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TEMEL BILGi

Otofaji

Hucresel anlamda stres, hucrelerin isleyisini etkilemekte, dogal dengelerini
bozmakta ve hatta 6limlerine neden olabilmektedir. Hlcre diuzeyinde maruz kalinan
stres, doku ve organlarin islevlerini aksatmalarina neden olabilmekte ve organizma
genelinde kendisini hastalik olarak goéstermektedir. Stres i¢ ve dis faktorlere bagli
olarak gelisebilir. Kronik hastaliklarin metabolizma Uzerinde etkileri, hormonal
degisiklikler, biyokimyasal degisiklikler ya da uzun suireli enflamasyon i¢ faktorlere
badli stresin nedenleri arasindadir. Besin, bluylime faktdri ya da oksijen eksikligi
(iskemi), toksik maddeler, bazi ilag ve kimyasallara maruz kalma, ultraviyole isinlari,
radyasyon gibi isimalar hicresel strese yol acabilen dig faktorler olarak sayilabilir.
Ayrica bazi kaltsal hastaliklar (6rnegin, kistik fibroz, alfa1-antitiripsin eksikligi vb) ya
da kalitsal komponenti olan hastaliklar (6rnedin, Alzheimer ya da Parkinson
hastaligi), hicre icinde ve disinda toksik etkiler goésteren anormal proteinlerin
birikimine neden olarak hicresel strese yol agabilirler. Stresin nedenine gore farkh
hicresel yolaklarin aktive olabilmesine karsin, yukarida bahsedilenler dahil pek ¢ok
stres faktorine kargi hicrelerin verdigi en temel iki yanit otofaji ve stresin dozuna
g6re programli hiicre élumuadur. Otofajik hiicre 6limune stres disinda, doku ve organ

gelisimi sirasinda da rastlamak mumkundur.

Klasik olarak hicre 6limu apoptoz (programli) ve nekroz (programsiz) olarak iki
sinifa ayrilmisti. Fakat son yillarda yapilan ¢alismalar, apoptoz disi programli hiicre
O0lum yolaklari da bulundugunu ortaya cikarmigtir. Hatta “programli nekroz” adi

verilen hicre 6lum tiplerinin de bulundugu dénerilmistir. Cogunlukla bir stres yaniti ve



hayatta kalma mekanizmasi olarak isleyen otofajinin bile, Ozellikle apoptozun
mumkin olmadigi durumlarda “otofajik hicre 6lumU” adi verilen bir programli hicre
6lum mekanizmasina donlstligi gézlenmistir (Gozuacik D, 2007, Oz-Arslan D,
2011).

Otofajik hiicre 6liimii

Otofajinin hlicre 6limU sirasinda da aktive oldugu uzun yillardir bilinmektedir (Bkz.
Gozuacik D, 2004). Buna karsin, apoptoz konusundaki c¢alismalarin golgesinde
kalmasi nedeniyle, otofaji ve hicre 6lumu arasindaki bag son otuz yildir géz ardi
edilmistir. Otofajiyi kontrol eden proteinlerin son déneme kadar bilinmemesi ve otofaiji
calismalarinin gogunlukla elektron mikroskopu kullanilarak yapilmak zorunda olmasi
gibi teknik zorluklar da bu konuda yapilan ¢aligmalarin molekuler bir dizeye inmesini
engellemistir. Ustline ustliik, otofajinin bir stres yaniti olarak hiicrenin hayatta
kalmasina katki sagladiginin bulunmasi, birgok biliminsaninin géziinde otofajinin bir
hicre 6limu mekanizmasi olarak da calisabilecegi fikrini zayiflatmistir. Son birkag
yildir gen nakavt ve RNA baskilama (RNA interference, RNAI) gibi modern genetik
yontemler kullanilarak yapilan ¢alismalar otofajik hicre dlumunun varhgini agik bir
sekilde ortaya koymustur (Gozuacik D, 2007; Gozuacik D, 2008, Oz-Arslan D, 2011).

Apoptoz hicrenin yuvarlaklagsmasi ve bagli oldugu zemin veya dokudan ayrilmasi,
kromatinin yogunlagsmasi (chromatin condensation) ve hicre g¢ekirdek i¢ ¢eperinde
birikmesi ve hilcrenin apoptotik cisimcikler (apoptotic bodies) adi verilen kiguk
parcalara ayrilmasiyla tanimlanan morfolojik bir olaydir. Apoptoz sonunda apoptotik
cisimcikler komsu hucreler veya profesyonel fagositler tarafindan yenilerek yok
edilirler. Otofajik hiicre 6limii ise daha farkli morfolojik 6zelliklerle seyreder. Once
hicre iginde cift ve ¢ok zarli otofajik veziklller belirmeye baslar. Bu vezikiller
sitoplazma parcalari yaninda mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi organelleri
icerebilirler. Buna paralelel olarak lizizom saylr ve aktivitesi de artar. Hicre
apoptozdakine benzer bir sekilde yuvarlaklasir, fakat kromatin yogunlagsmasi yok
denecek kadar azdir. Hucre apoptotik cisimciklere ayrismak yerine, kendini ve
organellerini i¢ten ige yiyerek kicullr. Hlcrenin fagositozu ya olmaz ya da apoptoza
gore cok geg gerceklesir. Molekuller duzeyde, apoptozda kaspaz denilen ve hlcrenin

yilkiminda rol oynayan enzimlerin aktivasyonu kural iken, otofajik hiucre 6lumu



kaspazlara bagl degildir. Apoptozda DNA merdivenlesmesi (DNA laddering) denilen
ve DNA’nin 200 bp civarindaki kuglk parcaciklara ayrilmasi gozlenirken, otofajik
hicre 6liminde DNA c¢ok daha blyuk parcaciklar halindedir. Yani otofajik hlcre
olimu, apoptozdan farkli bir programli hicre 6lim mekanizmasi olarak ortaya
cikmaktadir (Apoptoz - otofajik hicre dlumu ayrintili kargilastirmasi igin, Gozuacik D,
2004’deki Tablo 1’e bakiniz).

Otofajinin hicreyi nasil 6lime gotlirdigl konusu tam olarak aydinlatilamamis
olmakla beraber, sitoplazma, hayati organeller ve hayatta kalmayl saglayici bazi
proteinlerin otofaji tarafindan yikiminin bunda rol oynadidi diistinilmektedir. Ornegin,
uzun slre ve gucli bir sekilde aktive olan otofaji, mitokondri sayisini ve hatta
sitoplazma miktarini azaltmaktadir. Katalaz adli anti-oksidant enzimin otofaji
tarafindan selektif olarak pargalanmasinin hucreyi reaktif oksijen turlerine (ROS)
hassaslastirarak 6lime surukledigi rapor edilmistir. ROS’'un otofajik hicre dlimune
katkida bulunduguna dair yayinlar vardir. RIP/JNK sinyal yolunun, seramidin,
p19ARF’In bir alternatif seklinin, DAPk ve Bcl-2 protein ailelerinin otofajiye bagli
hicre 6lumuanu aktive ettikleri bildirilmistir (Gozuacik D, 2006, Gozuacik D, 2007, Oz-
Arslan D, 2011).

Otofajik hlicre 6lim mekanizmalarinin ayrintilari ve apoptozla baglantisi, kurs

sirasinda tartisilacaktir.

YONTEMLERIN TEMEL PRENSIPLERI

Hiicre 6liimiiniin otofajiye bagl oldugunun kanitlanmasi

Hicre o6limU baglantili calismalarda, otofajinin asadida agiklanan yontemler
kullanilarak belgelenmesinden dnce yapilmasi gereken en dnemli 6n ¢aligma, hicre
oliumundn otofajiye bagh oldugunun gosterilmesidir. Yani hicre o6liumU sirasinda
otofajinin aktive oldugunu gostermek yeterli degildir. Otofaji bloke edildiginde hicre
olimuande bir azalma oldugunun ortaya konulmasi, 6limun otofajiye bagh oldugunun

iddia edilebilmesi icin zaruridir (Ornek ¢alisma. Gozuacik D, 2008).



Oncelikle hiicre o6luminiin kaspazlara bagli olmadiginin ortaya konulmasi
gerekmektedir. Bu amacgla z-VAD-fmk gibi birgok kaspazi birden etkisizlestiren
molekiller yaninda, kaspaz ya da apoptoz proteinleri (6rn. Bax/Bak) nakavt hicreler

ve/veya Onemli kaspazlara kargi gelistiriimis siRNA/shRNA’lar kullaniimalidir.

Otofajik vezikullerin birikimi ile seyreden hicre dlumdnin, apoptozun baskilandigi
durumlarda dahi devam etmesi, 6limUm otofajik hicre 6limu olabilecegine isaret
eder. Fakat bu da yeterli degildir. Olimiun otofajinin baskilanmasi sonrasinda
yavagladiginin ya da durdugunun gosterilmesi gerekmektedir. Otofajiyi baskilayan
gesitli kimyasallar vardir. Oncelikle 3-metil adenin (3MA) veya Wortmannin
kullanilabilir. Ama genetik baskilama daha saglam bir kanit olacaktir. Kilit otofaji
proteinlerinden Atg5, Atg7 ya da Beclin 1’e karsi gelistiriimis siRNA/shRNA’ler
kullanilmalidir. Ayrica, otofaji proteinlerinden birisinin nakavt edildigi hucrelerle

yapilacak deneyler, galismayi guglendirecektir.

Sonug¢ olarak, o6zellikle kaspaz aktivasyonu olmayan ya da kaspazlarin
baskilandigi, apoptozun gergeklesmedigi durumlarda, otofajik vezikul ve otolizozom
birikimiyle ilerleyen ve otofajinin kimyasal ve genetik ydntemlerle baskilanmasi
sonrasinda yavasglayan ya da 6nlenen hicre 6lumu, “otofajik hicre 6lumd” olarak
adlandirilabilir. Molekiler biyoloji camiasinda, otofajinin bir stres ve hayatta kalma
yaniti olarak da gorev yapmasini, programli hicre oOlumuayle bagdastiramayan
biliminsanlari mevcuttur. Bu nedenle, hicre 6lumu alaninda gonderilecek yayinlarin,
bahsettigimiz otofajik hicre 6lUmu kriterlerini kargilamalari, kontrolli, ¢ok tekrarli
olmalari ve en az iki bagimsiz molekuler teknik yaninda elektron mikroskopisi ile de

desteklenmeleri sarttir.
Otofajinin aktive oldugunun deneysel olarak gésterilmesi
GFP-LC3 noktasal yerlesimi
GFP-LC3, MAP1LC3 (Microtubule-associated protein 1 light chain 3, kisaca LC3)
ya da mayada Atg8 adi verilen ve otofajik vezikll zar uzamasinda rol oynayan LC3

proteininin yesil floresan proteine kaynasmigs halidir. Floresan mikroskobu altinda,

GFP-LC3, otofaji uyarimi sonrasi hicre igi yaygin (diffuse) yayilimdan noktasal bir



yerlesime gecgmektedir. Noktasal yerlesim, hicre igindeki otofajik vezikullerin

isaretlenmesinin bir sonucudur.

Yontemin anlamli olmasi icin, mikroskop altinda her deney kosulu igin en az 150
hdcrenin sayllmasi gerekmektedir. Kontrol ve uyarimsiz kosulda hicre basina dugsen
nokta sayisina gore (genelde 5 ila 20 nokta/hlcre), ¢alisilan sistemde bir otofaji esigi
belirlenmeli ve her hlcrenin otofaji aktivasyon durumu bu esige gore belirlenmelidir
(Orn. “10’dan fazla nokta iceren hiicreler otofaji pozitif, daha az icerenler ise

negatiftir’ seklinde.)

Endojen LC3 proteinindeki jel kaymasinin incelenmesi

Batin hdcrelerin kendi, endojen Atg8/LC3 protein ifadesi mevcuttur. Otofaji
aktivasyonu sonrasinda, LC3 proteininin, bir yag molekulu olan fosfatidiletanolamine
kovalent olarak baglanmasi, yag molekillerinin otofajik zarlara tasinmasi ve zar
uzamasina neden olmasi nedeniyle, otofajik uyarim sonrasi gézlenen bir olaydir. Yag
molekuline baglanmanin, proteinin genel yukiande bir degdisiklik yaratmasi nedeniyle,
LC3’Un molekuler agirhgr otofaji aktivasyonu sirasinda degismekte ve SDS-PAGE
protein jellerinde belirgin bir kayma goérulmektedir. Serbest LC3, LC3-1 olarak
adlandiriimakta ve 18kDa civarinda gozlenmektedir. Yag molekuline konjuge olmus
ve otofajik vezikullere bagh LC3 ise LC3-Il olarak adlandiriimaktadir ve 16 kDa
civarinda molekuler agiriga sahiptir. Otofaji uyarimi sonrasi LC3 molekuler
agirhginin degismesi, LC3-I'in LC3-I'ye dbénusmesi, bu olayin son yillarda genel
kabul gdren bir otofaji belirteci olarak kullaniimasina neden olmustur (LC3’Un jelde
kaymasi, gel shift). Sonuglar, immunoblot bant yogunlugunun ImageJ
(http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html) ya da benzer br programla dlglimesi sonrasi,
LC3-I / LC3-Il orani ya da LC3-ll / ACTIN orani olarak ifade edilmelidir.

p62 proteini yikim testi

p62 (p62/A170/SQSTM1) proteini 6zellikle bazi Ubikitinlenmig proteinlere, protein
yumaklarina ve hucre i¢i parazitlere baglanan ve onlarin otofajik zarlar tarafindan
sarilmalarina neden olan sitoplazmik bir otofaji reseptoradar. P62, hicre igindeki bu

anormal yapilari taniyarak onlarin otofaji tarafindan yikimlarina yol acar. P62


http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html

proteininin kendisi de, otofagozoma tasidigi proteinlerle birlikte lizozomda
yikilmaktadir. Son yillarda otofaji bilimsel toplulugu, p62 proteininin lizozomda
yikiminin immanoblotlar kullanilarak takibinin de molekuler bir otofaji belirteci olarak

kullanilabilecegi konusunda hemfikirdir.

Bu yontemin lizozom proteaz inhibitorleri varhdr ya da yoklugunda kullaniimasi,
otofajik vezikll-lizozom kaynasma (flzyon) bozukluklarinin ayrimina varilmasini da

saglamaktadir.

GFP-RFP-LC3 deneyleri

Otofajk vezikillerin lizozomlarla birlesme oranlarini incelemek amaciyla kullanilan
bagka bir yontem olan GFP-RFP-LC3 analizleri, GFP proteininin lizozomlarin asit
pH’iInda sdénmesi temeline dayanmaktadir. Bu yontemde, LC3 proteini hem GFP
(yesil), hem de RFP (kirmizi) floresan proteinlerine kaynasmis olarak ifade
edilmektedir. Floresan mikroskobunda yesil kanaldan bakildiginda yalnizca otofajik
vezikuller sayilabilmekte, kirmizi kanal ise hem otofajik vezikulleri, hem de
otolizozomlari (lizozomla birlesmis otofagozom) gostermektedir. Otofagozom-lizozom
fluzyon anormallikleri durumunda, yesil / (kirmizi-yesil) nokta oranlari degismektedir.
Bu yontem her deney kosulu icin en az 40 hicre igindeki, 200 kadar noktanin
fluoresan mikroskobu altinda gozle sayillmasini gerektirdigi icin ¢cok zahmetli bir
yontemdir. Fakat elde edilen sonuglar, her otofajik vezikullin otolizozomlardan farkl

olarak goruntulenmesini sagladigi icin degerlidir.

Aktif lizozom boyamalari

Otofajik vezikullerin hicre igi yikim yerleri lizozomlar oldudu igin, otofajinin aktive
oldugu kosullarda otolizozomal etkinligin uyariimasi nedeniyle, hucre ici toplam
lizozom etkinligi artmaktadir. Lizozomal belirtecler olarak lysotracker ve akridin
portakal rengi (acridin orange) kullanilabilir. Bu boyalar, lizozomlari pH'nin asit oldugu
durumlarda boyamakta ve aktif lizozomlari belirlemekte kullaniimaktadir. Sonuglar
floresan mikrsokobu altinda degerlendirilir. Ayrica acridin orange’in, otolizozom

birikiminin akim sitometrisi (FACscan) ile analizinde de kullanilabilecegi 6nerilmistir.



LC3 ve p62 proteinlerinin noktasal yerlesiminin immiinofloresans ya da

immiinohistokimya ile gésterilmesi

Ozellikle dokular kullanilarak yapilacak galismalarda, otofaji belirteci olan LC3 ve
p62 proteinlerinin, yaygin sitoplazmik yerlesim yerine hdcre igi noktasal yerlesimde
bulundugunun immunofloresans ya da immunohistokimya yontemleriyle gosterilmesi,
otofaji aktivasyonuna isaret eder. LC3 protein dizeylerinde otofaji aktivasyonuna
bagli olarak gorulebilecek artis veya azalmalar anlamli olabilir, fakat otofaiji
aktivasyonunu tek basina kanitlamaz. Ayrica, p62 protein birikimi, arastirmaciyi

calisilan sistemde bir otofaji bozuklugu bulundugu olasiligina yonlendirmelidir.

Transmisyon elektron mikroskopisi analizleri

Yukarida sayilan yontemler, otofajinin nitelik ve nicelik olarak tanimlanmasinda
kullanilir. Yine de ultra yapisal (ultrastructural) olarak otofajik vezikillerin ve
iclerindeki kargonun transmisyon elektron mikroskopisi (TEM) yoéntemi ile
tanimlanmasi, otofaji analizlerinin olmazsa olmazlarindandir. En azindan segilmis
deney kosullarinda, ya da birkag o&rnekte TEM incelemeleri yapilmasi
beklenmektedir. ideal kosullarda, en az 30-40 hiicre icindeki otofajik vezikil ve
otolizozom sayilarinin belirlenmesi, ve hatta hicre yuzey alanina gore alanlarinin
ortaya konulmasi calismanin guvenilirligini artiracaktir. Bunun mumkin olmadigi
durumlarda, elektron mikroskopisi incelemelerini gergeklestiren kisinin gozle de olsa
yeterli sayida hlcrede sayim yapmasi, otofajik vezikll ve otolizozom sayisinda artis
konusunda objektif bir sekilde ikna olmasi gerekir. Otofajik aktivasyondan
tekrarlanabilen TEM analizleriyle ikna olunduktan sonra deneyi belgelemek amagli
cekilecek fotograflarda, ¢ift ya da ¢ok zarli yapilar icinde mitokondri gibi organellerin

de gosterilmesi caligmanin inandiriciligini artiracaktir.

Otofaji protein ve mRNA diizeyleri

Otofaji ile baglantili proteinlerin, 6zellikle adlari Atg kisaltmasiyla baslayan
proteinlerin ve bunlarin mRNA’larinin dizeylerinin immunoblotlama, yari-nicel PCR
(semi-quantitative PCR) ya da qPCR (real-time quantitative PCR), immunofloresans,

immuanohistokimya ya da in situ hibridizasyon veya benzeri tekniklerle belirlenmesi



mumkundur. Fakat yapilacak bu ¢alismalar, incelenen kosullarda otofaji aktivasyonu
hakkinda bilgi vermez. Otofajinin arastirilan konuya katkisini ortaya koymaz.
Yalnizca protein ve/veya mRNA duzeylerinde bir dedisiklik gértlmesi yetmez, ancak
bunun incelenen kosulla bagli olmasi durumunda, otofajik aktivite ile korelasyon
gostermesi anlamh olabilir. Yine de sonuglarin yukarida agiklanan tekniklerle

desteklenmesi gerekir.

Yukarida agiklanan tekniklerin cogunun kullanildigi érnek arastirma makalelerimiz

kaynaklar kisminda mevcuttur (Gozuacik D, 2008, Korkmaz G, 2011).

Bitki molekiiler biyolojisi analizleri

Otofaji bitkilerde de gériilmektedir. Ozellikle enfeksiyon yanitlarinda, gelisimde,
stres yanitlari ve besin depolamada 6nem tasimaktadir. Bitkilerde otofajinin hicre
olumu ile baglantisi gelismekte olan ve onu acgik bir alandir. Yukarida memeli
hdcreleri icin kullanilan yontemlerin bir kismi bitki calismalarina da adapte edilebilir.
Bitkilerde otofaji analiz teknikleri, yakin gecmiste yayinlanmis olan makalemizde

ayrintili bir sekilde 6zetlenmistir (Mitou G, 2009).

KULLANILACAK ARAC VE GERECLER

LC3 plazmidleri. Addgene (http://www.addgene.org) plazmid paylasim sitesinden,

MTA (malzeme transfer sdzlesmesi) belgesi imzalanarak ve yalnizca posta Ucreti
karsiliginda elde edilebilir. GFP-LC3 (Plasmid 21073: pEGFP-LC3) ve GFP-RFP-LC3
(Plasmid 21074: ptfLC3 ).

Lysotracker. Invitrogen, L7528

Acridine orange. Invitrogen, A3568

% 3.7’lik PFA sollisyonu. Toz haldeki paraformaldehid, son hacimden daha az
miktarda su iginde ¢ozulur (6rn. 100 ml igin 3.7 gr hazirlanacaksa, 50-60 ml iginde).

(Toksik! Tartarken maske takiniz, kimyasal kabin altinda calisiniz). Manyetik balik


http://www.addgene.org/

iceren beserde 60 dereceye kadar isitilir. Solusyon seffaf bir goérinim alincaya kadar
damla damla konsantre NaOH eklenir. Berrak solusyona 10x PBS’ten final 1x olacak

sekilde eklenir. Ph 7.4 olacak sekilde ayarlanir. Buz Gzerinde sogutulur.

3-Methyladenine (3-MA). Sigma, M9281
Wortmannin. Sigma W1628

E64d. Sigma, E8640

Pepstatin A. Sigma, P5318

Chloroquine diphosphate salt. Sigma, C6628

RIPA tamponu. 50mM Tris-HCI pH 7.4, 150mM NaCl, 1% NP40, 0.25% Na-

deoxycholate ve proteaz inhibitorleri, pH 7.4.

Anti-LC3 antikoru (immunoblotlama igin). Sigma-Aldrich, L7543. 1/2000
seyreltme.

Anti-LC3 antikoru (immiinohistokimya i¢in). Medical and Biological Laboratories,
PMO036

Anti-p62 antikoru. BD Transduct Lab., 610832. 1/1000 seyreltme.

Anti-fare antikoru. Jackson Immunoresearch laboratories, 115035003

Anti-tavsan antikoru. Jackson Immunoresearch laboratories, 111035144

YONTEMLERIN UYGULAMA BASAMAKLARI

GFP-LC3 ve GFP-RFP-LC3 floresan analizleri

1) GFP-LC3 ve GFP-RFP-LC3 plazmidlerinin hicrelere transfeksiyonundan 24-48
saat sonra floresan mikroskobu altinda analiz yapilmasi gerekmektedir.

2) Lameller Gzerinde buyutulen hicreler, taze ve soguk % 3.7’lik PFA sollsyonu ile
20 dk fikse edildikten sonra, 2-3 kez PBS ile yikanir.

3) istenirse hiicre gekirdekleri, son PBS yikamasina DAPI veya Hoechst boyalari

eklenerek boyanabilir.



4) Lameller, 1x PBS i¢inde hazirlanmigs %50 Gliserol solisyonu ile lam Gzerine monte
edilir ve tirnak cilasiyla sabitlenir.
5) Degerlendirme tercihen ayni gun ya da zorunluluk durumunda -20 derecede

saklayarak ve bir miktar sinyal ve nokta kaybi ile bir-iki gun igcinde yapilabilir.

*Acridine orange ve lysotracker analizleri i¢in hucrelerin kaltirleri sirasinda

boyanmalari ve fikse edilmeden incelenmeleri tavsiye edilir.

LC3 ve p62 immiinoblot analizleri

1) Hlcre veya dokulardan protein 6zutleri, RIPA tamponunda hazirlanmaktadir.

2) Oziitler 30-50 microgram/kuyucuk olacak sekilde %12'lik SDS-PAGE poliakrilamit
jelllere yuklenir ve dogru akim altinda kosturulur. LC3-1I'nin jelden ¢abuk ¢ikmamasi
icin %15’lik jel de kullanilabilir.

3) Takiben jeller nitrosellléz kagit zarlara (membran) sulu transfer ydntemi
kullanilarak aktarilir. Transfer, LC3 ve p62 jel analizleri igin 1 saat, diger analizler igin
1,5 saat yapilmaktadir.

4) Kagit (nitrosellloz) zarlar, %5 yagsiz sut iceren PBS-Tween (PBS-T) tamponlar
icinde 6zgln olmayan baglanmalara kargi oda sicakliginda (RT) 1 saat (ya da soguk
odada geec boyunca) doyurulur.

5) Zarlar birincil antikorlarla RT 1 saat (ya da soguk odada gece boyunca) muamele
edilirler. Birincil antikorlar %3 BSA (Dana serum albumini, Fraksiyon 1V) iceren PBS
tamponu iginde birgok kez kullanilabilmektedir. Farkli antikorlar igin seyreltme
oranlari yukarida verilmigtir.

6) 5'er dakikadan ug¢ kez PBS-T yikama.

7) Birincil antikorun gelistirildigi hayvana bagh olarak, antikorlarin hayvan cinsine
06zgu ve degismeyen kisimlarina (Fc) karsi anti-fare, anti-tavsan vb ikincil antikorlari
ile 1: 10.000 ya da 1: 20.000 seyreltme ile, RT'de 1 saat muamele edilirler.

8) Ardindan yine 3 x 5 dk yikama yapillir.

9) ikincil antikorlar HRP (Horse reddish peroksidaz) enzimine baglidirlar ve zarlar 1sik
veren kimyasal reaksiyon (chemoluminescence) sollisyonu ECL ile 5 dk muamele

edildikten sonra, sinyal X isini filimlerine kaydedilir.

Parafine gémiilii kesitler icin LC3 immiinohistokimya boyamasi



1) Polilizin kapl lam Gzerine 3 mikron kalinliginda alinan kesitler 56 derecede 1 gece
bekletilir.

2) Parafini uzaklastirmak igin kesitler her biri 5 er dakika olmak uzere 3 defa ksilen
(xylene) de bekletilir.

3) Kesitler her biri 5 er dakika olmak uzere 3 defa etil alkolde bekletilir.

4) Saf su ile yikanir.

5) Antijen kurtarmasi (retrival) icin kesitler %10 Sitrat tampon solisyonunda RHS
cihazinda 98 derecede 20 dakika kaynatilir.

6) Kesitler saf su ile yikanir.

7) Doku kalemi ile doku etrafi isaretlenir ve PBS solisyonuna alinip 2 defa yikanir.

8) Kesit Uzerine %3 H202 damlatilip 10 dakika bekletilir.

9) PBS solusyonuna alinip 2 defa yikanir.

10) Kesit Uzerine Super blok solisyonu(Syntek laboratories, SHP 125) damlatilip 5
dakika bekletilir. 5 dakikayi gecirmemek gerekir. Solisyon YIKANMADAN sadece
peceteye dokerek uzaklastirilir.

11) Birincil antikor LC-3 (Medical and Biological Laboratories, PM036 ) (polyclonal
antikor) 20 mM HEPES, 1% BSA, 135 mM NaCl iceren solusyon ile seyreltilerek
doku uzerine damlatilir ve 1 saat bekletilir.

12) Kesitler PBS solusyonu ile 3 defa yikanir.

13) Kesitler Polyvalent biotinylated ikincil antikor ile 10 dakika inktbe edilir.

14) 3 defa PBS ile yilkamadan sonra Streptavidin/HRP baglanmis antikor ile 10
dakika bekletilir.

15) 3 defa PBS ile ylkamadan sonra DAB Chromogen kesit uzerine damlatilip, kesit
kahverengini alana kadar (5 dakika) beklenir.

16) 3 defa saf su ile yikanir.

17) Karsit boyama icin Hematosilen de 1 dakika bekletilir ve ilk once su ile 4-5 defa
yikanir. Sonra %96 ethanol ile yikanip kurutulur.

18) Kuruyan kesitler uzerine kapatici solusyon (mounting solution) damlatilip lamel

ile kapatilir.

OLASI PROBLEMLER VE GOZUM ONERILERI



Oncelikle belirtmek gerekir ki, her sonucun en az 3 bagimsiz deney yapilarak
tekrar edilmesi, sonuglarin anlamli oldugunun istatistiksel testler ve p degerleri ile
goOsterilmesi 6nem tasimakta ve orta vadede zaman kaybini oOnlemektedir.
Bahsedilen bagimsiz deneyler, basindan sonuna kadar birbirlerinden ayri olarak
hazirlanmig, mumkunse ayri gunlerde yapiimis deneylerdir (ayni deneydeki duplikat-
triplikat noktalar degil). Bu yaklasim, sonugclarin guvenilirligini saglamakta, yanhsg
sonuglar Uzerine hipotez inga edilmesinin ve buyUk olasilikla sarpa saracak takip
deneyleri yapilmasinin 6nini kesmektedir. Celigkili sonu¢ veren deneyler, genelde
deney sisteminde ve kosullarinda daha fazla optimizasyon ve duzelme yapilmasi,
deney kalitesinin artirilmasi ya da son asamada bir bagka uzmanin fikrinin alinmasi

gerektigine igaret etmektedir.

GFP-LC3 noktasal yerlesimi

GFP-LC3 transgenik fareler mevcut olsa da, yontem genelde kultir ortamindaki
hicrelerin transfeksiyonu yoluyla kullaniimaktadir. Test ettigimiz bircok hicre
¢esidinde ve deneysel kosulda, GFP-LC3 noktasal yerlesimi yontemi en hizli ve agik
sonu¢ veren yontem oldu. Sik rastlanan en dnemli sorun, bazi hicre tiplerindeki
bazal otofaji duzey yuksekliginin (6rn. HeLa hicreleri), sayimlari zorlastirmasidir. Biz
daha ¢ok bazal otofaji duzeyleri dusik olan 293T, MCF7 ve Huh7 hicrelerini tercih
ediyoruz. Ayrica, orneg@in hucre i¢i kalsiyum duzeyinin yukselmesi ya da ¢ok fazla
ifade sonrasi GFP’ye bagli noktasal birikiminin, otoajiden bagimsiz olan GFP-LC3
noktasal yerlesimine neden oldugu bazi yazarlar tarafindan gézlenmistir. Bu nedenle

yontemin diger otofaji teknikleriyle birlikte kullaniimasi sarttir.

Endojen LC3 proteindeki jel kaymasinin incelenmesi

Teknik birgok kez yorumu zor olan ve tekrar edilemeyen sonuglar verebilir. Bazi
deney sistemlerinde LC3-I'in LC-lII'ye donlisumul acik olarak gorulmekle birlikte,
baska sistemlerde LC-lI ve LC-Il protein duzeylerinde (¢ogunlukla otofaji sirasinda
tiketime bagl olan) bir azalma goézlenebilmektedir. Testin anlamli olabilmesi igin
kinetik nalizler yapilmalidir ve mutlaka lizozom aktivite inhibitorleri E64d/Pepsatin A
ya da Chloroquine iceren kontroller alinmasi gerekmektedir. Boylece LC3

kaymasinin otofaji uyarimi sonucu mu yoksa otofajik vezikll-lizozom kaynasmasinin



engellenmesi sonucu mu ortaya ¢iktigi belirlenecektir. Ayrica taze, hig
dondurulmamis protein  ekstreleri  kullanilmasi, tekrarlanabilirlik  oranlarini

yukseltmektedir.

p62 proteini yikim testi

Bu test sirasinda uyaranin E64d/Pepsatin A ya da Chloroquine ile birlikte
kullanildigi deney noktalari kullaniimasi, otofajik yikimi alternatif protein yikim
mekanizmalarindan (6rn. Ubikitin-proteazom sistemi) ayirmak icin gerekmektedir.

inetik analizler burada da énemlidir.

GFP-RFP-LC3 deneyleri

GFP-RFP-LC3 deneylerinde genelde GFP-LC3 teknigiyle sayillandan ¢ok daha az
otofajik vezikll gorulmekte ama otolizozom sayisi daha belirgin olarak 6ne
cikmaktadir. Teknik daha zahmetli oldugu icin, otofajik vezikil sayisindaki artisin,
otofajik yikimdaki artigla baglantil oldugunun gdsterilmesi igin destekleyici teknik
olarak kulaniimalidir. Yanhs analizlerin énlenmesi i¢cin énemli bir nokta da, floresan
mikroskobunda kullanilan filtre esiklerinin (cut-off) kirmizinin yesile, yesilin kirmiziya

akmasini (bleeding) engelleyecek sekilde olmasidir.

Aktif lizozom boyamalari

Lizozom boyalarinin bazal lizozom aktiviteleri yiksek olan hicre-doku tiplerinde
kullanimlari  zor olmaktadir. Kontrol duzeylerindeki yuksek aktivite, deney
kosullarindaki aktiviteyi maskeleyebilir. Bazi yazarlar 06zellikle acridin orange
boyasinin FACS analizi ile kullanilabilecegini o6nermiglerse de biz bu teknigi
denedigimizde, kendi kosullarimizda otofajik aktivasyonu belirgin olarak géremedik.
Konuyla ilgili olarak, Monodensyl cadaverin (MDC) adli bir floresan boyanin otofajik
vezikllleri boyadidi bazi yayinlarda onerilmisti. Otofaji toplulugu bu boyanin otofajik

aktivite degil genel lizozom aktivitesini gosterdigi konusunda hemfikirdir.



Transmisyon elektron mikroskopisi analizleri

Otofajik vezikul ve otolizozomlarin TEM altinda morfolojik olarak tanimlanmasiyla
ilgili zorluklar olabilir. Otofajik vezikuller cift-ikili zarli (double lipid bilayer) yapilardir.
Ikiden fazla, hatta sogan zarina benzeyen yapilar da goérulebilir. igleri bos degildir.
Elektron yogun (electron-dense) olmalidirlar. Sitoplazma yogunlugunda materyel
ve/veya bazi organeller (6rn. mitokondri) icerirler. Sabitleme kalitesine bagh olarak
bazen c¢ift zari olusturan i¢c ve dis zarlarin ayrilmasi ve genelde yarim ay benzeri
elektrondan fakir (electron-lucent) bogluklarin olusmasi gorulebilir. Bu yapilarin da
merkezlerinde elektron yogun, sitoplazma yogunlugunda materyel bulunmalidir.
Ayrica, hucre gekirdeginin ya da hucre zarinin bazi kivrimlari, dejenere olmus, krista

yapilari bozulmus mitondriler yanhislkla otofajik vezikul olarak dederlendiriimemelidir.
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