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OZET

Karaciger rejenerasyonu birgok Stimulatér ve inhibitdér uyaranlar tarafindan
diizenlenerek ti¢ safhada incelenmektedir. Go fazi, hiicrelerin biiyiime ve transkripsiyon
faktorlerinin etkisiyle Gi fazina gectigi rejenerasyonun baslangi¢ fazini olusturur. Gegis
fazi, DNA replikasyonu ve mitoz olaylarmi igerir. Bitis fazi, boliinmenin durdugu
karaciger dokusunun sekillendigi fazdir. Rejenerasyon siirecinde meydana gelen olaylar
olduk¢a karmagiktir. Ubikutin sinyal yolagi, Karaciger rejenersyonu siirecinde rol

oynamakla birlikte; molekiiler etki mekanizmalari heniiz agik degildir.

Ubikiitin sinyal yolagi bilinenin aksine sadece proteinlerin yikiminda degil ayni
zamanda da DNA hasari1 tamiri, hiicre dongiisii, mitofaji, mitokondriyal fiizyon gibi
mekanizmalarla da iliskili biiylik bir yolaktir ve karaciger rejenerasyonunda rol oynadigi

bilinen baz1 yolaklarla da baglantilidir.

Calismada deney gruplari 3 ana grup (Kontrol, Sham, PH) seklinde olusturuldu.
Sham ve PH gruplar1 6 alt grup (0, 6, 12, 24, 48, 72 saat) icermektedir. Deney sonunda
ki67 immunohistokimyasal isaretlenmeyle rejenerasyon oranlar1 hesaplandi. RT-PCR array
ve Western blot analizleri (BRCAL, BARD1, UBE2T, APC2) gergeklestirildi.

Elde edilen verilerde karaciger rejenerasyonunun farkli saatlerine gére ubikutin
yolaginin hiicre dongiisiit (ANAPC2, ANAPC11, Cdc20), DNA onarimi1 (BRCA1, BRCA2,
UBE2T, UBE2C), mitokondriyal fizyon (Mull), apoptoz (Tp53) ile iliskili oldugu tespit

edildi. Mekanizmasi agik olmayan bazi genlerde benzer ekspresyonlar goriildii.

Sonug olarak; Ubikutin yolagiyla baglantili oldugu bilinen DNA onarimi (Fankoni
yolagi, homolog rekombinasyon), hiicre dongiisii, apoptoz mekanizmalarinin, karaciger
rejenerasyonu siirecinde rol oynadigi gosterilmistir. Mitokondriyal fizyonun karaciger

rejenerasyonu ile iligkili olabilecegi ilk kez ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Karaciger Rejenerasyonu, Ubikutin, DNA onarimi, Mitokondri, RT-
PCR array
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SUMMARY

Liver regeneration is considered to be regulated by many stimulators and inhibitory
stimuli and is studied in three stages. The GO phase is initial phase of regeneration in which
cells go to the G1 phase, under the influence of growth and transcription factors. Cells stop
dividing in termination phase and liver tissue begins to take shape. The events that occur
during the regeneration process are quite complicated. Ubiquitin signaling pathway plays a

role in liver regeneration process but molecular mechanisms were not yet clear.

Ubiquitin signaling is a major pathway which does not only play role in protein
degradation, but also it regulates DNA damage repair, cell cycle, autophagy, mitochondrial

fusion. And It is also linked to some pathways known to play role in liver regeneration.

In our study, experimental groups were designed as 3 main groups (Control, Sham,
PH). Sham and PH groups contain 6 subgroups (0, 6, 12, 24, 48, 72 hours after PH). At the
end of the experiment, regeneration rates were calculated; ki67 immunohistochemistry,
RT-PCR-array and Western blot analyzes (BRCA1l, BARD1, UBE2T, APC2) were
performed.

In the obtained data according to the hours of regeneration, ubiquitin signaling
pathway was found to be associated with the cell cycle (ANAPC2, ANAPC11, Cdc20),
DNA repair (BRCA1, BRCA2, UBE2T, UBE2C), mitokondrial fission (Mull), Apoptosis
(Tp53) in the liver regeneration model.

As a result; DNA repair (Fankoni pathway, homologous recombination), cell cycle,
apoptosis mechanisms which is known related to the ubikutin pathway, have been shown
to play role in the liver regeneration process. It has been determined for the first time that

mitochondrial fission may be associated with liver regeneration.

Keywords: liver regeneration, Ubiquitin, DNA repair, mitochondria, RT-PCR array



viii

TESEKKUR

Bu calismayr 201719040 kodlu ve “Siganlarda Karaciger Rejenerasyonunda
Ubiquitin Sinyal Yolaginin Rolii” baslikli bilimsel arastirma projesi olarak destekleyen

ESOGU Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu’na;

Doktora egitimim igin vermis oldugu destek ve imkanlar icin Hitit Universitesi

Rektorliigii’'ne;

Lisansiistii egitimim boyunca bana rehberlik eden, benden desteklerini esirgemeyen
ve yol gosteren danisman hocam Prof. Dr. Mediha Canbek ve ikinci danigmanim Prof. Dr.

Didem Turgut Cosan hocama;

Tez c¢alismalarim sirasinda tecriibesini, yardimlarini, hosgorii ve ilgisini
esirgemeyen hocalarim Dog. Dr. Filiz Susuz Alanyali ve Prof. Dr. Hakan Sentiirk’e; bilgi
ve tecriibeleriyle her zaman destegini yanimda hissettigm Dog. Dr. Mustafa Uyanoglu’na
ve Prof. Dr. Gokhan Bayramoglu hocalarima; tez c¢alismalarim sirasinda yardimlarini

esirgemeyen Ars. Gor. Burak Berber’e;

Tezimin deneyleri sirasinda zaman zaman bana yardim eden &grencilerim Neda

Hamid, Kiibra Kog, Akin Karahasan’a;

Canim oglum Cinar varliin ile bana gii¢ verdigin i¢in ve her daim benim yanimda

olan, hayat arkadasim Omer Koray Yaylact’ya gosterdigi biiyiik sabir ve destekleri icin;

Beni yetistiren, bugiinlere getiren ve her zaman yanimda olan canim anneme ve

babama;

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



ICINDEKILER
Sayfa
OZET. ... Vi
SUMMARY ettt bbbtk b et b e e bt e bbb e b e nne s vii
TESEKKUR .......oooiiiiiiieees ettt s sttt ettt en st nsn s viii
ICINDEKILER .......ccoviviiiieceeee ettt viiix
SEKILLER DIZINI .........ccooviiiiiiieicceeeeeeee ettt Xiii
CIZELGELER DIZINI .........cooiiiiiiiieeeeeeeeeeeee ettt XVi
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI........ccooooiininiccnenn XVii
1. GIRIS VE AMAGC ...ttt sttt 1
2. LITERATUR ARASTIRMASI ........ooviiiiiiiiiieeetee sttt 4
3. GENEL BILGILER........cocoiitiiiitiniiiitit e 7
3.1, KaraCiZerin YaAPIST . ..eccviiuiiiieiiiiieiiieie et 7
3.1.1. S1¢an KaraCiSeri YAPIST....cciueuiiieriiiiiiiieitisie et 9
3.2. %70 Parsiyal Hepatektomi Modeli.............ccoooviiieiiiii e, 10
3.3. Karaciger ReJenerasyonu..........cccovvveiiiiiiiiiiiiiiieiis e 11
3.3.1. Baglangi¢ (Priming) Faz (PH sonra 0.5-4 Saat) ........c.cccoevereneneieniseseeieen, 11
3.3.2. Gegi§ (TESPONSIVE) TAZI .ot 12
3.3.2. 1. HUCTE AONGUST ...c.veeuveeeiiieiiie ettt ettt 13
3.3.3. Bitis (termination) fazi (PH sonrasi 72-168 S8at) ..........ccccererinirenininineenen, 16
3.4. Ubikutin Sinyal YOlagl.......ccooiiiiiiiiiiiiiiieiiee e 17
3.4. 1. UDIKULIN KOOU ... s 18
3.4.2. Proteinlerin ubikutin ile isaretlenmesi (Ubikutinasyon).........c.ccccecvevieeivennnnne 21
3.4.3. Proteinlerin 26S proteozomlar ile degradasyonu............cccocveeveeiieiiieesine e, 22

3.5 E3 UDIKULIN LIQAzZIAr ......coveiiiiii e 23



ICINDEKILER (devam)
Sayfa
3.5.1. Cullin-RING E3 ligazlar (CRL) ....ccceoueieeieeie e 25
3.5.1.1. SKP1-CUL1-Fbox (SCF) KOmPIeKSIeri ........ccccereriiiiiieini e, 27
3.5.1.2. Anaphase Promoting Complex (APC/C Kompleksi, Siklozom)................ 30
3.5.1.3. BRCA1/BARD1 E3 ligaz KOMPIEKSI .......ovvviveriieiiieieiie e, 32
3.5.1.4. Diger RING E3 ligaZIar.......ccccviiiiiiiiiieiiii e 32
3.5.2. HECT E3 HQAZIAT ....cviivieieeie ettt 34
3.5.3. RBR E3 HQAZIAr ......cceiieieieeece et 36
3.6. E2 Ubikutin Konjuge Edici ENZIMIEr..........cccoeiieiiiie e, 38
BT EL ENZIMIBIT ..ttt 41
3.8. Ubikutin Yolaginm iliskili Oldugu Hiicresel Mekanizmalar ..............ccccoevuevennes. 42
3.8.1. Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde rol oynayan E3 ubikutin ligazlar............ 42
3.8.2. Sentrozom dupliKaSYONU ..........ccccoiiiiiiiiiiiie e 47
3.8.3. DNA onarim mekanizZmalari..........cccceeiieiiiiiiniiiiiie e 49
3.8.3.1. Fankoni anemi yolagi (DNA ¢apraz bag onarimi) ........ccceeevveesiveesiveeennnnn 49
3.8.3.2. Translezyon sentezi ile DNA hasarinin baypas edimesi .........cc.cceevvveeuneene 52
3.8.3.3. Homolog rekombinasyon ile DNA taMiri ........ccooevveirereiineneieeseseeie, 54
3.8.4. Mitokondriyal dinamikler (mitokondriyal fizyon/ fiizyon) ...........ccoccovvvinnnnnn. 56
3L8.5. IMIIEOTAJT 1.ttt 57
4, MATERYAL VE YONTEM .......ccooooiiiiiiieiieeteteee e e enee s 60
4.1. DeneY GIUPIATT ...ccuviiiiiiiiiiiie s 60
4.2. Anestezi ve HepateKtomi ISIemi..........cccvieiviiireiiicisiicsice e 61
4.3. Karaciger Rejenerasyon OTaNI..........cocuiciiveiiiiiiieiiencseesese s 62
4.4.ki67 immunohistokimyasal BOYAMA ...........cccevevrieeveiireriisieiiseesesee e 62

4.5. RT-PCR Array ANAHZIEIT .....ccveiiiieiie et 63



Xi

ICINDEKILER (devam)
Sayfa
4.5.1. Dokudan RNA iZOIaSYONU .........c.ccveiiiieiieii st 65
4.5.2. 1zole edilen RNA nin cDNA’ ya ¢eVIIIMESi....cceveveverereeeeeieieieeieiee e, 66
4.5.3. RT-PCR AIray analizi ..........ccocovviiiiiniiiiiiiise s 66
4.5.3.1. RT-PCR Array primer plate nin hazirlanisi.........c.ccoveeeviiiiiniiiniieiieeninns 66
4.5.3.2. Reaksiyon Plate’nin hazirlanist .......cocoeevereninininieienese e 67
4.5.3.3. RT-PCR verilerinin hesaplanmasi.........ccceoveeierniiieneeniiesee e seesiens 68
4.5.4. Western blot analizIeri ... 69
4.5.4.1. Protein iZ0IASYONU ........ccooviriieiiiiniiieisesree s 69
4.5.4.2. SDS jel elektroforezi ile proteinlerin ayristirtlmast........cceeveerveerveriieeninnns 70
4.5.4.3. Proteinlerin jelden membrana aktarilmasi ve antikorlar ile muamelesi ..... 71
4.5.4.4, GOrintlileme Ve aNaliZ..........cccueveieiieriiieiie et 73
4.6. Istatistiksel DeFErlendirie ...........cc.ceveveveiiiiecuiieriiiesecie e 73
5. BULGULAR VE TARTISMA ... ...ttt 74
5.1. Karaciger Rejenerasyon OTanl.........ccocveivirriereiineenieieee e 74
5.2. ki67 ImmunohistoKimya ANAliZi .............cccevevriririrerereiieeeree e, 75
5.3. PH Modeline Uygun Referans Genlerin Belirlenmesi ..., 82
5.4. RT-PCR Array Gen Ifadesi Analiz SONUGIAIT .........ccc.ccvevririveiieeriiiresiereeeeeseas 83
5.4.1. Karaciger rejenerasyonunda ubikutin yolag: aracilig ile hiicre
diizenlenmesinde rol oynayan olas1t mekanizmalar..............cccooeviiiiiininicnn, 95
5.4.2. Karaciger rejenerasyonunda ubikutin yolag: araciligi ile DNA onariminin
diizenlenmesinde rol oynayan olast mekanizmalar.............cccccceoviiiiinnnnnne, 106
5.4.3. Karaciger rejenerasyonunda p53 ve p53’ilin diizenlenmesinde rol oynayan
0last MEKANIZMAIAT ........c.cooiiiiiiiii s 117
5.4.4. Karaciger rejenerasyonunda ubikutin yolag: aracili mitokondriyal fizyon ve .....

mitofajinin 0last TOlU........ccovviiiiiiii i 119



Xii

ICINDEKILER (devam)

Sayfa

5.4.5. ifadesi farklilik gosteren diger genler ve karaciger rejenerasyonu iizerine
o) BT T (0] | 11 PSS 125
6. SONUC VE ONERILER ........cocoooiiiiieeee et 136
KAYNAKLAR DIZINT ..ot 139
EK ACIKLAMALAR ......oooiiiiii ettt et nne e 163
Ek Agiklamalar- A. EtiK Kurul RaPOIU ........ccooiiiiiiiiiecceee e 163

[077€] 005\ 1 £SO 166



Xiii

SEKILLER DIiZiNi

Sekil Sayfa
3.1, KaraCiZeTIN YAPIST..eeveeviiueiiiieiiieesie ettt ettt b e b e nb e nn s 8
3.2, S16aN KATACIZEIT YAPIST..eeeuriiieiiieiiiiiiesii ettt ettt nne s 10
3.3. A. Sigan karacigeri genel goriiniisii B. %70 partial hepatektomi modeli ile alinan
mMedian Ve SOLIODIA. ... 10
3.4, HUCTE AONZUST ... evveveetieieeite ettt n e nne s 13
3.5. Karaciger rejenerasyonunda hiicre donglisli.........ccoovveririiiieniiiiniciiee e 15
3.6. Ubukutin molekiilii izerindeki yedi Lys ve bir Met modifikasyon bolgeleri .............. 19
3.7. Ubikutin modifikasyonlart..........cccoceiiiiiiiiiiiiiii 19
3.8. Proteinlerin ubikutinasyon, degradasyon ve deubikutinasyon basamaklari................. 22
3.9. 26S Prot@OZOM YAPIST .uvviurieieeiirieieieirie e st e st s et s e s e sne s ann e e e nnee s 23
3.10. RING ve HECT E3 ligazlarin ¢alisma prensibi..........cocoveieiiiiieiieiiienie e 24
3.11. A. CRL ailesinin bazi iiyeleri B. CRL yapis1 .........cccovvviiiiiiiiiiiiiiice 26
3.12. APC/C E3 ligaz kompleksi yapis1 ve alt birimleri .........ccoccovviiiiiiieniiiccns 31
3.13 BRCA1 ve BARDI PrOtein YaAPIST...coueeouerieesieererieesieesiisresieesiesnesieessesneseesneesnesnennees 31
3.14. HECT E3 ligaz, Nedd4 ailesi tiyeleri ve yapilarinin karsilastirilmast.........ccccooeeeen. 35
3.15 APC/C®%20 ye APC/C®" kompleksleri ve hiicre siklusunun kontrolii ...................... 45

3.16. Hiicre dongiisii inhibitorlerinden p27 ve p21°in SCFK*? E3 ligaz kompleksi

tarafindan degradasyonu ile hiicrelerin G1-S kontrol noktasindan (R) gecisi mekanizmasi 45

3.17. Kardes kromatitleri bir arada tutan kohezinlerin kontrolii .............cccevvveiiieniiinnnnnen. 47
3.18. Sentrozom duplikasyonu ve BRCAL/BARDI iligKiSi.......covverieriereneieniiinieiieniennnn 48
3.19 Fankoni gekirdek KompleKsi.........ocoviiiiiiiiiiiii e 51
3.20. Fankoni anemi (FA) yolagi ¢ekirdek kompleksi ve DNA zincirlerinin ¢apraz

baglanmas1 hasarinin tamiri ve UBE2T..........ccccoiiiiiiiiiiiec 51
3.21. DNA hasari toleranst. Tlz: translezyon sentezi, hatasiz baypas...........ccccevvveiiinnnnnn. 53
3.22. BRCA1/BARDL E3 ligaz kompleksi ve DNA ¢ift zincir kirig1 onarimt ................... 55
3.23. Mitokondriyal fizyon ve flizyon mekanizmalart ............cocvvveiiieienenienisiseeeen 56

3.24. Parkin aracilt MItOTAJ1 ......ccveiieeiiiieii e 58



Xiv

SEKILLER DiZiNi (Devam)

Sekil Sayfa
4.1. Liyofilize primerlerin RT-PCR analizleri igin hazirlanisi. ..........ccoccovevevviiennenennnnnnn, 67
5.1. Parsiyal Hepatektomi Gruplarina ait karaciger rejenerasyon oranlari..........cccoocveennen. 74
5.2. Karaciger kesitlerinde Ki67 immunohistokimya boyama. Kontrol Grubu .................. 77
5.3. Karaciger kesitlerinde Ki67 immunohistokimya boyama............cccoceeerininininienenn. 77
5.4. Karaciger kesitlerinde Ki67 immunohistokimya boyama...........ccccceevviiniiininicnenn. 78
5.5. Karaciger kesitlerinde Ki67 immunohistokimya boyama...........cccocevvieniiininiieninnnn. 78
5.6. Karaciger kesitlerinde Ki67 immunohistokimya boyama............cccocoeeiiiiiciiiiiiennns 79

5.7. PH48 grubu karaciger kesitlerinde Ki67 immunohistokimya boyama ve mitoz
SATNANATT. ...t 79
5.8. Karaciger kesitlerinde Ki67 immunohistokimya boyama ............cccccevveeriniiiicnnennennne 80

5.9. PH72 grubu karaciger kesitlerinde Ki67 immunohistokimya boyama ve mitoz

SATNALATL. 1..vei it ettt r e e 80
5.10. Parsiyal hepatektomi gruplarinda ki67 pozitif hlicre Sayist........cccoeeereiiiieeiinniieninns 81
5.11. Genorm Analiz programi referans gen stabilitesi. En stabil referans gen siralamasi............ 83
5.12. Gruplara ait ANAPC2 gen ifadeSi......cccecviiieiiiiieiieci e 98
5.13. Western blot analizlerinden elde edilen ANAPC?2 proteininine ait bant gortintiileri............. 98
5.14. Gruplara ait ANAPCLL gen IfadesSi. ......cooieiiiiieieiese e 99
5.15. Gruplara ait UBE2C gen ifadeSi.........cceiveiiiieiicececce e 100
5.16 Western blot analizlerinden elde edilen ANAPC?2 proteinine ait bant goriintiileri.............. 100
5.17. Gruplara ait Cdc20 gen ITadeSi. .......cocvriiiiiiiiee e 101
5.18. Gruplara ait UBE2T gen Ifa0eSI. ......ccooeiiiiiiiiic e 107
5.19. Western blot analizlerinden elde edilen UBE2T proteinine ait bant goriintiileri................ 107
5.20. Gruplara ait BARDL gen ifadesSi. ......ccoevieiiiiiie i 109
5.21. Western blot analizlerinden elde edilen BARDI proteinine ait bant goriintiileri............... 109
5.22. Gruplara ait BRCAL gen ifadesSi.........coooiiiiiiiiiiieiesicses e 111
5.23. Western blot analizlerinden elde edilen BRCAL proteinine ait bant goriintiileri ............... 111
5.26. Gruplara ait TP53 gen ifatdesSi........ccccoiiiiiiiiiiieie s 118
5.24. Gruplara ait Arihd gen ifadesi ........ccooviiieiiiie e 120

5.25. Gruplara @it MUIL gen ifa0eSH ........coeiiiiiiiiiicec e 120



XV

SEKILLER DiZiNi (Devami)

Sekil Sayfa
5.27. Gruplara ait UBA2 gen IfadesSi. .......cccuiiiiiiiiiieiccee et 125
5.28. Gruplara ait UBAD gen ifaleSi .......covviieiieeieiie i 126
5.29. Gruplara ait UBE2J2 gen ifadeSi. ........ccovevieiieiice e 128
5.30. Gruplara ait RNF180 gen ifadesi. ..........cuiiriiiiiiiiiesicreeeeee e 129
5.31. Gruplara ait UBE2D3 gen ifadesSi. .........cooiriiiiieieiesiesiiseeeee e 130
5.32. Gruplara ait UBE2G1 gen ifadesSi........cccccveiuiiiiiicie e 131
5.33. Gruplara ait RNF40 gen ifadeSi.........cccoiveiiiiiiicc e 132
5.34. Gruplara ait UBE2Q1 gen ifadeSi. .......cccuririiiiiiiieiesie e 134
5.35. Gruplara ait WWPL gen IfadeSI. .......cccooiiiiiiiiieie e 134



XVi

CIZELGELER DiZiNi
Cizelge Sayfa
3.1 RBR E3 IIQAZIAI......ccoeiice ettt 37
3.2. E2 enzimleri ve biyolojik fonksiyonlart .........cccooviiiiiiiiiiiiiiiee 39
4.1. DENCY GIUPIATT ...ttt 60
4.2. RT-PCR Array Plate’de yer alan ubikutin yolagina ait genler...........ccccovcvevvivieiinenne, 64
4.3. cDNA sentezi i¢in gerekli olan reaktifler ve miktarlart ..........cccoooviiiiiiiiice, 66
4.4. Reaksiyon Plate’nin bir kuyusu i¢in gerekli olan reaktifler ve miktarlari.................... 67
4.5. Ayristirma jeli hazirlaniginda kullanilan malzemeler ve miktarlart ............ccoooeevennee. 70
4.6. Y1gma jeli hazirlanisinda kullanilan malzemeler ve miktarlart..........cccoccoeviniiennnnn. 71
5.1. PH gruplarma ait 2722C (fold deerleri)........cocvvuimirereriieerereereeeeeee e, 84
5.2. Sham ve PH gruplarina ait ortalama ACt £SD degerleri........ccuvvrvrirervniienieenesienens 86
5.3. Sham ve PH gruplarina ait Cdc20 ortalama ACt £SD degerleri.........cccccvvvvrriveriernnnnn. 92
5.4. ANAPC2 Western blot jel goriintiilerine ait band yogunluklart ...........cccceviiiiinnnnn, 98
5.5. UBE2C Western blot jel goriintiilerine ait band yogunluklart ...........ccccoovviiiininnn, 100
5.6. UBE2T Western blot jel goriintiilerine ait band yogunluklart ............ccccoviiiennnnn. 107
5.7. BARDI1 Western blot jel goriintiilerine ait band yogunluklart ............ccccoviiennnnn. 109
5.8. BRCA1 Western blot jel goriintiilerine ait band yogunluklart .........cccccoeiiiininnnne 111


file:///C:/Users/user/Downloads/Ayşe%20Yaylacı%20tez%20şablonu12%20sayfano.docx%23_Toc43201610

Simgeler

ul
dk

gr
kDa

leu

mA
met
mL
mm
nm

°C

mm

wD

Kisaltmalar

ALR

ERAD
APC/C
Arihl
BARD1

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Aciklama

Mikrolitre
Dakika

Gravity

Gram

kiloDalton
Losin

Lizin

miliamper
metionin
Mililitre
Milimetre
Nanometre
Santigrat Derece
Revolutions Per Minute
Volt

Watt

Trp-Asp

Aciklama

Augmenter of Liver Regeneration
ER ile iligkili protein yikiminda
Anaphase Promoting Complex

Ariadne RBR E3 Ub protein ligase 1

BRCAJ1-associated RING domain 1

Xvii



Kisaltmalar

BRCA1
C/EBP
Cdc20
CDH1
CDK
DDB1
Dsu
ECM
EGF
EMIL
ER
ERAD
FA
HECT
HGF
IBR
ID kompleks
ILK
MCC
MDA
MDC1
Mfnl
Mfn2
Mull
NF-xB
Opal
PH
PINK1

XViil

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi (devam)

Aciklama

Breast Cancer 1,
Ccaat/Enhancer-Binding Protein Beta
Cell-Division Cycle Protein-20
Cdc20 Homologue-1

Siklin Bagiml Kinaz

Damage Binding Protein-1

Distile Su

Ekstrasellular Matriks

Epidermal Biiyiime Faktorii

Early Mitotic Inhibitor 1
Endoplazmik Retikulum
Endoplazmik Retikulum Aracili Degradasyon
Fankoni Anemi

Homologous To The E6-AP Carboxyl Terminus
Hepatocyte Growth Factor

In Beetwen Ring

FANCD2/FANCI Kompleksi
Integrin-Linked Kinase

Mitotic Checkpoint Complex
Malondialdehit

Mediator Of Dna Damage Protein 1
Mitofusin 1

Mitofusin 2

Mitochondrial E3 Ubiquitin Protein
Nuclear Factor-

Optik Atrofi 1

Partiyal Hepatektomi

PTEN Induced Putative Kinase 1



XiX

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi (devam)

Kisaltmalar Aciklama

Rb Retinoblastoma

RBR Ring Between Ring

Rb Retinoblastoma

RING Really Interesting New Gene

ROS Reaktif Oksijen Radikalleri

SCF Skpl/Cullin/F-Box

SOCS Supressors Of Cytokine Signaling
STAT3 Signal Transducer And Activator Of Transcription-3
TGFa Transforming Growth Factor-Alpha
TNF Tumor Necrosis Factor

UBC Ubikutin Konjugasyon Domaini
ubl Ubikutin Benzeri Modifikasyonlar
UFM1 Ubiquitin-Fold Modifierl

uPA Urokinaz Plazminojen Aktivatorii



1. GIRIS VE AMAC

Karaciger ¢ok sayida hayati fonksiyona sahip rejenerasyon kapasitesi yliksek bir
organdir. Karacigerde cerrahi miidahale sirasinda veya gesitli sebeplerden dolayr meydana
gelen hasar hizli bir rejenerasyon siirecini baslatir. Karaciger rejenerasyon sonunda eski
anatomik yapisina ulasamaz; bunun yerine canlinin metabolik faaliyetlerini karsilayabilecegi

kadar kalan karaciger dokusu hacmini artirir (Abu Rmilah vd, 2019).

%70 Parsiyal hepatektomi (PH) modeli, karaciger rejenerasyonu mekanizmalarinin
calisiimasinda en sik kullanilan modellerden bir tanesidir. In vivo hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesi ile ilgili analizler i¢in en iyi ¢alisma modellerinden birini olusturur (Hu vd,
2014). Doku biiytimesinin baslamasi, ilerlemesi ve sonlanmasi mekanizmalarini ¢alismak i¢in
giicliic bir modeldir (Kurinna ve Barton, 2011). Siganlarda %70 PH sonrasi karaciger
rejenerasyonu 5-7 giinde tamamlanir ve hiicresel ve molekiiler diizeyde ¢ok sayida kompleks
rol oynar (Taub, 2004).

Karaciger rejenerasyonunun erken fazini temsil eden PH sonrasi yaklasik 0,5-4 saatlik
stirede, hemodinamik degisiklikler, ekstraselliilar matriks, biliylime faktorlerinin etkisiyle
hepatositlerin biiyiik ¢ogunlugu Go fazindan G fazina geger (Fausto, 2000; Michalopoulos,
2010). PH sonras1 6-72 saatlerinde (gegis fazinda) hiicreler, G1-S-G»-M asamalarimi gegerek
boliiniirler (Abu Rmilah vd., 2019). PH sonrasi 72-168 saatlerde doku farklilagmasi, kaybolan
dokunun yeniden insasiyla rejenerasyonun sonlandirilmasini igerir (Xu vd., 2005; Kurinna ve

Barton, 2011; Wang vd., 2009).

Ubikutin sinyal yolagi, hiicresel mekanizmalarin devamliligi i¢in gerekli olan protein
yikimindan sorumlu temel yolaklardan biridir. Ancak sadece protein yikimi degil; hiicre
dongiisiiniin kontrolii, proteinlerin taginmasi, DNA hasar1 tamiri, transkripsiyon, endositoz,
otofaji, mitofaji, apoptoz gibi farkli hiicresel mekanizmalarla iligkili biiyikk bir yolaktir
(Ciechanover, 1998; Yau ve Rape, 2016). Bu hiicresel mekanizmalarin diizenlenmesini
saglayan farkliliklar, hedef proteinlere eklenen ubikutin molekiillerinin farkli sayi,
modifikasyon ve ¢esitlilikte baglanmasiyla tanimlanan “ubikutin kodu” ile iligkilidir.
Ubikutinler, hedef proteinlere E1, E2 ve E3 enzimleri ile baglanir ve proteozom aracilifi ile

yikilirlar ( Zinngrebe vd., 2013).
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E3 ubikutin ligazlar, diger enzimlere gore (E1, E2) daha c¢ok sayiya ve cesitlilige
sahiptir (Zinngrebe vd., 2013). E3 ligazlar, ubikutinasyon reaksiyonunun etkinlik ve substrat
spesifikligini siki1 bir sekilde kontrol etmeleri nedeniyle bu kademenin kritik bilesenleridir
(Zheng ve Shabek, 2017; Oh vd., 2018).

E3 ligazlardan APC/C ve SCF kompleksleri, hiicre dongiisiinii diizenleyen temel
komplekslerdir. Bunlar hiicre siklusu kontrol noktalarmin asilmasi, replikasyon sirasinda
DNA’nin sadece bir kez ¢gogaltilmasi ve kromozomlarin kardes kromatidlere diizgiin ayrilmasi

gibi 6nemli gorevler tistlenmistir (Koepp vd., 1999; Peters, 2002; Wu vd., 2016).

RING E3 ligazlardan BRCA1/BARDL1 heterodimeri, homolog rekombinasyonal DNA
tamiri ve sentrozom duplikasyonu mekanizmalarinda rol oynar. DNA’daki g¢apraz baglarin
onarimindan Fankoni yolagi sorumludur. Fankoni yolagi, BRCAL ile iliskilidir ve bir E2

enzimi olan UBE2T e ihtiya¢ duyar (Garcia-Higuera vd., 2001; Cheung ve Taniguchi, 2017).

Mitofaji, hasarli, yaslanmis veya gereksiz mitokondrilerin secilerek yok edilmesidir
(Villa vd., 2018). En iyi tamimlanmis mitofaji yolagt RBR E3 ligaz Parkin araciligiyla
gerceklestirilen yoldur (Villa vd., 2018). Parkin aracisiz mitofaji yolaklarinda Mull, Arihl,
Smurf1 gibi farkli E3 ligazlar rol oynar (Montava-Garriga ve Ganley, 2019).

Mitokondriyal fizyon, mitokonrinin boéliinerek hasarli kisminin hasarsiz kismindan
ayrilmasidir. Mitokondriyal fiizyon ise islevsiz mitokondrinin, fonksiyonel mitokondriyle
birleserek bilesenlerinin difiizyon araciligi ile paylastirilmasiyla stresten kurtarilmasidir (Youle
ve Van Der Bliek, 2012). RING E3 ligaz yapisina sahip Mull, mitokondriyal fizyon-fiizyon ve

mitofaji mekanizmalarinin diizenlenmesinde gorev alir (Peng vd., 2016).

Karaciger rejenerasyonu erken, gecis ve bitis fazlar1 boyunca siirekli degisen dinamik
bir hiicresel hareketlilik gosterir. Karaciger rejenerasyonu boyunca ¢ok sayida sinyal yolu
farkli zaman araliklarinda sinerjistik veya antogonist aktivite gosterir. Hiicre dongiistintin
gerceklesebilmesi yine ¢ok sayida proteinin yikimi ve sentezi ile iligkilidir. Bu mekanizmalarin
devamliligi, proteinlerin sentezi ve yikiminin siki kontrolii ile miimkiindiir. Ubikutin yolagi,
proteinlerin yikimindan sorumlu temel bir yolaktir. DNA hasar1 tamiri, hiicre dongiisi,
mitofaji, mitokondriyal fiizyon gibi mekanizmalarla da iliskili biiylik bir yolaktir ve karaciger

rejenerasyonunda rol oynadigi bilinen bazi yolaklarla da baglantihidir. Ancak karaciger
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rejenerasyonu siirecinde, ubikutin sinyalinin roliiyle ilgili sinirli sayida ¢alisma mevcuttur ve
henliz tam olarak ag¢iklanamamistir. Son zamanlarda yapilan arastirmalar, rejenerasyon
sirasinda proteinlerin dinamik degisimlerini saglayan mekanizmalarin agiklanmay1 bekledigini

belirterek (Strand vd., 2018); bu alandaki ¢alisma ihtiyacini ortaya koymaktadir.

Calisgmamizda %70 PH sonrasi karaciger rejenerasyonunun erken ve gecis fazini
kapsayan 0-72 saatlerinde, farkli zaman noktalarinda (0, 6, 12, 24, 48, 72sa), ubikutin yolagina
ait 88 genin ifadeleri RT-PCR array yontemi kullanilarak belirlenmistir. Bu genlere ek olarak
Cdc20 gen ifadesine de bakilmistir. RT-PCR array analizleri sonucunda ifadesi anlamli olan
genler arasindan segilen dort genin (BRCA1, BARDI1, UBE2T, UBE2C) protein miktarlari
western blot ile analiz edilmistir. Ayrica saatlere gore rejenerasyon oranlart ki67

immunohistokimya analizleri ve karaciger agirlik hesaplari ile ortaya konmustur.

Calismamizin  ubikutin ve/veya rejenerasyon ile iligskili molekiiler mekanizmalarin

aydinlatilmasi konusunda yol gosterici olacagi kanaatindeyiz.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

Karaciger rejenerasyonunun molekiiler temelleri son zamanlarda yapilan ¢alismalar
ile aydinlatilmaya calisilmaktadir ve rejenerasyon siirecinde siirekli degisiklik arz eden
protein regiilasyonu mekanizmalar1 heniiz bilinmemektedir (Strand vd., 2018). Ubikutin
yolag1 proteinlerin yikimindan sorumlu oldugu gibi ¢ok sayida hiicresel siireglerle de
iliskilidir. %70 PH ile tetiklenen karaciger rejenerasyonu modelinde ubikutin yolaginin

roliinii i¢eren kapsamli bir ¢aligmaya rastlanmamastir.

Daha basit canlilar ile yapilan caligmalar, rejenerasyon ile ubikutin yolagi iligkisine
isaret etmektedir. Caenorhabditis elegans and Drosophila iizerinde yapilan arastirmalar
sinaptik gelisim ve aksonal rejenerasyon icin ubikutin yolaginin gerekli olduguna isaret

etmektedir (Tian ve Wu, 2013).

Drosophila’da HHARI etkisi incelenmistir. HHARI, Arihl geni tarafindan kodlanan
RING/HECT hibrit ubikitin E3 ligazidir. HHARI1’in  Drosophila’da hiicresel

proliferasyonu diizenledigi gosterilmistir (EImehdawi vd., 2013).

Saccharomyces cerevisiae da DNA onarim geni Rad6’nin DNA hasar1 sonrasinda
ve mayoz sirasinda artti1; ancak mitoz sirasinda onemli bir degisiklik gostermedigi
belirtilmistir (Madura vd., 1990). Mayalardaki Rad6’nin memelilerdeki homologu UBE2A
ve UBE2B’dir. UBE2A ve UBE2B, ubikutin yolagina ait E2 enzimleridir (Hosseini vd.,
2019).

Planarya gibi rejenerasyon kapasitesi yiiksek yapisal olarak daha basit
organizmalarda ubikutin iliskili genlere bakilmistir. Strand ve vd.nin bu ¢alismasinda SCF
E3 ligaz kompleksine ait genler susturuldugunda blastom olusumu, organ rejenerasyonu,

sinir sistemi rejenerasyonunda defektler oldugu gosterilmistir (Strand vd., 2018).

Cesitli kanser hiicre kiiltiirlerinde ubikutin yolagina ait genlerin proliferasyon ve
DNA onarimindaki rolii incelenmistir (Shabbeer vd., 2013; Hosseini vd., 2019). Ancak in

Vivo galisma sayisinin sinirlt oldugu belirlenmistir.
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Rejenerasyon mekanizmalarmin arastirildign farkli ¢alisma modellerinde ubikutin
yolagi ile rejenerasyonun iliskili olabilecegine dikkat ¢ekmektedir (Mourkioti vd., 2006;
Wan vd., 2008; Pasten vd., 2012). Pasten ve vd.nin ¢alismasinda (2012) ince barsak
rejenerasyonu sirasinda ubikutin- proteozom sistem bilesiklerinin ifadesinin arttig1
belirtilmistir. Wan ve vd.nin (2008) ¢alismasinda kemik rejenerasyonunun, ubikutin sinyal
yolagi araciligiyla diizenlenebileceginden bahsedilmistir. Bu ¢alismalarin yan sira ¢alisma
modelimizi olusturan PH’i igeren smirli sayida yakin c¢aligmalara da rastlanmistir.
Calismamiza benzer sekilde PH’nin farkli siirelerinde gen ifadelerine gore analizleri

icermektedir.

Liao ve vd.nin ¢alismasinda (2004) APC/C E3 ligaz kompleksi adaptor proteini
Cdc20 ekspresyonu; %70 parsiyal hepatektomi uygulanan farelerde farkli rejenerasyon
stirelerine (0, 2, 4, 6, 12, 24, 36, 48, 72 sa) gore degerlendirilmistir. Cdc20 gen ifadesinin
PH sonras1 ilk 12 saat boyunca degismedigi, 36. saatten itibaren hizla artis gostererek 48.
saatte en yiiksek seviyesine ulagtigi ve 72. saatte diisiis gosterdigi belirlenmistir. Cdc20’nin
karaciger rejenerasyonu silirecinde meydana gelen hiicrelerin proliferasyonu icin gerekli

oldugu belirtilmistir.

Wang ve Xu’nun ¢alismasinda (2011); DNA hasar1 onarimu ile iligkili genlerin ifade
degisiklikleri 0, 2, 6, 12, 24, 30, 36, 72, 120 ve 168 saatlik rejenerasyon siirelerine gore
sican genom array’i kullanilarak  degerlendirilmigtir. DNA  hasari  onarim
mekanizmalarindan homolog rekombinasyon, DNA ¢apraz bag tamiri, homolog olmayan
ug birlestirme mekanizmalarina ait gen ifadelerinin, 6zellikle karaciger rejenerasyonu gegis

fazinda degistigi gosterilmistir.

Calismamizdan farkli olarak bazi ¢alismalar, PH modelinde gen susturulmasi

yontemini kullanarak ilgili genin gorevlerinin belirlenmesini amaglamustir.

Cheng ve vd.nin ¢alismasinda (2017); farelerde %70 PH ile tetiklenen karaciger
rejenerasyonunda APC/C E3 ligaz kompleksinin adaptor proteini olan Cdhl geninin
silinmesinin etkileri incelenmistir. Cdhl geninin silinmis hepatositlerin S fazina erken

girdigi, S fazinda uzun siire kaldiklar1 ve DNA onariminin azaldig1 gosterilmistir.
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Yamaji ve vd.nin ¢alismasinda, Cullin RING grubuna ait Cul4’iin adaptor proteini
DDBI’in karaciger rejenerasyonu iizerine etkileri incelenmistir. Sadece fare hepatosit
hiicrelerinde DDBI1 geni silinmistir. Calismada DDBI1 yoklugunda c¢ok az sayida
hepatositin hiicre dongiisiine girebildigi belirlenmistir. PH Sonrasi rejenerasyon sirasinda
DNA replikasyonunda sorun yasandigi i¢in hepatositler farkli telafi edici yollar1 kullanarak

cogalmis ve hepatosellular karsinoma gelismine yol agmistir (2010).

SOCS3, Cullin Ring E3 Ubikutin Ligazlardandir. SOCS3, karaciger
rejenerasyonunun ilk saatlerinde ifadesi Onemli oranda artis goOsteren IL-6’nin
inhbitoridir. (Taub, 2004; Mao vd., 2014). SOCS1’de rejenerasyon siireci ile iliskili
goriinmektedir. Gui ve vd.nin c¢alismasinda (2011) SOCS1 knockout farelerin
prematiireyken 6ldiigii belirtilmistir. Bu nedenle PH sonrasi karaciger rejenerasyonunda
SOCS1’in etkileri arastirilitken SOCS1 ve Ifn-g knockout fareler kullanilmistir. Bu
calisgmanin sonuglarina gére PH sonrasi karaciger rejenerasyonunda SOCS1 knockout

farelerde rejenerasyon siirecini hizlandirici yonde etki ettigi gosterilmistir.

Literatiir aragtirmalarinda mitokondri ile rejenerasyonun iligkili olabilecegini isaret
eden ¢aligmalar mevcuttur; ancak molekiiler mekanizmasi agik degildir. Duguez ve vd.nin
caligmasinda (2002), mitokondriyal protein sentezi inhibe edildiginde; kas farklilasmasinin
gerceklesmedigi gosterilmistir. Han ve vd.nin ¢alismasinda (2016); hasarli aksonlarda
mitokondri sayisinin arttirtlmasinin rejenerasyon siirecine destek oldugu belirtilmistir.
Polimeno ve vd.nin g¢alismasinda (2000); Augmenter of Liver Regeneration (ALR)
proteinin sicanlardaki etkisi arastirilmistir. ALR’nin, hepatektomi sonrasi karaciger
rejenerasyonunda arttigi bilinmektedir. ALR enjekte edilen si¢anlarda mitokondriyal
proteinlerin ve mitokondriyal transkripsiyon faktorii-A’nin artigin1  saglamistir. Bu
faktorlerin artis1 ise karaciger mitokondrilerinin oksidatif fosforilasyon artis1 ile
iliskilendirilmistir. Karaciger rejenerasyonu ile mitofaji ya da mitokondriyal fizyon

iliskisini aciklayan herhangi ¢alismaya rastlanmamaistir.



3. GENEL BILGILER

3.1. Karacigerin Yapisi

Karaciger yasamsal fonksiyonlar1 destekleyen 6nemli bir organdir (Michalopoulos,
2007). Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonu, metabolizmanin diizenlenmesi, hormon
salinimi, ozmotik regiilasyon, vitaminlerin depolanmasi gibi onemli gorevleri vardir

(Dilek, 2003).

Karacigerin en kiiciik yapisal birimi lobiildir (Wakim, 2017) ve altigen
gortintimlidir (Malarkey vd., 2005). Herbir altigen lobiiliin ortasinda sentral ven yer alir
(Sekil 3.1). Lobiillerin, komsu lobiillerle birlestigi yerin koselerinde portal triad (portal
alan) yer alir (Sekil 3.1). Portal triad, hepatik arterin dali, portal venin dali ve safra
bosaltim kanalindan olusur. Hepatositler sentral venden perifere dogru kordon seklinde
yayilir ve hepatosit plaklarint olusturur (Sekil 3.1) (Malarkey vd., 2005). Hepatosit
plaklarinin arasinda, karaciger kapilleri olan siniizoidler yer alir. Siniizoidlerin i¢ yiizi
kesintili pencereli endotelyal hiicreleri ve Kupffer hiicreleri ile gevrilidir (Abu Rmilah vd.,
2019). Siniizoidler ve hepatositler arasinda perisiniizoidal alan (Disse Arahgi) yer alir
(Sekil 3.1) (Wakim, 2017). Hepatositlerin bu araliga bakan yiizlerinde mikrovilluslar
bulunur (Wakim, 2017). Iki hepatositin bitisik oldugu her yerde, hiicrelerin arasinda
tiibiiler yapida safra kanalikiilii bulunur (Wakim, 2017).

Karacigere kan, hepatik arter ve portal ven araciligi ile gelir. Portal vendeki kan,
mezenter, mide, dalak ve pankreastan toplanarak karacigerde dallanir (Malarkey vd.,
2005). Dallanarak portal triada gelen kan, siniizoidlerde birbirine karisarak sentral vene;

oradan da hepatik venler araciligi ile vena cava ya dokiilir (Malarkey vd., 2005).

Safra kanal sisteminin en basit yapisini safra kanalikiilleri olusturur. Hepatositler
tarafinda tretilen safra, safra kanalikiillerine salgilanir. Safra kanalikiillerinden ise safra
kanalciklarina (Herring Kanallar); oradan da portal triadda yer alan safra kanallarina
bosalir. Safra salgisi, kan akisinin tersi yoniinde yani lobiiliin merkezinden periferine

dogrudur (Aytekin vd., 1998).



Sentral ven
inlizoid

Kupffer Hiicresi

Hepatosit

.. Safra kanalikiilii

Hepati
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Portal ven
dali Safra kanah

Portal triad

Sekil 3.1. Karacigerin yapis1 (Abu Rmilah vd, 2019)

Karacigerin %80’ini hepatositler olusturur. Siniizoidal endotelyal hiicreler, Kupffer
hiicreleri, hepatik stellat hiicreler ve safra epitel hiicreleri ise diger dnemli ¢ogunlugu
olusturan hiicrelerdir (Malarkey vd., 2005). Hepatositler, biiyiik ve yuvarlak niikleusa
sahiptir ve iki g¢ekirdekli olan hiicrelere de rastlanir. Mitokondri, golgi, endoplazmik
retikulum, lizozom, peroksizom, bakimindan zengindirler (Aytekin vd., 1998). Kupffer
hiicreleri, dolasim sisteminden alinan monosit kokenli fagositik hiicrelerdir ve lokal olarak
cogalabilirler (Sekil 3.1). Sitokinler gibi inflamasyon ile iliskili mediatorlerin salinimindan
sorumlu birincil hiicrelerdir (Malarkey vd., 2005; Wakim, 2017). Siniizoidal endotelyal
hiicreler, siniizoidlere yayilan kan ile Disse araligi arasinda bariyer gorevi goriir. Kan,
pencereli bir yapiya sahip olan bu hiicrelerin arasindan gecerken, hiicreler molekiilleri ve
partikiilleri endositoz ile alabilirler. Siniizoidal endotelyal hiicrelerin bazal laminalart
yoktur ve hiicre iskeleti ile desteklenirler (Malarkey vd., 2005). Hepatik stellat hiicreleri
(ito Hiicreleri), sitoplazmik uzantilara sahip yildizs1 hiicrelerdir (Sekil 3.1). Ekstrasellular
matriksin yeniden diizenlenmesinde etkilidirler (Dilek, 2003; Malarkey vd., 2005).
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Hepatositler dolasimdan gelen kanin igerigine gore gradientli bir yap1 gosterir
Maruz kaldiklar1 oksijen ve madde icerigine gore 3 bolgeye ayrilirlar (Malarkey vd.,
2005):

Bolge I (Periportal): Buradaki hiicreler damarlara en yakin konumda yer alir. Bu nedenle
dolasimla gelen kandan ilk etkilenen hiicrelerdir (Aytekin vd., 1998). Siniizoidal kanda
oksijen yogunlugu yiiksektir. Hepatositler aktif olarak glikojeni ve plazma proteinlerini
sentezler (Demir, 2006).

Bolge II: Ara zondur ve kana ikinci olarak yanit olusturan hiicrelerden olusur (Demir,
2006).

Bolge III: Oksijen yogunlugunun en az oldugu bolgedir. Detoksifikasyonla gorevlidir.
Buradaki hepatositler, hipoksi sonucu olusacak harabiyetlere kars1 agiktirlar (Demir, 2006).

3.1.1. Sican karacigeri yapisi

Sicanlarin karacigeri dort lobdan olusur. Bunlar median lob, sag lob, sol lob ve
kaudat lobtur. Sol lob disinda diger loblar parcali yapidadir (Waynforth ve Flecknell, 2001,
Malarkey vd., 2005; Wakim, 2017).

Farelerde ve insanlarda safra kesesi olmasima ragmen; siganlarda yoktur. Sigan
karaciger loblarinda yer alan temel portal ve hepatik ven sistemleri, insanlardakine

benzerdir; ancak farkliliklar da igermektedir (Malarkey vd., 2005).

Karacigerin median ve sol loblar1 %70’lik kismini olusturur. Sag laterak lob,
median lob ile iist liste binmistir ve sag tarafta yer alir. En kiiclik lob kaudat lobdur ve
0zefagusun abdominal kismini gevreler. Karaciger loblar1 birbirlerine ligamentler araciligi

ile tutunurlar (Sekil 3.2) (Waynforth ve Flecknell, 2001).
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Medyan Lob

Sag Lateral \

Lob Sol Lateral

Lob

Kaudat Lob

Hepatik Portal Ven Safra Kanah

Sekil 3.2. Sican karacigeri yapisi (Waynforth ve Flecknell, 2001)
3.2. %70 Parsiyal Hepatektomi Modeli

Karacigerin %70’lik kisminin cerrahi miidahale ile ¢ikarilmasina dayanir ve 2/3
parsiyal hepatektomi (PH) modeli olarak da adlandirilir. Bu teknik ilk kez 1931 yilinda
Higgins ve Anderson tarafindan gergeklestirilmistir. Karacigerin sol lateral lobunun ve
median lobunun cerrahi miidahale ile ¢ikarilmasina dayanir (Aller vd., 2012) (Sekil 3.3).
Kalan loblar (sag ve kaudat lob) karacigerin metabolik faaliyetlerini yerine getirebilecegi
sekilde rejenerasyona ugrar, sol lateral ve median loblar tekrar olusmaz (Leonidas vd.,

2003).

Vena cava

Portal ven—

Sekil 3.3. A. Sigan karacigeri genel goriiniisii (Bao vd., 2011). B. %70 partial hepatektomi
modeli ile alinan median ve sol loblar (Tannuri vd., 2007).
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Parsiyal hepatektomiden sonraki karaciger rejenerasyonu doku biiylimesinin
baslamasi, ilerlemesi ve sonlanmasi mekanizmalarii ¢alismak ig¢in giiclii bir modeldir
(Kurinna and Barton, 2011). in vivo hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ile ilgili analizler i¢in

en iyi ¢alisma modellerinden birini olusturur (Hu vd., 2014).

PH modelinde en ¢ok fareler ve siganlar tercih edilmektedir. Ancak tiirler arasinda

rejenerasyon siireleri farklilik gostermektedir (Michalopoulos, 2007).

3.3. Karaciger Rejenerasyonu

Karaciger yiiksek rejenerasyon yetenegine sahip bir organdir (Michalopoulos,
2007). Karacigerin biiyiik bir kisminin gesitli sebepler ile kaybedilmesi karaciger
rejenerasyonunu tetikler (Michalopoulos, 2007). Rejenerasyon siirecinde hiicresel ve
molekiiler diizeyde bircok kompleks olayin rol aldigi bilinmektedir ve heniiz tam olarak

aydinlatilamamustir.

Genel olarak ii¢ faza ayrilmaktadir:
» Baslangi¢ (Priming) Faz
> Gegis (Responsive) Fazi
» Bitis (Termination) Fazi

3.3.1. Baslangig¢ (Priming) Faz (PH sonra 0.5-4 saat)

Baglangi¢ (priming) fazi karaciger hiicrelerinin  hizli proliferasyonu ile
rejenerasyonun basladigi sathadir. Hepatositlerin ve parankimal olmayan hiicrelerin Go
fazindan G: fazina ge¢isini temsil eder (Kurinna ve Barton, 2011). Hiicrelerin Go-G1
gecisini tetikleyen bazi faktorlerden bahsedilmektedir. Bunlarin arasinda hemodinamik
degisiklikler, urokinaz plazminojen aktivatorii (uPA) ve ekstrasellular matriksin (ECM)

yeniden diizenlenmesi yer almaktadir.

A. Hemodinamik Degisiklikler: PH sonrasi dokularin bir kisminin alinmasina bagh
olarak karacigerin yapisal fonksiyonu azalmaktadir ve doku miktarina gére portal venden
gelen kan miktar1 ti¢ kat artmaktadir (Michalopoulos, 2010). Karaciger dokusunda
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meydana gelen bu hemodinamik degisikliklerin hiicrelerin Go-G1 gegisinde etkili oldugu
diistiniilmektedir (Michalopoulos, 2007; Kurinna ve Barton, 2011). Bununla birlikte
diismiis oksijen miktarma bagli olarak tetiklenen oksidatif stres mekanizmalarinin da

(HIF1a) etkili oldugu bilinmektedir (Michalopoulos, 2007).

B. uPA’nin Yeniden Diizenlenmesi: PH ile artmis portal ven kan basinci, endotel
hiicrelerinde mekanik bir strese sebep olur. Endotel hiicreleri, mekanik strese cevap olarak
UPA salinimini arttirir. UPA, plazminojenin plazmine ¢evrilmesinde etkilidir. Plazmin ve
matriks metalloproteinaz, ikisi birlikte, PH sonrasi ekstrasellular matriksin yeniden
diizenlenmesinde gorev alir (Kim vd., 1997; Abu Rmilah vd., 2019). uPA yoksunlugunda

hepatositlerin rejenerasyonu gecikmektedir (Roselli vd., 1998).

C. ECM Yeniden Diizenlenmesi: ECM yeniden diizenlenmesinde, rejenerasyon baslatici
faktorlerinden biri olan HGF de etkilidir. HGF, Inaktif linear yapidayken ECM’e tutunur
ve UPA araciligi ile HGF’nin dimerizasyonu tetikler. Aktif formuna doniisen HGF
(Michalopoulos, 2007; Abu Rmilah vd., 2019) rejenerasyonu tetikler (Michalopoulos,
2007). Transforming Growth Factor Alpha (TGFa), Epidermal Growth Factor (EGF) gibi
biiytime faktorleri, PH sonrasinda ilk 30-60 dakikada artar (Stolz vd., 1999). Biiyiime

faktorleri, hiicrelerin duragan Go fazindan Gifazina gegisi i¢in gereklidir (Fausto, 2000).

Akut-Faz Mediator Genlerin (Immediate-Early Genes) ekspresyonu PH’den sonraki
1 saat iginde artar (Michalopoulos, 2017) ve yaklasik 4 saat siirer (Fausto, 2000). c-jun, c-
fos, c-Myc genleri bu grupta yer alir (Sekil 3.5) (Mao vd., 2014; Michalopoulos, 2017).
Norepinephrine, tumor necrosis factor (TNF), interleukin (IL) 6, (Michalopoulos, 2017)
Nuclear Factor kB (NF-xB), Signal Transducer & Activator of Transcription-3 (STAT3),
CCAAT/enhancer-binding protein beta (C/EBP), aktivasyonlari gergeklesir (Mao vd.,
2014; Michalopoulos, 2017). IL-6 ve TNF-a, Go-G: kontrol noktasinin asilmasinda rol
oynar ( Mao vd., 2014).

3.3.2. Gegis (responsive) fazi

Gegis (responsive) Fazi (PH sonra 6-72 saat) hiicrelerin, hiicre dongiisiinde G1-S-Go-

M asamalarin1 gecerek mitozun gerceklestigi sathayr temsil eder (Abu Rmilah vd.,
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2019). PH sonrasinda biiytime faktorleri ve mitojenlerin etkisi ile G1 fazina gegen
hiicreler, siklin ve siklin bagimli kinazlarin (Cdk) kontroliinde hiicre dongiisiinii

tamamlar (Zimmermann, 2004).

3.3.2.1. Hiicre dongiisi

Hiicre dongiisii dort fazdan olusur: Gi, S, G2, M. G1 (Gap 1) fazi DNA sentezi igin
hazirlik fazidir ve mikroskop altinda bakildiginda goriilmez; ancak metabolik aktivite
vardir. S (synthesis) fazi, DNA sentezini temsil eder ve DNA replikasyonunun
gerceklestigi fazdir. G2 (Gap 2) fazinda hiicreler mitoza hazirlanir ve M fazinda mitoz

gergeklesir ve 151k mikroskobunda gézlenebilir (Assy ve Minuk, 1997) (Sekil 3.4).

G2 fan R noktast

Gl fan

S fan

Sekil 3.4. Hiicre dongiisii (Pines, 2011)

Hiicre dongiisii basamaklarinin temel diizenleyicileri siklin ve siklin bagiml
kinazlar olan Cdk’lardir. G: fazinda siklin-D1\Cdk4,6 kompleksi olusmaya baslar
(Ehrenfried vd., 1997) (Sekil 3.4). Hizla artig gosteren siklin-D1\Cdk4,6 kompleksi, Rb-
E2F Retinoblastoma (Rb)’yi fosforilleyerek E2F’nin Serbest kalmasini saglar. Serbest
kalan E2F, ¢ekirdege giderek Gi kontrol noktasinin asilmasini ve S fazi igin gerekli olan

genlerin ifadesini baslatir (Albrecht vd., 1998; Kato vd., 1998; Abu Rmilah vd., 2019).
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E2F’nin serbest kalmasi ve siklin E/Cdk2 kompleksinin olusmasi ile birlikte Gy
kontrol noktasi asilir. S fazina gegilebilmesi i¢in siklin-A\Cdk2 kompleksi olusmalidir
siklin-A\Cdk2 olmadan DNA sentezi baslamaz (Sekil 3.4) (Albrecht vd., 1998; Starkel vd.,
2005; Karimian vd., 2016). S fazinin ilerleyen safhasinda (Geg¢ S fazi) siklin-A\Cdk1
kompleksi olusur ve hiicreler G2 fazina geg¢is i¢in hazirlanir (Sekil 3.4) (Abu Rmilah vd.,
2019). G, fazinda siklin-A\Cdk1l kompleksi bir siire daha varligimi siirdiiriir. Geg¢ G2
fazinda siklin-B\Cdk1 kompleksi olusur ve G2-M kontrol noktasinin asilarak, hiicrelere
mitoza dogru ilerler (Albrecht vd., 1998; Abu Rmilah vd., 2019) (Sekil 3.4).

Cdk inhibitorleri hiicre siklusunun negatif diizenleyicisidirler (Ehrenfried vd., 1997;
Albrecht vd., 1998; Jeong vd., 1999). Cdk inhibitorleri iki gruba ayrilir: INK4 ve Cip/Kip
ailesi. INK4 ailesi (p15, p16, p18 ve p19) iyeleri, Cdk 4 ve Cdk6 inhibitorleridir. Cip/Kip
ailesi (p21, p27,p57) tyeleri, siklin D\Cdk4,6, siklin E\Cdk2, siklin A\Cdk2’ i igeren gok
sayida Cdk’lar1 inhibe eder. (Albrecht vd., 1998; Jeong vd., 1999).

Cdk4 ve Cdk6 inhibitorii p53, tiimor baskilayicidir ve hiicre siklusunu durdurucu,
apoptoz, farklilasma gibi siire¢lerde rol oynar (Alisi vd., 2005). p53, ¢esitli stres sinyalleri
(UV, hipoksi, DNA hasar1 vb) tizerine aktive edilir. DNA hasari, hiicre dongiisiiniin G1-S
(Kastan vd., 1995) ve G2-M (Li vd., 2009) kontrol noktalarinda durmasina yol agar
(Agarwal vd., 1995). Kontrol noktalarinda boliinmesi durdurulan hiicrelere hasarin onarimi
i¢in firsat taninmis olur (Agarwal vd., 1995). DNA hasarinin tamir edilmesi durumunda
hiicre dongiisii kaldigi yerden devam eder; tamir edilememesi durumunda apoptoz

mekanizmalar1 devreye girerek hasarli hiicreyi ortadan kaldirir (Kastan vd., 1995).

p53’tin temel diizenleyicisi Mdm2’dir. Mdm2, E3 ubikutin ligazdir ve ubikutin
yolagi araciligi ile p53°lin hem sitoplazmada hem de niikleusta degradasyonunu saglar
(Moll ve Petrenko, 2003). Normal kosullarda p53 miktar1 olduk¢a diisiiktiir ve Mdm?2
tarafindan siirekli yikilmaktadir (Moll ve Petrenko, 2003). Mdm2, p53’e baglanarak
p53’1in niikleusa gegmesini engeller (Chene, 2003). Stres kosullarinda, p53 ve/veya Mdm?2
fosforillenerek birbirlerine baglanmasi engellenir. Serbest kalan p53 niikleusa geger ve
hedef genlerinin transkripsiyonunu gergeklestirir (Moll ve Petrenko, 2003). Hedef
genlerinden birisi de Mdm2’dir. P53, Mdm2 ifadesini artirir, Mdm?2 ise p53’ii inhibe eder
(Chene, 2003).
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TIEGs Gecikmis Hiicre déngiisii DNA replikasvonu
(c-fos, cun. genler genleri Ve mitoz
jun-B, c-myc. (belx) (p33, p2l. (siklin D1, siklin E. C,
vh.) mdm?2) B:ras)
| | | |
0 4. saat 8. saat 20. saat 48. saat
Gy > G > 5

Sekil 3.5. Karaciger rejenerasyonunda hiicre dongiisii (Fausto, 2000)

PH sonrasi karaciger rejenerasyonun hiicre dongiisii basamaklar1 incelendiginde
tirler arasinda farkliliklar gosterdigi goriilmiistiir. Farelerdeki Gi evresinin siiresi
sicanlardakine gore daha uzundur (Fausto, 2000). Si¢anlarda hiicrelerin G1 fazina girisi PH
sonrasi 4-6 saat olarak kabul edilmektedir (Sekil 3.5) (Ozeki ve Tsukamoto, 1999; Fausto,
2000). Karaciger rejenerasyonunda Gi fazina giris ve ilerlemenin 12-16. saatlere denk
geldigi ileri stirilmistir (Ozeki ve Tsukamoto, 1999). Hiicre dongiisiinde S fazi DNA
replikasyonunun gergeklestigi fazdir. PH sonrasi DNA replikasyonunun 12-15. saatler
arasinda basladig1 diisiiniilmektedir (Steer, 1995). Fausto (2000) ise PH sonrasi 14. saatte
DNA replikasyonunun basladigin1 belirtmistir (Fausto, 2000). Baska bir literatiirde
hiicrelerin S fazina giriginin PH sonrasi 12. saate denk geldigi ve replikasyonun 18-30
saatleri arasinda gergeklestigi belirtilmektedir (Xu vd., 2005). PH sonrasi DNA
replikasyonunun 24. saatte en yiiksek seviyesine ulastigi (Starkel vd., 2005) ve 30-32. saate
kadar devam ettigi belirtilmektedir (Rininger vd., 1997; Xu vd., 2005). G2 fazinin ise 2-4
saat stirdiigii (PH sonrasi 31-34.saat) bilinmektedir (Xu vd., 2005). Hepatositler PH sonrasi
yaklasik 36-48. saatlerinde mitoza girdigi diistiniilmektedir (Sekil 3.5) (Steer, 1995;
Fausto, 2000; Kurinna ve Barton 2011). Yaklasik 72 saat sonrasinda hepatositlerin
mitozdan ¢iktig1 ve Go fazina geri dondiigii bilinmektedir (Taub, 2004; Kurinna ve Barton,
2011). Hepatositlerin ¢ok kiigiik bir kismi ikinci kez prolifere olabilir ve ikinci mitozdan
¢ikis ancak PH sonras1 96. saate kadar siirebilir (Taub, 2004; Kurinna ve Barton, 2011). PH
sonrasi 3. gliniin sonunda ¢ogu hepatosit proliferasyonunu tamamlamis olur (Zimmermann,
2004). Hepatositlerde bir hiicre dongiisiiniin 30 saatte tamamlandig1 gosterilmistir; ancak
bu diger hiicre tiplerinin olmadig1 hiicre kiiltiirii ortaminda gergeklestigi stiredir (Xu vd.,
2005).
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Sicanlarda PH sonrasi karaciger rejenerasyonunda doku farklilagsmasi ve kaybolan
dokunun yeniden insas1 72-144 saatleri arasinda gergeklestigi tahmin edilmektedir (Xu vd.,
2005).

Hiicre dongiisiiniin bir diger diizenleyicileri ise Gi, S, G2, M gecislerinde siklinlerin
yikimindan sorumlu E3 ubikutin ligaz kompleksleridir. Bunlar Anaphase Promoting
Complex (APC) ve Skpl/cullin/F-box (SCF) kompleksleridir (Chauhan vd., 2011;
Zheng, vd., 2016a) ve ubikutin sinyal yolagi basligi altinda detaylandirilmustir.

3.3.3. Bitis (termination) faz1 (PH sonrasi1 72-168 saat)

Karaciger rejenerasyonu kitle/viicut agirhigi %2.5 oranina ulastiginda sonlandirilir
(Nygard vd., 2012). Bitis (termination) fazi, (PH sonra 72-168 saat), hiicrelerin bir-iki
boliinmeden sonra tekrar Go fazina gegisini temsil eder (Kurinna ve Barton, 2011; Wang et.
al., 2009). Karaciger rejenerasyonunun sonlandirilmasi ile ilgili bilinenler olduk¢a siirlidir
(Mao vd., 2014). Ancak TGF-B, Suppressors of Cytokine Signaling (Socs), Plasminogen
Activator Inhibitor (PAI-1), aktivin ve ECM igeren bazi mekanizmalar, karaciger
rejenerasyonunun sonlandirilmasinda goérev aldigi bilinmektedir (Zimmermann, 2004,

Michalopoulos, 2010; Kurinna ve Barton, 2011).

TGF-B, proliferasyonda en iyi tanimlanmis hiicre dist inhibitoriidiir. Hiicre
dongiisiinii G1’de durdurabilir. Bu etkisini ise Cdk4,6/siklin-D komplekslerine baglanan
Cdk inhibitorii p15’in uyarilmasi ile gerceklestirir (Sherr ve Roberts, 1999; Cooper, 2006).
Cdk inhibitorlerinin uyarilmasimnin yaninda Cdk2, Cdk4, siklin-E, siklin-D iiretimini
baskilar (Abu Rmilah vd., 2019).

Karaciger rejenersyonunda TGF-B, yildizs1 hiicrelerden ve makrofajlar tarafindan
(Michalopoulos, 2017) rejenerasyonun ilk bes saati i¢cinde, HGF ve EGF faktorlerine cevap
olarak salinmaya baglar. TGF-f salinmmindaki artisa karsilik hepatositler TGF-f
reseptorlerini 48. saate kadar azaltarak proliferasyonlarina devam ederler (Michalopoulos,
2010; Mao vd., 2014). TGF-B, ECM proteinlerinden biri olan decorine, periportal alandan
sentral alana dogru kademeli olarak baglanarak proliferasyonu inhibe eder (Michalopoulos,
2017). TGF-B, PAI-1 ekspresyonunu artirarak DNA sentezini inhibe eder (Kurinna ve
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Barton, 2011). Ayrica TGF-p, tiibiilogenezi ve yeni damar olusumunu tetikler. Karaciger
rejenerasyonu bittikten sonra yeni ECM’in olusumu baslar. TGF-B ekspresyonunun en
yiiksek oldugu PH sonraki {igiincii giinde (72 saat) siniisoidal kapillar ag olusumu meydana
gelir (Michalopoulos, 2007).

Aktivin A, hepatositlerin DNA sentezini otokrin olarak inhibe eden faktordiir
(Zimmermann, 2004). Aktivin A, karaciger biiyiimesini azaltici ve apoptozu tetikleyici
etkilere sahiptir. Aktivin A ekspresyonunun rejenerasyonun ilk 24 saatinde diistiigii ve 72.

saatten itibaren tekrar normal seviyesine geldigi belirtilmektir (Zimmermann, 2004).

ECM araciligi ile rejenerasyonun sonlandirilmasi mekanizmalari; integrin-linked
kinase (ILK) (Kurinna ve Barton, 2011; Michalopoulos, 2017), ECM komponenti olan
Glypican-3 (Michalopoulos, 2010) ile iliskili olabilir. TGF-B, ECM proteinlerinin sentezini
arttirarak rejenerasyonun sonlandirilmasina katki saglar ECM, karaciger rejenerasyonunun

sonlandirilmasi igin TGF-B, Aktivin ile birlikte etki gosterir (Michalopoulos, 2007).

SOCS3, Cullin Ring E3 Ubikutin Ligazlardandir. SOCS3, karaciger
rejenerasyonunun ilk saatlerinde ifadesi Onemli oranda artis gosteren IL-6’nin
inhbitoridiir. IL-6 ekspresyonundaki artis ayn1 zamanda SOCS3 ekspresyonunu da artirir.
SOCS3 zamanla IL-6 ekspresyonunu inhibe eder (Taub, 2004; Mao vd., 2014). Yapilan
caligmalarda SOCS3’iin karaciger rejenerasyonunu inhibe edici etkisi oldugunu

gostermektedir (Riehle vd., 2008).

3.4. Ubikutin Sinyal Yolag:

Ubikutin 76 aminoasitlik (8.5kDa) kiiglik bir proteindir. Tiim okaryot canlilarda

giiclii bir diizenleyicidir ve mayalardan insanlara kadar biiyiik oranda korunmustur (Liu ve

Walters, 2010).

Proteinler hiicre igerisinde oldukca fazladir ve fizyolojik siireglerin
yiriitilmesinden sorumludur. Bu hiicresel mekanizmalarin devam edebilmesi igin protein
sentezi ve yikiminin siki bir sekilde kontrol edilmesi gerekir. Hiicre i¢i protein miktarinin

diizenlenmesinde rol oynayan mekanizmalarin baginda Ubikutin-Proteozom Sistemi (UPS)
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gelir (Herrmann vd., 2007; J. Liu vd., 2015). Ubikutin ile etiketlenmis protein,
proteozomdan bagimsiz olarak da islev gosterebilir. Transkripsiyonun regiilasyonu
orneginde oldugu gibi; bir histon proteini olan H2A’nin ubikutinasyonu, DNA ipliginin
gevsemesini ve transkripsiyonun baslamasini saglar (Zhou vd., 2009; Siimer ve Uyanikgil,
2010).

Ubikutin sinyali, hiicre dongiisiiniin kontrolii, proteinlerin tasinmasi, DNA hasari
tamiri, transkripsiyon, endositoz, otofaji, mitofaji, apoptoz ve diger baz1 yolaklar (NF-xB
yolagi, Wnt yolagi) ile iliskilidir (Ciechanover, 1998; Yau ve Rape, 2016). Proteinlerin
yikilip yikilmamasi ya da farkli hiicresel siireglerdeki rolii, proteine eklenen ubikutin
koduna baglidir (Swatek ve Komander, 2016; Yau ve Rape, 2016; Kwon ve Ciechanover,
2017; Galves vd., 2019).

3.4.1. Ubikutin kodu

Hedef proteindeki c¢esitli ubikutin modifikasyonlar1 (monoubikutinasyon,
poliubikutinasyon) ve ubikutinasyon tipleri, farklt uyumlar1 benimser ve farkli sonuglara
yol acar. Cesitli hiicre i¢i cevaplarin olusmasini saglayan bu modifikasyonlar ubikutin
kodu olarak tanimlanmaktadir (Komander ve Rape, 2012; Swatek ve Komander, 2016;
Yau ve Rape, 2016).

Ubikutin, bagka bir ubikutin molekiiliiniin baglanabilecegi yedi lizin (Lys6, Lys11,
Lys27, Lys29, Lys33, Lys48, and Lys63) ve bir metionin (Metl) kalintisina sahiptir
(Swatek ve Komander, 2016; Yau ve Rape, 2016) (Sekil 3.6).

En basit ubikutin modifikasyonu monoubikutinasyondur ve hedef proteine tek bir
ubikutinin baglanmas1 anlamina gelir. Bu reaksiyonun birka¢ baglanma bdlgesinde

meydana gelmesine multi-monoubikutinasyon denir (Yau ve Rape, 2016).

Monoubikutinasyon sonrasinda ayni bdlgeye ubikutin molekiillerinin eklenmesi

poliubikutinasyon olarak tanimlanir (Hershko, 1997; Yerlikaya, 2004) (Sekil 3.7).



Sekil 3.6. Ubukutin molekiilii tizerindeki yedi Lys ve bir Met modifikasyon bdlgeleri
(Swatek ve Komander, 2016).
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Sekil 3.7. Ubikutin modifikasyonlar1 (Swatek ve Komander, 2016).
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Hedef proteine baglanan ubikutin molekiillerinin hepsi ayni modifikasyon
bolgesinden birbirlerine baglaniyorsa homotipik; farklt modifikasyon bdlgelerinden

birbirlerine baglaniyorlarsa heterotipik ubikutin zincirlerini olusturur (Yau ve Rape, 2016).

Heterotipik ubikutin zincirleri ise dall1 (branched) veya karma (mixed) ubikutin
zincirlerinden olusur (Swatek ve Komander, 2016; Galves vd., 2019). Karma ubikutin
zinciri herbir ubikutin molekiiliiniin, diger ubikutin molekiiline farkli modifikasyon
bolgelerinden biri ile baglanmasi sonucu olusur. Dall1 ubikutin zincirleri ise bir ubikutine
iki veya daha fazla ubikutin molekiiliiniin baglanmasi ile olusur (Yau ve Rape, 2016)
(Sekil 3.7).

Poliubikutinasyon genellikle proteozom aracili degradasyon ile sonuglanirken;
monoubikutinasyon daha ¢ok reseptor arracili endositoz, transkripsiyon ve DNA onarimi
ile iliskili goriinmektedir (Lee ve Peter, 2003). H2A histon proteinin monoubikutinasyonu
transkripsiyonla iliskilendirilirken (Yau ve Rape, 2016); farkli bir Lys bolgesinden
ubikutinasyonu, DNA onarimu ile iligkilendirilmektedir (Lee ve Peter, 2003).

Ubikutin zincirleri kimyasal (fosforilasyon, asetilasyon) modifikasyonlarla da
isaretlenebilmektedir. Ayrica bazi ubikutin zincirlerine, ubikutin benzeri proteinler
(Ubikutin like proteins, Ubl) olan SUMO, NEDDS8 proteinleri eklenebilmektedir
(Herrmann vd., 2007; Swatek ve Komander, 2016) (Sekil 3.7).

Bu kadar ¢ok modifikasyon, hiicre i¢indeki ¢ok farkli olaylar1 yonetmektedir. Bu
nedenle ubikutin yolagi olduk¢a kompleks ve biiyiik bir yolak haline gelmektedir.

Lys48 iliskili ubikutin zincirleri, hiicre i¢inde en sik karsilagilan modifikasyonlardir
(Swatek ve Komander, 2016) ve gorevleri substrat proteinin degredasyonu igin
proteozomlara hedeflenmesidir (Swatek ve Komander, 2016; Yau ve Rape, 2016). Lys63
zincirlerinin ise  NF-kB aktivasyonunun diizenlenmesi basta olmak {izere hasarl
mitokondrilerin temizlenmesi, immun yanit mekanizmalar ile iligkilidir. Metl iliskili
zincirlerin de benzer sekilde NF-kB aktivasyonu ve immun yanitin olusturulmasinda gorev
aldig1 bilinmektedir (Yau ve Rape, 2016). Lys11 heterotipik zincirleri ise hiicre siklusunun

diizenlenmesinden sorumlu proteinlerin proteozomal degradasyonuyla
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iliskilendirilmektedir (Yau ve Rape, 2016). Lys6 zincirleri, mitofaji ve DNA onarimu ile
iliskilendirilmektedir. Lys33 post-golgi membran protein trafiginin diizenlenmesinde rol
oynadigi belirtilmektedir. Lys27 DNA onarimi ve otoimmunite ile iligkili oldugu (Swatek
ve Komander, 2016; Yau ve Rape, 2016) ve Lys29’un ise lizozomal degredasyon ile
iliskilendirilmektedir (Herrmann vd., 2007). Lys11/48 heterotipik ubikutin zincirleri ile
isaretlenmis substrat proteinlerin daha hizli proteozomal degredasyona ugramaktadir.
Lys11/48 disinda Lys29/48, Lys11/63, Lys48/63, ve M1/Lys63 heterotipik zincirleri de
tanimlanmustir (Stolz ve Dikic, 2018).

Hedef proteinlerin UPS araciligi ile yikilmasi iki basamakta gerceklesir (Herrmann
vd., 2007). Bunlar proteinlerin ubikutin ile isaretlenmesi (Ubikutinasyon) ve proteinlerin

26S proteozomlar ile degradasyonu’dur.

3.4.2. Proteinlerin ubikutin ile isaretlenmesi (Ubikutinasyon)

Ubikutinasyon, ubikutin molekiiliiniin, hiicresel proteinlere kovalent bagla
baglanmasi siirecidir (Oh vd., 2018). Kovalent bag, hedef proteinin e- amino grubunda yer
alan lizin (Lys) kalintisi ile ubikutinin C-terminal ucu arasinda olusur (Yau ve Rape, 2016)
ve ¢ tip enzim gorevlidir: E1 (ubikitin aktiflestirici enzim), E2 (ubikitin konjuge edici
enzim) ve E3 (ubikitin ligaz). Insanlarda 2 tane E1, yaklasik 40 tane E2 ve 600’den fazla
E3 oldugu tahmin edilmektedir (Deshaies ve Joazeiro, 2009; Liu ve Walters, 2010; Oh vd.,
2018). Ubikutinasyon genel olarak ii¢ basamakta gergeklesir.

A. Aktivasyon: E1 (ubikitin aktiflestirici enzim), ATP kullanarak ubikutin molekiiliinii
aktiflestirir. Ubikutinin aktivasyonu iki basamakta gerceklesir. Birinci basamakta;
Ubikutin-adenilat ara iriinii olusur ve ikinci basamakta ubikutin, E1 enziminin sistein
kalintisina baglanarak tiol ester bagi olusturur ve AMP agiga ¢ikar (Herrmann vd., 2007)
(Sekil 3.8).

B. Konjugasyon: E2 araciligiyla gergeklestirilir. Aktif ubikutin molekiilii, E2 (ubikutin
konjuge edici enzim) enziminin sistein kalintisina aktarilir. E1, E2 ile direkt baglanarak

ubikutin molekiiliinii aktarir ve sonra serbest kalir (Herrmann vd., 2007). (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Proteinlerin ubikutinasyon, degradasyon ve deubikutinasyon basamaklar1 (Liu
vd., 2015).

C. Ligasyon: E3 Ubikutin ligazlar (ubikutin ligaz, E3 ligaz) tarafindan katalizlenir.
Ubikutin ligazlar, E2 ve hedef proteini bir araya getiren koprii gorevi goriirler ve ubikutin
molekiiliiniin E2’den hedef proteine aktarimini saglar (Herrmann vd., 2007; Deshaies ve
Joazeiro, 2009). Biitiin E2 enzimleri 150 a.a’lik korunmus bir Ubikutin Konjugasyon
Domainine (Ubiquitin Conjugation domain, UBC) sahiptir. E2 enziminin ¢ekirdeginde yer
alan bu domain ubikutini baglama 06zelligine sahip bir sistein kalintist icerir (Mani ve
Gelmann, 2005; Valimberti vd., 2015). E3 ligazlar, substratlar1 olan hedef proteinlerine
0zgli olduklart i¢in ubikutin sinyal yolagmm en spesifik enzimleridir. E3 ligazlar,
ubikutinasyon reaksiyonunun hem etkinligi hem de substrat spesifikligini siki bir sekilde
kontrol etmeleri nedeniyle bu kademenin kritik bilesenleridir (Zheng ve Shabek, 2017; Oh
vd., 2018) (Sekil 3.8).

3.4.3. Proteinlerin 26S proteozomlar ile degradasyonu

Multi-ubikutinlenmis proteinler, proteozom adi verilen c¢ok alt birimli proteaz
kompleksi tarafindan tanmir ve yikilirlar. 26S proteozom 19S ve 20S alt birimlerinden
olusur. 20S altbiriminin alt ve {ist u¢larinde 198 altbirimleri yer alir (Sekil 3.9) (Herrmann
vd., 2007).
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Sekil 3.9. 26S Proteozom yapisi (lhara vd., 2012)

19S alt birimi diizenleyicidir ve bircok ATPaz ve ubikutin baglayic1 bolge igerir
(Mani ve Gelmann, 2014). 19S alt birimi ATP kullanarak proteinlerin katlanmadan silindir
yapidaki 20S altbirimine girmesini saglar. 20S alt birimi katalitiktir ve proteolitik kisimlar
icerir (Mani ve Gelmann, 2005; Herrmann vd., 2007). Sirasiyla a, B, B, o halkalarindan
olusur ve herbiri de 7 alt birimden (a1- a7) meydana gelir (Ihara vd., 2012). o altbirimleri,
proteolitik olan B altbirimleri i¢in kapak gorevi goriir (Herrmann vd., 2007). Proteozom,
substratlarin1 6-10 aminoasit igeren pargalara boler ve bu peptitler sitozolde tamamen
hidrolize olurlar. Bu islem sirasinda ubikutinler serbest kalir ve baska bir dongiide tekrar
kullanilirlar (Mani ve Gelmann, 2014).

3.5. E3 Ubikutin Ligazlar

Ubikutinasyon enzimlerinden tiglinciisti, E3 ubikutin ligazlar, diger enzimlere gore
(E1, E2) daha ¢ok sayiya ve gesitlilige sahiptir. Substratlarina 6zgiil aktivite gosterirler ve
dogru substrat bolgesine eklenmesini garantilerler (Zinngrebe vd., 2013). E3 ligazlar,
ubikutin zincir tipi lizerinde etkileyici ve tanimlayict bir rol oynarken; E2’nin bdyle bir
etkisi yoktur. Ancak diger taraftan E2 ve E3 kombinasyonu, substrata nasil ubikutin
eklenecegini belirler (Liu ve Walters, 2010).
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E3 ubikutin ligazlar, E2 enzimlerine baglanma O6zellikleri bakimindan farkli
mekanizmalar ile ¢alisan biiyiik ve heterojen protein ailesinden olusur (Mani ve Gelmann,
2005). Tasidiklar1 domaine ve g¢alisma prensiblerine gore dorde ayrilirlar. Bunlar Really
Interesting New Gene (RING), Homologous to the E6-AP Carboxyl Terminus (HECT), U-
Box, Ring Between Ring (RBR)’dir (Oh vd., 2018). RING, bunlarin en biiyiik grubudur
(Pickart ve Eddins, 2004; Zheng ve Shabek, 2017).
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0\
— = \

2 Ub) g (
e /o 3 E
&9 E3

( )
E m e 5 E2
£3 E3
£2
£3

Sekil 3.10. RING ve HECT E3 ligazlarin ¢alisma prensibi. a. HECT E3 b. RING E3
(Deshaies ve Joazeiro, 2009)

RING alt birimi, korunmus bir sistein ve histidin dizisi ile iki Zn* iyonuna sahiptir
ve E3 ligazlarin herhangi bir bolgesinde yer alabilir. HECT alt birimi E3 ligazlarin C-
ucunda yer alir (Zinngrebe vd., 2013). E3 ligazlarin tiglincii ailesini olusturan RBR ailesi
li¢ alt birimden olusur. RING alt birimini tastyan birinci ve tiglincii alt birimlere Ringl ve
Ring2; bu iki alt birimin arasinda bulunan ikinci alt birime ise “in beetwen Ring (IBR) alt
birimi denir. RBR E3 ligazlar, yapisal olarak RING E3 ligazlara benzemesine ragmen;
calisma prensibi olarak HECT E3’lere benzemektedir (Zinngrebe vd., 2013; Walden ve
Rittinger, 2018).

RING ve HECT E3 ligazlarin ¢calisma mekanizmalar1 birbirinden farklhidir ve Sekil
3.10°de ozetlenmistir. RING alt birimine sahip E3 ligazlar, E2 ve substrati bir araya
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getirdikten sonra ubikutini E2’den direkt alarak substrata transfer ederler. HECT alt
birimine sahip E3 ligazlarda ise; ubikutin 6ncelikle HECT E3 ligazlarin yapisinda bulunan
sisteine eklenerek tiyoester bagi olusturur. Sonrasinda ise substrata eklenir. RING alt
birimine sahip E3 ligazlar bdyle bir tiyoester bagi olusturmaz ve ubikutin, dogrudan

substrat proteine aktarilir (Sekil 3.10) (Deshaies ve Joazeiro, 2009).

3.5.1. Cullin-RING E3 ligazlar (CRL)

Cullin-RING Ligazlar (CRL), RING E3 ligazlarin en biiyiik ve en kompleks alt
grubunu olustururlar (Abbas ve Dutta, 2011; Hua ve Vierstra, 2011). CRL ailesi tiyelerinin
yapilar1 benzerdir ve bir cullin proteini (Cull, 2, 3, 4a, 4b, 5, 7), RING yapisina sahip Ring
Box proteini (Rbx-1veya Rbx2) ve substrat proteini taniyan adaptor proteinlerinden olusur.
Icerdikleri Cullin proteini tipine gére CRL1 (SCF), CRL2, CRL3, CRL4A, CRLS5 olarak
da adlandirilirlar (Sekil 3.11A). Bunlardan en ¢ok ¢alisilan CRL1’dir ve SCF kompleksi
olarak da bilinir. (Duda vd., 2011). Hiicre dongiisiiniin diizenlemesinde rol oynayan Cullin
benzeri alt birime (APC2) sahip APC/C kompleksi de CRL ailesinden kabul edilir (Skaar
ve Pagano, 2009) ve APC/C kompleksi yapisal olarak diger CRL fiyelerinden farklidir

(Emanuele ve Enrico, 2019).

Cullin proteini Oncelikle adaptdr proteine baglanir. Adaptoér protein ise hedef
proteini tanima ozelligine sahip substrat reseptor proteinine baglanir (F-box, BTB, VHL
vh.) ve “Substrat Hedefleme Modiilii” olusur. Cullin proteinin diger ucuna ise RING birimi
iceren proteinlerden biri (Rbx-1, Rbx-2) baglanarak E2 enzimlerine baglanabilme 6zelligi
kazanir. Bu ikisi birlikte “Ubikutin Transfer Modiili” nii olusturur (Sekil 3.11B)

(Emanuele ve Enrico, 2019).

Cull: CRL ailesinde ilk fark edilen cullin proteinlerindendir ve SCF kompleksinin
alt birimlerinden birini olusturur (Cheng vd., 2018). Substrat reseptor proteini F-box’dir ve
Cull, F-Box’a Skpl araciligi ile baglanir. Cok sayida F-box proteini bulunmaktadir.
Cull’in diger tarafinda ise Rbx-1 yer almaktadir (Chen vd., 2015; Emanuele ve Enrico,
2019) (Sekil 3.11Aa).
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Sekil 3.11. A. CRL ailesinin bazi iiyeleri (Bosu ve Kipreos, 2008) degistirilerek
yapilmistir. B. CRL yapis1 (Emanuele ve Enrico, 2019)

Cul2: CLR2 kompleksi yapisinda yer alir. Adaptor proteinleri Elongin-B ve
Elongin-C araciligi ile substrat reseptdr proteinleri olan Von Hippel-Lindau Tumor
Suppressor Gene VHL-box proteinlerine baglanir (3. 11Ab). Insan iireme hiicrelerinde
meydana gelen VHL gen mutasyonu bireylerde retinal ve sinir sistemi kanserleri, bobrek
kanserlerine sebep oldugu bilinmektedir (Kondo ve Kaelin, 2001). VHL tiimor
baskilayicidir ve anjiyogenez i¢in Onemli olan Hypoxia-Inducible Factor-o (HIF-a)
baglanarak degradasyonunda rol oynar (Feng vd., 1999; Ratcliffe vd., 1999). Cul2, C.
elegans tireme hiicrelerinde mayoz-II’de polarite olusumu (Sonneville, 2004) ve G:-S fazi
icin gerekli goriilmektedir (Feng vd., 1999). Ayrica C. elegans’da mitotik kromatin
ipliklerinin yogunlasabilmesi i¢in Cul2’nin gerekli oldugu belirtilmistir (Feng vd., 1999).

Cul3: Diger cullin proteinlerinden farkli olarak Cul3, adaptor proteine ihtiyag

duymadan dogrudan supstrat reseptor proteini olan BTB proteinlerine baglanir ve BCR
kompleksini (BTB-Cul-3-Rbx1) olusturur (Sekil 3.11 Ac) (Chen vd., 2015). BTB
proteinleri ¢cok sayida farkli aileden olusur ve Cul3, farkli BTB proteinlerine baglanarak
cesitli hiicresel siireglerde rol oynamaktadir. insanda yaklasik 200 BTB proteini kodlayan
genom bulunmaktadir. Ancak bunlarin hepsi Cul3 ile baglantt kuramamaktadir (Chen ve
Chen, 2016). Cul3, hiicresel antioksidan cevabin olusturulmasinda (Furukawa ve Xiong,
2004; Chen ve Chen, 2016) hiicre dongiisii (McEvoy vd., 2007; Sumara vd., 2007),
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anjiyogenez (Kim vd., 2014), hiicre farklilasmasi (Dubiel vd., 2018) gibi birgok siirecte rol
oynar.

Cul4: CLR4 kompleksi alt birimlerinden biridir. Cul4 adaptor proteini DNA
Damage Binding Protein-1 (DDB1)’dir. Cul4, DDB1 aracilig1 ile substrat reseptor proteini
olan WDXR (DXR, Baz1 kaynaklarda DCAF) baglanir (Sekil 3.11 Ad) (Bosu ve Kipreos,
2008). Diger substrat reseptor proteinlerinde oldugu gibi ¢ok sayida WDXR proteini
mevcuttur (Lee ve Zhou, 2007; Abbas ve Dutta, 2011). DDB1, Cul4 adaptdr proteinidir.
DDBI1 geninin farkli canlilarda silinmesi ile mayoz boliinmede problem (Holmberg vd.,
2005), erken gelisim sirasinda 6liim, boliinmekte olan hiicrelerde defektlere sebep oldugu
bilinmektedir (Cang vd., 2006). DDB’nin UV ile hasarlanmis DNA ipliklerine
baglanabildigi ve DNA onariminda etkili oldugu diisiiniilmektedir (Chen vd., 2001).

Cul5: Yapisal olarak Cul2’ye benzerdir. Adaptor proteini Cul2 ile aynmidir ve
Elongin-B ve Elongin-C’dir. RING birimi igeren proteinlerden Rbx2 yapisinda bulunur.
Diger cullin proteinler Rbx1 alt birimi ile baglanti kurar. Cul2 ile yapisal farkliligi bu
ozelliginden ileri gelmektedir (Lamsoul vd., 2016). Substrat adaptor proteini SOCS’dur
(sekil 3.11 Ae). SOCS proteinleri, JAK ve reseptor trozin kinazlarin negatif
diizenleyicisidirler (Mahrour vd., 2008). Cul5, néronal gé¢ (Feng vd., 2007; Simo vd.,
2010), sitokinlerin salimimi (Feng vd., 2007), hiicre dongiisii diizenleyici (Ma vd., 2013;
Tapia-Laliena vd., 2019), otofaji (Antonioli vd., 2014) mekanizmalarinda rol oynadigi
diigiiniilmektedir (Zhu vd., 2016). Cul5 substrat adaptor proteinlerinden olan SOCS3,
karaciger rejenerasyonuyla iligkili IL-6’nin inhibitoriidiir. (Wiistefeld vd., 2000).

CRL ailesi birka¢ alt aileye ayrilir. Bunlar: c-Cbhl, BRCA1 (breast cancer 1),
BARD1 (BRCAl-associated RING domain 1), APC ve SCF’dir (Cheng vd., 2018). SCF
ve APC kompleksleri, hiicre dongiisiinii diizenlenmesinde etkin rol oynarken;
BRCAI1/BARDI, DNA onariminda rol oynar.

3.5.1.1. SKP1-CUL1-Fbox (SCF) kompleksleri

SCF kompleksi adaptor proteini Skpl’dir ve substrat reseptorii F-box proteinleridir.
Skp-1 ve F-box, Cul-1 tipi proteine baglanarak substrat proteinlerini taniyabilir. Cul-1’in

diger ucunda ise Rbx-1 bagli bulunur ve E2 enzimlerini tanir (Randle ve Laman, 2016;
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Zheng, vd., 2016a; Emanuele ve Enrico, 2019). F-box protein ailesi 69 farkli proteini
temsil eder (Emanuele ve Enrico, 2019). F-box motifi, protein-protein etkilesimi i¢in
gerekli goriilmektedir. F-box proteinleri amino terminal yarisinda F-box motifi tagirken; C-
ucunda ise leu tekrarlari veya WD (Trp-Asp) tekrarlar1 igermektedir. F-box motifi yaninda
icermis olduklar1 aminoasit tekrarlarina gore ii¢ sinifa ayrilirlar: FbxI, Fbxw, Fbxo
(Kipreos ve Pagano, 2000; Zheng, vd., 2016a).

Fbxw: Bu proteinler N-terminalinde F-box motifi tasirken, C-terminalinde WD
aminoasitlerinin tekrarlarini tasirlar (Kipreos ve Pagano, 2000). Toplam on tanedir (Zheng,
vd., 2016a).

Ebxw9: Yapilan literatiir arastirmalarina goére Fbxw9 ile ilgili ¢alisma sayisi
oldukga smirhdir. Hiicre dongiisiindeki rolii heniiz bilinmemektedir (Zheng, vd., 2016b).
Ancak C. elegans ile yapilan galismada, Fbxw9 (met-15) mutasyonunun, dokunma
reseptorii noronlarmin sinaps olusumunda ve mekanik dokunmaya karsi hissetmede
bozulmalar oldugu belirtilmistir. Doku reseptor ndronlarimin hiicre iskelet yapilarini
diizenleyerek etkili olabilecegi gosterilmistir (Bounoutas vd., 2009; Sun vd., 2013).
Transmitterlerin gegisi i¢in gerekli olabilecegi belirtilmistir (Zheng, vd, 2016b).

FbxI: Bu proteinler N-terminalinde F-box motifi tasirken; C-terminalinde leu aminoasit
tekrarlar1 tasirlar (Kipreos ve Pagano, 2000; Zheng, vd, 2016a). Toplam 22 tane Fbxl
proteini vardir. Hiicre dongiisiiniin kontroliinde diizenleyici rol oynadiklart bilinmektedir

(Zheng, vd, 2016a).

Skp2 (fbxl1): SCF*P? hiicre déngiisiiniin Gi-S gecinin kontroliinde etkindir ve
birgok hedef proteini vardir. Bunlardan bazilari hiicre dongiisiinii diizenleyen Cdk
inhibitorleri (p27, p21, p57); p130, siklin-A, siklin-D, E2F1, FOXO1, Myc’dir. Literatiirde
en ¢ok calistlan SCF*®? kompleksi hedef proteini p27 ve ikincil hedefi p21’den
bahsedilmektedir (Yu vd., 1998; Bhattacharya vd., 2003; Nakayama vd., 2004; Nakayama
ve Nakayama, 2006; Chan vd., 2010; K. Liu vd., 2018).

Fbxo: Fbxw ve Fbxl diginda kalan 36 tane F-box motifi tasiyan protein bu ailedendir
(Zheng, vd., 2016a). Fbxo alt ailesi tiyeleri N-terminalinde F-box motifi tasirkan; C-
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terminal ucunca leu ve WD aminoasit tekrarlar1 disinda herhangi bir aktif alt birim
tastyabilir (Kipreos ve Pagano, 2000; Zheng, vd., 2016a). Fbxo ailesinin tam fonksiyonu
bilinmemekle birlikte hiicre dongiistiniin diizenlenmesinde rol oynadig: diistintilmektedir

(Zheng, vd., 2016a).

Fbxo4: SCF™°* telomer uzunlugu, hiicresel bilyiime ve hiicre dongiisii ile iliskili
oldugu bilinmektedir (Zheng, vd., 2016b). Fbxo4’tin dort izoformu (Fbxo4a, B, v, 9)
bulunmaktadir (Chu vd., 2014). SCF™* kompleksi tarafindan siklin-D1’i yikarak hiicre
dongiisiinii diizenler (Lin vd., 2006; Vaites vd., 2011). Fbxo4 geni silinen hiicrelerin hiicre
dongiistinde daha hizli ilerledigi gozlenmistir (Lin vd., 2006; Zheng, vd., 2016b). Bazi
kanser tiirlerinde Fbxo4 ekspresyonunun ¢ok diisilk oldugu ve Fbxo4’iin olasi tlimor

baskilayici faktorlerden biri oldugu diistiniilmektedir (Heo vd., 2016).

Ebxo06: Hiicre siklusunun S fazinin sonlandiriimasinda (Zhang vd., 2009) ve mitoz
sirasinda kardes kromatitlerin diizgiin ayrilmasinda (Xu vd., 2018) goérev aldigi
bilinmektedir. Yiiksek Fbxo6 ekspresyonunun, hiicrelerin proliferasyonu iizerine herhangi
bir etkisinin olmadigi gosterilmistir (Xu vd., 2018). Fbxo6’nin hiicre dongiisiindeki
fizyolojik gorevinin anlasilabilmesi i¢in daha ¢ok calismaya ihtiyag vardir (Zheng vd.,
2016a).

Fbxo11: Fbxoll nematodlardan memelilere kadar korunmus bir proteindir (Rossi
vd., 2013). Fbxol1 delesyonu veya mutasyonu ile fonksiyon kaybina bagl Diffuse Large
B-Cell Lymphomas (DLBCL) olusumu gozlenmitir. Baz1 kanser tiirlerinde (kafa, boyun,
kolon, ovaryum, akciger), Fbxoll mutasyonu/delesyonu gdzlenmistir; ancak molekiiler

mekanizmasi heniiz ¢6ziilememistir (Abbas vd., 2013).

Fbx032 (Atrogin-1, MAFbx(Muscle Atrophy Fbox)): Fbx032’in kaslara 6zgii bir
gen oldugu ve kas atrofisinde rol oynadigi bilinmektedir (Gomes vd., 2001). Ancak son

zamanlarda yapilan ¢aligmalarla kanser tiirlerinde ifadesinin diisiik oldugu gosterilmistir
(Zhou vd., 2017). Fbxo32’nin apoptozun diizenleyicisi (Tan vd., 2007) ve sag kalim yolagi
inhibitori  (Stitt vd., 2004) olabilecegi belirtilmistir. Fbx032, TGF-f/Smad hedef
genlerinden biridir (Chou vd., 2010; Guo vd., 2014) ve TGF-p/Smad, karaciger
rejenerasyonu bitis fazinda proliferasyonu durdurucu etkiye sahiptir (Zhong vd., 2011).
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3.5.1.2. Anaphase Promoting Complex (APC/C Kompleksi, Siklozom)

APC/C, E3 ubikutin ligazlardan CRL grubuna aittir. Diger E3 ligazlara nazaran
oldukga biiyiik ve kompleks bir yapiya sahiptir (Skaar ve Pagano, 2009; Boer vd., 2016a;
Emanuele ve Enrico, 2019). Memelilerde APC/C kompleksi 14 alt birimden olusmaktadir
(Boer, vd., 2016a). Bu alt birimler APC1/TSG24, APC2, APC3/Cdc27, APC4, APCS5,
APC6/Cdc6, APC7, APC8/Cdc23, APC10/Docl, APC11 (ANAPC11), APC13/SWML1,
APC15/Mnd2, APC16 ve Cdc26’dir. Bunlardan APC11, RING yapisina sahiptir ve APC2
Cul-benzeri alt birimi olusturmaktadir. SCF E3 ligazlara gore daha g¢ok sayida farkli
gorevlere sahip altbirimleri vardir ve SCF ligazlar gibi substrat tanima bdlgesi igerir
(Zhang vd., 2014). Son yapilan ¢aligmalara gore APC/C kompleksi ii¢ fonksiyonel alt
birimden olusmaktadir. Diger APC/C altbirimlerinin tutunabilmesi igin iskelet gorevi
goren bir platform alt birimi, katalitik alt birim ve trikopeptit tekrarlari (TPR) kolundan
olusmaktadir (Sekil 3.12). Platform alt birimi, APC1, APC4 ve APC5’den olusur ve diger
alt birimlerin baglanabilmesi i¢in platform gorevi goriir. Katalitik alt birim ise CRL grubu
E3 ligazlarin 6zelligi olan RING yapisinda APC11 ve Cul-benzeri protein olan APC2 alt
birimlerini tasimaktadir. Bunlarin yani sira APC10/Docl de Katalitik alt birimde yer
almaktadir. Katalitik alt birim, E2 ligazlarin baglandigi bolgedir ve hedef proteinin
ubikutin molekiilleri ile isaretlenmesini saglar. TPR kolunda APC3/Cdc27, APC6/Cdcl6
veAPC8/Cdc23 proteinleri yer alir. Bunlarin yanisira Cdc26, APC13/Swml ve yeni
tanimlanan APC16°’nin TPR kolunun stabilizasyonunda rol aldig1 diisiiniilmektedir. TPR
kolu substrat adaptdr tanima bolgesini olusturur. APC/C kompleksinin iki substrat adaptor
proteini tanimlanmistir: Cell-Division Cycle Protein-20(Cdc20) ve CDC20 Homologue-
1(CDH1) (Sekil 3.12). Bu bolge ayrica inhibitor olan mitotic checkpoint complex (MCC)
ile de baglant1 kurabilir (Pines, 2011; Zhang vd., 2014; Sivakumar ve Gorbsky, 2015).

APC/C kompleksi ile birlikte hedef proteinlere ubikutin eklenmesi ve zincir
uzatilmasinda gérevli baz1 E2 enzimleri tanimlanmistir. Bunlardan UBE2C, hedef proteine
ilk ubikutini ekleyen APC/C kompleksi E2 enzimidir. Diger ubikutinasyon baslatici enzim
ise UBE2D olarak tanimlanmistir. Ubikutin zincirinin uzatilmasindan UBE2S’nin sorumlu

oldugu diistiniilmektedir (Sivakumar ve Gorbsky, 2015; Kernan vd., 2018).
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TPR kolu D TPR kolu

D Scaffold alt birimler
D Substrat tanima alt birimleri

Baglama . Cul proteini
. RING igeren alt birim

Katalitik alt birim

Platform

Sekil 3.12. APC/C E3 ligaz kompleksi yapis1 ve alt birimleri (Boer vd., 2016a)

NG

AnkEvin BRCT

BARDY

BRCAY BARD?

Sekil 3.13 BRCA1 ve BARDI protein yapist: (a) Her iki proteinin de yapisinda yer
alan RING motifi (b) BRCA1/BARD1 E3 ligaz kompleksi (Baer ve Ludwig, 2002)
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3.5.1.3. BRCA1/BARD1 E3 ligaz kompleksi

Timor baskilayici genlerden olan BRCAL, meme ve ovaryum kanserleri ile
iligkilidir. DNA onarimi, hiicre siklusunun diizenlenmesi, transkripsiyonun ve sentrozom
duplikasyonunun diizenlenmesi gibi hiicresel siireclerle de yakin iliskilidir (Brodie ve
Henderson, 2010; Matsuzawa vd., 2014).

BRCAL, BARDLI ile kompleks olusturur (Sekil 3.13). Yapisal olarak birbirlerine
benzerler. BRCAL proteininin N-terminalinde RING motifi vardir ve C-terminalinde iki
tekrarli BRCT alt birimi igerir (Baer ve Ludwig, 2002). BARDI ise benzer sekilde N-
terminalinde RING motifi tasir ve C terminalinde BRCT alt birimlerinden 6nce ankyrin
tekrarlar igerir (Sekil 3.13) (Irminger-Finger vd., 2016). BRCA1 E3 ligaz hakkinda
bilinenler oldukg¢a sinirlidir (Shabbeer vd., 2013).

3.5.1.4. Diger RING E3 ligazlar

Mull (mitochondrial E3 ubiquitin_protein ligaz, Mulan, Mapl, Gide): Mull,

mitokondriyal dinamikler, mitofaji, hiicre biiyiimesi, apoptoz gibi gesitli biyolojik
siireclerde rol oynayan fonksiyonel mitokondriyal proteindir. Mull RING domainin benzer
sekilde BPof katlanmasi gosterdigi ancak a-heliksinin daha kisa oldugu belirtilmektedir
(Lee, (M. S. vd., 2019). Mull, diger organellerde veya sitozolde bulunmaz; sadece
mitokondri yapisinda yer alan proteindir (Peng vd., 2016).

Mull E3 ligazi, Mfn2 (mitofusin-2), AKT, p53 ve ULK proteinlerinin
degradasyonunu saglayarak mitokondriyal dinamik (Mfn2), hiicre sag kalimi (AKT),
apoptoz (p53) ve otofajide (ULK) goérev alir (Peng vd., 2016). Mull, bazi hedef
proteinlerine SUMO ekleyebilen SUMO ligaz 6zelligine sahiptir (Peng vd., 2016).

RNFE2: Histon 2A modifikasyonundan sorumludur. Embriyonik kok hiicre, erken
gelisim ve kanser gelisimi ile iligkilidir. Bazi1 kanser tiirlerinde ifadesinin yiiksek oldugu
bilinmektedir. HeLa hiicrelerinde RNF2 ifadesinin diisiiriilmesi, hiicrelerde sekil
bozukluklarina sebep olmus ve proliferasyonu durdurmustur. RNF2’nin hiicrelerin G

fazina gecisini kontrol ettigi diistiniilmektedir (Zhang vd., 2017).
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RNFE6: RING E3 ligazlardandir. RNF6, hiicre biiylimesi, hiicre dongiisiiniin
ilerlemesi, epitelyal-mezenkimal farklilasma gibi mekanizmalar1 diizenlemektedir. Wnt [3-
catenin sinyal yolaginin diizenlenmesinde rol oynar. Farelerde RNF6 gen ifadesinin yliksek

olmasi tiimdr boyutu ve agirliginin artisi ile iliskili bulunmustur (L. Liu vd, 2018).

RNFE8: RNF8, E2 enzimi olan Ubc13 (UBE2N)/Mms2 ile heterodimer olusturur.
RNF8, cift DNA kirigmin ilerisinde bulunan histon varyanti H2AX’e tek bir ubikutin
ekler. RNF168 ise RNF8’in ekledigi ubikutin {izerine ubikutin zincirlerini olusturur.
H2AX’e ubikutin zincirlerinin eklenmesi ile lezyonun bulundugu bdlgede kromatinin

acilmasi saglanarak DNA onarimi i¢in gerekli proteinlerin yerlesmesi saglanir (Campbell

vd., 2012).

RNF20/RNF40: RNF40, baska bir E3 ligaz olan RNF20 ile kompleks olusturur.

Mayalardan memelilere kadar korunmustur. RNF20/RNF40 heterodimeri mayalarda brel’e
denk gelmektedir (Shiloh vd., 2011) ve DNA onariminda histon modifikasyonundan
sorumludur. RNF40/RNF20 E3 ligazi H2B proteinlerine ubikutin ekler. Ancak
RNF40/RNF20 kompleksinin DNA onarimindaki roliiyle ilgili bilinenler oldukg¢a kisithidir
(So vd., 2019).

RNFE34: 2005 yilinda hRF1 olarak tanimlanan bu protein anti-apoptotik 6zelligi ile
bilinmektedir. p53’tin ubikutinasyon ve degradasyonunu saglar. RNF34’iin yiiksek ifade
edildigi kanserlerde ilag direnci gelistigi belirlenmistir (Huo vd., 2017). Beyinde yiiksek
ifade edilen RNF34, mitokondriyal oksidatif strese bagli hasara sebep olmustur (Qu vd.,
2019). RNF34‘iin kaslarda mitokondriyal biyogenez ile iliskili olabilecegini gosteren
caligmalar mevcuttur (Wei vd., 2018).

RNF144B: RNF144B, apoptoz ve hiicre proliferasyonu mekanizmalarinin
diizenlenmesiyle iligkilidir. RNF144B ifadesinin olmadig: hiicrelerde hiicre proliferasyonu

bozulmustur (Zhou vd., 2016).

RNFE167: RNF167, PA-TM-RING E3 ligaz ailesindendir. Bir sinyal peptidi, PA alt
birimi ve RING alt birimine sahip transmembran proteindir. RNF167, endozom, lizozom,

plazma membraninda yer alir. RNF167’nin vezikiil- iligkili membran protein 3 gibi farkl
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hedef proteinleri mevcuttur. Endozomal trafigin tekrar sirkiilasyonu, hiicre iginde
lizozomun konumlanmasi ve endozom-lizozom birlesimi iizerine etkileri oldugu

gosterilmistir (Deshar vd., 2016).

RNF180 (Rines): RNF180, endoplazmik retikulumun sitoplazmaya bakan yiiziinde

yer alir. RNF180, transkripsiyon faktorii Zic2 ile etkilesir. Beyinde ifadesinin yiiksek
oldugu bilinmektedir. RNF180, tiimor baskilayicidir ve apoptozu tetikleyebilir. Mide
kanserlerinde ifadesinin diisiik oldugu bilinmektedir. in vivo fonksiyonu heniiz
bilinmemektedir (Ogawa vd., 2008; Nakamura, 2011; Deng vd., 2016).

3.5.2. HECT E3 ligazlar

HECT E3 ligazlar, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi, proliferasyon, otofaji, inflamasyon
gibi bir¢ok fizyolojik siiregte rol oynarlar. Aktiviteleri titizlikle kontrol edilir ve
disregiilasyonu kanser, immun hastaliklar ve norodejeneratif hastaliklar gibi patolojilerle
iliskilidir (Wang vd., 2019).

HECT E3 ligazlar calisma sekli olarak RING E3 ligazlardan farklidir, RING E3
ligazlarda aktif ubikutin dogrudan hedef proteine aktarilirken; HECT E3 ligazlarda
oncelikle HECT E3 ligaza sonrasinda hedef proteine aktarilmaktadir (Bkz Sekil 3.10)

(Mani ve Gelmann, 2005; Deshaies ve Joazeiro, 2009).

HECT E3 ligazlarin C-terminalinde karakteristik HECT altbirimi tasirlar. HECT
altbirimi, ubikutin molekiiliinii E2 enziminden alip kendi yapisina aktarir (Wang vd.,
2019). HECT E2 enzimi UBE2L3 olarak tanimlanmustir (Rotin ve Kumar, 2009).

HECT E3 ligazlar, tasimis olduklar1 diger farkli altbirimlere gore ii¢ gruba
ayrilirlar: Nedd4 ailesi (9 iiye), HERC ailesi (6 tiye) ve diger HECT’ler (13 iiye) (Rotin ve
Kumar, 2009). HECT E3 ligazlarin en ¢ok calisilmis ve en bilinen ailesi Nedd4 ailesidir.
Nedd4 ailesi tiyeleri ve yapilar1 Sekil 3.14°de verilmistir.
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Sekil 3.14. HECT E3 ligaz, Nedd4 ailesi tiyeleri ve yapilarinin karsilastirilmasi (Cao ve
Zhang, 2013)

Nedd4 ailesi: Bu aileye ait iiyelerin C-terminalinde yer alan HECT domaini yaninda N-
terminalinde 2-4 tane WW tekrarlari igerir. Bu alt birim hiicre i¢i lokalizasyon, substrat
tamima gibi gorevleri istlenmistir. Nedd4 ailesi 9 iiyeden olusur. Bunlar ltch, Smurfl,
Smurf2, Wwpl, Wwp2, Nedd4, Nedd4-2, Hecwl, ve Hecw2’dir (Rotin ve Kumar, 2009;
Wang vd., 2019).

Smurfl ve Smurf?2 (Smad ubiquitination requlatory factor 1 ve 2): Smurfl ve

Smurf2 eksikliginin fareler i¢in 6liimciil oldugu gosterilmistir (Tang vd., 2018). En iyi
bilinen ozellikleri TGF-B sinyal yolagini inhibe etmeleridir (Rotin ve Kumar, 2009;
Koganti vd., 2018).

Smurf ve Smurf2’nin hiicre siklusundaki fonksiyonlari ile ilgili az sayida arastirma
yer almaktadir. Smurf2’nin, ig kontrol noktasi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir. Smurf2
geninin silinmesi ile ig iplikleri diizenleme kontrol noktasinin bozulmasina bagli olarak;
kromozomlarin yanlis eslenmesi ve yanlis ayrilmasi, olgunlasmamis anafaz sathasina giris
ve hasarli sitokinez gozlenmistir (Osmundson vd., 2008). Smurf2’nin, RNF20
degradasyonunu saglayarak, histon proteini H2B ubikutinasyonu ile DNA’nin agilmasini
engeller. RNF20 ile birlikte ¢ift zincir kirig1 onariminda rol oynadigi diisiiniilmektedir ve

tiimor baskilayici etkisinin olabilecegi belirtilmektdir (Blank vd., 2012).

Smurfl’in hiicre siklusundaki rolii ile ilgili sinirli sayida calisma vardir ve bu

caligmalar son yillara aittir. 2017 yilina ait arastirmada Smurf1’in Securin degradasyonu ile
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kardes kromatitlerin ayrilmasinda rol oynayabilecegi belirtilmektedir (Weli, vd., 2017b).
Baska bir ¢alismada ise hiicre siklusunun S fazina ilerleyebilmesi i¢in Smurfl aracili Weel

degradasyonunun gerekli oldugu ortaya konmustur (Wei, vd., 2017a).

WWP1 (WW Domain Containing E3 Ubiquitin Protein Ligase 1): WWHP1,

noronal polarizasyon, hiicre protein trafigi, degradasyon, transkripsiyon, sinyalizasyon gibi
hiicresel siireglerde rol oynar. Kanser, noral hastaliklar, enfeksiyonel hastaliklar ve
yaglanma ile iliskilidir (Zhi ve Chen, 2012; Wang vd., 2019). Cesitli kanser tiirlerinde
ifadesinin diisiik oldugu ya da hi¢ olmadigi bilinmektedir (Rotin ve Kumar, 2009). Hedef
proteinleri arasinda p53, p63, biiylime inhibitorii olan KLF2, KLF5, JunB, HER4, TGF-$
yer almaktar (Zhi ve Chen, 2012; Wang vd., 2019). TGF-f’nin WWP1 ekspresyonunu
tetikledigi bulunmustur ve WWP1’in olas1 bir negatif feedback mekanizmasi ile TGF-3
sinyal yolagini diizenledigi diistiniilmektedir (Zhi ve Chen, 2012).

ITCH: Bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde rol oynar (Rotin ve Kumar, 2009).
ITCH gen mutasyonuna sahip farelerde, yardimeci T hiicre farklilagsmasi bozuklugu oldugu
belirlenmistir (Rotin ve Kumar, 2009). Akut dermatit, sedef hastalig1 gibi bazi otoimmun
hastaliklarla iliskilidir (Yosipovitch ve Papoiu, 2008). ITCH, JunB’nin (Li vd., 2016)
diizenlenmesinde etkilidir. ITCH, p53 ile iliskili olan ve hiicre dongisiiniin
diizenlenmesinde rol oynayan p73’i (Oberst vd., 2005; Rossi vd., 2005; Yosipovitch ve
Papoiu, 2008) ve p63’i (Melino vd., 2006; Rossi vd., 2006) diizenler. ITCH, Kaspaz-8
inhibitorii FLIP’i pargalayarak hiicrelerin apoptozunda rol oynar (Liao vd., 2013). Bununla
birlikte ITCH, TGF-p sinyalinin pozitif diizenleyicisi (Bai vd., 2004) ve hematopoietik kok
hiicrelerin negatif diizenleyicidir (Rathinam vd., 2011).

3.5.3. RBR E3 ligazlar

RBR E3 ligazlar, yapisal olarak RING E3 ligazlara benzemesine ragmen; ¢alisma
prensibi olarak HECT E3’lere benzemektedir (Zinngrebe vd., 2013; Walden ve Rittinger,
2018). Bunlar iki tane RING alt birimi (RING1 ve RING2) ve bunlarin arasinda yer alan
ring finger (RBR) alt birimlerinden olusur. 14 {iyesi vardir (Cizelge 3.1).

Parkin ile Arih1 (Ariadne RBR E3 Ub protein ligase 1) bu grupta yer alir (Villa vd.,
2017) ve her ikisi de mitofajide gorev alir (Villa vd., 2018).
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Cizelge 3.1. RBR E3 ligazlar (Smit ve Sixma, 2014)

RBR-E3 LIGAZLAR

Ismi Alternatif Ismi

ARIH1 ARI1,HHARI

ARIH2 ARI2, TRIAD1

CUL9 PARC,H7-AP1, KIAA0708
ANKIB1 KIAA1386

PARK?2 PRKN, PARKIN

RNF144A KIAA0161, hUIP4, UBCE7IP4,
RNF144B P53RFP, IBRDC2

RBCK1 HOIL-1L, RNF54,XAP3
RNF19A DORFIN

RNF19B NKLAM, IBRDC3, DJ174N9.1
RNF31 HOIP, PAUL, ZIBRA

RNF216 ZIN, TRIAD3, UBCE7IP1
RNF14 ARA54

RNF217 Cé6orfl72, IBRDC1, FLJ16403

Parkin (Park2): Parkin, mitokondriyal depolarizasyon sonrasit mitofajide PINKI

(PTEN induced putative kinase 1) ile birlikte gorev yapar (Montava-Garriga ve Ganley,
2019). Her iki proteinin birlikte mutasyonu ailesel Parkinson hastaligina sebep olur

(Montava-Garriga ve Ganley, 2019).

Arihl (Ariadne RBR E3 Ub protein ligase 1): Yapisal olarak Parkin’le benzer

ozellik gosterselerde bir¢ok yonden farkliliklar igerir. Parkin genelllikle noronal hiicrelerde
sentezlenir ve kanser hiicrelerinde bulunmazken; Arihl pluripotent kok hiicrelerde ve
cesitli kanser hiicrelerinde sentezlenir. Her ikisi de aymi E2 konjuge edici enzimi
(UBE2L3) kullanir. Ancak hedef aldiklar1 proteinler farklidir (Villa vd., 2018). Kemoterapi
ajanlar1 tarafindan ekspresyonu arttirilabilir ve kanser hiicrelerini kemoterapiden koruyarak

ilag direnci gelisimine katki saglar (Villa vd., 2017, 2018; Macleod, 2020).

RNF144B (Ring Finger Protein 144B, PIR2, KIAA0161, hUIP4, UBCE7IP4): E2
enzimlerinden UBE2L3 ve UBE2LS6 ile galisir. iliskili oldugu proteinler arasinda p53, p63,
p73, p21 ve Bax yer almaktadir (Spratt vd., 2014).
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3.6. E2 Ubikutin Konjuge Edici Enzimler

E2 enzimleri, ubikutinlerin hiicresel proteinlere eklenmesini saglar. Yaklasik 35-40
civarinda E2 enzimi bulunmaktadir (Kumar vd., 2015; Alpi vd., 2016). E2 enzimleri, bir
El enzimiyle ve bir veya daha fazla sayida E3 enzimi ile baglant1 kurabilir (Stewart vd.,
2016). Bu o6zelliklerinden dolayr ubikutin yolaginin énemli pargasini olustururlar (Papaleo
vd., 2012). Hiicre siklusu, DNA onarimi gibi 6nemli hiicresel siireglerde rol oynar

(Hosseini vd., 2019).

Biitiin E2’lerin ortak 6zelligi, katalitik bir ¢ekirdege sahip olmalaridir ve bu alt
birim Ubikutin kojuge edici altbirim (UBC) olarak adlandirilmaktadir (Alpi vd., 2016).
Yapilan arastirmalarda 4 sinifa ayrildiklar1 gosterilmektedir (Oughtred vd., 1998; Hosseini
vd., 2019). Smuf I E2 enzimleri yalnizca UBC altbirimi igerirken; simf II ve III E2
enzimleri UBC alt birimine ek, sirastyla, N ve C-terminal alt birimlerini de igerir. Simif IV
E2 enzimleri N ve C-terminal alt birimlerin ikisini birlikte igerir (Hosseini vd., 2019).

Cizelge 3.2°de E2 enzimleri yer almaktadir.

UBE2A-UBE2B (Rad6A-B): UBE2A ve UBE2B transkripsiyon ve DNA

onariminda rol oynayan E2 enzimleridir. UBE2A, UBE2B ile %95 homoloji gosterir ve
mayalardaki Rad6’nin  homologudur (Bruinsma vd., 2016). UBE2A geni X
kromozomlarindan biri ile iligkili iken; UBE2B otozomaldir. UBE2A’da meydana gelen
mutasyonlar, disilerde X kromozomuna bagli mental retardasyona sebep olmaktadir
(Nascimento vd., 2006). Bununla birlikte UBE2A, Alzheimer, Parkinson gibi
norodejeneratif hastaliklarla da iligkilidir (Zhao vd., 2016). UBE2B mutasyonlarinin erkek
bireylerde infertiliteye sebep oldugu bilinmektedir (de Oliveira vd., 2019). UBE2A/B,
histon proteini H2B’nin monoubikutinasyonunu saglar ve RNF20/40 ile birlikte is goriir
(Pavri vd., 2006; Mulugeta Achame vd., 2010; Kumar vd., 2015). En iyi bilinen hiicresel

mekanizmasit DNA hasarinin tolere edilmesi tizerinedir.



Cizelge 3.2. E2 enzimleri ve biyolojik fonksiyonlar1 (Hosseini vd., 2019).

E2 ENZIMLERI VE BiYOLOJIK FONKSIYONLARI

Adi Fonksiyonu

UBE2A DNA Onarimi, Transkripsiyonun diizenlenmes
UBE2B DNA Onarimi, Hiicre Dongiisii, Spermatogenez
UBE2C Hiicre Dongiisii

UBE2D1 DNA Onarimi, Demir Transportu

UBE2D2 DNA Onarimi, Parkin Aracili Mitofaji
UBE2D3 DNA Onarimi, NF-«kB sinyali

UBE2D4 DNA Onarimi

UBEZ2E1 PTEN ubikutinasyonu ve transportu
UBE2E2 Glukoz Dengesi

UBE2E3 Nrf2 Transportu

UBE2F Protein Nedilasyonu

UBE2G1 Iskelet kas1 proteini diizenlenmesi
UBE2G2 ER iliskili degradasyon (ERAD)

UBE2H Histon ve hiicre iskeleti ubikutinasyonu
UBE2I SUMO E2

UBE2J1 ERAD, Spermiogenezis

UBE2J2 ERAD

UBE2K Poliglutamin B'nin Agregat Olusumu
UBE2L3 proteinler

UBE2L6 NF-kB sinyali

UBE2M Protein Nedilasyonu

UBE2N DNA Onarimi

UBE20 AMPKa2 Ubikutinasyonu ve degradasyonu, MLL Degradasyonu , Endositik Trafik
UBE2Q1 B-catenin-EGFR-PI3K-AKT-mTOR sinyali
UBE2Q2 Apoptoz

UBEZ2R1 Hiicre Dongiisii

UBE2R2 [-catenin degradasyonu

UBE2S Hiicre Dongiisii

UBE2T DNA Onarimi

UBE2U DNA Onarimi

UBE2W a-amino grup ubikutinasyonu i¢in E2
UBE2Z FAT10 Konjugasyonu

UBE2C (UbcH10): UBE2C, E2 enzimlerinden Simf III’e aittir. 179 aminoasit
icerir ve molekiil agirligi 19.65 kDa’dur (Xie vd., 2014). E3 ligazlardan APC/C kompleksi
ile birlikte c¢alisan E2 enzimidir. APC/C kompleksi APC2 (ANAPC2) ve APCl1
(ANAPC11) igeren 14 alt birimden olugmaktadir. UBE2C mitotik siklinlerin ve mitozla
iligkili substratlarin yikimi igin gereklidir. Metafaz sirastnda UBE2C, APC/CC%? aracilig

ile securin ve siklin-B’nin yikilmasini tesvik ederek anafaza dogru ilerlemeyi tesvik eder.
“APC/C kompleksi” baglig1 altinda daha detayl1 bilgi verilmistir (Bkz Sekil 3.12).
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UBE2D (UbcH5): 4 farkli UBE2D (UBCHLYS) aile tiyesi vardir. Bunlar UBE2D1
(Ubchl5a), UBE2D2 (Ubchl5b), UBE2D3 (Ubchl5c) ve UBE2D4 (Ubchl5d)’diir (Stewart
vd., 2016). APC/C kompleksi ile birlikte calistigi belirtilen E2 enzimlerinden biridir (Jin
vd., 2008; Barford, 2011; Zhang vd., 2014). DNA onarim mekanizmalariin

diizenlenmesinde (Yang vd., 2013), Parkin-aracili mitofajide (Geisler vd., 2014) gérev
aldig1 bilinmektedir.

UBE2J (Ubc6): UBE2J1 ve UBE2J2 olmak iizere iki tiirii vardir. ER’de yer alir

(Hosseini vd., 2019). ER, hiicrede proteinlerin salgilanmasindan ve dogru katlanmasindan
sorumlu organeldir. Ancak artan ¢evresel sorunlar proteinlerin yanhs katlanmasina sebep
olabilir. Bunun sonucunda yanlis katlanmis proteinler i¢in hiicresel yanit olusur. Hiicreleri
proteotoksisiteden korumak i¢in ER-aracili degradasyon (ERAD) sistemi aktif edilir.
ERAD, yanlis katlanmis proteinlere kars1 verilen yanitta gorevli temel mekanizmadir ve bir
ubikutin—proteozom sistemidir. UBE2J2 ise ERAD’1n baslica enzimlerinden biridir (Lam
vd., 2014). UBE2J2, hidroksil eklenmis aminoasitlerin yikimimdan sorumludur (Wang vd.,
2009). Kanser hiicrelerinin invazyonunda ve hiicre farklilasmasinda etkin oldugu
diistiniilmektedir (Chen vd., 2017).

UBE20Q: Ug farkli cesidi vardir. Bunlar UBE2Q1, UBE2Q2, UBE2QL dir (Stewart
vd., 2016). Gorevleri tam olarak bilinmemekle birlikte; bir¢ok kanser tiirlinde
(hepatosellular karsinoma, meme, kolorektal kanser, 16semi) ifadelerinin yiiksek oldugu
bilinmektedir (Zhang vd., 2018; Hosseini vd., 2019). UBE2Q1’in proliferasyonda rol

oynadig1 diisliniilmektedir.

UBE2T (FANCT): DNA onariminda rol oynayan Fankoni yolagina ait bir

proteindir. Fankoni yolaginda meydana gelen mutasyonlar fankoni anemisi (FA) olarak
adlandirilan genetik bir hastaliga sebep olmaktadir ve hastalarin kansere yakalanma riski
yiiksektir (Krishnan vd., 2016). Hastalarda kemik iligi yetmezIligi, hipopigmentasyon
gortliir. Renal, kardiak, gastrointestinal ve ireme sistemleri de etkilenir. FA hastalarinda
DNA zinciri ¢apraz bag hasarmin tamir edilemedigi bilinmektedir. Bu hastalarda artmis
DNA hasarlarina bagli hematopoietik kok hiicre yetmezligi ve kanser gozlenir (Moldovan
ve D’Andrea, 2009).
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3.7. E1 Enzimleri

UBA1: UBA1 ve UBAG6, ubikutin aktive edici E1 enzimleridir. Diger UBA ailesi, ubikutin
benzeri proteinlerin (SUMO, Nedd4, ISG15 gibi) aktivasyonundan sorumludur (Moudry
vd., 2012). UBAL iki basamakta (adenilasyon ve tiyoester baginin olusturulmasi) ubikutin
aktivitasyonunu gergeklestirir. Aktif ubikutin, daha sonra E2 enzimine aktarilir (Liu vd.,
2017; Williams vd., 2019). UBAI, hiicre dongiisiiniin G1-S faz1 gecisinde rol oynayan
Cdc34 degradasyonunda gorevlidir (Williams vd., 2019).

UBAZ2: Ubikutin benzeri molekiillerden biri de SUMO’dur. SUMO, 100 aminoasitten
olusan bir polipeptittir ve hedef proteinlere eklenmesinde ubikutinasyona benzer sekilde ti¢
enzim gorevlidir. Heterodimer Aos1/Uba2 enzimi SUMO aktifleyici E1 enzimidir. Aktif
SUMO molekiilii E2 enzimi olan Ubc9’a aktarilir ve sonrasinda E3 araciligiyla hedef
proteine baglanir (Di Bacco ve Gill, 2006). Giniimiizde dort tane SUMO ligaz
tanimlanmustir (Eifler ve Vertegaal, 2015).

UBAS3: Nedilasyonda gorevli El1 enzimlerinden biridir (Digeri NAE’dir). NEDDS,
ubikutin ile %60 benzerlik gostermektedir. Nedilasyon, ubikutinasyona benzer sekilde E1,
E2, E3 enzimleriyle gergeklestirilir. NEDDS8, heterodimer yapidaki APPBP1/UBA3 E1
enzimi aracilii ile aktive edilir. Aktif NEDDS8 sonrasinda E2 enzimine (UBC12) aktarilir
(Chen vd., 2012). NEDD8 modifikasyonlari, hedef peroteinlerin yapisinda konformasyonel
degisiklik saglayarak; lokalizasyonunu ve DNA’ya/proteinlere baglanma afinitesini
diizenler. Nedilasyon mekanizmasindaki bozukluklar tiimdr, norodejenerasyon,
inflamasyon, immiin yetmezlik ve kalp yetmezligi gibi patolojilere neden olur (Chen vd.,
2012).

UBAS: UFMilasyonda gorevli E1 enzimidir. Ubiquitin-fold modifierl (UFML1), ubikutin
benzeri molekiillerden biridir. UBAS, UFMilasyonda gorev alan E1 enzimidir. E2 benzeri
enzimi UFC1’dir ve E3 benzeri enzimi UFL1’dir. UFMilasyon daha az bilinen bir
mekanizmadir (Qin vd., 2019). UFMilasyon, hematopoietik kok hiicreler igin gereklidir
(M. Zhang vd., 2015; Lee L. vd., 2019). Son yapilan ¢alismalar DNA ipliginde meydana
gelen ¢ift zincir kirigr onarimi igin olusturulan hiicresel yanitta ATM aktivasyonu igin

UFMilasyonun gerekli oldugunu ortaya koymaktadir (Qin vd., 2019).
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UBAG6: UBA6, ubikutin molekiiliiniin aktiflenmesinden sorumlu iki Elenziminden biridir.
UBAG6, ubikutin aktivasyonu yami sira; ubikutin benzeri bagka bir molekiil olan FAT10
modifikasyonunu da saglar. FAT10 modifikasyonuna bagli protenlerin yikilmasi,
bagisiklik ve metabolizma ile iliskili goriinmektedir. UBAG6 aracili ubikutinasyon
embriyonik gelisim icin gerekli goriinmektedir. UBA6 yoksunu hiicrelerin siirekli hiicre
dongiisiine devam ettigi ve kendiliginden epidermal-mezenkimal gecise sebep oldugu
belirtilmistir (Liu vd., 2017).

3.8. Ubikutin Yolaginn iligkili Oldugu Hiicresel Mekanizmalar
3.8.1. Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde rol oynayan E3 ubikutin ligazlar

PH sonrasi karaciger, organizmanin fonksiyonel ihtiyaclarii karsilayabilecek
boyutlara ulasabilmesi i¢in hizlica rejenere olmalidir. Bu amagla PH ile birlikte duragan
hiicreler Gi1 fazina gegerler. PH sonras1 72-96 saat icinde hiicreler mitozu tamamlar

(Fausto, 2000).

Hiicre dongisii siklin/Cdk’lar araciligi ile diizenlenir. Dongii boyunca siklin/
Cdk’lar dinamik degisikliklere ugrayarak hiicrelerin siklus boyunca ilerlemesini saglarlar.
Hiicre dongiisiiniin dogru zamanlamayla ilerleyebilmesi igin siklin/Cdk’larin ve bazi
proteinlerin dogru zamanlama ile yikilmas: gerekir. Bu gorevi E3 ubikutin ligazlar

istlenmistir (Kernan vd., 2018).

Hiicre siklusunu diizenleyen E3 ligazlardan en ¢ok c¢aligilanlart Anaphase
Promoting Complex (APC/C) ve Skpl-Cull-Fbox (SCF) kompleksleridir. Bunlar hiicre
siklusu kontrol noktalarindan gecisin saglanmasi, DNA replikasyonunun sadece bir kez
cogaltilmasi ve kromozomlarin kardes kromatidlere diizgiin ayrilmasi gibi 6nemli gérevleri

bulunmaktadir (Koepp vd., 1999; Peters, 2002; Wu vd., 2016).

Hiicre dongiisii kontrol noktalari, hiicre dongiisii sirasinda bir onceki evredeki
olaylar tamamlanmadan sonraki evreye gecisi engellemeyi amaglar. DNA hasar1 kontrol
noktas1 olarak adlandirilan kontrol noktalari, hasarli DNA’nin kopyalanarak yavru
hiicrelere geg¢mesini engeller. Bu kontrol noktalar1 hasarli ya da replikasyonunu

tamamlamamis DNA’y1 algiladiklarinda, hiicre dongiisiinii replikasyon tamamlanincaya
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kadar ya da hasar1 onarincaya kadar durdurur. Dort tane hiicre dongiisii kontrol noktasi
vardir. G1 sonunda yer alan Gi-S kontrol noktasinda biiylime faktorleri yoksa hiicreler
duragan Go evresine gegerler. G1-S kontrol noktasinin gegilebilmesi, hiicrenin replikasyon
icin gerekli proteinlerin yeterli miktarda olmasini gerektirir (Mullany vd., 2008). S kontrol
noktasi, DNA’nin biitiinliiglinii siirekli denetleyerek hasarli DNA’nin onarilmadan
kopyalanmasini engeller. S kontrol noktasi replikasyon sirasinda ortaya c¢ikabilen cesitli
DNA hasarlarin1 da belirleyerek replikasyon sirasinda DNA’nin kalite kontroliinii de
gerceklestirir. Replikasyon catalinin durmasi da S kontrol noktasini aktive eder (Taylor ve
Stark, 2001) G2 kontrol noktasi, DNA tamamen replike olmadan ya da DNA hasari
tamamen onarilmadan M evresine gegisi engeller. G2 kontrol noktasi replikasyonun
tamamlanmasi ve DNA hasarmin onarimi igin hiicreye zaman kazandirir (Taylor ve Stark,
2001). Kromozomlarin diizgiin ayrilmasini kontrol eden diger 6nemli kontrol noktasi ig

kontrol noktasidir (Cooper, 2016).

Mitoz sirasinda kromozomlarin hepsinin dogru sekilde ig ipliklerine tutunmasi ig
kontrol noktasi tarafindan denetlenir. Ig ipliklerine baglanmamus tek bir kinetokorun
kalmasi hiicre dongiisiiniin ig kontrol noktasini aktive eder ve hiicre siklusu metafaz
sathasinda durdurulur. I§ kontrol noktasinda, kardes kromatidlerin ig ipliklerine dogru
baglanmasi ve kutuplara ayrilmasi iki temel mekanizma ile diizenlenir. Bunlar E3 ligazlar
olan APC/C®2° ve APC/C®M kompleksleridir (Deng, 2006). APC/C aktivitesi hiicre
siklusu sirasinda hassas sekilde kontrol edilir. (Kernan vd., 2018). APC/C®20 erken ve
orta mitoz evrelerinde rol oynarken; APC/C® mitotik ¢ikis, Gi1 faz1 ve G1-S kontrol
noktasimin diizenlenmesinde rol oynar (Malumbres ve Barbacid, 2009; Sivakumar ve
Gorbsky, 2015). SCFSkP2 E3 ligaz kompleksi ise hiicrelerin S evresine gegisini diizenler
(Rowlands vd., 2004).

Hiicre dongiisiiniin erken G; fazinda APC/C, adaptor proteini Cdhl’e baglanir ve
APC/CC kompleksi olusur. APC/CM kompleksinin degradasyona ugrattigi hedef
proteinlerden ikisi Skp2 ve siklin-A’dir (Pines, 2011).

Siklin-A, S fazina girilmesi ile birlikte siklin-A\Cdk2 kompleksini olusturur ve bu
kompleks DNA replikasyonunun baslamasi i¢in gereklidir (Albrecht vd., 1998; Starkel vd.,
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2005; Karimian vd., 2016). Geg¢ S fazinda siklin-A, siklin-A\Cdk1l kompleksini olusturur
ve bu kompleks G; fazina gegilmesine yardimer olur (Abu Rmilah vd., 2019).

Skp2 ve siklin-A, G1 fazinda olusan APC/C®®" kompleksi tarafindan yikilir. Bunun
sonucu p27 miktar1 artar ve S fazi ig¢in gerekli olan siklin-A\Cdk1,2 kompleksi olusamaz
(Pines, 2011). Artmis p27 miktar1 hiicrelerin G1-S kontrol noktasinda durmasini saglar.
Buna ek olarak ortamda siklin A\Cdk1,2 komplekslerinin olusmayisi da eklenince; Gi1-S
kontrol noktasinda giiclii bir inhibe edici kontrol mekanizmasi ortaya ¢ikar. APC/CCd
kompleksi aracilig ile gergeklesen kisa siireli bu mola, replikasyon orjini i¢in gerekli olan

proteinlerin toplanmasi i¢in zaman kazandirir (Pines, 2011).

Gi1-S kontrol noktasmin gegilebilmesi APC/C® E3 ligaz kompleksinin E2F’nin
serbest kalmasina bagl inhibisyonu ile miimkiin goriinmektedir (Albrecht vd., 1998; Kato
vd., 1998; Abu Rmilah vd., 2019). Serbest kalan E2F siklin-A ve Early Mitotic Inhibitor 1
(EMI1)’in ifadelerini arttirir. EMI1, APC/CC! kompleksi inhibitériidiir. APC/CC*in
inhibe edilmesi ile birlikte hedef proteini Skp2 miktar artar, p27 baskilanir ve hiicreler S
fazima dogru ilerler (Sekil 3.15) (Pines, 2011). SCF"? kompleks olusumu, Siklin-D, PI3K,
ERK, biiylime faktorleri, PI3K/Akt, Notch, NF«B sinyal yolaklarmin katkisiyla daha da
artar (Rowlands vd., 2004; Chan vd., 2010).

SCF%"2 kompleksi hiicre siklusunun Gi-S kontrol noktasinda p27 ve p21’in
ubikutinasyonu ve yikimindan sorumlu E3 ligazdir (Kitagawa ve Kitagawa, 2016). S fazina
gecilebilmesi, Cdk inhibitorlerinden p27 ve kismen p21’in yikimimi gerektirir (Rowlands
vd., 2004). p21 ve p27’nin SCF*K*? E3 ligaz tarafindan parcalanmasiyla hiicreler S fazina
dogru ilerler (Nakayama ve Nakayama, 2006). p27, cyclin E/Cdk2 tarafindan
fosforillenerek isaretlenir ve boylece SCF*P? kompleksi tarafindan taninarak degradasyona
ugrar (Sekil 3.16) (Nakayama vd., 2004; Emanuele ve Enrico, 2019). p27’nin
ubikutinasyonu ve degradasyonu sirasinda, SCF*? kompleksi, Cks1 kofaktoriine ihtiyag

duyar (Chan vd., 2010).
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Sekil 3.15 APC/CC¥2 ve APC/CC kompleksleri ve hiicre siklusunun kontrolii
(Sivakumar ve Gorbsky, 2015)
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Sekil 3.16. Hiicre dongiisii inhibitorlerinden p27 ve p21’in SCF***? E3 ligaz kompleksi
tarafindan degradasyonu ile hiicrelerin G1-S kontrol noktasindan (R) gecisi mekanizmasi
(Bond ve Wu, 2011).
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Skp2 seviyesinin, hiicre dongiisiiniin erken Gi1 ve M fazlarinda diisiik oldugu; Gi1-S
kontrol noktasinin asilacagi sirada arttigi bilinmektedir (Chan vd., 2010). Skp2 Akt ve
Cdk2 araciligiyla fosforillenir (ser64 ve ser72) ve stabil hale gelir. Stabil Skp2’e APCCd!
kompleksi baglanamaz ve degradasyonu engellenmis olur (Chan vd., 2010). APCCdnt
kompleksi tarafindan SCF*?? kompleksinin yikimu titizlikle kontrol edilmektedir ve bu
mekanizma hiicrelerin S fazina erkenden girmesini engelledigi i¢in 6nemlidir (Bond ve
Wu, 2011).

APC/CC%20 grken ve orta mitoz evrelerinde rol oynar (Musacchio, 2015; Boer, vd.,
2016a). Mitoz metafazinda, kardes kromatitler kinetokor bolgesinden ig ipliklerine
tutunmasi araciligiyla APC/CC%2 kompleksi aktive olur (Deng, 2006). Metafazda siraya
girmemis tek bir kromozom varliginda dahi APC/CC%?° aktivasyonu baskilanir (Cooper,
2016).

APC/CC%20 aktivasyonu, heniiz ig ipliklerine tutunmamis kinetokorlar iizerinde
olusan MCC (BubR1- Bub3-Mad2-Cdc20 complex) kompleksi tarafindan kontrol edilir
(Cooper, 2016). BubR1-Bub3-Cdc20 ve Mad2-Cdc2 kompleksi birleserek MCC
kompleksini olusturur. Cdc20, MCC kompleksi yapisina bagh kaldigindan APC/CCd20
kompleksi olusamaz ve inaktifti. MCC kompleksi, APC/C®%?° kompleksi olusumunu
engellemis olur (Deng, 2006). Biitiin kromozomlar ayni hizaya gelip ig ipliklerine
tutununcaya kadar APC/CCY? aktiflenmez (Boer vd., 2016). Metafaz evresinde ig
mikrotiibiilleri kinetokorlara baglandiklarinda MCC kompleksi olusamaz ve Cdc20 serbest
kalir. Cdc20 adaptor proteini, APC/C’e baglanarak APC/C®%?° kompleksini olusmasini
saglar. APC/CC%20 kompleksinin hedef proteinlerinden biri securindir. Securin, seperaza
bagli bulunarak aktivasyounu engeller. Seperaz, kardes kromatidleri bir arada tutan
kohezinleri pargalamakla gorevlidir ve normal kosullarda securine bagli formda inaktiftir.
Ancak mitoz metafazinda kromozomlarm hepsi ayni hizaya geldiginde APC/CC%?0
kompleksi olusur ve securini pargalar. Securin’in pargalanmasi ile serbest kalan seperaz,
kardes kromatidleri birarada tutan kohezinleri pargalayarak ayrilmasini ve kutuplara dogru
hareket etmesini tetikler (Sekil 3.17) (Musacchio ve Salmon, 2007; Musacchio, 2015;
Sivakumar ve Gorbsky, 2015).
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Sekil 3.17. Kardes kromatitleri bir arada tutan kohezinlerin kontrolii (Malumbres ve
Barbacid, 2009).

Anafaz safhasinda Cdhl, Cdc20 ile yer degistirerek tekrar APC/C®" kompleksini
olusturur. APC/C® kompleksinin substratlar1 arasinda siklin-A, siklin-B, Aurora A,
Aurora B, Cdc20 ve DNA replikasyon proteinleri olan CDC6, Geminin ve Skp2 yer alir.
Mitozdan ¢ikis sirasinda bu proteinlerin degradasyonu ile birlikte Cdkl aktivasyonu

engellenir ve hiicre dongiisii G1 fazina dogru ilerler (Malumbres ve Barbacid, 2009).

3.8.2. Sentrozom duplikasyonu

BRCA1/BARD1 kompleksi sentrozom duplikasyonunda rol oynar. Sentrozom
mitoz sirasinda mikrotiibiil agim1 diizenleyerek bipolar ig ipliklerini olusturur ve herbir
kardes kromatidin kutuplara esit ayrilmasini saglar. Sentrozom veya ig ipliklerinde
meydana gelen aksakliklar kromozomlarin iki hiicreye esit dagilimini engeller (Deng,
2002; Kais ve Parvin, 2008).

Hiicre siklusunda sentrozomlar sadece bir kez ¢ogalirlar ve mitoz sonunda herbiri
bir yavru hiicreye gecer (Kais ve Parvin, 2008). Sentrozom duplikasyonu ge¢ Gi fazinda
baslar ve S faz1 boyunca devam eder (Deng, 2002) ve bes fazda gerceklesir. Bu fazlar
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disoryantasyon, duplikasyon, uzama, olgunlagsma ve ayrilma olarak adlandirilir. Hiicre
siklusunun ge¢ G1 fazinda sentrozom, sentriollerine ayrilmaya baslar. Ayrilmis olan herbir
sentriol ana sentriolii olusturur ve kardes sentrioller sentezlenmeye baslar. Sentez, erken S
fazinda devam eder ve kardes sentrioller, ana sentriollerin yaninda yer alirlar. Geg S
fazinda yeni olusan sentriollerin uzamasi baslar ve G2 fazinda da devam eder. G2 fazi
sentrozomlarin olgunlastig1 safthadir ve y-tubulin molekiilleri birikerek baglanmaya baslar.
Ayrilma sathasinda sentrozomlar birbirinden ayrilarak, niikleusun karsit kutuplarina dogru

ilerler ve ig ipliklerini olusturur (Sekil 3.18 ) (Kais ve Parvin, 2008).

Aurora A

Artrmug Breal

Sekil 3.18. Sentrozom duplikasyonu ve BRCA1/BARDI iligkisi (Kais ve Parvin)

BRCAI1/BARDI E3 ligaz kompleksinin hiicre i¢inde bulundugu yerlerden biri de
sentrozomlardir. BRCA1/BARDI1 E3 kompleksi, ig mikrotiibiillerini olusturan y-tubulin
molekiillerini ubikutinleyerek yikar ve ig ipliklerinin olusumunu engeller. Ge¢ G1 fazindan
itibaren artig gosteren BRCAL, sentrozomlarin tekrar tekrar duplike olmasini engeller
(Deng, 2002; Kais ve Parvin, 2008; Parvin vd., 2010). Ge¢ G2 fazinda sentrozomlarda yer
alan Aurora A Kinaz, BRCAL’i fosforilleyerek inhibe edici etkisini ortadan kaldirir ve
mitoz i¢in ig iplikleri olusmaya baglar (Sekil 3.18) (Kais ve Parvin, 2008).
BRCA1/BARD1 E3 kompleksi yani sira p53, BRCA2, Rb, siklin-A\Cdk2 ve siklin-
E\Cdk2’nin de sentrozom duplikasyonunda rol oynadig: bilinmektedir (Deng, 2002). Cdk2,
sentrozom duplikasyonunda pozitif rol oynarken; p21 ve p53 negatif rol oynamaktadir
(Deng, 2002). BRCA1/BARDI1 kompleksi, sentrozom duplikasyonunda tek basina gorev
almadigr diistiniilmektedir (Deng, 2002) ve mekanizmast heniiz tam olarak

aciklanamamustir.
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3.8.3. DNA onarim mekanizmalari

3.8.3.1. Fankoni anemi yolag1 (DNA capraz bag onarimi)

Fankoni yolagi, DNA c¢ift zincirleri arasinda meydana gelen c¢apraz baglarin
tamirinden sorumludur. DNA zincirleri arasi ¢apraz baglanma, karsit DNA iplikgikleri
tizerindeki niikleotitlerin kovalent bir baga maruz kalmalariyla meydana gelir. Mitomisin
C, cisplatin, asetaldehit, formaldehit, malondialdehit ve akrolein gibi kimyasallar, DNA’da
capraz baglarin olusumuna sebep olabilmektedir (Krishnan vd., 2016). DNA c¢apraz
baglari, DNA zincirlerinin birbirlerinden ayrilmasini dolayisi ile transkripsiyonu ve

replikasyonu engeller (Jones ve Huang, 2012).

DNA c¢apraz baglarinin onarilmasi 4 asamada gergeklesir: 1.DNA c¢apraz baglanma
hasarmin taninmasi, 2.Fankoni yolagina ait FA g¢ekirdek kompleksi tarafindan
FANCI/FANCD2’in monoubikutinasyonu, 3.DNA ¢apraz baglant1 bolgesinin kesilmesi 4.
DNA c¢apraz bagini tastyan DNA zinciri translezyon sentezi ile baypas edilirken; bosluk
iceren DNA zincirinin HR ile doldurulmasi ( Krishnan vd., 2016).

DNA {izerindeki ¢apraz baglanma hasar1 son zamanlarda kesfedilen UHRF1 sensor
proteini tarafindan tanir (Liang vd., 2015; Cheung ve Taniguchi, 2017). Replizom DNA
capraz baglanma hasari ile karsilastiginda replikasyon ¢apraz baglarin oldugu yerden 20-40
niikleotidlik uzaklikta durur ve helikaz, BRCA1 tarafindan uzaklastirilir. Sonra birer
niikleotid olacak sekilde DNA ipligi iizerinde ilerler (Krishnan vd., 2016). FANCM-
FAAP24-MHF1 kompleksi, DNA ¢apraz baglanma hasarini taniyan proteinlerden ilkidir.
FANCM-FAAP24 kompleksi DNA’ya baglanma 6zelligine sahiptir ve tek iplikli DNA’ya
baglanabilen RPA proteinlerinin birikimini saglar. RPA proteinlerinin birikimi ATR’i
cagirir  (Krishnan vd., 2016). ATR’e yanit olarak Fankoni yolagina ait ¢ekirdek (core)
kompleksi toplanmaya baglar (Moldovan ve D’Andrea, 2009; Jones ve Huang, 2012;
Krishnan vd., 2016). FANCM, DNA’ya baglanabilme ozelligine sahip tek cekirdek
kompleksidir ve Fankoni yolagi ¢ekirdek kompleksi FANCA, B, C, E, F, G, L, M and N
proteinlerinden ve Fankoni yolagi yardimcit proteinleri FAAP20, FAAP24 ve
FAAP100’den olusur (Sekil 3.19) (Jones ve Huang, 2012). Fankoni ¢ekirdek
kompleksinin alt birimi olan ve katalitik aktivite gosteren FANCL (E3 ubikutin Ligaz) ile
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UBE2T (E2 konjuge edici enzim), FANCD2/FANCI kompleksinin (ID kompleks)
monoubikutinasyonundan sorumludur (Jones ve Huang, 2012; Krishnan vd., 2016).
UBE2T nin hiicrelerden silinmesi ile Fanconi yolag iligkili olarak radyal kromozomlarin

varligi rapor edilmistir ( Krishnan vd., 2016).

Monoubikutinasyona ugramis FANCD2/FANCI kompleksinin hasarli DNA
tizerinde birikimiyle ¢apraz bagin, kardes ipliklerin birinden ayrilmasi saglanir. Buna
“unhooking”(askidan indirmek, kancadan kurtarmak) denir. Bu siire¢te FANCD2/FANCI
kompleksi ile birlikte birgok proteinin rol oynadigr bilinmektedir; ancak heniiz
anlasilamamistir (Ceccaldi vd., 2016). Bu reaksiyon sonrasinda farkli DNA lezyonlarina
sahip iki kardes kromatid olusur. Kardes kromatidlerden biri, ¢apraz bagi icerirken, digeri
cift zincir kirig igerir. Capraz baglantiyr tasiyan kardes kromatid kolu, capraz baglantiy:
bypass eden translezyon polimerazlar tarafindan tamir edilir. Cift zincir kirigi tasiyan
diger kardes kromatid ise DNA onarim proteinleri BRCA2 (FANCDI1), PALB2 (FANCN)
FANCJ (BRIP1) ve FANCO (RADS51C) aracilt homolog rekombinasyon ile tamir edilir
(Moldovan ve D’ Andrea, 2009; Ceccaldi vd., 2016; Krishnan vd., 2016).

DNA cift zincir kirig1 4 basamakta tamir edilir. Ilk énce DNA uglarindan bir kismi
kesilerek tek zincirli (ssDNA) 3’ DNA ugclart olusturulur. Bu uglar, daha sonra, hata
egilimli polimeraz-0 tarafindan homolog olmayan ug¢ birlestirme tamiri (NHEJ) ile tamir
edilir. Bir sonraki adimda helikaz ve eksoniikleazlar tarafindan daha uzun ssDNA kollar1
olusturulur. ssDNA’ya RPA proteinleri baglanir. Bu kissmda RADS1 niikleoflamentleri
olusur ve PALB2 ve BRCA2 baglanir. PALB2, homolog rekombinasyonun 6nemli iki
proteini olan BRCA1 ve BRCA2’i birbirine baglar. Homolog rekombinasyon ve Fankoni
yolagi arasinda onemli bir iliski oldugu goriisii hakimdir (Cheung ve Taniguchi, 2017,
Niraj vd., 2019).



Sekil 3.19 Fankoni ¢ekirdek kompleksi (Jones ve Huang 2019)
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Sekil 3.20. Fankoni anemi (FA) yolag: ¢ekirdek kompleksi ve DNA zincirlerinin ¢apraz
baglanmas1 hasarinin tamiri ve UBE2T (Jones ve Huang, 2012)
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3.8.3.2. Translezyon sentezi ile DNA hasarimin baypas edimesi

DNA hasarinin tolere edilmesinde (bypass) ¢cogunlukla RADG6 (insanlarda UBE2A
ve UBE2B) ile iligkili hata egilimli translezyon sentezi yolagi kullanilir ve PCNA’nin
monoubikutinasyonuna dayanir (Karras ve Jentsch, 2010). DNA replikasyonu sirasinda,
replikasyon blogu ile karsilasilmasina bagli DNA ipliginin gevsemesi veya ¢ozililmesi tek
iplikli DNA yapisinin olusmasina sebep olur ve DNA hasari tolerans mekanizmalarini
aktive eder. Bu mekanizma DNA lezyonunun tamirini igermez; fakat semptomlar

iyilestirerek hiicrenin sagkalimini hedefler (Karras ve Jentsch, 2010).

DNA replikasyonu sirasinda bir lezyon onarilmadan kaldiginda replikasyon catali
durur. Bu durumda lezyonun tamir edilmesi ya da lezyonun tamir edilmeden gecilmesi
(bypass) gerekir. Lezyonun tamir edilebilmesi ipligin kesilmesine baglidir. Ancak devam
eden replikasyon sirasinda ipligin kesilmesi, replikasyon g¢atalinin ¢ékmesine (Ulrich ve
Walden, 2010) c¢ift zincir DNA kiriklarina ve bunun sonucunda kromozomal diizende
bozukluklar, hiicre siklusunun durmasi, hiicresel 6liim meydana gelir. Bu nedenle hiicre
sagkalimi1 ve hiicre dongiisiiniin tamamlanabilmesi i¢in lezyonun onariminin ertelenmesi
daha avantajlidir. (Hedglin ve Benkovic, 2015). iki farkli mekanizmadan bahsedilmektedir:
Translezyon sentezi ve hatasiz baypas (Sekil 3.21) (Karras ve Jentsch, 2010; Ulrich ve
Walden, 2010; Fiesel vd., 2014).

Translezyon sentezi Rad6 ile iliskilidir ve hata egilimlidir. Translezyon sentezi
mekanizmalarinda hata-egilimli DNA polimerazlar gorev alir (Karras ve Jentsch, 2010).
Okaryotik hiicrelerde normal replikasyon sirasinda yiiksek dogruluklu DNA polimerazlar
(DNA polimeraz 9§, €, o) kullanilmaktadir ve DNA lezyonlarini atlama yetenekleri yoktur
(Hedglin ve Benkovic, 2015). Yiiksek dogruluklu polimerazlarin aktif bolgesi yeni
olugmus baz ciftini sikica sarabilir. Hata egilimli polimerazlarin aktif bolgesi ise daha genis

ve daha gevsektir (Beldiiz, 2014).
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Sekil 3.21. DNA hasari toleransi. Tlz: translezyon sentezi, hatasiz baypas (Karras ve
Jentsch, 2010).

Her iki mekanizma da Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) ile iliskilidir.
(Garcia-Rodriguez vd., 2018). PCNA, DNA replikasyonu sirasinda, replikasyon ile iligkili
faktorlerin baglanabilmesi i¢in platform gorevi goriir ve kayan bir kelepge gibidir (Karras
ve Jentsch, 2010). PCNA’nin monoubikutinasyonu translezyon sentezi mekanizmasini
aktive ederken; PCNA’nin poliubikutinasyonu hatasiz baypas mekanizmasini aktive eder
(Hedglin ve Benkovic, 2015). PCNA’nin monoubikutinasyonu E2/E3 enzim kompleksi
olan Rad6/Rad18 tarafindan gerceklestirilir ve PCNA lizin kalintis1 K164’den gergeklesir
(Branzei ve Foiani, 2005; Ulrich ve Walden, 2010; Yang vd., 2013; Garcia-Rodriguez vd.,
2018). Lezyonun tiiriine gore translezyon proteinleri ¢agirilir (Yang vd., 2013). Polimeraz
n (Poln), Polimeraz 1 (Polt), Polimeraz k (Polk), Revl ve Pol( translezyon polimerazlaridir.
Poln, pirimidin dimerlerini hasarsiz DNA polimerazlarina benzer hizda ve dogrulukta
baypas edebilir. Poli, 8-0kso-G lezyonunun karsisina C ekleyebilir. Polk, diger
polimerazlar tarafindan lezyonun karsisina eklenen niikleotid sonrasinda zinciri uzatabilme

ozelligine sahiptir (Yang vd., 2013).

Hatasiz baypas mekanizmasi, PCNA’nin K164 kalintisinin poliubikutinasyonu ile
aktive olur. Ilk ubikutin, Rad6/Rad18 araciligi ile eklenir ve sonraki ubikutinler K63
kalintisindan Ubc13-Mms2/Rad5 araciligi ile PCNA’a eklenir (Yang vd., 2013). Hatasiz

baypas mekanizmasi heniiz ¢oziilememistir (Garcia-Rodriguez vd., 2018); ancak Sekil
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3.21°de yer aldig1 gibi kardes kromatid kullanilarak lezyonun baypas edildigi bilinmektedir
(Ulrich ve Walden, 2010; Yang vd., 2013).

3.8.3.3. Homolog rekombinasyon ile DNA tamiri

DNA hasar1 normal fizyolojik DNA replikasyonu endojen veya egzojen faktorlerin
etkisi ile meydana gelebilir. Hergiin genomda yaklasik 10° DNA hasarmin meydana
geldigi tahmin edilmektedir. DNA hasarina karst DNA onarim mekanizmalar1 devreye
girmektedir (Irminger-Finger vd., 2016). BRCA1/BARDI1 kompleksi, ¢ift DNA ipligi
kirtlimi onarim mekanizmalarindan Homolog Rekombinasyonda goérev alirlar. Cift zincir
kiriklart; ekzojen kaynaklarla indiiklenebildigi gibi hiicresel metabolizmanin yan firtinleri
olan reaktif oksijen tiirlerinin etkisiyle replikasyon, mayotik rekombinasyon ve DNA
onarimi sirasinda replikasyon c¢atalinin ¢okmesi sonucu meydana gelebilmektedir

(Kurtoglu ve Tekedereli, 2001; Chapman vd., 2012).

DNA’nin her iki zincirinin kirilmasi ile birlikte MRN kompleksi (Mrel1-RAD50-
Nbs1), kirik uglara baglanir ve 5-3 yoniinde uglar1 bir miktar kirar. Bu diger hasar tanima
proteinlerini toplanmasi igin bir sinyal olusturur (Sekil 3.22a) (Kurtoglu ve Tekedereli,
2001). Hata sensor proteinlerinden ATM; DNA replikasyonu kaynakli ise ATR proteini
hasarli bolgeye gelir (Caestecker ve Van de Walle, 2013). ATM veya ATR histon
protenlerinden H2AX’i fosforiller ve yH2AX olusur (van Attikum ve Gasser, 2009).
H2AX fosforilasyonu, Mediator Of DNA Damage Protein 1 (MDCl1)’e ihtiya¢ duyar ve
yH2AX’ a baglanir. MDCI1, hasarli bolgenin u¢ kisminlarinda yer alan daha ¢ok sayidaki
H2AX’in fosforilasyonunu saglar ve bu megabaz boyutunda yH2AX’leri olusturur. Bu
sirada TIP60 tarafindan yH2AX asetilasyonu gergeklestirilir ve E2 enzimi olan UBC13
tarafindan asetilenmis yH2AX proteinlerine ubikutin zincirleri eklenir (Sekil 3.22b).
yYH2AX proteinlerinde meydana gelen bu asetilasyon ve ubikutinasyon ile histon proteini
kromatinden ayrilir (Sekil 3.22c) (van Attikum ve Gasser, 2009; Caestecker ve Van de
Walle, 2013). RNF8/RNF168 yolagimi aktive eder (Fukuda vd., 2016). RNF8 ve RNF168
DNA hasarinin oldugu bdlgede ubikutin zincirlerinin olugmasini saglar (Zhao vd., 2014).
Histonlara bagli bu ubikutin zinciri BRCA1/BARDI kompleksinin baglanabilmesi i¢in
sinyal olusturur. BRCA1/BARDI kompleksi, Abraxas/RAP80 proteinleri araciligi ile
baglanabilir (Caestecker ve Van de Walle, 2013; Fukuda vd., 2016). BRCA1/BARD1
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kompleksi, hiicre siklusunun G2-M kontrol noktasinda kesintiye ugratir ve hasarin onarimi
icin zaman kazandirir (Sekil 3.22) (van Attikum ve Gasser, 2009). DNA hasarina kars1
olusturulan cevapta BRCA1/BARDI1 rol oynadigi bilinmesine ragmen BRCA1/BARDI1

aracili ubikutinasyon mekanizmasi heniiz agik degildir.

DNA cift

zincir king; gi

(a)

(b)

H2AX fosforilasyonu

Ygageh 2050 | Kirik ug
N RE

Histon
uzaklastiriimasi

(d) G2-M kontrol noktasi duraklama

Sekil 3.22. BRCA1/BARDI1 E3 ligaz kompleksi ve DNA ¢ift zincir kirig1 onarimi (van
Attikum ve Gasser, 2009).
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3.8.4. Mitokondriyal dinamikler (mitokondriyal fizyon/ fiizyon)

Mitokondriyal dinamik siirecleri bir dizi spesifik mitokondriyal fisyon ve fiizyon
proteini tarafindan yonetilir. Drpl 'ana regiilator' olarak gorev alirken; mitofusin 1 (Mfnl),
Mfn2 ve optik atrofi 1 (OPALl) 6nemli goérevlere sahiptir. Mull Mfn2’e baglanarak
degradasyounu saglar. Drpl’e SUMO ekleyerek mitokondri fizyonunu baslatir ve fiizyonu
engeller (Peng vd., 2016). NF-xB aktivasyonuna bagli stres kosulunda tetiklenen
mitokondriyal fiizyonda da rol alir (Lee M. S. vd., 2019). Fizyon ile mitokondrinin hasarli
kismi, hasarsiz kismindan ayrilir. Flizyon ile islevsiz mitokondri, fonksiyonel mitokondri
ile birlesir ve bilesenler organeller arasinda paylastirilarak stresten kurtarilir (Youle ve Van

Der Bliek, 2012) (Sekil 3.23).
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Sekil 3.23. Mitokondriyal fizyon ve fiizyon mekanizmalar: (Peng vd., 2016)
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3.8.5. Mitofaji

Mitofaji, hasarli, yaglanmis veya gereksiz mitokondrilerin secilerek yok edilmesidir
(Villa vd., 2018). Bu degradasyon seklinin avantaji biitiin bir mitokondriyi membran,
proteinleri ve niikleik asitleri ile birlikte yok etmesidir (Villa vd., 2018). Mitofaji,
mitokondrilerin kalite kontroliinii igerir (Villa vd., 2018). En iyi tanimlanmig mitofaji
yolagi Parkin (E3 ligaz) ve PINK1 proteinleri tarafindan gergeklestirilen yoldur (Villa vd.,
2018).

Normal kosullarda, PINK1, mitokondri i¢ zarina geger ve burada bulunan bazi
proteazlar tarafindan siirekli pargalanir. Parcalanmis yapidaki PINK1 daha sonra ubikutin
protecozom sistem tarafindan ortadan kaldirilir. Mitokondriyal membran potansiyeli
bozuldugunda, PINK1 mitokondri igine giremez ve mitokondriyal dis zarda stabil hale
gelir (Palikaras vd., 2018). PINK1 mitokondri yiizeyinde daha onceden var olan ubikutin
molekiillerini fosforilleyerek fosfo-ubikutin molekiillerini olusturur. PINK1, Parkin’i de
fosforiller. Fosfo-ubikutin, fosforilasyona ugramis Parkin’e yiiksek afinite gosterir.
Parkinin fosforilasyona ugramasi ve fosfo-ubikutin ile etkilesime girmesi Parkin
aktivasyonunu arttirir. Aktiflesen Parkin, mitokondrinin dis zarinda bulunan ¢ok sayidaki
proteine ubikutin ekler (McWilliams ve Mugit, 2017). Mitokondri dis zarinda
poliubikutinasyona ugramis bu proteinler otofaji adaptdr proteinleri tarafindan tanminir
veya proteozomal degradasyon ile ortadan kaldirilirlar. Poli-ubikutin zincirleri bir nevi
“beni ye” sinyali olusturur (Palikaras vd., 2018). Memelilerde bulunan p62, NBR1,
NDP52, opti- neurin (OPTN) ve TAX1BP1 reseptorleri otofaji ile iliskilidir (Pickles vd.,
2018). Adaptor proteinler (p62, OPTN, NDP52) tarafindan mitokondri dis zarinda yer alan
poliubikutinlenmis proteinler tanmir ve LC3’in de baglanmasi ile otofagozom olusumu

baglar (Palikaras vd., 2018) (Sekil 3.24).

Son yapilan caligmalarda, E2 konjuge edici enzimlerinden UBE2N, UBE2L3,
UBE2D2 ve UBE2D3 (UBE2D2/ 3)’iin parkin bagimli mitofaji de gerekli oldugunu ortaya
koymaktadir (Geisler vd., 2014).
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PARKIN, PINKi1, poli-Ub ve MITOFAII
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Sekil 3.24. Parkin aracili mitofaji (McWilliams ve Mugit, 2017)

Parkin-PINK1 proteinleri araciligi ile mitofaji disinda Parkin’in gerekli olmadigi
farkli mitofaji yollar1 da bulunmustur. Mull, Arihl, Siahl, Smurfl ve Gp78 alternatif
mitofaji mekanizmalart ile iliskili bulunmustur (Montava-Garriga ve Ganley, 2019).

Arihl mitofajinin alternatif yolaklarinda rol oynar ve PINKI’e gereksinim

duyarken; Parkin’e gereksinim duymaz. (Villa vd., 2017, 2018; Macleod, 2020).

Mull ile iligkili mitofaji, Parkin-PINK1 iliskili mitofaji yolaginin paralelidir ve
Parkin, PINK1 mutasyonlarinda kurtaricidir (Villa vd., 2018). Mull, mitokondriyal fiizyon
proteini olan Mfn2’e ubikutin molekiilleri ekleyerek poliubikutinasyonunu saglar (Peng
vd., 2016). Poli-ubikutinli dig mitokondri zari proteinlerine, otofaji adaptor proteinleri
baglanir ve fagofor olusumu ve alternatif (parkin bagimsiz) mitofajiyi baslatir (Villa vd.,
2018). Mul1-Ube2E3 kompleksi Parkin’e ihtiyag duymadan dogrudan otofaji reseptorleri
ile baglant1 kurabilir (Villa vd., 2018).
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Bu calismada parsiyal hepatektomi sonrasi karaciger rejenerasyonunun farkl
stireglerinde (0, 6, 12, 24, 48, 72 saatleri) ubikutin sinyalinin olasi rolii/rollerinin
arastirtlmas1 amaglanmigtir. Ubikutin yolaginin bir¢ok hiicresel mekanizmada (proteinlerin
degradasyonu, proliferasyon, DNA onarimi, transkripsiyon faktorlerinin diizenlenmesi,
otofaji, mitofaji gibi) rol oynadigi bilinmektedir; fakat karaciger rejenerasyon siirecindeki
rolii tam olarak belli degildir. Bu ¢alismada karaciger rejenerasyounun farkli siireglerinde
ubikutin sinyalinin rolii, bu yolaga ait 88 genin ifadeleri RT-PCR array teknigi kullanilarak
irdelenmistir. RT-PCR array analizleri sonucu ifadesi anlamli olan bes genin proteinlerine
bakilmistir. Karacigerin rejenere oldugu ki67’nin  immunohistokimyasal olarak
isaretlenmesi ve rejenerasyon siireleri sonunda karaciger agirlik oranlarinin hesaplanmast

ile ortaya konmustur.
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4. MATERYAL VE YONTEM

Calismamizin bir kismini olusturan hayvan deneyleri Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tibbi ve Cerrahi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma Merkezi
(TICAM) Laboratuvarlari’nda; diger analizler ise Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Molekiiler Biyoloji Laboratuvar’inda gergeklestirilmistir. Calismamiz ~ Eskisehir
Osmangazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK)’nun 549/2016

sayili izni ile gergeklestirilmistir.

4.1. Deney Gruplar:

Deneyde kullanilan tiim hayvanlar Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve
Cerrahi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilmistir.
Deneyimizde 2504£300 gr agirhiginda erkek Wistar albino 1rki sicanlar kullanilmistir.
Deney siiresince siganlar 12:12 aydinlik/karanlik 1siklandirmasi olan, 1s1 (22+2°C), nemi
(%45-50) otomatik olarak ayarlanmig odalarda polikarbonat seffaf kafeslerde standart sigan

yemi ve ¢esme suyu verilerek yasatilmistir.

Deney Hayvanlar1 arasindan rastgele se¢cimle n=4 olacak sekilde toplam 52 tane
sican kullanilmistir. Deney gruplari 3 ana grup (Kontrol, Sham, PH) ve 13 alt grup olacak
sekilde diizenlenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Deney gruplar1

DENEY GRUPLARI
Ana Grup | (Kontrol) Ana Grup Il (Sham Grubu) Ana Grup Il (PH Grubu)
Grup I (n=4) ShAltGrup I: 0. Saat (n=4) PHAItGrup I: 0. Saat (n=4)
Sh Alt Grup Il: 6. Saat (n=4) PH Alt Grup Il: 6. Saat (n=4)
Sh Alt Grup Hll:  12. Saat (n=4) PH Alt Grup Ill:  12. Saat (n=4)
Sh Alt Grup 1V: 24. Saat (n=4) PH Alt Grup IV: 24. Saat (n=4)
Sh Alt Grup V:  48. Saat (n=4) PH Alt Grup V: 48. Saat (n=4)
Sh Alt Grun VI:  72. Saat (n=4) PH Alt Grup VI: 72. Saat (n=4)
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Ana Grup | (Kontrol Grubu): Higbir cerrahi islem uygulanmamis olup; bu grupta
bulunan sig¢anlarin tiimiinden (n=4) Ki67 immunohistokimyasal analizleri, RT-PCR

analizleri ve Western blot analizleri i¢in karaciger doku 6rnekleri alinmistir.

Ana Grup II (Sham Gruplari): Bu gruptaki siganlara parsiyal hepatektomi yapilacakmis
gibi karacigerin ondeki sag orta ve sol yan loplar1 ayrilarak iplik gegirilmis ve PH
yapilmadan laparatomi bolgesi kapatilmistir. Belirlenen siirelerin (0, 6, 12, 24, 48 72 saat)
sonunda diseksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Ki67 immunohistokimyasal analizleri, RT-PCR

analizleri ve Western blot analizleri i¢in karaciger doku 6rnekleri alinmustir.

Ana Grup Il (PH Grubu): Bu gruptaki siganlarin karacigerlerinin %70’lik kismini
olusturan sol lateral ve median loblar1 ¢ikarilmistir. Belirlenen siirelerin (0, 6, 12, 24, 48,
72 saat) sonunda diseksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Ki67 immunohistokimyasal analizleri,

RT-PCR analizleri ve Western blot analizleri igin karaciger doku 6rnekleri alinmustir.

4.2. Anestezi ve Hepatektomi islemi

Tiim deneysel c¢aligmalar steril ortamda ve steril cerrahi aletler kullanilarak
gergeklestirildi. Diurnal hormonal degisimlerin sicanlar iizerine olas1 etkileri dikkate
aliarak 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

uygulanmustir.

Siganlar sirt {istii pozisyonda, sicakligi 1lik ve sabit olan diseksiyon tablasina
sabitlenmistir. Cerrahi uygulama bolgesi %70’lik etil alkol ile temizligi yapilip Higgins ve
Anderson” un (1931) teknigiyle parsiyal hepatektomi gercgeklestirilmistir (Higgins ve
Anderson, 1931). Buna gore, deney hayvaninin karin bolgesinde viicuda paralel 2-3 cm’ lik
bir orta hat kesisi ile karaciger loblarin1 birbirine baglayan zarlar ayrilmistir. Karacigerin
yaklasik %68-70 oraninda kiitlesini teskil eden dndeki orta (median) ve sol loba ait hepatik
arter, ven ve safra kanallarinin etrafina ipek iplik gecirilerek baglanmig ve hemen iistiinden
kesim gergeklestirilmistir. Her bir hayvana cerrahiden sonra kaybolan sivinin hipovolemik
etkilerinin ortadan kaldirilmasi igin karin bosluguna 1ml steril serum fizyolojik verilmistir.

Sonrasinda kas ve deri kesileri ayr1 ayr1 fakat devamli olarak 4/0 ipek sutiirle dikilerek
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laparatomi bolgesi kapatilmistir ve antiseptik soliisyon ile temizlenmistir. Cerrahi islem
gérmiis her bir deney hayvani kimyasal sterilizasyonu yapilmis, tek bireylik, polikarbonat
bilesimli ve seffaf nitelikteki kafeslere ayr1 ayr1 koyularak diyet degisikligi yapilmaksizin
6, 12, 24, 48, 72 saat boyunca yasatilmistir. PH 0. saat alt grubundaki siganlarda, PH

isleminden sonra laparatomi bolgesi kapatilmadan intrakardiyak biitiin kan alinmustir.

6, 12, 24, 48, 72 saat boyunca yasatilan PH ve sham gruplarina ait hayvanlara
intramuskular olarak 10 mg.kg™? ksilazin ve 70 mg.kg? ketamin anestezisi altinda
intrakardiyak olarak kalpten biitlin kanin alinmasi yoluyla 6ldiiriilmiistiir ve analizler i¢in
karaciger doku Ornekleri alinmigtir. Western blot ve RT-PCR analizleri i¢in alinan
karaciger pargalar1 galisilacagi zamana kadar -80 °C saklanmustir. Ki67 immunohistokimya

analizleri i¢in alinan karaciger parcalar1 formaldehitte fikse edilmistir.

4.3. Karaciger Rejenerasyon Orani

PH islemi sirasinda karacigeri %68-70’ini olusturan median lob ve sol lateral lobun
yas agirliklart hassas terazide tartilarak hepatektomi sirasinda alinan karacigerin toplam
agirlig1 hesaplanmstir. 0, 6, 12, 24, 48. 72. saatlerin sonunda diseksiyon sirasinda ¢ikarilan
rejenere karaciger pargalar1 da tartilmistir. Asagidaki formiile yerlestirilerek rejenerasyon
oranlar1 hesaplanmistir (Kogure vd., 1998; Schmidt, 2010; Zhang vd., 2011; Gul vd., 2013;
Komori vd., 2014).

Otopsi sirasindaki Hepatektomiden sonra kalan
) karacier aguwlign  —  Karacierin tahmini agirlig
Rejenerasyon Orani = x 100
(RO) Hepatektomi sirasinda alman KC agirligi

4.4. ki67 Iimmunohistokimyasal Boyama

0, 6, 12, 24, 48, 72 saatlik rejenerasyon siireleri sonunda karaciger dokusundan
alinan Orneklerin bir kismi ki67 immunohistokimyasal boyama i¢in %10 formaldehit
fiksatifine alinarak 24 saat siire ile fiksasyonu saglanmistir. Fiksasyon asamasindan sonra,
dokular, akan suyun altinda 24 saat yikanarak rutin doku takibi gergeklestirilmistir.
Karaciger dokulari, etil alkol serilerinde (%70, %80, %90, %961, %962) birer saatlik

stirelerde bekletilerek dehidratasyonlar saglanmistir. Dokular 30’ar dakika olmak tizere iki
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kez ksilol serilerinden gegirilmistir. Parafinizasyon islemi i¢in dokular 60°C’deki 3 ayr
parafinde sirasiyla 30dk, 60dk, 60dk bekletilerek, parafin bloklara gomiilmistir. Bu
bloklardan 4-5 pum kalinliginda mikrotom (Leica RM 2025) kesitleri alinmistir. Lam
tizerindeki kesitler 60°C etiivde 1 saat bekletilerek iki kez ksilol serisinden gegirilmistir.
Etil alkol serilerinden (%96, %90, %80) 3’er dakika olacak sekilde gegirildikten sonra
distile su ile yikanmistir. Maskelenmis olmasi muhtemel doku antijenlerinin ortaya
cikarilmasi i¢in, kesitler %10’ luk sitrat tamponu (pH=6) i¢ine koyularak 3-5 dakika su
buhart basinci maruz birakilmigtir. Kesitler TBS-T (Tris-buffered saline-Tween)
soliisyonunda 1dk yikanmistir ve bloklama soliisyonu ile bloklanmistir. Herbir lama primer
antikor (1:500 dilusyon) damlatilarak inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda sekonder
antikor ile muamele edilerek, primer antikorlara baglanmasi saglanmistir. Lamlarin {izerine
renk gii¢lendirici damlatilarak 30 dk muamele edilmistir. TBS-T ile birkag kez ve
sonrasinda distile su ile yikanarak hematoksilen ile 1 dk boyanmistir. Lamlar artan alkol
serilerinden (%70, %80, %90, %961, %962) ve sonrasinda ksilol serilerinden gegirilerek

entellan ile kapatilmistir.

ki67 pozitif hiicre ¢ekirdeklerinin kahverengi-kizil oldugu gozlenirken; ki67 negatif
hiicre ¢ekirdeklerinin mavi oldugu gozlenmistir. Goriintii alaninda (x40) rastgele secilmis
1000 adet parankimal karaciger hiicresinde belirlenen Ki67 pozitif ¢ekirdekli hiicreler %
olarak ifade edilerek ki-67 indeksi ¢ikarilmistir. Hazirlanan tiim doku kesitleri Olympus
CX31 marka ve model 151k mikroskobunda incelenerek Olympus PMTVC marka,
1K07455 model compact dijital kamera ile fotograflanmistir.

4.5. RT-PCR Array Analizleri

PCR-array analizleri her bir alt grupta 4 biyolojik tekrar olacak sekilde yapilmuistir.
Calismada kullanilan Ubiquitin yolagina ait 88 gen ve 8 kontrol genine (Actb, Hprt,
gapdh, b2m, Gusb, ppia, rpl13a) ait RT-PCR primerleri Gen-Era Diagnostik Firmasi’ndan
96’lik plate seklinde hazir olarak temin edilmistir ve Cizelge 4.2°’de gosterilmistir. Bu

genlere ek olarak ubikutin yolagina ait Cdc20 gen ifadesi de ayrica analiz edilmistir.
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Cizelge 4.2. RT-PCR Array Plate’de yer alan ubikutin yolagina ait genler

Kuyu | Sembol Gen ismi Kuyu Sembol Gen Ismi
Al Anapc2 anaphase promoting complex subunit 2 E1 Stubl STIP1 homology and U-Box containing
protein 1
A2 Anapcll | anaphase promoting complex subunit 11 E2 Syvnl synovial apoptosis inhibitor 1, synoviolin
A3 Arihl ariadne ubiquitin-conjugating enzyme E2 E3 Tmem189 | transmembrane protein 189
binding protein homolog 1
Ad Atg7 ATG7 autophagy related 7 homolog E4 Tp53 tumor protein p53
A5 Bardl BRCAL associated RING domain 1 E5 Ubal ubiquitin-like modifier activating enzymel
A6 Brcal In multiple Geneids E6 Uba2 ubiquitin-like modifier activating enzyme2
A7 Brca2 In multiple Geneids E7 Uba3 ubiquitin-like modifier activating enzyme3
A8 Bree3 BRCA1/BRCAZ2-containing complex, E8 Uba5 ubiquitin-like modifier activating enzyme5
subunit 3
A9 Btrc beta-transducin repeat containing E9 Ubab ubiquitin-like modifier activating enzyme6
A10 Chl Cas-Br-M (murine) ecotropic retroviral E10 Ube2a ubiquitin-conjugating enzyme E2A
transforming sequence
All Cdc34 cell division cycle 34 homolog E11 Ube2b ubiquitin-conjugating enzyme E2B
Al2 Cull cullin 1 E12 Ube2c ubiquitin-conjugating enzyme E2C
Bl Cul2 cullin 2 F1 Ube2d1 ubiquitin-conjugating enzyme E2D 1
B2 Cul3 cullin 3 F2 Ube2d3 ubiquitin-conjugating enzyme E2D 3
B3 Culdb cullin 4B F3 Ube2e2 ubiquitin-conjugating enzyme E2E 2
B4 Cul5 cullin5 F4 Ube2e3 ubiquitin-conjugating enzyme E2E 3
B5 Ddbl damage-specific DNA binding protein 1 F5 Ube2g1 ubiquitin-conjugating enzyme E2G 1
B6 Fbxoll F-box protein 11 F6 Ube2g2 ubiquitin-conjugating enzyme E2G 2
B7 Fbx032 F-box protein 32 F7 Ube2i ubiquitin-conjugating enzyme E2I
B8 Fbxo4 F-box protein 4 F8 Ube2j1 ubiquitin-conjugating enzyme E2, J1
B9 Fbxo6 F-box protein 6 F9 Ube2j2 ubiquitin-conjugating enzyme E2, J2
B10 Fbxw9 F-box and WD repeat domain containing 9 F10 Ube2k ubiquitin-conjugating enzyme E2K
B11 Hecw2 HECT, C2 and WW domain containing E3 F11 Ube2I3 ubiquitin-conjugating enzyme E2L 3
ubiquitin protein ligase 2
B12 Itch itchy E3 ubiquitin protein ligase homolog F12 Ube216 ubiquitin-conjugating enzyme E2L 6
C1l March5 membrane-associated ring finger 5 Gl Ube2m ubiquitin-conjugating enzyme E2M
C2 Mdm2 Mdm2 p53 binding protein homolog G2 Ube2n ubiquitin-conjugating enzyme E2N
C3 Mibl mindbomb homolog 1 (Drosophila) G3 Ube2q1 ubiquitin-conjugating enzyme E2Q family
member 1
C4 Mocs3 molybdenum cofactor synthesis 3 G4 Ube2g2 ubiquitin-conjugating enzyme E2Q family
member 2
€5 Mull mitochondrial E3 ubiquitin protein ligase G5 Ube2qg2I ubiquitin-conjugating enzyme E2Q family
1 member 2-like
C6 Nael NEDDS activating enzyme E1 subunit 1 G6 Ube2s ubiquitin-conjugating enzyme E2S
Cc7 Nedd8 neural precursor cell expressed, G7 Ube2t ubiquitin-conjugating enzyme E2T
developmentally down-regulated 8 (putative)
C8 Park2 Parkinson disease (autosomal recessive, G8 Ube2vl ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1
juvenile) 2, parkin
C9 Rfwd2 ring finger and WD repeat domain 2 G9 Ube2v2 ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 2
C10 Rlim ring finger protein, LIM domain G10 Ube2z ubiquitin-conjugating enzyme E2Z
interacting
C11 Rnfl44b | ring finger protein 144B G11 Ubeda ubiquitination factor E4A
C12 Rnf167 ring finger protein 167 G12 Uchll ubiquitin carboxyl-terminal esterase L1
(ubiquitin thiolesterase)
D1 Rnf180 ring finger protein 180 H1 Uchl3 ubiquitin carboxyl-terminal esterase L3
(ubiquitin thiolesterase)
D2 Rnf2 ring finger protein 2 H2 Uchl5 ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase L5
D3 Rnf20 ring finger protein 20 H3 Vhl von Hippel-Lindau tumor suppressor
D4 Rnf34 ring finger protein 34 H4 Wwpl WW domain containing E3 ubiquitin
protein ligase 1
D5 Rnf40 ring finger protein 40 H5 ACTB Actin, beta
D6 Rnf6 ring finger protein (C3H2C3 type) 6 H6 B2M Beta-2-microglobulin
D7 Rnf8 ring finger protein 8 H7 GAPD Glyceraldehyde phosphate dehydrogenase
D8 Sael SUMOL1 activating enzyme subunit 1 H8 GUSB Glucuronidase, beta
D9 Skpl S-phase kinase-associated protein 1 H9 HPRT1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
D10 | Skp2 S-phase kinase-associated protein 2 H10 PGK1 Phosphoglycerate kinase 1
D11 Smurfl SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase H11 PPIA Peptidylprolyl isomerase A
1
D12 Smurf2 SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase H12 RPL13A Ribosomal protein L13a

2
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4.5.1. Dokudan RNA izolasyonu

RNA izolasyonu, sirasinda asagidaki basamaklar izlenmistir.

e icerisinde ZrOB05-0,5 mm RNase free boncuklar (Norgen P/N26231) ve 1,5 ml
trizol (Thermo Fischer Products, Ambion Trizol Reagent Ref:15596026) bulunan
kapakl1 kriyo-tiiplere herbir deney hayvanindan alinan 0.5 gr karaciger ornekleri
koyulmustur. Homojenizasyon islemi Next Advace Bullet Blender Storm 24 marka
cihaz ile gerceklestirilmistir.

e Trizol igerisinde homojenize edilen 6rnekler oda sicakliginda 5 dk inkiibasyona
birakilmistir. Tiiplere 1000 ul kloroform eklendi ve 5 dk inkiibasyona birakilmustir.

e 4°C’de 12.000 rpm’de 20dk santrifiij edildi. Santrifiij sonunda 3 faz olugsmustur. En
iistte yer alan renksiz faz RNA, beyaz renkli ara faz DNA, pembe renkli en alttaki
faz ise protein icermektedir.

e RNA igeren renksiz fazdan 400 pl ayr steril ependorf tiiplere alinmustir.

e Uzerine esit hacimde izopropanol eklenmistir. Tiipler ters-yiiz edilerek alkoliin
karigmasi saglanmistir. Oda 1s1sinda 10 dk inkiibasyona birakilmaistir.

e 4°C’de 12.000 rpm’de 20dk santrifiij edilmistir. Tiplerin dibinde beyaz RNA
cokelegi olusmustur. Siipernatant atilmistir.

e Olusan ¢okelegin iizerine 1 ml %75’lik etil alkol soguk (-20°C) olarak ilave
edilmstir.

e 4°C’de 7.500 rpm’de 10dk santrifiij edilmis ve siipernatant atilmstir.

e 37°C’ye ayarlanmis etiivde 15-20 dk. etil alkol uguncaya kadar inkiibe edilmistir.

e Kalan ¢okelegin tizerine 100 pl RNAse free su eklenerek pipetaj yapilmistir.

e Herbir 6rnege ait RNA miktarlari Thermo Scientific™ NanoDrop 2000 (Thermo
Fisher Scientific, USA) cihazi ile 260 ve 280 nm dalga boylarinda 6lgiilerek
belirlenmistir. Izole edilen RNA’larn safligt 260 nm ve 280 nm’deki
absorbanslarinin orani ile kontrol edilmistir, ideal safliktaki kaliteli RNA’nin A260/
A280 absorbans oran1 1,8-2,0 olanlar cDNA’ya gevrilmek tizere almistir. Bu
degerlerin disinda olan 6rnekler i¢in yeniden RNA izole edilmistir.

e Herbir 6rnege ait RNA miktarlari, RNase free su kullanilarak 200 ng/ul’ye
esitlenmistir. izole edilen RNA 6rnekleri -80°C’de saklanmustir.
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4.5.2. izole edilen RNA’nin ¢cDNA’ ya cevrilmesi

RNA o6rneklerinin cDNA’ya ¢evrilmesinde EvoScript Universal cDNA Master Kit
(Cat. No. 07 912 439 001, Roche) kullanilarak tiretici firmanin protokolii uygulanmustir:

Cizelge 4.3. cDNA sentezi igin gerekli olan reaktifler ve miktarlari

Reaktifler Hacim
Su, (PCR Grade)

Reaksiyon Tampon 4 ul

Cozeltisi

RNA

Revers Transkriptaz 2ul
enzim karisimi

Toplam 20 pl

e Kit igerisinden ¢ikan enzim karigimi, Reaksiyon Tampon Cozeltisi, su (PCR Grade)
buz tizerine alinarak erimesi saglanmistir. Enzim karigimi en son ¢oziilmiistiir.

e C(Cizelge 4.3°de verilen bir ornek i¢in gerekli reaktif miktarlar1 6rnek sayisina gore
hesaplanmustir.

e Buz lizerine yerlestirilen herbir 6rnege ait RNase free kapakli tliplere sirasiyla su,
reaksiyon tampon ¢ozeltisi ve RNA eklenmistir. Enzim karigimi en son eklenerek
pipetleme islemi gerceklestirilmistir.

e Revers Transkriptaz Enzim karisimina gore iretici firmanin belirlemis oldugu
protokol (42°C’de 15dk, 85 °C’de 5dk, 65 °C’de 15dk, 4 °C’de «) kullanilarak
cDNA sentezi ger¢eklestirilmistir.

e Elde edilen cDNA kullanilacagi zamana kadar -20°C’de saklanmustir.

4.5.3. RT-PCR Array analizi

45.3.1. RT-PCR Array primer plate nin hazirlanisi

Ubiquitin yolagma ait gen primerlerinin yer aldigi ve liyofilize halde gelen plate
firmanin belirttigi sekilde sulandirilarak hazirlanmistir. Buna gore stok plate’nin her bir
kuyusuna 40 ul RNase free su eklenerek primer konsantrasyonu 10 uM’a ayarlanmistir.

stok plate’den Ornek sayisina gore primer (20 pl’lik reaksiyon igin 1 ul primer) 1:9
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oraninda RNase free su ile seyreltilerek “ara plate” olusturulmustur. Ara plate uzun bir siire
-20°C’de saklanabilir. Ara Plate’den alinan primerler, gen ekspresyonu analizlerinin

yapilacagi “reaksiyon plate”lerine aktarilmistir (Sekil 4.1.)

Sekil 4.1. Liyofilize primerlerin RT-PCR analizleri i¢in hazirlanigi. stok plate, ara plate,
reaksiyon plate (https://www.realtimeprimers.com)

4.5.3.2. Reaksivon Plate’nin hazirlanisi

FastStart Essential DNA Green Master (Cat. No. 06 402 712 001, Roche) kit
protokolii kullanilarak hazirlanmistir. Cizelge 4.4’de verilen reaktifler 1 gen i¢in verilen

miktarlardir ve 96 gene gore hesaplanarak, 96’11k plate dagitilmistir.

Cizelge 4.4. Reaksiyon Plate’nin bir kuyusu i¢in gerekli olan reaktifler ve miktarlart

Reaktifler Hacim
Su (RNase free) 3ul
PCR Primer 2 ul
Master Mix 10 pl
cDNA 5ul
Toplam 20 nl



https://www.realtimeprimers.com/
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e Oncelikle bos reaksiyon plate’i buz iizerine alinmistir.

e Su (RNase free) ve master mix RNase free ependorf tiipiinde karistirilarak kuyulara
5’er pl dagitilmastr.

e cDNA ornekleri 1:10 seyreltilmistir. Seyreltilmis CODNA 6rnegi kuyulara 5’er pl
dagitilmistir.

e Ara plate de yer alan 96 gene (88 yolaga ait gent+8 endojen kontrol geni) ait
primerler Cizelge 4.2°de belirtilen yerlerine gore 96 kuyuya 2’ser ul olacak sekilde
dagitilmistir.

e Reaktif plate’in ilizeri optik adheziv film ile hava kabarcigi kalmayacak sekilde
kapatilmistir.

e Kuyularda hava kabarcig1 kalmamasi icin kisa siireli santrifiijlenmistir.

e RT-PCR analizleri StepOnePlus™ Real-Time PCR cihazinda (ThermoFisher
Scientific, ABD) gergeklestirildi. RT-PCR basamaklari, 95°C’de 10sn, 58 °C’de
10sn, 72 °C’de 10sn (Amplifikasyon), 95°C’de 10sn, 65°C’de 60sn, 97 °C’de 1sn
(Melting) ve 40 dongiide gerceklestirilmistir.

RT-PCR array plate’inde bulunan genlerin yani sira ubikutin Cdc20’nin de gen ifadesi

analiz edilmistir.

45.3.3. RT-PCR verilerinin hesaplanmasi

RT-PCR Array analizlerinde gen ekspresyonu farkliliklarinin hesaplanmasinda ACy
ve AAC: metodu (Livak metodu) kullanilmistir. Bu analiz metodunda hicbir kosulda
ifadesinin degismedigi kabul edilen referans genler kullanilmaktadir. Bu sayede RNA nin
hazirlanmast ve c¢DNA’nin sentezi asamasindaki farkliliklarin en aza indirilmesi
amaclanmaktadir. Ayrica son zamanlarda yapilan aragtirmalar, birden fazla referans gen
kullanilmasiin daha dogru sonuglar verdigini belirtmektedir (Silver vd., 2006). Uygun

referans genlerin se¢imi i¢in Genorm yazilimi kullanilmigtir (Alizai vd., 2016).

Genorm yazilim programi ile ¢alismamizda yer alan sekiz kontrol geni arasindan
ifadesi en stabil olanlar belirlenmistir. Bu genlerin geometrik ortalamasi alinmigtir
(Rychtrmoc vd., 2012) ve AC: bulunarak normalizasyonlar1 gergeklestirilmistir. AACt

degeri, AC smek—AC t ref. gen formiiliine gdre bulunmustur. AAC: degerleri, 222Ct degerlerine
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dontstirtlerek fold degerleri hesaplanmistir (Livak ve Schmittgen, 2001; Alizai vd., 2016;
Yu vd., 2016). Fold degeri<0.5 ve fold degeri>2 olanlar anlamli kabul edilmistir (Fujimoto
vd., 2012). Hesaplamada Excel ve Qiagene Data Analysis Center kullanildi
(https://www.qgiagen.com/tr/shop/genes-and-pathways/data-analysis-center-overview-

page/). RT-PCR analiz kalitesi melt curve de meydana gelen tek bir egrinin varligi ile
kontrol edilmistir (Yu vd., 2016)

4.5.4. Western blot analizleri

Gen ifadesi yiiksek olan ve istatistik agidan anlamli (p<0.05) bes tane gen Western blot
analizleri i¢in secilmistir: UBE2T (25 kDa), UBE2C (20 kDa), ANAPC2 (100 kDa),
BRCAL1 (207 kDa), BARDL1 (87 kDa)

Western blot analizlerinde asagidaki basamaklar izlenmistir:
- Protein izolasyonu
- SDS Jel Elektroforezi Ile Proteinlerin Ayristirilmasi
- Proteinlerin Jelden Membrana Aktarilmasi ve Antikorlar ile Muamelesi

- Goruntuleme ve Analiz

45.4.1. Protein izolasyonu

e Yaklasik 300-350 mg alinan karaciger doku Ornekleri proteaz inhibitdr kokteyli
(Cell Signaling Technology, Ref:5871) ve PMSF (Cell Signaling Technology,
Ref:8553) eklenmis RIPA buffer (Cell Signaling Technology, Ref:9806)’dan 1ml
eklenerek homojenize edilmstir.

e Homojenat +4°C’de 20.000g’de 30dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant

almarak ¢okelti atilmistir.

Gruplara ait orneklerdeki protein miktarlar1 Qubit® 2.0 Fluorometer (Thermo Fischer
Scientific) cihazi kullamilarak kit protokoliine uygun spektrofotometrik yoOntemle

Ol¢iilmiistiir. Protein miktarlar1 20 pg/ml’ ye esitlenmistir.


https://www.qiagen.com/tr/shop/genes-and-pathways/data-analysis-center-overview-page/
https://www.qiagen.com/tr/shop/genes-and-pathways/data-analysis-center-overview-page/
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e Numune yiikleme soliisyonu ve denatiire edici ajan olarak Dithiothreitol (DTT)
iceren Blue Loading Buffer Pack (Cell Signaling Technology, Ref:7722)
kullanilmistir. 1X Blue Loading Buffer Pach’e 1/10X DTT olacak sekilde
hazirlanan soliisyondan 6rnek miktarinin yarist kadar drneklere ilave edilmistir.

e Ornekler yaklasik 100 °C’de 5 dk. bekletildikten sonra érnekler hemen buz iizerine
alinarak denatiirasyonu saglanmistir.

e Denatiirasyon sonrasi ornekler 1000g’de 30sn santrifiij edilerek olas1 partikiillerin

cokmesi saglanmistir.

45.4.2. SDS jel elektroforezi ile proteinlerin ayristirilmasi

Ayristirma Jelinin (Separating Gel) Hazirlamisi:

Cizelge 4.5. Ayristirma jeli hazirlanisinda kullanilan malzemeler ve miktarlari

Stok Soliisyon %7 %10
Distile su | 15.3ml | 3.65 ml
*1M Tris-HCI (pH:8.8) | 7.5 ml 3.75 mi
*%40 Akrilamid | 6.9 ml 2.50ml
*%10 SDS | 150 pl 100 pl
*%10 Amonyum Perstilfat | 150 pl 100 pl
TEMED | 200 pl 6 ul

*1M Tris-HCI (pH 8,8) Hazirlanisi: 12,1149 Tris-HCI, distile suda ¢6zdiiriilerek 100 m1’ye
tamamlanir. IN HCI veya IN NaOH ile pH:8.8’e ayarlanir.

*%40’lik Akrilamid/Bisakrilamid Hazirlanigi: 19,489 akrilamid, 0,529 bisakrilamid 50mL
suda ¢oziilerek hazirlanir.

*%10’luk Amonyum Persiilfat Hazirlanis1:0,1g Amonyum Persiilfat tartilir, distile suda
¢oziilerek 1ml’e tamamlanir. Jel hazirlanisi sirasinda taze olarak hazirlanmalidir.

*%10’luk SDS Hazirlanisi: 4g SDS tartilir distile suda ¢oziilerek 40ml’e tamamlanur.

Cizelge 4.5’e gore hazirlanan ayristirma jeli cam plakalar arasina dokiilmiistiir.
Uzerine 1-2 ml propanol eklenmistir. Jel donduktan sonra propanol dokiilerek iizerine

y1gma jeli hazirlanarak dokiilmistiir.
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Yigma Jelinin (Stacking Gel) Hazirlanisi

Yigma jeli Cizelge 4.6’a gore hazirlanarak ayristirma jelinin {izerine dokiliirek
tarak yerlestirilmistir. Yigma jeli donduktan sonra tarak g¢ikarilmistir Olusan kuyularin

tizeri SDS jel elektroforezinde kullanilan running buffer ile kaptilmustir.

Cizelge 4.6. Y1gma jeli hazirlanisinda kullanilan malzemeler ve miktarlar

Stok Soliisyon

Distile su | 2.329 ml
*1M Tris-HCI (pH:6.8) | 375 pl
%40 Akrilamid | 281 pul
%10 SDS | 30 pul
%10 Amonyum Persiilfat | 30 pl
TEMED | 5 pul

*1M Tris-HCI (pH 6,8) Hazirlanisi: 12,1149 Tris-HCI, distile suda ¢ozdiiriilerek 100 ml’ye
tamamlanir. IN HCI veya 1N NaOH ile pH:6.8’¢ ayarlanir.

2X Elektroforez tamponu (Running Buffer) Hazirlanisi: 12g Tris Base, 57,69 Glisin, 49
SDS tartilarak distile su ile 2 litre ¢6zelti hazirlanir. Elektroforez isleminden 6nce 1:1

oraninda sulandirilarak kullanilir.
Yigma jelindeki ilk kuyuya protein marker (Cell Signaling Technology, Ref:
14208) yiiklenmistir. Diger kuyulara 6rnekler yiiklenerek jel 70V’da yaklagik 2 saat 30 dk

yiriitilmiistiir. mA ve W degerleri en yiiksek olacak sekilde ayarlanmistir.

45.4.3. Proteinlerin jelden membrana aktarilmasi ve antikorlar ile muamelesi

Proteinlerin jelden membrana aktarilmasi sirasinda yari-kuru sistem ozelligine
sahip Biometra Fasblot cihazi (Analytik jena, Almanya) kullanilmigtir. Transfer sirasinda

Transfer tamponu (transfer buffer ) kullanilmistir.

Transfer Tamponu (Transfer Buffer) Hazirlanisi: 25 mM Tris base, 192 mM Glisin, %7
Metanol, 50.07 SDS igerir. 28.826 gr Glisin, 6.057 g Tris-Base, 1.4 g Sds ve 140 ml

metanol karigtirilarak hazirlanir.
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Calismamizda Tris-Glycine Transfer Buffer (Cell Signaling Technology, Ref. 12539)

kullanildi. Firmanin protokoliinde belirtildigi lizere 1:10 distile su ile sulandirilarak ve

metanol eklenmistir (10 ml Transfer Buffer, 70ml dsu, 20ml metanol (saf)).

Yiiriitme isleminden sonra jel, cam plakalar arasindan ¢ikarilarak yigma jelinden
ayrilmstir.

Jel transfer sollisyonuna alinarak yaklasik 15 dakika bekletilmistir.

11x10 cm ebatlarinda on iki kurutma kagidi kesilmistir. Kesilen kurutma
kagitlarindan alt1 tanesi transfer soliisyonunda 1slatilarak cihazin tabanina
yerlestirilmistir.

Cihaza yerlestirilen kurutma kagitlarinin {izerine membrana ait kurutma kagidi da,
transfer soliisyonu ile 1slatilarak, yerlestirilmistir.

8x9 cm ebatlarinda hazir kesilmis nitroseliloz membran (Cell Signaling
Technology, Ref:12369), transfer soliisyonunda bekletilerek kurutma kagitlarinin
tizerine yerlestirilmistir.

Membran {izerine jel yerlestirilerek {izerine membrana ait kurutma kagid1 1slatilarak
yerlestirilmistir. Roller kullanilarak membran ile jel arasindaki hava kabarciklari
cikarilmistir.

11x10 cm ebatlarinda kesilmis olan altt kurutma kagidi transfer soliisyonunda
1slatilarak jelin tizerine yerlestirilmistir.

Cihazin kapag yerlestirildikten sonra 20-30 mA’de yaklasik 3 saatte proteinlerin
transferi gerceklestirilmistir.

Membran +4°C’de bir gece veya en az 1 saat oda sicakliginda bloklama soliisyonu
icerisinde (%5 TBST Soliisyonuyla hazirlanan yagsiz siit tozu) bekletilmistir.
Membran, blotlama isleminden sonra ii¢ kez TBST soliisyonu ile yikanmustir
(15dk, 5 dk, 5dk).

Yikama isleminden sonra 1:1000 oraninda sulandirilmis primer antikor soliisyonu
eklenerek 1 gece +4 °C’de bekletilmistir.

Membran primer antikor muamelesinden sonra lic kez TBST soliisyonu ile

yikanmistir (15dk, 5 dk, 5dk).
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e Membran, 1:2000 oraninda dilue edilen (%5 yagsiz siit tozu TBST ile) sekonder
antikor (Anti-rabbit IgG HRP Linked Antibody) ile 1 saat ¢alkalanarak muamele
edilmistir.

e Membran TBST ile yikanmustir.

e Membran siyah zemine alinmistir ECL substratindan esit miktarda Reagent A ve
Reagent B karistirilarak membran iizerine dokiilmiistiir, 1 dakika karanlik ortamda
bekletilmistir.

e Karanlikta bekletildikten sonra membranin {lizeri kurumasini engellemek i¢in seffaf
bir plastik ile kapatilmigtir. Roller ile hava kabarciklar1 ¢ikarilarak goriintiileme

cihazina yerlestirilmistir.

45.4.4. Goriintiilleme ve analiz

Western blot jel goriintiileri Gel Logic Imaging system (Kodak) kullanilarak alinmistir.

Olusan bantlarin kantitatif analizi i¢in GelQuant.NET programi kullanilmistir.

4.6. Istatistiksel Degerlendirme

Calismalarimiz sonucunda elde edilen verilerin degerlendirilmesinde “GraphPad
Prism 8” yazilimi kullanilmigtir. Karaciger agirliklarina gore rejenerasyon orani, ki67
pozitif hiicre sayis1 istatistiksel analizlerinde tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
kullanilmistir.  Gruplar arasindaki farkliliklarin  ortaya koyulmasinda Tukey Testi
kullanilmistir. RT-PCR gen ifadesi analizleri Livak Metodu’na gore degerlendirilmistir ve
gruplar arasindaki gen ifadesi farklhiliklarmin kat sayis1 2744 ile ifade edilmistir. Gen
ifadesinin istatistiksel analizlerinde kontrol grubu ile karsilastirilmasinda Qiagen Data
analiz Center kullanilmistir. Ayrica gruplar arasindaki gen ifadelerinin istatistiksel agidan
degerlendirilmesinde ACt kullanilarak ANOVA Bonferonni Testi uygulanmistir
(Fernandes vd., 2013). Tiim analiz sonuglarinda p<0.05 gore anlaml kabul edilmistir ve

+SD kullanilmastir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

5.1. Karaciger Rejenerasyon Oram

Karacigerin bir kismi alindiktan sonra karaciger fonksiyonlarini yerine
getirebilmesi icin viicut agirlifina oranla kitlesini arttirmaya gider. Bu nedenle Go
fazindaki hepatositler boliinmeye baslar ve bir-iki boliinmeden sonra tekrar kontrollii
sekilde Go fazina geri donerler. %70 parsiyal hepatektominin hemen arkasindan ilk
saatlerden itibaren hepatositlerin proliferasyonu uyarilir (Fausto, 2000). DNA sentezi 14.
saatte baglar ve 24. saatte en yiiksek seviyesine ulasir. 48. saatte kalan karaciger neredeyse
iki katina ¢ikar ve bir haftada kendini tamamen yenilemis olur ve hepatositler tekrar Go

fazina gecerler (Wang vd., 2009; Toydemir vd., 2015).

Calismamizda PH sonrasi rejenerasyon oranlar1 karaciger agirliklarina gore

hesaplanmistir. Sekil 5.1°de gruplar arasindaki karsilastirmalar verilmistir.
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Sekil 5.1. Parsiyal Hepatektomi Gruplarina ait karaciger rejenerasyon oranlari
(Ortalama+SD). * P<.0001 PHO, PH6, PH12’e gore; ** P<.0001 PH24 e gore; +
P<.001 PH48’e gore anlamli fark vardir.
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Istatistiksel olarak degerlendirildiginde; PHO, PH6, PH12 gruplar arasinda anlamli
bir fark bulunmamuistir. PHO, 6, 12 saatler ile PH24, 48, 72 saatleri arasinda anlamli fark
gozlenmistir (p<0.05). PH48. saatte, PH24. saate gore rejenerasyon orani artmis olmasina
ragmen anlamli bir fark bulunmamistir. PH72. saatte karaciger rejenerasyon orani en

yiiksektir ve diger tiim PH guplarina gére anlamli fark gézlenmistir (p<0.05).

Literatiirde benzer sonuglara rastlanmistir. Caligmamiza benzer sekilde PH sonrasi
rejenerasyonun 1. giinde artmaya basladigi Mizutani ve vd.nin (2013) tarafindan da
gosterilmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda rejenerasyon oraninin genellikle zamana
bagh artis gosterdigi belirtilmistir (Matot vd., 2018; Meier vd., 2016; Mizutani vd., 2013;
Niiya vd., 1999; Jianhua Yu vd., 2015).

5.2. ki67 Immunohistokimya Analizi

Karaciger rejenerasyon oraninin hesaplanmasinda karaciger agirlik oranlarinin
hesaplanmasi yeterli olmayabilmektedir ve farkli analizler ile desteklenmesi gereklidir
(Assy ve Minuk, 1997).

ki67, proliferasyon belirteci olarak en ¢ok tercih edilen immunohistokimyasal
markirlardan biridir. Ki67 proteini hiicrelerin dinlenme fazi olan Go fazinda bulunmazken;
hiicre dongiisiniin tim safhalarinda (Gi, S, G2, M) aktif olarak bulunur (Bruno ve
Darzynkiewicz, 1992). S fazinda miktariin arttigi bilinmektedir (Bruno ve
Darzynkiewicz, 1992). ki67’nin hiicredeki molekiiler mekanizmasi heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Ancak Cuylen ve vd.nin yapmis oldugu g¢alismada (2016); ki67’nin
mitotik kromozom c¢evresini sararak tek kromatin yapisina donmesini engelledigi ve bu

sayede kromozomlarin mitotik ige baglanabilecegi belirtilmektedir (Cuylen vd., 2016).

Calismamizda ki67 ile immunohistokimyasal olarak boyanmis doku kesitleri
incelendiginde hepatositlerde kizil-kahverengi goriinimlii ¢ekirdege sahip ki67 pozitif
hiicrelere rastlanmistir. Kontrol grubu ve sham gruplar1 (SH6, SH12, SH24, SH48, SH72)
ve PH gruplar baslangic saatleri olan PHO, PH6 gruplarinda ki67 pozitif hiicre sayisi
birbirine yakin ve olduk¢a az sayida oldugu goriilmiistiir (Sekil 5.2, Sekil 5.3). PH12 saat
grubunda, kontrol, sham, PHO, PH6 saat gruplarina gore ki67 pozitif hiicre sayisinda bir
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miktar artis oldugu belirlenmistir (Sekil 5.4). PH24 saat grubunda ki67 pozitif hiicrelerde
onemli oranda artis oldugu goriilmustir (Sekil 5.5) ve PH48 saat grubunda ki67 pozitif
hiicre sayisinin en fazla oldugu tespit edilmistir (Sekil 5.6). PH72 saat grubunda PH48 saat
grubuna gore daha az ki67 pozitif hiicreye rastlanirken; PH24 saat grubu ile
karsilagtirildiginda daha fazla oldugu goézlenmistir (Sekil 5.5, Sekil 5.8). PH gruplarinda
rejencrasyona bagli vakuolizasyon tespit edilmistir (Sekil 5.4-Sekil 5.9).
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Sekil 5.2. Karaciger kesitlerinde ki67 immunohistokimya boyama. Kontrol Grubu

Sekil 5.3. Karaciger kesitlerinde ki67 immunohistokimya boyama. PH6 grubu Ki67
pozitif (—>) ve Ki67 negatif hiicreler (—#)
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Sekil 5.4. Karaciger kesitlerinde ki67 immunohistokimya boyama. PH12 grubu yer
yer ki67 pozitif hiicreler (—*), ki67 negatif hiicreler (—#) ve vakuolizasyon (—-)

Sekil 5.5. Karaciger kesitlerinde ki67 immunohistokimya boyama. PH24 grubu yer
yer ki67 pozitif hiicreler (—?), ki67 negatif hiicreler (—#) ve vakuolizasyon (—=)
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Sekil 5.6. Karaciger kesitlerinde ki67 immunohistokimya boyama. PH48 grubu yer
yer Ki67 pozitif hiicreler(—%), ki67 negatif hiicreler (—#) ve vakuolizasyon (—-)

Sekil 5.7. PH48 grubu karaciger kesitlerinde ki67 immunohistokimya boyama ve
mitoz safhalari. Metafaz (—%*) Vakuolizasyon (—) (x100)
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Sekil 5.8. Karaciger kesitlerinde ki67 immunohistokimya boyama. PH72 grubu yer
yer Ki67 pozitif hiicreler (—*), ki67 negatif hiicreler (—#) ve vakuolizasyon (—-)

Sekil 5.9. PH72 grubu karaciger kesitlerinde ki67 immunohistokimya boyama ve
mitoz safhalar1. Profaz (—=) Metafaz (—*) Anafaz (—#) (x100)
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Ki67 pozitif hiicre sayilar1 gruplar arasinda istatistiksel olarak degerlendirildiginde;
kontrol grubu, sham gruplari, PHO, PH6, PHI12 arasinda Ki67 pozitif hiicre sayisi
bakimindan anlamli bir fark bulunmamistir. Kontrol grubu, sham gruplari, PHO, PH6,
PHI2 gruplan ile PH24, PH48, PH72 gruplar1 arasinda ileri derecede anlamli fark
bulunmustur (p<0.0001). PH24, PH48 ve PH72 saatler ki67 pozitif hiicre sayilari
bakimindan birbirleri ile karsilastirildiginda PH48 saatte ki67 pozitif hiicre saymin diger
tim gruplara gore en yliksek oldugu istatistiksel olarak ortaya konmustur (p<0.0001).
PH?72 saatte ki67 pozitif hiicre sayis1 PH24 saate gore daha yiiksektir (p<0.01) (Sekil 5.10).

Ki67
600
a ot
z >
7)) e
® 400~ . X
S e N
T =
?_ 200
~
x
01T T T T TP
PO 30 WV A D AV O O Y A D Y
O 0 b 1D AV OO 0 VP 4D o
oo\ ) QQQ‘QZ‘%Q‘@Q‘ M!R Q’?‘QQ‘QQ‘QQ‘

Gruplar

Sekil 5.10. Parsiyal hepatektomi gruplarinda ki67 pozitif hiicre sayis1 (Ortalama+ SD).
* P<.0001 Kontrol, SHO, SH6, SH12, SH24, SH48, SH72, PHO, PH6, PH12’e gore;
** P<.0001 PH24 e gore; *** P<.001 PH24 ’e gore + P<.0001 PH48’e gore,

++ P<.0001 PH72’e gore anlamli fark vardir.

PH ile tetiklenen karaciger rejenerasyonu modelinde ki67 pozitif hiicrelerin PH
sonrasinda 6. giine kadar goriilebildigi belirtilmistir. Hepatositlerde proliferasyonun 24.
saatten itibaren basladigi, 2.5 giin (60 saat) boyunca aktif olarak devam ettigi, 4. giinde de
(96 saat) proliferasyonun yavasladig1 gosterilmistir. 4,5 giin ve sonrasinda (~108sa) sadece
cok az miktardaki hepatosit popiilasyonunun tekrar proliferasyon gosterdigi belirtilmistir
(Zou vd., 2012). Zou ve vd.nin ¢alismasinda ki67 pozitif hiicre sayisinin PH sonrasi 48.
saatte 72. saate gore yiiksek oldugu gosterilmistir (Zou vd., 2012) ve calismamizla
paralellik gosterdigi belirlenmistir. Baska bir ¢alismada, PH sonrasi1 24, 48, 72 saatlerde

ki67 pozitif hiicre sayilar1 karsilagtirilmis ve calismamiza benzer sekilde sirasiyla 48. saat,
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72. saat ve 24. saatlerde en yiiksek oldugu belirlenmistir (Lehmann vd., 2012).
Calismamizin sonuglarini destekleyen ¢ok sayida literature rastlanmustir (Furrer vd., 2008;
Gerlach vd., 1997).

5.3. PH Modeline Uygun Referans Genlerin Belirlenmesi

Referans gen, farkli deney kosullarinda ifadesi degisiklik gostermeyen veya
etkilenmeyen gen olarak kabul edilir (Radonic vd., 2004). Referans genler, RT-PCR
analizlerinde, amplifiye olan cDNA miktarindaki farkliliklarin, RNA’nin hazirlanmasi ve
cDNA’nin sentezi asamasindaki farkliliklarin en aza indirilmesi amactyla kullanilmaktadir
(Radonic vd., 2004). Referans gen ile hedef gen ayni hazirlama asamalarindan gegtigi
kabul edilir. Referans gende meydana gelen ekspresyon farkliliklarina gore hedef genin
normalizasyonu gerceklestirilerek kullanici kaynakli hatalar1 en aza indirgenmeye

calisilmaktadir.

Suzuki ve vd.nin aragtirmasinda benzer ¢alismalarin ¢ogunda referans gen olarak
genellikle GAPDH veya ACTB’nin kullanildigi belirtilmistir. Ancak son zamanlarda
yapilan galismalarda, bu genlerin ¢alisma modeline, dokuya ve hiicre tipine (in vitro
caligmalarda) gore ekspresyonlarinda farkliliklar olabilecegi belirtilmektedir. Bu nedenle
farkli deney modellerinde referans genlerin dogrulanmasi 6nemlidir (Silver vd., 2006).
Referans genlerin stabilitesi deney modeline ve doku/hiicre tipine gore degiskenlik
gosterdigi ¢esitli ¢alismalar ile ortaya konmustur (Silver vd., 2006; Schmittgen ve
Zakrajsek 2000; Xing vd., 2009). Uygun referans gen se¢imini saglayan farkli yazilimlar
(GeNorm, Normfinder, Bestkeeper) mevcuttur. Calisma modelimize uygun referans

genlerin se¢iminde literatiirlerde de siklikla tercih edilen Genorm yazilimi kullanilmustir.

Calismamizda RT-PCR Array plate nde yer alan ACTB, B2M, GAPDH, GUSB,
HPRTI1, PGK1, PPIA VE RPLI13A referans genleri arasinda PH modeli i¢in en uygun
olanlart Genorm analiz programi araciligi ile belirlenmistir. Bu genlere ait CT degerlerinin

Genorm analiz programina girilmesi ile Sekil 5.11°deki grafik elde edilmistir.

Genorm analiz programindan elde edilen analizlerle kontrol genleri en stabil olacak
sekildle GAPDH>ACTB>HPRT1>RPL13A>PPIA>GUSB>PGK1>B2M siralanmistir. Bu
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verilere gore en stabil referans gen GAPDH iken; ekspresyonu en degisken referans gen
B2M’dir. Genorm analiz programi en stabil bes genin referans gen olarak kullanilmasini
Onermistir. Bu sonuglardan elde edilen verilere gore GAPDH, ACTB, HPRT1, RPL13A,
PPIA referans genleri calismamiz igin en uygun referans genler olarak belirlenmis ve RT-

PCR-Array plate’nde yer alan hedef genlerin fold degerleri hesaplanmustir.

woenNorm m

\\\«

Sekil 5.11. Genorm Analiz Programi referans gen stabilitesi. En stabil referans gen
siralamast: Gapdh>Actb>Hprt1>Rpl13a>Ppia>Gusb>Pgk1>B2m

5.4. RT-PCR Array Gen ifadesi Analiz Sonuclar

RT-PCR analizleri sonucu cihazin verdigi Ct degerleri Livak metoduna gore 2744

(fold degerleri) hesaplanmistir. Genlerin fold degerleri Cizelge 5.1°de verilmistir.

RT-PCR sonucunda elde edilen Ct degerleri Livak metodu (Comparative AACt
metod) na gore hesaplanarak ACt, AACt, 222t (fold change, relative quantification)
degerleri hesaplanmistir. Herbir biyolojik 6rnege ait ACt degerleri GraphPad Prism 8
programinda ANOVA Bonferroni testi kullanilarak karsilastirilmistir. Cizelge 5.2 ve
Cizelge 5.3’de sham ve rejenerasyon gruplarina ait ortalama ACt £SD degerleri ve
analizler sonucunda elde edilen p degerleri verilmistir. Karsilastirmalar sonucunda gen
ifadeleri p<0.05 ve fold degeri<0.5 ve fold degeri>2 olanlar anlamli kabul edilmistir.
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Cizelge 5.1. PH gruplarina ait 224 (fold degerleri). Grup 8 (PHO), Grup 9(PH12), Grup
10 (PH24), Grupl1 (PH48), Grup12 (PH72) kirmizi: fold degeri>2 ve yesil Fold
degeri<0.5 olarak ifade edilmistir.

Fold change (224Ct) Expresyonu artan (1) ve azalan () genler

Gen Grup 8 Grup 9 Grup 10 Grup 11 Grup 12 Grup 13
ANAPC2 7,05 19,01 3,30 2,50 13,12 5,93
ANAPC11 0,47 0,75 0,87 0,13 0,37 0,39
ARIH1 0,52 0,37 0,48 0,18 0,23 0,26
ATG7 0,61 1,16 0,95 0,51 0,90 0,72
BARD1 4,17 4,68 3,28 66,47 46,26 19,67
BRCA1 0,77 0,23 0,21 4,34 3,58 3,12
BRCA2 0,98 0,74 1,31 3,94 2,29 2,77
BRCC3 0,34 0,36 0,45 0,12 0,23 0,58
BTRC 0,46 0,52 0,30 0,39 0,16 0,55
CB1 2,26 1,06 1,76 1,12 1,04 2,68
CDC34 1,38 1,16 1,52 0,97 1,81 1,16
CUL1 1,65 0,74 0,92 0,69 0,91 1,38
CUL2 0,70 0,33 0,65 0,29 0,64 0,49
CUL3 1,16 0,65 1,53 0,58 0,64 2,79
CUL4B 0,97 0,25 1,08 0,57 0,13 0,97
CULS5 1,12 2,66 1,49 0,40 0,52 2,25
DDB1 2,04 2,30 1,92 1,45 2,26 1,71
FBXO011 0,29 0,52 0,54 0,29 0,32 0,41
FBX032 0,73 0,29 0,17 0,08 0,14 0,33
FBX0O4 0,59 0,03 0,07 0,04 0,13 0,42
FBXO06 0,13 0,09 0,11 0,09 0,44 0,22
FBXW9 0,40 0,09 0,64 0,24 0,45 1,37
HECW?2 1,10 1,32 1,03 0,33 0,65 0,46
ITCH 1,64 0,52 0,45 0,29 0,64 0,69
MARCH5 0,36 0,82 0,29 0,15 0,51 0,61
NDM?2 1,09 1,05 1,03 1,55 1,29 2,22
MIB1 0,39 0,29 1,73 0,65 0,04 1,09
MOCS3 0,48 0,35 1,28 0,34 0,22 0,95
MUL1 2,17 1,09 8,09 0,90 1,07 0,76
NAE1 0,69 0,82 2,38 0,77 2,56 0,64
NEDDS8 1,27 0,05 1,71 0,53 1,00 0,38
PARK?2 0,82 0,03 0,04 0,04 0,05 0,09
RFWD?2 0,46 0,27 0,50 0,37 0,85 0,76
RLIM 0,32 0,23 1,02 0,16 0,57 0,65
RNF144B 0,31 1,16 0,96 0,61 0,46 0,72
RNF167 1,30 0,41 1,02 1,31 1,02 0,92
RNF2 0,31 1,16 0,96 0,61 0,46 0,72
RNF20 0,77 0,26 0,73 0,46 0,05 0,65
RNF34 0,68 0,13 2,16 0,20 0,05 3,29
RNF40 1,53 1,16 4,06 1,09 1,80 2,58
RNF6 0,88 0,59 9,11 0,88 2,29 1,73
RNF8 0,91 0,51 2,89 1,53 2,54 6,13
SAE1 0,65 0,36 2,06 1,09 1,81 4,37
SKP1 0,11 0,12 0,30 0,16 0,14 0,16
SKP2 0,61 0,06 0,29 1,45 1,28 1,73
SMURF1 1,30 0,33 1,46 0,65 0,81 2,63
SMURF2 1,22 0,52 0,96 1,03 1,28 1,23
STUB1 0,73 1,16 1,92 1,02 1,13 1,45
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Fold change (222Ct) Expresyonu artan (1) ve azalan () genler

Gen Grup 8 Grup 9 Grup 10 Grup 11 Grup 12 Grup 13
SYVN1 0,58 0,36 1,29 0,82 0,45 2,75
TMEM189 0,77 0,41 0,86 0,77 0,40 1,10
TP53 0,46 0,10 2,90 0,65 0,25 1,84
UBA1 1,24 0,58 3,28 1,03 1,14 2,08
UBA2 1,84 1,84 5,72 2,19 2,28 2,16
UBA3 1,25 0,21 1,65 0,88 1,31 1,49
UBAS 0,27 0,20 5,42 1,21 2,55 2,03
UBAG6 0,24 0,01 0,38 0,12 0,12 0,58
UBE2A 0,19 0,16 1,22 0,46 0,51 0,46
UBE2B 0,14 1,04 1,46 0,23 0,32 0,05
UBE2C 2,05 1,63 3,22 23,07 51,56 16,35
UBE2D3 0,78 0,93 1,22 0,55 0,23 1,11
UBE2E2 0,69 0,46 0,91 0,34 0,23 0,41
UBE2G1 0,74 0,25 0,82 0,31 0,39 0,37
UBE2G2 0,87 4,66 5,51 1,03 1,15 1,23
UBE2I 0,97 0,09 2,15 0,29 0,90 1,64
UBE2J1 0,70 0,37 1,55 0,49 0,58 0,49
UBE2J2 0,47 0,46 3,49 1,57 0,11 3,15
UBE2K 0,24 0,26 0,65 0,21 0,32 0,25
UBE2L3 0,48 0,51 0,45 0,34 1,01 0,24
UBE2L6 0,99 1,06 0,39 1,17 0,65 0,99
UBE2M 1,46 1,31 1,37 1,03 1,29 1,03
UBE2N 0,48 1,29 1,83 0,57 0,80 0,68
UBE2Q1 0,69 0,73 0,91 0,34 0,18 0,49
UBE2Q2 0,24 0,16 1,09 0,17 0,07 0,70
UBE2Q2L 0,53 0,11 0,86 0,23 0,23 0,77
UBE2S 0,51 0,58 1,36 0,86 0,90 1,45
UBE2T 2,89 0,72 5,55 39,47 74,04 79,29
UBE2V1 0,10 0,07 0,88 0,23 0,23 0,66
UBE2V?2 0,49 0,51 1,82 0,34 0,51 1,37
UBE2Z 1,64 0,14 1,29 0,69 1,44 0,82
UBE4A 1,08 0,29 0,85 0,54 1,42 1,53
UCHL1 1,04 0,94 2,31 1,75 1,46 2,09
UCHL5 1,01 1,16 3,79 0,42 0,22 0,51
VHL 0,87 1,64 1,14 0,73 0,64 0,51




Cizelge 5.2. Sham ve PH gruplarina ait ortalama ACt £SD degerleri ve analizler sonucunda elde edilen p degerler

G ACT value = SD SH Grubu ve PH Grubu intergen Analizleri P degerleri
en
SHO- SH6- SH12- | SH24- SH48- SH72-
Oh 6h 12h 24h 48h 2 PHO PH6 PH12 | PH24 PH48 PH72
SH | 7.84:192 | 11,49:039 | 861117 10,53= 1,52 10,83%1,16 7624065
ANapc2  pH 7752020 | 6324068 | 884194 9,25+0,86 6,85+0,63 8,00£0,72 | >0:9999 | 0,0006 | >0,9999 | >0,9999 | 0,0063 >0,9999
SH | 11592026 | 1214114 | 13.94:2,07 9.0120.45 00710 | 1161136 | o T T otess | <0000t | 00772 0,089
Anapcll PH | 12,50+1,39 | 11,82+1,94 11,59+1,13 14,31+1,95 12,84+1,49 12,74+1,34 ’ ’ ’ ’ ’ ‘
. SH | 584:159 | 581=031 7.44+1 .88 6.0320.75 45741,69 5 624002
Arinl PH | 6,00:087 | 6,49058 6.0940,59 7504113 7 1941,19 700126 | 209999 | >0,9999 | 0,7404 | 0,4306 | 0,0250 0,375
SH | 5591093 | 446041 5584112 4861057 5.0720,43 4.8410,97
Atg P | 574153 | 48101 S o050 5955073 2 8i110 S4or1d0 | >099%9 | >09999 | 509999 | 06930 | >0.0999 | >0,9999
Bardl SH | 11,82:0,49 | 1348040 | 14,93+1,15 14,802,52 12,320,66 | 11.86%2,25
PH | 10,98t0,29 | 10,8203 | 11,330,92 6994073 7514093 8741086 | 09999 | 01120 ) 00062 | <0,0001 | 0,002 0,0121
oeat SH | 687069 | 86320066 6.4740.93 6202089 6.6410,54 763170 | T es00 | 00122 | 00307 00453 00011
rea PH | 7,1340,30 | 8,74+0,52 8,72+1,37 4,390,77 4,72+0,86 5,01%0,88 ' ' ~ ' : :
SH | 10,08%1,77 | 13142084 | 11,94%1,50 10,770.75 11334141 9.8540.16
Brca2 PH | 10,74+0,65 | 11,14x1,46 | 10,33+0,28 8,74+0,52 9,52+0,78 9.25:078 | 9999 | 04616 | 07525 | 02336 0,5160 >0,9999
SH | 8341293 | 10,8240,83 | 892:148 10,040,424 10,59+0,89 7.8721,28
Bree3 PH | 10252048 | 10,1723,34 | 9,85%1,26 11,76+1,49 1086:1,38 | 950-1,86 | 09384 | >09999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999
SH | 333:1,71 | 5472060 5,8+1,75 3,0920,45 5,32+0,74 41151,41
Btrc PH | 4,98+0,87 2.8120,31 5 58+1.87 524+1,14 6.510,79 4745154 | 09626 | >0,9999 | >0,9999 | 0,1920 >0,9999 >0,9999
SH | 809122 | 9492061 9.63:0.55 9.5320.79 9582081 78651.56
cbl PH | 7,74£105 | 882:131 | 8,09%1,15 8,74+1,19 8,851039 | 7491078 | >09999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999
caoan SH | 6,09:082 | 53812031 6.3040.98 6.53:1,02 6.8220,02 6375070 | | ~00u0s | 00899 | 200908 | 0.7283 0,089
c PH | 6,4+0,49 6,49+0,89 6,1140,57 6,7520,77 5,8540,76 6,49:085 | >0, >0, >0 ' >0,
SH | 534137 | 548086 6272098 6.2820.86 5834044 5374139
cuit PH | 500:0,87 | 6,1620,83 5.8441,06 6255114 5.8520,39 551,12 | 09999 | 20,9999 | >09999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999
SH | 534:081 | 6,48=1,39 5,26:1,03 6,0822,23 6.5740.88 5 860,74
Cul2 PH | 574:0,66 | 6,83081 5.8441,23 6,0920,61 5.8610,64 6252056 | ~0:9999 | 20,9999 | >09999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999
SH 5,83+1,75 8,15+0,84 6,60+2,09 8,03+£2,19 9,33+1,55 5,85+0,17
Cul3 PH | 6,99+1,30 783030 6,5920,39 7.0922,01 785063 5721026 | 09999 | >0.9999 | >09999 | >09999 | >0,9999 >0,9999
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Cizelge 5.2. (devam)

Gen
ACT value = SD SH Grubu ve PH Grubu intergen Analizleri P degerleri
SHO- SH6- SH12- | SH24- | SH48- | SH72-
Oh 6h 12h 24h 48h 2 PHO PH6 PH12 PH24 | PHA8 PH72
SH | 7.8723,09 | 10.15:1,47 | 7,04355 8.78+1.01 9.50:1.13 8.86:1.40
Cul4b PH | 823%1,64 | 10,1651,13 | 8,08%1,69 9,0040,92 11,1843 85 823:1,75 | S09999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999
SH | 8,08:1,08 | 948062 | 1228£1,04 | 1044336 11,0840,83 8352088
culs PH | 8,741,656 | 7,49:1,85 832101 102341.21 9851234 773248 | C09999 | 09483 ) 00247 >0,9999 | >0,9999 | >0,9999
Ddb1 SH | 4842050 | 4.81=0,84 5,301,02 5,531,65 5,580,872 4,37+0,71
PH | 3,09:1,45 | 3,82:2,05 4.0841,70 4491087 3.8540,39 425i124 | 709999 | >0,9999 | >09999 | >0,9999 | 05745 | >0,9999
FBXO4 SH | 12,04:2,09 | 1235:7,03 | 15872034 | 14312437 14102197 | 16,1220,76
> > > > > >
PH | 12,78£3,02 | 1691x0,95 | 1585153 | 16,55:0,88 14880383 | 13260363 | 00099 | >0.9999 | >0,9999 | >09999 | >0.9999 | >0,9999
FBXO6 SH | 9.63:132 | 10,82£0,34 | 10,30%1,00 9.1040 44 9.8241.16 9884148
PH | 1026£0,96 | 10,83£0,32 | 10,59:1,20 | 10,76%0,76 8531261 9.50:0,61 | 09999 | >0.9999 | >0,9999 | 0,7024 | >0,9999 | >0,9999
FBXOI1 | SH | 6834158 | 848060 8.6242,09 9.0241.16 9332065 7612236
PH | 7,99:0,86 | 7,15:1,46 7.10£1,20 8,00:2,10 7.8541,38 748:1,00 | 209999 | >09999 1 >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999
FBX032 | SH | 11855329 | 1283124 | 13.95:154 | 13,80%0,51 13,5900,07 | 12,63=1,70
PH | 11,5122,18 | 12,82:0,98 | 13,59:2,86 | 14,77+2,14 13.87:3.00 | 12624093 | 09999 | >0.9999 | >09999 | 0,9893 | >0,9999 | >0,9999
SH | 12,3041,84 | 12,820,094 | 1229+2.64 | 12,0220,78 12355128 | 11,1322,18
FBXWO o 11,022,790 | 13.1741.12 | 10.35:2.61 11,7622,43 10,8541,17 9250273 | 209999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999
SH | 1034%1,47 | 12,14£0,30 | 10,94:0,62 | 12,030,45 11,570,82 | 10,87%0,77
HECW2 o T 0754143 | 11835097 | 9.84+124 11,4940,86 12512177 | 11,01£1,06 | 09999 | >0.9999 | >09999 | >0.9999 | >0,9999 | >0,9999
SH | 535062 | 548+0,40 5,03:1,16 5,0320,45 5,071,20 4.1140,52
ITCH PH | 3,49:048 | 5,15:2,37 53441,00 5.00+1,34 4.85+1.36 a7ar1a7 | 21048 | >09999 1 >09999 | >0,9999 | >0.9999 | >0,9999
SH | 558+0,95 5,15+0,29 4,58+0,63 5,27+1,79 5,58+0,52 4,62+0,54
MARCH PH 5,99+0,60 4,82+1,24 6,3442,03 7,25+1,19 5,52+1,23 5,2440,45 >0,9999 | >0,9999 0.2156 0,0746 >0,9999 >0,9999
H
MDM2 SH | 558:093 | 547+0,88 4.60+0,56 6,52+1,96 6324133 536£1,04 | 00000 | 500999 | 00102 | 0.6565 | 500899 | 50,9969
PH | 5752021 | 548120,71 5,8320,70 5254118 5511,15 4734067
o1 SH | 6,60:2,63 | 10,17=1,71 | 7,6324,17 12304171 10,34:2.34 6375120 | | 0as00 | 200095 | 02701 | ~0.0800 | 09990
PH | 8,75+2,67 9,17+2,70 6,59+3,46 8,00+4,23 11,8642,46 7.25+1,73 ’ ’ ’ ’ ’ ’
SH
MOCS3 9,64+2,02 | 10,82+131 | 1394210 | 12,23+4,26 1059250 | A013+11 | ooooo | Looea0 | 00375 | 509998 | 50,9999 | 50,9999
PH | 10,73+1,31 11,17+1,11 9,31+1,69 11,24+2,02 11,86+2,39 9,75+1,98
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Cizelge 5.2. (devam)

Gen ACT value = SD SH Grubu ve PH Grubu intergen Analizleri P degerleri

SHO- SH6- SHi2- | SH24- | SHAs- | SH72-
Oh 6h 12h 24h 48h 2 PHO PH6 PH12 PH24 | PHA8 PH72

MULT SH | 7262184 | 1180:1,35 | 12.95+152 8,5240,89 10,5643 21 784145
PH | 6.48:1,99 | 10,96:1,03 | 4,57+2.35 7742.77 7504113 8,0000,76 | 09999 | >0,9999 ) 0,0001 | >0,9999 | 04954 | >0,9999

NAEL SH | 13302040 | 15,500,090 | 14.62£057 | 14,08%1,96 13431086 | 13632224
PH | 12,0123,39 | 13,16:3.40 | 11355105 | 13255247 11,500281 | 1351<1,48 | 09999 | >09999 | 06003 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999

NEDDS | SH | 9974337 | 1L18£1.83 | 1392424 | 1481%1.07 12106520 | 1038213
>0,0999 | >0,9999 | 0,0989 | 0,1293 | 0,7671 | >0,9999

PH | 7.514321 | 12,19:0,69 | 7,09%4.05 8,772.86 7.86+4.96 925208

PARK2 | SH | 13,10:4,66 | 1588032 | 15065:4,69 | 15,55:2,15 15,14:2,53 | 1362333
PARKIN [P | 13414333 | 16,55:1,44 | 1590:2.35 | 15,7941,99 15542021 | 13000306 | 09999 | >0.9999 | >0,9999 | >09999 | >0,9999 | >0,9999

RFWD2 | SH | 6971083 | 6,820,333 8.45:1,24 6,77+1,26 6,8250,42 6,6120,99
PH | 6,7120,80 | 7,48+0,58 6,58+0,55 7,03+1,52 5,84+1,39 590r112 | >09999 | >09999 ) 0,1230 >0,9999 | >0,9999 | >0,9999

RLIM SH | 7,6320,95 | 649061 | 11812048 | 12.20:1.37 12.3040,92 6.36+1,33
PH | 7.00130 | 7.50£138 | 6.36:2.24 8,001,86 6,1741,46 6,00:1,05 | 09999 | >0,9999 10,0005 | 00016 | <0,0001 | >0,9999

RNF2 SH | 6,59:0,57 | 5,80:0,32 527003 6,0320,99 6,570,33 6,1120,55
PH | 7,732020 | 5,82%0,81 6,09:0,92 6,7340,35 7 1640,44 6,505,409 | 03496 | >09999 1 >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999

RNF6 SH | 6361,36 | 7,49:0,40 7.613,07 9.29+1.05 857139 7.6122.36
PH | 7255171 | 7,82%1,13 3,8720,54 7,25+1,79 5,86x1,19 6.26:1,40 | 209999 | >0,9999 1 00605 | 05746 | 02563 | >0,9999

RNF8 SH | 10105423 | 11842204 | 143046,10 | 1532+0,04 1034456 | 11,1242.55
PH | 10,76+3,09 | 11,17+1,96 910323 11,2622,70 9.18+2,31 9.00:231 | 09999 | >09999 | 02608 05198 | >0,9999 | >0,9999

RNF20 SH | 7355301 | 1L,18:1,82 | 9.62£5.83 12.80:3.79 12,0943 .14 737143
PH | 7.25:1,25 | 8832324 73412.95 8.0042.75 11,20+2,99 7505130 ] 209999 | >0.9999 1 >0,9999 | 01451 | >0,9999 | >0,9999

RNF34 SH | 8.86:3,68 | 12495261 | 12,64+2,06 12.20:1.73 10,832,97 | 11,62+1,95
PH | 9751287 | 12,15:029 | 8,0944.77 11,5042.46 13.5314,38 7ageio7 | 09999 | >0.9999 1 03785 ) >0,9999 | >0,9999 | >0,9999

RNF40 SH | 8,59%0,78 | 8,4820,40 7,5921,50 6512153 6,571,82 8,620 54
PH | 875:1,05 | 9.1520,28 73441.89 9.24+1.20 8512090 800z072 | 09999 | >0.9999 | >0,9999 10,0300 | 03376 | >0,9999

RNF144B | SH | 6,10:1,75 | 9822083 825:2.71 10,5422,20 934230 512156
PH | 5502093 | 649:3,76 8364298 6,742,009 5,.85:1,16 2992145 | 09999 | 08056 | >0,9999 103104 | 05753 | >0,9999

RNF167 | SH | 6.8421,03 | 6.14:1,14 | 1096306 | 11,791,904 8.82+1.12 6,35:0,60
PH | 6495071 8.15:2,01 6.841.29 6.49:0,87 6.8441.35 6991072 | ~09999 | 05453 1 00032 | <0,0001 | 04572 | 09999

88




Cizelge 5.2. (devam)

G ACT value = SD SH Grubu ve PH Grubu intergen Analizleri P degerleri
en
SH6- | SH12- | SH24- | SH48- | SH72-
oh 6h 12h 24h 48h 72 SHO-PHO | S1° e | pnas e
SH | 16,1941,04 | 1590£030 | 16,56:1,64 | 10,78£1,26 15285121 | 16,220,909
RNF180 o 15805132 | 16901100 | 16914203 | 16,63:0,94 14901319 | 15502154 | 209999 | >0,9999 | >09999 | <0,0001 | >0,9999 | >0,9999
SH | 759276 | 1082115 | 10.614,77 | 12.5422,73 11,5923,39 8374235
SAEL PH | 000:216 | ©083:389 | 734296 | 825,36 | 7,50346 | 625e15L | o000 | 209999 ) 07887 ] 01885 | 0.3428 | >09999
SH | 10,0942,29 | 10,15:0,71 | 1196:251 | 12,02%1,39 11344171 8.1141,16
SMURFL 5950108 | 11.50£0.86 | 934:183 10,5012,44 10,19+1,93 8401099 | 09999 | >0.9999 1 03189 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999
SH | 4572057 | 4.13£0.30 5.5840,59 5274028 5.0820.77 4105110
SMURF2 o[ 2041049 | 548:042 4.5941.05 4.4910.86 4.1740.78 4231044 | 709999 102138 1 05677 | 08888 | 07494 | >0,9999
SH | 73122,76 | 7.83:1,31 | 1232:1,01 | 10,12£2,04 10.11£1,10 7391278
SKP1 PH | 7,50:3,16 | 7,50%1,38 6.1124,12 7.0123.24 7184342 7.0122,05 | 209999 | >0,9999 10,0393 | 0,7594 | >09999 | >0,9999
SH | 13,58:3,00 | 1585:031 | 1696:0,61 | 1506%0,66 16,0960,76 | 15,120,01
SKP2 PH | 13,25:1,76 | 16491043 | 1434+2,82 11,9941,82 1218243 | 1174t1,38 | 09999 | >09999 | 06263 | 02514 | 01053 | 0.1552
SH | 8851035 | 8162085 | 831198 728215 733065 9.13£1.05
STUBL PH | 9,51£1,25 | 8,8320,70 8.10£1,40 9,0120,61 8.8620,39 8512003 | 09999 | >0,9999 | >0,9999 | 02025 | 04717 | >0,9999
SH | 7082348 | 648:088 | 5,2810,98 6,0241,24 7,0720,75 6,8721,49
SVYNL 507500047 | 8.1610.29 633108 6,091,204 7.8651,62 5241133 | 09999 | >09999 1 >0,9999 | >09999 | >0,9999 | 08386
SH | 7.84=103 | 7,14%084 6.59+1,57 9,031,383 757188 7.61=1.10
TMEMIBY o7 957125 | 8.16:0.96 7.0941,20 7254119 8.1942.06 6742079 | 09999 | >0.9999 | >0,9999 | 0,3088 | >0,9999 | >0,9999
SH | 583%1,76 | 5,1520,72 | 8.63£1,16 6.773.23 6.56-1.12 537172
P53 PH | 6.00:2.10 | 8174029 | 3.34%1.68 5.50£1,65 6,85:1,96 3.99:1,50 | 209999 | 0.2915 100029 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999
SH | 7,0941,77 | 10,16£0,85 | 7,62£1.13 6.53:2.16 5.08+2.02 7.6220,51
UBAL PH | 7.75£1,76 | B8.83:124 | 6342272 8,0142,54 7874117 7.0051,45 ] 209999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | 04087 | >0,9999
SH | 6,090,63 | 4,381%0,32 6,0341,54 7,0241,38 7,0720,86 5,620,908
UBA2 PH | 5481093 | 5494057 3,85+1,49 5234118 5 1740,61 5252044 | 09999 | >0,9999 | 0,0034 | 0,1416 | 01575 | >0,9999
SH | 5842270 | 7.48:088 729264 9.041.00 7 8420 84 511148
UBAS PH | 525190 | 783112 | 485:156 | 575163 5175194 | 490104 | 09999 | >09999 ) 0474z ) 00756 | 0,337 | >0.9999
SH | 10981238 | 11165146 | 14312099 | 13.81=1,09 10584376 | 13,1322,60
UBA5 >0,0999 | >0,9999 | 00029 | 0,0794 | >0,9999 | 0,0707
PH | 1140251 | 11842168 | 7,0942.98 9261220 8184261 8504242
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Cizelge 5.2. (devam)

G ACT value £ SD SH Grubu ve PH Grubu intergen Analizleri P degerleri
en
SHe- SH12- SH24- SHa8- | SH72-
oh 6h 12h 24h 48h 72 SHO-PHO | oFO o S | ot
SH | 10341479 | 15508000 | 133145,19 13.8141,05 16.1120,77 9.8743.29
UBAG PH | 10,50+1,59 | 15,52+1,38 9,844,98 11,50+4,56 11,54+4,47 924240 | 09999 >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | 04408 | >0,9999
SH | 11632296 | 12152071 | 11,62:2.89 13,53:2,15 13,8420,92 13.11£2,20
UBE2A [ PH | 1225:1,68 | 1250£139 | 0,50:1,66 | 1099:2,08 1084:1,17 | 1000c1,82 | 09999 | >0.9999 | >09999 ] 0425 02983 | 0.7704
SH | 864222 9,5020,61 9,5943,88 13,80£0,40 12,2920,22 10,13£1,77
UBE2B PH | 9,75:2,52 6,8312,93 6,3422,61 9,0041,45 8,5242,61 11186326 | 09999 09801 | 0,4296 0,0329 0,3090 | >0,9999
SH | 6,84£1,16 8,4720,61 9275172 9,02:0,99 7.8240,67 7.35£0,61
UBE2C PH | 6492125 6.82:1,24 5.8420.46 3,001,41 1,8420,63 350107 | 09999 0,3890 | 0,0009 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
SH | -L16£1,03 | -0,20£1,31 -0,74£0,97 2,7120,92 -0,04£1,58 0.1121,05
UBE2D3 ol T 0261,05 | 052:1,88 | _09150,69 0,25£0,86 1,502,711 077:1,58 | 0999 >0.9999 ] >0.9999 ) 00157 | 01051 ] >0.9999
SH | 4855269 6,1520,85 4,6120,60 7,781,01 5,0721,24 6,37:1,76
UBE2E2 i T 5252125 5,8340,70 485£1,97 6261213 6,8523,28 6.00c157 | 09999 >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | >0.9999
SH | 8841235 9,8120,32 10,6220,58 8,5241,53 6,8242,53 10,36£1,04
UBE2GL 0T g2as1.70 10,820,31 9.0941,23 10,491 .64 10,180,42 10250078 | 09999 >0,9999 | >0,9999 | 0,4511 0,03%0 | >0,9999
SH | 9362161 5,49:0,39 6,2821,98 7,03£1,07 8.8321,01 9382144
UBE2G2 o T 9252072 6,8320,31 6,59:1,26 9,01=1,32 8,85:0,63 8761232 | 09999 >0,9999 | >0,9999 | 04726 >0,9999 | >0,9999
SH | 9.60£4.13 | 11502060 | 12,94%421 14,8051 17 12.85:2,76 10,38+1,23
>| >| > >
UBE2I PH | 9765309 | 13,1841,12 8.6143.25 11,5242.40 9.8642.39 9,0041,04 0.9999 0.9999 | 0,2894 06141 0.9999 | >0,9999
SH | 7.34£2.23 7.48:0,89 7.0453.24 11,5451 40 8331281 6,1140,96
UBE2)1 PH | 7.25%1,25 8,1651,12 6,0941,76 7750212 7,5141,90 7740135 | 0999 >0,9999 | >0,9999 | 0,0455 >09999 | >0,9999
SH | 8642240 | 11842082 | 14,82:049 13,1321,32 12,.8621,65 7.8723,22
UBE2)2 PH | 850:2,15 8500437 5.60:4.82 6.753.71 10,53£2.46 575:130 | 0999 >0.9999 | 0,0019 0,0311 >09999 | >0,9999
SH | 7.84£2.45 7,4940,40 7.6042,11 7785131 7584053 7125124
UBE2K PH | 825:1,07 817113 6.8541.46 8514124 7.86£1.36 825i1,08 | 09999 >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999
SH | 8602182 | 10,152030 | 1096:1,54 11,2840,92 10,5821,71 9.12:1.75
UBE2L3 >0,0999 50,0999 | >0,0999 | >0.9999 | 03693 | >0,9999
PH | 9242072 9.1543.20 9345159 9,7410,85 8,18:0,62 10.25:0.79
SH | 3.85:0,62 4,8020,31 4924055 3,502024 4,3220,66 4112110
UBE2LE o T 4231049 4135146 5,58+0,52 3,0920,61 4.840,64 4232075 | 0999 >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999
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Cizelge 5.2. (devam)

Gen ACT value = SD SH Grubu ve PH Grubu intergen Analizleri P degerleri

SHO- | SH6- | SH12- | SH24- | SH48- | SH72-

oh 6h 12h 24h 48h 12 PHO | PH6 | PH12 PH24 | PH48 | PH72
SH | 3,82£1,03 | 4,80+0,33 4,2720,99 3,7620,40 5,07+1,13 4362016

UBE2M 06078 | >0,9999 | >0,9999 | 0,1021 | >0,9999 | >0,9999
PH | 499:060 | 5.14+0,28 5,08£1,07 5,490,38 5.1722,73 5 491,07
SH | 482£036 | 4,81%0,33 5,6120,58 5,52:0,92 5.33+0,74 5,63:1,05

820, 8120 6120, 520, 3320, 63+, 0,1053 | >0,9999 | 0,2755 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999
UBE2N [ PH | 6024+095 | 483112 4332058 6,00£0,67 5502115 5.7520,67
SH | 4.84+034 | 4.8150.32 5.27:0.02 4.10:0.91 5.5940.35 4372016

UBE2QL  "pH [ 5241049 | 5.15:0.29 4.84+0.78 6.25:1.07 7.18+2.06 5.74£0,80 | 00999 | >0,9999 | >0,9999 ) 0,0017 | 0,0545 | 0,6830
SH | 8.98+142 | 7.8150.32 6.930.58 9.3842.24 9.58£0.32 9.12%1.52

UBE2Q2 "o 9.25:1.63 | 9.81+0.32 7.09£1.21 9.75£1.67 11014119 774117 | 09999 | 03582 1>0,9999 | >0,9999 | 08813 | 07819
SH | 13.83+2.34 | 15494059 | 12.27+1.03 | 12.02+1.08 13.072.67 | 1388+2.14

UBE2Q2L ["pH[713,28+1,38 | 1548+0,86 | 12,58+225 | 14,492,07 14,51£1,90 | 12,74+1,34 | >0.9999 | >0,9999 | >09999 | 07484 | >0,9999 | >0.9999
SH | 534:063 | 5.81-0,32 5,600,58 6,02£1,07 6,0620,82 6.361.14

UBE2S  I"PH | 599061 | 5,82¢131 4,50+1,10 5,24=1,79 5,18+0,42 4,49+0,26 | 0.9999 | >09999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | 0,0936
SH | 16,66-1,29 | 1508+0,34 | 18,72+045 | 1585:1,83 16,11-0,78 | 1620+1,10

UBE2T  "PH [ 14,54x094 | 16,530,309 | 1360216 | 10,77+1,48 9,86+1,38 9,76+1,38 | 0:3160 | >0,9999 10,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0001
SH | 8.114406 | 12,50:089 | 10,29+4,39 | 13,06+2,51 10852171 6372251

UBE2V1  "PH 10,762,583 | 11,173,31 | 7,60+5,01 9,52+4,67 9,53+5 49 8,013,011 | >0,:9999 | >0,9999 1 >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999
SH | 6.96£145 | 582+030 6.26+1,77 6.44+0,09 6,32::0,66 5,61+0,50

UBE2V2 "o [ 6,24+1,09 | 6,1620,29 4,34+0,95 6,75+2,36 6,18+0,97 4,74x0,57 | 209999 | >0,9999 | 0,1942 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999
SH | 911=151 | 9,16+0,71 8,62+2,09 9,54+1,71 9,84%1,30 6,87£1,37

UBE2Z PH | 7,00:2,00 | 10,50+0,59 7350242 8,512,907 7,191,46 gol=1,12 | 09827 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | 03262 | >0,9999
SH | 484+1,76 | 4.81%0,32 4,6121,53 5,27+1,06 5,09+0,78 3,86+1,27

UBE4A PH | 425:0,79 | 6,16+0,73 4,59+0,77 5,04+1,80 3,8520,77 374116 | 09999 | 09786 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999
SH | 1157145 | 1346+0,89 | 14,28+267 | 11,01+0,99 12.80+1,20 | 13,09+0,53

UCHLL o 12072088 | 13,321,820 | 11832150 | 12232111 | 12494122 | 11974073 | 05827 | >0.9999 | 02128 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999

+ == + =+ =+ E=

UcrLs | SH | 18855168 | 14465040 | 15625153 | 1201045 1399:092 | 14355047 | ool oo [oooir | 00005 | 00850 | 509999
PH | 14.00-1.07 | 1381+1,60 | 12,098076 | 1527+0.90 16174119 | 15.00£1,07
SH | 8343089 |  6.80+0.32 8.59+2,05 7.27+0.86 7.31+0,65 7.61+1,09

vH PH | 7.73+099 | 6.812031 | 7342027 | 7.99:0.13 818120 | 8.49+060 | 00000 | >09999 | 05675 | 09999 | >0.9999 | >09999
SH | 17,14£0,99 | 1587033 | 1396x1,15 | 13,83+l,72 16,1120,77 | 1439172

WWPL o 15285114 | 16865006 | 1689+156 | 16384087 | 17265175 | 1554095 | 2040 | >0.9999 100252 100227 ) >09999 | >0,9999

16




Cizelge 5.3. Sham ve PH gruplarina ait Cdc20 ortalama ACt £SD degerleri ve analizler sonucunda elde edilen p degerleri

Gen ACT value + SD SH Grubu ve PH Grubu intergen Analizleri P degerleri
SHo- SH6- SH12- SH24- SHa48- | SH72-
Oh 6h 12h 24h 48h 2 PHO PH6 PH12 PH24 PH48 | PHT2
SH | 1185146 | 12,7920.19 13,89:038 12,400.05 12,450 67 1178115
Cde20 5 7.99:064 | 8.42:1.26 9.6310,63 5514111 4.46+0,96 226:1,04 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001

c6
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Karaciger rejenerasyonunda molekiiler diizeyde bir¢ok kompleks hiicresel olay
meydana gelmektedir (Chen vd., 2010). Karaciger rejenerasyonunda meydana gelen bu

hiicresel olaylarin molekiiler mekanizmalar1 aragtirilmaya devam etmektedir.

Ubikutin yolaginin genellikle proteinlerin degradasyonunda rol oynadigi bilinir;
ancak yapilan arastirmalar, degradasyondan baska mekanizmalar i¢in de sinyal
olusturdugunu ortaya koymaktadir. DNA replikasyonu, DNA tamiri, otofaji, DNA’nin
transkripsiyonel diizenlenmesi, mitoz, endositoz gibi hiicresel siire¢ler bunlardan
bazilaridir. Bununla birlikte ubikutin yolagi, ¢cok sayida sinyal yolagiyla da etkilesim
halindedir (Ciechanover, 1998; Yau ve Rape, 2016). Ubikutin yolaginin karaciger

rejenerasyonu siirecindeki rolii hentiz bilinmemektedir.

Tiim c¢alisma gruplarinda, RT-PCR array metodu kullanilarak ubikutin yolagina ait
88 genin ifadeleri PH sonras1 0, 6, 12, 24, 48, 72 saatlerine gére SH gruplariyla (SHO, SH6,
SH12, SH24, SH48, SH72) karsilastirilarak incelenmistir.

RT-PCR array analizleri sonucunda fold2’i gecen veya fold0.5 altinda kalan ve
p<0.05 olan genler anlamli kabul edilmistir (Ceyhan vd., 2018) Bu genler ANAPC2,
ANAPC11, BARD1, BRCA1, Arihl, MUL1, RNF40, RNF180, TP53, UBA2, UBAS,
UBE2C, UBE2D3, UBE2G1, UBE2J2, UBE2Q1, UBE2T WWHP1 genleridir. CDC20 gen
ifadesi de RT-PCR’da ayrica analiz edilmis ve anlamli bulunmustur. Bu genlere ait fold
degerleri ve istatistik analizleri igeren ¢izelgeler 0, 6, 12, 24, 48, 72 saatlere gore sham

grubu ile karsilagtirilarak verilmistir (Cizelge 5.1, Cizelge 5.2, Cizelge 5.3).

RT-PCR array analizleri sonucunda ifadesi anlamli bulunan ANAPC2, BARDI,
BRCA1, UBE2T, UBE2C genlerinin Western blot analizleriyle protein miktarlart

belirlenmistir.

ANAPC2, ANAPC11, BARD1, BRCAL, Arihl, MUL1, RNF40, RNF180, TP53,
WWP1 ve CDC20 genleri ubikutin yolagma ait E3 ligazlardir. UBE2C, UBE2D3,
UBE2G1, UBE2J2, UBE2Q1, UBE2T genleri ise ubikutin yolagina ait E2 enzimleridir.
UBA2, UBAGS ubikutin benzeri molekiillerin hedef proteinlere eklenmesinde rol oynayan

E1 enzimleridir.
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E1l enzimleri ATP araciligiyla ubikutini aktifler. Aktiflenmis ubikutin molekiilii E2
enzimlerine aktarilir. E3 ligazlar, E2 ve hedef proteini bir araya getiren kdprii gérevi goriir
ve ubikutin molekiiliiniin E2’den hedef proteine aktarimini saglar (Herrmann vd, 2007,

Deshaies ve Joazeiro, 2009).

ANAPC2, UBE2C, CDC20, BRCA1, BARD1, UBE2T, MUL1, TP53, UBE2J2,
UBA2, UBAS gen ifadeleri PH gruplarinda farkli saatlerde ifadeleri artis gosteren
genlerdir. ANAPC11, RNF40, WWP1, RNF180, UBE2D3, UBE2G1, UBE2Ql gen
ifadeleri SH gruplarinda artis gosterirken; PH gruplarinda baskilanmustir.

Calismamizda RT-PCR array analizleri sonucunda anlamli bulunan genlerin
literatiir taramalarinda baslica hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, DNA onarimi, mitofaji,
mitokondriyal fizyon mekanizmalariyla iligkili oldugu belirlenmistir. S6z konusu
genlerden ANAPC2, ANAPC11, UBE2C, CDC20 genleri APC/C E3 ligaz kompleksi ile
iligkilidir ve hiicre dongiisii asamalarinin kontroliinde rol oynadigi bilinmektedir (Zhang
vd., 2014; Sivakumar ve Gorbsky, 2015). BRCA1, BARD1, UBE2T, RNF40 genleri DNA
onarim mekanizmalar ile iligkilidir (Caestecker ve Van de Walle, 2013; Ceccaldi vd.,
2016). Mull, mitokondriyal dinamikler (fizyon, fiizyon) ve mitofaji mekanizmalariyla
iliskilidir (Peng vd., 2016). p53, timor baskilayicidir ve hiicre siklusunu durdurucu,
apoptoz gibi gesitli siireglerde rol oynar (Alisi vd., 2005). UBE2J2, ER-aracil1 degradasyon
(ERAD) aracili proteinlerin yikimindan sorumludur. UBAZ2, ubikutin benzeri proteinlerden
SUMO aktivasyonunda gorevli E1 enzimidir (Di Bacco ve Gill, 2006). UBA5 ubikutin
benzeri proteinlerden Ufl1 aktivasyonundan sorumlu E1 enzimidir. WWP1, RNF180,
UBE2D3, UBE2GI1, UBE2QI1 genlerinin cesitli hiicresel olaylarda rol oynadig:

bilinmesine ragmen; molekiiler mekanizmalar1 agik degildir.
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5.4.1. Karaciger rejenerasyonunda ubikutin yolag: araciligi ile hiicre dongiisiiniin

diizenlenmesinde rol oynayan olas1 mekanizmalar

%70 partial hepatektomi modeli in vivo hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ile ilgili
analizler i¢in en iyi c¢alisma modellerinden bir tanesidir (Hu vd., 2014). Karaciger
rejenerasyonunda hiicre dongiisii basamaklariin PH sonrasi hangi saatlere denk geldigi

cesitli caligmalarla belirlenmeye ¢aligilmistir.

PH sonrasinda hiicrelerin Go fazindan G fazina girisi PH’den 4-6 saatler olduguna
isaret edilmistir (Fausto, 2000; Ozeki ve Tsukamoto, 1999). G: fazinin ise 12-16. saatlere
kadar devam ettigi disiiniilmektedir (Ozeki ve Tsukamoto, 1999). Xu ve vd.nin
caligmasinda (2005) hiicrelerin S fazina girisinin PH sonrasi 12. saate denk geldigi
bildirilmistir. DNA replikasyonunun, 24. saatte en yliksek seviyesine ulastig1 (Starkel vd.,
2005) ve 30-32. saate kadar devam ettigi belirtilmistir (Rininger vd., 1997; Xu vd., 2005).
G2 fazinin ise 2-4 saat siirdiigii (Xu vd., 2005) ve hiicrelerin yaklasik 36-48. saatte mitoza
girdigi diisiniilmektedir (Steer, 1995; Fausto, 2000; Kurinna ve Barton 2011).

Karaciger rejenerasyonunun molekiiler mekanizmasi son zamanlarda yapilan
caligmalar ile aydinlatilmaya ¢alisilmaktadir. Ancak rejenerasyon sirasinda dinamik
degisiklik gosteren proteinlerin diizenlenmesi hakkinda bilinenler oldukg¢a sinirlidir (Strand

vd., 2018).

Ubikutin yolagi E3 ligazlarindan APC/C ve SCF kompleksleri, hiicre dongiisiinii
diizenlenmesinde rol oynayan iki 6nemli enzimdir (Koepp vd., 1999; Peters, 2002; Wu vd.,
2016). APC/C ve SCF komplekslerinin karaciger rejenerasyonu siirecindeki etki

mekanizmalar1 heniiz aydinlatilamamistir.

ANAPC2 ve ANAPC11 proteinleri, APC/C kompleksinin katalitik alt birimleridir
(Boer vd., 2016a; Pines, 2011). APC/C kompleksinin biyolojik aktivitesi, iliskili
bulundugu adaptor proteine gore degismektedir (Cheng vd., 2017). APC/C kompleksinin
Cdc20 ve Cdhl olmak iizere iki adaptor proteini mevcuttur (Pines, 2011; Sivakumar ve
Gorbsky, 2015; Zhang, J. vd., 2014) ve APC/C kompleksine baglanarak hiicre dongiisii
asamalarin1 diizenlerler (Malumbres ve Barbacid, 2009; Pines, 2011). UBE2C, APC/C E3
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ligazla birlikte ¢alistig1 belirlenen E2 enzimlerinden biridir (Sivakumar ve Gorbsky, 2015).
APC/C kompleksleri bir bagka E3 ligaz SCF**"? ile birlikte hiicre dongiisii asamalarini

doniistimlii olarak diizenler (Pines, 2011).

APC/CC%20 metafazdan anafaza gecis sirasinda gorev alirken; APC/CC mitoz
cikist, G1 faz1 ve G1-S kontrol noktasinin asilmasinda gorev alir. SCFSP2 kompleksi ise G-

S kontrol noktasiin asilmasinda APC/C®" tarafindan diizenlenir (Pines, 2011).

APCC " G; fazinda aktiftir ve hiicrelerin erkenden S fazina girisini engeller.
(Pines, 2011). APC®" E3 ligaz kompleksinin hedef proteinlerinden biri Skp2’dir. APC 4
kompleksi tarafindan Skp2’nin yikilmasi, SCFS**? E3 ligaz kompleksi olusumunu engeller
ve bunun sonucunda SCFS*2 E3 komplesi hedef proteini p27 yikilamadig: i¢in ortamdaki
miktar1 artar. Ortamdaki miktar1 artan p27, hiicre dongiisiiniin G1-S kontrol noktasinda
durdurur (Kitagawa ve Kitagawa, 2016). Bu mekanizma hiicrelere DNA replikasyonu igin
gerekli proteinlerin toplanmasi i¢in zaman kazandirir ve hiicrelerin zamanindan 6nce S
fazina ge¢isini engeller (Pines, 2011). Hiicreler, hiicre dongiisiiniin S fazina ge¢mek igin
hazir oldugunda APC®  kompleks inhibitoriiniin  ekspresyonu artar. APCCdn
kompleksinin inhibe edilmesiyle ortamda Skp2 birikir ve SCFS*? E3 ligaz kompleksi
olusur. SCFS*? kompleksi hedef proteini p27°yi yikarak hiicrelerin G1-S kontrol noktasini
asmasin1 saglar (Nakayama ve Nakayama, 2006). Mitoz sathasina gelindiginde Cdhl,
Cdc20 adaptorii ile yer degistirir ve APC/C®%? E3 ligazin gorevi baslar (Sivakumar ve
Gorbsky, 2015) .

APC/CC%20 kompleksinin gorevi ig ipliklerinin dogru zamanda diizgiin ayrilmasini
saglayarak; metafaz anafaz kromozomlarin kardes kromatitlere diizgiin ayrilmasini kontrol
etmektir. Pro-metafaz sathasinda APC/C®*?° kompleksi inaktiftir ve biitiin kromozomlar
aym hizaya gelip ig ipliklerine tutununcaya kadar APC/C®%?° aktiflenmez (Boer vd.,
2016a). Metafaz evresinde kromatidler ayni eksen iizerine geldikten sonra Cdc20 adaptor
proteini APC/C’e baglanarak APC/C%?° kompleksini olusturur (Musacchio, 2015;
Musacchio ve Salmon, 2007; Sivakumar ve Gorbsky, 2015). APC/C®¥2 kompleksinin
hedef proteinlerinden biri seperaz inhibitérii securindir. Securin, seperaza baglanarak onu
inaktif formda tutar. Seperazin gérevi ise kardes kromatitleri bir arada tutan kohesinleri

pargalamaktir (Musacchio ve Salmon, 2007). Olusan APC/CC%?° kompleksi securini
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parcalar. Serbest kalan seperaz, kohezinleri pargalayarak kardes kromatitlerin birbirinden
ayrilmasini ve kutuplara dogru hareketini saglar (Musacchio, 2015; Musacchio ve Salmon,
2007; Sivakumar ve Gorbsky, 2015). APC/Ccdc20 kompleksi, tiim kromozomlarin metafaz
sathasinda diizgiin siralanmasindan sonra aktifleserek, kromozomlarin vaktinden once

ayrilmasinin 6niine geg¢mis olur.

Anafaz safhasindan sonra tekrar APC/C® kompleksi aktiflesir. APC/CCIM
kompleksinin substratlari arasinda siklin-A, siklin-B, TPX2, Aurora A, Aurora B, CDC20
ve DNA replikasyon proteinleri olan CDC6, Geminin ve Skp2 yer almaktadir. Mitozdan

¢ikis sirasinda bu proteinlerin degradasyonuyla hiicrelerin tekrar G1 fazina gegisi engellenir

(Malumbres ve Barbacid, 2009).

Calismamizda yer alan ANAPC2, ANAPC11, UBE2C, CDC20 E3 ligazlari, APC/C
kompleksi ile iligkilidir (Malumbres ve Barbacid, 2009; Pines, 2011). ANAPC2,
ANAPC11, UBE2C, CDC20 genlerine ait RT-PCR analizleri ile ANAPC2 ve UBE2C’nin

Western blot analizleri incelenmistir.

APC/C yapisinda yer alan ANAPC2 gen ifadesi 0, 6, 12, 24, 48, 72 saatlerine gore
degerlendirilerek SH gruplariyla karsilagtirilmistir. ANAPC2 ifadesinin PH6 (fold=19.01)
ve PH48 (fold=13.12) gruplarinda pik yaptig1 ve anlamli fark gosterdigi belirlenmistir. SH
ve PH 12, 24, 72 saat gruplar1 arasinda fark bulunmamistir (Sekil 5.12). ANAPC2’nin
Western blot analizlerinde; PHO, PH48 ve PH72 gruplarinda ANAPC2 protein miktari
yiiksek; PH6, PH12, PH24 gruplarinda protein miktar1 diisiik bulunmustur (Sekil 5.12,
Sekil 5.13).
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Sekil 5.12. Gruplara ait ANAPC2 gen ifadesi. * p< 0,001

Cizelge 5.4. ANAPC2 Western blot jel goriintiilerine ait band yogunluklar1 (x102)

ANAPC2 (APC2)

Gruplar 0 6 12 24 48 72

Bant Yogunlugu (X10?) 13,022 | 8,409 | 8,598 | 8,60 15,438 | 26,776
0 6 12 24 43 72

ANAPCZ I P . s

Sekil 5.13. Western blot analizlerinden elde edilen ANAPC?2 proteininine ait bant
gorilintiileri.
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Calismamizda APC/C yapisinda yer alan bir diger protein ANAPCI11’dir. PH’nin
tiim saat gruplarinda ANAPCI11 gen ifadesinde onemli bir degisiklik gozlenmemistir. SH
gruplart ile PH gruplarn karsilastirildiginda; SH24 grubunda gozlenen ANAPC11 gen
ifadesindeki artis anlamlidir. PH24 grubunda onemli bir degisiklik olmazken; SH24
grubunda yaklasik 5 kat artis meydana gelmistir (Sekil 5.14).

ANAPC11
6
5 $
AN
4 / \
/ \
/ \
3 v/ \\
’ (3

2 / S
1 [ S - — / \i

-:»-&-~~ - * B < +
0 L ‘—37\; ? <

6 12 24 48 72

= @ SH emm@uPH
Sekil 5.14. Gruplara ait ANAPC11 gen ifadesi. * p<0.0001

APC/C E3 ligaz kompleksinin, ubikutin konjuge edici E2 enzimlerinden biri
UBE2C’dir. Sekil 5.15’e bakildiginda; UBE2C’nin 0 ve 6. saatlerdeki gen ifadeleri SH ve
PH gruplarina benzerdir. PH sonrasi 6. saatten itibaren UBE2C gen ifadesinin artmaya
basladigi; 12, 24, 48. saatlerde bu artisin giderek arttigi; 48. saatte en yiiksek seviyesine
ulagtigit ve 72. saatte distigii belirlenmistir. SH ve PH gruplari, saatlerine gore
kiyaslandiginda ise; UBE2C’nin gen ifadesinin PH12, PH24, PH48, PH72 gruplarinda
yiksek oldugu tespit edilmistir. PH12 grubunda anlamli fark (p<0.001); PH24, PHA48,
PH72 gruplarinda ileri derecede anlamli fark (p<0.0001) bulunmustur (Sekil 5.15).

UBE2C’nin Western blot analizleri sonrasinda bant yogunlular1 incelendiginde;
PHI12 ve PH24 saat gruplarindaki UBE2C proteinine ait bant yogunluklar1 birbirlerine
yakin ve PH6 grubuna gore yiiksektir. PH72 saat grubunda da UBE2C protein miktarinin
bir miktar artis gosterdigi gozlenmistir (Cizelge 5.10, Sekil 5.15).
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Sekil 5.15. Gruplara ait UBE2C gen ifadesi. **p<0.001 *p<0.0001

Cizelge 5.5. UBE2C Western blot jel goriintiilerine ait band yogunluklari

o 6 12 24 48
UBE2C -»ﬁ“. -

UBE2C

Gruplar 0 6 12 24 48 72

Bant Yogunlugu (X10?) 8,168 | 8,265 | 16,616 | 16,632 | 17,252 | 18,980
72

100

Sekil 5.16 Western blot analizlerinden elde edilen ANAPC2 proteinine ait bant goriintiileri.
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APC/C kompleksi adaptér proteinlerinden biri olan Cdc20’nin gen ifadeleri siirelere
gore degerlendirilmistir. Sekil 5.17°de incelendiginde; PHO grubundan PHI2 grubuna
kadar kademeli bir diisiis; PH12 grubundan PH72 grubuna kadar hizli bir artis oldugu
gozlenmistir. PH24 saat grubunda gen ifadesi, kontrol grubuna goére, 30 kat artis
gosterirken; PH48 saat grubunda 120 kata yiikselmistir. PH48-PH72 saat arasinda Cdc20
gen ifadesindeki artis yavaglayarak devam etmistir. SH gruplar ile karsilastirildiginda tiim
gruplarda anlamli fark belirlenmistir (Sekil 5.17).

Cdc20
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Sekil 5.17. Gruplara ait Cdc20 gen ifadesi. *p<0.0001

Yapilan literatiir arastirmasinda rejenerasyon siirecinde APC/C®" kompleksi ile
iligkili Cheng ve vd.nin yapmis oldugu caligmaya rastlanmistir (Cheng vd., 2017).
Karaciger rejenerasyonunda APC/C®® E3 ligaz kompleksi ile ilgili kapsamli bir

caligmaya rastlanmamustir.

Cheng ve vd.nin galismasinda (2017); APC/C E3 ligazin adaptor proteinlerden
Cdhl geni farelerde silinmistir ve APC/C®  kompleksinin etkisi karaciger
rejenerasyonunun 0, 12, 24, 36, 48, 72. saat gruplarina gore incelenmistir. PH sonrasi
normal karaciger rejenerasyonu siirecinde Cdh1’in S fazinda (12, 24sa) ifadesinin azaldig1
gosterilmistir. Cdhl geni silinmis hepatositlerin S fazina erken girdigi, S fazinda uzun siire
kaldiklar1 ve DNA onarim mekanizmalarinin azaldigi gosterilmistir. Aym1 ¢alismada
APC/C kompleks proteinin inhibe edilmesinin rejenerasyon siirecini olumsuz yénde daha

cok etkiledigi belirlenmis ve sebebi Cdc20 ile iliskilendirilmistir.
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APC/C kompleksi yapisinda yer alan ANAPC2 gen ifadesi incelendiginde PHO.
saatten itibaren artis gostermeye baslamis ve PH6. saatte en yiiksek seviyesine (~19 kat)
ulasarak diisiise gegmistir. PH sonra 12. saat ile 24. saatlerde ANAPC2 ifadeleri
birbirlerine yakin ve ¢ok diisiiktiir. ANAPC2 gen ifadesi 24. saatten sonra artig gostererek
48. saatte ikinci kez yiikselme (~13 kat) gostermis ve 72. saatte tekrar diisiis gdstermistir.
Protein ifadeleri incelendiginde RT-PCR analizleri ile paralellik gostermistir. Bu veriler
1s1¢inda ANAPC2 ekspresyonunun, PH modelinde hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugunun Go-Gi
gectigi distiniilen 4-6. saatte (Fausto, 2000; Ozeki ve Tsukamoto, 1999) ve mitoza girdigi
diistiniilen 36-48. saatlerde (Steer, 1995; Fausto, 2000; Kurinna ve Barton 2011) yiiksek
oldugu belirlenmistir. APC/C kompleksinin adaptor proteinlerinden biri olan Cdc20 ifadesi
incelendiginde; PH sonrasi 24. saatten itibaren 72. saate kadar hizli bir artis gostermistir.
Literatiirlerde PH sonras1 36-48 saat araliginda hiicrelerin biiyiik bir cogunlugunun mitoza
girdigi belirtilmektedir (Steer, 1995; Fausto, 2000; Kurinna ve Barton 2011) ve APC/CCd¢20
kompleksinin erken ve orta mitozda rol oynadigi bilinmektedir (Pines, 2011). Calismamiz
Liao ve vd.nin (2004) ¢alisma sonuglariyla da paralellik gostermektedir. Fareler tizerinde
yapilan ¢alismada PH sonrasi ilk 12 saat boyunca ifadesinin degismedigi 48. saatte hizla
yiikselerek pik yaptig1 ve 72. saatte diistiigii gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda da benzer
sekilde Cdc20 gen ifadesinin ilk 12 saat degisiklik gostermedigi ve 24. saatten sonra hizla
artig gosterdigi tespit edilmistir. Liao ve vd.nin ¢alismasindan (2004) farkli olarak bizim
caligmamizda PH sonras1 72. saatte Cdc20 gen ifadesi bir anda diismemis; ancak ifadesi
oldukca yavaslamistir. iki calisma arasinda Cdc20 gen ifadesinde PH72. saatte meydana
gelen bu farkliligin sebebi PH modelinde kullanilan hayvan tiirlerinin farkli olmasiyla ilgili

olabilir. Bilindigi {izere rejenerasyon siireleri tiirler arasinda farklilik gostermektedir
(Taub, 2004).

Bu durumda PH24. saatten itibaren Cdc20 gen ifadesinin artmasinin sebebi
APC/CC%20 kompleksinin mitozun pro-metafaz ve anafaza gegis safhalarindaki rolii ile
aciklanabilir. ANAPC2’nin PH’den sonra ilk saatlerinde artis gostermesi APC/C’nin bir
diger adaptor proteini olan Cdhl ile iliskili goriinmektedir. Cheng ve vd.nin ¢alismasinda

(2017); PH sonrasi ilk saatlerde Cdh1 protein miktarinin yiiksek oldugu gosterilmistir.

APC/C kompleksinin diger katalitik alt birimi olan ANAPCI11’in gen ifadesi
incelendiginde PH 24, 48 ve 72 saatlerinde diisiik oldugu gozlenmistir. SH24. saat



103

grubunda ANAPCI11 gen ifadesi artis gosterirken P24. saat grubunda ekspresyonu

baskilanmustir.

ANAPCI1 ve ANAPC2, APC/C kompleksinin katalitik alt biriminde yer alir.
ANAPC2 ve ANAPCI1 siki bir kompleks olusturarak E2 igin baglanma bolgesi
olustururlar ve birlikte ubikutinasyonu katalizler (Barford, 2011; Gmachl vd., 2000;
Leverson vd., 2000; Sivakumar ve Gorbsky, 2015; Tang vd., 2001). Birlikte
ubikutunasyonu katalizleyebildikleri gibi ANAPC2 veya ANAPCI11’in ayr1 olarak da
ubikutinasyonu katalizlebilecekleri ileri stirilmistiir (Tang vd., 2001). Mayalar {izerine
yapilan arastirmada ANAPC2 olmaksizin yalniz ANAPCI11 ve E2 enzimi (Ubc4) nin
birlikte hedef proteinlere ubikutin ekleyebildikleri gosterilmistir (Gmachl vd., 2000).
Ancak ANAPC?2 ile ilgili benzer bir literatiire rastlanmamistir. Calismamizda ANAPCI11
gen ifadesinde diislis gozlenirken; ANAPC2 ifadesinin artmast ANAPC2’nin de benzer

ubikutinasyon mekanizmasina sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

UBE2C (UBCH10), APC/C kompleksi ile birlikte aktivite gosteren basglica E2
enzimlerinden biridir (Jin vd, 2008). UBE2C, APC/C kompleksi yapisinda yer alan
katalitik alt birime baglanir. APC/C®%2° yveya APC/CC hedef proteine baglandiktan sonra
UBE2C’den hedef proteinlere ubikutin aktarimi ile Lys11 ubikutin zincirleri olusturulur.
UBE2C, mitotik siklin ve securin yikimi i¢in gereklidir. Mitozun metafaz safhasi sirasinda
UBE2C, APC/CC™? jle birlikte siklin-B ve securin yikimmi saglayarak metafazdan
anafaza ge¢isi diizenler. Siklin-B mitoza kadar aktiftir. Mitozun metafazi sirasinda
APC/CC%20 kompleksi tarafindan siklin-B™nin yikilmas1 Cdk1’in serbest kalmasma ve
APC/CC kompleksinin olusmasima sebep olur. APC/C® kompleksi ve UBE2C ile
birlikte mitozdan ¢ikis1 diizenler (Xie vd., 2014).

Calismamizda UBE2C’nin gen ifadesi ve protein miktarlari incelenmistir. Sham
grubunda gen ifadesinin olduk¢a az oldugu gozlenmistir. Okamoto ve vd.nin galismasinda
da normal dokularda ifadesinin diisiik oldugu gosterilmistir (2003). UBE2C geninin PHO,
PHG6 ve PH12 saatlerinde sham gruplarina benzer sekilde ifade edilmedigi belirlenmistir.
Onceki ¢aligmalarda hiicre déngiisiiniin G1 faz1 boyunca UBE2C’nin APC/C kompleksi
araciligiyla yikildig: tespit edilmistir (Ma vd., 2016). PH12. saatten sonra UBE2C ifadesi
artmaya baglamis, PH48. saatte en yiiksek seviyesine ulasarak (~50kat); PH72. saatte hizla
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diigmiistiir (~16 kat). Protein miktar analizleri degerlendirildiginde, UBE2C gen ifadesine
benzer sekilde, PHO ve PH6 saatlerde protein miktarlar1 diisiikk, PHI12, 24, 48 ve 72

saatlerde arttig1 belirlenmistir ve bu sonuglar gen ifadesi analizlerini destekler niteliktedir.

Farkli calismalar UBE2C’nin G: fazinda diisiik oldugu (Van Ree vd., 2010;
Walker, Acquaviva, Matsusaka, Koop, & Pines, 2008), DNA replikasyonundan hemen
oncesinde arttig1 (Walker vd., 2008), S ve G2 fazinda dereceli olarak artis gostererek mitoz
sirasinda en yiiksek seviyesine ulastigt ve mitozun gec¢ anafaz sathasinda hizlica disiis
gosterdigi belirtilmektedir (Arvand vd., 1998; Xie vd., 2014). Calisma sonuglarimiz bu
calisma sonuglar ile yakindir. Calismamizda da benzer sekilde DNA replikasyonunun
basladig1 saatler oldugu tahmin edilen PH12. saatte UBE2C ifadesi artmaya baglamustir.
Hiicrelerin biiyiik cogunlugunun mitoza girdigi belirtilen PH48. saat UBE2C ifadesinin en
yiksek oldugu zamandir ve mitoz sonuna yaklasildig1 diisiiniilen PH72 saatte UBE2C
ifadesi hizla diismiistiir. Calismamizda PH sonrasi1 12, 24, 48 saatlerde UBE2C ifadesinin
artarak devam etmesi mitozun APC/C kompleksi araciligi ile diizenlenmesi mekanizmalari

ile iligkili gériinmektedir.

Cesitli  kanser tiirlerinde UBE2C’nin = siirekli transkripsiyonunun oldugu
belirtilmektedir. Hatta farelere aktarilan devamli UBE2C ekspresyonu o6zelligi normal
hiicrelerde kanserlesmeye sebep olmustur (Van Ree vd., 2010). UBE2C gen ifadesindeki
bu diisiis hiicre dongiisiinii kanserlesme siirecine dogru gitmeden durdurmak amagl
olabilir. UBE2C’nin rejenerasyonun 72. saatinde gen ifadesinin diismesinde etkili olan
hiicresel mekanizmalarin aydinlatilmast kanser mekanizmalarinin ¢6ziilmesine katki

saglayabilir.

UBE2D (UBCHLS5) APC/C kompleksi ile birlikte c¢alistigi belirtilen E2
enzimlerinden biridir (Barford, 2011; Jin vd., 2008; Zhang J. vd., 2014). APC/C kompleksi
hedef proteinlerine UBE2C veya UBE2D ailesi tiyeleri tarafindan ilk ubikutin eklendikten
sonra UBE2S tarafindan K11-Ubikutin zincirleri olusturulur. Olusturulan bu ubikutin
zinciri APC/C E3 ligaz kompleksi aracili yikimin isaretidir (Stewart vd., 2016).
Calismamizda UBE2D ailesi iiyelerinden UBE2D3’lin gen ifadesine bakilmigtir. PH
gruplar1 arasinda UBE2D3’iin gen ifadesinde fold degeri bakimindan énemli bir farklilik
belirlenmemistir. Bazi literatiirlerde UBE2S’nin de APC/C kompleksi ile birlikte ¢alistigi
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ve UBE2S’nin silinmesinin ya da mutasyonlarin mitozun bozulmasina sebep oldugu
belirtilmektedir (Sivakumar ve Gorbsky, 2015). Calismamizda UBE2S gen ifadesi de
incelenmistir. PH gruplar1 arasinda UBE2S gen ifadesinde fold degeri bakimindan 6nemli

bir farklilik belirlenmemistir.

PH sonras1 karaciger rejenerasyonunda APC/C kompleksinin, ubikutin yolagina ait

E2 enzimlerinden aktif olarak UBE2C ile c¢alistig1 belirlenmistir.

Calismamizda APC/C kompleksiyle iliskili genlerin yanisira; SCFSKP? kompleksi
adaptor proteini olan Skp2 ifadesi de degerlendirilmistir. Ancak anlamli bir degisiklik
belirlenmemistir. SCF**? kompleksi olusumu APC/C® tarafindan kontrol edilmektedir
ve Gi-S kontrol noktasinin asilmasi sirasinda olusmaktadir. Ancak yapilan ¢aligmalarda
hiicre dongiisii boyunca ifade edilmesine ragmen; protein stabilitesinin farklilik gdsterdigi
belirtilmektedir (Rowlands vd., 2004). SCFkP? kompleksinin karaciger rejenerasyonundaki

roliiniin anlagilabilmesi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.
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5.4.2. Karaciger rejenerasyonunda ubikutin yolag: araciligi ile DNA onariminin

diizenlenmesinde rol oynayan olas1 mekanizmalar

Ubikutin yolagt DNA onarim mekanizmalariyla da iliskilidir. Calismamizda RT-
PCR array analizleri yapilan 88 gen arasindan gen ifadesi hem kat degeri (fold) hem
istatistik analizleri bakimindan anlamli olan BRCA1, BARDI1, UBE2T genleri DNA
onarimi mekanizmalart ile iligkilidir. Bu genlerin ifadeleri PH sonrasi karaciger
rejencrasyonun alt1 farkli zaman diliminde (PHO, PH6, PH12, PH24, PH48, PH72) SH
gruplar1 (SHO, SH6, SH12, SH24, SH48, SH72) ile karsilastirilarak incelenmistir.

UBE2T (FANCT), DNA onariminda rol oynayan Fankoni yolagina ait bir E2
enzimidir. Fankoni yolagi, DNA c¢ift zincirleri arasinda meydana gelen c¢apraz baglarin
tamirinden sorumludur. Fankoni yolagi, translezyon sentezi yolu ile tamir ve homolog
rekombinasyon tamir mekanizmalarinin da dahil oldugu DNA onarim mekanizmasidir
(Krishnan vd., 2016). UBE2T, homolog rekombinasyon onariminda gorev alan BRCA1 ve
BARDI ile birlikte Fankoni yolaginda gorev alir (Moldovan ve D’ Andrea, 2009).

UBEZ2T ifadesi PH sonrasinda farkli rejenerasyon siirelerine gore incelenmistir.
Sekil 5.18’e gore; PH gruplarinda; UBE2T ifadesi 6. saatten itibaren artmaya baslamistir.
PH sonras1 12. saatten 48. saate kadar hizli bir artis gozlenirken; 48. saatten sonra 72. saate
kadar bu artis olduk¢a yavaslamistir. SH gruplar ile karsilastirilarak istatistiksel olarak
degerlendirildiginde; PH12, PH24, PH48 ve PH72 saat gruplarinda anlamhi fark
(p<0.0001) gozlenmistir (Sekil 5.18).

UBE2T protein miktarlar1 incelendiginde; PH6. saatten itibaren PH12, PH24,
PHA48, PH72 saatlerde protein miktar1 PHO’a gore 6nemli oranda artig gostermistir (Sekil
5.19, Cizelge 5.6).
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Sekil 5.18. Gruplara ait UBE2T gen ifadesi. *p<0.0001.

Cizelge 5.6. UBE2T Western blot jel gériintiilerine ait band yogunluklar1 (x10?)

UBE2T
Gruplar 0 6 12 24 48 72
Bant Yogunlugu (X10?) 10,643 | 15,359 | 15,623 | 12,85 18,636 | 26,339

Sekil 5.19. Western blot analizlerinden elde edilen UBE2T proteinine ait bant goriintiileri.
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BRCALI, tiimor baskilayici genlerdendir. BRCA1, BARDI ile birlikte DNA c¢ift
iplik kirilmasina bagli homolog rekombinasyon tamir mekanizmasinda gorev alir. BRCAI
tek basma aktivite gosterdigi gibi BARDI1 ile daha gii¢lii E3 ligaz aktivitesi gosterir.
BARDI1’in tek basina E3 ligaz aktivitesi gostermedigi bilinmektedir (Fang et al., 2003).
BRCAT1 ve BARD1’in gen ve protein miktarlar1 incelenmistir.

BARDI1’in gen ifadesi rejenerasyonun farkli siirelerinde (0, 6, 12, 24, 48, 72)
incelenmistir. Sekil 5.20’e gore; PH gruplarinda, BARD1’in ifadesi 12. saatten itibaren
artmaya baslamis; 24. saatte en yiiksek seviyesine ulasarak (~70 kat), 72. saate kadar
diisiis gdstermistir (~20 Kat). Istatistiksel olarak Sham gruplari ile karsilastirildiginda PH12
(p<0.001), PH24 (p<0.0001), PH48 (p<0.001) ve PH72 (p<0.05) saat gruplarinda anlamli
farklilik belirlenmistir (Sekil 5.20).

BARD1 Western blot analizleri incelendiginde PH6, PH12, PH24, PH48 ve PH72
saat gruplarinda protein miktarlarinda artis oldugu belirlenmistir. BARDI1 protein
miktarlarindaki artis PH12 ve PH24 saat gruplarinda en belirgindir ve PH24 saat grubunda
BARDI proteini bant yogunlugu en yiiksektir. PH72 saat grubunda protein miktar1 bant
yogunlugu PH12 ve PH24 saat gruplarina gore diisiis gostermistir (Cizelge 5.7 Sekil 5.21).
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Sekil 5.20. Gruplara ait BARD1 gen ifadesi. *p<0.001 **p<0.0001 *+p<0.05

Cizelge 5.7. BARD1 Western blot jel goriintiilerine ait band yogunluklar1 (x10?)

BARD1
Gruplar 0 6 12 24 48 72
Bant Yogunlugu (X10?) 1,568 |955 |21,921 | 37,399 | 6,048 | 19,915

0 6 12 24 48 72

BARDl —» - - k= L

Sekil 5.21. Western blot analizlerinden elde edilen BARD1 proteinine ait bant goriintiileri.
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BRCAL gen ifadesine ait veriler incelenmistir. PH gruplarinda, 12. saatten itibaren
BRCAL1 gen ifadesinin artmaya basladigi, 24. saatte en yiiksek seviyesine (~5 kat) ulasarak
72. saate kadar diisiis (~3 kat) gosterdigi belirlenmistir. Istatistiksel olarak SH gruplari ile
karsilastirildiginda; PH 12, 24, 48, 72 saat gruplarinda meydana gelen artislarin anlamli
oldugu belirlenmistir (Sekil 5.22).

BRCAT1 e ait Western blot jeli bant yogunluklar1 incelendiginde PH6, PH12, PH24,
PH48, PH72 protein miktarlarinin arttig1 belirlendi. PH6’da artig gdsteren protein miktari
PH12 ve PH24 saat gruplarinda da artmaya devam etmistir ve PH72 saat grubunda en
yiiksek seviyesine ulagsmistir. PH48 saat grubunda BRCAI protein miktarinda bir miktar
diistis oldugu tespit edilmistir (Sekil 5.23, Cizelge 5.8).
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Sekil 5.22. Gruplara ait BRCAL gen ifadesi. *p<0.05 +p<0.01

Cizelge 5.8. BRCA1 Western blot jel goriintiilerine ait band yogunluklar1 (x10?)

BRCAL
Gruplar 0 6 12 24 48 72
Bant Yogunlugu (X102 8,253 | 14,109 | 15398 | 15,017 | 13,018 | 17,614

BRCA1 —

e R ®
v \ B
= i i “
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Sekil 5.23. Western blot analizlerinden elde edilen BRCA1 proteinine ait bant goriintiileri.
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UBE2T, Fankoni yolaginda gorevli E2 enzimidir. BARD1 ve BRCA1, DNA

onarim mekaizmalarindan homolog rekombinasyonda goérev alir.

Fankoni yolagi, homolog rekombinasyon, niikleotit eksizyon onarimi ve
translezyon sentezini i¢eren karmasik bir mekanizmay1 koordine ettigi diisiiniilmektedir
(Moldovan ve D’Andrea, 2009). Fankoni yolaginda meydana gelen mutasyonlar,
hastalarda Fankoni anemisine sebep olur ve bu hastalarda DNA’da meydana gelen ¢apraz
bag hasar1 tamir edilemedigi i¢in kansere yakalanma riski yiiksektir (Cheung ve Taniguchi,
2017).

UBE2T, Fankoni yolaginin alt basamaklarinda yer alan FANCI/FAND2
kompleksinin monoubikutinasyonundan sorumludur (Cheung ve Taniguchi, 2017).
FANCI/FAND2 monoubikutinasyonunun gerceklesmesi BRCA1 ile iliskili efektor

proteinlerin kromatine baglanabilmeleri i¢in gereklidir (Jones ve Huang, 2012).

UBE2T ile ilgili son zamanlarda yapilan ¢alismalarda UBE2T gen mutasyonlarinin
Fankoni anemisine sebep olabilecegi (Hira vd., 2015) ve siirekli ekspresyonunun ise
kanseri tetikledigi gosterilmistir (Hu vd., 2016). 2019 yilina ait bir ¢aligmada
hepatosellular karsinoma (HCC) hiicrelerinde UBE2T geninin silinmesi proliferasyonu
durdurmustur. Bu ¢alisma sonuglarina gére UBE2T, siklin-B ve Cdk1’i diizenleyerek Go-
M kontrol noktasinin agilmasina yardimeci olmaktadir (Liu vd., 2019). Karaciger
rejenerasyonunda hiicrelerin Gz fazi1 2-4 saat siirmektedir (Xu vd., 2005) ve hiicreler, PH
sonrasi yaklagik 36-48. saatte mitoza girmektedir (Steer, 1995; Fausto, 2000; Kurinna ve
Barton 2011). UBE2T gen ifadesinin ve protein miktarinin PH12. saat sonrasinda artis

gostermesi rejenerasyona bagli G2-M kontrol noktasinin agilmasi i¢in gerekli olabilir.

Karaciger rejenerasyonu sirasinda UBE2T gen ifadesi ve protein miktarindaki artig
ayn1 zamanda Fankoni yolagi ile iligkili olabilir. Fankoni yolag1 bazi kimyasallarin, iyonize
radyasyon, UV gibi DNA ipliginde karsilikli capraz baglanmaya sebep olan ajanlarin etkisi
ile aktive olur. Fankoni yolagimin hi¢bir ajana maruz kalinmasimi gerektirmeden endojen
faktor kaynakli da aktive oldugu bilinmektedir. Endojen faktdrlerden bir tanesinin de
replikasyon stresi oldugu diistiniilmektedir (Jones ve Huang, 2012). Replikasyon stresinin

siirlart ¢izilmis belli bir tanim1 heniiz yoktur. Ancak replikasyon stresi “replikasyon



113

catalinin ¢6kmesi” olarak tanimlanabilir (Zeman ve Cimprich, 2014). Replikasyon, yiiksek
organizmalarda onbinlerce replikasyon orjininden ayni anda baslar. Replikasyon orjinleri S
fazindan Once proteinlerle isaretlenir. DNA replikasyonu basladigi anda, replikasyonun
etkili bir sekilde tamamlanabilmesi i¢in hiz, dogruluk, niikleotitler ve replikasyon faktorleri
gibi ilgili kaynaklarin tiiketim ve dagilimmin dengeli olmas1 gerekir. Niikleotid miktarmin
yetersiz olmasi, DNA replikasyonu devam ederken bir taraftan da transkripsiyonun
gerceklesmesi, tekrarlayan DNA elemanlari, DNA sekonder yapisi, kirilgan bolgeler gibi
bir dizi kosul ve engeller replikasyon catalinin durmasina neden olur (Zeman ve Cimprich,
2014). Durmus replikasyon catalinda, engeller ortadan kaldirildiktan sonra replikasyon
tekrar devam eder. Engellerin kaldirilamadigi durumlarda ise replikasyon c¢atali ¢oker ve
DNA hasar1 meydana gelir (Zeman ve Cimprich, 2014). Fankoni yolagi, replikasyona bagh
olusan bazi hasarlarin tamirini icerir (Moldovan ve D’Andrea, 2009). Oncelikle DNA
capraz baglant1 bolgesi taninir ve Fankoni yolagina ait proteinler bu bdlgede toplanarak
UBE2T tarafindan FANCI/FANCD2’ye monoubikutin eklenir. Sonrasinda DNA’da
bulunan ¢apraz bag kesilir ve bu kisim homolog rekombinasyon mekanizmasi yoluyla
tamir edilir. DNA’nin diger ipligi ise translezyon sentezi ile baypas edilir (Krishnan vd.,
2016).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, Fankoni yolagi ile mitokondri iligkisini ortaya
koyar niteliktedir. Fankoni yolaginin harekete gec¢iren ve DNA’da hasar olusturan endojen
kaynaklar arasinda aldehit yer almaktadir. Aldehitin asetata doniistiiriilmesinde rol
oynayan aldehit-dehidrogenaz mitokondride yer almaktadir (Cheung ve Taniguchi, 2017).
Lavie ve vd.nin caligmasinda (2018) suksinat dehidrogenez alt birimi A’nin ubikutin
proteozom sistemine bagli yikimmin ATP iiretimine katki sagladigi belirtilmistir. Bu
calismada ayrica Ubikutin yolaginin ortamdaki ATP miktarina bagli olarak degrade
edecegi hedef proteinin degisebilecegi belirtilmektedir. PH sonras1 karaciger rejenerasyonu
sirasinda mitokondri sayisinin ve ATP miktarinin arttigi bilinmektedir. Mitokondride yer
alan ve Fankoni anemi yolag: ile iliskili olan mitokondriyal proteinlerin ubikutin

proteozom aracilig1 ile yikiminin bahsedilen siiregteki etkileri heniiz bilinmemektedir.

Translezyon sentezi Rad6 ile iligkilidir. Mayalarda bulunan Rad6’nin homologu
UBE2A ve UBE2B’dir. Calismamizda UBE2A ve UBE2B ifadeleri PH12. saatte hafif artis

gostermis; ancak fold2’nin altinda kaldig1 i¢in anlamsiz kabul edilmistir.
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Rad6/Rad18 E3 ligaz kompleksi PCNA’ya ubikutin ekler. Mayalarda yapilan bir
caligmada Rad6 miktarinin, DNA hasarli hiicrelerde ve mayoz sirasinda artis gosterdigi
mitoz sirasinda ise degismeden kaldigi gosterilmistir (Madura vd., 1990). Farkli hiicre
tipleriyle yapilan c¢alismada, UBE2A ve UBE2B RNA ve protein miktarlarinin mitoz
sirasinda artis  gostermedigi belirtilmistir (Koken vd., 1996). Hedglin ve Bekovic
arastirmasinda (2015) Rad6/rad18 araciligi ile olusturulan cevabin genotoksisiteden
bagimsiz aktive olabileceginden bahsetmektedir. Rejenerasyon siirecindeki ifadeleri ile
ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir Bu mekanizmalarin aydinlatilabilmesi igin

daha fazla calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Homolog rekombinasyon tamir mekanizmasi BRCA1 ve BARDI ile iligkilidir
(Garcia-Higuera vd., 2001; Balta vd., 2003; Moldovan ve D’Andrea, 2009; Jones ve
Huang, 2012; Ceccaldi vd., 2016; Hu vd., 2016). BRCAI tek basina E3 ligaz aktivitesi
gosterebilirken; heterodimer yap1 gosterdigi BARDI1 tek basina E3 ligaz aktivitesi
gosteremez. BRCA1/BARDI ise daha giiclii bir E3 ligaz aktivitesi gosterir (Fang vd.,
2003). Yapilan literatiir arastirmalarinda siganlarda karaciger rejeneresyonunda BRCAI
gen ifadesi ile ilgili sinirli sayida calismaya rastlanmistir Karaciger rejenerasyonunda

BARD1’in ele alindig1 herhangi bir ¢caligmaya rastlanmamustir.

BRCAT1’in karaciger rejenerasyonu lizerine etkisi heniiz bilinmemektedir. Hiicre
kiiltiirii galismalarinda BRCA1 geninin Go ve erken G: fazinda oldukga diisiik eksprese
edildigi, ge¢ G1 ve S fazinda ekspresyonunun maksimum seviyeye ulastiglr gosterilmistir
(Vaughn vd., 1996). Calismamiz sonuglart1 bu g¢alisma ile paraleldir ve PH sonrasi
hiicrelerin olas1 G1 fazina denk gelen PH6. saatte BRCA1 proteininin varlig1 gosterilmis;
DNA replikasyonunun en yiiksek oldugu PH24. Saatte BRCA1 gen ifadesinin en yliksek

oldugu ortaya konmustur.

2011 yihinda Wang ve Xu’nun caligmasinda, PH ile karaciger rejenerasyonunun
tetiklendigi sicanlarda BRCA1 gen ifadesinin iki ekspresyon piki olusturdugu ve bu
piklerin birinin 24-30 saat, digerinin 36-72 saatte meydana geldigi Dbelirtilmistir.
Calismamiz ile karsilastirildiginda BRCA1 gen ifadesinin 24. saatte benzer sekilde pik
yapmistir. Calismamizda ikinci bir pik gézlenmemistir; ancak bunun sebebi PH sonrasi 30

ve 36. Saat gruplarinin ¢alismamizda yer almamasiyla iligkili olabilir. Calismamizda PH30
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ve 36 saatleri yer almadig icin BRCA1 gen ifadesinde dogrudan bir diisiis izlenmistir.
BRCAL1 gen ifadesinde meydana gelen PH24. saatteki pik ve PH72. saatte meydana gelen
diisiis Wang ve Xu’nun calismasi (2011) ile benzerdir. Baska bir ¢alismada %60 PH
modelinde, BRCA1 gen ifadesinin Gi fazinda arttign gosterilmistir (Nygéard vd., 2012).
Alkolik karaciger (Liu H. vd., 2015) ve kimyasal ile tetiklenen karaciger rejenerasyonu
modeli (Borude vd., 2018) ¢alismalarinda BRCA1 gen ifadesinin arttigi gosterilmistir. Xu
ve vd.nin PH ¢alismasinda (2009) BRCA1 gen ifadesinin mitozun metafaz sathasinda

artti1 bildirilmistir.

BRCAL1/BARDL ile birlikte homolog rekombinasyon tamirinde rol oynayan ve
hasarin oldugu bolgede ubikutin zincirleri olusturan RNF8/RNF168 heterodimer
kompleksinden RNF8’in gen ifadeleri incelenmistir. RNF8 ekspresyonu PH12. saatte pik
yaparak SH12 grubuna gore 3 kat artis gostermistir. Ancak istatistiksel analizinde anlaml
bir fark olusturmadig i¢in grafigi verilmemistir. (Cizelge 5.1, Cizelge 5.2). Calismamizda
BRCA1 ve BARDI PH24. saat en yiiksek seviyesine ulagmistir. RNF8/RNF168’in
BRCA1/BARDI1 kompleksinden hemen dnce aktive oldugu diisiiniildiiglinde PH12. saatte
pik gostermesi olagandir. RNF8’in 3 kat artis gostermesi ile karaciger rejenerasyonunda

homolog rekombinasyon tamir mekanizmasinin aktif oldugu goriisiinii desteklemektedir.

Homolog rekombinasyonda buraya kadar bahsedilen mekanizma bilinmesine
ragmen ilk basamagi olusturan ubikutinasyon asamasi bilinmemektedir. UBAL ve UBAG,
ubikutinasyonun ilk basamagini olusturan E1 enzimleridir. Diger UBA ailesi ubikutin
benzeri molekiillerin aktivasyonundan sorumludur. Moudry ve vd.nin ¢alismasinda (2012)
UBA1’in homolog rekombinasyon ile DNA hasarmin onarimi sirasinda, ¢ekirdekte
bulunmasina ragmen hasarli kromatinin oldugu bdlgeye baglanmadigini gostermistir.
Benzer sekilde UBAG6 da c¢ift DNA zincir kirigimmin bulundugu bolgede birikim
gostermemistir. Ancak UBAL1’in DNA hasarina kars1 olusturulan yanit i¢in gerekli oldugu
gosterilmistir (Moudry vd., 2012). Calismamizda UBA1 ve UBAG6 gen ifadeleri
degerlendirildiginde; UBAL1 ve UBAG ifadesinde PHI12. saatte hafif bir artis olmasina
ragmen anlamli bulunmamistir. Ancak ubikutin benzeri molekiillerin aktivasyonundan
sorumlu UBA ailesinin diger iiyelerinden UBA2 ve UBA5’in ifadesinde PH12. saatte
anlamli fark gozlenmistir. PH sonrasi karaciger rejenerasyonunda DNA ¢ift zincir kirigina

kars1 homolog rekombinasyonal onarim i¢in olusturulan hiicresel yanitta UBA2 ve UBAS
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daha aktif rol oynayabilecegini diisiindiirmiistiir. Qin ve vd.nin ¢alismasi da (2019) bu
hipotezi desteklemektedir. Bu ¢alismada UBAS5’in rol oynadigi UFMilasyonunun, DNA
cift zincir kiriklarina karsi hiicresel yanit olusturulmasi sirasinda ATM aktivasyonu igin

gerekli oldugu ortaya konmustur.

Elde edilen literatiir taramalar1 ve sonug¢larimiza gore DNA ¢ift zincir kirigina baglh
homolog rekombinasyon mekanizmalarinin karaciger rejenerasyonu 12-24. saatlerin aktif
oldugunu gostermektedir. Bilindigi gibi PH sonrasi 24. saat DNA replikasyonunun en
yilksek oldugu zamandir. DNA replikasyonunun yiiksek oldugu durumda yiiksek
organizmalarda replikasyon stresinin meydana gelmesi olas1 goriinmektedir. Ledesma ve
vd.nin c¢alismasinda replikasyonun basarisiz olmasi sonucunda ¢ift zincir kiriklarmin
kendiliginden meydana gelebilecegi belirtilmistir (Cortés-Ledesma ve Aguilera, 2006).
Replikasyon stresi, replikasyon catalinin durmasina hatta ¢okmesine sebep olabilir.
BRCA1/BARD!’in durmus replikasyon c¢atalini korudugunu gosteren c¢alismalar da
mevcuttur (Daza-Martin vd., 2019). Ancak durmus replikasyon catalinin yeniden
replikasyona baglamasi sirasinda homolog rekombinasyonun nasil bir katkis1 oldugu heniiz

netlik kazanmamustir (Costes ve Lambert, 2013).

Calismamizda PH sonrast 24. saatte BRCAl ve BARDI’in yiiksek olmasi;
DNA’nin homolog rekombinasyon tamiriyle iliskilendirilebilinir. RNF8 gen ifadesinde
meydana gelen artig da bu iliskiyi destekler niteliktedir. Ayrica UBA1’den ziyade UBA2
ve UBAS5’in daha aktif rol oynayabilecegi diigiiniilmektedir (Kurtoglu ve Tekedereli, 2001;
Chapman vd., 2012).

BRCA1/BARDI1, DNA onarmminin yanisira G2-M kontrol noktasinin asilmasi ve
sentrozom duplikasyonu (Deng, 2002; Kais ve Parvin, 2008) mekanizmalariyla da
iliskilidir. Calismamizda BARD1 ve BRCAI ifadesinin PH72. saate kadar devam ediyor
olmas1 G2-M kontrol noktasinin asilmasi ve sentrozom duplikasyonu mekanizmalar ile

iliskili olabilecegini diislindiirmektedir.

Bazi arastirmalar hiicre dongiisiiniin kontroliinde rol oynayan dnemli bir faktor olan
APC/C kompleksi ile DNA onarim mekanizmalar1 arasinda da iliski olabilecegini

gostermektedir. Mitozun erken metafaz1 sirasinda ig kontrol noktasinin diizenlenmesinde
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rol oynayan APC/C®? inhibitérii MCC yapisinda bulunun Mad2 proteininin ekspresyonu
ile BRCA1 ekspresyonu iliskili bulunmustur (Deng, 2006). BRCA1 defekti bulunan
farelerde Mad2 ekspresyonunun da disiik oldugu gosterilmistir (Wang vd., 2004).
APC/C% E3 ligazinin da DNA onarim mekanizmalarindan translezyon sentezinde rol

oynadig belirtilmektedir (Boer vd., 2016b).

5.4.3. Karaciger rejenerasyonunda p53 ve p53’iin diizenlenmesinde rol oynayan olasi

mekanizmalar

p53, UV, hipoksi, viriis enfeksiyonu ve DNA hasar1 gibi stres sinyalleri lizerine
aktive edilir. Hasarli DNA yapisina sahip hiicrelerin, G1-S (Kastan vd., 1995) ve G,-M (Li
vd., 2009) kontrol noktalarinda durdurulmasinda rol oynar (Agarwal vd., 1995). DNA
hasarinin tamir edilmesi durumunda hiicre dongiisii kaldig1 yerden devam eder; tamir
edilememesi durumunda apoptoz mekanizmalari devreye girerek hasarli hiicre ortadan
kaldirilir (Kastan vd., 1995).

p53, E3 ligaz olan Mdm2’nin hedef proteinidir. p53 calismamizda yer alan hem
BRCA1/BARDL1 E3 ligaz hem de Mull E3 ligaz kompleksleri ile iliskilidir. (Fabbro vd.,
2004; Peng vd., 2016).

PH sonrasi karaciger rejenerasyonunun farkli siirelerinde p53 gen ifadesi
incelendiginde PH12 saat grubunun anlamli olarak farklilik gosterdigi belirlenmistir. PHO,
PH6, PH24, PH48 ve PH72 saat gruplari, sirastyla SHO, SH6, SH24, SH48 ve SH72 saat
grubu ile karsilagtirildiginda birbirlerine yakin bulunmustur. PH72 saat grubunda da p53

gen ifadesinde artis oldugu belirlenmis; ancak anlamli bulunmamistir (Sekil 5.26).
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Sekil 5.24. Gruplara ait TP53 gen ifadesi.

Karaciger rejenerasyonunda Gi fazina giris 4-6 saat olarak belirtilmektedir ve G
fazina girildikten sonra ve mitozdan Onceki fazda p53 gen ifadesinin arttigi gosterilmistir
(Thompson vd., 1986; Ozeki ve Tsukamoto, 1999). Yapilan c¢alismalarda PH sonras1 8.
Saatte p53 gen ekspresyonunun artis gosterdigi ve 12. saate kadar devam ettigi
gosterilmistir (Thompson vd., 1986 Ozeki ve Tsukamoto, 1999). Bizim ¢alismamizda da
benzer sonuclar elde edilmis ve PH sonrasi 6. Saatte p53 gen ekspresyonunun artis

gosterdigi ve 12. saatte en yiiksek (3 kat) seviyesine ulastig1 gdzlenmistir.

PH sonras1 12. saatteki p53 gen ifadesindeki bu artis BRCA1/BARD1 ve Mull gen
ifadeleri ile de paralellik gostermektedir. Hiicrede DNA ¢ift zincir kirigt DNA hasari
olustugunda BRCA1/BARDI DNA’ya yerlesir ve p53 aracilifi ile hiicre dongiisii
durdurulur. Mull hedef proteinlerinden Mfn2, p53°iin yikimindan sorumludur (Peng vd.,
2016). Mull gen ifadesindeki artisa bagli olarak Mfn2 yikilacagindan; Mnf2 aracili p53
yikim1 olmayacaktir. Bu nedenle PH 12. saatte Mull gen ifadesindeki artis ile yine aym
saatte p53 gen ifadesindeki artis1 dolayl olarak etkilemis olabilir.

Karaciger rejenerasyonunun bitis fazinda, p53°tn hiicre = dongiisiiniin
durdurulmasindan sorumlu oldugu bilinmektedir (Kurinna ve Barton, 2011). Calismamizda
PH48-PH72. saatlerde gozlenen p53 gen ifadesindeki hafif artig karaciger

rejenerasyonunun sonlandirilmastyla iligkili olabilir.
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5.4.4. Karaciger rejenerasyonunda ubikutin yolag: aracihi mitokondriyal fizyon ve

mitofajinin olasi rolii

Ubikutinin iligkili oldugu diger bir mekanizma mitofajidir. Mitofaji, hasarli,
yaglanmigs veya gereksiz mitokondrilerin segilerek yok edilmesidir (Villa vd., 2018).
Mitokondri ROS kaynagidir. Zamanla mtDNA’1 etkileyerek oksidatif fosforilasyon ve
biyogenez mekanizmalarinda bozulmayla birlikte hiicre 6liimiine neden olabilir. ROS,
hiicredeki lipit protein gibi temel yapilari bozar. Bu nedenle hiicrelerin varligin1 devam
ettirebilmeleri i¢cin mitofaji mantikli bir yoldur (Lemasters, 2005). Mitofaji Parkin aracili-
mitofaji ve Parkin-aracisiz-mitofaji olarak simiflandirilmaktadir (Palikaras vd., 2018). En
iyi tanimlanmig mitofaji yolagi Parkin (E3 ligaz) ve PINKI1 proteinleri tarafindan
gerceklestirilen yoldur (McWilliams ve Mugit, 2017; Palikaras vd., 2018).

Calismamizda PARK2 gen ifadesi incelendiginde tiim gruplarda ekspresyon
gostermedigi belirlenmistir (Cizelge 5.1, Cizelge 5.2). Son yapilan ¢alismalarda, E2
enzimlerinden UBE2N, UBE2L3, UBE2D2 ve UBE2D3 (UBE2D2/ 3)’iin Parkin bagiml
mitofaji i¢in gerekli oldugu gosterilmistir (Geisler vd., 2014). Bu genler arasinda UBE2N,
UBE2L3 ve UBE2D3’iin gen ifadeleri ¢alismamizda incelenmistir. UBE2N ve UBE2L3
ifadelerinde saatlere gore anlamli bir fark bulunmamistir. UBE2D3’iin PH grubu iginde,

saatlere gore incelendiginde, ifadesinde 6nemli bir farklilik gostermedigi belirlenmistir.

Ozet olarak Parkin-aracilt mitofaji ile iliskili Parkin (PARK2), UBE2N, UBE2L3
ve UBE2D3 genlerinin ifadelerinde; PH sonras1 karaciger rejenerasyonunun 0, 6, 12, 24,
48, 72 saatlerinde anlamli bir farklilik belirlenmemistir. Bu sonuglara gore Parkin aracili
mitofajinin PH sonrasi karaciger rejenerasyonu 0-72 saat siirecinde aktif olmadigi

anlasilmaktadir.

Parkin-aracisiz mitofajinin diizenlenmesinde Arihl, Smurfl ve Mull, rol oynar ve
her ticti de mitokondri zarinda yer almaktadir (Villa vd., 2017, 2018; Montava-Garriga ve
Ganley, 2019; Macleod, 2020). Calismamizda bu yolak ile iligkili Arih1l, Smurfl, Mull’in

gen ifadeleri saatlere gore incelenmistir.

Smurfl gen ifadesi incelendiginde anlamli bir farklilik gézlenmemistir. Arihl gen
ifadesinde PH sonrasinda diisiis gozlenmistir. Arihl gen ifadesinde gozlenen bu diisiis SH

grubu ile karsilastirildiginda PH48. saat grubunda anlamli bulunmustur (Sekil 5.24).
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Mull gen ifadesi degerlendirilmistir. Sekil 5.25°de PH gruplarina bakildiginda;
Mull’in 12. saatte en yiiksek seviyesine ulastigi (8 kat) ve 24. saatte hizli bir diisiis (~1 kat)
gosterdigi belirlenmistir. Istatistiksel olarak SH gruplar ile karsilastirildiginda; PH
grubunda 12. saatte meydana gelen bu artig anlamli bulunmustur (p<0.0001).

Mull mitofajiden farkli olarak mitokondriyal fizyon ve fiizyon olaylarinda etkin rol
oynar. Mull, Drpl’e SUMO ekleyerek mitokondriyal fizyonu baslatirken; mitokondriyal
fiizyonu engeller (Peng vd., 2016). Fizyon ile mitokondrinin hasarli kismi, hasarsiz
kismindan ayrilmis olur (Youle ve Van Der Bliek, 2012).

Yapilan literatiir arastirmalarinda mitokondri ile rejenerasyonun iliskili
olabilecegini isaret eden ¢aligsmalar mevcuttur; ancak molekiiler mekanizmasi agik degildir.
Duguez ve vd.nin ¢alismasinda (2002), mitokondriyal protein sentezi inhibe edildiginde;
kas farklilasmasinin gergeklesmedigi gosterilmistir. Han ve vd.nin ¢alismasinda (2016);
hasarl1 aksonlarda mitokondri sayisinin arttiritlmasinin rejenerasyon siirecine destek oldugu
belirtilmistir. Polimeno ve vd.nin ¢aligmasinda (2000); Augmenter of Liver Regeneration
(ALR) proteinin si¢anlardaki etkisi arastirilmistir. ALR nin, hepatektomi sonrasi karaciger
rejenerasyonunda arttigi bilinmektedir. ALR enjekte edilen sicanlarda mitokondriyal
proteinlerin ve mitokondriyal transkripsiyon faktorii-A’nin artisin1  saglamistir. Bu
faktorlerin artist ise karaciger mitokondrilerinin oksidatif fosforilasyon artis1 ile

iliskilendirilmistir.

Karaciger rejenerasyonu ile mitofaji ya da mitokondriyal fizyon iliskisini agiklayan
herhangi ¢alismaya rastlanmamistir. Ancak karaciger rejenerasyonu sirasinda mitokondri
sayt ve yapisinin bahsedildigi arastirmalara rastlanmistir. Viragh ve Bartok’un
calismasinda PH sonrasi farkli rejenerasyon siirelerinde karaciger dokusu elektron
mikroskobunda incelenmistir. PH24. saatte mitokondrilerin sismis, kaba, diizensiz sekilli
ve krista sayilarinin az oldugu belirtilmistir (Viragh ve Bartok, 1966). Baska bir ¢aligmada
karaciger rejenerasyonunda DNA replikasyonu baslamadan o©nce fonksiyonlarinin
bozuldugu belirtilmistir. Fonksiyonlarinin bozulmasi, mitokondrilerde gézlenen sismenin
ultrasutruktural yapisinin bozulmasi ve matriks proteinlerinin sitoplazmaya salinmasiyla
ilgili olabilecegi belirtilmistir (Ferri vd., 2005). PH sonras1 7-24 saatleri arasinda azalmis

ATP sentezi de mitokondriyal disfonksiyonu desteklemektedir (Guerrieri vd., 1999).
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PH sonrasinda kalan karaciger dokusuna gelen kan akimi ii¢ kat artmaktadir.
Artmis oksijen miktarina bagl olarak ROS salinimiyla oksidatif stres meydana gelmektedir
(Ferri vd., 2005). Karaciger rejenerasyonunun erken fazinda ROS’un arttigini gosteren
caligmalar mevcuttur. Bu calismalarda lipit peroksidasyonu gostergesi olarak kullanilan
malondialdehit (MDA) ve oksitlenmis protein PH7-24 saatlerinde artis gostermistir
(Guerrieri vd., 1999). PH sonrasi karaciger rejenerasyonu erken fazinda dokuya gelen kan
akimmin artmasma bagli olarak meydana gelen oksidatif hasar, mitokondri yapi ve
fonksiyonunu da etkilemektedir (Ferri vd., 2005; Guerrieri vd., 1999; Guerrieri 1995).
Bozulmus mitokondrinin ise daha fazla ROS iirettigi distiniilmektedir (Guerrieri vd.,
1999). Bozulmus mitokondriler, hiicreye daha fazla zarar vermeden ortadan kaldirilmasi
veya zarar vermesi engellenmelidir (Lemasters, 2005; Montava-Garriga ve Ganley, 2019;
Youle ve Van Der Bliek, 2012).

Mitofaji, fonksiyonu bozulmus biitiin bir mitokondrinin komponentleri ile beraber
yok edilmesidir. Mitokondriyal fizyon ise, mitokondrinin fonksiyonu bozulmus kisminin
fonksiyonu bozulmamis kismindan béliinerek ayrilmasidir. Fiizyon, islevsiz mitokondrinin,
fonksiyonel mitokondri ile birlesmesidir ve bu sayede mitokondriler arasinda bilesenlerin
paylastirilmasiyla bozuk mitokondri stresten kurtarilir (Youle ve Van Der Bliek, 2012).
Her ne kadar mitokondriyal fiizyon ile iki mitokondri igeriginin birlesimi homeostazi
acisindan 1iyi oldugu belirtilse de bununla ilgili bir testin olmayisi, kanser, karaciger
yaglanmasi, miyopati gibi patolojik durumlarda mitokondriyal fizyon yoklugu ve azalmas,

megamitokondrilere rastlanmasi karisikliga sebep olmaktadir (Yamada vd., 2018).

Ozetle; PH ile beraber artan oksidatif stres mitokondrilerin yap1 ve
fonksiyonlarinda bozulmaya sebep olur. Bir yandan da karacigerin PH ile kaybolan
metabolik aktivitesinin tekrar kazandirilmasi igin hiicrelerin proliferasyonu gereklidir. PH
sonrasinda karaciger rejenerasyonu gerekli olan enerji ve hiicresel madde ihtiyacinin
karsilanmas1 DNA replikasyonunun diizgiin ilerleyebilmesi i¢in sarttir. DNA replikasyonu
sirasinda enerji ve protein ihtiyacinin karsilananmamasi, replikasyon stresi gibi sonuglara
sebep olabilir. Hiicrelerin yiiksek enerji ihtiyacini karsilayabilmek i¢in mitofaji ile
mitokondrilerin yikilmasi yerine fizyonu tercih ettigi diisiiniilmektedir (Montava-Garriga
ve Ganley, 2019). Mitokondriyal fizyon, biiyiiyen ve boliinen hiicreler igin gerekli

gorilmektedir (Youle ve Van Der Bliek, 2012). Calismamizda Parkin-aracili mitofaji
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yolagi genlerinden Parkin’in gen ifadesinde tiim gruplarda belirgin bir degisiklik
gézlenmemistir. Parkin-aracisiz mitofaji yolaklar1 ile iligskili Arihl gen ifadesinde 48.
saatte diislis gOriilmiistir. Mull gen ifadesinde 12. saatte anlamli artis belirgindir. PH
sonrast 12. saatte belirgin artis gosteren Mull, parkin-aracisiz mitofaji yolagi yanisira
mitokondriyal fizyon ile de baglantili bir gendir. Calismamiz PH sonrasi karaciger
rejencrasyonunun, Mull aracili mitofaji ve mitokondriyal fizyon mekanizmalari ile iliskili

olabilecegini ortaya koyan ilk ¢caligmadir.

Calismamizda yer alan MOCS3 geni ilging oldugunu diisiindiigiimiiz genlerden bir
tanesidir. Son zamanlarda yapilan ve 6diil alan ¢alisma verileri (Weber vd., 2020) ile

iligkili olabilecegini diisiinmekteyiz.

MOCS3, molibden kofaktor sentezinden sorumlu enzimlerden bir tanesidir. Ancak
Okaryotlarda iki yonlii fonksiyonu ile bilinir. MOCS3 ayni zamanda ubiquitin-related
modifier 1 (URM1)’i de aktive eder. URMI1, tRNA’lara 2-tiyoiiridin ekler. Tiyoiiridin
iceren tRNA modifikasyonlari ise mitokondriyal tRNA’lardir (Neukranz vd., 2019).
Dolayisiyla MOCS3’tin aktive ettigi URMI1 vasitasiyla mitokondriyal tRNA sentezi ile
dolayli olarak iligkilidir. MOCS3, 2-tiyoliridin tRNA sentezinde gerekli olan siilfiiri,
sitozolik NFS1’den temin eder. NFS1 ise mitokondrideki Fe-S kiimelerinin
biyosentezinden sorumludur. Bu ¢alismada Crisp/Casp9 ile olusturulan MOCS3 knockout
hiicrelerde, [4Fe-4S] yapisindaki akonidaz enzim miktar1 Olgiilerek MOCS3’in rolii
arastirllmistir. Buna gére MOCS3 knockout hiicre hatlarinin {igiincii giiniin sonunda olmast
gerekenin neredeyse yarisi kadar oldugu ve akonidaz sentezinin ise %50 oraninda azaldigi
gosterilmistir. Akonidaz sentezindeki bu azalmanin, Fe-S ile iligkili olup olmadigi
bilinmektedir (Neukranz vd., 2019). Ancak akonidaz enzim miktarinin azalmasi,

MOCS3’iin Fe-S kiimesi biyosentezi {izerine olasi etkisi ile iligkili gibi goriinmektedir.

Diger taraftan 6diil alan Weber ve vd.nin galismasinda (2020), hiicre proliferasyonu
icin daha asitik lizozomun gerekli oldugu gosterilmistir. Lizozom bazi1 anabolik ve
katabolik foniksiyonlar i¢in Onemlidir ve demir homeostazinda anahtar rol oynadigi
gosterilmistir. Bunun yanisira BafAl aracilign ile lizozom zarinda bulunan asiditeyi
saglayan pompa inhibe edilerek; proliferasyon i¢in gerekli olan diisiik pH engellenmistir.

Olusturulan bu lizozomal bozukluk; Fe-S kiime proteinlerinden SDHB ve FECH’in
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katalitik aktivitesini ya da stabilitesini bozmustur. FECH, hem biyosentezinin en son
basamagindaki enzimdir ve akonidazin katalitik aktivitesi icin gereklidir. Ayrica bu
calisma ile demir yetersizligine bagli lizozomal disfonksiyonuyla elektron tagima
zincirinde bozukluk, hipoksi benzeri sinyal yolagmin aktivasyonu, merkezi karbon
metabolizmasiyla iligkili oldugu gosterilmistir. Bu c¢alismada lizozomal fonksiyon
bozuklugunun mitokondriyal metabolizma bozukluguna sebep olabilecegine isaret

edilmistir.

Ferecatu ve vd.nin c¢alismasinda mitokondriyal transmembran potansiyelinin
diizenlenmesi ile lizozomun iligkili olabilecegi belirtilmistir. Hatta kanser hiicrelerinde
goriilen megamitokondrilerin olugsmasina sebep olan mitokondriyal fizyon/fiizyon
dengesinin  bozulmasiyla degismeyen mitokondriyal transmembran potansiyeli
iliskilendirilmistir (Ferecatu vd., 2018).

Calismamizda MOCS3 ifadesi fold2’nin altinda kalmasina ragmen; PHI12 saat
grubunda 1.5 katlik artisla SH grubuna gore anlamli fark olusturmustur. Her ne kadar
fold2’nin altinda kalsa da son zamanlarda yapilan arastirmalar ile olan olasi iliskisi dikkat
¢ekicidir. Neukranz ve vd.nin caligmast MOCS3’in Fe-S protein sentezi ile iliskili
olabilecegine isaret etmektedir. Weber ve vd.nin galismasi ise proliferasyon igin demirin
gerekli oldugunu ve lizozomal disfonksiyonun Fe-S proteinlerinde bozukluklara sebep
olabilecegini gostererek Fe-S proteinleri ile lizzom iliskisine isaret etmektedir. Ferecatu ve
vd.nin calismas: ise lizozom mitokondriyal potansiyel ve mitokondriyal fizyon/flizyon
dengesi arasindaki iliskiyi ortaya koymaktadir (2018). Bu literatiir verileri géz Oniine
alindiginda; ¢alismamizda MOCS3 ifadesindeki artis Fe-S proteinlerinin sentezi, lizozom
aktivitesi dolayisiyla mitokondriyal potansiyel ve mitokondriyal fizyon/fiizyon ile iligkili

olabilecegine isaret etmektedir. Literatiirde bununla ilgili yeterli veri bulunmamaktadir.

Bununla birlikte Fe-S proteinlerinden bir tanesi de Fanconi yolagmna ait
komplekslerden FANCJ’dir (Zhang, 2014). Fe-S protein miktarindaki artigin Fankoni
yolagin1 aktive etmesi olasi bir sonuctur. Bu da calismamizda rejenerasyon sirasinda
Fankoni yolagina ait UBE2T ifadesindeki artisin molekiiler mekanizmasina 11k

tutmaktadir.
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5.4.5. ifadesi farkhlik gosteren diger genler ve karaciger rejenerasyonu iizerine olasi

rolleri

Calismamizda UBE2J2, UBA2 UBAS5, WWP1, RNF180, UBE2D3, UBE2GI,
UBE2Q1 genlerinin ifadesinde de SH gruplarina gére anlamli farkliliklara rastlanilmistir.
Bu genlerden RNF180, UBE2D3, UBE2GI1, UBE2QI’in gorevleri tam olarak
bilinmemekle birlikte ¢alismamizda yakin ekspresyon profilleri gosterdigi belirlenmistir.
UBE2J2, UBA2 UBAS5 genleri ise gorevleri kismen bilinmesine ragmen bahsedilen

mekanizmalardan farklilik gosterdigi icin ayri1 olarak degerlendirilmistir.

UBAZ2, hedef proteinlere ubikutin benzeri proteinlerden SUMO eklenmesinde
gorevli E1 enzimidir. DNA onarimi, kromozomlarin kardes kromatidlere ayrilmasi,
transkripsiyonun diizenlenmesi, niiklear proteinlerin hedeflenmesi gibi ¢esitli hiicresel

stireglerde rol oynadigi bilinmektedir (Di Bacco ve Gill, 2006).

UBA2 analizleri degerlendirildiginde; SH ve PH gruplarinin 24, 48, 72 saat
gruplarinda UBA?2 ifadesinde 6nemli bir farklilik gézlenmemistir. Ancak PH12 saat grubu

5.7 kat artis gostererek en yiiksek seviyesine ulasmis ve SH12 grubuna goére dénemli fark
gostermistir (p<0.001) (Sekil 5.27).
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Sekil 5.27. Gruplara ait UBA2 gen ifadesi. *p<0.001
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He ve vd.nin ¢alismasinda kolorektal kanserlerde, normal dokulara gére UBA2

ifadesinin arttig@1 ve proliferasyon igin gerekli oldugu gosterilmistir (He vd., 2018).

Yapilan ¢aligmalarda SUMOIlasyon mekanizmasinin hiicre dongiisii asamalarinin
diizglin ilerleyebilmesi i¢in gerekli oldugu ortaya konmustur; ancak hiicre donglisi
asamalar1 arasinda gegisi saglayan mekanizmalar heniiz agik degildir (Eifler ve Vertegaal,
2015). DNA onarim mekanizmalari ile iligkili oldugu gosterilmistir (Sarangi ve Zhao,
2015). Calismamizda UBA2 gen ifadesi PH12 grubunda anlamli fark gostermistir. PH
sonrasi karaciger rejenerasyonu 12. saatte DNA replikasyonunun basladig1 bilinmektedir
(Xu vd., 2005). UBA2 gen ifadesinin karaciger rejenerasyonu siirecindeki etkisi ile ilgili

herhangi bir arastirmaya rastlanmamustir.

UBAS5 (ubiquitin-like modifier-activating enzyme 5), hedef proteine ubikutin

benzeri proteinlerden UFM-1 eklenmesinde rol oynayan E1 enzimidir (Fang ve Pan, 2019).

UBAS5’in gen ifadesi incelendiginde PH grubunda 12. saatte ifadesinin 5.4 kat
arttig1 tespit edilmistir. SH grubu ile karsilastirildiginda UBAS geninde PHI12. saatte
meydana gelen bu artis1 anlamhidir. (p<0.001) (Sekil 5.28).
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Sekil 5.28. Gruplara ait UBAS gen ifadesi. *p<0.001
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UFMilasyonun, ER stresi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir (Fang ve Pan, 2019).
Son yapilan ¢alismalarla DNA ¢ift zincir kiriklarina karsi olusturulan hiicresel cevap
mekanizmasi ile iliskili olabilecegi belirtilmektedir (Fang ve Pan, 2019). UFMilasyon
mekanizmas1 heniiz bilinmemektedir; ancak kanser, hepatopoiez, ensefalopati,
aterosikleroz gibi bir¢ok patoloji altinda UFMilasyon bozuklugu ile iliskilidir. UFMilasyon
yolag ile iliskili genlerin down-regiilasyonu, karaciger fonksiyon bozukluklariyla iliskili
olup ¢esitli c¢aligmalarda ortaya konmustur (Fang ve Pan, 2019). Qin ve vd.nin
calismasinda (2019) H4 UFMilasyonunun, DNA ¢ift zincir kiriklarina kars1 hiicresel yanit
olusturulurken ATM aktivasyonu i¢in gerekli oldugu gosterilmistir. Meme kanserlerinde
proliferasyon iizerine etkili olan Ostrojen reseptdrii hedef genlerinin transkripsiyonunda
etkilidir (Yoo vd., 2014). UFM1 ve UFMilasyonun E3 ligazi olan UFL1 genleri silinmis
zebra baliklarinda hematopoietik hiicrelerin  telomer uzunluklarmin kisa oldugu

belirlenmistir (Lee L. vd., 2019).

UFMilasyonda gorevli baska bir E3 ligaz olan RCAD/Ufl1 yoklugunda anemiye
sebep oldugu, hematopoietik hiicrelerde biiyiik mitokondrilerin varligi, artmis ER stresi,
ROS {iretimi ve artmig p53 miktarina sebep oldugu belirtilmistir (Lee L. vd., 2019).
Karaciger rejenerasyonunda UBAS5 ve UFMilasyonun rolii heniiz bilinmemektedir.
Calismamizla UBAS’in karaciger rejenerasyonu ile iliskili olabilecegi gosterilmistir. Elde
edilen literatiir taramalarina gore karaciger rejenerasyonunda PHI2. saatte UBAS
ekspresyonu artisi, DNA ¢ift zincir kirigma karsi hiicresel yanitin olusturulmasi,

mitokondriyal dinamik ve hematopoiez ile iliskili olabilir.

UBE2J2 (Ubc6) endoplazmik retikulum (ER) zarinda bulunan ve ER-aracili
degradasyon (ERAD)’da gorev alan E2 enzimlerindendir (Wang vd., 2009). UBE2J2
ifadesinde PH gruplarinda 12. saatte yaklasik 3.5 kat artis gdstererek en yiiksek seviyesine
ulagmustir ve 24. saatte diisiis gostererek (yaklasik 1.7 fold), 48. saatte sham grubu ile ayn1
gen ifadesi diizeyine inmistir. PH72 saat grubunda tekrar artis géstermeye baslamis; ancak
anlamli bir fark olusturmamistir. UBE2J2 ifadesi SH gruplar ile karsilastirildiginda; PH12
ve PH24 saat gruplarinda anlamli fark belirlenmistir (Sekil 5.29).

UBE2J2 (Ubc6), ER yer alan E2 enzimlerinden biridir. ER, hiicrede proteinlerin

salgilanmasindan ve dogru katlanmasindan sorumludur. Ancak artan g¢evresel sorunlar
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proteinlerin yanlis katlanmasina sebep olabilir. Bunun sonucunda yanlis katlanmis
proteinler igin hiicresel yanit olusur. Hiicreleri proteotoksisiteden korumak igin ERAD
sistemi aktif olur. ERAD, yanlis katlanmig proteinlere karsi verilen yanitta gorevli temel
mekanizmadir ve bir ubikutin proteozom sistemidir (Lam vd., 2014). UBE2J, gevresel
faktorler ile olusan yanlis katlanmis protenlerin, hiicrede farkedilmesinden yaklasik dort
saat sonra ifadesinin artig1 ¢alismalar ile gosterilmistir (Oh vd., 2006; Lam vd., 2014). Bu
sonu¢ calismamiz ile paralellik gostermektedir. UBE2J2 gen ifadesi PH6. saatte artmaya
baglamistir (Sekil 5.29). PH’nin hemen sonrasinda olusan oksidatif stres bagli olarak
hiicresel proteinlerin yapisinda da bozulmalar meydana gelecektir. Bu nedenle PH sonrasi
olusan hasarli proteinlerin yikilmasi amaciyla UBE2J2’nin PH6. saatte ifadesinin artmaya
baslamasi olagandir. UBE2J2’nin gen ifadesine bakarak ERAD aktivasyonunun PH12.
saatte en yiiksek oldugunu ve PH48. saate kadar devam ettigini sdyleyebiliriz (Sekil 5.29).
PHA48. saat hepatositlerin ¢ogunun mitoza girdigi goz oniine alindiginda G2-M fazinda
UBE2J2’nin ifadesi diigmustiir. PH72. saatte UBE2J2°nin gen ifadesi tekrar artmaya
baslamistir (Sekil 5.29). Karaciger rejenerasyonunda 72. saatten sonrasi bitis fazidir ve
hiicre farklilasmasi belirgindir. UBE2J2’nin PH72. saatteki artist hiicre farklilagmasi rolii
ile iligkilendirilebilinir. UBE2J’’nin HCC hiicrelerinde, hiicre farklilagmasi ve invazyonda
rol oynayabilecegi gosterilmistir (Chen vd., 2017). Literatiir taramalari ile destekledigimiz
sonuglarimiza gore karaciger rejenerasyonunda UBE2J2 gen ifadesindeki degisiklikler,

ER-aracil1 proteinlerin degradasyonu ve hiicrelerin farklilagmasi ile iligkili olabilir.
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Sekil 5.29. Gruplara ait UBE2J2 gen ifadesi. *p<0.01, +p<0.05
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WWP1, RNF180, RNF40 UBE2D3, UBE2G1, UBE2Q1’in ifadeleri SH grubunun
24. ve/veya 48. saatlerinde artis gostermistir. APC/C kompleksi yapisinda yer alan
ANAPC11 de benzer ekspresyon gostermistir. Literatiirlerde bu genlerin DNA onarimi ve
proliferasyon ile iliskili oldugu bilinmektedir; ancak birbirleri ile iligkili olabileceklerine

dair veri olduk¢a sinirhdir.

RNF180 (Rines), ER’nin sitoplazmaya bakan zarinda bulunur ve RING E3
ligazlarda bulunan RING alt birimine sahiptir. (Ogawa vd., 2008). RNF180 gen ifadeleri
saatlere gore degerlendirildiginde; PHO, PH6, PH12, PH48 ve PH72 saat gruplar ile SHO,
SH6, SH12, SH48 ve SH72 saat gruplarinin benzer bulunmustur. PH24 saat grubuna ait
RNF180 gen ifadesinin, SH24 saat grubuna gore yaklasik 37 kat diistiigli belirlenmistir
(p<0.0001) (Sekil 5.30).
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Sekil 5.30. Gruplara ait RNF180 gen ifadesi. *p<0.0001

Mide kanserlerinde RNF180 gen ifadesinin olmadig1 ya da diisiik ifade edildigi
belirtilmistir. RNF180’in tiimdr baskilayict etkisi oldugu ve apoptozu tetikleyebilecegi
gosterilmistir (Cheung vd., 2012). Calismamizda PH gruplarinda RNF180 gen ifadesi
oldukea diisiiktlir ve proliferasyon icin RNF180’in apoptotik etkisinin baskilanmasi igin

gerekli olabilecegini diisiindiirmiistiir.

UBE2D E2 enzimlerinden biridir ve dort farkli UBE2D (UBCHLYS) ailesi iiyesi
vardir. Bunlar UBE2D1 (Ubchl5a), UBE2D2 (Ubchl5b), UBE2D3 (Ubchl5c) ve UBE2D4
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(Ubchl5d)’dir. UBE2D ailesinin farkli tip E3 ligazlar ile gesitli biyolojik siire¢lerde rol
oynadig1 bilnmektedir (Stewart vd., 2016). UBE2D ailesi iiyelerinin hiicre dongiisii
(Watson vd., 2019), DNA onarimi (Yang vd., 2013), otofaji (Geisler vd., 2014; Kwon ve
Ciechanover, 2017) mekanizmalari ile iliskili oldugu belirtilmektedir.

Calismamizda UBE2D ailesi tliyelerinden UBE2D3’iin gen ifadeleri PH nin farkl
saatlerine gore incelenerek SH gruplari ile karsilastirilmistir. SH24 saat grubunda UBE2D3
ifadesinin pik yaptig1 gozlenirken; PH24 saat grubunda gen ifadesi baskilandigi
g6zlenmistir. SH24 saat grubunun UBE2D3 gen ifadesi PH24 saat grubuna gore yiiksektir
(p<0.05) (Sekil 5.31).
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Sekil 5.31. Gruplara ait UBE2D3 gen ifadesi. p<0.05

Yang ve vd.nin ¢alismasinda (2016); 6zefagus kanser hiicrelerinde UBE2D3’{in
yiiksek ekspresyonunun DNA hasar1 onarimi oranini diisiirdiigii belirtilmistir. Ayni ekibin
yapmis oldugu farkli bir calisma UBE2D3’iin hedef proteinlerinden birinin hTERT
olabilecegi gosterilmistir. hTERT Okaryotlarda telomerin uzatilmasini saglayan
riboniikleoprotein enzimdir (Gao vd., 2016). Bu durumda UBE2D3’iin fazla olmasi bu
proteinin aktivasyonunu diistirecektir. Calismamizda UBE2D3 ifadesinin PH grubunda
diisiik olmasinin bdliinen hiicrelerin telomer uzunlugunun saglanmasi ve hiicrelere DNA

onarimi devamlilig i¢in gerekli oldugunu diistindtirmiistiir.
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UBE2D3 ve UBE2G1 (Ubc7) enzimleri birbirinden farklidir; ancak birbirlerini
tamamlayici rol oynadigi bilinmektedir. UBE2D3’{in ayn1 hedef proteine monoubikutin
ekledigi; UBE2G1’in de eklenen monoubikutin iizerine ubikutin molekiilleri ekleyerek
poliubikutin zinciri olusturdugu disiiniilmektedir (Sievers vd., 2018). Calismamizda
UBE2D3’de sham grubunda 24. saatte (Sekil 5.31); UBE2G1’de 48. saatte tek pik
g6zlenmistir (Sekil 5.32) ve bu fark PH24. saate gore anlamhidir (p<0.05). UBE2G1’in
hedef proteinlere, UBE2D3’den sonra ubikutin molekiilleri ekledigi goz oniine alindiginda;

gen ifadesinin UBE2D3’den sonra olmasi olagan goériinmektedir.
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Sekil 5.32. Gruplara ait UBE2G1 gen ifadesi. *p<0.05

UBEG]1, baska bir E3 ligaz olan CRL4“RBN’in adaptér proteini CRBN yikimindan
sorumludur ve DNA hasarina hiicresel yanit olusturulmasinda roli  oldugu
diigiiniilmektedir. Ancak DNA onariminda nasil bir rol oynadig1 bilinmemektedir (Zhou ve
Xu, 2019). Zhou ve Xu’nun ¢aligmasinda (2019); UBE2G1’in DNA hasari ile tetiklenen
apoptozdan hiicreleri koruyarak DNA hasarina verilen cevab1 inhibe ettigi
distiniilmektedir. UBE2D3 ile ilgili farkli bir ¢calismada da benzer sekilde UBE2D3’iin
yiiksek ekspresyonunun DNA hasart onarimi oranini diisiirdigli yoniinde sonug¢ elde
edilmistir (Yang vd. 2016). Calismamizda UBE2G1’in ifadesinin diisilk olmasi, DNA

onarimu ile iligkili goriinmektedir.
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UBE2G]1, ER membraninda yer alir (Cyr vd., 2002) ve ERAD aracili protein yikimi
ile iligkili goriinmektedir. (Fang vd., 2001).

Elde edilen literatiir taramalar1 her iki genin yiiksek ifadesinin ilag¢ direnci ile iliskili
oldugunu ortaya koymaktadir (Gao vd., 2016; Lu vd., 2018). Ila¢ direnci mekanizmalari,
mitokondriyal fizyon/fiizyon dengesinin korunmasinda rol oynayan mitokondri
transmembran potansiyeliyle de iliskili bulunmustur (Ferecatu vd., 2018). Bu anlamda
UBE2D3 ve UBE2GI1 ifadelerinin PH gruplarinda disiik olmasimi1 saglayan
mekanizmalarin aydinlatilmasi yoniindeki ¢alismalarin; ilag¢ direnci mekanizmalarina katki

saglayacag goriislindeyiz.

RNF40, RING E3 ligazlardandir ve RNF20 ile heterodimer kompleksi olusturur.
RNF20/RNF40 DNA ift iplik kirtlimimnin onariminda rol oynadigi belirtilmektedir.

Calismamizda RNF40’1n gen ifadeleri PH nin farkli saatlerine gore incelenerek SH
gruplar ile karsilagtirllmistir. PH gruplarinda 12.saatte 4 kat artis gostermis; ancak SH12
grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir fark géstermemistir. Diger taraftan RNF40 ifadesi
SH24 ve SH48 gruplarinda artis (~7 kat) gozlenirken, PH24 ve PH48 gruplarinda artis
olmamustir. Istatisksel olarak degerlendirildiginde SH24 saat grubundaki artis anlamlidir

(p<0.05) (Sekil 5.33).
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Sekil 5.33. Gruplara ait RNF40 gen ifadesi (p<0.05).
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RNF40’1n DNA c¢ift zincir kirig1 hasar1 onariminda rol oynadigi diisiiniilmektedir.
RNF40, baska bir E3 ligaz olan RNF20 ile kompleks olusturur. DNA ¢ift zincir onarimi ile
histon proteinlerinin modifikasyonlar1 i¢ igedir. Cilinkii kirigin oldugu bolgede siki
paketlenmis histon proteinlerinin gevsetilmesi ve DNA tamiriyle iligkili proteinlerin 0
bolgeye yerlesmesi gereklidir. BRCAI/BARDI1 kompleksi, DNA ¢ift zincir kiriginin
oldugu bolgedeki H2AX histon varyant proteinin ubikutinasyonunda ve ipligin
gevsemesinde rol oynar. Benzer sekilde RNF40/RNF20 E3 ligaz1 ise H2B histon proteinin
ubikutinasyonundan sorumludur. Ancak RNF40/RNF20 kompleksinin DNA onarim

mekanizmasi ile ilgili bilinenler oldukga kisithidir (So ve Ramachandran, 2019).

Calismamizda RNF40’1n ifadesi sham grubu 24. saatte yliksek olmasina ragmen;
PH grubunda diisiiktiir. Bu durum PH grubu 24. saatte RNF40 ekspresyonunun
baskilandigin1 disiindiirmektedir. RNF40 disinda bazi genlerin ifadesinde de benzer

sonuclara rastlanmistir. Bu genlerin karaciger rejenerasyonu ile iligkisi agik degildir.

Dong ve vd.nin ¢alismasinda UBE2D3’iin, BRCA1/BRCA2/BARD1 kompleksi ile
iliskili olabilecegi gosterilmistir (2003). Yang ve vd.nin ¢alismasinda (2015); 6zefagus
kanser hiicrelerinde UBE2D3’iin yiiksek ekspresyonunun DNA hasari onarimi oranim
distirdiigi gosterilmistir (Yang H. vd., 2016). DNA onarimi ile iliskili oldugu diisiiniilen
UBE2D3 ve RNF40’1n 24. saatte meydana gelen gen ifadelerindeki benzerlik ilgingtir.

RNF40 ve UBE2D3’{in PH sonrasi karaciger rejenerasyonundaki rolii bilinmemektedir.

UBE2Q1’in gorevi tam olarak bilinmemekle birlikte; bir¢cok kanser tiiriinde yiiksek
ifade edildigi bilinmektedir (Chang vd., 2015; Hosseini vd., 2019). Proliferasyon ve hiicre
dongiistiniin  ilerlemesi ile iligkili oldugu distinilmektedir (Chang vd., 2015).
Calismamizda UBE2Q1’in PH24, PH48, PH72 saat gruplarinda ifadesinin fold0.5’in
altinda oldugu belirlenmistir. PH ve SH gruplan istatistiksel olarak karsilastirildiginda
SH24 saat grubunda UBE2Q1 gen ifadesi artis gosterirken; PH24 saat grubunda gen
ifadesinin baskilandig1 ve diisiis gosterdigi belirlenmistir (Sekil 5.34).

UBE2QI ifadesinin yiiksek oldugu bilinen HCC hiicrelerinde UBE2Q1 ifadesinin
inhibe edilmesi ile hiicre dongiisiiniin kesintiye ugradigi ve UBE2Q1’in HCC olusumu

iizerine etkili olabilecegi belirtilmistir. UBE2Q1’in kanserlesme siirecindeki rolii heniiz
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bilinmemektedir. (Chang vd., 2015). Calismamizda UBE2Q1 ekspresyonunun karaciger

rejenerasyonunda baskilanmasi, hiicreleri kanserlesmeden koruyor olabilir.
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Sekil 5.34. Gruplara ait UBE2Q1 gen ifadesi. *p<0.01
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Sekil 5.35. Gruplara ait WWP1 gen ifadesi (p<0.005).

WWP1’in baz1 fizyolojik siireglerde rol oynadigi bilinmesine ragmen tstlendigi rol

ve mekanizmalar1 heniliz agik degildir. WWP1 genine ait RT-PCR sonuglar
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incelendiginde; SH12 ve SH24 saat gruplarinda yiiksek olan gen ifadesinin PH12 ve PH24
saat gruplarinda anlamli diistis gosterdigi belirlendi (Sekil 5.35).

WWP1 ile ilgili arastirmalarin ¢ogu da kanser iizerinedir. SOyle ki bazi kanser
tirlerinde WWP1 ekspresyonunun diisiik/hi¢ olmamasi, kanserin daha kotii oldugu
anlamina gelirken; bazi kanser tiirlerinde ise aksine WWP1 ekspresyonunun yiiksek olmasi
daha kotii anlamina gelmektedir (L. Zhang vd., 2015). Baz1 kaynaklarda tiimor baskilayici
olarak tanimlanirken (Nguyen Huu vd., 2008); baz1 kaynaklarda da onkogen olabilecegi
belirtilmektedir (Wu vd., 2015). WWP1’in ¢ift yonli bir etkisi olabilir. Cesitli
arastirmalarda da bu durum ifade edilmistir (Li vd., 2008; Zhi ve Chen, 2012; L. Zhang
vd., 2015). Bizim c¢alismamizda WWP1 ekspresyonu PH12 ve PH24. saatlerde SH

grubunda artig gosterirken; PH grubunda gen ifadesi baskilanmistir.

Caligmamizda sham gruplarinda 24 ve/veya 48. saatlerinde ANAPCI11, WWPI,
RNF40, RNF180, UBE2D3, UBE2G1, UBE2Q1 genleri birbirine benzer ekspresyon
tablosu gostermislerdir. Literatiir taramalarinda bu genlerin c¢esitli kanser tiirleri ile
baglantili oldugu bilinmektedir. PH gruplarinda ekspresyonlar1 degismezken ya da diisiis
gosterirken; SH gruplarinda 24 ve/veya 48. saatlerinde bir anda yiikselip diismesi ilging
goriinmektedir. ANAPC11, WWP1, RNF40, RNF180, UBE2D3, UBE2G1, UBE2Q1
genlerinin  PH sonrasi karaciger rejenerasyonundaki gorevlerinin  anlagilmasi

kanserlesmeye giden siireclerin aydinlatilmasina katki saglayabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Karaciger rejenerasyonu cok sayida hiicresel olaylar dizisinin farkli zamanlarda
etkili oldugu kompleks mekanizmalar dizisidir ve cereyan eden hiicresel olaylar heniiz
aydmlatilamamistir. Karaciger rejenerasyonunda ubikutin  yolaginin rolii  heniiz
bilinmemektedir ve yapilan incelemelerde karaciger rejenerasyonu siirecinde ubikutin

yolaginin roliinii i¢eren detayli bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Calismamizda %70 PH ile tetiklenen karaciger rejenerasyonu tetiklenmis ve 6 farkli
zaman diliminde (0, 6, 12, 24, 48, 72 saat) ubikutin yolaginin rolii arastirilmistir. RT-PCR
array metodu kullanilarak ubikutin yolagina ait 88 genin ekspresyonlar1 8 referans gen ile
degerlendirilmistir. Calisma modelimiz i¢in en uygun 6 referans gen (GAPDH, ACTB,
HPRTI1, RPL13A, PPIA) genorm analiz programi ile belirlenmistir. Elde edilen RT-PCR
array sonuglarindan ekspresyonlar1 yiiksek olan 5 genin proteinleri (UBE2T, UBE2C,
ANAPC2 BRCA1, BARD1) Western blot analizleri ile belirlenmistir. Ayrica karaciger
kesitlerinde Kki67 immunohistokimya pozitif hiicre sayisi ve karaciger agirlik oranlar

hesaplanarak rejenerasyon oranlari saatlere gore (0, 6, 12, 24, 48, 72 saat) belirlenmistir.

Elde edilen veriler degerlendirilmistir. Karaciger agirliklarina gore rejenerasyon
orani en yiiksek PH72 saat grubu olarak belirlenmistir. PH48 saat grubuna ait karaciger
kesitlerinde ki67pozitif hiicre sayisinin en yiiksek oldugu tespit edilmistir. Literatiire
benzer olarak PH sonrasi 48. saatte rejenerasyonun en yiiksek oldugu; ancak karaciger
agirh@min 72. saatte artis gosterdigi sonucuna varilmistir. RT-PCR array ve Western blot
analizleri sonucunda karaciger rejenerasyonu farkli siirelerinde (0, 6, 12, 24, 48, 72 saat)
ubikutin yolagmin hiicre dongiisiiniin kontrolii, DNA onarimi, mitokondriyal fizyon,

mitofaji gibi hiicresel mekanizmalar ile iliskili olabilecegi gosterilmistir.

APC/C kompleksi hiicre dongiisiiniin kontroliinde gorevli bir Ubikutin E3 ligaz
kompleksidir. Literatiir taramalarinda APC/C kompleksinin karaciger rejenerasyonu
stirecindeki rolii ile ilgili smrli sayida c¢aligmaya rastlanmistir ve etkisi heniiz
aciklanamamistir. Calismamiz ile APC/C kompleksi iliskili baz1 genlerin ifadesi ve protein

miktarlar1 PH modelinde farkli zaman noktalarinda analiz edilmistir. APC/C kompleksinin
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katalitik alt birimlerini olusturan ANAPC11 ve ANAPC2 gen ifadelerindeki farklilik ilging
bulunmustur. Elde ettigimiz ANAPC2, Cdc20 verileri incelendiginde literatiir ile benzerlik
gosterdigi bulunmustur. Ancak karaciger rejenerasyonu siiresince ANAPC11 ile ilgili
yeterli verinin olmadigr tespit edilmistir. Calismamizda APC/C kompleksi katalitik alt
birimlerinde gozlenen bu farklihlk ANAPCI1 ve ANAPC2 alt birimlerinin farkli
mekanizmalarin  aktivasyonunda ayr1 ayr1 gorev yapabilecegini diisiindiirmiistiir.
Calismamizda ANAPCI11’e benzer ekspresyon tablosu gosteren diger genlerin varligi; bu
goriisii destekler niteliktedir. Mayalarda ANAPCI11’in tek basmna aktivite gostermesi
(Leverson vd., 2000) de ANAPC2 ve ANAPCI11’in ayr1 ayr1 farkli mekanizmalar {izerinde

etki gosteriyor olmasi goriisiimiizli desteklemektedir.

APC/C kompleksinin hiicre onarim mekanizmalarinin diizenlenmesi {izerine etkili
olabilecegini gosteren literatiirlere rastlanmistir (Deng, 2006; Boer, vd., 2016b). Ancak

APC/C kompleki ile DNA onarim mekanizmalar1 arasindaki iliski henliz agiklanamamastir.

Calismamizda rejenerasyonun cesitli saatlerinde aktif oldugu belirlenen BRCAL,
BARDI1, UBE2T genleri DNA onarim mekanizmalartyla iliskilidir (Wang and Xu, 2011).
Calismamizda bu genlerin aktivasyonu, PH sonrasi artan ROS ile iligkilendirilmistir.
Cesitli ¢alismalarda DNA onarim mekanizmalarinin, replikasyon stresine bagli olarak da
aktive olabilecegini ileri siiriilmistiir (Cortés-Ledesma ve Aguilera, 2006). Karaciger
rejenerasyonu siirecinde DNA onarim mekanizmalarinin ni¢in aktive oldugu heniiz netlik
kazanmamistir. Calismamiz bu mekanizalarin aydinlatilmasi yoniinde literatiire 6nemli

katkilar saglamistir.

Calismamizda ifadeleri incelenen Parkin, Arihl, Smurfl genleri mitofaji ile
iliskilidir. Parkin, Parkin-aracili mitofaji mekanizmasinda; Arih-1 ve Smurfl ise Parkin-
aracisiz mitofaji mekanizmalarinda gérev almaktadir (Montava-Garriga ve Ganley, 2019)..
Calismamizla karciger rejenerasyonununda Arih-1 aracili ve Parkin aracili mitofaji

yolaklarinin aktif olmadigina iligkin ilk veriler sunulmustur.

Mull, mitokondriyal dinamikler, mitofaji, hiicre biiylimesi, apoptoz gibi cesitli
biyolojik siireglerde rol oynayan fonksiyonel mitokondriyal proteindir (Peng vd., 2016;
Montava-Garriga ve Ganley, 2019). Calismamizda Mull gen ifadesi PH12 saatte meydana
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gelen artis1, mitokontriyal fizyon ve parkin bagimsiz mitofaji mekanizmalar1 ile
iliskilendirilmistir. Karaciger rejenerasyonu ile mitofaji ya da mitokondriyal fizyon
iligkisini agiklayan herhangi ¢alismaya rastlanmamistir. Calismamiz bu olasi iliskiyi ortaya

koyan ilk ¢alismadir.

UBA2 SUMOIlasyonda gorevli ilk enzimdir ve UBAS ise UFMilasyonun ilk
basamagini olusturmaktadir. Calisma sonuglarimiz, karaciger rejenerasyonunun SUMO ve
UFM mekanizmalari ile iliskili olabilecegini diisiindiirmiistiir. Karaciger rejenerasyonunda
SUMOIlasyon ve UFMilasyon iligkili mekanizmalar heniiz bilinmemektedir. Bu alanda

daha ileri ¢aligmalar gerceklestirilebilir.

Sonug¢ olarak; karaciger rejenerasyonunda ubikutin yolaginin DNA onarimi
(BRCA1, BARD1, UBEZ2T), hiicre dongiisii (ANAPC2, ANAPC11, UBE2C, Cdc20),
mitokondriyal fizyon (Mull), mitofaji (Mull) mekanizmalarinda roli oldugu
rejenerasyonun 0, 6, 12, 24, 48, 72 saatlerine gore ortaya konmustur. Calismamizin heniiz
bilnmeyen birgok hiicresel mekanizmanin aydinlatilmasinda yoniinde yol gosterici

olacagin diisiiniiyoruz.
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