DEMIR iYONUNUN (FE*) SICAN (RATTUS
NORVEGICUS) KARACIGER DOKUSUNDAKI ISI
STRES PROTEINI (HSP) GENLERININ EKSPRESYON
SEVIYELERIi UZERINE ETKIiLERIi

Atena Ghosi Ghareaghaji

Yiiksek Lisans Tezi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal
Prof. Dr. Orhan ERDOGAN
2013
Her Hakki Sakhdir



ATATURK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZI

DEMIR IYONUNUN (FE*YSICAN (RATTUS NORVEGICUS)
KARACIGER DOKUSUNDAKI ISI STRES PROTEINI (HSP)
GENLERININ EKSPRESYON SEVIYELERI UZERINE ETKIiSi

Atena GHOSI GHAREAGHAJI

MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIiK ANABILIiM DALI

ERZURUM
2013

Her hakki sakhdir



TCs q«“é\. ey,

ATATURK UNIVERSITESI SN
FEN BILIMLERI ENSTITUSU av,. &
9"& - ~>\-"°
Fargg2e05°
TEZ ONAY FORMU

DEMIR iYONUNUN (Fe*") SICAN (Rattus norvegicus) KARACIGER
DOKUSUNDAKI ISI STRES PROTEINI (HSP) GENLERININ EKSPRESYON
SEVIYELERI UZERINE ETKIiSi

Prof. Dr. Orhan ERDOGAN damsmanliginda Atena GHOSI GHAREAGHAIJI
tarafindan hazirlanan bu ¢alisma 24.01.2013 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans Tezi olarak oybirligi/oy

coklugu (.../...) ile kabul edilmistir.
}\

Bagkan : Prof. Dr. Orhan ERDOGAN Imza
Uye : Prof. Dr. Siikrii BEYDEMIR Imza ) 'f—\
Uye : Yrd. Dog. Dr. Harun BUDAK Imza M

Yukaridaki sonucu onayliyorum

o

Prof. Dr. ihsan EFEOGLU
Enstitii Mudiiri

Not: Bu tezde kullanilan 6zgilin ve baska kaynaklardan yapilan bildirislerin, ¢izelge, sekil ve fotograflarin kaynak
olarak kullanimi, 5846 sayil Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere tabidir.



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

DEMIR [YONUNUN (FE*") SICAN (RATTUS NORVEGICUS) KARACIGER
DOKUSUNDAKI ISI STRES PROTEINI (HSP) GENLERININ EKSPRESYON
SEVIYELERI UZERINE ETKISI

Atena GHOS|I GHAREAGHAJI

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1

Danisman : Prof. Dr. Orhan ERDOGAN

Diinyada en fazla bulunan metallerden birisi olan demir, organizma igin 6nemlidir.
Yiiksek konsantrasyonlarda dokular tarafindan tutularak 6zellikle karaciger, pankreas,
kalp gibi organlarda hasar olusturdugu bilinmektedir. Calismamizda demir iyonu Rattus
norvegicus’da kiigiik stress proteinler; 50,60 kDa HSP ailesi, 70 kDa HSP ailesi, 90 kDa
HSP ailesive 100 kDa ve iizeri HSP ailesi olmak iizere 5 farkli gen grubunda gen
ekspresyonu nasil etkiledigi arastirildi. Bu ¢alisma kapsaminda 5 farkli uygulama
grubuna farkli konsantrasyonlarda demir iyonu fe** (0,87ppm, 3ppm, 30ppm, 300 ppm)
verilmistir. Bu uygulama siireci sonunda canlidan alinan karaciger dokularindan cDNA
kiitiipanesi olusturulmustur. Yapilan bu kiitiipaneler kullanilarak HSP70 (hspala, hspa4,
hspa5) HSP90 (hsp90aal) genlerinde meydana gelen ekspresyon seviyelerindeki
degisimler Real -Time PCR metodu ile tespit edilmistir.

2013, 73 sayfa

AnahtarKelimeler: HSP (Heat Shock Proteins), HSP70, HSP90 , Demir iyonu, Rattus
norvegicus, Gen ekspresyonu,Real-Time PCR



ABSTRACT

MS Thesis

IRON EXPRESSION FE * LEVELS OF ION RATTUS NORVEGICUS' EFFECTS
OF HEAT STRESS PROTEINS HSP GENES

Atena GHOS|I GHAREAGHAJI

Atatiirk University
Graduate School of Agriculture Faculty
Department Molecular Biology and Genetik of Sciences

Supervisior: Prof. Dr. Orhan ERDOGAN

One of the most abundant metals in the world, is iron, which is essential for the
organism. The incidence of injury to internal organs such as heart is kept by tissues in
high concentrations in the liver and the pancreas. In our study, a small stress proteins of
various iron ions, Rattus norvegicus: 50.60 kDa HSP family, HSP 70 kDa family, 90
kDa and 100 kDa and higher HSP family, including five different genes that affects

gene expression was investigated.

In this study, different concentrations of 5 different iron ion fe **application sets
(0.87ppm, 3ppm, 30ppm, 300 ppm) are provided. At the end of the implementation
process these creatures created in the liver tissue in cDNA library. The use of this
HSP70 (hspala, hspad, hspa5), HSP90 (hsp90aal) that occurring in the expression

levels of genes have been identified by changes in the Real-Time PCR method.
2013, 73 pages

Keywords: HSP (Heat Shock Proteins), HSP70, HSP90, iron ions, Rattus norvegicus,
gene expression, Real-Time PCR.
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1. GIRIS

Canlilarda, fizyolojik dengenin bozulmasina neden olan i¢ ve dis etmenlere stres
faktorleri, hiicrenin stres faktorlerine karsi gelistirdigi tepkiye ise “hiicre stres yanit1”

ad1 verilmektedir (Jolly and Morimoto 2000).

Hiicreler, sicaklik soku gibi stres yaratict durumlarla karsilagtiklarinda sicaklik sok ya
da stres proteinleri adi verilen bir grup proteinin sentezini artirmaktadirlar. Tim
canlilarda goriilen stres tepkisi gelisim igerisinde yiiksek derecede korunmus, 6zel bir

gen grubu tarafindan bigimlendirilmektedir (Mezquita et al. 2001).

Sicak uygulamasi haricinde agir metaller, serbest oksijen radikalleri, amino asit
analoglar1 gibi stres faktorlerinin de hiicrede sicaklik sok protein sentezini uyardigi
bilinmektedir (Lindquist and Craig 1988). Stres etkisinin bulunmadigi kosullarda da
hiicrelerde sicaklik sok proteinleri bulunmakta ve stirekli eksprese edilen bu proteinler,
sicaklik sok kognatlari olarak adlandirilarak hiicre igerisinde proteinlerin katlanmasi,
tasinmast ve diizenlenmesi mekanizmalarinda goérev almaktadirlar (Mathew and

Morimoto 1998; Yegenoglu 2007).

Is1 soku proteinleri, adlar1 “1s1” ile anilmakla birlikte sentezlenmeleri soguk ve sicak
soku, hiperosmotik basing, kimyasal maddeler, pestisitler, PCB’ler (Poliklorobifeniller)
agir metaller, oksijen azligi/yoklugu, besin azligi/yoklugu gibi stres faktorlerinde de
artmaktadir (Gao et al. 2008). Yani hiicre i¢i sinyal agin1 uyaran stres faktoriiniin siddeti
yeterli derecede ise 1s1 soku proteinlerinin ekspresyonu uyarilmaktadir. Is1 soku
proteinlerine ait genlerin transkripsiyonunun uyarilmasi, ¢evresel stres faktorleri gibi
bircok stres sinyaline tepki olarak gerceklesen bir yanittir. Is1 soku proteinleri diger
proteinlere baglanarak agregasyonlarin1 dnleyen ve neredeyse her tlirde mevcut olan
diisiik molekiil agirlikli molekiiler saperonlardir (Heikkila et al. 1982; Kayhan Esin et
al. 2010). Sicaklik, organizmalardaki fizyolojik fonksiyonlari etkileyen en Onemli

cevresel etmenlerden biridir. Molekiiler diizeyde, sicaklikta goriilen kiiciik bir degisim



kimyasal reaksiyonlarin oranimi etkilemekte ve zayif makromolekiiler baglar1 tahrip
etmektedir. Zayif molekiiler baglar protein konformasyonu, niikleik asit yapisi, lipid
viskozitesi vb. metabolik yapilar i¢in 6nemlidir. Viicut sicakliginda degisikliklere neden
olan yas, mevsim, havadaki nem orani, sindirim, su tiiketimi ve ¢evre sicakligi gibi pek
cok etmen bulunmaktadir. Bedenin i¢ boliimiinden disa dogru gidildik¢e sicakligin
azaldign goriilmektedir. Ornegin karacigerde sicaklik, rektal sicakliktan 1-2°C daha
fazladir. Aymi sekilde beyin dokusundaki sicakligin da toplardamar kan sicakligindan
yiiksek oldugu belirlenmistir (Yaman 1996; Yegenoglu 2007).

Sicaklik ile meydana gelen stres sartlarinda 1s1 soku proteinlerinin hemostatik bir
fonksiyona hizmet edip etmedigi heniiz bilinmemektedir. Is1 soku proteinleri stres
faktorlerinin etkili olmadigi kosullarda da hiicre igerisinde bulunurlar ve bu durumda 1s1
sok kognatlar1 (Hsc) olarak tanimlanirlar. Hsc’lar, molekiiler saperon proteinleridir ve
olusan yeni polipeptid zincirlerin diizglin katlanmasina, gorev yerlerine taginmasina ve
islevlerinin diizenlenmesine yardimei olurlar (Pirkkala et al. 2000; Boone and Vijayan
2002).

Sicaklik stresi esnasinda DNA sentezi, transkripsiyon, RNA isleme, translasyon olaylari
ve hiicre dongiisiiniin ilerlemesi durmaktadir. Ayn1 zamanda proteinlerde denaturasyon
goriilmekte, lizozomal yikim olaylar1 artmakta, membran gegirgenligi degismekte ve
hiicre disina iyon gecisinde artiglar olmaktadir. Bunun sonucunda da 1s1 soku proteini
genlerinin transkripsiyonu ve translasyonu baslamaktadir. Boyle durumlarda 1s1 soku
proteinlerinin gorevi, 6rnegin HSP70, molekiiler saperon goreviyle denatiire olmus
proteinlerin ¢okelmesini 6nlemek, bu proteinlerin yeniden diizgiin sekilde katlanmasini
saglamak ve kazanilmus stres toleransi gelistirmektir (Boone and Vijayan 2002; Micovic
et al. 2009).

Organizmalarin maruz kaldig1 stres ajanlari, protein ekspresyonlarinin seviyesini ve
tiplerini degistirebilir .Ciinkii organizmanin adaptasyon stratejisinden dolay1 farkli doku
ve organlar strese kars1 farkli hassasiyet gdsterebilirler .ilk baslarda 1s1 soku proteinleri

ile ilgili arasgtirmalar daha ¢cok memeliler ve model organizmalar ile smirliydi. Son



yillarda ise Mytilus edulis, Mytilus galloprovincialis, Dreissena polymorpha,
Crassostrea gigas, Crassostrea angulata, Ostea edulis, Haliotis rufescens gibi farkli

sucul organizmalar ile yapilan ¢alismalar goze ¢arpmaktadir (Gao et al. 2007; Farcy et
al. 2007; Choi et al. 2008).

Rahman et al. (2004) hiicreler, dokular ve organizmalarin akut olarak 1s1 sokuna maruz
kaldig1 zaman yanit olarak bir veya daha fazla 1s1 soku proteini sentezledigi ve
termotolerans  gelistirdigi  fikrinden yola c¢ikarak yaptiklar1  ¢alismalarinda,
Macrobrachium rosenbergii (tatli su karidesi) larvalarmin 1s1 soku stresinin,
termotolerans gelistirme lizerine etkisini incelemislerdir. Arastirmacilar termotolerans
gelisiminin karides larvalarinin hayatta kalmalarinda ve biiylime performanslarinin

gelisiminde olumlu etki yarattigini belirtmislerdir .

Gonzalaes-Riopedre et al. (2007) yaptiklar1 ¢alismalarinda, midyelerin dogal
ortamlarinda diisik ve yiiksek sicakliklara bagli olarak protein ekspresyonlarinin
seviyesinde ve tiplerinde olusabilecek degisiklikleri ve fizyolojik tepkileri molekiiler
acidan incelemislerdir. Calismada midyelerin manto, posterior ¢ekme kasi, ayak kasi,
solungac ve hematositlerinde 1s1 kaynakli olusan protein tipleri arastirilmistir. Deney

sonucunda, farkli dokularda ve farkli kosullarda protein ekspresyonu gozlenmistir
(Kayhan et al. 2010).

Hiicresel diizeyde sicak stresi esnasinda DNA sentezi, transkripsiyon, RNA isleme,
translasyon olaylar1 ve hiicre dongiisiiniin ilerlemesi durdurulmaktadir. Sicaklik sok
proteinleri (heat shock proteins; Hsp) genlerinin transkripsiyonu ve translasyonu
baslamaktadir (Banerji et al. 1986; Sonna et al. 2002; Rivera et al. 2005). Stres
esnasinda hiicrelerde sicaklik sok proteinlerinin gorevleri yaygin olarak arastirilmus,
HSP70 proteininin molekiiler saperon goreviyle denatiire proteinlerin ¢okelmesini
onledigi ve bu proteinlerin yeniden diizglin bir sekilde katlanmasinda yardimci oldugu
saptanmistir (Welch 1993; Hightower et al. 1994; Georgopoulos and Baler et al. 1996).

Baz1 arastirmalar ise HSP70 proteininin artan sentezi ile kazanilmis stres toleransi



arasinda bir ilisgki bulundugunu gostermistir (Dewey 1987; Lazlo 1988; Yegenoglu
2007).

1.1. Agir metal

Agir metal iyonlan tasidiklar teknolojik 6nem nedeniyle cesitli endiistrilerde yaygin
olarak kullanilmakta ve bu endiistrilerden gelen atik sular kalic1 toksik etkiye sahip agir
metal iyonlarin1 6nemli miktarlarda igermektedirler. Biyosorbsiyonla agir metal
iyonlarinin giderimi iizerine iilkemizde ve diinyada giiniimiize degin yapilan ¢alismalar
genellikle tek bilesenli sentetik sulu metal ¢ozeltilerinin aritimina yoneliktir (Tsezos and
Volesky 1981; Norberg and Persson 1984; Wehrheim and Wettern 1994; Sag and
Kutsal 1995; Bhide et al. 1996). Oysa, atiksularda genellikle birden fazla metal iyonu
bulunur. Canli hiicrelerin, sulu ¢evrelerinden metal katyonlarini toplayarak, hiicre i¢inde
biriktirmeleri bilinen bir 6zellik olmasina ragmen, mikroorganizmalarin agir metal
iyonlarini segici olarak alikoyma 6zelligi iizerindeki ¢alismalar yenidir. Sinir degerlerin
tizerindeki agir metal derisimleri aktif camur proseslerini deaktive etmektedir. Bu
nedenle, atiksularda mevcut agir metal iyonlarinin biyolojik aritma 6ncesi giderilmesi
gerekmektedir. Agir metal iyonlarinin mikroorganizmalar iizerine biyosorbsiyonu
incelendiginde, kullanilan mikroorganizmanin hiicre yapisina bagli olarak degisik
mekanizmalarin etkili oldugu goriilmektedir (Wilde and Benemann 1993; Leborans and
Novillo 1996; EI-Nady and Atta 1996). Aciklanan en genel mekanizma, metal
gideriminin iki basamaktan olustugu seklindedir. Genellikle pasif giderim olarak
adlandirilan, birinci basamak baslangicta hizli, fakat tersinir giderim basamagidir.
Genellikle aktif giderim olarak adlandirilan, ikinci basamak ise daha yavas bir i¢
hiicresel biyogiderim basamasi olup, metabolik aktivite ile iliskilidir (Ting et al. 1989;
Aksu et al. 1992). Oli organizmalarla yapilan, adsorbsiyon islemi genellikle
biyosorbsiyon olarak tanimlanmaktadir (Tsezos and Volesky 1981). Aslinda
biyosorbsiyon, fiziksel ve kimyasal adsorbsiyon, iyon degisimi, komplekslesme ve
mikro ¢okelme gibi pasif giderim prosesleri i¢in kullanilan genel bir terim olarak
diisiiniilebilir (Brady et al. 1994). Mikroorganizmalara agir metal iyonlarinin tek

tirlerini biyosorbsiyonunu etkileyen faktorler arasinda organizmanin Ozgil yiizey



ozellikleri, pH, sicaklik, baslangi¢c metal iyon derisimi, biyokiitle derisimi sayilabilir.
Birden daha ¢ok metal iyonunun mikroorganizmalara simultane baglanmasini ise, metal
kombinasyonu, metal derisim diizeyleri, metal eklenme siras1 gibi daha bir¢ok faktor
etkiler. Belirli bir mikroorganizma tiiriniin, belirli bir metal iyonunu adsorblama
kapasitesi, ortamda baska bir metal varken, tek bilesenli duruma gore artabilir
(synergism), azalabilir (antagonism) veya higbir degisim gdstermez (noninteraction)
(Ting et al. 1991; Avery and Tobin, 1993; Hu et al. 1996). Birden ¢ok agir metal
iyonunun, mikroorganizmalara yarigmali ve/veya kismi yarigmali (segimli)
biyosorbsiyonu tizerine pek az sayida ¢alisma yapilmistir (Ting et al. 1991; Pascucci
and Sneddon 1993; Hascucci 1993).

1.1.1. Canh organizmalarla iliskileri

Canli organizmalarin degisen miktarlarda "agir metallere" gereksinimleri vardir.
Insanlar demir, kobalt, bakir, mangan, molibden, ve ¢inkoya gerek duyar. Asiri
diizeyleri organizmaya zarar verebilir. Diger agir metaller civa, pliitonyum, ve kursun
gibi toksik metallerin organizmalar iizerinde bilinen yasamsal ve yararl etkileri yoktur
ve zaman i¢inde viicutta birikmeleri ¢ok ciddi hastaliklara yol agar. Normalde toksik
olan bazi elementler ise, bazi organizmalar i¢in bazi durumlarda yararlidir. Bunlarin

arasinda vanadyum, tungsten, ve hatta kadmiyum da bulunur.

1.1.2. Agir metal zehirlenmesi

Agir metal zehirlenmesi cesitli kaynaklardan olusabilir ama en ¢ok saf metal elde
edilmesinden, drnegin cevherlerin eritilmesinden ve niikleer yakitlarin hazirlanmasindan
olusur. Elektrokaplama krom ve kadmiyum zehirlenmesinin ana kaynagidir.
Bilesiklerinin yagmur yoluyla ya da iyon degisimi ile topraga ve korfez ¢amurlarina
karigmasiyla agir metaller dogada birikebilir. Organik atiklarin aksine agir metaller
bozunmadiklari i¢in tehlikelidir. Cok 1yi belgelenmis olan ve agir metallerle ilgli bir

cevre felaketi, civa zehirlenmesi ile olusan Minamata hastaligidir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Demir
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kobalt
http://tr.wikipedia.org/wiki/Bak%C4%B1r
http://tr.wikipedia.org/wiki/Mangan
http://tr.wikipedia.org/wiki/Molibden
http://tr.wikipedia.org/wiki/%C3%87inko
http://tr.wikipedia.org/wiki/C%C4%B1va
http://tr.wikipedia.org/wiki/Pl%C3%BCtonyum
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kur%C5%9Fun
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Toksik_metal&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Vanadyum
http://tr.wikipedia.org/wiki/Tungsten
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kadmiyum
http://tr.wikipedia.org/wiki/N%C3%BCkleer_yak%C4%B1t
http://tr.wikipedia.org/wiki/Krom
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Minamata_hastal%C4%B1%C4%9F%C4%B1&action=edit&redlink=1

1.1.3. Tipta kullanimi

Tipta agir metal tanimi biraz genistir ve atomik agirliklarina bakmaksizin tiim toksik
metalleri igerir: "Agir metal zehirlenmesi" asir1 miktarda demir, mangan, aluminyum,
berilyum (dordiincti en hafif element) ya da arsenik gibi yar1 metellarin alinmasiyla
olusur. Bu tanimlamada kararli elementlerin en agir1 olan bizmut disarida tutulmaktadir

¢linkii toksisitesi diistiktiir.

1.2. Demir

Diinyada oksijen, silsiyum ve aluminyumdan sonra en bol bulunan element Fe sembolu
ile gosterilir. Agir metallerin en 6nemlidir. Yer kabugunda %4,2 nispetinde bulunur.
Demir, uygarhigin vazgeg¢ilmez bir unsuru olarak arkeolojik kronolojide bir ¢aga isim
vermistir. Avrupali tarihgiler tas devrinden sonra gelen ¢aga demir devri demislerdir.
Onlara gore; demir devri diinyanin farkli bolgelerinde farkli zamanlarda baslamigtir.
Demir, milattan 1200 y1l dnce Yakindogu’da Tirkler tarafindan bilinmekteydi. Hatta
Tirk milletinin demir dag1 eriterek yeni yurtlara goctiigii efsanesi de soylenmektedir.
Demir devri, Avrupa iglerinde milattan 900 yil 6nce, Ingiltere’de 600 yil once,
Japonya’da ise 200 yil 6nce baslamistir. Baz1 Avustralya ve Yeni Gine kabileleri Ikinci

Diinya Harbinden sonra tag devrinden demir devrine gegmislerdir.

1.2.1. Demirin biyolojik 6nemi

Demir hayati agidan da 6nemli bir elementtir. Kanda oksijen tasiyicist olan hemoglobin
yapisinda demir bulunur. Dolayisiyla demir iyonlarinin insan ve hayvan
organizmasinda, solunum olaylarinda ¢ok onemli bir gorevi vardir. Bunlarin disinda
demir, kaslarin myoglobininde, sitokrom, peroksidaz ve katalaz enzim sistemlerinde yer
almasindan dolayr da hayati bir mineraldir. Biitiin insan viicudundaki total demir
miktar1 ancak 4-5 gr arasinda olmasina ragmen bunun 700 mg kadari1 karacigerdedir.
Hayvansal organizma biiyiik kismiyla alyuvarlarda yer alan demir muhtevasini tekrar

tekrar kullanma kabiliyetindedir. Bu sebeple giinlik demir ihtiyaci oldukc¢a azdir.


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Toksik_metal&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Toksik_metal&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Demir
http://tr.wikipedia.org/wiki/Mangan
http://tr.wikipedia.org/wiki/Aluminyum
http://tr.wikipedia.org/wiki/Berilyum
http://tr.wikipedia.org/wiki/Arsenik
http://tr.wikipedia.org/wiki/Bizmut
http://isim.nedir.com/
http://tas.nedir.com/
http://oksijen.nedir.com/
http://hemoglobin.nedir.com/
http://solunum.nedir.com/
http://enzim.nedir.com/
http://total.nedir.com/
http://organizma.nedir.com/
http://gunluk.nedir.com/

Cocuklar i¢in 10-15 mg arasinda degisir. Biiyiiklerin demir ihtiyaci da cinsiyete ve yasa
gore farklilik gosterir. Insanlar yedikleri her tiirlii et besinleri ile yeteri miktarda demir
alirlar. Ayrica sebzelerde basta 1spanak olmak {lizere, fasiilyede, kuskonmazda, incirde,
hurmada ve digerlerinde demir bulunur. Demir organizmada esas olarak enerji
metabolizmasinda yer alir. Dokulara oksijen transportu, elektron transferi, DNA sentezi
ve pekcok yasamsal 6nemi olan enzimin yap1 ve fonksiyonu i¢in gereklidir. Kolaylikla
ferroz (Fet++) ve fenik (Fet+++) seklinde degisebilen redoks kimyasi ile, insan varligi
demire bagimlidir ve demir metabolizmasindaki degisiklikler insan sagligin1 énemli
sekilde etkilemektedir. Demir eksikliginin en 6dnemli nedeni, diyetle alinan demir ile,
biiyiime ve metabolik fonksiyonlar i¢in gerekli demir ihtiyaci arasindaki dengesizliktir.
Erigkinlerde eritrosit yapimi i¢in gereken demirin %95'l yasl eritrositlerin yikimindan
saglanirken, ¢ocuklarda hizli biliylime nedeniyle yikilan eritrositlerden saglanan demir
miktari, sadece %70'dir. Bu donemde eritropoez ve diger yasamsal fonksiyonlar i¢in
gereken demirin %30'u diyetle alinmasi gerektiginden, diyet eksiklikleri daha kolaylikla
demir eksikligine neden olabilmektedir. Demir, yasayan canlilar i¢in eksikligi de

fazlalig1 da 6nemli sorunlara yol agan esansiyel bir elementtir.

Son yillarda demir emiliminin molekiiler kontrolii, demir transportu ve hiicresel demir
alimu ile ilgili ¢ok genis arastirmalar ve buluslar olmakla birlikte halen tam bilinmeyen

bazi noktalar bulunmaktadir.

Demir elde edilmesinde daha ziyade oksitli demir cevherleri kullanilir. Oksitli olmayan
cevherler de oksidine cevrilerek kullanilabilir. Topraktan ¢ikarilan oksidli cevherler
mekanik olarak temizlendikten sonra yiiksek firin adi verilen 6zel firinda kok
komiirtiyle indirgenir. Burada indirgeme islemini kOmiiriin yetersiz oksijenle

yanmasindan meydana gelen karbon monoksit gaz1 yapmaktadir.

Tirkiye’de bir¢ok yerde demir ve celik isletmeleri kurulmus olup, bunlarin baglicalari;
Karabiik Demir ve Celik Isletmesi, Eregli Demir ve Celik Isletmesi, Kirikkale Celik
Fabrikasidir. Tiirkiye’nin yildan yila artmakta olan demir cevheri iiretimi 1992 yilinda

4.650.000 tona ulasmustir.


http://farklilik.nedir.com/
http://ziyade.nedir.com/

1.3. Gluatamin

Glutamin viicuttaki en 6nemli enerji kaynagidir ve plazma amino asit havuzunun
%20’sini, iskelet kasi amino asit havuzunun da %60’ 1n1 glutamin olusturur. Baglica
endojen glutamin sentez kaynagi kaslardir. Glutamin viicutta sentez edilebildiginden
nonesansiyel bir amino asit olarak bilinmesine karsin katabolik durumlarda oldugu gibi
belli kosullarda esansiyel Ozellik kazanabilen bir amino asittir. Kritik sekilde hasta
olanlarda glutamin metabolizmas1 hizlanmistir. Katabolik evredeki hastalarda strese bir
yanit olarak kas dokusundan yiiksek miktarlarda glutamin salinimi olur. 6nceleri, stres
durumlarinda glutamin saliniminin  artmasi; hizla cogalan hiicrelerin  yakit
gereksiniminin kargilanmasi, niikleik asit sentezinde prekiirsor olmasi ve bobreklerdeki
tamponlama islevi ile iliskilendirilmistir. Kaslardan yiiksek miktarlarda salinmasina
karsin kritik sekilde hasta olan bireylerde kan glutamin diizeylerinin disiik ve bu
diisiisiin artmis mortalite ile birlikte oldugu anlasilmustir. Insanlar travma sonrasi
glutamin depolarimi kullanarak serum glutamin diizeylerini ancak 24-48 saat devam
ettirebilmektedir (Weitzel and Wischmeyer 2010). Son veriler kritik hastalik ve travma
sonrast glutaminin hiicresel koruyucu mekanizmalari harekete gegirmede, enflamatuar
yanitin  diizenlenmesinde ve organ zedelenmesinin o6nlenmesinde yasamsal rol
oynadigina isaret etmektedir. Glutamin, hiicre igi sinyal yolaklarini uyarmakta, hiicre igi
sinyal 1iletimi 1ile 1lgili genlerin ekspresyonunu, apoptoz ve metabolizmay1
diizenlemektedir. Bir bagka deyisle, kaslardan glutamin salinimimnin organizmada hiicre
koruyucu mekanizmalarin harekete gecirilmesi ve immiin diizenleme iliskili genlerin
aktivasyonu icin bir stres sinyali oldugunu soyleyebiliriz (Weitzel and Wischmeyer
2010).

Glutaminin en 6nemli etkisi “Heat Shock Protein” (HSP), 6zellikle de HSP70 yapimini
arttirmasidir. HSP70 yapimi hiicre Slumiini arttiracak ve iyilesmeyi kotu yonde
etkileyebilecek olan, devamli zedelenme yapan mekanizmalara karsi koruyucudur ve
stres toleransini arttirir. HSP70’in yarattigi stres toleransi hiicre zedelenmesi, akciger
zedelenmesi, iskemi-reperfizyon sonucu zedelenme ve septik soka karsi koruyucudur.

HSP70 ekspresyonu igin ortamda yeterli miktarda glutamin bulunmalidir.



Glutamin diizeyleri disiik, kritik sekilde hasta bireyler yeterli miktarda Hsp-70
tretemez (Weitzel and Wischmeyer 2010).

Glutamin baslica bagirsaklar, karaciger, bobrekler ve lenfoid doku tarafindan alinir.
Hipermetabolik stres durumlarinda endojen glutamin sentezi artmis gereksinimleri
karsilayamaz ve immun sistem iglevleri bozulur. Lenfosit proliferasyonu igin glutamin

gereklidir.

Glutamin enerji saglamasi1 yanisira nitrojen ve karbon da saglamaktadir. Makrofajlarin
fagositik aktiviteleri icin de glutamin gereklidir. Glutaminin makrofaj antijen
ekspresyonu ve dogal oldiricii hucre islevlerinde de rolu vardir (Weitzel and

Wischmeyer 2010).

Glutamin, kritik hastalik ve travma sonrasi proenflamatuar sitokin salinimini baskilar.
Enfeksiyonlu hastalarda sistemik enflamatuar yanit sendromunun baskilanmis olmasi
iyi bir klinik gidis ile iliskili bulunmustur. Deneysel hayvan modellerinde cerrahi
sonrast enfeksiyon gelistirildiginde erken glutamin desteginin hiperenflamatuar yaniti
ve yogun sitokin salmimim baskiladigi gosterilmistir. Ozellikle 1L-6, TNF-o yaniti
baskilanmaktadir. Hiperenflamatuar yanitin glutamin destegi ile baskilanmasi NF-
kB’ nin baglanma/ aktivasyonunun glutaminle baskilanmas1 sonucu oldugu anlagilmistir.
Deneysel sepsis (kan zehirlenmesi) modellerinde 0.75 gr/kg glutamin, NF-xB yi
baskilayabilmektedir. Glutaminin bu etkilerinin de HSP70 izerinden oldugu
diistiniilmektedir. HSP70 “knock-out” farelerde (HSP70 geninde delesyon bulunan
fareler) glutamin destegi sonrast NK-kB, IL-6 ve TNF-o’da baskilanma
yaratilamamaktadir (Weitzel and Wischmeyer 2010) .

Glutamin ¢ok sayida esansiyel metabolik islevleri olan bir amino asittir. Pirin,
pirimidin, nukleotid, amino seker ve glutatyon sentezinde nitrojen donorudur. Asit-baz
dengesi acisindan 6nem tasiyan renal amonyagenezin substratidir. Dokular arasinda

nitrojen tasinmasinda rol oynar.
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1.4. Molekiiler Saperonlar

Molekiiler saperonlar proteinlerin bir sinifi olup yiiksek diizeyde korunmus hiicresel
molekiillerdir. Organizmanin yasami igin gerekli yapilardir. Molekiiler saperonlar
arasinda E.coli’de de saptanan ve stres proteinleri adi1 verilen GroEL-GroES ve Dna K,
Dna J, GrpE seklinde molekiiller saptanmistir. Bir ¢ok stres protein tiirii tanimlanmistir.

Ornegin 1s1 soku proteinleri gibi (HSP 70, HSP 40).

1. HSP 70: M.agirligi: 70000 dalton (kendi basina)
2. HSP40: M. agirligi: 40000 dalton (kendi basina)

Stres proteinleri protein katlanmalarinda yeni sentezlenen proteinleri icerdikleri gibi,
katlanma yapan proteinlerin rasgele toplamalarin1 da engellerler. Bu proteinlerin en
oncelikli gérevi budur. Saperon yapilar stres altinda bozulmus proteinleri ATP ve diger

Co-faktorlerinde yardimiyla onarirlar (Uziimeii 2009).

1.4.1. Saperon sisteminde protein sekillenmesi

Katlanmada saperonlar 2 mekanizmayla yer alirlar. Trigger faktor ve Hsp70 gibi
saperonlar ribozomlarin ¢ikis noktasinda katlanmaya hazir hale getirecek sekilde
tutunurlar (gogu kiiglik proteine bu bolgedeki saperonlama yeterli olur.) Aksine;
biiyiik silindirik saperon igine bir proteini alacak kompartmanlar igerir (daha uzun
zincirler 2 kademe saperonlara gereksinim duyar.) Bu saperonlar direk ribozom
baglanmazlar. Cogu Okaryotik hiicrede 2 bir alt grup saperonin daha vardir (Fan CY,
Lee S, Cyr DM. 2003).

1.5. Is1 Soku Proteinleri

Yiikselen cevre sicakligiyla gelisen sicaklik sok yanitinin varligi, ilk kez Ritossa

tarafindan saptanmistir (Ritossa 1962 Ritossa 1996°dan). Inkiibatérde tutulan
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Drosophila hydei larvalarimin tiikiiriik bezi hiicrelerinin politen kromozomlarinda artan
gen ifadesine bagli olarak meydana gelen ve puff (siskinlik) adi verilen yapilar
gozlemlenmis, kisa siireli uygulanan yiiksek sicaklik karsisinda tiikiirik bezi
kromozomlarinda bir¢ok yeni siskinliklerin belirdigi ve 6nceden var olan siskinliklerde

gerileme goriildiigi bildirilmistir (Katchinski 2004).

Drosophila kromozomlariin puff bdlgelerinde kodlanan proteinler, ilk kez Tissieres et
al. (1974) tarafindan tanimlanmis ve ¢evre sicakligindaki ani yiikselmeye bagli olarak
sentezlerinin artmast nedeniyle “sicaklik sok proteinleri” olarak adlandirilmislardir.
Drosophila’da goriilen puff (siskinlik) bolgelerinin, yeni sentezlenen mRNA

birikiminin ve yogun bir mRNA sentezinin merkezi oldugu belirlenmistir.

Hiicre i¢i sinyal agini uyaran stres etmeninin siddeti yeterli diizeyde ise, sicaklik sok
proteinlerinin ekspresyonu uyarilmaktadir. Sicaklik sok proteinleri ayni zamanda “stres
proteinleri” olarak da adlandirilmaktadir. Bu proteinlerin ekspresyonunun uyarilmasi ise

“stres tepkisi” olarak tanimlanmaktadir (Feder and Hofmann 1999).

Proteinler, baz1 yardimci molekiiller yardimiyla gorevlerini gergeklestirebilmek icin
gereksinim duyduklart iglevsel kuvaterner (dort elementli), tersiyerya da sekonder
yapilarimi kazanirlar. Bu isleme “protein katlanmasi (protein folding)” adi1 verilmektedir.
Polipeptid zincirlerinin katlanmasinda yardimci olan proteinler ise “molekiiler

saperonlar” olarak tanimlanmaktadir (Martin and Hartl 1997).

Is1 soku proteinleri molekiil agirliklarina gore bes grup i¢inde siniflandirilirlar. Bunlar
sirastyla, Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 ve kiiclik 1s1 soku proteinleri (sHsp) olarak
adlandirilmaktadir (Farcy et al. 2007). Stres etkenine hiicresel yanit olarak, stresin
kendisi tarafindan indiiklenen ve stres proteini olarak adlandirilan proteinler sentezlenir.
Bu proteinler hiicreyi koruma 6zelligindedirler ve tiim organizmalarda bulunurlar. Stres
proteinlerinin artmasi, strese toleransin artmasi ile iliskilidir. Eger stres etkeni canliyr
hafif derecede etkiliyorsa hayati bir 6nem tasimaz ancak siddetli stres etkisi organizma

icin dldiirticii olabilir. Son yillarda 1s1 soku proteinleri ¢evre kirliligi ¢alismalarinda da
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indikator olarak kullanilmaktadir (Micovic et al. 2009; Gonzalaes-Riopedre et al. 2007)
HSPlerin diger bir fizyolojik sorumlulugu ise molekiiler saperon olarak gorev
yapmasidir. Saperonlar, proteinlerin katlanarak ii¢ boyutlu hale gelmesini saglayan, ayni
zamanda yanlis katlanan proteinleri diizelten ve proteinlerin hiicre igine giris
cikislarinda yardimer olan refakat¢i proteinlerdir. raf ii¢c boyutlu hale gelmesini
saglayan, ayn1 zamanda yanlis katlanan proteinleri diizelten ve proteinlerin hiicre i¢ine

giris ¢ikislarinda yardimei olan refakat¢i proteinlerdir. (Kayhan 2010).

Tiim sicaklik sok proteinleri stres uyarimli degillerdir. Sicaklik sok proteinleri stres
faktorlerinin etkili olmadig1 kosullarda da hiicre icerisinde bulunmakta ve bu durumda
sicaklik sok kognatlari (heat shock cognates) olarak tanimlanmaktadirlar. Sicaklik sok
kognatlari, molekiiler saperon proteinler olarak, meydana gelen yeni polipeptid
zincirlerinin diizglin bir sekilde katlanmasinda, hiicredeki gorev yerlerine taginmasi ve
islevlerinin diizenlenmesinde gorev almaktadirlar (Martin and Hartl 1997). Hiicrede
iistlendikleri fonksiyonlara gore sicaklik sok proteinleri iki gruba ayrilmaktadir

(Uziimcii 2009).

Siirekli eksprese olanlar (sicaklik sok kognatlari): Normal hiicre sartlarinda heniiz
katlanmamis polipeptid zincirlerine baglanirlar ve bunlarin diizgiin sekilde hedef

organellere tasinmasina yardimet olurlar.

Stres uyarimlilar: 1s1 soku proteinleri ise, stres kosullarina bagli olarak ortaya ¢ikan
hiicre hasarim1  sinirlandirmak, proteinlerin  agregasyonunu o6nlemek, bozulan

proteinlerin uzaklastirilmasimni saglamak ve stres uyarimli hiicre O6liimiine engel

olmaktir. (Kahyan 2010).

Is1 soku proteinlerini kodlayan genlerin bulundugu gen ailelerinin gelisim stirecinde
fonksiyon ve yap1 bakimindan en fazla korunmus gen ailesi oldugu bilinmektedir (Feder
and Hofmann 1999; Sorensen and Loeschcke 2004). Ciinkii gelisim siirecinde hiicreler
bir stres ile karsilastiklar1 zaman canli kalabilmelerini saglayacak, stres sinyalini

saptayan, izleyen ve yanit verebilen bir mekanizma gelistirmislerdir. Uzun siireli ve
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artan stres etkisi, canli hiicrelerinin baz1 etkin korunma mekanizmalarim
calistirmaktadir. Bu nedenle ¢evresel stres faktorlerinin stres sinyallerine tepki olarak 1s1
soku proteinlerine ait genlerin transkripsiyonu uyarilir. Olusabilecek protein hasarinin
engellenmesine yardimeci1 olmak icin 1s1 soku proteinleri koruyucu rol istlenirler.
Canlilarda ¢esitli ¢evresel stres etkileri karsisinda bir veya daha fazla sayida 1s1 soku
proteininin sentezi uyarilabilir ve boylece hiicreler ve dokular stres esnasinda molekiiler

saperon etkileriyle hiicresel hasardan ve apoptozisten korunmus olurlar (Cruz-

Rodriguez and Chu 2002; Alak 2007;).

1.5.1. Biiyiik 1s1 soku proteinleri

Bu grupta farkli sekillerde tanimlanmis ¢ok sayida protein vardir. Bu proteinler genel
olarak HSP (Is1 soku proteini) seklinde adlandirilmislardir. Is1 soku proteinler HSP8,
HSP10, HSP20, HSP25, HSP27, HSP32 (hiicreyi strese karsi koruma), HSP40, HSP47,
Hsp60 (protein katlanmasinda gorevli), HSP70 (Polipeptid zincirinin uzatilmasi ve 1s1
soku yanitlarinin  diizenlenmesinde  gorevli), HSP90 (Steroid reseptorlerin
diizenlenmesi, proteinlerin katlanmasi ve sabitlenmesinde gorevli), HSP100 ve HSP110
(termotoleransliktan sorumlu) seklinde gruplanmislardir. HSP8 Sitoplazmik proteinlerin
hiicre i¢i diizenlenmelerinde 6nemli role sahiptir. HSP10, HSP60 ile kompleks yaparak
islevsel duruma gecer. HSP20 Farkli hetero kompleks diger HSP’ lerle birlestigi zaman
islevsellik kazanmaktadir. Is1 ile olugan stres kosullarinda membran yapilarinin diizgiin
sekilde yerlesmesine yardimci olurlar. HSP25, HSP27 ve HSP32 kiiciik molekiiler
agirlikli saperonlar seklinde adlandirilirlar. Molekiiler agirliklar1 15-30 kDa arasinda
degisiklik gosterir. HSP25 ve HSP27 stres bulunmayan kosullarda sitoplazmada
lokalize olmus durumda bulunurlar ve apoptosisin diizenlenmesinde etkindirler. HSP40
Okaryot organizmalarda HSP70’ in fonksiyonlarina yardimeci olur. Biiylik molekiillii
saperon grubuna ait olup, HSP70 ile ayn1 goérevi yerine getirmektedir. HSP47 6zellikle
fotofosforilizasyon sirasinda hiicredeki miktar1 6nemli diizeyde artar ve serin proteaz
enziminin aktivitesinde rol oynar. HSP60 sicaklikla ozelligi bozulmus proteinlerin
tekrar aktive olmasii saglar. HSP70’in gorevi bakteride ve okaryotta farklidir. Olgun

polipeptid zincirlerinin veya hatali katlanmis protein molekiillerinin yeniden ve diizgiin
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sekilde katlanmalarina yardimeci olur. Bakterilerde HSP70°de meydana gelecek
mutasyonun ¢ogu kez oliimle sonuglandigi saptanmistir. HSP90 dimer ya da hetero

komplekslerin birlestirilmesini gergeklestirir (Uziimcii 2009).

Dev AAA siiperailesinin (gesitli hiicre aktiviteleriyle ilgili ATPazlar)iiyesi HSP100
saperonlar kararli katlanmis proteinleri bile ¢6zme ve biiyiik protein ¢okeltilerini ¢ekip
ayirma yetenegine sahiptirler. ATPaz halkalarinin tek (2.smnif) ya da ¢ift (1.sinif) katlar
katlanmamis polipeptit zincirinin translokasyonu i¢in anahtar rezidiilerle isaretlenmis

bir kanal diizenlerle (Saibil HR 2008).

1.5.2. Kiig¢iik 11 soku proteinleri (HSPS)

Kiigiik HSP’ler B sandvi¢ katlanmali yaygin a kristal bdlgeli kiiclik birimlerin genis
kompleksleridir. Genellikle degisken N ve C u¢ temaslart yapan dimerlerden
olugmuslardir.Stresle bozulan protein ¢okeltilerinin acilmasi1 ve yeniden katlamada
kullanilan ATP bagimli saperonlar i¢in stabilizasyonunda cesitli rolleri vardir (Saibil

HR 2008).

Molekiil agirliklart 15-40 kDa arasinda olan protein gruplaridir. Organizmalardaki
dagilimi ¢ok degiskendir. Kiigiik 1s1 soku proteinleri, HSP60 ve HSP70’ den farkl
olarak, proteinlerin diizgiin katlanmasinda gdrev almazlar. Bunun yerine hiicresel stres
yanit1 esnasinda kismi katlanmig proteinler ile etkilesime girerek bu proteinleri stabilize
ettikleri ve yapisarak ¢okelmelerini engelledikleri belirlenmistir (Pantzartzi et al. 2009).
Kristal yapidaki kiiciik 1s1 soku protein (HSPs) ailesi tiyelerinin hiicre dengesi, hasar
cevaplart ve hastaliklarda onemli rolleri bulunmaktadir. Biiyiik molekiil agirlikh
HSP’ler genis organizma araliginda bulunan stres proteinleri iken kiiglik molekiil
agirlikli stres proteinleri tiirlere spesifiktir ve tanisal amaglarla kullanilmaktadirlar.
Ornegin HSP40 baliklarda, midye ve salyangoz gibi sucul organizmalarda tespit
edilmistir (Lyons et al. 2003; Tomanek 2005). En yaygin olarak gézlenen ve iizerinde
cesitli arastirmalar yapilmis bir HSPs proteini olan HSP27 deki anlatim farkliligi ve

fosforilasyonunun hipertermi, oksidatif hasar (Baek et al. 2000), metal toksisitesi
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(Benndorf ve Welsh, 2004) ve anoksi iskemi (Bruey et al. 2000) gibi subletal hasarlara
yanit vermekte olan hiicre ve dokularda gozlendigi bildirilmistir. Zebra baliginda
tamimlanan 13 adet HSP kodlayan mRNA dizisinden 10 tanesinin insan HSP’leri ile

homolog oldugu bilinmektedir (Franck et al. 2007).

Zebra baliginda HSP27’yi kodlayan gen ile insandaki HSP27/HspB1 ile homolog olup,
fosforilasyon, termo koruyucu aktiviteler ve hiicre icindeki dagilimi agilarindan
benzerlik gostermektedir. Zebra baligindaki 1s1 soku proteinlerinin (zfHSP) anlatim
diizeylerinin belirlenmesine ait ¢alismalar devam etmektedir. HSP27’nin spesifik etki
mekanizmast ve gelisimdeki rolleri halen arastirilmaktadir. Bu ¢ok ¢esitli
fonksiyonlarin HSP27°nin etkileri sirasinda tek bir mekanizma ile mi, farkli hiicre
tiplerine spesifik mi, yoksa hasar tipine mi spesifik oldugu arastirilmaktadir. HSP70’in

hiicre tamir siirecindeki rolii de tam olarak a¢iga ¢ikarilmamustir.

1.6. I's1 Soku Proteinlerinin (HSP) Gruplandirilmasi

1.6.1. HSP100

Bu grup yiiksek molekiil agirligina sahip olan 1s1 soku proteinleridir. 100-110 kDa
arasinda bir agirliga sahiptirler. Stres altinda bulunmasa bile normal olarak hiicrelerde
siirekli olarak sentezlenen kognatlar (Hsc) olarak bilinmektedirler. Termotoleransin
gelistirilmesinde rol oynadiklart dngoriilmektedir. Fizyolojik kosullar altinda HSP100
proteinleri molekiiler saperonlar gibi fonksiyon gosterirler ve proteinlerin yeniden

diizenlenmesinde rol oynarlar (Feder and Hofmann 1999; Askar et al. 2007).

1.6.2. HSP90

HSP100 ve HSp90B: Bu iki molekiil birbirine ¢ok benzer etkiler  gostermektedir.
Ayrica bu iki molekiiliin beraber etkinlik gosterdigine dair caligmalar vardir. En iyi
bilinen etkileri kalmodulin baglayiciliklaridir (Koyasu et al. 1989). Yiiksek

konsantrasyonda ise aktin filamentleri ile etkilesime girerler. Etkilerini gosterebilmeleri
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igin Ca*®a ihtiyag duyarlar. Ayrica HSP90B nin glukoz metabolizmasinda da rol aldig:
diisiiniilmektedir. Bir ¢alismada diyabetiklerde HSF1 ve HSP72’nin azaldigi buna
karsin HSP90B artis1 oldugu gézlemlenmistir (Atalay et al. 2004) Yine ayn1 ¢alismada
diyabetiklerde iskemik stresin HSF1 ve HSP72 diizeylerini etkilemedigi ama egzersizin
HSF. 1 ve HSP72 diizeylerini arttirdigr gosterilmistir. Diyabetiklerdeki insiilin
direncinin Hsp. ile iliskisi su an i¢in ilgi ¢eken bir arastirma konusudur. HSP90a:
Gliniimiizde en iyi bilinen 6zelligi tiimorgenesis ile olan iliskidir.( Neckers et al. 2003).
HSP90 daha ¢ok HSP70, HSP40 ve HSP organize edici protein gibi co-saperon’larla
birlikte multiprotein saperon kompleksi seklinde bulunur (Pearl et al. 2000). Hiicrelerin
iletisimi ve normal morfolojik yapilarinin korunmasinda énemli rolleri vardir. HSF1 ile
tranksripsiyonu diizenlenir (Westerheide et al. 2005). Epidermal biiylime factor reseptor
sinyal iletimi ve Akt sinyal yolu gibi muhtelif sinyal yollar1 ile apopitotik yollarda goérev
alir ve steroid hormon reseptorlerinin diizenlenmesinde rol oynar (Neckers et al. 2003).
Apopitozda birden fazla noktada gorevi vardir ancak genel olarak antiapopitotik bir role
sahiptir.(Garrido et al. 2001). Dolayisiyla kanser hiicrelerinin canliliginin devam
etmesine yardimci olur (Otaka ve et al. 2006). Ozellikle androjenik hormon
reseptorlerinin fonksiyonlarin ve stabilitelerinin diizenlemesinde etkilidir ve bir¢ok
timoriin  gelisiminde etkisi olan damar biiyiime endothelial factor reseptorlerinin
fonksiyon gostermesi HSP90a baghdir (Neckers et al. 2003).

Hipertermi ve hipoksi tiimoral hiicrelerde HSP90 artigina bagli olarak timér direncini
arttirir. Bloklanmasi hiicre 6limiinii hizlandirir. Lenfomalarda biiylimeyi arttiran
simerik protein anaplastic lymphoma kinase (NMK-ALK), HSP90 varliginda fonksiyon
goriir (Schmitt et al. 2007).Geldanamycin ile bloklanmas1 kemoterapiye destek amagl
deneysel olarak kullanilmaktadir. Geldanamycin tiirevlerinin kullanimi ile kanser
hastalarinda Onemli hayatta kalma artis1 bildirilmistir (Westerheide et al. 2005).Ancak
intestinal mukozanin enlamatuar ya da iskemik hadiselere karsi korunmasinda etkisi

olmadig1 gosterilmistir (Otaka et al. 2006).

hsp90aal: HSP90 (90 kDa 1s1 sok proteini) ¢ok sayidaki proteinler i¢in proteinin

katlanmasina ve kalite kontroliiniin yapilmasina yardim eden molekiiler bir saperondur.
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Fonksiyonel HSP90 dimer olarak galisir ve intrinsik ATPaz aktivitesi vardir. HSP90
dimer diger saperonlar (6rnegin, HSP70) ile uyum iginde ¢alisir ve Birkag ko-saperon
ya da yardimci proteinler( Hop, cdc37) tarafindan diizenlenir. Hsp90’mn 100den fazla
proteinlerle etkilesimi oldugu gosterilmis ve bazi 6nemli alici proteinler; Kkinazlar
(0rnegin, Raf-1), niikleer hormon reseptorleri (Ornegin, Ostrojen reseptorleri)
transkripsiyon faktorleri (6rnegin p53), GPCRs (6rn. CB2 reseptorleri) ve iyon kanallari
(6rm. CFTR) gibi proteinlerde bunlardan bazilaridir. insanlarda, HSP90a izoformlari
stres altinda eksprese olurken Hsp90p izoformu yapisal olarak eksprese olur. HSP90
bazi tiimor hiicre tiplerinde mutasyona ugramis onkogenik protenleri stabilize ederek

onemli bir rol oynar.

1.6.3. HSP70

HSP70 polipeptitlerin a¢ilmis hidrofobik alanlarma baglanir. HSP70 aktivitesi ATP
baglama, ATP hidrolizi, niikleotit degistirme dongiileriyle kontrol edilir (Yang et al.
1999). HSP40, HSP70 ile alict proteinlerin arasindaki bigimlenmeyi diizenleyen
kosaperondur. HSP70 ve HSP40 ayni hiicre i¢i kompartmanda birlikte yerlesebilirler.
HSP40’1n en 6nemli gorevi, HSP70’e ATP-bagimli polipeptid baglamay: diizenlemektir
(Maines 2005)

3 mekanizmayla HSP40, HSP70 ve polipeptid arasindaki formatleri diizenler.

1) HSP40, HSP70’¢ 6zel alicilar1 birakan ve baglayan polipeptid baglama boélgeleri
(PPD) igerir.

2) HSP40, HSP70’in ATP formunu ADP formuna doniisiimiinii siirdiirerek HSP70-
polipeptid kompleksini sabitler.

3) HSP40 iiyeleri ayn1 hiicresel kompartmanda farkli yerlere yerlesir bunlar ile HSP70
etkilesimi farklt HSP40-HSP70 ¢iftlerini olusturur (Maines 2005)

Yaklagik olarak yeni sentezlenmis proteinlerin iigte biri katlanma ve oligomerizasyon

icin ER liimenine tagimir. HSP40 iceren ER molekiiler saperonlari, bu proteinlerin
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¢okmesini engeller ve katlanmasina yardim eder (Yang et al. 1999). HSP70in yapisi ve
Ozellikleri en iyi Obakteriyel HSP70 ile anlagilir. HSP70’in (Dnak) kosaperonu yani
HSP40’a Dnaj denir ve niikleotid degistirme faktdriine GrpE denir. DnaK’in N-ucu 44
kD’luk bir ATPaz bélgesi igerir C- ucu ise 27 kD’luk bir peptid baglama bolgesi igerir
(Yang et al. 1999).

Stresin zararl etkilerinden hiicreyi koruyan ve proteinlerin diizgiin katlanmasinda rol
oynayan 1s1 soku proteinidir. HSP70 {izerinde en ¢ok calisilmis ve tanimlanmis 1s1 soku
proteini olup bircok balik tiiriinde tanimlanmistir. HSP70 gelisimi sirasinda korunmus
olan en Onemli stres uyarimli proteindir (Ojima 2005). Hiicredeki sentezi en fazla
yiiksek 1s1 ve agir metal etkisinde artmaktadir. HSP70 ilk olarak Ritossa adli arastirici
tarafindan 1962 yilinda Drosophila melanogaster (Sirke sinegi) tiikrilk bezi
hiicrelerinde tanimlanmistir. Yapilan diger ¢aligmalarda HSP70’in hiicrede 1s1 soku
uyarimli (HSP70) ve kognat (Hsc70) olmak {izere iki c¢esit protein ailesi iiyesi
bulundugu bildirilmistir (Clark and Peck 2009). HSP70 protein ailesini hiicrede
bulunduklar1 yer ve gorevlerine gore, 1s1 soku kognati 70 (Hsc70), stres uyariml
HSP72, mitokondrial HSP75 ve endoplazmik retikulumda bulunan HSP78 olarak dort
alt grupta da incelemek miimkiindiir. HSP70 ayn1 zamanda, stres sirasinda proteinlerin
hidrofobik rezidiilerine baglanarak, ortaya ¢ikabilecek denatiirasyon ve agregasyonlari
onlemek suretiyle hiicreyi 1s1 ve oksidatif hasardan da korumaktadir. Sicaklik ve
kadmiyum arasindaki etkilesimlerin zebra baligi gelisimi lizerindeki etkilerini farkl
sicakliklarda (21, 26 ve 33 C’lik) ve alt1 farkli kadmiyum konsantrasyonunda (0.025,
0.5, 2, 5, 10 mg/l) inceleyen arastirmacilar kalp hizi, karacier histopatolojisi,
yumurtlama orani, embriyo anomalileri ve 1s1 soku proteini indiiksiyonunu
incelemislerdir. Kadmiyum varligindan bagimsiz olarak sicaklik artisinin gelisim hizini
anlamli olarak hizlandirdigini bulmuslardir. Hem kadmiyum varligi hem de 21 derecelik
soguk stres uygulamasinin kalp atimi sayisinda diisme, kalp hizi ve yumurtlamada
azalmaya neden oldugunu gostermislerdir (Hallare et al. 2005). Keller ve digerleri
(2008) yaptiklar1 ¢aligmalarinda 1s1 soku ile indiiklenen HSP70 ekspresyonunun zebra
balig1 hiicrelerinde ERK aktivasyonuna bagli oldugunu belirtmislerdir. HSP70’ler
bircok subseliller bolgede goriilebilir. Bu grubun temel izoformu HSP72’dir ve
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sitoplazmada yer alir. Normal sartlar altinda diger hiicresel proteinlerle birlesir ve
onlarin diger proteinler ile baglanmalarina ve yer degistirmelerine yardimci olur.
Anormal sartlar altinda ise, hiicrede HSP72 ve diger HSP70 tiyelerinin seviyesi artar ve
hiicreyi korumak amaciyla stresin sebep oldugu hiicresel hasari onarirlar (Kayhan

2010).

hspa5: Bu gen tarafindan kodlanan protein, 1s1 soku proteini 70 (HSP70) ailesinin bir
tiyesidir. Bu endoplazmik retikulum(ER) liimeninde lokalizedir ve Endoplazmik
retikulumda proteilerin katlanma ve birlesmesinde goérev alir. Bu protein bir¢ok ER
proteinleri ile etkilesim i¢inde oldugundan hiicrede proteinin tasinmasinda 6nemli bir

rol oynayabilir.

hspala: Bu intronsuz gen 1s1 sok proteini 70 ailesinin bir iiyesi olan 70kDa’luk 1s1 sok
proteinini kodlar. Diger 1s1 sok proteinleri ile baglantili olarak, bu protein, varolan
proteinleri agregasyona karsi stabilize eder ve sitoplazma ve organellerde yeni
translasyona ugramisg proteinlerin katlanmasina aracilik eder.Ayrica, AU-zengini
eleman RNA’ya baglanan protein 1 ile etkilesim yoluyla ubikuitin-proteazom yoluyla
da iligkilidir. Gen, MHC kompleksi smif III bolgesinde, benzer proteinleri kodlayan
yakin iliskili iki genin yer aldig1 klusterda yer almaktadir.

1.6.4. HSP60

HSP 60 ailesi daha ¢ok 6-8 molekiiliiniin birlesimine HSP10 eklenmesi ile oluan
saperonin seklinde bulunur (Otaka et al. 2006; Parcellier et al. 2003). E. Co!/’de biiyiime
icin mutlak varhigr gereklidir (GroEL) (Horwich et al. 2006). ATP bagimli bir
reaksiyonla polipeptid zincirlerinin katlanmasini diizenler (Parcellier et al. 2003).
Bir¢ok hiicrede sitoprotektif etki gosterir. Bu etkileri HSP70 ailesine benzer 6zellikler
gosterir, ancak farkli mekanizmalarla gerceklesir. HSP70 tek basina etki ederken HSP60
saperonini, GroES/HSP10 co-saperonin ile birlikte yaklasik 1000 kDa agirliginda bir
molekiildiir (Deocaris et al. 2006). HSP 60 saperoninin en 6nemli 6zelligi mitokondride
yer almasidir .( Mdbius et al. 1997; Parcellier et al. 2003; Otaka et al. 2006; Deocaris et


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=3309
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=3303

20

al. 2006). Mitokondri matriksindeki en 6nemli protein katlayict molekiildiir (Mdbius et
al. 1997). Genetik mutasyonlarinda ciddi mitokondriyal hastaliklar gelismektedir
(Deocaris et al. 2006). Mitokondrinin hiicresel strese lokal yanitla tolerans gostermesi
HSP60 sayesinde olur (Zhao et al. 2002).

Hiicrede mitokondri disinda membranda da saptanmistir. Aminoasit transportunda rolii
oldugu diistiniilmektedir (Deocaris et al. 2006). Pankreas B hiicre membraninda olmasi
ve nonobez diyabetik sigan HSP60 kaybinin insiilitise eslik etmesi, insiilin
sekresyonunda gorevi oldugunu disiindiirmektedir (Brudzynski et al. 1992). Kanser
hiicrelerin membranlarinda tiimoriin kaynaklandigi dokunun orijinal hiicrelerinin
membranlarina oranla daha fazla HSP60 oldugu saptanmuistir .(Shin et al. 2003). Serviks
(rahim agazi cervical) ve mesane kanseri gibi bazi kanserlerde HSP60 seviyesinin
yiiksek olusunun koétii prognostik faktor oldugunu gosteren ¢aligmalar vardir (Lebret et
al. 2003; Cappello et al. 2003). Apopitoz ve HSP60 arasindaki iliski heniiz tam
aydinlatilamamistir. HSP60 ‘nin apopitozu arttirdigini  gosteren ¢aligmalar kadar
azalttigin1 gosteren ¢alismalar da vardir (Deocaris et al. 2006). Dolasima ¢ikan HSP60
vaskiiler ve myeloid hiicrelerin yiizeyinde adhezyon molekiilii olusmasint ve bu
hiicrelerden proinflamatuar sitokinlerin salintmini arttirir (Pockley et al. 1999).Ayrica
renal ve vaskiiler hastaliklarda dolasimda HSP60 saptanir. Muhtemelen vaskiiler yatak
gerilime karst HSP60 yaniti vermektedir. Hipertansiyonlu hastalarda anti-HSP60 da
saptanmigtir (Pockley et al. 2002). HSP60, mitokondriyal rejenerasyonun gostergesi
oldugundan, stirekli rejenerasyon goriilen gastrointestinal sistem hiicrelerinin epitel
dokusunda normalde de 6l¢iilebilir diizeylerde de vardir (Mo6bius et al. 1997). Stres
kosullarinda hem ince barsak hem kolonda arttig1 gosterilmisken, ne ince barsak ne de
kolonda koruyucu etkileri gozlemlenmemistir (Otaka et al. 2006). Ancak, barsaklarda
epitel disinda barsak duvarinda da farkli hiicrelerde bulunmasi, HSP60’nin barsaklarda
daha ¢ok motilite ile iligkili fonksiyonlari olabilecegini diisiindiirmektedir (Mébius et al.
1997; Pockley et al. 1999; Otaka et al. 2006) .HSP leri agirliklarina gore dort ana gruba
ayrilirlar. Cizelge 1.1 HSP smiflamasi 6zetlenmistir (Ersin 2009) .
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*ER: Endoplazmik Retikulum.

1.7. Hsc 70 Ve HSP 90 Tliskisi

PDGF: Platelet Derived Growth Factor

Hsc70 ve HSP90 birlikte calistiklar1 i¢in tek bir multi saperon makine veya bilesik

olarak ele alinabilirler. Bu Hsc70-HSP90 bilesiginin fonksiyonlari bunlarin ATPaz

dongiilerini ve sonug olarak bag kurma egilimlerini etkileyen cesitli kofaktor proteinler
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veya ko-saperonlar tarafindan ayarlanir. Bu Hsc70-HSP90 makinesinin protein yer
degistirmesi veya indirgenmesi gibi katlanmasinin yan1 sira ¢esitli fonksiyonlarda yer

almasina olanak saglar (Young et al. 2004).

Hsc70-HSP90 bilesigi ile cesitli ko-saperonlar arasindaki iliski ve bunlarin farkli
protein katlanma fazlari, memelilerdeki hormon reseptorlerinin  olgunlagsmasi
calismalarinda en ¢ok gdzlemlenendir. Polipeptid katlanmasindaki roliiniin yani sira,
Hsc70-HSP90 bilesigi ¢esitli ko-saperonlarla beraber proteinlerin hiicre igi organellere
ya da proteazomlara siralanmasinda yer alir. Ornegin, mitokondriyal proteinler
genellikle isaret¢ci polipeptid, ya da sitozol icindeki oOnciil polipeptidler olarak
sentezlenirler ve daha sonra organelle aktarilirlar. Hsc diger ko-saperonlar olan HDJ1 ya
da HDJ2 ile bu onciil polipeptidlerin mitakondriona kolay taginmasi i¢in ¢oziiniirliigiinii
saglar. Mitokondriyal zar i¢inde dis mitokondriyal zarin translokazi (TOM 70) yer alir
(Fan CY and Lee S 2003).

1.8. Is1 Sok Proteini 70 (HSP70) Gorevleri

Uzerinde en ¢ok calisilmis ve tanimlanmis sicaklik sok proteinidir. Lindquist and Craig
(1988) yapilan ilk g¢aligmalarda hiicrede kognat (Hsc70) ve sicaklik soku uyarimli
(HSP70) olmak tzere iki ¢esit HSP70 protein ailesi iiyesinin saptandigini
bildirmislerdir. Hsc70, normal kosullarda sitoplazma ve ¢ekirdekte dagilmis durumda
bulunmakta ve memeliler arasinda gelisimi igerisinde yiiksek oranda korunmus bir
genetik diziyi paylasmaktadir. Yirmidort 6karyotik ve prokaryotik tiirde, HSP70 geninin
Boorstein et al. (1994) tarafindan gergeklestirilen DNA dizi analizleri sonucunda sz
konusu proteinin tiirler arasinda yiiksek benzerlik gosterdigi saptanmistir. HSP70
protein ailesi, hiicrede bulunduklar1 yer ve gorevlerine gore, sicaklik sok kognati 70
(Hsc70/HSP73), stres uyarimli HSP72, mitokondrial HSP75 (Hsp75/grp75) ve
endoplazmik retikulumda bulunan HSP78 (HSP78/grp78) olarak dort alt grupta
toplanmaktadirlar (Green et al. 1995).
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Cizelge 1.2’de HSP70 protein aile iiyelerinin hiicrede bulunduklar1 yerler ile gorevleri

verilmistir (Green et al. 1995).

Cizelge 1.2. Protein aile iiyelerinin hiicrede bulunduklar yerler ve gorevleri (Green et
al. 1995).

Hsp70 Ailesi Hiicrede Bulundugu Yer Girev
Cekirdek, sitozol katlanmasi ve )
Hsc70/Hsp73 Molekiiler saperon, protein
taginmasi
Stres uyarimli, hiicre
Cekirdek, sitozol korunmasi,
Hsp72 o denaturasyonu ve
proteinlerin .
agregatlasmasinin 6nlenmesi
Hsp75/ grp75 | Mitokondri Molekiiler saperon
Hsp78/ grp78 | Endoplazmik retikulum (ER) Molekiiler saperon

HSP70 ailesi igerisinde, iizerinde en ¢ok arastirma yapilan gruplar stres uyarimli olan
HSP72 ve hiicrede siirekli eksprese edilen sicaklik sok kognat1 70 (Hsc70)’dir. HSP70
ailesi i¢inde yer alan ve stres uyarimli olan HSP72 proteini literatiirlerde genel olarak
HSP70 olarak ifade edilmektedir. Hsc70, heniiz sentezlenmis yeni polipeptit zincirlerine
sikica baglanip, islevsel yapisini kazanmamis islevsel yapisin1 kazanmamis proteinlerin

agregatlasmasini 6nleyerek bozulmalarina engel olmaktadir.

Stres uyarimli HSP72 genel ifadesiyle HSP70 ise sicaklik veya oksidatif stres gibi
protein yapisina zarar verebilecek kosullarda yeni olusmus polipeptid zincirlerinin
yanlis katlanmalarimi veya yapisarak ¢Okelmelerini onlemektedir. Tipik olarak bir
HSP70 proteini, 613-635 aminoasit uzunlugundadir. Tim HSP70 proteinlerinin

yapisinda ii¢ adet ortak fonksiyonel ana domain bulunmaktadir (Morimoto et al. 1996);
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1. N- ucu ATPase domaini:

Bu bolge ATP’ye baglanarak, ADP’ye hidrolize olmasim1 ve ATP’den ADP’ye
dontisiim, yapisal degisim i¢in gerekli enerjiyi saglamaktadir. Bu bolge yaklasik 385

aminoasitten olusmaktadir.

2. Substrat baglanma domaini:

Notral ve hidrofobik aminoasit rezidiilerine yiiksek afinite gosteren bu alan araciligiyla

peptidlerle etkilesim kurulmasi gergeklestirilmektedir.

3. C- ucu domaini:

Bu bolge substrat baglanma alani i¢in bir tiir kapak gorevini gérmektedir. Hsp70
proteinine ATP bagli oldugunda Cucu domaini agik olmakta, peptidler hizla proteine
baglanmakta ve ayrilmaktaiken, ADP bagli oldugunda C- ucu domaini kapali durumda

olup peptidler substrat baglanma alanina sikica tutturulmaktadir (Sekil 1.1).
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>, A‘.th))ﬁ& Substrat baglanma domaini

Sekil 1.1. HSP70 proteini ve domainlerin ¢esitli (A, B, C, D) molekiiler gdsterimi.
(http://homepages. bw. edu./~mbumbuli/cell/chaplec/index. Html)

Yeni sentezlenmis polipeptid zincirleri, ribozomdan ayrildiklarinda HSP70 proteininin
substrat baglanma bolgesi hidrofobik amino asid rezidiilerini taniyarak etkilesime girer
ve baglanir. Bu baglanma ve polipeptidleri salma mekanizmasi ATP-ADP doniigiimii
yoluyla saglanmaktadir. ADP bagli durumdayken yeni sentezlenmis polipeptid
zincirleri, kolayca HSP70 proteini ile birlesir ve serbest kalir. Okaryotlarda HSP40 ve
prokaryotlarda E. coli DnaJ yardimer saperonu ile Hsp70 proteininin olusturdugu yapi
araciliiyla heniiz kismi katlanmis proteinlerin ¢okelmesini ya da yanlis katlanmalarinin
engellenmesi saglanmaktadir (Hartl 1996). HSP70 proteini ayn1 zamanda hiicreyi, sicak
veya oksidatif stresin etkilerinden de korumaktadir. Stres esnasinda proteinlerin
hidrofobik rezidiilerine baglanmakta, ortaya cikabilecek denaturasyon ve c¢okelmeleri
engelleyerek yeniden katlanmalarint yonlendirmektedir. Eddington and Hightower
(1990) tavuklarda RNA northern blot analizi yoluyla, insan HSP27 proteininin cDNA
Klonunun spesifik olarak tanidigi 23 kDa agirhginda kiiciik sicaklik sok proteinini
saptamiglardir. Ayn1 arastiricilar insan HSP27 proteininin rodent hiicrelerinde sicakliga

tolerans ile Drosophila gelisimi esnasinda sicakliga termotolerans gelistirilmesinde ve
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domates hiicrelerinde sicaklik soku yanitinda gorev aldigini bildirmislerdir. Stres
yaratan cevresel kosullarda proteinler, islevsel formlarina katlanamayabilir, yanlis
katlanabilir veya ¢oOkebilirler. Hiicrede stres yaniti mekanizmasi sicaklik sok
proteinlerinin ve proteazlarin artan sentezini icermekte ve hiicrenin stres kosullarinda

hayatta kalmasina yardime1 olmaktadir.

Sicaklik sok proteinlerine ait genlerin transkripsiyonunun uyarilmasi ¢evresel stres
faktorleri gibi bircok stres sinyaline tepki olarak gergeklesen bir yanittir. Yalnizca stres
kosullarinda degil, stresin goriilmedigi belirli bazt durumlarda veya kimi hastaliklarda
da HSP genlerinin sentezi uyarilmaktadir. Sicaklik sok proteinlerinin koruyucu rolleri,
protein hasarinin engellenmesinde yardimci olma yeteneklerinden ileri gelmektedir.
Prokaryotlar ve dkaryotlarda cesitli ¢evresel stres etmenleri karsisinda bir ya da daha
fazla Hsp’nin sentezinin artan uyarimi, hiicreler ve dokular1 stres esnasinda molekiiler
saperon etkileriyle hasardan ve apoptozisten korumaktadirlar (Jolly and Moriomoto

2000; Yegenoglu 2007).

1.9. Isl Soku Yanitinin Gen Diizenlenmesi

Gelisim igerisinde hiicreler, stres ile karsilagtiklarinda hayatta kalabilmelerini
saglayacak, stres sinyalini saptayan, izleyen ve yanit veren bir mekanizma gelistirmek
zorunda kalmislardir. Uzun siireli stres, hiicrelerin bazi1 etkin mekanizmalari
calistirmalarina neden olurken, amag proteinlerin yapisini ve biyokimyasal dzelliklerini
koruyarak hiicreyi islevsel bir halde tutmay1 basarmaktir. Bu nedenle sicaklik sokunda,
sicaklik sok proteinleri ve proteazlarin aktivitesi ile ekspresyonlar1 protein hasarinin
tamir edilmesi ve hiicrenin diizelmesine yardimci olmak iizere artmaktadir (Morimoto
1998) Sicaklik sok genlerinin transkripsiyonunun baslamasi giderek artan stres
sinyallerine kars1 bir yanittir. Prokaryot ve 6karyotlarda, bir ya da daha ¢ok sicaklik sok
proteininin fazla ekspresyonu, hidrojen peroksit,ekstrem sicakliklar ya da ethanol gibi
cevresel stres uyaricilarina karsi hiicreyr korumada yeterli olmaktadir (Parsell and

Lindquist 1994).
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Strese karst hiicresel yanit mekanizmasinda sicaklik sok faktorleri (heat shock factors;
HSF) gorev almaktadir (Pirkkala et al. 2001). Omurgalilar arasinda saptanan
HSF’lerden 1, 2 ve 4 yaygin iken, HSF 3 yalnizca kanath tiirlerinde goriilmektedir.
Sicaklik soku yanitinin gen diizenlenmesi (regulasyonu) {izerine yapilan arastirmalar
sonucunda ii¢ tip kanath sicaklik sok faktor (HSF) geni oldugu belirlenmistir (HSF1,
HSF2, HSF3). HSF1 ve HSF2 genlerinin memeli genleriyle homolog olduklar1 fakat
HSF3 geninin yeni bir sicaklik sok faktér geni oldugu saptanmistir (Nakai and
Morimoto 1993).

Stres uyarimli genlerin transkripsiyonun baslamasi ve diger hiicresel proteinlerin
sentezinin durdurulmasi i¢in HSF’lerin aktivasyonuna gereksinim vardir. HSF’ler,
sicaklik sok genlerinin karakteristik penta niikleotid 5'-NnGAAN-3' dizisini tasiyan
sicaklik sok elementi (heat shock element, HSE) bdlgesine baglanarak stres uyarimli
gen ekspresyonunu baslatmaktadirlar. Sicaklik sok faktorlerinin yapisinin, helix-turn-
helix DNA baglanma domaini, trimer yapisinin olusturulmasi icin gerekli bitisik 80
rezidiiliik hidrofobik tekrar bolgesi ve C- karboksil ucu transaktivasyon domaininden

olustugu saptanmistir (Wishniewski et al. 1996; Morimoto 1998).

HSF1’in ¢aligmasi; sicaklik soku, oksidatif stres ya da amino asit analoglar1 gibi dogal
olmayan (non-native) proteinlerin, hiicrede sentezine izin veren tiim stres kosullarinda
uyarilmaktadir. Sicaklik soku, protein sentezinin engellenmesine, yeni olusan polipeptid
zincirlerinin yanlis katlanmasina neden olmaktadir. HSF1, dogal olmayan proteinlerin
varliginda gosterilen hiicresel tepkide 6nemli rol oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir

(Morimoto 1998; Yegenoglu 2007).

HSF1 ve HSF3 kanath hiicrelerinde kimyasal ve fiziksel stres karsisinda aktive
olmaktadir. Yalnizca kanatli hiicrelerinde bulunan HSF3’iin stres karsisinda HSF1 ile
beraber eksprese olmasina karsilik diizenleme mekanizmasinin bagimsiz oldugu
saptanmistir (Nakai and Morimoto 1993; Nakai et al. 1997). Tanabe et al. (1998) HSF3
faktorlince eksik hiicrelerde HSF1’in DNA’ya baglanma islevini gerceklestirmesine

ragmen sicaklik soku yanitinin belirgin sekilde zayifladigini saptamistir. Hiicrelere
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yeniden HSF3 geni yerlestirildiginde sicaklik soku yanitinin diizeldigini bildirmislerdir.
Bu da HSF3’iin kanatli sicaklik soku mekanizmasinda onemli bir rolii oldugunu
gostermektedir. Sicaklik sok yaniti, dogal olmayan proteinlerin hiicrede belirmesi ve
HSF1 proteininin aktivasyonu ile baglantilidir ve proteinlerin yanlis katlanmalarinin
onlenmesi amaciyla molekiiler saperon karakteristigi gosteren sicaklik sok proteinlerine
gereksinim duymaktadir (HSP90, HSP70 vb.). Normal kosullar altinda HSF1 aktivitesi,
hiicrede baskilanmistir. Hem sitozol hem de ¢ekirdekte inert monomerik durumdadir.
Sicaklik soku gibi stres kosullarinda HSF1 {izerindeki baski kaldirilmakta
vetranskripsiyonel olarak aktif trimer olusturmaktadir. HSP70 geninintranskripsiyonu,
genin kodlama bolgesinin upstream kisminda yer alan sicaklik sok elementi (heat shock
elements; HSE) dizisine sicaklik sok faktoriiniin (HSF) baglanmasiyla baslamaktadir.
Hsp genlerinin transkripsiyonu adim adim ilerleyen bir siirectir (Morimoto, 1998). Bu

asamalar asagida verilmistir (Sekil 1.2 ve Sekil 1.3).

1. HSF monomerlerinin sitoplazmadan ¢ekirdege taginmasi,

2. Monomerik HSF {initelerinin trimerik forma diizenlenmesi,

3. HSF trimerinin sicaklik sok genlerinin promoter bolgesindeki HSE’ye (heat shock
element) baglanmasi.

4. HSF trimerinin fosforilasyonu ile genin transkripsiyonel aktivasyonunun baslamasi

ve HSP70 miktarinin artmasi.
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Sekil 1.2. HSF’lerin HSE’ lere baglanmasi.

*NGAAn nin iic tam eslesmesi ve Hsp70 geninin promotorii lizerinde yerlesik nGACn ve nGGGn’nin
kusurlu eglesmesi goriilityor.pozisyon 3(p3) ve 4 (p4) teki HSE’ler simetriktir ve HSF1 ve HSF2’nin
trimerlerinin tercih edilen baglanmasidir.HSF1’in 2 molekiilii sonra pl ve p2’deki HSE’lere baglanir

fakat, HSF2 HSE’ye yalanizca p2’de baglanir.
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Sekil 1.3. HSF’lerin sicaklik sok genlerinde transkripsiyonu baglatmasi ve sicaklik sok

genlerinin yapist.
*1. Sicaklik sok gen yapisi, 2. Normal cevre sicakliginda monomerik formda HSF, 3. Sicaklik
yiikseldiginde HSF trimerizasyonu ve HSE’ye baglanma, 4. Transkripsiyonun basglamasi.
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HSF hidrofobik bolgeleriyle etkilesime giren ve diizenlemede gorev alan sicaklik sok
faktorli baglanma proteini (heat shock binding protein 1, HSBP1) Satyal et al. (1998)
tarafindan saptanmistir. Bu protein HSF1 proteininin trimerik yapisiyla ve HSP70 geni
ile etkilesime girerek stres yaniti mekanizmasinda gorev almaktadir. Sicaklik soku
yanitinin azalmaya basladigi durumda ise HSF1’in transkripsiyonel aktivitesi dogrudan
HSP70’in  baglanmasiyla  zayiflatitlip, HSBP1 araciligiyla negatif  olarak
diizenlenmektedir. HSBP1 hem HSF1 hem de HSP70 proteininin hidrofobik altili tekrar
bolgelerine baglanarak kontrol edilmektedir. Bu sekilde trimerik formun yeniden

monomerik inert forma ¢oziilmesi asamasi tetiklenmektedir (Sekil 1.4).

SITOPLAZMA CEKIRDEK
Normal Protein g it
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Sekil 1.4. HSF araciligiyla sicaklik sok protein genlerinin  aktivasyonu
(http://wwwermm.cbcu.cam.ac.uk)
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Sekil 1.5. Insan ve Drosophila hiicreleri Hsp'ler de stres indiikleci artisin va dnerilen
mekanizmasi

*Sitozolde bulunan HSF’ler Hsp trafindan normal olarak baglanir ve inaktiftir. 1s1 soku gibi stres altinda
Hsp’lerden ayriln HSFler PKC gibi protein kinazlar tarafindan fosforillenir ve sitozolde Hsp geninin
promotor bolgesinde HSE’lere baglanmak icin niikleusa giren trimerlesi olusturur .Daha sonra HSF
fosforillenir.Hsp mRNA” s1 transkiribe olur ve sitozole gegmek icin niikleuzu terk eder.sitozolde yeni Hsp
sentezlerir. HSF sitozoliine doner ve tekrar HSF tarafindan baglanir.

1.10. Apoptotik Siireclerin Is1 Sok Proteinleri Tarafindan Diizenlenmesi

Is1 sok proteinleri kaspaz aktivasyonunu engelleyerek apoptozisi bloke edebilirler.
HSP27, HSP70, HSP60 ve HSP90’1n asirt sentezlenmesi apoptozisi inhibe edebilir.
Farkli hiicre modellerinde HSP’lerin yanlis katlanmis proteinlerin  birikmesini
engelledigi ve serbest radikaller ile DNA hasarina neden olan hiicresel stres
durumlarinda apoptozisi inhibe ettikleri gosterilmistir. Bunun aksine HSP27, HSP70,
HSP60 ve HSP90’1n yeterli diizeyde sentezlenmemesi hiicrelerin apoptotik uyaranlara
duyarliligint artirir. Bazi hiicrelerde HSP70 kaybi herhangi bir ek stres faktorii
olmaksizin kaspaz-3 aktivasyonu ile baslatilan apoptotik siireg i¢in yeterlidir. Boylece



33

HSP’ler dogrudan ya da dolayli olarak kaspaz aktivasyonunun modiilasyonu ile
apoptozisde gorev almaktadir. HSP’ler intrinsik ve ekstrinsik apoptotik yollari, i
noktada anahtar proteinlerle tepkimeye girerek bloke edebilir. Bu noktalar;

1. Mitokondriden 6nceki siirecte sinyal yollarinin diizenlenmesi,

2. Mitokondride gergeklesen apoptojenik molekiillerin salinmasinin kontrolii,

3.Post mitokondriyal siirecte apoptozom olusumunun kontroliidiir (Lanneau et al. 2008;

Petek 2009)

1.10.1. Mitokondriyal diizeyde 1s1 sok proteini hedefleri

Hiicre kiiltiirlerinde HSP27’nin sitokalasin D ya da staurosporin etkisinde hiicre
iskeletinin  bozulmasini ve mitokondriden sitokrom ¢ salimmini  engelledigi
belirlenmistir (Paul et al. 2002). HSP27 ayn1 zamanda mitokondriden Smac salinimin:
da inhibe edebilir (Chauhan et al. 2003). HSP70 HSP40 ile esleserek Bax’larin
mitokondri dis membranina lokalizasyonunu engeller ve mitokondri dig membran
gecirgenligini korur (Stankiewicz et al. 2005). HSP60 ile Bax proteinleri kompleks
olusturarak apoptozisi inhibe edebilmektedir (Ruchalski et al. 2006).

HSP60’in Bax’dan ayrilmas: bu proteinin mitokondriye baglanmasina neden olur ve
apoptozis indiiklenebilir (Kirchhoff et al. 2002). Timor hiicrelerinde HSP90
mitokondride TRAP molekiilii ile birlikte bulunur. Mitokondride bulunan HSP90
mitokondri membran gegirgenligini ve sitokrom c¢ salinimini kontrol eder. HSP90’1n
cesitli ajanlarla inhibisyonu mitokondri membraninda depolarizasyona neden olur ve
doza bagimli sitokrom c¢ salimmi gozlenir. Bu durum HSP90’in normal hiicre
mitokodrilerinde degil de tiimor hiicrelerindeki mitokondrilerde saperon islevlerinin
kanser tedavisinde kullanilmasi agisindan 6nemli olabilir (Kang et al. 2007). Bazi
arastirmalar mast hiicrelerinde Bcl2/HSP90 kompleksinin mitokondrilerden sitokrom c
salinimini inhibe ederek kaspaz-3 aktivasyonunu engelledigini gostermistir (Cohen-
Saidon et al. 2006).
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1.10.2. Post mitokondriyal diizeyde 1s1 sok proteinleri hedefleri

HSP27°nin mitokondriden sitosole sitokrom ¢ salimimini engelleyerek kaspaz
aktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Bruey et al. 2000). Insan monositlerinde
apoptozis sirasinda HSP27’nin aktif kaspaz-3’ii bloke ettigi belirtilmistir (Voss et al.
2007). HSP27 ayni zamanda hiicrede serbest radikal miktarint azaltarak ve okside
proteinlerin toksik etkilerini nétralize ederek antioksidant savunmayi artirir (Rogalla et
al. 1999). HSP27 apoptozisin son asamalarinda meydana gelen membran sismesi gibi
morfolojik degisimleri de etkileyebilir (Coleman et al. 2001). Aktin-miyozin sistemi
membran  sismesinde kontraktil giicii saglar, burada Hsp27 f-aktin’nin

reorganizasyonunda gorev alir (Pivovarova et al. 2007).

HSP70’in sitokrom ¢ salintmint inhibe ederek kaspaz-3 aktivasyonunu engelledigi ve
bdylece apoptozisi inhibe ettigi belirlenmistir (Li et al. 2000). Buna ek olarak HSP70’in
Apaf-1 molekiiline dogrudan baglanarak prokaspaz-9 ile apoptozom olusumunu
engelledigi belirtilmistir (Beere et al. 2000). HSP70’in ATPaz baglanan bdlgesi bu
etkilesim igin gereklidir (Saleh et al. 2000). TNF indiiklii apoptozisde HSP70 kaspaz-3
aktivasyonuna engel olmaz, fakat fosfolipaz A2’nin aktivasyonu gibi hiicre dliimiiniin
karakteristigi olan morfolojik degisimlerden korur (Jaattela et al. 1998). Apoptozisin
yikim fazinda kaspaz-3 aktivasyonunu takiben kromozomal DNA, DNAaz CAD
tarafindan (Kaspaz ile aktive olan DNAaz) parcalanir. Enzimatik aktivite ve CAD’1n
katlanmas:t HSP70 tarafindan Hsp40 ve ICAD’1n ko-saperon etkisiyle diizenlenir. ICAD
CAD’m inhibitoridiir (Sakahira and Nagata 2002). HSP90 Apaf-1’in islevini negatif
yonde etkiler. HSP90 Apaf-1’e dogrudan baglanir ve prokaspaz-9 ile
oligomerizasyonunu engeller (Pandey et al. 2000). Ara filamentlerin en 6nemli bileseni
olan vimentin apoptotik uyartilara yanit olarak pargalanir. HSP90 vimentine baglanir ve

apoptotik parcalanmay1 engeller (Zhang et al. 2006).

HSP60 ve HSP10’un proapoptotik rollerinin oldugu gosterilmistir. HeLa ve Jurkat
hiicrelerinde camptothecin ya da staurosporin ile kaspaz-3 aktivasyonu mitokondriden

HSP60 ve HSP10’un salinimi ile birlikte meydana gelir. Calismalar in vivo ve in vitro
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ATP bagiml siiregte prokaspaz-3’iin sitokrom c ile aktivasyonunun HSP60 ve HSP10
ile iligkili oldugunu gostermistir.(Sekil 1.6) (Samali et al. 1999; Petek 2009)
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Sekil 1.6. Mitokondrial membran iizerinde katlanmamis proteinlerin gegisine katilan HSP70
tarafindan yapilan islemin sematik gosterimi protein mitokondri dis zarinda reseptor
kompelekse baglanir.

*(1.adim).sonra translokasyon agikhgina girer(2.adim) ilk olarak translokasyon ¢ikar protein
mitokondriyal Hsp70’ baglar, ATP gerektiren biradimdir .(3.adim) protein sinyal peptidi martiks islemeci
peptidaz (mpp) trafindan bolinar (4 adim).MDJ, YGE ve ATP hidrolizi iceren bir islemde (5.adim) ya
Hsp 70 gibi kendihginden katlanarak uzaklastinlir, ya da Hsp 60’in olacilik ettigi bir islem tarafindan
aktif olarak katlanir(6.adim)

1.11. Renal iskemi ve HSP

Iskemi sonrasiiyilesme siirecinde HSP’nin roliine dair bir ¢cok kanmit bulunmaktadir.
(Van et al. 1994; Smoyer et al. 1998). Hiicre diizeyinde olan renal iskemide hiicre
disfonksiyonundan hiicre 6liimiine kadar degisen belirgin hasarlar olusur. Nekroz hiicre
Olimiiniin goriildiigii genellikle cabucak ortaya c¢ikan bir yikim siirecidir. Apopitozis

(programlanmishiicre 6liimii) dikkatli bir sekilde diizenlenmisaktif bir siiregtir. Klinik
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ve deneysel akut renal hasarda apopitozis hiicre 6liimiiniin ana nedenidir (Bonegio et al.
1998).

Tedavi yaklasimlari agisindan canli hasarli hiicrelere miidahale en 6nemli hedeftir.
Hiicre hasari, tamir ve 6liim yolu arasinda bir denge vardir. Her bir renal hiicre epiteli
Iyilesip hayatta kalir ya da apopitozise ugrayip oliir. Stresin uyardigi apopitozisde hasar
tespit edilir. Hiicre tamir mekanizmasinin yardimile hiicrede olusan hasarin daha fazla
devam etmesine izin verilmez. Renal tiibiiler hiicrelerde enerji tiikendigi zaman protein-
protein arasindaki etkilesimle regiile edilen spesifik molekiiler yollar araciligiyla
apopitozis gerceklesir (Bonegio et al. 1998). HSP, proteinlerin toplanmasina,
katlanmasina, tasinmasina etki eder. Apopitotik yollarin yiiriitilmesini ya da inhibe
olmasini etkileyen 6nemli bir adaydir. Yeni yapilan deneysel bir ¢alismada HSP’nin

apopitozise karsi hiicre koruyucu etkisi oldugu tespit edilmistir (Garrido et al. 2001).

Enerjisi tiikenmisrenal epitel hiicrelerde HSP70 araciligiile apopitozis azalir. HSP70
mitokondride sitokrom c’nin strese bagli saliniminibaskilar. Apopitozise neden olan
faktorlerin niikleer translokasyonu HSP tarafindan baskilanir. Bu ¢alismalariin vivo
sisteme tasiyan g¢alisma yoktur. Son vyillarda renal iskemiyi takiben hiicre hasari
olustugunda hiicre iskeletinin yeniden organize olmasina Hsp’nin katkilari konusunda
yapilmis in vitro ve in vivo ¢aligma sayisinda artis bulunmaktadir. Renal iskemi veya
enerji tiikenmesi sonucu renal tiibiil hiicrelerinde aktin hiicre iskeleti birikiminde artma
olur (Molitoris et al. 1992). Mikro villuslar pargalanir. Hiicre-hiicre ve hiicre-substrat
baglantilar1 ayrilir. Biitiin bunlarin sonucu olarak hiicre polaritesi bozulur. Hiicre
polaritesi tiibiil hiicrelerinin fonksiyon gdstermesi icin gayet dnemlidir. Belirli yonde
substrat taginmasinda hiicre polaritesi 6nemlidir. HSP’nin hiicre iskeletinin biitiinligiini
sagladiginive hiicre polaritesinin restorasyonunda yer aldigint gosteren ¢ok sayida
deneysel kanit vardir. Renal iskemi olustugunda ve hiicredeki enerji azaldigizaman
hiicre stres cevabiile HSP uyarilir. Diger proteinlerin yapimiazahr. Ornegin Na-K
adenozin trifosfat (ATP) kanali proteinlerinin yapimi azalir. HSP’nin hasarli ve

bozulmus proteinlerin stabilizasyonunu aktive ettigi diisiniilmektedir. HSP70 agiga
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¢ikinca hiicre iskeletinin pargasiolarak Na-K ATP’ase stabilize olur (Aufricht et al.
1998).

Organizmada olusan iskemilerden sonra HSP miktariartar. HSP miktarinin arttigi
hiicreler daha agir olan stres durumlarina direnglidirler. Tekrarlayan hiicre hasarlarina
direncin artmast hiicre koruma olarak adlandirilir. Renal iskemi durumu
olusturuldugunda HSP70’in uyarilmasiile beraber hiicre iskeletinin bozulmasida
Onlenir. HSP antikorlariile stabilizasyon onlenirse hiicre hasarinin daha koti oldugu

tespit edilmistir (Riordion et al. 2004).

Immatiir bobrekte hipoksik ve iskemik hasara kars1 korunmayla baglantil: olarak HSP70
diizeyleri yiiksek bulunmustur. Deneysel ¢alismalarda immatiir tiibiil hiicrelerinde matiir
tiibiil hiicrelerine gore HSF miktarimnin fazla oldugu tespit edilmistir. Immatiir
hiicrelerdeki yiiksek HSF miktarina bagholarak, HSP70 yapimiartmaktadir. Bu durum
immatiir tiibiilis hiicrelerini hipoksiye karst daha korunaklihale getirir (Gaudio et al.
1998).

1.11.1. HSP ve iinilateral obstriiksiyon

Obstriiktif nefropati, iskemi ve takipeden reperfiizyon araciligiyla hiicresel ve molekiiler
mekanizmalaritetikler. Birtakim dokularda iskemi stresine bagli HSP70 sentezi
uyariimaktadir (Williams et al. 1993).

Siganlarda yapilan ¢alismada iinilateral iireteral obstriiksiyon sonucu yaygin oksidatif
stres cevabigoriilmiistir. Obstrilkkte ve kontralateral bobrekte oksidatif —stresin
arttigitespit edilmistir. Unilateral iireteral obtriiksiyonun 7 giiniinde HSP70’in 3.7 kat
daha fazla oldugu tespit edilmistir (Kwei et al. 1998). Obstriiksiyon giderildikten 24
saat sonra HSP70 diizeyinde azalma tespit edilmistir. 7 giin sonra ise HSP70 diizeyi
konrol grubu ile esit diizeye inmistir. Kontralateral bobrekte HSP70 diizeyleri kontrol
grubu ile deneyin her asamasinda parelellik gostermistir. Sonug olarak oksidatif stres

tinilateral obstriikksiyon sonrasibilateral goriilir iken HSP70 pozitifligi yalnizca
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obstriikte bobrekte tespit edilmistir. Unilateral obstriiksiyonda HSP70 cevabi, spesifik
ve lokalize oksidatif strese bagli olusmaktad: denilebilir (Kwei et al. 1998).

1.12. Is1 Sok Proteinleri ve Homeostazis

Is1 sok proteinleri yalnizca proteinlerin tekrar katlanmasi ya da yanlhs katlanmis,
denatiire olmus proteinlerin eliminasyonlarina yardimci olmaz, ayni zamanda birgok
acidan hiicresel yasamda kritik rolii olan ¢ok sayida hiicresel proteinin sentezlenmesini
saglar. Hiicresel homeostazin saglanmasinda HSP’lerin ¢ok sayida rolii bulunmaktadir
(Sreedhar and Csermely 2004).

1.12.1. Redoks homeostazinda 1s1 sok proteinlerinin rolii

Oksidatif stres apoptotik siire¢ i¢in dnemli bir sinyaldir. Hiicresel redoks durumunda
meydana gelen degisimler farkli apoptotik yollari1 diizenlemek igin etkili bir yoldur.
HSF-1 geni ¢ikarilan farelerin oksidatif strese daha duyarli olduklar: belirlenmistir (YYan
et al. 2002). Hsp’ler hiicresel redoks durumunun korunmasinda antioksidant olarak
gorev yaparlar. Hem oksijenaz, bilirubin ve biliverdin antioksidantlarin tiretiminden
sorumlu bir Hsp’dir. Hsp70’in oksidatif stres kosullarinda peptid kompleks stabilitesi ve
peptid baglanma yeteneginin artirilmasini sagladigi bilinmektedir. Hiicrede redoks
durumu HSP70 sentezini etkiler. Boylece azalmis GSH diizeyi HSF-1’in dogrudan
aktivasyonuna neden olabilir. Bunun aksine giiglii oksitleyici ajanlar DNA’ya baglanma
yetenegini engelleyerek HSF-1’in trimerizasyonunu inhibe ederler. Sonug olarak redoks
homeostazinda orta diizeydeki bir degisim HSF-1’in aktivasyonuna neden olurken,
redoks homeostazinda biiyiik degisimler HSF-1°1 inhibe etmektedir (Sreedhar and
Csermely 2004).

1.13. Stres Cevabinin Ozellikleri

Stres proteinlerinin fizyolojik fonksiyonlari, hiicre 1s1 sokuna maruz kaldiginda daha

onemli hale gelir. Stres proteinleri, 1s1 soku altinda oligomerik komplekslerin
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ayrilmasini ve polipeptitlerin agilmasini 6nler. Tekrar katlanma imkansiz hale gelmisse,
denature olmus proteinlerin atilmasini hizlandirir. Diger taraftan hiicre iginde denatiire
proteinlerin varlig1 stres proteinlerinin yapimini uyarir. Mikrobiyal patojenler, konakg1
fagositlerinin yarattig1 stresten kendilerini korumak igin, stres proteinlerinin sentezini
hizlandirirlar. Hiicre i¢i patojen olan Salmonella, 6nceden hidrojen peroksit ile muamele
edilirse stres proteinlerinin sentezi artar ve bu durum onu daha yiiksek 6ldiirticii dozdaki
hidrojen peroksit etkisinden korur. Genel olarak, yiliksek dozda stres proteinleri iireten
mutantlarin, 1s1 ve oksiden ajanlara ileri derecede direncli oldugunu, buna karsilik stres
proteinlerine ait genlerinde bozukluklar olan mutantlarin ise aktif makrofajlarin

oldiiriicii etkisine ileri derecede hassasiyet gosterdikleri tespit edilmistir (Zuhal 2009).

1.14. Kantitatif Real-Time PCR Yontemi

Bilim ve tip alanindaki ¢alismalar, niikleik asit miktar1 belirleme analizleri igerisinde en
etkili teknigi sunmay1 basarmigtir: Real-time PCR teknigi. Bu teknik seksenli yillarin
ortasinda Kary Mullis ve ¢aligma arkadagslar1 tarafindan gelistirilen PCR’1n ileri bir
versiyonudur. Klasik PCR ile ¢ok karmagik bir ornekten herhangi bir niikleik asit
dizisini analiz etmek icin ¢ok sayida dongiisel islemle istenilen miktarda gogaltmak
miimkiindiir. Ancak bu islem tek basina matematiksel olarak iiriin miktar1 hakkinda
bilgi saglamamakla birlikte sonrasinda iiriin miktarini net olarak belirlemek de oldukca
giictiir. Ciinkii klasik PCR, baslangicta var olan DNA miktarindan bagimsiz olarak bir
irtin miktar1 ortaya ¢ikarir. Higuchi ve arkadaglari 1992 yilinda Real-Time PCR’ 1
gelistirmislerdir. Real-Time PCR teknigi ile DNA dizileri es zamanl olarak ¢ogaltilmis
ve belirlenebilmis, reaksiyon siireci boyunca, olusan {iriiniin miktarin1 Real-time PCR
sirasinda  gozlemek miimkiin olmustur. Amplifikasyonun her basamagini takip
edilebilmesi, Real-time PCR’1 6zel kilan en 6nemli 6zelligidir. Amplifikasyon egrileri
tizerinden tiim amplifikasyon profili gozlenebilmektedir. Bu imkén reaksiyon icin
kullanilan primerler ve hedefe 6zgii florasan isaretli problar ile saglanir (Wilhelm et al.

2003; Kubista et al. 2006).
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1.14.1. Kantitatif real-time PCR metodlar:

Mutlak kantifikasyon (Absolute Quantification): Hedefin konsantrasyonu mutlak
degerler olarak ifade edilir. Mutlak kantifikasyon konsantrasyonlar1 6nceden bilinen seri
olarak diliie edilmis eksternal standartlarin kullanimiyla olusturulan standart bir egri
yardimiyla yapilir. Konsantrasyonlari bilinmeyen Orneklerin konsantrasyonlarinin
belirlenmesi crossing points (Cp) degerlerinin belirlenmesi ile saglanir. (Cp degeri, PCR
icindeki her bir egriye ait PCR iirlinii miktarii gosterdigi varsayilan, bir 6rnegin PCR

amplifikasyonuna basladig1 noktay1 ifade eder).

Rolatif kantifikasyon (Relative Quantification): Hedefin konsantrasyonu hedefin
belli bir referansa orani olarak ifade edilir. Bu metot ile hedef ve referans genin

konsantrasyonlarini belirleyebilmek i¢in her ikisine ait standart egrilerin kullanimina

ihtiya¢ duyulur (Vert and Kenneth 2004).

1.14.2. Real-Time PCR i¢in kullamlan problar

Tiim Real-Time PCR sistemleri, reaksiyondaki PCR {iriinii miktar ile sistem igerisinde
kullanilan belirleyici bir florasan boyadan alinan boya miktar1 arasindaki orant1 esasina
dayali olarak galigir. Florasan boya miktarinin 6l¢iimii esasina dayanan bu sistemlerde
belli bir diziye bagli kalmadan tiim ¢ift iplikli DNA molekiiliine baglanan florasan
boyalar ya da belirlenmis bir PCR iirlinli tizerindeki spesifik bir diziye baglanabilen

oligoniikleotit hibridizasyon problari kullanilir (Vert and Kenneth 2004).

Dizi spesifik olmayan florasan boyalar: Bu tip boyalar ¢ift iplikli DNA’nin tamamina
baglanabilme 0zelligi tasiyan etidyum bromid benzeri boyalardir. Real-Time PCR
sistemlerinde kullanilan boya SYBR Green I’dir. SYBR Green I, onun emisyon
ozelligini Onemli Olclide arttiran bir sollisyon igerisinde bulundugunda DNA
molekiiliine baglanir. PCR boyunca amplifiye olan iiriin miktari ile dogru orantili olarak

SYBR Green I’in sinyali artacaktir (Vert and Kenneth 2004).
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Dizi spesifik florasan problar: Oldukca yiiksek hassasiyete sahip floroforlar ile isaretli
dizi spesifik problardir. Reaksiyon igerisinde sadece spesifik hedef mevcut ise florasan
artis1 gozlenir. Bu reaksiyonlarda {iriiniin belirlenmesi i¢in melting curve analizine
genellikle ihtiya¢ duyulmaz. Bu hassas dizi spesifikliginden dolay1 primer dimerleri gibi
tirtinlere bagli ekstra goriintiiler elde edilmeyecektir. Buna ragmen reaksiyon sirasinda
bu tip goriintiilerle karsilagilabilmekte ve bu durum PCR hassasiyetini ve verimliligini
diistirmektedir. Dizi spesifik florasan problar da yapilmak istenen calismaya gore

cesitlilik gosterir (Vert and Kenneth 2004).

Simple Probe Format: Tek isaretli problar, mutasyon ve tek niikleotit
polimorfizmlerinin (SNP) taranmasinda kullanilan, basit¢ce dizayn edilmis hibridizasyon
problarinin 6zel bir tipidir. ‘Simple Probe Format’ olarak adlandirilan bu problar,
sadece bir floroforla isaretlenmis ve sadece bir hibridizayon probuna ihtiya¢ duyan dizi
spesifik problardir. Bir prob, SNP’yi iceren hedef diziye hibridize olacak sekilde
spesifik olarak dizayn edilir. Hedef diziye bir kez hibridize olmasiyla, hibridizasyon
olmadig1 durumda Simple Probe prob ¢ok miktarda flérasan emer. Bu problar, florasan
miktarindaki degisiklerin, sadece probun hibridizasyon diizeyine gore belirleme

prensibine gore dizayn edilir (Vert and Kenneth 2004).

Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) ile dizi spesifik prob kullanimi:
Cogu dizi spesifik prob formatlar1 “FRET” olarak adlandirilan teknolojiye dayali olarak
dizayn edilir. FRET, florasan ile isaretli bir molekiiliin enerjisinin, bir diger komsu
florasan molekiile aktarilmasi prensibine dayanir. FRET i¢in saglanmasi gereken temel
kosullar vardir. Verici (donor) ve alic1 (acceptor) molekiiller birbirlerine oldukca yakin
konumlanmalidir, alicinin uyarim spektrumu, vericinin yayilim spektrumu ortiigmelidir,
alicinin ve vericinin dipol yerlesimi neredeyse paralel olmalidir (Vert and Kenneth

2004).

Hibridizasyon Probe Format: Hibridizasyon prob formati 6zel olarak dizayn edilmis
iki oligoniikleotit dizisi kullanir. Yakin pozisyonda hibridize olan bu oligoniikleotitler,

PCR’1n baglanma basamagi boyunca amplifiye olan fragmenti igerisindeki dizilerdir.
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Verici probun 3’ ucu floresein gibi fldrasan bir boya ile, alict probun 5’ucu ise florofor
gibi farkli bir florasan boya ile isaretlenir. iki oligoniikleotit PCR’1n baglanma basamag:
sirasinda hedef iizerinde yer alan komsu bolgelere baglandigi zaman bu isaretler
birbirlerine yakin konumlanir. FRET’in olusmasi ancak boyle bir yerlesimle miimkiin
olmaktadir. Birinci prob iizerindeki verici boyanin enerjisi ikinci hibrid prob iizerindeki
alict boyayi uyarir. Bunu takiben farkli dalga boylarinda flérasan 151k salinimi
gergeklesir ve Real-Time PCR sistemi bu salinan 1s1ik miktarini belirler. Saliman bu
florasan miktar1 PCR boyunca olusan hedef DNA miktari ile orantilidir. Hibridizasyon
prob formati kantifikasyon igin, melting curve ¢alismalarinda, mutasyon saptama ve

SNP analizleri i¢in uygundur (Vert and Kenneth 2004).

Hydrolysis Probes (TagMan): Bu problarin kullaniminda Taq Polimeraz’in 5°—3’
aktivitesinden faydalanilir. Taq Polimeraz’ i 5°—3’ aktivitesi ile hidroliz problar
hidrolize oldugu zaman problar florasan yayilimi yapar. Bu yontem, spesifik hedef
DNA dizisinin artisini  belirleyen 3’yoniinde uzama yapmayan tek bir probun
baglanmasini kullanir. Bu tek prob florasan 6zellige sahip hem raportor (reporter) hem
sondiiriicii (quencher) Ozellikte boyaya sahiptir. Sondiiriicii boya, raportor boyaya,
raportdr boyanin florasan sinyalini baskilayabilecek kadar yakin konumlanmistir. PCR
boyunca polimerazin 5’niikleaz aktivitesi probu keser, raportor ile sondiiriicti ayrilir ve
raportdr boyanin flérasan salinimina izin verir. PCR {irlinlin artig1 sondiiriicii boyanin
artig1 ile direk olarak izlenebilir. TagMan PCR yonteminde amplifikasyon sonrasi tiim
problar parcalanmasi melting curve analizine izin vermez. Bu sebeple bu tip caligmalar
mutasyon ve SNP taramasi i¢in farkli deneysel yontemlere ihtiya¢ duyar (Roche 2004).
Kantitatif Real-Time PCR teknolojisi, gen diizeyinin dl¢limiinde rutin olarak kullanilan,
uygulamasi kolay, kesin sonuclar veren, hassasiyeti iyi olan bir uygulamadir. Farkli
diliisyon oranlarinda hazirlanmis standart egrilerin kullanimi ile 6rnekler ve deneyler
arasinda karsilastirma imkani saglayan, internal standartlar yardimi ile baglangi¢ miktar1
farkliligindan kaynaklanacak problemlere son veren yiiksek verimde sonuglar
saglamaktadir. Pek ¢ok uygulamasi kanser aragtirmalar icin firsat yaratmig olmasiyla
birlikte, tiimor davranigiyla ilgili arastirmaciya ve kilinisyne biiyiik Olgiide bilgi

saglamaktadir (Mocellin et al. 2003; Derya 2007).
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2. KAYNAK OZETLERI

Williams et al. (1996) metal kontaminasyonuna maruz kalan gokkusagi alabaliginin
solungaclarinda HSP70’in birikim yaptigini, aga¢ endiistri atiklari, SDS (sodyum
dodecylsiilfat), BNF (B-naphthoflavone) ve agir metal gibi kirleticilerin c¢alisilan balik
dokularinda Hsp70 seviyesini yiikselttigini bildirmistir. Benzer bir ¢aligma olarak
Vijayan et al. (1998) agag endiistri atiklart ve SDS’nin subletal konsantrasyonlarinin 96
saatte karacigerde total HSP70 seviyesini 6nemli bir sekilde artirdigini bildirmistir.
Bakirin degisik konsantrasyonlarina (0, 25, 50, 100 ve 200 uM) maruz birakilan
gokkusagi alabaligt (Oncorhynchus mykiss)’nin karaciger dokusunda HSP70
ekpresyonuna bakilmis ve uygulanan doza bagl olarak arttig1 rapor edilmistir (Feng et
al. 2003). Benzer bir ¢alisma olarak Boone and Vijayan (2002); bakir, kadmiyum ve
arsenite maruz biraktiklart ayni balik tiiriiniin karaciger dokusunda HSP70’i 3-6 kat
yiikselttigini, fakat hsc70 (HSP70 ailesini olusturan tiiyelerden biri ekpresyonunda
herhangi bir degisiklik olmadigin1 bildirmislerdir.

Agir metallerin subletal dozlarmin in vitro ve in vivo ortamda denendigi pek ¢ok
organizmada HSPs’yi indiikledigi bilinmektedir (Dilworth and Timbrell 1998). Pasifik
salmonu (Oncorhynchus kisutch) ile yapilan bir ¢alismada ¢inko ve sicakligin birlikte
kombinasyonu ile HSP ekspresyonu iizerindeki etkisine bakilmig. Baliklara degisi
rasyonlar hazirlanmis (diisiik sicaklik ¢inkosuz diyet, yiiksek sicaklik ¢inkolu diyet,
diisiik sicaklik cinkolu diyet ve yiiksek sicaklik ¢inkosuz diyet) ve yiiksek sicaklikta
yikksek dilizeyde c¢inko igeren diyetle beslenen baliklarin karacigerinde HSP70
seviyesinin diistiigiinii western blot yontemi ile belirlenmistir (Bowen et al. 2006).
Benzer bir g¢alisma olarak Var6 et al. (2001) chlorpyrifos denen bir pestisiti besin
zinciri yoluyla medeka baligi (Aphanius iberus)’'na vererek HSP70 seviyesindeki
degisime bakmiglar. Calismada artemialar bu pestisite maruz birakilmis ve Medeka
baliklarina 32 giin boyunca yogunlugu 6,5-14 ng/g olan diyetler halinde verilmis
sonugta HSP70 seviyesinde ciddi diizeyde artis gozlemlemislerdir (Alak 2007).
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HSP sentezi ve termotolerans arasindaki molekiiler iliski pek ¢ok arastirici tarafindan
incelenmistir (Bone and Vijayan 2001; Mao 2005; Bowen et al. 2006; Elicker and
Hutson 2007). Su ortaminda tarimsal kimyasallarin (pestisitler) ve agir metallerin
birikmesi, sicaklik, pH, ¢0ziinmiis oksijen gibi fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinin
degismesi, sucul organizmalarda hiicresel strese neden olmakta ve organizmalarin bu

etkenlere kars1 fizyolojik tepki olarak stres proteinleri tirettikleri gorilmektedir.

Cevre sicaklig1 ve beden arasindaki iliskileri bakimindan omurgali hayvanlar, sicakkanli
(homoeterm, endoterm) ya da sogukkanli (poikiloterm, ektoderm) olarak ikiye
ayrilmaktadirlar. Sicakkanli hayvanlarda viicut sicakligmin cevre sicaklifina gore
ayarlanmas1 (termoregulasyon) hipotalamustaki sicaklik denetim merkezlerince
gerceklestirilmektedir. Bu merkezler bedende 1simnin korunmasi veya salinmasi
islemlerini yonlendirerek sicakkanli canlilarda viicut sicakliginin sabit bir degerde

kalmasini saglamaktadirlar (Yaman 1996; Yegenoglu 2007).

Canlilarin, en az eforla normal fizyolojik islevlerini yerine getirdigi ¢evre sicakligi
araligina “termal ndtral bolge” ya da “konfor bolgesi” adi verilmektedir. Cevre sicakligi
termal notral bolge degerlerinin {ist simirm1 astiginda canlilarda viicut sicakligi ve
viicuttan atilan 1s1 arasindaki dengenin bozulmasiyla ortaya ¢ikan duruma “sicak stresi”

ad1 verilmektedir. (Etches et al. 1995).

In-vitro ortamda hiicreler, 6limciil olmayan sicaklik sokuna maruz birakildiklarinda,
ileride goriilebilecek oldiiriicti sicak stresine karsi dayamiklilik kazanmaktadirlar.
Organizmalarda da dogrudan bir ekstrem ¢evre sicakligi ile karsilasmak yogun bir hiicre
hasar1 ve Oliime neden olmaktadir. Bununla beraber organizma onceden ilimli bir
yikksek sicakliga maruz kalirsa, ilerideki yaslarda karsilagtigi ekstrem sicaklik
degerlerine kars1 daha dayanikli olmaktadir. Bu olguya, “kazanilmig termotolerans
(acquired thermotolerance)” ve organizmalarin onceden 1limli bir sicak stresine maruz
birakilmasmma  “sicakliga alistirma (heat acclimatization, conditioning)” adi
verilmektedir (Feder and Hoffmann 1999; Ohtsuka and Suzuki 2000; Sorensen et al.
2003; Yegenoglu 2007).
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Birgok memeli hiicre hatlarinda termotoleransin gelismesi ve bozulmasi, HSP70
proteinin birikimi ve yart omrii ile iligkilidir (Li and Duncan 1995). Laboratuvar
kosullarinda yapilan ¢alismalarda, sicaklik sok proteini genlerinden yoksun, dolayisiyla
s0z konusu protein ekspresyonunun olmadigi hiicrelerin, sicaklik sok proteini eksprese
eden hiicrelere gore strese daha az tolerans gosterdigi, uyarilan termal tolerans
derecesinin Hsp’lerin ekspresyonu ile iliskili oldugu bulunmustur (Krebs and

Bettencourt 1999; Solomon et al. 1991°den; Yegenoglu 2007).

Ehrenfried et al. (1996), kalorik kisitlamanin yasli ve geng¢ farelerin bagirsaklarinda
HSP70 mRNA seviyesini nasil etkiledigini northern blot analiz metodu ile
incelemisglerdir. Arastirma sonucunda kalorik kisitlamanin bagirsaklarda HSP70 gen
ekspresyonunu artirdigini ve hiicre ici bu artisin bagirsaklarda yararl bir etkiye (6rnegin

kanseri geciktirmesi gibi) sahip oldugunu belirtmislerdir.

Ekspresyonunda doza baglh olarak &zellikle kadmiyum toksisitesinde artis gozlenirken
cinko uygulamasinda herhangi bir etki belirlenememistir. Her iki metal birlikte
uygulandiginda ise HSP70 ekpresyonu maksimum seviyeye ulagmistir. Sanders et al.
(1991) bakir toksisitesinin mavi midye (Mytilus edulis)’de Hsp60 seviyesini
yiikselttigini rapor etmislerdir. Bakir hiicresel fonksyonlarda bazi enzimlerin yapisinda
yer alan bir iz element olmakla birlikte hiicre ici seviyesi arttiginda ya direkt enzim
denatiirasyonu ile ya da indirekt olarak reaktif oksijen tiirlerinin ortaya ¢ikmasi ile
toksik hale gelmektedir (Pourahmad and O’Brien 2000). La Porte (2005) arsenigin 100
pg 1-1 ik miktarmin midye (Mytilus trossulus) HSP70 seviyesini etkilemezken 1000 pg
I-1 konsantrasyonunun HSP70 seviyesinde degisime neden oldugunu bildirmistir.
Kadmiyuma maruz birakilan Asya deniz taragi (Potamocorbula amurensis)’nda HSP70
ve HSP76’nin sentezlendigi ve HSP70 miktarinin daha fazla oldugu bildirilmistir
(Wernerand Hinton 1999; Alak 2007).

Iki farkli kadmiyum (Cd) derisiminin etkisindeki Gobius niger’de karacigerde ve testis
dokusunda HSP70 mRNA miktarinin ve testis dokusunda kaspaz-3 MRNA

miktarmin derigsime bagli olarak arttig1 bildirilmistir. Kaspaz-3 ekspresyonu ile birlikte



46

HSP70 ekspresyonundaki artisin testislerde apoptotik stireclerin varligin1 gosterdigi
bildirilmektedir (Migliarini et al. 2005; Piner 2009).

Gastrik intubasyonla aflatoksin B1 uygulanan si¢anlarda kaspaz-3 aktivitesi ve HSP70
miktar1 onemli diizeylerde artis gostermektedir. Artan kaspaz-aktivitesininartan lipid
peroksidasyonu ve azalan GSH miktarlarn ile iliskili oldugubildirilmektedir. Ayni
zamanda artan kaspaz-3 aktivitesinin artan HSP70 miktar1 ile de iliskili oldugu
bulunmustur. Aflatoksinin indiikledigi oksidatif strese bagli olarak meydana gelen GSH
azalmasiin, apoptozisin ve HSP artisinin indiiklenmesinde rol oynayabilecegi

gosterilmistir (Meki et al. 2004; Piner 2009).

Ilimli iskemi-reperfiizyon kosullarinda si¢canda karacigerde HSP70 ekspresyonunun
caligilan tiim siirelerde 6nemli derecede artt1g1 ve Kisa siireli iskemi sonrasinda kaspaz-3
aktivitesininbaskilandigi bulunmustur. HSP70’in kaspaz-3 aktivasyonunu inhibe ederek

apoptozisi engelledigi bildirilmektedir (Sakai et al. 2003).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Sicanlarin temin edildigi yer

Erkek Rattus Norvegicus tiiriiniin Sprague-Dawley 1rki1 sicanlar Atatiirk Universitesi
(Erzurum, Tiirkiye), Deneysel Tibbi Uygulama ve Arastirma Merkezinde temin

edilmistir.

3.1.2. Calismann yiiriitiildiigii yer

Calismalar. Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii

Genetik Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.1.3. Sicanlarm bakimm

Bu deneyde kulanilan Siganlar kontrollii bir sicaklikta (22+£2°C) ve nemlilikte (%40-
60) ve Istenildigi olgiide besin ve su verilerek diizenli 12 saat karanlik ve 12 saat
aydinlik olan bir odada barindirildi. siganlar en az bir hafta, deneye baslamadan 6nce
deiyonize su ile alisma peryoduna birakildi. 100 giin boyunca hayvanlar giinlik
deiyonize edilmis su ile metal karisimina maruz birakildi.ilk haftadan sonraki
haftalarda her grup kendi beslenme konsantrasyonuna getirilene kadar suyun iyon

konsantrasyonu dizenli olarak artirildi.

3.1.4. Sicanlarin beslenmesi

Yapalan bu deneyde 5 rat grubu kullanildi. Kontrol olarak kullanilan ilk gruba
sadece deiyonize edilmis su verildi. Temel doz grubuna (1X; 3 ppm) demir

konsantrasyonu (FeCl3 6H,0) seklinde verildi. Diger iki gruba temel grubun 10 (30
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ppm) ve 100 (300 ppm) kat1 kadar verildi. Bir baska sican grubuna WHO (Diinya Saglik
Orgiitii) tarafindan belirlenen maksimum olmas1 gereken smirlara esdeger
konsantrasyonlarda demir bilesigi verildi. Higbir hayvan 6lmedi ve goriilebilen toksik

isaretlerin hicbiri goriilmedi.

Cizelge 3.1. Sican gruplarina verilen ppm cinsinden demir iyonunun konsantrasyonlari

ve beslenme siireleri

Ppm
Hafta Kontrol (3) MPL (3) 1X (3) 10X (3) 100X (3)
0 0.87 3 30 300

0. DIW DIW DIW DIW DIW
1. DIW MPL MPL MPL MPL
2. DIW MPL 1X 1X 1X
3. DIW MPL 1X 10X 10X
4. DIW MPL 1X 10X 100X
5. DIW MPL 1X 10X 100X
6. DIW MPL 1X 10X 100X
7. DIW MPL 1X 10X 100X
8. DIW MPL 1X 10X 100X
9. DIW MPL 1X 10X 100X
10. DIwW MPL 1X 10X 100X
11. DIw MPL 1X 10X 100X
12. Kesim MPL 1X 10X 100X
13. Kesim 1X 10X 100X
14. Kesim 10X 100X
15. Kesim 100X
16. Kesim

3.1.5. Primerler

Gen materyali olarak RNA, primer olarak ise hspala, hspa4, hspa5, hsp90aal
kullanilmistir. Internet ortamindaki gen bankasindan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
rat ait HSP70 ve HSP90 genine aitsirasiyla NM 031971, NM 153629, NM 013083,
NM 17576102 kod numarali mRNA verileri 1s181nda baz dizilimleri degerlendirmeye
alimmig ve yine internet ortamindaki baska bir primer dizayn programi
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 www.cgi/) kullanilarak  genlerin

maksimum 1000 bp lik kismina spesifik primerler olusturulmustur. Olusturulan



primerlerin ilgili bolgeye

kullanilarak kontrol edilmistir.
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spesifiklikleri  (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST/)

Cizelge 3.2. Genlerin spesifik forward ve revers primerleri

hspala Forward Primer

> ACGCTGGCTGAGAAAGAGG’

hspala Reverse Primer > ATCCACCTCCTCGATGGTG”

hspala Tagman ram. TGCACAAGCGGGAGGAGCTG T™AMRA
hspa4  Forward Primer *TGCTTGGAAAGGCTGAGTGG®

hspa4  Reverse Primer > TGGGAATAGAGGGCAATGAG®

hspa4  Tagman ram. TGGGACTGTGGGGCTGGTGC ™A
hspa5  Forward Primer >ATTCCTGCGTCGGTGTATTC’

hspa5  Reverse Primer >TGGACGTGAGTTGGTTCTTG"

hspa5  Tagman can ACGATCAGGGCAACCGCATC 'MRA

hsp90aal Forward Primer

>CGAGAGCTTGACCGACCCTAG’

hsp90aal Reverse Primer

SATTCCAATGCCAGTATCCAC®

hsp90aal Tagman

ram. TGGACTCGGGGAAGGAGCTGC VA

3.1.6. Kullamlan kimyasal maddeler

3.1.6.a. RNA izolasyonunda kullanilan kimyasal maddeler

RNA Ekstraksiyonunda; trizol, kloroform, izopropil alkol, %70°lik etanol, DPEC (Dietil

pirokarbonat) kullanilmistir.

3.1.6.b. Elektroforezde kullanilan kimyasal maddeler

Elektroforezde; agaroz, EtBr (10mg/ml), TBE tamponu (0.89 M Tris, pH=8.3; 0.02 M
EDTA, Tris- Borik asit- EDTA), MOPS (morpholinopropanesulphonic acid), DNA

isaretleyici (50 bg¢-2.000 bg) ve yiikkleme tamponu (BFB; Brom Fenol Blue)

kullanilmistir.
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3.1.6.c. PCR’da kullanilan kimyasal maddeler

PCR uygulamalarinda; Taq DNA polimeraz, 10 mM dNTP mix, PCR tamponu, 25 mM
MgCl,, DMSO (Dimetilsiilfoksit) ve dH,O (deiyonize su) kullanilmistir.

3.1.6.d. cDNA kiitiiphanesinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler

0.1 M DTT (500 pL), 5x First Strand Buffer (1 mL), Oligo dT23 (0.1 mL), dNTP , 10x
reaksiyon buffer, amplifikasyon grade DNase I (1 unit/pL), super script III RT (200
unit/uL), stop soliisyonu, dH,0.

3.1.7. Deney asamalarinda kullanilan aletler

Laboratuarda yapilan islemler sirasinda; PCR, UV goriintiileme sistemi, elektroforez,
mikrodalga firin, otoklav, derin dondurucu, -80 buzdolabi, santrifiij, mikrosantrifiij,
¢eker ocak, saf su cihazi, su trompu, elektronik terazi (0.001g-320g), vorteks, pH metre,
otomatik pipetler, PCR tiipleri, plastik tiip, cerrahi makas, pensetler, pensler, bisturi ve

degisik ebatlarda cam malzemeler (beher, erlenmayer, 6l¢ii silindiri vs.) kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Sivi azotla RNA izolasyonu

1. 0.3 gr doku tartilip kiiciik pargalara ayrilir ve s1v1 azotla pargalanir.

2. Toz haline getirilen dokudan 100 mg tartilip temiz ve soguk bir ependorfa alinir ve
tizerine 1 ml Trizol eklenip karistirilir.

3. 12000 g’de 10 dk +4°C’de santrifiij edilir.

4. Stipernatant yeni tlipe alinir (900 pl) 5 dk buz iizerinde bekletilip iizerine 200 ul
kloroform eklenir ve kuvvetlice karigtirilir. 2 dk buzda bekletilir.

5. 12000 g’de 15 dk +4°C’de santrifiij edilir. Siipernatant yeni tiipe alinir.
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6. Siipernatant iizerine 500 pl soguk izopropanol eklenip ters yiiz edilir ve 10 dk buz
tizerinde bekletilir.

7. 12000 g’de 10 dk +4°C’de santrifiij edilir. Siipernatant uzaklastirilir.

8. Dipte kalan pellet iizerine 1 ml soguk saf etanol ilave edilir ve kisa stireli
vortekslenir.

9. 9000 g’de 5 dk +4°C’de santrifiij edilir. Siipernatant tamamen uzaklastirilir. (Op.; 8.
basamak tekrarlanirsa daha iyi bir sonug elde edilir)

10. Pellet 10-15 dk siiresince oda sicakliginda kurutulmaya birakilir

11. 50 pl DEPC su i¢inde ¢ozdiiriiliir.

3.2.2. RNA’ nin agaroz jel elektroforezinde kontrolii

3.2.2.a. Jelde yiiriitiilecek RNA 6rneginin hazirlamsi

1 pl izole ettigimiz RNA’nin iizerine 3.5 pul ddH20, 0.5 pl 20xMOPS solisyonu ve 5 pl

formamid sirastyla ilave edilerek 65°C’de 15 dk inkiibe edilmistir.

3.2.2.b. Jelin hazirlanisi

1.88 ml 20xMOPS soliisyonuna 0.3 gr agaroz, 28.5 ml ddH,O sirasiyla konulup
kaynatilmistir. 37°C’ye kadar soguyunca 6.68 pl formamid eklenmistir. Hemen
ardindan 5.5 pl etidium bromiir eklenip jel donmaya birakilmistir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.3. RNA i¢in Agaroz Jel Elektroforezinin Hazirlanisi

Jelde yiiriitiillecek RNA 6rneginin

Jelin hazirlamsi Kiivet soliisyonu
hazirlanisi

1.88 ml 20 x MOPS soliisyonu
RNA+ ddH,0=4.5 ul

0.3 gr Agaroz
\
28.5 ml ddH,O
(1ul RNA + 3.5 pul ddH,0) Kaynat
v !
) 1xMOPS
0.5 nl 20xMOPS solisyonu 37 °C’ye kadar soguyunca soliisyonu
\ N kullanilir.

5 pl formamid

A

6.68 ul Formamid ekle

Hemen ardindan 5.5 pl Etidium bromiir

65 °C’de 15 dk inkiibe et ekle

Jeli donmaya birak

3.2.2.c. Elektroforez islemi

Yiiklemeye hazir hale getirilen RNA ornekleri 6X yiikleme boyasiyla karigtirtlmstir.
Bu karisimdan alinan 7 pl jelde oluturulan kuyulara ayri ayr yiiklenmistir. Yiikleme
bittikten sonra 60 V’ta 30 dk elektrik akimi uygulanmig, daha sonra jel UV altinda

gozlemlenerek kalitatif analiz yapilmistir.

3.2.3. cDNA sentezi

cDNA sentezi molekiiler biyoloji laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilan ters
transkriptaz enzimi ile yapilmistir. Saklanan ve miktar tayini yapilan mRNA 6rnekleri
First Strand cDNA synthesis System for qPCR (Invitrogen) ile cDNA haline

getirilmigtir.

Uygulama su sekilde yapilmistir;
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1. RT reaksiyon karisimi asagidaki igerige gore toplamda 20 pl olacak sekilde

hazirlanir;

4 ul RNA 6rnegi (1 pg- 500 ng)

1 ul oligodT primeri

1 pul 10mM dNTP mix

7 ul ampul su

2. Hazirlanan karisim voktekslenip 65 °C de 5 dakika inkiibe edilmistir.

3. 1. asamada hazirlanan karisima

4 ul 5X RT tamponu

1 ul 0.1 MDTT

1 pl RNaseOUT (40 U/ul)

1 pl SuperScript III RT (200 U/ul) eklenmis ve 45 dakika 50°C’de inkiibe edilmistir.

4. 70°C’de 15 dakika bekletilerek reaksiyon durdurulmustur.

5. Kisa bir santrifiijle reaksiyon tiipiiniin i¢i toplanmis ve 1 pul RNaseH eklenip 37°C’de
20 dakika bekletilmistir.

6. Spektrofotometre ile sentezlenen tek zincirli ¢cDNA’nin kantifikasyonu yapilmastir.

7. Artik cDNA hazirlanmig ve PCR’da kullanilmak iizere -20°C’de saklanmigtir
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. RNA Ekstraksiyonuna iliskin Bulgular

4.1.1. RNA bulgusu

Karacigerin dokularindan izole edilen total RNA’larin varligi Sekil 4.1°de ispat

edilmistir.

Sekil 4.1. Karaciger dokusundan izole edilen total RNA jel elekltroforez goriintiisii
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4.1.2. RNA ve cDNA konsantrasyonu kantitatif tayini bulgusu

izole edilen RNA ve cDNA konsantrasyon ve safliklar1 nanodrop cihazi 260 ve 280

nm’de okuma yapilarak belirlenmistir. Veriler Cizelge 4.1’de belirtilmistir.

Cizelge 4.1. Kantitatif tayini yapilan RNA ve cDNA konsantrasyonlari

RNA Konsantrasyonu cDNA Konsantrasyonu
No Numune Kodu 260/280 ng/ul 260/280 ng/ul
1 [Kontroll-karaciger 1,859 1779.88 1.906 1001.34
2 | Kontrol 2-karaciger 1,908 1542.86 1.805 1214.93
3 | Kontrol 3-karaciger 1,715 2042.54 1.915 1167.15
4 [3ppml- karaciger 1,732 2074.14 1.872 982.74
5 |3ppm 2 — karaciger 1,734 2495.81 1.850 1345.00
6 |3ppm 3 — karaciger 1,833 1818.95 1.885 1232.51
7 |30ppm 1 karaciger 1,432 2846.02 1.877 1237.61
8 |30ppm 2 — karaciger 1,413 2767.13 1.904 1131.92
9 |30ppm 3 — karaciger 1,815 1849.17 1.866 1365.41
10 [300ppm1 — karaciger 1,487 2361.82 1.837 1320.79
11 [300ppm 2- karaciger 1,616 2164.67 1.897 1204.58
12 [300ppm karaciger 1,715 2034.34 1.890 1028.90
13 |0.87ppm1l — karaciger 1,476 2459.69 1.882 1156.83
14 10.87ppm 2 — karaciger 1,730 2074.62 1.837 1083.98
15 [0.87ppm 3 — karaciger 1,863 1701.71 1.859 954.55
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4.2. Istatistiksel Sonuglar

4.2.1. Gen ekspresyonu sonuglari

Demir agir metalinin farkli duzlarina dozlarina maruz kalmis siganlarin karaciger
dokusundaki hsp90aal gen ekspresyonu istatistiksel olarak 0,87ppm, 3ppm, 30ppm ve
300 ppm uygulama gruplarinda kontrole nazaran mRNA seviyesi 300 ppm de daha
yukesek oldu goriilmiistiir. (Sekil 4.2) ve (Cizelge 4.2).

Hsp920 Geni
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Sekil 4.2. Karaciger dokusunda hsp90aal bagli gen ekspresyon seviyeleri kirmizi yildiz olarak
ifade edilen degerler Tukey's Multiple Comparison Test analizi sonucu elde edilen p degerlerini
ifade etmektedir. 6nemlilik derecesine gore yildiz sayis1 1 ile 3 arasinda dogru orantili olarak
degismektedir.

*p<0,05=*,p<0,01=**p<0,001=***
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Cizelge 4.2. Karaciger dokusunda hspa90aal geninin Ct ve AACt degerleri

GRUP hsp90aa | n ct AAct
KONTROL 3 27.803+0.4386 1+0.00
0.87PPM 3 27.218+0.819 1.377+0.017
3PPM 3 27.484+1.0258 1.351+0.018
30PPM 3 26.107£1.210 2.535+0.109
300PPM 3 26.125+2.727 3.554+0.0408

Sicanlarin demir agir metalinin subletal dozlarina maruz kalmis karaciger dokularinin

hspala mMRNA seviyesi arasinda istatistiksel olarak farkliliklar bulunmustur. 0.87ppm

ve 3ppm ve 30 ppm ve 300 ppm gruplarinda karsilastirmalarinda p<0, 001=***

,kontorol ve 0.87ppm Kkarsilastirmas: ve 0,87ppm ve 3 ppm Karsilastirmalarinda
p<0.01=** bulunanlar anlami kabul edilmistir (Sekil 4.3) ve (Cizelge 4.3).

Hspala Geni

&k%k

®kk

Gen ekspresyon seviyesi

- 3 s
Fe”" ivon konsantrasyonu

Sekil 4.3. Karaciger dokusunda hspala bagli gen ekspresyon seviyeleri gruplarin kontrole gore
karsilagtirmalarinda Tukey's Multiple Comparison Test analizi sonucu elde edilen p<0.001=***

bulunanlar anlami kabul edilmistir.
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Cizelge 4.3. Karaciger dokusunda hspala geninin Ct ve AACt degerleri

GRUP hspala | n ct AAct
KONTROL 3 30.775+0.231 1+0.00
0.87PPM 3 29.996+0.312 1.817+0.069
3PPM 3 29.122+1.386 2.546+0.0478
30PPM 3 27.126+0.943 18.617+0235
300PPM 3 25.747+0.498 20.685+0.342

Karaciger dokusunda hspa4 bagli gen ekspresyon incelendiginde 0.87ppm ve 30ppm
kontrole gere farklarinin anlami oldugu gérulmektedir.(0.87ppm ve 3ppm: p<0.05=*,
30ppm ve 300ppm: p>0.05=ns) (Sekil 4.4) ve (Cizelge 4.4).
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Sekil 4.4. Karaciger dokusunda hspa4 bagli gen ekspresyon seviyeleri kontrol diger gruplara
ve diger gruplarn kendi aralarindaki karsilastirimalarinda ise istatistik olarak Tukey's Multiple
Comparison Test analiziyle nemli bulunmustur. p<0.001=***,
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Cizelge 4.4. Karaciger dokusunda hspa4 geninin Ct ve AACt degerleri

GRUPa4 | n ct AAct
KONTROL 3 25.829+0.478 1+0.00
0.87PPM 3 25.424+0.492 1.273+0.005
3PPM 3 25.211+40.532 1.177+0.014
30PPM 3 25.432+0.9- 1.517+0.071
300PPM 3 25.507+£2.126 1.563+0.032

Rattus norvegicus Kkaraciger dokusunda grup karsilastirmalaninin genel olarak
incelendiginde ise butun gruplarin kontrol grupe gore gen ekspresyonlari arasindaki
farklar oldukca anlamli olarak bulunmstur.(0.87ppm ve 3ppm Karsilastirmalarin ve 0.87
ppm ve 30 ppm Karsilastirmalara p>0.05=ns ,3ppm ve 30ppm deki aralarmda p<0.05=*
bunlardan haric diger gruplar kendi aralarinda karsilastindiginda ise gen ekpersyon fe*
iyon konsantrasyonu arasindaki degisiklik kontrole gére ve istatislik olarak énemli

bulunmustur. p<0.001=*** (Sekil 4.5) ve (Cizelge 4.5).

HspaS Geni
*

1.5 £

Gen ekspresyon sevivesi

Fe’* ivon kensantrasyonu

Sekil 4.5. Karaciger dokusunda Tukey's Multiple Comparison Test analiziyla hspa5
bagli gen ekspresyon seviyeleri istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.
p<0.001=***
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Cizelge 4.5. Karaciger dokusunda hspab geninin Ct ve AACt degerleri

GRUP hspa5 | n ct AA ct
KONTROL 3 26.996+0.823 1+0.00
0.87PPM 3 26.901+0.761 1.145+0.019
3PPM 3 25.9840.945 1.136+0.008
30PPM 3 26.816+0.649 1.172+0.019
300PPM 3 27.002+2.197 1.263+0.006
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5. SONUC ve TARTISMA

HSP ile ilgili birgok ¢alisma mevcut olup ekspreseolma durumunda agir metallerin,
sicakligin, tuzlulugun, stok yogunlugunun, rekabetin hatta kalorik kisitlamanin etkisine
bakilmistir. Yaptigimiz bu ¢alisma HSP ekspresyonuna direkt doku etkisini

belirlenmesi agisindan énemli ve ilktir.

HSP ekspresyonunda 1s1 sokuna cevapta yas farkliliklarinin olabil[ecegi belirtilmis
(Murtha et al. 2003) ve mevsimlerin de etkili olabilecegi nitekim yaz ve kis aylarinda
karacigerde HSP70 seviyesinin yiiksek, ilkbaharda (mayis) ise bu seviyenin diistiigii
belirtilmis, sularin degisik kirleticilere maruz kalmasi da bu duruma sebep
olarakgosterilmistir (Kohler et al. 2001). istiridyelerde yapilan bir calismada ise
HSP70’insonbahar ayinda daha fazla eksprese oldugu bildirilmistir (Encomio et al.
2005).

Olgun zebra baliklari ile yapilan bir galismada baliklar 37°C’lik sicakliga maruz
birakilarak degisik dokulardan RNA izole edilmis ve RT-PCR yontemi kullanarak Hsp
ekspresyonlarin1 karsilagtirmiglardir. HSP70 ekspresyonu beyin, karaciger ve kasta
diizenli artig gostermesine ragmen HSP47 yalnizca beyinde artis gostermis, HSP90a-f3
ve 1s1 sok faktorla (hsfla) lic dokuda da eksprese oldugunu fakat sicaklik stersine cevap
olarak artmadigini bildirmislerdir. HSP ekspresyonunun mukayesesinde yaslilarda
genglere nazaran bazal HSP70 ve Hsfla seviyesinde artis gozlemlemislerdir. Ayrica 1s1
sokuna cevapta yas farkliliklarinin olabilecegini ve olgun zebra baliklarinin Hsp
caligmalar i¢in yaslanma siirecinde uygun modeller oldugunu kaydetmislerdir (Murtha

et al. 2003).

Bu gen ile yapilan tiim ¢alismalarda yaygin olarak 1s1 sokunun ve agir metallerin etkisi
incelenmistir. Farkli balik tiirlerine degisik sicaklik uygulamalar1 yapilmis ve genel
olarak hepsinde bu HSP ailesinin eksprese olmasinda artis kaydedilmistir (Lele et al.
1997; Currie et al. 2000; Palmisano et al. 2000; Mesa et al. 2002; Murtha et al. 2003;
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Bowen et al. 2006). HSP grubunun ekspresyonunu arastirmada uygulanan bir bagka
kriter de agir metaller ve cesitli kirleticiler olup degisik konsantrasyonlari balik
gruplarina uygulanarak incelenmis (Ait-Ai ssa et al. 2000; Boone and Vijayan 2002;
Feng et al. 2003) ve uygulanan dozlarin hepsinde HSP ekspresyonunda artis
kaydedilmistir.

Bu c¢alismada Erkek Rattus norvegicus tiiriiniin Sprague-Dawley irki siganlar Bes
farkli konsantrasyonlarda demir iyonu (0,87ppm, 3ppm, 30ppm, 300 ppm ) verildi ve
HSP geninin eksprese olma durumuna bakilmis ve farkli konsantrasyonlarda demir
iyonu birlikte HSP ekspresyonunda bir artis gozlenmistir. Elde edilen bantlarin
yogunluklar1 kullanilarak  Ol¢lilmiis ve demirin konsantrasyonlar arttikca HSP
ekspresyonunda artis gézlenmistir. Yapilan bu kiitiipaneler kullanilarak HSP70 (hspala,
hspad4, hspa5) HSP90 (hsp90aal) genlerin de meydana gelen ekspresyon
seviyelerindeki degisimler real time PCR metoduile tespit edildi ki hsp90aal ve hspala
bagli gen ekspresyon seviyelerinde 30ppm ve 300ppm de’hsp ekspresyonlart kontorora
gore daha artmigler p<0.001=***, hspab ve hspa4 bagli gen ekspresyon seviyelerinde
3ppm konsantrasyonuda hsp ekspresyonunda artis gozlenmistir. Rattus norvegicus
karaciger dokusunda grup karsilagtirmalarinin genel olarak incelendiginde ise butun
gruplarin kontrol grupe gore gen ekspresyonlari arasindaki farklar oldukca anlamli
olarak bulunmgtur. 0.87ppm ve 3ppm hspa5 ve hsp90aal bagli gen ekspresyon
seviyeleri karsilagtirmalarin ve 0.87 ppm ve 30 ppm hspa5 bagli gen ekspresyon
seviyeleri karsilastirmalara p>0.05=ns ,3ppm ve 30ppm deki aralarinda p<0.05=*,30
ppm ve 300ppm hspa4 baglh gen ekspresyon seviyeleri karsilastirmalara bunlardan haric
diger gruplar kendi aralarinda karsilastindiginda ise gen ekpersyon fe** iyon
konsantrasyonu arasindaki degisiklik kontrole gore ve istatislik olarak o6nemli

bulunmustur. p<0.001=***

Bu stres proteinlerinin ekspresyonu bir¢ok psikolojik, patolojik ve yas gibi faktorlerle

degisim gosterebilmektedir (Murtha et al. 2003).
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Tiim organizmalarda molekiiler koruyucu olan bu stres poteinleriyle yapilan ¢aligmalar
tabi ki sadece baliklarla sinirli olmayip insandan fareye kadar tiim organizmalarda
denenmistir. Mesela Heydari et al. (1993) fareler {izerindeki ¢alismalarinda 4-7 ve 22-
28 aylik fareleri 42.5°C’de 30 dakikalik sicaklik stresine maruz birakmislar ve HSP70
ekspresyonu yaslilarda geng farelere gore %40-50 daha az bulmuslardir. Farelerle
yapilan bagka bir ¢caligmada sicaklik maruziyeti sonucu HSP ve protein ekspresyonunun
noronlarda (Pardue et al. 1992), karacigerde (Rogue et al. 1993) ve kalp kasinda (Locke
and Tanguay 1996) yasla birlikte artigim1 gézlemlemislerdir (Keller et al. 2004). HSP
ekspresyonunda etkili olan fiziksel ve kimyasal sartlar gz 6niinde bulundurularak. tek
ortam1 su olan baliklarin stres faktorlerini birazda olsa ortadan kaldirmak i¢in ortam

sartlarinin daha iyi ayarlanmasi gerekir.
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