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ÖZET 

Önal G. PNPLA1 Geninde Mutasyon Saptanan Konjenital İktiyoz Vakalarında Yağ 

Damlacıklarının Lipofaji Aracılı Regülasyonunun İncelenmesi. Hacettepe 

Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Tıbbi Biyoloji Yüksek Lisans Tezi, Ankara, 

2015. Patatin benzeri fosfolipaz domain içeren protein 1 (PNPLA1) gen mutasyonları 

Otozomal Resesif Konjenital İktiyoz (ORKİ) patolojisine neden olmaktadır. Hücrede 

yağ damlacıklarının üzerinde yerleşim gösteren PNPLA1 proteininin fosfolipit 

metabolizmasında rol oynadığı bilinmektedir. Proteinin mutant olması durumunda 

hücredeki yağ damlacığı regülasyonunun nasıl etkilendiğinin araştırılması hastalık 

patolojisine sebep olan yolakların aydınlatılması için katkı sağlayacaktır. Bu amaçla, 

tez kapsamında ilk aşamada PNPLA1 gen mutasyonu görülen hastaların ve kontrol 

bireylerin primer fibroblast kültürlerinde yağ damlacıkları birikimi karşılaştırıldı. Hasta 

fibroblast hücrelerinde yağ damlacıklarının anormal birikimi ve boyutlarında artış 

tespit edildi. Ek olarak, hasta fibroblast hücrelerinde PNPLA1 gen mutasyonlarının 

proteinin hücre içi yerleşimine etkisinin olmadığı ve proteinin hücrelerde ifade 

edildiği belirlendi. Yağ damlacıklarının lipofaji aracılı regülasyonunun araştırılması 

amacıyla ise, yağ damlacıklarının otofajik belirteçler (Atg5, LC3, LAMP1, Lysotracker® 

Red-DND-99) ile eş yerleşimi araştırıldı. Kontrol hücrelerinde yağ damlacıklarının 

otofajik belirteçlerle eş yerleşiminin belirlenmesi, yağ damlacıklarının bazal seviyede 

otofaji mekanizması ile yıkımını göstermektedir. Fizyolojik koşullarda, hasta fibroblast 

hücrelerinde ise yağ damlacıklarının otofajik belirteçler ile belirgin olarak eş yerleşimi 

saptanmadı. Elde edilen bulgular, PNPLA1 mutasyonlarının hücrede otofajik akışın 

otofagozom oluşumu aşamasında aksaklıklar meydana getirebileceğini 

düşündürmektedir. Sonuç olarak, hasta fibroblast hücrelerinde anormal yağ birikimi 

ve otofaji mekanizmasında aksaklıklar görülmesi, PNPLA1 proteininin yağ 

damlacıklarının regülasyonunda önemli rolü olduğunu göstermektedir. Bu proteinin 

ileri fonksiyon analizlerinin gerçekleştirilmesi hastalık patolojisine neden olan 

mekanizmaların aydınlatılabilmesine katkı sağlayacaktır.  

Anahtar Kelimeler: Otozomal Resesif Konjenital İktiyoz (ORKİ), PNPLA1, Yağ 

Damlacıkları, Lipofaji. 
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ABSTRACT 

Önal G. Investigation of Lipophagy Mediated Regulation of Lipid Droplets in 

Autosomal Recessive Congenital Ichthyosis Patients with PNPLA1 Gene Mutations. 

Hacettepe University Institute of Health Sciences Medical Biology Programme 

Master of Science Thesis, Ankara,2015. Patatin Like Phospholipase Domain 

Containing Protein-1 (PNPLA1) gene mutations are shown to be linked with 

Autosomal Recessive Congenital Ichthyoses (ARCI). PNPLA1 protein located on 

phospholipid membrane structure of lipid droplets plays crucial roles in biosynthesis 

and regulation of phospholipids. Investigating the effects of PNPLA1 gene mutations 

on the regulation of lipid droplets will help to enlighten the pathways that cause the 

pathology of this disease. For this purpose, in the scope of this thesis firstly the 

accumulation of lipid droplets were compared between the primer fibroblast cultures 

of patient and control individuals. According to the results, an abnormal increase in 

number and size of lipid droplets of patient fibroblast cells compared to control cells 

was detected. In addition, it was determined that PNPLA1 gene mutations have no 

effect on the cytoplasmic localization of the protein.  In order to investigate lipophagy 

mediated regulation, colocalization of lipid droplets with designated autophagic 

markers (Atg5, LC3, LAMP1, Lysotracker® Red-DND-99) was studied using 

fluorescence staining methods. Discovery of colocalization of lipid droplets with 

autophagic markers is an indicator of degradation of lipid droplets with autophagy at 

basal levels. However, there was no colocalization of lipid droplets with autophagic 

markers was detected for patient fibroblast cells. As a result, finding of abnormal lipid 

accumulations and defects in autophagy mechanisms of patients fibroblast cells is an 

indicator of crucial role that PNPLA1 protein playing in lipid droplet regulation.  

Advanced functional analysis of this protein will definitely help us to shed light on the 

prevailing mechanisms of the pathology of this disease. 

Keywords: Autosomal Recessive Congenital Ichthyoses (ARCI), PNPLA1, Lipid 

Droplets, Lipophagy. 
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1. GİRİŞ 

  Yağ damlacıkları hücrede nötral lipitlerin tek katlı fosfolipit membran ile 

çevrelenerek depo edildiği hücre içi yapılardır (1). Özgün morfolojisine ek olarak, 

fosfolipit membran yüzeyinde lipit biyosentezi, yıkımı, hücre membran trafiği, protein 

yıkımı gibi çeşitli yolaklarda görev almasını sağlayan çeşitli proteinler tanımlanmıştır 

(2, 3). Yağ damlacıklarının hücredeki bu dinamik yapısının keşfedilmesi, uzun süre 

hücrede inert lipit depolama bölgesi olarak kabul edilen yağ damlacıklarının önemli 

metabolik fonksiyonlara sahip olan bir organel olarak kabul görmesini sağlamış ve 

araştırmaların bu organel üzerinde yoğunlaşmasına yol açmıştır. Yağ damlacıkları 

yüzeyinde özellikle hücrede lipit homeostazından sorumlu olan proteinler yer 

almaktadır (3). Hücrede lipit homeostazının sağlanabilmesi için yağ damlacıklarının 

biyogenezi, büyümesi ve yıkımı sıkı bir şekilde kontrol edilmektedir. Bu 

mekanizmalarda oluşabilecek aksaklıklar ve hücresel lipit kompozisyonundaki 

değişiklikler yağ damlacıklarının morfolojisini etkileyerek hastalıklarda rol 

oynayabilmektedir (4). 

 Yağ damlacıkları yüzeyinde yer alan ve lipit metabolizmasında rol oynayan 

proteinlerden biri de Patatin-benzeri Fosfolipaz Domain İçeren Protein 1 

(PNPLA1)’dir. PNPLA1 proteininin diğer PNPLA proteinleri gibi trigiliserit lipaz 

aktivitesine sahip olmadığı fakat fosfolipit sentezi ve düzenlenmesinde rol oynadığı 

gösterilmiştir (5). PNPLA1 gen mutasyonlarının kalıtsal keratinizasyon 

bozukluklarından biri olan Otozomal Resesif Konjenital İktiyoz (ORKİ) patolojisine 

neden olduğu saptanmıştır (5, 6). ORKİ patolojisi,  epidermisin stratum korneum 

tabakasındaki korneositlerin anormal farklılaşması veya lipit matriks tabakasındaki 

aksaklıklar sonucunda ortaya çıkmaktadır (7). PNPLA1 proteininin özellikle üst 

epidermis granüler tabakasında yüksek ekspresyon gösterdiği ve granüler tabakadaki 

keratinositlerde anormal membranöz ve veziküler lipit birikimine neden olduğu rapor 

edilmiştir (5). Özellikle fosfolipit metabolizmasında rolü olduğu bilinen PNPLA1 

proteininde mutasyon olması durumunda, bu proteinin hücresel membran 

organizasyonu, membran trafiği ve endositik yolak bozukluklarına yol açarak İktiyoz 

patolojisinde görülen anormal lipit birikimine neden olabileceği düşünülmektedir (5). 
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Bu veriler ışığında, PNPLA1 gen mutasyonlarının yağ damlacıklarının yıkım 

mekanizmalarından biri olan lipofaji aracılı regülasyonunu etkileyebileceği hipotezi 

kurulmuştur. Tez çalışmasında ORKİ hastalarında mutant PNPLA1 proteininin yağ 

damlacıklarının birikimine ve lipofaji mekanizması aracılı regülasyonuna etkisinin 

araştırılması amaçlanmıştır. 

 ORKİ tanısı alan ve PNPLA1 geninde c.514G>A veya c.733_735delTAC 

mutasyonlarına sahip üç hasta ve bir kontrol bireyden alınan deri biyopsi 

örneklerinden primer fibroblast hücre kültürleri kurulmuştur. Tez çalışmasında ilk 

olarak fibroblast hücre kültürlerinde hücre içi yağ damlacıkları floresan boyama 

yöntemi ile incelenerek yağ damlacıklarının sayı ve boyut kantitasyonu 

gerçekleştirilmiştir. Hasta ve kontrol bireylerde yağ damlacıkları birikimi 

karşılaştırılarak PNPLA1 gen mutasyonlarının bu birikim üzerine etkileri araştırılmıştır. 

Ayrıca, çalışma kapsamına dahil edilen hastaların PNPLA1 geninde sahip oldukları 

mutasyonların proteinin hücre içi yerleşimine etkisinin araştırılması amacıyla yağ 

damlacıkları ile PNPLA1 proteininin eş floresan boyaması gerçekleştirilmiştir. Tez 

çalışmasında son olarak, mutant PNPLA1 proteininin yağ damlacıklarının lipofaji 

mekanizması ile yıkım sürecine etkisinin araştırılması amaçlanmıştır. Yağ 

damlacıklarının lipofaji mekanizmasında otofagozom yapısının oluşumunda aktif rol 

oynayan Atg5 (Autophagy related 5) ve LC3 (mikrotübül asosiye hafif zincir protein-

3) proteinleri ile eş floresan boyaması yapılarak, hasta ve kontrol hücrelerde 

otofagozom oluşum süreci incelenmiştir. Ayrıca yağ damlacıklarının LAMP1 

(lizozomal asosiye membran proteini 1) proteini ve aktif lizozom belirteci olan 

LysoTracker ile eş floresan boyamaları gerçekleştirilerek yağ damlacıklarının lizozom 

ile eş yerleşimi incelenmiştir. Yağ damlacıklarının lipofajik belirteçlerle hücre içi 

lokalizasyonlarının incelenmesi sonucunda PNPLA1 mutasyonlarının lipofaji 

sürecindeki olası etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Otozomal Resesif Konjenital İktiyoz 

 Otozomal Resesif Konjenital İktiyoz (ORKİ) (OMIM #242300) deride anormal 

pullanma ile karakterize olan, klinik ve genetik açıdan heterojenite gösteren kalıtsal 

keratinizasyon bozuklukları olarak tanımlanmaktadır (9). ORKİ hastalığı Harlequin 

İktiyoz (Hİ), Lamellar İktiyoz (Lİ) ve Konjenital İktiyoziform Eritroderma (KİE) olmak 

üzere üç ana klinik fenotipi kapsamaktadır (10).  Hastaların %60-70’i kolloidon bebek 

(colloidon baby) fenotipi ile birlikte gelişen ağır semptomlar göstermektedir (9). 

Hastalığın semptomları klinik tiplerine göre değişkenlik göstermekle birlikte genel 

olarak ısı duyarlılığı, su kaybı, elektrolit dengesizliği ve solunum güçlüğü gibi 

semptomların yanı sıra bazı ağır vakalarda neonatal dönemde sepsis sonucu ölümler 

de görülebilmektedir (11, 12). Literatür kapsamında hastalığın prevalansı 1:200.000-

1:300.000 olarak belirlenmiştir (12). 

 Tüm iktiyozlarda ortak olarak, anormallikler epidermal stratum korneum 

tabakasında görülmektedir (7). Stratum korneum keratinden zengin korneositler ile 

bunları çevreleyen lipitten zengin bir matriksten oluşmaktadır. Stratum korneum 

yapısını oluşturan keratinositlerde veya lipit metabolizmasında görülen genetik 

bozukluklar, lipit bariyer yapısında ve fonksiyonlarında anormalliklere yol açarak 

hastalık patolojisine neden olmaktadır (13). ORKİ patolojisi ile ilişkili 9 gen (TGM1 

(14), ALOXE3 (15), ALOX12B (15, 16), ABCA12 (17, 18), NIPAL4 (19), CYP4F22 (20), 

PNPLA1 (5, 6), LIPN (21) ve CERS3 (22)) tanımlanmıştır. ORKİ patolojisinin en yaygın 

sebebi epidermisteki kornifiye zarfın oluşumunda rol alan Trans-glutaminaz 1 

enzimini kodlayan TGM1 genindeki mutasyonlardır (23, 24). Fakat ORKİ patolojisinin 

epidermisin keratinosit tabakasındaki aksaklıklarla sınırlı olmadığı ve ALOXE3, 

ALOX12B, ABCA12, NIPAL4, CYP4F22, PNPLA1, LIPN ve CERS3 genlerinde tanımlanan 

mutasyonların lipit metabolizmasını etkileyerek epidermise özgü lipit matriks 

tabakasında oluşturduğu aksaklıklar sonucu hastalığın gelişimine sebep olduğu 

gösterilmiştir (9).  

 

file:///C:/Users/Gizem/Desktop/ORKÄ°/Autosomal%20Recessive%20Judit.pdf
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2.2. Patatin Benzeri Fosfolipaz Domaini İçeren (PNPLA) Protein Ailesi ve PNPLA1 

Proteini 

 ORKİ patolojisi ile ilişkili olduğu gösterilen PNPLA1 proteini, Patatin Benzeri 

Fosfolipaz Domaini İçeren (PNPLA) Protein Ailesinin bir üyesidir. Patatin ilk olarak 

yüksek konsantrasyonlarda bulunduğu patates yumrularında tanımlanmıştır ve özgül 

olmayan lipit açil hidrolaz aktivitesine sahip olduğu bilinmektedir (25, 26).  Patatin 

süper ailesine ait patatin benzeri domain içeren proteinler, prokaryotlardan 

ökaryotlara kadar tüm yaşam formlarında dağılım göstermektedir (PFAM Protein Veri 

Bankası, #PF01734).  Memelilerde tanımlanan PNPLA Protein Ailesinin 9 üyesi 

(PNPLA1-9)  bulunmaktadır (27). PNPLA adiponutrin alt ailesi, PNPLA1 (patatin-

benzeri fosfolipaz domain içeren protein-1), PNPLA2 (ATGL, adipoz trigliserit lipaz), 

PNPLA3 (adiponutrin), PNPLA4 (GS2, gene sequence 2) ve PNPLA5 (GS2-benzeri 

protein, gene sequence 2-benzeri protein) proteinlerini içermektedir (28). Tüm 

adiponutrin ailesi üyeleri, N terminallerinde ortak bir patatin domainine sahiptir. 

Patatin domaini içerdiği konsensüs GXSXG serin lipaz ve DGG motiflerinde bulunan 

serin-aspartat katalitik çifti (catalytic dyad) aracılığı ile enzimatik aktivite 

göstermektedir (29). PNPLA proteinleri, N-terminallerinde ortak patatin domaini 

içermekle birlikte C-terminallerinde bulunan hidrofobik motiflerde varyasyon 

göstermektedir (30). PNPLA1, PNPLA2, PNPLA3 ve PNPLA5 proteinlerinin C-

terminallerinde bulunan korunmuş prolin ve arjinince zengin hidrofobik motifler 

aracılığıyla, amfipatik heliks ve hidrofobik strecth oluşturarak hücre içinde yağ 

damlacıkları yüzeyine bağlandıkları ve burada lokalize oldukları gösterilmiştir (30). 

PNPLA4 proteini ise C-terminalinde diğer aile üyelerinde ortak bulunan rezidüleri 

bulundurmadığından sitozolik yerleşim göstermektedir (30).  PNPLA2-5 üyelerinin 

triaçilgliserol, fosfolipit ve retinol ester gibi farklı substratlar üzerinde lipit hidrolaz ve 

açiltransferaz aktivitelerinin olduğu gösterilmiştir (27, 28).  

 İnsan PNPLA1 geni (Gen ID 285848), 6p21.31 kromozomunda lokalize olup 8 

ekzona sahiptir ve 532 aminoasitten oluşan PNPLA1 proteinini kodlamaktadır (31). 

PNPLA1 proteini, N-terminalinde patatin domaini (rezidü 16-185) ile C-terminalinde 

yağ damlacıkları yüzeyinde lokalize olmasını sağlayan prolince zengin hidrofobik 
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domaini (rezidü 326-451) içermektedir  (Şekil 2.1). Patatin domaininin GTSAG katalitik 

serin motifi (rezidü 51-55) ile DGG motiflerinde (rezidü 172-174) bulunan S53-D172 

aminoasitleri, enzim katalitik çiftini oluşturmaktadır (31).  

 

Şekil 2.1. PNPLA1 geninin ve primer protein yapısının şematik gösterimi.  

 

 Diğer PNPLA ailesi üyeleri gibi patatin domaini taşıdığından, varsayımsal 

olarak lipit hidrolaz aktivitesinin olduğu kabul edilse de (Swiss-Prot Veri Tabanı, 

#Q8N8W4), literatürde PNPLA1 proteininin fonksiyonuna ilişkin yapılan çalışmalar 

kısıtlıdır. Grall ve arkadaşlarının yaptıkları in vitro çalışmada, PNPLA1 proteininin 

trigliserit lipaz aktivitesinin olmadığı,   fakat açil-coA bağımlı ya da bağımsız 

açiltransferaz aktivitesine sahip olduğu ve özellikle fosfatidik asit ve fosfatidil 

etanolamin oranlarını etkileyerek hücrede fosfolipit sentezi ve düzenlenmesinde rol 

oynayabileceği belirtilmiştir (5). 

 PNPLA proteinlerinin hücrede yağ damlacıklarının homeostazının 

sağlanmasında, enerji metabolizmasının düzenlenmesinde ve sinyal iletiminde kritik 

rol oynadığı bilinmektedir (27, 32). Bu proteinlerin özellikle lipit metabolizması, enerji 

homeostazı, inflamasyon ve nöronal integrite ile ilişkili patolojilerde doğrudan 

etkisinin olduğu gösterilmiştir (27). Yapılan çalışmalarda, PNPLA1 geninde saptanan 

mutasyonların insan ve köpeklerde ORKİ patolojisine neden olduğu tespit edilmiştir 

(5, 6). ORKİ patolojisinde, PNPLA1 geninin epidermis granüler tabakasındaki 

keratinositlerde yüksek ekspresyon göstermesi, epidermal keratinizasyon 

farklılaşması ile lipit bariyer organizasyonu ve metabolizmasında anahtar rolü 

olduğunu göstermiştir (5).  
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2.3. Yağ Damlacıkları ve Hücredeki Regülasyonu 

 Yağ damlacıkları hücre içinde nötral yağların depolandığı özelleşmiş 

sitoplazmik yapılardır (33). Bu yapılar uzun yıllar hücrede inert lipit depolama 

bölgeleri olarak kabul edilmiş olsa da, yüzeyinde yer alan proteinlerin keşfedilmesi ile 

birlikte önemli metabolik fonksiyonlara sahip olan bir organel olarak kabul görmeye 

başlamıştır (34). Yağ damlacıkları, yüzeyinde lokalize olan proteinler yardımıyla 

endoplazmik retikulum (ER), mitokondri, peroksizom, plazma membranı gibi diğer 

kompartmanlarla etkileşim içindedir (35, 36). Bu interaksiyonlar aracılığı ile hücrede 

lipitlerin sentezlenmesi ve yıkımını düzenleyerek enerji dengesinin sağlanmasında 

merkezi rol oynamaktadır (37). 

 Nötral yağların depolandığı kor kısmı, bu yapıyı çevreleyen tek katlı fosfolipit 

tabakası ve yüzeyinde yer alan proteinler yağ damlacıklarının özgün morfolojisini 

oluşturmaktadır (Şekil 2.2) (38). Hidrofobik kor kısmında farklı hücrelerde değişken 

oranlarda olmak üzere triaçilgliserol (TG) ve sterol esterler (SE) depolanmaktadır (39). 

Hücredeki diğer membran yapılarından farklı olarak, yağ damlacıklarının hidrofobik 

kor kısmı tek katlı fosfolipit yapısından oluşan membran ile çevrelenerek sitozolik 

çevreden ayrılmaktadır.  

 

 

Şekil 2.2. Yağ damlacıklarının temel yapısı (38) (TG:Trigliserit, SE: Sterol ester). 
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 Fosfolipit membran yapısı ağırlıklı olarak fosfatidilkolin ve 

fosfatidiletanolaminden oluşmakta ve bununla birlikte farklı oranlarda fosfatidik asit, 

fosfatidilinositol, lizo-fosfatidilkolin, lizo-fosfatidiletanolamin ve kolesterol 

içermektedir (40, 41). Membranın yapısını oluşturan fosfolipit oranları ve 

kompozisyonlarındaki değişimlerin, hücrede yağ damlacıklarının büyüme ve 

proliferasyonunu etkileyerek regülasyonunda görev aldığı gösterilmiştir (42, 43). Yağ  

damlacıklarının yapısında ayrıca fosfolipit membranı yüzeyinde konumlanan 200’den 

fazla protein tanımlanmıştır (44-45). Proteomiks analiz çalışmaları ile yüzeyde yer 

alan bu proteinlerin ağırlıklı olarak yapısal proteinler ile lipit metabolizması, membran  

trafiği ve sinyal iletimi yolaklarında görev alan proteinler olduğu saptamıştır (2). 

Bunlara ek olarak, membran yüzeyinde çeşitli hücre iskeleti proteinleri, ER ve 

mitokondri ilişkili proteinler ve şaperonlar da tanımlanmıştır (2, 44).  

 Hücrede lipit ve enerji homeostazının sağlanabilmesi için yağ damlacıklarının 

biyogenezi, büyümesi ve yıkımı kontrol edilmektedir. Yağ damlacıkları biyogenezi, 

trigliserit ve sterol esterlerin, açil-coA açil transferaz (ACAT) ve digliserol 

açiltransferaz (DGAT) nötral lipit sentez enzimleri aracılığıyla çift katlı ER fosfolipit 

membranı arasında sentezlenip depolanmasıyla gerçekleşmektedir (46, 47). ER 

fosfolipit membranı arasında oluşan nötral lipitler, ER membranından 

tomurcuklanma mekanizmaları ile ayrılarak sitozolik yağ damlacıklarını 

oluşturmaktadır (3, 48). Yağ damlacıklarının büyümesi ise, yağ damlacıklarının 

füzyonu, yağ damlacıkları arasında nötral lipit transferi veya in situ nötral lipit sentez 

mekanizmaları ile gerçekleşmektedir (38, 42). Özellikle yağ damlacıklarının büyümesi 

sırasında yüzey alanı/hacim oranının korunabilmesi için nötral lipit sentezi ile 

fosfolipit sentezinin eşgüdümlü olması gerekmektedir. Yağ damlacıkları yüzeyindeki 

fosfolipit sentezinde oluşabilecek aksaklıklar ve fosfolipit kompozisyonundaki 

değişiklikler yağ damlacıklarının morfolojisini etkileyerek çeşitli hastalıkların 

gelişiminde rol oynayabilmektedir (49). Buna ek olarak, fosfolipit sentez enzimlerinin 

hücredeki yağ damlacıklarının sayısı ve boyutunda belirleyici rol oynadıkları 

belirtilmiştir (50). Yağ damlacıklarının regülasyonundan sorumlu bir diğer faktör ise 

yıkım mekanizmalarıdır. Yağ damlacıklarının yıkımı lipoliz ve otofaji olmak üzere iki 
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mekanizma ile gerçekleştirilmektedir (38). Yağ damlacıkları kor kısmında depolanan 

nötral lipitlerin lipoliz mekanizması ile yıkımı, fosfolipit membran yüzeyinde lokalize 

olan adipoz trigliserit lipaz (ATGL), hormon duyarlı lipaz (HSL), monogliserit lipazlar 

(MGL) ve nötral kolesterol esterazlar aracılığı ile gerçekleştirilmektedir (48, 51). 

Ayrıca, otofaji mekanizmasının da hücrede yağ damlacıkları döngüsünde rolü olduğu 

ve yağ damlacıklarının ‘’lipofaji’’ adı verilen bu mekanizma ile yıkıldığı belirtilmiştir 

(52). Fakat literatürde lipofaji mekanizmasının nasıl düzenlendiği ve bu yıkım 

mekanizmalarının hücrede yağ damlacıkları döngüsüne hangi oranda katkı 

sağladıkları henüz net olarak bilinmemektedir (53, 54). 

 

2.4. Lipofaji 

 Lipofaji, hücrede yağ damlacıklarının seçici olarak yıkımından sorumlu olan 

makrootofajik bir yıkım mekanizmasıdır (54). Makrootofaji hücre içindeki sitoplazma 

parçaları, proteinler ve organellerin, çift zarlı, kesecik benzeri yapılar içinde 

hapsedilmek suretiyle lizozomlara taşınması ve burada sindirilmesidir. Makrootofaji 

sürecinde oluşan çift zarlı keseciklere “otofajik vezikül” ya da “otofagozom”, 

lizozomla birleşme sonrası ortaya çıkan yapılara ise “otolizozom” adı verilmektedir 

(55). Bu mekanizma normal fizyolojik koşullarda hücrede bazal seviyede aktivite 

göstererek, yıkılması gereken intraselüler yapıların geri dönüşümünden ve hücresel 

enerji dengesinin sağlanmasından sorumludur (55). Çeşitli stres faktörlerinin 

varlığında ve hücrenin yaşamı için gereken yapıtaşlarını bulunduğu ortamdan elde 

edemediği koşullarda ise, makrootofaji bazal seviyesinin üzerinde aktive olarak 

(upregulation) hücrenin hayatta kalmasını sağlayan bir adaptasyon mekanizması 

olarak görev yapmaktadır (56). 

 Hücrede otofaji mekanizmasının regülasyonu iki temel yolak ile 

gerçekleştirilmektedir (57). mTOR (memeli rapamisin hedefi) bağımlı olmayan 

yolakta, hücre içi inositol monofosfatazların inhibisyonu sonucu azalan inositol and 

inositol 1,4,5-trisfosfat (IP3) seviyeleri otofajinin indüklenmesine sebep olmaktadır 

(58). Otofajik regülasyondan sorumlu bir diğer yolak ise mTOR bağımlı yolaktır. 
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Normal fizyolojik koşullar altında, mTORC1 serin/treonin kinaz kompleksi otofajinin 

baskılanmasından sorumludur (59). Besin yetersizliği durumunda ise mTORC1 

kompleksinin inhibisyonu hücre içi otofajik mekanizmaların indüklenmesini 

sağlamaktadır (59). Otofaji mekanizmasının indüklenmesini, otofaji ilişkili Atg 

(Autophagy related) proteinleri aracılığı ile çift zarlı vezikül oluşumu takip etmektedir. 

Bu kompleks vezikül sisteminin oluşumunda iki farklı ubiquitin benzeri konjugasyon 

sistemi rol oynamaktadır (60). Bu sistemlerden ilk olarak, Atg5-Atg12-Atg16 

kompleksi oluşturularak otofagozom membran yapısına katılmaktadır (58). 

Otofagozom oluşumuna katkıda bulunan diğer konjugasyon sisteminde ise, 

mikrotübül asosiye hafif zincir protein-3 (LC3) proteini fosfatidiletanolamin ile 

konjuge olarak membran yapısına entegre olmaktadır (58). Sonraki adımda, otofaji 

mekanizması ile yıkılacak olan sitozolik parçacıklar veya organeller otofajik vezikül 

içerisine alınarak otofagozom olgunlaşması tamamlanmaktadır (61). Son aşamada, 

çift zarlı otofagozom lizozom ile füzyon gerçekleştirerek otolizozom yapısını 

oluşturmakta ve yıkılması planlanan yapıların lizozomal yıkımı gerçekleşmektedir 

(61). Makrootofaji mekanizmasının basamakları Şekil 2.3’te gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 2.3. Makrootofaji (Lipofaji) mekanizması (58). 
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 Otofaji mekanizması ilk olarak Singh ve arkadaşlarının yaptıkları çalışma 

kapsamında lipit metabolizması ile ilişkilendirilmiştir (52). Yapılan bu çalışmada, 

otofajinin farmakolojik veya genetik inhibisyonunun, hücresel trigliserit miktarında ve 

yağ damlacıklarının hacim ve sayısında artışa neden olduğu gösterilmiştir. Ayrıca, açlık 

durumunda yağ damlacıklarının seçici olarak otofaji mekanizması ile yıkıldığı 

gösterilmiş ve bu mekanizma ‘’lipofaji’’ olarak adlandırılmıştır  (52). Lipofaji 

mekanizmasının hücredeki en temel fizyolojik rolü yağ damlacıklarının 

regülasyonunun ve enerji dengesinin sağlanmasıdır (54). Bu fonksiyonları ile ilişkili 

olarak, lipofaji yolaklarında meydana gelebilecek aksaklıkların hepatik steatoz, 

obezite ve metabolik sendrom gibi lipit metabolizması ile ilişkili pek çok hastalıkla 

bağlantılı olduğu yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (54,62,63). 

 

2.5. Amaç 

 Literatürde tanımlanan PNPLA1 gen mutasyonları epidermal stratum 

korneum tabakasında lipit bariyer organizasyonunda aksaklıklara neden olarak ORKİ 

patolojisi ile ilişkilendirilmiştir (5, 6). Hastalık patolojisi ile ilişkili olarak, epidermisin 

stratum korneum tabakasında lipit metabolizmasında görülen aksaklıklardan dolayı 

yağ damlacıklarının anormal birikimi görülebilmektedir (64, 65). Hücrede yağ 

damlacıkları yüzeyinde lokalize olduğu bilinen PNPLA1 proteininin açiltransferaz 

aktivitesi ile hücrede fosfolipit sentez ve düzenlenmesinde rol oynayabileceği 

gösterilmiştir (5). Membranın yapısını oluşturan fosfolipit oranları ve 

kompozisyonlarındaki değişimlerin, hücrede yağ damlacıklarının büyüme ve 

metabolizmasını etkileyerek kendi regülasyonunda görev aldığı gösterilmiştir (50). 

Ayrıca, fosfolipit metabolizmasındaki değişimler hücre içi membran trafiğini de 

etkileyebilmektedir (66). Bu bilgiler doğrultusunda, PNPLA1 proteinindeki mutasyona 

bağlı değişikliklerin, yağ damlacıklarının lipofaji aracılı regülasyonunu etkileyebileceği 

hipotezi kurulmuştur. 
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 Tez çalışması kapsamında, klinik ve histopatolojik değerlendirmeler sonucu 

ORKİ tanısı almış ve PNPLA1 gen mutasyonu taşıdığı saptanmış üç hasta ve bir kontrol 

bireyden alınan dokulardan elde edilecek fibroblast hücre kültürlerinde; 

-  hücre içi yağ damlacıkları birikiminin floresan boyama yöntemi 

kullanılarak sayı ve boyut bakımından karşılaştırılması, 

- PNPLA1 gen mutasyonlarının PNPLA1 proteininin yağ damlacıkları 

yüzeyindeki yerleşimine etkisinin floresan boyama tekniği ile araştırılması, 

- mutant PNPLA1 proteininin yağ damlacıklarının lipofaji mekanizması ile 

yıkımı üzerinde etkisinin olup olmadığının araştırılması amaçlanmıştır. Bu 

amaçla, yağ damlacıklarının belirlenen otofajik belirteçler ile (Atg5, LC3, 

LAMP1, LysoTracker®) eş yerleşiminin floresan boyama tekniği ile 

araştırılması planlanmıştır.   
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3. GEREÇLER VE YÖNTEMLER 

3.1. Çalışmada İncelenen Bireyler   

 Yüksek lisans tez çalışması kapsamında Hacettepe Üniversitesi Deri ve Zührevi 

Hastalıklar Anabilim Dalı’nda yapılan klinik değerlendirmeler doğrultusunda, ORKİ 

tanısı alan ve PNPLA1 geninde mutasyon (c.514G>A ve c. 733_735delTAC)) olduğu 

saptanan üç hasta birey ile bir kontrol bireyden alınan dokulardan elde edilen primer 

fibroblast hücre kültürleri ile çalışıldı. Hasta #1’de saptanan c.733_735delTAC 

mutasyonu 5. ekzonda bulunmaktadır. Primer protein yapısında 245. pozisyondaki 

Tirozin aminoasitinin delesyonuna neden olmaktadır. Hasta #2 ve Hasta#3’te 

saptanan c.514G>A mutasyonu ise PNPLA1 geninin 4. ekzonunda bulunmaktadır. 

Protein düzeyinde ise patatin domaininde katalitik çifti (catalytic dyad) oluşturan 

aminoasitlerden 172. pozisyondaki Aspartatın Asparjine dönüşmesine neden 

olmaktadır. Hasta bireylerde tespit edilen mutasyonlar Şekil 3.1’de gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 3.1. ORKİ hastalarında görülen mutasyonların PNPLA1 geni ve proteini üzerinde 

gösterimi. 

 

 Yapılan çalışmalar, Hacettepe Üniversitesi Girişimsel Olmayan Klinik 

Araştırmalar Etik Kurulu’nun 02.04.2014 tarih ve GO 14/183-13 karar numaralı onayı 

alınarak gerçekleştirilmiştir (Bkz. EK 1). 
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3.2. Gereçler 

 3.2.1. Hücre Kültürü 

 Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (Biochrom) 

 Fetal Dana Serumu (FBS) (Biochrom) 

 L-Glutamin (Biochrom) 

 Penisilin/Streptomisin (Biochrom) 

 Amfoterisin B (Biochrom) 

 Tripsin/EDTA Solüsyonu (Biochrom) 

 1X Tuzlu Fosfat Tamponu (PBS), pH:7,4 (Sigma) 

 Dimetil sülfoksit (DMSO) (Sigma) 

 

 3.2.2. Hücrelere Oleik Asit Uygulaması 

 1 M NaOH (Sigma) 

 Oleik asit (Sigma) 

 1X Tuzlu Fosfat Tamponu (PBS) (Sigma) 

 Yağ Asidi İçermeyen Dana Serum Albümini (BSA) (Sigma) 

 dH2O 

 

 3.2.3. Floresan Boyama 

 1X Tuzlu Fosfat Tamponu (PBS) , pH:7,4 (Sigma) 

 %4 Paraformaldehit / 1X PBS (a/h), pH:7,2-7,4 (Sigma) 

 %3 Dana Serum Albümini (BSA) / 1X PBS (a/h) (Sigma) 
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 %0,1 Saponin / 1X PBS (a/h) (Sigma) 

 Primer Antikorlar:  

- Tavşan Polyclonal Anti-PNPLA1 (Prestige Antibodies) 

- Tavşan Polyclonal Anti-LC3 (Sigma) 

- Tavşan Polyclonal Anti-Atg5 (Sigma) 

- Fare Monoclonal Anti-LAMP1 (Abcam) 

 Sekonder Antikorlar: 

- Keçi Anti Tavşan AF568 (Molecular Probes) 

- Keçi Anti Fare AF568 (Molecular Probes) 

 

 BODIPY®493/503 (4,4-Difluoro-1,3,5,7,8-Pentamethyl-4-Bora-3a,4a-Diaza-s-

 Indacene) (Sigma) 

 Lysotracker® Red-DND-99 (Sigma) 

 DAPI (4’, 6 -diamidino-2-phenylindole) (Sigma) 

 Prolong Antifade Kaplama Solüsyonu (Invitrogen) 

 150 mM NaCl (Sigma) 

 Dimetil sülfoksit (DMSO) (Sigma) 

 %100 Etanol (Riedel-de Haen) 
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3.3. Deney Planı 

   Tez çalışması kapsamında, belirlenen eş floresan boyama setlerinin oleik asit 

uygulanmamış ve 12 saat 400 µm oleik asit uygulanmış koşul olmak üzere iki deney 

koşulu için gerçekleştirilmesi planlandı. Bunun sebebi, fizyolojik şartlar altında 

fibroblast hücrelerinde çalışılması amaçlanan yağ damlacıklarının mikroskobik olarak 

görüntülenebilir boyutlarda olmamasıdır. İnsan vücudunda en yaygın görülen yağ 

asitlerinden biri olan oleik asitin 12 saat 400 µm konsantrasyonda fibroblast 

kültürlerine uygulanmasının, hücrelerde yağ damlacıkları birikimini indüklemesi 

sonucu yağ damlacıklarının görüntülenebilir hale getirilmesi amaçlandı. İkili floresan 

boyama çalışmaları için planlanan deney seti ve kullanılan hücre pasaj numaraları 

Tablo 3.1’de verilmiştir. 

 

Tablo 3.1. Floresan boyama çalışmaları için planlanan deney seti. 

Deney Koşulu Eş Floresan Boyamalar 

 

 

Oleik Asit Uygulanmamış 

BODIPY®493/503-PNPLA1 (Pasaj # 2,3,4) 

BODIPY®493/503-LC3 (Pasaj # 3,4,5) 

BODIPY®493/503-Atg5 (Pasaj # 3,4,5) 

BODIPY®493/503-LAMP1 (Pasaj # 3,4,5) 

BODIPY®493/503-LysoTracker (Pasaj # 5,6,7) 

 

 

12 saat 400 µm Oleik Asit Uygulanmış 

BODIPY®493/503-LC3 (Pasaj # 3,4,5) 

BODIPY®493/503-Atg5 (Pasaj # 3,4,5) 

BODIPY®493/503-LAMP1 (Pasaj # 3,4,5) 

BODIPY®493/503-LysoTracker (Pasaj # 5,6,7) 
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3.4. Yöntemler 

 3.4.1. Hücre Kültürü 

  3.4.1.1. Primer Fibroblast Kültür Kurulması 

 Hacettepe Üniversitesi Deri ve Zührevi Hastalıklar Anabilim Dalı’nda 

‘punch’ biyopsi tekniği ile hastalardan alınan dokular %2,5 

Penisilin/Streptomisin ve %2,5 Amfoterisin B içeren DMEM besiyeri 

içerisinde buz üzerinde laboratuvara ulaştırıldı. 

 Transfer besiyeri uzaklaştırılarak doku 1 kez %5 Penisilin/Streptomisin 

ve %5 Amfoterisin B içeren 1X PBS ile ve 2 kez antibiyotik/antimikotik 

içermeyen 1X PBS ile yıkandı. 

 Petri kabına alınan doku steril bistüri aracılığıyla küçük parçalara 

ayrılarak parçaların petri kabına yapışması sağlandı. 

 Dokuların üzerine %10 Fetal Dana Serumu, %1 Penisilin/Streptomisin, 

%1 Amfoterisin B ve %1 L-Glutamin içeren DMEM besiyeri eklenerek 

37 oC ve %5 CO2 etüve kaldırıldı. 

 2-3 günde bir besiyeri değiştirilerek hücreler çoğaltıldı. 

 

  3.4.1.2. Primer Fibroblast Hücrelerin Pasajlanması 

 Hücreler %90-100 yoğunluğa ulaştığında kültür kabından besiyeri 

uzaklaştırılarak 1X PBS ile yıkandı. 

 5 dk. 37 oC’de Tripsin/EDTA solüsyonu ile muamele edilerek hücreler 

kaldırıldı. 

 Tripsin inaktivasyonu için 2X hacimde fibroblast proliferasyon besiyeri 

eklenerek hücreler falkon tüpe aktarıldı ve 2000 rpm’de 5 dk. oda 

sıcaklığında santrifüj edildi. 

 Pellet üzerine proliferasyon besiyeri eklendi ve hücre sayımı yapıldı. 

 Thoma lamında hücre sayımı yapıldıktan sonra kültür kaplarına ekildi. 
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  3.4.1.3. Oleik Asit Uygulaması 

  Sodyum-Oleat Kompleksinin Hazırlanması 

 50 ml falkon tüp içerisine 15,7 ml dH2O ve 200 µl 1M NaOH eklenerek 

su banyosunda 70 0C’ye ısıtıldı. 

 Isıtılan solüsyon içerisine 100 µl oleik asit eklendi. Hazırlanan solüsyon 

30 dk. 70 0C su banyosunda ara ara karıştırılarak inkübe edildi. 

 Solüsyon içerisine 50 µl 1M NaOH eklenip karıştırılarak 5 dk. 70 0C su 

banyosunda tekrar inkübasyona bırakıldı. Bu aşama falkon tüp 

içerisinde oluşan miseller görünmez hale gelinceye kadar (yaklaşık 6 

kez) tekrarlandı. 

 

 

Yağ Asidi-Albümin Kompleksinin Hazırlanması 

 50 ml falkon tüp içerisine 11,6 ml yağ asidi içermeyen %5 BSA / dH2O 

(a/h) solüsyonu eklenip 37 0C’ye ısıtıldı. 

 Üzerine 3,5 ml hazırlanan sodyum-oleat solüsyonu damla damla 

eklenerek karıştırıldı. 

  Hazırlanan yağ asidi-albümin kompleksi 160 ml fibroblast proliferasyon 

  besiyerine eklenerek  400  µM   konsantrasyonda oleik asit içeren 

  besiyeri hazırlandı. Steril koşullar altında laminar flow kabininde 0,22 

  µm filtreden geçirilerek 4 0C’de saklandı. 
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 3.4.2. Floresan Boyama Yöntemleri 

  3.4.2.1. BODIPY®493/503 Floresan Boyama 

  BODIPY®493/503 apolar ve hidrofobik yapıda olup, hücre 

 membranlarından serbestçe geçerek nötlar yağlara bağlanan özel bir 

 florofordur. Hücrede yalnızca nötral yağların özgül olarak floresan 

 işaretlenmesini sağlayarak yağ damlacıkları ile ilişkili çalışmalarda 

 kullanılmaktadır. BODIPY®493/503 floresan boyama protokolü aşağıda 

 belirtilmektedir. 

 6 kuyucuklu hücre kültürü petrileri içerisine yerleştirilen 24*24 mm 

ebatında 0,17 mm. kalınlığa sahip steril lameller üzerinde çoğaltılan 

fibroblast hücreleri yeterli yoğunluğa ulaştığında (5*104 hücre/lamel) 

kuyucuklardan besiyeri çekildi.  

 Hücreler 4 0C’de 30 dk. %4 PFA/1X PBS (a/h) pH:7,2-7,4 solüsyonu 

içerisinde bekletilerek fikse edildi. 

 Fiksasyon sonrası PFA uzaklaştırıldı ve hücreler 3 kez 5 dk. 1X PBS 

pH:7,4 ile yıkandı. 

 BODIPY®493/503 1mg/ml olacak şekilde etanol içinde çözülerek stok 

solüsyon elde edildi. 

 10 ml 150 mM NaCl içerisine 10 µl 1mg/ml BODIPY®493/503 stok 

solüsyonu eklenerek BODIPY®493/503 boyama solüsyonu elde edildi. 

 Hücreler üzerlerini kapatacak şekilde BODIPY®493/503 boyama 

solüsyonu ile muamele edilerek 10 dk. oda sıcaklığında ortam ışığından 

korunarak inkübe edildi. 

 İnkübasyon sonrası hücreler 2 kez 5 dk. 1X PBS ile yıkandı. 

 Çekirdek boyaması için 1X PBS ile 1:6000 oranında seyreltilmiş DAPI 

çözeltisi kesitler üzerinde 1 dk. oda sıcaklığında bekletilerek yapıldı. 

 DAPI uzaklaştırılarak hücreler 1X PBS ile 2 kez 5 dk. yıkandı. 

 Lam üzerine Prolong Gold Antifade çözeltisi damlatılarak lamel 

kapatıldı ve preparatlar ışık görmeyecek şekilde 4 °C’de saklandı. 
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  Negatif kontrol olarak hücreler yalnızca 150 mM NaCl ile 10 dk. oda 

  sıcaklığında inkübe edildi. 

 

  3.4.2.2. Lysotracker® Red-DND-99 Floresan Boyama 

  Lysotracker® Red-DND-99 hücrede asidik organellerin özgül olarak 

 işaretlenmesini sağlayan bir florofordur. Yapısında bulunan zayıf baz grubu 

 nötral pH değerlerinde yarı protonlanmış haldedir ve hücre membranlarından 

 kolayca geçebilmektedir. Asidik kompartmanlara ulaştığında ise, yapısındaki 

 zayıf baz tamamen protonlanarak floroforun bu kompartmanlarda 

 hapsolmasını sağlayarak bu bölgelerin özgül olarak floresan işaretlenmesini 

 sağlamaktadır. Lysotracker® Red-DND-99 floresan boyama protokolü aşağıda 

 belirtilmektedir. 

 6 kuyucuklu hücre kültürü petrileri içerisine yerleştirilen 24*24 mm 

ebatında 0,17 mm. kalınlığa sahip steril lameller üzerinde çoğaltılan 

fibroblast hücreleri yeterli yoğunluğa ulaştığında (5*104 hücre/lamel) 

kuyucuklardan besiyeri çekildi.  

 Hücreler 2 kez 5 dk. 1X PBS pH:7,4 ile yıkandı. 

 Lysotracker® Red-DND-99 DMSO içinde çözülerek 1 mM stok 

solüsyonu hazırlandı. 

 1X PBS içerisine 100 nM konsantrasyonda Lysotracker® Red-DND-99 

boyama solüsyonu hazırlandı. 

 Hücreler üzerlerini kapatacak şekilde Lysotracker boyama solüsyonu 

ile muamele edilerek 1 saat oda sıcaklığında ortam ışığından korunarak 

inkübe edildi. 

 İnkübasyon sonrası hücreler 2 kez 5 dk. 1X PBS ile yıkandı. 

 Çekirdek boyaması için 1X PBS ile 1:6000 oranında seyreltilmiş DAPI 

çözeltisi kesitler üzerinde 1 dk. oda sıcaklığında bekletilerek yapıldı. 
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 DAPI uzaklaştırılarak hücreler 1X PBS ile 2 kez 5 dk. yıkandı. 

 Lam üzerine Prolong Gold Antifade çözeltisi damlatılarak lamel 

kapatıldı ve preparatlar ışık görmeyecek şekilde 4 °C’de saklandı. 

  

  3.4.2.3. İmmünfloresan Boyama  

 6 kuyucuklu hücre kültürü petrileri içerisine yerleştirilen 24*24 mm 

ebatında 0,17 mm. kalınlığa sahip steril lameller üzerinde çoğaltılan 

fibroblast hücreleri yeterli yoğunluğa ulaştığında (5*104 hücre/lamel) 

kuyucuklardan besiyeri çekildi.  

 Hücreler 2 kez 5 dk. 1X PBS pH:7,4 ile yıkandı. 

 Hücreler 4 0C’de 30 dk. %4 PFA/1X PBS (a/h) pH:7,2-7,4 solüsyonu 

içerisinde bekletilerek fikse edildi. 

 Fiksasyon sonrası PFA uzaklaştırıldı ve hücreler 3 kez 5 dk. 1X PBS 

pH:7,4 ile yıkandı. 

 1X PBS içerisinde %3 BSA (a/h) ve %0,1 Saponin (a/h) içeren bloklama 

çözeltisi hazırlandı ve hücreler 45 dk. 4 0C’de bloklama solüsyonu 

içerisinde inkübe edildi. 

 Bloklama solüsyonu uzaklaştırıldı ve üzerlerine primer antikor 

sulandırım çözeltisi (%3 BSA/1X PBS) içerisinde 1:100 seyreltme 

oranında hazırlanan primer antikor eklenen hücreler 1 saat oda 

sıcaklığında inkübasyona bırakıldı. 

 Primer antikor uzaklaştırılıp lameller 3 kez 5 dk. 1X PBS ile yıkandı. 

 Primer antikor uygulamasından sonra hücreler sekonder antikor 

sulandırım çözeltisi (%3 BSA/1X PBS) içerisinde 1:500 seyreltme 

oranında hazırlanan sekonder antikor ile 1 saat oda sıcaklığında 

bekletildi. Sekonder antikor uzaklaştırılarak 3 kez 5 dk. 1X PBS ile 

hücreler yıkandı. Bu ve bundan sonraki aşamalar preparatların ışık 

görmeyeceği şekilde gerçekleştirildi. 
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 Çekirdek boyaması için 1X PBS ile 1:6000 oranında seyreltilmiş DAPI 

çözeltisi kesitler üzerinde 1 dk. oda sıcaklığında bekletilerek yapıldı. 

 DAPI uzaklaştırılarak hücreler 1X PBS ile 2 kez 5 dk. yıkandı. 

 Lam üzerine Prolong Gold Antifade çözeltisi damlatılarak lamel 

kapatıldı ve preparatlar ışık görmeyecek şekilde 4 °C’de saklandı. 

 

Negatif kontrol olarak hücreler primer antikor yerine yalnızca antikor 

sulandırım çözeltisi (%3 BSA/1X PBS) içerisinde inkübe edilip ardından 

sekonder antikor ile inkübe edildi. 

  

  Eş floresan boyamalar için,  immünfloresan  boyamada  sekonder 

  antikorun  1X PBS  ile  uzaklaştırılması   sonrası   BODIPY®493/503 

  veya  Lysotracker®  Red-DND-99   floresan  boyama   uygulaması 

  protokollerde  belirtildiği gibi gerçekleştirildi. 

  

 3.4.3. Verilerin Değerlendirilmesi ve İstatistiksel Analiz 

  Floresan boyama yöntemi ile hazırlanan preparatlar Zeiss LSM-710 

 Konfokal Mikroskop kullanılarak görüntülendi. 1,4 nümerik açıklığa sahip plan 

 apochromat 63X yağ  immersiyonlu DIC objektif kullanıldı.  Elde edilen 

 konfokal mikroskop görüntüleri Carl Zeiss ZEN 2012 Black SP1 8.1 yazılımı 

 kullanılarak kaydedilip analiz edildi.  

  Yağ damlacıklarının ve LC3 noktacıklarının kantitatif analizi için ImageJ 

 programında (http://imagej.nih.gov/ij/)  bulunan ‘Parçacık Analizi’ 

 fonksiyonu kullanıldı. Örneklem seçimi birbirinden bağımsız 3 set olarak 

 hazırlanan preparatlardan rastgele seçilerek gerçekleştirildi. Yağ 

 damlacıkları kantitasyonu her bir  koşul ve hücre tipi için rastgele seçilen 

 10’ar adet  hücrenin analizi sonucu elde edildi. LC3 noktacıklarının 

 kantitasyonu için ise örneklem sayısı n=5-7  olarak belirlenerek analiz 

 gerçekleştirildi. 
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  Kantitatif verilerin değerlendirilmesinde istatistiksel analiz ve grafik 

 çizimleri GraphPad Prism 6 programı kullanılarak gerçekleştirildi. Veri 

 setlerinin normalite analizi için Kolmogorov-Smirnov testi kullanıldı. Gruplar 

 arasındaki istatistiksel olarak anlamlı farklılıkların belirlenebilmesi için iki 

 yönlü ANOVA testi kullanılmıştır. İki yönlü ANOVA testini takiben veri setindeki 

 alt gruparın birbirleriyle karşılıklı ilişkilerinin incelenebilmesi için Tukey’s Çoklu 

 Karşılaştırma (post hoc) analizi gerçekleştirildi. Grafiklerde gösterilen tüm 

 sayısal sonuçlar ortalama ve ortalamanın standart hatası (OSH) olarak 

 gösterilmiştir. 
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4. BULGULAR 

 Tez çalışması kapsamına alınan hastaların sahip oldukları p.Y245del ve 

p.D172N mutasyonlarının proteinin biyolojik fonksiyonu üzerindeki tahmini etkilerini 

gösteren PROVEAN (Protein Variation Effect Analyzer) skorları Şekil 4.1’de 

gösterilmiştir. Her iki mutasyonun da ORKİ patolojisi ile ilişkili PNPLA1 proteininin 

fonksiyonuna zararlı (‘deleterious’) etkisinin olduğu tahmin edilmektedir. 

Mutasyonlar sonucunda hastalardaki PNPLA1 proteininin fonksiyon kaybına uğradığı 

veya işlevsiz olduğu düşülmektedir. 

 

 

 

ekil 4.1. p.Y245del ve p.D172N mutasyonlarının PROVEAN (Protein Variation Effect 

Analyzer) skorları. 
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4.1. Hasta/Kontrol Fibroblast Hücrelerinde Yağ Damlacıkları Birikiminin 

Karşılaştırılması 

 Hasta ve kontrol bireylerin fibroblast hücre kültürlerinde, yağ damlacıkları 

birikimi oleik asit uygulanmamış ve 12 saat 400 µM oleik asit uygulanmış koşullar için 

BODIPY®493/503 floresan boyaması ile görüntülendi. Elde edilen konfokal mikroskop 

görüntüleri Şekil 4.2’de gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 4.2. Hasta ve kontrol fibroblast hücrelerinde BODIPY®493/503 ile boyanan yağ 

damlacıklarının konfokal mikroskop görüntüleri. 

 

 Oleik asit uygulaması yapılmadığı durumda, kontrol fibroblast hücrelerinde 

mikroskobik düzeyde yağ damlacıkları birikimi gözlemlenmedi. Hasta bireylerde ise 

aynı koşulda belirgin şekilde yağ damlacıkları birikimi tespit edildi.  

 Hücrelere 12 saat 400 µM oleik asit uygulaması yapıldığı durumda ise hem 

kontrol hem de hasta fibroblast hücrelerinde belirgin yağ damlacıkları birikimi 

gözlendi.  Hasta fibroblast hücrelerinde oleik asit yüklemesi yapılmış koşulda, kontrol 
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hücrelerine göre yağ damlacıklarının boyutlarının daha belirgin şekilde arttığı ve 

özellikle nükleus çevresinde lokalize oldukları gözlemlendi.  

 Elde edilen konfokal mikroskop görüntüleri, ImageJ ileri görüntü analiz 

programında bulunan ‘Parçacık Analizi’ fonksiyonu kullanılarak analiz edildi. 

Birbirinden bağımsız 3 set olarak boyanan preparatlardan her bir koşul ve hücre tipi 

için analizi yapılmak üzere 10’ar adet hücre seçilerek yağ damlacıklarının sayı ve boyut 

kantifikasyonu gerçekleştirildi.  Hücre başına düşen ortalama yağ damlacığı sayısını 

gösteren grafik Şekil 4.3’te verilmiştir. 
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Şekil 4.3. Hasta ve kontrol fibroblast hücrelerinde hücre başına düşen ortalama yağ 

damlacığı sayısı grafiği (*P≤0.05, ***P≤0.001, ****P≤0.0001,  n=10, Hata çubukları: 

Ortalamanın standart hatası (OSH)). 

 

 Hücre başına düşen ortalama yağ damlacığı sayısını gösteren grafiğe göre, 

hem oleik asit uygulanmamış koşulda hem de oleik asit yüklemesi yapılmış koşulda, 

hasta fibroblast hücrelerinde kontrole kıyasla hücre başına düşen ortalama yağ 

damlacığı sayısında istatistiksel olarak anlamlı bir artış görüldü (P≤0.0001). Ayrıca 
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p.Y245del mutasyonuna sahip Hasta #1 fibroblast hücrelerinde her iki koşulda da 

p.D172N mutasyonlarına sahip diğer hastalara göre yağ damlacıkları sayısının daha 

fazla olduğu tespit edildi.  

 Image J görüntü analiz programı kullanılarak hücrelerdeki yağ damlacıklarının 

ortalama büyüklükleri (piksel2) hesaplandı ve ortalama yağ damlacığı büyüklükleri 

Şekil 4.4’te gösterildi. Elde edilen kantifikasyon sonuçlarına göre, hem oleik asit 

uygulanmamış hem de oleik asit yüklemesi yapılmış koşulda hasta hücrelerinde 

kontrol hücrelerine kıyasla yağ damlacıklarının boyutlarının istatistiksel olarak anlamlı 

şekilde daha büyük oldukları tespit edildi (P≤0.01).  
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Şekil 4.4. Hasta ve kontrol fibroblast hücrelerindeki ortalama yağ damlacığı boyutu 

grafiği (**P≤0.01, ***P≤0.001, ****P≤0.0001, n=10, Hata çubukları: Ortalamanın 

standart hatası (OSH)). 
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4.2. Mutant PNPLA1 Proteinlerinin Hücre İçi Yerleşiminin Belirlenmesi 

 PNPLA1 proteininin C terminallerindeki prolince zengin hidrofobik domainler 

aracılığıyla hücrede yağ damlacıkları yüzeyinde lokalize olduğu bilinmektedir (31). Tez 

çalışmasında, p.Y245del ve p.D172N mutasyonlarına sahip hasta ve kontrol bireylerin 

fibroblast kültürlerinde, BODIPY®493/503-Anti PNPLA1 eş floresan boyaması 

gerçekleştirildi. Eş floresan boyama çalışmaları sonucunda, 12 saat 400 µM oleik asit 

uygulaması yapılmış durumda kontrol ve hasta fibroblast hücrelerinde PNPLA1 

proteininin yağ damlacıkları ile birlikte yerleşimi gösterildi (Şekil 4.5). p.Y245del ve 

p.D172N mutasyonlarının PNPLA1 proteininin hücre içi yerleşimine etkisinin olmadığı 

belirlendi. 

 

Şekil 4.5. BODIPY®493/503-Anti PNPLA1 eş floresan boyama görüntüleri.    
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4.3. Yağ Damlacıklarının Lipofaji Aracılı Regülasyonunun İncelenmesi 

 4.3.1. BODIPY®493/503 - Anti Atg5 Eş Floresan Boyaması 

  Otofagozom oluşum sürecinde görev alan ve otofagozom membran 

 yapısına katılan otofajik belirteçlerden biri olan Atg5 proteininin yağ 

 damlacıkları ile eş yerleşiminin belirlenmesi amacıyla BODIPY®493/503 - Anti 

 Atg5 eş floresan boyaması gerçekleştirildi. BODIPY®493/503 ve antikor 

 boyamasının  özgüllüğünün kontrol edilmesi amacıyla hazırlanan negatif 

 kontrol örneklerinden herhangi bir sinyal alınmadı (Şekil 4.6). 

 

 Şekil 4.6. BODIPY®493/503-Anti Atg5 eş floresan boyamasının negatif kontrol 

 görüntüleri. 

   

  Kontrol ve hasta fibroblast hücrelerinde Atg5 proteininin tüm 

 sitoplazmada ve bazı hücrelerde çekirdekte olmak üzere homojen bir 

 dağılım gösterdiği ve özgül boyanma paternine sahip olmadığı tespit edildi. 

 Elde edilen BODIPY®493/503 - Anti  Atg5 eş floresan boyama sonuçlarına 

 göre, her iki koşulda yağ damlacıkları ile Atg5 proteininin belirgin eş yerleşimi 

 tespit  edilemedi. Kontrol ve hasta fibroblast hücrelerinde gerçekleştirilen 

 BODIPY®493/503-Anti Atg5 eş floresan boyamasının görüntüleri Şekil 4.7- 

 Şekil 4.10’da gösterilmiştir. 
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 Şekil 4.7. Kontrol fibroblast hücrelerinde oleik asit uygulanmış ve 

 uygulanmamış  koşullarda BODIPY®493/503-Anti Atg5 eş floresan  

 boyama görüntüleri. 

 

 Şekil 4.8. Hasta #1 (p.Y245del) fibroblast hücrelerinde oleik asit uygulanmış 

 ve uygulanmamış koşullarda BODIPY®493/503-Anti Atg5 eş floresan boyama 

 görüntüleri. 
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 Şekil 4.9. Hasta #2 (p.D172N) fibroblast hücrelerinde oleik asit uygulanmış ve 

 uygulanmış ve uygulanmamış koşullarda BODIPY®493/503-Anti Atg5 eş 

 floresan boyama görüntüleri. 

 

 Şekil 4.10. Hasta #3 (p.D172N) fibroblast hücrelerinde oleik asit uygulanmış 

 ve uygulanmış ve uygulanmamış koşullarda BODIPY®493/503-Anti Atg5 eş 

 floresan boyama görüntüleri. 
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 4.3.2. BODIPY®493/503 – Anti LC3 Eş Floresan Boyaması 

  Mikrotübül asosiye hafif zincir protein-3 (LC3) lipofaji 

 mekanizmasının otofagozom oluşum basamağında önemli bir role 

 sahiptir. LC3 proteini fosfatidil etanolamin ile konjuge olarak membran 

 yapısına entegre olmakta ve yağ damlacıklarını çevreleyen otofagozom 

 membranının uzamasını sağlamaktadır. Lipofaji sürecinde yağ damlacıkları ile 

 otofajik veziküler trafik ilişkisinin araştırılması amacıyla kontrol ve hasta 

 fibroblast hücrelerinde BODIPY®493/503-Anti LC3 eş floresan boyaması 

 gerçekleştirildi. İlk olarak floresan boya ve antikorların özgüllüğünün 

 kontrol edilmesi amacıyla negatif kontrol preparatları hazırlandı.  Hazırlanan 

 negatif kontrol örneklerinden herhangi bir sinyal alınmadı (Şekil 4.11). 

  

 Şekil 4.11. BODIPY®493/503-Anti LC3 eş floresan boyamasının negatif kontrol 

 görüntüleri. 

  Elde edilen  floresan boyama sonuçlarına göre oleik asit 

 yüklemesinin yapılmadığı durumda kontrol fibroblast hücrelerinde 

 BODIPY®493/503-Anti LC3 kolokalizasyonu gözlemlendi. Aynı koşulda, 

 hasta fibroblast hücrelerinde ise yağ damlacıklarının ve LC3 proteini ile 

 hücrede belirgin şekilde ayrı yerleşim gösterdikleri  saptandı. Hücrelere oleik 

 asit yüklemesi yapıldığı durumda ise hem kontrol  hem de hasta fibroblast 

 hücrelerinde yağ damlacıkları ile LC3 proteininin kolokalizasyonu gözlemlendi 

 (Şekil 4.12 - Şekil 4.15). 
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 Şekil 4.12. Kontrol fibroblast hücrelerinde oleik asit uygulanmış ve 

 uygulanmamış koşullarda BODIPY®493/503-Anti LC3 eş floresan boyama 

 görüntüleri. 

 

 Şekil 4.13. Hasta #1 (p.Y245del) fibroblast hücrelerinde oleik asit uygulanmış 

 ve uygulanmamış koşullarda BODIPY®493/503-Anti LC3 eş floresan boyama 

 görüntüleri. 
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 Şekil 4.14. Hasta #2 (p.D172N) fibroblast hücrelerinde oleik asit uygulanmış 

 ve uygulanmamış koşullarda BODIPY®493/503-Anti LC3 eş floresan boyama 

 görüntüleri. 

 

 Şekil 4.15. Hasta #3 (p.D172N) fibroblast hücrelerinde oleik asit uygulanmış 

 ve uygulanmamış koşullarda BODIPY®493/503-Anti LC3 eş floresan boyama 

 görüntüleri. 



34 
 

 

  BODIPY®493/503-Anti LC3 eş floresan boyama sonucu elde edilen 

 konfokal mikroskop görüntülerinde Image J yazılımı kullanılarak LC3 noktacık 

 (puncta) sayımı gerçekleştirildi. LC3 noktacık sayımını gösteren grafik 

 Şekil 4.16’da verilmiştir.  

  Elde edilen sayısal verilere göre, oleik asit uygulanmamış koşulda 

 hasta fibroblast hücrelerinde kontrole kıyasla hücre başına düşen LC3 noktacık 

 sayısının anlamlı olarak daha az olduğu tespit edildi (P≤0.0001).  

  Oleik asit uygulaması yapılmış koşulda ise kontrol ve hasta fibroblast 

 hücrelerinde oleik asit uygulanmamış koşula kıyasla LC3 noktacık sayısında 

 istatistiksel olarak anlamlı bir artış tespit edildi (P≤0.0001).  
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 Şekil 4.16. Kontrol ve hasta fibroblast hücrelerinde hücre başına düşen LC3 

 noktacık sayısı grafiği (*P≤0.05, **P≤0.01, ***P≤0.001, ****P≤0.0001, n=5-7, 

 Hata çubukları: Ortalamanın standart hatası (OSH)). 
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 4.3.3. BODIPY®493/503 - Anti LAMP1 Eş Floresan Boyaması 

  Otofajik süreçte yıkılacak olan sitozolik moleküller veya  organeller, 

 otofagozom yapısı içerisine alınarak lizozomlara taşınmakta ve 

 otofagozomların lizozom ile füzyonu sonucunda lizozomal asit hidrolazlar 

 tarafından parçalanmaktadır. Yağ damlacıklarının  lipofajik süreçte lizozom 

 ile ilişkisinin incelenmesi amacıyla BODIPY®493/503-Anti LAMP1  (Lizozomal 

 asosiye membran proteini 1) eş floresan boyaması  gerçekleştirildi.Hazırlanan 

 negatif kontrol preparatlarından sinyal alınmadı (Şekil 4.17). 

  

 Şekil 4.17. BODIPY®493/503-Anti LAMP1 eş floresan boyamasının negatif 

 kontrol görüntüleri. 

 

  BODIPY®493/503 - Anti LAMP1 eş floresan boyama sonuçlarına göre, 

 oleik asit uygulanmamış durumda kontrol fibroblast hücrelerinde yağ 

 damlacıklarının lizozom ile belirli bölgelerde eş yerleşim gösterdiği 

 gözlemlendi. Hasta fibroblast hücrelerinde ise aynı koşulda yağ damlacıkları 

 ile lizozomların belirgin olarak kolokalizasyonu gözlemlenmedi. Hücrelerin 12 

 saat süreyle 400 µM oleik asit içeren besiyeri ile muamele edildiği durumda 

 ise hem hasta hem de kontrol fibroblast hücrelerinde yağ damlacıkları ile 

 lizozomun hücrede belirgin olarak  kolokalizasyonu gözlemlenmedi (Şekil 

 4.18-Şekil 4.21). 
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 Şekil 4.18. Kontrol fibroblast hücrelerinde oleik asit uygulanmış ve

 uygulanmamış koşullarda BODIPY®493/503 – Anti LAMP1 eş floresan boyama 

 görüntüleri. 

 

 

 Şekil 4.19. Hasta #1 (p.Y245del) fibroblast hücrelerinde oleik asit uygulanmış 

 ve uygulanmamış koşullarda BODIPY®493/503 – Anti LAMP1 eş floresan 

 boyama görüntüleri. 
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 Şekil 4.20. Hasta #2 (p.D172N) fibroblast hücrelerinde oleik asit uygulanmış 

 ve uygulanmamış koşullarda BODIPY®493/503 – Anti LAMP1 eş floresan 

 boyama görüntüleri. 

 

 Şekil 4.21. Hasta #3 (p.D172N) fibroblast hücrelerinde oleik asit  uygulanmış 

 ve uygulanmamış koşullarda BODIPY®493/503 – Anti LAMP1 eş floresan 

 boyama görüntüleri. 
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 4.3.4. BODIPY®493/503 - Lysotracker® Red-DND-99 Eş Floresan Boyaması 

  Lysotracker® Red-DND-99 hücrede aktif lizozomların görüntülenmesi 

 için kullanılan asidik kompartmanların özgül olarak boyanmasını sağlayan özel 

 bir floresan boyadır. Nötral pH değerinde serbest olarak membran 

 yapılarından geçip hücrenin asidik kompartmanlarında yerleşerek o bölgelerin 

 floresan olarak tespit edilmesini sağlamaktadır. Tez çalışmasında otofajik 

 süreçte otofagozom/lizozom sürecinin incelenmesinde LAMP1 

 immünfloresan boyamasına ek olarak özellikle aktif lizozomların 

 belirlenebilmesi için Lysotracker® Red-DND-99 floresan boyama yöntemi 

 kullanıldı. Yağ damlacıklarının aktif lizozomlarla eş yerleşimlerinin araştırılması 

 amacıyla BODIPY®493/503 - Lysotracker® Red-DND-99 eş floresan boyaması 

 gerçekleştirildi. Elde edilen floresan boyama sonuçlarına göre, oleik asit 

 yüklemesi yapılmamış durumda kontrol fibroblast hücrelerinde yağ 

 damlacıklarının aktif  lizozomlarla eş yerleşimi olduğu belirlendi. Aynı 

 koşulda, hasta fibroblast  hücrelerinde aktif lizozomlarla yağ 

 damlacıklarının eş yerleşimi görülmedi. Oleik asit uygulanmış durumda  ise, 

 hem kontrol hem de hasta fibroblast hücrelerinde yağ damlacıklarının 

 aktif lizozomlarla genel olarak ayrı yerleşim gösterdikleri saptandı. 

 BODIPY®493/503 - Lysotracker® Red-DND-99 eş floresan boyama görüntüleri 

 Şekil 4.22- Şekil 4.25’te gösterilmiştir. 

 

 

 



39 
 

 

  

 Şekil 4.22. Kontrol fibroblast hücrelerinde oleik asit uygulanmış ve

 uygulanmamış koşullarda BODIPY®493/503 – Lysotracker® Red-DND-99 eş 

 floresan boyama görüntüleri. 

 

 Şekil 4.23. Hasta #1 (p.Y245del) fibroblast hücrelerinde oleik asit uygulanmış 

 ve uygulanmamış koşullarda BODIPY®493/503 – Lysotracker® Red-DND-99 eş 

 floresan boyama görüntüleri. 
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Şekil 4.24. Hasta #2 (p.D172N) fibroblast hücrelerinde oleik asit uygulanmış ve 

uygulanmamış koşullarda BODIPY®493/503 – Lysotracker® Red-DND-99 eş floresan 

boyama görüntüleri. 

 

Şekil 4.25. Hasta #3 (p.D172N) fibroblast hücrelerinde oleik asit uygulanmış ve 

uygulanmamış koşullarda BODIPY®493/503 – Lysotracker® Red-DND-99 eş floresan 

boyama görüntüleri. 
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5. TARTIŞMA 

 Otozomal Resesif Konjenital İktiyoz (ORKİ) patolojisi ile ilişkilendirilmiş 

genlerde tanımlanan mutasyonların epidermise özgü lipit matriks tabakasında 

aksaklıklara neden olarak hastalığın gelişimine sebep olduğu bilinmektedir (9). ORKİ 

patolojisine sebep olan genlerden biri olan PNPLA1 geninin fosfolipit 

metabolizmasında rolü olduğu gösterilmiştir (5). PNPLA1 gen mutasyonlarının ORKİ 

patolojisi ile ilişkili olarak epidermal granüler tabakadaki hücrelerde anormal 

membranöz ve veziküler lipit birikimine neden olduğu rapor edilmiştir (5).Yağ 

damlacıkları üzerinde yerleşim gösterdiği bilinen PNPLA1 proteininin mutant olması 

halinde lipit metabolizmasında aksaklıklara neden olarak yağ damlacıkları 

regülasyonunu etkileyebileceği düşünülmektedir. Özellikle fosfolipit 

metabolizmasındaki rolü sebebiyle hücresel membran organizasyonunu 

etkileyebileceği düşünülmektedir. 

 Tez çalışmasının ilk bölümünde p.Y245del ve p.D172N mutasyonlarına sahip 

hasta ve kontrol bireylerin fibroblast hücrelerinde yağ damlacıkları birikiminin 

karşılaştırılması amaçlandı. Elde edilen kantitatif analiz sonuçlarına göre hasta 

fibroblast hücrelerinde kontrole kıyasla hem normal fizyolojik şartlar altında hem de 

eksojenik oleik asit yüklemesi yapılmış koşulda belirgin yağ damlacıkları birikimi tespit 

edildi. Ayrıca, özellikle oleik asit yüklemesi yapılmış durumda hasta hücrelerinde 

birikimin perinükleer bölgede yoğunlaştığı gözlemlendi. Hastalar kendi aralarında 

kıyaslandığında ise p.Y245del mutasyonu görülen hücrelerdeki birikimin p.D172N 

mutasyonu görülen hücrelere göre anlamlı olarak daha fazla olduğu belirlendi.  

Literatürde de ORKİ alt tiplerinde epidermisin stratum korneum tabakasında yağ 

damlacıkları birikimi olduğu belirtilmiştir (64, 65). Grall ve arkadaşlarının yaptıkları 

çalışmada, PNPLA1 mutasyonlarının granüler tabakadaki keratinosit hücrelerinin 

nükleus çevresinde anormal membranöz ve veziküler materyal birikimine neden 

olduğu belirtilmiştir (5). Bu sonuçlara göre, hasta fibroblast hücrelerinde görülen 

anormal yağ damlacığı birikimlerinin PNPLA1 gen mutasyonları sonucu lipit 

metabolizmasında oluşan aksaklıklardan kaynaklanabileceği düşünülmektedir. 

PNPLA1 proteininin özellikle fosfatidik asit ve fosfatidiletanolamin metabolizmasında 
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rol oynadığı ve mutasyonu durumunda hücrede bu fosfolipitlerin oranlarında 

değişimler görüldüğü bilinmektedir (5). Buna bağlı olarak, fosfolipit sentezi ve 

metabolizmasında görevi olduğu bilinen PNPLA1 proteininin mutant olması halinde, 

fosfolipit metabolizmasında oluşacak değişimlerin veya hasarların özellikle membran 

organizasyonu ve hücre içi membran trafiğini etkileyebileceği düşünülmektedir (66, 

67). Özellikle hasta bireylerde birikimin nükleus çevresinde yoğunlaşmasının, 

Endoplazmik Retikulum (ER) yapısından ayrılarak oluşan yağ damlacıklarının hücre içi 

taşınmasındaki aksaklıklardan kaynaklanabileceğini göstermektedir. PNPLA1 gen 

mutasyonlarının hem yağ damlacıkları birikimine neden olması hem de fosfolipit 

metabolizmasında aksaklıklara neden olarak hücre içi membran trafiğini etkileme 

olasılığı, bu proteinin yağ damlacıklarının lipofaji aracılı regülasyonu üzerinde 

etkisinin olabileceği hipotezini doğrulamaktadır. 

 Ortalama yağ damlacığı sayısında görülen farklılıklara ek olarak, yapılan 

kantitatif analizlerde hücrelerdeki ortalama yağ damlacığı boyutlarında da farklılıklar 

tespit edildi.  Uygulanan her iki deney koşulunda da hasta fibroblast hücrelerinde 

kontrole göre yağ damlacıkları boyutunun istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde daha 

büyük olduğu belirlendi. Memeli hücrelerinde yağ damlacıkları membranının ağırlıklı 

olarak fosfatidil kolin (%50-60) ve fosfatidil etanolaminden (%20-30) oluşmakla 

birlikte farklı oranlarda fosfatidik asit, fosfatidil inositol, lizo-fosfatidilkolin, lizo-

fosfatidiletanolamin ve kolesterol de içerdiği bilinmektedir (41). Literatürde fosfolipit 

biyosentez enzimlerinin fonksiyonel genomik tarama çalışmaları sonucunda, bu 

enzimlerin yağ damlacıklarının sayı ve boyutlarında belirleyici rol oynadığı 

gösterilmiştir (50). Özellikle fosfatidilkolin ve fosfatidiletanolamin biyosentezinde 

görevli enzimlerin yağ damlacıkları füzyonunu etkileyerek bu yapıların biyosentez ve 

düzenlenmesinde görev aldığı gösterilmiştir (68, 69). Yağ damlacıkları yüzeyinde 

lokalize olan ve fosfolipit metabolizmasında görev alan PNPLA1 proteininin mutant 

olması halinde, yağ damlacıklarının boyutunda artış görülmesi bu artışın hücrelerdeki 

fosfolipit oranlarındaki değişiminden kaynaklıyor olabileceğini düşündürmektedir. 
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 Tez çalışmasının ikinci aşamasında, çalışma kapsamına dahil edilen farklı 

PNPLA1 gen mutasyonlarına sahip hasta fibroblast hücrelerinde, mutasyonların 

proteininin lokalizasyonuna etkisi araştırıldı. Literatürde COS7 hücrelerinde PNPLA1 

proteininin yağ damlacıkları yüzeyinde lokalize olduğu gösterilmiştir (31). PNPLA1 

proteini, C terminalinde bulunan prolince zengin hidrofobik domaini (rezidü 326-451) 

aracılığıyla yağ damlacıkları yüzeyinde yerleşim göstermektedir (31). Yapılan floresan 

boyama sonuçlarına göre, hasta fibroblast hücrelerinde kontrol hücrelerde olduğu 

gibi PNPLA1 proteininin yağ damlacıkları yüzeyinde yerleşim gösterdiği belirlendi. 

p.Y245del ve p.D172N mutasyonlarının PNPLA1 proteininin hücredeki yerleşimine 

etkisinin olmadığı tespit edildi. 

 

 Çalışmanın son aşamasında ise, hasta fibroblast hücrelerinde yağ damlacıkları 

birikimine neden olduğu tespit edilen PNPLA1 gen mutasyonlarının, yağ 

damlacıklarının temel yıkım mekanizmalarından biri olan lipofaji mekanizmasına 

etkilerinin araştırılması planlandı. Bu amaçla, belirlenen otofajik belirteçlerle yağ 

damlacıklarının hücredeki eş yerleşimleri floresan boyama tekniği kullanılarak 

araştırıldı.  

  Belirlenen otofajik belirteçlerden biri olan Atg5 proteininin otofagozom 

oluşum aşamasında Atg12 ve Atg16 proteinleri ile konjuge olarak otofagozom 

yapısına katıldığı ve bu süreçte direkt rolü olduğu bilinmektedir (58).  Yağ 

damlacıklarının lipofajik yıkımı sürecinde, otofagozomların yağ damlacıkları ile eş 

yerleşiminin araştırılması için BODIPY®493/503 - Anti Atg5 eş floresan boyaması 

gerçekleştirildi. Elde edilen verilere göre Atg5 proteininin sitoplazmada ve özellikle 

bazı hücrelerde çekirdekte olmak üzere homojen olarak ifade edildiği tespit edildi. 

Atg5 proteininin çekirdekte ifade olması, bu proteinin otofaji ile ilgili olmayan 

fonksiyonları ile ilişkilendirilmektedir (70). Atg5 proteininin sitoplazmada homojen 

dağılım göstermesi, hasta ve kontrol fibroblast hücrelerinde bu proteinin otofajik akışı 

nasıl etkilediğini tam olarak açıklayamamaktadır. Literatürde yapılan çalışmalarda da, 

immünhistokimyasal olarak Atg5 proteininin otofajik indüklenme yapılmış veya 
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yapılmamış durumlarda farklı boyanma paternleri göstermediği ve sitoplazma dışında 

çekirdekte de ifade edildiği gösterilmiştir (70, 71). Bu çalışmalardan elde edilen veriler 

doğrultusunda, hücrede Atg5 proteininin özgül olarak ifade edilmemesi nedeniyle, bu 

proteinin immünhistokimyasal tespiti otofajik akışın izlenmesi için uygun bir yöntem 

olmadığı belirtilmiştir (71).  

 

 Atg5 proteininine ek olarak, otofajik akış sürecinde otofagozom oluşumunu 

gösteren önemli belirteçlerden bir diğeri olan LC3 proteini analiz edildi. Elde edilen 

floresan mikroskopi sonuçlarına göre, normal fizyolojik koşullarda, kontrol 

hücrelerinde yağ damlacıklarının LC3 proteini ile eş yerleşim gösterdiği tespit edildi. 

Hasta hücrelerinde ise bu koşulda yağ damlacıklarının ve LC3 noktacıklarının belirgin 

biçimde ayrı yerleşim gösterdikleri belirlendi. Yağ damlacıkları ile otofagozom 

membranının yapısına katılan LC3 proteininin eş yerleşiminin gösterilmesi, hücrede 

yağ damlacıkları çevresinde otofagozom membranının oluşumunu ve yağ 

damlacıklarının lipofajik yıkım sürecine girdiğini göstermektedir (72). Bu verilere göre, 

normal koşullar altında kontrol fibroblast hücrelerinde LC3 proteini ile eş yerleşim 

gösteren yağ damlacıklarının bazal seviyede lipofaji mekanizması ile yıkımının 

gerçekleştiği belirlenmiştir. Fakat aynı koşullar altında hasta hücrelerinde yağ 

damlacıklarının LC3 ile tamamen farklı yerleşim göstermesi, bu hücrelerde yağ 

damlacıklarının çevresinde otofagozom membran oluşumunda aksaklıklar 

olabileceğini göstermektedir.  

 Floresan mikroskopi görüntülemesine ek olarak, hücrelerdeki ortalama LC3 

noktacıkları (puncta) analizi gerçekleştirildi. Hücrelerde floresan LC3 noktacıklarının 

sayımı, otofajik akış mekanizmasının başlangıcını ve otofagozom oluşumunu temsil 

eden yöntemlerden biri olarak kullanılmaktadır (73). İleri görüntüleme analizi 

sonucunda elde edilen sayısal verilere göre, oleik asit yüklemesi yapılmamış durumda 

LC3 noktacıkları sayısının hasta hücrelerde kontrole göre anlamlı olarak daha az 

olduğu tespit edildi. Hasta hücrelerindeki LC3 noktacık sayısındaki anlamlı farklılık, bu 

hücrelerdeki otofagozom sayısında azalma olduğunu göstermektedir. Elde edilen 
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verilere göre, oleik asit uygulanmamış durumda hasta fibroblast hücrelerinde hem 

LC3 ile eş yerleşim görülememesi hem de LC3 noktacık sayımında azalma görülmesi 

bu hücrelerde PNPLA1 mutasyonlarının otofajik akış sürecinde otofagozom 

oluşumunda ve bazal seviyedeki lipofajik yıkımında aksaklıklara neden olabileceğini 

düşündürmektedir.    

 Oleik asit yüklemesi yapılan koşulda ise, yağ damlacıkları ve LC3 proteininin 

hem kontrol hem de hasta fibroblast hücrelerinde birlikte yerleşim gösterdikleri 

belirlendi. Oleik asit yüklenmemiş koşula kıyasla oleik asit yüklemesi yapıldığında hem 

kontrol hem de hasta hücrelerde yağ damlacıklarının LC3 ile eş yerleşim göstermesi 

yağ damlacıklarının otofagozom membran yapısı içerisine alındığını göstermektedir. 

Ayrıca, yapılan LC3 noktacık sayım analizine göre, oleik asit yüklemesi yapılan 

durumda kontrol ve hasta fibroblast hücrelerinde LC3 noktacık sayısında oleik asit 

yüklemesi yapılmamış koşula kıyasla artış görüldü. Farklı mutasyon taşıyan hasta 

hücrelerinde bu artış oranlarının farklılık gösterdiği saptanmıştır. Literatür 

kapsamında da bu tez çalışmasında elde edilen sonuçlar ile tutarlı olarak, hücrelere 

akut yağ yüklemesi yapıldığında otofagozom oluşumunda artış görüldüğü tespit 

edilmiştir (52, 74). Bu verilere göre, hücre içi ani serbest yağ asidi artışında biriken yağ 

damlacıklarını temizlemek amacıyla lipofaji mekanizmasının aktive edildiği 

düşünülmektedir. Hücrede LC3 artışının total otofajik akışın bir ölçütü olamayacağı, 

ancak otofajik indüklenmenin veya otofagozom oluşum mekanizmalarındaki 

aksaklıkların göstergesi olabileceği belirtilmiştir (73). Bu sebeple, otofajik akışın bir 

basamağındaki aksaklığın tüm mekanizmayı temsil etmeyeceği ve her bir basamağın 

ayrı analiz edilmesi gerekliliği belirtilmektedir (73). 

 

 Hücrede otofajik akışın otofagozom/lizozom füzyon aşamasının 

araştırılabilmesi için önemli belirteçlerden LAMP1 proteininin ve aktif lizozomların 

belirlenmesi amacıyla kullanılan Lysotracker® Red-DND-99 floresan boyasının yağ 

damlacıkları ile eş yerleşim analizi gerçekleştirildi.  
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 BODIPY®493/503 - Anti LAMP1 eş floresan boyaması sonuçlarına göre, oleik 

asit yüklemesi yapılmamış durumda kontrol hücrelerinde yağ damlacıkları ile LAMP1 

proteininin eş yerleşimi gösterildi. Bu sonuç, kontrol hücrelerinde yağ damlacıklarının 

bazal seviyede lizozomlarda yıkıldığını ve lipofaji mekanizması ile hücredeki 

dönüşümünü göstermektedir. Fakat aynı koşulda hasta hücrelerinde lizozomlar ile 

yağ damlacıklarının eş yerleşim göstermediği belirlendi. Gerçekleştirilmiş olan 

BODIPY®493/503 - Anti LC3 eş floresan boyama sonuçlarına göre hasta hücrelerinde 

yağ damlacıklarının otofagozom yapısı içerisine alınmasında aksaklıklar görülmesi, 

otofagozom/lizozom füzyonunun da gerçekleşememesine neden olduğunu 

desteklemektedir. 

 Oleik asit yüklemesi yapılmış koşulda ise, hem hasta hem de kontrol fibroblast 

hücrelerinde yağ damlacıklarının lizozomlar ile ayrı yerleşim gösterdikleri saptandı.  

LC3 floresan boyama sonuçlarına göre, oleik asit yüklemesi yapılmış koşulda hasta ve 

kontrol hücrelerde LC3 ile yağ damlacıkları beraber yerleşim göstermesi nedeniyle 

otofagozom oluşumunun gerçekleştiği belirlenmişti. Aynı koşulda, LAMP1 ile yağ 

damlacıklarının ayrı yerleşim göstermesi otofagozom/lizozom füzyonu aşamasındaki 

aksaklıkları göstermektedir. Bu sonuçlara benzer şekilde, Koga ve arkadaşlarının 

yüksek yağ diyeti uygulanmış fareler üzerinde yaptıkları çalışmada da, yüksek yağ 

diyeti uygulamasının otofagozom membran oluşması aşamasında etkisinin olmadığı 

fakat otofagozom lizozom füzyonu aşamasında aksaklıklara neden olduğu 

gösterilmiştir (75). Aşırı yağ yüklemesi sonucu membran kompozisyonundaki 

değişimlerin otofagozom lizozom füzyonunda azalmalara neden olabileceği 

düşünülmektedir (75). Buna ek olarak, oleik asit yüklendiği durumda yağ 

damlacıklarının LAMP1 ile ayrı yerleşim göstermesi ani yağ asidi artışına hücrelerin 

adaptasyon gösteremediği şeklinde yorumlanabilir.  

 

 Yağ damlacıklarının Lysotracker® Red-DND-99 floresan boyama sonuçlarına 

göre, oleik asit yüklemesi yapılmamış durumda yalnızca kontrol hücrelerinde aktif 

lizozomlar ile yağ damlacıklarının eş yerleşimi belirlendi. Aynı koşulda hasta 
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hücrelerinde aktif lizozomların boyandığı noktacıklar ile yağ damlacıklarının belirgin 

şekilde ayrı lokalizasyon gösterdiği belirlendi. Oleik asit yüklemesi yapılan koşulda ise, 

hem kontrol hem de hasta hücrelerinde yağ damlacıklarının aktif lizozomlarla ayrı 

yerleşim gösterdiği tespit edildi.  

 Lysotracker® Red-DND-99 floresan boyama sonuçlarının, LAMP1 

immünfloresan sonuçları ile tutarlı olması, normal fizyolojik koşullarda kontrol 

hücrelerinde yağ damlacıklarının lizozomal yıkımında aksaklık görülmezken, hasta 

hücrelerinde yağ damlacıklarının lizozomal yıkımında aksaklık olduğunu 

göstermektedir. Oleik asit yüklemesi yapılmış durumda ise kontrol ve hasta 

hücrelerinde aktif lizozomlarla yağ damlacıklarının eş yerleşim göstermemesi, LAMP1 

boyama sonuçlarında olduğu gibi, aşırı serbest yağ asidi yüklemesinin otofajik akış 

sürecinde otofagozom lizozom füzyonu aşamasında aksaklıklara neden olabileceğini 

ve hücrelerin bu ani yağ yüklemesine adapte olamadığını göstermektedir. 

 Yağ damlacıklarının otofajik belirteçler ile eş yerleşim sonuçlarını özetleyen 

tablo Ek-2’de gösterilmiştir. 

 

 Sonuç olarak, kontrol fibroblast hücrelerinde normal fizyolojik koşullarda, 

otofagozom oluşumu ve otofagozom/lizozom füzyonu ile ilişkili belirteçlerin yağ 

damlacıkları ile eş yerleşim gösterdiği saptandı. Hasta fibroblast hücrelerinde ise 

otofagozom oluşum aşamasında belirlenen aksaklıkların paralelinde 

otofagozom/lizozom füzyonu aşamasının da etkilendiği ve yağ damlacıklarının 

lizozomlarla eş yerleşim göstermediği belirlendi. Ek olarak, hasta fibroblast 

hücrelerinde normal fizyolojik koşullarda belirgin biçimde anormal yağ damlacıkları 

birikimi tespit edildi. Bu verilere göre, ORKİ hastalarında görülen PNPLA1 gen 

mutasyonlarının yağ damlacıklarının lipofaji aracılı regülasyonunda aksaklıklara 

(inhibisyona) neden olduğu kanısına varılmıştır. 
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6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

6.1. Sonuçlar 

 Tez çalışması kapsamında elde edilen sonuçlar aşağıda belirtilmiştir. 

 PNPLA1 proteininde p.Y245del ve p.D172N mutasyonlarına sahip ORKİ 

hastalarının fibroblast hücrelerinde normal fizyolojik koşullarda 

belirgin olarak anormal yağ damlacıkları birikimi olduğu belirlendi. 

 Hücrelere eksojenik oleik asit yüklemesi yapıldığı koşullarda hasta 

fibroblast hücrelerinde kontrol hücrelerine kıyasla yağ damlacıkları 

boyutlarında anlamlı olarak artış tespit edildi. 

 p.Y245del ve p.D172N mutasyonlarının PNPLA1 proteininin hücre içi 

lokalizasyonuna herhangi bir etkisinin olmadığı ve PNPLA1 proteininin 

fibroblast hücrelerinde ekspresyonunun olduğu gösterildi. 

 Oleik asit yüklemesi uygulanmamış ve uygulanmış durumlarda hasta 

ve kontrol hücrelerinde Atg5 proteininin sitoplazmada ve bazı 

hücrelerde çekirdekte homojen dağılım gösterdiği belirlendi. Yağ 

damlacıkları ile Atg5 eş yerleşimi saptanamadı. 

 Kontrol fibroblast hücrelerinde normal fizyolojik koşullarda yağ 

damlacıklarının otofagozomlarla ve lizozomlarla eş yerleşimi gösterildi. 

Hasta fibroblast hücrelerinde normal fizyolojik koşullarda yağ 

damlacıklarının hem otofagozomlarla hem de lizozomlarla eş yerleşimi 

görülmedi. Otofagozom oluşumunu belirten LC3 noktacık sayısının 

anlamlı olarak daha az olduğu belirlendi.  

 Oleik asit uygulaması yapılmış koşulda hem kontrol hem de hasta 

fibroblast hücrelerinde hücre başına düşen ortalama LC3 noktacık 

sayısında artış ve yağ damlacıkları ile LC3 proteinlerinin eş yerleşimi 

tespit edildi. 

 Oleik asit yüklemesi yapılmadığı durumda kontrol fibroblast 

hücrelerinde yağ damlacıklarının LAMP1 ve LysoTracker ile eş yerleşimi 

gözlemlendi. Aynı koşulda, hasta fibroblast hücrelerinde yağ 
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damlacıklarının LAMP1 ve LysoTracker ile eş yerleşimi görülmedi. Oleik 

asit uygulaması yapılmış koşulda hem kontrol hem de hasta fibroblast 

hücrelerinde yağ damlacıklarının LAMP1 ve LysoTracker ile eş yerleşimi 

olmadığı belirlendi. 

 

6.2. Öneriler 

 Tez çalışması sonucunda elde edilen bulguların doğrulanması ve 

desteklenmesi için yapılabilecek öneriler aşağıda belirtilmiştir. 

 Hasta hücrelerindeki yağ damlacıkları birikim nedenlerinin 

aydınlatılabilmesi için temel yıkım mekanizmalarından bir diğeri olan 

lipoliz mekanizması araştırılmalıdır. 

 PNPLA1 proteininin lipit metabolizmasındaki fonksiyonunun 

aydınlatılabilmesi için hasta ve kontrol hücrelerde nötral yağlar ve 

fosfolipit oranları analiz edilmelidir. 

 Lipofaji mekanizmasının ORKİ patolojisi ile ilişkisinin daha iyi 

aydınlatılabilmesi için farklı otofajik belirteçler ve tespit yöntemleri 

kullanılarak elde edilen veriler doğrulanmalıdır. 
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EKLER 

EK 1: Etik Kurul Onay Raporu 
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EK 2: Lipofaji Mekanizması ile İlişkili Eş Floresan Boyama Sonuçları 

  

Ta
b

lo
 E

K
 2

: 
Li

p
o

fa
jik

  b
el

ir
te

çl
er

 il
e 

ya
ğ 

d
am

la
cı

kl
ar

ın
ın

 e
ş 

fl
o

re
sa

n
 b

o
ya

m
a 

so
n

u
çl

ar
ın

ın
 g

en
el

 o
la

ra
k 

gö
st

er
im

i. 


