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OZET

Calismamizda valin, glutamin ve I6sin amino asitlerinin si¢anlarda parsiyal
hepatektomiden sonra, karaciger rejenerasyonu iizerine etkilerinin in vivo ortamda Ubiquitin
Proteozom Yolag: iizerinden PCR array teknigi kullanilarak genetik profillerinin ¢ikartilip

karsilastirilmas1 amaglanmistir.

Karaciger rejenerasyonunun bir takim stimulatdr ve inhibitdr uyaranlarin karsilikli
karmagik iliskileri sonucu diizenlendigi kabul edilmektedir. Biiyiime yanitinin baslamasi
hepatositler ve non-parankimal hticreler, ekstra selliler matriks, metabolitler ve besinler
arasindaki kompleks etkilesimler sonucu olmaktadir. Dall1 zincir igeren amino asitler (16sin,
izoldsin, valin) (DZAA) protein sentezi i¢in bir substrat olusturmasinin yani sira DZAA'larin

bircok hiicre fonksiyonunu da kontrol ettigi yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur.

Karaciger hasar1 sonrasi amino asit uygulamasi yapilan ¢aligmalar daha ¢ok serum
konsantrasyon diizeyi ve hepatosite growth factor (HGF) iizerine olan etkileri seklindedir.
Calismamizda glutamin, valin ve 16sin aminoasitlerinin sicanlarda parsiyel hepatektomiden
sonra karaciger rejenerasyonu tizerine etkileri, Ubiquitin Proteozom Yolag {izerinden PCR

(polimeraz zincir reaksiyonu) array yontemi kullanilarak belirlenmistir.

Bu aminoasitlerin karaciger rejenerasyonundaki etkilerinin karsilastirmali olarak
belirlenmesi, karaciger hasarinin iyilestirilmesindeki rollerinin ortaya konmasi ve tibbi,
fizyolojik, farmakolojik vb. ¢alismalarda bu amino asitlerin yaygin olarak kullanilmasim

saglamak hedeflerimizi olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Ubiquitin Proteozom Yolagi, Amino Asitler, Karaciger Rejenerasyonu
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SUMMARY

In our study, it was aimed to compare the effects of valine, glutamine, and leucine
amino acids on hepatic regeneration after partial hepatectomy in rats by using PCR array
technique over Ubiquitin-Proteasome Pathway in vivo to determine genetic profiling.
Experimental studies have shown that post-partial hepatectomy, liver regeneration is a
beneficial effect of the administration of amino acids such as L-Glutamine, L-Arginine, and
L-Glycine. However, there is no study of the impact of leucine and valine on post-prandial
liver regeneration process and signaling pathways from branched-chain amino acids
(BCAA).

It was accepted that liver regeneration was eventually regulated by some mutually
complex associations of stimuli and inhibitory stimuli. The onset of the growth response is
the result of complex interactions between hepatocytes and non-parenchymal cells,
extracellular matrix, metabolites, and nutrients. Studies have shown that branched-chain
amino acids (BCAA) (valine, leucine, and isoleucine) not only form a substrate for protein
synthesis but also control many cell functions.

The studies on amino acid administration after liver damage are mostly of serum
concentration level and effects on hepatocyte growth factor (HGF). In our study, the effects
of glutamine, valine, and leucine amino acids on liver regeneration after partial hepatectomy
in rats were determined using the Ubiquitin Protease Pathway polymerase chain reaction
(PCR) array method.

The comparative determination of the effects of these amino acids in liver
regeneration, the role of improving liver damage, and the use of medicinal, physiological,

we aim to ensure that these amino acids are widely used in studies.

Keywords: Ubiquitin-Proteasome Pathway, Amino Acids, Liver Regeneration
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1. GIRIS VE AMAC

Tibbi olarak, hasar gérmiis karacigerin daha hizli iyilestirilmesi i¢in cesitli
ilaclarin kullanimina bagvurulmaktadir. Fakat bir¢ok kimyasal ila¢ tedavisinde oldugu
gibi, yan etkiler goriiliir. Bu nedenle, son giinlerde destek tedavi olarak dallanmis zincir
iceren aminoasitlerin kullanim1 giderek yayginlasmuistir (Holecek, M., 2010; Ishikawa,
T., 2012).

Karaciger giiclii rejenerasyon kapasitesi ve karmasik fonksiyonlar ile farkli
ozellikleri olan bir organdir (Taub, R., 2004; Michalopoulos, G.K., 2007). Karaciger
cesitli nedenlerle zarar gordiiglinde, fonksiyonel kiitlesini tamamlama yoniinde
proliferasyon ve replikasyona baslayabilir. Karaciger loblarinin bir kisminin cerrahi
olarak ¢ikarilmasi (parsiyal hepatektomi — PH) ve hepatositlerin viriis ya da kimyasallar
nedeniyle zarar gormesi gibi durumlarda hepatosit replikasyonunun arttigr goriliir.
Normalde nadiren boliinen hepatositler i¢in bu 6zellik son derece 6nemlidir. Karaciger,
onemli doku kayb1 durumlarinda kendisini birkag¢ hafta icerisinde onarabilecek hiicreler

arasi essiz bir etkilesim ve karmasik bir mediator sistemine sahiptir.

Rejenerasyon sureci bir takim sitokin ve bilyiime faktorlerinin rol aldigi
sinyallerle ger¢eklesir. Buna gore karaciger rejenerasyonu igin kabul goren genel goriis,
organizmada meydana gelen sinyallerin diizenleyici etkisi ile karacigerin ideal boyutuna
gelene kadar devam eden ve ileri derecede organize olmus bir olaylar zinciridir.
Karaciger rejenerasyonunun bir takim stimulatér ve inhibitér uyaranlarin karsilikli
karmasik iliskileri sonucu diizenlendigi kabul edilmektedir (Jentsch, S., 1992; Fausto, N.
vd., 2006). Biiyiime yanitinin baslamasi; hepatositler ve non-parankimal hicreler,
ekstraselliler matriks, endokrin, otokrin, parakrin ve nororegulator faktorler, serbest
oksijen radikalleri, metabolitler ve besinler arasindaki karmasik etkilesimler sonucu

olmaktadir (Ankoma-Sey, V., 1999).



2

Karaciger rejenerasyon uyarisi gelmeden 6nce hepatositlerin hemen hemen hepsi
GO fazindadirlar. Hiicre dongiisiiniin, uyarinin gelmesinden sonra ilerleme fazindan ¢ok
baslama fazimmin biiyiime faktorlerine gereksinimi vardir. PH'a yanit olarak kalan
hepatositlerde diisik DNA sentez orani yaklasik 12 saat devam eder ve takiben
hepatositlerin bir kism1 S fazina girmeye baglar. Mitoz DNA sentezinden 6-8 saat
sonrasina kadar devam eder (Ankoma-Sey, V., 1999; Fausto, N., 2000). Rejenerasyon
yanit1 bir takim sinyal yolaklari ile ger¢eklesmektedir. Bir sinyal molekiilii reseptoriine
baglandiginda hiicre cogalmasi, hiicre farklilagsmasi, hareketi, metabolizmas1 ve
davranisi, apoptoz gibi dnemli olaylarin diizenlenmesinde gorevli bir takim hiicre ici

yanitlar1 baslatir.

Glutamin, Losin ve Valin gibi kas yikimini engelleyen bir amino asittir. Glutamin
karacigerde birikmis olan toksit maddelerin ve amonagin viicuttan atilmasini saglar.
Aktas ve arkadaslarmin (2010) yaptig1 ¢alismada Glutamin ile enteral niitrisyonun major
karaciger rezeksiyonu sonrasinda karaciger rejenerasyonunu olumlu yonde etkiledigi
gozlemlenmistir. Glutaminin karaciger hiicre proliferasyonu igin gerekli enerji kaynagini
olusturdugu, karaciger rejenerasyonunu tetikleyen ve giliclendiren cesitli faktorleri
kapsayan intestinal protein sentezini arttirdigi ve intestinal hiicrelerin sayilarinin
korunmasini ve protein sentezinin artimini saglayarak bakteriyel translokasyonu ve
endotoksin iiretimini azalttig gosterilmistir (Katmer, T. vd., 1994; Berber, 1. vd., 1996;
Vatansev, C. vd., 2001).

Losin ve valin dallanmis zincir igeren aminoasitlerdir (DZAA). DZAA igeren
amino asitler proteinlerin yapilarin1 olusturmalarinin yani sira enerji kaynagi, cesitli
metabolitlerin onciileri ve sinyal molekiilleri olarak gorev almaktadirlar. DZAA’ lar,
hicrelerin hayatta kalimimi, rejenerasyon, siiregleri tiizerine olumlu etkileri
bulunmaktadir. Karaciger rejenerasyonunda besinsel ve metabolik destegin Onemi
yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur. Ozellikle glikoz, yag asitleri ve baz1 aminoasitler
karaciger rejenerasyonunda yararli etki gosterir (Holecek, M., 2010). Son yapilan
calismalar, DZAA’ larin hepatoseliiler karsinomayr ve fibrozu engeleyici etkisinin

oldugunu ayrica sag kalinim oranini arttirdig1 yoniindedir.
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Cha ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada Dietilnitrozamin ile uyarilmis sican
karacigerinde fibroz doku ve hepatoseliiler karsinoma gelisimine karsi, diyet takviyesi ile
verilen DZAA’ nin antifibrotik etkisini ve hepatoseliilar karsinoma icin kemopreventif
oldugunu ortaya koymustur (Cha, J.H. vd., 2013). Iwasa ve arkadaslar1 CCls kullanarak
karaciger fibrozu yapilan siganlarda 16 haftaya kadar diyetle verilen DZAA’ larin,
azaltilmis oksitatif strese bagli olarak hayatta kalma siiresini uzattigin1i ve glikoz
metabolizmasini gelistirdigini ortaya koymustur (lwasa, M. vd., 2013). Bir baska
calismada graniil halinde verilen DZAA’ nin sirozda, hayatta kalma siiresini arttirdigi
bildirilmistir (Ishikawa, T., 2012). L-Glutaminin HGF salinimu1 i¢in bir sinyal olusturdugu
yapilan c¢alismalarla ortaya konmustur (Lawson, C.M. vd., 2011).

Ubiquitin, yiksek oranda korunmus, tiim Okaryotik hiicrelerde bulunan, 1siya
dayanikli, 76 amino asitlik bir polipeptittir. ATP bagimli proteolitik yoldan sorumludur.
Ubiquitin hedef proteinlere, Ubiquitin aktive edici enzim (E1), Ubiquitin baglayici enzim
(E2) ve taniyici protein (E3) yardimi ile kovalent olarak baglanir. Poli-Ubiquitin zinciri
eklenen proteinler daha sonra 26S proteozom tarafindan yikilirlar (Peng, J. vd., 2016).
Regulator proteinlerin Ubiquitin aracili yikimi, hiicre siklus progresyonu, sinyal ileti,
transkripsiyonel diizenleme ve apoptozis gibi metabolik olaylarin kontroliinde 6nemli rol

oynar (Olsen, S.K. vd., 2010).

Ubiquitin ayrica bir¢ok hastaligin patolojisi ile iliskilidir (Gliney, Y. ve Bilgihan,
A., 2002). Tum Okaryotlarda, Ubiquitin sistemi 6nemli non-lizozomal proteolitik bir
yoldur (Fujimuro, M. vd., 1994). Amino asit siklusunun saglanmasi ve hatali istenmeyen
proteinlerin uzaklatirilmasi i¢in proteinler yikilir. Yikilma segici bir olaydir. Okaryotlarda

hiicre i¢i proteinlerin yikimi i¢in iki 6nemli yol mevcuttur.

1) Uzun Omiirlii hiicre i¢i proteinler lizozomlarda ATP’den bagimsiz bir yol
aracilifiyla yikilir.

2) Kisa omirlii veya hatali proteinler ise sitozolde ATP bagimli Ubiquitin (Ub)
aracili sistem ile yikilir (Fujimuro, M. vd., 1994).
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Cesitli karaciger hasarlarinda DZAA’ takviyesi yasam kalitesiyle iligkili olarak
sagligin daha iyi olmasi ve yasam siiresinin uzamasi i¢in énemlidir (Holecek, M., 2010).
Yapilan pek ¢ok calismada DZAA’ lar ile tedavide canliya verilis yolu, diyet ve beslenme
seklinde olup yararlt etkileri de ortaya konmustur. Ancak diger ilag verilis yollar ile
yapilan ¢alisma sayisi ¢ok azdir (Takeshita, S. vd., 2009; Hagiwara, A. vd., 2012;
Ishikawa, T., 2012). Bu nedenle ¢alismamizda, intraperitonal olarak DZAA iceren amino
asitlerden 16sin ve valin PH sonrasi deney hayvanlarimiza 1 g/kg (1 ml 10 mM PBS
igerisinde ¢oziinerek) seklinde uygulanmistir. Bunlara ek olarak DZAA olmayan ancak
iyilestiriCi etkisi bilinen glutamin amino asidi de ayn1 dozda verilmistir. Deney sonunda

Ubiquitin Proteozom Yolagi RT-PCR array analizi ile degerlendirilmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Karaciger Yapisi

Viicuttaki en biiyiikk organ olan karaciger, insanlarda yaklasik 1,2-1.5 kg
agirhigindadir. Yani bir yetigkin viicudunun %2’lik bir kismint olusturur (Lefkowitch,
J.H., 2011). Karaciger viicutta karin boslugunun sag iist kadraninda, diyaframin alt
kisminda yerlesmistir. GOgiis kafesi tarafindan g¢evrelenmistir (Abdel-Misih, S.R. ve
Bloomston, M., 2010).

Karaciger, iki anatomik loba ayrilir. Sag lob, sol lobdan 6 kat daha biiyiiktiir. Sag
lobun arka kisminda kaudat lob, alt kisminda kuadrat lob bulunur (Lefkowitch, J.H.,
2011).

Karaciger, lobiil denilen altigen seklindeki ¢ap1 1-1,3 mm ve boyu 1,5-2 mm olan
yapilardan olusur (Sekil 2.1). Karacigerin temel fonksiyonel tinitesi karaciger lobiiliidiir.
Her lobllin merkezinde santral ven yer alir. Santral ven, hepatosit ve sinuzoidlerden
olusur. Senrtal ven hepatik venlere agilir. Her lobdl, santral venin etrafinda silindirik
olarak siralanmis hepatositlerden olusur. Hepatositler karaciger hiicrelerinin %60’ 11
olusturur. Her lobuliin ¢evresinde 4-5 portal tried bulunur. Burada hepatik arteliyaller,

portal veniiller, safra kanalciklari, lenfatikler ve sinirler vardir.

Karaciger dokusu %60 oraninda hepatosit denilen hiicrelerden olusmustur. Bu
hiicreler yaklasik 30 um capinda, ¢ok koseli bir yapiya sahiptir. Hepatositlerde 3 farkl
yiizey vardir (Sekil 2.1). Bunlar; siniizoidal ve Disse araligina bakan yiizey, kanalikiler
yiizey ve komsu hepatositlere bakan ylizey olarak ayrilir. Bu hiicreler karacigerde ¢ogu

metabolik ve sentetik fonksiyonu Ustlenirler (Bruns, D.E. ve Burtis, C.A., 2015).
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Disse araligi, hepatositler ve siniizoidal endotelyal hiicreler arasindaki dokudur.
Bu doku portal zonda lenflerden disa dogru akan doku sivisini igerir. Siniizoidal basing
arttiginda Disse araliginda lenf {iretimi artar ve hepatik vendz akisin engellendigi noktada
asit Gretiminin artigin1 saglar. Hepatositler bulunduklart asinar bolgeye gore farkli yapisal
ve fonksiyonel 6zellikler tasir (Burtis, C.A. vd., 2015).

Hepatositlerin 4 temel fonksiyonu vardir.
1-) Safra Sentezi
2-) Depolama
3-) Biyotransformasyon

4-) Kan Bilesenlerinin Sentezi



Area Safra
Nuda Duodenal Kesesi

Iz K\;ax{:‘at Ligamentum Teres
A

Sag Triangular

Falsiform Ligament’in

Sag Lob 7 Sag ve Sol Yapraklari

Sol Lob
Ormentum Minus

Koroner !
ve Porta Hepatis

Ligament

DiYAFRAGMATI
YUZEY

-Apandisit Fibroza
Ligamentum Venozum

Koroner’ Nuda o™ o
da - ~,va  KaudatLob

Ligament

Safra Kesesi

Ligament s . .
Inferiyor VISERAL YUZEY
Hepatik Ven Vena Cava Inferiyor
Lobiildeki Hepatik
- Sintizoidler Hepatik Disse
Sentral_| . Sentral
Ven Hepatik

| Kupfer Hulereleri

Intestinal Bolgeden
—

Portal Ven > Karaciger Hiicreleri

Lenfanik Damar__J36&

Hepatik Arter:

Portal Ven Safra

Safra Kanah

Siniizoidler

A/- 3‘/ ',

Sinirlayier Plnkn/ 3 ;2 . Safra duktiilleri
HEPATIK LOBULUN BIR KISMININ
GENISLETILMIS GORUNTUSU Safra Kesesi
Sentral Ven » Sag ve Sol
—Hepatik Arter H-:pali/k{(annl
Portal Ven
Safra Kanah
: Siniizoidler Genel Hepatik
Intestinal Bolgeden Kanal
Portal Ven
Sentral Ven’den y & -
< 7@ Altlobiiler Ven <7 Safra Kanali
HEPATIK LOBUL SAFRA KESESi

Sekil 2.1. Insan karacigerinin anatomik ve histolojik yapis1 (Burtis, C.A. vd., 2015).

Karacigerde ¢ift yonden kan akisi saglanir (Eroschenko, V.P. ve Di Fiore, M.S.,
2013). Portal ven kani dalaktan ve besin bakimindan zengin kani gastrointestinal
sistemden tasir. Kanin yaklasik %701 bu sekilde saglanir. Diger taraftan hepatik arter
oksijence zengin kani tasir. Bu iki kaynak birleserek siniizoidlere ulasir. Siniizoidler
delikli endotel hiicreleri ve fagositik Kupffer hiicreleriyle astarlanmistir. Kupffer
hiicreleri monositlerden koken alir. Bakteriler gibi yabanci maddeleri hidrolitik
enzimlerle parcalayan lizozom igerirler. Diger bir fagositik 6zellik tasiyan hiicre tipi de

pit (cukur) hiicreleri denilen natural killer hiicrelerdir (Bruns, D.E. ve Burtis, C.A., 2015).
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Stelate hiicreleri, sintizoidlerin endotelial astar1 ve disse aralig1 arasinda yer alir.
Bu hicreler dinlenme evresinde A vitamini gibi yagda ¢6ziinen vitaminlerin
depolanmasinda gorev yapar. Uyarildiklarinda fonksiyonel ve morfolojik olarak degisim
gecirirler boylece kollajen sentezlerlerler; fibroz ve sirozdan sorumlu hicreleri
olustururlar (Burtis, C.A. vd., 2015).

Solid organlar arasinda rejenere olabilen yegane organ karacigerdir. Karacigerin
genis bir boliimii ¢ikarilabilir ve karaciger yine 6nceki tam boyutuna ulagabilecek sekilde
rejenere olabilir. Karaciger viicudun en biiyiik kan rezervini olusturur. Dolagimda sivi
yukiinde artis oldugunda karaciger 200 — 400 mL kani depolayabilir. Endojen ve ekzojen
maddelerin detoksifikasyonu ve eliminasyonu i¢in merkezi organdir. ince bagirsaktan
emilen suda ¢6zunen besinlerin, mineral ve vitaminlerin (aminoasitler, monosakkaritler

ve yag asitleri) ¢ogu portal kan aracilig1 ile karacigere taginir (Granit, D., 2015).

2.1.1.S1can karacigeri

Karaciger agirligi sicanlarda, viicut agirliginin yaklasik %4’iinii teskil etmektedir
(Kogure, K. vd., 1999; Palmes, D. ve Spiegel, H.U 2004). Sican karacigeri sag ve sol

meydan, sag ve sol lateral ve kaudat loblardan olusan multi-lobiiler bir yapiya sahiptir.

Ust iiste yigmlar halinde bulunan sigan karacigerinde sadece kaudat lob mide ile
bu yigindan ayrilir. Medyan lob, en biiyiik lobdur ve sol lateral lob ile iliskilidir (Sekil
2.2). Kaudat lob, portal ven ve inferior vena cavanin sol tarafinda ve sol lateral lobun
arkasinda konumlanmis olup, iki boliimden olusmustur (Gershbein, L.L. ve Elias, H.,
1954; Martins, P.N.A. ve Neuhaus, P., 2007).



MEDYAN 1.LOB

KAUDAT
LOB

HEPATIK PORTAL VEN—» -«—SAFRA KANALI

Sekil 2.2. Sigan karacigeri (Waynforth, H.B. ve Flecknell, P.A., 1994).

2.2. Karaciger Rejenerasyonu ve Molekiiler Yapisi

Karaciger gii¢lii rejenerasyon kapasitesi ve karmasik fonksiyonlar ile farkl
ozellikleri olan bir organdir. Yaralanma veya rezeksiyondan sonra karacigerin kendini
onarabilme kabiliyeti uzun suredir bilim adamlarinin ilgisini ¢ekmektedir (Taub, R.,

2004).

Gergek anlamda karaciger rejenerasyonu fikrini ilk kez ortaya atan bilim adami
1833’te Crueilhier olmustur (Nuzzo, G. vd., 1996). ilk deneysel ¢alismalarda Amerikali
bilim adami1 Higgins ve Anderson (1931) tarafindan siganlarda eter anestezi altinda
subtotal loboktomiyle (%75-80) orta ve sol lobu ¢ikartilmistir. Sonug olarak %75’lik
karaciger kiitlesinin kaybinin bir ayda giderildigini rapor etmislerdir (Higgins, G.M. ve
Anderson, R.M., 1931).

Karaciger rejenerasyonunda organin morfolojisi parsiyel hepatektomi sonrasi
orijinal sekline donmez. Rezeksiyondan sonra karaciger rejenerasyonunu diizenleyen
mekanizmalarin bazilar1 degisebilir bu islem anatomik olmaktan ziyade fonksiyoneldir

(Fausto, N., 2000).
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Karacigerin 2/3’li alinan siganlarda rejenerasyon cevabi maksimumdur (Higgins,
G.M. ve Anderson, R.M., 1931). Daha kiigiik oranlarda parankim ¢ikarildiginda ise
onarim daha yavas ilerler. 2/3’{ asan rezeksiyonlarda DNA sentezi ve mitotik aktivitede

bozulma gergeklesir.

Sicanlarda %90 oraninda hepatektomi rejenerasyon olmaksizin 6liime yol acabilir
(Eguchi, S. vd., 1996). Rejenerasyon, kalan karaciger dokusunun asiner yapisinin
proliferasyonuna baglidir. Parsiyal hepatektomiden (Sekil 2.3) sonraki ilk 24 saat
icerisinde aktif hiicre replikasyonu baslar ve organ ilk agirligina erisinceye kadar devam
eder. ilk on giin i¢inde biiyiik 6lciide rejenerasyon olusur ve bu olay dort haftada
tamamlanir. Rejenerasyon daha ¢ok yeni lobiiller olusmasi ve artik lobiillerin genislemesi
seklinde olur. Kalan hepatositlerde DNA sentezi siganlarda ilk 24 saat igerisinde pik yapar
ve dokudaki mitotik aktiviteyi arttirir. Rejenerasyon esnasinda hepatositlerin biiyiik
cogunlugu bir veya iki sefer prolifere olmaktadirlar (Taub, R., 2004).

Parsiyal hepatektomiden sonra karacigerin yapisini olusturan hiicreler igerisinde,
hepatositler hiicre siklusuna en hizli baslayan hiicrelerdir. Bu hiicrelerdeki degisiklikler
dakikalar igerisinde meydana gelmektedir (Mars, W.M. vd., 1995; Best, J. vd., 2013).

quadrat lob

>

Venakava

% 68-70 Parsiyel hepatektomi % 30 Parsiyel hepatektomi

Sekil 2.3. Parsiyal hepatektomi oranina gore si¢an karaciger anatomisi. Gri renkle
gosterilen; fonksiyonel karaciger loblari, beyaz renkle gosterilen; fonksiyonel olmayan
karaciger loblar1 (Palmes, D. ve Spiegel, H.U 2004).
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Hepatositlerdeki en st DNA sentezi 24. saatte gorilmektedir. Hepatositleri
sirasiyla epitelyum hiicreleri, kupffer hiicreleri, ve endotel hicreleri izlemektedir.
Hepatosit proliferasyonu lobiiliin periportal alanindan perisantral alanina dogru mitoz
dalgas1 seklinde yayilir (Zimmermann, A., 2004). Santral ven cevresindeki glutemin

sentetaz enzimi igceren hepatositler hiicre replikasyonuna en son katilan hiicrelerdir.

Normal kosullar altinda hepatositler hiicre donglistiniin Go fazindadirlar. Doku
hasar1 veya kaybi sonrasinda hepatositler hiicre siklusundaki sakin fazdan (Go) pre-
replikatif faza (Gy) girerek hiicre bolinmesine yol acar. Bunu takiben DNA sentezi (S
faz1) ve mitoz (M) ile hiicre boliinme olaylart baglar. DNA sentezi igin gereken
proteinlerin yapim donemi Gi fazinda tamamlanir. Daha sonra hicre DNA
replikasyonunu gergeklesir (S fazi). Bu fazi proliferatif hiicre ¢ekirdek antijeni (PCNA)
ve Ki-67 (proliferasyon marker) gibi artan S fazi1 proteinlerinin ekspresyonlarini
gostererek tanimlamak miimkiindiir (Giaginis, C. vd., 2006). Replikasyon sonrasi hiicre
bolinmesi icin gereken molekillerin sentezi G2 fazinda tamamlanir. Daha sonra mitoz
gercekleserek yeni hiicreler ortaya ¢ikar (Court, F.G. vd., 2002). PH sonrasi hiicrelerin
Go fazindan G: fazina gegmesine sebep olan olaylar “priming” daha sonra hiicre

dongiisliniin tamamlanmasi ise “progresyon” olarak tanimlanir.

PH’a yanit olarak kalan hepatositlerde diisiik DNA sentez orani yaklasik 12 saat
devam eder ve takiben hepatositlerin bir kism1 S fazina girmeye baslar. Mitoz DNA
sentezinden 6-8 saat sonrasina kadar devam eder (Ankoma-Sey, V., 1999; Fausto, N.,
2000).

Rejenerasyon stireci bir takim sitokin ve biliylime faktorlerinin rol aldig
sinyallerle gerceklesir. Bu saptamalardan yola ¢ikarak karaciger rejenerasyonu i¢in kabul
goren genel goriis, organizmada meydana gelen sinyallerin duzenleyici etkisi ile
karacigerin optimum boyutuna gelene kadar devam eden ve ileri derecede organize olmus

bir olaylar zinciridir (Ankoma-Sey, V., 1999; Fausto, N., 2000).
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Karaciger rejenerasyonunun bir takim stimilator ve inhibitdr uyaranlarin karsilikli
karmasik iligkileri sonucu diizenlendigi kabul edilmektedir (Michalopoulos, G.K. ve
DeFrances, M., 2005; Fausto, N. vd., 2006). Biiylime yanitinin baslamasi hepatositler ve
non-parankimal hacreler, ekstra selltler matriks, endokrin, otokrin, parankim ve
nororegiilator faktorler, serbest oksijen radikalleri, metabolitler ve besinler arasindaki
kompleks etkilesimler sonucu olmaktadir. Baslatici sinyaller; EGF, TNF, IL-6, insulin ve
matriks degisikliklerini igerirken, ilerletici sinyaller ise HGF, TGF, EGF, insiilin olarak
gorulmektedir (Ankoma-Sey, V., 1999).

2.3. Ubiquitinler

Ubiquitinler farkli sekanslara sahip ancak yapisal olarak olduk¢a benzer
proteinlerdir. Bu proteinlerin olgun formlari, genellikle, proteolitik siireclerden sonra

ac1Za ¢ikan di-glisin sekansi ile isaretlidir (Pickart, C.M. ve Eddins, M.J., 2004)

Ubiquitin molekiilii anormal bir hiicrenin malign hiicreye doniisiimiiyle ilgili
hiicre i¢i sinyaller, hiicre proliferasyonu, bagisiklik yaniti ve transkripsiyonun
diizenlenmesi gibi bircok molekiler homeostatik mekanizmaya katilir. Ubiquitin (Sekil
2.4) 76 aminoasitlik kucuk bir peptid olup hedef substratlara E1 (ubiquitin aktiflestirici
enzim), E2 (ubiquitin konjuge edici enzimler) ve E3 (ubiquitin ligaz) denen 3 enzimin
sirastyla etkinlesmesi ile baglanan ve onlar1 proteozom adli subseliiler organele hedef

gosteren bir molekuldur (Spataro, V. vd., 1998).
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N-terminalis

C-terminalis

Sekil 2.4. Ubiquitin molekiiliiniin yapis1 (Welchman, R.L. vd., 2005).

Proteinlerin katlanmasi ya da protein komplekslerinin olusumu endoplazmik
retikulumda organelde gerceklesir. Yanlis katlanan proteinler endoplazmik retikulum
saperonlarini igeren bir sistem tarafindan tanmnir, ¢oklu ubiquitinlerle isaretlenir
(poliubiquitinlenme) ve 26S proteozom araciligiyla yikilir (Strous G.J. ve Gent, J., 2002).
Yeni sentezlenen proteinlerin yaklagik iicte biri sentezlendigi dakikada proteozomlar
tarafindan yikilir. 26S Proteozom 2400 kDa'lik bir kompleksdir ve 40'dan fazla alt birim
icerir. Benzer sekilde, katlanmamis protein de tehlikelidir ve gen ekspresyonunu
uyarabilir. Bu, translasyonel strestir ve meydana gelen yanit da 1si-sok yanitidir (Lesley,
S.A. vd., 2002; Rudd, P.M. vd., 2002). 26S proteozom bir 20S ana yapidan ve iki 19S

diizenleyici yapidan olusur.

Prokaryotlarda buna fonksiyon bakimindan analog olan herhangi bir molekiil
bulunmamaktadir. Yani prokaryotlarda bilinen, bagka bir proteine kovalent baglanarak
sinyal gorevi goren bir protein yoktur. Ancak prokaryotlarda da protein-ubiquitinlerin

ortast bulunur ve ubiquitin katlanmalar1 gosterir (Pickart, C.M. ve Eddins, M.J., 2004).

Hedef proteinin amino grubu ile modiflerin terminal (son) glisin’i arasinda
isopeptid bagi olusur (Ubiquitin benzeri modifier-Ubi). Genellikle amino grubuna bir
lizin kalintis1 katilir ancak N-terminal ubiquitinasyon da bilinmektedir (Chandu, D. ve
Nandi, D., 2004; Pickart, C.M. ve Eddins, M.J., 2004).
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Nedd8 ve Sumo gibi iliyeler karyotlarda genis olarak yayilmistir. Fat10 ve ISG15
gibi lineer di-ubiquitin analoglari ve single domain proteini olan Ufml yalnizca

memelilerde bulunur (Pickart, C.M. ve Eddins, M.J., 2004).

Urml yeni kesfedilmis bir proteindir ve ubiquitinlerden ¢ok ThiS/MoaD grubuna
yakindir. Ayrica Hubl proteini benzersiz olan di-tirazin motifi icerir. Mayalarda, bu
ailenin tiyelerinin TOR sinyalindeki ve hiicre polaritesindeki rolii iyi anlagilamamustir

(Pickart, C.M. ve Eddins, M.J., 2004).

Atg8 ve Atgl2 ubiquitinden 6nemli olglide blyuktir ancak mekanik olarak
iliskilidir. Ayrica yapisal iliski de olasidir. Her ikisi de makrootofaji denilen, sitoplazmik
bolgelerin 6zellesmis cift zarli yapilar tarafindan yutularak lizozoma gonderilmesi
olayinda rol alirlar. Atg8 fosfatidil-etorol-aminin amino grubuna bagl iken, Atgl2 bu
yolakta baska bir proteile baglanarak Atg8’in otofajik zarla iligkisine aracilik eder
(Pickart, C.M. ve Eddins, M.J., 2004).

Ubiquitin sadece 3 ve 76. konumlar bakimindan insan ve mayada farklilik
gosterir. Ubiquitinin dikkate deger korunumu, cesitli biyolojik fonksiyonlarinin bir
sonucu olarak tim molekil {izerinde giiglii bir baski olusturdugunu diisiindiirmektedir
(Chandu, D. ve Nandi, D., 2004). Ubiquitin, proteozomal ve lizozomal proteolizde iyi
anlasilmig, fonksiyonel olarak belirgin bir sinyaldir. Ayrica ¢ekirdek alt1 olaylarda non-
proteolitik sinyaldir (Pickart, C.M. ve Eddins, M.J., 2004). Geg¢tigimiz birka¢ yilda
Okaryotik ubiquitin-benzeri modifierlerin temel fonksiyonlarinin anlagilmasi konusunda
onemli agamalar kaydedilmistir (Chandu, D. ve Nandi, D., 2004; Pickart, C.M. ve Eddins,
M.J., 2004).

Sumoylation (Sumo’nun hedefe baglanmasi) substratlarin lokalizasyonu ve
aktivitesine 0Onclliik ederek nikleo-sitoplazmik transport ve hiicre ddngusunun
ilerlemesini dizenler (Nandi, D. vd., 2006).
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ISG15 konjugasyonu normal gelisim ve interferon x/B-aracili viral enfeksiyon
yanitinda 6nemli rol oynar, ancak spesifik 6zellikleri heniiz bilinmemektedir (Chandu, D.
ve Nandi, D., 2004). Fat10’un fonksiyonlar1 da heniiz belirlenememistir. MHC class I
locusu tarafindan kodlanir ve sitokinle indiikklenmis apoptozda gorev aldigi

disiiniilmektedir (Pickart, C.M. ve Eddins, M.J., 2004).

Ubiquitinlerin biyolojik fonksiyonlar1 tam olarak anlasilamamistir. Ayrica
biyokimyasal fonksiyonlari ile ilgili bilgilerimiz de eksiktir. Temel olarak modifiye edici
protein, spesifik hedef proteinin amino grubuna baglanir ve bir sekilde taninarak
downstream olaylariin baslamasina onciiliikk eder. Bu olaylar tamamen protein modifiye

edici molekiiliin kimligine, lokasyonuna ve substratin kimligine baglhidir (Pickart, C.M.

ve Eddins, M.J., 2004).

Ubiquitinin i¢inde bulundugu duruma goére polimerizasyon durumu da énemlidir.
Ubiquitinin substratlara monomer olarak veya poliubiquitin zinciri denilen isopeptid-
bagli polimerler olarak baglanabilir. Bu zincirin yapisi substratin akibetini etkileyebilir.
Ornegin proteozomlara K48 hedef substratlariiizerinden baglanan poliubiquitin zincirleri
fonksiyon bakimindan bu yan zincirlerin 6nemli hale gelmesine neden olmaktadir
(Chandu, D. ve Nandi, D., 2004; Pickart, C.M. ve Eddins, M.J., 2004; Nandi, D. vd.,
2006).

Poly-Sumo zincirleri hiicrelerde iyi gozlemlenmis olmalarina ragmen, mayalarda
herhangi esansiyel bir fonksiyon goéstermemektedir. Sumo’nun belirli substratlara
baglanmasi bunlarin ubiquitin tarafindan modifikasyonunda korunmasini saglar ve

boylece ubiquitinasyonun sonuglarini engeller (Pickart, C.M. ve Eddins, M.J., 2004).

Ubiquitinlerin substratlara baglanmasi genellikle 3 asamada gergeklesir (Sekil
2.5) Baslangi¢ aktivasyon asamasi El ile katalizlenir. Ara basamakta Ubiquitin E2
konjugasyon enzimine kovalent baglanir. Son basamakta Ubiquitin nihai hedefi olan
substatin amino grubuna ulasir. Son basamak genellikle E3 ligaz enzimiyle
gerceklestirilir (Pickart, C.M. ve Eddins, M.J., 2004).
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Sekil 2.5. Ubiquitin'in substrata baglanmasi (Hochstrasser, M., 2009).
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Protein konjugasyon reaksiyonlarinda ilk gorev substratin amino grubunu
hedeflemek (izere Ubiquitin proteinin C-terminal boélgesinin aktive edilmesidir. Bu
reaksiyonlar spesifik E1 enzimleri yardimiyla gerceklestirilir (Chandu, D. ve Nandi, D.,
2004; Pickart, C.M. ve Eddins, M.J., 2004).

Okartyotlarda aktivasyon reaksiyonu 2 asamadan olusur; Ubl-adenilat araci
molekiiliiniin olusumu, bunun E1 sistein kalintisi ile etkilesimiyle devam eder. Boylece
E1-Ubiquitin thiol ester olusur. Genellikle her Ubiquitin’nin kendisine 6zel tek bir E1
enzimi vardir. Bu durum ubiquitinquitin igin bile gegerlidir. Hatta bunun bulyuk
downstream konjugasyon faktorii dizilerine ragmen. Ubiquitin-adenilat aracisinin

olusumu ubiquitin-benzeri protein yolaklarinda en eski bilinen reaksiyondur (Pickart,
C.M. ve Eddins, M.J., 2004).
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2.4. Ubiquitin Proteozom Yolag

Ubiquitin Proteozom Yolaginin;

e Antijen isleme

e Apoptoz

e Organel biyogenezi

e Hicre dongusu ve boélinme

e DNA tamiri ve transkripsiyon

e Farklilagma ve gelisim

e Bagisiklik yanit1 ve inflamasyon

e Noron ve kas degradasyonu

e Morfogenez

e Hiucre ylzey reseptorleri ve iyon kanallarinin yapimi
e Stres ve ekstraseliiler diizenleyicilere yanit
e Ribozom biyogenezi

e Viral enfeksiyonlar gibi bir ¢cok hiicresel siire¢lerde diizenleyici rolii vardir.

Hiicresel  protein  degradasyonu  ¢esitli  hiicre = kompartimanlarinda
gerceklesmektedir. Buna ek olarak diizenleyici intermembran proleolizi, hiicre
farklilagsmas: lipid metabolizmasi, katlanmamis proteinlere yani Alzehimer gibi
stireclerde biyuk oranda etkilidir (Chandu, D. ve Nandi, D., 2004; Pickart, C.M. ve
Eddins, M.J., 2004).

Sitozolik protein degradasyonunun ¢ogunlugu ubiquitin proteozom sistemi ile
gerceklesir (Sekil 2.6). Bu suregte hicresel proteinler pargalanma icin hedeflenirler.
Proteinler bu yolda evrimsel olarak korunmus ubiquitin denilen multimerlerle

isaretlenerek 26S proteozom adi verilen biiyiik sitozolik proteazlarla pargalanirlar (Nandi,
D. vd., 2006).
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Proteinlerin pargalanmasinin baglangi¢ evresi tam olarak anlasilmamis olsa da bu
olay spesifik sekanslarin varligina (Siklinlerin yikim1) veya amino terminal uca baglhdir.
Ornegin N-terminal bolgesi temel amino asit iceren proteinler, kiicilk amino asit iceren
proteinlere gore daha kararsiz bir yapidadir. Ayrica denatiirasyona bagli olarak hidrofobik
parga iceren yaslanmig proteinler de parcalanmaya yonlendirilebilir. Daha 6nemlisi ise
hiicre sinyal olaylar1 proteinleri post-translosyonel modifikasyonlara tabi tuttugundan bu
olaylar butlini de proteinleri degradasyona géturebilir (Pickart, C.M. ve Eddins, M.J.,
2004; Varshavsky, A., 2005).

Ubiquitin Aktivasyonu
® e a

‘ Sel best Ubiquitin

Zincir par: galanm1&

PPi & AMP

Oligopeptidler

Uhbiqutinlenmis Substrat
Konjugasyon 26S Proteozom

Sekil 2.6. Ubiquitinasyon ve protein degradasyonu (Anonim, 2018a).

Okaryotlarda degrade edilecek proteinler ¢ogunlukla poliubiquitinlenir ve ATP
bagiml proteaz regiiletorlerine baglanirlar. Bu katlanmis proteinler ATP hidrolizi ile

tetiklenen konformasyon (yap1) degisiklikleri gecirerek regiilatrler araciligiyla agilirlar
(Chandu, D. ve Nandi, D., 2004).

Daha sonra agilmis proteinler proteinlerde yer alan proteolitik kompantimanlara
yerlesirler. Son olarak polipeptidler ATP bagimli olmayan sekilde endapeptidazlar,
amino pepttidazlar ve kanoksi peptidazlar ile degrade edilirler. Hiicresel proteinler, 76
amino asit igeren ubiquitin ile etiketlenmis 265 proteozom yardimiyla ATP bagimh

olarak degrade olurlar (Chandu, D. ve Nandi, D., 2004; Nandi, D. vd., 2006).



19

Bir proteinin ubiquitin-proteozom yolag1 araciligi ile yikilmasi iki asamayla
baslar: Birincisi, hedef substrat ¢coklu ubiquitin zincirlerine kovalent olarak tutunmasi,
ikincisi ise tutunan proteinin, ubiquitini serbest birakacak sekilde yikimidir (Hershko, A.

vd., 1980; van Nocker S.T. vd., 1996).

Ubiquitinin substratlarina konjugasyonunda birinci asama aralarinda hiicre
siklusu kontrolii, DNA tamirini, ribozom benzeri organellerin biyosentezini, MHC simif
1 antijen sunumu ve enflamatuvar yanitini, hiicre ylizey proteinlerinin endositozu ve iyon
kanallarinin modiilasyonunu, noronal aglarin morfojenezini, NF-kB'ye bagimlh
sinyalleme kaskadlar1 ve transkripsiyon faktorlerinin diizenlenmesini, uzun siireli hafiza
ve biyoritmin olusumunu, apoptozu, farklilasmayi, stres yanitin1 ve protein kalitesinin

kontrollinG iceren birgok hiicre i¢i isleme katilir (Hershko, A. ve Ciechanover, A., 1998).

Ubiquitin, proteozomdan bagimsiz olarak da ¢alisabilir. Buna bir baska 6rnek de
histon Ubiquitinlenmesinin, heterokromatinin gevsemesine neden olmasi ve
transkripsiyon faktorlerinin promotorda birikmesi olarak verilebilir (Spataro, V. vd.,
1998).

Ubiquitin Proteozom Yolu hiicre i¢indeki hasarli, yanlig katlanmis ve kisa-0marli
proteinlerin yikimda 6nemli roller oynayan bir proteolitik yoldur. Proteinlerin amino
asitlere kadar yikilmasinin disinda bazi transkripsiyon faktorlerinin (NF-xB) kismi

yikimindan (islenerek olgulasmasinda) ve aktivasyonundan da sorumludur.

Proteozom inhibitorleri MG132 ve lactacystin ile yapilan c¢alismalar ubiquitin-
proteozom yolunun hiicre i¢cindeki proteinlerin %80°den fazlasi- nin yikimindan sorumlu
oldugunu gostermektedir. Hedef proteinler yikilmadan once ubiquitin ile (76 amino
asitlik bir protein) ile isaretlenirler. Daha sonra hedef protein iizerinde bir poliubiquitin
zincir olusturulduktan sonra poliubiquitine olmus protein 26S proteozoma yonlendirilir.
26S proteozomda isaretlenmis olan hedef protein peptidlere kadar yikilirlar (Jentsch, S.,
1992; Hershko, A. ve Ciechanover, A., 1998; Boudreau, H.E. vd., 2007).
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Ubiquitin, yikilacak olan proteinlere baglanmadan dnce ilk olarak ubiquitin aktive
edici enzimde (E1)’e transfer edilir. Aktive edilen ubiquitin daha sonra benzer sekilde E1
enziminden ubiquitin konjugasyon enzimindeki (E2) bir sistin amino asitine aktarilir. Bu
E2 enzimleri yikilacak olan proteinlere ubiquitin molekiiliinii ubiquitin ligaz (E3) enzimi
yardimi ile direkt aktarir veya ubiquitin E3 enzimine aktarildiktan sonra substrat

proteinlere aktarilir.

Son agsamada, 97 ubiquitin hedef proteindeki bir lizin amino asidine aktarilir.
Daha sonra diger bir ubiquitin molekiilii ilk baglanmis olan ubiquitin molekiiliiniin 48.
pozisyonunda bulunan lizin amino asidine eklenir ve benzer reaksiyonlar tekrar ederek

hedef protein (izerinde bir poliubiquitin zinciri sentezlenir (Chau, V. vd., 1989).

26S proteozom 26S proteozom sitoplazmada ve ¢ekirdekte bulunan multikatalitik,
tiim hayat formlarinda bulunan ve yaklasik 64 alt birimden olusan biiyiik bir proteazdir
(Sekil 2.7). Gorevleri arasinda, misfolded (hatali katlanmis), anormal, hiicre dongiisii
proteinlerinde siklinler, transkripsiyon faktorlerinin islenmesi ve yikimi, hiicre
dongiisiinlin durdurulmasi, immiin-cevap ve apoptozis bulunmaktadir. 26S proteozom, 1
tane 20S proteozom ve 2 tane 19S diizenleyici kompleksten olusan 2.5 MDa agirliginda

bir proteazdir.
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Sekil 2.7. 26S proteozomun yapist (McDonald, H.B. ve Byers, B., 1997).

Ubiquitin-protein konjugatlari, 26S proteozomun 19S diizenleyici kompleksi
tarafindan taninir, hedef protein ¢oziiliir, 20S kor kompleksi i¢ine gonderilir ve burada
peptitlere kadar yikilir. 19S dii- zenleyici kompleksi iki alt kompleksten olusmaktadir:
Base (20S komplekse yakin kompleks) ve Lid (kapak). Base kompleksinde ATPaz
aktivitesi igeren 6 protein ve ubiquitin taniyan S5a proteini bulunmaktadir. ATPaz
enzimlerinin substrat proteinlerin {ic boyutlu yapilarinin ¢6ziilmesi ve proteolitk
aktiviteleri iceren 20S kompartimani i¢ine gonderilmesinden sorumlu oldugu saniliyor.
Protein yikimi i¢in Lid kompleksine de ihtiya¢ vardir. Lid sekiz alt birimden
olusmaktadir. Islevi tam olarak bilinmemesine ragmen ubiquitine olmus proteinlerin
taninmas1 ve deubiquitinasyondan sorumludur. 19S kompleks 20S kompleksin her iki
ucuna eklenmektedir. Prokaryotik ve okaryotik 20S kompleksi (700 kDa) 7 o ve 7 B alt
birimlerinin olus- turdugu 4 tabakali silindirik bir yapidir (Yerlikaya, A. vd., 1996;
Hershko, A. ve Ciechanover, A., 1998).
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Prokaryotlarda buna fonksiyon bakimindan analog olan herhangi bir molekiil
bulunmamaktadir. Yani prokaryotlarda bilinen, bagka bir proteine kovalent baglanarak
sinyal gorevi yapan bir protein yoktur. Ancak prokaryotlarda da protein—ubiquitinlerin

atasi-bulunmaktadir ve bunlar ubiquitin katlanmalar1 gosterirler (Hershko, A. ve

Ciechanover, A., 1998).

2.4.1. Ubiquitin proteozom yolaginda gorevli bazi genler

e Anapcll anaphase promoting complex subunit 11:

E3 ubiquitin ligaz aktivitesi gosterir. Mitozda active olur G fazi siiresince de aktif
kalir ve G1/S gegisinde hizlica inaktive olur. Hiicre bolinmesi, metafaz-anafaz gecisinde

pozitif regulatordur.

e Anapc2 anaphase promoting complex subunit 2 (APC2):

E3 ubiguitin ligaz aktivitesi gosterir. Metafaz-anafaz gecisinde fonksiyon
gosterir.  Hulcre dongist dizenleyici proteinlerin degradasyonunu saglar. Mitotik
siklinler ve anafaz inhibitorini ubiquitinleyerek (26S proteozom tarafindan pargalanirlar)

metafaz-anafaz gegisini saglar.

e Arihl ariadne ubiquitin-conjugating enzyme E2 binding protein homolog 1:

E3 ubiquitin ligazdir. Hayatta kalim ile iligkili Oldugu diistinilmektedir. Bu geni
tasimayan D. melanogaster’ler nadiren eriskinlik donemine kadar hayatta
kalabilmislerdir. Hayatta kalanlarda da yasam siiresi kisalmus, siirekli titremeler ortaya
¢cikmis, morfolojik bozukluklar olusmus ve merkezi sinir sisteminde motor fonksiyon

bozukluklar1 goriilmiistiir. Hiicre proliferasyonunda rol oynar.
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e Atg7 ATGY autophaqgy related 7 homolog:

El-like ubiquitin aktivasyon enzimi kodlar. Otofaji ve vakuol transportunda
gereklidir. Metabolik stress sirasinda, hiicre dongiisii ve hayatta kalimini diizenlemek igin

p53 aktivitesini ayarlar. Otofaji ve apoptozun pozitif regiilasyonunu saglar.

e Bardl BRCA1 associated RING domain 1:

E3 ubiquitin ligazdir. BRCA1’in N-terminal bolgesiyle iliski i¢indedir. BRCA1-
BARDL1 heterodimeri Lys-6-iliskili poliubiquitin zincirlerinin olusumuna aracilik eder ve
DNA tamiri, ubiquitinasyon ve genomic dengenin devamlilifi i¢in transkripsiyonel
regulasyon vb. birgok hiicresel yolagi koordine eder. DNA hasarina yanit olarak hiicre
dongist kontrolinde ©6nemli rol oynar. TUmor supressor 0Ozelligi vardir. Hicre

dongiisiiniin durdurulmasi ve apoptozun pozitif regiilasyonunda rol oynar.

e Brcal Breast cancer 1, early onset:

E3 ubiquitin ligaz ailesindendir. Genomik dengenin sirddrilmesi ve timor
repressor 6zelligi vardir. Bu gende meydana gelen mutasyonlar, ailesel meme kanseri
nedenlerinin %40’m1 olusturur. Transkripsiyon, ¢ift zincir DNA kiriklart tamiri ve
rekombinasyonda rol alir. E3 ubiquitin ligaz fonksiyonu timor repressor ozelligi icin
onemlidir. BRCA1-BARD1 kompleksi, birdok hicresel yolakta koordinasyon gorevi
yapar. Normal hicre dongusunde G2-Mitoz ilerlemesi igin gereklidir. Bunun yaninda
DNA metilasyonunun diizenlenmesi, dstrojene yanit ve apoptozun diizenlenmesinde rol

alir.

e Brca2 Breast cancer 2, early onset:

BRCAL gibi bu gendeki mutasyonlar da ailesel meme kanseri ve yumurtalik
kanseri sebebidir. Ayni sekilde genom stabilitesinde de gorevlidir. Ayrica beyin gelisimi,
hiicre yaslanmasi, sitokinez, i¢ hiicre kitlesi hiicre proliferasyonu (morulanin ortasi),

telomer onarimi (rekombinasyon ile), 0osit olgunlasmasi vb. olaylarda gorevlidir.
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e Brcc3 BRCA1/BRCA2-containing complex, subunit 3:

E3 ubiquitin ligaz fonksiyonu vardir. BRCA1-BRCA2 iceren kompleksin alt
birimidir. Bu kompleks, DNA kirilma bolgelerinde BRCA1 birikiminden sorumludur. Bu
bolgelerde, DNA hasaria yanit olusturur. Mitotik hiicre dongiisii ve DNA ¢ift zincir
kiriklar1 tamiri yolaklarinda gorevlidir. Hiicre boliinmesi, G2 DNA hasar kontrol noktast,

mitotik gekirdek bolinmesinde rol oynar.

e Btrc beta-transducin repeat containing:

E3 ubiquitin ligaz ailesindendir. F-box proteini kodlar. Fosforlanmis NFKBIA’y1
ubiquitinleyerek degradasyonunu saglar, boylece NF-kB’yi active eder. G2/Mitoz gegisini
saglar. Sirkadiyen ritimlerin pozitif regiilasyonunda, WNT sinyal yolaginda ve NF-kB

yolagi diizenlenmesinde rol oynamaktadir.

e Cbl Cas-Br-M (murine) ecotropic retroviral transforming sequence:

RING-finger E3 ubiquitin ligazdir. Ubiquitinin, E2 ubiquitin konjugasyon
enziminden spesifik substratlara transferine aracilik eder. Birgok sinyal transdiiksiyon
yolaginda negatif diizenleyici rolii oynar. Bir¢ok kanser tiirinde mutasyona ugradigi

goriilmiistiir. Osteoblast farklilagmas1 ve apoptozda gorevlidir.

e (Cdc34 cell division cycle 34 homolog (UBC3):

E2 ubiquitin konjugasyon enzimini kodlar. Bu protein buytk bir multiprotein
kompleksinin bir parcasidir. Bu kompleks, hiicre dongust G: regulatorlerinin ubiquitin
aracili degradasyonunda ve DNA replikasyonunun baslatilmasinda gereklidir. Immun
system ve TNF-o/NF-kB sinyal yolaklarinda gorevlidir. SCF (SKP2) E3 ubiquitin ligaz
kompleksi ile birlikte ¢alisarak bazi genlerin ubiquitinlenmesi ve degradasyonuyla hilicre
proliferasyonunu diizenler. G2/Mitoz gegisinin diizenlenmesinde ve G1/S gegisinde rol

oynar.
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e Cull cullin 1:

E3 ubiquitin ligazdir. SCF (SKP1-CUL1-F-box protein) kompleksinin ana
bilesenidir. Bu kompleks hiicre dongiisiiniin ilerleyisinde gorevli proteinlerin
ubiquitinasyonu (hicre dongislnin negative regulasyonu), sinyal transdiksiyon ve
transkripsiyonda gorevlidir. Ayrica bu gen G1/S ve G2/Mitoz gegislerinde, intrinsik
apoptotik yolakta, hicre proliferasyonunun negatif regulasyonunda ve organ

morfogenezinde rol oynamaktadir.

e Cul2 cullin 2:

ECS (ElonginB/C-CUL2/5-SOCS-box protein) E3 ubiquitin ligaz kompleksinin
ana bilesenidir. Hlcre dongisuniin negatif regiilasyonunda (G1/S gecis = donglnun

durdurlmasi) rol oynar. Tiimor siiressor oldugu diisiiniilmektedir.

e Cul3 cullin 3:

(BTB-CUL3-RBX1) E3 ubiquitin ligaz kompleksinin merkezi bilesenidir. Mitoz
bolunmede gereklidir. En ¢ok yumurtaliklarda ifade edilirken; karaciger, kalp, akciger,
bobrek vb.de ifadesi daha zayiftr. Hlcre gocu, hiicre proliferasyonunun pozititif
regllasyonu, metafaz-anafaz gecisinin pozitif regiilasyonu, karaciger morfogenezi ve

G1/S gecisinde rol oynar.

e Cul4b cullin 4B:

Cullin-RING E3 ubiquitin ligaz kompleksi bilesenidir. DNA ¢ift zincir kiriklari

tamirinde, mitotic hiicre dongusinde G1/S gegisinin pozitif regiilasyonunda gorevlidir.
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e Cul5 cullin 5:
SCF-like ECS (Elongin-Cullin2/5-SOCS-box protein) E3 ubiquitin ligaz
kompleksinin bilesenidir. Hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, hiicre proliferasyonunun

negative regulasyonu, intrinsik apoptotik yolakta ve hiicre ylzey vazopressin

reseptorlerinin olusumunda rol oynar.

e Ddbl damage-specific DNA binding protein 1, 127kDa:

Bir¢ok farkli DCX (DDB1-CUL4-x-box) E3 ubiquitin ligaz kompleksinde yer
alir. DNA tamirinde gereklidir. DDB2’ye birleserek UV hasarli DNA baglayici protein
kompleksini (UV-DDB kompleksi) olusturur. Apoptozun negative regilasyonu, DNA
hasarinin belirlenmesi ve tamiri, mitotik hiicre dongiisiinde faz gecislerinin

duzenlenmesinde rol oynar.

e Fbxoll F-box protein 11:

SCF (SKP1-cullin-F-box) E3 ubiquitin ligaz kompleksinin substrat tanima
bilesenidir. P53 yolagiyla iliskilidir. Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi (¢ikis), tiimor

gelisimi ve metastazda rol oynar.

e Fbxo032 F-box protein 32:

SCF (SKP1-cullin-F-box) E3 ubiquitin ligaz kompleksinin bir bilesenidir.
Fosforilasyon aracili ubiquitinasyon fonksiyonu gosterir. Kas atrofisi sirasinda yuksek

oranda ifade edilir.

e Fbxo4 F-box protein 4:

SCF (SKP1-cullin-F-box) E3 ubiquitin ligaz kompleksinin bir bilesenidir.

Telomer onariminda rol oynar.
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e Fbxo6 F-box protein 6:

SCF (SKP1-cullin-F-box) E3 ubiquitin ligaz kompleksinin bir bilesenidir. Hiicre
dongiisiiniin  kontrolii, DNA hasar1 kontrol noktasi, katlanmamis proteinlere yanit

olusturma fonksiyonlar1 gosterir.

e Fbxw9 F-box and WD repeat domain containing 9:

SCF (SKP1-cullin-F-box) E3 ubiquitin ligaz kompleksinin bir bilesenidir. C.

elegans’da larval gelisim sirasinda néronlarda ifade edilir.

e Hecw2 HECT, C2 and WW domain containing E3 ubiquitin protein ligase 2:

E3 ubiquitin ligaz aktivitesi gosterir. Protein modifikasyonu ve ubiquitinasyonu
yolaklarinda gorevlidir. TP73’lin ubiquitinasyonuna aracilik eder ve stabilizasyonunu

saglar. TP73 aracili transkripsiyon aktivitesini artirir.

e ltch itchy E3 ubiquitin protein ligase homolog (mouse):

E3 ubiquitin ligaz aktivitesi gosterir. inflamasyon yolaklarinda control gorevi
yapar. JUN’u ubiquitinleyerek, lizozomlarda pargalanmasina aracilik eder. Apoptotik

yolakta negatif regulatordiir. Hiicre blylmesinin diizenlenmesini kontrol eder.

e March5 membrane-associated ring finger (C3HC4) 5:

Mitokondri dis zarinda bulunan E3 ubiquitin ligazdir. Mitofusin-2 ve DRP1’i
diizenleyerek, mitokondri morfolojisini kontrol eder.nBunu mitokondriyal fisyonda
pozitif regulatdr olma o6zelligi ile gergeklestirir.n Morfolojinin kontrollyle hicre

yaslanmasini engeller.
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e Mdm2 Mdm2 p53 binding protein homolog:

Cekirdekte bulunan E3 ubiquitin ligazlardandir. P53 tumor repressoriniin negatif
regulatoridir. P53’lin ubiquitinasyonu ve degradasyonuyla tiimor olusumunu tetikler.
P53 ve P73 aracili hiicre dongiisii durdurulmasini ve apoptozu inhibe eder. Hicre
proliferasyonunun pozitif regiilasyonunda, ila¢ yanitinin olusturulmasinda ve damar

olusumunda rol oynar.

e Mibl mindbomb homolog 1 (Drosophila):

E3 ubiquitin ligaz aktivitesi goserir. Delta aracili NOTCH sinyal yolaginda hiicre
ici Delta domainini ubiquitinleyerek yolagin pozitif regiilasyonunu saglar. Delta

reseptorlerinin endositozuna onciiliikk eder. Damar olusumunda rol oynar.

e Mocs3 molybdenum cofactor synthesis 3 (UBA4):

E1 ubiquitin aktivasyon homolog enzimi kodlar. Molybdenum kofaktorudir
(MoCo). Biitiin  molibdoenzimlerin  fonksiyonlar1  i¢in  gereklidir. tRNA

modifikasyonunda rol alir.

e Mull mitochondrial E3 ubiguitin protein ligase 1:

Zayif bir E3 ubiquitin ligaz aktivitesi gosterir. Aktl’i ubiquitinleyerek AKT
yolaginda diizenleyici rol oynar. Enzim mitokondri dig zarinda bulunur ve burada
mitokondriyel morfoloji ve Akt, INK ve NF-kB gibi bir¢cok yolak tizerinden apoptozu

diizenler, hiicre biiylimesinin negatif regiilasyonunda rol alir.

e Nael NEDDS8 activating enzyme E1 subunit 1:

Dimerik UBA3-NAE1 El enziminin diizenleyici alt birimidir. E1 NEDDS8’I
aktive ederck UBE2M’nin katalitik Sistein bolgesine transfer eder. S/Mitoz control
noktas1 ile hiicre dongiisiiniin ilerleyisi ic¢in gereklidir. Asirt ekspresyonu NEDDS

konjugasyonunun bozulmasiyla apoptozu tetikler.
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e Nedd8 neural precursor cell expressed, developmentally down-requlated 8:

Ubiquitin benzeri protein olarak siniflandirilir. Hiicre dongusiinin kontrollinde ve

embriyogenezde rol oynar.

e Park2 Parkinson disease (autosomal recessive, juvenile) 2, parkin:

E3 ubiquitin ligaz ailesindendir. Mutasyona ugradiginda gen¢ yasta Parkinson
hastaliginin ortaya ¢ikmasina yol acar. TP53’{in transkripsiyonunu baskilayarak hiicre

Oliimiiniin negatif regiilasyonunu saglar. Oksidatif stres yanit1 olusturur.

e Rfwd2 ring finger and WD repeat domain 2 (RNF200):

E3 ubiquitin ligaz aktiviesi gosterir. Hiicre dongiisii, mitoz ve P53 yolaklariyla
iligkilidir. JUN’un ubiquitinasyonu ve degradasyonunda direkt etkilidir. Boylece p53
aracil transkripsiyon ve apoptozu sonlandirir, Akt aktivasyonuna onctiliik eder ve hiicre

hayatta kalimin1 tegvik eder.

e RIlim ring finger protein, LIM domain interacting (RNF12):

E3 ubiquitin ligaz ailesindendir. TERF1’in ubiquitinlenmesi ve degradasyonu
araciligiyla telomere uzunlugu iliskili biiylimenin baskilanmasinda rol oynar. X

kromozomunun rasgele inaktivasyonu ve transkripsiyonun diizenlenmesinde rolii vardir.

e Rnfl44b ring finger protein 144B:

E3 ubiquitin ligaz ailesindendir. Immun sistem ve p53 efektorleri iliskilidir.
UBE2L3 ve UBE2L6 gibi E2 ubiquitin konjugasyon enzimlerinden ubiquitini alarak p53
bagimli/kaspaz bagimsiz mekanizmalar ile apoptozu uyarir. Asir1 ekspresyonu BAX’n
(proapoptotik) ubiquitin aracili stabilitesini azaltir. Béylece hiicre 6liimii engellenir.

Ancak kendi basina antiapoptotik degildir.



30

e Rnfl67 ring finger protein 167:

Tek basina E3 ubiquitin ligaz aktivitesi gosterebildigi gibi E3 kmpleksinin bir

pargasi da olabilir. Hiicre dongusunun negatif reglilasyonunda gorevlidir.

e Rnf180 ring finger protein 180:

E3 ubiquitin ligaz aktiviesi gosterir. Endoplazmik retikulumda bulunur.

Norepinefrin metabolizmasinda rol oynar.

e Rnf2 ring finger protein 2:

E3 ubiquitin ligaz aktiviesi gosterir. Histon H2A’nin Lys-119’dan
monoubiquitinasyonunu saglar. HOX genleriyle iliskilidir. Anterior ve posterior
eksenlerin belirlenmesi, germ hiicresi gelisimi, mitotic hiicre donglisii gibi olaylarda

gorev yapar.

e Rnf20 ring finger protein 20:

E3 ubiquitin ligaz aktiviesi gosterir. Histon H2B’nin monoubiquitinasyonuyla
kromozom yapisini diizenler. P53’lin pozitif regiilasyonunu saglar, buna gore tiimor
repressor olarak kabul edilir. Hiicre goglinun negatif regiilasyonunda rol oynar. HOX
genlerinin transkripsiyonel aktiviteleri igin gereklidir.

e Rnf34 ring finger protein 34:

Protein-protein  ve protein-DNA  etkilesimleriyle iliskili RING-finger
motiflerindendir. E3 ubiquitin ligaz aktiviesi gosterir. CASP8 ve CASP10’u
ubiquitinleyerek degradasyonlarina yol acar, boylece ekstrinsik apoptotik yolagin negatif

regiilasyonunu saglar.
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e Rnf40 ring finger protein 40:

E3 ubiquitin ligaz aktiviesi gosterir. RING-finger grubu icerisindedir. Bir timor
stipressor olan RB1 ile etkilesimi vardir. HOX genlerinin transkripsiyonel aktiviteleri i¢in

gereklidir. Histon H2B’nin monoubiquitinasyonunda rol alir.

e Rnf6 ring finger protein (C3H2C3 type) 6:

E3 ubiquitin ligaz aktiviesi goOsterir. Potansiyel timor repressorii oldugu
diisiniilmektedir. Ayrica germinal diferansiasyon sirasinda transkripsiyonel diizenleyici

roli oynar. Aksonlarda asir1 biiylimenin negatif regiilatoriidiir.

e Rnf8 ring finger protein 8:

E3 ubiquitin ligaz aktiviesi gosterir. RING-finger ve FHA domain igerir. Hiicre
bolinmesi ve DNA ¢ift zincir kiriklart tamirinde rol alir. Yoklugunda hiicre biiyiimesi ve

hlicre dongist durdurulur.

e Sael SUMOL1 activating enzyme subunit 1:

Ubiquitin benzeri olarak simniflandirilir. UBA2 ile heterodimer olusturur. Bu
heterodimer SUMO1, 2, 3 ve muhtemlen 4 icin E1 aktivitesi gosterir. SUMO
proteinlerinin ATP ile aktivasyonunu saglar. Mitotik hocre donglsinun pozitif

regulasyonunda rol oynar.

e Skpl S-phase kinase-associated protein 1:

SCF E3 ubiquitin ligaz kompleksinin bilesenidir. Hucre dongustnin ilerlemesi,

sinyal transdiiksiyon ve transkripsiyonda rol oynar. Mitozda G2/M gegisinde gorevlidir.
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e Skp2 S-phase kinase-associated protein 2 (p45):

SCF E3 ubiquitin ligaz kompleksinin bilesenidir. Hiicre proliferasyonunun pozitif
regulasyonunda rol oynar. Apoptozun diizenlenmesini saglar. Gi/S ve Go/Mitoz

geciserinde gereklidir.

e Smurfl SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 1:

E3 ubiquitin ligaz aktiviesi gosterir. Hiicre motilitesi (hareketlilik), hiicre sinyali,

polaritesi ve farklilasmasinda rol oynar.

e Smurf2 SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 2:

E3 ubiquitin ligaz aktiviesi gosterir. Hepatit C ile iliskilidir. Transkripsiyonun

negatif regiilasyonu ve trophoblast hiicre gogiiniin pozitif regiilasyonunda rol alir.

e Stubl STIP1 homology and U-Box containing protein 1:

E3 ubiquitin ligaz aktiviesi gosterir. Yanls katlanmis proteinlere yanit ve DNA

tamirinde rol alir. TUmor repressor 6zelligi gosterir.

e Syvnl synovial apoptosis inhibitor 1, synoviolin:

E3 ubiquitin ligaz aktiviesi gosterir. p53°t sitoplazmada ayrigtirarak
degradasyonunu tesvik eder. Boylece p53’iin transkripsiyon, hiicre dongiisii regiilasyonu

ve apoptoz fonksiyonlarini negatif yonde diizenler.

e Tmem189 transmembrane protein 189:

E2 ubiquitin tlrevidir. Ligaz aktivitesi gosterir. Biituin E2 ailesi Uyelerine benzer
ozellik gostermesinin yaninda katalitik Sistein bdlgesinden yoksundur. Fonksiyonu heniiz

bilinmemektedir.
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e Tp53 tumor protein p53:

Tumor repressor genidir. Hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, apoptozun pozitif

reguilasyonu ve hiicre yaglanmasinda rol oynar. Mutasyonuyla kanser gelisimi gortilebilir.

e Ubal ubiquitin-like modifier activating enzyme 1:

E1 ubiquitin aktivasyon ailesindendir. Hiicresel proteinlerin ubiquitin-proteozom
aracili degradasyonunda proteinlerin ilkin isaretlenmelerini katalizler. DNA tamiri ve

replikasyon stresine yanitin olusturulmasinda gereklidir.

e Uba2 ubiquitin-like modifier activating enzyme 2 (SAE2):

E1l aktivasyon enzimlerindendir. SAE1 ile heterodimerizasyon olusturur. Bu

heterodimer SUMOL, 2, 3 ve muhtemelen 4 icin E1 ligaz aktivitesi gosterir.

e Uba3 ubiquitin-like modifier activating enzyme 3:

E1l aktivasyon enzimlerindendir. AppBpl ile heterodimer olusturarak NEDD8’1
aktive eder. Bu da hiicre déngusu, hticre sinyali ve embriyogenezde diizenleyici rol oynar.

Endomitotik hiicre dongusiinde gereklidir.

e Ubab ubiquitin-like modifier activating enzyme 5:

E1 benzeri enzim olarak tanimlanir. UFM1 ve SUMO?2’yi aktive eder. ER stresine

yanit olusturur.

e Ubab ubiquitin-like modifier activating enzyme 6:

E1 aktivasyon enzimlerindendir. Ubiquitin benzeri proteinlerin aktivasyonu ve

konjugasyonunda gérevlidir. Immun yanit yolaginda fonksiyon gosterir.
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e Ube2a ubiquitin-conjugating enzyme E2A:

E2 ubiquitin konjugasyon enzimlerindendir. Replikasyon sonrasi DNA hasar
tamiri i¢in gereklidir ve muhtemelen diizenlenmesinde de rol oynamaktadir. Hiicre
proliferasyonunun pozitif regiilasyonunda fonksiyonu vardir. Mutasyona ugramasiyla

mental gerilik ortaya ¢ikar.

e Ube2b ubiquitin-conjugating enzyme E2B:

E2 ubiquitin konjugasyon enzimlerindendir. Replikasyon sonrasi DNA hasar
tamiri i¢in gereklidir. Immun sistem ve DNA gift zincir kiriklar1 tamirinde gorevlidir.
WNT sinyal yolaginda fonksiyonu vardir. DNA hasarimin belirlenmesi ve hasara yanit,
kromatin susturulmasinin onarimi, mayotik telomere kiimelenmesi, apoptozun negatif

regiilasyonu, ila¢ yanit1 ve sprematogenez gibi olaylarda rol oynar.

e Ube2c ubiquitin-conjugating enzyme E2C:

E2 ubiquitin konjugasyon enzimlerindendir. Mitotik siklinlerin par¢alanmasi ve
hicre dongustnin ilerlemesinde gorevlidir. Kanserin ilerlemesiyle iliskili oldugu
diisiiniilmektedir. Immun yamit, hiicresel senesens, mitozdan ¢ikisin pozitif regiilasyonu

gibi olaylarda rol oynamaktadir.

e Ube2d1 ubiquitin-conjugating enzyme E2D 1:

E2 ubiquitin konjugasyon enzimlerindendir. P53’ ubiquitinler. Mitotik hiicre

dongiisiinde rol alir.

e Ube2d3 ubiquitin-conjugating enzyme E2D 3:

E2 ubiquitin konjugasyon enzimlerindendir. P53’{ ubiquitinler. Apoptoz ve DNA

tamirinde rol alir.
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e Ube2e2 ubiquitin-conjugating enzyme E2E 2:

E2 ubiquitin konjugasyon enzimlerindendir. DNA hasarina hiicresel yanit ve G1/S

gecisinin pozitif reglilasyonunda rol alir.

e Ube2e3 ubiquitin-conjugating enzyme E2E 3:

E2 ubiquitin konjugasyon enzimlerindendir. Immun yanit ve adherens
junctionlarin  yeniden yapilandirilmasinda iglev  goriir. Hiicre biiylimesinin

engellenmesinde rol aldig1 diistiniilmektedir.

e Ube20l ubiquitin-conjugating enzyme E2G 1:

E2 ubiquitin konjugasyon enzimlerindendir. Kaslara zel proteinlerin yikiminda
gorevli oldugu diisiiniilmektedir. Immun yanit ve adherens junctionlarm yeniden

yapilandirilmasinda islev goriir.

e Ube2g2 ubiquitin-conjugating enzyme E2G 2:

E2 ubiquitin konjugasyon enzimlerindendir. Kaslarda yliksek oranda ifade edilir.
Immun sistemede islevi vardir. Interferon betaya hiicresel yanit olusturmada rol alir. ER

aracili yanls katlanmis protein degradasyonunda gorevlidir.

e Ube2i ubiquitin-conjugating enzyme E21:

E2 ubiquitin konjugasyon enzimlerindendir. Cekirdek yapisinin korunmasi,

kromozom ayrilmasi ve hiicre bdliinmesinde rol oynar.

e Ube2jl1 ubiquitin-conjugating enzyme E2, J1:

E2 ubiquitin konjugasyon enzimlerindendir. ER zarinda yer alir. Yanlis katlanmig
proteinlerin selektif degradasyonuna yol acar. Immun sistem ve adherens junctionlarin

yapilandirilmasinda rol oynar.
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e Ube?2j2 ubiquitin-conjugating enzyme E2, J2:

E2 ubiquitin konjugasyon enzimlerindendir. ER zarinda yer alir. Yanlis katlanmis
proteinlerin selektif degradasyonuna yol acar. Immun sistem ve adherens junctionlarin

yapilandirilmasinda rol oynar.

e Ube2k ubiguitin-conjugating enzyme E2K:

E2 ubiquitin konjugasyon enzimlerindendir. Lipit tasiyan makrofajlarin
apoptozunun baskilanmasiyla kopilik hiicresi olusumuna yol agar. Bunu p53’iin
ubiquitinasyonu ve degradasyonu araciligiyla yapar. NF-kB’nin ubiquitinasyonu ve

proteolitik siirecleri ile iliskili oldugu diigiiniilmektedir.

e Ube2I3 ubiquitin-conjugating enzyme E2L 3:

E2 ubiquitin konjugasyon enzimlerindendir. Hiicre dongiisiiniin faz gegisleri,
hiicre proliferasyonu gibi olaylarda rol oynar. Ilik olusumunda islev gordiigii

diistiniilmektedir.

e Ube2l6 ubiquitin-conjugating enzyme E2L 6:

E2 ubiquitin konjugasyon enzimlerindendir. Immun sistemde gorev alir. Tip I

interferon Uretiminin negatif regiilasyonunu saglar.

e Ube2m ubiquitin-conjugating enzyme E2M:

E2 ubiquitin konjugasyon enzimlerindendir. NIK/NF-kB sinyal yolagi ve

ndronlarda apoptotik siirecin pozitif regiilasyonunda rol alir.
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e Ube2n ubiquitin-conjugating enzyme E2N:

E2 ubiquitin konjugasyon enzimlerindendir. Replikasyon sonrasit DNA tamirinde
onemli rol oynamaktadir. Immun sistem ve interferon gamma yolaklariyla iliskilidir.
DNA cift zincir kiriklari tamiri, histon ubiquitinasyonu, NF-kB transkripsiyon faktorinin
pozitif regilasyonu, UBE2V1-UBE2N ve UBE2V2-UBE2N heterodimerlerinin olusumu
gibi olaylarda gorev yapar. Lys-63 baglantili poliubiquitin zincirlerinin olusumyla hedef
genlerin transkripsiyonel aktivasyonunu saglar. Hiicre dongiisii ve farklilagsmasi ve

bunlarin kontroliinde rol alir.

e Ube2gl ubiquitin-conjugating enzyme E20 family member 1:

E2 ubiquitin konjugasyon enzimlerindendir. Immun yamt ve adherens
junctionlarin yeniden yapilandirilmasinda islev goriir. Disilerde hormonal homeostazla
iligkili oldugu diistiniilmektedir. Fertilizasyon, iireme sisteminin gelisimi ve c¢iftlesme

davraniginin olusumunda rol alir.

e Ube2g2 ubiquitin-conjugating enzyme E20 family member 2:

E2 ubiquitin konjugasyon enzimlerindendir. Immun sistemde gorev alir. Hiicre
iskeleti fonksiyonu ve diizenlenmesine islev goriir. Inhibe edildiginde hiicreler uzun bir

profaz arrestine girer (profaz durur). Erken mitoz control noktasini uyarir.

e Ube202l ubiquitin-conjugating enzyme E20 family member 2-like:

Immun sistemde gorev alir. Fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. Yapilan bir
calismaya gore, hiicre dongiisiiniin devamlilifinin diizenlenmesi, DNA hasar tamiri,

kromozom/kromatin dengesinin saglanmasi gibi gorevleri oldugu diistiniilmektedir.
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e Ube2s ubiguitin-conjugating enzyme E2S:

E2 ubiquitin konjugasyon enzimlerindendir. Immun yamt ve adherens
junctionlarin yeniden yapilandirilmasinda islev goriir. Hiicre dongiisii ve mitozdan ¢ikis

olaylarinda rol alir.

e Ube2t ubiquitin-conjugating enzyme E2T (putative):

E2 ubiquitin konjugasyon enzimlerindendir. DNA ¢ift zincir kiriklar1 tamiri ve
adhrens junctionlarin yapilandirilmasinda goérevlidir. BRCA1’in ubiquitinasyonu ve

degradasyonuna aracilik eder. Kromatin baglayici olarak islev goriir.

e Ube2v1 ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1:

E2 ubiquitin ailesinin farkl bir iyesidir. Katalitik aktivite i¢in gereken sisteinden
yoksundur. Immun sistemde islevi vardir. Hiicre farklilasmasi, DNA tamirinin
regulasyonu, transkripsiyonun regilasyonu, NF-kB transkripsiyon faktérinin pozitif

regililasyonu gibi olaylarda rol alir.

e Ube2v2 ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 2:

E2 ubiquitin ailesinin farkl: bir tiyesidir. Katalitik aktivite i¢in gereken sisteinden
yoksundur. Immun sistem ve mitotik hiicre dngiisiinde gorevlidir. Hiicre dongiisii ve
farklilagmasinin kontrolii ile bu siirecin ilerleyisini saglar, Hatasiz DNA tamir yolaginda
islev goriir ve DNA hasar1 sonrast hiicre hayatta kalimina katkida bulunur. Hiicre

proliferasyonuna rol oynar.

e Ube?2z ubigquitin-conjugating enzyme E2Z:

E2 ubiquitin konjugasyon enzimlerindendir. Immun sistemde islevi vardur.

Apoptozun diizenlenmesinde gorev aldigi diisiiniilmektedir.
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e Ubeda ubiquitination factor E4A:

U-box ubiquitin ligaz ailesindendir. Securin’in poliubiquitinasyonuyla kromozom
kondensasyonu ve ayrilmasinda kritik rol oynamaktadir ve multiubiquitin zincir
birlesmesinde gorevlidir. Spesifik E1 ve E2 ligazlara baglantiy1 saglayan, E3 ligaz gorevi

gordiigl diistiniilmektedir.

e Uchll ubiquitin carboxyl-terminal esterase L1 (ubiquitin thiolesterase) (PARK5):

Peptidaz C12 ailesindendir. Thiol proteaz enzimi islevi vardir. Hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesi, MAPK aktivitesinin negatif regiilasyonu, hucre proliferasyonu ve kas

gelisiminde rol oynar.

e Uchl3 ubiquitin carboxyl-terminal esterase L3 (ubiquitin thiolesterase):

Deubiquitinasyon ailesindendir. Proteaz aktivitesi gosterir. Polipeptidlerden

ubiquitinin uzaklastirilmsini saglar.

e Uchl5 ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase L5:

Deubiquitinasyon ailesindendir. 26S proteozomun 19S diizenleyici alt birimidir.

DNA rekombinaysonu ve tamirinde rol alir.

e Vhl von Hippel-Lindau tumor suppressor:

E3 ubiquitin ligaz aktiviesi gosterir. Tumor stpressor genidir. Mutasyonuyla
ailesel von Hippel sendromu ortaya ¢ikmaktadir. Immun sistem ve hiicre yaslanmasinda
gorevlidir. Hucre morfogenezinde, apoptotik stirecin ve hiicre proliferasyonunun negatif

reglilasyonunda ve hiicre farklilagsmasinin pozitif regiilasyonunda rol oynar.
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e Wwpl WW domain containing E3 ubiquitin protein ligase 1:

E3 ubiquitin ligaz aktiviesi gosterir. Protein degradasyonu, RNA splaysi ve
transkripsiyon gibi birgok hucresel olayda fonksiyon gosterir. Merkezi sinir sistemi
gelisimi, DNA transkripsiyonun negatif regiilasyonu ve sinyal transdiiksiyon aktivitesi

gibi olaylarda rol alir.

v" El Ubiquitin aktivasyon enzimleri — Atg7, Mocs3, Nael, Ubal, Uba2,
Uba3, Ubab, Uba6

v" E2 Ubiquitin konjugasyon enzimleri — Cdc34, Ube2a, Ube2b, Ube2c,
Ube2dl, Ube2d3, Ube2e2, Ube2e3, Ube2gl, Ube2g2, Ube2i, Ube2jl,
Ube2j2, Ube2k, Ube2I3, Ube2l6, Ube2m, Ube2n, Ube2ql, Ube2qg2,
Ube2q2l, Ube2s, Ube2t, Ube2v1, Ube2v2, Ube2z, Tmem189

v" E3 Ubiquitin ligaz enzimleri — Anapcll, Anapc2, Arihl, Bardl, Breal,
Brca2, Brce3, Btre, Cbl, Cull, Cul2, Cul3, Cul4b, Cul5, Ddbl, Fbxoll,
Fbxo32, Fbxo4, Fbxo6, Fbxw9, Hecw2, Itch, March5, Mdm2, Mibl, Mull,
Park2, Rfwd2, Rlim, Rnfl44b, Rnfl167, Rnf180, Rnf2, Rnf20, Rnf34,
Rnf40, Rnf6, Rnf8, Skpl, Skp2, Smurfl, Smurf2, Stubl, Syvnl, Ubed4a,
Vhil, Wwpl

v De-ubiquitinasyon enzimleri — Uchl1, Uchl3, Uchl5
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2.5. Amino Asitler

2.5.1.Valin

Valin, proteinleri olusturan 20 aminoasitten birisidir. Beslenme agisindan
disaridan alinmasi zorunlu (esansiyel) olan amino asitlerdendir (Sekil 2.8). Valin, yan
zinciri herhangi bir yiik tasimadigi i¢in nétr bir aminoasittir (Hardy, M., 1985). Viicut
gelistirme yapanlar tarafindan 16sin ve 1zo-16sin ile birlikte kullanildiginda kas kiitlesinde

artig sagladigi bilinmektedir (Fouré, A. ve Bendahan, D., 2017).

.'*1
!
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-

Sekil 2.8. Valin amino asidi kimyasal formuli (PubChem).
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2.5.2.Glutamin

Glutamin, proteinleri olugturan 20 aminoasitten birisidir. Yan zincirinde
karboksamit grubu icerir (Sekil 2.9). Polar ¢zelliktedir, ancak fizyolojik pH'da yuksuzdur.
Purin ve pirimidin sentezi ve amino gruplarinin plazmada tasinmasinda rol oynar. Bobrek
tiibiiliis hiicresinde serbest amonyak olusturur. Glutamin, aminoseker sentezinde amino

grubu vericisi olarak yer alir.

Molekiil bir tam olarak ele alindiginda, yiiklii degildir. Bu yiizden elektiriksel
alanda zvitter iyonlar1 dolasamazlar. Tam olarak deginecek olursak izo elektiriksel
noktada (belirli bir pH-degerinde) cok diisiikte olsa su iginde c¢oziilebilmektedir.
Glutamin tozu, vicutta karbonhidratlarin tekrar sentezlenmesini saglamasi ve buyiume
hormonu seviyelerini arttirmasi sebebiyle besin takviyesi olarak sporcular ve vicut

gelistirme ile ilgilinen kisiler tarafindan da kullanilabilmektedir (Hardy, M., 1985).
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Sekil 2.9. Glutamin amino asidi kimyasak yapis1 (PubChem).
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2.5.3.L6sin

Losin (Leu), DNA tarafindan kodlanan 20 aminoasitten biridir. Dallanmis zincir
iceren bir amino asittir (Sekil 2.10). Izoldsin ve 16sin birbirlerinin izomeridirler.
Beslenme agisindan 16sin disaridan alinmasi zorunlu (esansiyel) olan bir aminoasittir.
Diger bir¢ok amino asitte oldugu gibi bu amino asitinde hem L- hem de D- isomeri vardir.
Losin kaslar i¢in ¢ok dnemli olan bir amino asittir. Viicutta kaslardaki ve karacigerdeki
protein biyosentezini destekleyerek kas proteinlerinin yapimina ve hasar gormiis

olanlarin iyilesmesini saglamaktadir (Kurpad, A.V. vd., 2006).

Sekil 2.10. Losin amino asidi kimyasal formdlii (PubChem).

Valin ve Losin dallanmig zincir iceren aminoasitlerdendir. DZAA igeren amino
asitler proteinlerin yapilarim1 olusturmalarinin yanmi1 sira enerji  kaynagi, cesitli
metabolitlerin dnculeri ve sinyal molekilleri olarak gorev almaktadirlar. DZAA’ lar,
hiicrelerin  hayatta kalinimi, rejenerasyon, siiregleri {izerine olumlu etkileri
bulunmaktadir. Karaciger rejenerasyonunda besinsel ve metabolik destegin Onemi
yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur. Ozellikle glikoz, yag asitleri ve baz1 aminoasitler

karaciger rejenerasyonunda yararli etki gosterir (Holecek, M., 2010).
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Son yapilan ¢aligmalar, DZAA igeren aminoasitlerin hepatoseliiler karsinomay1
ve fibrozu engeleyici etkisinin oldugunu ayrica sag kalinim oranini arttirdig1 yoniindedir.
Cha ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada Dietilnitrozamin ile uyarilmis sigan
karacigerinde fibroz doku ve hepatoseliiler karsinoma gelisimine karsi, diyet takviyesi ile
verilen DZAA’ nin antifibrotik etkisini ve hepatoseliilar karsinoma i¢in kemopreventif
oldugunu ortaya koymustur (Cha, J.H. vd., 2013). Iwasa ve arkadaslar1 CCls kullanarak
karaciger fibrozu yapilan sigcanlarda 16 haftaya kadar diyetle verilen DZAA’ iceren amino
asitlerin, azaltilmis oksitatif strese bagli olarak hayatta kalma stiresini uzattigini ve glikoz
metabolizmasini gelistirdigini ortaya koymustur (lwasa, M. vd., 2013). Bir baska
caligmada granil halinde verilen DZAA’ larin sirozda, hayatta kalma siiresini arttirdig
bildirilmistir (Ishikawa, T., 2012). L-Glutaminin HGF salinimi i¢in bir sinyal olusturdugu
yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur (Lawson, C.M. vd., 2011).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Deneysel ¢calismamiz; Eskisehir Osmangazi Universitesi, Fen-Edebiyat Fakdiltesi,
Biyoloji Boliimii; Molekiiler Biyoloji Arastirma Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
Calismamiz Eskisehir Osmangazi Universitesi, Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel

Etik Kurulunun’nun 534/2016 sayili iznine dayanilarak yapilmaistir.

3.1. Deney Hayvanlari

Tiim deney hayvanlar1 T.C. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerrahi
Arasgtirma Merkezi tarafindan temin edilmistir. Deneyimiz i¢in 200-250 gr agirliginda
erkek Wistar albino ki siganlar segilmistri. Hayvanlar deney suresince 12:12 saat
aydinlik/karanlik 1siklandirilmasi olan, 1s1 (224+2°C) ve nemi (%45-50) otomatik olarak
ayarlanmis odalarda yasatilmistir. Deneye baslanmadan 6nce tiim hayvanlarin bir hafta
ortam kosullarina adaptasyonlar1 saglanmistir. Bu siire i¢inde hayvanlar polikarbonat

seffaf kafeslerde standart sican yemi ile beslenmis ve ¢esme suyu verilmistir.
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3.2. Deney Gruplar:

Deneyimizde 200-250 gr agirliginda erkek Wistar albino 1rki si¢anlar kullanildi.
Deney hayvanlari arasindan rastgele secimle her birinde n=3" er sigan olmak tizere toplam

5 grup olusturuldu. Bunlar;

Grup I: Kontrol grubu olup madde uygulamasi yapilmadan laparatomi yapilmistir.
Karacigerin alinacak kismi disar1 ¢ikarilmis ve etrafindan ip gegirilerek ameliyatin stresi
uygulanmistir ancak hepatektomi uygulanmadan kapatilmis ve sonrasinda diseksiyon
yapilmigtir. PCR array yontemi ile Ubiquitin Proteozom Yolagina ait 8’i kontrol

(housekeeping) olmak Uizere 96 genin profilleri incelenmistir.

Grup Il: PH grubu olup %70 PH’dan sonra, i.p. olarak 1 ml 10 mM PBS uygulamasi
yapilmis ve 6 saat sonra diseksiyon yapilmistir. PCR array yontemi ile Ubiquitin
Proteozom yolagina ait 8’i kontrol (housekeeping) olmak Uzere 96 genin profilleri

incelenmistir.

Grup I11: PH grubu olup %70 PH’dan sonra, intraperitonel (i.p.) olarak 1 g/kg valin (1
ml 10 mM PBS igerisinde ¢6ziinerek) uygulamasi yapilmis ve 6 saat sonra diseksiyon
yapilmistir. PCR array yontemi ile Ubiquitin Proteozom yolagina ait 8’1 kontrol

(housekeeping) olmak Uizere 96 genin profilleri incelenmistir.

Grup VI: PH grubu olup %70 PH’dan sonra, i.p. olarak 1 g/kg glutamin (Iml 10 mM
PBS igerisinde ¢oziinerek) uygulamasi yapilmis ve 6 saat sonra diseksiyon yapilmistir.
PCR array yontemi ile Ubiquitin Proteozom yolagina ait 8’i kontrol (housekeeping)

olmak Gzere 96 genin profilleri incelenmistir.

Grup V: PH grubu olup %70 PH’dan sonra, i.p. olarak 1 g/kg losin (1ml 10 mM PBS
icerisinde ¢oziinerek) uygulamasi yapilmis ve 6 saat sonra diseksiyon yapilmistir. PCR
array yontemi ile Ubiquitin Proteozom yolagina ait 8’i kontrol (housekeeping) olmak

Uzere 96 genin profilleri incelenmistir.
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Deneysel ¢alismalarimizda ticari olarak saglanan %99 safliktaki 16sin, valin ve

glutamin kullanilmastir.

3.3. Anestezi ve Cerrahi islemler

Tlm cerrahi islemler steril ortamda ve steril cerrahi aletler ile gergeklestirilmistir.
Deney gruplarina ait hayvanlarin anestezisi, kas icine 10 mg/kg ksilazin ve 70 mg/kg

ketamin ile yapilmistir.

Parsiyal hepatektomi (PH) yapilacak deney hayvani, sirt {istii pozisyonda,
sicakligi 1lik ve sabit olan diseksiyon tablasina tespit edilip islem baslatilmistir. Cerrahi
uygulama bolgesi %70’ lik etilalkol ile temizligi yapilmis Higgins ve Anderson (Higgins,
G.M. ve Anderson, R.M.) teknigiyle parsiyal hepatektomi gerceklestirilmistir. Buna gore,
deney hayvaninin karin bolgesinde viicuda paralel 2-3 cm’ lik bir orta hat kesisi ile
laparotomi yapilmis (Sekil 3.1) ve karaciger loplarini birbirine baglayan zarlar ayrilarak
karacigerin yaklasik %68-70 oraninda kiitlesini teskil eden 6ndeki sag orta ve sol yan
loplar1 ayrilmistir (Sekil 3.2). Bu loplara ait hepatik arter, ven ve safra kanallarinin
etrafindan ipek iplik gecirilerek baglanmis (Sekil 3.3) ve bagin lop tarafindan ve hemen
Ustlinden kesim gerceklestirilmistir (Sekil 3.4).
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2 L
Sekil 3.2. Karaciger loplarini birbirine baglayan zarlar ayrilarak sag orta ve sol yan
loplarin ayrilmas.

) . ” -
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Sekil 3.3. Karaciger loplarina ait hepatik arter, ven ve safra kanallarinin etrafindan ipek
iplik gecirilerek baglanmasi.

Sekil 3.4. Bagin lop tarafindan ve hemen iistiinden kesim gerceklestirilmesi.
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Her bir hayvana yapilan cerrahiden sonra kaybolan sivinin hipovolemik etkilerine
kars1 karin bosluguna steril serum fizyolojik (SF) verilmistir. Daha sonra, kas ve deri
kesileri ayr1 ayr1 fakat devamli olarak 4/0 ipek siitiirle dikilerek laparotomi bdlgesi

kapatilmig ve antiseptik soliisyon ile laparotomi bolgesi temizlenmistir.

Cerrahi islem gérmiis her bir deney hayvani kimyasal sterilizasyonu yapilmais, tek
bireylik, polikarbonat bilesimli ve seffaf nitelikteki kafeslere ayr1 ayr1 koyularak diyet
degisikligi yapilmaksizin deney siiresince (6 saat) yasatilmistir. 6 saatlik siire sonunda
deney hayvanlari, kalpten biitiin kanin alinmasi yoluyla dldiiriiliip orta hat kesisi yapilarak

karaciger doku ornekleri alinmistir.

3.4. Doku Orneklerinin Alinmasi ve Degerlendirilmesi

Tiim gruplarda kalpten kanin alinmasindan hemen sonra her bir hayvana ait
karaciger ¢ikarilmig ve serum fizyolojik ile hizlica yikanmistir. %70 parsiyel hepatektomi
islemi uygulanmis gruplara ait karaciger dokusu 6rnekleri, RT-PCR analizi igin -80°C

derin dondurucuda saklanmustir.

3.4.1.RT-PCR analizi

Ubiquitin Proteozom Yolagina ait; Anapcll, Anapc2, Arihl, Atg7, Bardl, Brcal,
Brca2, Bree3, Btre, Cbl, Cdc34, Cull, Cul2, Cul3, Culdb, Cul5, Ddbl, Fbxoll, Fbxo32,
Fbxo4, Fbxo6, Fbxw9, Hecw?2, Itch, March5, Mdm2, Mib1, Mocs3, Mull, Nael, Nedd8,
Park2, Rfwd2, Rlim, Rnf144b, Rnf167, Rnf180, Rnf2, Rnf20, Rnf34, Rnf40, Rnf6, Rnf8,
Sael, Skpl, Skp2, Smurfl, Smurf2, Stubl, Syvnl, Tmem189, Tp53, Ubal, Uba2, Uba3,
Uba5, Uba6, Ube2a, Ube2b, Ube2c, Ube2dl, Ube2d3, Ube2e2, Ube2e3, Ube2gl,
Ube2g2, Ube2i, Ube2j1, Ube2j2, Ube2k, Ube2l3, Ube2l6, Ube2m, Ube2n, Ube2ql,
Ube2q2, Ube2g2l, Ube2s, Ube2t, Ube2v1, Ube2v2, Ube2z, Ubeda, Uchll, Uchl3, Uchl5,
Vhl ve Wwpl genlerini kodlayan gen bdlgelerinin aktivitesi asagidaki malzeme ve

yontemler kullanilarak 6l¢tilmiistiir.
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3.4.1.1. Karaciger dokusundan RNA izolasyonu

Karaciger doku 6rnekleri Pure Link Ambion LifeTech (Cat. No: 12183018A)

kullanilarak TRIzol (Ambion, Cat. No: 15596-026) yardimiyla izole edilmistir. RNA

eldesi asagidaki asamalara gore yapilmistir.

10.

11.
12.
13.

14.

15.

600 mg karaciger ornekleri 1 mL TRIzol ve Next Advance ZrOB05-RNA 0,5 mm
RNase-free boncuk kullanilarak Next Advance Bullet Blender Storm 24
homojenizator ile homojenize edilmistir.

TRIzol igeren lizatlar oda sicakliginda niikleoprotein komplekslerinin ayrigmasini
saglamak i¢in 5 dk linkiibasyona birakilmistir.

Daha sonra 0,2 mL kloroform lizatlar {izerine eklenmistir ve 15 sn boyunca tlpler
elde titrestirilerek ¢alkalanmustir.

2-3 dk boyunca lizatlar oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.

Ornekler 12000xg’de 15dk +4°C’da santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasi karisim zayif faz, kirmizi fenol kloroform fazi, ara faz ve renksiz
RNA igeren iist faza ayrilmistir (Ust fazin hacmi ~600 pL’dir).

RNA iceren renksiz (ist fazdan RNaz-free tiiplere ~400uL aktariimstir.

Daha sonra tiiplere esit hacimde %70 etanol eklenmistir.

Karigim iyice vortexlenmistir.

Etanol eklendikten sonra olusabilecek ¢okeltileri dagitmak icin tiipler ters yiiz
edilmistir.

Orneklerden <700uL koleksiyon tiipleri igeren Spin kartuslara transfer edilmistir.
12000xg’de oda sicakliginda 15sn santrifiij edilmistir.

Koleksiyon tiiplinde biriken sivi atilmig ve koleksiyon tiipli Spin kartusa geri
takilmistir. Biitlin 6rnek islemden gecginceye kadar 12 ve 13. basamaklar tekrar
edilmistir.

Spin kartuslarin tizerine 700uL Wash Buffer I eklenmistir. Kartuglar 12000xg’de
oda sicakliginda 15sn santrifiij edilmistir. Koleksiyon tiipiinde biriken s1v1 ve ayni
koleksiyon tiipii atilmistir. Spin kartusa yeni bir koleksiyon tiipii takilmigtir
Kartusa 500uL etanollii Wash Buffer II eklenmistir.
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16. 12000xg’de oda sicakliginda 15sn santrifiij edilmistir. Koleksiyon tiiplinde
biriken s1v1 atilmis ve ayni koleksiyon tiipii kartusa geri takilmustir.

17. 16 ve 17. basamaklar tek seferligine tekrar edilmistir.

18. 12000xg’de oda sicakliginda 1dk membrane kuruyuncaya kadar santriftj edildi.
Koleksiyon tiipii atildi ve Spin kartus geri kazanim tiipiine yerlestirilmistir.

19. 30-100pL RNaz-free su Spin kartuslarin merkezine eklenmistir.

20. Ornekler oda sicakliginda 1dk inkiibe edilmistir.

21. Geri kazanim tiipiline yerlestirilen Spin kartuslar oda sicakliginda >12000xg’de
2dk santrifiij edilmistir.

22. Arindirilmis RNA’lar hemen kullanim i¢in birkag¢ saat buz iizerinde ya da uzun
stireli saklama icin -80°C’da saklanmustir.

23. Elde edilen RNA’lar NanoDrop ND 1000 Spectrophotometer cihazi ile 1 pL

ornek kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

3.4.1.2. RNA orneklerinin konsantrasyonlarinin esitlenmesi

ClxV1=C2xV2
C1 — okunan RNA konsantrasyonu ng/pL
V1 — eldeki RNA 6rneginden alinacak miktar pL
C2 — sabit say1=200 ng/pL
V2 — seyreltme sonrast kuyucuklardaki toplam hacim (10 pL)
Buna gore 6rnek sayimiza gore eldeki RNA 6rneklerinin her biri i¢in ayr1 ayr1 hesaplama

yapilarak esit konsantrasyonda 10 UL’ lik RNA 6rnekleri elde edilmistir.
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3.4.1.3. RNA orneklerinden cDNA elde edilmesi

RT-PCR isleminde gerekli olan ¢cDNA i¢in RNA o6rnekleri High-Capacity
RNAto-cDNATM Kit (Marka, Cat. No: 4368814) kullanilarak belirtilen protokol
cercevesinde gerceklestirilmistir. Calisilacak gen sayisina gore kuyucuklara 10 pL 2X RT

Master Mix kuyucuklara eklenir. RT reaksiyon karisimi plate igine boliinmiistiir.

1. Master Mix’ in hazirlanisi (tek bir 6rnek i¢in miktarlar)

e 2 puL 10X RT Buffer x40
e 0,8 puL 25X dNTP mix x40
e 2L 10X RT Random Primer x40
e 1 pL Reverse transcriptase enzimi ve x40

e 4,2 pL Nuclease free su eklenerek master mix hazirlanir. x40

2. Calisilacak gen sayisina gore her bir kuyucuga hazirlanan master mix 10 pL
eklenmistir. Uzerine yine énceden hazirlanan RNA 6rnekleri 10 uL olacak sekilde
ilave edilmistir (toplam hacim 20 pL). Herhangi bir hava kabarcigini ortadan
kaldirmak ve igerigin asag1 inmesi i¢in plate kisa bir siire santrifiij edilmistir.

3. Plate’in tlizeri adhesive film ile kaplanmistir.

4. Revers transkripsiyon reaksiyonunu baglatmak i¢in plate bir siire buz iizerinde
tutulmustur.

5. 37°C’de 1 saat reaksiyon i¢in inkiibe edildi. 5dk 95°C’ye kadar 1s1tilarak reaksiyon
durdurulmus ve 4°C’de tutulmustur (Inkiibasyon kolaylig1 icin reaksiyon, bir
thermal cycler iginde gergeklestirilebilir).

6. Elde edilen cDNA, RT-PCR uygulamasi i¢in kullanilmistir (Elde edilen cDNA, -

15°C ile -25°C arasinda uzun siireli olarak saklanabilir).
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3.4.1.4. cDNA o6rneklerinin seyreltilmesi

cDNA sentezi sonrasi her drnek i¢in 40 UL cDNA elde edilmistir.

1. Calisma sirasinda kuyucuklara eklenecek cDNA konsantrasyonunun 100 ng —
100 fg arasinda olmasi gerekmektedir.

2. Calismamizda her bir 6rnek icin 96 gen bakilmistir. Bu agidan pipetleme
sirasinda olusabilecek kayiplar da goz Oniinde bulundurularak seyreltme
islemi yapilmistir. Calismamizda 125 6rnek i¢in hesaplama yapilmustir.

ClxV1=C2xV2

200x 20=C2x 125
C2=32ng

Sonug (32 ng) 100 ng — 100 fg konsantrasyonlari1 arasinda bir say1

oldugundan seyreltme bu sekilde yapilmustir.

3. cDNA ornekleri 20 pL’lik ikiser kuyucukta yer almaktadir. Buna gore
orneklerin toplam 125 pL olmasi i¢in kuyucuklara 42,5 pL Nuclease free su
eklenmistir.

Bundan sonraki agsamada RT-PCR gegilecektir.

3.4.1.5. RT-PCR Array analizi

cDNA’lar gen ekspresyon analizi i¢in mikro litrede 200 ng esitlenerek
kullanilmigtir. Bundan sonraki asamada RT-PCR gegilecektir. Step One Plus marka RT-
PCR cihazina uyumlu Gen ekspresyon master mix ve Gene Expression Assay kitleri
kullanilarak RT-PCR islemi gerceklestirilmistir. RT-PCR islemi 50°C’de 2dk, 95°C’de
10dk, 95°C’de 15sn, 60°C’de 1dk olarak uygulanmustir.

Gen ifadeleri B-Actin, B2M, GAPD, GUSP, HPRT1, PGK1, PPIA, RPL13A
genlerine gore degerlendirilmistir. RT-PCR’da RealTimePrimers marka primer paneli

kullanilmistir. Kullanilan panelin {iriin kodu: Rat Ubiquitin Signaling Library
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A. Ana Stok Plate Hazirlanmasi

- Add 40ul dH20
- Primer conec = 10 uM
- Re-seal and store at -20 or -BOC

Stock plate

Stok plate’in her bir kuyucuguna 40 uL Niiclease-free su ilave edilerek liyofinize
haldeki primerler sulandirilmistir. Bu durumda her bir kuyucuktaki primer
konsantrasyonu 10 uM olmaktadir. Stok plate’ den c¢alisma i¢in gerekli miktarda primer

alinarak ara plate olusturularak ¢alisma plateleri hazirlanmistir.

B. Cahisma Plate’i Hazirlanmasi

Waorkinmp plate

Calisma plate’i hazirlanirken uygulanacak olan ¢alismada kullanilacak miktarlar
hesaplanmustir. Reaksiyon plateleri esas almarak bu islem uygulanmistir. Ornegin 20
farkli 6rnek i¢in calisilacaksa, 20 reaksiyon plate’i olacaktir. Her bir kuyucukta 10 pL’
lik 6rnek olacagi zaman hazirlanacak ara plate’ten 1uL primer konulacaktir. Buna gore
de olusabilecek kayiplar goz Oniine alindiginda toplam 30 pL primer bulunan ara stok
plate hazirlanmistir. Protokole gore ara stok hazirlanirken konsantrasyonlar 9:1 oraninda
olmaktadir. 30 pL 9:1 oraninda primer elde etmek i¢in 1/9, 3 ile ¢arpilir ve elde edilen
3/27 orami kurulur. Buna gore her bir kuyucuga 3 pL primer ve 27 pL Niiclease-free su

ilave edilerek ara plate hazirlanmistir.



C. Reaksiyon Plate’inin Hazirlanmasi

working plate

Ornek reaksiyon karisimi (10 pL):

Niclease-free su :3uL
Primer (Ara stoktan) : 1 puL
SYBR Green :5uL

cDNA 1yl

56

Set up PCR arrays by pipetting 2ul
diluted primer into an 18 ul PCR
reaction mix containing cDMNA and
SYBR green master mix

Hazirlanan plate’lerin iizeri film ile kapatildiktan sonra, hava kabarcig1 kalmamasi

icin iyice vortekslenmistir. Daha sonra bu plate’ ler ABI StepOnePlus PCR cihazinda,

standart modda okutulmustur. Calisilan primerlerin protokoliine gére PCR’ da 50 cycle

yapilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Gruplara ait deney hayvanlarindan elde edilen karaciger doku o6rneklerinin;
Ubiquitin Proteozom Yolagina ait genleri RT-PCR array analizi ile incelenmis, gruplar
aras1 farkliliklar degerlendirilmistir. Gen ekspresyon seviyeleri Sham grubuna gore
karsilastirilmistir, bu karsilastirma ACTB gibi housekeeping genlerin seviyesine gore

yapilmistir.

Buna gore deney gruplarindan olan Grup III’ de (Valin); Bardl, Brca2, Chl,
Cdc34, Cull, Fbxo32, Fbxo4, Fbxw9, Hecw?2, Rlim, Rnf167, Rnf180, Sael, Smurf2,
Uba2, Ube2a, Ube2c, Ube2gl, Ube2m, Ube2g2, Ube2z, Ube4a ve Vhl genleri olmak

Uzere 23 genin ekspresyonunda artis gézlemlenmistir (Cizelge 4.1 - Cizelge 4.4).

Bu genlerden; Brca2, Cull, Hecw2, Sael, Ube2a, Ube2c ve Ube2m genleri hiicre
dogusuniin ilerlemesi ve rejenerasyon agisindan 6nemlidir (Reyes-Turcu, F.E. vd., 2009;
Cheng, R. vd., 2017; Park, J.A. ve Kwon, Y.G., 2018). 2/3 oraninda PH sonras1 karaciger
rejenerasyonunda Ubiquitin Proteozom Yolagina ait genlerin ifadesinde hizli bir artis
oldugu ifade edilmektedir (Bachofner, M. vd., 2017). Ubiquitinasyon siirecinin NF-xB
gibi rejenerasyonda etkili oldugu bilinen bir yolagi active ettigi bilinmektedir.
Ubiquitinasyon NF-kB’ nin ilerleyisini saglamaktadir (Palombella, V.J. vd., 1994).
Ubiquitin Yolag1 IxkB kompleksini inhibe ederek NF-kB siirecinin ilerlemesini saglar
(Alkalay, I. vd., 1995).
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Cizelge 4.1. Ubiquitin Proteozom Yolagina ait genlerin artis ve azaliglar1 (Kirmizi: artan,
Yesil: azalan).

Kontrol Grubuna Gore Genler

GEN
ANAPC11
ANAPC?2
ARIH1
ATGY
BARD1
BRCA1
BRCAZ2
BRCC3
BTRC
CBL
CDC34
CUL1

CUL2

CUL3

CUL4B

CULS

DDB1

FBXO11

FBX032

FBXO4

FBXO6

FBXW9

Grup IV’te (glutamin) Bardl, Brca2, Cbl, Cul5, Fbx032, Fbxo6, Fbxw9, Hecw?2,
Mull, Rlim, Skp2, Uba2, Uba5, Ube2c, Ube2e3, Ube2gl, Ube2m, Ube2qg2, Ubeda ve

Vhi genleri olmak tizere 20 genin ifadesinde artis gozlemlenmistir (Cizelge 4.1 - ).

Bard1 geni Brca genleri i¢in 6nemli role sahiptir. Tiimor siipresor 6zelligi vardir.
Brca2 geninin aktivasyonunu saglar. Brca genleri mitozda G2-Mitoz gecislerinde 6nemli
bir role sahiptir. Bu genler bir nevi kontrol saglamaktadirlar (Jin, Y. vd., 1997).
Calismamizda biitiin gruplarda artis gosterdigi belirlenmistir. Grup V’te (16sin) (Cizelge
4.1) diger gruplara gore oldukga fazla bir artig vardr.

F-box ailesi Uyelerinden Fboxo6 geni, hicre proliferasyonunda, hicre
dongiisiiniin kontroliinde ve DNA hasarlarinin 6nlenmesinde rol almaktadir (Zhang,

Y.W. vd., 2009). Fboxo6 geni Grup V’te yiiksek oranda artis gostermistir (Cizelge 4.1).
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Huang ve ark. yaptigi caligmaya gore Rlim, pl5 ve p2l genlerinin
upregiilasyonunu saglayarak hepatoselliiler karsinomay1 baskilamaktadir. Hepatoselliiler
karsinomanin 6nemli bir supressoriidiir. Bu genin asir1 ekspresyonu hiicre biiylimesinin
ve hiicre dongisii ilerlemesinin durdurulmasimi saglar (Huang, Y. vd., 2017).
Calismamizda, biitiin gruplarda artis gostermistir. Ancak en yiiksek artis Grup V’te
(Cizelge 4.2) goriilmektedir. Buna gore, karaciger rejenerasyonu sirasinda, dongiiniin ve
asir1 biiylimenin engellenmesi agisindan biitiin gruplarda bu sekilde artis olmasi beklenen
bir sonuctur. Ldsin bu agidan bu genin ekspresyonu lizerinde digerlerine gore daha olumlu

bir etki etmistir.

Mull geni NF-kB’ nin aktivatoriidiir. Akt yolaginda da diizenleyici rolii vardir
(Matsuda, A. vd., 2003; Peng, J. vd., 2016). NF-kB ubiquitinlendiginde aktive olur
(Palombella, V.J. vd., 1994). Calismamizda Grup IV ve Grip 5’ te anlamli artig
goOstermistir (Cizelge 4.2). Ubiquitin yolagi, NF-kB yolag: ile iliskili oldugundan bu
yolakta rol alan Mull geninin bu gruplarda artis gostermis olmasi beklenen bir sonug

olmaktadir.

Skp2 mitozda G1/S ve G2/M noktalarinda gegisleri saglar (Inuzuka, H. vd., 2012).

Deney gruplarimizda anlamli bir degisim goriilmemistir.
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Cizelge 4.2. Ubiquitin Proteozom Yolagina ait genlerin artis ve azaliglar1 (Kirmizi: artan,
Yesil: azalan) (devam).

Kontrol Grubuna Gore Genler

GEN

HECW?2

ITCH

MARCH5

MIB1

IMOCS3

MUL1

NAE1

NDM2

NEDDS8

PARK2

RFWD2

RLIM

RNF144B

RNF167

RNF180

RNF2

RNF20

RNF34

RNF40

RNF6

RNF8

SAE1

Grup V’ te (16sin) Anapcll, Atg7, Bardl, Brca2, Brce3, Btre, Cbl, Cdc34, Cul2,
Cul5, Ddbl, Fbxoll, Fbxo32, Fbxo6, Fbxw9, Hecw?2, Itch, March5, Mocs3, Mull,
Nedd8, Park2, Rfwd2, Rlim, Rnf144b, Rnf180, Rnf34, Skpl, Smurfl, Smurf2, Stubl,
Syvnl, Tmem189, Tp53, Uba5, Uba6, Ube2c, Ube2d1, Ube2d3, Ube2j1, Ube2j2, Ube2k,
Ube2m, Ube2ql, Ube2g2, Ube2v1l, Ube2v2, Ubeda, Uchll, Vhl ve Wwpl genleri olmak
Uzere 51 genin ekspresyonunda artis gézlemlenmistir (Cizelge 4.1 - Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.3. Ubiquitin Proteozom Yolagina ait genlerin artis ve azaliglar1 (Kirmizi: artan,
Yesil: azalan) (devam).

Kontrol Grubuna Gore Genler

GEN
SKP1
SKP2
SMURF1
SMURF2
STUB1
SYVN1
TMEM189
TPS53
UBAl
UBA2
UBA3
UBAS
UBAG
UBE2A
UBE2B
UBE2C
UBE2D1
UBE2D3
UBE2E2
UBEZ2E3
UBE2G1
UBE2G2

Anapcl1 mitoz baglangicinda aktive olur ve Gi fazi siiresince aktif olarak kalir. S
fazina gegiste ise inaktif hale gelir. Hiicre boliinmesinde metafaz-anafaz gecisinde pozitif
regulatordir (Chang, L. vd., 2014). Hucre siklusunda E3 ubiquitin ligaz aktivitesinde
o6nemli bir role sahiptir. SCF ligazlar hiicre dongusu boyunca aktifken, Anapcll sadece
metafaz ve bir sonraki G1 fazi arasinda aktive olur. Aktif oldugu siirede mitozdan ¢ikisi
da diizenler. Boylece hiicre dongiisiiniin stabilizasyonunu saglar (Bassermann, F. vd.,
2014). Bizim ¢alismamizda Anapcll sadece 16sin (grup V) grubunda artig gostermistir
(Cizelge 4.1). Glutamin grubunda (grup IV), degisim olmamis (Cizelge 4.1).Grup Il
(valin) ve ¢6ziicti grubu olan Grup II’de ise diisiis oldugu gozlemlenmistir (Cizelge 4.1).
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Brce3, hucre bolinmesinde G fazinda ¢ekirek bolinmesinde rol oynadigi
bilinmektedir (Dong, Y. vd., 2003). DNA kiriklarinin meydana geldigi bolgelerde hasara
yanit olusturulmasinda rol oynamaktadir (Chen, S. vd., 2010). Brcc3 geninin phospho-
ERK ve hiicre proliferasyonunda etkili oldugu yapilan c¢aligmalarda gosterilmistir
(Boudreau, H.E. vd., 2007). Calismamizda sadece Grup V’ te (16sin) artig gostermistir
(Cizelge 4.1). Buna gore 16sinin proliferasyon tizerinde uyarici etkisi diger amino asitlere

gore daha fazladir denilebilir.

Btrc, NF-kB’nin aktivasyonunda ve diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Yaron,
A. vd., 1998). Btrc baz1 6zel dokularda hiicre proliferasyonunda etkilidir. Baz1 dokularda
ise tam tersi biiylimeyi engelleyici bir etki yapmaktadir (Yamasaki, L. ve Pagano, M.,
2004). Yapilan bir ¢alismada embriyonik donemde farede beyin, akciger ve karacigerde
en yiiksek seviyede ifade edildigi goriilmistir (Winston, J.T. vd., 1999). Calismamizda
sadece Grup V’ te artis gortilmustiir (Cizelge 4.1). Boylece 16sinin bu geni uyarici bir

etkisi oldugu soylenebilir.

Cdc34, hiucre dongusunde Gi fazinda regiilasyonu saglamasi ve TNF-o/NF-kB
sinyal yolaklarinda gorevli oldugu belirtilmistir. G1’den S fazina geciste rol oynamaktadir
(King, R.W. vd., 1996). Bu agidan ¢alismamiz i¢in 6nemlidir. SCF (SKP2) E3 ubiquitin
ligaz kompleksi ile birlikte calisarak bazi genlerin ubiquitinlenmesi ve protein
degradasyonuyla huicre proliferasyonunu duzenler (Kaiser, P. vd., 2000). Calismamizda
Cdc34 geni Valin ve Losin gruplarinda artis gostermistir. Gluamin grubunda ise anlami

bir degisim olmamustir (Cizelge 4.1).

Cul2 geni Cdc53 ailesindendir. Vhl geni ile kararli bir kompleks olusturur. Bu
yap1 hiicre dongiisii sirasinda, hiicrenin tiimére doniisiimiinii engeller (Pause, A. vd.,
1997). Calismamizda Grup V’ te oldukga yiiksek bir oranda artis gosterdigi
gozlemlenmistir (Cizelge 4.1).
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Yamaji ve arkadaslarinin yaptigi calismada Ddbl geninin hepatositlerde
delesyona ugramasi rejenerasyon ve timor olusumunu uyarmaktadir. Boylece
hepatositlerde DNA replikasyonu onlenir ve telafi icin Ddb1 ifade eden hepatositlerin
proliferasyonu uyarilir. Bu durumda hepatoselliiler karsinoma gelisimine yol agilir
(Yamaji, S. vd., 2010). Calismamizda ¢ok az bir miktarda Grup V’ te artis géstermistir
(Cizelge 4.1).

E3 ubiquitin ligaz ailesinden olan Itch geni p63 ve p73 adli transkripsiyon
faktorlerine baglanarak bunlarin degradasyonuna yol acar. Bu sekilde kompleks
olusturarak hiicre dongiisii ve hiicre 6limuinde rol oynar (Allocati, N. vd., 2012).

Calismamizda sadece Grup V’ te ¢ok az bir artig gostermistir (Cizelge 4.2).

Ubiquitin benzeri molekiil ailesinden olan Nedd8 diger proteinlere baglanarak
hiicre dongiisii ilerlemesinde rol alir. Tiim Cul ailesi proteinleri, Nedd8’ in hedefindedir.
Ubiquitin aracili protein degradasyonunda 6nemli bir role sahip olan Skpl/Cul-1/F-box
kompleksinin bilesenidir. Buna gore, hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde ve morfogenezde
Ooneme sahip olan protein degradasyon yolaklarinin regiilasyonunu saglar (Tateishi, K.

vd., 2001). Sadece Grup V’ te ufak bir artis gézlemlenmistir (Cizelge 4.2).

Sael, SUMO gibi ubiquitin benzeri proteinlerin aktivasyonunda rol alir (Olsen,
S.K. vd., 2010). SUMO, proteinlerde post trasnlasyonel modifikasyonlar yaparak birgok
farkl1 hiicre i¢i olaylarda gérev yapmalarini saglar (Johnson, E.S., 2004). Mitozda gorev
yaptig1 tahmin edilmesine ragmen yapilan literatiir taramalarina gore rejenerasyonda rol
alip almadig bilinmemektedir. Calismamizda sadece Valin grubunda cok az bir artig

olmus, diger gruplarin higbirisinde anlamli bir artis olmamustir (Cizelge 4.2).

Rfwd2, hlcre hayatta kaliminda rol oynar. Mitozun diizenlenmesi agisindan
onemlidir (Bianchi, E. vd., 2003). Calismamizda sadece Grup V’ te artis gézlemlenmistir
(Cizelge 4.2).

Rnf34, apoptozun negatif diizenlenmesinde rol oynadig: belitilmistir. Kaspazlarin
ubiquitinlenmesini saglar (Anonim, 2014). Calismamizda sadece Grup V’ te kiigiik bir

artis gozlemlenmistir (Cizelge 4.2).
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E3 ubiquitin ligaz ailesinden olan Smurf2, hiicre senesensinde kritik bir role
sahiptir. Farelerde yapilan c¢alismaya gore Smurf2 geni yaslanma ile beraber artig
gostermistir. Hematopoietik kok hiicrelerin yenilenmesi ve yaslanmada rol oynadigi
belirtilmis olup, yoklugunda hiicre proliferasyonun arttig1 gézlemlenmistir (Ramkumar,
C. vd., 2014). Calismamizda Grup III ve Grup V’te ¢ok az miktarda artis gozlemlenmis.

Diger gruplarda 6nemli bir degisim gozlemlenmemistir (Cizelge 4.3).

Ube ailesi tiyleleri mitotik hiicre dogiisiinde ve DNA tamirinde rol oynamaktadir
(Anonim, 2018b). Plafker ve ark. yaptigi ¢alismaya gore Ube2e3 geni retinal pigment
hiicrelerinin proliferasyonunda rol almaktadir (Plafker, K.S. vd., 2008; Plafker, K.S. vd.,
2018). Bu genin yoklugu hiicre senesensini uyarir (Plafker, K.S. vd., 2018).
Calismamizda sadece Grup IV’ te anlamli artis gostermistir (Cizelge 4.3 - Cizelge 4.4).
Yapilan literatiir arastirmalarinda karaciger rejenerasyonundaki rolii ile ilgili bir kaynaga

rastlanmamuistir.
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Cizelge 4.4. Ubiquitin Proteozom Yolagina ait genlerin artis ve azaliglar1 (Kirmizi: artan,
Yesil: azalan) (devam).

Kontrol Grubuna Gore

GEN
UBE2I
UBE2J1
UBE2J2
UBE2K
UBE2L3
UBE2L6
UBE2M
UBE2N
UBE20Q1
UBE2Q2
UBE2Q2L
UBE2S
UBE2T
UBE2V1
UBE2V?2
UBE2Z
UBE4A
UCHL1
UCHL3
UCHL5
VHL
WWP1

Uchll, Hicre doéngusinin dizenlenmesi, MAPK aktivitesinin negatif
reglilasyonu, hiicre proliferasyonu ve kas gelisiminde rol oynar (Anonim, 2012).

Calismamizda sadece Grup V’ te artig gozlemlenmistir (Cizelge 4.4).

Gruplar aras1 degerlendirme yapildiginda en fazla Grup V gen ifadelerinde artis
goriilmiistiir. Buna goére 16sin amino asidinin rejenerasyon ve ameliyat sonrasi iyilesme
acisindan diger amino asitlere gore daha etkili oldugu sdylenebilir. Gruplara ait gen

ifadelerinin artis ve azaliglari, Sekil 4.1 - Sekil 4.4° te gosterilmistir.
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®Artan ®Degismeyen ®Azalan

Sekil 4.1. Konrol grubuna gore Grup II’de goriilen gen ifadeleri.

@®@Artan ®Degismeyen ®Azalan

Sekil 4.2. Konrol grubuna gore Grup III’de goriilen gen ifadeleri.



o
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®Artan ®@Degismeyen ®Azalan

Sekil 4.3. Konrol grubuna gore Grup IV’de goriilen gen ifadeleri.

@®Artan ®Degismeyen ®Azalan

Sekil 4.4. Konrol grubuna gére Grup V’de goriilen gen ifadeleri.
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5. SONUC VE ONERILER

Sicanlarda parsiyel hepatektomi sonrasi uyarisan karaciger rejenerasyonuna
Valin, Glutamin ve Ldsin aminoasitlerinin etkisi Ubiquitin Proteozom Yolagi tizerinden
arastirilmistir. Elde ettigimiz sonuglara gére uygulanan dozlar PH sonrasi rejenerasyonu
pozitif yonde etkilemistir. Ug aminoasit arasindan bu etkiyi en fazla gdsteren Ldsin

olmustur.

Sonug olarak ¢alismamizda %70 PH’den sonra ip olarak tek doz uygulanmig olan
amino asitlerin sican karacigerinde Ubiquitin Proteozom Yolagmi tetikleyerek
fonksiyonel yetmezligi ortadan kaldirdigi diisiincesine varilmistir. Bu diisiincemiz
Ubiquitin Proteozom Yolagina ait 88 genin PCR array analizi ile desteklenmistir. Valin,
Glutamin ve Losin Ubiquitin yolagi iizerindeki olumlu etkisini yolaktaki belirli gen
ifadeleri Uzerinden gostermistir. Bu amino asitlerin rejeneratif etkisinin, tamamlaici tip
uygulamalar1 agisindan O6nemli olabilecegini, calismamiza ek olarak ayni deneysel
modelde, bu yolak {izerinden farkli zaman ve dozlardaki etkilerinin de arastirilmasinin

katki saglayabilecegi goriisiindeyiz.
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GEREKCE

Eskisehir Osmangazi Universitesi Fen / Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji / Molekiiler
Biyoloji Béliimii Ogretim iiyesi Prof. Dr. Mediha CANBEK in aragtirma yiiriitiiciisti oldugu
534/2016 kayit numarali ve “Sieanlarda parsiyel hepatektomi sonrasi karaciger
rejenerasyonunda bazi amino asitlerin ubiquitn proteozom yolag iizerine olan etkisinin
muni array analizi ile belirlenmesi” konulu ¢alisma; tarafimizdan degerlendirilmistir.

Deney Hayvanlari ve Gruplar: Deneyimizde 200-250 gr agirhiginda erkek Wistar
albino ki siganlar kullanilacaktir. Calismamizda n=3 olmak tizere rastgele segimle 6 grup
olusturulacaktir.

Grup I: Diiz kontrol grubu olup hig bir cerrahi islem ve madde uygulamasi
yapilmayacakiir. Mini array (mikro dizi) yontemi ile Ubiquitin Proteozom yolagma ait 88
genin profilleri incelenecektir.

Grup II: Sham kontrol grubu olup sadece laporotomi yapilacak. madde uygulamast
yapilmayacaktir. Mini array yontemi ile Ubiquitin Proteozom yolagma ait 88 genin profilleri
incelenecektir.

Grup III: PH grubu olup %70 PH'dan sonra, i.p. olarak 1 ml 10 mM PBS uygulamasi
yapilacaktir. Mini array yontemi ile Ubiquitin Proteozom yolagma ait 88 genin profilleri
incelenecektir,

Grup 1V: PH grubu olup %70 PH'dan sonra, intraperitonel (i.p.) olarak lg.kg! valin
(I ml 10 mM PBS igerisinde ¢dziinerek) uygulamasi yapilacaktir, Mini array yontemi ile
Ubiquitin Proteozom yolagina ait 88 genin profilleri incelenecektir.

Grup V: PH grubu olup %70 PH'dan sonra, i.p. olarak [ gkg! glutamin (Iml 10 mM
PBS igerisinde ¢oziinerek) uygulamasi yapilacaktir. Mini array yontemi ile Ubiquitin
Proteozom yolagina ait 88 genin profilleri incelenecektir.

Grup VI: PH grubu olup %70 PH’dan sonra, i.p. olarak 1g.kg" 16sin (Iml 10 mM
PBS igerisinde ¢oziinerek) uygulamasi yapilacaktir. Mini array yontemi ile Ubiquitin
Proteozom yolagma ait 88 genin profilleri incelenecektir.

Daha ¢nce alinan 389/2014 numarali etik raporuna gre 201419D27 projeden elde edilen
dokular kullamlarak sadece RT-PCR analizi yapilacagindan hayvan temini cerekmemektedir.

Hepatektomi islemi: Tim deneysel caligmalar steril ortamda ve steril cerrahi aletler
kullantlarak gergeklestirilecektir. ~ Diurnal hormonal degisimlerin sianlar iizerine olasi
etkileri dikkate almarak tiim cerrahi islemler 09.00 ile 12.00 saatleri arasinda yapilmistir.
Deney gruplarina ait hayvanlara intramuskular olarak 10 mg.kg™" ksilazin ve 70 mg kg
ketamin anestezisi uygulanacaktir (Lapczynski et al., 2008; Chen ve Viljoen, 2010) Parsiyal
hepatektomi yapilacak deney hayvami. sirt {istii pozisyonda. sicakligi ilik ve sabit olan
diseksiyon tablasina tespit edilip islem baslatilacaktir. Cerrahi uygulama bolgesi %70’lik
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