve fonksiyonlari
Mitokondriyon hiicrenin enerji santrali olarak bilinir ve kirmizi kan hiicreleri diginda tim

okaryot hiicrelerde bulunur. Besin maddeleri ve oksijenden enerji iireten organellerdir. Ik
olarak 19. yiizy1l sonlarinda hiicre i¢inde graniillerden olugmus iplikcikler seklinde yapilar
olarak tanimlanmistir. Hiicre i¢indeki miktarlari o hiicrenin enerji ihtiyaci ile dogru
orantilidir. Bu organellerin biiyiikliigii ve sekli de degiskenlik gosterir, birka¢ yiiz mikron
capinda kiiresel yapilar olabilecekleri gibi, bir mikron ¢apinda ipliksi goriiniimde de
olabilirler (1). Mitokondriyon ¢ift zardan olusmustur. I¢c mitokondriyal zar igeriye dogru
kivrilir ve krista olarak bilinen tiibiiler yapiyr olusturur (2). Dis mitokondriyal zar
mitokondriyon ile hiicre sitozolu arasindadir ve voltaj-bagimli anyon kanallari,
translokazlar, pro ve antiapoptotik proteinleri icerir (3,4). Matriksde genetik sistem, yani
mitokondriyal genom, ribozomlar bulunur. Mitokondriyal genomda kodlanan proteinler
ko-translasyonel mekanizma ile ribozomlarin okunmasi ile i¢ zarda yerlesirler. Krista
respiratuar kompleks IV ve F1FO-ATP (adenozin trifosfat) sentaz enziminden olusan
oksidatif fosforilasyon sistemini igerir. Zarlar arasi bosluk (pH 7.2—7.4) ile matriks (pH
7.9-8) arasindaki proton gradienti ATP sentaz enzimi ile ATP sentezini saglar
Mitokondriyal genom oksidatif fosforilasyon komplekslerinin i¢ kismini olusturan
hidrofobik i¢ zar proteinlerini kodlar. Mitokondriyal proteinlerin %99 u niikleer genlerde
kodlanir ve bu proteinler sitozolden mitokondriyal yiizey reseptorlerine ve mitokondri

subkompartmanlarina yonlendiren spesifik hedef sinyalleri igerir (5,6).



Ribozomlar

Sekil 2.1. Mitokondriyon yapisi

Mitokondriyon seklini degistirebilir; kii¢iikk parcalara ayrilabilir (fisyon) ya da diger
mitokondrilerle birlesebilir (flizyon). Mitokondri fiizyon ve fisyon yaparak siirekli
yeniden modellenir. Fiizyon ve fisyon islemleri metabolik gereksinime gore degisir ve ¢ok
iyi diizenlenmistir. Mitokondriler ve hiicrenin enerji dinamikleri mitokondriyon zar
potansiyeli (AY), oksidatif stres, solunum ve niikleozid trifosfat {iretimi parametreleri ile

diizenlenir (1,7).

Sekil 2.2: Mitokondriyal dinamiklerin (fisyon ve flizyon) gosterilmesi (7).



A) Fisyon mitokondriyal dis zar proteini olan Fisl ve sitozolik protein olan Drpl ile
gerceklesir. Fizyon sirasinda Drpl Fisl ile mitokondriyon zarinda yiiksek molekiiler

agirlikli oligomerler olusturur ve fisyon tamamlanir

B) Fiizyonda mitokondriyal dis zar proteini olan Mfn (mitofiisin) ile zarlar aras1 protein

olan Opal araciligi ile i¢ ve dis zarlar birlesir (1).

Mitokondriyonun kendine ait kiigiik sirkiiler DNA’s1 vardir. Mitokondriyal DNA,
elektron tasima zincirinde gorevli 13 proteini, 22 transfer RNA ve 2 ribozomal RNA’y1
kodlar, ayn1 zamanda agir ve hafif zincirlerin promotérlerinin bulundugu kodlamayan

bolgeyi de igerir.
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1 Mitokondrival DNA
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13 mifkondriyal DNA da Mitokandriyal ribozom

kodlanan proteinler

Sekil 2.3. Mitokondriyal ve m‘jk_leer genomda kodlanan proteinler (8).
TOM: Dis zar translokazi TIM:I¢ zar translokaz1



2.2. Elektron Transport Zinciri (ETZ)

Organik maddelerin oksidorediiksiyon reaksiyonlarinda, bir organik molekiil hidrojen
vericisi olarak rol alip yiikseltgenirken bir bagska molekiil ise hidrojen alicis1 olarak rol
alip indirgenmektedir. Oksidasyon (yiikseltgenme) biyolojik sistemlerde c¢ogunlukla
dehidrogenaz enzimleri ile gergeklesir. Trikarboksilik asit dongiisii (TCA) ve diger
metabolik yollardan elde edilen enerjinin biiyiik kismi indirgenmis koenzimler olan
nikotinamid adenin diniikleotid (NADH) ve flavin adenin diniikleotid (FADH>) halinde
saklanir. Mitokondriyonda ETZ NADH ve FADH>’1 okside eder ve elektronlar1 oksijene
aktararak suya indirger. Buradan gelen enerji adenozin difosfatin (ADP) ATP sentaz
(FoF1ATPaz) tarafindan ATP’ye cevrilmesinde kullanilir. Mitokondriyal solunum

zincirinin protein komponentlerini olusturan dort kompleks, kendilerine 6zel bilesime

sahip multienzim kompleksleridirler(6—10).
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Sekil 2.4. Mitokondriyon metabolizmasi (10)

Kompleks I (NADH dehidrojenaz kompleksi), i¢ mitokondriyal membrana gomiilmiistiir;
NADH baglayan yeri matriks tarafindadir ki burasi, matrikste olusan NADH ile
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etkilesebilir. Kompleks I, elektronlarin NADH’den ubikinona (UQ, koenzim Q)
transferini katalize eder. Ubikinonun tamamen indirgenmis formu, membranda kompleks
I’den kompleks III’e difflize olur. Elektronlarin kompleks I yoluyla kompleks I1I’e akist,
protonlarin mitokondriyal matriksten membranlar arasi bosluga hareketiyle eslesmistir ki
boylece bir proton gradienti olusur; bu proton gradienti de mitokondriyal ATP sentezi i¢in

onemlidir.

Kompleks II (siiksinat dehidrogenaz kompleksi), sitrik asit dongilisiinde membrana bagl
enzimdir; FADH; yapisindaki elektronlar, kompleks II tarafindan koenzim Q’ya aktarilir.

Koenzim Q, elektronlar1 kompleks I1I’e tasir; hareketli elektron tasiyicilarindan birisidir.

Kompleks III (sitokrom bci kompleksi, ubikinon-sitokrom c oksidorediiktaz), bir proton
pompasi olarak fonksiyon goriir, elektronlart ubikinondan sitokrom C’ye transfer eder,
boylece bir proton gradienti olusur ki bu proton gradienti, mitokondriyal ATP sentezi i¢in
onemlidir. Sitokrom C, enzim komplekslerinden birinin bir parcasi degildir; kompleks I11

ve kompleks IV arasinda hareketli bir proteindir.

Kompleks IV (sitokrom oksidaz), elektronlarin sitokrom C’den oksijene transferini ve
boylece suya indirgenmesini katalize eder, matriksten membranlar arasi bosluga net
proton hareketine neden olarak bir proton pompasi olarak fonksiyon goriir. Kompleks I,
IIT ve IV iginden elektron akisi, matriksten membranlar aras1 bosluga proton akisiyla

eslesmistir.

ATP sentaz (FoF1ATPaz), i¢ mitokondriyal membranin ATP sentezleyen enzim
kompleksidir; elektron transportu ile ATP olusumunu esleyen kompleks V olarak da
bilinir. ATP sentaz, F, (integral protein) ve F; (periferal protein) olmak iizere baslica iki
komponente sahiptir. Sonug olarak, bir NADH molekiilii 3 ATP olusumunu saglar; bir
FADH> molekiilii ise 2 ATP olusumunu saglar (9—11).

Solunum zincirinde elektronlarin kompleks I, Il ve IV {izerinden aktarilmasi sirasinda
protonlarin matriksten membranlar arasi bosluga pompalanmasi sonucunda i¢ membranda

bir proton gradienti olusur. Membranlar aras1 boslukta hem pH hem de voltaj gradiyenti



olusur (elektrokimyasal gradiyent). Bu gradiyent ATP sentezinin disinda molekiillerin

transferi i¢in de kullanilir.
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Sekil 2.5. Mitokondriyal solunum zincir bilesenleri (9).

Kahverengi yag doku mitokondrilerinin i¢ membraninda yer alan bir integral membran
proteini olan termogenin dogal bir ayiricidir. Termogenin, protonlarin membranlar arasi
bosluktan matrikse ATP sentaz kompleksinden ge¢gmeden donmesi i¢in bir yol saglar.
Protonlarin bu kisa turunun sonucu olarak oksidasyon enerjisi ATP olugmasi suretiyle
tutulmaz; 1s1 olarak dagilir ve bu 1s1 da viicut sicakligini siirdiiriir. Eglenmenin bozuldugu
fizyolojik durumlar, kis uykusundan uyanan hayvanlar, soguk havaya uyum saglamis

memeliler ve kahverengi yag dokusunun mitokondrilerinde goriiliir.

2.3.Mitokondriyal Biyogenez, Protein Alimi ve Proteastaz

Son 15-20 yildir ¢aligmalar, mitokondriyonun enerji iiretimi yaninda bilinenden daha
kompleks ve ¢ok yonlii fonksiyonlarinin oldugunu, hiicre dongiisii ve biiylime, hiicrenin

hayatta kalmasi, oksidatif stresin diizenlenmesi, protein biyosentezi, metabolik yolaklar,



sinyalizasyon, stres cevaplar1 ve apoptoz ile iligkisini gdstermistir. Mitokondriyon

endosimbiyotik orijinli ¢ift zarl bir organeldir (12—16).

Mitokondriyonda krista diizenleyici sistemler ve baska protein kompleksleri dis ve i¢
zardaki temas bolgelerini olusturur. Bu bolgeler protein, lipid ve metabolitlerin
tasinmasint  kolaylastirir.  Sitozolik sinyal yolaklar1 fizyolojik ve patofizyolojik
durumlarda mitokondriyon ile iligkilidir. Mitokondriyal stres cevaplari, hasarli organelin
otofaji ile se¢ici yikimi (mitofaji) ve programlanmais hiicre 6liimii (otofaji) tanimlanmustir.
Mitokondriyon proteinlerin dongiilerini ve kalite kontrollerini saglayan proteazlar
igermektedir. Ek olarak mitokondriyon redoks yolaklari igerir ve asil reaktif oksijen

tiirlerinin (ROS) kaynagidir (5).
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Sekil 2.6. Mitokondriyon fonksiyonlari (5)



Mitokondriyon 1000°den fazla protein icerir ve sadece 13 protein kendi genomunda
kodlanir ki bunlar solunum zinciri komponentleri veya ATP sentaz’dir. Diger proteinler
niikleer genomda kodlanir, sitozolik ribozomlarda sentezlenir ve mitokondriyona geger.
Mitokondriyon proteastazinda ROS artis1 veya mitokondriyal DNA mutasyonlarina bagh
olarak bozulma olmasi hiicrede yaslanma ve bununla iligkili hastaliklara yol agar. Bu
nedenle mitokondriyon proteastazinin anlasilmasi hastaliklarin nedeninin anlasilmasi ve

tedavi gelistirilmesinde 6nemlidir (17-19).

Mitokondriyal biyogenez; zar sentezi, mitokondriyal DNA replikasyonu ve sitozolde
sentezlenen proteinlerin mitokondriyal dis zar, i¢ zar, zarlar aras1 bosluk ve matrikse
tasinmasidir. Tasinacak protein zinciri amino ucunda pozitif yliklii mitokondriyal hedef
sirasi tagir (MTS). Mitokondriyal hedef siras1 6nce dis zarda bulunan translokaz (TOM)
ile etkilesir, TOM dan gecen katlanmamis oncii protein TIM23 kompleksine gelir. Bunun
icin i¢ zarmm potansiyeli ETZ ile uygun hale gelir. Matrikse gelen preproteinler
mitokondriyal MtHsp70 (mtHSP70) adli saperonla etkilesir. Bu saperon TIM 23
kompleksi ile etkileserek proteinlerin aktif olarak matrikse ge¢mesini kolaylastirir bir
yandan da pasif olarak tutulan preproteinlerin retrograd difiizyon ile matriksden ¢ikmasini

onler (20-23).

Matriksde MTS, MPP kesilir. Boylece mtMtHsp70 hem proteinin importunda hem de
dogru katlanmasinda gérev yapar. Import kompleksinde mtMtHsp70 Tim 44 ile birlesir,
matriksde ise Mdjl, the DnaJ homolog ile etkilesir. importtan sonra matrikste saperon
yardimli protein katlanmasi proteastazda ¢ok dnemlidir. Mitokondriyal Hsp60 (mtHsp60)
saperonu da protein katlanmasinda rol oynar. HsplO ile mtHsp60 ATP’ye bagimlh
konformasyonel degisiklige ugrar ve proteinin diizgiin katlanmasini saglar ayrica diger
proteinlerle temas edip bozulmasini da onler. Mitokondriyondaki kalite kontrolii yapan
proteazlar hasarli veya yanlis katlanmis proteinleri yikar. AAAproteaz LON ve Clpp
matriksden hatali proteinlerin uzaklastiriimasindan sorumludur. Paraplegin ve YMELI1 de
solunum zincir kompleks proteinlerinin i¢ zarda yanlis katlanmasini onler. Oksidatif
fosforilasyon aktivitesi, mitokondriyal proteostaza ek olarak hiicrenin bir¢ok boliimii de

mitokondriyal protein importunun diizenlenmesi ve etkinliginde 6nemlidir. Ornegin
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MTS nin sitoplazmada fosforlanmasi transportunu zorlastirir veya hem grubu baglanmasi

veya Onclil proteinin dnceden katlanmas1 TOM kanalindan geg¢isini giiglestirir (23).

Mitokondriyon fonksiyon ve proteastazi protein importu ile yakindan iligkilidir. Oksidatif
fosforilasyon defektlerine bagl i¢ zar potansiyeli degisirse protein gegisi baskilanir.
Protein gegisinde agir yetmezlik varsa otofaji (mitofaji), daha hafif yetmezlikte ise

diizelmeyi saglamak i¢in katlanmamis protein yaniti olur (22-24).

Solunum kompleksi, biyogenez ve kalite kontrol mekanizmalar1 arasinda karsilikli
etkilesim ag1 vardir. Mitokondriyal solunum zinciri ROS iiretimi i¢in asil kaynaktir, ROS
sinyalizasyonda gorevli iken fazlasi hiicreye zararli olabilir. ROS ile sitozolik translasyon

mekanizmasi etkilenip azalmis protein sentezine neden olabilir (5).

Mitokondriyon dis zarindaki translokazlar, katlama mekanizmalar, i¢ zardaki
mitokondriyal kontakt bdlgeleri ve krista diizenleyici sistem mitokondriyon-endoplazmik

retikulum iliskisinde 6nemli kismi olusturur.

I¢ veya dis etkenlerle hiicrede stres gelistiginde, cok iyi diizenlenmis islemler sonucunda
hiicre dengesini korur veya oliime gider. Katlanmamis protein yaniti, otofaji, hipoksi ve
mitokondriyal fonksiyonlar bu siirecte 6nemli rol oynarlar. Endoplazmik retikulum
protein katlanmasi, kalsiyum depolanmasi, lipid ve karbohidrat metabolizmasinda gorev
yapan bir organeldir. Katlanmamis protein yaniti endoplazmik retikulum zarinda
yerlesmis olan {i¢ sensor ile diizenlenir. Bunlar; double-stranded RNA-activated protein
kinase (PKR)-like ER kinase (PERK), activating transcription factor 6 (ATF6), ve
inositol requiring enzyme 1 (IRE1) dir. Bunlar 6zel transkripsiyonel programlari etkileyen
maddeleri aktive ederler; sirasiyla activating transcription factor 4 (ATF4), “cleaved”
ATEF6 ve “spliced” XBP1 (sXBP1). Bu faktorler saperon transkripsiyonu, redoks dengesi,
protein sekresyonu, lipid biyosentezi veya hiicre 6lim programlarini aktive ederler.
Endoplazmik retikulum ve mitokondriyon arasinda temas bolgeleri vardir. Bu bolgeler
lipid biyosentezi, endoplazmik retikulum-mitokondria lipid ve kalsiyum transferi,

mitokondriyal dinamikler, apoptoz ve otofaji ile ilgili proteinlerden zengindir.
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Endoplazmik retikulum-mitokondria tutunmasi mitokondriyal fiizyon, fisyonda onemli

bolgelerdir (25).

2.4. mtKPY’nin Diizenlenmesi

mtKPY ilk olarak memeli hiicre kiiltiirlerinde mitokondriyal DNA deplesyonu veya
mitokondriona gidecek proteinlerde katlanma hatasi oldugunda mitokondriyal
saperonlarin ve proteazlarin transkripsiyonunda artisin saptanmasi ile gosterildi (26,27).
Daha sonra hiicrenin mitokondrideki sorunu nasil saptadigi ve nukleusun transkripsiyon

iizerindeki cevabi ve adaptif mitokondriyon cevabi daha iyi anlasildi (27,28).

Mitokondriyonda saperonlar ve proteazlarin dengesinin bozulmasi en 6nemli stres
faktoriidiir. Yanlis katlanmig protein birikimi kapasiteyi gecerse once mitokondriye
protein girisi azaltilir. Proteastazin bozulmasi yaninda mitokondriyal DNA deplesyonu,
oksidatif fosforilasyon inhibisyonu da mtKPY’ni aktive eder. Onemli saperonlardan
mtHsp60 ve mtHsp70 sentezi artirilarak agregat olusumu dnlenmeye ¢alisilir (29). ATP
bagimli m-AAA ve i-AAA proteazlar (paraplegin ve YMEL-1) yanlis katlanmis protein
birikimini 6nlemek i¢in artar. ROS birikimini onlemek i¢in de siiperoksid dismutaz
indiiklenir. Ayrica mitokondriyal biyogenez ve fonksiyonu da aktive etmek icin
transkripsiyonel cevap olur, demir-siilfiir kiimeleri, ubiquinon sentezi artar. Mitokondriyal
biyogenez ve hatali mitokondriyon temizlenmesi i¢in fisyon ile ilgili genler uyarilir.
Streste mtKPY oldugunda oksidatif fosforilasyon komponentlerinin transkripsiyonu azalir

ve glikoliz genleri artar.

Epigenetik diizenleme ile kromatin yeniden modellenme mitokondriyal disfonksiyon
sirasindaki mtKPY aktivasyonunda 6nemli rol oynamaktadir. Mitokondriyal streste histon

demetilazlar veya metil transferaz aktiviteleri degisir (30,31).

2.4.1. Mitokondriyon-Niikleer Iletisim

Caenorhabditis elegans’larda yapilan calismalar mtKPY aktivasyonu i¢in bZIP

transcription factor associated with stress-1 (ATFS-1) adlhi faktoriin gerektigini
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gostermistir. ATFS-1 DNA-binding domain disinda MTS ve niikleer lokalizasyon sinyali
(NLS) tasir (31). Mitokondriyon saglikli ise ATFS-1 TIM/TOM ile alinir ve matriksde
bulunan translokaz LONP1 ile yikilir. Onciil proteinlerin mitokondriyona gegisi ve etkin
katlanmas1 mtMtHsp70 ile olur. Mitokondriyal fonksiyon bozuklugunda ATFS-1
nukleusa geger ve mitokondriyal fonksiyonlar1 diizeltmek igin gerekli transkripsiyon

programini baslatir (32-36).

witokandna
Broteaztss dengesizlizi
Nucleus

Yanhs katlanmis protein birikimi

Sekil 2.7. Caenorhabditis elegans’da UPRmt in ATFS-1 ile diizenlenmesi (23)

Memelilerdeki mtKPY transkripsiyonel diizenlenmesi Caenorhabditis elegans ile ¢ok
benzerdir ve bir¢ok bZIP transcription faktorii ile olur (36). Memeli hiicrelerde mtKPY
aktivasyonu i¢in diger bZIP proteini olan ATF4 ve CHOP da gereklidir. ATF4, ATFS ve
CHOP stres cevabiyla cok iligkilidir ve kinazlar bu sistemi aktive eder (28).

MtKPY, siddetine ve siiresine bagli olarak hiicreye faydali veya zararli olabilir. Faydali
etkileri, yasam siliresini uzatir, enfeksiyona direnci artirir, mitokondriyal iletisimi
diizenler, glikolizi indiikleyerek metabolik adaptasyon saglar. Ancak mtKPY uzun
stirerse, mitokondriyal DNA hasarlanir. “Mitochondrial kinase PTEN- induced putative
kinase 1" (PINK1) saglikli mitokondriyona alinir islenir. Ancak bu yolakta sorun olursa

PINK1 dig zarda TOM kompleksinde birikir. Burada ubikiitini fosforlar ve hasarl
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mitokondriyon mitofaji ile uzaklastirilir. Mitokondriyon sitozolde biriken proteinlerin

bazilarin alarak yikar ve koruyucu gorevi goriir (23,37).

- T
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Sekil 2.8. Mitokondriyal stres cevap yollar1 (37)

A: Hasarli mitokondrilerin saptanmasi ve mitofaji ile se¢ici yikima gitmeleri. PINKI1
hasarl1 mitokondriyonun dis zarinda stabilize olur ve ubiquitin ligaz Parkini baglar.
Ubiqutinlenmis mitokondriler otofagozom ile lizozoma gider ve yikilirlar.

B: Kinaz aktivitesi olan GCN2, mitokondriyal fonksiyon bozuklugunda aktive olur
elF2a’ y1 fosforilleyerek proteinlerin mitokondriyona gegisini azaltir.

C: Sitozolde biriken hatal1 proteinler proteozom aktivitesini uyarir.

D: UPRmt ATFS-1 in mitokondriyona ge¢cmesi ile diizenlenir. ATFS-1 mitokondriyona
gecerse yikilir ancak mitokondriyal fonksiyon bozuklugu nedeniyle nukleusa giderse

mitokondriyal stresi ile ilgili genlerin transkripsiyonunu aktive eder.
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2.5.Yag Dokusu-Obezite-Mitokondriyal Disfonksiyon

Adipositin yani yag hiicresinin esas olarak 3 fonksiyonu vardir. Bunlar:

1. Serbest yag asitlerini alip trigliseride ¢cevirmek

2. Enerji ihtiyaci oldugunda trigliseridleri yag asitleri ve gliserole yikmak (lipoliz)

3. Leptin, adiponektin, resistin gibi maddeleri salgilayarak endokrin bir organ gibi
davranmak.

Adipositler anjiogenez, steroid metabolizmasi, immiin cevap ve homeostasis gibi
metabolik iglemlerde de aktif rol oynamaktadir (38,39).

Memelilerde iki tip yag dokusu vardir:

I.  Beyaz yag dokusu: Enerji fazlasini trigliserid seklinde depolar ayn1 zamanda
enerji dengesini diizenleyen hormonlar salgilar. Yani metabolik olarak aktif lipid
depolama dokusudur. Beyaz yag dokusu fizyolojisinde mitokondrial aktivite
onemli rol oynamaktadir. Yag dokusu artarken mitokondriyal biyogenez de
artmaktadir. Beyaz yag dokusunda adipositlerde biiylik yag damlalar1 vardir ve
mitokondriler daha az sayida ve kiigtiktiir.

II. Kahverengi yag dokusu: Enerji depolanmasi ve harcanmasi arasindaki dengeyi
saglamada 6nemlidir ve termojenik hiicrelerden olusur. Adipositlerde ¢ok sayida
kiigiik yag damlalar1 vardir. Mitokondriondan zengindir ve 6zellikle 1s1 agiga

cikarirlar.

Kahverengi yag dokusunun yenidogan déneminde bulundugu ve zamanla yok oldugu
sanilirken, aslinda eriskin donemde de iist boyun ve skapulalar aras1 bélgede bulundugu,
Ozellikle soguk ile arttig1 gosterilmistir. Yaslanma ve yaglanma kahverengi yag dokusunu
azaltan nedenlerdir. Beyaz yag dokusunun kahverengi yag dokusuna doniisebildigi de
gosterildikten  sonra obezitenin  Onlenmesi, komplikasyonlarinin  tedavisinde
mitokondriyon disfonksiyonlarinin  tanimlanmast ve diizeltilmesinin  yollarinin

arastirilmasi 6nem kazanmistir (38—42).
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2.5.1.Adipogenezis

In vitro ve in vivo olarak adipogenezis sirasinda mitokondriyal say1 ve morfolojisinin

degisimi elektron mikroskopisi ile gdsterilmistir (43).

Wilson-Fritch ve ark. (44) 3T3-L1 preadiposit hiicre hattinda yag hiicresine doniisiim
sirasinda mitokondriyal protein konsantrasyonunun 20-30 kat arttigin1 gostermistir.
Adipogenez sirasindaki mitokondriyal biyogenezde PPARY ve koaktivatorii olan PGC-1a
adli transkripsiyon faktorleri 6nemli rol oynar (43,44). Adipogenezde mitokondri sayisi

ve morfolojisi degisirken oksidatif kapasitesi ve ROS iiretimi de artmaktadir (45).

2.5.2.Adiposit doniisiimiinde mitokondriyon

Adipogenez ve mitokondriyon biyogenezi birbiriyle yakin iliskisi olan siireglerdir.
Mitokondriyon bu déniisiimde gereken enerjiyi (ATP) ve lipid yapimi i¢in gereken
hammaddeleri (yag asiti—asetil CoA---trigliserid sentezi) saglar. Adipogenez sirasinda
mitokondri say1 ve morfolojisi hizla degisir. Adipogenezis bir¢ok transkripsiyonel

faktoriiniin rol oynadigi olaylar zinciri ile gerceklesir (41,46,47).

Obezite viicuda alinan enerjinin harcanan enerjiden fazla olmasi sonucu artan enerjinin
yag dokusu olarak depolanmas1 sonucu gelisir. Artan yag dokusu zararl bir organ gibi
davranip insiilin direnci, diyabet, kardiyovaskiiler hastalik, kanser gibi bircok 6nemli
kronik hastaliga neden olmaktadir. Yag dokusu arttikca mitokondriyon fonksiyon
bozuklugu oldugu bilinmektedir (48,49). Beyaz yag dokusu enerji durumuna gore lipid
depolanmasit veya salinmasimi saglayan en degisken organdir. Farelerden elde edilen
orneklerde lipid damlalarinin etrafindaki makrofajlarda, sitoplazmadakine gore piruvate
oksidasyonu, ETZ aktivitesi ve ATP sentez kapasitesi daha fazla bulunmustur. Ancak beta
oksidasyon kapasiteleri diisiik ve flizyon-fisyon dinamikleri azalmistir. Bu durum kas ve
karacigeri lipotoksiteden korumaya calisan adaptif bir yanit olabilir yani neden degil

sonugtur (50,51).
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2.6.Fruktoz Metabolizmasi

Fruktoz bir monosakkarittir, meyve ve bal gibi dogal besinlerde bulunur. Fruktozun ana
kaynag1 stikrozdur (sofra sekeri) ve siikroz %50 glukoz + %50 fruktoz igerir. Dogal
meyve kaynakli fruktoz potasyum, C vitamini, antioksidanlar (resveratrol, quersetin,
flavonoller gibi) icerdigi i¢in zararl etkileri sinirlidir. Fruktozun diger 6nemli kaynag: da
yiiksek- fruktozlu misir surubudur ve %355 fruktoz + %45 glukoz igerir. Fruktoz hazir gida
sektoriinde en yaygin kullanilan sekerdir. Ozellikle misir surubundan elde edilen yiiksek
fruktoz igeren sekerler ucuz ve dayaniklidir ve hazir gida sektoriinde (hazir meyve sulari,
gazli igeceklerde) yaygin olarak kullanilir. Hiicre diizeyinde zararh etkiler de bu fruktozun
fazla alim1 sonucunda goriiliir, diger sekerlerin aksine hiicre icinde ATP azalmasina ve
iirik asit {iretimine neden olur. Islenmis fruktoz tiiketimi kilo alimmin yaninda organ
diizeyinde yaglanmay ve kanda trigliserid diizeyini artirarak, hipertansiyon, koroner arter
hastalig1 riskini artirarak metabolik dengeyi bozmaktadir (52-57). Fruktolizis sonucu
karacigerden iiretilen metabolitleri olan serbest yag asitleri, {irik asit ve laktat doku ve
organ fonksiyonlarmni etkiler. Insiilin direnci, ROS artis1, adiponektin, leptin ve
endotoksin gibi inflamatuar sitokin salinimi ile lipid birikimi, endotelyal disfonksiyon
gerceklesir (58). Fruktoz direk insiilin salinimini uyarmaz ancak fruktozdan zengin
beslenme karaciger, kas ve yag dokusunda hiperinsiilinemi yapar. Fruktozun lezzeti

beslenme davranigini etkiler ve istahi uyarir (58,59).

Hayvan ve insan ¢aligmalar1 fruktoz ile kisa siireli beslenmenin bile de novo lipogenezi
artirdig,  dislipidemi, hepatosteatoz ve insiilin  direncini  kolaylastirdigini
desteklemektedir. Son yillarda fruktoz ile tetiklenen iirik asit artisinin mitokondriyal
oksidatif strese yol agarak artmig kalori alimindan bagimsiz olarak yag birikimini uyardigi
gosterilmistir (60).

Fruktoz bagirsaktan emilir ve cogu karacigerde metabolize edilir. Metabolizmasinin
baslangic basamaklar1 insiilinden bagimsizdir. Fruktoz direk enterositlerde metabolize
edilir ve burada laktat ve glukoza cevrilir. Alinan fruktoz saf veya sukroz formunda

olabilir, hizla triozfosfata doniiserek karacigerde oksidize edilebilir, glukoz ve laktata
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doniisebilir veya glikojene doniisebilir. Bazilar1 da karacigerde trigliseride dontisebilir ki,

bu doniisiim fruktozun metabolik yan etkilerinde 6nemlidir (57).

Alnan fruktoz dncelikle intestinal liimenden afinitesi fazla olan (Km = 6 mM) glukoz
transporter 5 (GLUTS) adli heksoz transporter ile pasif olarak emilir. GLUTS
enterositlerin luminal membraninda ve bazolateralde eksprese edilir. Emilemeyen fruktoz
distal intestine ve kolondan ozmotik yiik olusturarak atilir. Ayrica fruktoz bakteriyel
fermentasyon i¢in substrat olabilir ve intestinal motiliteyi etkileyip karin agris1 ve siskinlik
yapabilir. Glukoz transporter 2’nin (GLUT2) fruktoza GLUTS den daha diisiik afinitesi
vardir (Km = 11 mM). Intestinal fruktoz emilimine katkis1 azdir ancak hepatik fruktoz
aliminda c¢ok etkindir. Fruktoz ketoheksokinaz diger adiyla fruktokinaz enzimi ile hizla
fosforile ederek fruktoz 1-fosfat’a doniistiiriir, ve glikolitik/glukoneogenik metabolit

havuzlarma girer (61).

Fruktozun hiicre i¢i metabolizmasi farkli tagiyici sistem ve enzimatik basamaklarla olur.
Fruktokinaz, fruktozu metabolize eden asil enzimdir ve ATP kullanir. Fazla fruktoz
alindiginda hiicrede ATP azalir ve AMP deaminaz aktive olur {irik asit artar. Yag
hiicresinde fruktokinaz yoktur ve fruktoz heksokinaz ile fruktoz 6- fosfata metabolize olur
ve bu da glukoz 6- fosfata cevrilir. Boylece 11B3-HSD1 aktivitesi artarak glukokortikoid
dretimi artar (59). Glukokortikoid adiposit farklilagmasi ve hiicresel metabolizmada
onemli rol oynar. Legeza ve ark (59), yag hiicre hattinda fruktozun glukoza gore

adipogenezi artirdigini, 11B-HSDI1 aktivitesini artirdigini gostermislerdir.

Fruktozdan olusan metabolitler trioz fosfat havuzuna fosfofruktokinazdan sonra girer ve
bu enzimin sinirlayici etkisinde kagar. Fruktoz yiikii de heksoz ve triozfosfat havuzlarini
genigletir ve biitiin santral karbon metalik yolaklar, glikoliz-glikogenez, glikoneogenez,
lipogenez ve oksidatif fosforilasyon igin subsrat saglar. Fruktozdan gelen karbonun
metabolik yollara gidisi beslenme ve endokrin duruma baghdir. Alinan fruktozun
kaderinde beraberinde alinan besinlerin de rolii vardir. Fruktoz yanliz alindiginda hepatik
glikojen birikimini etkilemeden serum glukoz ve laktat diizeyini artirir. Glukoz ile
alindiginda insiilin salinimini uyararak glikojeni artirir. Kronik fruktoz alimi metabolik

gen ekspresyon programlarini etkileyerek fruktozun metabolizmasini etkiler.
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Akut fruktoz alimi direk insiilin salinimini etkilemese de kronik fruktoz alimi
hiperinsiilinemiye neden olur, endoplazmik retikulum stresini de tetikler ve bu da
lipogenezi artirabilir (60). Kronik fruktoz alimi ile lipid metabolizmasi artar ve

endoplazmik retikulum zar proteinleri fruktozillenir, lipidler burada birikebilir (61).

Lipotoksite ve glukotoksitede yag hiicresindeki mitokondrial fonksiyonlarin bozuldugu
bilinmekle birlikte fruktozun 6zellikle de islenmis musir surubundaki fruktozun etkileri
tam olarak bilinmemektedir (62). Cioffi ve ark. farelerde yaptiklari calismada, fruktoz ile
beslenen grupta karacigerde inflamasyon, mitokondriyal DNA’da oksidatif hasarin
arttigini, kopya sayisinin azaldigini ve DNA tamir ve replikasyondan sorumlu polimeraz
G mRNA ekspresyonunun azaldigini géstermislerdir. Mitokondriyal biyogenezde énemli

olan PGC-1Aa, NRF1, TFAM ifadelenmelerinin azaldig1 saptanmistir (63).

2.7.Mitokondriyon ve Adiposit

2.7.1.Mitokondriyon ve adiposit biyogenezinde rol alan genler
PPARy: Niikleusta kodlanan mitokondriyal genleri kontrol eden 6nemli bir transkripsiyon

faktoriidiir. Adiposit gelisiminde de rol oynar.

PGC-1a: PPARy’ nin koaktivatoriidiir, birgok niikleer ve niikleer olmayan reseptorlere
baglanarak hiicre metabolizmasi ile ilgili 6zel genlerin (mitokondriyal DNA replikasyonu
ve hiicresel oksidatif metabolizmay1 kontrol eden mitokondriyal genler) ekspresyonlarini
etkiler. Yag hiicresinde mitokondrion biyogenezi farkli diizeylerde kontrol edilir.
Adipogenezde mitokondri say1r ve morfolojisi hizla degisir ve erken dénemde oksijen
tikketimi ve ATP sentezi fazla iken, yag dokusu matiirlestikce azalir. Adipogenez sirasinda
lipid birikimi olur ve bu durum PPARYy nin aktivasyonuna baglidir. Yag hiicresine olan
farklilasmada mitokondriyal proteinler artar, mitokondriyon sayisi ve biyokimyasal yapisi
degisir. 3T3L1 hiicre hatt1 fibroblastlar1 adipogenik farklilasmada model olarak yaygin
kullanilir (43).

PGC-1 ailesinin ilk bulunan iiyesi fare calismalarinda kahverengi yag dokusunda
tanimlanan 91 kDA agirligindaki bir niikleer protein olan PGC-1a dir. PGC-1a, TCA

dongtisii ve mitokondriyal yag asidi oksidasyon yolagindaki bazi gen ekspresyonlarini
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etkiler. Ayrica PGC-la mitokondriyal DNA replikasyonu ve hiicresel oksidatif

metabolizmay1 kontrol eden mitokondriyal genlerin ifadelenmesini diizenler (64).

PPARy ve PGC-lo mitokondriyal biyogenezde ©nemli genlerin ifadelenmesini
etkileyerek, yag dokusu, iskelet kasi, kalp, karaciger ve bobrek gibi hayati organlarda
metabolik diizenlemede 6nemli rol oynar. PGC-1a mitokondriyal biyogenezde asil

diizenleyicidir, ATF6 ile yakin iligki halindedir ve mtKPY’da da 6nemli rol oynar.

CEBPa: CEBPA geni “CCAAT enhancer-binding protein alpha” adli proteinin

sentezinden,

CEBPB: CEBPB geni “CCAAT enhancer-binding protein beta” adl1 proteinin sentezinden
sorumludur. Bu proteinler yag hiicre farklilagsmasi ve olgunlasmasi ile ilgili gen

ekspresyonlarini kontrol eden transkripsiyon faktorleridir.

CEBPp, adiposit farklilasmasinda erken donemde aktive olur ve son evre farklilagmada
onemli olan iki transkripsiyon faktoriiniin ekspresyonunu uyarir. Bu iki faktér C/EBPa ve

PPARYy’dir (65).

Yag hiicresinin farklilagmasinda 3T3-L1 hiicre hatti en 1iyi ¢alisilan modeldir.
Farklilagsmay1 uyarmak i¢in 3-isobutyl-1-methylxanthine, dexamethasone, and insiilin
kullanilir. Biiylimesi durmus olan 3T3-L1 preadipositleri tekrar hiicre siklusuna girer ve
bu doneme mitotik klonal genisleme denir, adipositlerin hiperplazisi gergeklesir.
Adipogenezis bircok transkripsiyonel faktoriiniin rol oynadigi olaylar zinciri ile
gerceklesir. CEBPP burada en 6nemlilerinden biridir ve adiposit farklilagsmasinda erken
donemde aktive olur. 3T3-L1 preadipositlerde CEBPB geni “knockdown” olursa
adipogenezis durur, aksine overeksprese olursa da normalde gerekli olan bagska hormonal

uyarilar olmaksizin da adiposit doniisiimii tamamlanir.
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2.7.2.Mitokondriyal katlanmamis protein yaniti ile ilgili genler

Mitokondriyon liimenindeki proteinlerdeki katlanma degisiklikleri niikleusta kodlanan
mitokondriyal saperon ve proteazlarin gen ekspresyonlarini segici olarak artirir. Bu
duruma mitokondriyal geri sinyalizasyon denir. Obezitede mitokondriyal stres geligince
mtKPY ortaya cikar ve geriye dogru stres sinyal yolagi uyarilir. Bunlarda defekt
oldugunda mitokondriyonun denge ve biitiinliigii bozulur. Bu noktada stresi azaltmak i¢in
mitokondriyon kapasitesini artirmak obezite ile iligkili bozukluklar 6rnegin insiilin direnci

ve tip 2 diyabeti 6nlemede etkili olabilir (25,29,66,67).

Okaryotik mitokondrion 1000’den fazla protein igerir ve bunlarin %98 i niikleer genler
tarafindan kodlanir, sitoplazmadan mitokondriyal matrikse translokazlar ile ATP ve
membran potansiyeli enerji kaynagi olarak kullanilarak taginir. Mitokondriyal matrikste
saperonlar ve yardimei faktorler ile katlanma gergeklesir. Hiicresel stres durumlarinda
katlanmamis veya yanlis katlanmis protein varliginda saperonlarin gen ekspresyonlari
artar. Mitokondriyal proteomun saglanmasi i¢in saperonlarin, proteazlarin diizgiin ve
birbirleri ile siki iletisimde ¢aligsmalar1 6nemlidir. Mitokondriyal proteastazda dengesizlik
hatal1 polipeptidlerin birikmesine neden olur. Mitokondriyona tasinan proteinler
katlanmamis 6nciil seklindedir ve dis zardaki TOM kompleksinden geger. I¢ zardaki
TIM23 kompleksi bu proteini Tim50 subuniti ile tanir, zar kanalina ydnlendirir. I¢ zarin
matriks tarafinda bulunan mtHsp70 adli saperon, onciil proteini matrikse ¢ceker. Bu protein
zincirinin matriksde katlanmasi énemli diger saperon proteinleri olan mtHsp60/10 ile
saglanir (5-7,20-23,29).

mtHsp70: 70 kDa agirliginda, N-terminal ATPaz domaini ve C-terminl substrat baglayici
boliim igerir. Polipeptid olarak yeni tasinmis proteinin baslangi¢c katlanmasina yardim
eder. Protein sentezi, katlanmasi ve yanlis katlanmis proteinlerin matriksteki proteolitik
enzimlere gonderilmesinden sorumludur.

mtHsp60: 60 kDa agirliginda, ortasinda bosluk olan biiyiik ikili halka kompleksinden
olusur ve HsplO kofaktori ile iliski halindedir. HSP 70°den gelen kismi katlanmis

polipeptidlerin tam katlanmasina yardim eder.
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Pmpcb (MPP): Mitokondriyon matriksinde yer alir ve Onciil protein dizisini
uzaklastirarak, kalan polipeptidin katlanmas1 ve fonksiyonel bir protein haline gelmesini

saglar. Pmbcb geni PMPCB proteinini kodlar (68—70).

Clpp: Mitokondriyonda hatali proteinleri temizleyen {i¢ sistem vardir. Bunlar i¢ zarda

bulunan AAA proteaz ve matrixde bulunan Clpp ve Lon proteazdir (9,71).

Endog: DNA polimerazy‘nin mitokondriyal DNA replikasyonunu baslatmasi i¢in gereken
RNA primerlerinin iiretilmesinden sorumludur. Mitokondriyal zarlar arasi bosluk, i¢ zar
ve matriksde bulunur. Mitokondriyal DNA ile yakin temas halindedir, oksidatif olarak
hasarlanmis mitokondriyal DNA molekiillerinin uzaklastirilmasinda da rol oynar. Endog

geni, Endog proteinini kodlar (72).

Ubiquinol-cytochrome-c reductase complex assembly factor 1 (Uqcc): Bu protein
mitokondriyal solunum zincir kompleksi III veya sitokrom b-c1 kompleksinin ¢aligmasi
icin gereklidir. Ugcc geni, mitokondriyal solunum zincir kompleksi III veya sitokrom b-

cl kompleksinin ¢alismasi i¢in gerekli olan Uqcc proteinini kodlar (73).

2.8. Calismanin Amaci

Obezitede artan yag dokusu hiicre diizeyinde de stres yaratmaktadir. Islenmis gidalardaki
fruktoz kullanimi1 da hem obezitenin artmasi hem de organel stresinin artmasinda 6nemli
rol oynamaktadir. Obezitede mtKPY oldugu bilinmekle beraber mekanizmalar tam
anlagilamamistir. Bu tezde amacimiz yiiksek doz fruktozun 3T3L1 yag hiicre hattinda
mitokondriyon biyogenezi iizerindeki etkilerini ve fruktotoksisiteye bagli olarak gelisen

mitokondriyon stresinin regiilasyonunu arastirmaktir.
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3. GEREC ve YONTEM

Fibroblastlarin adiposite doniisme potansiyeli nedeniyle yaygin olarak kullanilan 3T3-L1
(ATCC®CL-173TM) hiicre hattinda ¢alisilmistir (74). Yiiksek doz fruktozun 3T3L1 yag
hiicre hattinda mitokondriyon biyogenezi ve mitokondriyon stresinin regiilasyonu ile ilgili

genlerin ifadelenmelerine bakilmistir.

3T3L-1 hiicrelerinin go%a\tllmasw ve takibi

el ’ A

Fruktoz uygulanan grup

(0. giin (kontrol), 2.giin, 4.gfin, 6.giin, 8.glin (0. giin (kontrol), 2.giin, 4.giin, 6.giin, 8.glin
i T
v
Qil red-0 boyama ile teyid Qil red-O boyama ile teyid

| |
v v

RNA izolasyonu RNA izolasyonu

cDNA sentezi CDNA sentezi
RT-PCR RT-PCR

‘ |
v

istatistiksel analiz ‘ Istatistiksel analiz ‘

Sekil 3.1. Is akis plam
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Tablo 3.1. Mitokondriyon biyogenezi ve mitokondriyon stresinin regiilasyonu ile ilgili ifadelenmeleri

calisilan genler

Mitokondriyon ve | Mitokondriyal — Katlanmamig

Adiposit Biyogenezinde | Protein Yaniti ile {lgili Genler

Rol Alan Genler

PPARy mtHsp60

PGC-la mtHsp70

CEBPa Pmpcb

CEBPp Clpp
Endog
Uqcce

3.1. Calismada Kullanilan Kimyasal Malzeme ve Soliisyonlar

3.1.1 Hiicre kiiltiiri

(Calismada kullanilan 3T3-L1 (ATCC®CL-173TM) hiicre serisi soguk zincirde teslim
almmustir. Hiicreler 37°C su banyosunda 1 dakika bekletilerek ¢oziildiikten sonra 7 dakika
santrifiij edilip supernatant kismi atilmistir. Pelet taze bezi yeriyle ¢ozdiirtiiliip cogaltilmis
ve ¢alismanin malzemeleri tamamlanana kadar azot tanki iginde %10 DMSO igeren besi

yerinde dondurularak (-195° C) de saklanmstir.

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

Tripsin-EDTA (%0,25): Multicell, 325-043-CL

Dimetilsiilfoksit (DMSO): Sigma, D9170
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Fosfat Tuz Tamponu (PBS: Sigma, D1408
2-Mercaptoethanol: Merck, ES-007-E

Fruktoz: F3510 Sigma

Insiilin (s1gir pankreasindan elde edilmis): Sigma, 16634
3-Isobutyl-1-methylxanthine (IBMX): Sigma, 15879
Hidroklorik asit (HCI): Sigma, 320331

Potasyum hidroksit (KOH): Sigma, P5958

Etil alkol: Sigma, 32205

25cm? TC Flask: Orange scientific 4420100N
Hiicre Dondurma tiipleri: Greiner bio-one, 2ml

6 kuyulu kiiltiir kab1: Greiner, 657160

Deney tiipii (15ml): Greiner, 188261

3.1.1. Hiicrelerin ¢oziilmesi ve ¢cogaltilmasi

Azot tankindan %10 DMSO igeren DMEM besi yerinde (%10 FBS ve %1 penisilin-
streptomisin igeren) dondurulmus olan vialler ¢ikarilarak, 6nceden 37°C ayarlanmis su
banyosu i¢inde 1 dakika bekletildi. Vial ¢oziilmeye basladiktan sonra steril bir falkon tiip
icine 6 ml besiyeri ile birlikte hiicre karisimi falkon tiipe aktarildi. 1200 rpm’de 7 dakika
santrifuj sonrasi tiiplin listiindeki supernatant atildi. Tiipiin dibinde kalan pellet iizerine
yeni besiyeri eklenerek pipetaj yapildi ve hiicre ve besiyeri karigimi 25ml’lik flaska ekildi,
37°C, %5 CO: inkiibatoriine (Heraus- HERACELL) kaldirildi. Her giin inverted

mikroskop ile hiicreler gézlenerek cogalmalari izlendi.

Hiicreler konfluent olduktan sonra Tripsin EDTA (0.25’lik) ile kaldirilarak
pasajlanmalarina devam edildi. Yeterince preadiposit hiicresi elde edilince preadiposit

adiposit doniisiimii protokoliine gecildi.
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3.1.2. Preadiposit adiposit hiicre doniisiimii

Calisma igin yeterli hiicre sayisina ulasildiginda tiim hiicreler Tripsin EDTA (0.25 lik) ile
kaldirildi. Hiicreler 6 kuyuluk hiicre plaklarina ekildi. Bu plaklar %100 konfluent olana
kadar inkubatorde bekletildi. Konfluens saglandiktan sonra ek olarak 48 saat daha
inkiibatdrde bekletilmeye devam edildi. Bu 48 saat sonunda besi yeri uzaklastirilip

hiicrelere ilk farklilasma kokteyli uygulandi (MDI1).
Bu farklilasma 0. giin kabul edildi
0.giin MDI:

DMEM + fetal sigir serumu (FBS)+ IBMX 0.5 mM+ insiilin 10 pg/mL + 1puM
deksametazon (DEX)

Fruktoz uygulanacak gruba ek olarak 550 uM fruktoz eklendi (74). Besi yerine fruktoz
eklenen ve eklenmeyen hiicreler inkiibatore kaldirildi ve 48 saat beklemeye alindi. Bu siire

sonunda hiicrelerin iizerindeki besi yerleri ¢ekildi ve 2. farklilasma kokteyline alindi.
2. farklilagma kokteyli: DMEM + FBS + insiilin 10 ug/mL (MDI2)

48 saat sonunda yine besi yeri uzaklastirildi ve DMEM + FBS besi yerine gecildi. Bundan
sonra her 48 saatte bir (4-6-8. giinlerde) ayn1 besi yeri yani DMEM + FBS kullanildi. 8.
giin sonunda ¢alisma sonlandirildi (75). Fruktoz uygulanan ve uygulanmayan hiicrelerin
farklilagmalar1 0-2-4-6-8. giinlerde oil Red-O boyama ile mikroskobik olarak (IM:
OLYMPUS IX73) incelendi.

3.1.3. Oil red-O boyama protokolii

Oil red-O stok hazirlama (76): 0.2 g Oil red-O ve 40 ml 2 propanol (%0.5 lik) karistirilir.

Bu soliisyon c¢alisma yapilacagi zaman 2:3 oraninda sulandirilir ve filtreden gegirilir.

6 kuyuluk kiiltiir plaklarindan besi yeri uzaklastirilir. Hiicreler PBS ile yikanir ve %4 liik
paraformaldehit (PFA) ile 15 dakika oda sicakliginda sabitlenir. PFA ortamdan

uzaklagtirilir ve oil red- O boyama soliisyonu plaklara koyulur. 30 dakika oda sicakliginda
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inkiibe edilir, ardindan iki kez PBS ile yikanir ve 151k mikroskobunda (IM: OLYMPUS
[X73) goriintiilenir.

3.2. RNA izolasyonu

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

%0,1’lik DEPC’li H2O: 1000 ml steril distile su (dH20)’ya 1ml DEPC eklenip iyice
kanigtirilir. Ardindan 12 saat boyunca 37°C etlivde inkiibe edilip otoklavlanir (100 °C’de
15 dakika) sogutularak kullanilir.

Etil Alkol: Sigma, E7023

Farklilagma stiresince 0-2-4-6-8. giinlerde fruktoz uygulanan ve uygulanmayan hiicrelerin

RNA izolasyonlar1 yapildi.
Kuyulardan TE (Tripsin EDTA) kaldirilan hiicrelere asagidaki islemler uygulandi:

1. Hiicrelerin iizerinden besi yeri ¢cekildi (DMEM + FBS)

2. PBS ile yikama yapildi

3. Her bir kuyuya 500ult TE eklendi, kuyularin her tarafina yayilmasi saglandi ve
37°C inkiibator i¢inde birkag¢ dakika bekletildi

4. Hiicrelerin kalkmas1 mikroskop altinda gozlendikten sonra TE hacminin iki kati
kadar besi yeri eklenerek 15ml’lik vidali kapakli falkon tiipe aktarildi

5. 1000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi sonra iist faz dokiildi

6. Pellet tizerine 350ult Buffer RLT koyuldu ve 1,5 mI’lik ependorf tiiplere aktarildi
(Qiagen kiti icinden ¢ikan soliisyon. RNA izolasyonun baslatan ilk asama)

7. RNA izolasyonu islemine kadar -80°C’de sakland1
(Calismaya baglanacag1 zaman:

1. -80’den hiicreler ¢ikarilip ¢6ziinmesi beklendi
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2. (oziilen hiicrelerin hacmi kadar iizerine %70’lik dietilpirokarbonat (DEPC)l1 etil
alkol eklendi
3. 700ult lizat kolonlu tiipe transfer edilerek izolasyona baslandi

3.3. RNA saflik ve saglamlik tayini

Saflik tayini i¢in spektrofotometre, saglamlik i¢in ise agaroz jel metodu kullanilmistir.

Agaroz jel protokolii i¢in kullanilan malzemeler;

Agaroz:Sigma, A9539

TAE ¢ozeltist;

Tris baz: Sigma, T7527

Borik Asit: Sigma, B6768

EDTA : Sigma, E5134

Yiikleme Tamponu,

Gliserol: Sigma, G5516

Orange G: Sigma, 03756

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

DNA markir (50bg): Thermo scientific, SMO373

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

Izole edilen RNA’larin safligini kontrolii 260/280nm’deki absorbans orani ile saptandi.
Spektrofotometre cihazi olarak Epoch GenS5 2.0 ve all-in-one Reader software programi
kullanildi. DNA ve protein kontaminasyonu tagimayan, iyi kalitede izole edilmis RNA’da
beklenilen 260/280nm absorbans orani 1,8-2,1°dir. 2pult izole edilen RNA, 2ult steril
distile su ile karigtirildi, her kuyuya 2ult 6rnek koyuldu ve okuma yapildi. Elde edilen
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RNA’larin 260/280nm absorbans orani 2,0-2,1 olarak &lciilmiistiir. Ol¢iim sonrasi elde

edilen veriler 2 ile ¢arpilarak izole edilen RNA’larin miktarlar1 saptanmustir.

Izole edilen RNA’lar hazirlanan %1,5°lik agaroz jel de kontrol edildi. 100ml 0,5X TAE
(Tris Asetikasit EDTA) tamponu i¢inde ¢dziilen 1,5 gram agaroz kaynatildi. I¢ine 2,5plt
(10mg/ml) etidyum bromiir eklendi. Polimerlesme tamamlandiktan sonra 5Splt jel yiikleme
tamponu ile karistirilan 4plt RNA 6rnegi 90V’°da 45 dakika yiiriitiildii. Yiiriitme sonrasi
28S, 18S ve 5S RNA net bir bicimde gozlenmistir.

3.4. cDNA sentezi

cDNA sentezi i¢in ticari kit olan Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit Roche,
5081955001 kullanilmigtir. Uygulama i¢in sarf malzemesi olarak 0,2 ml’lik PZR tiipleri

ve steril filtreli pipet ug¢lart kullanilmastir.

Tablo 3.2. Kalip-Primer Karigimi (1 reaksiyon igin)

icerik Hacim Son Konsantrasyon

Toplam RNA degisken 100 ng

Random Hexamer Primer| 2 ul 60uM

PCR igin uygun su degisken Son  hacim 114 ul

olacak sekilde ayarlanir

Toplam Hacim 11,4 wl

Kalip-primer karisimi 65°C’de 10 dakika bekletilerek denatiire edildi. Bu islem ile RNA
sekonder yapilar1 uzaklastirildi. Islem sonunda tiipler hemen buz iistiine alindi. Ters
transkriptaz (reverse transcriptase, RT) karisimi asagidaki protokole gore hazirlandi ve

kalip-primer karigimina transfer edildi.
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Tablo 3.3. Komplementer DNA (cDNA) karigimi

Icerik Hacim Son Konsantrasyon

Transcriptor High Fidelity Reverse 4 ul 1x (8mM MgClI2)

Transcriptase Reaction Buffer , 5x

ProtectorRNase Inhibitor 40U/ plt 0,5 ul 20U
Deoxynucleotide Mix, 10mM each 2 ul 1mM each
DTT 1 ul SmM
Transcriptor High Fidelity Reverse 1,1 ul 10U
Transcriptase

Toplam Hacim 8,4 ul

29°C’de 10 dakika, 50°C’de 60 dakika ve enzim inaktivasyonu i¢in 85°C’de 5 dakika
bekletildi. Tiipler buz iistiine alinarak reaksiyon sonlandirildi. Elde edilen cDNA -20°C’de

saklanir.

3.5. cDNA Kontrol PZR

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

dNTP (10mM X 4): Roche, 11581295001

MgClz (25mM): Sigma, M8787

Fare beta aktin primer F: 5’>CCTAAGGCCAACCGTGAAAAZ’
Fare beta aktin primer R: 5’ AGGCATACAGGGACAGCACAZ’

Elde edilen cDNA’lardan fare aktin [ primerleri kullanilarak PZR amplifikasyonu

gerceklestirilmistir. Bunun i¢in asagidaki ¢izelgede gosterilen protokol kullanilmistir.
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Tablo 3.4. Kontrol PZR protokol

Kimyasal Stok Son hacim
Konsantrasyon
Taq DNA Polimeraz 50/ul 1,25 wl
Taq DNA pol.tampon 5X Sul
dNTP 10mM her biri 1,6 ul
Primer F 100pmol 2,5 ul
Primer R 100pmol 2,5 ul
MgCl2 25mM 2wl
dH20
Kalip DNA(cDNA) 2 ul
toplam 25 ul

94 °C’de 5 dakika denatiirasyon sonunda 94°C’ de 30 saniye, 60°C’ de 45 saniye, 72 °C’
de 30 saniye 30 dongii yapilmistir. PZR 72 °C’ de 5 dakika ile bitirilmistir.

PZR sonrasi elde edilen amplifikasyon triinleri (100 baz cifti) Kodak EDAS 290 UV

goriintiileme cihazinda goriintiilenmistir.

Bu basamaklarin ardindan gen ifadelenme basamagi olan Es Zamanli PZR (RT-PCR)

ekspresyon ifadelenme protokoliine gecilmistir.

3.6. Gercek Zamanh PZR

Kantitatif es zamanli PZR i¢in Roche firmasma ait Light Cycler 480 II cihazi
kullanilmistir. Genlerinin ifadelenmeleri saptamak amaci ile her bir gene ait real time
ready prob ile birlikte LightCycler480 Probes Master kiti kullanildi. LightCycler480

Probes Master karigimi kit protokoliine uygun olarak hazirland1

Referans gen olarak Roche marka Actb M. musculus (300236) (NM_007393)

kullanilmistir. Diger genler sirasiyla;
RealTime ready Catalog Assay ID:300236 Actb M. musculus
RealTime ready Catalog Assay ID:314109 Endog M. musculus

RealTime ready Catalog Assay ID:318460 Hspla M. musculus
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RealTime ready Catalog Assay ID:315118 Hspdl M. musculus
RealTime ready Catalog Assay ID:318461 Pmpcb M. musculus
RealTime ready Catalog Assay ID:313428 Ppargcla M. musculus
RealTime ready Catalog Assay ID:318457 Uqcc M. musculus
RealTime ready Catalog Assay ID:313061 Clpp M. musculus
RealTime ready Catalog Assay ID:313571 Cebpb M. musculus
RealTime ready Catalog Assay ID:313484 Cebpa M. musculus
RealTime ready Catalog Assay ID:317705 Pparg M. musculus

LC 480 Multiwell plate Roche 4729692001

LightCycler 480 probes master Roche 4887301001

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

deney tiiplerinin hepsi steril, otoklavlanmistir.

3.7. istatistiksel Analizler

Yapilan deneylerden elde edilen sonuglar, “GraphPad Prism 8 istatistiksel yazilim
programi kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar ortalama + standart hata
(SEM) olarak ifade edilmistir. Verilere ait ortalama + standart hata (SEM) sonuglari
kullanilarak gruplanmis genlere ait aralikli bar grafikleri verilmistir. Verilere ait
normallik varsayiminin saglanmamasindan 6tiirii, iki bagimsiz grup karsilastirilirken
Student’s t testinin non-parametrik karsiligi olan “Mann-Whitney testi” kullanilmistir.
Benzer sekilde, ikiden fazla bagimsiz grup karsilastirilmasi igin ise tek yonli varyans
analizi (One-Way ANOVA) testinin non-parametrik karsiligi olan “Friedman testi”
kullanilmistir. Bu testlerin sonucunda 6nemlilik derecesi 0.05’in altinda elde edilen p
degerlerine ait sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Friedman testi
sonucunda aralarinda anlamli bir farklilik oldugu tespit edilen gruplara iliskin, farki

yaratan grubu tespit etmek i¢in ¢coklu karsilastirma (Post-Hoc) testlerinden “Dunn ¢oklu
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karsilastirma testi” kullanilmis ve ikili karsilagtirmalar sonucunda p degeri 0.05’in altinda

kalan gruplarin, fark yaratan degiskenler oldugu raporlanmistir.
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4. BULGULAR

4. 1. Mikroskopik Bulgular

In vitro ortamda azot saklama tankindan dondurulmus olarak ¢ikarilan 3T3-L1 hiicreleri
uygun besi ortaminda ¢oziildiikten sonra ¢ogaltildi. 3T3-L1 hiicreleri, besiyerine IBMX,
insiilin ve deksametazon eklenmeden once fibroblast goriintiisii inverted mikroskopta
goriintiilendi (sekil 4. 1.A). Diferansiyasyon medyumuna IBMX, insiilin ve deksametazon
eklendikten sonra 8. giinde matiir adipositken oil Red O boyasiyla boyanarak inverted
mikroskopta goriintli alind1 (sekil 4. 1. B). Sekilde fibroblastlar ve oil red-O ile boyanan

lipid damlaciklar1 goriinmektedir.

Sekil 4. 1. 3T3-L1 hiicreleri. (A) 0. giin preadiposit (B) 8.gilin adiposit oil red boyama (x20)

Fruktozun adiposit diferansiyasyonu sirasinda lipid birikimi {izerindeki etkisini
inceledigimiz ¢aligmamizda post-konfluent hiicrelere fruktoz uygulandi. 8. giin sonunda
calisma sonlandirildi. Fruktozun lipid birikimi iizerine olan etkisi oil red O boyama teknigi
ile degerlendirildi. 8.glin sonunda fruktoz uygulanan hiicrelerde (fruktoz (+)) fruktoz
uygulanmayan (fruktoz (-)) hiicrelere oranla adiposit diferansiyasyonu sirasinda lipid

olusumunu oldukg¢a arttirdig1 gozlendi.
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Sekil 4. 2 Fruktozun
adiposit

farklilasmasinda

lipid birikimine olan
etkisinin oil red O
boyama  bulgularn
(x40)

(A) 2.glin fruktoz (-),
(B)2.giin fruktoz (+),

(C) 4.giin fruktoz (-),
(D)4.giinfruktoz (+),

(E) 6.gilin fruktoz (-),

(F) 6.giin fruktoz (+),
(G) 8.giin fruktoz (-),

(H) 8.giin fruktoz (+)
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4.2 Fruktoz (+) / (-) 3T3-L1 Hiicrelerinden izole Edilen
RNA’larin Saflik Sonuc¢lari

4.2.1. Fruktoz (+) ve () 3T3-L1 Hiicrelerinden Izole Edilen RNA’larin

spektrofotometrik bulgulari

Uygulama sonrasinda 3T3-L1 hiicrelerinden elde edilen RNA 6rneklerinin safliginin ve

konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in yapilan dlgiimlerin sonuglar1 asagidaki cizelgede

gosterilmistir.
2 3

0.ganRNA [ A | 0494 [ 047 [260 6.ginRNA | F 0.968 | 0.929 |260
0.233 | 0.221 1280 Fruktoz- 0.463 | 0435 |280

2123 | 2123 260280
395,354 | 375,895 |ng/ul
2 ginRNA | B | 048 | 0505 |260

2.09 2,137 |[260/280
774,793 | 742,857 [ng/ul.

Fruktoz + 023 | 0237 [280 6. giin RNA 0.694 | 0653 |260
2,115 | 2.133 |260/280 Fruktoz + 0331 | 0313 [280
388,927 | 404,216 |ng/pL 2,093 2.088 |[260/280
2. gin RNA 0.417 [ 0409 260 555,26 | 522,145 |ng/ul
Fruktoz -

02 | 0198 |280 T . e
: : 8. giin RNA _ 0,528 0,584 |260
208 | 2.068 |260/280 = H : :

333,402 | 327,56 |ng/ul Fruktoz - 0,260 ELET? 380,
4 gnRNA | D | 0874 | 0.865 |260 1.965 | 2.113 ]260/280
Fruktoz + 0417 | 0411 |280 422,473 | 467,569 | ng/pL
2,097 | 2.106 |260/280 8. giin RNA 0578 | 0392 |260
699,24 | 691,841 ng/pL Fruktoz + 0,273 0.281 (280

4 ginRNA | E | 0664 | 0642 |260
Fruktoz - 0314 | 0303 |280
2117 | 212 2601280
531,136 | 513,534 |ng/pL

2112 | 2.106 |260/280
462,126 | 473,384 | ng/pL

Tablo 4.1. Orneklere ait RNA izolasyonu saflik ve konsantrasyon sonuglart
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4.2.2. Fruktoz uygulanan ve uygulanmayan 3T3-L1 Hiicrelerinden izole
Edilen RNA’larin agaroz jel goriintiisii

Elde edilen RNA oOrneklerinin %1,5’lik agaroz jeldeki goriintiisii sekil 4.3de

gosterilmistir

Sekil.4.3 RNA izolasyonu sonucu %1,5’lik agaroz jeldeki goriintiisii

1. 50 bp marker
2. 0.Gin RNA
3. 0.Gln RNA
4. 0. Giin RNA
5. 0. Glin RNA
6. 2. Giin Fruktoz - RNA
7. 2. Giin Fruktoz + RNA
8. 4. Giin Fruktoz - RNA
9. 4. Giin Fruktoz + RNA
10. 6. Giin Fruktoz - RNA
11. 6. Giin Fruktoz + RNA
12. 8. Giin Fruktoz - RNA

13. 8. Giin Fruktoz + RNA
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4.3. cDNA Kontrol PZR

3T3-L1 hiicrelerinden elde edilen RNA’lar ticari kit kullanilarak cDNA’ya ¢evrilmeleri
i¢in uygun protokol uygulanmistir. Protokol sonunda cDNA’larin elde edilip edilemedigi
kontrol (referans) primerleri ile teyit edilmistir. Burada yapilan klasik PZR’de fare aktin
B primerleri kullanilmistir. 99 baz ¢ifti uzunlugundaki bant goriintiisii sekil 4.4’de
gosterilmistir. Bir sonraki asama olan gercek zamanli PZR’de elde edilen bu cDNA’lar

kullanilmistir.

Sekil 4. 4. Fare aktin  kontrol PZR

50bp marker

0. gln

2. Glin Fruktoz +
4. GUn Fruktoz +
6. Glin Fruktoz +
8. Gln Fruktoz+
2 glin Fruktoz -

O NV AWM

Negatif Kontrol

38



4.4. Mitokondriyal Biyogenez ve Katlanmamis Protein Yaniti
fle Tlgili Genlerin Fruktoz (-) ve Fruktoz (-) Ortamdaki Gen
Ifadelenme Degisimlerinin Kantitatif Gercek Zamanh PZR
Sonuclan

Birbirinden farkli RNA konsantrasyonuna sahip her bir 6rnegin, baslangic RNA miktar1
100 ng olacak bicimde ayarlanmistir ve cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Her bir hedef
gen ve B aktin (referans gen) genleri i¢in ticari olarak tasarlanmis gene 6zgii primerlerden
ve bir kilitli niikleik asit (LNA) ile kisa FAM isaretli hidroliz probu kullanilmis olsa da
calismaya baglamadan 6nce optimizasyon amaciyla ¢alismalar yapilmistir. Florsan isaretli
olan problarin ¢alistig1 kontrol edildikten sonra elde edilen cDNAlar ile kantitatif ger¢ek

zamanli PZR analizi gerceklestirilmistir.

4.4.1.PPARY gen ifadelenme degisimleri

PPARY genindeki kat artis1 fruktoz (+) ve fruktoz (-) hiicrelerde istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (tablo 4.1). Fruktoz (+) ve fruktoz (-) hiicre gruplar1 karsilastirildiginda (2, 4,
6, 8. glinlerde) de PPARYy gen ifadelenme degisimleri anlamli degildi (p>0.05).

Tablo 4.2. PPARy gen ifadelenme degisimleri

PPAR gama Fruktoz (+) Fruktoz (-) P

2. giin 0.29 0.14 >0.05

4. giin 0.45 0.71 >0.05

6. giin 1.01 0.75 >0.05

8. giin 0.63 0.68 >0.05
>0.05 >0.05

*: Fruktoz (-) / fruktoz (+) ve uygulanmayan hiicrelerin karsilagtiritlmasi
#*; Gruplarin kendi i¢indeki kat artiglarinin kargilastiriimasi
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4.4.2. PGC-1a gen ifadelenme degisimleri

PGC-1Aa gen ifadelenme degisimi fruktoz (+) hiicrelerde 6. giinde (p: 0.04), fruktoz (-)
hiicrelerde 4. giinde anlamli derecede (p: 0.01) yiiksek bulundu. Fruktoz (-) / fruktoz (+)
gruplarin 4. giinleri karsilagtirildiginda PGC-1 o gen ifadelenmesi fruktoz (-) grupta
anlamli derecede yiiksek iken (p:0,02) 6. giinleri karsilastirildiginda fruktoz (+) grupta ki

artts anlamli bulunmustur.

Tablo 4.3. PGC-1a gen ifadelenme degisimleri

PGC-1 a Fruktoz (+) Fruktoz (-) P

2. giin 1.56 1.71 >0.05

4. giin 1.71 2.52%%* 0.01*

6. giin 1.93** 1.08 0.02*

8. giin 0.80 0.78 >0.05
p: 0.04%* p: 0.01%*

*: Fruktoz (-) / fruktoz (+) ve uygulanmayan hiicrelerin karsilastirilmasi
##; Gruplarin kendi igindeki kat artislarinin karsilagtirilmasi
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Sekil 4. 6. PGC-1a geni zamana ve uygulanan maddeye bagli gen ifadelenme degisimleri

4.4.3. CEBPa gen ifadelenme degisimleri

CEBPa geninin ifadelenmesi fruktoz (+) hiicrelerde en anlamli artis 6. giinde saptanirken
(p: <0.0001) fruktoz (-) hiicrelerde en yiiksek artig 2. giinde bulundu. (p< 0.001). Fruktoz
(-) / fruktoz (+) veriler karsilastirildiginda, fruktoz (+) hiicrelerde CEBPa gen
ifadelenmesi fruktoz (-) gruba gore hergilin daha yiiksek iken bu artis istatistiksel olarak 4

ve 6. glinlerde anlamliyda.

Tablo 4.4. CEBPa gen ifadelenme degisimleri

CEBP « Fruktoz (+) Fruktoz (-) P
2. giin 23.89 11.36%* >0.05
4. giin 33.47 5.12 0.04*
6. giin 39.25%* 2.58 <0.01*
8. giin 9.60 0.59 0.05

p <0.0001%** p: 0.0009%**

*: Fruktoz (-) / fruktoz (+) ve uygulanmayan hiicrelerin karsilastirilmasi
#%: Gruplarin kendi i¢indeki kat artislarinin karsilastiriimasi
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Sekil 4.7. CEBPa geni zamana ve uygulanan maddeye bagl gen ifadelenme degisimleri

4.4.4. CEBPp gen ifadelenme degisimleri

CEBPf geninin ifadelenmesi fruktoz (+) ve fruktoz (-) hiicrelerin ikisinde de 2. giinde
anlaml1 derecede yliksekti (p: <0.0001). Fruktoz (+) ve fruktoz (-) hiicrelerin CEBPf geni
ifadelenme verileri karsilastirildiginda, fruktoz uygulanan hiicrelerde CEBPJ gen kat
artis1 her giin anlaml olarak ytiksek iken bu fark istatistiksel olarak 4, 6 ve 8. giinlerde
anlamliydi (sirastyla p:0.01, p<0.01 ve <0.01).

Tablo 4.5 CEBPp gen ifadelenme degisimleri

CEBPp Fruktoz (+) Fruktoz (-) P

2. giin 5.30%* 3.64%%* >0.05

4. giin 2.51 1.40 0.01*

6. giin 2.04 0.96 <0.01*

8. giin 1.01 0.62 <0.01*
p: <0.0001** | p<0.0001**

*: Fruktoz (-) / fruktoz (+) ve uygulanmayan hiicrelerin karsilagtirilmasi
*#¥: Gruplarin kendi igindeki kat artislarinin karsilastirilmasi
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Sekil 4. 8. CEBPJ geni zamana ve uygulanan maddeye bagli gen ifadelenme degisimleri

4.5.5. Uqcc gen ifadelenme degisimleri

Uqcc gen ifadelenme degisimi fruktoz (+) hiicrelerde 6. giinde anlamli olarak yiiksekken

(p<0,01) fruktoz (-) hiicrelerde 2. giinde anlamli yiiksekti (p:0,04) . Fruktoz (+) / fruktoz

(-) hiicre gruplar karsilastirildiginda, fruktoz (+) hiicrelerde Uqcc gen ifadelenmesi 2-6.

giinler icerisinde artig gosterirken bu artiglar istatistiksel olarak 4 ve 6. (sirastyla p<0.001,

p <0.01) giinlerde anlamliyd.

Tablo 4.6. Uqgcc gen ifadelenme degisimleri

Uqce Fruktoz (+) Fruktoz (-) P

2. giin 1.35 0.99%* >0.05

4. giin 1.88 0.81 <0.001*

6.giin | 2.35%* 0.61 <0.01*

8.giin | 0.84 0.53 >0.05
P<0.01%* P:0.04**

*: Fruktoz (-) / fruktoz (+) ve uygulanmayan hiicrelerin karsilastirilmasi
#%: Gruplarin kendi i¢indeki kat artislarinin karsilastiriimasi
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Sekil 4.9. Uqcc geni zamana ve uygulanan maddeye bagli gen ifadelenme degisimleri

4.5.6. Clpp gen ifadelenme degisimleri

Clpp gen ifadelenme degisimi fruktoz (+) hiicrelerde 6. giinde anlamli olarak ytiksekken
(p< 0.001), fruktoz (-) hiicrelerde 8. giinde anlaml1 derecede diisiiktii (p: 0.045). Fruktoz
(+) /fruktoz (-) gruplar karsilagtirildiginda, fruktoz (+) hiicrelerde Clpp gen ifadelenmesi
artis1 her giin yiiksek iken bu artis istatistiksel olarak 2 ve 6. giinlerde anlamliydi sirasiyla
(p: 0.047, p: 0.01)

Tablo 4.7. Clpp gen ifadelenme degisimleri

Fruktoz Fruktoz (-) P
Clpp +)
2. giin 1.30 0.98 0.047
4. giin 1.80 0.96 >0.05
6. giin 1.58%* 1.03 0.01
8. giin 0.91 0.60** >0.05
P<0.001 p: 0.045

*: Fruktoz (-) / fruktoz (+) ve uygulanmayan hiicrelerin karsilastirilmasi
*#: Gruplarin kendi igindeki kat artislarinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.10. Clpp geni zamana ve uygulanan maddeye bagl gen ifadelenme degisimleri

4.5.7. Endog gen ifadelenme degisimleri

Endog gen ifadelenme degisimi fruktoz (+) hiicrelerde 6. Giinde (p: 0.003), fruktoz (-)

hiicrelerde 2. giinde anlamli yiiksek bulundu (p< 0.001). Fruktoz (+) / fruktoz (-) gruplari

karsilastirildiginda Clpp gen ifadelenmesindeki artis fruktoz (+) hiicrelerde her giin

anlamli olarak yliksekti (sirastyla; p: 0.02, p: 0.01, p<0.01,p: 0.02).

Tablo 4.8. Endog gen ifadelenme degisimleri

Endog Fruktoz (+) Fruktoz (-) P

2. giin 1.95 1.38%* 0.02*

4. giin 2.57 1.05 0.01*

6. giin 3.26%* 0.86 <0.01*

8. giin 1.27 0.59 0.02*
p: 0.003** P<0.001%*

*: Fruktoz (-) / fruktoz (+) ve uygulanmayan hiicrelerin karsilastirilmast

##; Gruplarin kendi igindeki kat artislarinin karsilagtirilmasi
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Sekil 4.11. Endog geni zamana ve uygulanan maddeye bagli gen ifadelenme degisimleri

4.5.8. Pmpcb gen ifadelenme degisimleri

Pmpcb gen ifadelenme degisimi fruktoz (+) hiicrelerde 6. glinde anlamli olarak yiliksekken

(p< 0.001), fruktoz (-) hiicrelerde 8. giinde anlaml1 derecede diisiik saptandi (p< 0.01) .

Fruktoz (+) / fruktoz (-) gruplari karsilastirildiginda, Pmpcb gen ifadelenmelerindeki artig

fruktoz (+) hiicrelerde 4, 6, 8. giinlerde anlaml1 olarak yiiksekti (sirastyla p <0.01, p<0.01,

p: 0.01).

Tablo 4.9. Pmpcb gen ifadelenme degigimleri

Pmpcb Fruktoz (+) Fruktoz (-) P

2. giin 1.95 1.38 >0.05

4. giin 2.57 1.05 <0.01*

6. giin 3.26%* 0.86 <0.01*

8. giin 1.27 0.59%%* 0.01*
P<0.001%#* P<0.01%*

*: Fruktoz (-) / fruktoz (+) ve uygulanmayan hiicrelerin karsilagtirilmasi
##: Gruplarin kendi igindeki kat artislarinin karsilagtirilmasi
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Sekil 4.12. Pmpcb geni zamana ve uygulanan maddeye bagl gen ifadelenme degisimleri

4.5.9. mtHsp60 gen ifadelenme degisimleri

mtHsp60 gen ifadelenme degisimi fruktoz (+) hiicrelerde 4. giinde anlamli olarak yiiksek
bulunurken (p<0.001) fruktoz (-) hiicrelerde farklilik saptanmadi. Fruktoz (+)/fruktoz (-)
hiicre gruplan karsilastirildiginda, mtHsp60 gen ifadelenme degisiklikleri fruktoz (+)/

fruktoz (-) hiicre gruplarinda farklilik géstermedi.

Tablo 4.10 mtHsp60 gen ifadelenme degisimleri

mtHsp60 Fruktoz (+) Fruktoz (-) P

2. giin 1.85 0.73 >0.05

4. giin 2.96%%* 1.41 >0.05

6. giin 2.37 1.37 >0.05

8. giin 1.11 0.82 >0.05
P<0.001%* >0.05

*: Fruktoz (-) / fruktoz (+) ve uygulanmayan hiicrelerin karsilagtirilmasi

##: Gruplarin kendi igindeki kat artislarinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.13. mtHsp60 geni zamana ve uygulanan maddeye bagli gen ifadelenme degigimleri

4.5.10. mtHsp70 gen ifadelenme degisimleri

mtHsp70 gen ifadelenme degisimi fruktoz (+) hiicrelerde 4. giinde anlamli olarak

yiiksekken (p< 0.001) fruktoz (-) hiicrelerde farklilik géstermedi. Fruktoz (+)/ fruktoz (-)

hiicre gruplar karsilagtirildiginda, mtHsp70 gen ifadelenmesindeki artig gruplar arasinda

fark gostermedigi saptandi.

Tablo 4.11 mtHsp70 gen ifadelenme degisimleri

MtHsp70 | Fruktoz (+) Fruktoz (-) p

2. giin 1.33%%* 1.32 >0.05

4. giin 1.04 1.09 >0.05

6. giin 1.02 0.95 >0.05

8. giin 0.80 0.61 >0.05
P<0.001%** >0.05

*: Fruktoz (-) / fruktoz (+) ve uygulanmayan hiicrelerin karsilastirilmasi
##; Gruplarin kendi igindeki kat artislarinin karsilagtirilmasi
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Sekil 4.14. mtHsp70 geni zamana ve uygulanan maddeye bagl gen ifadelenme degigimleri
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5.TARTISMA

Mitokondriyon hiicrenin enerji santrali olup, hiicrenin metabolik dengesinde ¢ok
onemlidir. Mitokondriyal aktivite molekiiler ve ¢evresel faktorler (besinler, hormonlar,
181, egzersiz, hipoksi, yaglanma gibi) ile degisebilir ve hiicrenin biiyiime, ¢ogalma, hayatta

kalma gibi ¢esitli fonksiyonlarini etkiler.

Mitokondri hiicrede enerji iiretimi, demir-siilfiir kiimelerinin biyogenezi, niikleotid ve
aminoasit biyosentezi ve apoptoz gibi onemli islevlerde olduk¢a fonksiyonel olan
organelllerdir. Biyogenezinin ve diizenli fonksiyonlarinin devamini saglayabilmek i¢in
proteinlerin diizgilin katlanmasin1 saglayan saperonlara ve diizgiin katlanmamais proteinleri
temizlemek i¢in kalite kontrolii yapan proteazlara sahiptir. Karmasik organel yapisi,
ETZ’den gelen ROS’un zararhi etkileri ve genomunun mutasyonlara duyarli olmasi
nedeniyle mitokondriyal protein katlanmasinin dogru olmasi bir tiir meydan okumadir.
Cevresel faktorler, toksinler vb. de Onemlidir. Katlanmamis veya yanlis katlanmig
proteinlerin organel saperon kapasitesini asmasi mtKPY’na yol acar. Bu yanit
mitokondriden nukleusa sinyal iletimine neden olarak mitokondriyonu koruyacak olan

saperon ve proteaz genlerinin sentezini artirmaya c¢alisir (7,18,23,29,30,36).

Obezite viicuda alinan enerjinin harcanan enerjiden fazla olmasi sonucu yag dokusundaki
anormal artis ile gelisen bir enerji dengesi bozuklugudur. Giiniimiizde beslenme seklinin
degismesi, 6zellikle misir surubundan elde edilen fruktoz dan zengin hazir paketli yiyecek
tilketiminin artmasi ve giinliik aktivitenin azalmasi ile obezite cagimizin giderek artan
sorunu olmaktadir. Enerji alimi arttiginda obezite ve metabolik sendrom gelisirken
mitokondriyal fonksiyon bozukluguna da yol acar. Lipotoksite ve glukotoksitede yag
hiicresindeki mitokondrial fonksiyonlarin bozuldugu bilinmekle birlikte fruktozun
Ozellikle de islenmis misir surubundaki fruktozun etkileri tam olarak bilinmemektedir

(46,50).

Adipogenez ve mitokondriyon biyogenezi birbiriyle yakin iligkisi olan siireglerdir.
Mitokondriyon bu doniisiimde gereken enerjiyi (ATP) ve lipid yapimi i¢in gereken

hammaddeleri (yag asiti—asetil CoA---trigliserid sentezi) saglar. Adipogenez sirasinda
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mitokondri sayr ve morfolojisi hizla degisir. Adipogenezis bir¢ok transkripsiyonel
faktoriiniin rol oynadigi olaylar zinciri ile gergeklesir. 3T3-L1 preadiposit hiicre hatt1 yag
hiicresi ile ilgili ¢alismalarda kullanilmaktadir. /n vitro / in vivo olarak adipogenezis
sirasinda mitokondriyal say1 ve morfolojisinin degisimi elektron mikroskopisi ile
gosterilmistir. Fruktozun yag hiicre hattinda doniistimii hizlandirdigi bilinmektedir

(44,59,75).

Bu caligmada yag hiicre hattinda fruktoz uygulandiginda adipogenez ve mitokondriyal
biyogenez ile ilgili genlerin Ozellikler de mtKPY ile iliskili genlerin degisiminin

incelenmesi planlanmustir.

Preadipositten adiposite doniigiim protokolunda 2. giinden itibaren hiicre hattinin bir
kismmna fruktoz uygulandiginda oil red-O boyama sonucunda fruktoz uygulanan
hiicrelerde yag hiicresine doniisiim daha erken bagladi ve yag damlalar1 belirgin olarak

fazlaydi.

Yag hiicresinde mitokondriyon biyogenezi farkli diizeylerde kontrol edilir. Niikleusta
kodlanan PPARYy, mitokondriyal genleri kontrol eden Onemli bir transkripsiyon

faktoriidiir. Mitokondriyon biyogenez ve respiratuar fonksiyonlarimin dinamik kontrolii de
PGC-1a ailesi tarafindan gerceklestirmektedir.

Adiposit farklilasmasinda CEBPP erken donemde aktive olur ve son evre farklilasmada
onemli olan iki transkripsiyon faktoriiniin ekspresyonunu uyarir. Bu iki faktor CEBPa ve
PPARYy’dir. Bu proteinler transkripsiyon faktoriidiir yani DNA’ya baglanir ve gen
ekspresyonlarint  kontrol ederler. Calismalar CEBPo VE CEBPP’nin yag hiicre
farklilasmas1 ve olgunlagsmasinda, mitotik klonal genisleme, epigenetik diizenleme,
katlanmamis protein yanitt ve otofajide de rol oynadigimi gostermektedir (62). Bu
calismada fruktoz uygulanan hiicrelerde hem CEBPa hem de CEBPf anlamli olarak fazla
ifadelendi. CEBPP her iki grup hiicrede de ikinci giin en yiiksek ifadelenirken, fruktoz
uygulanan hiicrelerde 4,6,8. giinlerde anlamli olarak daha da yiiksekti. CEBPa ve
PGC-1a gen artis1 da fruktoz uygulanan hiicrelerde fazla olup azalmanin daha ge¢ oldugu

goriildi. Tiim bu sonugclar, fruktozun yag hiicre hattinda adipogenezi erken donemde
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uyarirken etkisinin ge¢ doneme kadar da devam ettigini diisiindiirmektedir (64,65).
Legeza ve ark. (75) bizim sonuclarimiza benzer sekilde, fruktozun baslangicta CEBPf
ekspresyonunu artirarak adipogenezi baslattigi ve sonrasinda CEBPa’y1 artirarak uzun

stire devam ettirdigini gostermislerdir.

Mitokondriyon ¢ift zarlidir ve i¢ zar, dis zar, zarlar aras1 bosluk, matriks bdliimlerinden
olusur Her boliim protein katlanmasi i¢in farkl bir ¢evredir. Mitokondriyal proteom iki
genomda kodlanan 1000’den fazla protein igerir. Mitokondriyal genom matriksde bulunur
ve ETZ nin 13 komponenti, ATP sentaz ve mitokondriye 6zel tRNA’lar1 kodlar. Kalan
proteom niikleer genomda kodlanir, sitozolde okunur ve mitokondriyona geger. ETZ
komponentlerinden I, III, IV ve ATP sentaz bilesenleri her iki genomda da kodlandigi
i¢in, iki genomun uyum icinde ekspresyonu ¢ok &nemlidir. Ozellikle kompleks I ve III
den kaynaklanan artmig ROS {iretimi ¢evreyi degistirerek mitokondriyal protein
katlanmasinda bozulmaya neden olur. Ugcc geni, “Ubiquinol-cytochrome c reductase
compleksi” diger adlariyla mitokondriyal solunum zincir kompleksi III veya sitokrom b-
cl kompleksinin ¢aligmast i¢in gerekli olan ve kompleks III’iin montajinda 6énemli rol
oynayan Uqcc proteinini kodlar (73). Calismamizda fruktoz uygulanmayan hiicrelerde
Uqcc gen artisi basta yiiksek olup giderek diiserken, fruktoz eklenen hiicrelerde 4 ve 6.
giinlerde anlamli olarak ytikselip 8. giinde diisme gosterdi. Bu sonug fruktozun kompleks
I yapimimi etkileyerek mitokondriyonda ROS’u artirdigini ve mitokondriyal stres

yarattigini diisiindiirmektedir.

Mitokondriyal DNA, ROS’a maruz kaldig1 i¢in ve onu koruyacak histonlari olmadigi i¢in
mutasyona aciktir. Endog geni, Endoniikleaz G proteinini kodlar. Bu protein DNA
polimerazin mitokondriyal DNA replikasyonunu baglatmas:t i¢in gereken RNA
primerlerinin iiretilmesinden sorumludur (72). Endog mitokondriyal zarlar arast bosluk,
i¢ zar ve matriksde bulunur. Mitokondriyal DNA replikasyonu ve metabolizmasinda
Oonemli gorevleri vardir ve oksidatif olarak hasarlanmig mitokondriyal DNA
molekiillerinin uzaklastirilmasinda rol oynar. Pardo ve ark. (77) Endog “knockout” fare
modelllerinde termogenik genlerin ekspresyonunda artis oldugunu, beyaz yag dokusunun

kahverengilesmesinin kolaylastigini ve glukoz toleransinin artip yag kitlesinin azaldigini
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gostermislerdir. Calismamizda fruktoz uygulanan hiicrelerde Endog ifadelenmesi anlaml
olarak yiiksekti. Fruktoz uygulanmayan hiicrelerde baslangigta yiiksek olup azalirken,
fruktoz uygulanan hiicrelerde anlamli olarak hep yiiksekti. Endog ve Ugqcc gen
ifadelenmelerindeki benzerlik, fruktozun kompleks III artisi ile oksidatif stres yarattigi ve
Endog gen ekspresyonunun da artig1 ile mitokondriyal DNA hasar1 oldugunu destekler
niteliktedir.

Mitokondriyal protein katlanmasinin diizglin olmasini saglayacak saperonlar i¢ zar ve
matrikste yerlesmistir. Mitokondriyondaki kalite kontrolii esas olarak nukleusa dogru geri
sinyalizasyon yolaklariin aktivasyonu ile uyarilan saperon ve proteazlarla saglanir.
Mitokondriyondaki énemli iki saperon proteini mtHsp60 ve 70°dir. mtHsp60 matriksde
bulunur ve mtHsp60 ve Hspl0 subunitlerinden olusur. Kanal yapida bir proteindir ve
kiigtik proteinlerin katlanmasini saglar. mtHsp70 de matrikste bulunur, polipeptidlerin
import kanalindan matrikse geg¢isinde ve demir-siilfiir kiime biyosentezinde rol alir.
Ayrica, mtHsp70 protein katlanmasin1 saglayarak agregasyonu oOnler. Saperonlarin

yaninda Pmbcb, Clpp, Endog, Uqcc’nin de mitokondriyal streste rol aldigi gosterilmistir.

Bir proteaz olan Pmbcb, mitokondriyon matriksinde yer alir ve onciil protein dizisini
uzaklagtirarak katlanmasi1 ve olgun fonksiyonel protein haline gelmesini saglar.
Mitokondriyonda hatali proteinleri temizleyen ii¢ sistem vardir. Bunlar i¢ zarda bulunan

AAA proteaz ve matrixde bulunan Clpp ve Lon proteazdir (9,68-71).

Memeli hiicrelerinde mitokondriyal streste mitokondriyal DNA deplesyonu olur ve
MtMtHsp60 ve MtHsp70 saperonlar: artar. Peptidaz (Pmbcb), proteaz (ClpP), diger
proteinlerin (CHOP, Endog, Uqcc) ifadelenmeleri artar. Transkripsiyon faktorii olan
CHOP da mtKPY da 6nemli rol oynar. CHOP/CEBPp heterodimeri olusturarak saperon

ve proteaz genlerinin transkripsiyonel aktivasyonunu saglar (23,24,66).
Aldridge ve ark da (78) mtKPY da mitokondriyal proteazlar, CEBPP, Clpp ve Endog

ekpresyonunun arttigini ve genlerinde CHOP ile benzer promotor bolge elementi

icerdigini gostermislerdir.
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Bir transkripsiyon faktorii olan CHOP, endoplazmik retikulum stresine bagli gelisen
apoptoziste rol oynar, PERK-elFa ile indiiklenen ATF4 ile CHOP uyarilir. CHOP
mtKPY’da da onemlidir ve mtHsp60 ve 10 ile ilgili genlerin ekspresyonunu diizenler.
Zhao ve ark. mitokodriyal streste CHOP ile birlikte CEBPP’nin arttigini, ayn1 zamanda
mtHsp60, 10, Clpp’nin de niikleer ekspresyonunun arttigini gostermisler. Onlarin
calismalarinda MtHsp70 de artis saptanamamistir (27). Bu ¢alismada da bu sonuglara
benzer sekilde, fruktoz eklenen hiicrelerde CEBPp, Clpp, Pmbcb ve Endog ifadelenmeleri
daha fazlaydi. Istatistiksel olarak mtHsp60 ve mtHsp70 de fark olmamasma ragmen,
mtHsp60 fruktoz uygulanan grupta daha yiiksek ancak mtHsp70 de belirgin fark yoktu.
Sonug olarak, ¢aligmamiz fruktozun yag hiicre doniistimiini artirdigini gosterdi. Yag
hiicresinde doniisiim erken donemde ve hizli baslayip ge¢ doneme kadar da etkin devam
etti. Fruktozun mitokondriyal biyogenez ve stres genlerinin ifadelenmesini etkileyerek
mitokodriyal stres yarattigini 6zellikle proteaz, peptidaz enzimlerinin arttigin1 gosterdik.
Sonuglarimiz mitokodriyal streste ozellikle oksidatif stres ve mitokondriyal DNA
hasarinin  6nemli patofizyolojik mekanizmalar olabilecegini destekler niteliktedir.
Calismamizin  gen ifadelenmelerindeki kat artislarinin  protein  diizeyinde de
gosterilmesinin sonuglarimizi destekleyecegini diisiinmekteyiz.

Obezite bir enerji dengesizligi hastaligt olarak mitokodriyon iizerinde de stres
yaratmaktadir. Obezitede gelisen metabolik bozukluklarda mitokondriyal stres hem neden
hem de sonu¢ olmaktadir. Obezite ile miicadelede 6zellikle beslenme diizenlenmesinde
musir surubundan elde edilen fruktoz igeren yiyecek ve iceceklerin kaldirilmasi 6nemlidir.
Calismamizin sonuglarinin obezite ile ilgili saglik politikalarinda yol gosterici

olabilecegini umuyoruz.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu aragtirmada, 3T3-L1 preadiposit yag hiicrelerinde fruktoz uygulamasinin adiposit
doniisiimiine olan etkileri arastirildi. 3T3-L1 hiicrelerinin bir kismina standart doniisiim
protokolii uygulanirken, hiicrelerin diger kismina ek olarak 550 uM fruktoz eklenmistir.
Boylece fruktotoksite olusturulmus ve olusturulmamis hiicreler hem adiposit hiicresine
doniisim hem de mitokondriyal biyogenez ve stres ile ilgili genlerin ifadelenmeleri

yoniinden karsilagtirilmastir.

Oil red-O boyama ile hiicrelerin doniistimii ve yag damlaciklarinin birikimi izlenmistir.
Hiicrelerin inverted mikroskop ile goriintiileri degerlendirildiginde, fruktoz uygulanan
preadiposit hiicrelerde adiposit doniisiimiiniin hizli oldugu ve yag damlaciklarinin daha

erken ve daha yogun olarak belirdigi gozlendi.

PPARy ve PGC-la hem adipogenez hem de mitokodriyon biyogenezinde énemli role
sahiptir. Fruktoz uygulanan ve uygulanmayan hiicrelerde PPARY ifadelenmesi farklilik

gostermedi.

CEBPp yag hiicresinin doniistimiinde en 6nemli olan transkripsiyon faktorlerinden biridir.
Yag hiicresinin olgunlagmasinda énce CEBPJ etkinken daha sonra CEBPa ve PGC-1a
transkripsiyon faktorlerini uyararak yag hiicresinin doniisiimiinii devam ettirir.
Calismamizda da CEBP fruktoz uygulanan ve uygulanmayan hiicrelerde benzer
ifadelenme seyri gostererek 2. giinde en yiiksek iken giderek azaldi. Fruktoz uygulanan

hiicrelerde ise CEBPP geninin ifadelenmesi her giinde anlamli olarak fazlaydi.

CEBPa ve PGC-1a genlerinin ifadelenmesi fruktoz uygulanmayan hiicrelerde 2. giin en
yiiksek iken giderek azaldi ancak fruktoz uygulanan hiicrelerde 2, 4, 6. giinlerde yiikselme

devam etti. Bu iki gen ¢ok benzer ifadelenme paterni gosterdigi saptandi.
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Ugcc ve Endog mitokondriyon stresi ile yakindan ilgilidir. Caligmamizda bu iki genin
ifadelenmesi benzerlik gosterdi. Ugcc ve Endog genleri fruktoz uygulanmayan hiicrelerde
2. giinde en yiiksek ifadelenmeyi gosterirken, ifadelenmeleri sonraki giinlerde giderek
azaldi. Fruktoz uygulanan hiicrelerde ise 2,4 ve 6. giinlerde giderek ylikselme gosterirken

ve 6. glindeki ifadelenme artiglar1 anlamli iken 8. giinde diistiigii gézlendi.

mtKPY ‘nda 6nemli gorevleri olan proteaz ve peptidaz enzimleri ile iliskili olan Clpp ve
Pmpbc genlerinin ifadelenmeleri de benzerlik gosterdi. Bu iki genin ifadelenmesi fruktoz
uygulanan hiicrelerde 6nce 2, 4, 6. giinlerde artis gostermistir. Fruktoz uygulanmayan

hiicrelerde ise bu iki genin ifadelenmesi 2. giinde yiiksek olup giderek azalmstir.

Onemli iki saperon proteini olan mtHsp60 ve mtHsp70 mitokondriyonun en énemli
koruyucularidir. Calismamizda fruktoz uygulanan ve uygulanmayan hiicrelerde mtHsp60

ve mtHsp70 genlerinin ifadelenmeleri farklilik gostermedi.

Sonu¢ olarak caligmamizda fruktoz uygulanan 3T3-L1 preadiposit hiicrelerde hem
biyogenez hem de mitokondriyal stresle ilgili genlerin daha fazla ifadelendigini gozledik.
Biyogenez genlerindeki ifadelenme artisinin 2. giinden itibaren belirgin olmasi ve daha
uzun devam etmesi fruktozun yaglanmay1 erken donemde uyarip uzun siireli etkisinin
devam ettigini desteklemektedir. Fruktoz oksidatif hasar (Uqcc), mitokodriyal DNA
hasar1 (Endog) ve mtKPY ile ilgili genlerde (Clpp ve Pmpbc) ifadelenmeyi belirgin olarak
artirdi. Bu sonu¢ fruktozun mitokondriyon iizerinde yarattigi stresi tanimlamada
onemlidir. Giinlimiizde mtKPY aktiflenme mekanizmalar1 hakkinda halen yeterli bilgi
bulunmamaktadir. mtHsp60 ve mtHsp70 saperon proteinlerinin gen ifadelenmelerinde
belirgin fark olmamasi, bu iki saperonun strese ¢ok daha erken donemde veya aksine daha
gec donemde yanit veriyor olmasi olabilir. Bu konuda daha ileri ¢alismalar ihtiyag

oldugunu diistinmekteyiz.
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Calismamizin  fruktozun mitokodriyal biyogenez ve stres Tlzerine etkilerinin
tanimlanmasinda yararli oldugunu disiiniiyoruz. Sonuglarimiz obezite ve iliskili
metabolik bozukluklarda mitokondriyon fonksiyonlarmin iyilestirilmesinin tedavide

onemli olabilecegini desteklemektedir.
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