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Kontrol grubu sigcan duodenum dokusunda Beclin 1 immiin
reaksiyonu.
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24 saat a¢ birakilan sican duodenum dokusunda Beclin 1
immiin reaksiyonu.

36 saat a¢ birakilan sican duodenum dokusunda Beclin 1
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48 saat ac¢ birakilan sican duodenum dokusunda Beclin 1
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immiin reaksiyonu.
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OZET

Besin A¢hgi Durumunda Sigan ince Barsak Dokusunda BECN1 (Beclin 1) Immiin
Lokalizasyonu

Maya Atg6’nin memeli ortologu olan Beclin 1, hiicresel stres periyotlar1 sirasinda
artan, programli bir hiicre sagkalim siireci olan otofajide merkezi role sahip bir
proteindir. Aclik, 0karyotik organizmalarda hiicresel homeostaziyi saglamak igin
otofajiyl uyarmaktadir. Yapilan ¢alismalar otofaji proteinlerinin bagirsak bagisikligi,
bariyer gorevi ve bagirsak homeostazinda temel bir role sahip oldugunu
gostermektedir. Ancak acglik ile uyarilan otofajide sigan ince bagirsak dokusunda
Beclin 1’in immiin ekspresyonuna dair bilgiye rastlanilmamistir. Bu ¢alisma ile 12,
24, 36 ve 48 saat aglia maruz birakilan sicanlarin ve ad libitum beslenen kontrol
grubunun ince bagirsak dokularimda Beclin 1 immiin ekspresyonu arastirilmistir.
Calismada kontrol ve aclik gruplarindaki sicanlardan immiinohistokimya (IHC)
analizleri i¢in ince bagwsak doku oOrnekleri toplanmis, Beclin 1 immiin
lokalizasyonlar1 belirlenmis ve elde edilen sonuglar semiquantitatif olarak
degerlendirilmistir. Calisma sonucunda kontrol grubu ve aclik gruplarinin hepsinin
ince bagirsak dokularinda Beclin 1 immiin ekspresyonlarmin pozitif oldugu ancak
gruplar arasi1 anlamli ekspresyon farklarmin olmadig1 goériilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: BECN1 (Beclin 1), Besin acligi, Ince bagirsak, Otofaji, Rat

Bu arastirma Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

tarafindan desteklenmistir. Proje Numarasi: 0516-YL-18



ABSTRACT

Immun Localization of BECN1 (Beclin 1) in the Rat Small Intestine Tissue in

Nutrient Starvation

Beclin 1, the mammalian ortholog of yeast Atg6, is a protein that plays a central role
in autophagy, a programmed cell survival process which increased upon periods of
cellular stress. Starvation stimulates autophagy to maintain cellular homeostasis in
eucaryotic organisms. Studies have shown that autophagy related proteins have a
major role in intestinal immunity, barrier function and intestinal homeostasis.
However, there was no information on the expression of Beclin 1 in rat small intestine
tissue in starvation-induced autophagy. In this study, Beclin 1 immune expression was
investigated in small intestine tissues of rats which fasted for 12, 24, 36 and 48 hours
along with an ad-libitum fed control group. In the study, small intestine tissue samples
had collected for immunohistochemistry (IHC) analysis from control and fasting rats,
Beclin 1 immune localizations were determined and the results were evaluated
semiquantitatively. As a result of the study, it was found that all of the control and
fasting groups had positive Beclin 1 immune expressions in the small intestine tissues
but there were no significant expression differences between the groups.

Key Words: Autophagy, BECN1 (Beclin 1), Nutrient starvation, Rat, Small intestine,

This study was supported by Mehmet Akif Ersoy University Scientific Research
Projects Unit. Project Number: 0516-YL18
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1. GIRIS

Otofaji, c¢esitli stres kosullar1 altinda, hiicrenin sitoplazmik igeriklerini
otofagozom adi verilen ¢ift memranl bir vezikiilde hapsettigi ve bu icerikleri yikim
icin lizozoma verdigi evrimsel olarak korunmus hiicresel bir yolaktir (Levine ve
Klionsky, 2004). Bu yolak aglik siiresince hiicresel enerji dengesinin korunmasini
saglar, gelisim boyunca dokunun yeniden sekillenmesine katkida bulunur ve gereksiz
hiicresel organelleri, kiimelesmeye meyilli proteinleri ve hiicreler arasi patojenleri

ortadan kaldirir (Levine ve Kroemer, 2008).

Otofajinin molekiiler alanma giden yol otofaji ile ilgili genlerin
tanimlanmasiyla baslamistir. Otofaji mekanizmalarinda rol oynayan genlerin ¢ogu

otofaji iliskili genler ya da “Atg” olarak mayada yapilan caligmalarla tanimlanmaistir.

Beclin 1 fare beyninden izole edilen, 450 amino asit iceren 60 kDa’luk
(Pattingre ve ark., 2008) bir proteindir ve mayalardaki Atg6’nin memeli homologu
olup otofajide merkezi bir rol oynamaktadir. Siif III PI3K, UVRAG, Ambral, Bifl
ve anti apoptotik Bcl-2 aile iiyeleri de dahil diger proteinlerle birlikte bir kompleksin
parcasidir. Beclin 1-Smif III PI3K kompleksinin otofaji fonksiyonu UVRAG,
Ambral, ve Bif 1 ile aktive edilip; Bcl-2 ve Bcl-xL tarafindan inhibe edilir. Beclin 1
ve Bcl-2 arasindaki etkilesimin besin kosullariyla diizenlendigi, besin yoklugunda
otofajiyi indiiklemek iizere Beclin 1 ve Bcl-2’nin baglanmasiim minimal oldugu,
besin fazlaliginda ise otofajiyi inhibe etmek {izere maksimal diizeyde oldugu

bildirilmektedir (Wei ve ark., 2008).

Bagirsak besin maddelerinin absorbsiyonunun gerceklestigi bir organ olup,
yiksek mikrobiyal yiiklere kars1 savunma ve tolerans arasindaki dengeyi

saglamaktadir (Baxt ve Xavier, 2015).

Bagirsak epiteli, bagirsak mukozasi ve limen cevresi arasinda fiziksel ve
interaktif bir bariyer olusturulmasinda hayati bir rol oynar. Bagirsak bariyerindeki
kusurlarin neden oldugu artan bagirsak gecirgenligi, bagirsak inflamasyonu gelisimi

icin onemli bir faktor olarak kabul edilir (Al-Sadi ve ark., 2011; Cadwell ve ark.,



2008). Bagisak bariyerindeki kusurlar antijenik penetrasyonun artmasma izin
vererek inflamatuvar bagirsak hastaliginda (IBD), c¢olyak hastaliginda, nekrotizan
enterekolitte ve iskemi-reperfliizyon hasarinda artmis inflamatuvar yanitla sonuglanir
(Al-Sadi ve ark., 2011, Balda ve ark., 1996). Bunun aksine bagirsak bariyerinin
giiclendirilmesi veya yeniden sikilastirilmasmin hem insan hem de hayvan
modellerindeki IBD’de bagirsak iltthabinin sona ermesine faydasi oldugu
gosterilmistir. Otofaji disfonksiyonu IBD’nin patogenezi ile iligkilendirilmis olup
yapilan ¢aligmalar otofaji proteinlerinin bagirsak bagisiklig1 ve bariyer islevinde
temel bir role sahip oldugunu gostermektedir (Cadwell ve ark., 2008; Cao ve ark.,

2007).

Beclin 1’in fizyolojik kosullar, stres mevcudiyeti ve gesitli patolojilere iligkin
olarak arastirildigi, aglik durumlarinda Bcel-2 ile olan etkilesimi dolayisiyla otofajiyi
uyarma kabiliyeti oldugu caligmalarla bildirilmis olup, farkli aclik periyotlarinda
sican ince bagirsak dokusundaki immiin ekspresyonuna ait bir caligmaya
rastlanmamustir. Bu tez ¢alismasi ile farkli aglik siirelerine maruz birakilan sicanlarin
ince bagirsak dokularimda Beclin 1, immiinohistokimyasal teknik ile arastirilarak
acligin otofaji seviyelerine olan etkileri hakkindaki bilgilere katki saglanmaya

caligilmustir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Otofaji

Otofaji, gelisimsel morfogenezis, doku homeostazi ve patojenlere karsi
savunma gibi ¢esitli hayati fonksiyonlarda rol oynayan ¢ok hiicreli organizmalarda
hiicre i¢i makromolekiillerin, organellerin ve ¢esitli hiicre i¢i patojenlerin bir kesecik
icine almarak lizozomlara yonlendirilmesi ve lizozomlarla birleserek burada
parcalanmasiyla sonuglanan bir mekanizmadir (Biazik ve ark., 2015; Mizushima ve

ark., 2008).

Otofajideki en belirgin morfolojik degisim sitoplazmada olusan iki veya daha
fazla katmanl zarla g¢evrili, sitoplazma parcalar1 ve/veya mitokondri, endoplazmik
retikulum gibi organelleri kapsayan vezikiillerin varhigidir. Bu vezikiiller lizozomla
kaynasip icinde tasidiklari yiliklerin lizozomal enzimler tarafindan pargalanmasini

saglarlar (Gozuacik ve Kimchi, 2007). (Sekil 2.1).

Sitozolik bilesenlerin bircogu otofaji ad1 verilen “kendini yeme” siirecinde bir
dereceye kadar geri doniistiiriilebilmektedir. Otofaji siireci, amino asit, glikoz veya
oksijen acligi, biiylime faktorii eksikligi ve sitotoksik hasarin eslik ettigi diger
hiicresel stres formlar1 ile indiiklenebilir ve hasarli proteinlerin ve organellerin
yeniden kullanilmasma izin verir (Mathew ve ark., 2007; White, 2012). Hasar
gérmiis veya islevsiz hiicre i¢i bilesenleri, otofaji reseptorleri tarafindan tanmir
(Clauge ve Urbe, 2010). Bu sekilde tanimlanan hasarli bilesenler otofajik yikim i¢in
lizozomlara aktarilir ve sonra geri doniisiimlerinin saglanacag sitoplazmaya verilir.
Proteinlerin ve organellerin biitlinliiglinii saglamanin yani sira enerji homeostazi i¢in
vazgegilmez olan otofaji (Levine ve Kroemer, 2008; White, 2012); makrootofaji,
mikrootofaji ve saperon aracili otofaji olmak iizere ii¢ farkli mekanizma ile

gerceklesmektedir.



Lizozom

Fagofor Otofagozom

Sitoplazma
Membran Kaynagi

Otolizozom

Sekil 2.1. Otofajiye genel bakis (Anding ve Baehrecke, 2015).

2.1.1. Otofaji Cesitleri

2.1.1.1 Makrootofaji

Otofajinin bu tipinde sitozoliin tiim bolgeleri bu olay i¢in ayrilmakta ve
bozunma i¢in lizozomlara verilmektedir. Yiikiin hapsedilmesi, kendiliginden iiretilen
bir membranin (izolasyon membrani) uzamasi ve smirlayici ve sizdirmaz bir hal
almasiyla olusan ¢ift membranl otofagozomda meydana gelir. Otofagozom, olusumu

tamamlandiktan sonra hapsedilen yiikiin yikimi i¢in lizozomlarla birlesir (Sekil 2.2).

2.1.1.2. Mikrootofaji

Makrootofajiye benzer bir sitozolik hapsetme siireci mikrootofaji vasitasiyla
da gerceklesmektedir fakat sinirlayict membran, yikimlanacak materyali tasiyan
tiibiilleri veya vezikiilleri olusturmak i¢in invajine olan lizozomal membranin
kendisidir (Ahlberg ve Glaumann, 1985). (Sekil 2.2). Mikrootofaji memelilerde hala
cok zayif bir sekilde anlasilmaktadir ve aslinda bu islemin lizozomlardan ziyade geg
endozomlarda multivezikiiler cisimciklerin olusumu ile gerceklesebilecegi ihtimali

bildirilmektedir (Fader ve Colombo, 2009).



2.1.1.3. Saperon Aracih Otofaji

Yiikiin Saperon Aracili Otofaji (CMA, Chaperone Mediated Autophagy)
araciligiyla iletilmesi i¢in makro ve mikrootofajinin aksine, ara vezikiil kompartiman
olusumu, membran flizyonu veya membran deformitesi gerekmez (Dice, 2007;
Massey ve ark., 2004). Bunun yerine, bu tip otofajinin substratlari, bir translokasyon
protein kompleksinin aracilik ettigi bir siirecte, dogrudan sitozolden lizozomal
limene gecger (Bandyopathyay ve ark., 2008; Bento ve ark., 2016; Biazik ve ark.,
2015; Salvador ve ark., 2000). (Sekil 2.2). Bu iletimin 6zel karakteristiginden dolay1
sadece coziinebilir proteinler CMA vasitasiyla yikimlanabilir, bir biitiin halindeki

organeller yikimlanamaz.

Mikrootofaji ve Saperon Aracili Otofaji hiicre i¢i organellerin segici
bozunumuna katilmadigindan ve memeli hiicrelerinde hiicre Oliimiine katkilar
kapsamli olarak karakterize edilmediginden yaygin kullanimda otofaji terimi sadece

makrootofajiyi kapsar.

W Mikro-otojaji

Saperon aracili
otofaiji

Lizozom

Otofagozom
N

Fagofor Saperon

Katlanmamig
substrat proteini

Sitoplazma Lizozomal
hidrolaz
Membran
kaynagi .
o/ “\, Otolizozom

Sekil 2.2. Otofajinin farkli tipleri (Karadag, 2016).



2.2. Otofaji Genleri

Otofajinin molekiiler alanina giden yol otofaji ile ilgili genlerin
tanimlanmasiyla baslamistir (Klionsky ve ark., 2003). Otofaji mekanizmalarinda rol
oynayan genlerin ¢ogu “otofaji iligkili genler” (autophagy related genes) ya da kisaca

ATG olarak mayada yapilan ¢alismalar ile tanimlanmistir (Xzie ve Klionsky, 2007).

Gilinlimiize dek maya model sistemlerinde bagimsiz genetik taramalar,
otofajinin c¢esitli alt tiplerinde yer alan, otofajinin farkli asamalarinda (6rnegin;
vezikiil olusumu ve bunlarin genislemesi, otofajik vezikiillerin lizozomlarla fiizyonu
ve yikimlanma gibi) gorev alan otuzdan fazla ATG genini tespit etmislerdir. Daha
sonra bu maya genlerinin; Dictyostelium, C. elegans, Drosophila, fare ve insan da
dahil olmak {izere birgok organizmadaki homologlar1 tespit edilmistir (Klionsky ve
ark., 2003). Yiiksek organizmalarda tanimlanan otofajik genler, otofajinin hiicre

Olimi ve sagkalimi lizerindeki roliinii incelemenin yolunu agmustir.

2.3. Otofajinin Morfolojik Asamalar ve Diizenlenmesi

Otofaji; indiiksiyon, uzama, yanasma, yapisma-fiizyon ve yikimlanma olmak
iizere bes adimda gergeklesmektedir (Karadag, 2016). (Sekil 2.3). Otofagozom
biyogenezindeki erken olaylar hala belirsizdir; fakat otofagozom Onciileri igin
membrana katkida bulunabilecek plazma membrani, golgi, endoplazmik retikulum
ve mitokondri gibi degisik hiicresel kompartimanlarm tanimlanmasi, bir
otofagozomun olusmasi icin gerekli olan membran kaynagmnin tek bir kaynak
olmadigini, bu yapilarin bircok bdliimden elde edilebilir oldugunu ileri siirmektedir

(Moreau ve Rubinsztein, 2012).

Morfolojik diizeyde otofaji, sitoplazmik bilesenleri sikica tutan ve yikim i¢in
onlar1 lizozomlara aktaran, otofagozomlar veya otofajik vakuoller (AVs, autophagic
vocuoles) olarak bilinen ¢ift veya c¢ok membranli molekiillerin olusumu ile

karakterizedir.



Otofajide karakterize edilen ilk olaylardan biri, fincan seklindeki bir
izolasyon membrani olan fagoforun olusumudur. Once fagofor zarlarinmn kenarlari
uzar, boylece sitoplazma pargalarini1 yutar. Zar kenarlarinin kaynasmasindan sonra
yap1, tamamlanmig bir otofagozom haline gelir (Moreau ve Rubinsztein, 2012). Bu
asamada otofagozom (AV), bozulmus bilesenleri icerir ve erken otofajik vakuol
(AVI]) olarak adlandirilir (Talléczy ve ark., 2002). (Sekil 2.3). AVI'ler ve lizozomlar
arasindaki miiteakip kaynasma, lizozomal asidik hidrolazlarin otofaji vakuoli
limenine erismesini saglar ve igerigin yikimini artirir. Erken otofajik vakuol-
lizozomal flizyonunda olusan ve kismen sindirilmis materyal iceren bu vezikiiller ge¢
otofajik  vakuoller (AVII), otofagolizozomlar veya otolizozomlar olarak
adlandirilmaktadirlar (Maiuri ve ark., 2007; Yarimitsu ve Klionsky, 2005).
Transmisyon elektron mikroskobuyla gozlemlendiginde, ge¢ otofajik vakuol (AVII)
yogun bir elektron igerigi olan vakuoller olarak goriiniir ve erken otofajik vakuollerin
tipik ¢ift membranl yapisina sahip degillerdir (Talloczy ve ark., 2002). (Sekil 2.3).
Geg otofajik vakuol, otofajik vakuollerin dig zarmin lizozomlarla flizyonundan sonra
AVI i¢ vezikiiliinliin (otofajik govde olarak da bilinir) bozunumu sonrasi olusur.
Sonug olarak, otofajik gévdenin bozunumuyla iiretilen metabolitler, metabolizma
reaksiyonuna tekrar girebilecekleri sitosole birakilirlar (Maiuri ve ark., 2007;

Yarimitsu ve Klionsky, 2005).
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Sekil 2.3. Otofaji asamalarmin sematik gosterimi (Galluzzi ve ark., 2008).



Fizyolojik kosullar altinda otofaji; aclik swrasinda amino asit havuzunun
korunmas1 preimplantasyon gelisimi, ndrodejenerasyondan korunma ve dogustan ve
adaptif bagigikligin diizenlenmesi gibi hayati rollere sahiptir (Levine ve Kroemer,
2008; Mizushima ve ark., 2008; Rubinsztein, 2006). Otofajinin karakteristik
ozelliklerinden biri otofajinin dinamik regiilasyonudur. Hiicresel otofajik aktivite
bazal diizeylerde genellikle diistiktiir; fakat cok sayida uyaran araciligiyla kayda
deger bir bicimde aktive edilebilir. Mayalardan insanlara kadar hem kiiltiire edilmis
hiicrelerde hem de intakt organizmalarda otofajinin bilinen en iyi uyaricis1 besin
aclhigidir. Otofaji, hipoksi, enerji tilkenmesi, endoplazmik retikulum stresi, yliksek
sicaklik gibi diger fizyolojik stresler, hormonal stimiilasyon, ¢esitli farmakolojik
ajanlar ve dogal immiin sinyaller ile aktive edilmesinin yani sira bakteriyel, viral ve
paraziter enfeksiyonlar, akut pankreatit, kalp hastaligi ve protein agregopatileri gibi
hastaliklarda da aktive edilebilir. Bunun aksine otofaji baskilanmasi siklikla bir
kanser alt kiimesi, norodejeneratif hastaliklar, bulasici hastaliklar ve enflamatuar
bagirsak hastaliklar1 gibi bazi hastaliklarla da iliskilidir ve otofaji fonksiyonundaki
bir diisiis yaslanmanin yaygm bir 6zelligidir. Otofaji ve farkli fizyolojik ve
patofizyolojik  siliregler arasindaki bu giiclii baglantiya bakilirsa otofaji
arastirmalarinda, belirli bir biyolojik baglamda otofajinin olup olmadigni, aktive
edildigini veya bastirildigimi giivenilir bir sekilde belirleyen ve bazal otofajinin ve /
veya degistirilmis otofajinin fizyolojik veya patofizyolojik siireclere katkida bulunup
bulunmadigini belirleyen bilimsel yontemlere artan bir ihtiya¢ vardir (Galluzzi ve

ark., 2008).

Hiicrede protein sentezi ve hiicresel biiylimeyi kontrol eden TOR (rapamisin
hedefi) protein kompleksi, mayalarda otofajinin en 6nemli negatif diizenleyicisidir ve
besinin bol oldugu durumlarda maya TOR proteini, otofaji proteinlerinden Atgl3’i
fosforile ederek otofajiyi baskilamaktadir. A¢lik durumundaysa, TOR aktivesinin
hizla diismesi sonucu otofaji i¢in gerekli proteinlerden Atgl3 defosforile olur ve
Atgl adli serin-treonin kinaza baglanir ve otofajinin uyarilmasma izin verilir. Atgl
kinazinm aktivasyonu direkt olarak otofajiyi indiiklemektedir (Kamada ve ark., 2000;

Noda ve Oshumi, 1998).



2.4. Selektif Otofaji

Otofaji ag¢lik durumlarinda, besin geri doniisiimiinii ve aglik siiresince
hiicresel sagkalim1 desteklemek i¢in uyarilir. (Mehrpour ve ark., 2010; Mizushima ve
Komatsu, 2011). Bununla birlikte, hasarli organellerin ve biiylikk protein
kiimelesmelerinin yikimlanmasindan sorumlu olan tiim hiicrelerde bulunan bazal
otofaji seviyesidir, otofajinin bu formu “kalite kontrol” ya da “selektif otofaji” olarak
adlandirilmaktadir. (Mizushima ve Komatsu, 2011; Rogov ve ark., 2014).
makrootofajinin bu rolleri farkli biyolojik sartlarda etkilidir. Ornegin, aglkla
indiiklenen otofaji kanser hiicrelerinin sagkalimini desteklerken, selektif otofaji
toksik olabilecek hasarli hiicresel bilesenlerin birikimini Onleyerek noronlarda
hayatta kalmay1 desteklemektedir. Aslinda bazi kanitlar aglikla indiiklenen otofajinin
ndronlar i¢cin zararli oldugunu goéstermektedir, bu da selektif otofaji ve aglikla
indiiklenen otofajinin, otofajinin birbirinden farkli iki formu oldugu ihtimalini

artirmaktadir (Guillebaud ve Germain, 2016).

Aclik sirasinda olusan otofagozomlarin, hiicre sagkalimi i¢in gerekli besin
maddelerini saglamak {izere lizozomlarda yikimlanacak olan spesifik olmayan
sitoplazmik yiikii icerdigi diistiniilmektedir (Mehrpour ve ark., 2010; Mizushima ve
Komatsu, 2011). Bunun aksine selektif otofaji swrasinda otofagozomlar, otofaji
reseptorleri araciligi ile spesifik olarak yiik etrafinda olusturulurlar. Bunlar
dolayisiyla otofaji mekanizmasini yeni olusan otofagozoma yonlendirir (Birgisdottir

et al., 2013; Isakson ve ark., 2013; Rogov ve ark., 2014). (Sekil 2.4).

Otofaji sirasinda, hiicrei¢i materyal otofagozoma paketlenir ve yikimlanma
icin lizozomlara iletilir (Sekil 2.4). Aclikla indiiklenen otofaji durumunda yiikiin
hiicrei¢i besin havuzunun siirdiiriilmesi i¢in yikimlanacak spesifik olmayan
sitoplazmik materyalden olustugu diisiiniilmektedir. Bunun aksine selektif otofaji, bir
otofagozom icinde kendi inklliizyonunu uyaracak olan otofaji reseptorleri ve
adaptorleri tarafindan spesifik yiikiin taninmasini gerektirmektedir. (Mehrpour ve
ark., 2010; Mizushima ve Komatsu, 2011; Rogov ve ark., 2014). Bu farkliliklara

ragmen temel otofaji mekanizmasi her iki tip otofaji i¢in de aynidir ve yiiksek



derecede korunmus protein dizisinin faaliyetini gerektirmektedir (Guillebaud ve

Germain, 2016).
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Sekil 2.4. Aclikla indiiklenen otofaji ve selektif otofajinin diizenlenmesi. Aclikla
indiiklenen otofaji mTOR ve PKA’nin (protein kinaz A) aktivasyonu araciligiyla
bliylime faktorii ve sitokinler ile engellenmektedir. mTOR otofaji baslatici
kompleksin (ULK1) aktivasyonunu inhibe etmektedir. mTOR’un inhibe edilmesi
izerine de ULKI aktive edilir ve Vps34 kompleksinin aktive edilmesiyle
otofagozom olusumunu baglatan bir fagofor olusturucu bélgede aktive edilir. Bunun
aksine selektif otofaji genellikle, otofaji mekanizmasini ¢alistiran p62 ve NBRI1
otofaji reseptorleri tarafindan ubikitine olmus substratlarin belirlenmesiyle baslatilir.
p62 ve NBRI’in protein kiimelesmelerine dogru yonlendirilmesi fosforilasyon ile
diizenlenmektedir (Guillebaud ve Germain, 2016).

Otofagozom Elongasyonu

Otofagozom Olusumu

10



2.5. Otofaji-Apoptozis Baglantis

Hiicresel strese karst hiicrenin hayatta kalmasini saglamak iizere fonksiyon
gosteren otofaji, gereginden fazla gerceklestigi durumlarda hiicreyi atrofiye
ugratmast bakimindan hiicre 6limii sekillerinden biri olarak da tanimlanmis ve bu
baglamda programli hiicre 6liimii olan apoptozis ile benzerlikleri, farkliliklar1 ve

iligkisi arastirilmistir.

Apoptozis, hiicre kiiclilmesi, kromatin yogunlagsmasi ve en son da apoptotik
cisimlerin pargalara ayrilmasiyla karakterizedir (Clarke, 1990). Kaspaz ad1 verilen
proteazlar bu tip hiicre hiicre 6liimiiniin en 6nemli araci olup hiicrede gozlemlenen
bircok morfolojik degisiklik, kromatin DNA’sinin ve hiicre yasami i¢in 6nemli
proteinlerin bu proteazlar tarafindan kesilmesine baglanmistir. Bu apoptotik
cisimlerin son duraklar1 fagositlerin lizozomlar1 veya heterofagositoz sonras1 komsu

hiicrelerin lizozomlaridir.

Otofajide ise en belirgin morfolojik degisiklik sitoplazmada olusan iki veya
daha c¢ok katmanli zarla g¢evrili keseciklerin olugsmasidir. Bu kesecikler sitoplazma
parcalar1 ve/veya mitokondri, endoplazmik retikulum gibi organelleri icerirler. En
sonda otofaji kesecikleri lizozomla kaynasip tasidiklar1 yiiklerin lizozomal enzimler
tarafindan parcalanmasini saglarlar. Otofajide 6liim kaspaz bagimli olmadigindan ne
DNA merdivenleri ne de apoptotik cisim olusumu gozlenmemektedir. Ayrica
otofajide 6lii hiicrelerin fagositoz tarafindan temizlenmesi apoptozdakinden ¢ok daha

gec ve diizensiz bir sekilde olmaktadir (Arslan ve ark., 2011).

Otofajik hiicre Sliimii sitoplazmada gerceklesirken, apoptozisin en 6nemli
hedefi DNA’nin barindirdig: hiicre ¢ekirdegidir. Lenfositler gibi kiiciik sitoplazmali
hiicrelerin yok edilmesi i¢in apoptoz cogunlukla yeterli olmaktadir. Fakat biiyiik
sitoplazmali hiicrelerin yok edilmesi birden fazla mekanizmanin ayni anda
aktivasyonunu gerektirebilir. Boylece, apoptotik molekiiler mekanizmalar ¢ekirdegi
yok ederken, otofaji sitoplazmayi ve buradaki organelleri temizleyerek oliimii

hizlandirabilmektedir. (Kroemer ve ark., 2010; Merphour ve ark., 2010).
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Farkli temel mekanizmalar tarafindan kontrol edilseler de (apoptozis i¢in
kaspaz selaleleri, otofaji i¢in Atg proteinleri) bu iki programli hiicre 6liimii arasinda
bir cesit baglant1 ve iletisim oldugu yapilan ¢alismalar tarafindan gosterilmektedir

(Gozuacik ve Kimchi, 2004).

Otofaji ve apoptozis, ortak hareket ederek hiicre Sliimiine yol acabildikleri
gibi birbirlerini engelleyici tarzda c¢apraz diizenleme de gosterebilirler. Otofaji,
ozellikle apoptozun baskilandig1 kosullarda apoptozla 6lmesi miimkiin olmayan
hiicrenin éliimiine yol acabilir ve bu 6zelligiyle, apoptoz yaninda bir “hiicre 6liimii B
plan1” olarak gorev yapabilir. Bunun yaninda, otofaji ve apoptoz arasinda bazi farkl

baglantilar gozlenmistir (Sekil 2.5) (Eisenberg ve ark., 2009).
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Sekil 2.5. Otofaji-apoptozis iligki semasi. (a) Otofaji ve apoptoz ortak hareket eder
ve her ikisi de hiicre dliimiine neden olur. 1°de paralel yollarla bagimsiz olarak
hareket edebildikleri gosterilmistir. 2°de otofajinin apoptotik hiicre Olimil i¢in
gerekli oldugu, apoptozisi artirdig1 ve ayni anda bagimsiz bir §liim araci olarak da
hareket ettigi gosterilmistir. 3’te apoptozisin otofajiyi baskilayabildigi ve otofaji
gerceklesmesi icin apoptozisin engellenmesi gerektigi belirtilmistir. (b) Otofaji,
ornegin, genotoksik ROS (reaktif oksijen tiirleri) kaynagi olan zarar gormiis
organellerin ortadan kaldirilmasi ya da a¢ birakilmis hiicre i¢in bir besin maddesi ve
enerji kaynagi saglamak tizere hiicresel makromolekiillerin katabolize edilmesi ile ya
da katlanmamis protein kiimelerinin pargalanmasi yoluyla ER stresini sinirlandirarak
hiicre sagkalimmi saglayip apoptozise antagonist etki yapmaktadir. Bu islevler bir
apoptotik yanit1 tetikleyecek uyaranlar1 bloke etmektedir. (¢) Otofaji, kendiliginden
hiicre Oliimiine yol agmasa da PS’ye (fosfatidilserin) maruz kalma ve
membran salgist gibi ATP’ye bagl olaylar gibi bazi morfolojik degisikliklere
katilarak apoptotik programi etkinlestirmektedir (Eisenberg ve ark., 2009).
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2.6. Achik ve Otofaji

Otofajinin temel bir fonksiyonu niitrisyonel strese hiicresel adaptasyondur.
Sitoplazmik yiikiin hapsedilmesi ve otofajik yikimi takiben bozunmus {iriinler
makromolekiiler sentez ve ATP enerji iiretimini siirdiirebilmek i¢in yeniden
kullanilabilecegi sitoplazmaya wverilir. Otofaji ¢esitli organizmalarda acliga

adaptasyonla iliskilendirilir (Levine ve Klionsky, 2004).

Aclik hemen hemen tiim 6karyotik organizmalarda hiicresel homeostaziyi
korumak icin otofajiyi indiklemektedir. Fakat acglikla indiiklenen otofajinin
mekanizmalar1 tam olarak anlagilmig degildir. Memeli hiicrelerinde acligin olmadig:
durumlar sirasinda antiapoptotik protein Bcl-2, Beclinl e baglanmakta ve Beclinl’in

otofaji fonksiyonunu inhibe etmektedir (Wei ve ark., 2008).

Otofajinin niitrisyonel strese hiicresel ve organizmal adaptasyondaki temel
rolii g6z oOniine alindiginda akla gelen onemli bir soru otofajinin amino asit aghigi
tarafindan nasil uyarildigidir. Bir¢ok ¢alisma otofajinin gii¢lii bir inhibitérii olan
mTOR’un aktivasyonu lizerindeki insiiline bagli sinyalizasyon ve amino asitlerin

rolii lizerine yogunlagsmistir (Meijer ve Codogno, 2006).

Otofaji hem selektif hem de non-selektif olabilmektedir. Selektif olmayan
otofaji; aclk sirasinda metabolizmayr destekleyecek materyal saglamak {izere
sitoplazmanin ve organellerin otofaji araciligi ile toplu degredasyonunu ifade eder.
Ayni zamanda, Drosophila morfojenezinde oldugu gibi, kapsamli olarak doku

yeniden bi¢imlenmesine de katkida bulunur (Berry ve Baehreckle, 2007).

Proteinlerin ve mitokondri (mitofaji), ribozomlar (ribofaji), endoplazmik
retikulum (retikiilofaji), peroksizomlar (peksofaji) ve lipitler (lipofaji) gibi
organellerin selektif otofajisi spesifik durumlarda ortaya ¢ikmaktadir. Memelilerde,
otofaji veya proteazom yolaklar1 tarafindan degredasyon i¢in proteinleri hedefleme
sinyali ubikitinasyondur. Pek ¢ok protein, otofaji defekti olan memeli hiicrelerinde

birikerek, otofajinin hiicresel proteomun kontroliinde énemli bir rolii oldugunu ve

14



proteazom aracili bozunmanin defektif otofajiyi diizeltemedigini gostermektedir

(Mathew ve ark., 2009).

Biitiin hiicrelerin aclik sirasinda kullanmak i¢in i¢ besin depolar1 vardir.
Glikojen ve lipid damlaciklar1 bu amag igin tasarlanmistir. Igeriklerine &ncelikle
glikojen fosforilaz ve hormona duyarli lipaz gibi 6zel enzimlerin faaliyetleri yolu ile
erisilir. Diger birgok hiicresel bilesenin besin deposu olarak ikili bir iglevi vardir.
Ornegin, ribozomlar hizla biiyiiyen mikroplarin kuru agirhigmin% 50'sini kaplar.
Besin kosullar1 uygun oldugunda hizli protein sentezinin saglanmasina ek olarak,
kosullar kotiiye gittiinde proteomeun yeniden sekillenmesi i¢in bir amino asit
deposu saglar. Otofajinin bu gibi tanimlanmamis besin depolarina erisim saglamada
kilit bir rolii vardir. Baglica temel besinlerin herhangi birinin kisitlanmasi mayada
otofajiyi tetikler, azot kisitlamasi en gii¢lii uyarimi saglamaktadir (Takeshige ve ark.,
1992). Azot uzaklastirildiginda, otofaji defekti olan maya, dahili amino asitlerden
ciddi derecede yoksunlasir. Bu durum da azot achgindan kurtulmak i¢in 6nemli
proteinlerin sentezini olanaksiz hale getirir ve hiicre 6liimiinii hizlandirir (Onedora ve
Oshumi, 2005). Buradan hareketle otofaji aglik sirasinda nitrojene ulagsmanin temel

yolunu saglamaktadir.

Organizma diizeyinde memeli gelisiminin bircok asamasinda otofaji
gereklidir. Maternal kan kaynagma ulagsmadan Once gelismekte olan embriyoyu
beslemek i¢in oosit fertilizasyonunun hemen sonrasinda, direkt olarak otofajinin
varlig1 gereklidir. Otofaji defektli embriyolar blastosist asamasma ulasamamaktadir
(Tsukamoto ve ark., 2008). Maternal olarak saglanan otofaji proteinleri, otofaji
eksikligi olan yavrularin embriyojenezi tamamlamalar1 i¢in olanak saglar ve otofaji
icin ikinci bir gereksinimi ortaya ¢ikarir: anne kanma erisimin dogum nedeniyle
aniden kaybedilmesi. Otofaji defektif yavrular dogumdan sonraki 24 saat i¢inde
oliirler. Dolasimdaki ve dokudaki amino asit seviyeleri azalir ve siddetli miyokard
enfarktiisiinde gbzlenenlere benzer elektrokardiyografik degisiklikler gosteren kalpte
AMPK aktive olur (Kuma ve ark., 2004). Eriskin aclikta otofajinin ayrica karaciger,
pankreas, bobrek, beyin, iskelet kas1 ve kalpte 24 saat icinde artan merkezi bir rolii
vardir (Mizushima ve ark., 2004). Otofajinin farmakolojik blokaji, aglikta erken

donemde kalp fonksiyon bozukluguna neden olmaktadir (Kanomori ve ark., 2009).
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Otofaji diizeyleri karacigerde 2 giin agliktan sonra normale donmesine
ragmen, hem kalp hem de iskelet kasinda artmaya devam etmektedir. Bununla
birlikte karaciger kiitlesi, kas veya toplam viicut kiitlesinden kalic1 olarak daha hizl
diismektedir. Bu diislis biyosentezdeki bir aksamanin, karacigerin bazal tiiketimini
otofaji vasitast ile dengelemesi ile tutarlidir (Komatsu ve ark., 2005). Karaciger
kiitlesi diistiikce, kas ve yag dokusunun parcalanmasi karacigeri beslemektedir,
karaciger de beynin ihtiya¢ duydugu glikoz ve keton cisimlerini beyne eksport

etmektedir (Robinowitz ve White, 2010).

Klinik 6ncesi ¢aligmalarda diyet kisitlamasinin yasam siiresini uzattigi ve
diyabet, kanser ve norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi yasa bagh
hastaliklarin gelisimini azalttig1 gosterilmistir (O’Flanagan ve ark., 2017). Diyet
kisitlamasi, organizmalarda, prokaryotlardan insanlara, sinirli besin bulunabilirligi
donemlerine uyum saglayan metabolik ve hiicresel degisiklikleri tesvik eder (Longo
ve Mattson, 2014). Temel degisiklikler, azalmis kan glikoz seviyelerini ve biiylime
faktorii sinyalini; hiicre biiylimesini ve enerji metabolizmasini etkileyen stres direnci
yolagmim aktivasyonunu ve oksidatif strese, inflamasyona ve hiicre 6liimiine kars1
korumay1 icermektedir (Longo ve Mattson, 2014; Mattson ve ark., 2016). Besin
achig1 ayrica, karaciger ve kas gibi kiiltiirlenmis hiicrelerin ve organlarin ¢ogunda
stresli kosullara uyarlanabilir bir mekanizma olarak otofajiyi harekete gecirir

(Kroemer ve ark., 2010; Mizushima ve ark., 2017).

Arastirmalar diyet miidahalelerinin, timdr insidansini azaltabilecegini ve
farkli timor modellerinde kemoterapi ve radyoterapinin etkinligini giiclendirdigini
ve bu durumun standart kanser tedavilerine olas1 bir ek diyet manipiilasyonuna

dikkat ¢ektigini gdstermektedir (Mattson ve ark., 2016; O’Flanagan ve ark., 2017).
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2.7. Otofaji ve Intestinal Homeostazis

Bagirsak, agiz yoluyla alian gida ve besinleri sindiren ve absorbe eden en
onemli organ olarak islev goriir. Bu belirgin fonksiyonlarin yani sira, bagirsak
limeni her zaman c¢ok sayida mikroorganizma barindirdig1 i¢in bagirsak bir
organizmanin en biiylik bagisiklik organlarindan biri olarak kabul edilir. Sonug
olarak, bagirsagin bu farkli mikrobiyal toplulukla baris i¢inde bir arada yasamasini
stirdiirmesi ve patojenik mikroorganizmalarin tespiti ve yok edilmesi i¢in inflamatuar
ve immiin reaksiyonu tetiklemesi gerekir (Goto ve Kiyono, 2012; Wells ve ark.,
2011). Bu i1slem sirasinda etkili bir bagirsak mukozasi bariyeri, mikrobiyal
homeostazin  korunmasinda ve ilk savunma hattin1 saglayan patojenik
mikroorganizmalarla miicadelede kritik 6neme sahiptir. Genel olarak bagirsak
mukozal bariyeri, bagirsak mukus tabakasi ve epitel dahil olmak iki katmandan

olusur (Antoni ve ark., 2014).

Liimen ve bagirsak mukozasi arasindaki bariyer olan bagirsak epiteli,
stirekli olarak gida ve mikroplara maruz kalir ve mikrobiyal istilaya karsi ilk
savunma hatt1 gorevi goriir (Lassen ve Xavier, 2018; Randall-Demllo ve ark., 2013).
Bagirsak epitel hiicrelerinin yani sira enteroendokrin hiicreleri, goblet hiicreleri,
Paneth hiicreleri, M (microfold) hiicreleri ve tuft hiicreleri gibi 6zel epitel hiicreleri,
sindirim ve emilim bdlgesi olarak islev goren epitel katmani olusturur (Elshaer ve

ark., 2017).

Mikrobiyal homeostazisin bozuklugu ve intestinal mukozal bariyerin
hasari, intestinal duvarda inflamatuvar yanitlari, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
birikimini ve mitokondriyal bozuklugu biiyiik Ol¢iide uyarrr ve sonug¢ olarak
patogeneze ve inflamatuvar bagirsak hastalagimin (IBD) ilerlemesine neden olur (Ke

ve ark., 2017).

Bu bariyer, ¢oklu epitel hiicre tiplerinin 6zel fonksiyonlari, paraseliiler
gecirgenligi koruyan siki kavsaklar ve bagirsak kok hiicre nisinin aracilik ettigi
hiicresel farklilasma olmak tiizere cesitli savunma katmanlarina sahiptir (Barker,

2014). Fagositik hiicreler, epiteldeki yariklardan gecen herhangi bir mikrobiyotanin
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izlenmesi ve ortadan kaldirilmasi i¢in epitel tabakasinin altinda bulunur. IBD'de
bariyer gecirgenligi, bagirsak mikrobiyotasi ile etkilesimlerinde savunma ve tolerans

arasindaki dengesizlikle sonuglanir ve savunma azalir. (sekil 2.6) (Baxt ve Xavier,

2015).

Enterosit
S T A - Artmig intestinal bariyer gegirgenligi
e | + Azalmis bakteriyel savunma
z . kh::mk:il Paneth hiicresi

] o « Azalmig antimikrobiyal peptid tretimi
3 z +Paneth hiicreleri sayisinda azalma
_ = *Anormal grantiller
7 = B Goblet hticresi
- ' __— Sikibaglant «Mukus grantillerinin artmig birikimi
> 3 *Msin grantillerinin azalmis ekzositozu
i | *Mukusun azalmig ekstraseliler birikimi
4 2 - Makrofaj

& - 1':;95:“"3' 2A +Azalmig bakteriyel temizleme

R TRk pL ' «Artmig inflamatuvar sitokin tretimi
~ \ Dentrik hiicre
. % \ +Azalmig bakteriyel temizleme
= W 2 <N *Bozulmug MHC II sunumu
(%)
: = T hiicresi
0 ~ e T *Azalmig periferal T hiicre sayisi
. = +Azalmig bellek T hticreleri
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= 3 Antimikrobiyal Plazma hiicresi

a3 E - peptidler .Azal tikor tiretimi
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o +Azalmis bellek B hiicre olusumu

o
kf:t:fﬁ"all //w Enterik
e mikrobiyata .Mikrobiyata genislemesi

+Epitel hiicrelere artan patojen translokasyonu

Sekil 2.6. Otofaji sistemindeki kusurlarin defektif intestinal homeostazis ile iliskisi.
Otofaji sistemindeki bozukluklar, intestinal homeostazin korunmasini destekleyen
dogal ve adaptif bagisikligin birgcok yonden bozulmasma neden olur. Bu sema,
otofaji sistemindeki bozukluklara bagli olarak bagirsak epitelinin durumunu
gostermektedir. Degisiklikler arasinda kusurlu bir mukus tabakasi, azalmis
antimikrobiyal peptid iiretimi, artan bakteri translokasyonu, mikrobiyata genislemesi,
kusurlu antijen sunumu ve adaptif bagisiklik ve azalmis IgA iiretimi ile sonuglanan
paraseliiler gegirgenlik artis1 bulunur. Otofaji ve immiin hiicreler arasindaki iletisim
bagirsak homeostazini destekler ve bu iletisimdeki arizalar defektif bagirsak bariyer
fonksiyonu ile iligkilidir. (Baxt ve Xavier, 2015).
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Bagirsak epiteli dogrudan farkli bakteri toplulugu ile etkilesime girer ve
konak¢1 dokularin bakteri istilasina karsi ilk savunma hattidir. Bu nedenle epitel,
bakteriyel baglanma ve istilaya karsi gesitli savunma dizileriyle donatilmalidir.
Epitelin bakteriyel penetrasyona karsi savundugu bir mekanizma, epitelyal yiizeyle
bakteriyel temas1 sinirlayan antimikrobiyal proteinlerin salgilanmasidir (Vaishnava
ve ark., 2011). Bununla birlikte, Salmonella enterica Serovar Typhimurium
(Salmonella typhimurium) gibi belirli bagirsak patojenleri veya Enterococcus
faecalis gibi firsat¢1 olarak istilaci kommensal bakteriler bu ilk savunma hattini
asabilir ve epitel hiicrelerine girebilir. (Eichelberg ve Galan, 1999; Klare ve ark.,
2001; Miiller ve ark., 2012) Bu istilac1 bakterileri tespit eden ve daha fazla
yayllmalarin1 smirlayan epitel hiicrei¢i immiin mekanizmalarm olup olmadig:

sorusunu giindeme getirmektedir.

Bagirsak immiin homeostazinda “inflamatuar bagirsak hastaliginmn” (IBD)
genetik caligmalari, otofaji yolagi proteinleri i¢in 6nemli roller ortaya koymustur.
IBD, direngli mikrobiyota ile diizensiz etkilesimlerden kaynaklanan, bagirsakta
goriilen kronik enflamatuar bir hastaliktir. (Xavier ve Podolsky, 2007). Son
arastirmalar, bir IBD tipi olan Crohn hastaligina bagli otofaji yolagi genlerinde
polimorfizmler tanimlamistir. Kritik 6neme sahip otofaji geni ATGI16L1'deki
mutasyonlar, insanlarda Crohn hastaligina yatkmlikla iliskilidir (Hampe ve ark.,
2007; Rioux ve ark., 2007). Bununla birlikte, Crohn hastalig1 ile iliskili Atgl6L1
polimorfizmleri farelerde otofaji defektlerine sebebiyet vermez, bu da enflamatuar
fenotiplerin Atgl6L1'in otofajiden bagimsiz fonksiyonlarindan kaynaklandigini
gosterir (Cadwell ve ark., 2008). Bunun aksine mutasyonlar, bol miktarda
antimikrobiyal proteinle salgilayan 0zel bir epitel hiicre kokeni olan Paneth

hiicrelerinde graniil olusumunda defektlere neden olur (Cadwell ve ark., 2008; 2010).

Bagirsak homeostazinin korunmasinda rol oynayan ¢oklu yollar1 anlamak
icin, bu organ sisteminde saglik veya hastalik durumlarini belirlemek iizere birlesen
birkag yolak g6z oniinde bulundurulmalidir. Bir¢ok hiicresel, besinsel ve patolojik
stres faktorleri otofajiye neden olmaktadwr. Ayni zamanda transkripsiyonel
diizenleme, bu yolaklara katilan bir¢ok faktoriin ekspresyonunu etkilemektedir (Baxt

ve Xavier, 2015).
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2.8. Beclin 1

Molekiiler diizeyde otofaji, otofaji iliskili genler (ATG) ve ilgili Atg
proteinleri tarafindan kontrol edilir. Maya hiicrelerinde bu grubun otuz dort farkl
proteini (Atgl-Atg34) tanimlanmistir ve memeli hiicrelerinde de bu 34 proteinin
ortologlar1 bulunmaktadir. Bunlarin 18'1 (Atgl-10, Atgl2-14, Atgl6-18, Atg29 ve
Atg31) tiim otofaji ¢esitlerinde vardir (memeli,maya vs...). (Longatti ve Tooze, 2009;
Weidberg ve ark., 2011). Bunlar 6 fonksiyonel gruba ayrilmustir. 1lk grup ULK1
kinaz kompleksidir (ULK-mAtg13- FIP200 Atg101), mAtgl3 ile otofaji i¢in baglama
uyarami olarak gorev yapan ana bilesendir. Ikinci grup lipid transportunu destekleyen
ve bdylece fagoforun birlestirilmesine yardimci bir protein olan Atg9'dur. Ugiincii
grup, Vps34-Beclin-1-Vps15-mAtgl4'ten olusan smif I1I PI3-kinaz kompleksidir ve
bunun gorevi bir fagofor olusturmaktir. Dordiincii grup Atg9'un preotofagozomal
yapilardan geriye tasinmasi i¢in gerekli olan PI3K-Atg2-Atgl8'dir, hala
olgunlasmamis fagofor membranini uzatir. Besinci grup, biiyiiyen fagoforda kivrim
olusumuna neden olan Atgl2-Atg5-Atgl6L kompleksidir. Son grup C-terminaline
baglanarak,  otofagozom  olusumuna neden  olan  fosfatidiletanolamin
modifikasyonlarin1 indiikleyen Atg8 proteinleridir (Reggiori ve ark., 2005;
Mizushima, 2010).

Mayada Atg6/vacuolar protein siniflandirmasi-30 (Vps30) proteininin bir
ortologu olan memeli otofaji geni Beclin 1, 1998'de Beth Levine grubu tarafindan bir

maya iki-hibrit taramasi vasitasiyla klonlanmistir (Liang ve ark., 1998).

Yaklasik 60 kDa'lik bir molekiiler agirhiga sahip, 450 amino asitlik
dogrusal bir dizilime sahip bir proteini kodlar (sekil 2.7). Beclin-1 sitoplazmik
yapilarda, yani endoplazmik retikulum, mitokondri ve niikleer membran i¢inde

lokalizedir (Li ve ark., 2010, Li ve ark., 2009).

Beclin 1, simif III tip fosfoinositid 3-kinaz (PI3KC3)/Vps34 ile etkilesimine
baglt olarak, otofajik proteinlerin pre-otofagozomal bir yapiya lokalizasyonu i¢in
onemlidir. Bu yapilar birlikte Beclinl/VPS34/VPS15 c¢ekirdek kompleksini

olustururlar (He ve Levine, 2010).

20



Beclinl, otofajinin diizenlenmesinin merkezinde bulunmaktadir (Cao ve
Klionsky). Genetik analizler timor baskilanmasi, yasam siiresnin uzamasi, hiicre
Oliimiiniin diizenlemesi, embriyo gelisimi ve immiin savunmaninin yani sira ayrica
ndrodejenerasyonu ve kalp hastaliklarin1 dnleme islevlerini gostermistir (Levine ve
Kroemer). Beclin 1, fosfatidilinositol-3-fosfat  (PI3P) iretmek iizere
fosfatidilinositoliin  inositol  halkasinn 3  pozisyonlu hidroksil grubunun
fosforilasyonunu katalize eden, sinif III fosfatidilinositol 3-kinazin (PI3KC3) temel
bir bilesenidir (Backer, 2008). Bu ii¢ PI3K smifi arasinda PI3KC3, mayadan
insanlara yiiksek oranlarda korunan tek komplekstir; PI3KC3 (Vps34), p150 (Vpsl5)
ve Beclin 1 (Vps30/Atg6) iceren bir ¢ekirdek kompleksinden olusur. PI3KC3, otofaji
ve vakuolar protein smiflandirmasinda (Vps) pleiyotropik bir rol oynar. Bu
kompleksin farkli hiicresel siiregler arasinda nasil farklilastigi ile ilgili bir netlik
yoktur. Mayada Atgld ve Vps38, cesitli kompleks olusumuna, sub-seliiler
lokalizasyona ve otofaji ve Vps'de islev goren merkezi PI3K kinazin lipid

fosforilasyonuna aracilik eder (Kihara ve ark., 2001).

Beclin 1, her biri farkli bir islevi olan ii¢ temel alan igerir. N-ucunda
lokalize olan BH3 alan1 (Bcl-2 homoloji alan1) 125 amino asit i¢erir ve anti-apoptotik
protein ailesinin iiyelerini, 6rnegin; Bcl-XL, Bcl-2 baglayabilme 6zelligine sahiptir.
Merkezi ¢ift kivrimli alan (CCD, amino asit 144- 269), UV 1smlama direnci-iliskili
gen (UVRAG) ve smif III PI3 kinaza baglanir. Hem in vivo hem de in vitro olarak
kendi kendine birlesmeyi ve dimerizasyonu diizenler (Adi ve ark., 2010; Shi ve
Kehrl, 2010). Ugiincii alan evrimsel olarak korunan alandir (ECD), siuf III PI3
kinaza baglanir ve hiicre organellerinin lipid membranlarinin baglanmasma katilir.
Bu alan igerisinde kardiyolipin ile zenginlestirilmis lipid membranlarin, 6rnegin
mitokondride, tercih edilmesiyle bir hidrofobik parmak olusturan {i¢ ardisik aromatik
amino asit tanimlanmistir (Phe359-Phe360-Trp361) (Huang ve ark., 2012). Beclin-1
ayrica etkili bir niikleer eksport sinyali (NES) saglayan C-terminalinde lokalize kisa
bir 16sin-zengini amino asit dizisine sahiptir. BECN1/ATG6’de NES'in mutasyonlari,
besin yoksunluguna yanit olarak otofajiyi indiikleme 6zelligini olumsuz yonde etkiler

(Liang ve ark., 2001).
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Sekil 2.7. Beclinl proteininin yapis1 ve pozitif ve negatif diizenleyicileri. Beclin-1,
Bcl-2 homoloji motifi (BH3), cift kivrimli(¢ift sarmal) alan (CCD) ve evrimsel
olarak korunmus bir alan (ECD) olmak {lizere li¢ tanimlayici alan igerir. (Toton ve
ark., 2014).

Beclin-1 hiicrede c¢ok islevli rol oynayan 6zel bir molekiildiir. Beclin-1
dogrudan otofajinin baglamasma dahil olmasiyla; dolayl olarak gelisme, endositoz,
strese karsi adaptasyon, yaslanma ve hiicre oliimii gibi bir¢ok biyolojik hiicresel
stirecte onemli bir rol istlenmektedir (Levine ve Kroemer, 2001; Geng ve ark.,
2012). Beclin 1 disfonksiyonu bir¢ok hastalik ile 6rnegin; ndrodejeneratif hastaliklar
(Huntington, Parkinson veya Alzheimer) ve kardiyomiyopati ile iliskilendirilmistir
(Peng ve ark., 2013; Shibata ve ark., 2006). Ayrica Beclin-1, 1s1 sok proteinleri,
interferon-g, TRAP ve TBP proteini ile etkilesime girerek bakteriyel ve viral
enfeksiyonlara karst immiin tepkiye katilmaktadir; ancak, bu islemlerin kesin

mekanizmasi hala belirsizligini korumaktadir (Toton ve ark., 2014).

2.9. Otofajinin Baslatilmasinda Beclin 1’in Rolii

Beclin-1, otofajiyi diizenleyen temel proteinlerden biridir ve otofajide
onemli roller oynamasinin yaninda otofaji aktivitesinin dinamik bir géstergesi olarak
kabul edilmektedir (Ruck ve ark., 2011; Wang ve ark., 2013) Temel sinyal baslatma
kompleksinin (sinif III PI3 kinaz, Beclin 1 ve p150 proteini) bir par¢asi oldugu i¢in,
otofagolizozom olusumunda yer alan bir protein dizisini tetikleyerek dogrudan etki

edecek sekilde rol oynamaktadir (Mizushima, 2010).
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Beclin-1'in otofaji baslatmasindaki rolii, kendi alanlarma bagli olan kendine
0zgili proteinlerin varligina baghidir. CCD ve ECD alanlar1 igerisindeki en dnemli
protein, ilk olarak Saccharomyces cerevisiae mayasinda tanimlanmis olan bir
vakuoler protein smniflandirmasi (Vps34) homologu olan smif III fosfatidilinositol-3
kinaz (PI3K III) 'dir (Klionsky, 2007). Memeli hiicrelerinin sinif I, IT ve III PI3 kinaz
icerdigi gosterilmistir. Siif 1 ve III PI3K kinazlar1 otofajiye dahil olmaktadir.
Bunlarin birincisi hiicre zarmin bir bilesenidir ve mTOR kinazi uyarmak adina sinyal
iletim yolagmin bir parcasidir. Smuf III PI3 kinaz hiicre ¢ogalmasini ve hiicre
icindeki hiicre iskeleti elemanlarinin yer degistirmesini destekler (Merhpour ve ark.,
2010; Kang ve ark., 2011). Smf III PI3 kinaz, sadece Beclin-1 ile bir kompleks
olustururken faaliyet gdsterebilir. Beclin-1/PI3K-III kompleksi trans-golgi aygitinda
lokalizedir ve artan fosfatidilinositol 3-fosfat (PIP3) iiretimini destekleyerek
fagoforun uzamasmi arttirir ve diger Atg proteinlerinin fagoforlara dahil edilmesine
izin verir (Hoyer-Hansen ve Jaattela, 2007). PI3 kinazin aktivitesinin wortmannin
veya 3 metiiladenin gibi inhibitorlerle bloke edilmesi PI3K'nin stratejik roliini

dogrulayan otofajiyi baskilamaktadir (Matsunaga ve ark., 2009).

UV ginlama direnci-iliskili gen proteini (UVRAG), Beclin-1'in CCD
bolgesine baglanir. Iki protein fagofor olgunlasmasi ve otofagozom olusumu i¢in
cok Onemli olan bir kompleks olusturur. Buna ek olarak, kompleksin PI3K
aktivitesini bliyiik 6l¢iide arttirdig1 ve bdylece otofajiyi tetikledigi gosterilmistir (Liu
ve ark., 2010). UVRAG ve Atgl4'in hem smif IIT PI3K-Beclinl kompleks stabilitesi
icin gerekli oldugu hem de bunlardan herhangi birinin yikilmasmin Beclinl
seviyesinin diigmesine yol actig1 gosterilmistir Itakura ve ark., 2008). Bax
etkilesimli faktor-1 (Bif-1), Beclin 1'in bir baska pozitif regiilatoriidiir ve Beclinl ile
UVRAG araciligi ile etkilesime girer. Farelerde yapilan ¢aligmalar, Bif-1 siliniminin
otofagozom olusumunu baskiladigini ve bu hayvanlarda 6nemli derecede daha

yiiksek kanser oranlarina yol agtigini gostermistir (Takahashi ve ark., 2007).

Barkor / Atgl4 (L) proteini de CCD bdlgesine baglanir. PI3 kinazin erken
otofagozomu hedeflemesinde rol oynadigindan otofajiyi tetiklemek icin gereklidir
(Fan ve ark., 2011; Sun ve ark., 2008). Ambral, Beclin-1 ile kompleks olusturan

diger bir proteindir. Bu protein Beclin-1'in, PI3K'nin en yiiksek seviyede eksprese
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edildigi endoplazmik retikuluma taginmasini destekler. Bu, hiicresel sitoskeleton ve
otophagosome olusumu arasindaki iligkiyi agiklar (Di Bartolomeo ve ark., 2010; He

ve Levine, 2010).

Vakuol membran proteini 1 (VMP1), smif III PI3K-Beclinl kompleksinin
olusumunu uyarmak i¢in Beclinl'in BH3 alanma baglanir. Bu faktdriin otofajiyi
olumlu yonde etkiledigine inanilmaktadir ¢ilinkii bu kompleksin hiicrede eksikligi

durumunda otofaji tamamen engellenmektedir (Molejon ve ark., 2013).

Anti-apoptotik protein ailesi tiyeleri, BH3 alan1 yoluyla Beclin-1'e baglanir.
Proteinlerin baglanmasi veya ayrigmasi, siirecin bastirilmasi veya aktive edilmesi ile
sonuclanir. Siirecin asir1 ilerlemesini Onlemek icin diizenleyici olarak islev goriirler
ve ayni zamanda proliferasyon ve biiyiimeyi saglamak i¢in besin alimini

kolaylastirirken hiicreyi bozulmaya karsi korurlar (Wei ve ark., 2008).

Gegtigimiz birkag yilda Beclin 1 ile Bcl-2/Bcl-XL etkilesimlerinin
diizenlenmesinin, ¢esitli hiicresel uyaranlara cevap olarak otofajinin etkinlestirildigi
ya da devre dis1 birakildigr merkezi bir mekanizmay1 temsil ettigi yoniinde artan
kanitlar vardir (Levine ve ark., 2008). Bu gibi etkilesimleri yoneten molekiiler
mekanizmalar1 anlamada da ¢ok sayida ilerleme kaydedilmistir: Bcl-2 veya Beclin
I'in translasyon sonrasi modifikasyonlar1 Bcl-2/Bcl-XL—Beclin 1 etkilesimlerini
degistirebilir, BH3-0zgii peptidleri veya proteinleri Bcl-2/Bcl-XL-Beclin 1
etkilesimlerini rekabet¢i bir sekilde bozabilir ve farkli membran tutucu reseptorler
veya bunlarin adaptdr proteinleri Bcl-2 ve Beclin 1 arasindaki etkilesimi de
diizenleyebilirler. Heniiz tanimlanmamis olan bu ve diger diizenleyici mekanizmalar
birlikte, Bcl-2/Bcl-XL — Beclin 1 etkilesimlerinin diizenlenmesi yoluyla otofaji
aktivitelerine olumlu katki yapabilmektedirler. Bcl-2/Bcl-XL — Beclin 1
etkilesimlerinin bozulmasi, hiicrelerin besin yoksunlugu, hipoksi veya hiicre dis1
matriksten ayrilmasi gibi stres kosullarinda otofajiyi ve hiicre yasamini desteklemek
icin kullandig1 bir mekanizma olabilir (Degenhardt ve ark., 2006; Fung ve ark.,
2008). Otofajinin bilinen en giiclii fizyolojik indiikleyicisi acliktir ve besin
durumunun Bcl-2 ve Beclin 1 endojenlerinin etkilesimini diizenledigi bildirilmistir

(Pattingre ve ark., 2005).
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Beclin 1, otofagozom olusumundan otofagozom / endozom olgunlagsmasina
kadar otofajik yolaklarda her temel adima miidahale edebilir. Bu etkilerin ¢oguna,
otofajik indiiktadrler ve otofajik inhibitérler dahil olmak iizere spesifik Beclin 1-
baglayicit proteinlerin aktivasyonu aracilik eder. Bununla birlikte, Beclin 1
komplekslerinin birlesmesi hiicreye veya dokuya bagli bir sekilde ortaya
¢cikmaktadir. Beclin 1 muhtemelen otofaji disinda ek fonksiyonlara da sahiptir. Daha
ileri ¢aligmalar, tanimlanan Beclin 1 komplekslerinin her birinin otofaji ve spesifik
hastalik baglaminda kesin roliinli ortaya ¢ikaracak ve otofajinin uyarilmasmnm mi
inhibe edilmesinin mi daha faydali olup olmadigmi belirleyecektir (Kang ve ark.,

2011)
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada Burdur Mehmet akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlari
Laboratuvarindan temin edilen, her grupta 6 adet olmak iizere toplam 30 adet (180-
200gr agirhiginda, 10-12 haftalik) yetiskin erkek wistar albino cinsi sigan kullanildi.
Aclik gruplart son doyurulmay: takiben 12,24,36 ve 48 saat a¢ birakilan gruplar
seklinde diizenlendi; su ad libitum olarak verildi ve tiim gruplar 12 saat karanlik-
aydinlik ortamlarda tutuldu. Aclik siireleri sonunda rompun ketamin kombinasyonu
ile saglanan genel anestezi altinda servikal dislokasyon ile Gtenazi uygulanarak
gruplara ait siganlardan ince bagirsak Ornekleri toplandi. Toplanan Ornekler her
deney grubu i¢in taze olarak hazirlanan Bouin soliisyonunda tespit edilip rutin
histolojik takip yOntemlerinden gecirilerek parafin bloklara gomiildii. Parafin
bloklardan alinan Spm kalinligindaki doku kesitlerine streptavidin-biyotin metodu ile
immunohistokimyasal prosediir uygulanarak Beclin 1 immiinlokalizasyonlari
belirlendi. Ince bagirsak dokularinda Beclin 1 immiin reaksiyon siddeti 3 {izerinden
skorlanarak elde edilen veriler gruplar arasi farkliligmm incelenmesi igin SPSS
Windows Paket Programui ile degerlendirildi. Istatistiksel iliskinin tespitinde Tek
Yonlii Varyans Analizi ve alt gruplar arasindaki iligkinin 6nemlilik kontroliinde
Tukey Coklu Karsilastirma Testi kullanildi. Calismada kullanilan siganlar asagidaki
tabloda oldugu gibi deney gruplarina dahil edildi.

Tablo 3.1. Deney gruplari.

Deney Gruplan

Grup I Kontrol grubu. Ad libitum yem ve su verildi.

Grup II 12 saat a¢ birakilan grup. Ad libitum su verildi, yem verilmedi.
Grup III 24 saat a¢ birakilan grup. Ad libitum su verildi, yem verilmedi.
Grup IV 36 saat ag¢ birakilan grup. Ad libitum su verildi, yem verilmedi.
Grup V 48 saat a¢ birakilan grup. Ad libitum su verildi, yem verilmedi.
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3.1. Iimmunohistokimyasal Prosediir

10.

. Parafin bloklarindan S5pum kalinliginda alinan kesitler dehidrasyon i¢in alkol

serilerinden gecirildi.

Daha sonra kesitler antijen maskelenmesini ortadan kaldirmak i¢in 0,01M
sitrat tamponu (ph:6) ile mikrodalga firinda (750W) 2 kez, 5’er dakika isleme
tutuldu.

Daha sonra kesitler oda 1sisinda (20dk) sogutuldu. Kalem ile smirlandirilan
kesitler fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) + % 0,2 Tween 20 soliisyonu ve
distile su ile yikandiktan sonra endojen peroksidaz aktivitesini ortadan
kaldirmak icin, oda 1sisinda, nemli ortamda, %3’liik H202 soliisyonunda
(25dk) bekletildi.

Tekrar PBS + %0,2 Tween 20 soliisyonu ile yikandi. Ardindan dokular
Protein Blocking Agent iginde oda 1sisinda, nemli ortamda (15 dk) tutuldu.
Daha sonra kesitler, 1/400 p oraninda dilue edilen primer goat Beclinl
antikoru ile +4 °C’de nemli ortamda bir gece bekletilerek inkiibasyonu
saglandi. Negatif kontroller primer antikorun islemlerden ¢ikarilmasi ile elde
edildi.

Ertesi sabah dokular PBS + %0,1 Tween 20 soliisyonu ile yikandiktan sonra
Biyotinle Konjuge Universal LSAB Kit ile oda 1s1sinda nemli ortamda (30dk)
inkiibe edildi.

Tekrar PBS + %0,1 Tween 20 soliisyonu ile yikandiktan sonra oda

sicakliginda ve nemli ortamda HRP soliisyonunda (30dk) bekletildi

. Uygulama sonunda kesitler PBS + %0,1 Tween 20 soliisyonu ile yikand1 ve

akabinde mikroskop altinda DAB kromojeni (10dk) uygulandi.

Daha sonra kesitler distile suda (5dk) yikandi ve Hemotoksilen (5dk) ile zit
boyama yapildi. Ardindan alkol serilerinden gegirilerek kapatilan preperatlar
Olympus BXS51 151k mikroskobu ile goriintiilendi.

Gruplara ait doku Orneklerinin immiin boyama alanlar1 iki farkli gozlemci
tarafindan belirlendi ve boyama siddeti acisindan negatif (-), zayif (+), orta

(++) ve giiclii (+++) olmak tizere semiquantitatif olarak skorlandu.
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3.2. Iimmunohistokimyasal Prosediirde Kullanilan Kimyasal Cozelti ve
Malzemeler

Tablo 3.2. immunohistokimyasal prosediirde kullanilan malzemeler

Kimyasal Malzemenin Ad1 Markasi Kodu

Beclin 1 Antibody
Novus Biologicals NB500-249

Polyclonal Rabbit
Biotnylated Goat

Vector Lab BP-9100
Anti-Rabbit
Streptavidin/Biotin

Vector Lab SP-2002
Blocking Kit
2.5% Normal Goat Serum

Vector Lab S-1012
Blocking Solution
Streptavidin, Horseradish

Vector Lab SA-5704

Peroxidase, R.T.U.

Tablo 3.3. Sitrat Tampon Soliisyonu (500ml i¢in)

Kimyasal Malzemenin Adi  Miktan

Citric asit 0,96 gr
Distile su 500ml
10N NaOH Ph:6 olana kadar eklenir.

Tablo 3.4. Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS) (1000ml igin)

Kimyasal Malzemenin Adi  Miktan

Na;HPO4 1,48gr
KH2PO4 0,43
NACL 7,2gr
Distile su 1000ml
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Tablo 3.5. PBS+ %0,2 Tween 20 soliisyonu (500ml igin)

Kimyasal Malzemenin Ad1 Miktan

PBS 500ml
Tween 20 0,5ml

Tablo 3.6. PBS+9%0,1 Tween 20 soliisyonu (500ml i¢in)

Kimyasal Malzemenin Ad1 Miktan

PBS 500ml
Tween 20 0,25ml
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4. BULGULAR

Yapilan calismada kontrol grubu ile birlikte ag¢lik gruplarinda son
doyurulmay1 takiben 12, 24, 36 ve 48 saat aglik siireleri sonunda alinan ince bagirsak
doku kesitleri (duodenum, jejenum, ileum) Beclin 1’in dokulardaki ekspresyonlarini
belirlemek i¢in immunohistokimyasal olarak boyandi. Olympus BXS51 11k
mikroskop ile incelenen boyali doku 6rnekleri farkli gbzlemciler tarafindan incelendi
ve boyama siddetleri; - (boyanma yok), + (zayif), ++ (orta) ve +++ (gii¢lii) olarak

degerlendirildi. Gruplara ait boyanma 6rnekleri Sekil 4.1.-4.15. arasinda gosterildi.

Ince bagirsagm boliimleri grup bazinda kendi aralarinda degerlendirildi ve
ekspresyonlar1 skorlandi. Kontrol ve aglik gruplar1 karsilastirildiginda ince
bagirsagin tiim boliimlerinde (duodenum, jejenum, ileum) 151k mikroskobik diizeyde
yapisal farkliliklarin olmadigi gozlendi. Beclin 1 ekspresyonlar1 incelendiginde ise,
tiim gruplarda immiin lokalizasyonun biitiin ince bagirsak boliimlerinde villus epitel
hiicrelerinde, glandular epitel hiicrelerinde ve tunika muscularis katmaninda oldugu
ve boyanma siddetinin de orta derecede (++) oldugu belirlendi (Sekil 4.1. ve 4.15.
aras1). Boyanma siddeti acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik kaydedilmedi (p>0.05). Gruplarin boyanma siddeti grafikleri Sekil 4.16.-

4.18. arasinda gosterildi.
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Sekil 4.1. Kontrol grubu sican duodenum dokusunda Beclin 1 immiin reaksiyonu.
Kirmizi ok: yilizey epiteli; Mavi ok: bez epiteli; Siyah ok: Kas tabakasi.

Sekil 4.2. 12 saat a¢ birakilan sican duodenum dokusunda Beclin 1 immiin
reaksiyonu. Kirmizi ok: ylizey epiteli; Mavi ok: bez epiteli; Siyah ok: Kas tabakasi.
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Sekil 4.3. 24 saat a¢ brrakilan sican duodenum dokusunda Beclin 1 immiin
reaksiyonu. Kirmizi ok: yiizey epiteli; Mavi ok: bez epiteli; Siyah ok: Kas tabakasi.

Sekil 4.4. 36 saat a¢ birakilan sican duodenum dokusunda Beclin 1 immiin
reaksiyonu. Kirmizi ok: ylizey epiteli; Mavi ok: bez epiteli; Siyah ok: Kas tabakasi.
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Sekil 4.5. 48 saat a¢ brrakilan sigan duodenum dokusunda Beclin 1 immiin
reaksiyonu. Kirmizi ok: yiizey epiteli; Mavi ok: bez epiteli.
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Sekil 4.6. Kontrol grubu sican jejenum dokusunda Beclin 1 immiin reaksiyonu.
Kirmizi ok: ylizey epiteli; Mavi ok: bez epiteli; Siyah ok: Kas tabakasi.

Sekil 4.7. 12 saat a¢ birakilan sican jejenum dokusunda Beclin 1 immiin reaksiyonu.
Kirmiz1 ok: yiizey epiteli; Mavi ok: bez epiteli; Siyah ok: Kas tabakast.
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Sekil 4.8. 24 saat a¢ birakilan si¢an jejenum dokusunda Beclin 1 immiin reaksiyonu.
Kirmizi ok: ylizey epiteli; Mavi ok: bez epiteli; Siyah ok: Kas tabakasi.

Sekil 4.9. 36 saat a¢ birakilan sican jejenum dokusunda Beclin 1 immiin reaksiyonu.
Kirmiz1 ok: yiizey epiteli; Mavi ok: bez epiteli; Siyah ok: Kas tabakasi.
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Sekil 4.10. 48 saat a¢ birakilan sican jejenum dokusunda Beclin 1 immiin
reaksiyonu. Kirmizi ok: yiizey epiteli; Mavi ok: bez epiteli; Siyah ok: Kas tabakasi.
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Sekil 4.11. Kontrol grubu sican ileum dokusunda Beclin 1 immiin reaksiyonu.
Kirmizi ok: ylizey epiteli; Mavi ok: bez epiteli; Siyah ok: Kas tabakasi.

Sekil 4.12. 12 saat a¢ birakilan sican ileum dokusunda Beclin 1 immiin reaksiyonu.
Kirmiz1 ok: yiizey epiteli; Mavi ok: bez epiteli; Siyah ok: Kas tabakasi.
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Sekil 4.13. 24 saat ac¢ birakilan sican ileum dokusunda Beclin 1 immiin reaksiyonu.
Kirmizi ok: ylizey epiteli; Mavi ok: bez epiteli; Siyah ok: Kas tabakasi.

et

Sekil 4.14. 36 saat a¢ birakilan sican ileum dokusunda Beclin 1 immiin reaksiyonu.
Kirmiz1 ok: yiizey epiteli; Mavi ok: bez epiteli; Siyah ok: Kas tabakasi.
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Sekil 4.15. 48 saat a¢ birakilan sican ileum dokusunda Beclin 1 immiin reaksiyonu.
Kirmizi ok: ylizey epiteli; Mavi ok: bez epiteli; Siyah ok: Kas tabakasi.
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Sekil 4.16. Deney gruplarina ait duodenum Beclin 1 ekspresyon siddeti (P>0.05).
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Sekil 4.17. Deney gruplarina ait jejunum Beclin 1 ekspresyon siddeti (P>0.05).
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Sekil 4.18. Deney gruplarina ait ileum Beclin 1 ekspresyon siddeti (P>0.05).
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5. TARTISMA

Beclin 1 otofaji diizeyini yansitabilen ilk tanimlanan otofaji iliskili gendir
(Cao ve Klionsky, 2007; Zeng ve ark., 2006) ve timdr olusumu siirecinde 6nemli bir
rol oynamaktadwr. Beclin 1’in mide kanseri, pankreas adenokarsinomu ve
hepatoseliiler hiicreli karsinom dahil olmak tizere bir¢ok kanser tiiriinde asiri
eksprese edildigi bildirilmistir (Geng ve ark., 2012; Kim ve ark., 2011; Song ve ark.,
2004). Giatromanolaki ve arkadaglar1 LC3A ve BECNI1 (Beclin 1) proteinlerinin
meme, akciger, endometriyal, lrotelyal ve prostat tiimorlerinde yiiksek oranda
eksprese edildigini ve bu proteinlerin ekspresyonunun tiimor agresifligi ve kotii
prognoz ile anlaml sekilde iliskili oldugunu bildirmislerdir (Giatromanolaki ve ark.,

2013).

In vitro deneyler, Beclin 1’in prognozun takibinde giivenilir bir marker
olabilecegini rapor etmistir. Bununla birlikte farkli laboratuvarlardan ¢eliskili

sonugclar da bildirilmistir (Guo ve ark., 2011; Li ve ark., 2009).

Kolorektal kanserli (CRC) hastalarda Beclin 1 immun ekspresyonunu
belirleyen bir ¢alismada, Beclin 1 ekspresyonunun tiimor uzak metastazi ve genel
sagkalim agisindan kotii prognoz ile iliskili oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte
yilksek ekspresyonu ile tiimor farklilasmasi arasinda bir iligki bulunmadigi
kaydedilmistir. Yapilan ¢alisma sonunda Beclin 1’in CRC’de etkin bir prognostik
gosterge olabilecegi ve CRC tedavisinde yeni bir molekiiler hedef olabilecegi

bildirilmistir (Zheng ve ark., 2018).

Benzer ¢aligmalar Beclin 1’in asir1 ekspresyonunun CRC hiicre biiyiimesini
baskiladigin1 ve yliksek Beclin 1 ekspresyonunun uzun yasama ile giiclii bir sekilde
iligkili oldugunu gostermesine ragmen (Li ve ark., 2009) Beclin 1’in CRC’deki
fonksiyonu hala tartismalidir ve kesin sonuglar tam olarak belirlenememistir (Zheng

ve ark., 2018).

Yukaridaki calismadan farkli bir sonug¢ bildiren bir ¢alismada CRC ile

otofaji proteinlerinin ekspresyonlarinin prognostik Onemi arastirilmis, Beclin 1
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ekspresyonunun 1iyi histolojik farklilasma ile anlamli sekilde iligkili oldugu
goriilmiistiir. Ancak otofajiye bagli proteinlerin ekspresyon seviyeleri ile
klinopatolojik parametreler (histolojik farklilasma, lenfovaskiiler invazyon ve lenf
nodu metastazi) arasinda anlamli bir iligki gozlemlenememistir. Bu ¢alismanin
sonunda arastirmacilar, Beclin 1 ve diger bazi dnemli otofaji iliski proteinlerin

prognoz ile iligkili olmadigni ileri siirmiislerdir (Choi ve ark., 2014).

Benzer sekilde Ahn ve arkadaslar1 saglikli insan mide ve kolon mukozal
hiicrelerinde ¢ok az ya da hi¢ immiin ekspre olmayan Beclin 1’in 103 CRC vakasinin
%95’inde, 60 gastrik adenokarsinom Orneginin ise %83’linde yiiksek derecede
ekspre oldugunu gozlemlemislerdir. Arastirmacilar bu bulgulara dayanarak Beclin
I’in invazyon, metastaz ve evreleme gibi klinopatolojikal siireglerde etkili
olmamakla beraber hem kolorektal hem de gastrik tiimér olusumunda rol

oynayabilecegini ifade etmislerdir (Ahn ve ark., 2007).

Yukarida belirtilen CRC’11 hastalarda Beclin 1 ekspresyonuna iligkin elde
edilen sonuglarla celiskili olan baska bir calismada, insan meme karsinomunda
Beclin 1 protein ekspresyon seviyeleri western blot analizi ile arastirilmis, Beclinl
protein ekspresyonunun genellikle meme kanserlerinde azaldigi sonucuna varilmistir.
Bu azalmis ekspresyonun stroma veya epitelden ziyade 0Ozellikle karsinom
hiicrelerinde olup olmadigini belirlemek i¢in immunohistokimyasal olarak boyanmis
doku kesitleri incelenmistir. Vakalarin hepsinde tiim normal meme epitel
hiicrelerinde Beclin 1 immiin reaktivitesinin gii¢lii oldugu, tersine meme kanseri
hiicrelerinde anlamli sekilde azaldigr goriilmiistir. Bu veriler esliginde
arastirmacilar, Beclin 1’in memeli hiicre biiyliimesi ve tiimdr olusumunda negatif
regiilator olarak islev gorebilecegini ve otofajiyi destekleyici ve biiylimeyi dnleyici
etkileri ile birlestirildiginde, islevsel olarak etkisizlestirilmesinin meme kanseri
gelisimi veya ilerlemesinde 6nemli olabilecegini ifade etmislerdir (Liang ve ark.,

1999).

Gastrik kanserde, otofajinin klinopatolojik dnemini degerlendiren bagka bir
caligmada primer gastrik kanserli 510 hastadan alinan 6rneklerde otofaji durumunu

belirlemek i¢in tek bir marker kullanmak yeterince giivenilir olamayabileceginden
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LC3, Beclin 1 ve p62 olmak iizere ii¢ otofaji iliskili protein ekspresyonu IHC ile
belirlenmistir. Ug proteinin en az ikisinin pozitif oldugu drneklerde otofajinin varlig
tanimlanmigtir. Otofaji pozitif vakalar %?22,1 olarak bulunmustur. Elde edilen
bulgular, LC3, Beclin 1 ve p62 ile belirlenen otofajinin lenf nodu metastazi, damar
invazyonu ve hepatik metastaz ile anlamli korelasyonda oldugunu, &zellikle evre
1’deki gastrik kanserli hastalarin diisiik sagkaliminin 6nemli derecede otofaji ile
iliskili oldugunu gostermistir. Bu bulgular arastirmacilara otofajinin, 6zellikle erken
klinik bir asamada gastrik kanserin ilerlemesini destekledigini ve LC3, Beclin 1 ve
p62 ekspreyonunun belirledigi otofaji durumunun gastrik kanserli hastalarda
prognozu tahmin etmede yardimci bir faktor olabilecegini diisiindiirmiistiir (Masuda

ve ark., 2016).

Mide kanseri hastalarin doku ve hiicrelerinde Beclin 1 ekspresyonu ve
hastaligin prognozu ile iligkisini arastiran benzer bir ¢alismada, Beclin 1 ekspresyonu
IHC ile lenf nodu pozitif mide kanseri hastalarinin tamaminda tespit edilmistir.
Beclin 1 ekspresyonlarinin klinopatolojik 6zelliklerle iliskisi ve mide kanseri
sagkalimi incelenmistir. Hastalarin %84,5’inde Beclin 1 ekspresyonu, normal gastrik
mukoza hiicrelerine kiyasla mide kanserleri hiicrelerinde yiiksek olarak
belirlenmistir. Bu bulgular 1s1ginda arastirmacilar, Beclin 1’in mide kanseri
olusumunda potansiyel bir rolii oldugunu ve lenf nodu pozitif mide kanserli
hastalarin prognozunu Ongormede {imit verici bir biyomarker olabilecegini,
dolayisiyla da mide kanseri tedavisi i¢in yeni bir terapdtik hedef gorevi

gorebilecegini diistinmiislerdir (Geng ve ark., 2012).

Beclin 1’in  tiimor patogenezisindeki rollerini belirlemeye yonelik
calismalar disinda, cesitli hastaliklarda aktivitesini arastiran ¢alismalar da mevcuttur.
Trinitrobenzen siilfonik asidin intrarektal enjeksiyonu ile olusturulan fare IBD
modelinde, bagirsak dokularinda dekorinin ekspresyonunu ve bunun otofaji ile
iligkisini arastiran bir ¢aligmada, dekorinin ve otofajiye bagl proteinler olan Beclin 1
ve LC3B’nin ekspresyonlar1 IHC kullanilarak tespit edilmistir. Olusturulan IBD
modelinde dekorinin yani1 sira otofajiye bagl proteinler Beclin 1 ve LC3B’nin
ekspresyonlarinin fare bagirsak dokularinda arttig1 bildirilmistir. Ayrica dekorin ilave

edilmis normal kolon mukozal hiicrelerinde Beclin 1 ve LC3B protein
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ekspresyonlarinin arttii goriilmiistiir. Elektron mikroskobunda dekorinin asir1
eksprese oldugu hiicrelerde, hiicre i¢i otofagozomlarin ve dolayisiyla otofajinin
arttigi bildirilmistir. Bu sonuclar ile arastirmacilar, IBD’nin ortaya ¢ikmasi ve
gelismesi sirasinda dekorinin otofajiyi indiikleyebilecegi ve boylece bagirsak

hiicrelerini koruyabilecegini ileri siirmiislerdir (Zhao ve ark., 2016).

Epidermal biiyiime faktoriiniin (EGF) sigcan nekrotizan enterekolit (NEC)
modelinde bagirsak otofajisi ve epitel hiicreleri lizerindeki etkilerini degerlendiren ve
NEC hastalarinda otofaji seviyelerini belirleyen bir ¢alismada, hem in vivo hem de in
vitro modellerde bagirsak epitelindeki Beclin 1 ve LC3II protein seviyeleri
Olgiilmiistiir. NEC’li hastalardan alinan biyopsi Orneklerinde, bagirsak epitel
hiicrelerinde gii¢lii Beclin 1 ve LC3II protein ekspresyonlar1 gozlemlenmistir. Daha
sonra, kiiltiire edilen bagirsak hiicrelerine EGF ilave edilmis, bunun sonucunda EGF
miidahalesinin ileal epitelde Beclin 1 ve LC3II ekspresyonunu azalttig1 ve otofajiyi
bloke ettigi goriilmiistiir. Bu calisma ile EGF’nin NEC’li intestinal otofajinin

diizenlenmesi ile iligkili oldugu sonucuna varilmistir (Maynard ve ark., 2010).

Ik 5 giin boyunca hipoksi stresine maruz birakilarak deneysel NEC
olusturulmus neonatal siganlarda otofaji ve apoptozis aktivitesini inceleyen bir
calismada otofajinin belirleyicisi olarak Beclin 1 ve LC3 protein ekspresyonlari,
apoptozis belirlenmesi igin de TUNEL ile kaspaz 3 immun ekspresyonu
incelenmistir. Ayrica bu ¢alisma ile NEC insidansimi azalttigi, bagirsak bariyer
fonksiyonunu korudugu ve otofaji ve apoptozis lizerinde etkileri oldugu bilinen
eritropoetinin etkisi arastirilmistir. NEC’li sican ileumunda kontrol grubuna gore
Beclin 1 ve LC3 immiin ekspresyonunun énemli derecede arttigi, kaspaz 3 boyamas1
ile apoptozisin hizla indiiklendigi, eritropoetin ilavesinin ise hem otofajiyi hem de
apoptozisi azalttig1 bildirilmistir. Bu c¢alisma ile eritropoetinin deneysel NEC’de
intestinal epiteli agir1 otofaji ve apoptozisten korudugu sonucuna ulagilmistir (Yu ve

ark., 2013).

Distal rektumdan proksimal bagirsaga kadar gangliyon hiicrelerinin
eksikligi ile karakterize kongenital bir gastrointestinal malformasyon olan

Hirschsprung hastaliginmm (HD) patogenezisini arastiran bir ¢alismada otofajinin
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etkileri degerlendirilmistir. HD hastaligma sahip insanlardan elde edilen doku
ornekleri, elektron mikroskobik olarak dar segment, gecis segmenti ve genislemis
segment olmak lizere li¢ segmentte incelenmistir. Ayrica PCR ve IHC teknigi ile
incelenen doku orneklerinde Beclin 1 ve LC3 mRNA seviyelerinin dar segmentte en
yiikksek oldugu bulunmustur. THC analizleri mRNA seviyeleri ile tutarli sonuglar
ortaya koymustur. Bu bulgular ile HD’li hastalarin bagirsaklarinda otofajinin
gerceklestigi bildirilmistir. Ayrica dar segmentteki otofaji genlerinin en yiiksek
ekspresyonunun tespitine dayanarak otofajinin néron oliimiine sebep olarak ndron

sayisinda azalmaya neden olabilecegi belirtilmistir (Huang ve ark., 2015).

Genetik bir otoimmiin hastalik olan ¢6lyak hastaliginda otofaji iligkili Atg7
ve Beclin 1 proteinlerin ince bagirsak dokusundaki ekspresyonlar1 arastirilmistir.
Arastirmada ¢Olyak hastasi oldugu bilinen hastalardan intestinal biyopsi veya gercek
zamanli PCR analizi ile elden edilen Ornekler incelenmistir. ince bagirsak
dokularinda Atg7 ve Beclin 1 protein ekspresyonlarmin normal dokulara kiyasla
azaldig1 gozlemlenmis ve buna paralel olarak ¢6lyak hastaliginda otofajinin azaldigi
bildirilmistir. Arastirmacilar bu sonucglar ile sindirim ve otoimmiin iliskili
bozukluklarda otofaji siirecinin aktiflestirilmesinin hastalik ve hastalik siireclerine

katk1 saglayacagi fikrini ortaya koymuslardir (Comincini ve ark., 2017).

Beclin 1’in tiimor olusumu ve hastaliklardaki roliinii belirlemeye yonelik
calismalar diginda besin aliminin otofaji lizerindeki etkilerini arastiran ¢alismalar da
mevcuttur. Bu caligmalar genellikle besin kisitlamasi yoniindedir. 48 saat acliga
maruz birakilan farelerde karaciger dokusunda Beclin 1, katepsin D ve Atg5
ekspresyon seviyelerini IHC olarak inceleyen bir ¢aliymada, AtgS ve katepsin D
ekspresyon siddetinin a¢ birakilmayan kontrol grubu ile farklilik goéstermedigi,
Beclin 1 ekspresyonunun ise zayif bir artis gdsterdigi bildirilmistir. Bu calisma ile
Beclin 1’in IHC diizeyde otofajinin tespitinde ideal ve giiclii bir hedef olmayacag1
sonucuna varilmistir. Yine ayni ¢aliymada, genetigi degistirilmis GFP/LC3 transjenik
sicanlarda 48 saat a¢liga maruz birakma sonunda siganlarin karaciger, kalp, bobrek,
kas ve bagirsak dokularinda LC3B protein ekspresyonlar1 diizenli olarak beslenen
kontrol grubunun dokulariyla karsilagtirilmigtir. Kontrol grubu dokularinda LC3B

ekspresyonu gozlemlenmezken, a¢ birakilan grubun incelenen tiim dokularinda
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LC3B’nin gii¢lii ekspresyonu bildirilmistir. Bu veriler goéz Oniine alindiginda
LC3B’nin otofaji seviyelerinin belirlenmesinde bir hedef olabilecegi bildirilmistir

(Martinet ve ark., 2013).

Transmisyon elektron mikroskobisi (TEM), mevcut yontemler arasinda
otofajiyi in situ gozlemlemek i¢in en giivenilir yontemdir. TEM’e alternatif olarak,
kolorimetrik, immunohistokimyasal ve floresan teknikleri ile dokuda otofajinin
acikca belirlenmesi adina giivenilir marker’larin bulunup bulunmadig: arastirilmistir.
Bir ¢alismada otofaji baslatma modeli olarak, a¢ birakilmis kiiltiire edilmis insan
HepG2 hepatositleri ve besin yoksunluguna maruz birakilmis karaciger dokusu
kullanilmis ve katepsin D, Beclin 1, DAPk, p70-S6 kinaz, LC3 ve IgG
ekspresyonlar1  incelenmistir.  Calismanin  sonunda  arastrmacilar, HepG2
hiicrelerinde agliga bagl otofajinin, ne farklilik gdsteren mRNA ekspresyonu ile ne
de bilinen otofaji iligkili proteinlerin ekspresyon seviyelerindeki degisiklerle iliskili
olmadigmi, ayni zamanda transkripsiyon ve translasyonun inhibe edildigini
gormiisler ve bu sonuglara dayanarak dokuda otofaji marker’larinin tanimlanmasmin

oldukca zor oldugunu bildirilmislerdir (Martinet ve ark., 2006).

Cesitli patolojilere ve bazi insan kanserlerine iligskin olarak Beclin 1 varhigi
degisik caligmalarda bildirilmis fakat normal ve aclik durumundaki sican ince
bagirsak dokusundaki immiin ekspresyonuna iligkin c¢alismaya rastlanmamustir.
Mevcut calisma ile aghigm sigan ince bagirsak dokusunda Beclin 1 aracili otofaji
iizerine etkileri immunohistokimyasal diizeyde arastirilarak yeni bilgiler elde

edilmeye caligilmistir.

Elde  ettigimiz  bulgular = immiinohistokimyasal  diizeyde  ve
semiquantitatiftir. Immiinohistokimyasal diizeydeki bu calismamizda, normal ve
aclik gruplarindaki Beclin 1 ekspresyon diizeyinde gruplar arasi anlaml farkliliklar

bulunamamustir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez caligmasi ile otofaji marker’1 olarak Beclin 1 proteini kullanilmus,
farkli aglik siirelerinde Beclin 1’in sigan ince bagirsak dokusundaki immun
ekspresyonlar1 arastirilarak agligin otofaji aktivasyonu iizerindeki etkisi hakkinda

bilgiler elde edilmeye calisilmistir.

Calismamizin sonucunda elde edilen bulgular immiinohistokimyasal
diizeyde olup semiquantitatiftir. Beclin 1 immiin ekspresyonunun bir otofaji belirteci
olarak ele alindig1 bu ¢aligmamizda kontrol grubu ve aglik gruplar1 arasinda anlaml
bir ekspresyon farki bulunamamistir. Fizyolojik kosullar altinda hiicrelerde otofaji
gerceklesmekte ve buna bazal otofaji seviyesi denilmektedir. Bununla birlikte besin
achiginin varliginda otofaji uyarilmakta ve otofaji seviyeleri artmaktadir. Bu bilgiler
verilerimizle kiyaslandiginda Beclin 1 proteininin immunohistokimyasal olarak tek
basina bir otofaji belirteci olarak kabul edilmesinin yeterince giivenilir
olamayabilecegi ve otofaji seviyelerini belirlemede Beclin 1 ile yakim iliskiye giren
bazi proteinlerin kombine edilerek arastirilmasi ile daha giivenilir sonuglar elde

edilebilecegini diisiinmekteyiz.

Bunun yani sira ¢alismamizin devaminda mevcut yontemimiz Western Blot
teknigi ile desteklenmek suretiyle daha ayrintili quantitatif sonuglar elde edilebilir ve

bu konudaki bilgilerimizi genisletmemize yardimci olabilir.
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