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OZET
Doktora Tezi

Sican Pankreatik Beta Hiicre Hattinda (INS-1E) Lipotoksisiteye Verilen Cevapta Fonksiyon

Gosteren Parkin Proteininin Regiilasyonunda Rol Alan mikroRNA’larin Saptanmasi
Hatice Pinar Baysan Cebi
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Dog. Dr. Bala Giir Dedeoglu

Tip 2 diyabet (T2D); hiperglisemiye neden olan, periferal insiilin direnci ve pankreatik beta (B)
hiicrelerinden bozulmus insiilin salimm ile karakterize endokrin ve metabolik bir bozukluktur.
Endoplazmik Retikulum (ER) ve Mitokondriyon’da (Mt) olusan problemler sonucu bozulan lipit ve
kalsiyum homeostazi, ER stresi, Mt fonksiyon bozuklugu, ER ve Mt arasi iletisim bozukluklari,
otofaji mekanizmasinin bozulmasi ve T2D siirecinde; insiilin direnci ve pankreatik f hiicre fonksiyon
kaybi1 olarak kendini gostermektedir. Park2 geninin iiriinii ve bir E3 ubikuitin protein ligaz olan
Parkin proteini otofaji ve mitofajiye aracilik eden ayni zamanda Sahip oldugu ubikuitinasyon
yetenegi sayesinde; DNA onarimi, transkripsiyon, translasyon, organel trafigi, proliferasyon,
inflamasyon ve hiicre 6liim/sagkalim yolaklarinda aktif rol almaktadir. Insiilin direnci ve T2D’in en
temel nedenlerinden olan lipotoksisiteye kars1 Parkin proteininin hiicre sagkalimini otofaji lizerinden
destekledigi, Parkin proteininin yoklugunda ise hiicrenin apoptoza yonelim gosterdigi bilinmektedir.

Minimal lipotoksisite farkliliklarinda Park2 geni ifade diizeyi ve proteinin fonksiyonunda hizli
degisimler meydana gelmektedir. Bu durum Parkin protein regiilasyonunun hizli hareket eden RNA
interferans (RNAi) mekanizmasi iiyesi mikroRNA’lar (miRNA) ile diizenlenebilecegi hipotezini
ortaya ¢ikarmustir. Buradan yola ¢ikarak bu tez caligmasinda biyoinformatik yaklagimlar ve deneysel
analizler bir arada kullanilarak ER ve Mt’de organel stresine neden olan palmitik asitle (PA)
olusturulan lipotoksik kosullarda Parkin proteini varliginda ve siRNA aracili olarak Park2 geninin
sessizlestirildigi kosullarda pankreatik beta hiicrelerinde meydana gelen miRNA ifade farkliliklari
incelenmistir.

Gergeklestirilen miRNA profillemesi ve yapilan ileri biyoinformatik analizler ile validasyon
caligmalar1 sonunda hiicre sagkaliminda rolii olan Parkin proteininin regiilasyonunda gérev aldigi
diistiniilen rno-miR- 96-5p, rno-miR-153-3p, rno-miR-30e-3p ve rno-miR-344a-5p miRNA’lar1 6ne
¢ctkmugtir. Bu miRNAlarin 6zellikle, hiicre sagkalim, otofaji, apoptoz, T2D ve insiilin sinyalizasyon
yolaklarinda etkin oldugu gosterilmistir. Aday miRNA’larin hedefledigi genlerin ifadelerinin
validasyonlar i¢in gerceklestilen Gergek Zamanli PZR c¢alismalar1 da segilen miRNA’larin bu
stirecteki diizenleyici rollerini destekler niteliktedir.

2023, 143 sayfa

Anahtar kelimeler: Parkin proteini, MikroRNA (miRNA), Pankreatik beta (B) Hiicresi, INS-1E,
Lipotoksisite, Tip 2 Diyabet (T2D), Mitokondri Iliskili Membran (MiM), Otofaji, ER Stres,
Katlanmamig Protein Yaniti (KPY)



ABSTRACT
PhD Thesis

Detection of microRNAs in the Regulation of Parkin Protein Functioning in the Response to
Lipotoxicity in Rat Pancreatic Beta Cell Line (INS-1E)

Hatice Pinar Baysan Cebi
Ankara University Biotechnology Institute
Asoc. Prof. Dr. Bala Giir Dedeoglu

Type 2 diabetes (T2D); It is an endocrine and metabolic disorder characterized by peripheral insulin
resistance and impaired insulin secretion from pancreatic beta (p) cells, causing hyperglycemia. Lipid
and calcium homeostasis deteriorated as a result of problems in the Endoplasmic Reticulum (ER)
and Mitochondrion (Mt), ER stress, Mt dysfunction, communication disorders between ER and Mt,
disruption of autophagy mechanism and in the T2D process; It manifests itself as insulin resistance
and loss of pancreatic B-cell function. The product of the Park2 gene and the Parkin protein, which
is an E3 ubiquitin protein ligase, mediates autophagy and mitophagy, and at the same time, thanks to
its ubiquitination ability; It plays an active role in DNA repair, transcription, translation, organelle
traffic, proliferation, inflammation and cell death/survival pathways. It is known that Parkin protein
supports cell survival through autophagy against lipotoxicity, which is one of the main causes of
insulin resistance and T2D, and in the absence of Parkin protein, the cell tends to apoptosis.

In minimal lipotoxicity differences, rapid changes occur in the expression level of the Park2 gene
and the function of the protein. This has led to the hypothesis that Parkin protein regulation may be
regulated by microRNAs (miRNAS) that are members of the fast-acting RNA interference (RNAI)
mechanism. Based on this, in this thesis study, bioinformatics approaches and experimental analyzes
were used together and miRNA expression differences in pancreatic f cells in the presence of Parkin
protein in lipotoxic conditions induced by palmitic acid (PA), has been studied which causes
organelle stress in ER and Mt, and in conditions where the Park2 gene was silenced by siRNA.

As a result of miRNA profiling and further bioinformatic analyzes and validation studies, miRNAs
thought to be involved in the regulation of Parkin protein, which has a role in cell survival, are
rno-miR-344a-5p, rno-miR- 96-5p, rno-miR-153-3p and rno-miR-30e-3p. These miRNAs have been
shown to be particularly active in cell survival, autophagy, apoptosis, T2D and insulin signaling
pathways. qRT- PCR studies for the validation of the expressions of the genes targeted by the
candidate miRNAs also support the regulatory roles of the selected miRNAs in this process.

2023, 143 pages
Keywords: Parkin protein, MicroRNA (miRNA), Pancreatic beta (B) Cell, INS-1E, Lipotoxicity,

Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM), Mitochondria associated membranes (MAM), Autophagy, ER
Stress, Unfolded Protein Response (UPR)
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1. GIRIS

Tip 2 Diyabet (T2D); pankreatik beta (B) hiicrelerinden insiilin saliniminin bozulmasi,
periferal insiilin direnci ve hiperglisemi ile karakterize bir saglik sorunudur. Insiilin
direncinin bir siire devam etmesi sonrasinda B hiicreleri periferal insiilin direncinin
iistesinden gelecek kadar insiilin iiretememesine bagli olarak T2D patolojisi ortaya
cikmaktadir. Bu nedenle insiilin fonksiyon ve salinim mekanizmanin iyi bir sekilde ortaya
cikarilmasi bu tarz patolojilerin anlagilmasi ve tedavi stratejilerinin gelistirilebilmesi icin

oldukg¢a 6nemlidir (1,2).

Endoplazmik Retikulum (ER) ve Mitokondriyon (Mt), pek ¢ok metabolik yolakta ve
hiicresel homeostaz regiilasyonunda dnemli role sahip iki organeldir. ER ve Mt arasi
sinyalizasyon ile organel fonksiyonlari diizenlenip, hiicresel homeostaz kontrol edilmektedir
(3). ER ve Mt’de olusan problemler sonucu lipit ve kalsiyum (Ca*?) homeostazi bozulur. Bu
durum pankreas ve periferal dokulardaki fonksiyon bozukluklariyla yakindan
iliskilendirilmektedir ve hepsi birlikte metabolik problemlerdeki organel stres etkisini
aydinlatmaktadir. Periferal dokularda olusan metabolik strese; lipit birikimi, ER stres, Mt

fonksiyon bozuklugu, oksidatif stres ve inflamasyona neden olmaktadir (4—7).

ER ve Mt etkilesiminin gerceklestigi Mitokondri iliskili Membran (MIiM) bolgesi lipit ve
Ca*? alis veriginin saglandig1 bolge olmasi nedeni ile, bu iki organel arasindaki iletisim
bozuklugunun pek ¢ok metabolik hastalik altinda yatan bir mekanizma olabilecegi

diistiniilmektedir (8).

Otofaji, ER stresini takip eden hayatta kalma mekanizmasi olarak bilinse de, stresin siire ve
derecesine bagli olarak hiicre 6liim mekanizmasi haline de doniisebilmektedir (9). ER’de
stresin siiresi uzadik¢a apoptoz yolaklar1 aktiflesmektedir (10). Pankreatik B hiicrelerinde
serbest radikallerdeki artis veya antioksidanlardaki azalma nedeniyle meydana gelen
oksidatif strese bagli olusan hiperglisemi siirecinde ubikuitinlenmis protein agregatlarinin
otofaji ile uzaklastirildiklar1 gosterilmistir (11). Otofaji i¢c veya dis hiicresel stresler ile
indiiklenmektedir. Bu nedenle otofaji mekanizmasinda meydana gelecek bozukluklar T2D,
kanser ve ndrodejeneratif hastaliklarin da dahil oldugu pek ¢ok hastaligin patogenezinde

onemli role sahiptir (12).



Parkin proteini, mitokondriyonal kalite kontrol sisteminde de islevsel olan siztozolik E3
ubikuitin ligaz ailesi tyesidir. Erken Baslangigli Parkinson Hastaligi fenotipi ile
iliskilendirilen PTEN ile indiiklenen kinaz 1 (PINK1 ya da PARKY) geninin Parkin ile
beraber otofajik degradasyon igin Mt’yi hazirladigi gosterilmistir (13). Cesitli hiicre
hatlarinda (SH-SY5Y, Neuro2a, goto-P3 ve IMR32) farkli ER stres uyaranlari kullanilarak
yapilan calismalarda PARK2 geninin ifadelenme farkliliklar1 gosterilmis, Parkin proteininin
ER stresi ve oksidatif strese karst koruyucu etkisinin hiicre tipi ve stres stimiilanina bagh

oldugu ortaya ¢ikarilmistir (14).

Giiniimiizde mikro RNA (miRNA)’larin serbest yag asitlerinin (Free Fatty Acid-FFA) neden
oldugu lipotoksisite sonucu pankreatik  hiicre fonksiyon kaybu ile iliskili oldugunu gosteren
cok sayida calisma yaymlanmistir. Mevcut veriler obeziteye ve T2D’ye yol agan
glukotoksik, lipotoksik ya da her ikisinin bir arada oldugu glukolipotoksik yasam tarzi
faktorlerinin pankreatik adaciklardaki B hiicrelerinde miRNA ekspresyonunu etkiledigini
gostermektedir. Glincel veriler, B hiicre kimligi (say1 ve biiyiikliik), ve insiilin sekresyonunun
da dahil oldugu fizyolojisinin diizenlenmesinde mMiRNA'larin 6n plana ¢iktigini
gostermektedir. Ayrica, yapilan calismalarda T2D dondrleri veya diyabetik hayvan
modellerinden elde edilen pankreatik B adaciklardaki degisen miRNA ekspresyonu da bunu
desteklemektedir (15,16).



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. TIiP2 DIYABET (T2D), BOZULAN GLUKOZ HOMEOSTAZI VE ORGANEL
STRESI

T2D; periferal insiilin direnci ve pankreatik  hiicrelerinden bozulmus insiilin salinimi
nedeniyle hiicrenin ortamdaki insiilini kullanamamas ile karakterize kompleks bir endokrin

ve metabolik bozukluktur.

Beslenme siirecini takiben, pankreatik B hiicrelerinden insiilin salinimi indiiklenir. Daha
sonra insiilin hormonu hepatik glukoz iiretimini, iskelet kasi ve beyaz yag dokusu tarafindan
glukoz kullanimini stimiile ederek glukoz homeostazini kontrol eder. Hiperglisemi durumu
T2D’de; hem insiilin direncine hem de pankreatik [ hiicrelerinden bozulmus insiilin
salinimina neden olmaktadir. Karacigerde bozulmus insiilin sinyalizasyonu kandaki glukoz
diizeyinin artmasina sebep olmaktadir (17). Periferik insiilin direncini kompanse etmek i¢in
B hiicreleri gittik¢e daha fazla insiilin salinimi yapmakta ve bu da zamanla pankreasin agir1
yiiklenmeden yorulmasina ve periferal dokulardaki insiilin iglevinin bozulmasina neden
olmaktadir. Periferal dokularda olusan bu tarz metabolik stresler; lipit birikimi, ER stres, Mt

islev bozuklugu, oksidatif stres ve inflamasyona neden olmaktadir (18).

Insiilin salinim ve islev sorunlar1 hem Mt fonksiyon bozuklugu hem de ER stres meydana
getirmesi nedeniyle T2D ile iliski igerisindedir (4,19,20). Mt fonksiyon bozuklugu insiilin
salinimini Ve aktivitesini olumsuz yonde etkiler, bunu takiben oksidatif stres ve/veya lipit
birikimi meydana gelir. Olusan ER stres ise bu durumla Katlanmamig Protein Yaniti (KPY)
aktivasyonu ile basa ¢ikmaya ¢alismaktadir. Ayni1 zamanda her iki organel inflamatuvar
yolaklar1 da aktive edebilir. Inflamatuvar yanitlar iizerinden insiilin salimim ve faaliyet

diizenlemesi yapilmaktadir (21,22).

T2D ve organel stresi arasindaki iliskinin, ER-Mt’deki iletisim bozuklugu; Mt fonksiyon
bozuklugu, ER stres, bozulmus lipit ve Ca*? homeostazina bagli olarak bozulmus insiilin

mekanizmasi ile ilgili oldugu disiiniilmektedir (Sekil 2.1.) (23).
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Sekil 2.1. T2D' ye etki eden faktorler
Rieusset ve ark.' dan adapte edilmistir (23)

T2D durumunda hem pankreatik  hiicre kayb1 hem de anormal insiilin salinimi1 glukoz
homeostazinin bozulmasina etki eder. B hiicresi islev ve hiicre kiitle kaybinin altinda ER
stres, oksidatif stres, inflamatuar stres, amiloid stres ve islet hiicre biitiinliigli kaybi gibi

nedenler yatmaktadir (24).

2.2. ENDOPLAZMIK RETIKULUM, STRESI VE KATLANMAMIS PROTEIN
YANITI

Tim okaryotik hiicrelerde bulunan ER, mikrogevresine karsi yiiksek derecede hassasiyet
gosteren ve hiicre gereksinimine gore islevsel kapasitesini hizla degistirebilen oldukg¢a
adaptif bir organeldir (25). ER, niikleer membrandan baslayarak tiim hiicre sitoplazmasi
boyunca genis bir ag olusturan birbirine bagli ve bitisik olan ¢esitli bolgelerden meydana
gelmektedir. Bu yapisal alanlar sisterna ve tiibiiller olarak ifade edilmektedir. ER ve niikleer
membran, ER liimeni veya ER sisterna alani olarak adlandirilan tek bir i¢ alani ¢evreleyen
stirekli bir tabaka olusturmaktadir (Sekil 2.2.). Cekirdege yakin ve ribozomla kapli ER
bolgelerine Graniillii ER (GER) adi verilirken, ribozomdan yoksun sitozole yayilmis

dallanmalar gosteren tiibiiler ER bolgelerine ise Diiz ER (Smooth ER-SER) denilmektedir
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(26). Organizmaya, hiicre tipine ya da fizyolojik duruma bagl olarak ER yapisal ve
fonksiyonel olarak degisiklikler gosterebilir.

Nukleer
por

Endoplazmik retikulum (ER)

Nikleer
zarf

Sisternalar

Sisternal

GranUllGER bDﬁlUk

Ribozomlar

Diz ER B, Periferal

tabaka

Sekil 2.2. ER yapisi
Blackstone ve ark.' dan adapte edilmistir (27)

Hiicre disina salgilanacak tiim proteinler ile ER, Golgi aygiti, Lizozom gibi organellere
hedeflenen proteinlerin ilk ugrak yeri ER’dir. ER’nin temel islevleri arasinda; fosfolipit,
kolesterol ve steroid metabolizmasinin diizenlenmesi, hiicre i¢i Ca*? depolanmasi ve Ca*?
homeostazinin saglanmasi, proteinlerin katlanmasi, maturasyonu, kalite kontrolii ve protein

trafiginin kontrol edilmesi ile detoksifikasyon reaksiyonlarinin diizenlenmesi bulunmaktadir

(28).

Sicaklik degisimleri, besin eksikligi veya redoks kosullarindaki diizensizlikler gibi ¢evresel
faktorler, hiicrenin iyon ve protein homeostazinda dengesizlige neden olur. Bozulan Ca*?
dengesi, redoks dengesizligi, protein glikozilasyon veya katlanma bozukluklar1 gibi bu
degisik hiicresel stresler de ER liimeninde katlanmamis ya da yanlis katlanmis proteinlerin

birikmesine bagli olarak ER stresinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (29).

Icsel veya digsal nedenler ile olusan bu hiicresel stres, hiicresel homeostazi yeniden saglayan
veya hiicre 6liimiinii tetikleyen ¢ok iyi organize olmus yolaklar1 aktive eder. Endoplazmik

Retikulum Stres Cevabi (ERSC) olarak adlandirilan siirece katilan mekanizmalar; KPY, ER



Mliskili Degredasyon (ER Associated Degradation-ERAD), ER Stres Indiiklii Onleyici
Kalite Kontrolii (ER stress-induced pre-emptive quality control-ERpQC), otofaji ve
mitokondriyal islevlerdeki (ATP iiretimi, Ca*?) degisiklikler olarak siralanabilmektedir (30).
Patolojik kosullarda ERSC’lerden bir tanesi bile bozuldugunda tiim hiicresel homeostaz
etkilenmektedir. KPY’nin aktiflenmesi ile tetiklenen yolaklar aras1 konusmalar,

mitokondriyal fonksiyonlarda ve otofaji yolaginda degisikliklere neden olmaktadir (31).

KPY, ER membraninda bulunan Protein kinaz RNA-benzeri endoplazmik retikulum kinaz
(Protein kinase R (PKR)-like endoplasmic reticulum kinase-PERK), inozitol Gerektiren 1
(Inositol-requiring enzyme 1-IRE-1) ve Aktive Edici Transkripsiyon Faktor 6 (Activating
Transcription Factor 6-ATF6) adli 3 protein ile kontrol edilen bir siiregtir. Bu proteinler ER
membranina Glikoz Regiile Protein 78 (Grp78 ) adli saperon araciligi ile bagli halde
bulunmaktadir. KPY’de stres sonucu Grp78’in hiicre membranindan ayrilmasiyla serbest
kalan PERK, IRE-1 ve ATF6 adli transkripsiyon faktorleri sitoplazmaya gegerek ¢ekirdekte
ER stres cevap elemanlari ile iliskili genlerin transkripsiyonlarinin artisina ek olarak lipit
biyosentezi, karbohidrat metabolizmasi ve hiicre 6liim yolaklarinda rol alan diger

transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonlarini da kontrol etmektedir (32—-34).

KPY elemanlarindan PERK; okaryotik translasyon baslatici faktor alfa’yr (eukaryotic
initiation Factor 2 alpha-elF2a) fosforile ederek genel protein translasyonunu durdurucu
yonde calisirken Aktive edici transkripsiyon faktorii 4 (Activating Transcription Factor 4-
ATF4)’iin de ekspresyonunu artirict yonde gorev yapmaktadir. ATF4; otofaji (Otofaji iliskili
genler (Autophagy related genes-ATG)) ve apoptoz (C/EBP homolog protein (CHOP)) ile
ilgili baz1 genlerin ifadelenmelerini kontrol etmektedir. Diger bir KPY elemant olan IRE-1,
KPY’yi kontrol eden bir transkripsiyon faktorii olan X-kutusu baglayici protein 1 (X-box
binding protein 1-XBP1)’in aktif formu olan XBP1-splays (XBP1-splice-XBP1s) hale
doniismesini saglamaktadir. XBP1-s; ER’de protein sentezi ve katlanmasi, glukozilasyon,
ER iliskili yikim, redoks metabolizmasi, otofaji, lipit biyogenezi ve vezikiiler trafikte gorevli
genlerin transkripsiyonunda etkin olmaktadir (35). ATF6 ise, golgide proteolitik kesime
ugrayarak aktif hale gelir ve Grp78 basta olmak iizere XBP1 ve ER stres genleri (CHOP, ER
Stres Eleman1 I(ERSE 1), ER Stres Elemani1 II (ERSE 1l)) ile kalite kontrol genlerinin
transkripsiyonunu saglamaktadir (36). Ozetle PERK, IRE-1 (XBP1s) ve ATF6 dogrudan ve



dolayli olarak otofajide, apoptozda, lipit biyosentezinde ve redoks homeostazinda goérevli

protein ve saperonlarin transkripsiyonunu aktive etmektedir (Sekil 2.3.) (37,38).

Hiicre stresle bas etmeye calisirken hiicrenin tipi, stresin yogunlugu ve siiresi verilen
cevaplarda belirleyici rol oynamaktadir. Stresin ¢esidi ve derecesine bagl olarak kullanilan

sinyal yolaklar1 da degismektedir (31).

g OF 2’%35 S R g OF
L S * g
o
& T 1] PERK ¢ e é — W atrs
Sitozol o D p’ D — Golgi
o ’ “”‘J ! bmj (TRAFZ) S1P
'S S2pP
. it | e
S @ [(MRNASs, mIRNAS) M )
GADD34 . lo XBPL'in
f_) H e l ahisilagelmemis !
mRNA splaysi
Protein Selektif l )é\p/-l:/\ (JNK1/2) TF
translasyonu translasyon Azaltilmig proteinyiki ATF6pS0
inflamasyon l
v .
Pfqtein katlanmﬂasl ATF4 ( XxBP1s )
icinazaltilmigyik
£
4
Nucleus v v

A/ inflamasyon
ATF4 XBP1s it ATF6pS0

NZAN 7N N7 N7 ONONOSTSY Otofaji ISOSONONG
Stres yolaklan
KPY genleri, ER protein katlama ER saperonlar XBP1
ATF3/GADD34 ER proteinkatlamave sekresyon ER saperonlan
CHOP/&poptoz inflamasyon Protein katlamave sekresyon
Otofaji ERAD ERAD

Sekil 2.3. KPY elemanlari
Kny ve ark.” dan adapte edilmistir (38)

2.3. MITOKONDRIYON, MITOKONDRIYAL STRES VE MITOKONDRIiYAL
KATLANMAMIS PROTEIN YANITI

Endosimbiyoz hipoteze goére Mt, 1 milyar yildan daha wuzun siire Once bir
a-proteobakteriyumun, pre-okaryotik bir hiicre tarafindan yutulmasi sonucu orijinlenmistir.
Hipotez Mt’nin kimeraya daha fazla enerji kaynagi sunmasinin bir rekabet avantaji
sagladigim1 6ne stirmektedir (39). Mt, hiicre igerisinde besin molekiillerini oksidatif
fosforilasyon ile parcalayarak ATP molekiilii olusturmaktadir. Hiicre tipi ve sayisina gore
sekil ve sayica farklilik gosteren hiicre i¢i enerji kaynaklaridir. Bakteri atalari gibi, Mt de bir
dis zara ve zarlar aras1 boslugu matriksten ayiran bir i¢ zara sahiptir ayn1 zamanda kendine

ait genomu da bulunmaktadir (Sekil 2.4.). Elektron transport zinciri proteinlerinin 13 tanesi



Mt genomdan sentezlenir ve bunun disinda kalan tiim mitokondriyal proteinler hiicre
¢ekirdegi tarafindan kodlanmaktadir (40). Mt; hiicredeki temel oksidatif fosforilasyon
merkezidir. Karbohidrat ve yag asitlerinin kimyasal bag enerjisine dontistimii (ATP iiretimi)
burada gerceklesmektedir. Hiicrede Ca*? konsantrasyon kontroliinde ER ile yakin galisir;
sitozolde az miktarda bulunan Ca*? ER iizerinden Mt’ye aktarilmaktadir. Hiicre dongiisii
kontrolii, hiicre biiylimesi, sinyalizasyon, hiicre farklilagmas1 ve hiicre 6liimii siireclerinde

de gorevleri bulunmaktadir (41,42).
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Sekil 2.4. Mt yapisi
Frey ve ark.’dan adapte edilmistir (43)

ER’deki KPY’ye benzer sekilde Mt’de de Mitokondriyal Katlanmamis Protein Yaniti’nin
(Mt-KPY) oldugu giicel literatiirle desteklenmektedir (44). Mitokondriyal DNA (Mt-
DNA)’daki mutasyonlar, fiziksel ajanlar (1s1, Etidyum Bromiir (EtBr)), serbest oksijen
radikalleri Mt membran potansiyelinin bozulmasina veya hatali/hasarli proteinlerin
birikmesine neden olmaktadir (45). Reaktif oksijen tiirleri (Reactive oxygen species-ROS),
hiicrelerde in-vivo olarak siirekli olarak olusturulmaktadir. Mt’de artan hasar, sirali
cevaplarin gelisimine sebep olur. Mitokondriyal matriks ve zarlar arasi bosluk icinde
bulunan mitokondriyal translokazlar, saperonlar ve proteazlar, katlanmamis ve oksitlenmis
¢ozliniir proteinlere karsi ilk savunma hatti gorevini gormektedir (46). Mt-KPY, aktif hale
gelen ilk yanittir ve mtKPY ’nin sitozolik transkripsiyon faktorleri (ATFS-1, UBL-5, DVE-
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1) ¢ekirdege girdikten sonra, mitokondriyal proteostazda yer alan ve niikleer genomdan
kodlanan translokazlar, proteazlar ve saperonlar gibi koruyucu genlerin upregiilasyonunu
saglamaktadir. Ikinci sirada aktive olan fiizyon ve fisyon sistemidir. Fiizyonda hasarli Mt
saglikli olan Mt ile birleserek hasari telafi etmeye ¢alisir. Fisyonda ise hasarli kisim mitofaji
ile cikarilarak uzaklastirilmaktadir. Mitokondriyal hata ve hasar birikimi belli bir esigi
astiginda, mitokondriyal pargalar, lizozoma gecen mitokondriyal kokenli vezikiillerin
(Mitochondrial derived vesicles-MDV) iiretimi yoluyla ¢ikarilabilmektedir. Tam bir
mitokondriyal islev bozuklugu s6z konusu oldugunda ise tiim organel, mitofaji ad1 verilen
yolla otofagozoma hedeflenebilmektedir. Kurtarma stratejilerinin hicbiri ise yaramaz ise
apoptoz indiiklenerek hiicre 6limii gergeklesmektedir (Sekil 2.5.) (44-47).
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Sekil 2.5. Mitokondriyal kalite kontrol mekanizmalari
Franco-Iborra ve ark.” dan adapte edilmistir (47).

2.4. HUCRE iCi PROTEIN DEGRADASYON YOLAKLARI

Ubikuitin-Proteazom Sistemi (UPS) ve otofaji, Okaryotlarda hiicresel homeostazdan

sorumlu iki 6nemli hiicre i¢i kalite kontrol ve geri doniisiim mekanizmasidir.

UPS, kisa 0miirlii, yanlis katlanmis ve ¢oziiniir proteinlerin degradasyonundan sorumluyken,

otofaji, uzun Omiirlii, kiimelenmis, ¢oziinmeyen proteinlerin ya da hiicre i¢i parazitlerin



(6rnegin, bakteriler) ve hatta biitiin haldeki organellerin (6rnegin; Mt ve peroksizom) ortadan

kaldirmasini saglayan bir sistemdir (13).
2.4.1. UBIKUITIN-PROTEAZOM SISTEMI (UPS)

Lizozomal olmayan yikim yolu olup kisa Omiirlii, hatali sentezlenmis veya hasarli
proteinlerin ubikiitin ile isaretlenerek proteazomlarda yikilma siirecidir. Kisa Omiirlii
proteinlerin UPS yoluyla ayrismasi, hedef proteinlere ubikuitin zincirlerinin ardisik
ilavesiyle baslamaktadir. Coklu-ubikuitinlenmis proteinler proteazom adi verilen katalitik
proteaz komplekslerinin 19S’lik bolgesi tarafindan taninarak, 20S’lik katalitik bolgede en
etkili sekilde parcalanmaktadir. Bu degredasyon yontemi; protein kalite kontroli,
transkripsiyon, hiicre dongiisii ilerleyisi, DNA onarimi, bagisiklik, hiicre stres yaniti ve

apoptoz gibi pek ¢ok hiicresel siireg i¢inde yer almaktadir (48-52).

UPS temel olarak hiicre i¢i proteinlerin lizozomal olmayan proteolizinden sorumludur.
Ubikuitin, normal ya da patolojik hiicre i¢i proteinlerin >%80'ini yok eden UPS'nin temel
bilesenidir. Ubikuitin molekiillerinin, ubikuitin enzimleri tarafindan hedeflenen proteinlere
baglanmasi1 ubikuitinasyon adli bir post-translasyonel modifikasyondur. Ubikuitinlenen
proteinlerin proteazom sistemi tarafindan taninarak proteazomal yikimi ile pargalanir. Ama
ubikuitinasyon sadece bunu saglamaz bazen de hiicre i¢i protein dongiisii veya bagisiklik
sinyalizasyonu gibi diger hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde de rol oynamaktadir.
26S proteazomu, 2.5 MDa'lik bir molekiiler agirliga sahip dinamik, ¢ok-alt birimli ve belirli
proteinlere kovalent olarak bagli ubikuitini taniyan ve onlari bozunma i¢in hedefleyen ATP
bagimli bir proteazdir. Hasarli, oksitlenmis veya yanls katlanmig proteinlerin yani sira
bircok temel hiicresel islevi yoOneten diizenleyici proteinler bu bozunma yolu ile

uzaklastiriimaktadir (53-55).

UPS kaskat1, ubikuitinin yok edilecek protein substratina baglamasini saglamak igin birlikte
calisan ii¢ temel enzimle katalize edilir. Bu enzimler siras1 ile: Ubikuitin aktive edici E1
enzimleri, ubikuitin-konjuge edici E2 enzimleri ve ubikuitin-ligaz E3 enzimleridir. ilk
adimda, bir E1 enzimi, ATP varliginda ubikuitini aktive ederek, ubikuitinin C-terminal
glisini ile E1'in sistein siilfidril grubu arasinda bir tiyoester bagi kurar. Aktif ubikuitin daha
sonra, ubikuitinasyon igin substrat tiiriinii belirleyen bir E2'nin aktif bolgesindeki sistein

rezidiisiine transport edilir. Son asamada ubikuitin, belirli bir E3 ligaz enzimi tarafindan
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zgiil substratina kovalent olarak baglanir. Ug asamali bu siireg, hedef substratlarin hizli ve
verimli bir sekilde her yerde bulunmasini saglayarak hiicrelerin degisikliklere dKlar iginde
uyum saglamasina olanak tanimaktadir. Daha sonra sistem, ubikuitin (Ub) etiketli proteini
pargalayan 26S protcazom asamasi ile devam eder ve etiketli protein tanindiktan sonra,
proteazomla iligkili deubikuitinazlar (DUB), ubikuitin zincirlerini geri doniistiiriir, daha
sonra substrat, i¢ proteolitik bosluga taginir ve kisa peptitler halinde sindirilir veya serbest

amino asitlere pargalanir (Sekil 2.6.) (53,56-58).
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Sekil 2.6. Ubikuitin-proteazom sistemi
Yadav ve ark.” dan adapte edilmistir (56).

2.42. OTOFAJI

Otofaji, islevsiz makromolekiillerin veya organellerin temizlenmesi i¢in gerekli olan
evrensel bir hiicresel homeostatik siiregtir. Amino asit gibi yap1 taslarinin yeni hiicresel
bilesenler olusturmak iizere kullanilabilmesi i¢in; sitoplazmik igerigi, anormal protein
kiimelerini, fazla veya hasarli organelleri parcalayan dinamik bir hiicresel geri doniisiim

sistemidir.

Otofajide, yikilacak protein, organel veya sitoplazmik igerik, izolasyon membrani ya da
fagofor adi verilen ¢ift katli hiicre membrani tarafindan ¢evrelenerek otofagozom adi verilen

yapiyt olusturur. Bu olusum sonrasi otofagozom lizozomla kaynasarak otofagozom
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igeriginin yikildig1 ‘otolizozomlar1’ olusturur ve daha sonra lizozomal enzimler yoluyla bu
yapi i¢indeki hiicresel bilesenler bozunarak pargalanir (Sekil 2.7.) (13). Otofaji genellikle
besin yoklugu sonucu aktive olur, ancak ayni zamanda gelisim, farklilasma, norodejeneratif
hastaliklar, stres, enfeksiyon, obezite ve kanser gibi fizyolojik ve patolojik stireclerle de

iliskilendirilmektedir (59,60).

Otofaji, ya dogrudan hiicre 6liimii oyuncularin1 hedefleyerek ya da dolayli olarak hiicresel
dengeyi ve biyoenerjiyi Koruyarak hiicrenin hayatta kalmasin1 modiile etmektedir. Bununla
birlikte, akut veya birikmis stres altinda, otofaji, yiiksek diizeyde dilizenlenmis bir
sinyalizasyon ile ya da daha kontrolsiiz bir yol olan inflamasyon seklinde, farkli hiicre 6liim
yolaklarinin aktivasyonuna neden olabilmektedir. Benzer sekilde apoptotik veya nekroptotik
faktorler de otofajinin diizenlenmesinde yer alirken, 6zgiin faktorler ile de her iki siireg

diizenlenmektedir (61,62).
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Sekil 2.7. Otofaji yolag:
Hansen ve ark.” dan adapte edilmistir (63).

Otofajinin molekiiler mekanizmasi, biiylik oranda mayalarda (C.elegans) kesfedilmistir.
Siireci diizenleyen genlere de otofaji iliskili genler (Autophagy Related Gene-Atg) olarak
isimlendirilmistir. Memelilerde bir serin/treonin kinaz enzimi olan Unc-51 benzeri otofaji
aktive edici kinaz 1 (Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase 1-ULK1), otofaji

indiiksiyonunda 6nemli rol oynamaktadir. Rapamisinin memeli hedefi (Mammalian target
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of rapamycin-mTOR)'un Akt serin-treonin kinaz veya Mitojenle etkinlesen protein kinaz
(Mitogen-activated protein kinase-MAPK) enzimleri aracili aktivasyonu, ULK1'in
inhibisyonuna ve otofajinin baskilanmasina sebep olurken, mTOR'un p53 ve AMPK aracili
negatif diizenlenmesi ise bu inhibisyonu hafifleterek otofajinin gerceklesmesini saglar.
Ayrica, AMPK, ULK1'i dogrudan fosforile ederek aktive edebilmektedir. ULK1, Atgl3 ve
iskele proteini FIP200 ile bir kompleks olusturur (62—64).

ULK1 {izerinden baslayan sinyalizasyon, fosfoinositid 3-kinaz sinif III'ii (PI3K siif III veya
hVps34) aktive eder, bu lipit kinaz fosfatidilinositol-3-fosfat (PIP3)’1 olusturur ve
pl05/Vpsl5, Beclin-1, UVRAG, Atgl4 ve Rubicon ile biiyiik bir kompleks meydana gelir.
Otofaji sinyali uyarildiginda, sitoplazmik vezikiillerden gelen zarlar toplanir ve kaynasarak
fagofor olusturur. PI3K siif IIT kompleksi, fagofor lipitleri {izerine etki ederek otofajik

proteinler i¢in baglanma bolgeleri yaratir ve otofagozomlarin olusumunu baslatir (62,65,66).

Otofagozomun olusumu igin ubikuitin-benzeri konjugasyon sistemi, Atgl2-Atg5 ve LC3-
fosfatidiletanolamin (LC3-PE) gerekmektedir. Ilk konjugasyon reaksiyonunda, Atgl2,
ubikuitin E1 benzeri enzim Atg7 ve E2 benzeri enzim Atgl0 tarafindan Atg5'e kovalent
olarak baglanir. Atg12-Atg5 konjugati daha sonra Atgl6L1 ile bir kompleks olustururarak
fagofor membranina yerlesir. Ikinci konjugasyon adiminda Atg4 araciiiyla, LC3,
lipitasyon i¢in ilk adim olan C-terminalinden kesime ugrar ve LC3-I'e doniisiir. LC3-1 daha
sonra Atg7 ve Atg3 (sirastyla E1- ve E2 benzeri enzimler) yardimi ile PE'ye konjuge edilir.
Lipitasyon ardindan LC3-11 olarak adlandirilan LC3 formu, otofagozom zarina baglanir. Bu
stire¢ boyunca fagofor zar1 genislemeye ve bozunma i¢in belirlenen sitoplazmik bilesenleri
icine almaya devam etmektedir. LC3'e baglanan bir ubikuitin baglayic1 protein olan
Sekestozom (Sequestosome 1-SQSTM1 (p62)), yikim igin otofagozoma SQSTMI igeren
protein agregatlar aktararak yikim i¢in sinyal olusturur (65,67-69).

2.5. MITOKONDRI iLISKILi MEMBRAN (MiM)

ER ve Mt'nin birbirleriyle fiziksel temas halinde olduklar1 bélge MIM olarak adlandirilir.
Dijital 3D dekonvoliisyon mikroskop ile yapilan gézlemlerde MIM bélgesi incelenmis ve
yaklasik % 20 mitokondriyon ylizeyinin dolayli olarak ER ile temas halinde oldugu
gdriilmiistiir (70,71). Temas bélgeleri 10-30 nm olarak dl¢iilmiistiir (72). MIM bolgesi lipit

ve Ca'? alis verisinin saglandig1 bolge oldugundan, bu iki organel arasindaki iletisim
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bozuklugunun pek cok metabolik hastalik altinda yeni bir mekanizma olabilecegi
diisiiniilmiistiir (8). MIM’in hiicresel homeostazin devaminin saglanmasi ve hiicre kaderinin
belirlenmesindeki gorevlerinin yani sira besinsel ve hormonal uyaranlar dogrultusunda bir
sinyallesme merkezi olarak hiicresel metabolizma adaptasyonunda kritik rolii vardir. ER ve

Mt hiicre metabolizmasinda besin ve enerji sensorleri olarak gorev almaktadir (73,74).

MIM bélgesi organizasyonunda iki organelde iletisim/etkilesime giren ¢ok sayida protein
mevcuttur. MIM bélgesindeki proteinler pek ¢ok farkli fonksiyona sahiptir ve kurduklar
komplekslerle hiicre icerisinde; lipit biyosentezi ve transportu, Ca*? sinyalizasyonu ve
transferi, Mt fonksiyonlar1 (Mt fisyon/fiizyon ve Mt dinamikler), hiicre sagkalimi (otofaji,
apoptoz gibi), inflamatuvar fonksiyonlar ve metabolik homeostaz fonksiyonlari gibi 6nemli
roller iistlenmektedir (Sekil 2.8.) (75-77).
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Sekil 2.8. MiIM ve fonksiyonlari
Martinon ve ark.” dan adapte edilmistir (75).

Stres kosullarinda MIM sinyalizasyonunun kuvvetlenmesi ile ¢oklu sinerjistik cevap
olusumu tetiklenmektedir. Ornegin, MIM bolgesinden Mt’ye gecen Ca*?’daki artis dis bir
stres sinyali olup adaptif cevaplarin ya da hiicre dliimiiniin kontroliinii saglamaktadir.
Hiicresel hasara ya da dogal akisa bagl olarak MIM bélgesi; otofaji, Ca*? indiiklii apoptoz

ya da inflamasyonla ilgili cevabin olusturulmasini koordine etmektedir. Bu nedenle, ER veya
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Mt’de olusan KPY birbirlerini etkileyerek ortak hiicresel yanitin verilmesini de

saglayabilmektedir (78).

Mt’de bulunan Voltaj Bagimli Anyon Kanali 1 (Voltage Dependent Anion Channel 1-
VDAC1), ER iizerindeki IP3R ve bu iki yapmin temasini saglayan molekiiler saperon
GRP75, MIM yapisinda bulunmaktadir. Sigma 1 Reseptorii (Sigma 1 receptor-Sig-1R) ise;
iki organel arasindaki iligkiyi diizenleyen bir diger énemli proteindir (79). ER tizerindeki
IP3R’den bazal sartlarda Ca*? salinmasi mitokondriyal biyoenerjetigi kontrol etmektedir.
IP3R’nin susturulmast ATP {iretimini azaltarak mitokondriyal fonksiyonu bozmakta ve

otofajiyi tetiklemektedir (80).

2.6. APOPTOZ

Apoptoz, niikkleer yogunlagma, hiicre biiziilmesi, hiicre membran kabarciklanmasi, kromatin
kondensasyonu ve DNA fragmentasyonu ile karakterize olan ve siki bir sekilde kontrol
edilen programli bir hiicre 6liim siirecidir. Apoptozun temel diizenleyicileri, iki genis

kategoriye ayrilan bir sistein proteaz ailesi olan kaspazlardir.

'Baslatici'(initiator) kaspazlar (Kaspaz-2, -8, -9, -10 ve -12) akis yukari yondeki (upstream),
proapoptotik sinyallerle yakindan iligkilidir ve akis asagi yonde caligan (downstream)
‘tamamlayici’(executioner) kaspazlar1 (Kapsaz-3, -6 ve -7) pargalayarak ve etkinlestirerek

programlanmis hiicre 6liimiinden nihai olarak sorumlu olan proteinleri degistirirler (81-83).

Kaspaz aktivasyonu igsel (intrinsik) ve digsal (ekstrinsik) olarak iki ana apoptotik yolak ile
gerceklestirilmektedir (Sekil 2.9.).

2.6.1. ICSEL (INTRINSiK) APOPTOZ YOLAGI

I¢sel (intrinsik) apoptoz yolagi, hiicresel stres, DNA hasari, gelisim basamaklari veya
sagkalim faktorlerinde olusan problemlerle aktive olmaktadir. Bu yolak, 3 sinifa ayrilmis
Bcl-2 protein ailesi tarafindan diizenlenmektedir. Bunlar: pro-apoptotik efektérler (Bax ve
Bak); sadece pro-apoptotik BH3 sinifi proteinleri (Bad, Bid, Puma, Bim, Noxa, Bmf, Hrk ve
Bik); ve anti-apoptotik proteinlerden (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w ve Mcl-1, al/Bfl1) olusmaktadir.
Pro-apoptotik efektorler mitokondriyal membrana yerlesik halde bulunmakla beraber

mitokondriyal gecirgenligi ve sitokrom c, AIF, Smac/Diablo, HtrA2, Endo G ve digerlerinin
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salimimmin1 kontrol etmektedirler. Pro-apoptotik efektorler, sadece BH3 sinifi proteinleri
tarafindan anti-apoptotik proteinlerin dogrudan etkilesimi veya antagonizmi yoluyla aktive
edilmektedir. Sadece BH3 sinifi liyeleri, apoptotik uyaranlar tarafindan; transkripsiyon
diizeyinde fosforilasyonla ya da farkli post-transkripsiyonel modifikasyonlar araciligi ile
diizenlenmektedir. Bcl-2 proteini etkisi ile salinan sitokrom ¢ nin Apaf-1'e baglanmasi ile
cicek benzeri bir yapiya sahip multiprotein kompleksi apoptozom olusur, ¢igek benzeri yap1
kaspaz-9’a baglanarak onu aktive etmekte ve bu yapilanma kaspaz-3’tin boliinerek

apoptozun devami ile sonuglanmaktadir (84-86).

KPY basarisizligi da i¢sel veya digsal yolaklar {izerinden apoptozun ortaya ¢ikmasina neden
olabilmektedir. Ornegin; bir KPY elemani olan IREla’nin aktivasyonu, Apoptoz sinyal
diizenleyici kinaz 1(Apoptosis signal-regulating kinase 1-ASK-1)’in aktive olmasi ile c-Jun-
N-Terminal Kinaz (JNK)’1 ve p38 Mitojenle Aktif Olan Protein Kinaz (p38 mitogen-
activated protein kinase-p38MAPK)’nin uyarilmasina neden olmaktadir. Bim'in
fosforilasyonu ve Bcl-2'nin inhibisyonu, apoptotik siireci olanakli kilar. CHOP’un
P38MAPK tarafindan fosforilasyonu, sirasi ile Bim protein ekspresyonunu arttirmak ve Bcl-
2 proteinini inhibe etmek i¢in CHOP'u aktive etmektedir (87). Sonug olarak igsel (intrinsik)
apoptoz yolagi Mt ya da ER tizerinden 2 ayr1 sekilde ilerleyebilmektedir.

2.6.2. DISSAL (EKSTRINSiK) APOPTOZ YOLAGI

Kaspazlar ayrica digsal (ekstrinsik) veya 6liim reseptorii yolaklari ile de aktive olmaktadirlar.
Oliim reseptorleri, TNFR ailesinin iiyelerinden (TNFR1/2, Fas ve DR3/4/5/6) ve bunlarla
iliskili ligandlardan (TNF-a, FasL, TRAIL, TWEAK) olusmaktadir. Ligand baglanmasi,
reseptor aktivasyonunu ve FADD veya TRADD adaptor proteinlerinin 6liim domeni (Death
Domain-DD) ile baglanmasini indiikler. Liganda bagli reseptor, adaptor protein ve
procaspaz-8, kaspaz-8'i aktive eden ve asag akis apoptotik sinyalizasyonu baslatan
multiprotein kompleksi Oliimii-indiikleyen sinyal kompleksi (Death-inducing signaling
complex-DISC)’i olusturur. TNF-ailesi sitokinlerin sinyalizasyonu ya DISC yoluyla
apoptoza ya da Niikleer Faktor Kappa B (NF-xB) aktivasyonu ile Bcl-2 ve Fokal adhezyon
kinaz ailesi etkilesimli protein 200kD (Focal adhesion kinase family interacting protein of
200 kD-FLIP) 'nin aktivasyonu ile hiicre sagkalimina yonlenmektedir (81,85,87).
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Sekil 2.9. Apoptoz yolaklari
Obeng’ den adapte edilmistir (87).

2.7. OTOFAJi VE HUCRE OLUMU

Hiicresel geri doniisiim, hem hiicre sag kalimi hem de organizmanin homeostazinin
korunmasi i¢in gerekli bir siirectir. Bu temizlik mekanizmalari, hiicre 6liim yolaklar
araciligi ile ya yok olmay1 dnlemek ya da fazla hasar birikimi nedeniyle hiicre yikimini tegvik

etmek i¢in ¢ift yonlii olarak ¢alismaktadir.

Otofaji ilk etapta genel bir yikim yolagi olarak disiiniilmiis ancak daha sonra
makromolekiilleri ve organelleri litik organel lizozom aracilid1 ile sindiren oldukga secici ve
¢ok basamakli bir katabolik mekanizma olarak kabul edilmistir. Otofaji normal kosullarda
bazal diizeyde siirekli gergeklesirken, ayn1 zamanda besinsel, oksidatif, hipoksik stresler

veya DNA hasari gibi sorunlar sonucu da indiiklenebilmektedir (61).

Temel otofaji makinasi bilesenlerinde veya selektif otofaji reseptorlerinde meydana gelecek
islev bozukluklar1 ¢ok sayida hastaliga, hiicrede transformasyona veya norodejenerasyona

sebep olmaktadir (88).
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Hiicre 6liimii, fizyolojik olarak kusurlu veya gereksiz hiicrelerin ortadan kaldirilmasi veya
hastalik durumunda kontrolsiiz ilerleyen hiicre dongiisiiniin 6niine gecilebilmesi igin
meydana gelmektedir otofajiye oranla apoptotik hiicre 6limii hakkinda daha fazla bilgi
mevcuttur ve sinirlar1 daha iyi karakterize edilebilmistir. Buna karsin otofajik hiicre 6liimii

son donemlerde dikkat gekmeye baslamigtir (89).

Apoptoz, klasik bir programli hiicre 6liim yolagidir. Gelisim ve doku homeostazi igin
gereklidir. Enerji gerektiren bu siiregte, DNA fragmente olur ve ¢ekirdek kiiglilerek
apoptotik cisimcikler olusur. Apoptoz igsel (intrinsik) yolak ve dissal (ekstrinsik) yolak
olarak ikiye ayrilmistir. Hiicreler uygun boyutunu korumak ve proliferasyonu dengeleyerek

doku biitiinliigiinii kontrol altina almak i¢in apoptoza ugramaktadir (90).

ULK1 gibi 6zgiin otofaji bilesenleri, otofaji-bagimli hiicre 6liimiinde (Autophagy Dependent
Cell Death-ADCD), rol almaktadir ve hiicre yikim siirecinin ilerlemesinden de sorumludur.

Ek olarak diger hiicre 6liim tiplerinde de otofajinin gerceklestirdigi roller mevcuttur (91).

Otofaji temel bilesenleri olan Atg genlerinin inhibisyonunun hiicre 6liimiinii hizlandirmast,
otofajinin hiicre sagkalimi roliinii 6n plana ¢ikarmaktadir (92-95). Stres altinda otofajinin,
stres kaynakli hasar1 hafifletmek ve metabolik homeostaz1 korumak i¢in adaptif bir yanit
mekanizmasi olarak c¢alistigi genel olarak kabul edilmektedir (96-101). Bu hayatta kalma
yanlisi etkiler, digerlerinin yani sira, esas olarak, hiicresel biyoenerjetiklerin restorasyonunu
ve ayrica toksik protein agregatlarinin veya hasarli organellerin ortadan kaldirilmasini igerir,
aksi takdirde apoptotik veya nekroptotik mekanizmalarin aktivasyonu tetiklenebilmektedir
(102-105). Bununla birlikte, otofaji, farkli hiicresel kosullarda hiicre 6liimiine hizmet eden
proteinlerin aktivitesini azaltan se¢ici mekanizmalar araciligi ile de hiicre 6liimiinii dogrudan
engelleyebilmektedir (106-108).

Ancak otofaji her zaman hiicre sagkalimi dogrultusunda hizmet etmeyebilir. Bazi kosullarda
otofaji hiicre 6liimiinii indiikleyen ve/veya hiicre 6liimiiniin 6n kosulu olarak rol alan bir
mekanizma olmaktadir. Genellikle stres halindeki hiicrenin sag kalimi i¢in devreye giren bir
yanit mekanizmasi olarak ilk sirada gelmekte olan otofaji, stres kritik bir sinir1 astiginda ve
ortaya ¢ikan hasar giderilemediginde 'intihar' programlarini devreye sokarak ve hiicre 6liime
gotiirmektedir. Yapilan ¢aligmalarda oliime giden hiicrelerde siklikla goriilen gelismis

otofajik karakteristikler, hiicre 6liimiinde otofajinin 6ncii roliinii desteklemektedir. Bununla
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birlikte, yine yapilan ¢alismalarda, otofajik akistaki basarisizligin hiicre 6liimiinii tetikleyip
tetiklemedigi veya otofajik faktorlerin hiicresel Oliimii aktif olarak diizenleyip
diizenlemedigi heniiz netlik kazanmamuistir. Otofajinin hiicre 6liimiine hizmet ettigi 'otofaji
aracili hiicre o6limi' ve 'otofaji-bagimli hiicre 6limii' olmak iizere iki alt kategori

tanimlanmistir (109,110).

Ozetle, otofajinin hem hiicre sagkalimina hem de hiicre dliimiine hizmet eden gorevleri
vardir. Hiicreleri canli ve metabolik olarak stabil tutmak icin, otofaji, stres veya hasara yanit
olarak anabolik siiregleri kapatmak tizere uyarilmakta hiicre onarimi ile daha fazla hasar
olusumunu engellemektedir. Hiicresel hasar belli bir esigin lizerine ¢iktig1 zaman ise doku
homeostazi siirdiirmek iizere onarilamaz hiicreleri ortadan kaldirmak igin hiicre 6lim
yolaklarini devreye sokmaktadir. Kusurlu apoptozlu hiicrelerde, otofaji, hiicresel 6liim igin
bir yedekleme stratejisi veya nekroz gibi diger hiicre 6liimii bigimlerini de tesvik eden

mekanizma olarak hizmet etmektedir (86).

Otofaji ve hiicre 6liim yolaklar1 arasinda karmasik ve karsilikli bir iletisim mevcuttur.
Hicrenin akibetine verilecek karar1 kontrol eden mekanizma ve bu siire¢ igindeki
etkilesimler heniiz tam olarak agiklanamamustir. Otofajinin sitoprotektif veya sitosidal
roliinii destekleyen calismalarin ¢ogu, genetik ve farmasotik manipiilasyonlar iizerine hiicre
hatlarinda in-vitro olarak gergeklestirilmektedir. Bu konuda heniiz yeterince in-vivo ¢aligma

bulunmamaktadir.

2.8. PARKIN PROTEINi

Parkin proteini, pek ¢ok hiicre tipinde mitokondriyal otofajiye veya mitofajiye aracilik eden
bir E3 ubikuitin ligazdir ayn1 zamanda UPS’nin de dnemli bir bilesenidir. Ubikuitinasyon,
ubikuitinin hedef proteinlere kovalent olarak baglanmasini igeren bir post-translasyonel
modifikasyondur ve ubikuitinasyon siireci, sirasiyla E1, E2 ve E3 enzimleri tarafindan
katalize edilen ubikuitin aktivasyonu, konjugasyonu ve ligasyonu dahil olmak iizere bir dizi

olay1 gerektirmektedir (111).

Mitokondriyal serin/treonin-protein kinaz ailesi tiyesi olan PINK1 ve Parkin mitokondriyal
kalite kontrol sisteminde birlikte hareket etmektedir. Fonksiyonu bozulan Mt dis

membraninda biriken PINK1, sitozolik Parkin’i Mt’ye ¢eken sinyali olusturmaktadir. Parkin
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Mt dis membraninda bulunan bazi proteinleri (Mitofusin 1 ve 2) ubikuitinleyerek
fragmantasyona ugrayan hasarli Mt’nin saglikli bolgeden ayrilip mitofaji ile yikima

gitmesini saglamaktadir (112).

Mitofaji, bazen normal fizyolojik kosullar geregi gerceklesen bazen de bir hiicreden hasarh
veya gereksiz mitokondriyonun gikarilmasi igin 6zel olarak tasarlanmig segici bir otofaji
tipidir. PINK1-Parkin bagimli ve bagimsiz olmak tizere iki farkli mitofaji tipi vardir (Sekil
2.10.).

PINK1-Parkin bagimli mitofajide, PINK1, mitokondriyal sagligin molekiiler bir sensorii
olarak hizmet eder, Parkini ortama ¢ekip etkinlestirmek i¢in gereken sinyalleri algilar. Daha
sonra ortama gelen Parkinin mitokondriyal membran proteinlerini ¢oklu-ubikuitinlemesi ile
otofaji adaptor proteinleri LC3-etkilesim bolgesine (LC3 interaction site-LIR) yerlesir ve
otofagozom olugsumu saglanir. Ubikuitinden bagimsiz olan ikinci yolakta ise kendi LIR
bolgelerine sahip olan mitokondriyal membran proteinleri araciligiyla diger yolaktan farkli
olarak dogrudan otofagozom olusumunu indiiklemektedir. Bu siirece, ubikuitinden bagimsiz
olarak islenmis LC3 ile etkilesime girebilen NIX, FUNDC1, BNIP3 gibi mitofaji reseptor
proteinleri aracilik etmektedir (66,113-116).
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Zhu ve ark.” dan adapte edilmistir (116).



2.8.1. PARKIN PROTEINININ DiGER FONKSIiYONLARI

Erken Baslangicli Parkinson Hastaligi’nin fenotipi ile iliskili protein Parkin ile ilgili
caligmalarin ¢ogu Parkin’in mitofajideki roliine odaklanirken, giincel olarak biriken kanitlar

Parkin’in hiicre fizyolojisi ve islevini de etkileyebilecegini gostermektedir (117).

Yapilan ¢alismalar sonucunda, Parkin'in hiicresel fizyolojiyi etkiledigini ve mitofajiyle ilgili
olmayan diger yolaklarda da islev gordiigii gosterilmistir. Genellikle Parkinin bu
stireclerdeki gorevlerinde E3 ubikuitin ligaz aktivitesi gereklilik gostermektedir, ¢iinkii
Parkinin ubikuitinasyon ozelligi sayisiz hiicresel siireci diizenlemede rol almaktadir.
Proteinlerin otofaji veya proteazom yoluyla pargalanmasi, bir proteinin hiicre igerisindeki
konumunun degismesi ya da protein-protein etkilesimlerinin degisimi ubikuitinasyona bagh
stireclerdir (Sekil 2.11.(A)) (111,117).

Parkin, mitokondriyal kalite kontrole ek olarak ¢ok sayida hiicresel siireci etkileme
potansiyeline sahiptir (Sekil 2.11.(B)). Transkripsiyon, translasyon, DNA onarimi, organel
trafigi, hiicre sagkalim/6liim olaylari, hiicre proliferasyonu ve inflamasyon dahil olmak

tizere pek ¢ok yolakta Parkin proteininin 6nemli rolii oldugu raporlanmistir (118-123).

Parkin proteinini kodlayan Park2 geninde olusan mutasyonlarin 6zellikle Erken Baglangigh
Parkinson hastaligi ile iliskili oldugu bilinmekle birlikte, son yillarda kanser, otizm,

Alzheimer ve Tip 2 diyabet ile de iliskisi gosterilmistir (124).

SH-SY5Y (H), Neuro2a, Goto-P3, SH-SY5Y (J) ve IMR32 gibi farkli néroblastoma hiicre
hatlarinda 2-merkaptoetanol veya tunikamisin gibi farkli ER stres ajanlari uygulandiginda
Park2 geninin ifadelenmesindeki farkliliklar raporlanmis ve Parkinin ER stres ve oksidatif
strese kars1 olan koruyucu etkisinin hiicre tipi ve stres uyaranlarima bagl oldugu da

gosterilmistir (14).
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Sekil 2.11. (A) Parkin'in katalize ettigi farkli ubikuitin baglanma modelleri, (B) Parkin'in
diizenlenmesinde rol aldig1 diisiiniilen ¢esitli hiicresel siirecler
Shires ve ark.” dan adapte edilmistir (117).

HeLa ve SH-SYS5Y noroblastoma hiicrelerinde yapilan c¢aligmalarda, ER-Mt arasi
konusmada Parkin proteininin varlik/yokluk durumu ve miktarindaki degisimlerin Ca*?
homeostazi ve ATP iiretimi agisindan degerlendirilmesi ile Parkin’in mitokondriyal

+25

homeostazinin diizenlenmesinde, Ca™’nin sinyalizasyonunda, hiicre sagkaliminda ve enerji

metabolizmasinin diizenlenmesinde etkin rolii oldugu gosterilmistir (125).

Primer fare kortikal néronlarinda ve SH-SY5Y noroblastoma hiicre hatlarinda yapilan baska
bir ¢alismada kullanilan kompleks I inhibitérii Karbonil siyanid 3-klorofenilhidrazon
(Carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone-CCCP) ile yaratilan mitokondriyal stresin
Parkin protein miktarini artirdig1 ve bu artisin Parkin promotoru iizerindeki 6zgiin baglanma

bolgesi CAMP-yanit elemani baglayici protein (CAMP-response element binding protein-
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CREB)/ATF’ye baglanan ve ER-KPY iiyesi olan ATF4 tarafindan kontrol edildigi
gosterilmistir. Bu calismada mitokondriyal stresin ER stresini tetikleyerek KPY’nin
aktiflesmesine neden oldugu saptanmistir. Stres kosullarinda ifadelenmesi artan Parkin’in

stresin indiikledigi hiicre 6liimiine kars1 hiicreleri korudugu da gosterilmistir (126).

Insan hepatositlerinde yapilan bir calismada 24 saat 250 pM PA’ya maruz kalan hiicrelerde
Mt ve ER’nin biiylidiigi, lipit dropletlerin ve organellerin otofagozomlar igine alindig
gosterilmistir. PA ile olusan lipotoksisitenin; apoptoz, otofaji ve ER stres ile iliskili protein
miktarini artirdigit ve sonug¢ olarak hiicre canliliginin ve ATP iiretiminin azaldigi
gosterilmistir. Ayni zamanda otofajinin bloklanmasinin, PA’nin neden oldugu sitotoksisiteyi

siddetlendirip hiicresel bilesenlerin kaybolmasina neden oldugu belirtilmistir (127).

Izole sican kardiyak miyositlerinde Parkin overekspresyonunun, hipoksi ile indiiklenmis
apoptoza kars1 koruyucu 6zelligi oldugu gosterilmistir, glial hiicrelerdeki Parkin proteininin

eksikliginin ise hem apoptoza hem de nekroza yatkinlik olusturdugu gézlenmistir (107,128).

Mt dis membranindan iyon ve kiigiik molekiillerin transportunu saglayan Voltaj bagimli iyon
kanali VDAC1’in Parkin tarafindan mono ya da poli-ubikuitinasyonunun mitofaji ve
apoptoz arasinda bir karar mekanizmasi oldugu, dis mitokondriyal membran proteini
VDACI1 Parkine bagli mono-ubikuitinasyonunun mitokondriyal Ca*? alimimi negatif olarak

diizenleyerek hiicreyi apoptoza karsi korudugu gosterilmistir (129).

Noroblastom hiicre hattt N2a hiicrelerinde Parkin proteininin transfeksiyon aracili olarak
overeksprese edilmesi ile otofajinin artip, apoptozun azaldig1 gézlenmis ve bu iki hiicre 6liim

yolagi arasinda Parkin proteininin diizenleyici rolii bildirilmistir (130).

TSM1 néron hiicre hattinda yapilmis bir ¢alismada Parkin'in, ubikuitin ligaz aktivitesinden
bagimsiz olarak, transkripsiyonel baskilayici sekilde hareket edip proapoptotik p53 geninin
ekspresyonunu azalttig1 da gosterilmistir (131,132).

Sican pankreatik islet hiicre hatt1 olan INS-1E hiicrelerinde ifadelenen Park2 geninin sSiRNA
ile susturulmasi sonucu glukozun stimiile ettigi insiilin saliniminda, hiicre i¢i insiilin
ifadelenmesinde ve hiicre i¢ci ATP seviyesinde onemli bir diisiise neden oldugu, B
hiicrelerinde ROS iiretiminin ve mitokondriyal fragmantasyonun arttig1 ve buna ek olarak

membran potansiyelinin azaldigi gosterilmistir. Bu ¢alisma, Park2 geninin 3 hiicrelerinin

23



fonksiyonunun korunmasinda ve hiicre sagkaliminda 6nemli oldugunu gosteren ilk ¢alisma

olmustur (133).

2.9. LIPOTOKSISITE AJANI OLARAK PALMITIK ASIT (PA)

T2D gibi prevelansi gittik¢ce artan bazi hastaliklar ile iliskili metabolik faktorler arasinda
FFA 6n plana ¢ikmaktadir. T2D i¢in major bir risk faktorii olan ve obezite sirasinda, viseral
yag dokusundan salinan FFA, portal ven yoluyla dogrudan karacigere taginir ve hepatik
insiilin direncine yol acar. Insiilin direnci ile iliskili en iyi karakterize edilmis FFA'lardan
biri olan PA’nin kiiltiir kosullarindaki hiicre hatlarinda lipotoksisiteye neden oldugu
gosterilmistir. Pankreatik B hiicrelerinde gereginden fazla siire ve miktarda maruz kalindigi
takdirde lipotoksisite ve apoptoza neden olan en yaygin serbest yag asiti de PA’dir (134—
136).

PA Akut AUV PA Kronik

1 FFA v s 1 FFA
Beta hiicre ¢ ~ Beta hiicre g
yogunlugu VX yogunlugu
insiilin ~ ® , insiilin -~ & <r¢
salinimi e salinimi

! !

instilin hassasiyetinin kompanse

odilmesi Lipotoksisite

Sekil 2.12. Pankreatik B hiicrelerinde lipotoksisite gelisimi
Yoon ve ark.” dan adapte edilmistir (136).

FFA’lar kimyasal olarak doymus ve doymamis FFA’lar olarak 2 gruba ayrilmaktadir.
Diyette ve serumda en fazla bulunan doymus FFA PA olup; 16 karbonlu uzun zicirli bir yag
asitidir. Yapilan calismalar doymus yaglarin lipotoksik etkisinin doymamis olanlara gore
daha fazla oldugunu gostermistir (137). Hiicre i¢i artmis seviyede PA, Mt de oksidasyona
ugrayarak zararli kompleks lipitler olan diagilgliserole (DAG) ve seramide doniisiir. Hiicre
icinde artmis DAG ve seramid ise bir¢ok yolagi etkilemektedir. Artmis seramid sentezi
gesitli yolaklar {izerinden insiilin direncine neden olurken, organeller iizerinde de etkisi
bulunmaktadir. ER stresine sebep olurken; Mt’de de yag asitlerinin  oksidasyonunun

inhibisyonu, ROS artig1 ve mitokondriyal strese de sebep olmaktadir (138).
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2.10. MIKRO RNA (miRNA)

MikroRNA (miRNA), 20-25 nt uzunlugunda kodlamayan RNA molekiiliidiir. Calisma
mekanizmasi protein kodlayan genlerin mRNA’sina baglanarak gen ifadesini kismen ya da
tamamen baskilamasina dayanmaktadir (139). miRNA’lar genlerin intron-ekzon bdlgeleri
ya da genler aras1 bolgelerden olusturulmaktadir. miRNA’lar pek ¢ok organizmada evrimsel
olarak korunmus diziler olup; hedef genleri baskilayarak hiicresel siire¢lerde (farklilasma,
¢ogalma, sag kalim/oliim siiregleri) 6nemli rol oynamaktadirlar. miRNA’larin ¢ogu tek

basina birden fazla hedef geni de baskilayabilmektedir (115,139,140).

mMiRNA’lar, RNA tarafindan tetiklenen susturulmus kompleks (RISC)’e entegre olup, ya
argonat (AGO) proteini yardimiyla mRNA'nin yikimma neden olmakta ya da protein
translasyonunun baskilanmasini saglamaktadir. miRNA’lar ¢ekirdek bolge adi verilen ve
yiksek oranda korunmus 6-8 niikleotitlik bir kisim ile hedef mRNA ile etkilesime
girmektedir (141). miRNA ve hedef mRNA arasindaki komplementerlik seviyesine gore
hedef gen miRNA tarafindan iki yolla negatif olarak regiile edilmektedir (142).
Komplementerligin ¢ok yiiksek oldugu durumlarda hedef mRNA RISC kompleksi
tarafindan degrade edilmekteyken, diger yolda ise RISC kompleksindeki miRNA’lar
aracilig1 ile mRNA’larin poli-A kuyrugu ve 5’-cap yapilari yok edilmektedir. Bu sekilde her
iki yolla da mRNA islevsiz hale gelmektedir (Sekil 2.12.) (143,144).

DNA W mRNA Degradasyonu
‘)

Disan

Transkripsiyon .
RNA Polimeraz 1 intron taginma &
Kesilme o

Kesilme Eksportin 5 & Tam eslesme
Drosha pcer ' miRNA/mRNA
RISC Kompleksi

pri-miRNA pre-my Olgun
miRNA Oy —

Kismi eslesme

¥

Translasyonel baskinlanma

Sekil 2.13. miRNA biyogenezi
Latreille ve ark.” dan adapte edilmistir (144).
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2.10.1. LIPOTOKSISITE ve miRNA

miRNA’lar; hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisii basamaklari, hiicre apoptozu, hiicre
farklilagsmasi ve daha pek ¢ok hiicresel yolakta hayati 6neme sahiptir (145). Giliniimiizde
miRNA’larin FFA’nin neden oldugu lipotoksisite sonucu pankreatik B hiicre fonksiyon
kayiplart ile iligkili oldugunu gosteren ¢ok fazla sayida ¢aligma yaymlanmistir. Mevcut
veriler obeziteye ve T2D'ye yol acan glukotoksik, lipotoksik ya da her ikisinin bir arada
oldugu glukolipotoksik yasam tarzi faktorlerinin pankreatik adaciklardaki B hiicrelerinde
miRNA ekspresyonunu etkiledigini gostermektedir (146). Giincel verilerle, B hiicrelerinin
kimligi (say1 ve biiylikliik), ve bu hiicrelerden salinan insiilin de dahil olmak tizere B hiicre
fizyolojisinin temel diizenleyicileri olarak miRNA'lar 6n plana ¢ikmaktadir. Ayrica, yapilan
caligmalardaki T2D dondérleri veya diyabetik hayvan modellerinden elde edilen pankreatik
[ adaciklarda degisen miRNA ekspresyonu da bunu desteklemektedir (147,148).

Yapilan calismalarda yagdan zengin diyetle beslenen kemirgenlerde hiperglisemi gelisimi
gozlenmis bununla birlikte miRNA ekspresyonlarinda degisimler saptanmistir. Ayni sekilde
sican islet kiiltlirlinde de glukolipotoksik kosullarda hiperglisemi ve degisen miRNA
ifadelenme seviyeleri gosterilmistir (149-151). Belli bir siire boyunca ketojenik diyetle
beslenen farelerdeki degisen miRNA ekspresyonunun beslenme diizeni normale
dondiigiinde tekrar eski seviyelerine dondiigi gosterilmistir  (152). Hiperlipitemi
durumunda, B hiicrelerindeki lipotoksik etkiyi hafifletici ve adaptatif bir mekanizma olarak
spesifik bir miRNA’nin ekspresyonunda yiikselme goézlenmistir (153). miRNA’larin PA’ya
bagli lipoapoptozdaki etkisinin incelendigi bir ¢alismada, INS-1 hiicrelerine PA uygulamasi
ardindan miRNA seviyesindeki artis ve azalisin PA’ya bagli apoptozu desteklemesi ya da

PA’nin neden oldugu sitotoksisiteyi hafifletici etkisinin oldugu bildirilmistir (154).

INS-1 hiicrelerinde palmitat ile lipotoksisitenin indiiklendigi baska bir ¢alismada ise belli bir
miRNA ekspresyonunda artis ve hiicre canliliginda azalma saptanirken, ilgili miRNA
inhibitorleri ile muamele sonrast hiicre canliliginda artis ile palmitat indiiklii apoptozda

azalma bildirilmistir (155).
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3. GEREKCE VE AMAC

Cesitli uyaranlarla olusan veya hiicre akisinda meydana gelen kusurlar sonucu ortaya ¢ikan
organel stresi, Ca*? homeostazindaki bozulma ve bununla iliskili ortaya ¢ikan metabolik
sorunlarin; insiilin direnci, T2D, norodejeneratif bozukluklar, viral enfeksiyonlar ve bazi
kanser tiirlerini ortaya ¢ikaran alt yapiy1 olusturdugu diisiiniilmektedir. Otofaji ve apoptoz

gibi 6liim yolaklar1 da bu patolojilerin gelisiminde dnemli bir rol oynamaktadir.

Laboratuvarimizda daha 6nce tamamlanmis olan ‘Parkin Proteininin Sigcan Pankreatik Beta
Hiicre Hattinda (INS-1E) Endoplazmik Retikulum - Mitokondriyon Stresi ve Otofaji
Yolagindaki Rolii’ baslikli ve 1158554 numarali TUBITAK 3501 Kariyer Gelistirme
Projesinde, sigan pankreatik {3 hiicre serisinde (INS-1E) lipotoksik ajan PA ile farkli dozlarda
(0,5 ve 0,3 mM PA) lipotoksik stres olusturularak ER ve mitokondriyal stres cevaplari otofaji
yoniinden incelenmis ve organel stresine bagli ER-Mt aras1 konusmada Parkin proteininin

roli arastirilmistir.

Sitotoksitite diizeyi (IC50) olarak ilk etapta 0,5mM PA dozu denenmis ancak bu doz
uygulama sonrasi Park2 geninde ve otofaji belirteclerinde mRNA diizeyinde beklenen
degisimler goriilmemis bunun yani sira hiicrelerde apoptoza dogru bir yonelim gozlenmistir.
Yapilan literatiir taramasi ardindan Wu vd.’nin 2015 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada
(156) aymi sorunu yasadiklari ve PA’nin Parkin iizerinde bifazik etkisini bildirdikleri
saptanmigtir. Bunun iizerine arastirmacilarin otofaji belirteglerini en yiiksek seviyede
gozlemledikleri doz olan 0,3mM PA alternatif doz olarak belirlenip farkli saat araliklarinda
uygulanmis (0, 3, 6, 9, 12 ve 24 saat) ve beklenen degerler hem Park2 geni igin hem de diger
otofaji belirteglerinde 24 saat uygulamasi ile gosterilmistir. Buradan elde edilen verilerle
Parkin proteininin ER-Mt aras1 konusmay1 ‘belirli stres kosullarinda’ diizenleyebilecegi,
Parkin proteininin ER-KPY ve Mt-KPY ile iliskili oldugu ve farkli doz lipotoksisiteye farkli
tepkiler verdigi gosterilmistir. Ayn1 projede, Park2 geninin siRNA aracili olarak
susturulmasi ardindan belirli dozdaki lipotoksisitede hiicre canliliginin anlamli derecede
azaldig1 da gozlenmistir. Bu nedenle de Parkin proteininin INS-1E hiicrelerinde lipotoksik
etkiye kars1 koruyucu bir rolii olabilecegi goriisii ortaya cikmistir (TUBITAK 3501-115S554

No’lu proje raporu).
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PA’ya bagh lipotoksitede Parkin proteininin bifazik tepki verip, lipotoksisite diizeyi
degistikge hiicredeki fonksiyonun da degismesi Parkin proteininin regiilasyonunda hizli
hareket eden bir mekanizma olabilecegine isaret etmektedir. RNAI mekanizmasi tiyesi
miRNA’ larin bu tarz bir etki yaratabilecegine ek olarak literatiir bilgileri (156) Parkin
proteininin regiilasyonunda miRNA’larin islevsel olabilecegi ve hiicre sagkalimindaki
diizenlemede Parkin proteininin 6nem arz edebilecegi hipotezini ortaya ¢ikarmis ve bu tezin

ana calisma konusu olmustur.
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4. MATERYAL VE YONTEM
41. MATERYAL
4.1.1. KULLANILACAK HUCRE HATTI

Calismada, Isvicre Genova Universitesi’'nden Prof. Dr. Pierre Machler tarafindan
bagislanmis sigan pankreatik B hiicre hatt1 (INS-1E) kullanilmistir (157). Insiilinoma hiicre
hattindan (INS-1) olusturulmus olan bu hiicre hatt1 Rattus norvegicus tiiriine ait pankreas

dokusu B hiicresidir.

4.1.2. KULLANILACAK LABORATUVAR, CiHAZ, TECHIZAT, KIMYASAL VE
KiTLER

Tez ‘1slak laboratuvar’ ¢alismalarinin tamami Baskent Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim

Dal1 laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

— Kantitatif Gergek Zamanli PZR (qRT-PCR) i¢in Baskent Universitesi Tibbi Biyoloji
AD’de bulunan LightCycler® 480 Il (Roche, 05015243001) cihaz1 kullanilmustir.

—  Western Blot calismalarinda Baskent Universitesi Tibbi Biyoloji AD’de bulunan,
Bio-rad Mini-PROTEAN® Tetra Cell jel Yiriitme sistemi, Bio-rad Trans-Blot
Turbo ve Bio-rad Wet Transfer Sistemi ve Bio-rad ChemiDoc™ Imaging Systems

Goriintiileme Sistemi kullanilmistir.
— Spektrofotometrik Sl¢iimler icin Bagkent Universitesi Tibbi Biyoloji AD’de bulunan

Epoch Gen5 2.0 cihazi kullanilmastir.

— Lipotoksisite ve ER stres ajani olarak doymus yag asidi olan PA’nin ticari formu
(Sigma, P0500) 0,3mM ve 0,5mM konsantrasyonlarinda hazirlanarak kullanilmustir.

— RNAI yontemi ile gen sessizlestirmeyi saglamak ve siRNA dagiliminin optimize
edilmesi icin sentetik siRNA molekiilleri kiiltiir hiicrelerine verilirken, kimyasal
transfeksiyon ajani olarak XFECT (Takara, Cat. No: 631450) kullanilmistir.

— RNA saglamlik ve cDNA kontrol PZR jel goriintiileme ¢alismalari i¢in ticari Agaroz
(Sigma, A9539) kullanilmistir.

— TAE cozeltisi icin; Tris baz (Sigma, T7527), Borik Asit (Sigma, B6768) EDTA
(Sigma, E5134) kullanilmustir.
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Jel Yiikleme Tamponu i¢in; Gliserol (Sigma, G5516), Orange G (Sigma, O3756)
kullanilmuastir.
DNA marker olarak 50 bg¢ biiyiikliikteki ticari DNA marker (Thermo scientific,
SMO373) kullanilmistir.
Hiicre canlilig1 ve sitotoksisite testi i¢in ticari kit, Roche Cell Proliferation Kit I
(MTT) (Cat.No: 11 465 007 001) kullanilmaistir.
RNA Izolasyonu igin ticari kit, QTAGEN-miRNeasy Mini Kit (50) (Cat. No: 217004)
kullaniimstir.
RNA izolasyonunda; Dietil piro karbonat, DEPC (Sigma, D5758) ile hazirlanan
%0,1°lik DEPC’1i su (ddH20) kullanilmastir.
Ticari EtOH (Sigma, E7023) kullanilmistir.
Komplementer DNA (cDNA) sentezi i¢in ticari kit Roche-Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis Kit (Cat. No: 04897030001) ve QIAGEN-miRCURY LNA SYBR
Green PCR Kit (4000) (Cat. No: 339347) kullanilmustir.
Kontrol PZR (Beta Aktin PZR) i¢in;
— Taq DNA polimeraz (5U/ul)( Roche, 11146173001 )enzimi
— dNTP (10mM X 4)( Roche, 11581295001)
Ticari MgClz (25mM)( Sigma, M8787) kullanilmigtir.
Gergek Zamanli PZRc¢aligmalar igin Light Cycler 480 Multiwell Plate 384 (Roche
04729749001), LightCycler 480 Probes Master (Roche 4887301001) kullanilmustir.
Gergek Zamanli PZRile genlerinin ifadelenmelerinde her gene 6zgii Thermo Fisher
Scientific marka Applied Biosystems™ TagMan™ Gene Expression Assay prob
kullanilmistir (Cizelge 4.1).
Gergek Zamanlt PZR miRNA Dizin ¢alismanin gergeklestirilebilmesi igin ticari Kit;
— QIAGEN-MIiRCURY LNA miRNA PCR SISTEMI (Qiagen Mouse&Rat
Panel I+11,V5)
— mMIiRCURY LNA miRNA miRNome PCR panel (Cat. N0:339322 YAMR-
312YG-8)) kullanilmastir.
Apoptoz tayin analizi i¢in ticari kit Roche — Cell Death Detection ELISA (Cat.No:
11 544 675 001) kullanilmastir.

Protein izolasyonu igin;
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— Thermo Scientific™ RIPA Lysis and Extraction Tampon (Cat. No: 89900-
89901)
— Thermo Scientific™ Halt Protease Inhibitor Coctail (Cat. No: 78430)
kullanilmistir.
Elde edilen proteinlerin konsantrasyonu ticari kit; Thermo Scientific™ Pierce™
BCA Protein Assay Kit (Cat. No. 23227) kullanilmstir.
Proteinlerin jelde yiiriitiilmesi igin; Advansta Avant™ Tampon, Tris-Glisin-SDS
(Cat. No: R-01036-020) kullanilmustir.
Proteinlerin jelden membrana aktarilma asamasinda; Advansta FlashBlot™ Transfer
Tampon (Cat. No:R-03090-D25) kullanilmustir.
Protein belirteci olarak Thermo Scientific Spectra Multicolor Protein Marker (Cat.
No: 26634) ve New England Biolabs Color Prestained Protein Standard, Broad
Range (11-245kDa) (Cat.No: P7712S) kullanilmustir.
Kemiluminesans deteksiyonu i¢in HRP substrat reaktif bilesenleri olarak ticari kit
WesternBright Sirius Chemiluminescent Detection Kit (Advansta, Cat. No: K-
12043-D10) kullanilmustir.
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4.2. YONTEM

Calismada izlenen yontemsel siiregler Sekil 4.1.’de sematize edilmistir.

‘ BiYOINFORMATIK ANALIZLER |

TargetScan Uzerinden ilgilenilen
Genleri Hedefleyen miRNAar ile
miRNA Gruglarinin Olugturulmas

| DENEYSEL ANALIZLER |

|

‘ INS-1E Hiicrelerinin Cogaltilmas ve idam esi |

IMS-1E Hilcrelerine 24 Saat 0,3mM Pa

INS-1E Hilcrelerinde Park2 Geninin siRMA
Aracili Sessizlestirilmesi ve

Uygul
_ yaulamasi 24 Saat 0,3mM PA Uygulamas:
P ¥ —~—, D _——
Park2 Genini Otofaji Apoptoz U 7_\7 Si_i
Hedefleyen Grubu Grubu Y.gu am-a . rras
. bl = INS-1E Hilerelerinin Toplanmas:
J e
Y RMA Saflik ve Tatal RNA [zolasyonu Hulere Canlilig ve Sitotoksisite

Wenny ile Gruplar arasi Ortak

Saglamhk Kontrolleri

(MTT]) Analizleri

miRNA'larin Belirlenmesi

Apoptoz Analizi
(ELISA)

Protein lzolasyonu
Weastern Blot

Bivoinformatik Analizler ile elde
edilen miRNAlarile Deneysel
Biyoinfarmatik Analizlerden elde
edilen miRNAlann Karglastinlmas:

Gergek Zamanli PZRile
ER Stres, Otofaji,
Apoptoz Genleri ve
ParkZ Geninin ifade Analizleri

Hedef Gen - Yolak Analizleri

I

alidasyon amagh
Gergek Zamanh PZR

Sekil 4.1. Tez is-akis semasi

4.2.1. HUCRELERIN COZULMESI

Azot tankinda bekletilen, %10 DMSO igeren besiyerinde dondurulmus olan hiicreler
¢ikarilarak, onceden 37°C’ye ayarlanmis su banyosu iginde 1 dk bekletilmistir. Baska bir
tiip i¢ine 9 ml besiyeri konulup, dondurma tiipii i¢indeki hiicre karisimli sivi bu tiipe
aktarilmigtir. 1000 rpm 7 dk santrifiij sonrasi tiipiin iistiindeki siipernatant atilmistir. Tiipiin
dibinde kalan pelet {lizerine besiyeri eklenmistir. Eklenen besiyeri ile pipetaj sonrasi, tiipte
olusan hiicre ve besiyeri karisimi 25cm?’lik flaska ekilmistir. Inverted mikroskopta

hiicrelerin incelenmesi sonrasi hiicreler CO2 inkiibatoriine kaldirilmistir.
4.2.2. HUCRELERIN COGALTILMASI VE iDAMESI

INS-1E hiicreleri igin rutin olarak, 1mM sodyum piruvat, 50uM 2-merkaptoetanol, 2mM
glutamin, 10mM HEPES, 100 units/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin ve %10 1s1 ile
inaktive edilmis fetal dana serum eklenen RPMI-1640 besiyeri kullanilmistir. Haftada 2 defa
bu besiyeri degistirilerek 37°C’de %5 CO2’li inkiibatoérde biiylimeleri saglanmigtir. Ayrica
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flasklar inverted mikroskop kullanilarak giinliik olarak canlilik, ¢ogalma ve enfeksiyon
acisindan degerlendirilmistir. Hiicreler ekildikleri flasklar1 kapladiklarinda (%90
konfluensiye ulastiktan sonra) %0.25 Tripsin-EDTA ile pasajlanmis, pasaj sonrasi
hiicrelerin 25 ¢cm?lik yeni flasklara 4X10* hiicre/cm? olacak sekilde ekilip ¢ogalmalar
saglanmistir. Calisma i¢in yeterli sayida hiicre elde edildiginde hiicreler gerekli 6’lik, 96’lik
plaka ve flasklara ekilmistir.

4.2.3. PALMITIK ASIT (PA) HAZIRLANMASI

512mg PA tartilip 10ml %100 EtOH ile karistirilmis ve 60°C su banyosu i¢inde ¢ozdiiriilerek
200mM PA stok soliisyon elde edilmistir. 3gr BSA, 30ml DMEM FBS i¢ermeyen besi
yerinde ¢ozdiiriilerek %10’luk BSA ¢ozeltisi elde edilmistir. 200mM PA’dan hesaplamalarla
gereken miktar alinip %10’luk BSA’da ¢6zdiiriildiiglinde 4mM stok PA elde edilmistir.
PA’nin BSA’da iyice ¢oziinmesi i¢in 2 saat ¢alkalayici platformda karistirilmistir. Coziinme
tamamlandiktan sonra 4mM PA karisimi filtreden gegirilerek ve uygulama dozlarina

besiyeri ile diliie edilerek (0,3 ve 0,5mM) hazir hale getirilmistir.

4.2.4. ETKIN SIRNA TRANSFEKSiYON DOZUNUN BELIRLENMESI VE PARK?2
GEN iFADESININ BASKILANMASI

RNAI yontemi ile gen sessizlestirme ve siRNA dagiliminin optimizasyonu igin sentetik
siRNA molekiilleri kiiltiir hiicrelerine verilirken, kimyasal transfeksiyon ajani olarak Xfect

(Takara, Cat. No: 631450) kullanilmistir.

0,3mM PA uygulanan INS-1E hiicrelerinde Park2 geninin diger saatlere gore en yiiksek
ifadelenme gosterdigi saat olan 24.saatte Park2 genini sessizlestirmek icin 3 farkli siRNA
molekiiliinden olusan SIRNA havuzu kullanilmistir (Qiagen, FlexiTube siRNA,SI11957627
Park2_1, S101957634 Park2_2, S101957648 Park2 4). Tim Park2 siRNA’lara BLAST
analizi yapilmistir. Kontrol i¢in Negatif Kontrol siRNA (Qiagen, Allstars Neg. Control
siRNA 1027281, scrambled siRNA) kullanilmistir. Negatif kontrol siRNA diziye ozel
susturmay1 spesifik olmayan susturmalardan ayirt etmek i¢in 6nemlidir. Bu nedenle kontrol

olarak sec¢ilmistir.

Park2 geninin siRNA aracili sessizlestirilebilmesi i¢in kullanilacak transfeksiyon ajani,

Xfect, protokolde verilen araliklar olan 50, 100 ve 150 pmol Park2 siRNA dozlar1 bu
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miktarlara karsilik gelen transfeksiyon polimeri ve reaksiyon soliisyonu ile birlikte 6 kuyulu
kiiltiir plakalar1 ve 25 cm?’lik flasklardaki hiicrelere uygulanip optimal susturma kosullar:

belirlenmistir.

Transfeksiyon islemi ardindan 24 saat sonra Park2 geni sessizlestirmesinin belirlenmesi igin
6 kuyucuklu plakalardan veya 25cm?’lik flasklardan toplanan hiicreler Kisim 4.2.6 ‘RNA
[ZOLASYONU’ ve Kisim 4.2.7 ‘GERCEK ZAMANLI PZR( RT-PZR)’ béliimlerinde detayli
olarak anlatildig1 sekilde RNA izolasyonu yapilmis ve Park2, Grp78 ve Atf6 genlerinin ifade
diizeylerine bakilarak en efektif siRNA miktar1 belirlenmis ve deneylerdeki sessizlestirme

islemi buna gore yapilmistir.
4.2.5. HUCRE CANLILIK VE SITOTOKSISITE ANALIZi (MTT)

Hiicre canlilik analizi i¢in Roche - Cell Proliferation Kit I (MTT) (Cat.N0:1145007001)

kullanilmistir.

3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT), kararli bir tetrazolium
tuzudur. Hiicrelerde gerceklestirdigi kompleks bir mekanizma sonrast kararli halinden
¢oziilebilir haldeki formazan formuna doniistiirmektedir. Bu reaksiyon canli hiicrelerde
NAD(P)H’nin glikolitik olarak liretimine baglidir ve olusan formazan miktar1 hiicre kiiltiir
ortaminda metabolik anlamda aktif hiicreleri belirtmektedir. Kulanilan MTT Kkitinin hiicre

canliligini belirlemedeki temel prensibi de buna dayanmaktadir.
Kit protokolii asagida basamaklar halinde verilmistir:

1. Toma laminda hiicre sayimmi yapildiktan sonra 96 kuyulu plakalarin belirlenen
kuyularina (Sekil 4.2.) 40.000 hiicre olacak sekilde ekim yapilmuistir.

2. Kuyulara 100ul besiyeri eklenmis ve hiicrelerin kuyulara tutunmasi igin 48 saat

%5 COz2 ve 37°C kosullarda inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda her bir kuyuya gereken deneysel uygulama yapilmistir.

Uygulama siiresi sonunda kuyulardan 150ul besiyeri ¢ekilmistir.

Kuyulara 10 pl MTT soliisyonu eklenmistir.

4 saat %5 COz ve 37°C kosullarda inkiibasyona birakilmistir.

N o o &~ w

Stire sonunda her bir kuyuya MTT solubilizasyon soliisyonu eklenmistir ve bir gece

%5 CO2 ve 37°C kosullarda inkiibasyona birakilmistir.
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Sekil 4.2. Hiicre canlilik (MTT) testi hiicre ekimi i¢in kuyu planlama sablonu

Siire sonunda 96 kuyulu plakalarm Baskent Universitesi Tibbi Biyoloji A.D’de bulunan
Epoch Gen5 2.0 Spektrofotometre cihazi ile 550 ve 690nm dalga boyu absorbanslarina
bakilmig, 550nm degerinden 690nm degeri ¢ikarilarak ve bu degerlerin her bir uygulama

grubunun tekrarlari i¢in ortalamalari alinarak canlilik % analizi tamamlanmistir.
4.2.6. RNA IZOLASYONU

INS-1E hiicrelerine sSiRNA ve PA ile gereken uygulama yapilmis ve inkiibasyon siiresi olan

24 saat sonunda hiicreler toplanmastir.

Toplanan hiicrelerden Qiagen, miRNeasy Mini(50) (Cat no:217004) ticari kit yardimi ile
mMiRNA ve mRNA iceren total RNA izolasyonu yapilmustir.

Kit protokolii asagidaki basamaklara gore gergeklestirilmistir.

1. Hiicreler tripsin ile kaldirilip pellet toplanmustir (1X107 den fazla hiicre olmamasina
dikkat edilmistir).

2. Hiicrelere Qiazol eklenerek pargalanmalar1 saglanmistir. Pellet haldeki hiicrelerin
tizerine 700ul Qiazol eklenip vortex veya pipetaj yapilmistir. Homojenize lizat
birka¢ ay -80°C’de saklanabilmektedir.

3. Homojenat iceren tiip oda sicakliginda 5 dakika (dk) bekletilip niikleoprotein
komplekslerinin ayrigmasi saglanmaistir.

4. Homojenat iceren tiipe 140 pl kloroform eklenip kapag: sikica kapatilmis faz ayrimi
icin tiip 15 saniye (sn) boyunca kuvvetlice sallanmstir.

5. Homojenat igeren tiip oda sicakliginda tezgah iizerinde 2-3 dk bekletilmistir.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Tiip igerigi 4°C'de 12.000 X g'de 15 dk santrifiij edilmistir

Santrifiij ardindan yaklasik 350 pl hacimdeki iistte kalan seffaf faz, total RNA
dikkatlice c¢ekilerek beyaz ara faz ve daha altta kalan kirmizi organik fazdan
uzaklastiriimistir.

Kit ile verilmis olan koleksiyon tiipiine seffaf faz aktarilmis ve tizerine 1,5 hacim
(yaklagik 525 ul) saf etanol (%100’liik EtOH) eklenip pipetajla iyice karistirilmistir.
Olusabilecek herhangi bir ¢okelti de dahil olmak tizere 6rnekten 700 pl gekilip kit ile
verilen Rneasy Mini Spin kolona aktarilmistir. Kapak yavasca kapatilip oda
sicakliginda 15 sn boyunca 8000 X g'de (10.000 rpm) santrifiij edilmistir. Altta kalan
kisim atilip ayn1 toplama tiipii ile devam edilmistir.

Ornegin geri kalanimi da kolona aktarilip bir énceki adim tekrarlanmistir (8000 X
g’de (10.000 rpm) 15 sn). Altta kalan kisim atilip ayni toplama tiipii ile devam
edilmistir.

700 ul RWT tamponu kolon fizerine eklenip kapak yavasca kapatiip 15 sn
8000Xg’de (10.000 rpm) santrifiij edilmis altta kalan kisim atilip ayni toplama tiipii
ile devam edilmistir.

500 pl RPE tamponu c¢ekilip kolon iizerine eklenip kapak yavasca kapatilip 15 sn
8000Xg’de (10.000 rpm) santrifiij edilmis altta kalan kisim atilip ayn1 toplama tiipii
ile devam edilmistir.

Tekrar 500 pl RPE tamponu kolona eklenip, kapagi nazik¢e kapatilip 2 dk
8000Xg’de (10.000 rpm) santrifiij edilmistir. Santrifiij bitince kolon, toplama tiipiine
ve etanollii atiga degdirmemeye dikkat ederek ¢ikarilmistir.

Opsiyonel olarak yeni bir toplama tiipiine kolon aktarilip (kit igerisinde
bulunmamaktadir) maksimum santrifiij hizinda 1 dk ekstra santrifiij edilmistir.
Kolon kit igerisinde bulunan 1,5ml’lik yeni bir toplama tiipiine aktarilmistir. 30-50
ul Rnaz igermeyen dH20 ¢ekilip dogrudan kolon membranina eklenmistir. Kapagi
nazikge kapatilip 1 dk 8000Xg’de (10.000 rpm) santrifiij edilip altta toplanan kisim
alinmustir.

Opsiyonel olarak daha fazla RNA eldesi i¢in altta toplanan sivi yeniden dogrudan
membrana gelecek sekilde konularak tekrar 1 dk 8000Xg (10.000 rpm) santrifiij
edilip altta toplanan kisim alinabilmektedir.
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Elde edilen 45 plt hacmindeki RNA’nin 10 plt’si bir bagka steril PZR tiipiine aktarilip, diger
kisim ise 2-3 ayri steril tiipe bolistiirilmiistiir. Bu islem ile ana stogun siirekli dondurma-
¢Ozme siirecine maruziyeti ortadan kaldirilip RNA’nin olas1 degradasyonu engellenmeye
calisilmistir. Ayrilan 10 plt RNA, saflik ve saglamlik degerlendirmeleri i¢in kullanilirken,
stok RNA’lar ise izolasyon sonunda -80°C’ye kaldirilmistir.

4.2.6.1. RNA Saflik ve Saglamlik Tayini

Toplam RNA izolasyonu yapilmis olan RNA’larm saflik kontrolii Baskent Universitesi
Tibbi Biyoloji A.D’de bulunan Epoch Gen5 2.0 Spektrofotometre cihazi ile Sl¢lilmiistiir.
RNA miktar1 1 plt’deki nanogram (ng) cinsinden elde edilmektedir. Niikleik asitler (DNA
ve RNA) 260nm dalga boyunda, proteinler 280nm dalga boyunda, fenol tarzi organik
bilesikler ise 230nm dalga boyunda maksimum absorbans vermektedir. Bu nedenle RNA
safligi icin A260/A280 ve A260/A230 oranlar1 dikkate alinmaktadir. DNA ve protein
kontaminasyonu tagimayan, iyi kalitede izole edilmis RNA’da beklenilen absorbans orani
1,8-2,1°dir. Spektrofotometre mikro plakasinin her bir kuyusu icin 2pl izole edilen RNA,
2ul steril distile su (dH20) ile karistirilarak, her kuyuya 2ul 6rnek konularak 2 tekrarlt okuma
yapilmistir. Olgiim sonrasi elde edilen veriler sulandirma faktorii olan 2 ile carpilarak izole

edilen RNA miktar1 hesaplanmistir.

Izole edilen RNA’lar hazirlanan %1,5°lik agaroz jelde vyiiriitiilerek saglamligi kontrol
edilmistir. Bunun i¢in, 100ml 0,5X TAE (Tris Asetikasit EDTA) tampona 1,5 gram agaroz
eklenip kaynatilmis, igine 2,5ult (10mg/ml) Etidyum bromiir (EtBr) eklenip, polimerlesme
tamamlandiktan sonra 4pul RNA 6rnek, 5ul jel yiikkleme tamponu (OrangeG) ile karistirilarak
jel kuyularina yiiklenmis ve 90V’da 45 dk elektroforeze tabii tutulmustur. Yiiritme sonrasi

UV altinda 28S ve 18S rRNA’lar goriintiilenmistir.
4.2.6.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Komplementer DNA (cDNA) sentezi i¢cin ROCHE Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit kullamilmistir. Kit protokoliine uygun olarak elde edilen RNA’lardan

komplementer DNA sentezi yapilmigstir.

Steril PZR tiipleri kullanilarak buz tizerinde ¢alisilmistir. Her tiipe konulan kalip-primer ve

CDNA sentez karisimlari Cizelge 4.1. ve Cizelge 4.2.’ye gore hazirlanmistir.
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Cizelge 4.1. cDNA sentezi i¢in kalip-primer karisim miktarlar1 (1 reaksiyon i¢in)

. ) Son
Icerik Hacim
Konsantrasyon
Toplam RNA Degisken 1000ng/pl
Anchored-oligo(dT)18
Primer, 50 pmol/ul 1wl
(vial 5)
Random Hexamer Primer, | 1 |
600 pmol/ul
(vial 6)
PZR i¢in dH20 Degisken (Son hacim 11,4 pl
olacak sekilde ayarlanir)

Toplam Hacim 11,4 ul

Kalip-primer karigimi XP Cycler cihazinda 65°C’de 10 dk bekletilerek denatiire olmasi
saglanmustir. Bu islem ile RNA’nin sekonder yapilarini uzaklastirilmistir. Islem sonunda
tipler tekrar buz tlizerine alinmis, ters transkriptaz (reverse transcriptase, RT) karisimi

asagidaki protokole gore hazirlanmis ve kalip-primer karisimina transfer edilmistir.

Cizelge 4.2. cDNA karigimi (1 tiip igin)

Icerik Hacim | Son Konsantrasyon

Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction 4 ul 1X

Buffer, 5X conc. (Vial2)
(8mM MgCly)

Protector RNase Inhibitor, 40 U/ult (Vial3) 05ul | 20U

Deoxynucleotide Mix, 10mM each (Vial 4) 2 ul 1mM each

Transcriptor Reverse Transcriptase, 20U/ plt 05u 10U
(Vial 1)

Toplam Hacim 7l
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25°C’de 10 dk, 50°C’de 60 dk ve enzim inaktivasyonu i¢in 85°C’de 5 dk bekletilmistir. Tiim
1s1 uygulama iglemleri XP Cycler cihazinda yapilmistir. Islem sonrasi elde edilen cDNA’lar
200ng/ul’ye diliie edilip 3-4 steril PZR tiipiine dagitilarak -20°C’de saklanmustir.

4.2.6.3. cDNA Kontrol PZR

Elde edilen cDNA’lardan sigan Aktin-p primerleri (F:5’-CGTCTTCCCCTCCATCG-3’ ve
R:5’-CTCGTTAATGTCACGCAC-3’) ile PZR amplifikasyonu gergeklestirilmistir. PZR
sonrasi elde edilen amplifikasyon iiriinleri (178bg) , agaroz jelde yiriitiilerek daha sonra
Baskent Unviversitesi Tibbi Biyoloji A.D. laboratuvarmda bulunan Kodak EDAS 290 UV
goriintiileme cihazinda goriintiilenmistir. UV 151k altinda baz biiyiikliikleri kontrol edilmistir.
PZR Cizelge 4.3.’teki protokole gore gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.3. PZR protokolii

Icerik Stok Konsantrasyon | Hacim
Tag DNA Polimeraz S5U/ul 0,25 ul
Taq DNA Polimeraz

Tampon 2 ul
dNTP 10mM her biri 1,6 ul
Primer F 100pmol 1ul
Primer R 100pmol 1w
MgCl> 25mM 2,5ul
dH20 15wl
DMSO 2,5
Kalip DNA(cDNA) 2,5 ul
Toplam Hacim 31,35ul
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XP Cycler cihazinda 94 °C’de 5 dk denatiirasyon sonunda 94°C” de 30 sn, 60°C’ de 45 sn,
72°C’ de 30 sn 35 dongii yapildiktan sonra 72 °C’ de 5 dk ve +4°C’ de 5dk ile PZR

reaksiyonu tamamlanmistir. Sonugta da 178bg¢’lik iirlin gozlenmistir.
4.2.7. GERCEK ZAMANLI PZR

Gergek Zamanli PZRigin Baskent Unviversitesi Tibbi Biyoloji A.D. laboratuvarinda
bulunan Roche marka Light Cycler 480 II cihazi kullanilmistir. Gen ifadelenmelerini
saptamak amaci ile her bir gene ait Thermo Fisher Scientific, Applied Biosystems™,
TagMan™ Gene Expression Assay kullanilmistir. Problar i¢in karisim tamponu olarak
LightCycler 480 Probes Master kullanilip, protokollerde belirtilen uygun program
kosullarinda gen ifadelenmelerindeki degisimler analiz edilmistir. Gen artis ve
azaliglarininin normalizasyonu igin sigan Gapdh geni referans gen olarak kullanilmustir.
Analiz yontemi olarak, yaklasim yontemi olarak da adlandirilan 224t metodu (158)

kullanilmigtir. Kullanilan problara dair bilgiler Cizelge 4.4.’te verilmistir.

Cizelge 4.4. Gergek Zamanl PZRig¢in kullanilan prob bilgileri

Gen Ad1 | Kullanmilan prob marka ve katalog numarasi
Atf6 Tagman Gene Ex Assays Mto, Xs 75 Rxn Assay Atf6 ID: Rn01490844 m1
Hspab Tagman Gene Ex Assays Mto, Xs 75 Rxn Assay Hspab ID: Rn00565250 m1
Park?2 Tagman Gene Ex Assays Mto, Xs 75 Rxn Assay Park2 ID: Rn00571787_m1
Map1llc3a | Tagman Gene Ex Assays Mto, Xs 75 Rxn Assay

Mapllc3a ID: Rn00458724 g1
Sgstm1l Tagman Gene Ex Assays Mto, Xs 75 Rxn Assay

Sgstml ID: Rn00709977_m1
Ddit3 Tagman Gene Ex Assays Mto, Xs 75 Rxn Assay Ddit3 ID: Rn00492098 g1
Becnl Tagman Gene Ex Assays Mto, Xs 75 Rxn Assay Becnl ID: Rn00586976_m1
Gapdh Tagman Gene Ex Assays Mto, Xs 75 Rxn Assay Gapdh ID: Rn01775763_g1l
Bax Roche RealTime ready Catalog Assay 96 Rxn Bax 1D: 500244
Bcl2 Roche RealTime ready Catalog Assay 96 Rxn Bcl2 1D: 502821
Bak Roche RealTime ready Catalog Assay 96 Rxn Bak I1D: 500182
BclXI Roche RealTime ready Catalog Assay 96 Rxn BclXI ID: 500245
Ip3r Roche RealTime ready Catalog Assay 96 Rxn Ip3r ID: 500259
Atg5 Roche RealTime ready Catalog Assay 96 Rxn Atg5 ID: 505470
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4.2.8. GERCEK ZAMANLI PZR MiRNA DiZiN CALISMASI

Es zamanli miRNA dizin ¢aligmasinda Qiagen miRCURY LNA miRNA SYBR Green PZR
(10/2019) el kitabindaki protokollerden yararlanilarak ¢alisma gerceklestirilmistir.
miRNA’lar1 da igeren total RNA havuzundan yararlanilarak énce Qiagen miRCURY LNA
RT Kit (Cat No: 339340) ile cDNA sentezlenmis Qiagen miRCURY LNA SYBR Green
PZR Kit (Cat No: 339346 ve 339347) ile Qiagen miRCURY LNA miRNome Mouse&Rat
PZR Panels | + 1l (Cat No:YAMR-312Y) dizin panellerine 6rnek gruplar1 protokole uygun

olarak yiiklenmis ve es zamanli miRNA dizin ¢alismas1 gergeklestirilmistir.

RT Kit protokoliinde belirtildigi sekilde her bir kalip RNA 6rnegi 5ng/ul olacak sekilde
niikleaz igermeyen dHO ile diliie edilmis, buz iizerinde ters transkripsiyon reaksiyonu igin
Cizelge 4.5.’teki dlgiilere gore hazirlanmistir.

Cizelge 4.5. Ters transkripsiyon reaksiyonu i¢in gereken bilesen miktarlar

Bilesen miRNome
Panelleri(Human,Rat&Mouse)(Panel 1&I1)

5X miRCURY SYBR® Green RT | 8 pul
Reaksiyon Tamponu

Rnaz icermeyen dH20 18 ul

10X miRCURY RT Enzim Mix 4 pl

UniSp6 RNA spike-in (optional) 2 ul

Kalip RNA (5 ng/ pl) 8 ul

Son Hacim 40 pl*

* Tiim hacimler 10 pl’lik reaksiyon hacmi igin verilmistir.

Daha sonra karigsim gereken siire ve sicaklikta (Cizelge 4.6.) cDNA sentezi i¢in PZRye tabii

tutulmustur.
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Cizelge 4.6. PZR siire sicaklik tablosu

Basamak Siire Sicaklik
Revers-transkripsiyon 60 dk 42 °C
Reaksiyon inaktivasyonu 5 dk 95°C
Saklama Daima 4°C

Ters transkripsiyon reaksiyonu sonrast cDNA’lar Ger¢ek Zamanli PZRig¢in kullanilacaksa
hemen buz iizerine alinarak gereken diliisyonlar saglanmis kullanilmayacaksa da diliie
edilmemis halde 2-8 °C’ de 4 giin ya da -30/-15 °C’ de 5 haftaya kadar saklanmustir.
Sentezlenen cDNA diisiik niikleik asit baglayici tliplerde saklanmaigtir.

cDNA eldesi ardindan Qiagen mMiRCURY LNA SYBR® Green PZR kiti ile devam edilmis

panellere yiiklemek iizere gereken karigim hazirlanmistir.

2X miRCURY SYBR® Green Master Mix, oda sicakliginda inaktif QuantiNova DNA
Polimeraz igerir. Bu nedenle QuantiNova DNA polimerazini etkinlestirmek i¢in PZR
protokolii 95 °C'de 2 dKlik bir ilk inkiibasyon adimiyla baglamalidir. 2X miRCURY SYBR®
Green Master Mixi, kalip cDNA, miRNA PZR panelleri, niikleazsiz dH-O ¢6ziiliip, gereken

kimyasallar vortekslenip kisaca santrifiij edilmistir.

384 kuyuluk panel T ve II’ye yiiklenmek tizere hazirlanacak karisim gereken bilesenlerle

(Cizelge 4.7.) hazirlanmustur.

PZR reaksiyonunun 95°C’lik sicak baslangi¢ asamasindan dolay1 buz iizerinde ¢alismaya

gerek olmamistir. Oda sicaklifinda ¢aligma tamamlanmaistir.
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Cizelge 4.7. Rat&Mouse PZR Panel I+II karisim protokolii

Bilesen Human, Rat&Mouse PZR Panel 1+11

2X miRCURY SYBR® Green Master Mix | 4000 pl

ROX Reference Dye (ABI cihazlarda | 400 pl/40 pul

sadece)

cDNA Kalib1 (diliie edilmemis) 40 pul
Rnaz icermeyen dH.0 3960 ul
Toplam Reaksiyon Hacmi 8000 pl

Reaksiyon karigimi iyice vortekslenip miRNome PZR Panellerine kuyu basina 10 pl karisim
gelecek sekilde dagitilmistir. Panel kit icerisinden ¢ikan jelatin ile kaplanmis ve oda
sicakliginda kisa silire santrifiijlenmistir. Primerlerin reaksiyon karisiminda tamamen
¢oziilebilmesi i¢in 5 dk oda 1sisinda bekletilmistir. Cizelge 4.8.’de verilen kosullarda
paneller es zamanli PZR’ye tabii tutulmustur.

Cizelge 4.8. miIRCURY LNA SYBR® Green PZR kosullari

Adim Zaman Sicakhik Ramp Rate

PZR sicak baslangi¢ asamasi 2 dk 95°C Maximal/fast mode
2-adimli dongii

Denatiirasyon 10 sn 95°C Maximal/fast mode

Kombine ]
annealinglextension 60sn 56°C Maximal/fast mode
Dongii sayist 45 dongii
Melting Curve analizi 60-95°C

Ham Cq degerlerini (Cp veya Ct) elde etmek igin gercek zamanli PZR cihazi ile birlikte
verilen yazilim kullanilarak ilk veri analizi gerceklestirilmistir. Elde edilen Ct degerleri ile
Qiagen’in internet sayfasi GeneGlobe (159) iizerinden verilere uygun analiz programi ile
miRNA kat artig/azalis ve istatistiki anlamlilik (p<0,05) bilgileri elde edimis site tarafindan
verilen rapor ile biyoinformatik arastirma kismi olan miRNA profilleme ve yolak analiz

calismalarina gegilmistir.
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4.2.9. PROTEIN ELDESI VE WESTERN BLOT ANALIZI

Western Blot calismalarinda Baskent Universitesi Tibbi Biyoloji AD’de bulunan, Bio-rad
Mini-PROTEAN® Tetra Cell jel Yiiriitme sistemi, Bio-rad Trans-Blot Turbo ve Bio-rad
Wet Transfer Sistemi ve Bio-rad ChemiDoc™ Imaging Systems Goriintiileme Sistemi

kullantlmistir.

Protein izolasyonu i¢in Thermo Scientific™ RIPA Lysis and Extraction Tampon (Cat. No:
89900-89901) ve Thermo Scientific™ Halt Protease Inhibitor Coctail (Cat. No: 78430)
kullanilmistir. Elde edilen proteinlerin konsantrasyonu Thermo Scientific™ Pierce™ BCA
Protein Assay Kit (Cat. No. 23227) ile belirlenmistir. Proteinlerin 6l¢im sonrasi elde edilen
konsantrasyonlara gore jele 5-30 pg protein yiiklenerek %12’lik SDS-PAGE jelde
yiriitiilmiistiir. Proteinlerin jelde yiiriitiilmesi i¢in Advansta AvantTM Tampon, Tris-Glisin-
SDS (Cat. No: R-01036-020) kullanilmistir. Protein belirteci olarak Thermo scientific
Spectra multicolor protein marker (Cat. No: 26634) ve New England Biolabs Color
Prestained Protein Standard, Broad Range (11-245kDa) (Cat. No: P7712S) kullanilmstir.
Proteinler daha sonra 1slak transfer ile 70V’da 90dk +4°C’de jelden PVDF membrana
transfer edilmistir. Proteinlerin jelden membrana aktarilma asamasinda ise Advansta
FLASHBIot™ Transfer Tampon (Cat.No: R-03090-D25) kullanilmistir. Transfer ardindan
membran 1 saat siireyle ¢alkalayicida bloklama soliisyonu (1X TBS-Tween20 + %5 yagsiz
stit tozu) igerisinde bekletilmis ardindan 1X TBS-Tween 20 yikama soliisyonu ile 3 defa 5’er
dk yikanmistir. Membran bloklama soliisyonuyla yikandiktan sonra primer antikor
uygulamast yapilmistir. Gereken inkiibasyon siiresini takiben primer antikor 1X TBS-
Tween20 yikama soliisyonu ile 3 defa 5’er dk yikama ile uzaklastirilmis sonra uygun
sekonder antikor (HRP Donkey anti-rabbit 1gG, HRP Goat anti-mouse IgG) ile 20-60 dk
inkiibe edilmigtir. Membran 1X TBS-Tween20 yikama soliisyonu ile 3 defa 5’er dk
yikandiktan sonra kemiluminesans deteksiyonu i¢in HRP substrat reaktif bilesenleri
(Advansta, Cat. No: K-12043-D10) ile 2dk inkiibe edilip Bio-rad ChemiDoc™ Imaging
Systems Goriintiileme Sistemi ile membran goriintiisii alinmistir. Normalizasyon i¢in Anti-
Actin- antikoru kullanilmistir. Protein degisim diizeyleri Image J programi (160) ile analiz

edilmistir.
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4.2.10. ELISA TABANLI APOPTOZ ANALIZi

Elisa tabanli apoptoz analiz ¢alismalarinda Baskent Universitesi Tibbi Biyoloji AD’de
bulunan Epoch Gen5 2.0 Spektrofotometre cihazi kullanilmistir. Uygulama i¢in ticari kit
Roche — Cell Death Detection ELISA (Cat. No: 11 544 675 001) kullanilmis olup kit

protokoliine uygun olarak ¢aligsma tamamlanmistir.

Kit ¢alisma prensibi, indiiklenmis hiicre 6liimiiniin ardindan sitoplazmik histon-iliskili DNA
pargalarinin (mono- ve oligoniikleozomlar) Kalitatif ve kantitatif in-vitro tespiti i¢in
fotometrik enzim immiin analizine dayanmaktadir ve Elisa tabanl bir sistemdir. Cell Death
Detection ELISA ile apoptoz gegiren hiicrelerin sitoplazmasinda mevcut oldugu bilinen
histonla iligkili DNA fragmanlar1 (mono ve oligoniikleozomlar) ile hiicrelerin apoptoz

diizeyi analiz edilmistir.

Kit protokoliine gore ¢alisma esnasinda bir negatif kontrol hazirlanmistir. Hiicre kiiltiirii
kosullarina bagli olarak, katlanarak biiyiiyen her kalici hiicre kiiltiirti, yaklasik olarak %3 ila
%38 gibi belirli bir miktarda 6li hiicre igermektedir. Flaskta besiyeri iizerinde yiizen 6l

hiicreler toplanip santrifiij edilip sayilarak negatif kontrol grubu olarak kullanilmistir.
Uygulanan protokol basamaklar1 asagida verilmistir;
Ornek Hazirlanmasi

Uygun bir hiicre konsantrasyonu elde etmek icin hiicreler besiyeri yardimiyla seyreltilmistir.
Hiicre tipine ve hiicre 6liimiinii indiikleyen ajana gore hiicre sayis1 belirlenip optimize hale
getirilmistir.

1. Hiicreler sayilarak, ImL besiyerinde 1X10° olacak sekilde diliie edilmistir. Tiipten
500ul/tiip=5X10* hiicre/tiip olacak sekilde tiipe aktarilmistir. Bu sekilde nihai hiicre
sayisina erigilmistir.

1500 x g’de (rcf) 5 dK santrifiij edilmistir. Ust kisim (siipernatant) atilmistir.

Hiicre pelleti 500 pl inkiibasyon buffer ile agilip iyice karigtirilmustir.

30 dk boyunca oda sicakliginda inkiibasyona tabii tutulmustur (lizis basamagi).

Lizat 20.000 x g’de 10 dk santrifiij edilmistir.

© o k~ w N

Cok yavas ve dikkatlice asagidaki pellet hareket ettirilmeden 400 pl siipernatant

cekilerek yeni bir tiipe aktarilmistir.
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Daha sonra siipernatanttan Elisa testinde kullanilacak numune 1:10 inkiibasyon buffer
ile diliie edilmistir.
Eger analiz o giin ya da ertesi giin yapilmayacaksa Ornekler -20°C dondurucuya

kaldirilmastir.

NOT: Her ornekten 2 kuyu calisilacagt ve kuyu basina 100 pl eklenecegi i¢in 25 pl

siipernatant ile 225 pl inkiibasyon buffer karigtirarak 6rnek soliisyonlar hazirlanmastir.

ELISA Protokolii

1.

N o g &

Kit toplamda 96 kuyudan meydana gelirken 8’li modiiller ile bagimsizdir. Gereken kuyu
sayist kadar modiil plate aparatina takilarak Elisa caligmalarina baslanir.

Kullanilacak her bir kuyuya 100 pl coating soliisyon eklenip iizeri kit iginden ¢ikan folyo
ile kapatilmulstir.

1 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir (overnight olarak 2-8°C'de alternatif
olarak bekletilebilir).

Siire sonunda vurarak ya da pipet yardimi ile buffer ¢ekilmistir.

200 pl inkiibasyon buffer eklenmistir. Yine folyo ile kapatilmistir.

30 dk 15-25°C'de inkiibe edilmistir.

Siire sonunda vurarak ya da pipet yardimi ile buffer ¢ekilmistir. Sonrasinda kuyular 2-3
defa 250-300 pl washing buffer ile yitkanmustir.

En bagta hazirlanan 250 pl’lik 6rnek soliisyonundan her kuyuya 100 pl eklenmis iizeri
folyo ile kapatilmistir.

NOT: Arkaplan bakmak i¢in 2 kuyuya drnek soliisyonu degil sadece 100 pl inkiibasyon

buffer eklenmistir.

9.

10.

11.

12.
13.

14.

90 dk 15-25°C'de inkiibe edilmistir.

Siire sonunda vurarak ya da pipet yardimi ile buffer ¢ekilmistir. Sonrasinda kuyular 2-3
defa 250-300 pl washing buffer ile yikanmustir.

100 pl konjugat soliisyonu arka plan kuyulart harig¢ tiim kuyulara eklnistir ve plate folyo
ile sikica kapatilmistir.

90 dk 15-25°C'de inkiibe edilmistir.

Siire sonunda vurarak ya da pipet yardimi ile buffer ¢ekilmis sonrasinda kuyular 2-3 defa
250-300 pl washing buffer ile yikanmistir.

Her bir kuyuya 100 ul substrat soliisyonu eklenmistir.
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15. Plate 250rpm’de calkalayiciya birakilip 10-20dk arasi renk degisimi takip edilerek
beklenmistir. Renk degisimi sonrasi fotometrik okutma islemine geg¢ilmistir.

16. Elisa okumas1 yapmadan 6nce substrat soliisyonunun iyice dagilmasi i¢in plate kenarina
vurulmustur.

17. 405 ve 490nm’de dlgtimler yapilmistir. 405nm ana absorbans 490nm ise referans dalga

boyudur. Sonrasinda 405nm degerinden 490nm degeri ¢ikarilmistir.

Elisa analizi sonrast mU degerleri absorbans farkini (405nm-490nm) 107 ile carparak
bulunmustur (mU= Absorbans X 107%). Sonrasinda apoptoz degerini belirten
Zenginlestirme Faktori (Enrichment Factor) degeri verilen formiile gére hesaplanmistir
(Sekil 4.3.).

Zenginlestirme Faktori _ Ornek mU degeri (8len/8Imis hiicreler)
(Enrichment Factor) Kontrol mU degeri (canli hiicreler)

Sekil 4.3. Roche-Cell Death Detection Elisa hesaplama formiilii

4.2.11. BiYOINFORMATIK VE iSTATISTIKSEL ANALIZLER

llgilenilen genleri hedefleyen miRNA’lar1 ya da miRNA’larin hedefledikleri genleri tespit
etmek icin miRWalk (161,162) ve TargetScan (163) sitelerinden yararlanilmigtir. Elde
edilen miRNA ve hedefledikleri genler ile yolak zenginlestirme analizleri Webgestalt
(164,165) internet sitesi araciligi ile gergeklestirilmistir. Elde edilen veriler arasindaki
gruplandirma ve daha anlagilir gorsel veri sunabilmek i¢in Venny (166) biyoinformatik

programi kullanilmistir.

Tiim deneyler en az iki biyolojik ve iki teknik tekrar olarak gergeklestirilmistir. istatistiksel
olarak anlamli oldugu diisiiniilen iki 6rnek arasi farkliliklar test etmek icin Student’s t-test

uygulanmistir ve anlamlilik derecesi olarak p<0,05 kabul edilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. PARKIN PROTEINININ REGULASYONUNDA ROL ALAN MiRNA’LARIN
BiYOINFORMATIK ANALIZi

Gergek zamanli PZR miRNA dizin ¢alismasi oncesinde Park2 geni ve ilgilenilen temel

yolaklar otofaji ve apoptozda rol alan genlerin 6n biyoinformatik incelemesi yapilmistir. Mt

stres geni Park2 tek basina bir grup olarak kabul edilmis, otofaji genlerinden; Bcnl,

Map1llc3a, Sqstml ve UIk1 ayr1 bir grup olarak olusturulmus ve apoptozdan ise pro ve anti

apoptotik genlerden Bak, Bax, Bcl2 ve BcIXL diger bir grubu olusturmustur (Cizelge 5.1.).

Cizelge 5.1.0n-Biyoinformatik analizi yapilan genler

Genleri Hedefleyen

Hedef Gen Gruplan Hedef Gen Adlan miRNA Sayilan
Mitokondriyal Stres Geni Park2 176
Becnl (Beclinl) 81
Mapllc3a (Lc3a) 39 Toplam
Otofaji Genleri Sqstm1 (p62) 129 335
Ulk1 172
Bax 93
Apoptotik Genler Bak1 192 Toplam
Bcl?2 426 579
Bcl2I1 (BclxL) 141

Gruplanmig genleri hedefleyen miRNA’lar TargetScan
miRNA’lara ait genel bir liste hazirlanmistir (Sekil 5.1.).
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Q23 - Jr
A B c D E F G H 1 J
1 Becnl (Beclinl) Mapllic3a (Lc3a)  Sqstml (p62) Ulk1
2 1 rno-miR-28-5p rno-miR-764-3p  rno-miR-134-3p rno-miR-320-3p
3 2 rno-miR-708-5p rno-miR-21-5p rno-miR-1896 rno-miR-291a-3p
4 3 rno-miR-193b-5p  rno-miR-128-2-5p rno-miR-708-3p rno-miR-105
5 4 rno-miR-759 rno-miR-128-1-5p rno-miR-349 rno-miR-17-5p
6 5 rno-miR-339-3p rno-miR-3566 rno-miR-329-3p rno-miR-20b-5p
7 6 rmo-miR-3583-35p  rno-miR-874-5p  rno-miR-362-3p rno-miR-93-5p
8 7 mo-miR-449¢-3p  rmo-miR-138-5p  rmo-miR-342-5p rno-miR-106b-5p
9 8 rmo-miR-2985 nO-mMiR-664-2-5p rno-miR-10b-5p  rNO-miR-20a-5p
10 9 rno-miR-224-5p rno-miR-664-1-5p rno-miR-1224 rmo-miR-142-5p
11 10 rmo-miR-125b-2-3p rno-miR-1956-3p rno-miR-802-3p rno-miR-26b-5p
12 11 rno-miR-30e-5p rno-miR-3085 rmo-miR-883-3p rno-miR-26a-5p
13 12 rno-miR-384-5p rno-miR-1839-3p rno-miR-24-3p rno-miR-128-3p
14 13 rno-miR-30b-5p rno-miR-193a-3p rno-miR-27a-5p rno-miR-10a-5p
15 14 rno-miR-30a-5p rno-miR-193b-3p rno-miR-92a-2-5p  rmo-miR-3084b-3p
16 15 rno-miR-30d-5p  rno-miR-871-3p rno-miR-483-3p  rno-miR-3084a-3p
17 16 rno-miR-30c-5p rno-miR-7a-2-3p rno-miR-7b rno-miR-3084d
18 17 rno-miR-142-5p rno-miR-3065-3p rno-miR-7a-5p rno-miR-346
19 18 rno-miR-293-5p rno-miR-150-5p  rno-miR-504 rno-miR-3569
20 19 rno-miR-290 rno-miR-6332 rno-miR-547-5p rno-miR-1224
21 20 ro-miR-292-5p rno-miR-743b-3p  rno-miR-509-5p rno-miR-3592
2 21 rno-miR-497-3p rno-miR-140-3p  rno-miR-327 rno-miR-465-3p
23[ 22 rno-miR-9a-3p rno-miR-326-5p  rno-miR-365-5p rno-miR-383-5p
an S S S P
Park2 Otofaji | Apoptoz 3 grup ortak mirma gl
HAZIR

Sekil 5.1. On-Biyoinformatik analizi yapilan genler igin olusturulmus miRNA havuzu

Venny (166,167) biyoinformatik programi yardimiyla elde edilen miRNA’lardan oncelikle
apoptoz ve otofaji genlerini kendi gruplari igerisinde ortak hedefleyen miRNA sayilari elde
edilmis, ardindan bu iki grup miRNA Park2 genini hedefleyen miRNA’lar ile kesistirilmistir
(Sekil 5.2.).

Park2

Otofaji

Apoptoz

Sekil 5.2. On-Biyoinformatik Analizde gen gruplarini ortak hedefleyen miRNA’lar
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Herhangi bir deney ¢alismasi yapilmaksizin sadece bilgisayar lizerinden biyoinformatik site
ve program destegi ile 6n biyoinformatik analiz sonucu olarak Park2, otofaji grubu genler

ve apoptotik genleri hedefleyen 72 adet ortak miRNA saptanmustir.

Elde edilen 72 tane ortak miRNA’nin listesi Ger¢ek Zamanli PZR miRNA dizin ¢alismasi
ile karsilastirmak tizere kaydedilmistir (Cizelge 5.2.). Gergek zamanli PZR miRNA dizin
caligmasi sonrasi PA uygulamasi sonucu elde edilen miRNA’lar otofaji 6n biyoinformatik
analiz miRNA’lariyla, siRNA grubu dizin sonucu elde edilen miRNA’lar ise On
biyoinformatik analiz apoptoz grubu miRNAlar ile karsilastirilarak bulunan mIRNA’larin
bu listeyle ortakliginin bulunup bulunmadigina bakilmistir. Ayn1 zamanda Park2, otofaji,
apoptoz ortak miRNA’lar1 ile deneysel dizin ¢alismasindan elde edilen aday miRNA’lar
kiyaslanmistir.

Cizelge 5.2. Otofaji, Apoptoz ve Park2 genlerini hedefleyen ortak miRNA listesi

miRNA No miRNA Adi miRNA No miRNA Adi miRNA No miRNA Adi miRNA No miRNA Adi
1|{rno-miR-122-5p 19|rno-miR-3553 37|rno-miR-30d-3p 55|rno-miR-215
2|rno-miR-466d 20[rno-miR-199a-5p 38[rno-miR-30e-3p 56|rno-miR-221-3p
3|rno-miR-466b-5p 21|rno-miR-21-3p 39|rno-miR-30a-3p 57|rno-miR-222-3p
4[rno-miR-10a-5p 22|rno-miR-204-3p 40[rno-miR-148b-5p 58|rno-miR-221-5p
5|rno-miR-17-1-3p 23|rno-miR-330-5p 41[rno-miR-148a-5p 59|rno-miR-3120
6|rno-miR-20b-3p 24|rno-miR-326-3p 42[rno-miR-365-3p 60|rno-miR-211-5p
7|rno-miR-667-5p 25|rno-miR-29b-3p 43[rno-miR-504 61|rno-miR-204-5p
8|rno-miR-3562 26|rno-miR-29a-3p 44{rno-miR-543-3p 62|rno-miR-300-3p
9|rno-miR-93-5p 27|rno-miR-29c¢c-3p 45|rno-miR-30e-5p 63[rno-miR-128-3p
10|rno-miR-20a-5p 28|rno-miR-3065-3p 46[rno-miR-384-5p 64|rno-miR-672-3p
11{rno-miR-106b-5p 29|rno-miR-216b-5p 47|rno-miR-30d-5p 65[rno-miR-342-3p
12|rno-miR-17-5p 30|rno-miR-27a-5p 48[rno-miR-30a-5p 66|rno-miR-27b-3p
13|rno-miR-20b-5p 31[rno-miR-216a-3p 49|rno-miR-30c-5p 67|rno-miR-27a-3p
14|rno-miR-3583-5p 32|rno-let-7f-2-3p 50|rno-miR-30b-5p 68|rno-miR-140-3p
15|rno-miR-301b-5p 33[rno-miR-664-2-5p 51|rno-miR-344b-5p 69[rno-miR-3075
16|rno-miR-301a-5p 34|rno-miR-664-1-5p 52|rno-miR-344g 70{rno-miR-290
17|rno-miR-146b-5p 35[rno-miR-384-3p 53[rno-miR-298-5p 71{rno-miR-293-5p
18|rno-miR-146a-5p 36|rno-miR-3564 54|rno-miR-192-5p 72|rno-miR-292-5p

5.2. LIPOTOKSIK KOSULLAR ALTINDA PARKIN PROTEINI VARLIGININ
INS1-E HUCRE CANLILIGINA OLAN ETKIiSi

Yapilan tiim uygulamalarin hiicre canliligina etkilerinin gozlemlendigi MTT testi sonucu

Sekil 5.3.’te grafik olarak gosterilmistir.
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Hiicre Canliigi (MTT) Analizi

* ¥

120 ‘ £k ¥
[ ® ¥ |
[ * | * k%
k¥ [

S |

* ¥

Canhlilik (%)

Kontrol 0,3mM PA 0,3mM PA NK siRNA + Park2 siRNA +
INS-1E Hiicresi Kontrol 0,3mM PA 0,3mM PA

Uygulamalar

Sekil 5.3. MTT analizi sonrast hiicre canlilig1 yiizde grafikleri
Uygulamalar 24 saat siire ile gergeklestirilmistir.
(* p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001)

Yapilan MTT ¢aligmasinda Park2 geninin sessizlestirilmesinin (Park2 siRNA + 0,3mM PA
24 Saat Uygulamasi) %71 sagkalim orani ile hiicre canlilifina en olumsuz etki eden kosul

oldugu gézlemlenmis bunu Negatif Kontrol sSiIRNA + 0,3mM PA (%78) uygulamasi ve onu
da 0,3mM PA uygulamasi (% 90) takip etmistir.

Negatif kontrol siRNA uygulanan hiicrelerde beklenenden fazla canlilik azalmasinin gen
sessizlestirme protololinde kullanilan transfeksiyon ajaninin  hiicreye siRNA’nin

ulastirilmasi siirecinde vermis oldugu hasarin sebep olabilecegi diistinlilmiistiir.

0,3mM PA ve Park2 siRNA + 0,3mM PA 24 Saat uygulamalarinin hiicre canliligina etkileri
karsilastirildiginda; Park2 geninin sessizlestirilmesine bagli hiicre canliliginin anlamli

derecede azaldig1 saptanmustir.
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5.3. PARKIN PROTEINi VARLIGINDA VE PARK2 GENINiN SIRNA ARACILI
SESSIZLESTIRILMESI ARDINDAN PA iLE OLUSTURULAN LiPOTOKSIK
KOSULLAR ALTINDA ER STRES, OTOFAJi, APOPTOZ GRUBU GENLERI
VE PARK2 GEN iFADE SEVIiYELERINDE OLUSAN DEGIiSIMLER

Park2 geni varliginda ve siRNA aracili olarak Park2 geninin sessizlestirilmesi ardindan PA
uygulamalar1 sonrasi toplanan INS-1E hiicrelerinden elde edilmis total RNA’nin miktar ve
saglamlik kontrol sonuglar1 olan 6rneklerin 260 nm ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans
Olctimleri ile pL’deki ng cinsinden RNA miktarlar1 yani konsantrasyonlar1 Cizelge 5.3.’te
ve RNA orneklerinin saglamlik tayini i¢in % 1,5 yogunlukta agaroz jelde, 90V’da 45 dk jel
elektroforezi sonrasi beklenen 18S rRNA ile 28S rRNA bantlarinin UV altindaki goriintiisii

Sekil 5.4.’te gosterilmistir.
Cizelge 5.3. Ornek total RNA 6l¢iim tablosu
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Uygulama Grubu 1.6lgiim | 2.6lgiim
0.18 0.18 260
0.085 0.084 280
0,3mM PA 24 Saat
2.118 2.144 260/280
144.222 | 144.225 | ng/uL
0.185 0.19 260
0.087 0.09 280
PA Kontrol 24 Saat
2.113 2.114 260/280
147.899 | 151.764 | ng/uL
0.094 0.097 260
. 0.047 0.046 280
Park2siRNA+0,3mM PA 24 Saat
2.003 2.095 260/280
75.365 77.507 | ng/uL
0.088 0.089 | 260
. 0.041 0.042 280
NKsiRNA+0,3mM PA 24 Saat
2.134 2.129 260/280
70.084 70.808 | ng/uL
0.184 0.184 260
Uygulama Yapilmamis INS1-E 0.087 0.087 | 280
Hiicresi 2.12 2.109 | 260/280
147.261 | 147.247 | ngiuL



1 2 3456867 8 91011

50bg¢ marker

Kontrol INS-1E

Kontrol INS-1E

PA Kontrol 24 Saat

PA Kontrol 24 Saat

0,3mM PA 24 Saat

0,3mM PA 24 Saat

NKsiRNA + 0,3mM PA 24 Saat

. NKsiRNA + 0,3mM PA 24 Saat
10. Park2 siRNA + 0,3mM PA 24 Saat
11. Park2 siRNA + 0,3mM PA 24 Saat

| 285 rRNA

18S rRNA

©ENPUR WD R

Sekil 5.4. Ornek total RNA agaroz jel goriintiisii

Total RNA’nin saflik ve saglamlik kontrolleri ardindan cDNA sentezi gerceklestirilmis,
cDNA’nin kullanilabilirligini test i¢in sigan B-Aktin kontrol PZR’si gergeklestirilmistir.
Beklenen 178bg¢’lik PZR iiriinii UV jel goriintiisii Sekil 5.5.’te gosterilmistir.

50bc¢ marker

Kontrol INS-1E

Kontrol INS-1E

PA Kontrol 24 Saat

PA Kontrol 24 Saat

0,2mM PA 24 Saat

0,3mM PA 24 Saat

0,3mM PA 24 Saat

NKsiRNA + 0,3mM PA 24 Saat
10. NKsiRNA + 0,3mM PA 24 Saat
11. Park2 siRNA + 0,3mM PA 24 Saat
12. Park? siRNA + 0,3mM PA 24 Saat
13. Park2 siRNA + 0,3mM PA 24 Saat

6 7 8 91011 1213

VRN R W e

Sekil 5.5. cDNA kontrolii i¢in yapilmis sican Aktin-Beta PZR agaroz jel goriintiisii

Tiim kontrol basamaklar1 ardindan yontemlerde detayli olarak bahsedilen ‘Kisim 4.2.7.
GERCEK ZAMANLI PZR’ deki protokole uygun olarak gen ifade seviyelerindeki

degisimler incelenmistir.
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5.3.1. FARKLI PA DOZLARI VE PARK2 SIRNA KOSULUNUN PARK2 GEN
IFADE SEVIYESINE ETKISI

0,3mM PA’nin 24 saat uygulama dozuna ek olarak Park2 genindeki minimal doz
degisimlerine kars1 ifade diizey degisimini teyit etmek icin sadece Park2 geni igin 0,5mM
PA 24 saat dozu da uygulama grubuna eklenmistir. Park2 geni ifade diizey farkliliklari Sekil
5.6.’da gosterilmistir.

Park2 gen ifade seviyesi 0,3mM PA 24 saat uygulamasinda beklenildigi gibi 0,5mM PA 24
saat uygulamasina gore daha yiiksek gozlenmis ve aradaki kat farki da istatistiki olarak

anlamli ¢ikmugtir.

SiRNA uygulamasi sonras1 Park2 geni kat degisim seviyesi kontrole gore %80 diizeyinde

azalma gostererek beklenen sessizlesme kosulu saglanmistir.

Park2
25
* %k
*
1
2
E
s *
ELT)
Q
=]
"
7 1
U’S . I
U |
PA Kontrol 0,3mM PA 0,5mM PA NKsiRNA+  Park2siRNA+

0,3mM PA 0,3mM PA

Uygulamalar

Sekil 5.6. Park2 geni ifadelenme grafigi
Uygulamalar 24 saat siireyle gerceklestirilmistir.
(*p<0,05 ** p<0,001, hata ¢gubuklar1 SEM degeridir)
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5.3.2. LIPOTOKSIK KOSULLAR ALTINDA PARK2 GENININ ARTIS VE
AZALISININ ER STRES, OTOFAJi VE APOPTOZ GENLERININ iFADE
DUZEYLERINE OLAN ETKIiSi

PA ile olusturulan lipotoksik kosullar altinda Parkin proteininin ER stres, otofaji ve apoptoz
yolaklarina etkilerinin mRNA diizeyinde gozlenebilmesi i¢in 0,3mM PA 24 saat lipotoksik
kosullar altinda Park2 gen varliginda ve Park2 geni sessizlestirilerek her grup i¢in belirlenen

genlerle Gergek Zamanli PZR caligsmasi yapilmistir.

5.3.2.1. ER Stres Genleri

ER Stres gen markerlar1 olarak Atf6, Grp78 (Bip) ve Chop (Ddit3) genlerinin ifade diizey
degisimlerine bakilmistir. Lipotoksik kosullar altinda Park2 geni varliginda ii¢ genin de
ifade seviyelerinde artis gozlenirken siRNA aracili olarak Park2 geni sessizlestiginde bu

ifadenin azalisa gectigi saptanmaigtir.

Atf6, Grp78 ve Chop genlerinin uygulamalara bagli ifade degisim grafikleri Sekil 5.7., 5.8.

ve 5.9.’da verilmistir.

Atf6
*
le ok |
14 |
12
E .
on
)
QU 0.8
(]
E 0&
I o
04
0z
1]
PA Kontral 0,3mM PA NK siRNA + Park2 siRNA +
0,3mM PA 0,3mM PA

Uygulamalar

Sekil 5.7. Atf6 geni ifadelenme grafigi
Uygulamalar 24 saat siireyle gerceklestirilmistir.
(* p<0,05, ** p<0,01, hata cubuklar1 SEM degeridir)
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Chop

18 * &

*
1
0
06
04
0z

NK siRMNA + Park2 siRNA +
0,3mM PA 0,3mM PA

Kat Degisimi

PA Kontrol 0,3mM PA
Uygulamalar

Sekil 5.8. Chop geni ifadelenme grafigi
Uygulamalar 24 saat siireyle gerceklestirilmistir.
(* p<0,05, ** p<0,01, hata cubuklar1 SEM degeridir)

Grp78

18
16
14

1,2

08

0&

Kat Degisimi

o4

02

NK siRNA + Park2 siRNA +
0,3mM PA 0,3mM PA

PA Kontrol 0,3mM PA
Uygulamalar
Sekil 5.9. Grp78 geni ifadelenme grafigi

Uygulamalar 24 saat siireyle gerceklestirilmistir.
(hata ¢ubuklar1 SEM degeridir)
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5.3.2.2. Otofaji Genleri

Otofaji markerlar1 olarak belirlenen Lc3a (Mapllc3a), p62(Sgstml) ve Beclinl(Bcnl)
genlerinin lipotoksik kosullarda Park2 genine bagli gen ifade seviye farkliliklar1 Sekil 5.10,
5.11., 5.12.’de gosterilmistir. Lc3a ve p62 icin gen ifade seviyeleri PA uygulamasinda,
Park2 geni varliginda SIRNA uygulamasina kiyasla daha yiiksek ve istatsistiki olarak
anlamli degisimlerdir. Her iki kosul i¢in de Beclinl geni ifade diizeyi igin bariz bir kat farki

olmamasinin yani sira istatistiki olarak anlamli bir degisim saptanamamustir.

Lc3a
1,8 * *
I
16
14
£ 1
on
wn 1
]
(] 0,8
e
g 06
0,4
0,2
1]
PA Kontrol 0,3mM PA NK siRNA + Park2 siRNA +
0,3mM PA 0,3mM PA

Uygulamalar

Sekil 5.10. Lc3a geni ifadelenme grafigi
Uygulamalar 24 saat siireyle gerceklestirilmistir.
(* p<0,05, Hata ¢cubuklart SEM degeridir)
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18

16

Kat Degigimi

PA Kontrol 0,3mM PA NK siRNA + Park2 siRNA +
0,3mM PA 0,3mM PA

Uygulamalar

Sekil 5.11. p62 geni ifadelenme grafigi
Uygulamalar 24 saat siireyle gerceklestirilmistir.
(* p<0,05, Hata ¢ubuklar1 SEM degeridir)

Beclinl

Kat Degigimi

NK siRNA + Park2 siRNA +

PA Kontrol 0,3mM PA
0,3mM PA 0,3mM PA

Uygulamalar
Sekil 5.12. Beclinl’in ifadelenme grafigi
Uygulamalar 24 saat siireyle gerceklestirilmistir.
(Hata cubuklar1 SEM degeridir)
5.3.2.3. Apoptoz Genleri

Lipotoksik kosullar altinda Parkin proteininin hiicre sagkalimina etkisinin apoptoz yoniinden

incelenebilmesi igin pro-apoptotik genler Bak ve Bax, anti-apoptotik genler Bcl-2 ve Bcl-XL
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gen ifade diizeylerine bakilmistir. Pro-apoptotik genlerin Park2 geninin sessizlestigi

kosullarda ifade artis1 gosterdikleri saptanmistir (Sekil 5.13. ve Sekil 5.14.).

Bak

*
1
05
04
) III

NK siRNA + Park2 siRNA +
0,3mM PA 0,2mM PA

Kat Degisimi

PA Kontrol 0,3mM PA

Uygulamalar

Sekil 5.13. Bak geni ifadelenme grafigi
Uygulamalar 24 saat siireyle gerceklestirilmistir.
(* p<0,001, Hata ¢ubuklar1 SEM degeridir)
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PA Kontrol 0,3mM PA NK siRNA + Park2 siRNA +
0,3mM PA 0,3mM PA

Uygulamalar

Sekil 5.14. Bax geni ifadelenme grafigi
Uygulamalar 24 saat siireyle gergeklestirilmistir.
(* p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001, Hata cubuklar1 SEM degeridir)

Anti-apoptotik genler Bcl-2 ve Bcl-XL Park2 geni varliginda ve PA uygulamasinda siRNA
uygulamasina gore daha diisiik ifade seviyeleri gostermistir (Sekil 5.15. ve Sekil 5.16.).

mRNA diizeyinde anti-apoptotik genlerden beklenen degisim gézlenememistir.
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Bcl-2

1,2

0,8

0,6

Kat Degisimi

02

0,3mM PA NK siRNA + Park2 siRNA +
0,3mM PA 0,3mM PA

PA Kontrol

Uygulamalar

Sekil 5.15. Bcl-2 geni ifadelenme grafigi
Uygulamalar 24 saat siireyle gerceklestirilmistir.
(* p<0,01 ** p<0,001, Hata gubuklar1 SEM degeridir)

Bcl-XL
1z *
* % | *
1
g 0
@
& 0,6
et
3
= 0,4
0.z
1)
PA Kantrol 0,3mM PA NKsiRNA+  Park2siRNA +

0,3mM PA 0,3mM PA

Uygulamalar

Sekil 5.16. BelXI geni ifadelenme grafigi
Uygulamalar 24 saat siireyle gerceklestirilmistir.
(*p<0,05 **p<0,001, hata cubuklar1 SEM degeridir)
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5.3.2.4. Bcl-2/Bcl-X1 Orami ile Hiicrenin Apoptoza Yéneliminin incelenmesi

Apoptotik genlerin mRNA ifadelenme bulgularinin yani sira Bax ve Bcl2 genlerinin mRNA
diizeyinde ifadelenme degerlerinin oram1 (Bax/Bcl2 orani) bir apoptoz belirteci olarak

kullanilmakta ve literatiirde de yer almaktadir (168-171).

Bax/Bcl2 oraninin 1’den yiiksek olmasi hiicrede apoptoza yonelim oldugunu belirtmektedir.
Bax ne kadar fazla ise hiicre apoptoza gitmekte, Bcl2 ne kadar fazla ise hiicrede apoptoz 0
derece inhibe olmaktadir. Bax ve Bcl2 genlerinin ifadelenme diizeyleri bu noktadan
hareketle incelendiginde lipotoksik kosullarda Park2 geni varliginda 0,7 olan Bax/Bcl2 oran1
Park2 geni siRNA aracili olarak susturuldugunda 1,2’ye yiikselmektedir. Hiicrelerin SIRNA
uygulamasi sonrasi apoptoza yoneldigini gostermektedir (Cizelge 5.4.).

Cizelge 5.4. Uygulamalara bagh degisen Bax/Bcl2 oranlari

Uygulama Bax/Bcl2 oranlari
0,3mM PA 24 Saat
(Parkin proteini varliginda) 0,2/0,3=0,7
Park2 siRNA + 0,3mM PA 24 Saat
(Parkin proteini yoklugunda) 0,6/0,5=1,2
(>1) Apoptoza yonelim

5.4. LIPOTOKSIK KOSULLARDA PARK2 GENININ HUCREDEKi APOPTOZ
YONELIMINE ETKIiSINIiN ELiZA YONTEMI iLE TEST EDILMESI

Park2 geni varliginda ve siRNA aracili Sessizlestirildigi lipotoksik kosullar ile indiiklenen
hiicre Olimi ardindan sitoplazmik histon-iliskili  DNA pargalarinin  (mono- Ve
oligoniikleozomlar) fotometrik enzim immiin analizinin in-vitro tespitini saglayan Eliza
tabanl sistemde (Roche-Cell Death Detection Elisa Cat. No: 11 544 675 001) apoptoz
geciren hiicrelerin sitoplazmasinda mevcut oldugu bilinen histonla iliskili DNA fragmanlari

araciligi ile hiicrelerin apoptoz diizeyi analiz edilmistir (Sekil 5.17.).

Her gruptan esit sayida hiicre ile yapilan analizde uygulama gruplar1 kontrollerine gore ¢ok

daha yiiksek diizeyde apoptotik deger vermistir. Uygulama gruplari igerisinde de en fazla
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apoptoza yonelen grup 24 saat siRNA grubu olurken onu 12 saat siRNA grubu ve PA

uygulama gruplari 24. ve 12. saat takip etmistir.

Eliza Yontemi ile Apoptoz Analizi

*k

I
45 * ¥

I
*¥ ‘
40
* ¥
35
30
25
20
* ¥
15
*
10
05
00 —— == —

Absorbans degerlerinegére
apoptotik indeks

Kontol INS1-E 0,3mM PA 0,3mMPA 0,3mMPA NK siRNA + Park2siRNA+  Park2siRNA+
Hiicreleri Kontrol 12 Saat 24 Saat 0,3mM PA 0,3mMPA 0,3mM PA
24 Saat
Uygulama 12 Saat

Sekil 5.17. Apoptoz Eliza analiz sonuglar1
(*p<0,01 **p<0,001)

5.5. LIPOTOKSIK KOSULLAR VE PARK2 SIRNA UYGULAMASININ PARKIN
VE LC3A PROTEIN iFADE SEVIYELERINE OLAN ETKIiSi

Parkin proteini Western Blot calismasi sonucunda Gergek Zamanli PZRcalismalarinda
mRNA diizeyinde elde edilen sonuglara paralel sonuglar vermistir (Sekil 5.18.). PA
uygulamasinda 24 satteki protein ifade diizeyi 12 saatten daha fazla saptanmistir. SIRNA
uygulamalarinda da Park2 geninin sessizlesmesine bagli Parkin proteini ifadesinin oldukga

azalmig oldugu gozlenmistir.
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NK siRNA + 0,3mM PA Kontrol 24 Saat
NK siRNA + 0,3mM PA Kontrol 12 Saat
Park2 siRNA + 0,3mM PA 24 Saat
Park2 siRNA + 0,3mM PA 12 Saat

0,3mM PA 24 Saat
0,3mM PA 12 Saat

Parkin M . - - -

B-AKHN | - —

Kat Degisimi

Parkin Proteini

H I I

NKsiRNA+  NKsiRNA+  ParkZsiRNA+ 0,3mMPA  Park2siRNA+  pammPpA
03mMPA24 03mMPAL2  0,3mMPA 245aat 0,3mM PA 12 Saat
Saat saat 24 Saat 12 Saat

Uygulama

Sekil 5.18. Parkin proteininin Western Blot sonucu

Otofaji marker1 Lc3a proteini, 12 ve 24 saatlik 0,3mM PA uygulamasi sonrasinda kontrole

ve siRNA uygulamalarina gore daha yiiksek ifade gostermistir (Sekil 5.19.).
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Lc3a —— —— .
B-Aktin

Kat Degisimi

Lc3a Proteini

Kontrol PA 0,3mM PA 0,3mM PA NKsiRNA+ Park2siRNA+ Park2siRNA+
INS-1E Kontrol 12 5aat 24 5aat 03mMPA  03mMPA 0,3mM PA
Hiicresi 12 a0t 24 5aat

Uygulama

Sekil 5.19. Lc3a proteininin Western Blot sonucu
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5.6. PARKIN PROTEINi VARLIGINDA VE SIiRNA ARACILI OLARAK
IFADESININ BASKILANDIGI LiPOTOKSIiK KOSULLARDA INS-1E
HUCRELERINDE DEGISEN MiRNA PROFILiNiN INCELENMESI

Lipotoksik kosullarin Park2 geni varligina bagli miRNA diizeyinde etkisini gorebilmek igin
0,3mM PA ve Park2 siRNA + 0,3mM PA uygulamalari total RNA’s1 ile Gergek Zamanli
PZR miRNA dizin ¢aligmasi ger¢eklestirilmistir. Uygulamada Kisim 4.2.8”de detayl sekilde
anlatilmis olan Qiagen MIRCURY LNA miRNA SYBR Green PCR protokolii
uygulanmustir. Fare ve sigan tiiriine 6zgii PCR panellerine (Qiagen-Cat No: YAMR-312Y)
ornek gruplar1 Cizelge 5.5.°teki sekilde yiiklenip her bir 6rnek 3 tekrarli calisilmigtir. Roche
LightCycler 480 cihazinda gergeklestirilen analizlerde 35’in iizerinde Ct degeri veren
ornekler analizden diglanmustir.

Cizelge 5.5. Gergek Zamanli PZR miRNA Dizin ¢alismasi i¢in kullanilan PA ve siRNA
uygulama gruplari ve bu gruplarin kontrolleri

Ornek Ornek Adi Grup Ornek | Ornek Adi Grup
No No
1 0,3mM PA Kontrol 24 Saat | Kontrol | 4 NK SiRNA + 0,3mM PA 24 Saat Kontrol
2 0,3mM PA Kontrol 24 Saat (1) | Kontrol -

2 NK siRNA + 0,3mM PA 24 Saat (1) Kontrol
3 0,3mM PA Kontrol 24 Saat (2) | Kontrol 3 NK siRNA + 0,3mM PA 24 Saat (2) Kontrol
a4 0,3mM PA 24 Saat Grupl 4 Park2 siRNA + 0,3mM PA 24 Saat Grupl
5 0,3mM PA 24 Saat (1) Grupl 5 Park2 siRNA + 0,3mM PA 24 Saat (1) Grupl
6 0,3mM PA 24 Saat (2) Grupl 6 Park2 siRNA + 0,3mM PA 24 Saat (2) Grupl

Elde edilen miRNA Ct degerleri Qiagen’in GeneGlobe (159) sitesine yiiklenerek miRNA
analizleri gergeklestirilmistir. Paneldeki tiim miRNA’larin istatistiksel analizi (p<0,05) ve
kat degisim oranlar site tarafindan raporlanmistir. Bu veriler ile Cizelge 5.6.’daki akis

izlenerek miRNA profilleme ¢alismasinin biyoinformatik analizleri ger¢eklestirilmistir.
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Cizelge 5.6. Biyoinformatik analiz i¢in izlenen yolun ig-akis semasi

PZR miRNA Dizin ¢aligmast sonucu her iki uygulama igin istatistiksel olarak
anlamli degisen (p<0,05) miRNA’lar se¢ilmistir.

Segilen miRNA’larin si¢anlardaki karsiligi Qiagen ‘Gene Globe’ ve MirBase
sitelerinden kontrol edilmistir.

3 | Venny programu ile her iki uygulama i¢in ortak miRNA’lar belirlenmistir.

Secilen miRNA’lara ek olarak en az bir uygulama sonucu istatistiksel olarak
4 | anlamli degismis ve uygulamalar arasi kat farki dramatik olan miRNA’lar da

incelenecek miRNA listesine eklenmistir.

5 | Listelenmis miRNA’larin TargetScan ile hedefledikleri genler belirlenmistir.

Hedeflenen gen listeleri ile Webgestalt tizerinden yolak analizi yapilmistir. FDR

degeri 0,05’ ten kiiciik olan yolaklar listelenmis ve incelenmistir.

Filtrelenen miRNA’lar hedefledikleri genler ve etkiledikleri yolaklar acisindan
7 | daha detayli incelenerek, arastirilan hipotezi destekleyen yolak mekanizmalar

aydinlatilmaya caligilmistir.

PA ve siRNA uygulama ornekleri ile yapilmis dizin ¢alismasi raporundan elde edilen
istatistiksel olarak anlamli degisim gosteren (p<0,05) miRNA’lar ¢ekilerek listelenmistir.
Farkli canli isimleri (hsa-miR, mmu-miR ve rno-miR seklinde) ile adlandirilmis
miRNA ’lardan olusan karisik listelerin siganlarda karsiliklart Qiagen-GeneGlobe sitesinden
(172) kontrol edilerek, siganlarda ifade olan miRNA’larin dizi ve MIMAT ID bilgisi
kaydedilmistir (Sekil 5.25.). miRNA’lar filtrelenerek sicana 6zgii MIRNA adlandirmasiyla
yeniden listelenmistir. Bu filtreleme islemi ardindan MIMAT numarasi ile miRBase (173)

tizerinden miRNA’nin ikinci bir kontroli daha yapilmistir (Sekil 5.26.).
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essee GeneGlobe Applications  Customize Analyze Knowledge
QIAGEN

Search in product family \

Sekil 5.20. Insana ait bir miRNA'nin sican karsiligmin Qiagen-GeneGlobe iizerinden
kontrolii

miRBase MANCHESTER
—
" - miRNA count: 38589 entries
miRBase: the microRNA database | Relesse 22, |

miRBase provides the following services: Search by miRNA name or keyword

« The miRBase database is a searchable database of published miRNA sequences and annotation. Each entry in the miRBase [ Go || Example |
Sequence database represents a predicted hairpin portion of a miRNA transcript (termed mir in the database), with information on .

the location and sequence of the mature miRNA sequence (termed miR). Both hairpin and mature sequences are available for Download published miRNA data
searching and browsing, and entries can also be retrieved by name, keyword, references and annotation. All sequence and | Download page J
annotation data are also available for download. ¢ e

« The miRBase Reqgistry provides miRNA gene hunters with unique names for novel miRNA genes prior to publication of results. Visit
the help pages for more information about the naming service.

To receive email notification of data updates and feature changes please subscribe to the miRBase announcements mailing list. Any queries about the website or naming service should

miRBase is managed by the Griffiths-Jones lab at the Faculty of Biology, Medicine and Health, University of Manchester with funding from the BBSRC. miRBase was previously hosted
and supported by the Wellcome Trust Sanaer Institute.

If you make use of the data presented here, please cite the following articles in addition to the primary data sources:
miRBase: from microRNA sequences to function.
M. GriffithsJones S.

Nucleic Acids Res 2019 47:D155-D162

Mature sequence rno-miR-130a-3p
PYSLENULE MIMAT0000836

LAEITITES OEY ro-miR-130a

Sequence
o o (e e e

vl 514348 reads, 507 experiments

sequencing

371 ELIEN experimental; cloned [1-4], Northern [1,3], SOLID [5]

AL TargetScanVert: rno-miR-130a-3p
LEl Ll miRDB: rno-miR-130a-3p
microrna.org: rno-mik-130a-3p

Sekil 5.21. miRNA'nin miRBase tizerinden kontrol edilmesi

Fitreleme ardindan, PA uygulamasi i¢in baglangigta anlamli olarak degisen 144 adet miRNA
sadece si¢ana Ozgii ve istatistiksel olarak anlamli degisim gosterdigi (p<0,05) takdirde 110°a
dismistiir (Cizelge 5.7.).
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Cizelge 5.7. 0,3mM PA uygulamasinin dizin ¢alismasi sonucunda elde edilmis sigana 6zgi
ve istatistiki olarak anlamli degisen (p<0,05) miRNA listesi

Ayni sekilde baglangicta anlamli degisen miRNA sayist 62 olan siRNA uygulamasi
miRNA’lar1 ise 44’°e inmistir (Cizelge 5.8.).

Cizelge 5.8. Park2 siRNA + 0,3mM PA uygulamasimin dizin ¢aligmasi sonucunda elde
edilmis sigana 6zgii ve istatistiki olarak anlamli degisen (p<0,05) miRNA listesi

miRNA ; L. Kat miRNA R L. Kat

miRNA Adi p Degeri . . miRNA Adi p Degeri .. .
No Degigimi No Degisimi
1 rno-miR-30d-3p |0.001210 1,42] 23 rno-miR-101a-3p [0.025350 1,84
2 rno-miR-99b-5p |0.001619 1,68| 24 rno-miR-32-5p 0.025758 2,59
3 rno-miR-204-3p |0.002403 1,55 25 rno-miR-96-5p 0.026888 1,64
4 rno-miR-505-3p |0.002435 1,87 26 ro-miR-139-3p [0.026990 2,56
5 rno-miR-503-5p |0.003466 3,65 27 rmo-miR-455-5p [0.027756 1,65
6 rno-miR-214-3p |0.003649 1,98] 28 rno-miR-362-5p [0.031316 1,97
7 rno-miR-344a-5p |0.003820 3,88 29 rno-miR-301a-3p (0.032521 2,75
8 rno-miR-542-3p |0.005234 1,64 30 rno-miR-339-3p (0.033293 1,42
9 rno-let-7f-5p 0.005602 2,21] 31 rmo-let-7g-5p 0.034301 1,22
10 rno-miR-30e-3p |0.006656 2,86 32 rno-let-7a-5p 0.036192 1,56
11 rno-miR-347 0.009099 2,83 33 rno-miR-135b-5p [0.039172 2,14
12 rno-let-7b-3p 0.009254 1,52] 34 rno-miR-483-3p (0.039227 -1,98
13 rno-miR-450a-5p |0.012804 2,1 35 rno-miR-29¢c-5p [0.039756 2,54
14 rno-let-7f-1-3p  |0.013464 1,55] 36 rno-miR-344a-3p [0.043035 2,59
15 rno-miR-331-3p |0.013504 1,88] 37 rmo-miR-140-5p (0.043934 1,8
16 rno-miR-296-5p |0.013733 -1,61 38 rno-miR-153-3p [0.044151 2,47
17 rno-miR-340-3p |0.014431 1,59 39 rno-miR-30e-5p |0.045678 1,67
18 rno-miR-325-3p |0.014954 1,2] 40 rno-miR-126a-3p [0.047194 1,69
19 rno-miR-98-5p  |0.016410 1,79 41 rno-miR-193a-3p [0.049996 2,42
20 rno-miR-190a-5p |0.020800 -1,63] 42 rmo-miR-183-5p [0.052703 1,56
21 rno-miR-139-5p |0.023873 1,51 43 mo-miR-31a-5p |0.054366 1,4
22 rno-miR-431 0.024813 1,93 44 rno-miR-22-3p  [0.055486 1,05
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miRNA . . Kat miRNA . .. Kat miRNA N . Kat miRNA/ . . Kat

miRNA Adi p Degeri . miRNA Adi p Degeri L miRNA Adi p Degeri . miRNA Adi p Degeri .

No Degisimi| No Degigimi| No Degisimi| No Degigimi

1 rno-miR-16-3p 0.000014 2,53| 31 [rno-miR-101a-5p |0.003657 1,29] 61 |rno-miR-20a-5p [0.012421 2,17| 91 |[rno-miR-346 0.034060 2,02

2 rno-miR-219a-5p (0.000113 3,34 32 [mo-let-7b-5p 0.003930 2,29] 62 |mo-let-7e-5p 0.012584 2,41 92 |rno-miR-187-3p |0.035573 2,87

3 rno-miR-9a-3p  |0.000138 4,21| 33 |mo-miR-378a-3p |0.004796 3,81] 63 |mo-miR-18a-3p |0.013464 1,96) 93 |rno-miR-181a-5p [0.035666 2,45

4 rno-miR-27a-3p  |0.000147 2,31 34 [mo-miR-374-5p [0.004876 3,9] 64 |mo-miR-148-5p |0.013755 2,19) 94 |rno-miR-150-5p [0.037175 1,25

5 rno-miR-28-5p 0.000158 3,83] 35 [rno-miR-340-5p [0.005054 2,96] 65 |rmo-miR-322-5p |0.014033 2,54| 95 |rno-miR-92a-3p |(0.038578 1,74

6 rno-miR-340-3p  (0.000433 3,01 36 [rno-miR-30e-5p [0.005254 3,69] 66 |rmo-miR-191-5p |[0.014072 2,29 96 |rno-miR-153-3p |(0.042777 2,27

7 rno-miR-434 0.000466 2,57| 37 [rno-miR-383-5p [0.005810 3,09 67 |mo-miR-34b-3p |0.014463 1,38| 97 |rno-miR-744-5p |(0.043100 2,68

8 rno-miR-425-5p  [0.000539 2,37 38 [rno-miR-674-3p  |0.006080 2,15] 68 |rmo-miR-152-3p [0.014652 3,06| 98 |rno-miR-488-3p |(0.044012 3,64

9 rno-miR-212-3p  [0.000530 341 39 |mo-miR-182 0.006134 3,34] 69 |rmo-miR-300-3p [0.014716 3,29| 99 |rno-miR-103a-3p (0.044351 2,18

10 |rno-miR-598-3p |0.000668 3,21 40 ([rmo-miR-1%b-3p |0.006203 3,61] 70 |rmo-miR-101a-3p |0.016062 2,71 100 |rno-miR-362-5p |[0.045501 3,3

11  |rno-miR-30a-5p |0.000695 2,91 41 [mo-miR-542-5p [0.006263 2,66] 71 |mo-miR-34c¢-5p |0.017088 3,12| 101 |rno-miR-24-3p  [0.046124 2,02

12  |rno-miR-31a-3p |0.000657 -1,44| 42 [rmo-miR-190a-5p |0.006548 3,16] 72 |mo-miR-44%a-5p |0.018639 3,48| 102 |rno-miR-142-3p (0.047336 3

13  |rno-miR-708-5p |0.000736 2,19] 43 ([rmo-miR-128-3p (0.007135 2,271 73 |mo-let-7b-3p 0.015044 1,9 103 [rno-miR-328a-3p |0.045106 1,83

14 |rno-miR-195-5p |0.000838 2,75| 44 [rno-miR-342-3p  [0.007233 2,65] 74 |rmo-miR-582-5p |0.019165 3,1 104 ([rno-miR-186-5p |0.045991 1,85

15  |rno-miR-24-1-5p |0.000861 2,46 45 [rno-miR-30a-3p [0.007633 1,68] 75 |rmo-miR-503-5p [0.015234 3,13| 105 |rno-miR-29a-3p |0.050874 2,38

16 |rno-miR-325-3p |0.000938 2,51 46 [rno-miR-29c-3p  [0.007787 3,86] 76 |rmo-miR-29a3-5p |0.018695 1,74| 106 |rno-miR-%a-5p [0.053741 2,7

17  |rno-miR-92b-3p |0.000981 3,29] 47 [rno-miR-384-5p  (0.007807 3,74 77 |rmo-miR-421-5p [0.021307 2,09 107 |rno-miR-375-3p [0.055281 2,44

18 |rno-miR-872-3p |0.001156 148| 48 |rno-let-7c-5p 0.008124 2,65 78 |rno-let-7f-5p 0.021823 4,54| 108 [rno-miR-873-5p |0.057494 1,83

19 |rno-miR-132-3p |0.001280 4,73 49 |mo-miR-107-3p |0.008337 2,951 79 |rmo-miR-200c-3p [0.023032 3,24| 109 |rno-miR-125a-5p [0.058071 2,37

20 |rno-miR-125b-5p (0.001489 4,1 50 |rno-miR-96-5p 0.008638 2,81] 80 |rmo-miR-31a-5p |[0.023830 2,29 110 |rno-miR-497-5p |0.055089 2,15

21 |rno-miR-450a-5p |0.001701 2,51 51 [rmo-miR-126a-3p (0.008778 3,37] 81 |mo-miR-182-5p |0.024081 2,56

22 |rno-let-7g-5p 0.001954 3,85 52 [mo-miR-203a-3p (0.009574 3,27] 82 |mo-miR-28¢-5p |0.024164 2,06

23 |rno-miR-98b-3p (0.002663 3,64 53 [mo-miR-139-5p (0.010130 2,73] 83 |mo-miR-338-5p |0.026708 2,95

24 |rno-miR-15b-5p [0.002780 2,35| 54 |[rno-miR-93-5p 0.010640 2,21] 84 |rmo-miR-501-5p |[0.026308 2,49

25 |rno-miR-151-3p |0.002956 3,74 55 [rno-miR-129-2-3p (0.010997 3,86] 85 |rmo-miR-130a-3p |0.028881 2,87

26 |rno-miR-378a-5p |0.003369 3,57| 56 [rno-miR-505-3p [0.011217 3,35 86 |rmo-miR-130b-3p |0.029231 1,76

27  |rno-miR-196a-5p |0.003371 2,87 57 |mo-miR-95b-5p |0.011424 2,92] 87 |rmo-miR-344a-3p [0.031100 3,77

28  |rno-miR-21-5p 0.003504 3,1| 58 [rno-miR-466c-5p |(0.012041 1,54] 88 |rmo-miR-338-5p [0.031282 1,88

20  |rno-miR-141-3p |0.003520 2,44 59  [rmo-miR-194-5p (0.012144 2,98] 89 |mo-miR-146b-5p |0.032387 3,19

30 |rno-miR-331-3p |0.003571 3,7] 60 |rno-let-7d-5p 0.012192 2,92] 90 |mo-miR-98-5p |0.032714 2,48




Elde edilen iki listedeki miRNA’lar Venny Programi yardimi ile kesistirilerek her iki
uygulama i¢in de anlamli degisime ugramis (p<0,05) 22 adet ortak miRNA saptanmistir
(Sekil 5.22.).

PA Uygulamasi siRNA Uygulamasi
miRNA . miRNA .
miRNA Adi miRNA Adi
No No

1|{rno-miR-340-3p 12| rno-miR-99b-5p
2|rno-miR-325-3p 13| rno-miR-101a-3p
3|rno-miR-450a-5p 14| rno-let-7b-3p
4|rno-let-7g-5p 15|rno-miR-503-5p
5|rno-miR-331-3p 16| rno-let-7f-5p
6|rno-miR-30e-5p 17|rno-miR-31a-5p
7|rno-miR-190a-5p 18| rno-miR-29¢c-5p
8|rno-miR-96-5p 19| rno-miR-344a-3p
9|rno-miR-126a-3p 20|rno-miR-98-5p

10{rno-miR-139-5p 21/rno-miR-153-3p

11{rno-miR-505-3p 22 rno-miR-362-5p

Sekil 5.22. Her iki mikrodizin ¢alismasinda ortak bulunan miRNA'lar (p<0,05)

Bu listeye ek olarak, uygulamalar aras1 miRNA ifade diizeyleri belirgin farklilik gdsteren
ve en az bir uygulama grubu istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) degismis 11 miRNA daha
listeye eklenmistir. Toplamda detayli biyoinformatik incelemesi yapilacak 33 miRNA
saptanmigtir (Cizelge 5.9.).
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Cizelge 5.9. Dizin ¢alismasindan detayli biyoinformatik arastirmalar igin filtrelenmis 33
mMiRNA

miRNA ) PA Uygulamasi siRNA Uygulamasi miRNA ) PA Uygulamasi siRNA Uygulamasi
miRNA Adi Kat Kat miRNA Adi L Kat L Kat
No p degeri ... . |pdeger - No pdegeri | . _|pdegeri| . _ _
degisimi degisimi degigimi degisimi
1 |mo-miR-340-3p | 0,000433 3,01| 0,014431 1,50| | 23 |mo-miR-212-3p | 0,00055 5,41[>0,05 -1,59
2 |mo-miR-325-3p | 0,000938 2,51| 0,014954 12 24 |mo-miR-132-3p | 0,00128 4,79]>0,05 -1,01
3 |mo-miR-4502-5p | 0,001701 2,51] 0,012804 21| |25 |mo-miR-31a-3p | 0,000697|  -1,44{>0,05 1,46
4 |mo-let-7g-5p 0,001994 3,85| 0,034301 1,22 | 26 |mo-miR-449% 5p | 0,018639 3,48|>0,05 -1,04
5 |mo-miR-331-3p | 0,003571 3,7 0,013504 1,88 | 27 |mo-miR-182 0,006184 3,34>0,05 -11
6 |mo-miR-30e-5p | 0,005254 3,69] 0,045678 1,67 |28 |mo-miR-501-5p | 0,026508 2,49>0,05 -12
7 |mo-miR-1902-5p | 0,006548 318 00208 163 29 |mo-miR-30e-3p |>0,05 -1,03| 0,006656 2,%
8 |momiR-965p | 0,008638 2,81] 0,026888 164) | 30 |mo-miR-347  ]>0,05 -1,05] 0,009099) 2.8
9 |mo-miR-126a-3p | 0,008778 3,37| 0,047194 1,69 :; ::Zz:giggzg :ggg igg 2'881223 j*gé
10 |mo-miR-139-5p | 0,01013 2,73] 0,023873 1,51 . d 2 :
- 33 |mo-miR-344a-5p |>0,05 1,96| 000382 3,88
11 |mo-miR-505-3p | 0,011217 3,35/ 0,002435 1,87
12 |mo-miR-99b-5p | 0,011424 2,92| 0,001619 1,68
13 |rno-miR-101a-3p | 0,016062 2,71 0,02535 1,84
14 |mo-let-7b-3p | 0,019044 1,9 0,009254 1,52
15 |mo-miR-503-5p | 0,019234 3,13| 0,003466 3,65
16 |mo-let-7f-5p 0,021823 4,54| 0,005602 2,21
17 |mo-miR-31a-5p | 0,02383 2,29| 0,054366 1,4
18 |mo-miR-29c-Sp | 0,024164 2,06| 0,039756 2,54
19 |mo-miR-344a-3p| 0,0311 3,77| 0,043035 2,59
20 |mo-miR-985p | 0,032714 2,48] 0,01641 1,79
21 |mo-miR-153-3p | 0,042777 2,27| 0,044151 2,47
22 |mo-miR-362-5p | 0,045501 3,3 0,031316 1,97

TargetScan (163) programi kullanilarak 33 miRNA’nin tahmini hedef genleri belirlenmistir.
Hedef gen listeleri ile pesi sira Webgestalt (164,165) yolak analiz programi araciligi ile
miRNA’larin yer aldig1 yolaklar listelenmistir. Yolaklar FDR degerine (FDR<0,05) gore
siralanmugtir. Lipotoksisitenin yaratacagi organel stresi ile tetiklenen insiilin direnci ve
insiilin sinyalizasyonunun bozulmasi ve pesi sira gelisen diyabet patogenezi siirecinde
pankreatik [ hiicrelerinin akibetini belirleyen otofaji, apoptoz ve hiicre sagkalim
yolaklarinda degisim gosteren ve Park2 geni varlik/yokluk durumu ile daha fazla degisim
gosteren daha spesifik bir miRNA grubuna ulagilmaya caligilmistir. Sonug olarak bahsedilen
yolaklarda gorev alan ve Parkin proteinine bagli ifadesi degisen 4 adet miRNA
belirlenmistir. Bu miRNA’lar rno-miR-96-5p, rno-miR-153-3p, rno-miR-30e-3p ve rno-
miR-344a-5p’dir (Sekil 5.23. ve Cizelge 5.10.).
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Belirlenen miRNA’larin
Gergek Zamanli PZR Dizin Calismasi
Kat Degisimleri

3,3
2,81
197 1,96
] I
i I

1 .

-1,03

miR-96-5p miR-153-3p miR-344a-5p miR-30e-3p

2,86

Kat Degisimi

-

. PA Uygulamasi . siRNA Uygulamasi

Sekil 5.23. Belirlenen miRNA'larin uygulamalara gore ifade degisimi
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Cizelge 5.10. Belirlenen miRNA'lar ve yer aldiklar1 yolaklar

rno-miR-96-5p
PA uygulamasi: 2,81 kat ifade degigsimi T
siRNA uygulamast: 1,64 kat ifade degisimi |
Yolak No Yolak Adi FDR Degeri p Degeri
rno04931(KEGG) Insiilin Direnci 0,015219 0,002655
rno04930(KEGG) Tip 2 Diyabet 0,026683 0,005507
rno04211(KEGG) Hiicre Sagkalim Regiilasyonu 4,27E+10 2,64E+11
rno04140(KEGG) Otofaji 4,00E+11 1,19E+10
rno04210(KEGQG) Apoptoz 0,007719 0,001166
rno-miR-153-3p
PA uygulamasi: 3,30 kat ifade degisimi T
siRNA uygulamasi: 1,97 kat ifade degisimi |
Yolak No Yolak Adi FDR Degeri p Degeri
rno04931(KEGQG) Insiilin Direnci 0,012044 2,21E+10
rno04930(KEGG) Tip 2 Diyabet 0,039877 0,001993
ro04211(KEGG) Hiicre Sagkalim Regiilasyonu 3,51E+11 3,74E+09
rno04140(KEGG) Otofaji 0,002837 2,64E+06
rno-miR-344a-5p
PA uygulamasi: 1,96 kat ifade degisimi |
siRNA uygulamast: 3,88 kat ifade degigsimi T
Yolak No Yolak Adi FDR Degeri p Degeri
rno04931(KEGG) Insiilin Direnci 3,73E+11 2,30E+10
rno04930(KEGG) Tip 2 Diyabet 0,012687 0,002456
rmo04211(KEGG) Hiicre Sagkalim Regiilasyonu 1,76E+11 4,12E+08
rno04140(KEGG) Otofaji 3,33E+11 8,50E+08
ro04210(KEGG) Apoptoz 0,04697 0,013291
rno-miR-30e-3p
PA uygulamasi: -1,03 kat ifade degisimi |
siRNA uygulamasi: 2,86 kat ifade degisimi T
Yolak No Yolak Adi FDR Degeri p Degeri
rno04930(KEGG) Tip 2 Diyabet 0,011497 0,002214
ro04211(KEGG) Hiicre Sagkalim Regiilasyonu | 0,006123 0,001012
WP1290(Wikipathway) | Apoptoz 0,020183 0,004509

miRNA’larin ifadelenme diizeylerine bakildigi zaman kat degisim araligt; -1,03 ile 3,88

arasinda degisiklik gostermektedir. Incelenen 4 miRNA nin 2 tanesi (miR-96-5p ve miR-
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153-3p) PA uygulamasinda artis gosterirken siRNA uygulamasinda diisiise gecmistir. Diger
2 miRNA (miR-344a-5p ve miR-30e-3p) ise tam tersine PA uygulamasinda az ifadelenirken
SiRNA uygulamasi ardindan ifade artis1 gostermistir (Sekil 5.23.). 4 miRNA’nin hemen
hepsinin Insiilin Direnci, Tip 2 Diyabet, Hiicre Sagkalim Regiilasyonu, Otofaji ve Apoptoz
gibi ortak yolaklarda yer aldiklart gdzlenmistir. Webgestalt sitesinden elde edilmis KEGG
(174-176) yolak haritalar1 araciligi ile Parkin proteinine bagli olarak ifadesi degisen
miRNA’larin hedefledikleri genlerdeki degisimlerin yolaklar tizerine etkileri incelenerek

arastirilmistir.

5.6.1. PA VE SIRNA UYGULAMALARINA BAGLI OLARAK INCELENEN
MIRNALARIN  ZENGINLESTIKLERI YOLAKLAR VE OLASI
ETKILERININ ARASTIRILMASI

5.6.1.1. miR-344a-5p

PA uygulamasinda 1,96 kat artis, siRNA uygulamasinda 3,88 kat artis gésteren miR-344a-
5p’nin hedefledigi genler, INS-1E hiicrelerinde lipotoksisiteye karsi verilen cevapta aktif
olan yolaklarin ¢cogunda zenginlesmistir. miR-344a-5p, otofaji, apoptoz, hiicre sagkalimi,

T2D ve insiilin sinyalizasyonu yolaklarinda oldukca fazla sayida geni hedeflemektedir.

siRNA uygulamasi sonucu ifadesinde artig gozlenen miR-344a-5p’nin, hiicre sagkalim
yolaginda AtgS, Atgl3 ve FIP200 genlerini hedefleyerek otofaji yolagindaki akisin inhibe
edilip hiicrenin strese karsi olusturdugu otofaji aracili iyilesme ve sagkalim mekanizmasini

bloklayabilecegi diisiiniilmektedir.

miR-344a-5p otofaji yolaginda oldukga aktif olup pekc¢ok otofaji genini hedeflemektedir.
Park2 geni sessizlestiginde miR-344a-5p’nin bu gen grubunu baskilayarak hiicrede
otofajinin ilerlemesi siirecine engel olabilecegi diisiiniilmektedir (Sekil 5.24.). Otofajinin ER
stres iizerinden ilerleyen kolunda hem ER stres cevap elemenlari IRE1 ve PERK’i hem de
otofaji yolaginin birgok noktasinda aktif rol alan otofaji geni Atg5’i hedefleyen miRNA’nin
bu sekilde otofajiyi bloklayabilecegi diistiniilmektedir. siRNA uygulamasinda miR-344a-
5p’nin otofaji yolaginda anti-apoptotik genler olan Bcl-2 ve Bcl-XL’nin ifadesini

baskilamasi, hiicrenin apoptoza yonelimini kolaylastirici bir etki olarak diisiiniilmiistiir.
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Sekil 5.24. miR-344a-5p'nin Otofaji Yolaginda hedefledigi genler

siRNA kosullarinda miR-344a-5p’nin apoptoz yolaginda, ER stres elemanlart Irel-a ve
PERK’i baskilayarak hiicrenin ER stres cevabimi zayiflatip bu yolla hiicre sagkalim
mekanizmasint olumsuz etkileyebilecegi disiiniilmiistiir. Ayni yolakta Bcl-2 ve Bcl-XL
genlerini hedefleyerek bu iki genin Bak geni iizerindeki inhibisyonunu ortadan kaldirarak
pro-apoptotik Bak geni tizerinden apoptozom olusumunu saglayarak hiicrelerin apoptoza

yonelimine sebep olacagi diisiiniilmektedir.
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5.6.1.2. miR-30e-3p

PA uygulamasinda ifadesi en fazla diisiis gosteren tek miRNA olan mir-30e-3p, siRNA

uygulamasinda yaklasik 3 kat artisa gegmistir. miR-30e-3p hiicre sagkalim ve apoptoz

yolaklarinda rol alarak bu yolaklardaki 6nemli genleri hedeflemektedir.

PA uygulamasinda hiicre sagkalim yolaginda, AMPK geni miR-30e-3p’nin hedeflerinden

birisidir. Bu yolakta ifadesi artan AMPK geninin mTOR genini inhibe ederek otofajiyi serbest
hale getirdigi distiniilmektedir. Bu sekilde mTOR’un ULK1-ATG13-FIP200-ATG101

kompleksi lizerindeki inhibisyonunun kalkarak hiicrenin otofaji aracili olarak sagkalim

stirecine girdigi ongoriillmektedir. Ayni1 yolak {izerinde siRNA uygulamasinda ise AMPK’nin

ifadesinin baskilanmasi ve mTOR ifadesinin artmasi sonucunda hiicrenin sagkalimi i¢in

gerceklesecek otofaji siirecinin engellenecegi diistiniilmektedir (Sekil 5.25.).
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Sekil 5.25. miR-30e-3p'nin Sagkalim Yolaginda hedefledigi genler

Apoptoz yolaginda siRNA uygulamasinda, miR-30e-3p’nin baska hedeflerinden olan anti-

apoptotik genler Bcl-2 ve Bcl-XL genlerinin ifadelerinin baskilanmasi sonucu lipotoksisite

altinda hiicrenin apoptoza yatkinliginin artacag diistiniilmiistiir.
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5.6.1.3. miR-96-5p

Otofaji, apoptoz, T2D, sagkalim yolaklarinda pek ¢ok geni hedefleyen miR-96-5p’nin
lipotoksik kosullar altinda Parkin proteini varliginda ifadesi artarken Park2 geninin siRNA

aracili sessizlestirilmesi ardindan ifadesi azalmaktadir.

PA uygulamasinda miR-96-5p’nin otofaji yolaginda otofajinin temel blokdrlerinden
MTOR’u hedefleyerek ifadesini baskiladigi ve bu sekilde otofaji siirecinin ilerledigi
diisiiniilmektedir. Ayn1 kosullar altinda yine otofaji yolaginda ER’den Mt’ye Ca*? tasiyan
onemli bir MIM eleman1 IP3R’yi hedefleyip Mt’ye Ca*? akisini engelleyerek hiicrenin
apoptoza yonelimini de baskiladigi 6ngoriilmektedir. SIRNA uygulamasinda ifadesi azalan
mMiR-96-5p’nin MTOR {izerindeki etkisi hafifleyeceginden 6tiri mTOR geninin otofaji
tizerindeki bloklayici etkisinin artacagi ve otofajinin inhibe olacag: diisiiniilmektedir. Yine
serbest hale gelen IP3R geni iizerinden Mt’ye Ca*? akisi ile hiicreye apoptotik mesajin
ulasacagi diistiniilmektedir. SIRNA uygulamasinda miR-96-5p’nin BNIP3 geni iizerindeki
baskisinin kalkmasi ile BNIP3 geninin Bcl-XL genini inhibe ederek anti-apoptotik Bcl-XL

genini bloklayacag: diisiiniilmektedir.

T2D yolaginda PA uygulamasinda, miR-96-5p bozulan insiilin mekanizmasimin sebep
oldugu instilin direnci olusumunu regiile eden PI3K genini hedeflemektedir. PA kosullarinda
ifadesi artan miR-96-5p’nin PI3K’nin ifadesini baskilayarak hiicrenin insiilin direncine
girmesine engel oldugu diistiniilmektedir. siRNA uygulamasinda ise ifadesi azalan miR-96-
5p’nin PI3K iizerindeki etkisinin kalkarak hiicrenin insiilin direncine girip stresi kompanse
edemedigi noktada strese bagli apoptoz gibi 6liim yolaklarini devreye sokmasina neden

olusturabilecegi diisiiniilmektedir.

PA uygulamasinda hiicre sagkalim yolaginda mTOR genini hedefleyen miR-96-5p’nin
mTOR’un ULK1, Atgl3, FIP200 ve ATG101 genleri iizerindeki inhibisyonun kalkmasina

neden olarak otofajinin gergeklesmesini sagladig: diisiiniilmektedir.

PA uygulamasinda apoptoz yolagina miR-96-5p’nin, ER stres kolu tizerindeki apoptotik
Ca*? sinyalini ileten IP3R’yi hedefleyerek Ca*? sinyalinin Kalpsin iizerinden Kaspaz12’ye
iletilmesini engelleyerek apoptozu durdurdugu diisiiniilmektedir. SIRNA uygulamasinda ise

IP3R araciligi ile Ca*? sinyalinin kaspazlara ulasmasi ile apoptotik kaskatin ilerleyecegi
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diistiniilmiistiir. Ayn1 yolakta PA uygulamasinda miR-96-5p’nin hem Bcl-XL’yi inhibe eden

CHOP’u dogrudan hedeflemesi hem de CHOP’un aktivasyonunda rol alan eiF2a’y1

hedefleyerek Bcl-XL’nin iizerindeki inhibisyonun ortadan kalkarak apoptozun gelisimini

baskiliyor olabilecegi diisiiniilmektedir. sSiRNA uygulamasinda ise miR-96-5p’nin Bcl-2 ve

Bcl-XL anti-apoptotik genlerini baskilayarak yolagin apoptotik dogrultuda ilerlemesine

neden oldugu diistintilmektedir ( Sekil 5.26.).
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Sekil 5.26. miR-96-5p’nin Apoptoz Yolaginda hedefledigi genler

5.6.1.4. MiR-153-3p

PA uygulamasinda ifadesi artan ve siRNA uygulamasinda ifadesi azalis gosteren miR-153-

3p ozellikle otofaji ve T2D yolaklarinda rol almaktadir.

miR-153-3p’nin PA uygulamasinda otofaji yolaginda, IP3R genini hedefleyerek, IP3R nin

Beclinl tizerindeki inhibisyonunun kalkmasina ve hiicrenin otofaji siirecinde ilerlemesine

yardimc1 oldugu diistiniilmektedir.
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mMiR-153-3p’nin rol aldigi T2D yolaginda, PA uygulamasinda hedefledigi PI3K geninin
ifadesini baskilayarak insiilin direnci olusum mekanizmasini blokladigi diisiiniilmektedir.
siRNA uygulamasinda ise miR-153-3p’nin PI3K geni tizerindeki baskisi kalkinca hiicrede
insiilin direnci ve buna bagh stres gelisimi ve asir1 stres durumunda ise insiilin

mekanizmasinin bozulmasi ve T2D gelisimi olacagi diistiniilmektedir (Sekil 5.27.).
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Sekil 5.27. miR-153-3p’nin T2D yolaginda hedefledigi genler

5.6.2. MIiRNA HEDEF GENLERINDEN ATGS5 VE IP3R’NiN UYGULAMALARA
BAGLI GEN iFADE DEGISIMLERININ GERCEK ZAMANLI PZRIiLE
DOGRULANMASI

miRNA’larin hedeflerini mRNA ya da protein seviyesinde baskilama siirecini 3> UTR

bolgelerine baglanarak gergeklestirirdigi  bilinmektedir. Cogunlukla ifadesi artan
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miRNA’larin hedeflerinin ifadesinde azalma beklenmektedir. Tersi sekilde ifadesi azalan
miRNA’larin hedeflerinin ifadesinde de artis beklenmektedir. Bununla birlikte s6z konusu
miRNA ifadelenmesi oldugu takdirde ¢ok kiiciik farkliliklar bile biiyiik 6nem tasimaktadir
(173).

Incelenen miRNA’larin gérev aldiklar yolaklardaki hedef genlerinin ifade degisimlerinin
dogrulugunu test etmek amaciyla yapilan Gergek Zamanli PZR ¢aligsmasi i¢in otofaji geni
Atg5 ile ER ve Mt arasinda Ca*? sinyalizasyonunda rol alan ER Stres geni Ip3r belirlenmis

ve uygulama gruplarindaki ifade degisimleri incelenmistir.

miR-344a-5p’nin hedef genlerinden olan Atg5, miRNA ifadesi ile ters orantili bir ifade
diizeyi gostermistir. PA uygulamasinda diisiis gosteren miR-344a-5p ifadesine karsilik Atg5
gen ifade seviyesi yiikselmistir. SIRNA uygulamasinda ise tam tersi bir durum s6z konusu
olmustur (Sekil 5.28).

Atg5

14 * *

1,2

s

06

Kat Degisimi

0,4

0,2

NK siRNA + Park2 siRNA +

PAKontrol  03mMPA  smMPA  0,3mM PA

Uygulamalar

Sekil 5.28. Atg5 geninin uygulamalara gore ifade seviyeleri.

Uygulamalar 24 saat siireyle gerceklestirilmistir.

(* p<0,05)

miR-96-5p ve miR-153-3p hedef genlerinden Ip3r geni PA uygulamasinda azalma
gosteririken, siRNA uygulamasinda ve hiicrenin apoptotik siirece yoneldigi diisiiniilen

stirecte ifadesinde artig gostermistir. Bu sekilde her iki miRNA ile de ters orantili bir degisim
gostermistir (Sekil 5.29.).
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Ip3r

15 *

14 *

1.2
1

0

Kat Degisimi

0
04

02

PA Kontrol 0,3mM PA NKsiRNA +  Park2 siRNA +
0,3mM PA 0,3mM PA

Uygulamalar

Sekil 5.29. Ip3r geninin uygulamalara gore ifade seviyeleri.
Uygulamalar 24 saat siireyle gerceklestirilmistir.
(* p<0,05)

Sonug olarak Atg5 ve Ip3r genlerindeki uygulamalara bagl degisimler yolak analizleri ve

miRNA’larn ifade diizeyleri ile uyumlu bulunmustur.

5.7. BIYOINFORMATIK ANALIiZLER iLE BELIRLENEN MIiRNALAR iLE
GERCEK ZAMANLI PZR MIRNA DiZiN CALISMASINDAN ELDE EDILEN
MIRNA’LARIN KARSILASTIRILMASI

Tez caligmasinin deneysel basamaklarina gegilmeden once yapilmis olan biyoinformatik
analizden elde edilen miRNA’lar ile Gergek Zamanli PZR miRNA dizin ¢aligmasi sonucu
elde edilen istatistiksel olarak anlamli degisim gdstermis miRNA’lar arasindaki ortaklik

incelemesi yapilmustir.

PA uygulama grubu dizin ¢aligmasindan elde edilen anlamli (p<0,05) degisim géstermis 110
miRNA ile biyoinformatik analizlerde otofaji grubu genlerle olusturulmus ortak miRNA
havuzu kesistirildiginde 54 tane miRNA’nin ortak oldugu ve segilen 4 miRNA’dan miR-
153-3p’nin bu grupta yer aldig1 goriilmistiir (Sekil 5.30.).
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PA uyg, miRNAlar _ Otofaji miRNAlar
Gercek Zamanl PZR miRNA Dizin On Biyoinformatik Analiz

On Biyoinformatik Analiz Otofaji miRNA'lari ile

p<0,05 miRNAlar (110) {335) Dizin Calismasi PA Uygulamasi miRNA’lan Kesisimi
mRNAL niRnaad | MIRNA miRNA Adi
No No
1 rno-miR-16-5p 28  rno-miR-107-3p
2 rmo-miR-9a-3p 29  rmo-miR-138-5p
3 rno-miR-27a-3p 30 rno-miR-93-5p
4 Imo-miR-28-5p 31  |rmo-miR-128-2-3p
5 Ino-miR-425-5p 32  rno-miR-505-3p
6 mo-miR-212-3p 33  rmo-miR-466c-5p
7 rno-miR-30a-5p 34 |rmo-let-7d-5p
B8 Imo-miR-708-5p 35  rno-miR-20a-5p
9 Irno-miR-195-5p 36 |mo-let-7e-5p
10 |no-miR-92k-3p 37 rmo-miR-322-5p
11 no-miR-132-3p 38 |rmo-let-7h-3p
(0'}%) 12 |no-let-7g-5p 39 |rmo-miR-503-5p
miR-30e-3p 13 [no-miR-15k-5p 40 |rmo-let-7f-5p
14 |no-miR-1586a-5p 41 rmo-miR-31a-5p
15  |rno-miR-21-5p 42 |rno-miR-192-5p
16 Imo-miR-141-3p 43 rno-miR-501-5p
1 17 |mno-let-Fh-5p 44 |rmo-miR-146h-5p
(0.3%) 18  [no-miR-30e-5p 45 |rno-miR-88-5p
miR-344a-5p 19 |rno-miR-383-5p 46 |rno-miR-346
20 Imo-miR-674-3p 47  rno-miR-150-5p
21 no-miR-190a-5p 48  rmo-miR-92a-3p
22 |no-miR-128-3p 49  rno-miR-153-3p
23 Imo-miR-342-3p 50  rno-miR-24-3p
24 Imo-miR-30a-3p 51 rno-miR-156-5p
25  no-miR-29c-3p 82 |rmo-miR-29a-3p
26 |rno-miR-384-5p 63 |rno-miR-B873-5p
Segilen 4 miRNA 27 |no-let-7c-5p 54  |mo-miR-497-5p

Sekil 5.30. On biyoinformatik analiz otofaji miRNA grubu ile PA uygulamasi miRNA
kesisimi

siRNA uygulamasi dizin ¢alismast miRNA’lar1 (44 adet) ile biyoinformatik analizlerden
elde edilen apoptotik miRNA havuzu (579 adet) kesistirildiginde 35 miRNA’nin ortak
oldugu ve detayli incelenen 4 miRNA; miR-344a-5p, miR-30e-3p, miR-96-5p ve miR-153-
3p’nin de bu grup iginde yer aldig1 saptanmustir (Sekil 5.31.).
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siRNA Uyg miRNA Apoptoz miRNAlar On Biyoinformatik Analiz Apoptoz miRNA'lari ile

Gercek Zamanl PZR miRNA Dizin On Biyoinformatik Analiz Dizin Calismasi siRNA Uygulamasi miRNAlar Kesisimi
p<0,05 miRNAlar (44) (579)
MIRNA - mirnaad [MEMA iRNa Ad
No No
1 rno-miR-30d-3p 19  |rno-miR-139-5p
rno-miR-204-3p 20 rno-miR-32-5p
3 rno-miR-505-3p 21 rno-miR-96-5p
4 rno-miR-503-5p 22 rno-miR-138-3p
s rmo-miR-214-3p 23 |rmo-miR-455-5p
6 rno-miR-344a-5 24 |mo-miR-362-5p
7 rmo-miR-542-3p 25 |mo-miR-301a-3p
8 rho-let-7f-5p 26 |rmo-let-Tg-5p
9 rno-miR-30e-3p 27 |mo-let-Ta-5p
10 |rmo-miR-347 28  |rno-miR-483-3p
11 |mo-let-7h-3p 29  |rno-miR-344a-3p
12 |mo-let-7f-1-3p 30 |rmo-miR-140-5p
13 rno-miR-331-3p 31 rno-miR-153-3p
14 rno-miR-286-5p 32 rno-miR-30e-5p
15  |mo-miR-340-3p 33 |rmo-miR-183-5p
miR-344a-5p 16 |rmo-miR-325-3p 34 |rmo-miR-31a-5p
miR-EDe-Ep 17 |mo-miR-98-5p 35 [mo-miR-22-3p
::::?:::P 18  |rmo-miR-180a-5p

Secilen miRNA

Sekil 5.31. On biyoinformatik analiz apoptoz miRNA grubu ile siRNA uygulamasi miRNA
kesisimi

Son olarak biyoinformatik analizlerde otofaji, apoptoz ve Park2 genlerini ortak olarak
hedefleyen 72 miRNA’nin dizin ¢aligmasindan secilen 4 miRNA’y1 kapsayip kapsamadigi

incelenmis ve sadece miR-30e-3p’nin bu grupta yer aldig1 gézlenmistir (Sekil 5.31.).

On biyoinformatikanalizle Yapilan Gergek Zamanh PZR miRNA
belirlenmig olan Otofaji, Apoptoz dizin galigmasi ardindan yapilan
ve Park2 genini ortak olarak biyoinformatikanaliz ile elde
hedefleyen miRNA'lar edilen 4 miRNA
Ortak miRNA Secilen miRNA

miR-344a-5p
miR-96-5p
miR-153-3p

3

miR-30e-3p

Sekil 5.32. On biyoinformatik analiz ortak miRNA'lar1 ile secilen 4 miRNA'nin kesisimi
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

6.1.1. Parkin Proteininin Pankreatik p Hiicrelerinde Otofaji ve Apoptoz Arasinda Bir
Denge Faktorii Olarak Lipotoksik Streste Hiicre Sagkalimimi Diizenledigi

Diisiiniilmektedir

Parkin proteini, pek ¢ok hiicrede otofaji ve mitofajiye aracilik eden E3 ubikuitin ligaz ve
onemli bir UPS bilesenidir. Ubikuitin zincirinin substrata baglanma pozisyonu hiicrenin
kaderini belirlemede 6nem tasimaktadir. Parkin, bazi proteinleri K48 poli-ubikuitinasyon ile
UPS’ye, baz1 proteinleri K63 poli-ubikuitinasyonun ile otofajiye yonlendirmektedir. Parkin
proteininin sahip oldugu bu ubikuitinasyon yetenegi ile DNA onarimi, transkripsiyon,
translasyon, organel trafigi, proliferasyon, inflamasyon, hiicre 6liim/sagkalimi gibi ¢ok

sayida hiicresel siirece katilan 6nemli bir protein konumuna getirmektedir (125,177,178).

Parkin proteininin ndron hiicrelerinde otofaji ve apoptoz arasinda bir anahtar gérevi gordiigii
ve hiicre sagkalimina olan etkisi literatiirde mevcuttur (130). Cogunlukla ndrodejeneratif
hastalik modelleri olan noron hiicre hatlarmma uygulanan stres ajanlarina karsi Parkin
proteininin hiicre sagkalimina etksinin arastirildig ve hiicre koruyucu etkilerinin gosterildigi
caligmalar yogunluktayken (120,179-182) sigan pankreas islet hiicrelerinde ifadelendigi
bilinen Park2 geninin (133) giiniimiizde prevalansi oldukga artan T2D gibi lipotoksisitenin
sebep oldugu pankreatik B hiicrelerindeki islev kaybi ve O6lim ile olusan metabolik

bozukluklarda hiicre sagkalimina olan etkisi iizerine yeterli ¢calisma yoktur.

INS-1E pankreatik B hiicre hattinda 0,3mM PA ile olusturulan lipotoksik stres kosulunun 24
saatlik uygulamasi ardindan Park2 gen ifade seviyesi 2 kat artis gostermistir, siRNA
uygulamasi ardindan ise yaklasik 0,2 ifade seviyesine kadar diiserek beklenen gen
sessizlesmesi saglanmistir. Parkin protein seviyesinde elde edilen bulgular da mRNA
bulgularint destekler nitelikte gézlenmistir. Bu veriler Parkin proteininin stres kosullarinda
hiicrede artisa gectigini gostermektedir ve literatiirle uyumludur. Genellikle literatiirde yer
alan genin asir1 ifadesinin saglandig1 overekspresyon ¢alismalarindan farkli olarak hiicre

ortamina eklenen bir FFA ile yaratilan lipotoksisteye bagli olusan gen ifade artisi ile
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metabolik bir durumun in-vitro olarak mimik edilmesi amaglanmistir. Bu da ¢alismay1 6zgiin

kilan noktalardan biri olmaktadir.

Lipotoksik kosullarin Pankreatik B hiicre canliligina etkisinin Parkin proteinine bagh
degisimini arastirmak i¢in yapilan MTT analizi sonucunda, PA uygulamasi ardindan Parkin
proteini varliginda %90 olan hiicre canlilig1 seviyesine karsilik siRNA uygulamasi ardindan
bu seviyenin %71°¢e geriledigi gozlenmistir. Lipotoksik ortamda Park2 geninin siRNA ile
sessizlestirilmesi sonucu hiicre canliliginda goriilen bu istatistiksel olarak anlamli azalis
Parkin proteininin INS-1E hiicrelerini strese kars1 korudugunu gostermektedir. Bu da Parkin
proteininin INS-1E hiicrelerinde de hiicre koruyucu 6zelliginin oldugunu literatiirle uyumlu

olarak dogrulamaktadir.

T2D, pankreatik B hiicrelerinin glukoz ve yag asitlerine toksik diizeyde maruziyeti sonrasi
gelisen hiicre fonksiyon kaybi1 ve ardindan gelen hiicre 6liimii ile insiilin metabolizmasinin
bozuldugu metabolik bir sorundur (183). Siire ve doz ile hiicre hasari dogru orantili
degismekle birlikte in-vitro pankreatik B hiicre hatlarinda ya da in-vivo pankreas dokusundan
izole edilen islet hiicrelerinde yapilan ¢alismalar, maruziyet siiresi uzadik¢a hiicre sagkalim
oraninin azalarak apoptoza yonelimin arttig1 ve T2D’de goriilen [ hiicre kaybinin da bu

sekilde gergeklestigini agiklamaktadir (184).

INS-1E hiicrelerini koruyucu 6zelligi oldugu diisiiniilmekte olan Park2 geninin ifade
seviyesi 0,3mM PA stres faktoriiniin 24 saatlik uygulamasi ardindan 2 kata kadar
yiikselirken, 0,5mM PA’nin 24 saatlik uygulamasinda ise yaklasik 0,5 seviyesine kadar
diisiis gostermistir. Park2 gen ifadesindeki azalis ile ters orantili sekilde artisa gecen Bak ve
Bax pro-apoptotik gen ifade seviyeleri lipotoksik dozun artis1 ile hiicredeki stres diizeyinin
belli bir kirilma noktas1 ardindan hiicre sagkalimi i¢in uyarici bir faktor olmaktan ¢ikip hiicre
sagkalimini olumsuz etkileyen bir 6liim sinyaline doniistiigiine ve apoptozu tetikledigine
literatiirle uyumlu bir destek niteligindedir. Ayn1 zamanda gdrece minimal diizeydeki bu
lipotoksik doz artisinin bile hiicre i¢in ¢ok dramatik olmakla beraber Parkin proteininin
etkisini de tamamen degistirdigini ve Parkin proteininin hiicrede hassas bir sensor gibi

calistigini diistindiirmektedir.

Periferal dokularda insiiline olan hassasiyetin kaybi, kanda stirekli artan FFA kaynakli

lipotoksisite ve hatali protein agregasyonunun ER yiikiinii artirarak pankreatik B hiicresinin
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islevini bozup, hiicrede ER stresine neden oldugu ve KPY sisteminin asir1 aktif hale geldigi
bilinmektedir (185).

Literatiirle uyumlu sekilde uygulanan lipotoksik kosullar altinda incelenen ER Stres genleri
olan Atf6 ve Chop’ un ifade seviyeleri istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermistir.
siRNA uygulamasi ardindan bu iki genin ifade seviyesinde meydana gelen istatistiksel
olarak anlaml1 diisiis ise Park2 geninin pankreatik B hiicrelerindeki ER stres cevabina da etki
edip hiicrenin stresle basa ¢ikma siireci olan KPY gibi savunma mekanizmalarini da dolayli

yoldan etkiledigini diistindiirmektedir.

Glukotoksik ve lipotoksik metabolik stresin otofaji ile yakindan iligkili olup, otofajinin bu
stirecte pankreatik B hiicrelerinin iglev ve sagkaliminin siirdiiriilebilirligini saglamada

onemli bir rol oynadig literatiirde mevcuttur (9,186).

Pankreatik B hiicrelerinde lipotoksik ajan PA ile olusturulan stres ortaminda otofaji genleri
Lc3a ve p62’ nin gen ifade seviyelerinde kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir artig
gerceklesmistir. Lc3a’nin protein diizeyindeki sonuglart da mRNA sonuglarini destekler
niteliktedir. Bu sonuglar literatlir ile uyum gostermektedir. Bununla beraber siRNA
uygulamasi ardindan otofaji gen ve protein ifade seviyelerinde goriilen azalma da Parkin
proteininin bu hiicre sagkalim mekanizmasindaki O6nemli roliinii bir defa daha
dogrulamaktadir. Park2 geninin sessizlestigi lipotoksik kosullarda otofaji belirtegleri azalip
hiicre sagkalimi koétiiye gitmektedir. Bu durumu MTT sonuclart da desteklemektedir.
Pankreatik B hiicrelerinde otofajinin hiicre sagkaliminda énemli bir mekanizma olabilecegi

ve bu siirecte Parkin proteinin de aktif rolii oldugu diisiiniilmektedir.

MIM bélgesinin organizasyon ve islevini kontrol eden proteinler, 5nemli bir mesajc1 iyon
olan Ca*?’ nin ER ve Mt aras1 kontrollii gecisini ve buna bagli olarak hiicrenin sagkalim ya
da 6liim karar1 arasindaki dengeyi kurmasina yardimei olmaktadir. Bu nedenle MiM; Ca*?
homeostazi, lipit metabolizmasi, mitokondriyal morfolojinin korunmasi, hiicresel stresin
yonetimi, otofaji ve apoptoz gibi hiicre i¢in hayati 6nem tasiyan tiim siire¢lerde aktif rol
oynamaktadir. Alzheimer, Parkinson gibi ndrodejeneratif hastaliklarin yanisira diyabet,
obezite ve kanser gibi patolojilerde de MIM ve ER-Mt arasi iletisimin 6nemi
vurgulanmaktadir. Parkin proteininin de pekgok metabolik bozuklukta rol alan MIM

bolgesinde aktif bir protein oldugu bilinmektedir. Ip3r geni, ER’den Mt’ye Ca*?
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tasinmasinda aktif rolii olan bir MIM bélgesi iiyesidir. Cok hassas bir dengede tutulan Ca*?
iyonunun Mt’ye asir1 seviyede transferi bir 6lim sinyali gorevi gérmekte ve hiicrenin

apoptoza yonelimine sebep olmaktadir. (187-190).

Tez caligmasinda yapilan Ger¢ek Zamanli PZR bulgularinda lipotoksik kosullar altinda
olusan hiicresel streste Ip3r geninin ifade seviyesi kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik seviyedeyken, Park2 geninin sessizlestirilmesi ardindan ifadesinde anlamli
bir art1s saptanmasi literatiirle uyumludur ve MiM bélgesinde aktif ¢alisan Parkin proteininin
Er-Mt arasindaki Ca*? dengesinin saglanmasinda ve dolayli olarak hiicre sagkaliminda

onemli bir rol oynadigini diigiindiirmektedir.

Lipotoksik kosullar altinda pro-apoptotik genler Bax ve Bak’in gen ifade seviyeleri, Park2
geni yoklugunda hiicrenin apoptoza yonelimini destekler niteliktedir. Her iki gen de PA
uygulamasinda kontrole gore diisiik seviyede ifade oluken, siRNA uygulamasi ardindan
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek ifade seviyeleri gostermistir. Apoptotik bir
parametre olarak kabul edilen Bax/Bcl2 degerinin siRNA kosullarindaki oranin 1’den biiyiik
olmasi hiicrenin apoptoza yoneldigini ifade etmektedir. Yapilan eliza tabanli apoptoz analizi
sonucunda en yiiksek apoptotik indeks SiRNA uygulamasi yapilan lipotoksik kosul
olmustur. Literatiirle uyumlu olarak tiim bu veriler pankreatik  hiicrelerinde lipotoksik
kosullar altinda Parkin proteininin stresle basa ¢ikmasinda 6nemli bir faktér oldugunu
pankreatik-p hiicrelerindeki koruyucu roliinii ve apoptoza yonelimdeki anahtar roliinii bir
defa daha dogrulamakta ve Parkin proteininin ortamda bulunmadigi uzamis hiicresel stres

kosullarinda ise hiicrede apoptotik siirece yonelimin arttigini diisiindiirmektedir.

6.1.2. Pankreatik p Hiicrelerinde Lipotoksik Stres Kosullarinda miR-96-5p, miR-153-
3p, miR-30e-3p ve miR-344a-5p miRNA’larimin Parkin Proteinine Bagh Olarak

Diizenlendigi Diisiiniilmektedir

Park2 gen ifade seviyesinin 24 saatlik 0,3mM PA uygulamasinda 0,5mM PA uygulamasina
gore daha yiiksek gozlenmesi ve es zamanl olarak 0,3mM PA uygulamasinda hiicrenin
otofajiye 0,5mM PA uygulamasinda apoptoza yoneliminin tespit edilmesi pankreatik [
hiicrelerinde lipotoksisite diizeyindeki minimal degisimlerde Parkin proteininin bifazik
davranip, hiicredeki fonksiyonunu degistirerek, hiicre sagkaliminda dramatik farkliliklar

meydana getirdigini
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gostermistir. Bu diizenlenmenin ardinda hizli hareket eden bir mekanizma olabilecegi
goriisiinden hareketle ve lipotoksisiteye verilen cevapta miRNA’larin roliiniin literatiirde yer
almasi tizerine (156) RNA interferans mekanizmasi iiyesi miRNA’larin lipotoksik
kosullardaki pankreatik [ hiicrelerinde Parkin proteininin regiilasyonunda islevsel
olabilecegi diisiiniilerek lipotoksisiteye karsi olusan hiicresel cevapta hangi miRNA’larin bu
diizenlemeye katildigini arastirmak icin yapilan dizin ¢alismasi ile lipotoksik kosullarda

Parkin proteini varligina bagli degisen miRNA profili incelenmistir.

Yapilan inceleme sonunda Park2 geni varligina bagl olarak anlamli degisim gosteren ve tez
calismasinda arastirilan yolaklar olan; otofaji, apoptoz, hiicre sagkalim ve T2D yolaklarinda
hemen hepsinin hedefledikleri genler ortak olarak zenginlesen miR-96-5p, miR-153-3p,
miR-30e-3p ve miR-344a-5p miRNA’lar1 6n plana ¢ikmistir. Bu miRNA’larin tespit edilen
etkilerinin dogrulanmasi i¢in miRNA’larin hedefledikleri iki gen (Atg5 ve Ip3r) ile
gerceklestirilen ger¢ek zamanli PZR bulgular1 da miRNA’larin ifade seviyelerini

dogrulamaktadir.
6.1.2.1. Otofaji Yolag

Otofaji yolaginda miR-96-5p, miR-153-3p ve miR-344a-5p miRNA’larmin Park2 genine
bagli lipotoksik kosullarda aktif rol oynadiklar1 diisiiniilmektedir (Sekil 6.1.). Bu
miRNA’lardan miR-96-5p ve miR-153-3p PA uygulamasinda artip, siRNA uygulamasinda
azalig gosterirken, miR-344a-5p ise tam tersi bir ifadelenme gostermistir. miR-344a-5p bu
yolakta oldukga aktif olan otofaji geni Atg5’i hedefleyerek bu sekilde otofajiyi
bloklayabilecegi diistinlilmektedir. PA uygulamasinda miR-96-5p’nin otofaji yolaginda
otofajinin temel blokodrlerinden mMTOR’u hedefleyerek ifadesini baskiladigi ve bu sekilde
otofaji siirecinin ilerledigi diisiiniilmektedir. Ayni kosullar altinda yine otofaji yolaginda
ER’den Mt’ye Ca*? tasiyan 6nemli bir MIM eleman1 IP3R’yi hedefleyip Mt’ye Ca*? akisin1
engelleyerek hiicrenin apoptoza yonelimini de baskiladigi Ongdriilmektedir. siRNA
uygulamasinda ifadesi azalan miR-96-5p’nin mTOR {izerindeki etkisi hafifleyeceginden
otiiri mTOR geninin otofaji iizerindeki bloklayici etkisinin artacagi ve otofajinin inhibe
olacag: diisiiniilmektedir. Yine serbest hale gelen IP3R geni iizerinden Mt’ye Ca*? akis1 ile
hiicreye apoptotik mesajin ulasacagi diisliniilmektedir. siRNA uygulamasinda miR-96-
5p’nin BNIP3 geni {izerindeki baskisinin kalkmasi ile BNIP3 geninin Bcl-XL genini inhibe
ederek anti-apoptotik Bcl-XL genini bloklayacagi diistiniilmektedir. miR-153-3p’nin PA
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uygulamasinda otofaji yolaginda, IP3R genini hedefleyerek, IP3R’nin Beclinl iizerindeki
inhibisyonunun kalkmasina ve hiicrenin otofaji siirecinde ilerlemesine yardimci oldugu

diistiniilmektedir.

Literatiirde de bu miRNA’larin otofaji yolaginda aktif rol aldigin1 vurgulayan c¢alismalar
mevcuttur. Kardiyomiyositlerle yapilmigs bazi ¢aligmalarda miR-30e-3p’nin otofaji
tizerinden hiicrelerin sagkalimina etkisi gosterilmistir (191,192). Kondrositler {izerinde
yapilmis farkli bir ¢alismada miR-153-3p’in asir1 ekspresyonunun Bcl-2'yi hedefleyerek
(inhibe ederek) Bcl-2 ve Beclinl arasindaki etkilesimi bozdugu ve iskemi reperfiizyon
hasarma cevaben kondrositlerdeki otofajiyi kolaylastirarak hiicre sagkalimini destekledigi
gosterilmistir (193). Kanser hiicre hatlarinda da yogun bir sekilde ¢alisilan miR-153-3p’nin
melanomlarda tiimor baskilayici etkiye sahip oldugu ve melanom hiicre hatlarinda miR-153-
3p’nin down-regiile oldugu tespit edilmis, Atg5’i hedefleyerek melanom hiicrelerinde

otofajiyi artirdig1 gosterilmistir (194).
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Sekil 6.1. KEGG figiiriinden adapte otofaji sinyal yolagi (rno04140).
Yolakta miRNA’lar ve olasi gen hedefleri kirmizi ile gosterilmektedir.

6.1.2.2. Apoptoz Yolag

Apoptoz yolaginda rol alarak tahmini hedef genlerinin zenginlestigi diisliniilen miRNA’lar
miR-96-5p, miR-30e-3p ve mIiR-344a-5p olarak belirlenmistir (Sekil 6.2.). Bu
miRNA’lardan miR-30e-3p ve miR-344a-5p PA uygulamasinda azalirken siRNA
uygulamasinda artisa gegmis, miR-96-5p ise tam tersi sekilde bir ifade seviyesi gostermistir.
Apoptoz yolaginda, miR-344a-5p’nin Bcl-2 ve Bcl-XL genlerini hedefleyerek bu iki genin
Bak geni tizerindeki inhibisyonunu ortadan kaldirarak pro-apoptotik Bak geni tizerinden

apoptozom olusumunu sagladigi ve hiicrenin apoptoza yonelimine sebep olacabilecegi
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disiiniilmistlir. Apoptoz yolaginda siRNA uygulamasinda, miR-30e-3p’nin bagka
hedeflerinden olan anti-apoptotik genler Bcl-2 ve Bcl-XL genlerinin ifadelerinin
baskilanmasi sonucu lipotoksisite altinda hiicrenin apoptoza yatkinligmin artacagi
diistiniilmiistiir. PA uygulamasinda apoptoz yolagima miR-96-5p’nin, ER stres kolu
iizerindeki apoptotik Ca*? sinyalini ileten IP3R’yi hedefleyerek Ca*? sinyalinin Kalpsin
tizerinden Kaspazl2’ye iletilmesini engelleyerek apoptozu durdurdugu diistiniilmektedir.
siRNA uygulamasinda ise IP3R aracilig ile Ca*? sinyalinin kaspazlara ulasmast ile apoptotik
kaskatin ilerleyecegi diisiiniilmiistiir. Ayn1 yolakta PA uygulamasinda miR-96-5p’nin hem
Bcl-XL’yi inhibe eden CHOP’u dogrudan hedeflemesi hem de CHOP’un aktivasyonunda rol
alan eiF2a’y1 hedefleyerek Bcl-XL nin tizerindeki inhibisyonun ortadan kalkarak apoptozun
gelisimini baskiliyor olabilecegi diisiiniilmektedir. siRNA uygulamasinda ise miR-96-5p’nin
Bcl-2 ve Bcl-XL anti-apoptotik genlerini baskilayarak yolagin apoptotik dogrultuda

ilerlemesine neden oldugu diisiiniilmektedir

Literatiirde doymus serbest yag asitlerinin yarattig1 lipotoksisiteye bagli pankreatik beta
hiicrelerinde olusan apoptotik siiregcte miR-344-5p’nin roliiniin bulundugu gosterilmistir
(195). Insan glioma hiicrelerinde yapilmis bir ¢alismada miR-153-3p’nin BCL2/Kaspaz-3
yoluyla glioma hiicrelerinin apoptozunu indiikledigi gosterilmistir (196). miR-96-5p
inhibisyonunun gastrik adenokarsinom hiicrelerinde apoptozu artirdigi bildirilmistir (197)
Insan bobrek hiicrelerinde yapilan baska bir calismada ise miR-96-5p’nin Chop’u
hedefleyerek hiicrede apoptozu indiikledigi gosterilmistir (198)
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Sekil 6.2. KEGG figiiriinden adapte apoptoz sinyal yolagi (rno04210).
Yolakta miRNA’lar ve olas1 gen hedefleri kirmizi ile gosterilmektedir.

6.1.2.3. Hiicre Sagkalim Y olagi

Hiicre sagkalim yolaginda rol alarak tahmini hedef genlerinin zenginlestigi diisiiniilen
miRNA’lar miR-96-5p, miR-30e-3p ve miR-344a-5p olarak belirlenmistir (Sekil 6.3.). Bu
miRNA’lardan miR-96-5p PA uygulamasinda artiga ge¢ip siRNA uygulamasinda azalirken,
miR-30e-3p ve miR-344a-5p ise tam tersi sekilde bir ifade degisimi gostermistir.

siRNA uygulamasi sonucu ifadesinde artis gozlenen miR-344a-5p’nin, hiicre sagkalim
yolaginda Atg5, Atgl3 ve FIP200 genlerini hedefleyerek otofaji yolagindaki akisin inhibe
edilip hiicrenin strese kars1 olusturdugu otofaji aracili iyilesme ve sagkalim mekanizmasin

bloklayabilecegi diisiiniilmektedir.

PA uygulamasinda hiicre sagkalim yolaginda, AMPK geni miR-30e-3p’nin hedeflerinden
birisidir. Bu yolakta ifadesi artan AMPK geninin mTOR genini inhibe ederek otofajiyi serbest
hale getirdigi disiiniilmektedir. Bu sekilde mTOR’un ULK1-ATG13-FIP200-ATG101
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kompleksi tizerindeki inhibisyonunun kalkarak hiicrenin otofaji aracili olarak sagkalim
stirecine girdigi ongoriilmektedir. Ayni1 yolak {izerinde siRNA uygulamasinda ise AMPK’nin
ifadesinin baskilanmasi ve MTOR ifadesinin artmasi sonucunda hiicrenin sagkalimi igin

gerceklesecek otofaji slirecinin engellenecegi diistiniilmektedir (Sekil 5.25.).

PA uygulamasinda hiicre sagkalim yolaginda mTOR genini hedefleyen miR-96-5p’nin
mMTOR’un ULK1, Atg13, FIP200 ve ATG101 genleri iizerindeki inhibisyonun kalkmasina

neden olarak otofajinin ger¢eklesmesini sagladigi diisiiniilmektedir.

Literatiirde miR-96-5p’nin hiicre sagkalimina olan etkisine dair yapilmis pekcok calisma

mevcuttur(197,199-201).
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Sekil 6.3. KEGG figiiriinden adapte hiicre sagkalim sinyal yolagi (rno04211).
Yolakta miRNA’lar ve olas1 gen hedefleri kirmizi ile gosterilmektedir.

6.1.2.4. T2D Yolag

Yaptigimiz PA uygulamasinda ifadesi artan ve siRNA uygulamasinda ifadesi azalis gosteren

miR-153-3p ve miR-96-5p T2D yolaginda aktif rol alan iki miRNA olmustur.

PA uygulamasinda, miR-96-5p bozulan insiilin mekanizmasinin sebep oldugu insiilin

direnci olusumunu diizenleyen PI3K genini hedeflemektedir. PA kosullarinda ifadesi artan

mMiR-96-5p’nin PI3K’nin ifadesini baskilayarak hiicrenin insiilin direncine girmesine engel

oldugu diisiiniilmektedir. siRNA uygulamasinda ise ifadesi azalan miR-96-5p’nin PI3K

tizerindeki etkisinin kalkarak hiicrenin insiilin direncine girip stresi kompanse edemedigi

noktada strese bagli apoptoz gibi 6liim yolaklarini devreye sokmasina neden olusturabilecegi

distiniilmektedir. miR-153-3p’nin, PA uygulamasinda hedefledigi PI3K geninin ifadesini

baskilayarak insiilin direnci olusum mekanizmasini blokladig1 diisiiniilmektedir. siRNA

uygulamasinda ise miR-153-3p’nin PI3K geni iizerindeki baskis1 kalkinca hiicrede insiilin

direnci ve buna bagli stres gelisimi ve asir1 stres durumunda ise insiilin mekanizmasinin

bozulmasi ve T2D gelisimi olacag diistiniilmektedir.
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Literatiirde de ozellikle diyabet ve obezite ile iligkilendirilen miR-30e-3p’nin ifadesinin
lipotoksik kosullarda ve daha yogun olarak insiilin metabolizmasinin bozulmasi ile artiga
gectigi gosterilmistir bu miRNAnin daha ¢ok insiilin metabolizmasi yolaginda aktif oldugu
gosterilmis, insililin direnci, yag asitleri metabolizmasi ile iligkili genlerin aktivitesinin
diizenlenmesine potansiyel katkilarinin oldugu belirtilmistir (202). Yapilan ¢aligmalar miR-
30e-3p’nin prediyabet ile iliskili oldugunu ve bu tarz miRNA’larin dl¢iilmesinin potansiyel
olarak diyabet risk tarama stratejilerine katkida bulunabilecegi 6nerilmistir (203). Diyabet
gibi metabolik sendromla iliskili MiRNA'larin obez deneklerde incelendigi bir ¢alisamada
miR-153-3p’nin patofizyolojik bir role sahip olabilecegi ve diyabet gibi ¢esitli metabolik
hastaliklara yatkinligi olan obez bireyler i¢in belirte¢ gorevi gorebilecegi bildirilmistir (204).

6.2. SONUC

Son yillarda hizla gelisen yliksek islem hacimli dizin tekniklerinin pek ¢ok metabolik
sorunun molekiiler boyutta incelenebilmesine olanak sagladigi bilgisi 15181inda
gerceklestirilen gercek zamanli PZR miRNA dizin calismasi ve hipotezi destekleyici
dogrulama basamaklari ile Sigan pankreas dokusunda bulunan ve insiilin salinimindan
sorumlu hiicre grubu pankreatik B hiicre hattinda (INS-1E) lipotoksik etki yaratan PA ile
olusturulan 0,3mM PA dozu ve Park2 geninin en yiiksek ifadelenme gosterdigi saat olan 24
saatlik uygulamasi ile Park2 geni varliginda ve siRNA aracili olarak Park2 geni
susturuldugu kosullarda degisen miRNA profiline bakilmis ve her iki kosulda da anlaml
olarak degisen 4 adet miRNA (rno-miR-96-5p, miR-344a-5p, miR-153-3p ve rno-miR-30e-
3p) saptanmigtir. Bu miRNA’larin yer aldiklar1 yolaklardaki tahmini hedef genlerine olan
etkileri incelenerek Parkin proteinin bu yolaklara olan etkileri saptanmaya calisilmistir.
Inceleme sonunda ise secilen diger miRNA’lara oranla rno-miR-96-5p, miR-344a-5p, miR-
153-3p ve rno-miR-30e-3p miRNA’larinin lipotoksik stres kosullarinda Park2 geni varligina
ya da yokluguna bagli olarak hiicrenin sagkaliminda daha aktif bir regiilasyon potansiyeline

sahip olabilecekleri goriisline varilmistir.

Saptanan miRNA’lar ile yapilacak fonksiyonel ¢alismalar ile hipotezin saglamlastiriimasi

caligmanin gelecek hedefidir.
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Yapilan tiim arastirma ve analiz sonuglar1 Parkin proteininin pankreatik B hiicreleri icin
lipotoksik stres kosullart altnda koruyucu bir etkisinin oldugunu ve hiicresel stres
kosullarinda pankreatik B hiicresinin kaderinin belirlenmesinde rol oynadigin1 ve Parkin
proteininin olduk¢a hizli gerg¢eklesen diizenlenmesinde miRNA’larin aktif rol alabilecegi

goriisiinii destekler nitelikte olmustur.

Literatiirde benzer bir ¢alisma olmamasi nedeniyle bu ¢alisma, INS-1E hiicre hattinda in-
vitro kosullarda metabolik diizeyde olusturulmaya ¢alisilmis lipotoksisitenin sebep oldugu
hiicresel stres cevabina Parkin proteininin etkisini miRNA ifade degisim diizeyi lizerinden

arastirilmasi yoniiyle diger calismalardan daha 6zgiin olmaktadir.
fleride yapilmasi diisiiniilen ¢alismalar asagida siralanmustir;

e Secilecek olan ek miRNA hedef genleri Ger¢ek Zamanli PZRile dogrulanacaktir.
e Secilecek olan hedef proteinler Western Blot teknigi ile dogrulanacaktir.
e Tespit edilmis olan rno-miR-96-5p, miR-344a-5p, miR-153-3p ve rno-miR-30e-3p

miRNA'lar1 ile fonksiyonel ¢aligmalar gerceklestirilecektir.

94



KAYNAKLAR

Kahn SE, Hull RL, Utzschneider KM. Mechanisms linking obesity to insulin
resistance and type 2 diabetes. Nature. 2006;444(7121):840-6.

DeFronzo RA, Tripathy D. Skeletal muscle insulin resistance is the primary defect in
type 2 diabetes. Diabetes Care. 2009;32 Suppl 2.

van Vliet AR, Verfaillie T, Agostinis P. New functions of mitochondria associated
membranes in cellular signaling. Biochim Biophys Acta - Mol Cell Res [Internet].
2014;1843(10):2253-62. Available from:
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbamcr.2014.03.009

Salvadé L, Palomer X, Barroso E, Véazquez-Carrera M. Targeting endoplasmic

reticulum stress in insulin resistance. Trends Endocrinol Metab. 2015;26(8):438-48.

Montgomery MK, Turner N. Mitochondrial dysfunction and insulin resistance: an
update. Endocr Connect [Internet]. 2014;4(1):R1-15. Available from:
http://www.endocrineconnections.com/cgi/doi/10.1530/EC-14-0092

Stinkens R, Goossens GH, Jocken JWE, Blaak EE. Targeting fatty acid metabolism
to improve glucose metabolism. Obes Rev. 2015;16(9):715-57.

Arruda AP, Pers BM, Parlakgiil G, Giiney E, Inouye K, Hotamisligil GS. Chronic
enrichment of hepatic endoplasmic reticulum-mitochondria contact leads to
mitochondrial dysfunction in obesity. Nat Med. 2014;20(12):1427-35.

Giorgi C, Missiroli S, Patergnani S, Duszynski J, Wieckowski MR, Pinton P.
Mitochondria-Associated Membranes: Composition, Molecular Mechanisms, and
Physiopathological ~ Implications. ~ Antioxid  Redox  Signal  [Internet].
2015;22(12):995-1019. Available from:
http://online.liebertpub.com/doi/10.1089/ars.2014.6223

Quan W, Lim YM, Lee MS. Role of autophagy in diabetes and endoplasmic reticulum
stress of pancreatic f-cells. Exp Mol Med. 2012;44(2):81-8.

95



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Hetz C. The unfolded protein response: Controlling cell fate decisions under ER stress
and beyond. Nat Rev Mol Cell Biol [Internet]. 2012;13(2):89-102. Available from:
http://dx.doi.org/10.1038/nrm3270

Kaniuk NA, Kiraly M, Bates H, Vranic M, Volchuk A, Brumell JH. Ubiquitinated-
protein aggregates form in pancreatic -cells during diabetes-induced oxidative stress
and are regulated by autophagy. Diabetes. 2007;56(4):930-9.

Rieusset J. The role of endoplasmic reticulum-mitochondria contact sites in the
control of glucose homeostasis: An update. Cell Death Dis. 2018;9(3):1-12.

Kocaturk NM, Gozuacik D. Crosstalk Between Mammalian Autophagy and the
Ubiquitin-Proteasome System. Front Cell Dev Biol. 2018;6(October):1-27.

Wang H-Q, Imai Y, Kataoka A, Takahashi R. Cell type-specific upregulation of
Parkin in response to ER stress. Antioxid Redox Signal [Internet]. 2007
May;9(5):533-42. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17465879

LaPierre MP, Stoffel M. MicroRNAs as stress regulators in pancreatic beta cells and
diabetes. Mol Metab. 2017;6(9):1010-23.

Wendt A, Esguerra JL, Eliasson L. Islet microRNASs in health and type-2 diabetes.
Curr  Opin  Pharmacol [Internet].  2018;43:46-52.  Available  from:
https://doi.org/10.1016/j.coph.2018.08.003

Roden M, Bernroider E. Hepatic glucose metabolism in humans - Its role in health
and disease. Best Pract Res Clin Endocrinol Metab. 2003;17(3):365-83.

V.T. S, G.I. S. The pathogenesis of insulin resistance: Integrating signaling pathways
and substrate flux. J Clin Invest [Internet]. 2016;126(1):12—-22. Available from:
http://www.embase.com/search/results?subaction=viewrecord&from=export&id=L6
08074012%0Ahttp://dx.doi.org/10.1172/JC177812

Wang CH, Tsai TF, Wei YH. Role of mitochondrial dysfunction and dysregulation of
Ca2+homeostasis in insulin insensitivity of mammalian cells. Ann N Y Acad Sci.
2015;1350(1):66-76.

96



20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Hasnain SZ, Prins JB, McGuckin MA. Oxidative and endoplasmic reticulum stress in
B-cell dysfunction in diabetes. J Mol Endocrinol. 2016;56(2):R33-54.

Hummasti S, Hotamisligil GS. Endoplasmic reticulum stress and inflammation in
obesity and diabetes. Circ Res. 2010;107(5):579-91.

Chaudhari N, Talwar P, Parimisetty A, Lefebvre da€™Hellencourt C, Ravanan P. A
Molecular Web: Endoplasmic Reticulum Stress, Inflammation, and Oxidative Stress.
Front Cell Neurosci [Internet]. 2014;8(July):1-15.  Awvailable  from:
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fncel.2014.00213/abstract

Rieusset J. Role of Endoplasmic Reticulum-Mitochondria Communication in Type 2
Diabetes. In 2017. p. 171-86. Available from: http://link.springer.com/10.1007/978-
981-10-4567-7_13

Halban PA, Polonsky KS, Bowden DW, Hawkins MA, Ling C, Mather KJ, et al. -
Cell failure in type 2 diabetes: Postulated mechanisms and prospects for prevention
and treatment. J Clin Endocrinol Metab. 2014;99(6):1983-92.

Engin F, Nguyen T, Yermalovich A, Hotamisligil GS. Aberrant islet unfolded protein

response in type 2 diabetes. Available from: www.nature.com/scientificreports

Lemmer IL, Willemsen N, Hilal N, Bartelt A. A guide to understanding endoplasmic
reticulum  stress in  metabolic disorders. Mol Metab  [Internet].
2021;47(January):101169. Available from:
https://doi.org/10.1016/j.molmet.2021.101169

Blackstone C, Prinz WA. Keeping in shape. Elife [Internet]. 2016 Sep 13;5. Available
from: https://elifesciences.org/articles/20468

Jager R, Bertrand MJM, Gorman AM, Vandenabeele P, Samali A. The unfolded
protein response at the crossroads of cellular life and death during endoplasmic
reticulum stress. Biol Cell [Internet]. 2012;104(5):259-70. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1111/boc.201100055

Daverkausen-Fischer L, Draga M, Prols F. Regulation of Translation, Translocation,

97



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

and Degradation of Proteins at the Membrane of the Endoplasmic Reticulum. Int J
Mol Sci. 2022;23(10):5576.

Kadowaki H, Satrimafitrah P, Takami Y, Nishitoh H. Molecular mechanism of ER
stress-induced pre-emptive quality control involving association of the translocon,
Derlin-1, and HRD1. Sci Rep. 2018;8(1):1-11.

Senft D, Ronai ZA. UPR, autophagy, and mitochondria crosstalk underlies the ER
stress response. Trends Biochem Sci [Internet]. 2015;40(3):141-8. Available from:
http://dx.doi.org/10.1016/j.tibs.2015.01.002

Biden TJ, Boslem E, Chu K, Sue N. Lipotoxic endoplasmic reticulum stress, 3 cell
failure, and type 2 diabetes mellitus. Trends Endocrinol Metab. 2014;25(8):389-98.

Lee JH, Lee J. Endoplasmic Reticulum (ER) Stress and Its Role in Pancreatic 3-Cell
Dysfunction and Senescence in Type 2 Diabetes. Int J Mol Sci. 2022;23(9).

Hetz C, Zhang K, Kaufman RJ. Mechanisms, regulation and functions of the unfolded
protein response. Nat Rev Mol Cell Biol. 2020 Aug 1;21(8):421-38.

Ma JH, Wang JJ, Zhang SX. The Unfolded Protein Response and Diabetic
Retinopathy. J Diabetes Res. 2014;2014:1-14.

Teodoro T, Odisho T, Sidorova E, Volchuk A. Pancreatic f-cells depend on basal
expression of active ATF6a-p50 for cell survival even under nonstress conditions.
Am J Physiol Physiol. 2011;302(7):C992-1003.

Wang M, Kaufman RJ. The impact of the endoplasmic reticulum protein-folding

environment on cancer development. Nat Rev Cancer. 2014;14(9):581-97.

Kny M, Fielitz J. Hidden Agenda - The Involvement of Endoplasmic Reticulum Stress
and Unfolded Protein Response in Inflammation-Induced Muscle Wasting. Front
Immunol. 2022;13(May):1-26.

Pickles S, Vigi¢ P, Youle RJ. Mitophagy and Quality Control Mechanisms in
Mitochondrial Maintenance. Curr Biol. 2018;28(4):R170-85.

98



40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

Bohovych I, Chan SSL, Khalimonchuk O. Mitochondrial Protein Quality Control:
The Mechanisms Guarding Mitochondrial Health. Antioxidants Redox Signal.
2015;22(12):977-94.

Shpilka T, Haynes CM. The mitochondrial UPR: Mechanisms, physiological
functions and implications in ageing. Nat Rev Mol Cell Biol [Internet].
2018;19(2):109-20. Available from: http://dx.doi.org/10.1038/nrm.2017.110

Muioz-Carvajal F, Sanhueza M. The Mitochondrial Unfolded Protein Response: A
Hinge Between Healthy and Pathological Aging. Front Aging Neurosci.
2020;12(September).

Frey TG, Mannella CA. The internal structure of mitochondria. Trends Biochem Sci.
2000 Jul;25(7):319-24.

Runkel ED, Baumeister R, Schulze E. Mitochondrial stress: Balancing friend and foe.
Exp Gerontol [Internet]. 2014;56:194-201. Available from:
http://dx.doi.org/10.1016/j.exger.2014.02.013

Hu F, Liu F. Mitochondrial stress: A bridge between mitochondrial dysfunction and
metabolic diseases? Cell Signal. 2011;23(10):1528-33.

Rath E, Moschetta A, Haller D. Mitochondrial function — gatekeeper of intestinal
epithelial cell homeostasis. Nat Rev Gastroenterol Hepatol [Internet].
2018;15(8):497-516. Available from: http://dx.doi.org/10.1038/s41575-018-0021-x

Franco-lborra S, Vila M, Perier C. Mitochondrial quality control in neurodegenerative

diseases: Focus on Parkinson’s disease and Huntington’s disease. Front Neurosci.

2018:12(MAY):1-25.

Hershko A. Ubiquitin: Roles in protein modification and breakdown. Cell.
1983;34(1):11-2.

Finley D. Recognition and Processing of Ubiquitin-Protein Conjugates by the
ProteasomeFinley, D. (2012). Recognition and Processing of Ubiquitin-Protein
Conjugates by the Proteasome, 477-513.

99



50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

doi:10.1146/annurev.biochem.78.081507.101607.Recognition. 2012;477-513.

Avram Hershko and AaronCiechanover. The ubiquitin system. Trends Biochem Sci.
1998;67:425-79.

Schwartz AL, Ciechanover A. Targeting Proteins for Destruction by the Ubiquitin
System: Implications for Human Pathobiology. Annu Rev Pharmacol Toxicol.
2009;49(1):73-96.

Ezekowitz RA, Williams DJ, Koziel H, Armstrong MY, Warner A, Richards FF RR.

© 19 9 1 Nature Publishing Group L2t 7H. Nature. 1991;

Shin JY, Muniyappan S, Tran NN, Park H, Lee SB, Lee BH. Deubiquitination
reactions on the proteasome for proteasome versatility. Int J Mol Sci. 2020;21(15):1-
16.

Wang J, Maldonado MA. The ubiquitin-proteasome system and its role in
inflammatory and autoimmune diseases. Cell Mol Immunol [Internet]. 2006
Aug;3(4):255-61. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16978533

Voges D, Zwickl P, Baumeister W. The 26S proteasome: a molecular machine
designed for controlled proteolysis. Annu Rev Biochem [Internet]. 1999;68:1015-68.
Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10872471

Yadav D, Lee JY, Puranik N, Chauhan PS, Chavda V, Jin JO, et al. Modulating the
Ubiquitin—Proteasome System: A Therapeutic Strategy for Autoimmune Diseases.
Cells. 2022;11(7):1-13.

Lee D, Hong JH. Physiological Overview of the Potential Link between the UPS and
Ca2+ Signaling. Antioxidants. 2022;11(5):997.

Yuan L, Li P, Zheng Q, Wang H, Xiao H. The Ubiquitin-Proteasome System in
Apoptosis and Apoptotic Cell Clearance. 2022;10(July):1-10.

Groll M, Huber R. Substrate access and processing by the 20S proteasome core
particle. Int J Biochem Cell Biol. 2003;35(5):606-16.

100



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Klionsky DJ. Autophagy: from phenomenology to molecular understanding in less
than a decade. Nat Rev Mol Cell Biol [Internet]. 2007 Nov;8(11):931-7. Available

from: http://www.nature.com/articles/nrm2245

Ploumi C, Papandreou ME, Tavernarakis N. The complex interplay between
autophagy and cell death pathways. Biochem J. 2022;479(1):75-90.

Goémez-Virgilio L, Silva-Lucero M-D-C, Flores-Morelos D-S, Gallardo-Nieto J,
Lopez-Toledo G, Abarca-Fernandez A-M, et al. Autophagy: A Key Regulator of
Homeostasis and Disease: An Overview of Molecular Mechanisms and Modulators.
Cells [Internet]. 2022 Jul 22;11(15). Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/35892559

Hansen M, Rubinsztein DC, Walker DW. Autophagy as a promoter of longevity:
insights from model organisms. Nat Rev Mol Cell Biol [Internet]. 2018;19(9):579-
93. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30006559

Glick D, Barth S, Macleod KF. Autophagy: cellular and molecular mechanisms. J
Pathol [Internet]. 2010 May;221(1):3-12. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20225336

Jin M, Klionsky DJ. Regulation of autophagy: modulation of the size and number of
autophagosomes. FEBS Lett [Internet]. 2014 Aug 1;588(15):2457—63. Available
from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24928445

Pearson GL, Gingerich MA, Walker EM, Biden TJ, Soleimanpour SA. A Selective
Look at Autophagy in Pancreatic 3-Cells. Diabetes. 2021;70(6):1229-41.

Papinski D, Schuschnig M, Reiter W, Wilhelm L, Barnes CA, Maiolica A, et al. Early
steps in autophagy depend on direct phosphorylation of Atg9 by the Atgl kinase. Mol
Cell [Internet]. 2014 Feb 6;53(3):471-83. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24440502

Thorburn A. Crosstalk between autophagy and apoptosis: Mechanisms and
therapeutic implications [Internet]. 1st ed. Vol. 172, Progress in Molecular Biology

and Translational Science. Elsevier Inc.; 2020. 55-65 p. Available from:

101



69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

http://dx.doi.org/10.1016/bs.pmbts.2020.04.023

Narendra DP, Kane LA, Hauser DN, Fearnley IM, Youle RJ. p62/SQSTM1 is
required for Parkin-induced mitochondrial clustering but not mitophagy; VDACL is
dispensable for both. Autophagy. 2010;6(8):1090-106.

Rizzuto R, Pinton P, Carrington W, Fay FS, Fogarty KE, Lifshitz LM, et al. Close
contacts with the endoplasmic reticulum as determinants of mitochondrial Ca2+
responses. Science (80- ). 1998;280(5370):1763-6.

Friedman JR, Lackner LL, West M, Dibenedetto JR. NIH Public Access.
2012;334(6054):358-62.

Csordas G, Renken C, Varnai P, Walter L, Weaver D, Buttle KF, et al. Structural and
functional features and significance of the physical linkage between ER and
mitochondria. J Cell Biol. 2006;174(7):915-21.

Mandl J, Mészaros T, Banhegyi G, Hunyady L, Csala M. Endoplasmic reticulum:
nutrient sensor in physiology and pathology. Trends Endocrinol Metab.
2009;20(4):194-201.

Gao AW, Cant6 C, Houtkooper RH. Mitochondrial response to nutrient availability
and its role in metabolic disease. EMBO Mol Med. 2014;6(5):580-9.

Martinon F. The endoplasmic reticulum: A sensor of cellular stress that modulates
immune responses. Microbes Infect [Internet]. 2012;14(14):1293-300. Available
from: http://dx.doi.org/10.1016/j.micinf.2012.07.005

Li YE, Sowers JR, Hetz C, Ren J. Cell death regulation by MAMs: from molecular
mechanisms to therapeutic implications in cardiovascular diseases. Cell Death Dis.
2022;13(5).

Degechisa ST, Dabi YT, Gizaw ST. The mitochondrial associated endoplasmic
reticulum membranes: A platform for the pathogenesis of inflammation-mediated

metabolic diseases. Immunity, Inflamm Dis. 2022;10(7):1-12.

102



78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

Rieusset J. Mitochondria and endoplasmic reticulum: Mitochondria-endoplasmic
reticulum interplay in type 2 diabetes pathophysiology. Int J Biochem Cell Biol.
2011;43(9):1257-62.

Bravo R, Gutierrez T, Paredes F, Gatica D, Rodriguez AE, Pedrozo Z, et al.
Endoplasmic reticulum: ER stress regulates mitochondrial bioenergetics. Int J
Biochem Cell Biol. 2012;44(1):16-20.

Ivanova H, Vervliet T, Missiaen L, Parys JB, De Smedt H, Bultynck G. Inositol 1,4,5-
trisphosphate receptor-isoform diversity in cell death and survival. Biochim Biophys
Acta - Mol Cell Res. 2014;1843(10):2164-83.

Elmore S. Apoptosis: a review of programmed cell death. Toxicol Pathol [Internet].
2007 Jun;35(4):495-516. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17562483

Sorice M, Thorburn A, Zhou F, Yang Y, Xing D, Noguchi M, et al. Crosstalk of
Autophagy and Apoptosis. Oncotarget [Internet]. 1st ed. 2022;11(9):10-2. Available
from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/35857637

Mcllwain DR, Berger T, Mak TW. Caspase functions in cell death and disease. Cold
Spring Harb Perspect Biol [Internet]. 2013 Apr 1;5(4):a008656. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23545416

Favaloro B, Allocati N, Graziano V, Di llio C, De Laurenzi V. Role of apoptosis in
disease. Aging (Albany NY) [Internet]. 2012 May;4(5):330-49. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22683550

Fairlie WD, Tran S, Lee EF. Crosstalk between apoptosis and autophagy signaling
pathways [Internet]. 1st ed. Vol. 352, International Review of Cell and Molecular
Biology. Elsevier Inc.; 2020. 115-158 p. Available from:
http://dx.doi.org/10.1016/bs.ircmb.2020.01.003

Fan 'Y, Ullman E, Zong WX. The cellular decision between apoptosis and autophagy.
Beyond Apoptosis Cell Outcomes Cancer Ther. 2008;127-41.

103



87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

Obeng E. Apoptosis (programmed cell death) and its signals - A review. Braz J Biol
[Internet]. 81(4):1133-43. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33111928

Mizushima N, Levine B. Autophagy in mammalian development and differentiation.
Nat Cell Biol [Internet]. 2010 Sep;12(9):823-30. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20811354

Kist M, Vucic D. Cell death pathways: intricate connections and disease implications.
EMBO J [Internet]. 2021;40(5):€106700. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33439509

Voss AK, Strasser A. The essentials of developmental apoptosis. F1000Research
[Internet]. 2020;9. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32148779

Liu Y, Shoji-Kawata S, Sumpter RM, Wei Y, Ginet V, Zhang L, et al. Autosis is a
Na+,K+-ATPase-regulated form of cell death triggered by autophagy-inducing
peptides, starvation, and hypoxia-ischemia. Proc Natl Acad Sci U S A [Internet]. 2013
Dec 17;110(51):20364-71. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24277826

Hara T, Nakamura K, Matsui M, Yamamoto A, Nakahara Y, Suzuki-Migishima R, et
al. Suppression of basal autophagy in neural cells causes neurodegenerative disease
in mice. Nature [Internet]. 2006 Jun 15;441(7095):885-9. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16625204

Komatsu M, Waguri S, Chiba T, Murata S, lwata J, Tanida I, et al. Loss of autophagy
in the central nervous system causes neurodegeneration in mice. Nature [Internet].
2006 Jun 15;441(7095):880-4. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16625205

Pua HH, Dzhagalov I, Chuck M, Mizushima N, He Y-W. A critical role for the
autophagy gene Atg5 in T cell survival and proliferation. J Exp Med [Internet]. 2007
Jan 22;204(1):25-31. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17190837

104



95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

Takacs-Vellai K, Vellai T, Puoti A, Passannante M, Wicky C, Streit A, et al.
Inactivation of the autophagy gene bec-1 triggers apoptotic cell death in C. elegans.
Curr Biol [Internet]. 2005 Aug 23;15(16):1513-7. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16111945

Lum JJ, Bauer DE, Kong M, Harris MH, Li C, Lindsten T, et al. Growth factor
regulation of autophagy and cell survival in the absence of apoptosis. Cell [Internet].
2005 Jan 28;120(2):237-48. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15680329

Degenhardt K, Mathew R, Beaudoin B, Bray K, Anderson D, Chen G, et al.
Autophagy promotes tumor cell survival and restricts necrosis, inflammation, and
tumorigenesis. Cancer Cell [Internet]. 2006 Jul;10(1):51-64. Awvailable from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16843265

Mathew R, White E. Why sick cells produce tumors: the protective role of autophagy.
Autophagy [Internet]. 3(5):502-5. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17611387

Moreau K, Luo S, Rubinsztein DC. Cytoprotective roles for autophagy. Curr Opin
Cell Biol [Internet]. 2010  Apr;22(2):206-11. Available  from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20045304

Li XN, Song J, Zhang L, LeMaire SA, Hou X, Zhang C, et al. Activation of the
AMPK-FOXO3 pathway reduces fatty acid-induced increase in intracellular reactive

oxygen species by upregulating thioredoxin. Diabetes. 2009;58(10):2246-57.

Shen S, Codogno P. The Role of Autophagy in Cell Death. In: M.A. Hayat, editor.
Autophagy: Cancer, Other Pathologies, Inflammation, Immunity, Infection, and
Aging  [Internet].  Elsevier; 2016. p. 139-54.  Available  from:
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-802937-4.00007-7.

Boya P, Gonzalez-Polo R-A, Casares N, Perfettini J-L, Dessen P, Larochette N, et al.
Inhibition of macroautophagy triggers apoptosis. Mol Cell Biol [Internet]. 2005
Feb;25(3):1025-40. Available from:

105



103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15657430

He L, Zhang J, Zhao J, Ma N, Kim SW, Qiao S, et al. Autophagy: The Last Defense
against Cellular Nutritional Stress. Adv Nutr [Internet]. 2018 Jul 1;9(4):493-504.
Available from: https://academic.oup.com/advances/article/9/4/493/5055944

Monaco A, Fraldi A. Protein Aggregation and Dysfunction of Autophagy-Lysosomal
Pathway: A Vicious Cycle in Lysosomal Storage Diseases. Front Mol Neurosci
[Internet]. 2020;13:37. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32218723

Li W, He P, Huang Y, Li Y-F, Lu J, Li M, et al. Selective autophagy of intracellular
organelles: recent research advances. Theranostics [Internet]. 2021;11(1):222-56.

Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33391472

Hou W, Han J, Lu C, Goldstein LA, Rabinowich H. Autophagic degradation of active
caspase-8: a crosstalk mechanism between autophagy and apoptosis. Autophagy
[Internet]. 2010 Oct;6(7):891-900. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20724831

Kubli DA, Zhang X, Lee Y, Hanna RA, Quinsay MN, Nguyen CK, et al. Parkin
protein deficiency exacerbates cardiac injury and reduces survival following
myocardial infarction. J Biol Chem [Internet]. 2013 Jan 11;288(2):915-26. Available
from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23152496

Zhu Y, Massen S, Terenzio M, Lang V, Chen-Lindner S, Eils R, et al. Modulation of
serines 17 and 24 in the LC3-interacting region of Bnip3 determines pro-survival
mitophagy versus apoptosis. J Biol Chem [Internet]. 2013 Jan 11;288(2):1099-113.
Available from: http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/23209295

Jung S, Jeong H, Yu S-W. Autophagy as a decisive process for cell death. Exp Mol
Med [Internet]. 2020;52(6):921-30. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32591647

Denton D, Kumar S. Autophagy-dependent cell death. Cell Death Differ [Internet].
2019 Apr 19;26(4):605-16. Available from: http://www.nature.com/articles/s41418-

106



111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

018-0252-y

Yau R, Rape M. The increasing complexity of the ubiquitin code. Nat Cell Biol
[Internet]. 2016 Jun 27;18(6):579-86. Available from:

http://www.nature.com/articles/nch3358

Palikaras K, Tavernarakis N. Mitochondrial homeostasis: The interplay between
mitophagy and mitochondrial biogenesis. Exp Gerontol. 2014;56:182-8.

Feng D, Liu L, Zhu Y, Chen Q. Molecular signaling toward mitophagy and its
physiological significance. Exp Cell Res [Internet]. 2013 Jul 15;319(12):1697-705.
Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23603281

Abdrakhmanov A, Gogvadze V, Zhivotovsky B. To Eat or to Die: Deciphering
Selective Forms of Autophagy. Trends Biochem Sci. 2020;45(4):347-64.

Selbach M, Schwanhéusser B, Thierfelder N, Fang Z, Khanin R, Rajewsky N.
Widespread changes in protein synthesis induced by microRNAs. Nature.
2008;455(7209):58-63.

Zhu CL, Yao RQ, Li LX, Li P, Xie J, Wang JF, et al. Mechanism of Mitophagy and
Its Role in Sepsis Induced Organ Dysfunction: A Review. Front Cell Dev Biol.
2021;9(June):1-13.

Shires SE, Kitsis RN, Gustafsson AB. Beyond Mitophagy: The Diversity and
Complexity of Parkin Function. Circ Res [Internet]. 2017;120(8):1234-6. Available
from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28408450

Narendra D, Tanaka A, Suen D-F, Youle RJ. Parkin is recruited selectively to
impaired mitochondria and promotes their autophagy. J Cell Biol [Internet]. 2008 Dec
1;183(5):795-803. Available from:
https://rupress.org/jcb/article/183/5/795/35265/Parkin-is-recruited-selectively-to-

impaired

Kim K-Y, Stevens M V., Akter MH, Rusk SE, Huang RJ, Cohen A, et al. Parkin is a

lipid-responsive regulator of fat uptake in mice and mutant human cells. J Clin Invest

107



120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

[Internet]. 2011 Sep 1;121(9):3701-12. Available from:
http://www.jci.org/articles/view/44736

Johnson BN, Berger AK, Cortese GP, LaVoie MJ. The ubiquitin E3 ligase parkin
regulates the proapoptotic function of Bax. Proc Natl Acad Sci U S A.
2012;109(16):6283-8.

Carroll RG, Hollville E, Martin SJ. Parkin sensitizes toward apoptosis induced by
mitochondrial depolarization through promoting degradation of Mcl-1. Cell Rep
[Internet]. 2014 Nov 20;9(4):1538-53. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25456142

Sarraf SA, Raman M, Guarani-Pereira V, Sowa ME, Huttlin EL, Gygi SP, et al.
Landscape of the PARKIN-dependent ubiquitylome in response to mitochondrial
depolarization. Nature [Internet]. 2013 Apr 18;496(7445):372-6. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23503661

Xu L, Lin D, Yin D, Koeffler HP. An emerging role of PARK2 in cancer. J Mol Med
(Berl) [Internet]. 2014 Jan;92(1):31-42. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24297497

Scuderi S, Cognata V La, Drago F, Cavallaro S, Agata VD. Alternative Splicing
Generates Different Parkin Protein Isoforms : Evidences in Human , Rat , and Mouse

Brain. 2014;2014.

Cali T, Ottolini D, Negro A, Brini M. Enhanced parkin levels favor ER-mitochondria
crosstalk and guarantee Ca2+ transfer to sustain cell bioenergetics. Biochim Biophys
Acta - Mol Basis Dis. 2013;1832(4):495-508.

Bouman L, Schlierf A, Lutz AK, Shan J, Deinlein A, Kast J, et al. Parkin is
transcriptionally regulated by ATF4: Evidence for an interconnection between
mitochondrial stress and ER stress. Cell Death Differ. 2011;18(5):769-82.

Park E, Young A, Park S, Kim J, Cho M. Multiple pathways are involved in palmitic
acid-induced toxicity. FOOD Chem Toxicol. 2014;67:26-34.

108



128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

MacCormac LP, Mugit MMK, Faulkes DJ, Wood NW, Latchman DS. Reduction in
endogenous parkin levels renders glial cells sensitive to both caspase-dependent and
caspase-independent cell death. Eur J Neurosci [Internet]. 2004 Oct;20(8):2038-48.
Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15450083

Ham SJ, Lee D, Yoo H, Jun K, Shin H, Chung J. Decision between mitophagy and
apoptosis by Parkin via VDAC1 ubiquitination. Proc Natl Acad Sci U S A [Internet].
2020;117(8):4281-91. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32047033

Khan SH, Zhao D, Shah SZA, Hassan MF, Zhu T, Song Z, et al. Parkin
Overexpression Ameliorates PrP106-126-Induced Neurotoxicity via Enhanced
Autophagy in N2a Cells. Cell Mol Neurobiol [Internet]. 2017 May 18;37(4):717-28.
Available from: http://link.springer.com/10.1007/s10571-016-0407-7

da Costa CA, Sunyach C, Giaime E, West A, Corti O, Brice A, et al. Transcriptional
repression of p53 by parkin and impairment by mutations associated with autosomal
recessive juvenile Parkinson’s disease. Nat Cell Biol [Internet]. 2009
Nov;11(11):1370-5. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19801972

Alves Da Costa C, Checler F. Parkin: Much more than a simple ubiquitin ligase.
Neurodegener Dis. 2012;10(1-4):49-51.

Jin HS, Kim J, Lee SJ, Kim K, Go MJ, Lee JY, et al. The PARK2 gene is involved in
the maintenance of pancreatic B-cell functions related to insulin production and
secretion. Mol Cell Endocrinol. 2014;382(1):178-89.

Shinjo S, Jiang S, Nameta M, Suzuki T, Kanai M, Nomura Y, et al. Disruption of the
mitochondria-associated ER membrane (MAM) plays a central role in palmitic acid—
induced insulin resistance. Exp Cell Res [Internet]. 2017;359(1):86-93. Available
from: http://dx.doi.org/10.1016/j.yexcr.2017.08.006

Yu G, Luo H, Zhang N, Wang Y, Li Y, Huang H, et al. Loss of p53 Sensitizes Cells

to Palmitic Acid-Induced Apoptosis by Reactive Oxygen Species Accumulation. Int

109



136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

J Mol Sci [Internet]. 2019 Dec 12;20(24). Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31842349

Oh YS, Bae GD, Baek DJ, Park E-Y, Jun H-S. Fatty Acid-Induced Lipotoxicity in
Pancreatic Beta-Cells During Development of Type 2 Diabetes. Front Endocrinol
(Lausanne) [Internet]. 2018 Jul 16;9. Available from:
https://www.frontiersin.org/article/10.3389/fendo.2018.00384/full

Palomer X, Pizarro-Delgado J, Barroso E, Vazquez-Carrera M. Palmitic and Oleic
Acid: The Yin and Yang of Fatty Acids in Type 2 Diabetes Mellitus. Trends
Endocrinol Metab  [Internet].  2018;29(3):178-90.  Available  from:
http://dx.doi.org/10.1016/j.tem.2017.11.009

Carta G, Murru E, Banni S, Manca C. Palmitic acid: Physiological role, metabolism
and nutritional implications. Front Physiol. 2017;8(NOV):1-14.

Baek D, Villén J, Shin C, Camargo FD, Steven P, Bartel DP. The impact of miRNA
on protein output. Nature. 2008;455(7209):64—71.

Ibafiez-Ventoso C, Vora M, Driscoll M. Sequence relationships among C. elegans, D.
melanogaster and human microRNAs highlight the extensive conservation of
microRNAs in biology. PL0oS One. 2008;3(7).

Hammond SM, Bernstein E, Beach D, Hannon GJ. An RNA-directed nuclease
mediates post-transcriptional gene silencing in Drosophila cells. Nature.
2000;404(6775):293-6.

Esquela-Kerscher A, Slack FJ. Oncomirs - MicroRNAs with a role in cancer. Nat Rev
Cancer. 2006;6(4):259-69.

Wu L, Fan J, Belasco JG. MicroRNAs direct rapid deadenylation of mRNA. Proc Natl
Acad Sci. 2006;103(11):4034-9.

Ryan B, Joilin G, Williams JM. Plasticity-related microRNA and their potential
contribution to the maintenance of long-term potentiation. Front Mol Neurosci
[Internet]. 2015 Feb 23;8. Available from:

110



145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

http://journal.frontiersin.org/Article/10.3389/fnmol.2015.00004/abstract

Mattick JS, Makunin I V. Small regulatory RNAs in mammals. Hum Mol Genet
[Internet]. 2005 Apr 15;14(suppl_1):R121-32. Available from:
http://academic.oup.com/hmg/article/14/suppl_1/R121/560813/Small-regulatory-
RNAs-in-mammals

Plaisance V, Waeber G, Regazzi R, Abderrahmani A. Role of MicroRNAs in Islet
Beta-Cell Compensation and Failure during Diabetes. J Diabetes Res [Internet].
2014;2014:1-12. Available from:
http://www.hindawi.com/journals/jdr/2014/618652/

Latreille M, Rorsman P, Stoffel M, Latreille M, Hausser J, Stiitzer I, et al. MicroRNA-
7a regulates pancreatic 3 cell function. J Clin Invest. 2014;124(6):2722-35.

Mishra S, Bahinipati J, Sarangi R, Mohapatra SR, Das S, Mishra A. A comprehensive
overview on Micro RNA signature in type 2 diabetes Mellitus and its complications.
Indian J Clin Biochem [Internet]. 2022 Sep 5;1-8. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/36090301

Nesca V, Guay C, Jacovetti C, Menoud V, Peyot ML, Laybutt DR, et al. Identification
of particular groups of microRNAs that positively or negatively impact on beta cell
function in obese models of type 2 diabetes. Diabetologia. 2013;56(10):2203-12.

Tattikota SG, Rathjen T, McAnulty SJ, Wessels HH, Akerman I, Van De Bunt M, et
al. Argonaute2 mediates compensatory expansion of the pancreatic 3 cell. Cell Metab.

2014;19(1):122-34.

Salunkhe VA, Mollet 1G, Ofori JK, Malm HA, Esguerra JLS, Reinbothe TM, et al.
Dual Effect of Rosuvastatin on Glucose Homeostasis Through Improved Insulin
Sensitivity and Reduced Insulin Secretion. EBioMedicine [Internet]. 2016;10:185—
94. Available from: http://dx.doi.org/10.1016/j.ebiom.2016.07.007

Tattikota SG, Rathjen T, Hausser J, Khedkar A, Kabra UD, Pandey V, et al. miR-184
regulates pancreatic B-cell function according to glucose metabolism. J Biol Chem.
2015;290(33):20284-94.

111



153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

Zhu M, Wei Y, Geil3ler C, Abschlag K, Campos JC, Hristov M, et al. Hyperlipidemia-
induced MicroRNA-155-5p improves B-cell function by targeting Mafb. Diabetes.
2017;66(12):3072-84.

Han YB, Wang MN, Li Q, Guo L, Yang YM, Li PJ, et al. MicroRNA-34a contributes
to the protective effects of glucagon-like peptide-1 against lipotoxicity in INS-1 cells.
Chin Med J (Engl). 2012;125(23):4202-8.

Liu Y, Dong J, Ren BO. Microrna-182-5p contributes to the protective effects of
thrombospondin 1 against lipotoxicity in ins-1 cells. Exp Ther Med.
2018;16(6):5272-9.

Wu W, Xu H, Wang Z, Mao Y, Yuan Y, Luo W, et al. PINK1-parkin-mediated
mitophagy protects mitochondrial integrity and prevents metabolic stress-induced
endothelial injury. PLoS One. 2015;10(7):1-14.

Casimir M, Chaffard G, Maechler P. Resveratrol long-term treatment differentiates
INS-1E beta-cell towards improved glucose response and insulin secretion. Pflugers
Arch Eur J Physiol. 2019;471(2):337-45.

Livak KJ, Schmittgen TD. Analysis of relative gene expression data using real-time
quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) Method. Methods [Internet]. 2001
Dec;25(4):402-8. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11846609

Qiagen. GeneGlobe [Internet]. Available from:

https://geneglobe.giagen.com/tr/analyze

Schneider CA, Rasband WS, Eliceiri KW. NIH Image to ImageJ: 25 years of image
analysis. Nat Methods [Internet]. 2012 Jul;9(7):671-5. Awvailable from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22930834

Mirwalk [Internet]. Available from: http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/

miRWalk [Internet]. Available from: http://zmf.umm.uni-

heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/

112



163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

Targetscan [Internet]. Available from: http://www.targetscan.org/vert_80/

Zhang B, Kirov S, Snoddy J. WebGestalt: an integrated system for exploring gene
sets in various biological contexts. Nucleic Acids Res [Internet]. 2005 Jul 1;33(Web
Server issue):W741-8. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15980575

Liao Y, Wang J, Jaehnig EJ, Shi Z, Zhang B. WebGestalt 2019: gene set analysis
toolkit with revamped Uls and APIs. Nucleic Acids Res [Internet]. 2019 Jul
2;47(W1):W199-205. Available from:
https://academic.oup.com/nar/article/47/\WW1/W199/5494758

Venny [Internet]. Available from: https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/

Oliveros JC. VENNY.An interactive tool for comparing lists with Venn’s diagrams.

2007; Available from: https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html

Zhou F, Yang Y, Xing D. Bcl-2 and Bcl-xL play important roles in the crosstalk
between autophagy and apoptosis. FEBS J. 2011;278(3):403-13.

Raisova M, Hossini AM, Eberle J, Riebeling C, Wieder T, Sturm I, et al. The Bax/Bcl-
2 ratio determines the susceptibility of human melanoma cells to CD95/Fas-mediated
apoptosis. J Invest Dermatol. 2001;117(2):333—40.

Zhu L, Han MB, Gao Y, Wang H, Dai L, Wen Y, et al. Curcumin triggers apoptosis
via upregulation of Bax/Bcl-2 ratio and caspase activation in SW872 human
adipocytes. Mol Med Rep. 2015;12(1):1151-6.

Salakou S, Kardamakis D, Tsamandas AC, Zolota V, Apostolakis E, Tzelepi V, et al.
Increased bax/bcl-2 ratio up-regulates caspase-3 and increases apoptosis in the
thymus of patients with Myasthenia gravis. In Vivo (Brooklyn). 2007;21(1):123-32.

GeneGlobe-Qiagen [Internet]. Available from:

https://geneglobe.giagen.com/us/product-groups/mircury-Ina-mirna-pcr-assays

Kozomara A, Birgaoanu M, Griffiths-Jones S. miRBase: from microRNA sequences

113



174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

to function. Nucleic Acids Res [Internet]. 2019 Jan 8;47(D1):D155-62. Available
from: https://academic.oup.com/nar/article/47/D1/D155/5179337

Kanehisa M. Toward understanding the origin and evolution of cellular organisms.
Protein  Sci  [Internet]. 2019 Nov;28(11):1947-51. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31441146

Kanehisa M, Goto S. KEGG: kyoto encyclopedia of genes and genomes. Nucleic
Acids Res [Internet]. 2000 Jan 1;28(1):27-30. Awvailable  from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10592173

Kanehisa M, Furumichi M, Sato Y, Kawashima M, Ishiguro-Watanabe M. KEGG for
taxonomy-based analysis of pathways and genomes. Nucleic Acids Res [Internet].
2022 Oct 27; Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/36300620

Zungu M, Schisler JC, Essop MF, McCudden C, Patterson C, Willis MS. Regulation
of AMPK by the Ubiquitin Proteasome System. Am J Pathol [Internet]. 2011
Jan;178(1):4-11. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0002944010000775

Rodolfo C, Campello S, Cecconi F. Mitophagy in neurodegenerative diseases.
Neurochem  Int  [Internet]. 2018  Jul;117:156-66.  Available  from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0197018617300876

Chan NC, Salazar AM, Pham AH, Sweredoski MJ, Kolawa NJ, Graham RLJ, et al.
Broad activation of the ubiquitin-proteasome system by Parkin is critical for
mitophagy. Hum Mol Genet [Internet]. 2011 May 1;20(9):1726-37. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21296869

Chen D, Gao F, Li B, Wang H, Xu Y, Zhu C, et al. Parkin mono-ubiquitinates Bcl-2
and regulates autophagy. J Biol Chem [Internet]. 2010;285(49):38214-23. Available
from: http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M110.101469

Jiang H, Ren Y, Zhao J, Feng J. Parkin protects human dopaminergic neuroblastoma
cells against dopamine-induced apoptosis. Hum Mol Genet [Internet]. 2004 Aug
15;13(16):1745-54. Available from:

114



182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15198987

Sandebring A, Dehvari N, Perez-Manso M, Thomas KJ, Karpilovski E, Cookson MR,
et al. Parkin deficiency disrupts calcium homeostasis by modulating phospholipase C
signalling. FEBS J [Internet]. 2009 Sep;276(18):5041-52. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19663908

Martino L, Masini M, Novelli M, Beffy P, Bugliani M, Marselli L, et al. Palmitate
activates autophagy in INS-1E B-cells and in isolated rat and human pancreatic islets.
PLoS One. 2012;7(5).

Poitout V, Amyot J, Semache M, Zarrouki B, Hagman D, Fontés G. Glucolipotoxicity
of the pancreatic beta cell. Biochim Biophys Acta - Mol Cell Biol Lipids [Internet].
2010;1801(3):289-98. Available from:
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbalip.2009.08.006

Cnop M, Foufelle F, Velloso LA. Endoplasmic reticulum stress, obesity and diabetes.
Trends Mol Med [Internet]. 2012 Jan;18(1):59-68. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21889406

Kaushik S, Singh R, Cuervo AM. Autophagic pathways and metabolic stress.
Diabetes Obes Metab [Internet]. 2010 Oct;12 Suppl 2(0 2):4-14. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21029294

Mao H, Chen W, Chen L, Li L. Potential role of mitochondria-associated endoplasmic
reticulum membrane proteins in diseases. Biochem Pharmacol [Internet]. 2022
May;199:115011. Available from: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/35314166

Filadi R, Theurey P, Pizzo P. The endoplasmic reticulum-mitochondria coupling in
health and disease: Molecules, functions and significance. Cell Calcium [Internet].
2017;62:1-15. Available from: http://dx.doi.org/10.1016/j.ceca.2017.01.003

Rodriguez-Arribas M, Yakhine-Diop SMS, Pedro JMB-S, Gémez-Suaga P, Gomez-
Sanchez R, Martinez-Chacon G, et al. Mitochondria-Associated Membranes
(MAMs): Overview and Its Role in Parkinson’s Disease. Mol Neurobiol [Internet].

2017 Oct 6;54(8):6287-303. Available from:

115



190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

http://link.springer.com/10.1007/s12035-016-0140-8

Sunanda T, Ray B, Mahalakshmi AM, Bhat A, Rashan L, Rungratanawanich W, et
al. Mitochondria-Endoplasmic Reticulum Crosstalk in Parkinson’s Disease: The Role
of Brain Renin Angiotensin System Components. Biomolecules [Internet]. 2021 Nov
10;11(11). Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/34827667

Su B, Wang X, Sun Y, Long M, Zheng J, Wu W, et al. miR-30e-3p Promotes
Cardiomyocyte Autophagy and Inhibits Apoptosis via Regulating Egr-1 during
Ischemia/Hypoxia. Biomed Res Int [Internet]. 2020 Aug 17;2020:1-10. Available
from: https://www.hindawi.com/journals/bmri/2020/7231243/

Wang X-T, Wu X-D, Lu Y-X, Sun Y-H, Zhu H-H, Liang J-B, et al. Potential
Involvement of MiR-30e-3p in Myocardial Injury Induced by Coronary
Microembolization via Autophagy Activation. Cell Physiol Biochem [Internet].
2017;44(5):1995-2004. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29237156

Qiu S, Liu B, Mo Y, Wang X, Zhong L, Han X, et al. MicroRNA-153-3p increases
autophagy in  sevoflurane-preconditioned = mice to  protect  against
ischaemic/reperfusion injury after knee arthroplasty. J Cell Mol Med [Internet]. 2020
May 2;24(9):5330-40. Available from:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/jcmm.15188

Hou S, Guo M, Xi H, Zhang L, Zhao A, Hou H, et al. MicroRNA-153-3p sensitizes
melanoma cells to dacarbazine by suppressing ATG5-mediated autophagy and
apoptosis. Transl Cancer Res [Internet]. 2020 Sep;9(9):5626-36. Available from:
http://tcr.amegroups.com/article/view/44201/html

Sun X, Ji G, Li P, Li W, Li J, Zhu L. miR-344-5p Modulates Cholesterol-Induced f-
Cell Apoptosis and Dysfunction Through Regulating Caveolin-1 Expression. Front
Endocrinol  (Lausanne) [Internet]. 2021 Jul 28;12. Available from:
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fendo.2021.695164/full

Sun D, Mu Y, Piao H. MicroRNA-153-3p enhances cell radiosensitivity by targeting

116



197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

BCL2 in human glioma. Biol Res [Internet]. 2018 Dec 11,51(1):56. Available from:
https://biolres.biomedcentral.com/articles/10.1186/s40659-018-0203-6

Zhou H-Y, Wu C-Q, Bi E-X. MiR-96-5p inhibition induces cell apoptosis in gastric
adenocarcinoma. World J Gastroenterol [Internet]. 2019 Dec 21;25(47):6823-34.
Available from: https://www.wjgnet.com/1007-9327/full/v25/i47/6823.htm

Li S, Yang Y, Shi MH, Wang JF, Ran XQ. miR-96-5p attenuates malathion-induced
apoptosis of human kidney cells by targeting the ER stress marker DDIT3. J Environ
Sci Health B [Internet]. 2020;55(12):1080-6.  Available  from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32897819

Eroglu S, Isik AF, Oguzkan Balci S. miR-96-5p regulates autophagy through
targeting ATG9A in lung cancer. Eur J Ther [Internet]. 2020 Dec 1;26(4):332-6.
Available from: https://eurjther.com/en/mir-96-5p-regulates-autophagy-through-
targeting-atg9a-in-lung-cancer-131157

Yu X, Liu Z, Fang J, Qi H. miR-96-5p. Medicine (Baltimore) [Internet]. 2021 May
28;100(21):e25808. Available from:
https://journals.lww.com/10.1097/MD.0000000000025808

Nguyen MT, Min K-H, Lee W. MiR-96-5p Induced by Palmitic Acid Suppresses the
Myogenic Differentiation of C2C12 Myoblasts by Targeting FHL1. Int J Mol Sci
[Internet]. 2020 Dec 11;21(24). Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33322515

Goralska J, Razny U, Polus A, Dziewonska A, Gruca A, Zdzienicka A, et al.
Enhanced GIP Secretion in Obesity Is Associated with Biochemical Alteration and
MIiRNA Contribution to the Development of Liver Steatosis. Nutrients. 2020
Feb;12(2).

Weale CJ, Matshazi DM, Davids SFG, Raghubeer S, Erasmus RT, Kengne AP, et al.
MicroRNAs-1299, -126-3p and -30e-3p as Potential Diagnostic Biomarkers for
Prediabetes. Diagnostics. 2021 May;11(6):949.

Mir FA, Mall R, Iskandarani A, Ullah E, Samra TA, Cyprian F, et al. Characteristic

117



MicroRNAs Linked to Dysregulated Metabolic Pathways in Qatari Adult Subjects
With Obesity and Metabolic Syndrome. Front Endocrinol (Lausanne) [Internet].
2022;13:937089. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/35937842

118



