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OZET

FENILKETONURI HASTALIGINDA ENDOPLAZMIK RETIiKULUM
STRESININ ARASTIRILMASI

Amag: Fenilketoniri (FKU) fenilalanini (Phe) tirozine (Tyr) katalize eden fenilalanin
hidroksilaz (PAH) enziminin aktivitesini etkileyen mutasyonlardan kaynaklanan
otozomal resesif bir hastaliktir. Tedavi edilmezse, kanda ve dokularda biriken asiri
fenilalanin mental retardasyona neden olur. Katlanmamis ya da yanlis katlanmig
proteinlerin birikimi endoplazmik retikulum (ER) homeastazini etkiler ve ER stresine
yol acar. Hicreler ER stresine katlanmamis protein yanit1 (UPR) aktivasyonu ile
reaksiyon verir. Stres ¢ozillemezse hiicre 6limine neden olur. Amacimiz FKU’ de
mutant PAH proteinlerinin neden oldugu yiiksek Phe diizeylerinin lokositlerde ER
stresine neden olup olmadigini arastirmaktir.

Materyal ve Metot: Tani1 almis ve tedavisi izlenen hastalar ¢alismaya dahil edildi.
Calisma gruplari; saglikli kontrol (n=10), hiperfenilalaninemi (HPA, n=9), BHs-yanitlh
FKU (n=8) ve klasik FKU (n=14) olmak iizere 4’ € ayrildi. Plazma Phe ve Tyr diizeyleri
HPLC metodu ile, lI6kositlerde ER stres belirtecleri GRP78 ve CHOP duzeyleri ELISA
metodu ile él¢ulda.

Bulgular: Phe diizeyleri HPA grubuna kiyasla klasik FKU grubunda (p=0.026) ve
kontrol grubuna kiyasla BHs-yanithh FKU ve klasik FKU gruplarinda istatistiksel olarak
yiiksek bulunmustur (p=0.006, p<0.001). ER stres belirtecleri GRP78 ve CHOP
diizeyleri icin kontrol ve hasta gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadig1 belirlendi (p>0.05). GRP78 ile Phe dlzeyleri arasinda negatif korelasyon
tespit edildi (r=-0.362, p=0.02).

Sonug: FKU tedavisinde kan Phe diizeyinin 600 pmol/ 1’ nin altinda olmas1 esastir.
Diyet tedavisi alan hastalardaki Phe dizeyleri lokositlerde ER strese yol a¢miyor
olabilir. FKU’> de ER stresinin aydinlatilabilmesi icin hastalara ilk tan1 konuldugu
zaman alinan lOkositlerde ya da deneysel hayvan modellerinde beyin dokusu
kullanilarak yapilan ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Fenilketoniri; fenilalanin; ER stres; 10kositler

Kadriye BARDAK, Yiksek Lisans Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi — Samsun, Haziran-2019



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ENDOPLASMIC RETICULUM STRESS IN
PHENYLKETONURIA DISEASE

Aim: Phenylketonuria (PKU) is an autosomal recessive disease resulted from mutations
affecting the activity of phenylalanine hydroxylase (PAH) enzyme that catalyzes
phenylalanine (Phe) to tyrosine (Tyr). If it is left untreated, phenylalanine excessively
accumulated in blood and tissues cause mental retardation. Accumulation of unfolded or
misfolded proteins affect endoplasmic reticulum (ER) homeostasis and lead to ER
stress. Cells biochemically react to ER stress by activation of the unfolded protein
response (UPR). ER stress results in cell death, if the stress state cannot be resolved.
The aim of this study was to investigate whether high levels of Phe caused by mutant
PAH proteins in PKU disease induce ER stress in leukocytes.

Material and Method: Patients who have received diagnosis and treatment has been
included in the study. The study groups were divided into 4 groups as healthy control
(n=10), hyperphenylalaninemia (HPA, n=9), BH4-responsive PKU (n= 8) and classical
PKU (n= 14). Phe and Tyr levels in the plasma of subjects were determined by using
HPLC method. ER stress markers GRP78 and CHOP were measured by ELISA in
leukocytes isolated from whole blood.

Results: Phe levels were statistically high estimated in BHs-responsive PKU and classic
PKU groups as compared to healthy control (p=0.006, p<0.001) and also in classic PKU
group according to HPA group (p=0.026). However, there was no statistically
significant difference between control and patient groups in terms of GRP78 and CHOP
levels associated with ER stress in leukocytes (p>0.05). GRP78 was also negatively
correlated with phe levels (r=-0.362, p=0.02).

Conclusion: The amount of blood phe below 600 umol/ | is essential for the treatment
of PKU. Phe levels in patients receiving dietary therapy may not cause ER stress in
leukocytes. To show ER stress in PKU, studies using leukocytes taken from when
patients were first diagnosed or brain tissue in experimental animal models are needed.

Keywords: Phenylketonuria; phenylalanine; ER stress; leukocytes

Kadriye BARDAK, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, June-2019



SIMGELER VE KISALTMALAR

ATF3
ATF4
ATF6
BH:2
BH4
cAMP
CHOP
CRP
DHPR
elF2a
ER
ERAD
FKU
GADD34
GDP
GMP
GRP78
GRP94
GTP
GTPCH1
HPA
HPLC
IRE1
LAT1
LNAA
NADH
PAH
PAL
PCD
PEG-PAL
PERK

- Aktive edici transkripsiyon faktora 3

. Aktive edici transkripsiyon faktorl 4

. Aktive edici transkripsiyon faktorl 6

: Dihidrobiyopiterin

: Tetrahidrobiyopiterin

: Siklik adenozin monofosfat

: C / EBP homolog proteini

: C-reaktif protein

: Dihidropteridin rediiktaz

: Okaryotik translasyon baslatma faktor(

: Endoplazmik retikulum

: Endoplazmik retikulum ile iligkili protein yikimi
: Fenilketoniiri

: Bliylime durmasi ve DNA hasarina neden olan protein
: Guanozin difosfat
: Glikomakropeptit

: Glikoz ile diizenlenen protein 78

: Glikoz ile diizenlenen protein 94
: Guanozin trifosfat
: GTP siklohidrolaz |

: Hiperfenilalaninemi

:Yiiksek performansli likit kromatografisi

: Inositol gerektiren enzim 1

: Blyuk nétral amino asit tasiyicisi

: Buyiik notral amino asit (Large Neutral Amino Acid)
- Nikotinamid adenin dintikleotit

: Fenilalanin hidroksilaz

: Fenilalanin amonyak liyaz

: Pterin-4a-karbinolamin dehidrataz

: Polietilenglikol ile konjuge PAL

- RNA’ ya bagimli protein kinaz benzeri ER kinaz
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Phe
PTPS
ROS
SR
Trp
Tyr
UPR
XBP1
XBP1s

: Fenilalanin

: 6-piruvoil-tetrahidropiterin sentaz

- Reaktif oksijen turleri

. Sepiapiterin rediktaz

: Triptofan

: Tirozin

: Katlanmamis Protein Cevabi (Unfolded Protein Response)
: X-Box Baglayici Proteinl

: Kirpilmig X-Box Baglayici protein 1
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1. GIRIS

Fenilketon(ri, fenilalanin hidroksilazi kodlayan gendeki mutasyonlarin neden
oldugu kalitsal bir metabolizma hastaligidir. PAH, kofaktor tetrahidrobiyopiterin (BH4)
varliginda fenilalanini tirozine doniistiiriir. PAH enziminin aktivite eksikligi kanda ve
beyinde Phe birikimine neden olur. Tedavi edilmeyen FKU; geri déniisii olmayan
zihinsel engellilik, mikrosefali, ekzamat6z dokiintii, otizm, gelisim sorunlar1 ve
psikiyatrik semptomlarla karakterizedir. (Blau ve ark., 2010). Phe birikiminin
norodejeneretif etkilerinin ¢ogunun azalmig kreatin kinaz aktivitesi, yetersiz miyelin
tiretimi ve tirozin eksikliginden dolayr dopamin sentezinin azalmasi gibi dolayl
etkilerden oldugu diistiniilse de (Joseph ve Dyer, 2003) beyin fonksiyon bozuklugunun
patogenezi hala belirsizdir. Bununla birlikte yiiksek Phe konsantrasyonlari ndronal
apopitozu dogrudan etkileyebilir (Friedlander, 2003).

Endoplazmik retikulum salgt ve transmembran proteinlerin Sentezinden,
olgunlagmasindan, katlanmasindan, kalite kontroliinden ve yikimindan sorumludur.
Sadece dogru katlanmis proteinler hiicre disina gonderilir (Wang ve Kaufman, 2016).
ER homeostazin1 etkileyen durumlar protein katlanmasini bozar ve katlanmamis
proteinlerin ER’ de birikmesine neden olur. Bu durum “ER stres” olarak adlandirilir.
Kalsiyum homeostazindaki bozulmalar, enerji yoksunlugu, viral enfeksiyonlar ve
protein katlanmasin1 bozan mutasyonlar dahil olmak tizere ¢esitli patofizyolojik kosullar
ER stresini tetikleyebilir (Kaufman, 2002). Hicreler bu durumla mucadele edebilmek
icin katlanmamis protein cevabi olarak adlandirilan bir mekanizmay1 harekete gegirir.
Bununla birlikte, eger protein birikimi kaliciysa ve stres ¢oziilemezse hiicre apoptoza
yonlendirilir. (Kadowaki ve Nishitoh, 2013).

FKU’ de Phe ve metabolitlerinin (fenilpiruvat, fenillaktat ve fenilasetat) beyin
i¢in sitotoksik oldugu ifade edilmektedir. Ayrica, FKU’ de ylksek Phe diizeylerinin
oksidatif strese ve 1okositlerde DNA hasarina neden oldugu rapor edilmistir (Sirtori ve
ark., 2005; Sitta ve ark., 2009) Ancak, tedavi edilmemis ya da tedavisi izlenen FKU
hastalarinda yUksek Phe diizeylerinin ER stresine neden olup olmadig1 bilinmemektedir.
Bu nedenle bu tez ¢alismasinda FKU tanis1 almis ve tedavileri izlenen hastalarda mutant
PAH proteinlerinin neden oldugu kandaki yuksek Phe diizeylerinin lokositlerde ER

stresine neden olup olmadig: arastirilacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Fenilketoniri

2.1.1. Tanim

Fenilketonliri (OMIM 261600), agirlikli olarak fenilalanin hidroksilaz
(EC 1.14.16.1) genindeki mutasyonlarin neden oldugu dogustan gelen bir metabolizma
hastaligidir (Scriver ve Kaufman, 2001). Kalitim sekli otozomal resesiftir. PAH,
esansiyel bir amino asit olan fenilalanini tirozine doniistiirmek igin gercken hepatik bir
enzimdir ve kofaktor olarak tetrahidrobiyopiterine ihtiyagc duyar. PAH genindeki
mutasyonlar ve tetrahidrobiyopiterin sentezi ya da geri doniistimiindeki bozukluklar
nedeniyle metabolize edilemeyen Phe, kanda ve dokularda birikirek hiperfenilalaninemi
olarak adlandirilan duruma neden olur (Blau ve ark., 2010). Ayrica tirozin sentezindeki

yetersizlik onun alt Griinleri melanin, tiroksin ve katekolamin eksikliklerine yol acabilir.

2.1.2. Tarihge

FKU, ilk olarak tip calismalarinda Kimyasal yontemler kullanan Norvecli
doktor Asbjorn Folling tarafindan tanimlanmistir (Centerwall ve ark., 2000). 1934
yilinda zihinsel engelli iki ¢ocugun annesi yardim istemek i¢in Folling’ e basvurmus,
Folling cocuklarin idrarindaki kiif kokusunu fark ederek idrara keton varligini test
etmek igin ferrik kloriir ilave etmistir. Ferrik kloriir ilavesinde idrar normal olarak
kahverengi ve keton bulundurdugu takdirde mor ya da sarap rengine doniismesi
gerekirken bu defa koyu yesil bir duruma gelmistir (Folling, 1994). Olagan dis1 sonucun
herhangi bir ilaca bagli olmadigim testi iki ay boyunca tekrarlayarak dogruladiktan
sonra, sorumlu bilesigin saflastirilmasini ve erime noktasinin belirlenmesini iceren daha
ayrintilt kimyasal analize devam etmistir. Saflastirilmis maddenin fenilpiriivik asit
oldugunu kesfettikten sonra birka¢ yerel kurumdan 430 zihinsel engelli hastadan idrar
numuneleri talep etmis ve sekiz kiside daha benzer bir sonu¢ gozlemlemistir. Bu sekiz
kisinin hepsinde agik bir ten rengi ile (genellikle egzama varhiginda) genis omuzlar,
spastik ylriiylis ve ciddi zihinsel bozukluk tespit etmistir. Dr. Folling, bulgularini
yaymnlayarak atilan maddeye yonelik entelektiiel bozulma ile ilgili “Fenilpiriivik
Oligofreni” ismini 6nermis daha sonra isim fenilketoniiri olarak degistirilmistir (Penrose

ve Quastel, 1937).



FKU’ niin kesfinden bu yana gecen 70 yilda hastaliga yonelik anlayis garpici
bir sekilde degismistir. Jervis (1947) metabolik blok ve enzim eksikligini tespit etmis,
Bickel (1953) tarafindan Phe alimi ile prognoz arasindaki azalisin baglantisi
gosterilmistir. Phe kisith diyet tedavisi ciddi mental ve motor geriligi olan 2 yasindaki
FKU’ 10 bir hastaya uygulanmustir. Tedavi sonrasinda ¢ocuk yiiriimeye baslamis ve sag
rengi koyulagsmistir. Feniletoniiri hastaliginin diyet ile tedavi edilebilecegi ile ilgili ilk
makalenin yaymlanmasindan sonra fenilketontiirili bebeklere daha dogumda tani
konulmas1 gerektigi fikri dogmustur. Zihinsel engelli oglu ve FKU’ lii yegeninin
dogumundan sonra, Kanada’ It cocuk doktoru Robert Guthrie (1963) FKU icin tarama
testleri gelistirmistir. 1970° lerin sonunda gesitli gruplar FKU’ niin molekiiler temelini
arastirmaya baslamiglar ve 1996 yilinda PAH Mutasyon Analiz Konsorsiyumu
Veritabani kurulmustur.

FKU’ niin Dr. Asbjorn Folling tarafindan kesfi tipta 6nemli bir doniim noktasi
olmustur. Guthrie tarama testi ve diyet tedavisinin gelistirilmesi tiim diinyada FKU’ lii
cocuklarda zihinsel bozulmanin &nlenmesini saglamis, FKU modeli 0 zamandan beri
200’ den fazla metabolik bozukluk tizerine 151k tutmak i¢in bir sablon olarak

kullanilmistir.

2.1.3. Epidemiyoloji

FKU insidansi tiim diinyada degisiklik gostermektedir. Avrupa’ da yayginlik
10.000 canli dogumda yaklasik 1 vakadir. Kafkas popiilasyonlarinda FKU gorilme
siklig1 1/ 10.000-15.000, Arap ulkelerinde 1/ 6000, Israil’ de 1/ 5.300 dir. Finlandiya 1/
200.000 ve Japonya 1/ 125.000 ile en diisiik FKU insidansma sahipken, Tiirkiye ise
1/ 2600 oram ile diinyada niifusuna gore en yiiksek FKU insidansina sahip iilkedir.
Ulkemizde her yil yaklasik 250-300 ¢ocuk bu hastalikla dogmaktadir. Ulkemizdeki
yiiksek insidansin nedeni yaklasik 26 kisiden birinin tasiyict olmasi ve sik yasanan

akraba evlilikleridir (Scriver ve Kaufman, 2011).

2.1.4. Klinik Bulgular

FKU’ 10 bebekler genelde dogumda normal olup herhangi bir klinik belirti ya
da bulgu gostermezken, gcocuk 2-3 aylik iken gelisimindeki gerilik fark edilmeye
baglanir. Zeka ve motor gelisim geriligi 6 ile 7. aydan itibaren belirginlesir. Tedavi

edilmeyen FKU’ 10 bebekler davramgsal, zihinsel, ndrolojik ve fiziksel semptomlar



dahil olmak tizere gesitli bozukluklar gelistirir. En sik karsilasilan sonuglar; genellikle
idrar ve terde kif kokusu, azalan tirozin (melanin pigmenti dncusi) Uretimi nedeniyle
sac, deri ve iris hipopigmentasyonu, egzama ve ciddi zihinsel engelliliktir. Ayrica
bliylime geriligi, mikrosefali, titreme ve epilepsi gibi ndrolojik bulgular mevcuttur.
Tedavi edilmeyen tum hastalar hiperaktivite, yiirtiylis ve tik anormallikleri gibi
davranigsal problemlere sahiptir. Klinik fenotipin ciddiyeti, enzimatik eksikligin
derecesini yansitan kan fenilalanin diizeyleriyle dogrudan iliskilidir (Strisciuglio ve
Concolino, 2014).

2.1.5. Patofizyoloji

Her ne kadar PAH mutasyonlar1 karacigerdeki fenilalanin homeostazini bozsa
da bilissel sorunlarin etiyolojisi ve beyin gelisimindeki anomalilerin nedeni
belirsizligini korumaktadir. Ancak, patolojik degisiklikleri aciklayan bazi mekanizmalar
Onerilmistir. Fenilalaninin beyne taginmasina biiyiik ndtral aminoasit tasiyicist LAT1
aracilik eder. Kandaki yiiksek Phe konsantrasyonlari rakabetci etkisi nedeniyle diger
aminoasitlerin beyne yeterli miktarda tasinmasini engeller. Beyindeki artmis Phe
konsantrasyonlar1 miyelin metabolizmasin1 degistirirerek ¢esitli mekanizmalar
vasitasiyla noropsikolojik fonksiyonlara zarar verebilir (Surtees ve Blau, 2000).
Goruntuleme galismalarinda beynin beyaz maddesinde azalmis miyelin olusumuyla
iligkili beyaz cevher lezyonlari tanimlanmistir (Anderson ve ark., 2007). Ayrica
beyindeki yiiksek Phe seviyelerinin; piruvat kinaz, tirozin hidroksilaz, triptofan
hidroksilaz ve HMG-CoA rediktaz gibi enzimlerin aktivitesini azaltmasi diger olasi

mekanizmalardir (Shefer ve ark., 2000).

2.1.6. Fenilalanin Metabolizmasi
Phe C9H1:NO> molekil formiline sahiptir, D ve L enantiyomerleri olarak

bulunur. L-Phe insanlarda protein sentezi igin gerekli olan esansiyel aminoasitlerdendir.

(@) (b)

Sekil 1. (a): L-fenilalanin, (b): L-tirozin ( Alves’ den, 2013)



Fenilalanin, B karbon tizerinde bir fenil siibstitiientine sahip bir alanin turevidir
(Sekil 1). Benzil yan zincirinin hidrofobik dogasi nedeniyle nonpolar amino asit olarak
siniflandirilir. Hidrofobikligi nedeniyle, serbest amino asit su i¢inde fazla ¢oziiniir
degildir ve bir protein i¢ginde gomiilii olarak bulunur.

Fenilalanin bebeklerde biiyiime icin yetiskinlerde de azot dengesi igin
gereklidir. Sigir eti, kiimes hayvanlari, balik, siit, yogurt, yumurta, peynir, soya
tirlinleri, findik ve bazi tohumlar gibi protein iceren yiyeceklerin ¢ogunda bulunur.
Yapay tatlandirici aspartamin % 50’ si fenilalaninden olusur (Nelson ve ark, 2000).

CoH1:NO3 molekil formuliine sahip tirozin, Phe’ nin aksine esansiyel olmayan

bir amino asittir ve fenilalaninin hidroksilasyonundan tiretilir (Sekil 2).
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Sekil 2. Fenilalaninin PAH ile tirozine dontisiimii (Kim’ den, 2004)

Diyetle alinan proteinlerden ve amino asit depolarindan endojen geri doniisiim
ile elde edilen Phe, baslica Phe kaynaklaridir. Hepatik PAH enzimi kofaktor BHya,
oksijen ve Fe?" varhginda L-Phe’ nin L-Tyr’ e déniisiimiinii katalize eder (Sekil 2).
L-Tyr daha sonra ndrotransmitterler dopamin, noradrenalin ve adrenaline doniistiirtiliir.

PAH aktivitesi eksikliginde, dokularda biriken ilk bilesik fenilalaninin
kendisidir. PAH yoklugunda Phe, transaminasyon ve dekarboksilasyon alternatif yollar
ile idrarla atilan fenilpiruvat, fenillaktat ve fenilasetat (Sekil 3) gibi metabolitlerin
olusumuna yol agar (Scriver ve Kaufman, 2001). Normalde fenilpiruvat olusturan
fenilalaninin transaminasyonu, dolasimdaki konsantrasyonlar 1200 pmol/ I’ i
geemedigi siirece gergeklesmez. Bitkilerde ve mantarlarda ise fenilalanin amonyak

liyaz enzimi L-Phe’ nin katabolizmasinda rol oynar (Sarkissian ve ark., 2005).
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Sekil 3. Phe katabolizmasi (Ho ve Christodoulou, 2014’ den uyarlanmustir)

2.1.7. BH4 Kofaktor

BHs Okaryotlarin her hiicresinde ve dokusunda bulunur. Monoamin
norotransmitterlerin olusumu, kardiyovaskiiler ve endotel disfonksiyonu, bagigiklik
tepkisi ve agr1 duyarlilig ile iliskili ¢esitli biyolojik islemlerde ve patolojik durumlarda
anahtar rol oynar. BHs gesitli prosesler ve enzimler i¢in temel bir kofaktdrdlr ve
fenilalanin hidroksilaz enziminin katalitik aktivitesi icin gereklidir.

BH4, GTP siklohidrolaz | (GTPCH), 6-piruvoil tetrahidropiterin sentaz (PTPS)
ve sepyapiterin rediiktaz (SR) tarafindan gergeklestirilen ii¢ enzimatik adim dizisi ile
GTP' den de novo sentezlenir ve Phe’ nin hidroksilasyonu sirasinda rejenere edilir
(Sekil 4). PAH’ m katalizledigi reaksiyon sirasinda BHa, 4-alfa-hidroksi-
tetrahidrobiyopiterin ara maddesine oksitlenir. Daha sonra, karbinolamin-4alfa-
dehidrataz (PCD) enzimi ile ara bilesik kinonoid (q) dihidrobiyopiterine, oradan da
NADH’ e bagl dihidropiteridin rediktaz (DHPR) ile BH4’ e geri doniistiiriiliir. SR harig



diger enzimlerden herhangi birindeki eksiklik, BHs eksikligine ve dolayisiyla

hiperfenilalaninemiye neden olur (Blau ve ark., 2010).
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Sekil 4. BH, sentezi ve rejenerasyonu (Higgins ve Gross’ dan, 2010)

2.1.8. Biyokimyasal Tam

Tedavi edilmemis FKU hastaligimin ciddiyeti nedeniyle hastalara erken tani
konmasi ve tedaviye baslanmasi gerekmektedir. Gelismis iilkelerde FKU dogumdan
hemen sonra ulusal yenidogan tarama programlar1 ile tanimlanmaktadir. Tirkiye’de
FKU yenidogan tarama programma 1986 yilinda T.C. Saglik Bakanligi tarafindan
baslanmigtir. Programin ilk yillarinda taramalar belirlenen pilot merkezlerde yapilmus,
1994 yilinda “Ulusal Fenilketoniiri Tarama Programi” tiim tilkeye yayilmistir. 25 Aralik

2006 tarihinde Konjenital hipotiroidinin FKU tarama programina eklenmesiyle



programin ismi “Ulusal Yenidogan Tarama Programi1” olarak degistirilmistir (Tezel ve
ark., 2014).

1960’ lara kadar, fenilketoniiri ile diinyaya gelen ¢ocuklarin ¢ogu yasamlarini
agir zihinsel engelli olarak gecirmislerdir. 1950” lerde Horst Bickel’in diisiik fenilalanin
diyeti ve 1960’ larda Robert Guthrie tarafindan gelistirilen bakteriyel inhibisyon testi
(test, bytme icin Phe gerektiren Bacillus subtilis’ e dayandirilir) sayesinde hastalarin
normal bir sekilde hayatlarini siirdiirebilmelerine olanak saglanmistir.

90’ 11 yillarda gelistirilen Tandem Kiitle Spektrometresi, kiciuk miktarlarda
kan veya plazma igindeki amino asit konsantrasyonlarinin giivenilir ve kantitatif olarak
belirlenmesi igin olanak saglar. Bu yontem hem Phe hem de Tyr seviyelerini Olgerek
Phe/ Tyr oranini sagladigi igin daha diisiik bir hatayla pozitif sonu¢ vermektedir. Ek
olarak diger dogustan metabolizma hastaliklar1 da ayn1 anda tanimlanabilir ( Chace ve
ark., 1998).

HPA tanisinin dogumdan sonraki ilk 15 giin iginde konulmasi yenidogan
taramasinin temel hedeflerinden biridir. Taramanin etkin olabilmesi i¢in kan 6rnegi
proteinle beslenmeye basladiktan en az 24-48 saat sonra alinmahidir. Ancak
yenidoganlarin ¢ogu 48. saatten Once taburcu edildikleri i¢in taramanin bebek 7-10
gunlikken tekrar edilmesi Onerilmektedir (Zaffanello ve ark., 2003). Kan amino asit
analizinde Phe konsantrasyonlart > 120 umol/ |, ( Phe/ Tyr orani > 2) ise ve normal ya
da diisiik tirozin konsantrasyonlar1 mevcutsa HPA distintlir (Eastman ve ark., 2000).

Tim vakalarin % 2-3° {inde yiliksek kan fenilalanin konsantrasyonlart BHa
sentezi ya da geri doniisiimiindeki kusurlardan kaynaklanir. Bu nedenle tan1 konmadan
once ilk olarak, hastanin BH4 sentezinde veya geri doniisiimiinde bir kusur olup
olmadigimin agikliga kavusturulmasi gereklidir. Dolayistyla idrardaki piterinlerin analizi
ve eritrositlerdeki DHPR aktivitesinin belirlenmesi bilyiik 6nem tasir. Patolojik sonuglar
soz konusu oldugunda ise biyopiterin metabolizmasindaki bozuklugu incelemek igin
beyin  omurilik sivisindaki  ndrotransmitter  metabolit  konsantrasyonlarinin
degerlendirilmesi gerekebilir. Bu gibi kusurlar yoksa HPA/ FKU hastalarinda tedaviye
sadece diyet ya da BHa4 tedavisi ile beraber sinirh bir diyet ile devam edilir (Thony ve
Blau, 2006).

Avrupa iilkelerinde HPA tanis1 alan bebek BH4 yiikleme testi icin hastaneye
yatirilir ve 1. giin BHs uygulamasindan 6nce -24., -16., -8. saatlerindeki Phe dizeyleri



belirlenir. 2. giin viicut agirhigma goére 20 mg/ kg BH4 oral olarak verilir ve kan Phe
konsantrasyonlar1 8., 16. ve 24. saat sonra 6l¢iiliir. Kan Phe konsantrasyonlarinin % 30’
dan fazla zalmas1 BH4 e pozitif yanit alindigini, % 85’ ten daha fazla azalmasi BH4
eksikligini isaret ederken, % 20’ den daha az bir azalma hastanin tedaviye yanit

vermedigini gosterir (Sekil 5).
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Sekil 5. Hiperfenilalanineminin ayirici tanisi (Blau ve ark., 2010° dan uyarlanmistir)
(Phe: fenilalanin, DHPR: dihidropiteridin rediiktaz, Neo: neopiterin, Bio: biyopiterin,
Pri: primapiterin, GTPCH: GTP-siklohidrolaz I, PTPS:6-pirtloil tetrahidropiterin sentaz,
PCD: piterin-4a- karbinolamin dehidrataz, BH4: tetrahidrobiyopiterin, n:normal)

ABD’ de BHs yenidogan bebeklere verilmemektedir. Bunun yerine, idrar
piterinlerini (neopiterin ve biyopterin) ve BH4 eksikligi ile iligkili bir kusur olasiligimni
degerlendirmek i¢in bebekten idrar ve filtre kagidiyla kurutulmus bir kan 6rnegi alinir
(Blau ve ark., 2005). Kan veya idrardaki asagidaki anormal piterin paternleri, farklt BH4

eksikligi tipleri i¢in tanisaldir:

e GTPCH eksikliginde; hem neopiterin hem de biyopiterin ¢ok diisiiktiir
veya tespit edilemez



e PTPS eksikliginde; neopiterin ¢ok yuksektir ve biyopiterin ¢ok diistiktiir
veya tespit edilemez

e PCD eksikliginde; neopiterin yiksek, biyopiterin diisiikk veya siirda ve
primapiterin yuksektir

e DHPR eksikliginde; DHPR aktivitesi diisiiktiir, neopiterin normaldir ve
biyopiterin yuksektir

e DHPR rediiktaz eksikligi olan bazi hastalarda, piterin paternleri normal
olabilir ve filtre kagidiyla kurutulmus bir kan numunesinde sadece
dihidropiteridin rediiktaz aktivitesi tanisaldir (Sekil 5).

Ek olarak, yenidoganda yuksek Phe kan seviyelerinin karaciger fonksiyon
bozuklugu veya galaktozemi gibi hastaliklardan da kaynaklanabilecegi g6z Onlinde
bulundurulmalidir. Hastalarin tedavisi genetik arka plana bagh olarak biiylik olglide
farklilik gosterdigi igin altta yatan HPA nedeninin genetik nedeninin tam olarak
belirlenmesi son derece Onemlidir. PAH eksikliginden dolayr dogrulanmis HPA
durumunda, PAH geninin molekdler genetik analizi yapilabilir ancak diisiik fenilalanin

diyetinin uygulanmasi i¢in 6n sart degildir.

2.1.9. Smiflandirma

Hastaliklarin varsayilan seyrini tahmin etmek ve hastaya optimal tedavi
secenekleri konusunda yardimci olmak icin hastalifin ciddiyetinin siniflandirilmasina
thtiyag vardir. Biyolojik belirteglerin bilindigi hastaliklarda giivenilir klinik ve
biyokimyasal siniflandirma olusturmak daha kolaydir. FKU’ de, tedavi edilmemis
kisilerdeki kan Phe konsantrasyonlar1 biyolojik belirteg olarak islev goriir ve bu nedenle
FKU smiflandirmasi, uzunca bir siire esas olarak kan Phe diizeyinin derecesine
dayanmistir. Tiim diinyada kabul gérmesine ragmen, bu siniflandirma tam olarak dogru
degildir. Bunun nedeni, fenilalanin konsantrasyonlarimin genellikle yenidoganlarda
fenilalanin konsantrasyonlarmin heniiz en yiiksek degerlere ulasmadigi zamanlarda
Olgllmesidir. Ayrica erken dogmus bebekler tamamen gelismis metabolik yollara sahip
degillerdir. Bu nedenle, FKU siiflandirmasin iyilestirmek icin ek, stabil bir parametre
olarak fenilalanin toleransi belirlenmistir. Fenilalanin toleransi kan fenilalanin
seviyelerinin artmasina neden olmadan organizma tarafindan tolere edilen diyetteki

giinliikk fenilalanin alimini agiklar. Cok hassas diyet protokolleri kullanarak iyi
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standartlastirilmis kosullar altinda fenilalanin toleransinin belirlenmesi 6nemlidir (Blau
ve ark., 2011).

1980 yilinda, ilk kez, FKU’ niin ii¢ farkli fenotipini ayirt etmek icin kan Phe
dizeyleri kullanilmistir ve halhuftonen ¢esitli PAH eksikliklerinin bu smiflandirmasi
FKU’ yii fenotiplemede kullanilir (Giittler, 1980).

PAH eksikligi olan fenotipler, kan fenilalanin seviyelerinde hafif bir artig ile
hafif bir HPA formundan belirgin FKU ile klasik bir fenotipe kadar degisir (Tablol).
Klasik FKU, yiiksek kan fenilalanin konsantrasyonlari (> 1200 umol / 1), ¢ok diisiik
diyet Phe toleransi (<20 mg/ kg/ gun) ve PAH enziminin belirgin sekilde azalmig
aktivitesi ile iliskili en ciddi PAH eksikligi seklidir. Klasik FKU ile basvuran hastalarm,
plazma fenilalanin konsantrasyonlarini giivenli bir seviyede tutmalari i¢in siki bir diyet
yonetimi gereklidir. Bu gruptaki bireyler eger tedavi edilmezse, agir ve geri doniisii
olmayan zihinsel engellilik gelistirir (Mitchell ve ark., 2011). Orta derecede FKU olarak
smiflandirilan hastalarin kan fenilalanin diizeyleri 600 ile 1200 pmol/ 1 arasindadir ve
glinliik olarak daha yiiksek bir fenilalanin toleransi (20 - 50 mg/ kg/ gun) gosterir. Orta
derece FKU’ de de Phe degerlerini fizyolojik aralikta tutmak icin Phe kisith bir diyet
gerekir. Normal diyet altinda kan fenilalanin konsantrasyonlar1 600 pmol/ I'nin altinda
olan hafif HPA’ 11 hasta grubunun, genellikle 6zel diyet rejimlerine ihtiyag duymadigi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte bu, uzmanlar arasindaki bir tartisma konusudur ve
HPA’ 11 tedavi edilmemis kadinlarin, ciddi embriyopati ile maternal fenilketontiri
yasayabilecegini not etmek 6nemlidir. BH4’ e cevap veren PAH eksikligi FKU” de yeni
bir fenotip olarak ortaya ¢ikmistir. Duyarlilik BH4 yikleme testleriyle belirlenir. BH4
uygulamasindan sonra kan Phe konsantrasyonunda en az % 30 azalma BH4’ e duyarli
FKU olarak tammlanir (Blau ve ark., 2010; Mitchell ve ark., 2011).

Atipik FKU, yiksek kan fenilalanin seviyelerinin BHs eksikliginden
kaynaklandig1 nadir bir durumu (tiim HPA olaylarinin % 2-3” i) tanimlar. BHg
metabolizmasindaki sentez veya geri doniisiimdeki kusurlar, PAH eksikliginden daha
siddetli ilerleme gostermektedir. Dahasi, tedavi dnemli dl¢iide farklidir. BH4 eksikligi
olan hastalar sadece diisiik fenilalanin diyetine cevap vermezler. Bunun yerine tedavide

dopamin, serotonin ve BH4 Onctileri ile erken takviye etkilidir (Opladen ve ark., 2012).
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Tablo 1. Hiperfenilalanineminin smiflandirilmasi ( Blau ve ark., 2010; Mitchell ve ark., 2011’dan

uyarlanmigtir)

Siniflandirma

Tedavi 6ncesi kan Phe dlzeyi

Phe toleransi

Klasik FKU/ Tip |

> 1200 pmol/l

< 20 mg/ kg/ gun

Orta derece FKU/ Tip I

600-1200 pumol/l

20-50 mg/ kg/ gin

Hafif HPA/ Tip 111 <120-600 pmol/I > 50 mg/ kg/ glin
Atipik FKU 150-1200 pmol/l degisken
Saglikli bireyler 50-120 pmol/l sinir yok

Hafif ve agir FKU formlar1 smiflandirmasi igin klinik olarak yararli oldugu
kanitlanan ek bir parametre Phe/ Tyr oranidir (Contreras ve ark., 2015 ). Bu parametre
ciddi FKU tanis1 igin 6zgiildiir ve yanls pozitif degerlendirmeleri azaltabilecegi
gosterilmistir (Ceglarek ve ark., 2002). Phe/ Tyr oran1 New England Yenidogan Tarama
Programi tarafindan basarili bir sekilde sunulmus; ortalama Phe/ Tyr oran1 > 5 ve
ortalama Phe seviyesinin 477 pmol ve lizeri olmasi siddetli klasik FKU kabul edilirken,
ortalama Phe/ Tyr oran1 > 1.5 ve ortalama Phe seviyesinin 215 pmol/ | ve (izeri olmasi
hafif FKU olarak adlandirilmistir ( Singh ve ark., 2014). Her ne kadar Phe/ Tyr oranimin
rutin bir biyobelirte¢ kullanilmasi i¢in daha fazla degerlendirmeye ihtiyag duyulsa da
tanisal test i¢in son Oneriler Phe diizeyinin, Phe/ Tyr oraninin ve tam amino asit

profilinin degerlendirilmesini igermektedir (Vockley ve ark., 2014).
2.1.10. PAH Enzimi

PAH Enziminin Yapisi

Fenilalanin hidroksilaz, esas olarak karacigerde sentezlenen sitozolik bir
enzimdir (toplam karaciger proteininin% 0.1-0.3* ). PAH enzimi diisik miktarlarda
insan bobreklerinde ve ¢ok daha diisiik oranda pankreasta sentezlenir. PAH, triptofan
hidroksilaz (TPH; EC 1.14.16.4) ve tirozin hidroksilaz (TH; EC 1.14.16.2) dahil olmak
Uzere biyopiterin bagimli aromatik amino asit hidroksilazlar ailesine aittir. PAH,

norotransmitter sentez yollarindaki hiz sinirlayic1 agamalart katalize eder (Fitzpatrick,
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2000). Insan PAH enzimi ¢ozelti i¢inde tetramerler ve dimerler arasinda, pH’ a ve
substrata bagl bir denge halinde bulunur (Sekil 6). Her monomer yaklasik olarak 50
kDa biiyiikliigiindedir ve 452 amino asitten olusur (Hufton ve ark., 1995).

21%
Regulatory domain

), 6%

( ﬁ_)\‘: Tetramerization
\@ domain

O\

)

Catalytic domain

73% ¢

(@) (b)

Sekil 6. PAH’ 1n 3B kristal yapis1 (a): Etkilesim bolgesi (b): Tetramer form (Erlandsen’den 1999)

Tetramerik PAH enziminde her bir sliblnite ¢ domain icerir (Fusetti ve ark.,
1998).
1. Fosforillenebilir serin artiklarii bulunduran bir N-terminal regilatér
domain (1-142 kalintilar)
2. Phe, BH4 ve demir atomu igin baglayici bolgelere sahip aktif katalitik
domain (143-410 kalintilar)
3. Dimerizasyon (411-424 kalintilar1) ve tetramerizasyon motiflerinden

(428-452 kalintilari) olusan bir C-terminal oligomerizasyon domaini

PAH’ 1n Fonksiyonu ve Regulasyonu

PAH, esansiyel amino asit Phe’ nin katabolik yolundaki hiz sinirlayict asamay1
katalize eder. Fizyolojik kosullar altinda, Phe’ nin yaklasik % 75’ i katabolize edilerek
tirozine hidroksile edilir. (Scriver ve Kaufman, 2001). Hidroksilasyon reaksiyonu, PAH
enziminin yan1 sira molekiler oksijen (O2) ve enzimin dogal kofaktorii olan fizyolojik
bir elektron dondrii BH4 gerektirmektedir (Werner ve ark., 2011). Reaksiyon sirasinda
Phe’ nin fenil grubuna bir hidroksil grubu ilave edilir ve ayni zamanda BHgs

dihidrobiyopiterine (BH2) oksitlenir. Bir sonraki adimda BH», DHPR ile BHs* e
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yenilenirken reaksiyon Urlinu Tyr ndrotransmitterlerin, melanin ve tiroid hormonlarinin
sentezinde kullanilir.

BHs kofaktoriiniin baglanmasinin His264 ile His290 arasindaki 26 amino asit
sekansinda gergeklestigi disiiniilmektedir (Sekil 7). Piterinik kofaktoriin aktif bolgeye
baglanmasindan sonra blyuk bir konformasyonel degisiklik meydana gelir. 245 ile 250
arasindaki kalintilar, demir yoniinde hareket eder ve bu, piterin halkasi ile protein

arasinda sayisiz hidrojen bagi olusumuna izin verir (Erlandsen ve ark., 1999).

Fe*
HCTQYIRHGSKPMYTPEPDICHELLGH
285
BH,binding site B .+*
Sef+ 16 S, ; l &%
N| Regulatory domain I Catalytic domain ISUbunlt binding domlanC
1 142 410 453

Sekil 7. PAH enziminin yapisal bilesenleri (Rossia’dan, 2014)

Insan PAH' 1n enzimatik aktivitesi, fenilalanin ve tirozin havuzu arasindaki
homeostazi korumak i¢in siki bir sekilde diizenlenir. Memeli PAH fonksiyonunun
spesifik dizenlenmesine U¢ ana faktor aracilik eder: i) Phe substrati ii) kofaktor BHa
konsantrasyonlari ve iii) Ser16 kalintisinin fosforilasyonu (Fitzpatrick, 2012).

Substratin aktivasyonu, karacigerdeki PAH regiilasyonu i¢in en oOnemli
mekanizmadir. Substrat Phe, PAH’ 1 katalitik olarak aktif formunu indiikleyen ve
enzimin spesifik aktivitesini birkag kat arttiran pozitif bir allosterik efektor gérevi gorur
(Fitzpatrick, 2012).

Phe’ nin aksine kofaktor BHa, enzimi diisiik aktivite durumunda tutan
allosterik inhibitor gorevi gorir. BHs, N-terminal otoregiilasyon alanini baglayarak,
substratlarin aktif bolgeye erisimini bloke eder. PAH- BHs kompleksinin olusumu, hem
serbest BHs hem de serbest PAH enziminin konsantrasyonlarinda azalmaya yol acar
(Thony ve ark., 2004).Yine de BH4, enzim aktivasyonu igin Kaginilmaz bir 6n kosul

olan Fe** iyonunun Fe?** ye indirgenmesi igin gereklidir.
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PAH’ 1n ilk 30 tortusu, cAMP’ ye bagimli protein kinaz i¢in bir substrat olan
Serl6’ yi1 igerir ve otoregulatuar bir sekans olarak islev goriir. Substrat tarafindan
indlklenen pozitif etkinin ve dogal kofaktéor BH4” (n neden oldugu inhibitor etkinin
ifadesi icin gereklidir (Kobe ve ark., 1999). Fosforilasyon oraninin, substrat varliginda
arttirlldigi ve BHs varliginda azaldigi in vitro olarak gosterilmistir (Kaufman, 1993;
Fitzpatrick, 2012).

PAH Geni

12. kromozomun uzun kolunda (12g23.2) bulunan insan PAH geni (Sekil 8),
452 amino asitlik bir polipeptidi kodlayan 13 ekzon ve 12 intron igerir (Konecki ve ark.,
1992).
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Sekil 8. insan PAH geni (Genetics Home Reference, https:/ghr.nim.nih.gov/gene/PAH’dan almmustir)

Fenilketoniiri, her iki allel de mutasyona ugradiginda ortaya cikar. Iki
mutasyon ekzonlarin herhangi birinde, intronlarin birlesme noktalarinda veya promotor
bolgesinde oldugu gibi genin heniiz tanimlanamayan diger alanlarinda da olabilir.
Sadece bir PAH mutasyonuna sahip olanlar tastyicilardir ve FKU’ niin biyokimyasal
veya klinik 6zelliklerinden higbirine sahip degillerdir (Blau ve ark., 2010).

Insan PAH genindeki dogal olarak meydana gelen mutasyonlar Insan PAH
Mutasyon Bilgi Bankasi (hPAHdb) veri tabaninda 6zetlenmistir ve 1000’ den fazla
mutasyon icermektedir (Flydal ve Martinez, 2013). Bunlarin ¢ogunlugu nokta
mutasyonlarma (% 63) ve kii¢lik delesyonlara (% 13) karsilik gelir ( Scriver, 2007). En
yaygin olam1 408 konumundaki argininin triptofan ile yer degistirmesidir. Mutasyonun
konumu ve dogasi, PAH enziminin aktivitesini etkileyerek hastanin HPA fenotipini
belirler. Enzim aktivitesinin ¢ok az veya hi¢ olmamasi, klasik FKU fenotipiyle
sonuglanirken diger mutasyonlar sadece kismen FKU veya hafif HPA’ ya yol acar.
Mutasyonlarin kabaca % 5’ i PAH aktivitesini etkilemez (Zschocke, 2003). Veriler
FKU hastalarinin% 55’ inin klasik bir fenotip gosterdigini,% 27" sinin hafif bir fenotipe
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sahip oldugunu ve geri kalanmmin FKU dis1 hafif HPA’ ya sahip oldugunu
gostermektedir.

Son yillarda, mutasyon kaynakli yanlis protein katlanmasi PAH enziminin
islev kaybina neden olan ana molekiiler mekanizmalardan biri olarak tanimlanmistir
(Flydal ve Martinez, 2013). Protein yanlis katlanmasina bagli olarak PAH enzimindeki
fonksiyon kaybinin molekiiler mekanizmasinin bozulmus oligomerizasyon, azalmis
proteolitik ve termodinamik stabilite, topaklasmaya kars1 artan duyarlilik, hizlandirilmis
bozulma veya azaltilmis katlanma verimi ile iliskili oldugu gosterilmistir (Muntau ve
ark., 2014).

Her ne kadar in vitro fibril olusumu agik¢a gozlense de, diger protein katlanma
defektlerinde zararli olan amiloid veya fibril birikimleri FKU igin rapor edilmemistir ve
yanlis katlanmis mutantlarin hiicresel kalite kontrol sistemi tarafindan etkin bir sekilde
bozuldugu goriilmektedir. HPA igin heteroallellik fare modelinin son kanitlari, mutant
PAH' 1n, in vivo ubikitine olarak proteazom aracili bozulmaya ve otofajiye yoneldigini
gostermigtir (Sarkissian ve ark, 2012). Bu nedenle hastaligin temel olarak protein
birikimlerinin ikincil sonuglart olmadan enzimatik aktivite eksikliginin sonucu oldugu

distiniilmektedir.

2.1.11. Tedavi Segenekleri

Diyet Tedavisi

Diyetteki Phe’ nin kisitlanmasi, piyasaya siiriilmesinden bu yana FKU
tedavisinin temelini olusturmaya devam etmektedir (Bickel ve ark. 1954). FKU
tedavisinin temel amaci bebegin miimkiin olan en iyi ndrokognitif ve psikososyal
gelisimini saglamaktir. Bu amagla, tedaviye dogumdan hemen sonra baglanmali ve
yasam boyu uluslararas1 yonergelere gore devam edilmelidir. Tedavi kan fenilalanin
konsantrasyonlarini tavsiye edilen 120-360 pmol/ | araliginda tutmay1 amaglar. Ancak
bu degerler klinikler ve {ilkeler arasinda ayrica hastanin yasina bagl olarak da
degisebilir (Vockley ve ark., 2014). Diyet, kandaki fenilalanin konsantrasyonlarini
diistirmeye izin verecek sekilde tasarlanir. Ayni zamanda hastanin normal bilyliimesi ve
gelisimi i¢in gereken yeterli miktarda Tyr ve besin saglar. Normalde diyet ile alinan
Phe’nin yaklasik % 75’ i Try’ e doniistiiriilir. Bu nedenle tedavinin 6nemli bir kismi

Try takviyesidir (van Spronsen ve Enns, 2010). Ek olarak diyete esansiyel amino
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asitlerin, vitaminlerin ve minerallerin karigimini igeren tibbi gida formiilleri
eklenmelidir (Acosta ve Matalon, 2010). Et, balik, yumurta, ekmek ve peynirlerin yani
sira ¢ikolata ve sakizlar gibi ¢cocuklarin favorisi tiim yiiksek proteinli yiyecekler diyetten
cikarilmalidir. Bazi diistik proteinli meyve ve sebzelere sinirli miktarda izin verilmelidir
(van Spronsen, 2010). Diyet gunluk fenilalanin toleransi yas, biliylime ve aktivite
dikkate alinarak her bireye gore uyarlanmalidir. Fenilalanin seviyelerinde belirgin
dalgalanmalardan ka¢inilmalidir ve bu nedenle diyete fenilalanin degerlerinin diizenli
ve sik Olgtimleri eslik etmelidir. Phe konsantrasyonunun hedef seviyesi hastanin yasina
gore degisir. Iki yasin altindaki cocuklarda hedef konsantrasyon genellikle 360 umol/ I’
nin altindadir ve Almanya, Avusturya ve Fransa gibi iilkelerde yetiskinlerde 1.200
umol/ I’ ye yikselirken, Avustralya’ da ergenler ve gencler icin hedef 750 pmol/ I’ dir.
Kiigiik yastaki kat1 kisitlamalar kiiglik ¢ocuklarda gelismekte olan beynin yiksek Phe
seviyelerinin norotoksik etkilerine olan duyarliligindan kaynaklanmaktadir (Demirkol
ve ark., 2011). Genel olarak 40-360 pmol/ 1 fenilalanin konsantrasyonlar1 giivenli olarak
kabul edilir. Gunimulzde uzmanlar yasam boyu disiik bir fenilalanin diyeti
onermektedir. Bununla birlikte siki diyet yonetimi erken yasamda 6zellikle 6nemlidir
clinkii fenilalanin degerleri ile 1Q arasinda anlamli bir ters korelasyon oldugu, 12 yasina
kadar olan gocuklarda ortalama kan fenilalanin konsantrasyonundaki her 100 pmol/ |
artisin 1Q’ da 1,3 - 3,1 puanlik azalma ile sonuglandigi tahmin edilmektedir (Mitchell
ve ark., 2011). Ote yandan gec tan1 konmus kiiciik cocuklarin ¢ogunun net bir sekilde
gozlenen zihinsel engellilik derecesini korudugu ve hemen hepsinin énemli 6grenme
problemleri gosterdigi goriilse de, diyet tedavisinden belirgin ve hizli yarar sagladiklar
gosterilmistir. Yetiskinlikte diyetin bir miktar rahatlatilmasi miimkiindiir ancak diyetin
ne 6l¢iide ihmal edilebilecegi konusunda bir fikir birligi yoktur ve bu nedenle yetigkin
hastalar bireysel bir tedaviye ihtiyac duyarlar (Feillet ve ark., 2010).

Fenilalaninden kisitli diyete baglilik hamilelik planlayan FKU’ I kadmlar i¢in
Ozellikle dnemlidir ¢linkii yiiksek Phe seviyeleri teratojeniktir ve ¢ogunlukla diisiik
yapma riski ile iliskilidir. FKU' lii kadinlarin ¢ocuklarinda intrauter gelisme geriligi (%
40), mikrosefali (% 73), psikomotor gerilik (% 92) ve dogustan kalp defekti (% 10)
goriiliir. Ayrica dogum sonrasi gelisme geriligi, anormal norolojik bulgular ve hafif
dismorfik yiz 6zellikleri de bildirilmistir (Waisbren ve ark., 2015). Bu nedenle gebe

kalmadan once siki bir diyet tedavisi uygulanmali ve hamilelik siiresince diyete devam
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edilmelidir. Dahas1 hamilelik sirasinda PAH yetersiz kadinlar yeterli enerji aliminit ve
normal kilo alimini saglamak ve ayn1 zamanda diisiik plazma Phe konsantrasyonlarini
korumak i¢in siirekli beslenme rehberligine tabi tutulmalidir. En iyi gozlenen sonuglar
maternal kan Phe seviyesinin siki kontroliiniin hamile kalmadan 6nce kuruldugu ve
hamilelik boyunca devam ettigi zaman ortaya ¢ikar. Hamilelikte 6nerilen Phe kontrol
seviyeleri 120-360 pumol/ I arasindadir (Waisbren ve ark., 1998).

Bebeklik doneminde, g¢ogunlukla ebeveynlerin kontrolii nedeniyle diyete
baglilik kolaydir. Ancak ¢ocuklar biiyiidiikge diyete baglilik zorlasir. Ek olarak diyet
rejimine bagli zorluklar, amino asit takviyelerinin rahatsiz edici tadi, psikososyal ve
duygusal faktorler ve diisiik proteinli 6zel gidalar i¢in 6deme zorlugu diyete zayif uyum
nedenleridir. Sonug olarak geg ergenlik ve yetiskinlik déneminde FKU hastalarinin en
az % 75’ i diyet tedavisine uymamaktadir. Ergenlik doneminde diyet yOnetiminin
kesilmesi hayati tehdit edici degildir. Bununla birlikte yetiskinlerde azalmis dikkat
stiresi, yavas motor reaksiyon siiresi, yavas bilgi isleme yetenekleri, artan kas tonusu,
diisiik kemik mineral icerigi gibi ince ama Olciilebilir eksikliklere yol agmaktadir
(Mitchell ve ark., 2011).

Siki bir diyet tedavisi uygulanan, 6zellikle regete edilen tibbi gida takviyelerini
tam olarak tliketmeyen FKU hastalarinda beslenme yetersizlikleri yaygindir. FKU
hastalar1 ayrica Biz vitamini, D vitamini, kalsiyum, demir ve doymamis uzun zincirli
yag asitlerinden eksiklik riski altindadir (MacDonald ve ark., 2011). Bu eksiklikler

norolojik sorunlart daha da kétiilestirebilir ( Modan-Moses ve ark., 2007).

BH4 Tedavisi

1950’ lerin sonlarinda BH4” Un PAH enzimi igin temel bir kofaktér oldugu
kabul edilmis, Kure ve arkadaslar1 (1999) BH4’ iin farmakolojik dozlarinin PAH” daki
mutasyonlarin neden oldugu HPA’ 11 hastalarda plazma Phe konsantrasyonlarinda
azalmaya yol acabilecegini gostermistir. BH4 takviyesi kan Phe seviyesinin diismesine,
Phe toleransinin artmasina ve hastalarda Phe’ den kisith diyetin gevsetilmesine izin
Verir.

2007> de ABD’ de sapropiterin dihidroklorir FKU icin adjuvan tedavi olarak
onaylanmustir. Ayrica klinik ¢aligmalarda 5-25 mg/ kg/ giin dozlarinda uygulandiginda,
tedavi edilen katilimcilarin yaklasik % 32-50 sinde plazma Phe konsantrasyonunda bir

diisiise neden oldugu gosterilmistir. Faz II ve III klinik deneyleri, sapropiterinin BH4
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yiikleme testine yanit veren hafif ve orta siddette FKU’ lii HPA ve bazi hastalarda
secilmis ve giivenli bir tedavi oldugunu gdstermistir (Burnett, 2007).

BH4 duyarliligr i¢in hiperfenilalaninemili hastalarin test edilmesine iliskin
oneriler degismektedir. Phe diizeyi > 360 pmol/ | olan tim hastalar sapropiterine cevap
verilebilirlik acisindan test edilmelidir. BH4* e duyarlilik, hastalara 20 mg/ kg’ lik tek
bir oral doz ile verilen yiikleme testi ile degerlendirilebilir. 24 saat sonra Phe
seviyelerinin % 30’ dan fazla azalmasi, BH4’ e duyarl olarak tanimlanir (Blau ve ark.,
2009). Kan fenilalanin konsantrasyonlarmin % 85’ ten daha fazla azalmasi BHa
eksikligine isaret ederken, % 20’ den daha az bir azalma hastanin tedaviye cevap
vermedigini gosterir. Bununla birlikte yikleme testlerinde, 6lgtimlerin alindig1 zaman
noktalarinda ve Phe baslangi¢c seviyelerinde diger farkliliklar da bildirilmistir (Burton
ve ark., 2007). Bazi hastalar ilk 8 saatte Phe azalmasi gosterebilir ancak 24 saatte
baslangic Phe seviyelerine donebilirler (Mitchell ve ark., 2005). Ote yandan baz
hastalar yalnizca 48 saatte (Anjema ve ark., 2011) pozitif cevap verebilirler. Bu nedenle
tatminkar bir tedavi cevabi alinirsa (kan fenilalanin konsantrasyonlarinda en az % 30
azalma), Phe cevabma gore doz ayarlanir (6nerilen aralik 5-20 mg/ kg). Yeterli bir
cevap alinamazsa (kan fenilalanin % 20-30 oraninda azalir) ginde 20 mg/ kg’ lik bir
dozda tedaviye 1-3 hafta daha devam edilerek hastanin tedaviye uygun olup olmadig:
belirlenir. Duyarl degilse tedavi sonlandirilir. BH4 tedavisinin faydali olabilecegi FKU
hastalarinin yiizdesinin % 30 ile % 50 arasinda oldugu tahmin edilmektedir.

PAH eksikligi olan hastalar icin BH4 tedavisinin baglamasindan bu yana BH4’
un etki tarzin1 analiz etmek ve agikliga kavusturmak icin bir¢ok ¢alisma yapilmistir.
Farmakolojik saperonlar, protein katlanmasini iyilestirerek protein yapisini stabilize
eden, protein fonksiyonunu duzelten ve hedef proteinin dogal ligandlarina (6rnegin
protein kofaktorleri, agonistler, antagonistler, rekabetci inhibitorler) benzeyen
molekdllerdir. Yanlis katlanan proteine elektrostatik kuvvetler, van der waals kuvvetleri
veya hidrojen bagi yoluyla tersinir olarak baglanirlar. Hedef proteini yeniden katlama
kabiliyetleri yoktur ancak mutant enzimin yarilanma omriinii arttirarak onu proteolitik
bozunmadan korur ve boylece dengeyi katlanmig duruma dogru degistirebilirler. BH4* e
cevap verme mekanizmalar1 ¢ok yonlii olmasina ragmen BH4’ {in yanlis katlanmis PAH
varyantlarini1 dengeleyici bir farmakolojik saperon olarak islevini yerine getirdigi yaygin

olarak kabul edilmektedir (Pey ve ark., 2007).
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Enzim Replasman Tedavisi -Fenilalanin Amonyak Liyaz (PAL) Enzimi

PAH enzim replasman tedavisinin temel amact fonksiyonel enzimi
organizmaya verimli bir sekilde iletmektir. Rekombinant olarak ekspresse edilen insan
PAH enziminin biiyiik 6lg¢ekte saflastirilmasi karmasik aktivitesi ve BHa gerekliligi
nedeniyle zor oldugundan bir alternatif enzime ihtiyag vardir. BH4 tedavisinin aksine,
enzim degisimi PAH genotipine bagli degildir. Enzimin degistirilmesi kismi karaciger
veya normal hepatosit nakli ile kolaylastirilabilir. Her ne kadar karaciger nakli FKU’ de
metabolik fenotipi dlzeltse de major cerrahi ve yasam boyu immiinosiipresyon riski
rutin kullanimi engeller (Vajro ve ark., 1993).

PAL (EC 4.3.1.5) ile enzim replasman tedavisi daha umut verici
goriinmektedir. Memelilerde bulunmayan PAL enzimi bitkilerde, bazi mantarlarda ve
mayalarda bulunur. Ayrica E. Coli’ den de Uretilir (Rao ve ark., 1967). PAL, gucli bir
otokatalitik enzimdir ve Phe’ yi metabolize etmek igin kofaktor gerektirmez. PAL ile
Phe once trans-sinnamik asite sonrasinda karacigerde benzoik aside doniistiirtiliir ve

idrarda hippurik asit olarak atilir (Hoskins ve Gray, 1982) (Sekil 9).

H H H
coo- coo
PAL “‘x
", —_— + NH,
HyN* H
L-Phenylalanine trans-cinnamic acid

Sekil 9. PAL enziminin katalizledigi reaksiyon (Hyun’dan, 2011)

1980" lerin baslarinda FKU tedavisi i¢in PAL arastirilmis ve insan FKU
hastalarinda enzim replasman tedavisi calismalarina enterik kapli jelatin kapsiillere
Maya R. glutinis'den saflastirilmis PAL’ in oral yoldan verilmesi ile baslanmistir. PAL
FKU hastalarindaki kan Phe seviyelerini % 22 azaltmistir (Hoskins ve ark., 1980).
Ancak PAL mide sivisinda hizla inaktive olmustur. Oral yolun uygulamasinin
kolayligina ragmen enjekte edilen PAL’ in immiinojenik reaksiyonlara neden olmasi ve
PAL’ in aktivitesini mide asiditesine ve pankreas proteazlarina kars1 korumak amaciyla
bir 6n islem gerektigi sonucu ortaya ¢ikmistir (Gilbert ve ark., 1981). Polietilen glikol
(PEG) ile konjugasyon (PEG-PAL), immiin yaniti azaltmada ve enzim aktivitesinin

korunmasinda basarili olmustur. Pegilasyon metodu Wieder ve arkadaglar1 (1979)
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tarafindan R. glutinis'den elde edilen PAL’ e uygulanmistir. Hastalarin deri alt1 altindan
yapilan 1. enjeksiyondan sonra dogal PAL’in yar1 6mrii 6 saat iken PEG-PAL yar1 6mrii
20 saat olmustur. Insanlarda Faz I ¢alismalari, FKU’ 1ii eriskin hastalarda PAL-PEG’ in
subkutan olarak 0.1 mg/ kg’ lik tek bir dozda uygulanmasinin giivenli oldugunu, iyi
tolere edildigini ve kan Phe seviyelerinde belirgin diisiislere yol agtigin1 gostermistir.
Olumsuz olaylar arasinda enjeksiyon bolgesi reaksiyonlari, bag donmesi ve cilt
dokiintiiler1 kaydedilmistir. Laboratuvar test sonuglarinda Onemli bir degisiklik
gozlenmemis ancak tiim hastalarda antikorlar gelistirilmistir. Kan PAL diizeyleri ilacin
uygulanmasindan yaklasik 5 giin sonra en iist seviyeye ulasmis ve enjeksiyondan 6 giin
sonra kan Phe seviyelerinde ortalama %54 diisiise neden olmustur. Fenilalanin diizeyleri
enjeksiyondan 21 giin sonra bazal seviyelere yakin konsantrasyonlara geri donmiistiir
(Longo ve ark., 2014).

Enzim replasman tedavisi FKU’ 1l tim hastalar icin biyuk umut vaat
etmektedir. PAL-PEG' in klinik gelisimi su anda oldukga ilerlemis durumda olup Faz Il

ve Faz III calismalar1 devam etmektedir.

Buyuk Notral Amino Asit (LNAA) Takviyesi

FKU’ niin tedavisinde bir diger cesaretlendirici yaklasim LNAA’ larla diyet
takviyesidir. LNAA tedavisi hipotezinin kdkeni, Olendorf ve arkadaslarinin (1976)
amino asitlerin kan beyin bariyeri boyunca tasinmasit konusundaki g¢alismalarindan
kaynaklanmaktadir. Kaufman (1977), FKU tedavisinin bir parcasi olarak Phe’ nin beyne
girisi ile rekabet etmesi igin LNAA’ larin kullanilmasini 6nermistir. Pardridge (1982)
amino asitlerin kan beyin bariyeri boyunca hareketini incelemek icin deneysel bir model
kullanarak ortak bir tasiyicinin (LAT1) oldugunu ve diger LNAA’ larin (tirozin,
triptofan, treonin, izoldsin, 16sin, valin, metiyonin ve histidin) konsantrasyonundaki
artisin Phe’ nin beyne taginmasiyla rekabet ettigini dogrulamustir.

Olast LNAA tedavi hedefleri arasinda kan ve beyin Phe konsantrasyonlarinin
azaltilmasi, beyin norotransmitter sentezinin arttirilmasi ve serebral esansiyel amino asit
konsantrasyonlarini arttirtlmasi vardir (van Spronsen ve ark., 2009).

Ozet olarak, tek basina veya diisiik Phe diyetiyle kombinasyon halinde LNAA
takviyesinin, diisiik Phe diyetini takip edemeyen bireyler i¢in saglik sonuglarini

tyilestirdigi gosterilmistir.
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Glikomakropeptitler (GMP)

GMP, dogal olarak diisiik Phe oranma sahip, izoldsin, valin ve treonin
bakimindan zengin, peynir alti suyundan elde edilen 64 aminoasitten olusan bir
proteindir (Etzel, 2004). Yeterli saflikta tiretilmis ve tirozin, triptofan, arginin, sistein ve
histidin ile desteklenmis GMP, Phe kisith diyetine faydali bir yardimci olabilir.
Calismalar, FKU hastalarinin GMP igeren yiyecekleri normal amino asit formiillerinden
daha lezzetli bulduklarm1i ve GMP ile desteklenmis bir diyeti tercih ettiklerini
gostermektedir (Ney ve ark., 2009). GMP’ nin FKU diyetinde bulunmasinin potansiyel
faydalar1 aragtirillmis ve veriler GMP diyetinin Uregenezi, protein tutulumunu ve Phe
duzeyini 6nemli olgiide azalttigin1 gostermistir (van Calcar ve ark., 2009). Bir baska
calisma GMP diyetinin kahvaltida tiiketilmesinin, bir amino asit diyeti ile
karsilastirildiginda postprandiyal grelin konsantrasyonunu azalttigi gibi doygunlugu
arttirdigini gostermistir (Macleod ve Ney, 2010). Bu veriler umut vericidir ve amino asit
diyetine alternatif olarak kullanilabilir ancak GMP diyetinin insan deneklerinde sistemik
inflamasyon (zerindeki etkisini arastirmak ve GMP tiketiminin uzun sdreli
guvenilirligini ve etkinligini daha iyi degerlendirmek i¢in daha fazla ¢aligmaya ihtiyag

vardir.

Gen Tedavisi

Gen tedavisinde fonksiyonel bir rekombinant PAH geni, PAH aktivitesi esas
olarak karacigerde oldugundan karacigeri hedef alir. Adeno-viral vektorler fare
modellerinde FKU’ yii diizeltme potansiyeli agisindan incelenmistir. Insan PAH-cCDNA’
sin1 igeren bir rekombinant adenoviral vektori FKU farelerinin portal veni yoluyla
karaciger icine inflize edilmis, bir hafta iginde serum fenilalanin seviyelerinin tamamen
normallesmesi saglanmistir. Bununla birlikte adenoviral vektorin terapotik etkisi birkag
hafta sonra kesilmis ve tekrarlanan uygulamada immiin yanitin gelismesi nedeniyle
orijinal sonuclar tekrar elde edilememistir (Fang ve ark., 1994). PAH aktivitesinin
zaman igindeki kaybi hepatositlerin surekli yenilenmesi ve adeno-viral vektoriin kaybi
nedeniyledir. Antikor aracili immiin yanitlar ayni vektoriin yeniden enjeksiyonunun
etkinligini de azaltmistir. Bu tedavinin etkili olmasi i¢in adenoviral vektorlerin modifiye
edilmesi gerekmektedir (Ding ve ark., 2004). Iskelet kas1 gen tedavisi igin daha Gmit
verici bir hedef olarak kabul edilmistir cilinkii karacigere kiyasla kolayca erisilebilirdir

ve hiicreler daha uzun 6mdirlidir. Ote yandan PAH’ m kofaktdrii olan BH4’ (in
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biyosentezi icin gerekli olan enzimler kas dokusunda bulunmamaktadir. Viral
vektorlerdeki gelisimin hem karaciger hem de kas yonelimli gen tedavilerinde devam
etmesi muhtemeldir (Thony, 2010).

2.2. Endoplazmik Retikulum Stresi ve Apopitoz Mekanizmasi

2.2.1. Endoplazmik Retikulum

Endoplazmik retikulum salgi ve transmembran proteinlerin sentezinden,
olgunlasmasindan, katlanmasindan, kalite kontroliinden ve yikimindan sorumludur.
(Wang ve ark., 2016). ER hicredeki en biyiik organeldir. Lipid ve steroid sentezi,
karbonhidrat metabolizmast ve kalsiyum depolamasinin yapildigi ana bolgedir. ER
grandlll ve granulsiiz endoplazmik retikulum olmak lzere ikiye ayrilir. Graniilsiiz ER
yag asidi ve fosfolipit sentezi, karbonhidrat metabolizmasi, Ca*? homeostazinin
regililasyonu ve ayrica ilag ve ksenobiyotiklerin metabolizmasi i¢in 6nemlidir. Graniillii
endoplazmik retikulum protein sentezinin yapildigi hiicrelerde daha ¢ok bulunur,
tizerinde proteinlerin sentezlendigi ribozomlari tasir ve proteinlerin {i¢ boyutlu yapisinin
olusturuldugu yerdir (Gorlach ve ark., 2006). Protein sentezinin yapildigi hiicrelerde
daha yuksek miktarlarda bulunur.

Proteinler ¢ok yonlii ve yapisal olarak karmasik biyolojik makromolekiillerdir.
Hemen hemen her biyolojik siirece katilirlar. Memeli hiicrelerinde ribozomlar tzerinde
10.000° den fazla farkli protein tiirii sentezlenir. Proteinlerin  gorevlerini yerine
getirebilmesi ve fonksiyonel aktivite kazanabilmeleri icin {i¢ boyutlu yapilara
katlanmas1 gerekir (Hartl ve ark., 2011). Proteostaz; protein sentezi, katlanmasi ve
yikimi arasindaki hassas dengenin korunmasi yoluyla saglanir. Bu nedenle hiicre
saperon molekiillerinin, ubikitin proteozom yolunun ve otofajinin 6énemli rol oynadigi
protein kalite kontrol sistemleri ile donatilmistir (Balch ve ark., 2008). Okaryotik
hicrelerde protein katlanmasi mitokondri, peroksizomlar, endoplazmik retikulum
sitozol ve ¢ekirdek dahil bir dizi hiicre bolmesinde gerceklestirilir.

Protein sentezinden sonra hiicre disina gonderilecek olan proteinler ve
transmembran proteinleri, ER’ nin sitozolik ylizeyinde yer alan ER ltimenine gelir. Bu
ER translokasyon proteinleri, uygun iigiinciil yapilarini olusturmak i¢in ER saperonlar1
ve katlama faktorleri tarafindan katlanir ve glikozilasyon, hucre i¢i ve molekdller arasi

disiilfir baglarinin olusumu da dahil olmak tizere ¢ok sayida post-translasyonel
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modifikasyona ugrar. Kalite kontrol olarak adlandirilan bu islemde sadece dogru
katlanmig proteinler golgi kompleksine sevk edilir.

Bu kalite kontrol siireci, retikiiler bolmenin belirli saperonlar1 tarafindan hassas
bir sekilde diizenlenir. Bunlar {i¢ gruba ayrilabilir: i) GRP78 ve GRP94 (Fu ve Gao,
2014), ii) kalneksin ve kalretikulin, iii) glikoproteinlerin olgunlagma siirecine katilan
lektinlerdir (Williams, 2006; Ishida ve Nagata, 2011). Ayrica Ozellikle kollajen i¢in 1s1
sok proteini 47 (Hsp47), disiilfit baglarinin olusumunu veya yikimim Katalize eden
distilfit izomerazlar1 (PDI' lar) gibi molekuller de gorev yapar (Fu ve Gao, 2014).

2.2.2. GRP78 (Glikoz ile Duzenlenen Protein 78)

ER saperonlari, ER liimeni i¢inde yeni sentezlenmis polipeptitlerin
katlanmasina yardimei olur ve katlanmamis proteinlerin toplanmasini onler. En iyi
karakterize edilen ve hilcrede en ¢ok bulunan ER saperonu BIiP (binding
immunoglobulin protein) veya HSPAS olarak da adlandirilan 70 kDa 1s1 soku proteinleri
(HSP70) ailesine ait 78-kDa’ luk GRP78’ dir. GRP78, yeni sentezlenen polipeptitlerin
ER membrani boyunca translokasyonunu, proteinlerin katlanmasini ER ile iligkili yikim
icin yanlis katlanmis proteinlerin hedeflenmesini, kalsiyum homeostazini diizenlemeyi
ve bir ER stres sensorii olarak hizmet etmeyi igeren birgok hiicresel siiregte yer alir
(Lee, 2005).

GRP78 genellikle yeni olusan bir polipeptit zincirini baglayan ilk saperondur.
Amino asitlerin hidrofobik ylizeylerine baglanir. Sitozolik HSP70’ ler gibi, ATP’ yi
baglayan ve hidrolize eden bir N-terminal niikleotit baglanma alaninindan ve
polipeptitleri baglayan bir C-terminal substrat baglanma alanindan olusur (Méatténen,
2010). Niikleotit baglanma alan1 ATP’ yi baglar ve hidrolize eder, substrat baglanma
alan1 polipeptitleri baglar. Hsp70’ ler, ATP baglanmas1 ve hidrolizi ile diizenlenen
substrat baglanma dongiileri ve salmimlari yoluyla proteinlerin uygun sekilde
katlanmasini ve toplanmasini onleme islevini gorur.

GRP78 ayrica kalsiyum baglayict bir proteindir. ATPaz aktivitesi yuksek
konsantrasyondaki kalsiyum iyonlar1 tarafindan inhibe edilirken ve kalsiyum tlikenmesi
ile aktive edilir. GRP78 esas olarak ER limeninde bulunur ancak baz1 kosullar altinda
sitozol, cekirdek ve mitokondriye de gonderilir (Suzuki ve ark., 1991). ER stresi ve
UPR sinyalleri GRP78’ in mitokondriyal lokalizasyonuna neden olarak ekspresyonunu
indlkler. Alt mitokondriyal fraksiyon c¢alismalart GRP78’ in agirhikli olarak
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membranlar arasi boslukta, i¢ zarda ve mitokondri matrisinde lokalize oldugunu
gostermistir (Sun ve ark., 2006).

GRP78’ in seviyeleri hiicre iginde nispeten diisiik seviyelerde tutulur ve
endoplazmik retikulum (ER) ve kalsiyum homeostazini etkileyen stresler altinda 6nemli

Olcude artar.

2.2.3. GRP94 (Glikoz ile Diizenlenen Protein 94)

Bir baska ana ER saperonu, ER' de en bol bulunan glikoprotein olan 94 kDa’
luk agirliga sahip GRP94’ tiir. ilginctir ki mayadan insana korunan GRP78’ den farkli
olarak GRP94 sadece ¢ok hiicreli organizmalarda bulunur. GRP94, hem dogal hem de
adaptif immiin yanitin baglangicinda etkilidir (Yang ve Li, 2005). GRP78 gibi protein
katlanmasina katilir, ER protein katlama makinesinin diger bilesenleriyle etkilesime
girer, ER kalsiyumunu depolar ve ER ile iligkili bozulma (ERAD) i¢in yanlis katlanmis
proteinlerin hedeflenmesine yardim eder (Eletto ve ark., 2010). GRP78’ e kiyasla
GRP94’ in misteri proteinleri bagisiklik ve biylme sinyali gibi kritik rollerde daha

secicidir.

2.2.4. Kalneksin / Kalretikulin

Kalneksin ve kalretikulin Ca?* iyonu baglanmasi, lektin benzeri aktivite ve
yanlis katlanmis proteinlerin taninmasi dahil olmak iizere birgok islevi olan
saperonlardir. Yeni sentezlenmis proteinlerin glikozilasyonu, katlanmasi, kalite kontrolii
ve yanlis katlanmig proteinlerin yikimi igin sinyal olarak hareket eder. Kalneksin
integral bir membran proteini iken kalretikulin ER limeninde serbestce hareket edebilen
bir limen proteinidir. Bu nedenle kalneksin ER zarinin sabit fazindaki protein katlama
ara maddeleri ile gegici olarak etkilesime girerken, kalretikulin limenin daha hareketli
ortaminda protein katlama ara maddeleri ile etkilesime girer (Yoshida ve ark., 2002).
Olgunlagmamis protein endoplazmik retikuluma girdigi zaman N-bagh glikozilasyon
islemine tabi tutulur. Protein dogru katlanmigsa son glukoz uzaklastirilarak olgun
protein golgiye gonderilir. Eger protein dogru katlanamamigsa UGGT (UDP-glukoz;
glikoprotein glukosiltransferaz) katlanmis ve katlanmamis proteinler arasinda ayrim
yapar ve sadece katlanmamis proteinlere glukoz kalintisini geri ekler. Boylece kalneksin
ve kalretikulin i¢in baglanma bolgesi olusturulur. Dogru konformasyon gergeklesirse

protein golgiye gider. Bu deglikozilasyon-glikozilasyon dongiisii, yeni sentezlenmis bir
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glikoproteinin diizgiin bir sekilde katlanmasindan 6nce birka¢ kez tekrarlanabilir.
Dlzgun katlanma olmazsa protein ubikitin-proteozom tarafindan yikima ugratilir
(Schroder ve Kaufman, 2005).

2.2.5. Endoplazmik Retikulum ile iliskili Protein Yikim (ERAD,
Endoplasmic Reticulum-Associated Protein Degradation)

Proteinlerin yikimi, hiicrelerde protein homeostazinin korunmasi i¢in protein
sentezi kadar dnemlidir. Proteinlerin katlanmasi N-bagimli glikozilasyonun inhibisyonu,
kalsiyum homeostazinin bozulmasi, hipoksi, oksidatif stres, enfeksiyonlar, ortamin
sicakligi gibi ¢ok sayida etkenden etkilendiginden hatali katlanma olasiligi oldukga
yuksektir. Yanlis katlanmig proteinler GRP78 gibi saperonlar tarafindan taninir ve daha
sonra yeniden katlama islemlerinin gergeklestirilmesi i¢in ER’ de tutulur (Ellgaard ve
ark., 1999). Tekrar katlama isleminin basarisiz oldugu durumlarda yanlis katlanmis
proteinler tekrar sitozole doner ve ERAD yolu aracilifi ile proteozomlar tarafindan
parcalanir (Nishikawa ve ark., 2005).

Okaryotlarda, ubikitin-proteozom sistemi protein yikiminin  ¢ogundan
sorumludur. Ubikitin, tim okaryotlarda ylksek oranda korunan 76 amino asit iceren bir
polipeptittir. Proteinler, ubikitinin lizin kalintisinin yan zincirinin amino grubuna
eklenmesi ile bozulma ig¢in isaretlenir. Bu tir ubikitine edilmis proteinler, proteazom
ad1 verilen ¢ok birimli bir proteaz kompleksi tarafindan taninir ve yikimlanir. Ubikitin
islem sirasinda serbest birakilir bu nedenle baska bir dongiide tekrar kullanilabilir

(Nishikawa ve ark., 2005).

2.2.6. Endoplazmik Retikulum Stresi

En genis taniminda stres, herhangi bir sistemin normal durumunun
bozulmasina verdigi tepkidir (Selye, 1985). Katlanmamis ya da yanhs katlanmis
proteinlerin ER’ de birikmesi “ER stresi” olarak adlandirilir. Hiicreler ER stresinin
istesinden gelmek i¢in katlanmamis protein cevabi (UPR) olarak adlandirilan
kendinden koruyucu bir mekanizmay:1 harekete gegirir. UPR, ER’ deki ana kalite
kontrol mekanizmasidir ve bu yanitla hiicre proteostazi saglamaya ¢alisilir. Bununla
birlikte, eger protein agregasyonu kaliciysa ve stres ¢ozlilemezse hiicre apoptoza

yonlendirilir.
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Viral enfeksiyonlar, glikozilasyonun inhibisyonu, disiilfit baglarinin
indirgenmesi, ER kalsiyum depolarmin tiikkenmesi, golgiye protein transferinin
bozulmasi, ER’de protein sentezinin artmasi, ERAD mekanizmasinin bozulmasi veya
mutasyona ugramis ER proteinlerinin ekspresyonu gibi ¢ok c¢esitli kosullar ER
homeostazini degistirebilmektedir (Ron ve Walter., 2007).

ER limeni, kalsiyum agisindan zengin, oksidatif bir ortamdir ve disiilfit bag
olusumu ve uygun protein katlanmasi i¢in ideal kosullar1 saglar. Kalsiyum depolarinin
tikenmesi GRP78, kalneksin ve kalretikulinin islevine miidahale eder. (Vassilakos ve
ark., 1998).

Azalan glukoz seviyeleri UPR yolunu aktive eder c¢unkl proteinlerin
katlanmasi ve toplanmasi biiyiik miktarda enerji gerektirir. Ayrica bazi proteinlerin
glikozilasyonu uygun katlanmalari icin cok énemli bir adimdir. Iskemi sirasinda azalan
kan akimi benzer bir mekanizma ile ER’ de yanlis katlanmis proteinlerin birikmesine
yol acan lokal hipoglisemi ile sonuglanir (Glembotski, 2008).

Viriisler ER’ ye akut olarak protein yiiklenmesine neden olur. Bu da ER
stresine ve UPR yolagmim aktivasyonuna yol agar. Viriisler ayrica metabolik hizda
artisa neden olarak daha yiiksek ATP kullanimina neden olur. Bu da UPR yolunu
tamamen aktive eden gecici glukoz tlikenmesiyle sonuglanir (Lee, 2005).

Protein zincirinin en stabil konformasyonda katlanmasini onleyen belirli
mutasyonlar da ER stresine neden olur. Yanls katlanmis ya da katlanmamuig proteinler,
hiicre i¢in toksik agregatlari birlestirme ve olusturma egilimindedir. Parkinson (Ryu ve
ark., 2002), Alzheimer (Hoozemans ve ark., 2009) ve Huntington (Atwal ve ark., 2007)
gibi bazi norodejeneratif hastaliklar yanls katlanmis proteinlerin bZINGirikimi ile

iliskilendirilmistir.

2.2.7. Katlanmams Protein Cevabi1 (UPR, Unfolded Protein Response)

UPR,  hiicrelerin farkli mekanizmalar kullanarak homeostaz1  geri
kazanmalarina yardimci olur. Genel olarak UPR’ deki hiicresel tepkiler:

1. Katlanmis proteinlerin daha fazla {iretilmesini 6nlemek i¢in translasyonun
zayiflatilmasindan (Harding ve ark., 2000)

2. Protein katlanmasma yardimci olmak i¢in ER’ de yerlesik proteinlerin
(saperonlar ve foldazlar) transkripsiyonel indiiksiyonundan (Gething ve Sambrook.,
1992)
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3. Hatali katlanmis proteinleri yikima ugratmak ve ER katlama kapasitesi
uzerindeki yuku azaltmak icin ERAD sirecglerinin uyarilmasindan (Yoshida ve ark.,
2000)

4. Katlanmamis proteinlerin yiikiiyle basa ¢ikabilmek icin ER’ nin
biiylitiillmesinden olusur (Selye, 1985).

UPR’ ye ii¢ ER transmembran sensorii aracilik eder. Bunlar; protein kinaz
RNA benzeri ER kinaz (PERK), aktive edici transkripsiyon faktéri 6 (ATF6) ve
inositol gerektiren enzim 1 (IRE1)’ dir. Bu proteinlerin tgl de luminal bir ER domaini
igerir ve fizyolojik kosullar altinda GRP78 ile beraber inaktif halde bulunmaktadir. ER
limenindeki anormal kosullari algilayarak bilgiyi membrandan sitozole iletirler (Walter
ve Ron, 2011).

U¢ sensor protein katlama makinesini indiiklemek ve katlanmamis proteinlerin
yiikiinli azaltmak i¢in isbirligi yapar. Katlanmamis ve yanlis katlanmig proteinlerin ER
limeninde birikmeye baslamasiyla GRP78 ER membran proteinlerinden ayrilir ve ER
stres sensorleri aktive olur. PERK, IRE1 ve ATF6; ER saperonlarinin ekspresyonunu
artiran, ER’ ye vyanlis katlanmig proteinlerin birikmesini Onleyen, mRNA
translasyonunu durdurarak ER’ ye protein girisini inhibe eden ve hatali katlanmis
proteinlerin ubikitinasyon ile yikim i¢in ER’ den ERAD’ a taginmasini uyaran sinyal

yollarini indiikler.

Protein Kinaz RNA (PKR) Benzeri ER Kinaz (PERK) Sinyal Yolu

PERK, tip | transmembran proteinidir. N- terminali ER sinyallerini algilar.
C-terminali bir serin/ treonin protein kinaz fonksiyonel alanmna sahiptir, ancak
endonukleaz aktivitesinden yoksundur. PERK hem dimer hem de gecici tetramer
durumunda bulunur ve tetramer durumu dimerden daha yiksek aktivasyona sahiptir.
PERK stabil dimerler olusturmak iizere oligomerize olur ve daha sonra bir helezonik
takas veya sarmal alt (nite yoluyla iki dimerin i¢ ice gegmesi tetramer
konfigurasyonunu Uretir (Carrara ve ark., 2015). Tetramer araylzii, temel olarak
tetramer yapisini stabilize etmeye ve fosforilasyon verimini arttirmaya yardimcei oldugu
diisiiniilen hidrofobik artiklardan olusur.

ER stresi olmadiginda, ER membraninda GRP78 ile beraber inaktif sekilde
bulunmaktadir. ER stresine cevaben GRP78’ den ayrilarak sitozolik kinaz alani trans-

otofosforilasyona ugrar ve oOkaryotik translasyon baslatma faktorii elF2a’ nmn 51.
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pozisyonundaki serini fosforiller (Harding ve ark., 1999). Guanozin difosfatin (GDP)
GTP ile yer degistirmesini saglayan bir protein olan dkaryotik baslatici faktor  (elF2p),
elF2a’ ya GTP’ yi ckleyemez ve boylece (elF2o/ GTP/ Met-tRNAI) translasyon
baslangi¢c kompleksinin olusumu engellenir. Sonug olarak genel protein sentezi azalir ve
dolayisiyla ER’ ye giren proteinlerin ylkuinde bir azalma olur.

PERK aracili elF2a fosforilasyonu, hiicre kaderini belirleyen genlerin
ekspresyonunu ¢esitli mekanizmalarla dogrudan diizenler. elF2a’ nin fosforilasyonu
genel olarak translasyonu zayiflatirken, ER’ nin kapasitesini artirarak stresi azaltan
aktive edici transkripsiyon faktorii 4 (ATF4, activating transcription factor 4) gibi belirli
mRNA’ larin ekspresyonunu indiikler. ATF4, niikleusa girdikten sonra cAMP yanit
elemanina baglanarak hiicre kaderini belirleyen karmasik bir gen agmnin
transkripsiyonunu yonlendirir. ATF4’ (n transkripsiyonel aktivitesi hem hicrenin
hayatta kalmasin1 hem de hiicre 6lim programlarini indiikler. Hafif ER stresi altinda
ATF4, aktive edici transkripsiyon faktori 3 (ATF3), glutatyon biyosentezi, oksidatif
strese direngte rol alan genlerin transkripsiyonunu ve amino asit metabolizmasinda yer
alan genleri tetikleyerek hiicre sagkalimini uyarir. Bununla birlikte, uzun siireli stres
altinda, ATF4 ve C/ EBP homolog proteinini (CHOP) ve GADD34’ U (buylme
durdurma ve DNA hasar1 indiikleyen gen 34) indiikleyerek hiicre apoptozisini tesvik
eder (Han ve ark., 2013) (Sekil 10).

PERK, ayrica antioksidanlari, enzimlerin detoksifikasyonunu, immun sinyali,
hiicre biiyiimesini kapsayan genleri indiikleyen bir transkripsiyon faktorii olan Nrf2’ yi
(Niikleer faktor eritroid 2 ile iligkili faktor 2) de fosforillemektedir (Hussain ve
Ramaiah., 2007).

PERK’ den yoksun fare embriyonik fibroblastlari, ER stres indiikleyici
ajanlarla muamele edildiginde, protein translasyonunun engellenemedigi ve hiicre
Oliiminiin arttig1 tespit edilmistir (Harding ve ark., 2000). Sonu¢ olarak PERK
aktivasyonu, baslangigta hafif stres sirasinda bile hayatta kalmak i¢in koruyucu ve ¢ok

onemlidir.
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Sekil 10. UPR sinyal yollar1 ( Lin ve ark., 2019’ dan uyarlanmustir)

Aktive Edici Transkripsiyon Faktort 6 (ATF6) Sinyal Yolu

ATF6, ER stresine bagli ER genislemesinden, saperonlarin, foldazlarin ve
ERAD yolunun bilesenlerinin indiiksiyonundan sorumlu bir sensordir. Stres algilayici
C-terminal bir limen domaini ve N-terminal bZip transkripsiyon faktdrii domani iceren,
tip 1l transmembran proteinidir. Memelilerde ATF6a ve ATF6f olmak iizere iki geni
mevcuttur. ATF60 ve ATF6p proteinleri tiim hiicrelerde sentezlenir. ATF6 hiicrede ER
stresi olmadiginda ER membraninda GRP78 ile beraber inaktif sekilde bulunmaktadir.
ER stres kosullarinda GRP78’ den ayrilarak golgiye gecer. Burada N-terminal
transkripsiyon faktorii alanin1 (ATF6-N) membrandan serbest birakmak igin site-1 ve
site-2 proteazlart (S1P ve S2P) tarafindan art arda proteolize edilir (Schroder ve
Kaufman, 2005). Serbest birakilan ATF6-N niikleusa transloke olur ve transkripsiyon
faktorii olarak hareket ederek ER stres yanit elemanina (ERSE) baglanir. UPR sirasinda
ATF6’ nin 6nemli hedef genleri GRP78, XBP1 (X-box baglayici protein-1) ve CHOP’
dur ( He ve ark., 2010) (Sekil 10).
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ATF6a ve ATF6B’ den yoksun fareler hayatta kalabilirken, ATF60 ve ATF6p’
nin ikisinin de olmadig: farelerde embriyonik 6liim gergeklestigi gozlenmistir. Bu da
ATF60 ve ATF6B’ nin erken gelisimde birbirlerini telafi ettigini ileri siirer (Yamamato
ve ark., 2007).

Inositol Gerektiren Enzim 1 (IRE1) Sinyal Yolu

IRE1, tum okaryotlarda mevcut olan tek ER stres sensorudir ve bu nedenle
UPR' nin mayalardan insanlara kadar evrimsel olarak korunan en eski ve en korunmus
yoludur (Mori, 2009). Tip | transmembran proteini olan IRE1, bir N-terminal domaini
ve bir C-terminal sitoplazmik domaini igerir. C-terminal sitosolik alaninda serin/ treonin
kinaz aktivitesi ve endoribonlkleaz (RNAaz) aktivitesine sahiptir. Mayalp olarak
adlandirilan mayada yalnizca bir tane ER stres reseptorii var iken memelilerde IREla ve
IRE1P olmak tizere iki izoformu mevcuttur. IRELla tim hiicrelerde bulunurken IRE1(
sadece intestinal epitel hiicrelerinde bulunmaktadir (Urano ve ark., 2000). ER stresi
varhiginda, GRP78 IRE1’ den ayrilir. IRE1 dimerize olur ve kinaz bolgesi
otofosforillenir. Bu konformasyon degisikligi IRE1’ in RNAaz alaninin aktivasyonuna
yol acar. RNAaz aktivitesi ile mMRNA X-box baglayict protein 1 (XBP)’ den 26
niikleotid uzaklastirilir ve olusan kirpilmig XBP1 (XBP1s) mRNA translasyona
ugrayarak transkripsiyon faktoriine doniisiir. XBP1s hiicre ¢ekirdegine girerek sirasiyla,
protein katlanmasi, kalite kontrolii, protein salgis1 ve ERAD ile baglantili UPR hedef
genlerinin transkripsiyonunu indtkler (Acosta ve ark., 2007) (Sekil 10).

IREla ve XBP1’ in yoklugu embriyonik oliimciilliige neden olur. Bu da
gelisim icin IREla ve XBP1' in gerekli oldugunu diistindiirtir. XBP1 eksikligi olan
hicreler, oksidatif strese ve inflamasyon kaynakli hiicre 6liimlerine karsi daha hassastir.
Ayrica XBP1 ER biyogenezi, fetal gelisim, lipogenez, adipogenez ve diger dnemli

hicresel stireglerdede rol oynamaktadir (Reimold ve ark., 2001).

2.2.8. ER Stres Kaynakh Apopitoz Mekanizmalari

Programli hiicre 6liimii (apopitoz) normal gelisim ve yaslanma sirasinda
dokulardaki hiicre popiilasyonlarini korumak i¢in homeostatik bir mekanizma olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Apopitoz ayrica immiin reaksiyonlarda oldugu gibi bir savunma
mekanizmasi olarak veya hiicreler hastalik veya zararli ajanlar tarafindan zarar

gordiigiinde de ortaya ¢ikar (Norbury ve Hickson, 2001).
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Aragtirmalar iki ana apopitoz yolu oldugunu gostermektedir.
1. Ekstrinsik (digsal) veya 6liim reseptdr yolu
2. Intrinsik (icsel) veya mitokondriyal yol

Apopitozu baglatan ekstrinsik sinyal yollari, timor nekroz faktorii (TNF)
reseptor geni ailesinin Gyeleri olan 6lim reseptorlerini icerir. TNF reseptort ailesinin
tiyeleri sistein bakimindan zengin benzer “6liim alanlarina” sahiptir. Bu 6lum alanlari,
6lim sinyalini hiicre yiizeyinden hiicre i¢i sinyal yollarina aktarmada kritik bir rol
oynar. Bugline kadar en iyi karakterize edilmis ligandlar ve karsilik gelen Olum
reseptorleri arasinda FasL/ FasR, TNF-a/ TNFR1, Apo3L/ DR3, Apo2L/ DR4 ve
Apo2L / DRS vardir ( EImore, 2007).

Apopitozu baslatan igsel sinyal yolaklari, hiicre i¢indeki hedeflere dogrudan
etki eden ve mitokondri araciligiyla baslatilan, cesitli reseptor aracilt olmayan uyarici
dizilerini igerir. Dissal uyaricilar arasinda (bunlarla smirli olmamakla birlikte)
radyasyon, toksinler, hipoksi, hipertermi, viral enfeksiyonlar ve serbest radikaller
bulunur. Bu uyaranlarin timii i¢ mitokondriyal zarda degisikliklere neden olarak
mitokondriyal gecirgenlik gbzeneginin agilmasina neden olur. Normalde sekestre
edilmis proapopitotik proteinlerin iki ana grubunun sitozole salinmasi gergeklesir
(Saelens ve ark., 2004). Bu proteinler kaspaza bagimli mitokondriyal yolu aktive eder.

Dissal ve igsel yolaklarin ikisi de uygulayici kaspazlarinin aktivasyonu ile son
bulur. Uygulayici kaspazlar, niikleer maddeyi pargalayan sitoplazmik endoniikleazi ve
niikleer ve sitoskeletal proteinleri par¢alayan proteazlari aktive eder. Kaspaz-3, kaspaz-
6 ve kaspaz-7 efektor veya uygulayici kaspazlar olarak islev goriir (Elmore., 2007).

UPR sinyali, ER homeostazinin restorasyonu ve normal ER fonksiyonunun
stirdiiriilmesi i¢in son derece onemlidir. Siddetli ve uzun siireli ER stresi kosullari
altinda UPR hiicreyi normal islevine dondiirmekte yetersiz kalir ve otofajik programlar
veya apoptoz aktivasyonu ile hiuicre 6limi tetiklenir (Szegezdi ve ark., 2006). ER stresi
kaynakli apopitozun dort ana yolu tanimlanmistir (Sekil 11):

1. PERK/ elf2a ile indiiklenen CHOP yolu

2. IREI araciligiyla indtklenen JNK aktivasyonu

3. ER’ ye lokalize sistein proteazi kaspaz 12’ nin aktivasyonu
4

BAX /BAK aktivasyonu
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Sekil 11. ER stres kaynakli apopitoz yollar1 ( Malhi ve Kaufman, 2010’ dan uyarlanmustir)

PERK Sinyali ile indiiklenen CHOP Kaynakh Apopitoz Yolu

Daha once bahsedildigi gibi, ER stres kosullar1 altinda PERK aktive olur ve
elF2a’ y1 fosforile ederek translasyonda durmaya neden olur. Bu hizli tepki 6nemli bir
sagkalim yanlis1 mekanizma olarak ¢alisir. Bu hizli sagkalim mekanizmasina ek olarak
PERK yolu, katlanmamis protein ylkiinii azaltan ATF4 aracili transkripsiyon yoluyla
otofaji, katlanma ve redoks metabolizmasi ile ilgili bir gen alt kiimesini dizenler (Hetz,
2012). Uzun siireli ER stresi altinda PERK sinyali hiicre 6limuni tetikleyebilir.
Sagkalim yanlisi ile apopitotik tepkiler arasindaki bu degisimden sorumlu olan ATF4 ile
aktive edilen CHOP’ un indiiklenmesidir (Harding ve ark., 2000).

CHOP, insanda 169 amino asit tortusu i¢eren 29 kDa’ luk bir proteindir. CHOP
geni baslangicta UV 151mim1 ve alkile edici ajanlar gibi genotoksik stresin indiikledigi
genlerin aranmasinda tanimlanmis ve bu nedenle GADD153 olarak adlandirilmigtir
(Ghosh ve ark., 2012). CHOP hiicrelerde ¢ok diisiik seviyelerde ekspresse edilir.
Bununla birlikte, kuvvetli stres durumunda ekspresyonu artar. CHOP’ un asir1
ekspresyonunun hiicre dongiisii durmasina ve apopitoza yol agtig1 bildirilmistir. CHOP’

un ER stres kaynakli apopitozdaki roliit CHOP negatif farelerde gosterilmistir. CHOP
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negatif embriyonik fibroblastlar1 ile yapilan bir caligmada, hiicrelerin ER stresi
kaynakl1 apopitoza kismi direng sagladigi ortaya konulmustur (Zinszner ve ark., 1998).
ER stresi sirasinda UPR’ nin ti¢ kolu da CHOP’ un transkripsiyonunu indiikler. Bununla
birlikte CHOP protein ekspresyonunun indiiklenmesi i¢gin UPR’ nin PERK-¢IF2a-ATF4
dal1 esastir (Szegezdi ve ark., 2006).

CHOP' un proapopitotik roliinii agiklayan molekiiler mekanizma bazi hedef
genlerin transkripsiyonel diizenlenmesini icerir. Bunlardan biri GADD34’ tir. GADD34
ekspresyonu, proteotoksisiteyi tetikleyebilecek protein sentezini destekleyerek reaktif
oksijen tlrlerinin (ROS) iiretimini arttirir (Kojima ve ark., 2003). Ayn1 zamanda
GADD34’ iin CHOP aracili aktivasyonu, translasyon inhibisyonunu tersine gevirerek
ER bolmesinde katlanmis proteinlerin birikmesine katkida bulunur ve proapopitotik
proteinleri kodlayan mRNA’ larin translasyonuna izin verir.

CHOP tarafindan indiiklenen en ¢ok calisilan hiicre 6liimii mekanizmasi,
birgok BCL-2 ailesi iiyesinin seviyelerinin diizenlenmesidir. ER stresi altinda CHOP
BCL-2 ekspresyonunu inhibe ederek hiicreleri apopitoza duyarli hale getirir
(McCullough., 2001). Ek olarak, only-BH3 proteinleri olarak bilinen BCL-2 ailesinin
bazi proapoptotik bilesenlerini indikler. BIM seviyeleri ER stres kosullar1 altinda
CHOP tarafindan indlklenir (Puthalakath ve ark., 2007). Diger raporlar PUMA ve
NOXA’ nin da CHORP ile indiiklendigini gostermektedir. Kardiyomiyosit modellerinde
yapilan caligmalar, ER stresi sirasinda BAX’ 1n da indiiklendigini gostermektedir,
CHOP eksikligi olan farelerin daha az apopitotik hiicre 6limu ve BAX seviyelerinin
azalmasi ile ilgili diisiik kaspaz-3 aktivasyonuna sahip oldugunu gosterilmistir (Fu ve
ark., 2010).

CHOP’ un bir baska olas1 etki mekanizmasi, ER’ nin oksidatif durumunun
modiilasyonudur. CHOP’ un asir1 ekspresyonu EROla’ nin (endoplazmik retikulum
distlfir oksidaz-1a) indlksiyonu yoluyla glutatyonun tikenmesine ve ROS’ un
artmasma neden olur (Tavender ve Bulleid, 2010). ER’ deki ROS artisi, ER stres
kosullarinda hiicreleri apopitoza duyarli hale getirebilir. Ek olarak CHOP’ un
indiikledigi ERO1a, inositol-1,4,5-trisfosfat reseptorunt (IP3R) aktive ederek ER’ den
kalsiyum salimma yol acar (Li ve ark. 2009). Sitoplazmik kalsiyumun artisi
mitokondriyal gegis goOzeneklerinin agilmasini etkileyerek apopitoza katkida

bulunabilir.

34



IRE1 Sinyali ile indiiklenen INK Apopitoz Yolu

Daha once bahsedildigi gibi, IRE1a/ XBP1 yolu, protein katlanmasi ve kalite
kontrollinde yer alan bir hedef gen alt kiimesinin diizenlenmesi yoluyla sagkalim yanlisi
bir yoldur. Bu sagkalim yanlis1 fonksiyonun aksine diger raporlar siirekli IREla
sinyalinin apopitoza da yol agabilecegini gostermistir (Han ve ark., 2009) . IREla,
TRAF2’ ye (TNF reseptoru ile iligkili faktor 2), ve ASKI1’ e (apoptoz sinyali
diizenleyici kinaz 1) baglanarak kompleks olusturur ve ve ASK1’ in aktivasyonuna yol
acar. Aktive ASK1, JNK protein kinaz (c-Jun NHa-terminal kinaz) ve mitokondriye
bagimli kaspaz aktivasyonuna yol acar. JNK aktivasyonunun, hicre o6limi
programlarimi  BCL-2 ailesi proteinlerinin  fosforilasyonu yoluyla etkiledigi
bilinmektedir (Davis, 2000). Ek olarak, bu yol sagkalim 6nleyici bir mekanizma olarak

otofajinin indliklenmesinde de yer almaktadir (Ogata ve ark., 2006).

Kaspaz 12 Aktivasyonu

Kaspazlar, apopitoz ve enflamasyonda onemli rol oynayan endoproteaz
enzimleri ailesidir. Aspartik asitten sonraki peptit bagini keserler. Kaspazlar baglangicta
aktif olmayan monomerik prokaspazlar olarak dretilir, apopitozun indiuklenmesinden
sonra aktif enzim formuna donusiirler. Kaspazlar genel olarak baslaticilar (kaspaz -2, -8,
-9, -10), efektor veya uygulayicilar (kaspaz -3, -6, -7) ve enflamatuar kaspazlar (kaspaz
-1,-4,-5) olarak smiflandirilmistir (Rai ve ark., 2005). Kaspaz 12, ER membranina
lokalize olmus proapopitotik sistein proteazidir ve ER stresi kaynakli apopitozun 6nemli
bir arac1 olarak gorev yapar.

Sitoplazmadaki Ca®* konsantrasyonundaki artis, kalpaini aktive eder. Daha
sonra kalpain de ER yerlesik prokaspaz-12’ yi pargalayarak aktive eder. Aktif kaspaz-
12, kaspaz kaskadi aktivasyonuna yol acar ve apopitoz gergeklesir. Kalpaine ek olarak
kaspaz-7, ER stresi altinda sitozolden ER membranmin sitoplazmik tarafina
gecmektedir ve kaspaz-12 ile etkilesime girerek aktivasyonuna yol agmaktadir ( Rao ve
ark., 2001).

BAX/ BAK Aktivasyonu

BCL-2 protein ailesinin Uyeleri apopitotik hicre olumundn  6énemli
dizenleyicileridir. BCL-2 ailesi 20 iiyeden olusur, hem proapopitik hem de
antiapopitotik Uyeler icerir. Ailenin antiapoptotik uyeleri BCL-2, BCL-XL, BCL-W ve
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MCL-1 iken; BID, BIK, BIM, PUMA NOXA, BAD, BAX, BAK proapopitik
proteinlerdir. Mitokondriyal aracili apopitozda oldugu gibi ER stresiyle indiiklenen
apopitoz da BCL-2 protein ailesi tarafindan diizenlenmektedir. (Oakes ve ark., 2006).
ER stres aracili apopitozun bir¢ok mekanizmanin BCL-2 ailesinin en az bir Gyesini
icerdigi gosterilmistir. En iyi karakterize edilmis proapoptotik BCL-2 aile tiyeleri, BAX
ve BAK’ dir. BAX ve BAK apopitoza iki yolla etki etmektedir. Birinci yol; ER stresi
sirasinda  BAX ve BAK, ER membraninda konformasyonel degisikliklere ve

+25

oligomerizasyona maruz kalir. Bu da ER’ den sitoplazmaya Ca™*’ nin salinmasina yol
acar (Zong ve ark., 2003). Sitozolde Ca*? konsantrasyonunun artmasi kalpaini aktive
eder ve kalpain de prokaspaz-12’ yi keser. Aktive olan kaspaz-12’ de prokaspaz-9’ u
keser ve bdylece kaspaz kaskad: aktive olmus olur. ikinci yol; mitokondri tarafindan
sitozolik Ca*?’ nin alinmas1 mitokondriyal ic membran depolarizasyonuna ve sitokrom ¢
salinimina yol acar. Bu da kaspaz-9’ un aktivasyonuna yol acar. Kaspaz kaskadi uyarilir
ve apopitoz gergeklesir (Wei ve ark., 2001).

Cesitli hiicre tiplerinde 10’ dan fazla BCL-2 aile Uyesi BAX/ BAK aktivatori
olarak tanimlanmistir. BIM, PUMA, NOXA, DP5, BID bunlardan bazilaridir. Ortak bir
BHz protein alanin1 paylastigi icin “only BH3 proteinleri” olarak adlandirilan
aktivatorler, transkripsiyonel upregiilasyon veya fosforilasyon gibi translasyon sonrasi
olaylar ile devreye sokulur. Aktivasyon Uzerine, mitokondriye translokasyon yaparlar ve
BAX/ BAK’ 1 baglar ve aktive ederler veya BAX/ BAK baskilayicilarini inhibe ederler.
Ornegin BID’ nin proteolitik boliinme ile aktivasyonu mitokondriye translokasyona,
BAX/ BAK’ m aktivasyonuna ve proapopitotik sitokrom ¢ salinimina neden olarak

kaspaz kaskadinin aktivasyonuna ve apopitoza neden olur (Puthalakath ve ark., 2007).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Tam Kan, Serum ve Plazma Ornekleri
Yapilan ¢alismalarda arastirmaya katilan goniilliilerden alinan EDTA’ 11 tam

kan, plazma ve serum 6rnekleri kullanildi.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Santrifiij cihaz1 (Jouan C4i, Cat no: 11177560), Dondurucu (-80 °C) (NUAIRE
Ultra-Low Freezer, Model no: Nu-6420E), ELISA cihazi ( SUNRISE-BASIC TECAN),
Sonikator (METU electromechanical, Serial No. 30607, Germany),Vorteks (Mindaus,
VM3), mikropipetler, ependorf tipler, 15 ml lik Falcon tiipler, EDTA’l1 tam kan tiipleri,
jelli biyokimya tpleri.

3.1.3. Kimyasal Maddeler

NH4Cl (Sigma), NaHCOs (Merck), EDTA (Carlo Erba Reagenti), Sukroz
(Sigma), Tris HCI (Sigma), MgCl> (Merck), Triton X-100 (Merck), NaCl (Merck), KCI
(Merck), Na,HPOs (Merck) KH.PO4 (Panreac), HCI (Merck), Alblmin Standard
(Sigma), CuS04.5H,0 (Merck), Na-K tartarat (Merck), NaOH (Sigma), Folin Reagent
(Sigma), Na,COs (Merck), FICOLL ¢ozeltisi (Biocoll Separating Solution Density:
1.077 g/ ml).

3.2. Metot

3.2.1. Arastirmanin Planlanmasi Ve Kan Orneklerinin Toplanmasi

“Fenilketoniiri Hastaliginda Endoplazmik Retikulum Stresinin Arastirilmasi’’
isimli tez calismasi icin dncelikle Ondokuz Mayis Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu” ndan B.30.2.0DM.0.20.08/1654-1729, 2018/250 karar nolu nolu etik kurul
onay1 alindi. Arastirma; 1) kontrol grubu, 2) hiperfenilalaninemi hasta grubu 3) BHa
yanitlt hasta grubu ve 4) klasik fenilketondrili hasta grubu olmak tzere 4 grup olarak
tasarlandi. Arastirma oncesi Power Curve One Way ANOVA programi ile yapilan
power analizinde % 95 gug ile her gruba alinmasi gereken hasta sayisi en az 8 olarak
bulundu. Hastalara rutin kontrolleri sirasinda ¢alisma ile ilgili bilgi verilip, goniillii olur

formu ve ¢ocuk olur formu onay1 alindi.
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Arastirmaya Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hastanesi
Metabolizma Klinigi’ne bagvuran FKU tanis1 almis 14 kisilik klasik FKU’li hasta
grubu, 8 kisilik BH4 yanith FKU’lii hasta grubu, 9 kisilik hiperfenilalaninemili hasta
grubu ile 10 kisilik saglikli kontrol grubundan olmak {izere toplam 41 kisi dahil edildi.

Calismaya katilanlarin her birinden ii¢ tip EDTA’ 11 tam kan ve bir biyokimya
tiptinde kan o©rnegi alindi. EDTA’ 11 tlipin birinin plazmasindan metabolizma
laboratuvarinda HPLC cihaz ile fenilalanin ve tirozin dizeyi ol¢ildi diger iki tiip
16kosit izolasyonunda kullanildi. Biyokimya tiipiine alinan kan 6rneginden elde edilen

serumda seroloji laboratuvarinda CRP diizeyleri 6l¢iildi.
3.2.2. Kullanilacak Reaktiflerin Hazirlanmasi

PBS (Fosfat Buffer Salin)
8 g NaCl; 0,2 g KCI; 1,44 g NaxHPOQ4; 0,24 g KH2P04 bir beherde 800 ml
distile suda ¢6zildi. 1 N HCL1 ile pH 7.2’ ye ayarlandi. Toplam hacim balon jojede 1

litreye tamamlandi.

RBC (Red Blood Cell ) Lizis Buffer
10 x RBC lizis buffer icin 8,02 g NH4Cl; 0,84 g NaHCOgz; 0,37 g EDTA
(disodyum tuzu) bir miktar suda cozllerek balon jojede 100 ml’ ye tamamlandi.

Kullanim sirasinda 1/10 oraninda seyreltildi.

WBC (White Blood Cell) Lizis Buffer
0,32 M siikroz, 10 mM Tris HCL, 5 mM MgCls, %1 Triton X-100’ den olusan
cozelti kullanilda.

3.2.3. Lokosit Izolasyonu

1. 15 mP’lik falcon tiptne 2 ml ficoll ¢ozeltisi eklendi.

2. Uzerine 2 ml tam kan dikkatlice pipetlendi.

3. 20 dakika 400 g’ de santrifuj edildi.

4. Santrifiijden sonra st kismi dikkatlice aspire edildi, l6kositlerin

bulundugu ara yiiz temiz bir falcon tlplne aktarildi.

o

Her bir hasta igin iki kere 16kosit izolasyonu yapilarak drnekler birlestirildi.

o

6 ml soguk PBS ile hiicreler yikandi.
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7. Yikanan hiicreler 250 g’ de 10 dk santriftj edildi.

8. Siipernatant atild1 ve hiicre pelleti 0,5 ml PBS ¢ozeltinde siispanse edildi.

9. Hicre suspansiyonun Uzerine eritrosit kontaminasyonundan kurtulmak igin
0,5 ml RBC lizis buffer konuldu. Vorteksle karistirilarak 10 dakika oda
sicakliginda bekletildi. 250 g’ de 10 dakika santrifiij edilerek stpernatant
atildu.

10. Kalan hucre pelletinin Gzerine 350 ul 16kosit (WBC) lizis buffer konularak
karistirildi ve 15 dakika ultrasonikasyona tabi tutularak lokositler lizis
edildi.

11. Lokosit lizat1 epandorf tiiplerde ¢aligma giiniine kadar -80 °C’ de saklandi.

3.2.4. GRP78 Olcumi

GRP78 6l¢imi USCNK Marka Enzyme-Linked Immunosorbent Assay Kit For
Heat Shock 70 kda Protein 5 (HSPAS) kullanilarak yapildi.

Test prensibi: Standart ve ornekler HSPAS® e 6zgu bir biyotin-konjuge
antikorla kapli mikroplate kuyucuklarina pipetlendi. Daha sonra, Horseradish
Peroxidase (HRP) ile konjuge Avidin, her bir mikroplate kuyusuna eklendi ve inkibe
edildi. Inkiibasyondan sonra TMB substrat c¢ozeltisi eklendi ve sonrasinda sadece
HSPADS, biotin-konjuge antikor ve enzim-konjuge Avidin igeren kuyucuklarda renk
degisikligi gozlendi. Enzim-substrat reaksiyonu sulfurik asit ¢ozeltisinin eklenmesi ile
sonlandirildi ve renk degisikligi 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
olguldu. Orneklerdeki HSPAS’ in konsantrasyonu standart egriden hesaplandi. Sonuglar
ng/ mg protein olarak verildi.

3.2.5. CHOP Olc¢iimii

CHOP 6lcumi USCNK Marka Enzyme-Linked Immunosorbent Assay Kit For
DNA Damage Inducible Transcript 3 ( DDIT3) kullanilarak yapildi.

Test prensibi: Standart ve 6rnekler DDIT3’ e 6zgu bir biyotin-konjuge
antikorla kapli mikroplate kuyucuklarina pipetlendi. Daha sonra, Horseradish
Peroxidase (HRP)’ ye konjuge Avidin, her bir mikroplate kuyusuna eklendi ve inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra TMB substrat ¢dzeltisi eklendi ve sonrasinda sadece
DDIT3, biotin-konjuge antikor ve enzim-konjuge Avidin iceren kuyucuklarda renk

degisikligi gozlendi. Enzim-substrat reaksiyonu sulfurik asit ¢ozeltisinin eklenmesi ile
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sonlandirildi ve renk degisikligi 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
olculdu. Orneklerdeki DDIT3’iin konsantrasyonu standart egriden hesaplandi. Sonuglar

ng/ mg protein olarak verildi.

3.2.6. Protein Miktar:1 Tayini
Protein miktar1 tayini i¢in Lowry (1951) metodu kullanildi. Bu yontemde alkali
ortamda bakir iyonu (Cu*?) proteinlerdeki peptid baglari ile bir kompleks olusturarak ve
Cu™ ¢ indirgenir. Indirgenmis bakir ve proteinlerin yan zincirinde yer alan tirozin,
triptofan ve sistein aminoasitlerin fenolik gruplar1 folin reaktifini indirgeyerek mavi-
mor arasi bir renk olusumuna sebep olur. Olusan rengin siddeti protein konsantrasyonu
ile dogru orantilidir ve 550 nm” de spektrofotometrik olarak olculir.
Reaktiflerin Hazirlanisi:
1- A Solusyonu: %2 Na>COs: 2 gram NaxCOs bir miktar distile suda
¢oziildiikten sonra balon joje icerisinde 100 ml’ ye tamamlandi.
2- B Solusyonu: %1 CuS0O4.5H20: 1 gram CuSQO4.5H,0 bir miktar distile
suda coziildiikten sonra balon joje icerisinde 100 ml’ ye tamamlandi.
3- C Solusyonu : %2 Na-K tartarat: 2,6596 gram Na-K tartarat bir miktar
distile su ile ¢oziildiikten sonra balon jojede 100 ml’ ye tamamlandi.
4- Kompleks reaktif: Solusyon A, B, C’ den 100:1:1 oraninda karistirilarak
hazirlandu.
5- 2N NaOH: 8 gram NaOH tartilip bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra
balon joje igerisinde 100 ml’ ye tamamlanda.
6- IN Folin Reaktifi: 2N folin stogundan 50 ml alinip distile su ile 100 ml’ ye
tamamlandi.
7- Albumin Standarti: 4 mg/ ml %30’ luk sigir serum albumin ana stogundan
0,067 ml alinip 50 m1’ ye tamamlandi ve elde edilen 4 mg/ ml albuminden seri diltisyon
yontemi ile standartlar hazirlandi.
Orneklerden ve standartlardan 100 pl alinarak kapakli cam tiiplere konuldu.
Kor tipdne ise 100 ul distile su konuldu. Tum tlplere 100 pl 2N NaOH eklendi. Tupler
100 °C’ de su banyosunda 10 dakika bekletildikten sonra su banyosundan alinarak oda
sicakligina gelmesi beklendi. Tiplere 1 ml kompleks reaktif (100:1:1oraninda %2
Na>COs; %1 CuS04.5H20; %2 Na-K tartarat) eklenerek 10 dakika inkibe edildi. Daha

sonra tiiplere 100 pl folin reaktifi ilave edilip tlipler karistirildi ve oda sicakliginda 30

40



dakika bekletildikten sonra absorbanslar 550 nm’ de kore karsi okundu. Sonuglar mg/

ml protein olarak belirlendi.

3.2.7. Istatiksel Analiz

Verilerin istatiksel analizi SPSS 22 paket programi ile yapildi. Verilerin normal
dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk Normal Dagilima Uygunluk Testi ile degerlendirildi.
Fenilalanin ve CHOP o6l¢tim verilerinin normal dagilima uymadiklar1 saptandi. Bu
nedenle GRP78 ve tirozin verileri i¢in bagimsiz gruplarda parametrik One Way
ANOVA testi kullanilirken, Fenilalanin ve CHOP verileri ig¢in bagimsiz gruplarda
nonparametrik Kruskal Wallis testi kullanildi. Istatistiksel degerlendirmede p<0.05
anlaml1 olarak kabul edildi. Merkezi 6lgutler aritmetik ortalama * standart sapma olarak
verildi.

Fenilalanin-GRP78 ve fenilalanin-CHOP  korelasyon analizi  igin
nonparametrik Spearman’ s korelasyon testi kullamldi. Istatistiksel degerlendirmede

p<0,05 anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Phe diizeyleri HPA grubuna kiyasla klasik FKU grubunda (p=0.026) ve kontrol
grubuna kiyasla BHs yanitl FKU ve klasik FKU gruplarinda istatistiksel olarak yiiksek

bulunmustur (p=0.006, p<0.001). GRP78 ve CHOP degerleri icin gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi saptandi (p=0,065, p=0,203). Korelasyon

analizinde fenilalanin-GRP78 wverileri arasinda zayif negatif korelasyon bulundu

(r=-0,362, p=0,020). Fenilalanin-CHOP verileri arasinda anlamli bir korelasyon
bulunamadi (r=-0,038, p=0,812).Veriler Tablo 2 ve Sekil 12, 13, 14’ de ayrintil1 olarak

verilmigtir.

Tablo 2. Arastirma gruplarinda Phe, Tyr, GRP78 ve CHOP diizeyleri

GRUPLAR Kontrol HPA BH4 yanith Klasik FKU

Phe 68,959+16,863% 145,925+51,060° 345,660+ 346,597 | 519,525+219,579%
(umol/l)

Tyr 72,150+11,527 75,297+23,614 79,956 +35,684 78,897+57,442
(umol/l)

GRP78 5,345+1,658 4,625+2,187 5,402+1,829 3,715+1,075
(ng/mg protein)

CHOP 0,251+0,090 0,265+ 0,121 0,369+0,160 0,256+0,207
(ng/mg protein)

2 Kontrol-Klasik FKU (p<0.001), °: Kontrol-BH, yanitli (p=0.006), ¢ HPA-Klasik FKU (p=0.026)
gruplari arasinda Phe diizeyleri i¢in anlamli fark vardir.
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5. TARTISMA

PAH genindeki mutasyonlar ya da kofaktor sentezi veya geri doniistimiindeki
kusurlar nedeniyle meydana gelen amino asit metabolizmasi bozuklugu FKU, néronlari
sitotoksik fenilalanin seviyelerine maruz birakarak ¢ocukluk ¢aginda zeka geriligine yol
agmaktadir. FKU, néropatolojik olarak ndronal hiicre kaybi, beyaz madde
anormallikleri ve azalmis sinaptik yogunluk ile karakterizedir. NOropatolojik etki
yuksek fenilalanin konsantrasyonunun “toksisitesinden” kaynaklaniyor olabilir, buna
karsin altta yatan mekanizma halen belirsizligini korumaktadir.

Endoplazmik retikulumun verimli ¢aligmasi ¢ogu hiicresel aktivite ve hayatta
kalma igin esastir. ER islevine miidahale eden kosullar hlicrede katlanmamis ya da
yanlis katlanmig proteinlerin birikmesine yol acar. ER transmembran reseptorleri
PERK, ATF6 ve IRE1 ER stresini tespit ederek normal ER fonksiyonunu geri
kazanmak i¢in katlanmamig protein cevabini (UPR) baslatir (Szegezdi ve ark., 2006).
Katlanmamis proteinlerin toplanmasi tizerine GRP78, tic ER stres reseptorinden
ayrilarak aktivasyonlarina izin verir. UPR yollari, protein sentezini durdurarak, katlama
kapasitesini artirarak ve protein agregatlarinin yikimini baglatarak ER fonksiyonunu
geri kazanmay1 amaglar. Stres ¢oziilemezse ER aracili apopitoz yollar indiiklenir. Basta
PERK yolu olmak tizere UPR’ nin ii¢ yolu tarafindan da aktive edilen CHOP, ER stres
aracili apopitozun 6nemli gostergelerinden biridir. GRP78 ve CHOP normal sartlarda
hiicrelerde ¢ok diisiik seviyelerde ekspresse edilir. Bununla birlikte, kuvvetli stres
durumunda ekspresyonlar1 artar. Bu genlerin ekspresyonlarinin artmasi ile hucredeki
strese cevap tespit edilebilmektedir.

Norodejenerasyon, hasar gérmiis noron hiicrelerinin bozuldugu ve sonunda
oldigi siiregleri ifade eder. Parkinson, Alzheimer ve Huntingdon hastaliklar1 dahil
olmak (zere ¢ogu norodejeneratif bozukluk yanlis katlanmis proteinlerin veya
mutasyona ugramig gen iiriinlerinin hiicre i¢i veya ekstraseliiler agregasyonlarinin
birikmesi ile karakterizedir (Muchowski ve ark., 2005). Bu hastaliklarda UPR’ nin
aktivitesinin, protein agregatlar1 veya arttirilmis oksidatif stres ve diger toksik iiriinler
tarafindan hafifletildigi diistinilmektedir (Soto, 2003). Fonksiyonel olmayan UPR,
hiicrede daha fazla protein birikimine neden olarak ER stresine ve hastaligin
siddetlenmesine neden olur. Norodejenerasyonun gozlendigi fenilketoniiride de benzer

patofizyolojiler 6nemli rol oynuyor olabilir. Hastaliktaki toksik fenilalanin seviyeleri
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ER’ de birikerek ER’ de stresine neden olabilir ve noropatolojik etki ER stres ile
indlklenen apopitozdan kaynaklaniyor olabilir.

Tiim bu bilgiler 1s181nda fenilketoniiri hastaliginda ER stresinin aydinlatilmasi
gercken bir konu oldugunu disiindiik. Bu c¢alismada tedavi goren fenilketondrili
hastalardan klasik FKU” 10, hiperfenilalaninemili, BH4 yanitli hasta gruplar1 ve saglikli
cocuklardan olusan kontrol grubu olmak tizere dort grup olusturduk. Oncelikle hasta ve
kontrol gruplarinin plazmasinda fenilalanin ve tirozin diizeylerini ve enfeksiyon
ihtimalini dislamak i¢in CRP diizeylerini belirledik. Katilimcilarin tam kanindan izole
ettigimiz 16kositlerde ER stres belirtecleri GRP78 ve CHOP dizeylerinin 6l¢imini
ELISA yontemi ile gerceklestirdik. Bununla birlikte hasta ve kontrol gruplarinin GRP78
ve CHOP diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu. Ayrica ilging bir
sekilde fenilalanin ve GRP78 arasinda zay1f negatif korelasyon tespit ettik.

Yaptigimiz literatiir taramasinda fenilketoniiri hastaliginda ER stres ve ER
stres aracili apopitoz yolaklar1 ile ilgili bir caligmaya rastlanmamistir. Ancak
fenilalaninin indiikledigi intrinsik ve ekstinsik apopitoz yolaklarini inceleyen bir kag
calisma mevcuttur.

2007 yilinda yapilan bir ¢alismada, serebral kortikal noronlarin fenilalanine
maruz kaldiklarinda mitokondri aracili apopitoz gegirdigi gosterilmistir (Zhang ve Gu,
2007). Ayrica Phe’ nin RhoA aktivasyonunu indiikledigi, RhoA/ Rho ile iliskili kinaz
sinyal yolaginin fenilalanin kaynakli ndronal apoptoziste 6nemli bir rol oynadigi
gosterilmistir.

2010 yilinda yapilan bir ¢aligmada beyin kaynakli biiytime faktoriintin (BDNF)
noronlart Phe’ ye baglh apopitozdan korudugu gosterilmistir.Oncelikle fenilalaninin
RhoA/ Rho ile iliskili kinaz yolu yoluyla mitokondri aracili apoptozu aktive ettigi
gosterilmis, RhoA aktivasyonunun ve miyosin hafif zincir fosforilasyonunun BDNF ile
6n muamele ile inhibe edildigi gosterilmistir (Zhang ve ark., 2010).

2013 yilinda ektrinsik 6liim yolu arastirtlmis, Phe’ nin norotoksik seviyeleri
altindaki kortikal noronlardaki her apoptotik yolu bloke etmek igin spesifik inhibitorler
kullanilmistir. Kaspaz-8 inhibitori Z-IETD-FMK, Phe (0.9 mM, 18 saat) ile muamele
edilmis noronlarda apoptozu kuvvetle zayiflatmistir. Bu da Fas reseptor aracili hiicre
6lumu reseptor yolunun Phe toksisitesine dahil oldugunu gostermektedir. Ek olarak Phe

hlcre yuzeyindeki Fas ekspresyonunu ve Fas/ FasL. kompleksinin olusumunu 6nemli
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Ol¢tide arttirmastir. Bir anti-Fas antikoru kullanarak Fas/ FasL sinyalinin bloke
edilmesinin, Phe' nin neden oldugu apopitozu belirgin sekilde inhibe ettigi
gosterilmistir. Bu deneyler, Fas 6liim reseptor yolaginin Phe’ nin indiikledigi apoptoza
katkida bulundugunu ve &liim reseptdr yolaginmn inhibisyonunun FKU hastalarinda
néroproteksiyon icin yeni bir hedef olabilecegini gostermektedir (Huang ve ark.,2013).

PAH enzimindeki patojenik mutasyonlarin ¢gogunun yanlis katlanma ile iliskili
oldugu diistinlilmektedir. (Underhaug ve ark., 2012). 2012 yilinda mutant PAH {izerinde
yapilan caligmalarda her ne kadar in vitro fibril olusumu agik¢a goézlense de, diger
protein katlanma defektlerinde zararli olan amiloid veya diger fibril birikimleri FKU
igin rapor edilmemistir ve yanlis katlanmis PAH mutantlarinin hiicresel kalite kontrol
sistemi tarafindan etkin bir sekilde bozuldugu goriilmiistiir (Sarkissian ve ark., 2012).
Bu nedenle hastalik temel olarak protein birikimlerinin ikincil sonuglar1 olmadan
spesifik enzimatik aktivite eksikliginin sonucu olabilir. Dolayistyla ERAD iligkili
protein yikimi ve otofaji stirecleri bu hastalarda kusursuz isliyor olabilir. Bu nedenle de
hiicrede ER stresine yol agmiyor olabilir.

FKU hastalarindaki noropatolojik etkiler hastalar Phe’ den kisith diyet ile
tedavi edilmediginde belirgindir. Tedavi bu etkilerin iyilestirilmesine olanak saglar.
Calismamiza katilan hastalar erken tan1 almis, diyet tedavisini sirdiren ve Phe
diizeyleri rutin olarak kontrol edilen hastalardir. Bu nedenle uygulanan diyet tedavisi
sebebiyle iyi tolere edilen Phe dlzeylerine sahip olabilirler ve bu da hicrelerde ER
strese ve ER stres aracili apopitoza yol agmiyor olabilir.

Bunlara ilaveten biz aragtirmamizi 16kositlerde yaptigimiz igin fenilalaninin
beyindeki yansimalar1 fakl1 olabilir. Bu nedenle FKU hastalarinda ER stresinin roliiniin
tam olarak aydinlatilabilmesi i¢in hastalar ilk tani aldiginda elde edilen l6kositlerle
yapilacak c¢alismalar ya da fenilketoniiri hastalifi olusturulmus deney hayvanlarinin
beyin dokulari ile yapilacak arastirmalar bu konunun aydinlatilmasi i¢in biiyiik katki

saglayacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz ¢alismada fenilketoniirili hastalarin kanlarindan izole ettigimiz
Iokositlerde GRP78 ve CHOP duzeyleri icin kontrol ve hasta gruplari arasinda istatiksel
olarak anlamli bir fark olmadigini, fenilalanin ve GRP78 arasinda negatif zayif bir
korelasyon oldugunu tespit ettik. FKU tedavisinde hiicreyi toksik etkilerden korumak
icin kan Phe duzeylerinin 600 umol/ I’ nin altinda tutulmas: gerekmektedir. Tez
calismamizda, diyet tedavisi géren FKU hastalarda belirlenen Phe diizeyleri lokositlerde
ER strese yol agmiyor olabilir. Bununla birlikte fenilketoniiri hastaliginda ER stresinin
tam roliiniin aydinlatilabilmesi igin arastirmanin hastalara ilk tani1 konuldugunda ve
diyet tedavisine baglanmadan alinan l6kositlerde veya deneysel hayvan modellerinde
beyin dokusu kullanilarak yapilmasi ve daha ileri 6l¢iim tekniklerinin kullanilmasinin

daha fazla fayda saglayacagi agiktir.
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