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Bu calismada; ras transform hicrelerin DNA’larina, apoptosisi
uyarmak icin UV idgi ile hasar verilerek, hicre déngusiinin
duzenlenmesinde gorev alan p53 ve onun regulatéri MDM2 proteinlerinin
ekspresyonu ve apoptosis Uzerine etkileri arastirilmistir. Bu amacla
calismalarda kullanilmak Uzere, H-ras aktif SRP7 fibroblastlari ve insan N-
ras aktif CO25 miyoblastlari segilmistir. UV isiginin farkli dozlarina maruz
birakildiktan sonra hiicre cekirdeklerinde ve morfolojisinde meydana
getirdigi apoptotik degisimler AO/EB boyama yontemi ile belirlenmis ve
DNA’larinda meydana gelen fragmentasyonlar tespit edilmistir. p53 ve
MDM2 proteinlerinin ekspresyonlarini ve hicre icindeki lokalizasyonlarini
belirlemek icin, FITC isaretli 6zgul antikorlar ve Dapi cift isaretleme
yontemi kullanilmistir. Sonu¢ olarak; H-ras transformasyonu; fibroblast
hicrelerinde p53'tn MDM?2 tarafindan parcalanmasiyla, UV ile uyarilan
apoptosise kars dayanikliligi arttirirken; N-ras transformasyonunun,
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investigated. For this purpose, H-ras active 5RP7 fibroblast and human N-ras
active CO25 myoblast were selected. Apoptotic changes on cell nucle and
mor phology, after different UV dose treatment, were determined by AO/EB
staining procedure. DNA fragmentation were detected. FITC-spesific
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BOLUM I

1. GIRIS

Cok hucreli canlilarin en temel 0zelligi, biylimes ve cogalmasi ileri
diizeyde kontrol sistemine sahip vicut hicrelerine bagli olarak, belirli yasam
surelerine sahip olmalaridir. Cogalmak tzere uyarilmis bir hicre “hlicre dongusi”
olarak adlandirilan bir dizi morfolojik degisikliklerin ve biyokimyasal
aktivitelerin gozlendigi bir slrecten gecmektedir. Hicre dongusi cekirdek
boltinmesinin gerceklestigi mitoz (M) evres ve iki bolinme arasindaki interfaz (1)
evresi olmak Uzere 2 temel evreden olusmaktadir. Bir hiicrenin mitoza girmeden
Onceki hazirlik evres olan interfaz fonksiyonel olarak G, S ve G evrelerinden
gecmektedir. Bolinmeyi dizenleyici cesitli siklinler ve siklin-bagimli protein
kinazlar gibi gerekli bircok proteinin sentezi tim interfaz evres boyunca
gergeklesirken yanizca S fazinda DNA replikasyonu meydana gelmektedir
(Cooper 2000, Guven 1999).

Bir organizmanin yasami boyunca epitel hiicreler ve hematopoietic kok
hiucreler gibi bazi hicreler sirekli bolinmektedir. Cogalma sinyali hicreler arasi
buyUme faktorleri tarafindan diizenlenmekte, hiicre G; kontrol noktasini gegerek S
evresine girmekte ve mitozla donglyi tamamlamaktadir. Y eterli buyume faktort
olmayan durumlarda ise hicre, kontrol noktasinda kalarak S evresine girmeden
dongiden cikmakta ve hiicre dongusii engellenmis olan hicreler, Go olarak
adlandirilan sessiz bir evreye girmektedirler. G hicreler, metabolik olarak aktif
fakat bolunmekten vazgecmisler ve protein sentezini azaltmidlardir. T ve B
lenfositleri ile fibroblastlar gbi bir cok hayvan hiicresi, uygun biyime faktorleri
yada hlcreler aras sinyaler tarafindan c¢ogalmaya yonlendirilmeksizin Go
evresinde beklemektedir. Diger bazi hicre tipleri ise, terminal olarak farklilasmis
ve organizmanin yasami boyunca bolinmeyen hicrelerdir. Iskelet kasi hicreleri,
kalp kas htcreleri, yag hiicreleri ve sinir hiicrelerini icine alan bu grupta, 6zellikle
dis kaynakli uyaranlara cevap olarak biyimekte ancak bdltinmemektedir. Bu
hicrelerin bolinip cogalmasi embriyonik dénemde olmakta ve yasamlari
boyunca Gy evresinde kalmaktadir (Reddel 2000, Stein 1999, Cooper 2000 ). Bazi



hicreler ise embriyonik donemde yada gelismis organizmada olsun
programlanmis bir sekilde 6lerek yok olurlar (apoptosis). Bitin bu mekanizmalar
ile homeostatik denge saglanir ve organizmalarin normal gelismleri igin ¢ok
Onemlidir. Bu mekanizmalarin herhangi bir basamaginda yada kontrol
noktalarinda meydana gelen aksama ise hiicrenin sinirsiz bir sekilde cogalmasiyla
yani kanser gelisimiyle sonuclanabilmektedir. Kanserli hiicreler stirekli bolinmeyi
durdurma sinyallerine uymazlar. G; evres hicrenin geri kalan yasantisi icin secim
yaptigi evredir. Donginin diger evrelerinde hiicre dis dinyaile iletisimini kesmis
durumdadir ancak G, de hicre disaridan gelen her tirlU sinyale aciktir. Normal bir
hiicre etrafindan gelen sinyaller dogrultusunda hareket ederken, kanserli hiicre bu
sinyallere uymamakta ve devamli olarak déngide kalmaktadir (Guo ve Hay 1999,
Bertram 2001).

1.1. Hicre dongusiniin kontrol noktalari

Hucre dongusinin kontrolinde etkili olan 3 ana kontrol noktasindan en
temel olani, DNA replikasyonu tamamlanana kadar mitozun baslamasini
engelleyen G, kontrol noktasidir. Genomun tamaminin eksiksiz ve hatasiz bir
sekilde kopyasinin cikartilmas sirasinda olusabilecek hatalari bulup tamir
edebilmek icin hiicreye zaman kazandirmaktadir. Bir diger kontrol noktasi G’de
ise, hiicre S evresine girmeden dnce mevcut olan DNA hasarlari tamir edilmekte
ve hatali replikasyon engellenmektedir. Uclincii bir kontrol noktasi ise M
evresinde  gordlmektedir.  Mitozun  sonunda  kromozomlarin  yeniden
duzenlenmesini  denetlemekte ve kardes hicrelere hatali paylastirilmasini
Onlemektedir (Cooper 2000). Gy déngunin stiresi bakimindan en fazla degiskenlik
gbsteren ve dongunin en belirleyici evresidir. Bu evrede hicre; bolinmek,
farklilasmak yada 6lmek icin karar vermektedir. Hicreyi bolinmeye sevk eden
sinyaller, cok sayida hormonlar, blylme faktorleri ve sitokinlerden olusmaktadir
(Cooper 2000, Karp 1999). Bu molekiller reseptorleri araciligiyla ya direk olarak
transkripsiyonu baslatmakta veya hicre dongusini kontrol eden proteinlerin
aktivasyonlarini  saglayan  bir  selaleyi  tetikleyerek  transkripsiyonu
baslatabilmektedir (Stein ve ark. 1999).



Hucre dongust, siklin adi verilen proteinler, siklin-bagimli protein kinazlar
(CDK) ve sklin bagimli protein kinaz inhibitorler (CDI) tarafindan kontrol
edilmektedir (Sekil 1.1). Ortamda bir mitojen bulundugunda cevap olarak siklin D
sentezlenir, mitojen ortadan kalktiginda ise hizla parcalanir. G, evres aktiviteleri,
D tipi siklinler (D1, D>, ve D3) ile birlesen CDK4 ve CDKG6 tarafindan
gergeklesmektedir. Bu CDK'’larin substralari arasinda, DNA replikasyonu igin
gerekli genlerin aktivasyonunu saglayan transkripsiyon faktorler vardir. Siklin E,
G1/S evrelerinin sinirinda sentezlenmekte, replikasyona baslamak icin gerekli olan
Siklin E ile CDK2 hirlestiginde, hiicre S evresine gegmekte ve S evresinde siklin
E parcalanmaktadir. Gy’den M’ye gegis ise, sklinA-CDK1 ve siklinB-CDK1
komplekderinin aktiviteleri ile gerceklesmektedir. Bu kompleks, hiicre iskelet
proteinlerin, histon ve gekirdek etrafini saran proteinlerin fosforilasyonuna sebep
olmaktadir. Siklin A, S boyunca sentezlenir ve anafaz basinda yikilirken siklin B1
ise S'in sonunda sentezlenmeye baslayarak G/M evresinde en yiksek seviyeye
ulasmaktadir. Siklin B’ nin pargalanmasi, CDK1'in inaktif olmasinda anahtar rol
oynamaktadir. Boylece, donginin mitozu tamamlayip Gi'e geri donmesini
engellenmektedir. CDK; sentezlendiginde inaktiftir, ancak siklin ile birlestiginde
aktifleserek siklinnCDK bilesenini olusturmakta ve aktif CDK da substratlari
fosforlayarak aktive etmektedir. Aktive olan substrat, hiicre dongusinu ya
durdurarak yada bir sonraki asamaya gecirerek dizenlemektedir. Aktivite
kazanmis CDK; CDI'nin skline, siklinCDK kompleksine veya kendisine
baglanmas sonucunda inaktif hale donismektedir (Karp 1999, Moroy ve Geiser
2004, Cooper 2000, Yang ve ark. 1998).

Insan kanserlerinin  tamamina yakininda go6zlenen bozukluklar, G
evresinin ilerlemesini dogrudan yada dolayli olarak dizenleyen genler Uzerinde
meydana gelmektedir. Siklin miktarinda ve islevinde stirekli bir artis gbzlenirken,
CDI miktari ve idevi ya azalmakta ya da tamamen ortadan kalkmaktadir. Buradan
da anlasildigi gibi, siklin proteinleri veya CDI proteinlerini kodlayan genlerde
meydana gelen bozukluklar kansere neden olmaktadir. Siklin genlerindeki
bozukluklar sonucunda protein asiri miktarda yada daha etkin bir sekilde

sentezlenirken, CDI proteinini kodlayan gen bozukluklari (gen delesyonu),



proteinin ya hi¢ sentezlenmemesine yada inaktif protein sentezine yol agmaktadir
(Oztirk 1997).

SiklinB/A+CDK1

fSiklinD' ler + CDK4, CDK6

SiklinE + CDK?2

SiklinA + CDK2

Sekil 1.1. Hicre dongusinin farkli evrelerinde, cesitli siklinler ve siklin bagimli kinazlar
arasindaki iliski (Karp, 1999).

1.2. Kansere Neden Olan Ajanlar

1.2.1. Kimyasal ve Fiziksel Kanserojenler

Kanser, bir vicut hiicresinin engellenemeyen , kot huylu gogalmasidir
ve anorma doku kitlesinin (timdr) olusmasiyla sonuclanir (Glven 1999).
Gunumtuizde kansere yol agan etmenler arasinda dogal ve insan yapimi kimyasal
maddeler, fiziksel (radyasyon) etkenler ve virisler bulunmaktadir. Radyasyon ve
kimyasal kanserojenler DNA hasarlarina ve mutasyonlara yol acarlar. Bu
kanserojen ganlar cogunlukla hticre dongusinde rol alan hedef genlerde
mutasyon olusturdugundan dolayi kanser olusumunu baslatmaktadirlar. UV
isinlari ve kimyasal kanserojenlerin, insan kanserlerinin %90’ nina sebep oldugu
bilinmektedir (Cooper 2000).



Kanserojenlerden ¢ogunun, DNA ile ve hiicrenin diger makro molekuilleri
ile kovalent baglar kurmak Uzere reaksiyona giren elektrofil maddeler oldugu
bilinmektedir. Neoplastik hlicrelerde meydana gelen transformasyonlar kalitsal
oldugundan ve genetik isleyis degistiginden, DNA kanserojen maddeler icin bir
hedef teskil etmektedir. Mutgjenik kanserojenlerden bazilari DNA’daki bazlarin
alkilasyonuna veya arilasyonuna yol agmakta, bu etkilesm, DNA molekili
Uzerinde bulunan nikleofilik oksijen ve amt ile reaksyona girerek
gerceklesmektedir. En reaktif bolgeler guanindeki N’ ve OF ile adenindeki N3 ve
N’ kisimlaridir. Alkilasyon ve arilasyonun yani sira, DNA cift sarmali icine bazi
toksik maddelerin girdigi gortlmektedir. Sarmalin kivrim uzunlugunda bir artisa
yol acan bu bileskler, sarmalin capina esit Uc¢ tane bitisk aromatik halka
(heterosiklik) dan olusan yapiya sahiptir (Glven 1999, Bertram 2001, Marnett
2000, Guengerich 2000).

Ultraviyole (UV) isinlari ve fotonlari iceren iyonize radyasyon tek basina
DNA sarmalinin tek yada cift ipliginde kirilmalara sebep olabildigi gibi hiicre
icinde DNA polimeraz dan kaynaklanan DNA hasarlari, 5-metilsitozin’in
depiirinasyonu, deaminasyonu yada serbest radikallerden olusan oksidatif hasarlar
(Nara ve ark. 2001, Finkel 2002, Smith ve Fornace 1997) gibi olaylarin da
badlatici gjani olarak gorev almaktadir (Bertram 2001, Soehnge ve ark. 1997). UV
radyasyonunda, iyonlarin etkisiz olan enerjileri DNA’daki bazlar tarafindan
tutularak cesitli kimyasal reaksiyonlar ile etkili bir hale donustirdlmektedir. DNA
molekdllerinin en iyi tuttugu UV fotonu 260nm dalga boyundadir ve DNA baz
ciftlerinde hasara neden olmaktadir (Zimmer ve Slawson 2002). Ornegin DNA
sarmalinda iki komsu timidin arasinda UV etkisi ile kovalent bag kurularak timin
dimerleri olusmaktadir, normal baz ciftlerinin bu sekilde bozulmasiyla, DNA
polimerazin ilerlemesini engellediginden dolayi eger tamir edilmezse mutasyon
olusmaktadir. UV hasari sonucunda genomda artan mutasyonlarin tamir edilmes
yada hasarli hicrelerin yok edilme mekanizmas (apoptosis)'nin bozulmasi gibi
yollarda gorev alan genlerdeki bozukluklar sonucunda yaklasik %90 oraninda deri
kanserleri gelismektedir (Bertram 2001, Soehnge ve ark. 1997, Zimmer ve ark.
2002, Carvaho 2003).



1.2.2. Viruder:

GUnimuzde yapilan arastirmalar sonucunda viriserin kansere sebep
oldugu bilinmektedir. Virtdlerin tasidiklari onkogenler konak¢i hiicre genomuna
girip ifade edildiklerinde, olusturduklari Grinler ile konak hicrenin
kanserlesmesine neden olmaktadirlar. Peyton Raus un tavuklarda |6semiye neden
olan, Raus sarcoma adini verdigi bir virls ile yaptigi calismalar sonucunda
virislerin de kansere neden oldugu anlasilmistir. Raus sarcoma bir retroviristr
ve src adi verilen bir onkogen tasimaktadir. src geni bir hiicre i¢i sinyal molekilu
olan protein kinazi kodlar (Inoue ve ark.1992, Inoue ve ark.1998). Normal
hicrelerde protein kinaz molekill serin ve treonin’ i fosforlarken src drdnd olan
protein kinaz, tirozini fosforlamak suretiyle hicre bolinmesini  baslatip
kanserlesmeye yol agmaktadir. v-erb-B, v-myc, v-fms diger bazi viral onkogenlere
ornek verilebilir (Y oshioka ve ark. 2002, Cooper 2002).

Onkogen icermeyen retroviruslerin hiicreyi enfekte etmesi sonucunda, eger
viriis genomu proto onkogenlere komsu olacak sekilde eklenmis ise, promotor
gibi davranarak proto onkogenin transkripsiyonunu aktive edebilir. Ornegin Insan
papilloma virtcl (HPV) ve hepatit B'nin myc lokusu yakinina integre olmas
karaciger ve genital kanserlere neden olmaktadir (Popescu 1987, Peters 1990).

1.3. Kansere Neden Olan Mekanizmalar

Kansere neden olan temel genetik olaylar; DNA tamir mekanizmasinin
bozulmasi, timor baskilayici genlerin inaktivasyonu, biylume faktorleri ve
reseptorleri ile ilgili degisiklikler ve apoptosis mekanizmasinin engellenmesi,
olarak 4 grup daincelenebilir (Koktirk 2003).



1.3.1. DNA tamir makanizmasinin bozulmas

Normal kosullarda, kanserojenler ve genotoksik olaylara maruz kalma
hiicre donguisiinil yavaslatmakta ve bu sirada hiicreler DNA hasarini G, evresinde
tamir etmektedirler. DNA’S hasarli hicrelerin Gievresinde durmasini p53 adi
verilen bir timér baskilayici protein tarafindan kontrol edilen bir mekanizma
saglamaktadir. Bu arada hata tamir edilir yada edilemeyecek kadar biytkse hiicre
apoptosise gider. Ama DNA tamir mekanizmalarinin eksik oldugu durumlarda ise
hicre bir sekilde apoptosisden kurtularak hatali DNA’nin bir sekilde yavru
hicrelere aktarilmasi mutasyonlarin birikmesine ve kanser gelismine neden
olmaktadir (Koktirk 2003, Cooper 2002, Bertram 2001, Soehnge ve ark. 1997).

DNA tamir kapasitesindeki genetik kokenli hasarlar bazi kalitsa
kanserlerin gelismesinde 6nemli faktorlerdir. Ornegin UV’ nin etkisiyle gelisen
kseroderma  pigmentosumun  goruldigl  bireylerde bazi DNA  tamir
mekanizmalarinin calismadigi  bilinmektedir. Bazi kalitsal kolon kanseri
formlarinda hatali edesme'yi tamir eden enzimlerde mutasyon genomik

kararsizligi arttirmaktadir (Bertram 2001’ den derlenmistir).

1.3.2. Tumor baskilayici genlerin inaktivasyonu

Kanser gelisminde roli olan bir diger mekanizma, tUmoér baskilayan
genlerin fonksiyonlarinin kaybidir. Kanser gelisminde en iyi bilinen timor
baskilayici gen p53'tir. DNA hasarina verilen hiicresel cevabin kontrolinde gorev
alan bir transkripsiyon faktor olan bu gen, DNA hasari ile aktive olur ve bir dizi
genin, p21, MDM2, BAX ve GADDA45, dizenlenmesine neden olmaktadir.
Bunlar, Gi/S gegisini, Go/M DNA hasari kontrol noktasini ve apoptosis
dizenlemeye yardimci olmaktadirlar. p53 fonksiyonunun kaybi sonunda bu

fonksiyonlar gorilemeyeceginden dolayi kansere yatkin ve kanserlesen hicreler



gelismektedir. p53 fonksiyon kaybi cogunlukla allel kayiplari veya vicut
hicrelerinde yanlis anlamli mutasyonlar seklinde ortaya cikmaktadir ( Bertram
2001, Lewin 1997, Karp 1999, Shay ve ark. 1991).

1.3.3. Buyume faktorleri vereseptorleri ileilgili degisiklikler

Kanser hicreleri cesitli hormonlar tUretmekte ve bu hormonlarin hiicre
ylzeyindeki reseptorleri ile etkilesimi sonucunda kendi blyidmelerini otokrin
yollarla uyarmaktadirlar. Kanser hticreleri bircok biyime faktort Uretilmesiyle
cogalmak icin avantg) kazanmaktadir. Eger bir timér htcresi, hem bir blyime
faktorl hem de reseptérini tasiyorsa kendisini uyaran biyime halkasina (otokrin
blyume halkasi) sahiptir, otokrin halkasi normal hiicrelerde de bulunmakta ancak
sadece fizyolojik uyarilara cevap vermektedir fakat kanserli hticrelerde bu denge
bozulmustur. Hicrelere blylme sinyali gonderen cok sayida biyime faktort ve
reseptoril bilinmektedir. Epidermal growth faktor (EGF) ve reseptori (EGFR),
transforming growth faktér (TGF), hepatosit growth faktor (HGF), fibroblast

buyUme faktorleri (FGF), matriks metallo proteinazlar (MMP) ve PDGF 6rnek
olarak verilebilir.

1.3.4. Apoptosis mekanizmasinda bozukluklar

Cevresdl nedenlerle yada viriderin etkisiyle DNA’S zarar gérmis olan
hicreler, organizmanin zarar gormemes igin  kendilerini  6ldurdrler.
Programlanmis hiicre 6limt olarak bilinen bu 6lim sekli apoptosisdir. Genel
olarak, hiicre 6lUm reseptorleri olarak bilinen Fas ve tUmoér nekroz faktor
reseptorirl (TNFR-1)'in ilgili ligandlari ile etkilesmes sonucunda uyarilir. Bu
olum sekli fizyolojik kosullarda meydana gelmektedir. Ancak p53, Rb gibi timor
baskilayicilarin  inaktivasyonu yada bcl-2'nin  aktivasyonunda apoptosise



gidemediginden, hlcreler kontrolstiz darak boliinmeye devam etmektedir. Bazi
virider, enfekte ettikleri hicrenin apoptosise gitmesini baskilayan yollar
gelistirmiserdir. Ornegin, ebstain barr viriisii, hiicrenin apoptosis engelleyici
faktori olan bcl-2'ye benzer molekdiller Ureterek apoptosisi engellerken, papiloma
virisde, p53'U inaktif ederek apoptosisi engellemektedir. Zamani geldiginde
normal olarak apoptosise gidemeyen ve daha uzun sire yasayan hicreler,
genomlarinda biriktirdikleri mutasyonlarin etkisiyle kanserli hiicrelere déntisme

potansiyeli tasirlar (Lowe ve Lin 2000, Natsugoe ve ark. 2001).

1.4. Onkogenler

Norma htcrelerde, hicrenin biylumes, farklilasmas yani yasami igin
gerekli olan,”proto-onkogen” adi verilen ve onkogenlerin kdkenini olusturdugu
disinulen genler vardir (Stehelin 1976, Cooper 2002, Bertram 2001, Oztiirk
1997). Proto-onkogen adi verilen normal hiicresel genler, mutasyon, kromozom
tranglokasyonlari ve amplifikasyon veya transkripsiyon dizensizlikleri ile aktive
olarak anormal protein sentezine veya asiri protein yapimina neden olmaktadirlar.
Aktive olan proto-onkogenlere onkogen, kodladiklari proteinlerine de onko-
protein adi verilmektedir Proto-onkogenler tarafindan kodlanan proteinler genel
olarak hticre sinya iletim yolunda ve hiicre blyimesinin diizenlenmesinde 6nemli
rol oynamaktadirlar (Lewin 1997, Kokturk ve ark. 2003, Glven 1999, Karp
1999).

1.4.1. Onkogenlerin fonksiyonlari

Bugiine kadar en az 100 kadar onkogen tespit edilmistir (Lewin 1997) ve bu
onkogenleri fonksiyonlarina gore dort grupta toplamak mimkundir (Karp 1999).
1. Buyume faktori ve reseptorlerini kodlayan onkogenler:
Onkogenler ile buyume faktorleri arasindaki iliski ilk kez, Simian Sarcoma Virls
(ssv)'Un bir buyume faktori olan PDGF (Platellet Derived-Growth Factor)’i
uyaran bir onkogen (sis) tasidigi tespit edildiginde belirlenmistir. PDGF in
b - zinciri ileilgili olarak v-sis ve int-z genleri, EGF (Epidermal Growth Faktor)
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ileilgili olarak erb-B onkogeni ve FGF (Fibroblast Growth Faktor) ile ilgili k-fgf-
hst onkogenleri bu gruba 6rnek verilebilir (Karp 1999, Barit 1992, Mosesson ve
Y arden 2004).

2. Sitoplazmik protein kinazlari kodlayan onkogenler: Serin
threonin kinazlar ve tirozin kinazlari kapsayan sitoplazmik protein kinazlar,
onkogenler tarafindan kodlanmaktadirlar (Karp 1999). Ornegin, raf onkogeni
MAP kinaz yolunu badatarak hicreye ilk bolinme sinyalini vermektedir
(Kokturk ve ark. 2003, Karp 1999, Barit 1992, Stancato ve ark. 1993, Morrison ve
ark. 1993, Kovacina ve ark.1990). Diger bir drnek, src onkogenidir. Bu gen ayni
zamanda bir protein kinazdir ve serin threonin yerine proteindeki tirozin'i
fosforile etmektedir. src-protein kinaz, sinya iletiminde, hiicre iskelet sistemi
gelisiminde ve hicrelerin birbirine tutunmasinda (adezyon) gérev amaktadir.
Diger bilinen onkogenlere, c-erb B-1, cerb b2, cfms, cmet, 6rnek verilebilir
(Kokturk ve ark. 2003, Karp 1999, Yoshioka ve ark. 2002, Inoue ve ark.1992,
Barit 1992, Stancato ve ark. 1993, Rohon ve ark. 1993).

3. Niklear transkripsiyon faktorleri kodlayan onkogenler: myc,
myb, fos, jun, rel, erbA gibi onkogenler transkripsiyon faktorler olarak gorev
yapan proteinleri  kodlamaktadir. Bir transkripsiyon faktér  kodlayan
onkogenlerden en ¢ok calisiimis olani myc'dir (Rohon ve ark.1993, Petters ve ark.
1997). myc geni DNA’ ya baglanan Uc¢ c¢ekirdek fosfoprotein’ i kodlar, bu
fosfoproteinler DNA  sentezinin baslamasinda, hicre cogadmasi ve
farklilasmasinda gorev amaktadirlar (Koktlrk ve ark. 2003). myc geni genellikle
amplifikasyon ve transkripsiyondaki  dlzensizliklerle onkogen haline
donismektedir ve kicuk hicreli akciger kanserlerinin %18-31'inde myc
aktivasyonuna rastlanmistir (Petters 1997, Shay ve ark.1991, Lackinger 2000,
Fischen 1999, Popescu ve Zimonjic 2002, Felsher ve ark. 2000).

4. Apoptosise engel olan proteinleri kodlayan genler: Apoptosis
(programlanmis hiicre 6limd) ile ilgili en iyi bilinen onkogen bcl-2’dir. Hicre

membranina bagli bir protein kodlamakta ve bu protein hiicreyi apoptosis den
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korumaktadir (Barit 1992, Lowe ve ark. 2000, Assefa ve ark. 2003, Data ve ark.
2001, Boullet ve ark. 2002, Hockenbery ve ark. 1993). myc geni gibi bcl-2
onkogeni de kromozom Uzerinde anormal bir bolgeye transioke oldugunda
normalden fazla ifade edilmekte ve tUmor gelismine neden olmaktadir. Insan
lenfoid kanserlerinin olusumuna bcl-2 geninin yol actigi bilinmektedir. Anti-
apoptotik bcl-2 ailesi genlerinden digerleri bcl-X1 ve mcl-1'dir (Lowe ve ark.
2000, Assefa ve ark. 2003, Data ve ark. 2001, Boullet ve ark. 2002, Hockenbery
ve ark. 1993). Apoptosisi dolayli olarak engelleyen bir gende MDM2 genidir.
p53'Un negatif dizenleyicis olarak gorev yaparak apoptosis engellemektedir
(Stad ve ark. 2001).

1.4.2. Onkogenlerin aktivasyonlari

Proto-onkogenlerin ifadesini ve yapisini degistirerek aktiflestiren,
onkogene donustiren 3 temel mekanizma bilinmektedir.

1. Nokta mutasyonlari: Calisilmis bittin insan tumarlerinin %30’ unda
aktive olmus ras genlerinden kaynaklandigi bulunmustur. Ug ras geninin (H-ras,
K-ras, N-ras), kodlama dizisinin 12., 13. ve 61. kodonlarinda olmak Uzere 3 tane
mutasyon egilimi tasiyan sicak nokta bulundugu tespit edilmistir. Bu bolgelerden
birinde meydana gelen nokta mutasyonlari ile tek bir aminoasit degisimi
sonucunda onkogenik aktivite kazanmaktadir (Adjei, 2001; Tidd ve ark. 2002,
Henderson 2000). Nokta mutasyonlari sonucu bazen timor baskilayici genlerin
fonksiyonlari ortadan kalkmaktadir. p53'de meydana gelen mutasyonlarin
cogunlugu 5. ve 9. ekzonlar arasinda olusmaktadir, bunun sonucunda kolorektal,
servikal hepatosellller prostat, kronik lésemi gibi kanser turleri olusmaktadir
(Oren 1999, Candwell ve Zambetti 2001).

2. Promotor ilavesi ve gen amplifikasyonu: Ornegin; kemirgenlerde,
myc proto onkogeni promotoruna retrovirls eklenmesi sonucu myc aktivasyonu
ile T hiicre [6semisi olustugu tespit edilmistir (Popescu ve Zimonjic 2002, Felsher
ve Zetterberg 2000). Yapilan calismalar, bircok onkogenin amplifikasyonu yolu
ile; ya gen kopya sayisinda yada transkripsiyon seviyesinde artisa aktive
olduklarini gostermistir (Koktirk ve ark. 2003, Popescu ve Zimonjic 2002).
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Onkogenlerin amplifikasyonu, en cok insan solid tumdrlerinde gosterilmistir.
Ayrica degisk oranlarda limfoid malignant timorlerde de bulunmustur. Fare
osteosarkoma hicrelerinde, meme kanseri ve tumdr hicre hatlarinda myc
amplifikasyonu ve timdrlesme arasinda bir iliski oldugu bilinmektedir (Popescu
ve Zimonjic 2002, Bertram 2001). Insan glioma ve sarkoma olgularinda,
amplifikasyona ugrayan genlerden bir digeri de 12. kromozomda bulunan MDM2
(mouse double minute) genine homolog olan gen olup bazen ayni kromozomda
yer alan CDK4 geni ile birlikte amplifikasyona ugradigi tespit edilmistir (Adjei
2001, Fischen ve ark. 1999, Popescu ve Zimonjic 2002, Tidd ve ark. 2002,
Henderson 2000).

3. Kromozom translokasyonlari: Bircok timor hicresinde, bilinen
onkogen Dbolgesinde genis c¢apli trandokasyonlar ve diger kromozom
anomalilerinin meydana geldigi bilinmektedir. Kromozom translokasyonlarinda,
kromozomun bir bolgesi koparak yer degistirir, genin yeni yerlestigi bolge,
devamli uyari alan bir genin regulatér bolgesinin kontrolt altinda ise strekli
uyarilacaktir (Koktirk ve ark. 2003). myc lokusunun yakininda yada icinde yaygin
olarak bulunan translokasyonlar Ig geninin transkripsiyonuna neden olmaktadir.
L6semi, lenfoma ve solid timdrlerde belirlenmis olan translokasyonlar promotor
bolgeleriyle cok yakin olan proto-onkogenlerin aktivasyonlarina neden olmaktadir
(Popescu ve Zimonjic 2002, Kokturk ve ark. 2003, Guven 1999). Kromozomal
trandokasyon ile olusan diger bir aktivasyon sekli ise, kronik miyelotik [Gsemiye
O0zgu filedelfiya kromozomudur. abl onkogeni normal yerlesm yeri olan 9.
kromozomdan 22. kromozomun 6zel bir bdlgesine gecis yaptiginda normal abl
proteininden olusan ve tirozin kinaz aktivitesne sahip bir flzyon proteini
Uretmektedir (Popescu ve Zimonjic 2002, Shimakage ve ark. 1995).

1.5. Tumor Baskilayici Genler

Anti-onkogenler olarak da adlandirilan tumor baskilama genleri normal

hicrede aktif iken timor hicresinde fonksiyonlarini kaybetmektedirler (Glven
1999, Soehnge ve ark. 1997, Agarwall ve ark. 1998). TUmdr baskilayan genler,
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hiicre bolinmesini durduran proteinleri kodlamaktadirlar ve bu yizden hcre
cogamasi ic¢in bir negatif dizenleyicidirler (Karp 1999). 11k kez kesfedilen timor
baskilayici gen retinoblastoma (Rb), goz retinasinda olusan ¢ocuk kanserlerinin
arastirilmasi  sirasinda  ortaya cikarilmistir  (Petters ve Vousden 1997).

GUnUmuzde bilinen yaklasik 20 tane insan timaor baskilayici gen tespit
edilmistir. Bunlardan bazilari Cizelge 1.1.’de verilmistir. Hicre dongusinin
diizenlenmesinde rol alan timdr baskilayici genlerden en cok calisilmis olanlari
p53 ve Rb genleridir. Tumor baskilayici genlerden bir kismi (p53, WT1)
transkripsiyon faktorleri kodlamaktadir; diger bir kismi (RB, pl6) hcre
dongusunt dizenleyen proteinleri kodlarken bir kisim timor baskilayici genler ise
(NF1), sinyal iletim yollarinda gérev alan molekilleri kodlamaktadir (Petters ve
Vousden 1997).

Cizelge 1.1. Tumor baskilayici genler (Karp 1999)

Tumor baskilayici gen Tespit edildigi kanser tirleri
APC Adenomatosis poliposis
BRCA1 GoOgus ve yumurtalik kanseri
NF1 Norofibromatip 1
NF2 Norofibromatip 2
P16 (MTSL) Melanoma,pankreas, Kugcik hicreli

akciger kanserleri
P53 Gogus,kolon,akciger, astrositomave

osteosarkomav.s.

RB
Retinoblastoma,osteosarko

ma,gogls, mesane ve akciger
kanserleri

VHL Bdbrek, feokromositoma  ve
hemangioblastoma

WT1 Wilm timéri

PTEN Cowden hastaligi

p53 geninin roll: p53 tUmor baskilayici gen, DNA’ya baglanabilen bir
protein kodlamaktadir. Bu genin kaybi yada olusacak herhangi bir mutasyon,
kanser gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir (Ainsley ve James 1997, Soehnge
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ve ark. 1997, Lepik ve ark. 2003, Brooks ve Gu 2003, Bass ve ark. 2002, Strano
ve ark. 2001, Inoue ve ark. 1998, Cadwell ve Zambetti 2001). p53 geni, DNA'ya
hasar veren ¢ok sayida etmene karsi olusacak hticresel cevabin diizenlenmesinde
bir anahtar rol oynayarak DNA buttnlGgiini muhafaza etmektedir (Bassi ve ark.
2002). SOz konusu genin Urind olan protein, herhangi bir DNA hasari olusmasi
durumunda, hticre déngusinin G;/S kontrol noktasinda sentezlenmekte ve
hicrenin S evresine girmeden G de bekletilmesini saglamaktadir (Bass ve ark.
2002, Saller ve ark. 1999). Strano ve ark. (2001) tarafindan yapilmis bir
calismada, p53 timor baskilayici genin p63 ve p73 olarak tanimlanmis iki yeni
homologu oldugu belirtilmistir (Inoue ve ark. 1998).

Retinoblastoma geninin rolt: Rb, ilk bulunan timor baskilayici gendir
ve bir ¢ekirdek proteini kodlamaktadir (White 2004). RB'nin trtint olan Rb, hiicre
dongusinii G; evresinden DNA sentezinin gerceklestigi S evresine gegisinde
yavadattigi icin bir timor baskilayici olarak gérev amaktadir. S evresinin
gerceklesmes icin gerekli olan genlerin aktivasyonunda rolt olan transkripsiyon
faktorler arasinda Rb'nin en 6nemli hedeflerinden biriss E2F ailesinin Uyeleri
bulunmaktadir. G; evres boyunca hucrelerin E2F transkripsiyon faktorleri,
normalde Rb'ye baglanmis ve DNA’ya baglanmasi engellenmis durumdadir. Bir
mitojen uyarisinin ardindan G;'in sonunda, Rb-E2F bileseni CDK tarafindan
serin treonin bolgelerinden fosforlanarak birbirinden ayrilmakta, daha sonra E2F
DNA'’ya baglanarak hiicrenin dongiyt tamamlamasi icin gerekli proteinler ifade
edilmekte ve ardindan hiicre geri donlsiimsiiz olarak S evresine girmektedir.
Rb’de bir mutasyon sonucu Rb aktivitesini kaybetmisse; E2F'’i inaktif durumda
tutacak bir mekanizma olmadigindan sirekli DNA’ya baglanmakta ve hiicre
kontrolstiz olarak cogalmaya devam etmektedir (Bertram 2001, Shay ve ark.
1991, Adams ve Kaeling 1998, Guo ve Hay 1999, Morgenbesser ve ark. 1994,
Berry ve ark. 1996). Rb, anlamsiz mutasyonlar, delesyonlar, azalmis RNA ifades
ve hatali protein yapimi gibi yollarla inaktif olabilir. Rb’'nin fonksiyonel olarak
inaktif olmasi sonucunda da cok sayida tUmor gelisimine katkida bulundugu
bilinmektedir Ayni zamanda Ro’'nin mutasyon gecirmis bir kopyasi, bireysel
olarak kalitildiginda, cocukluk doneminde retinoblastoma ve ileri yadarda ise



15

osteosarkoma olusumuna neden olmaktadir (Adams ve Kaeling 1998,

Morgenbesser ve ark. 1994).

1.6. Ras Geni ve Kansar Olusumundaki Roli

1.6.1. ras geni ve Urind p21'®

ras geni 21 kDa. molekuler agirlikta bir zar-bagimli protein kodlamakta
olup genis bir sinyal iletim aginda sinyal baslatici molekil olarak fonksiyon
gbrmekte, hiicre cogamas ve farklilasmasini kontrol etmektedir (Spandidos ve
ark. 2002). p21'™, 190 amino asit uzunlugunda olan GTP/GDP bagimli bir G
proteinidir. G proteinleri ailesine ait, alfa alt tUniteye homolog olan kiguk bir
proteindir ve karboksil kuyrugu ile hiicre zarinin sitoplazmik boélgesine
baglanmaktadir (Adjel 2001, Campbell ve Der 2004, Krenenburg ve ark. 2004,
Waters ve ark. 2004, Eungdamrong ve lyengar 2004, Penela ve ark. 2003).

ras gen ailes H-ras (Harvey ras), K-ras(Kirsten ras), R-ras, M-ras ve N-
ras (Neuroblastoma ras) olmak Uzere 5 Uyeden olusmaktadir. Bunlar hicrenin
kendi orjinal onkogenleri olup, virislerde yanizca H-ras ve K-ras onkogenlerinin
karsiligi bulunmustur (Adjei 2001, Hill ve ark. 2000). Hras, K-ras ve N-ras
genleri tarafindan kodlanan proteinler birbirine %85 homoloji gosterirler fakat
p21" dilesine ait diger Uyeler %50 veya daha az oranda homoloji gostermektedir.
Ayrica K-ras proteininin, K-ras 4A ve K-ras 4B olarak iki formu bulunmaktadir.
Bunlar K-rasin dordincli ekzonunda olusan alternatif siplayzing sonucunda
meydana gelmektedirler (Johnson ve ark. 2001, Adjei 2001, Hill ve ark. 2000,
McMahon ve Woods 2001, Kloog ve Cox 2004, Waddick ve Uckun 1998,
Campbell ve Der 2004, Krenenburg ve ark. 2004, Waters ve ark. 2004,
Eungdamrong ve lyengar 2004).

Insan kanserlerinin %30’ unda ras onkogeninin 12, 13 ve 61. kodonlarinda
nokta mutasyonuna sahip oldugu saptanmistir. Bu kodonlardaki mutasyonlar, ras
aillesnin GTPase aktivitesini degistirebileceginden, slrekli sinyal aktivites
olusur. Sinyal yolunda meydana gelen bu mitojenik uyarilar, timér dusumuna

neden olmaktadir (Koktirk 2002). K-ras mutasyonlari en sik 12. kodonda goérul Ur
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ve insan timoérlerinde en sk mutasyona ugrayan onkogendir (Johnson 2001).
Ornegin, pankreas kanserlerinde %90'a varan oranlarda, kolon kanserlerinin %
50'si, testis karserlerinin %401 ve akciger kanserlerinin %30'unda K-ras
onkogeninde nokta mutasyonu oldugu bilinmektedir (Spandidos ve ark. 2002,
Johnson ve ark. 2001, Adjel 2001, Hill ve ark. 2000, McMahon ve Woods 2000).
Ayrica, akut miyeloid losemi kanserinin %30'u, testis kanserinin %401 ve
melanomanin %20’ sinde N-ras onkogeninde nokta mutasyonlari tespit edilmistir
(Kloog ve Cox 2004, Nishigory 2000, Campbell ve Der 2004, Krenenburg ve ark.
2004, Waters ve ark. 2004, Eungdamrong ve lyengar 2004). ras genindeki

mutasyonlar sonucu olusan baslicainsan tumoérleri Cizelge 1.2."de verilmistir.

Cizelge 1.2 Insan timorlerinde temel ras mutasyonlari. K: Kirsten; H: Harvey; N: neuroblastoma.
(Spandidos ve ark. 2002)

Tumor bolgesi rasizoformu M utasyon %
Akciger (adenokarsinoma) K 3
Kolon K 44
Ince barsak H 31
Pankreas K 90
Karaciger N 30
Miyelodisplastik sendrom N, K 40
Akut miyelogenik |6semi N 30
Deri H, K, N 46
Ovaryum K 48
Serviks K 20
Endometrium K 10-40
Tiroid

Follikilar H, K, N 53

Farklilasmamis papillari H, K, N 60
Bas ve boyun H, K 30
Idrar kesesi H 10
Meme K 12
Beyin N, H 13
Bdbrek H 10
Seminoma K. N 43

p21"® in plazma zarina yerlesebilmesi icin, sentezlendikten sonra bir
takim degisklikler gecirmes gerekmektedir. Ik olarak, farnesil transferaz
enziminin rol aldigi prenilasyon reaksiyonu gegirir, bu reaksiyonda karboksil
kuyrugunda yer alan sistein aminoasitlerini korumak icin 15 karbonlu farnesil
eklenir. Ardindan, 3 aminoasit karboksil metillenme ile ortadan kaldirilir ve yeni
olusan karboksil ucunda yer alan sistein, izoprenillenmektedir. Bunu K-rasA, H

ras ve N-rasin karboksil ucundaki sistein aminoasitine palmitit grubu



17

eklenmesiyle pamitilasyon izlemektedir. Sistein aminoasidine eklenen pa mitit
gruplari soz konusu p21"®in yari omriinu bir kag dakika daha arttirabilmektedir.
Boylece plazma zarinin ic tarafinda yer aan p21'®, blytme faktori reseptorleri
ile hicreye gelen sinyalin iletiimesinde ilk adim olusturmaktadir (Kloog ve Cox
2004, Waddick ve Uckun 1998, Adjei 2001, Hill ve ark. 2000).

1.6.2. p21"® proteininin aktivasyon mekanizmasi

Normal olarak p21®, zar bagimli bir G proteini ailesinden olup, guanosine
trifosfat (GTP)' a baglanarak biyolojik olarak aktivite kazanmakta ve daha sonra
kendine 6zgl olan GTPase aktivites ile GTPYyi hidroliz ederek guanosine difosfat
(GDP)'a cevirir ve tekrar inaktif formuna donmektedir (Sekil.1.2.) (Stice ve ark.
1999, Waddick ve Uckun 1998).

p21™®in biyolojik aktivites, GDP/GTP dongusinin diizenlenmes ile
kontrol edilir ve hiicrede normal olarak GDP proteinlerine baglidir (Adlel 2001).
p21®i kontrol etme Gzelligi tasiyan 3 grup protein tespit edilmistir. Birincisi,
guanin nukleotidi degistiren faktor (GEFs; RasGRF 1/2 ve Sos 1/2), ras'in
GTPye bagli olan formunu olusturmaktadir. p21'® ailesine tye olan bitln
proteinler Uizerinde aktif olan bir proteindir. Ikinci ve tglinct grup ise, p21"* GRF
(GDP releasing faktor) ve p21"*-REP (p21'® exchange proteini)’ dir ve p21'® icin
0zgul sitosolik faktorleri olusturmaktadirlar. Fakat bu proteinler, smdiye kadar
tam olarak karakterize edilemedikleri gibi nasil bir kontrol mekanizmasini
izledikleri de bilinmemektedir (Spandidos ve ark. 2002, Waters ve ark. 2004,
Adjei 2001, Hill ve ark. 2000).

GTPasei aktif eden protein (GAP), GTPasei aktiflestirerek GTP nin
p21’'den hidrolizine neden olmaktadir. GAP 120.000 Da. agirliginda olup, etkisi
norma p21® proteinleri  Uzerinde gozlenirken, mutant p21 Uzerinde
gozlenmemektedir. Boylece negatif regllasyona ugramayan mutant p21®
proteinleri, transformasyona neden olmaktadirlar (Dawnward 1992, Hill ve ark.
2000, Adlel 2001, Waddick ve Ugkun 1998).
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Aktivasyon sinyali
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GDP
GAPs GNEFs
GDP
GTP
Effektorler

Huicresel cevaplar

Sekil 1.2. Ras proteinlerinin aktivasyon déngusii. GNEFs : Guanin nikleotid degistirici faktorler,
GAPs: Guanin trifosfat aktive edici faktorler

Ras proto-onkogenleri, 12, 13, 59, 61, 63, 116., 117., 119. ve 146. amino
asitlerini kodlayan bdlgelerinde meydana gelebilecek bir nokta mutasyonu sonucu
devamli olarak aktif hale gelerek transformasyona neden olmaktadirlar. Clnku
tim bu bolgeler p21"® ve GTPnin birbiri ile baglandiklari bolgelerde yada ona
yakin bolgelerde yer almaktadir. Bundan dolayi stz konusu mutasyonlari tasiyan
p21" proteinlerinde, GTPaz aktivites etkisiz olmakta ve aktif olan GTP ye bagli
p21, hicrenin iginde birikmektedir (Adjel 2001).

p120 GAP protein aktivasyonu ise, ¢esitli hiicre tiplerinde tirozin kinaz
aktive eden buylume faktorleri tarafindan kontrol edilmektedir (Champbell ve Der
2004, Kloog ve Cox 2004). GAP proteininin baglanmasi sonucu p21™ da
meydana gelen inaktivasyon, p21®a %50 homolog olan ve tipki p21® gibi
GTPYyi hidroliz eden, p21"®-bagimli proteinlerden olan rapl proteini ile de
aciklanmaya calisilmistir. Buna gore p21"®-GTP kompleksinin p120 GAP
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proteinine baglanma kapasitesi cok kuvvetli olmakta ve dolayisiyla p21"-GTP
kompleksi, p21"®-GTPnin inhibitorii olarak bilinmektedir (Mochizuki 2001).
Fakat Rapl proteininin, K-revl genin trint oldugu kesfedilmis ve K-revl geninin
yiksek seviyelerde sentezi durumunda, K-ras onkogenini etkileyerek
fibroblastlarin transform olmasina ve fenotip degisikligi gostermelerine neden

oldugu gosterilmistir (Frech ve ark. 1990).
1.6.3. p21"® fonksiyonlari
1.6.3.1. Hucre cogalmasi ve farklilasmasinda fonksiyonu

Ras proteinleri, etkili bir sekilde cogalma ve farklilasmak icin, hicreler
aras uyaranlara karsi cevap olarak aktive olmaktadir. Bu uyaranlar, EGF, PDGF,
IL-2, IL-3 gibi blyUme faktorleridir ve hicre yilzey reseptorleri tipik olarak
tirozin kinazlarda oldugu gibi yada reseptorsiiz tirozin kinaz reseptérlerine
benzemektedir ve ras proteinleri, tirozin kinaz'in aracilik ettigi mitojenik sinyal
yollarinin temel bilesenlerindendir. Normal kosullarda, Gy’ da bekleyen hiicrelerde
toplam ras miktari %5’in atinda iken, mitojenik uyariyla birlikte hemen hemen
%50'ye yukselmektedir. Rasin aracilik ettigi sinyal iletimi, hicre tipine ve
transmembran reseptérlerine bagli olarak, hiicre farklilasmasina yada hcre
cogalmasina da aracilik edebilmektedir. Ornegin; fibroblastlarda ras proteini
mitojenik etkiye sahip olmasina ragmen ayni zamanda hiicre cogalmasinin
gecikmesinde ve bu gecikme sliresinin uzamasinda rol oynamaktadir (Adjel
2001).

Ras, JNK ve jun arasinda dogrudan bir iliski oldugu bilinmektedir.
3T3/4A hicrelerin UV ile aktivasyonu sonucunda, ifade edilen proteinlerin
antikorlarla immino presipitasyonu yapilmis ve ras, JNK ve jun proteinlerinin
birlikte ifade edildigi gozlenmistir. Pincus ve arkadadari (2000) nin yaptigi bu
calismanin sonucuna gore; onkogenik rasin, aktive olmus normal proteinlerden
farkli olarak normal kontrol mekanizmasini birakip direk olarak JNK/jun ile
etkilesime girebilecegi gosterilmistir. Normal proteinler, Raf/MEK/MAP kinaz
yoluyla ve siklin ile aktive olmaktadir. Rac/Rho/CDC42 yolu’'da uyarilmakta ve
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daha sonraki basamaklarda da JNK’nin aktivasyonu dizenlenmektedir (Adje,
2001, Waddick ve Uckun 1998, Stice ve ark. 1999).

1.6.3.2. Hucre dongusunun kontroltinde fonksiyonu

Ras proteininin araciligi ile MEK/MAP kinaz sinyal yolunun aktivite
kazanmasi, hicresel siklin D1 seviyesini arttirmaktadir. Siklin D1 seviyesinin
artmasi, hiucrenin Gi'den S evresine girisini badatarak hicre gogamasina yol
acmaktadir. Fosfoinositid 3—kinaz (P13-K) ve Ra-GDS yollarinin ras araciligiyla
aktivasyonu ayni zamanda hticrenin G;'den gegisine yol agmaktadir. PI3-K’'nin
aktivites, ic kaynakli siklin D1'in sentezi ve G;'de bulunan NIH 3T3
fibroblastlarin serum ile uyarilmalarinin ardindan S fazina giris icin gerekli
oldugunu, Gille ve Dawnward (1999) yaptiklari calismalarla gostermistir. PI3-K
tarafindan uyarilan siklin D1 transkripsiyonu ve E2F aktivitesine, Akt/PKB ve
GTPazRac aillesinden Rho'nun da aracilik ettigi bilinmektedir. Ilave olarak, hem
Ral GDS benzeri faktérler hem de Raf’in aktif edilmesi, siklin D1 transkripsiyonu
ve E2F aktivitesini uyarmaktadir ve PI3-K ile birlikte hareket etmektedir.
Boylece, rasin aracilik ettigi ¢ok sayida mekanizma, hicre dongusinin
duzenlenmes Uzerine ras'in etkilerine aracilik etmektedir (Spandidos ve ark.
2002, Adjel 2001, Kloog ve Cox, 2004, .Kranenburg ve ark. 2004, Waters ve ark.
2004, Yang ve ark. 1998, Moroy ve Geisen 2004, Huganir ve Zipursky 2004,
Noren ve Pasquale 2004).

1.6.3.4. Angiogenesis de fonksiyonu

Kanserli dokularda hicrenin sinirsizca gogalmasi sonucu, disik kan
basinci ve dusiik pH kosullari gdzlenmektedir. TUmor gelism strecinde, hiicre
kitlesinin beslenebilmesi amaciyla ana damarlarin etrafinda yeni kilcal damarlar
olusmaktadir bu olaya angiogenesis adi verilmektedir.

Onkogenik ras mutasyonlari, timér metastazlarinda ve angiogenesis de
ise karismaktadir, Bu etki, ras onko-proteinin direk etkili oldugu yapilan

calismalarla ileri strulmektedir. Hras transform embriyo fibroblast hiicrelerinde,
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metastaz olusumunda 6nemli olan jelatinaz gibi anahtar metallo proteinazlarin
ekspresyonunu arttigi rapor edilmistir. Bundan baska angiogenik buyume faktori
olan VEGF nin K-ras ve Hras epitelyal hiicrelerde yiksek oranda sentezlendigi
bulunmuistur (Su ve ark. 1993, Zabrenetzky ve ark. 1994, Rak, ve ark. 1995,
Kranenburg 2004, Adjei 2001).

Transgenik farelerde, onkogenik Hras ve K-ras sentezinin engellenmesi
apoptosizi uyararak melanoma ve akciger kanserinin yok olmasyla
sonuclanmistir. K-ras'in engellenmes ayni zamanda p53 ve Arf eksperessiyonu
bulunmayan trangenik farelerde de-apoptosizi  uyarmistir. ras-transform
hucrelerde, kimyasal ve UV ile uyarilmis apoptosis engellenmistir. Kolon
hicrelerinde butirat ve yag aditleri, blyUmenin durdurulmasini ve apoptosise
duyarliligi  degistirmistir. ras aktivasyonu, transformasyonun aksine,
fibroblastlarda sikloheksimid, seramid, mitomisin C' nin, TNF ve TGF-beta ile
uyarilan apoptosise karsi duyarliligi artirdigi bulunmustur (King ve ark. 2002).

Ras a bagli pro ve anti apoptotik sinyallerin meydana gelmesinin biytk
oranda hticre tipine ve icerigine bagli oldugu gorilmektedir. Pozitif ve negatif
sinyal dengesi kinetigine, farkli baglanma partnerlerinin varligina ve diger benzer
kuvvetlerin aktivasyonuna bagli olarak farkli olabilmektedir. Normal hiicrelerde,
yiksek seviyedeki aktif ras'in onkogenesisi 6nlemek icin koruyucu pro-apoptotik
cevabi uyardigi, fakat transform hicrelerde aktif ras'in 6lumden cok yasamla
ilgili oldugu dusinilmektedir (Campbell ve Der 2004, Cox ve Der 2003).

1.6.4. Ras'in efektorleri

Aktif GTP-bagli Ras, fonksiyonel olarak farkli asagi efektor hedeflere
baglanabilir ve kontrol edebilir (Sekil.1.3.). Eniyi calisimis Ras
efektorlerinden bir tanesi serin/tironin (S/T) kinaz Raf-1'dir.
Raf/MEK/ERK/MAP kinaz yolaginin aktivasyonu ya apoptosis yada yasamla
sonuclanan transkripsiyon faktorlerin aktivasyonuna izin verebilir. Ras bir lipit

kinaz olan PI3-K’in katalitik alt Gnitesine de baglanip onu aktive edebilir. PI3-
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K, zar-bagimli PIP2'yi PIP3 e cevirir ve bunun olusumu da Akt (S/K) ve GEF
gibi bircok asagi hedeflerin aktivitesini kontrol eder. Akt’ nin anti-apoptotik
aktivites Bad ve Bcl gibi yasam faktorlerinin fosforilasyonunu takiben kaspaz

9 aktivitesinin engellenmesiyle gerceklesir (Campbell ve Der 2004).

Akt'nin onkogenic ras tarafindan aktivasyonunun bu olaylarin timant
nasil etkiledigi ¢cok az bilinmektedir. Ras bu anti-apoptotik effektdrlerinin aksine,
Akt yada pl9 yoluyla p53'Un regulatori olan Mdm2'yi etkileyerek kazpaz
aktivasyonuna neden olmaktadir. Bundan baska, Norel ve RASSF1 apoptosisi
pozitif yonde etkiledigi ve aktif Ras'in direk olarak Norel'e ve ilgili protein
RASSF1' e baglanabilecegi yakin bir zamanda ileri surdlmostir (Sekil.1.4.).
Norel ve RASSF1 homo- yada heterodimer olusturduktan sonra S/'T kinaz olan
Mstl ile bir kompleks yaparak aktivitesini kontrol ederler (Khokhlatchev ve ark
2002, Campbell ve Der 2004).

Protein-tirozin kinaz-reseptor aktivasyonu
v

/ /?\\ RallCdod2

\ \ Norel /
Hiicresel cevaplar

Transkripsiyon
Apoptosis
Mitoz
Farklilasma

Rac

Sekil. 1.3. Ras proteinlerinin effektorleri. PI3K: Phosphoinositide 3'kinase; PLC: Phospholipase C
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Sekil.1.4. Apoptosis kontrolinde 6nemli Ras—sinyal yolaklari

1.7. p53 Geni ve Kanser Olusumunda ki Roll

1.7.1.p53 geni ve Urni

Bir timdr baskilayici gen olan p53, hiicre dongisiinu dizenleyen 53
kDa.'luk bir cekirdek proteini kodlamakta ve bu protein, hiicrenin S evresine
girmesini engellemektedir (Zergeroglu ve ark. 1999). Insanda bulunan p53, 17.
kromozomun kisa kolunda bulunmaktadir. 393 amino asit’lik protein
kodlamaktadir. N-terminal transaktivasyon (TAD) merkezi, DNA baglanma
(DBD) ve C-termina oligomerizasyon (OLD) bolgelerinden meydana
gelmektedir. Bu bolgelerin bitunltgu ve kararliligi, p53'Un etkili bir sekilde
baglanabilmesi icin gereklidir (Strano ve ark. 2001, Soehnge ve ark. 1997).

p53 proteini, DNA hasarinin tamiri, genomik kararlilik, gen
transkripsiyonu, hiicre dongusiniin kontroll, yaslanma ve apoptosis gibi hticresel
olaylarda 6nemli bir rol oynamaktadir. DNA sentezinde nikleotid yetersizligi,

onkogenlerin aktivasyonu, DNA’nin tek ipligindeki kirilmalar gibi DNA hasarlari,
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hipoksiya gibi stres kosullarinda ve ayni zamanda hiicre yaslanmasinda goze
carpan telomer kisalmas sonucunda p53 sentezinde meydana gelen artis tim bu
hicresel mekanizmalarda onemli bir rol oynamaktadir (Bertram 2001). p53
sentezi, DNA hasari ile aktiflesmekte ve DNA'’yi tamir edebilmes igin hicreyi
Gi'de durdurarak S evresine girmesine engel olmaktadir. Hasarin tamir
edilemedigi durumlarda ise hicreyi apoptosise suriklemektedir (Lee ve ark.
2004).

Normalde p53, ¢ok kisa bir yari 6mri olan ve ¢ok az miktarda sentez
edilen bir proteindir. Y ukarida tarif edilen cesitli uyarilara karsi ¢ farkli seviyede
cevap olusabilmektedir. Birincisi; transkripsiyondaki artis yada yarilanma
Omrinin uzamasiyla, protein konsantrasyonunda artis, ikincisi; p53’Un inaktif
formdan aktif yapisal forma donismes ve Uglincusl; sitoplazmadan gekirdege
tasinmas yoluyla p53 aktivite géstermektedir (Liang ve Clarke 2001, Wang ve
Shi 2001, Blagosklonny 1997). p53'lin aktivasyonu fosforilasyon ve asetilasyon
ile proteinin post-transasyonel modifikasyonlarini gerektirir. Bu iki olay ise,
p53'Un yarilanma émrind 6nemli bir sekilde artmasina ve transkripsiyonel
aktivitesinin en iyi hale gelmesine yol agar (Daujat ve ark. 2001).

Fibroblastlarda p53'tn, G; evres boyunca sitoplazmada birikmekte
oldugu, G den S'e gegis sirasinda ise enerji gerektiren mekanizmalarla gekirdege
gbc ettigi ve S evresinin baslangicindan itibaren kisa periyotlarla sitoplazmaya
geri dondugui bilinmektedir (Liang ve Clarke 2001). Bu bilgi, p53 aktivasyonunun
hicre dongusi boyunca konumsal olarak dizenlenmekte oldugunu ortaya
koymaktadir.

p53'Un cekirdek icine transferi ve orada tutulmas, bolinmenin
durdurulmasi yada apoptosisin badatilabilmesinde p53’' iin normal fonksiyonu icin
gereklidir. Yabani tip B3 proteinin, beyin, kolon ve neuroblastoma gibi insan
tumorlerinde sitoplazmada anormal olarak tespit olup timaor olusumunun, p53’ tn
gekirdek icine tasinmasi sirasinda olusabilecek bir hasardan kaynaklanabilecegi,
Liang ve Clarke (2001) tarafindan ileri strilmustir.

Yabani tip p53'Un parcalanmasi, muhtemelen sitoplazmik yerlesm ile
ilgilidir ve ¢ekirdege tasinmasi, p53'Un kararliligini arttirmaktadir. Yabani tip

p53'Un sitoplazmada yerlesmes ve parcalanmasi; p53 aktivasyon sinyalinin
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yoklugunda hiicrede p53' tin disiik seviyede tutulmasini saglamaktadir (Scotto ve
ark. 1999).

Yih ve Lee (2000) calismalarinda, HFW hticrelerinde X-ray radyasyonu
etkisyle p53 proteininin kinetigini arastirmisar ve 1Gy X-ray radyasyonu
uygulamasinin ardindan p53'ln ¢ekirdekte lokalize oldugunu bulmuslardir. Bu
konuda yapilmis bir baska galismadaysa; Non Responder (NR) htcrelerin 5 giin
buyUtulmis kontrol gruplarinda p53'Gin sitoplazmada yogunlastigi gozlenirken,
Nerve Growth Factor (NRF) ile muamele edilmis hicrelerde 5.ginde p53
proteininin ¢gekirdege goc ettigi tespit edilmistir (Misale ve ark. 1996).

p53, insan kanserlerinin %50’ sinde en yaygin olarak mutasyona ugrayan
gendir. Bununla birlikte, p53' Gn bazi mutant formlari, hiicre déngusinin strekli
calismasi ve timoér potansiyelinin artmasiyla agiga gikan asiri artmis bir fonksiyon
fenotipi de kazanabilmektedir (Cadwell ve Zambeti 2001). kanser gelisminde
Onemli bir kanit olan Li-Fraumeni sendromlu hastalarda, p53'tn 2 aleinden
birinde kalitsal bir mutasyon vardir. Ureme hiicrelerinde, normal p53 allelinde
delesyon yada mutasyon sonucunda gelismenin erken evrelerinde ortaya cikan
kalitsal bir kanser turtdir (Cadwell ve Zambeti 2001, Hal azonetis 2004).

p53 proteininin fonksiyonunu olumsuz etkileyen 3 tip genetik degisiklik
bilinmektedir. Bunlardan ilki; p53'tn tumdr baskilama aktivitesinde etkili olan
genlerden bir kisminin yada tamaminin delesyonudur. Ikincisi; yabani tip p53
proteininin fonksiyonunu baskilayabilen bazi kritik mutasyonlarin  olumsuz
etkileridir. Bunun sonucunda proteinin DNA’ya baglanmas ve transaktivasyon
fonksiyonu engellenmektedir. Yapilan calismalarda gosterilmistir ki; mutant p53
135 Val. proteinini kodlayan bir mutant allel tasiyan transgenik hayvanlarda,
timor baskilama fonksiyonu kaybolmakta ve tUmoér gelismektedir. 175 Pro gibi
bazi mutasyonlarin ise, belirli hicrelerde p53 proteininin, apoptosis
uyarabilmesini ortadan kaldirmaktadir (Soehnge 1997). Son calismalarda
bildirildigine gore; p53 geninde bulunan bitin sicak nokta mutasyonlari, yabani
tip p53'Un transkripsiyonel aktivitesini engelleyebilen bir mutant protein
sentezlenmesine neden olmaktadir. p53 proteininin  fonksiyonunu olumsuz
etkileyen diger genetik degisiklikte ise; p53 mutantlarinin asiri fonksiyon artis
(gain of function) ile bir onkogenik potansiyel kazanmaktadir. Y abani tip p53’ iin
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kayboldugu hicrelerde timdrlesme ve metastas yapma potansiyelinin arttigi
gozlenmistir (Soehnge 1997).

1.7.2. p53 ve hiicre dongusinin kontrol U

Aktif p53'un birikmesi, hiicre dongusiinin dizenlenmesinde gorev alan
farkli proteinlerin sentezini uyarmaktadir. Waf 1 geni tarafindan kodlanan p21
proteini, CDK-Siklin kompleksini inaktif hale getirmektedir. Bu inaktivasyonu
saglamak icin, CDK2/siklinA yada E/PCNA/Wafl kompleksi olusturulmaktadir.
Bu kompleks, hiperfosorilasyona ugramis Rb'nin birikmesine ve E2F in serbest
kalmasina yol agmaktadir (Vargas ve Ronai 2002, Agarwal ve ark. 1998, Oren
1999, Cadwell ve Zametti 2001).

p53 iki bagimsiz mekanizma ile apoptosis uyarabilmektedir. Bu
mekanizmaardan biri; p53 tarafindan bax, IGF-BP3 ve fas proteinlerinin
sentezinin Ust seviyede diizenlenmes yoluyla, diger mekanizmada ise, bcl-2, IGF-
1R ve IGFII protein sentezinin alt seviye dizenlenmesi ile gerceklesmektedir.
(Soehnge 1997). Aktif p53, bir pro-apoptotik bcl-2 ailesinin tyesi olan bax’in
uyarilmasina yol acarak apoptosisi baslatmaktadir. Y Uksek seviyede normal p53
sentezleyen hicrelerdeki bax seviyes artarken bcl-2 seviyesinde azalma olmakta
ve dolayis ile hiicre apoptosise gitmektedir (Miyashita ve ark. 1994). Bax'in
haricinde ayrica Fas ve DR5 gibi hiicre ylzey 6lUm reseptérlerinin uyarilmasina
neden olarak da apoptosisi baslatabilmektedir (Chao ve ark. 2000, Coe ve ark.
2002, Natsugou ve ark. 2001, Hendriks ve Middendorp 2004, Lowe ve Lin 2000,
Etten 2004, Miyashita ve ark. 1994, Lin ve Beuchimol 1995, Lin ve ark. 2003).

Ratlarin normal timus hicrelerinin, radyasyona maruz kaldiklari zaman
apoptosise gittikleri tespit edilirken, p53't olmayan farelerden ainan timis
hicrelerinin, radyasyondan sonra kisa bir siire icin yasadiklari tespit edilmistir.
Fakat bunun aksine, normal p53 geni olan ve p53 geni olmayan mutant farelerden
alinan timis hicrelerinin deksametozon ile uyarildiklarinda apoptosise gitmeleri,
p53 disindaki bir mekanizmanin da olabilecegini dusindurmektedir (Clarke ve
ark. 1993). Serumdan mahrum kalan hicrelerin 6zellikle p53'e bagli olarak
apoptosis gergeklestirebildikleri tespit edilmistir (Debbas ve White 1993, Lowe ve
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ark. 1994, Song ve Lambert 1999, Marchenko ve ark. 2000). Pochampally ve ark.
(1999)' nin p53' Uin transkripsiyon faktori olma 6zelliginin, p53’'e bagli apoptosis
icin gerekli oldugunu ileri sirmektedir. Kuerbitz ve ark. (1992) ise bir baska
calismada, p53'Un mitokondri enzimleriyle apoptosise yol acan ve elektron
tasnimi icin cok oOnemli olan sitokrom C'den bagimsiz olarak apoptosis
gerceklestirdigi tespit edilmistir.

1.8. MDM2 Geni ve Kanser Olusumundaki Rolu

1.8.1. MDM 2 geni ve Urunu

MDM2 (murine double minute 2) geni ilk kez double minute
kromozomda yer alan, amplifikasyona ugramis bir gen olarak tarif edilmis olup
Balb/c3T3 hicrelerinin transforme tipi olan 3T3 DM’lerde gorilen kromozom
cesitidir (Reis ve ark. 2000, Momand ve ark. 2000).

Fare MDM2 proteini 489 amino asitten ibaret olup 14-130 bolgesi p53
baglanma bolgesidir. Bunun insanda 19-102 bolgeler oldugu tespit edilmistir
(Fakharzadeh ve ark. 1991, Leng ve ark. 1995, Chen ve ark. 1993). Insanda
MDM2 proteini, 491 amino asit uzunlugundadir ve N-termina bdlgesi boyunca
p53'Un transaktivasyon bdlgesinde bulunan a-heiks ile etkilesim halindedir.
MDM?2 proteini ayni zamanda c¢ok sayida diger proteinlerle de etkilesir.
MDM2 nin evrimsel gelism slrecinde en iyi korunmus bdlgesi, C-terminal
bolgesindeki Ring finger bdlgesidir. Bu bolge, p53'e kars ubiquitin ligaz
aktivitesine sahiptir. Boylece MDM2 sadece kendisinin transkripsiyon aktivite
bolgesine sahip olarak degil, ayni zamanda ubiquitinasyonu takiben p53'Un
parcalanmasini baslatarak da p53 aktivitesini etkisiz hale getirmektedir. Stres
uyarani olmadigi durumlarda MDM2'nin norma forksiyonu, inaktif p53'Un
duslk seviyede tutulmasina dayalidir (Daujat ve ark. 2001). p53 tarafindan
uyarilabilen bir gen olarak MDM2, p53'Un feedback dizenleyicis olarak islev
gormektedir. MDM?2 etkisiyle ubiquitinasyona ugrayan p53, MDMZ2ye
baglanmakta ve hizla parcalanmaktadir (Lu ve ark. 2002). Bundan dolayi cesitli

insan timorlerinde de eksprese edilen MDM2, yeni bir proto-onkogen cesiti
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olarak ele alinmaya baslanmistir (Jones ve ark. 1998, Wu ve ark. 1993).
MDM2'nin  amplifikasyonu ve ekspresyonu, sarkoma, |6semi, mesane
kanserlerinde siklikla dikkati cekmektedir (Lu ve ark. 2002).

1.8.2. MDM 2-p53 kontrol mekanizmasi

MDM2, p53'Un negatif regulatéri olarak p53'Un kendisi tarafindan
ekspresyonu aktive edilir. (Momand ve ark. 2000, Stad ve ark. 2001, Varges ve
Ronai 2002, Agarwall ve ark. 1998, Colman ve ark. 2000, Daujat ve ark. 2001,
Reis ve ark. 2000). MDM2 (g post trandasyonel mekanizma ile pS3'u kontrol
etmektedir. Bunlardan birincisinde; MDM2, p53'in N-terminal transaktivasyon
aktivitesini engellemektedir (Zhang ve ark. 2004). Bu p53'Un N-termina
bolgesinde MDM2' nin baglanmasi icin gerekli olan 22 ve 23 amino asitlik 6zgul
bolge, DNA hasarinin  ardindan serl5, ser20 ve ser33 noktalarindan
fosforillenmes yoluyla MDM2 nin N-terminale baglanmasina engel olmaktadir.
Bu sekilde p53 daha kararli hale gelmekte ve MDM?2 tarafindan parcalanmaktan
kurtulmaktadir (Cadwell ve Zambetti 2001, Brooks ve Gu 2003, Reis ve ark.
2000, Ard ve ark. 2002).

Ikinci mekanizma; MDM2' nin Ring Finger bolgesi ile p53'iin gekirdegin
disina tasinmasidir. Bu bolge, p53'e kars ubiquitin ligaz aktivitesine sahiptir.
Boylece MDM2, ubiquitinasyonu takiben p53'ln par¢calanmasini baslatarak da
p53 aktivites etkisiz hale getirir (Zhang ve ark. 2004, Daujat ve ark. 2001, Brooks
ve Gu 2003). Ugiincli mekanizma ise, p53'iin ubiquitinasyonuyla sitoplazma ve
cekirdek proteozomlari tarafindan parcalanmasidir (Colman ve ark. 2000, Zhang
ve ark. 2004). MDM2 ve p53 arasinda olusmus olan kompleks, p53'ln
parcalanabilmes icin yeterli degildir. p53'Un parcalanmasi icin MDM2-p53
kompleksinin cekirdekten sitoplazmaya gecmes gerekmektedir. Bu modele gore
MDM2 sirekli olarak gekirdekte yerlesme dizis (NLS: nuclear localization
signal) ve cekirdekten tasinma dizis (NLS: nuclear export signal) kodladigi icin
sitoplazma ve gekirdek arasinda gegis yapmaktadir. MDM2 nin NES bdlgesinde
olusan mutasyon, p53'Un kararli hale gelmesini ve cekirdekte birikmesini
uyarmaktadir (Momand ve ark. 2000, Stad ve ark. 2001).
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Uclinci mekanizma olarak; INK4a-ARF lokusunda, aternatif reading
frame (ARF), cmyc, ras gibi onkogenleri aktive etmesiyle uyarilmaktadir. MDM2
ARF sayesinde gekirdekcik icinde tutularak MDMZ2' nin ubiquitin ligaz aktivites
engellenmekte ve MDM2 parcalanmaktadir (Zhang ve ark. 2004, Don ve ark.
2003).

MDM?2, p53 ile direk olarak iliskili olmayan ilave fonksiyonlara da
sahiptir. p53' den bagimsiz olaylarda htcre biyimesini olumsuz etkilemektedir,
muhtemelen pRb ile yada E2F/DP1 ile etkilessme girdigi gérulmastir. MDM2' nin
bu fonksiyonlari, p53' in diizenlenmesindeki rollinden daha az 6l¢lde karakterize
edilmistir. Adlinda, in vivo ortamda MDM2 genlerinde meydana gelen bozulmanin
olduricu etkileri p53 genindeki bozulma ile telafi edilmektedir (Ries ve ark.
2000).

Normal kosullarda MDM2 nin gérevi inaktif p53'tn disuk seviyede
tutulmasidir. MDM2'den yoksun farelerin yasayamadigi cesitli deneylerle
gosterilmistir. Bu inaktif p53'den kaynaklanan bir sonuctur. Cesitli onkogenik
stres kosullari, MDM2'nin p53'den ayrilmasina yol agmaktadir. iyonize
radyasyon sonucunda p53, serin20 noktasindan fosforilasyona ugramakta ve bu
nedenle MDM2'ye baglanamamaktadir. Sonug olarak p53 kararli hale gelmekte,
p53 hedef genlerin transkripsiyonu artmaktadir (Daujat ve ark. 2001).

MDM2 geni, ayni zamanda ras tarafindan badatilan Raf/MEK/MAP
kinaz yolu ile, p53'den bagimsiz bir mekanizmayla diizenlenmektedir. MDM2
proteini, inhibitdrii olan p19°7" yoklugunda, aktive edilmis Raf sayesinde p53'iin
parcalanmasini saglamaktadir. Onkogenik ras tarafindan transforme hale getirilen
hicrelerin, DNA hasarinin ardindan p53 bagimli apoptosise daha fazla direnc
gosterdigi bildirilmistir. Bu nedenle, rasin uyardigi Raf/MEK/MAP kinaz'in
aktivasyonu, tumor gelisimi boyunca p53’ Uin baskilanmasinda 6nem kazanmistir.
Oncil hiicrelerde Raf ayni zamanda MDMZ2'yi durdurup p'®*"'i da aktive
edebilmektedir (Ries ve ark. 2000).

p19 geni INK4a gen lokusunda bulunan ve alternatif okuma cercevesine
(ARF: aternative reading frame) sahip bir tumor baskilayici gendir. p19 proteini
ise 169 amino asit iceren, alternatif playzing geciren bir mRNA molekilinin

Urdnd olup hicre cogamasini engellemektedir. Interfaz asamasinda cekirdek
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icinde tespit edilmektedir. (Palmero ve ark. 1998, Ries ve ark. 2000, King ve ark.
2002, Eischen ve ark., 1999).

p19°RF p53'ii kararliligini saglayan bir proteindir (Palmero ve ark. 1998).
pl9un bu etkisni nasil yaptigini aciklayan farkli calismalar yapilmistir. Bu
calismalarin bazilarinda p19°~"~in p53'Ui kararsiz hale getiren Mdm?2 proteinine
baglandigi ve boylece Mdm2nin p53'e baglanmasini engelledigi ileri
strilmektedir (Kamijo ve ark. 1997, Pamero ve ark. 1998, Honda ve Y asuda.
1999, Lu ve ark. 2002). Bazi calismaarda ise p19°%", p53-DNA kompleksine
direk olarak baglanmaktadir (Honda ve Yasuda 1999, Pamero ve ark. 1998).
ARF-p53' den yoksun olan hiicrelerin daha ¢abuk ¢ogaldiklari tespit edilmistir (Lu
ve ark. 2002). Bates ve ark.(1998)' nin bildirdigine gore, E2F1 direk olarak insan
timor baskilayici olan p14*7’in ekspresyonunu aktive etmektedir. p14*% ise
MDM 2-p53 kompleksine baglanarak p53’ iin parcalanmasini engellemektedir.

p19**F MDM?2 ile baglandiginda, cekirdekcik icinde MDM2 nin
parcalandigi rapor edilmektedir, bunun sonucunda p53 birikmektedir. Diger
yandan p19*%F, Mdm2 ubiquitinasyon ligaz aktivitesini direk olarak inhibe
etmektedir. P14°7F ise bir sekilde mitojenik sinya yollarindan p53'iin
uyarilmasiyla baglantilidir. rasin dizenledigi Raf/MEK/ERK kinaz yolunun
CDK4/siklinD kinazlari aktive ettigi bildirilmistir. Boylece, Rb’ nin fosforilasyonu
E2F1’in serbest kalmasina yol agmaktadir. p14**" promotorlari birkac tane E2F1
baglanma bélges icermektedir ve pl4*"’in aktivitesnin E2F12 in asiri
ekspresyonu ile arttigi bildirilmistir. Ras/Raf/MEK/MAP kinaz yolunun p14*Rf™in
birikmesine ve MDM?2 aktivitesinin engellenmesine direk olarak yol acabilecegi
calismalarla gosterilmistir (Ries ve ark. 2000, King ve ark. 2002, Paimero ve ark.
1998, Haber 1997).

Kamijo ve ak. (1997), fare embriyo hicrelerinde p53 ve pl9un
yadanmayi kontrol ettigini ve pl9un hicre dongusini G1 evresinde
durdurabilmesi icin normal p53’e gerek duydugunu ileri sirmislerdir. Ries ve ark.
(2000)' nin ileri strdigt bir modele gore, Rb’nin kaybi yada onkogen aktivasyonu
gibi anormal ¢ogalma sinyali sonucunda hiicrede E2F-1 adindaki transkripsiyon

faktorinin aktive olmasi p14 (p19 un insandaki homologu) proteininin sentezini
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aktive etmektedir. Aktif p14 ise p53 proteininin Mdm?2 tarafindan pargalanmasini
engellemekte ve boylece hiicre apoptosise gitmekte yada hiicre donglsinu
durdurmaktadir (Clark ve ark. 1998)

Bazi kanser tiplerinde tespit edilmis olan p19ARF’

in 1.ekzon bolgesindeki
mutasyonlarin - p19'un hlicre dongusini durdurma yetenegini  yok ettigi

belirlenmistir (Kamijo ve ark. 1997, Weber ve ark. 2000).

Onkogenik ras, insan ve kemirgen fibroblastlarinin INK4a/ARF tUmor
baskilayici lokusunun iki Griiniini olan p16'N*“® ve p19**™ u indiiklemektedir
(Kamijo ve ark. 1997). Bunun sonucunda hiicre dongusint durdurmaktadirlar.
pl19*RF p53 transkripsiyon faktériinii aktif ederken, p16'N**? siklinD’ye bagli
kinazlara karsi antagonist &tiviteye sahip oldugu gortlmastir (Guo ve Hay,
1999, Korgaonkar ve ark. 2002, King ve ark. 2002). Onkogenik ras, G1 fazinin
durdurulmasinin uyarilmasi yerine DNA sentezini etkilemektedir (Stott ve ark.
1998, Kamijo ve ark. 1997).

Guo ve Hay (1999) in hildirdiklerine gére, p19"¥ 'in her iki alelinden
de yoksun olan hiicrelerde onkogen ekspresyonu, p53’'un uyarilmasinda ciddi
oranda azalmaya neden olmakta ancak tamamen kaybolmamaktadir, boylece
hiicreler apoptosise yonelmektedir. Ayni zamanda; yaslanma krizindeki yada c-
myc'nin asiri ekspresyonu gozlenen normal hicrelerde genellikle, p53 veya
p19*"F’ dan birinde mutasyon gozlenmistir. p19"¥ in her iki alelinden de yoksun
olan hticrelerin timor gelisimine yiksek derecede egilimli oldugu rapor edilmistir.

MDM2, p53'0n nukleo-sitoplazmik  trandasyonunu iki  yolla
duzenlemektedir. Birincis; MDM2 c¢ekirdekte p53 ile birlesmekte ve
sitoplazmaya gecirerek burada parcalanmasini saglamaktadir. Alternatif olarak
MDM2, gekirdekte p53'lin ubiquitinasyonuna aracilik edebilmektedir. Boylece,
NES in ortaya cikmasiyla p53 cekirdekten sitoplazmaya gecmeye baslamaktadir.
p53’ Un hiicresel l1okalizasyonunda MDM2 rol oynamaktadir. MDM2 fonksiyonu,
neuroblastoma ve beyin kanseri gibi timarlerin alt siniflarinda p53’ Un ¢ekirdekten
cikmasi ile direk baglantilidir. MDM2' nin zit anlamli bir oligonukleotid
tarafindan inhibisyonu yada p19°~" timér baskilayici protein tarafindan MDM2
fonksiyonunun baskilanmasi, yabani tip p53'ln sitoplazmadan c¢ekirdege geri
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donmes ile sonuglanmaktadir (Liang ve Clarke 2001, Bottger ve ark. 1997,
Stommel ve ark. 1999, Stad ve ark. 2001).

Diger yandan bazi calismalarda gosterildigine gore, p53'Un c¢ekirdege
tasnmas, MDM2'ye baglanmasindan bagimsizdir. Mutant p53, MDM2 ile
etkilesime giremeyehilir. Liang ve Clark (2001)’ in bildirdigine gére; MDM2 bazi
kosullarda hticre igerigine bagli olarak belirli mekanizmalarla p53'Un ¢ekirdek-

sitoplazma tasinmasini kontrol edebilmektedir.
1.9. Apoptosisve Temel Fonksiyonlari

Hucre cogalmas ve apoptosis (programlanmis hiicre 6limi) arasindaki
denge ve iliski, organizmanin normal gelisimi ve doku buyUklik orani arasindaki
dengenin saglanabilmesi icin gereklidir (Guo ve Hay 1999, Bertram 2001).
Apoptosis; ayni zamanda programlanmis hiicre 6lima, fizyolojik hicre 6lima
veya hicre intihari olarak da bilinmektedir. Apoptosis, norma hicre hayat
dongusinde yer alan bir 6lum sekli olmasina ragmen hastalik belirtis yada
sonucu olarak da karsimiza gikmaktadir (Mihich 1994, Liu ve ark. 2002).

Lenfositlerin timusdaki klonal secilimi ve iltihap reaksiyonu sonrasinda
ortamdan  uzaklastiriimalarinda, embriyonik gelism sirasinda deride
keratinositlerin  ylzeye dogru go¢ edip epidermisin en Ust tabakasini
olusturmasinda, mensturasyon sirasinda uterus duvarindaki epitel doku
dokilmesinde ve g6zde lens olusumunda, metamorfozda apoptosis
b(‘jzlenmektedir (Engin ve Ozyardimci 2001). Organizmada yapim (mitoz) ve
yikim (apoptosis) arasinda bir denge vardir. Bu dengenin apoptosis aeyhine
bozulmasi, bircok hastaligin belirtis olabilmektedir. Ornegin; bazi vird
enfeksiyonlar (ebstain barr, insan papilloma virlsii) apoptosisi baskilayabilmekte
ve kanser gelisimine yol acabilmektedir. Diger bir mekanizmada ise, alzheimer ve
AIDS gibi hastaliklarda apoptosisin asiri aktive olmas sonucu artmis hiicre
kayiplari (néron, T lenfositleri) gozlenmektedir (Engin ve Ozyardimci 2001,
Lowe ve Lin 2000).
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1.9.1. Apoptosisde gor tilen morfolojik 6zellikler ve nekrozisden farki

Apoptosisin morfolojik olarak nekrozisden farkli 0Ozelliklere sahip
oldugu bildirilmistir. Hicre apoptosise yoneldigi zaman, 6zgin morfolojik ve
biyokimyasal 0Ozellikler sergilemektedir. Nekrozisde hicrenin sismes dikkat
cekerken apoptotik hicrelerde buzilme ve kiglilme oldugu bilinmektedir.
Nekrotik hicrelerde kromatin sekli bakimindan normal hiicreyle arasinda fark
gbzlenmemektedir (Liu ve ark. 2002, Mihich 1994, Studzinski 1999). Nekrotik
hicrelerin su alip sismesinden dolayi hiicre zari bir sure sonra patlamakta ve zar
bitinligl bozularak hiicre icerigi disina c¢ikmakta ve sitoplazmada bulunan
lizozomal enzimler etraftaki hiicreleri sindirmektedir (Engin ve Ozyardimci
2001). Apoptosisde kromatindeki yogunlasma ve ¢ekirdek zari etrafinda kondanse
olmasinin yani sira, sitoplazmanin su kaybedip yogunlasmasinin ardindan hiicre
zarinin - bogumlanmasiyla kicgUk cepcikler (apoptotik  body) olustugu
gbzlenmektedir. Apoptotik cepciklerin zarla gevrilmis ve iclerinde degisen
miktarlarda ¢ekirdek veya diger hiicre ici yapilari icerdigi bildirilmistir. Hiicre zari
bitindir ve hicre igerigi highir zaman disari verilmediginden dolayi iltihap
olusumu gézlenmemektedir. Apoptotik hiicre, komsu hiicreler veya makrofajlar
tarafindan sindirilmektedir (Dobrucki ve Darzynkiewicz 2001, Liu ve ark. 2000,
Studzinski 1999, Watters ve Lavin 1999).

Apoptotik htcrelerin morfolojik degisimleri cekirdek ve sitoplazma
boyayan cesitli boyalarla boyanarak belirlenebilmektedir. Ornegin hiicreler
akridin orange/etidyum bromid kokteyli ile boyandiginda, sadece akridin orange
plazma zarini gegcmekte ve bitin hicreleri boyamaktadir. Saglikli hicrelerin
cekirdekleri parlak yesil, sitoplazmalari sari renkte boyanirken erken apoptotik
evredeki hucrelerin cekirdekleri parlak yesil kromatinin yogunlastigi aanlar ise
koyu yesil olarak gdzlenmektedir. Etidyum bromid saglikli hiicrenin intakt plazma
zarindan gecemedigi icin saglikli htcreleri ve erken apoptotik evredeki hticreleri
boyamamakta, ancak plazma zarinin bitlinl gl bozulmus olan geg apoptotik yada
nekrotik hicreleri boyamaktadir. Bu htcrelerde etidyum bromid hicre icgine
girdiginde hicrenin tamami turuncu renkte boyanmaktadir (Cotter ve
Martin1997).



Apoptosisisn en onemli belirteclerinden biri de, DNA’nin nikleozomlar
arasindan yaklasik 180-200 b¢'lik parcalar halinde kirilmasidir. Bu durum, agaroz
gel elektroforezinde merdiven gorintisii (ladder) olusturmaktadir. Bu durum
hiicrenin tipine gore degismektedir. Bazen de sadece 50 kbg'lik tek bir bant da
gozlenebilmektedir. DNA'nin bu sekilde parcalanmasinda kalsiyum/magnezyum
bagimli bir endonikleaz enziminin sorumlu oldugu bilinmektedir. DNase | ve
[1"'nin de parcalanmada rol aldigi bildirilmistir (Higuchi ve ark. 2000).

1.9.2. Apoptosis mediatorleri

Apoptosis cok sayida cesitli mediator tarafindan dizenlenmektedir. Bu
madiatorler; kalsyum gibi iyonlar, seramid gibi molekiller, c-myc gibi genler,
p53 gibi proteinler ve mitokondri gibi organeller yer amaktadir. Apoptosis
boyunca hcre icine stirekli kalsslyum girisi olmaktadir. Bu kalsiyum iyonlarinin
endonikleaz aktivasyonunda, DNA hasarinin tamirinde, gen regilasyonunda,
proteazlarin  aktivasyonunda rol oynadigi bircok arastirmaci tarafindan
gosterilmistir (Irusta ve ark. 2003). Sitoplazmada ve diger hiicre ici zarli yapilarda
kalsyumun ani ve asiri artisi, hicreyi hizla nekrozise goturirken, hicre dis
kalsiyumun eksilmesi veya hicre ici kalsiyum depolarinin ¢ozinmesinin de tipik
apoptotik cekirdek olusumunu engellemekte oldugu Mihish ve Schimke (1999)
tarafindan rapor edilmistir.

Bcl-2 ailesinden Uyelerin bir kismi (bax, bad, bid, bcl-xs) apoptosisi
uyarirken (pro-apoptotik) diger kisminin (bcl-2, bcl-x ) engelledigi (anti-
apoptotik) bazi calismalar ile desteklenmistir (Joshi ve ark. 2004, Natsugoe ve
ark. 2001). Hucrenin yasayabilirlik orani, bu ailenin pro-apoptotik/anti-apoptotik
oranina baglidir. bcl-2/bax oraninin kan kanserlerinde dnemli bir deger tasidigi
rapor edilmistir. Bu oranin artmasi yada azalmasi, apoptosisin uyarilmasi yada
baskilanmas ile sonuglanmaktadir. Bcl-2, mitokondri dis membraninda yer
almakta ve iyon gecisini dizenlemektedir. Bax ise sitozol icinde bulunmaktadir.
Bir apoptotik uyarinin ardindan mitokondri zarina baglanmakta ve burada por

olusumunu uyararak zarin segici iyon gegirgenligini bozarak, sitokrom C ve AlF
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(apoptosis indukleyici faktor)’nin  mitokondriden sitozole c¢ikmasinda gorev
almaktadir (Irusta, ve ark. 2003, Joshi ve ark. 2004, Datta ve ark. 2001, Bertram
2001, Assefave ark. 2003).

Apoptosisin temel mediattrleri arasindan sitokrom C, kaspaz olarak
adlandirilan hiicre i¢i proteazlari direk olarak uyarabilmektedir (Bertram 2001,
Assefa ve ark. 2003, Agostino ve ark. 2003). Sitokrom C, mitokondri i¢ zarinda
bulunan elektron transport zincirinin bir proteini olup apoptosis strecinde merkezi
bir konuma sahiptir. Bir hiicrede sitokrom C, AIF ile birlike mitokondriden salinip
sitoplazmaya gecmesiyle Apaf 1 adi verilen bir protein ile ATP varliginda
baglanmakta ve apoptosom kompleksi olusturmaktadir. Bu kompleks, inaktif olan
prokaspaz9'u aktiflestirerek prokaspaz3 (n aktivasyonuna yol agmaktadir.
Aktif kaspaz3, ICAD (inhibitér of caspase-activated deoxyribonuklease)
molekiluni inaktif hale getirerek CAD molekUlini serbest birakmakta, bu
molekll apoptosisin karakteristik belirtis olan DNA fragmentasyonuna sebep
olmaktadir (Adams ve Cory 2002, Lockshin ve Zakeri 2002, Schimnich ve ark.
2002).

Seramid, hlcre zarina bagli asit sifingomiyelinaz aktivasyonunun bir
Urinaddr. Plazma zarinda olusacak bir hasara kars haberci sinyal yollama
ozelligine sahip oldugu disiinulmektedir (Engin ve Ozyardimci 2001).

Apoptosis mekanizmasinda mediator olan bir diger protein p53'dir. p53,
hiucrede cesitli nedenlerle olusan hasarlara karsi apoptosis mekanizmasini
tetikleyen bir tUmor baskilayici proteindir. p53'iin apoptosisi uyarmasi, bax’in
ekspresyonunu uyarmasiyla meydana gelmektedir. Bu sekilde bcl-2/bax orani
degiseceginden apoptosis badlatilmaktadir (Lowe ve Lin 2000).

1.9.3. Apoptosisin uyarilmasi

Apoptosis, genel olarak hiicre 6lum reseptorleri olarak bilinen Fas ve
TNFR1 (timér nekroz faktor reseptort )’'in 6zgul ligandlariyla birlesmesi sonucu
badlatilabilmektedir. Bu reseptorler hicre zarinin yilzeyinde yerlesmiderdir ve
TNFR ailesinin Oyeleridirler. Fas lenfoid hicrelerde, akcigerde ve bazi tUmor

hicrelerinde tespit edilmistir. Ilgili ligandina Fas-L adi verilmektedir. Fas ve
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TNFRL1, ligandlari ile baglandiktan sonra, bir 6ltim uyarani olusmakta ve bir seri
protein-protein etkilesim zinciri baslatilmaktadir (Wang ve Cai 1999). Oncelikle,
kendilerine dogal olarak bagli olan 6lUm bolgeleri (TRADD ve FADD) ile
etkilesime girmektedirler. Bu 6lim bolgeleri de prokaspaz 8'i aktiflestirerek selale
tarzi bir kaspaz aktivasyonunu baslatmaktadir (Bertram 2001, Assefa ve ark.
2003).

Apoptosis, daha Once de aciklandigi gibi cesitli genotoksik etkiler
sonucunda olusan DNA hasarlarina bir cevap olarak p53'Un uyarilmasiyla
badlatilabilmektedir. Uyarilan p53, bcl-2 alesinden bax’'in uyarilmasina yol
acarak apoptosis mekanizmasini baslatabildigi gibi, Fas, DR4 ve DR5 gibi hiicre
ylzeyi 6lum reseptérlerini uyararak da apoptosis uyarabilmektedir (Lowe ve Lin
2000, Bertram 2001). Reaktif oksijen radikalleri; hem mitokondri hem de
sitoplazma zari ve DNA lzerindeki hasarlar sonucu apoptosis badatilabildigi gibi
blytme faktorlerinin ortamda azalmasi da hicrelerin p53 bagimli apoptosis
mekanizmasi ile 6lmesine neden olmaktadir. Pro-apoptotik bcl-2 ailesi Giyes olan
bax proteini fosforile olamadigi durumlarda eger aktivite kazanmissa,
mitokondriden sitokrom C  sdinimini arttirarak ~ apoptosis  yolunu
bad atabilmektedir. Apoptosisin uyarilmasinda etkili bir diger mekanizma ise T
lenfositlerinden salinan granzim B'’lerin hedef hiicrede kaspaz sisitemini harekete

gecirmesidir (Adams ve Cory 2002).

1.9.4. Bcl-2 ailesi ve mitokondri tzerindeki etkileri

Bcl-2 ailesi hirbirine ters etkilere sahip iki gruptan olusmaktadir. Pro-
apoptotik grup, sitokrom C'nin mitokondri zarindan hlcre icine gecisini
saglayarak apoptosisin uyarilmasinda etkili olurken, anti-apoptotik grup Uyeleri
ise sitokrom C salinimina engel olarak apoptosisi baskilamaktadir (Joshi ve ark.
2004). Bu iki grubun birbirine zit ¢alismasi, yapilarindaki hidrofobik cep ve
amfipatik a-heliks bolgeleri ile olmaktadir. Bu ailenin Gyelerinde, yapilarinda
bulunan BH1, BH2 ve BH3 bolgeleri hidrofobik cep olustururken BH3 bolgesinde
amfipatik a-heliks bolges bulunmaktadir (Bouillet ve ark. 2002).
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Pro-apoptotik bcl-2 tyeerinin bazilarinda (bax ve bak), BH1, BH2 ve
BH3 bdlgelerinin tamami bulunurken bazilarinda (bid, bad ve bim) sadece BH3
bulunmaktadir. Anti-apoptotik hticrelerde ayrica BH4 bolges bulunmaktadir ki bu
bolgenin, diger hicrese vyollarla apoptosis arasinda bir iliski  kurdugu
dustintlmektedir (Lockshin ve Zakeri 2002, Bouillet ve ark. 2002).

Bcl-2 alles Uyeleri apoptosis mekanizmasindaki gorevlerini mitokondri
araciligiyla gerceklestirmektedirler (lrusta ve ark. 2003). Pro-apoptotik bcl-2
Uyelerinden bid, bak ve bax normalde hicrelerde sessiz halde bulunmakta ve
aktive edildiklerinde sitokrom C salinmas icin harekete gegcmektedirler. Bid
proteininin aktiflesmesine yol agan mekanizma kaspaz8'in aktiflesmesidir.
Aktive olmus kaspaz8, bid proteinini kirmakta ve 15 kDaluk karboksil ucu
olusmaktadir. Olusan bid parcas icerdigi BH3 bdlges ile diger pro-apoptotik
Uyelerle birlesmekte ve onlari sessiz olarak bekledikleri sitoplazmadan
mitokondriye gecirerek aktive olmalarini saglamaktadir. Bu aktivasyon sonucunda
sitokrom C sitoplazmaya salinmaktadir (Bouillet ve ark. 2002). Birgok normal
hicrede bulundugu bilinen bad proteininin ailenin diger Gyeleriyle kompleks
olusturmasi icin defosforile olmas gerekmektedir. Normalde bad, yasam
faktorleri (survival faktorler) etkisiyle fosforile durumdadir ve anti-apoptotik
Uyelerle birlesemediginden onlari baskilayamamaktadir. Boylece anti apoptotik
proteinler sitokrom C'yi mitokondride tutarak apoptosisi engellemektedir. Ancak
yasam faktorlerinin eksikligi gibi bir durumda bad proteini defosforile olursa,
anti-apoptotik Uyelerle birleserek sitokrom C salinmasini  baslatmaktadir
(Lockshin ve Zakeri 2002).

1.10. Miyoblast Hiicre Sistemi

Bu calismada kullanilan CO25 miyoblast hicreleri, 1977'de Yaffe ve
Saxel tarafindan, fare bacak kasindan izole edilip, kultira yapilan C2
hicrelerinden elde edilmistir. Daha sonra C2 hicreleri Gosset ve arkadaslari
(1988) tarafindan, insan 61. kodonunda mutant N-ras onkogeni tasiyan bir

plazmid ile transform edilmistir. Bu N-ras onkogeninin transkripsiyonu ise ona
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eklenmis olan, steroidlere (dekzametazon gibi) hassas fare meme kanser
virastuiniin promot6éri (MMTV-LTR) ile yapilabilmektedir.

C2 ve CO25 miyoblast hicrelerinin her iki hatti da normal oranda serum
iceren (%20 fotal sigir serumu) ortamda kiltur edildikleri zaman birbirlerine
dokunana kadar cogamakta ve tamamen flask ylzeyini kaplayinca kontak
inhibisyon etkisiyle gogalmayi durdurmaktadirlar. Bunun aksine, eger az seviyede
mitojenik gjanlari iceren bes ortaminda (%10 at serumu) kultUrleri yapilirsa
yaklasik 4. giinden sonra flizyon yapmaya baslayarak miyotip olusturmaktadirlar.
Fakat, N-ras onkogeni iceren CO25 hiicreleri, dusik seviyede mitojen iceren ayni
bes ortaminda, bir steroid hormon olan dekzametazon ile muamele edildigi
zaman miyotUp olusturma yerine ras onkogeninin uyarilmas sonucu transform
fenotipi gostermektedirler. Bu da kontak inhibisyonun kaybi ve ilerleyen stirede
kiculmis hiucrelerden ibaret yiginlarin meydana gelmesidir. Diger yandan, N-ras
indUklenmesine neden olan dekzametazon ortamdan uzaklastirildigi zaman, CO25
hucreleri, C2 hucrelerinden hichir farklik gostermeksizin tekrar miyotip
olusturabilmektedir (Saleh 2001, Yaffe ve Saxel 1977, Gosset ve ark. 1988,
Zeytinoglu ve ark.2002, Ciechanover ve ark. 1999, Hsieh e ark. 2000). Tum bu
ozellikler CO25 miyoblast hiicrelerini, daha morfolojik olarak ayirt edilebilen bir
sistemde, N-ras onkogeninin farklilasma ve transformasyon mekanizmalarindaki
etkisini arastirmak icin elveridi bir model yapmaktadir.

1.12. Fibroblast Hicre Sistemi

Bu calismada kullanilmis olan F2408 hicreleri, bilimsel adi Rattus
norvegicus olan fisher cins sican embriyosundan izole edilerek, DMEM ve %10
FCS kultur ortaminda yetistirilen bir fibroblast (kas) hicres olup fibroblast
hucrelerinin genel morfolojik ve karakteristik ¢zelliklerini tasimaktadirlar (IFO
Cell Bank). Bu hucreler ilk kez Kaplan ve Ozanne tarafindan 1983 yilinda
geligtiriimiderdir. Bu calismada, fisher sican fibroblastlardan, kirsten murine
sarcoma virtistl ve abelson murine letkemia viris eklenmesi ile birbirinden farkli
5 at soyu elde edilmistir. Bu hiicreler epidermal, platelet-derived ve sarkoma

buyume hormonlari ile uyarildiklarinda, hormona kars farkli hassasyet
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gostermiderdir. Inoue ve arkadadari (1992), normal F2408 hiicrelerine cesitli
viral genler aktarmidar, transform olan hicrelerde p53 proteinin metabolik
kararliligi ve seviyesini belirlemiderdir. Polyomaviris, v-K-ras ve v-src ile
transforme olmus hiicrelerde p53' iin seviyes ve kararliliginda 6énemli bir artisa
rastlanmamasina karsin ¢H-ras ile transforme oldugunda, p53'tn kararliliginda
yine belirgin bir artis olmamasiyla birlikte seviyesinde ©nemli bir artis
gozlenmigtir. Yoshioka ve arkadadlari (2002) ise; aktif ¢H-ras tasiyan bir dizi
plazmid ile F2408 hicreleri transform ederek neuratin, heparin bagimli blylime
faktorl ve lumican’in transkripsiyon baskilayan genler Uzerine etkilerini
arastirmislardir.

Calismamizda kullandigimiz bir diger hicre ise 5RP7 fibroblast
hiucreleridir. Bu hcre tipi de F2408 hicreleri gibi sican embriyosundan izole
edilerek kiltire edilmiderdir (IFO Cell Bank). F2408 hicreleri normal bes
ortaminda kontak inhibisyon saglayana kadar cogalmakta, hicreler birbirine
temas ettikten sonra cogalmayi durdurmaktadirlar, ancak aktif H-ras tasiyan
hiucreler, komsu hicreler ile temas ettikten sonra bile gogalmayi durdurmayarak
yiginlar  halinde cogamaya devam ederek transform hicre fenotipi
gostermektedirler (Garbisa ve ark. 1987). 5RP7 hicreleri ilk kez Garbisa ve
arkadaslari (1987) tarafindan gelistirilmislerdir. Bu galismada; ikinci pasajdaki
sican embriyo hicrelerine cesitli onkogenleri tasiyan plazmidler eklenerek
transform hicreler elde edilmistir. 1R, 2R, 3R, 4R ve 5R hiicre hatlari; mesane
kanseri hicre hatti olan T24'den elde edilen aktif ¢H-ras onkogeni iceren pEJ
plazmidin eklenmesiyle elde edilmistir. Hras transform hlcrelerle yapilmis bir
calismada; E1A ve T24 Hras ile transform olmus p53/ fare embriyo fibroblast
hiicrelerinde p53-esrtojen reseptort flizyon proteinin tamoxifen adli bir bilesikle
aktive edilmesi sonucunda p53 bagimli apoptosis arttirdigi bulunmustur (Vater ve
ark. 1996). Nozawa ve arkadadslari (1999) da yine bu konuda benzer calismalar
yapmistir. Bir transkripsiyon faktor olan IRF-1 (interferon regulatory factor-1)
bakimindan eksik olan oncul fare embriyo fibroblastlarina, aktif ¢H-ras geni
eklendiginde, htcrelerin DNA hasarina bagli apoptosis den kurtuldugu bu
calismaylabildirilmistir.



Batun bu calismalar, aktif H-ras tasiyan fibroblast hticrelerin, ras geninin
transformasyon  mekanizmasinin  aydinlatiimasina  yonelik  calismalarda

kullanilmasi igin uygun bir model oldugunu gostermektedir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Antikorlar

Fare monoklonal MDM?2 antikoru (Chemicon International, MAB4 134
Msx MDM2 50 ug-0,2 mg/ml Lot. 23060288), FITC isaretli kegi anti fare Ikinci
Antikor (Goat anti Mouse IgG H&L, Flourescein Conjugated, Chemicon
International, HRP-FITC, APR4F GtxMs IgG Flour, 2 mg Lot. 23070590), Fare
hibridoma p53 siipernetant antikoru (B10 kod’ lu antikor, Bilkent Universitesi

Molekuler Biyoloji BAlUimi)' nden temin edilmistir.

2.1.2. Kimyasal maddeler

Agaroz, Akridin Orange (AO), Bovin Serum Albumin, Brom Fenol
Mavis, DAPI, Dekzametazon, Dimetilsilfokst (DMSO), Dulbecco’s
Modification of Eagles Medium (DMEM), Etaposit, Etilen-di-amine-triasetikasit
(EDTA), Etidyum Bromid (EB Fenol ve Buffer 10,5, Gliserol, (Sigma), N
Louryl Sarkosil Sodyum Tuzu, Penisilin/Streptomisin sollisyonu, Puks saline A
(PSA), Protenaz K, Ribonikleaz A, Sodyum Azid, Sodyum Bikarbonat,
Sodyum Klorir, Sodyum Hidroksit, Trizma Base, Trizma — HCI, Triton X-100
(Sigma), Aseton, Magnezyum Klorur, Potasyum Kklorir, Sodyum Asetat,
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (Merk), At Serumu, Fétal Sigir Serumu (Biochrom
KG), Borik asit, Absolii Alkol (Carlo Erba), Metanol (Lab-Scan Analytical
Sciences), Tripsin - EDTA soltusyonu (10X) (Biological Industries), DNA Ladder
(100 bp MBI Fermentas Gene Ruler)’ dan temin edilmistir.
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2.1.3. Cihaz ve diger malzemeler

Hucre Sayici (Coulter Z1 Particle Counter), Isik Mikroskopu (Olympus
BX), Florasan Filitreler (FITC, WB; NU, Dapi), Jl Dokimantasyon Sistemi
(Biolab, Uvitec) deneylerde kullanilmistir.

2.1.4. Deneyde kullanilan soltsyonlarin icerikleri ve hazirlanmalari

10X DMEM (Dulbecco’s Modification of Eagles Medium) (100 ml)

13,2 g DMEM, 80 ml steril distile su icinde ¢ozilmis ve toplam hacim,
100 ml"ye tamamlanmistir. 0,22 mpor ¢apli filtre ile steril edilmistir.

% 10 FBS (Fetal Bovine Serum yada Fetal Calf Serum FCS) (500 ml)

50 ml Serum (FBS yada FCS), 50 ml 10X DMEM, 20 ml %9,2 Sodyum
bikarbonat ve 5 ml Penisilin-streptomisin steril bir sisede karistirilmis ve toplam
hacim steril distile su ile 500 ml’ye tamamlandiktan sonra, CO, mudugu ile yada
steril IN HCI ve 1IN NaOH ile pH 7,2-7,4’ e ayarlanmistir.

2X Tripsin - EDTA (PH 7,4) (125 ml)

380,43 m %9,2 Sodyum bikarbonat, 1X Puck’s saline A ile 100 ml’ye

tamamlanmis, 25 ml 10X Tripsin EDTA eklenmistir. CO, muslugu ile yada steril
IN HCl ve IN NaOH ile pH 7,2-74e ayarlanarak, ve kicuk hacimlerde
boltinerek -20 °C’ de saklanmistir.

%9,2 Sodyum bikarbonat (100 ml)
9,2 g Sodyum bikarbonat, 80 ml distile su icinde ¢tzilmus ve toplam

hacim, steril distile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir, 121 °C de 1,5 atmosfer

basing altinda otoklav edilerek yada 0,22 mpor capli filtre ile steril edilmistir.



IN HCI (100 ml)

8,4 ml % 37 HCI, 91.6 ml distile su ile seyreltilmis ve toplam hacim,
steril distile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir, 0,22 m por capli filtre den
gecirilerek steril edilmistir.

IN NaOH (100 ml)

4 g NaOH, 80 ml digtile su icinde ¢ozilmus ve toplam hacim, steril
digtile su ile 100 ml’ ye tamamlanmistir, otoklav edilerek yada 0,22 m por c¢apli
filtreyle steril edilmistir.

200 mM Dekzametazon (25,641 ml)

0,002 g Dekzametazon, 25,641 ml steril de iyonize su icinde ¢ozilmus
ve kicik hacimlere bolinerek -20 °C'de saklanmistir. Steril ortanda

hazirlanmistir.
10X PBS (Phosphat Buffer Saline) (500 ml)

1 g potasyum klortr, 40 g sodyum klordr, 1 g Potasyum di fosfat, 5,7 g
Sodyum di hidrojen fosfat 450 ml distile su igcinde ¢ozilmis ve toplam hacim
distile su ile 500 ml’ye tamamlanmistir. Otoklavlanarak steril edilmistir. Calisma
soltisyonu 1X'dir. 1:10 oraninda steril distile su ile sulandirilarak hazirlanmistir.

100 mg/ml Stok akridin orange soltisyonu (1 ml)

0,1 g Akridin Orange, 1 ml 1X PBSiginde ¢ozulerek hazirlanmistir.



A sollisyonu
10 m stok AO solisyonu, 9,9 ml 1X PBS icinde seyrdtilerek

hazirlanmistir.

10 mg/ml Stok Etidyum bromid soltisyonu (10 ml)

1 tablet (0,1 g) etidyum bromid, 10 ml 1X PBS icinde ¢ozllerek

hazirlanmistir.

B soltisyonu (10 ml)
100 m stok EB solisyonu 99 ml 1X PBS icinde seyreltilerek

hazirlanmistir.

Akridin orange/etidyum bromid kokteyl soltisyonu (100 mivi: 100 niM) (20 ml)

10 ml A soltisyonu ve 10 ml B solisyonu karistirilarak hazirlanmistir.

Hazirlanan karisim 1:10 oraninda seyreltilerek kullanilmistir.

DNA liziz soltisyonu (10 ml)

200m 1 M tris(pH 8),2m 0,5M EDTA (pH 8), 500 m %10 SDS ve
40 M 10 mg/ml RNase karistirilmis ve toplam hacim steril distile su ile 10 ml’ye

tamamlanmistir. RNase, kullanilmadan hemen 6nce sollisyona ilave edilmistir.
1M Tris- HCI (pH 8) (100 ml)
15.76 g tris-HCI, 80 ml distile su iginde ¢ozulerek hazirlanmistir. pH

ayari icin 4,2 ml konsantre HCl eklenmis ve toplam hacim, distile su ile 100 ml’ye

tamamlanmistir. Otoklav edilerek oda sicakliginda saklanmistir.
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0,5M EDTA (pH 8) (100 ml)

18,61 g EDTA, 80 ml distile su iginde ¢Ozulerek hazirlanmistir. EDTA,
tam olarak pH 8’ de ¢ozinur. Sollisyon manyetik karistiricida karistirilirken NaOH
pellet ile pH ayari yapilmistir. Toplam hacim digtile su ile 100 ml'ye
tamamlanarak otoklav edilmis ve oda sicakliginda saklanmistir.
3M Sodyum asetat (100 ml)

40,81 g sodyum asetat, 80 ml distile suda ¢ozilmius ve toplam hacim
distile su ile 100 mlI’ye tamamlanmistir. Otoklav edilerek oda sicakliginda
saklanmistir.

%10 SDS (Sodyum dodesil siilfat) ( 100 ml)

10 g SDS, 80 ml distile suda ¢ozilmis ve toplam hacim distile su ile 100

ml’ ye tamamlanmis ve oda sicakliginda saklanmistir.

10 mg/ml RNase (15,7 ml)

157 mg RNase, 15,7 ml sulandirma soliisyonu ile ¢dzilmis, kugik
hacimlere bol tinerek -20 °C’ de saklanmistir.

RNase Sulandir ma solisyonu:

10 mM tris-HCl (pH 7,5) ve 15 mM NaCl ile hazirlanmistir.

1 X TE (Tris-EDTA) solusyonu (10 ml)

20 ml 1M tris-HCI (pH 8), 100 m 0,5 M EDTA (pH 8) karistirilmis ve
9,880 ml steril distile su ile seyreltilmistir.



46

5X TBE soltsyonu (Tris—Borikasir-EDTA) (100 ml)

5,4 gtris, 2,75 g borikasit , 2 ml 0,5 M EDTA (pH 8) ve 80 ml distile su
karigtirilmis ve toplam hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir, calisma
soltsyonu 1X'dir. 1:5 oraninda distile su ile seyreltilerek kullanilmistir.

6X DNA Y Ukleme Solisyonu (10 ml)

5 ml gliserol, 0,002 g brom fenol mavisi ve 5 ml 1X TBE Karistirilarak

hazirlanmistir.

10 mM Etaposit (10 ml)

0,088 g etaposit, 10 ml steril de iyonize su icinde c¢ozllerek

hazirlanmistir.

M etanol-Aseton Tespit soltiisyonu (1:1) (100 ml)

50 ml metanol ve 50 ml aseton karistirilarak hazirlanmistir.

Fenol saturated soltisyonu (425,5 ml)

400 ml fenol ve 25,5 ml satureated buffer karistirilmis ve faz olusumu
icin yaklask 10 dk beklenerek +4 °C’ de saklanmistir.

%1 BSA (Bovin Serum Albumin) (100 ml)

1 g BSA, 90 ml 1X PBS igimde ¢OzUlmus ve toplam hacim 1X PBSile
100 ml’ye tamamlanarak +4 °C’ de saklanmistir.
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%1 Triton X-100 (100 ml)

1 ml Triton X-100, 99 ml 1X PBS icinde seyreltilerek hazirlanmistir.

2.2. YOntem

2.2.1. Hucrekultura

Deneyde kullanilan CO25 hiicreleri ve onlarin atasi olarak bilinen fakat
insan mutant N-ras onkogenini tasimayan C2 miyoblast hicreleri, Anglia
Universitesi, Biyolojik Bilimler Okulu, Molekiler Biyoloji Bdlimunden
saglanmistir. H-ras tasyan 5RP7 hicreleri ile onlarin kontrolii olan F2408
hicreleri, IFO Cell Bank, Japonya dan temin edilmiderdir. Kullanilan 5 tip hicre
de flask'da 1x10° hiicre olacak sekilde, hiicre sayici (Coulter Counter) ile
sayilarak ekilmis, normal biiyiime ortami olan %10 FBS (Foetal Bovine Serum),
%21 L-glutamin ve 100 tnite/ml penisilin/streptomisin iceren DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) icinde, % 5CO; ve % 95 hava verilerek, 37°C’deki CO;
inklUbatdrinde buyUttimistir. Hicrelerin pasgjlarinin yapilmasi icin, 2X tripsin
EDTA ile hiicreler kaldirilmis ve 1000 rpm’de 5 dk santrifiijlenerek, 1X PBS de 1
kez yikanmigtir. Taze %10 FBS ile tekrar ¢cozilmis ve flasklara aktarilarak
pasglari yapilmistir.

CO25 hicrelerin transformasyonunu ve tasidiklari insan mutant N-ras
onkogenini indiklemek amaciyla, yaklask %80 skliga ulasan hicreler,
tripsinlenerek flask yiizeyinden kaldirilmis ve 1X PBS ile yikandiktan sonra, %10
HS ve 1 mM (5 m/ml) dekzametazon iceren besi ortamina aktarilarak
buyUtulmuderdir (Zeytinoglu ve ark. 2002).

2.2.2.Tripan mavis ile canli hiicrelerin belirlenmesi
Deneyde kullanilacak hicrelerin kaltir flaskina ekilmes sirasinda canli

hicrelerin oraninin belirlenebilmesi amaciyla %0,2 tripan mavisi ile boyanmistir.
Hucreler 2X tripsin EDTA ile kaldirilip 1X PBS ile yikandiktan sonra 5 ml 1X



PBS icinde slispanse edilerek, 1:1 oraninda hticre slispansiyonu ve %0,2 tripan
mavis bir ependorf tlpte karistirilmistir. Pipetleme ile hiicre ve boyanin homojen
bir sekilde karismasi saglandiktan sonra, Thoma lami’nin sayim alanina 1 damla
damlatilarak preparat hazirlanmis ve mikroskopta canli hicrelerin  sayimi
yapilmistir. Sayimi yapilan canli hicrelerin, sulandirma faktorti de géz oninde
bulundurarak 1 ml’deki miktarlari hesaplanmistir. Tripan mavisi, bulyuk
molekUllt bir boya oldugundan dolayi canli hicrelerin icine girememektedir.
Ancak 61U hucrelerin hiicre zarlari segici gegirgen 6zelligini kaybettiginde dolayi
boyayi iclerine aabilmekte ve mikroskopta sitoplazmalari parlak mavi renkte
gorunmektedir. Canli hticreler ise boyanmadigindan dolayi sitoplazmalari renksiz
seffaf, hiicre zarinin etrafinda mavi halka seklinde gorinmektedir (Cotter ve
Martin 1997).

2.2.3. UV idigi uygulamasi

Deneyde kullanilacak olan bitin hicrelerin medyumu vakum pompasi
yardimiyla ¢ekilerek, oda sicakligindaki 1X PBS ile iki kez yikanir. Daha sonra,
icinde 30 watt UV lambasi (Philips) bulunan UV kutusuna yerlestirilen petrilere,
30 cm yiikseklikten, 10 sn, 30 sn ve 1 dk siireler ile, 300 Jnf, 900 J/nt ve 1800
Jin? dozlarinda UV isigi uygulanmistir. Bu siirenin sonunda hiicrelere taze %10
FBS (yada %10 HS) medyum eklenerek 24 ve 48 saat boyunca %5 CO,’de
37°C’de buyuttlmislerdir. S6z konusu dozlar literatlir calismasina dayali olarak
(Nishigori 2000) yapilan 6n calismaile belirlenmistir. On ¢alismada, 10 sn, 30 sn,
1 dk, 5 dk, 15 dk ve 30 dk UV uygulama sireleri ile 12 saat, 24 saat, 48 saat ve 72
saat inkubasyon sireleri denenmis, iclerinden en iyi sonug veren 10 sn, 30 snve 1
dk UV uygulama siireleriyle 24 ve 48 saat inkubasyon sureleri segilerek deneylere
bu sekilde devam edilmistir.

2.2.4. Akridin orange/ etidyum bromir boyama ile apoptosis analizi

Apoptotik cekirdegin AO/EB ile boyanmas calismasi, Cotter ve Martin
(1997)’in yontemi gelistirilerek yapilmistir. %10 FBS (yada %10 HS) ve DMEM
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iceren besiyerinde biyiitiilen hiicreler, 1,4x10*cn? olacak sekilde, lamel iceren
petrilere ekilmis ve 24 saat sire ile blyatilmiaglerdir. Hiucreler lamel yuzeyini
%80 kapladiginda, daha 6nce anlatildigi sekilde UV isigi uygulanmistir. 24 ve 48
saatin sonunda hicrelerin yapisik oldugu lameller, 3 kez 2 dk’lik strelerle 1X
PBS ile yikanmis ve %70 etanol icinde 10 dk, oda sicakliginda tespit edilmistir.
Bu idemin ardindan, 5 kez 1dk sireyle distile suda bekletilen hicreler, 2 dk 1X
PBS ile yikanmis ve (100mM:100mM) AO/EB kokteyl soliisyonu ile 10 dk oda
sicakliginda ve karanlik ortamda boyanmistir. Son olarak 4 kez 1dk sireyle 1X
PBS ile yikanan laméller, tirnak cilas ile lam’a yapistirilmistir. Oda sicakliginda
kurutulan preparatiar, Olympus BX50 foto mikroskobu altinda, Flouresan WB
filitre kullanilarak degisik blyltmelerde incelenmis ve Olympus PM-30 otomatik
foto mikrografi araci ile 40X buyutmede fotograflanmistir.

2.2.4. DNA fragmentasyonunun agaroz jel elektroforezi ile analizi

Bu calisma; Catter ve Martin (1997)’in yontemi gelistirilerek yapilmistir.
Yukarida anlatildigi gibi flask basina 1x10° hiicre olacak sekilde ekilerek
buyutilmis ve UV’'ye maruz birakilmis olan hicrelerden, 24 ve 48. saatin
sonunda, DNA izolasyonu yapmistir. Bunun igin, 2X Tripsin EDTA sollsyonu ile
kaldirilan hicreler, 1000 rpm’de 5dk. santrif(lj edilerek toplanmis ve 2 kez 1X
soguk PBS ile yikanmistir. Hicreler 10 mg/ml stok soltisyondan 4 m/ml oraninda
RNase iceren 0,5 ml DNA liziz solisyonu (10mM Tris, pH 8, 0,AmM EDTA, pH
8, %0,5 SDS) icinde yeniden sulandirilarak 37°C’ de 1 saat bekletilmis ve daha
sonra, 25 mg/ml stok proteinaz K’dan 8 m / ml oraninda eklenerek 50°C’ de 3 saat
inktibe edilmistir. Enzim uygulamalarinin ardindan, DNA liziz karismi ile esit
hacimde fenol/kloroform/izoamilalkol (25:24:1) karisimi eklenerek 13.000 rpm/1
dk. santrifjj edilmistir. Ust kisimda bulunan berrak kisim toplanarak bu islem 3
kez tekrarlanmistir. Daha sonra DNA liziz sivisinin 2 kati kadar soguk absoll
etanol ve 1/10 kadar da 3M NaCl eklenmis ve 0°C'de 1 gece bekletilerek
DNA'nin ¢okmes saglanmistir. Coken DNA'yi ayirmak icin +4°C’'de 10 dk,
13.000 rpm’ de santrifllj edilmistir. Sipernetant atilarak pellet 1 ml %70 etanol ile
yeniden ¢ozulmiistiir. Son olarak +4°C’ de 10 dk, 13.000 rpm’ de santrifijj edilerek
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etanol uzaklastirilmis ve DNA pelleti oda sicakliginda 1-2 saat bekletilerek, etanol
ucurulmustur. DNA 20 m 1X TE solUsyonu icinde ¢ozilmis ve calisilana kadar -
20°C’ de saklanmistir. 1zole edilen DNA, 1X TBE sol Usyonu ile hazirlanmis ve 0,2
ny/ml EB iceren %1.8'lik agaroz jelde, 7 V/cm (100 volt) akimda 1X TBE
soltisyonu ile yuritulmuis ve UVP jel gorintileme sistemi ile gorintilenmistir.

DNA fragmentasyonu pozitif kontrolt icin 10 mM stok sollisyondan, 2,5
m/ml (25 nM) etaposit (Bassi ve ark. 2002) kullanilmistir.

Calismamizin basinda, apoptotik DNA fragmentasyonunun belirlenmes
icin bir 6n calisma yapilmistir. Bu amagla, fenol gerektirmeyen ve isem
basamaklari kisa olan, Clarke ve ark. (1999)' nin yontemi uygulanmistir. Sayilarak
ekilen hicreler, yukarida aciklandigi sekilde UV uygulamas ve bdlirtilen
inktibasyon sirelerinin sonunda, tripsinlenerek bir tlp icinde toplanmis ve 2 kez
1X PBS ile yikanmistir. Ardindan hiicreler, ependorf tip icinde 1x10° hiicre
olacak sekilde sayilmisve 10 MM EDTA, 50 mM Tris-HCI (pH 8), %0,5 N- lauryl
sarcosine ve 0,5 mg/ml proteinaz K iceren DNA liziz karismi i¢inde 1 saat
siireyle 50°C'de inkiibe edilmislerdir. 10m 0,5 mg/ml riboniikleaz A ilave
edildikten sonra ayni dcaklikta 1 saat daha inklbe edilmisler ve slirenin sonunda
sicaklik 50°C’ye cikartilarak her bir 6rnege 10m jele yiikleme soliisyonu (10mM
EDTA, 50mM Tris-HCI pH 8, %1 low melting agaroz, %0,25 brom fenol mavis
ve %40 sikroz) eklenmigtir. 15 dk bu sicaklikta inkilbe olan DNA ornekleri
%2’ lik agaroz jele kuru olarak yuklenmis ve 1X TBE tamponu varliginda 40V
akim uygulayarak yuritalmastir. Img/ml EB ile boyanarak UVP jel géruntileme
sistemi ile fotografi cgekilmistir. Uygulanan bu DNA izolasyonu yodnteminde
kontrol DNA'’lari da dahil olmak Uzere butlin hicrelerin DNA’larinin rastgele
parcalandigi (smear) gorilmustir (Sekil 3.16.B). Bu sebeple, bu yontemin bizim
calismamizin amacina uygun olmayacagina karar verilip, bundan sonraki

calismaarda Cotter ve Martin (1997)" nin yontemi uygulanmistir.
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2.25. Imminoflouresan boyama ile hicre icindeki p53 ve MDM?2

proteinlerinin tespiti.

Ling - Hue Yih ve Te - Cang Lee (2000)'in yonteminden gelistirilmistir.
Hucreler yukarida anlatildigi gibi lamel Uzerinde buyitiltp UV uygulamas
yapildiktan sonra, 12 ve 24 saat surelerle inkibe edilmistir. Daha sonra besiyeri
uzaklastirilip 1X PBS ile 2 kez 1dk yikanmistir. Hlcreleri tespit etmek icin, -
20°C’ ye sogutulmus aseton:metanol (1:1) ile 20°C'de, 10 dk inkiibe edilmistir.
Bu asamadan sonra, bitin islem basamaklari calkalamali ortamda
gerceklestirilmistir. 3 kez 5 dk 1X PBS ile yikandiktan sonra, %1 BSA ile 37°C’
de 30 dk bloklanmistir. BSA'nin fazlasini uzaklastirmak icin 3 defa 5 dk sirelerle
1X PBS ile yikandiktan sonra 37°C’'de 1 saat sireyle antikor uygulamasi
yapilmistir. Kullanilan p53 antikoru bir fare hibridoma supernetanti oldugundan
dolayi konsantrasyonu bilinmemektedir. Bu sebeple hi¢c seyreltmeden %100
oraninda kullanilmistir. Fare monoklonal anti MDM2 (0,2 mg/ml) ise, 1:100
oraninda, %1 BSA ile seyrdtilerek kullanilmistir. Fazla antikoru uzaklastirmak
icin %1 Triton X-100/1X PBSile 3 defa 5 dk yikanmis ve 1:200 oraninda FITC
isaretli kegi anti fare ikinci antikor (goat anti Mouse 1gG H&L, flourescein
conjugated) ile 37°C'de, 1 saat karanlik ortamda muamele edilmistir. Bu
asamadan sonra bitin islemler karanlik odada gerceklestiriimistir. Baglanmamis
fazla antikoru uzeklastirmak igin %21 Triton X-100/PBS ile 3 defa 5 dk
yikandiktan sonra 0,1 ng/ml Dapi (4,6-diamino-2-phenylindole) boyas ile
calkalamali etiivde 37 °C’de 1 saat karanlik ortamda boyanmistir. Son olarak 3
kez 5dk. surelerle karanlik ortamda 1X PBS ile yikanan lameller, tirnak cilasi ile
lama yapistirilarak preparat haline getirilmistir. Boyanan hicre preparatlari,
Olympus BX50 isik mikroskobu altinda, antikor icin, FITC-WB filtre
kullanilarak, Dapi icin de NU filtre kullanilarak incelenmis ve Olympus PM-30
otomatik foto mikrografi araci ile 40X buyutmede fotograflanmistir.

On calisma olarak yapilan 12, 24 ve 48 saat inkiibasyonlardan, en uygun
sinyallerin aindigi 12 ve 24 saat inkibasyon slreleri tim deneyler boyunca
uygulanmistir. Ayrica ikincil antikorun 6zgul baglanip baglanmadigini belirlemek

amaciyla her deneyde paralel olarak, bir grup hicre birincil antikor ile
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isaretlenmeden direk FITC isaretli kegi anti fare ikinci antikoru ile isaretlenerek
preparat hazirlanmistir. Bu hicrelerde ikinci antikor hichir 6zgil olmayan bolgeye
baglanamadigindan dolayi herhangi bir sinyal gozlenmemistir.
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3.BULGULAR

3.1. Apoptotik Hucrelerin Acridine Orange/Ethidium Bromide Boyama

Y ontemi ile Bdlirlenmesi:

Fibroblast hiicreler olan F2408 ve 5RP7’ler ile miyoblast hiicreler olan
CO25'ler farkli periyotlarda UV’'ye maruz birakildiktan sonra 24 ve 48 saat
inkUbe edilmisler ve apoptosise duyarliliklarinin arastirilmasi amaciyla, materyal
ve yobntem bdliminde anlatildigi gibi boyanmis ve karanlik ortamda florasan

mikroskobi ile incelenerek goruntilenmistir.

3.1.1. Fibroblastlarda apoptotik hicreler

Aktif H-ras onkogeni icermeyen normal F2408 hicreleri normal
ortamlarinda 24 ve 48 saat kulture edildikten sonra goruntilenmistir (Sekil 3.1.A
ve B). Genel olarak hiicre sekilleri poligonal olup yass hiicreler seklinde yizeye
yapismistir. Cekirdek-sitoplazma orani normal ve kromatin birkag parca halinde
koyu boyanmis halde cekirdegin ortasinda yer amaktadir. Saglikli htcreler
cekirdegi beklenildigi gibi yesil ve sitoplazmas sari renkte gozlenmektedir.

F2408 hucrelerinin UV uygulamasindan 24 saat sonraki goruntileri
Sekil 3.2.”de verilmektedir. 10 sn UV uygulanan hicreler buzilerek hacimce
kuculmusler, cekirdek morfolojileri dizensizlesmis ve cekirdek zari kontrol
hicrelere oranla oldukca belirginlesmistir (Sekil 3.2.A ve B). 30 sn ve 1 dk W
uygulanan hicrelerde sitoplazmik blUzilmenin yani sira sitoplazmanin bir
boliminin  bogumlanarak kopmasi ile olusan keseler (apoptotik body)
gorulmektedir (Sekil 3.2.C, D, E ve F). Kromatin yine ¢ekirdek zari etrafinda
yogunlasmis yada ¢ekirdek icinde at reli seklini almistir.

F2408 hicrelerinin UV uygulamasindan 48 saat sonraki gorunttleri Sekil
3.3."de verilmektedir. 10 sn UV uygulanan hiicrelerin bazilarinin erken apoptotik
morfoloji olan hiicre blzulmes ve kromatin yogunlasmasi gostermelerinin yani
gra bazilarinin ¢ok parcali cekirdek ve koful icererek hacimce buyudukleri
gozlenmistir (Sekil 3.3.A ve B). Ayrica yogunlasmis ve dizensiz sekil amis

kromatin de dikkat gcekmektedir. 30 sn UV uygulamasi, ayni hticrelerde yukarida



belirtilen 6zelliklerdeki erken apoptotik hicrelerin yogunlugunu arttirmistir (Sekil
3.3.Cve D). 1 dk UV uygulamasinda ise hiicreler digerlerine oranla daha biiytk
ve kromatinleri duzensiz bir sekilde yogunlasarak hiicre zarina dogru c¢ekilmis
olduklari gbzlenmistir (Sekil,3.3.E ve F). Sonug olarak, F2408 hiicrelerinde 1 dk
UV uygulamasinin 24 saat inkibasyon sonunda daha etkili, 30 sn UV
uygulamasinin ise 48 saat inkibasyondan sonra digerlerinden daha etkili bir
sekilde apoptosise neden oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 3.1. F2408 hiicrelerinin normal kosullarda 24 (A) ve 48 (B) saat inklbasyonundan sonra
AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta elde edilmis gérintleri. Blyitme: 1550X
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30sn UV

Sekil 3.2. UV uygulamasinin F2408 hiicrelerinin morfolojisi Uzerine etkileri. UV muamelesinden
24 saat sonra hiicreler AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta goruntilenmistir. a:
apoptotik kese, c: buzilmis hicre, d: dev hicre, k: gekirdek zarinda yogunlasmis
kromatin, m: anormal sekilli gekirdek, t: at nali sekilli kromatin. Blyutme: 732X
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Sekil 3.3. UV uygulamasinin F2408 hucrelerinin morfolojisi Uzerine etkileri. UV muamelesinden
48 saat inkiibasyonundan sonra hticreler AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta
gorintilenmistir. a: apoptotik kese, c¢: bizilmus hicre, e: ¢ok cekirdekli hiicre, f:

mitotik hiicre, k: ¢ekirdek zarinda yogunlasmis kromatin, t: at nali sekilli kromatin.
Blyutme: 732X
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Aktif H-ras onkogeni iceren transform 5RP7 hicreleri, normal
ortamlarinda, materyal ve yontemde anlatildigi gibi 24 ve 48 saat kiltlre
edildikten sonra goruntilenmistir (Sekil 3.4.A ve B). Hucreler F2408'lere gore
daha kuicik ve yuvarlagims, iki yada U¢ kutuplu morfolojiye sahip olup
sitoplazmalari daha yogun boyanma 0Ozelligi gostermektedir. Kromatin ise, tek
parca yada iki parca halinde yogunlasmis olarak goriinmekte ve cekirdek yesile
sitoplazma ise sariya boyanarak saglikli olduklari gbzlenmektedir.

5RP7 hicrelerinin UV uygulamasindan 24 saat sonraki goruntileri Sekil
3.5.de verilmektedir. 10 sn UV uygulanan hicrelerde belirgin bir kigilme
dikkati cekmektedir (Sekil.3.5.A ve B). Sitoplazmanin bizilmes sonucunda
sitoplazma cekirdek orani degismis, kromatin birkag parca halinde yogunlasmis
ama cekirdek zarina c¢ekilme gozlenmemistir. Ayrica bu hicrelerin yani Sira,
nadiren cok fazla blyimus, cok sayida cekirdek iceren dev hicrelere de
rastlanmistir (Sekil.3.5.A). 30 sn UV uygulanmis hicrelerin buzildigt ve
cekirdek etrafindaki sitoplazmanin azaldigi gozlenmistir (Sekil 3.5.C ve D). Bazi
hucrelerde ise cekirdek etrafinda sitoplazma bogumlanarak apoptotik cepler
olusturmustur. 1 dk UV uygulanmis hiicrelerde ise hacimce blyimus olan erken
nekrotik htcrelere (Sekil 3.5.F) ve bolinmekte olan hiicrelere de rastlanmistir
(Sekil 3.5.E).

5RP7 hicrelerinin UV uygulamasindan 48 saat sonraki goruntileri Sekil
3.6./da verilmektedir. 10 sn UV uygulanan hicrelerin buzildigl ve bunlarin
bazilarinda sitoplazmanin bogumlanarak apoptotik keseler olusturduklari
gbzlenmistir (Sekil 3.6.A ve B). 30 sn UV uygulamada ise, kromatinin ¢ekirdek
zarina go¢ edip yogunlasmistir (Sekil 3.6.C ve D). 1 dk UV uygulanmis hticreler
incelendiginde hicrelerin - nerdeyse tamaminin  apoptotik  evreye girdigi
gorulmektedir (Sekil 3.6.E ve F). Bu preparatlarda ¢ok sayidaki buzulUp
yuvarlaklasmis hicre, apoptotik kese, ve yogunlasmis kromatin ¢ok belirgin
olarak tespit edilmistir.

Sonug olarak 5RP7 hiicrelerinde 48 inkiibasyon siresi, 24 saate gore daha
cok apoptotik etki olusturmustur. 30 sn UV uygulamasinin, 24 saat
inkilbasyondan sonra daha etkili, 10 sn UV uygulamasinin ise 48 saat
inkUbasyondan sonra digerlerinden daha etkili bir sekilde apoptosise sirukledigi
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tespit edilmistir. Ayrica UV uygulanmis 5RP7 hiicreleri, F2408 hicrelerine gore
genelde daha kictk ve cekirdek sinirlari daha belirgin olarak gozlenmis ve

apoptosise daha ¢ok stirtiklenmistir.

Sekil 3.4. 5RP7 hicrelerinin normal kosullarda 24 (A) ve 48 (B) saat inkiibasyonundan sonra
AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta elde edilmis gortntuleri. Blyitme: 1550X
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Sekil 3.5. UV uygulamasinin 5RP7 hicrelerinin morfolojisi tzerine etkileri. UV muamelesinden
24 saat sonra hticreler AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta goruntilenmistir. a:
apoptotik kese, c: blzilmis hucre, d: dev hiicre, e ¢ok c¢ekirdekli hiicre, f: mitotik
hiicre, k: gekirdek zarinda yogunlasmis kromatin, v: koful. Buyutme: 732X
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Sekil 3.6.. UV uygulamasinin 5RP7 hiicrelerinin morfolojisi Uzerine etkileri. UV muamelesinden
48 saat sonra hiicreler AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta gorinttlenmistir. a
apoptotik kese, c: blzllmis hicre, e cok cekirdekli hiicre, k: cekirdek zarinda
yogunlasmis kromatin, v: koful. Blyitme: 732X
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3.1.2. Miyoblastlarda apoptotik hiicreler

Bir steroid hormon olan dekzametazon ile uyarilabilen insan N-ras
onkogeni igeren CO25 miyoblastlari normal ortamlarinda (Dex-), materyal ve
yontemde belirtildigi gibi 24 ve 48 saat kdilture edildikten sonra gérinttlenmistir
(Sekil 3.7.A ve B). Poligona sekildeki htcreler, yass bir sekilde ylzeye
yapismis, cekirdek genelde hicrenin merkezinde lokalize olmus ve kromatin
cekirdek icerisinde birkag parca olarak koyu boyanmis bdlgeler halinde
gorulmuostar.

CO25 hicrelerinin UV uygulamasindan 24 saat sonraki gorintuleri Sekil
3.8."de verilmektedir. 10 sn ve 30 sn UV uygulanmis ve 24 saat inkibe edilmis
hiicrelerde, kromatin ¢ekirdek zari etrafinda yogunlasmis ve hiicre sitoplazmasi
buzilmis halde gozlenmistir. Cekirdek morfolojis genellikle bozulmus olup,
cekirdegi cok parcaya bolunmus hicreler tespit edilmistir (Sekil 3.8.A-D). Sekil
3.8.E ve Fde goruldigi gibi 1 dk UV uygulamasinin genel olarak hicre ve
cekirdek morfolojini  bozdugu belirlenmistir. Cekirdek-sitoplazma oraninin
bozuldugu, kromatinin cekirdek zarinda lokalize oldugu ve sekilsiz gekirdek
morfolojisinin olustugu gozlenmistir (Sekil 3.8.E ve F)

CO25 hicrelerinin UV uygulamasindan 48 saat sonraki gorintuleri Sekil
3.9.da verilmektedir. Burada genel olarak, farkli buyuklerde cok ¢ekirdekli dev
hiicrelerde artis gozlenmistir. Kromatinin ¢ekirdek zarinda yogunlastigi bizilmis
hicreler, sekilsiz cekirdekli htcreler, her G¢ farkli UV uygulama siresinde
gorulen ortak 6zelliklerdir (Sekil 3.9.A-F). 10 sn UV uygulanan hiicrelerde koful
olusumu gozlenirken 1 dk UV uygulamas yapilmis hiicrelerde, at nali seklinde
kromatin yogunlasmasi ve apoptotik kese meydana gelmistir (Sekil 3.9.E ve F).

Sonug olarak CO25 hicreleri UV’'ye maruz kaldiktan 48 saat sonra farkli
buyUkllkte cok cekirdekli dev hiicre morfolojisine sahip olmaktadir. Ayrica 24
saat sonra hicrelerin morfolojik olarak bozulmas ve diizensizlesmesi gorulirken
48 saat sonra, 6zellikle 1 dk UV uygulamasinda, erken apoptosis evresini gosteren
kromatin parcalanmasi ve yogunlasmas dikkati cekmektedir
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Sekil 3.7. CO25 (dex) hiicrelerinin normal kosullarda 24 (A) ve 48 (B) saat inkiibasyonundan
sonra AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta elde edilmis gérunttleri. Blyitme: 1550X



Sekil 3.8.. UV uygulamasinin CO25 (Dex) hicrelerinin morfolojisi Uzerine etkileri. UV
muamelesinden 24 saat sonra hiicreler AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta
gorintilenmistir. a: apoptotik kese, ¢: buzilmis hiicre, d: dev hiicre, e: ¢cok ¢ekirdekli
hiicre, f: mitotik hiicre, k: ¢ekirdek zarinda yogunlasmis kromatin, m: anormal sekilli
cekirdek, v: koful. Buyltme: 732X
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Sekil 3.9. UV uygulamasinin CO25 (Dex) hicrelerinin morfolojisi Uzerine etkileri. UV
muamelesinden 48 saat sonra hiicreler AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta
goruntilenmistir..a: apoptotik kese, c: biizllmiis hiicre, d: dev hiicre, e: ¢ok ¢ekirdekli
htcre, f: mitotik hiicre, k: ¢ekirdek zarinda yogunlasmis kromatin, m: anormal sekilli
cekirdek, t: at nali sekilli kromatin, v: koful. Blyltme: 732X
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N -ras onkogeninin aktivasyonunu saglamak icin dekzametazon varliginda
(Dex+) inkiibe edilen CO25 miyoblastlar materya ve yontemde anlatildigi gibi
normal ortamlarinda 24 ve 48 saat kdlttre edildikten sonra boyanmis ve karanlik
ortamda florasan mikroskobi ile incelenerek gorunttlenmistir (Sekil 3.10.A veB).
Saglikli hicrelerin ¢ekirdekleri yesil, sitoplazmalari sari renkte boyanmis olup
Dex- hiicrelerle benzer 6zellikler gostermistir.

CO25 Dex+ hucrelerinin UV uygulamasindan 24 saat sonraki gorintdleri
Sekil 3.11.’de verilmektedir. Gend olarak her U¢ UV uygulamasinda da
sitoplazma biizilmes ve cekirdek zarindaki kromatin yogunlasmasi yaygin olarak
gbzlenmektedir. Cok cekirdekli dev hicre ve at nali sekilli kromatin, 30 sn ve 1
dk UV uygulamasinin her ikisinde (Sekil 3.11.C-F) gozlenirken apoptotik kese ve
anormal sekilli gekirdek olusumu yalnizca 30 sn UV uygulanan hiicrelerde (Sekil
3.11.C ve D) tespit edilmistir. Apoptotik keseler, hiicreler ve bunun yani sira
parcalanmis cekirdege sahip hicrelerde artis olmustur. 1 dk UV uygulanmis
hicrelerde ise hicrelerin cogunlugu dldiginden dolayi az sayida olan hiicreler
genislemis ve cekirdeklerinde parcalanmalar olusmustur.

CO25 Dex+ hicrelerinin UV uygulamasindan 48 saat sonraki
gorunttleri Sekil 3.12'de verilmektedir. Cekirdek zarinda yogunlasmis kromatin
ve ¢ok cekirdekli hiicre morfolojis her Gic UV uygulamasinda gozlenirken (Sekil
3.12.A-F), 10 sn ve 1 dk UV uygulananlarda (Sekil 3.12. A, B ve E, F) bulzilmis
hiicreye rastlanmistir. Bunlarin yani sira 30 sn UV uygulamada (Sekil 3.12.C ve
D) at nali sekilli kromatin olusumu gézlenirken 1 dk uygulamada (Sekil 3.12.E ve
F) anormal sekilli dev hiicre ve ¢ok sayida apoptotik keseler olusmustur.

Sonug olarak CO25 Dex+ hicrelerinin 24 saat ve 48 saat UV
uygulamalari karsilastirildiginda; apoptotik etkiler, doza bagli olarak 24 saat sonra
daha yogun olarak gozlenmistir. ras'in aktif oldugu hticrelerde UV uygulamas
apoptotik hiicre olusumunu arttirmis ras inaktif hicrelerde ise daha ¢ok cekirdek

parcalanmasi ve hiicre buyUkllginde artis tespit edilmistir.
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Sekil 3.10. CO25 Dex (+) hicrelerinin normal kosullarda 24 (A) ve 48 (B) saat inkiibasyonundan
sonra AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta elde edilmis gérintdleri. Blyutme: 1550X
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Sekil 3.11. UV uygulamasinin CO25 (dex+) hicrelerinin morfolojisi Uzerine etkileri. UV
muamelesinden 24 saat sonra hiicreler AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta
goruntilenmistir a apoptotik kese, c: blzllmus hiicre, d: dev hiicre, e ¢ok c¢ekirdekli
hiicre, k: gekirdek zarinda yogunlasms kromatin, , m: anormal sekilli gekirdek, t: at
nali sekilli kromatin. Buyltme: 732X
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Sekil 3.12. UV uygulamasinin CO25 (dex+) hicrelerinin morfolojisi Uzerine etkileri. UV
muamelesinden 48 saat sonra hiicreler AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta
gorintulenmistir a: apoptotik kese, ¢: blzilmus hiicre, d: dev hiicre, e ¢ok cekirdekli
htcre, f: mitotik hiicre, k: ¢ekirdek zarinda yogunlasmis kromatin, m: anormal sekilli
hiicre, t: at nali sekilli hiicre. Blyutme: 732X
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CO25 hucrelerin orijini olan ve N-ras onkogenini icermeyen C2
miyoblastlari materyal ve yontemde anlatildigi gibi normal ortamlarinda 24 ve 48
saat kuilture edildikten sonra boyanmis ve karanlik ortamda florasan mikroskobi
ile incelenerek gortnttlenmistir. Hicreler genel olarak Poligona yada iki kutuplu
olup, yass hir sekilde ylzeye yapismis, ¢ekirdek genelde hiicrenin merkezinde
lokalize olmus ve kromatin ¢ekirdek icerisinde birkag parca olarak koyu boyanmis
bolgeler halinde gorulmektedir (Sekil 3.13.A ve B). 10 sn UV uygulanmis 24 saat
inklbe edilmis hicrelerde, cekirdek zari oldukga belirginlesmis, kromatin bu
bolgede yogunlasmis ve bir kismi da diizensiz sekiller olusturarak ¢ekirdek icinde
daginik olarak gozlenmistir. Ayrica blzilmis hicre ve ¢ok ¢ekirdekli dev hiicre
morfolojis de tespit edilmistir (Sekil 3.14. A ve B). 30 sn ve 1 dk UV
uygulamalarinda 10 sn’ dekine benzer kromatin gorintilerine rastlanirken, koful
iceren cok cekirdekli dev hicreler ve nadiren de buzilmus hicreler belirlenmistir
(Sekil 3.14.C-F). 48 saat sonundaki hicrelerde, 10 sn UV etkisiyle hicrenin
krometini ¢ekirdek zari boyunca inci gibi dizilmis olup, sitoplazma biizilmis ve
erken apoptotik evrede sitoplazma sari turuncu boyanmistir (Sekil 3.15.A ve B).
30 sn ve 1 dk UV uygulandiginda (Sekil 3.15.C-F) kromatin ¢ekirdek zarinda
yogunlasmis ve bir kismi da diizensiz sekiller olusturarak cekirdek icinde daginik
olarak gozlenirken koful igeren anormal sekilli hucreler ve buztlmis htcreler

tespit edilmistir.
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Sekil 3.13. C2 hucrelerinin normal kosullarda 24 (A) ve 48 (B) saat inkiibasyonundan sonra
AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta elde edilmis goriintleri. Blyitme: 1550X
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10sn UV

B

Sekil 3.14. UV uygulamasinin C2 hiicrelerinin morfolojisi Uizerine etkileri. UV muamelesinden 24
saat sonra hicreler AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta gorunttlenmistir. a
apoptotik kese, c¢: bluzllmus hicre, d: dev hicre, e ¢ok cekirdekli hicre, f: mitotik
hicre, k: ¢ekirdek zarinda yogunlasmis kromatin, m: anormal sekilli gekirdek, v: koful.
Bulyutme: 732X
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10sn UV

30sn UV

Sekil 3.15. UV uygulamasinin C2 hiicrelerinin morfolojisi tzerine etkileri. UV muamelesinden 438
saat inkibasyonundan sonra hiicreler AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta
goruntilenmistir. ¢: bizilmus hiicre, d: dev hiicre, e: ¢ok ¢ekirdekli hiicre, f: mitotik
hiicre, k: cekirdek zarinda yogunlasmis kromatin, m: anormal sekilli ¢ekirdek.
Blyutme: 732X
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3.2. DNA fragmentasyonu’ nun belirlenmesi

UV ile muamele edilmis ras transform hicrelerde olabilecek apoptotik
DNA fragmentasyonu U¢ hicre tipinde agaroz jel elektroforezi yontemiyle
arastirilmistir. Deneylerde pozitif kontrol olarak cesitli hticrelerde apoptotik DNA
fragmentasyonuna neden oldugu bilinen 25 M etaposit parael olarak hiicrelere
uygulanmistir. F2408 ve 5RP7 fibroblastlari ile Dex varligi yada yoklugunda
buyUtulen miyoblast htcreleri farkli periyotlarla UV'ye ve etaposite maruz
birakildiktan 24 ve 48 saat sonra materyal ve yontem boluminde belirtildigi gibi
DNA’lari izole edilip agaroz jel elektroforezinde yuritulmastir. Sekil 3.16.A’da
goéruldugl gibi UV uygulamasi F2408 hiicrelerde 24 ve 48 saat sonunda kontrole
gore benzer sekilde DNA parcalanmasina (smear) neden olmustur. Ras transform
5RP7 hicrelerinde UV ve etaposit muameles ile DNA fragmentasyonunda yine
kontrollere gore F2408 hicrelerine benzer sonuclar elde edilmistir (Sekil 3.17).
Ancak 30 sn UV uygulamasindan 48 saat sonraki orneklerden yeterli DNA elde
edilemedigi gorulmektedir.

Caismamizin basinda, apoptotik DNA fragmentasyonunun belirlenmes
icin bir 6n calisma yapilmistir. Bu amagla, materya ve yontem bolimunde
aciklandigi sekilde fenol gerektirmeyen ve isembasamaklari kisa olan, Clarke ve
ark. (1999)'nin yontemi uygulanmis, ayni zamanda farkli UV sireleri ve farkli
inktibasyon sireleri de denenmistir. Uygulanan bu DNA izolasyonu yonteminde
kontrol DNA'’lari da dahil olmak (zere butin hicrelerin DNA’larinin rastgele
parcalandigi (smear) gorilmustir (Sekil 3.16.B). Bu sebeple, bu yontemin bizim
calismamizin amacina uygun olmayacagina karar verilip, Cotter ve Martin

(1997)’ nin yontemi uygulanmistir.
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Sekil 3.16. A: F2408 hucrelerinde UV ve etapositin DNA Uzerine etkisinin 24 ve 48 saat
inkUbasyondan sonra %1.8 agaroz jelde belirlenmesi. M: 100 bg' lik DNA marker,

Etap.: Etaposit, K: kontrol. B: Clarke ve ark. 1999'un ydntemine gore uygulanan
DNA izolasyonu yénteminden elde edilen sonuglar.
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Sekil 3.17. 5RP7 hicrelerinde UV ve etapositin DNA Uzerine etkisinin 24 ve 48 saat
inkiibasyondan sonra %1.8 agaroz jelde belirlenmesi. M: 100 b¢'lik DNA marker,
Etap.: Etaposit, K: kontrol.

UV’'nin CO25 hicrelerinin DNA’sina olan etkisini arastirmak amaciyla
materyal ve yontemde belirtildigi gibi Dekzametazon varliginda ve yoklugunda
buyUtilmus olan hicrelerin DNA’ lari elde edilerek agaroz jel’ de yuritilmastur.
Sekil.3.18'da goruldigl gibi ras inaktif hicrelerde 30 sn ve 1 dk UV
uygulandiktan 24 saat sonunda DNA’nin tamamen parcalandigi gozlenirken, 48
saat sonra elde edilen DNA'nin hicbirinde parcalanmaya rastlanmamistir. Ras
aktif hucrelerde ise, 10 sn ve 30 sn UV uygulanmasindan 24 saat sonra DNA’da
bir miktar kirilma gozlenirken, 48 saatin sonunda sadece 10 sn UV uygulanan

Orneklerde parcalanmis DNA’yarastlanmistir.
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Sekil 3.18. CO25 hucrelerinde Dex varliginda ve yoklugunda UV ve etapositin DNA (zerine
etkisinin 24 ve 48 saat inkibasyondan sonra %1.8 agaroz jelde belirlenmesi. M: 100
be¢'lik DNA marker, Etap.: Etaposit, K: kontrol.
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3.3. p53 ve MDM2 Protenlerinin Immuno Floresan Boyama Yoéntemi ile

Tespiti:

Apoptosis uyarilmis ras transform hicrelerde, p53 proteini ve onun
regulatéri olan MDM2 proteinlerinin lokalizasyonu ve seviyesini arastirmak
amaciyla materyal ve yontemde belirtildigi gibi farkli periyotlarda UV’ye maruz
birakilan hicrelerin 12 ve 24 saat inkUbasyonudan sonra FITC isaretli uygun
antikorlar ve Dapi cift boyama ile immiino floresan yontemiyle incelenmistir. On
calisma olarak yapilan 12, 24 ve 48 saat inkUbasyonlardan en uygun sinyalerin
alindigi 12 ve 24 saat inkilbasyon sireleri tim deneyler boyunca uygulanmistir.

3.3.1. F2408 ve 5RP7 fibroblastlarinda UV-uyarilmasindan sonra p53 ve
MDM2 proteinlerinin ekspresiyonu

F2408 fibroblastlar normal ortamlarinda 12 saat inkibasyondan sonra
FITC isaretli p53 antikoru ve Dapi ile boyanmis ve mikroskobik goruntuleri
Sekil.3.19'da verilmistir. p53 proteininin genellikle hicrenin sitoplazmasinda
lokalize oldugu gorilmekte, ancak ¢ok az oranda ¢ekirdekte de sinyal vermektedir
(Sekil 3.19.A). 24 saat inkubasyon sonunda yine p53'Un genellikle sitoplazmada
ancak farkli olarak cekirdek zari etrafinda (perintklear) lokalize oldugu
gorulmektedir (Sekil 3.19.C). 12 saat inkiibasyon siresinde oldugu gibi, cok az
oranda cekirdekte de p53 proteini yer almaktadir. Ayni preparatlar cekirdek
boyas olan Dapi ile boyandiginda, p53 icin ainan sinyallerin lokalizasyonunun
tam olarak belirlenmesini saglamis ve artefakt olmadigi Sekil 3.19.B ve D’de
gorulmektedir. 10 sn ve 30 sn UV uygulamasinin ardindan 12 saat inkibe edilmis
olan F2408 hiicrelerinde p53 proteini sitoplazmada gozlenirken (Sekil 3.20.A, C),
1 dk. UV uygulanmis hiicrelerde p53'tin buyuk oranda cekirdege gectigi tespit
edilmistir (Sekil 3.20.E). Hicrelerin 24 saat inklibasyonu sonunda ise her ¢ UV
stiresince de p53 sitoplazmada belirlenmis, ancak UV siirelerindeki artisla birlikte
p53 proteini igin alinan sinyalde artis tespit edilmistir (Sekil 3.21.A, C ve E). Ayni
preparatlarin Dapi filitres ile elde edilen cekirdek gorUntlleri ile hlcrelerin
lokalizasyonu tespit edilmistir (Sekil 3.21.B, D veF).
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Dapi

P53

12 saat

24 saat

Sekil 3.19. F2408 hicreleri 12 ve 24 saat inkUbasyondan sonra FITC isaretli P53 antikoru (A, C)
ile Dapi (B, D) ile isaretlenerek Olympus BX-50 floresan mikroskopta
gorunttlenmistir. f: mitotik hicre, n: gekirdekteki protein, p: periniklear, s: sitoplazmik
protein. Blyutme: 732X



80

pS3 Dapi

10sn UV

Sekil 3.20. F2408 hicrelerin UV uygulamasini takiben 12 saat sonra FITC isaretli p53 antikoru
(A, C ve E) ve Dapi (B, D ve F) ile isaretlenmis ve Olympus BX-50 floresan
mikroskopta goruntilenmistir. f: mitotik hiicre, n: ¢ekirdekteki protein, s sitoplazmik
protein. Blyutme: 732X
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pS3 Dapi

10sn UV

Sekil 3. 21. F2408 hiicrelerin UV uygulamasini takiben 24 saat sonra FITC isaretli p53 antikoru
(A, C ve E) ve Dapi (B, D ve F) ile isaretlenmis ve Olympus BX-50 floresan
mikroskopta gérunttlenmistir. f: mitotik hiicre, s. sitoplazmik protein, p: periniklear
protein. blyitme: 732X
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p53’ Un aktivasyonunu takiben sentezlendigi bilinen MDM?2 proteininin
F2408 hicrelerindeki varligi ve lokalizasyonu, normal biiyiime ortamlarinda 12 ve
24 saat inkubasyon sonunda FITC isaretli MDM2 antikoruyla ve Dapi cift
boyamayla arastirilmis ve mikroskobik gorinttler Sekil 3.22'de verilmistir. Her
iki durumda da, hucrelerin cekirdegi icerisnde MDM2 icin sinyaler
gorulmektedir (Sekil 3.22.A ve C). Ayni preparatlarin Dapi filtres ile elde edilen
cekirdek goruntileri ile hiicrelerin lokalizasyonu tespit edilmistir (Sekil 3.22.B ve
D). Hucreler farkli UV uygulama sirelerinden 12 saat sonra incelendigindeyse,
MDM?2 sinyalerinin 10 sn ve 30 sn UV uygulanmis hiicrelerde azaldigi ama yine
de cekirdekte lokalize oldugu gorllmektedir (Sekil 3.23.A ve C). 1 dk UV
uygulanan hticrelerde ise bulytk cekirdeklerin cogunda MDM?2 sinyali daha yogun
bulunmustur (Sekil 3.23.E). Ayni preparatlarin Dapi filtres ile elde edilen
cekirdek goruntlleri ile hicrelerin lokalizasyonu tespit edilmistir (Sekil.3.23.B, D
veF).

Hucrelerin farkli UV sirelerine maruz kaldiktan 24 saat sonra FITC-
MDM?2 ve Dapi ile isaretleme sonuclarinin mikroskobik gorinttleri Sekil.3.24'de
verilmektedir.10 sn UV uygulanmis hiicrelerde, MDM2 miktarinda kontrol ve 12
saat inkibasyonlu hiicrelere gore azalma gozlenirken genel olarak cekirdekte
lokalize olduklari ancak c¢ok az miktarda sitoplazmada bulunduklari tespit
edilmigtir (Sekil 3.24.A). 30 sn UV uygulanmis hicrelerde MDM2 miktari
azalarak tamamen cekirdekte lokalize olurken (Sekil 3.24.B), 1 dk UV
uygulanmis hicrelerde MDM2 cekirdekte yogun olarak gorulmektedir (Sekil
3.24.E). Dapi ile isaretli hicrelere bakildiginda dizensiz morfolojiye sahip,
hacimce buyUk gekirdekler dikkati gekmektedir (Sekil 3.24.F).
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Sekil 3.22 F2408 hiicreleri 12 ve 24 saat inklibasyondan sonra FITC isaretli MDM2 antikoru (A,
C) ile Dapi (B, D) ile isaretlenerek Olympus BX-50 floresan mikroskopta
goruntulenmistir, f: mitotik hiicre, n:gekirdekteki protein. Blyitme: 732X



10sn UV

Sekil 3.23 F2408 hicrelerin UV uygulamasini takiben 12 saat sonra FITC isaretli MDM2 antikoru
(A, C ve E) ve Dapi (B, D ve F) ile isaretlenmis ve Olympus BX-50 floresan
mikroskopta gorintilenmistir. e: ¢cok ¢ekirdekli hicre, f: mitotik hiicre, n: ¢ekirdekteki
protein, p: perintklear protein. Blyutme: 732X
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10sn UV

Sekil 3.24. F2408 hicrelerin UV uygulamasini takiben 24 saat sonra FITC isaretli MDM2
antikoru (A, C ve E) ve Dapi (B, D ve F) ile isarenmis ve Olympus BX-50 floresan
mikroskopta géruntilenmistir. a: apoptotik kese, b: hem ¢ekirdek hem sitoplazmadaki
protein. e cok cekirdekli hiicre, f: mitotik hicre, m: anormal sekilli hicre, n:
cekirdekteki protein, p: periniklear protein. Blyutme: 732X
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Aktif H-ras onkogeni iceren S5RP7 fibroblastlarinin 12 ve 24 saat
inktibasyonlari sonunda, FITC-p53 antikoru ve Dapi ile cift isaretleme yapilmis
ve mikroskobik goruntileri Sekil 3.25'de verilmistir. p53 proteininin genel olarak
cekirdekte yerlesmis oldugu, cok az olarak da sitoplazmada lokalize oldugu
goralmektedir (Sekil 3.25.A ve C). Ayni preparatlar Dapi filitres ile de
incelenmis ve elde edilen ¢ekirdek goruntileri ile gekirdegin lokalizasyonu tespit
edilmistir (Sekil.3.25.B ve D). Hucrelere farkli dozlarda UV uygulandiktan 12
saat sonra p53'Un varligi Sekil 3.26.da gosterilmistir. Her Ug¢ farkli UV
uygulamasinda da yok denecek kadar az p53 sinyali elde edilmistir. Cok az
seviyede gozlenen bu p53’ Uin ¢ekirdekten sitoplazmaya dogru gog ettigi izlenimini
vermektedir. Yine ayni hiicreler Dapi filtresiyle incelenerek elde edilen sinyallerin
lokalizasyonlari dogrulanmistir (Sekil.3.26.B, D ve F).

Sekil.3.27' de 5RP7 hucrelerinin farkli sirelerle UV uygulanmasindan 24
saat sonra p53 proteininin lokalizasyonu gorilmektedir. Genellikle p53 ¢ekirdek
zari etrafinda (perintklear) yogunlasmistir (Sekil.3.27.A, C ve E). 1 dk UV
uygulanmis hiicrelerde p53’ iin sitoplazmada lokalize oldugu belirlenmistir (Sekil
.3.27.E). Ayni preparatlar Dapi filtresiyle de incelenerek elde edilen sinyallerin
lokalizasyonlari dogrulanmistir (Sekil 3.27.B, D ve F).
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E

P53

Sekil 3.25. 5RP7 hiicreleri 12 ve 24 saat inklibasyondan sonra FITC isaretli P53 antikoru (A, C)
ile Dapi (B, D) ile isaretlenerek. Olympus BX-50 floresan mikroskopta
goruntilenmistir. b: hem ¢ekirdek hem sitoplazmadaki protein, m: anormal sekilli
cekirdek, n: cekirdekteki protein, p: periniklear protein, s. sitoplazmik protein.
Buyltme: 732X
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Sekil 3.26. 5RP7 hiicrelerin UV uygulamasini takiben 12 saat sonra FITC isaretli p53 antikoru (A,
CveE) ve Dapi (B, D ve F) ile isaretlenmis ve Olympus BX-50 floresan mikroskopta
goruntilenmistir. b: hem sitoplazma hem cekirdekteki protein, f: mitotik hicre, n:
cekirdekteki protein, , p: perintklear protein, s: sitoplazmik protein. Blyitme: 732X
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10sn UV

Sekil 3.27. 5RP7 hiicrelerin UV uygulamasini takiben 24 saat sonra FITC isaretli p53 antikoru (A,
C veE) ve Dapi (B, D ve F) ile isaretlenmis ve Olympus BX-50 floresan mikroskopta
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gorintilenmistir. b: hem sitoplazma hem c¢ekirdekteki protein, n: cekirdekteki protein,
s. sitoplazmik protein, p: periniklear protein. Blyttme: 732X

H-ras aktif 5RP7 hucreleri, p53'Un belirlendigi paralel kosullarda
MDM?2 proteininin  varligi ve lokalizasyonu igin arastirilmistir. Normal
besiyerinde 12 ve 24 saat inklbasyon sonucunda FITC-MDM2 ve Dapi ile
isaretlenen hicrelerde MDM2' nin genellikle gekirdekte yer aldigi Sekil 3.28.A ve
C’ de gorulmektedir. Hicrelere 10 sn UV uygulamasindan 12 saat sonra, ¢ekirdek
parcalanmasi ve ¢ok gekirdekli dev hiicre olusumunda bir artis gézlenirken (Sekil
3.29.A), her iki inklbasyon siresinde de, artan UV dozlarinda bu tip hicrelerin
orani artmis ve apoptotik keselerin olusumu goézlenmistir. Butlin dozlarda MDM2
cekirdekte lokalize olmustur. Ozellikle apoptotik karakterleri gosteren dev,
sekilsiz ve ¢ok gekirdekli hiicreler ile cekirdekleri pargalanmis hiicrelerde MDM2
¢cok yogun olarak sinyal vermistir (Sekil 3.29A, C ve E). 24 saat UV uygulanmis
olan hicrelerde MDM2 yine belirgin bir sekilde c¢ekirdekte lokalize olmus,
Ozellikle 1 dk UV uygulanan hiicrelerde digerlerine oranla az da olsa gekirdek
parcalanmasi gozlenmektedir (Sekil 3.30.E). Genel olarak 5RP7’lerdeki MDM2
lokalizasyonu ve miktari norma F2408'lere gore belirgin bir sekilde artis
gbstermis ve ilging bir sekilde Dapi goruntisiine benzer bir gorinti belirlenmistir
(Sekil 3.30.B, D ve F).
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Sekil 3.28. 5RP7 hiicreleri 12 ve 24 saat inkiibasyondan sonra FITC isaretli MDM2 antikoru (A,
C) ile Dapi (B, D) ile isaretlenerek Olympus BX-50 floresan mikroskopta
goruntilenmistir. a: apoptotik kese, d: dev hiicre, n:gekirdekteki protein.Buyitme:
732X
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Sekil 3.29. 5RP7 hiicrelerin UV uygulamasini takiben 12 saat sonra FITC isaretli MDM2 antikoru
(A, C ve E) ve Dapi (B, D ve F) ile isaretlenmis ve Olympus BX-50 floresan
mikroskopta gérinttlenmistir, a: gooptotik kese, d: dev hiicre, n: gekirdekteki protein.
Blyutme: 732X

10sn UV

Sekil. 3.30. hiicrelerin UV uygulamasini takiben 24 saat sonra FITC isaretli M DM2 antikoru (A, C
ve E)ve Dapi (B, D ve F) ile isaretlenmis ve Olympus BX-50 floresan mikroskopta
goruntilenmistir. a: apoptotik kese, e: cok ¢ekirdekli hiicre, n: gekirdekteki protein. Blyitme: 732
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3.3.2. CO25 (Dex-) ve CO25 (Dex+) miyablastlarinda UV-uyarilmasindan
sonra p53 ve MDM 2 proteinlerinin ekspresiyonu

CO25 hiicreleri 12 ve 24 saat inkibasyonlar sonucunda FITC-p53 ve Dapi
isaretlenmis, floresan mikroskobik gortnttleri Sekil 3.31.'de verilmistir. Cok az
miktarda p53 sinyali elde edilen hicrelerde proteinin lokalizasyonu 12 saat
sonunda genellikle sitoplazmada bulunurken, 24 saat sonunda hem sitoplazma
hem de cekirdekte gozlenmistir. Yine paralel olarak ayni hicrelerin Dapi
goruntusii Sekil.3.31.B ve D’de oklarla gosterilmistir. Hicrelerin UV'ye maruz
birakildiktan 12 saat sonunda Ozellikle bazi hiicrelerde cekirdekte yogunlasarak
arttigi  gorulmektedir (Sekil 3.32.A, C ve E). CO25 hicreerinin UV
uygulamasindan 24 saat sonra ise belirgin bir sekilde olusan parcalanmis
cekirdeklerde yogun bir sekilde p53 sinyali elde edilmistir (Sekil 3.33.A,C ve E).
Bu parcalanmis ¢ekirdeklerin gortntdleri her iki isaretlemede de birbirine oldukca
uymaktadir (Sekil 3.33.B,D ve F).
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Sekil 3.31. CO25 (dex -) hlcreleri 12 ve 24 saat inkilbasyondan sonra FITC isaretli P53 antikoru
(A, C) ile Dapi (B, D) ile isaretlenerek Olympus BX-50 floresan mikroskopta
goruntilenmistir. b: hem sitoplazmada hem ¢ekirdekte bulunan protein, d: dev hiicre, f:
mitotik hicre, n:cekirdekteki protein, p: periniklear protein, s. sitoplazmik protein.
Bulyutme: 732X
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10sn UV

Sekil 3.32. CO25 (dex -) hucrelerin UV uygulamasini takiben 12 saat sonra FITC isaretli p53
antikoru (A, C ve E) ve Dapi (B, D ve F) ile isaretlenmis ve Olympus BX-50 floresan
mikroskopta goruntilenmistir. b: hem sitoplazma hem cekirdekte bulunan protein, f:
mitotik hiicre, n: ¢ekirdekteki protein, s: sitoplazmik protein. Blyitme: 732X
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10sn UV

30sn UV

Sekil 3.33. CO25 (dex -) hiicrelerin UV uygulamasini takiben 24 saat sonra FITC isaretli p53
antikoru (A, C ve E) ve Dapi (B, D ve F) ile isaretlenmis ve Olympus BX-50 floresan
mikroskopta goruntilenmistir. a: apoptotik kese, b: hem sitoplazma hem cekirdekte
bulunan protein, f: mitotik hiicre, .n: cekirdekteki protein, s:. sitoplazmik protein.
Blyutme: 732X
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Norma kosullarda buyutilen CO25 hicrelerinin 12 ve 24 saat
inktbasyonlari sonunda FITC-MDM2 ve Dapi floresan mikroskop goéruntileri
Sekil 3. 34'de verilmistir. Genel olarak ¢ok az sinyal veren MDM2 proteini12 saat
sonunda htcrelerin ¢ekirdeginde gozlenirken 24 saat sonunda cekirdek ve
dtoplazma arasindaki fark kaybolarak hicreler homojen bir sekilde sinyal
vermistir. Daha sonra UV’ ye maruz kalmis hicreler MDM2 proteininin varligi ve
lokalizasyonu icin incelenmis ve Sekil 3.35'de ve 36'da gortntuleri verilmistir.
10sn UV uygulandiktan 12 saat sonra hicreler incelendiginde MDM2 nin
sitoplazmada lokalize oldugu gorulirken (Sekil 3.35A), 30 sn ve 1 dk UV
uygulanan hicrelerde ise daha yogun olarak cekirdekte lokalize oldugu
gbzlenmistir (Sekil 3.35.C ve E).

CO25 hicreleri UV uygulandiktan 24 saat sonra MDM2 proteininin varligi
icin incelendiklerinde, 10 sn UV uygulanmis hlcrelerin sitoplazmada cekirdek
zarina yakin olarak bulunmustur (Sekil 3.36.A). 30 sn UV uygulanan hicrelerde
ise genel olarak tim hticrede homojen bir sekilde MDM2 igin sinyal elde edilirken
nadiren bazi hicrelerin ¢ekirdeginde bulundugu gézlenmistir (Sekil 3.36.C). 1 dk
UV uygulanan hicrelerde ise MDM2nin miktarinda azalmayla birlikte
sitoplazmada yerlestigi gorulmastir (Sekil 3.36.E).
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Sekil 3.34. CO25 (dex -) hicreleri 12 ve 24 saat inkilbasyondan sonra FITC isaretli MDM2
antikoru (A, C)ile Dapi (B, D) ile isaretlenerek. Olympus BX-50 floresan mikroskopta
goruntdlenmistir. b: hem sitoplazmada hem c¢ekirdekte bulunan protein, n: gekirdekki
protein protein. Buyitme: 732X
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10sn UV

30sn UV

Sekil 3.35. CO25 (dex -) hicrelerin UV uygulamasini takiben 12 saat sonra FITC isaretli MDM2
antikoru (A, C ve E) ve Dapi (B, D ve F) ile isaretlenmis ve Olympus BX-50 flloresan
mikroskopta gértnttlenmistir. a: apoptotik kese, n: ¢ekirdekteki protein, p: periniklear
protein, s: sitoplazmik protein. Blyutme: 732X
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10sn UV

B

Sekil 3.36. CO25 (dex -) hucrelerin UV uygulamasini takiben 24 saat sonra FITC isaretli MDM2
antikoru (A, C ve E) ve Dapi (B, D ve F) ile isaretlenmis ve Olympus BX-50 flloresan
mikroskopta goruntilenmistir. n: ¢ekirdekteki protein, p: periniklear protein. Blyitme:
732X
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N -ras onkogeninin aktivasyonunu saglamak icin dekzametazon varliginda
(Dex+) inkibe edilen CO25 miyoblastlari materyal ve yontemde anlatildigi gibi
normal ortamlarinda 12 ve 24 saat kultlre edildikten sonra FITC-p53 antikoru ve
Dapi ile cift isaretleme yapilmis ve mikroskobik gorintuleri Sekil 3.37'de
verilmistir. Genel olarak her iki inkibasyon siresinde de p53 proteininin
cogunlukla sitoplazmada lokalize oldugu ve 24 saat inkibasyonun sonunda 12
saate gore, pb53 miktarinda oldukca belirgin bir artis meydana geldigi
gozlenmistir. 12 saat inktbasyondan sonra p53'Un ¢ok az miktarda da gekirdekte
lokalize oldugu belirlenmistir (Sekil 3.37.A). Ayni preparatlar antikor
isaetlemeye paralel olarak Dapi isaretleme ile de incelenerek, hicrelerin
lokalizasyonu tam olarak belirlenmistir (Sekil 3.37.B ve D). Transform CO25
hticrelerine 10 sn UV uygulandiktan 12 saat sonra, p53’ Un sitoplazmada lokalize
oldugu ve hicrelerin sayisinda artis meydana geldigi gozlenirken (Sekil 3.38.A),
30 sn ve 1 dk UV uygulanmis 6rneklerde p53 miktarinda kontrole oranla biraz
artis gozlenmis ve lokalizasyonu tamamen sitoplazmada belirlenmistir (Sekil
3.38.C ve E). 24 saat UV uygulamasindan sonra ise, wgulanan G¢ UV slresinde
de p53 dSitoplazmada belirlenmis (Sekil 3.39.A ve E) ancak 1 dk UV
uygulandiginda ¢ok az oranda cekirdekte lokalizasyonuna rastlanmistir (Sekil
3.39.E). Yine ayni hucrelerin Dapi isaretli mikroskobik goruntuleri Sekil 3.39.B,

D ve F de verilmistir.
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Sekil 3.37. CO25 (dex +) hucreleri 12 ve 24 saat inkiibasyondan sonra FITC isaretki P53 antikoru
(A, C) ile Dapi (B, D) ile isaretlenerek. Olympus BX-50 floresan mikroskopta
goruntilenmistir b: hem sitoplazmada hem cekirdekte bulunan protein, f: mitotik hticre,
n:cekirdekteki protein, s: sitoplazmik protein. Blyitme: 732X
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Sekil 3.38. CO25 (dex +) hicrelerin UV uygulamasini takiben 12 saat sonra FITC isaretli p53
antikoru (A, C ve E) ve Dapi (B, D ve F) ile isaretlennmis ve Olympus BX-50 floresan
mikroskopta géruntilenmistir. a:apoptotik hiicre, n: gekirdekteki protein, s. sitoplazmik
protein, p: perintklear protein. Blyitme: 732X
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pS3 Dapi

10sn UV

Sekil 3.39. CO25 (dex +). hicrelerin UV uygulamasini takiben 24 saat sonra FITC isaretli p53
antikoru (A, C ve E) ve Dapi (B, D ve F) ile isaretlenmis ve Olympus BX-50 floresan
mikroskopta goruntllenmistir. n:cekirdekte, p: periniklear protein, s. sitoplazmik
protein. Blyutme: 732X
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Dekzametazon varliginda kltire edilen CO25 hicrelerinin 12 ve 24 saat
inktbasyonlari sonunda FITC-MDM2 ve Dapi floresan mikroskop goéruntileri
Sekil 3.40 da verilmistir. Genel olarak MDM?2 proteininin sinyali 12 saat sonunda
hiucrelerin sitoplazmasinda ¢ekirdek etrafinda (periniiklear) gozlenirken 24 saat
sonunda protein cekirdekte lokalize olmustur (Sekil.3.40.A ve C). Daha sonra
UV’ye maruz kamis hiicreler MDM2 proteininin varligi ve lokalizasyonu igin
incelenmis Sekil 41. ve 42'de goruntileri verilmistir. 10sn UV uygulandiktan 12
saat sonra hicreler incelendiginde MDM2' nin sitoplazmada lokalize oldugu
gorulirken (Sekil 3.41.A), 30 sn ve 1 dk UV uygulanan hiicrelerde ise MDM2
buyUk hticrelerde cekirdekte gozlenmis, ancak diger hiicrelerde hem gekirdek hem
de sitoplazmada rastlanmistir (Sekil 3.41.C ve E). Hem kontrol hem de UV
uygulanmis hicreler ayni zamanda Dapi filtresiyle de incelenerek cekirdek
goruntUleri Sekil 3.40.B ve D’de ve Sekil 3.41.B ve D ve F de gosterilmistir.

CO25 hicreleri UV uygulandiktan 24 saat sonra MDM2 proteininin varligi
icin incelendiklerinde, MDM2 proteini, 10 sn UV uygulanmis hicrelerin
cekirdeklerinde bulunmus (Sekil 3.42.A), UV dozlari arttikca MDM2 nin
cekirdekte yogunlastigi belirlenmistir (Sekil 3.42.C ve E). Bu hicrelerin Dapi
goruntuleri Sekil 3.42.B, D ve F de verilmistir.
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Sekil 3.40. CO25 (dex +) hicreleri 12 ve 24 saat inkilbasyondan sonra FITC isaretli MDM2
antikoru (A, C) ile Dapi (B, D) ile isaretlenerek. Olympus BX-50 floresan mikroskopta
goruntilenmistir. b: hem sitoplazma hem ¢ekirdekte bulunan protein, e: cok gekirdekli
hiicre, n: ¢ekirdekteki protein, p: periniklear protein. Buyitme: 732X
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10sn UV

Sekil 3.41. CO25 (dex +) hiicrelerin UV uygulamasini takiben 12 saat sonra FITC isaretli MDM2
antikoru (A, C ve E) ve Dapi (B, D ve F) ile isaretlenmis ve Olympus BX-50 flloresan
mikroskopta goruntlenmistir. a: apoptotik kese, b: hem sitoplazmada hem cekirdekte
bulunan protein, e: cok ¢ekirdekli hticre, n: ¢ekirdekteki protein, p: periniklear protein,
s. sitoplazmik protein. Blyutme: 732X
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Sekil 3.42. CO25 (dex +) hucrelerin UV uygulamasini takiben 24 szet sonra FITC isaretli MDM2
antikoru (A, C ve E) ve Dapi (B, D ve F) ile isaretlenmis ve Olympus BX-50 flloresan
mikroskopta gorintilenmistir. b: hem sitoplazmada hem ¢ekirdekte bulunan protein, d:
dev hiicre, e cok cekirdekli hucre, n: cekirdekteki protein, p: periniklear protein.
Blyutme: 732X
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4. TARTISMA VE SONUC

ras onkogeni ile yapilan calismalarin cogu rasin onkogenik aktivitesiyle
ilgili olmasina ragmen son yillarda yapilan galismalarda pro-apoptotik etkisininde
oldugu bilinmektedir (Aznar ve Lacal 2001). Ras'a bagli pro-apoptotik sinyallerin
hicre tipine ve icerigine bagli olarak cesitlilik gostermektedir (Schwieger, ark.
2001). Bundan dolayi, yine de mekanizmas tam bilinmeyen ve insan
kanserlerinin yaklask %30’ unda etkis bulunan rasin farkli hicre sistemlerinde
apoptosis mekanizmasiyla ilgisini arastirmak, kanser tedavi yontemlerinin
gelistiriimes agisindan ¢ok onemlidir.

Bu calismada; ras transform hticrelerin DNA’larina, apoptozu uyarmak
icin UV idigi ile hasar verilerek, hiicre dongusiintin diizenlenmesinde gbrev alan
p53 ve onun regulatérii olan MDM2 proteinlerinin ekspresyonu ile hicrelerin
apoptosis Uzerine olan duyarliliklari arastirilmistir. Bu amagla calismalarda
kullanilmak Uzere farkli ras tiplerinin aktif oldugu hicreler olan H-ras
onkogeninin aktif oldugu 5RP7 fibroblastlari (Garbisa ve ark. 1987) ve insan N-
ras onkogeninin aktif oldugu CO25 miyaoblastlari (Gosset ve ark. 1988)
secilmistir. Materyal ve yontemde aciklandigi sekilde UV isiginin farkli dozlarina
maruz birakildiktan sonra, hicreler gekirdeklerinde ve morfolojilerinde meydana
gelen apoptotik degisimler ile p53 ve MDM2 proteinlerinin varligi icin
incelenmidlerdir.

Hucrelerin optimum apoptoza cevabi olusturabilecegi UV dozlari
belirlenirken, bazi literattr bilgileri dikkate alinmistir. Yoon ve ark. (1996), HL-
60 hiicrelerinde 250 Jnf UV uygulamis, Nghiem ve ark. (2000)'da deri bazal
hiicrelerine 200 Jnf UV uygulamistir. Ancak bizim calismamizda bu dozlardan
baslanarak daha yilksek dozlar denenmis ve 300, 900 ve 1800 Jnf’nin en etkili
doz oldugu goértlmustir. Bu da calismamizda kullanilan F2408, 5RP7 ve CO25
hicrelerinin HL-60 ve deri bazal hiicrelere gére UV’ye daha dayanikli oldugunu
gostermektedir. Yine bir calismayla; 10 ve 30 sn, 1, 5, 15 ve 30 dk periyotlarda ve
kultdr petrisinin kapagi kapali olarak UV uygulamasi yapilmis, 12, 24, 48 ve 72
saat stirelerle inkiibe edilmisler ve 1dk UV uygulamasi (300 Jnf)’nin tizerindeki
strelerde hicrelerin biyik oranda 6ldigu tespit edilmistir. 12 saat inkibasyon
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sonunda highir UV dozunda kortrole gore bir degissm gozlenmezken, 72 saat
sonunda htcrelerin  biyidk cogunlugunun 6ldigi  belirlenmistir. Btin  bu
sebeplerden dolayi, deneyler 300 Jnf, 900 J/nf ve 1800 Jnt dozlarinda ve 24 ile
48 saat inklibasyon sureleri uygulanarak yapilmistir.

Hicrelerin UV etkisiyle apoptoza girip girmedigini belirlemek amaciyla
iki 6nemli 6zellik incelenmistir. Birincisi; ¢ekirdek morfolojis ve ikincis ise
DNA fragmentasyonunun arastirilmasidir. Apoptotik cekirdek incelemeleri icin,
calismanin basinda hicrelerin akol ile tespit edilmeden direk olarak AO ile
boyanmasi prensibine dayanan bir yontem denenmistir (Clarke ve ark. 1999).
Ancak bu yéntem sonunda elde edilen sonuglar incelendiginde hiicreler boyama
siresince canli olduklarindan dolayi boyama islemlerinden olumsuz etkilenmis
olup kontrol hicrelerinde dahi tipik olarak ge¢ apoptotik hlcre gorunttlerine
rastlanmistir. Bu da yontem seciminin ve Ozellikle apoptotik mekanizmanin
calisldigi yontemler secilirken, hiicreyi strese sokacak olas her tlrlt kosulun
dikkatlice dusinilmesi gerektigini gostermektedir. Bu nedenle apoptotik
cekirdegin incelenmesi, hicrelerin tespit edilerek Cotter ve Martin (1997) nin
yonteminin gelistirilmesiyle yapilmistir. Calismamizda kullanilan F2408, 5RP7 ve
CO25 hucrederde UV uygulamasinin etkileri toplu bir sekilde Ozetlenerek Cizelge
4.1’ de gosterilmistir.



112

Cizelge 4.1. Fibroblast ve miyoblastlarda UV’ nin etkisi sonucu AO/EB boyamasi ve DNA agaroz

jel yontemleriyle elde edilen bulgularin 6zeti.

Hic. Cek. Krom. Krom [ Cekir. Sitpl. Dev Cok DNA

Buzil | /stop. | Yogun. | cek. parc. Parg. hucre cek. Frag.

me Orani. zar. (apopt. hiicre

azalm. Lok. body)

24 48 24 48 | 24 48 24 48 |24 48 24 48 24 48 24 48 24 48
F2408
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S: smear, F: Fragmentasyon, Y: yapilmadi, 10 sn, 30 sn, 1 dk: uygulanan UV slreleri, 24 ve 48:
Inktibasyon sireleri

4.1. Fibroblastlarda UV’ nin Apoptotik Etkileri

Cizelge 4.1'de gorildugu gibi aktif H-ras onkogeni icermeyen F2408
hicrelerinde, UV isiginin etkisiyle olan sitoplazma bizilmesi ve kromatinin
cekirdek zari etrafinda yogunlasmasi gibi erken apoptotik evre (Liu ve ark. 2000)
hicrelerinin  karakteristik  Ozellikleri  belirgin  olarak gozlenmistir. Higbir
uygulamaya maruz birakilmamis saglikli htcreler, AO ile boyandiklarinda
cekirdekleri yesil sitoplazmalari sari renklerde gozlenmistir. Erken apoptotik
cekirdekte hicrenin boyanma 06zelligi degismemektedir. AO ile cekirdek yesile,
sitoplazma sariya boyanmakta ve yogunlasarak ¢ekirdek zarinda lokalize olmus
kromatin koyu yesil boyanmaktadir. (Cotter ve Martin1997). Bu nedenden, F2408
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fibroblast hicreleri, cesitli sirelerde UV uygulamasinin ardindan belirtilen
periyotlarda inkibe edildiklerinde, Cotter ve Martin (1997)'in acikladigi sekilde
boyanma karakteri gostermis ve cekirdek yesile, sitoplazma sariya, yogunlasarak
gekirdek zarinda lokalize olmus kromatin ise koyu yesile boyanmistir.

Gend olarak F2408 ile 5RP7 hicreerinin UV isigina cevabi
karsilastirildiginda, genellikle erken apoptotik Ozellik olan htcre bizilmes,
cekirdek/sitoplazma oranindaki azalma ve kromozom yogunlasmas ile gec
apoptotik ©zellik olan apoptotik kese olusumu bakimindan aralarinda bir fark
gbzlenmemistir. Fakat 5RP7 hicrelerinin genelde kromatinin ¢ekirdek zarinda
lokalizasyonu ve cekirdek parcalanmasi bakimindan F2408 hiicrelere gore daha
dayanikli oldugu sdylenebilir. F2408 hicreleri bu olusumlar bakimindan 24 saat
inkUbasyon sonunda dayanikli bulunurken 48 saat sonunda apoptosise duyarlilik
kazanmidardir.

Neuroblastomalarin normal kosullarda spontan olarak hasarlanmasinda
rasin rolini arastirmis olan Kitanaka ve ark. (2002), timér dokularinda ras
ekspresyonu, apoptosisin en 6nemli belirteclerini ve hiicre dejenerasyonunu
belirlemek amaciyla isk mikroskobu, elektron mikroskobu ve immino
histokimyasal yortemler kullanmiglardir. Hicre bozulmas calismalarini ayni
zamanda H-ras ile transfekte olmus neuroblastoma htcrelerinde in vitro
kosullarda da gerceklestirmislerdir. Sonucta; dejenerasyon olan hiicrelerde ras
ekspresyonu artmis ancak apoptotik karakterlere rastlanmamistir. Degjenere olmus
hicrelerde kromatinin cekirdekte yogunlasmasina rastlanmazken, kaspaz3
aktivasyonu gozlenmemis ve DNA’larin  apoptotik olmayan rastgele
fragmentasyonu gorulmuistir. Bizim sonuglarimizda da H-ras transform
hicrelerde benzer sonuclar elde edilmistir.  Sonu¢ olarak; H-ras
transformasyonunun fibroblast hiicrelerini en azindan kromatinin ¢ekirdek zarinda
yogunlasmasi ve  cekirdek  parcalanmas ozellikleri bakimindan
duyarsizlastirdigini ileri surebiliriz.

Cok cekirdekli hiucrelere 5RP7 fibroblastlarinda az da olsa rastlanirken,
F2408 hiicrelerinde yok denecek kadar az oranda, yalnizca 10 sn UV verildikten
48 saat sonra gozlenmistir. Bunun da 5RP7 hicrelerinin hizli cogama

Ozelliklerine bagli olarak sitokinez gecirmeyen hicrelerin bir onucu ol abilecegi
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dustnalmustir. Ayni sekilde anormal tek gekirdekli dev hiicreler yavas gcogalma
hizlarina sahip F2408 hicrelerinde 48 saat sonunda gorulirken, 5RP7
hiicrelerinde gorilmemes, hticrelerin stirekli mitoz gegirdiklerinden dolayi kuguk

morfoloji gistermelerinden kaynaklaniyor olabilecegi distinilmektedir.

4.2. Miyoblast Hiicrelerde UV’ nin Apoptotik Etkileri

Dekzametazon ile uyarilabilen mutant insan N-ras onkogeni iceren CO25
(Dex-) ve (Dex+) hucreleri karsilagtirildiginda, ras aktif ve inakif durumlarin her
ikisinde de, erken apoptotik 6zellikler olan hticre buizilmesi, gekirdek sitoplazma
oraninda azalma ve kromatinin c¢ekirdek zarinda yogunlasmasi bakimindan
belirgin bir fark bulunmamaktadir, her iki durumda da hiicreler apoptosise benzer
oranda duyarliliga sahiptir. Ancak kromatin yogunlasmasi bakimindan, UV
uygulamasindan 48 saat sonra CO25 (Dex-) hticrelerinin duyarsizlasmasina karsin
CO25 (Dex+) hucreleri duyarli kalmaya devam etmistir. Yine CO25 (Dex-)
hicrelerinin ¢ekirdek parcalanmasina karsi duyarli oldugu gérultirken 10 sn UV
siresinde CO25 (Dex+) hucrelerinde ras aktivasyonu sonucunda dayanikli hale
geldigi gérinmektedir.

Gec apoptotik karakterlerden en 6nemlisi olan apoptotik kese olusumuna
ise, CO25 (Dex-) hiicrelerinde rasttanmamasina karsin CO25 (Dex+) hiicrelerinde
yUksek oranda rastlanmasi, N-ras transformasyonunun apoptosise duyarliligini
arttirdigini gostermistir. N-ras'in apoptosise duyarliligini arttirisi bu etkisi, SRP7
hicrelerinde H-ras'in etkisiyle zit yonde olmustur. Cogalma kapasites duisiik olan
CO25 (Dex-) hicrelerinde, cok fazla oranda dev hicrelere rastlanirken CO25
(Dex+) hicrelerde rastlanmamasi  cogalmanin  beklenen sonucu  olarak
degerlendirilebilir. Cok c¢ekirdekli htcrelerin olusumu bakimindan; her ki
kosulda da (Dex ve Dex +) fark gdzlenmemesi, sitokinez mekanizmasinin
ras dan bagimsiz bir mekanizmayla etkilendigini distindirmektedir.

Hucrelerin AO/EB ile boyanma o6zellikleri, yukarida aciklandigi gibi
saglikli ve erken apoptotik hicrelerin boyanma karakterlerinde oldugu gibi

gorulmastir. Hucreler, sitoplazma zari bitinlUgini ve secici gecirgenligini
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korudugu icin sadece AO ile boyanabilmis ve floresan isikta gekirdekleri yesil,
sitoplazmalari sari renkte gbzlenmistir.

CO25 hucrelerinin orjini olan ve N-ras onkogeni icermeyen C2
miyoblastlari ile de ayni ¢alismalar tekrar edilmistir. CO25 hicresinde bulunan N-
ras onkogeni dex varliginda aktif edilmedigi halde bilinmeyen baska yollardan da
aktive olma ihtimaline karsi, hi¢c ras icermeyen kontrol hicre olarak C2
miyoblastlarinin kullanilmasi uygun gordlmustir. Bu hicrelerin UV’ ye cevaplari
da CO25 Dex- hucreleriyle benzerlik gostermistir. Bitiin UV sirelerinde 24 ve 48
saat inkilbasyon sonunda erken apoptoz karakterleri olan hicre blzilmes,
gekirek/sitoplazma oraninin azalmas ve kromatinin yogunlasarak gekirdek zarina
cekilmesi bakimindan duyarlilik gosterirken ¢ekirdek parcalanmasi bakimindan
48 saat sonunda bir direng kazandigi gorulmustir. Ayni sekilde her iki inktibasyon
siiresi ve tim UV dozlarinda apoptotik kese olusumuna karsi da dayanikli oldugu
gordlmustir. Buradan, hicrelerin - UV etkis ile apoptosise gittigi ve erken
apoptotik karakterleri gosterdigi ancak, apoptosis asamalarini gecirme hizinin
CO25 (Dex-) hicrelerinde oldugu gibi daha yavas oldugu ve ge¢ apoptosise karsi
dayanikli oldugu anlasilmistir. ras aktif olan hiicrelerde UV uygulamasinin geg
apoptotik hticre olusumunu arttirdigi, ras inaktif olan CO25 (Dex-) hicrelerde ise
daha ¢ok hticre buyUklGgintn ve cekirdek parcalanmasinin artisina sebep oldugu
dustinulmektedir.

Apoptotik yolun uyarilmasi konusunda, ras transformasyonu olmayan
hucreler ile yapilmis calismaarin bir cogunda cesitli ganlarla hicrelerin
apoptosise girmesinin arttirildigi  belirlenmistir. IGF-1 ile apoptozu uyarilan
LM2d6 hiicrelerinde IGF-1 uygulamasindan 24 ve 72 saat sonucunda artan oranda
apoptotik kese olusumu goézlenirken (Seto ve ark. 2001), Yoon ve arkadadlari
(1996)’' da HL-60 losemi hucrelerinde UV ve bazi anti kanser ilaglari denemidler
ve hicrelerin apoptotik davranidarini cesitli yontemler ile analiz etmislerdir.
Uygulanan UV ve kanser ilaglarinin, kanserli hiicrelerin biytk oranda apoptosis
ile 6lmesine yol agmistir. Bu sonug, bizim bulgularimizi destekler yéndedir. Lin
ve arkadadari ise (2003), bir liken 6ziti olan CEP-2 ile HL-60 ve K562
hicrelerindeki apoptosis uyardiklarinda, DNA’s fragmente olan hicrelerin
elektron mikroskobik anadlizlerini yapmidardir. Y iksek dozda (300mg/ml) CEP-
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2'nin hicredeki apoptotik yolu uyardigi tespit edilmistir. ras transformasyonu
olan hicrelerde yapilmis bir calismadaise, p21CIP1 ve p27KIPL'in her ikisinin de
olmadigi primer fare fibroblast (MEF) hticre hatlarinda, onkogenik Hras val-12
(RasV12) ekspresyonunun siklin D1 birikmesini arttirdigi gorulirken (Groth ve
ark. 2000) yine ayni calismada p21CIP1 ve p27KIP1’in her ikisinin de olmadigi
hicrelerde RasV12'nin ekspresyonunun, hicre dongusinin durdurulmasina
neden oldugu bildirilmistir. Ayrica FACS (floresan activated cell sorting) ile
propidyum iyodur-cekirdek incelemelerinde, hiicrenin S evres boyunca ilerledigi
srada DNA replikasyonunun durduruimasindan ©Once anormal c¢ekirdek
bolunmeleri de belirlenmistir.

Mitomisin C'nin p53 yoluyla apoptozu uyardigi Schwieger ve arkadadlari
tarafindan (2001) bildirilmistir. Bu ¢alismada, ras ekspresyonunu tespit etmek ve
kontrol hicrelerin mitomisin C'nin uyardigi apoptoza duyarliliklarini belirlemek
icin; ras transform IR fibroblast hiicreler ras aktivasyonunu saglamak amaciyla
IPTG ile 6n muameleye tutulmuslardir. Daha sonra mitomisin C uygulamasi
yapilmis ve sonucta; kontrollerine gore ¢cok daha hizli cogalan, ras ekspresyonu
olan hicrelerin mitomisin C tarafindan apoptoza kars uyarildigi gbzlenmistir. Bu
bulgu bizim sonuclarimizla uygunluk gostermektedir. N-ras transform hicrelerin
UV uygulamasindan sonra kotroltine oranla apoptosise karsi duyarliligi artmistir.
Ancak Hras transform hiicrelerde apoptotik etkiler N-ras'in etkisiyle zit yénde
olmustur.

Turner ve arkadaslari (2002), bizden farkli yontemler kullanarak yaptiklari
bir calismada ise, YAMC ve YAMC-Ras kolon hiicrelerinde btirat ve PUFA’nin
hiicre cogalmas ve apoptosis tzerine etkilerini arastirmislar. Bu amagla apoptosis
mekanizmasinda rol olan ve en iyi apoptosis indikaatori (IAP) olarak kabul
edilen kaspaz 3 aktivites Olgilmus ve butirat varliginda kaspaz 3'Un
aktivasyonunun, hicrelerin selale seklindeki kaspaz aktivitesini  baslatarak
apoptosise neden oldugu gozlenmistir. Ras ekspresyonu olan YAMC-ras
hicrelerde kaspaz aktivitesinin cok daha yiksek oldugu dikkat cekmistir. Buda
hiicrenin cogalmasi yada apoptotsis ile dlmesinin ras aktivitesine bagli oldugunu
gostermektedir.
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4.3. DNA Fragmentasyonunun Belirlenmes

UV etkisiyle ras transform hicrelerde olasi apoptotik DNA
fragmentasyonu Ug hicre tipinin her birinde arastirilmis ve pozitif kontrol olarak
apoptotik DNA fragmentasyonuna neden oldugu bilinen Etaposit kullanilmistir
(Bass ve ark. 2002).

Normal fibroblastlar olan F2408 hiicrelerinin UV uygulamasinin ardindan
etaposit de dahil olmak Uzere farkli UV dozlarini takiben farkli inkibasyon
sirelerinden sonra elde edilen DNA drnekleri agaroz jel tzerinde, tipik apoptosis
belirtis olarak merdiven seklinde bantlasma yerine diflizyon seklinde yayilma
(smear) gostermistir. NUkleozomal DNA fragmentasyonunun apoptosisin erken
evresinde olustugu bilinmektedir (Engin ve Ozyardimci 2001). Ancak F2408
hicrelerinin apoptotik c¢ekirdek incelemelerinde yogun oranda, ge¢ apoptosis
gosterges olan apoptotik kese olusumuna yoneldigi goz oOnine alinirsa, geg
apoptosis evresinde hicrelerin DNA'’larinda rastgele parcalanmalar sonunda
nekrotik hicre DNA’larinda oldugu gibi smear meydana gelebilecegi
dusindlebilir. Hras aktif olan 5RP7 hiicrelerinde ise 24 saat inkiibasyon sonunda
DNA’'nin 700 bc’'den itibaren fragmente olmasi, erken apoptotik cekirdek
karakteri sergiledigini de desteklemektedir. 48 saat inklibasyon sonunda ise F2408
hicrelerinde oldugu gibi ge¢ apoptosis evresine girdiginden dolayi DNA smear
0zellik kazanmistir. Sonug olarak; ras aktivasyonu olan 5RP7 hicrelerinin kontrol
hicresinden bir farki olmadigi, sadece 24 saatte kontrolden farkli olarak
apoptosise dayanikli oldugunu ileri stirebiliriz.

N-ras onkogenine sahip CO25 miyoblastlarin UV’ nin etkisiyle 24 saatte
gec apoptotik evreye girdigi smear DNA fragmentasyonu ile gozlenirken; 48 saat
sonunda morfolojik calismalarinda da destekledigi gibi, agaroz |jel
elektroforezinde hiicre miktarinda azalma gozlenerek hicrelerin blyik oranda
oldugu belirlenmistir. N-ras'in aktif oldugu Dex+ hicrelerde ise hem 24 hem de
48 saatin sonunda DNA’da bir fragmentasyon gézlenmemistir. Sadece 48 saat
inkiibasyonun sonunda 10 sn UV dozunda bir DNA’nin smear fragmentasyon
gostermistir.  Sonu¢ olarak; ras aktivasyonu sonucunda CO25 hicrelerin
apoptosise daha dayanikli hale geldigi sdylenebilir. Hras aktivasyonu ile N-ras
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aktivasyonlarinin apoptosise diren¢ kazandirdigi, ancak N-rasin aktif oldugu
hicrelerin apoptosise gitme hizinin digerine oranla daha yavas oldugu, hiicre
tipine bagli olarak, farkli nikleazlar ile nikleozomlarin farkli bdlgelerinden
kesilmis olabilecegi ve bu ytizden de merdiven seklinde bantlasma yerine smear
seklinde fragmentasyon ol abilecegi soylenebilir.

Nekrotik hicre DNA’sinin agaroz jelde bantlasma yerine smear
olusturdugu bilinmesine ragmen, bizim bulgularimizi destekleyen cok sayida
apoptotik DNA’nin smear olusturdugunu gosteren calismalar bulunmaktadir.
Ornegin; EPA ile uyarilmis HT29 kolon adenokarsinoma hiicrelerinde (Clarke ve
ark. 1999) ve IGF1 ile uyarilmis LM2d6 fare fibroblast hiicrelerinde (Seto ve ark.
2001) apoptotik DNA parcalanmasi da smear olarak gosterilmistir.

Ayni faktorlerin farkli hiicrelerde DNA fragmentasyonunun farkli sekilde
etkiledigini gosteren calismalar da bulunmaktadir. Ornegin; sican yolk sac timaor
hiicre hatti olan NMT-1R hcrelerinde, radyoaktif hassasiyetin belirlendigi bir
calismada, kafein ile uyarilan hiicrelerin apoptotik DNA fragmentasyonunda fark
gorilmezken, radyasyon uygulanmis hiicrelerde ve kafein ile radyasyonun birlikte
uygulanmasi sonucu hicrelerde apoptotik DNA smear olarak gozlenmistir
(Higuchi ve ark. 2000). Yine ayni sekilde kanserli hiicre hatlari olan sican C6 ve
insan RBR12T hiicre hatlari Uzerine, toksik etkileri bilinen OHAP-1 adi verilen
bir venomun apoptotik etkileri arastirilmis, C6 hiicrelerinde az da olsa bir DNA
fragmentasyonu gozlenirken RBR12T hiicrelerinde blytk oranda smear apoptotik
DNA parcalanmasina neden oldugu belirlenmistir (Sun ve ark. 2003).

Bizim bulgularimizdan farkli olarak bazi hicre tiplerinde, gesitli etmenler
ile uyarilan normal ve kanserli hiicre hatlarinda DNA’nin tipik bir nikleozomal
apoptotik fragmentasyon gosterdigi de bildirilmistir. Ornegin, Jurkat H9-3D8
hicreleri APO-1 1gC3 ile muamele edildikten 24 saat sonra, dizenli bantlar
olusturarak fragmente olmustur (Daniel ve ark., 1999). HL-60 ve K562 gibi
kanser hicre hatlarinin, UV ve anti kanser ilaglarla (Yoon ve ark. 1996) veya bir
liken 6zttt olan CFP-2 ile (Lin ve ark. 2003) uyarilmis apoptosise duyarliliklari
DNA fragmentasyonu ile gosterilmistir.

Norma insan lenfositlerinde anti kanser ilaglar olan fludarabine ve

idarubicine ile apoptosis uyarildiginda, DNA'’larinda belirgin olarak gdzlenen
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fragmentasyona paralel olarak morfolojik incelemelerde de hiicre ¢ekirdeginde de
bir fragmentasyon gozlenmistir (Gonzales-Cid ve ark. 2002).

Calismamizin baslangicinda F2408 hiicrelerinde farkli bir DNA izolasyon
yontemi kullanilarak bir 6n calisma yapilmistir. Fenol gerektirmeyen ve islem
basamaklari kisa olan, Clarke ve ark. (1999)' nin yontemi uygulanmis, ayni
zamanda farkli UV sireleri (5 dk, 15 dk ve 30 dk) ve farkli inkiibasyon sireleri 48
ve 72 saat) de denenmistir. Uygulanan bu DNA izolasyonu yonteminde isemler
sirasinda fenol-kloroform temizlenmes ile ortamdaki RNA ve protein parcalari
temizlenmediginden dolayi, kontrol DNA’lari da dahil olmak Uzere bitin
hicrelerin DNA’larinin agaroz jel elektroforezinde smear olusturarak yuridugu
gorulmuistir. Bu sebeple, bu yontemin bizim calismamizin amacina uygun

olmayacagina karar verilmigtir.

4.4. Immuno floresan yontemi ile p53 ve MDM?2 proteinlerinin hicre igci

lokalizasyonlarinin belirlenmesi

Bu calismada; ras transform hicrelerin DNA'larina, apoptosisi uyarmak
icin UV isigi ile hasar verilerek, hticre dongisiiniin diizenlenmesinde gorev aan
p53 ve onun regulatéri MDM2 proteinlerinin ekspresyonu ve hicre igindeki
lokalizasyonlari arastirilmistir. Bu amacla calismalarda kullanilmak Uzere farkli
ras tiplerinin aktif oldugu hicreler secilmistir. Hras onkogeninin aktif oldugu
5RP7 fibroblastlari ve insan N-ras onkogeninin aktif oldugu CO25 miyoblastlari
materyal ve yontemde aciklandigi sekilde UV isiginin farkli dozlarina maruz
birakildiktan sonra p53 ve MDM2 antikorlari ve dapi cift isaretleme ile

incelenmistir.

4.4.1. p53 Proteininin ekspresyonu ve lokalizasyonu

F2408, 5RP7 ve CO25 hicrelerinde UV uygulamasinin p53 ekspresyonu
Uzerine etkileri toplu bir sekilde 6zetlenerek Cizelge 4.2'de gosterilmistir. p53'ln
bir ¢cok fonksiyonu cekirdekte lokalize olmasini gerektirmektedir. Mutant p53

cogunlukla neoplastik ve transform htcrelerin cekirdeklerinde lokalize olurken,
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yabani tip p53’ Uin sitoplazmik alanda da biriktigi de bildirilmistir (Ottaggio ve ark.
2000).

Cizelge 4.2. Fibroblast ve miyoblastlarda UV’ nin p53 ekspresyonu tizerine etkisi dzetlenmistir.

P53 Sitoplazma Periniiklear | Cekirdek Homojen Miktar
12 24 12 24 12 24 | 12 24 |12 24
kontrol + + Doza
10sn | + + bagli
F2408 30sn | + + artis
dk | + +
kontrol + +4g.
10sn | + + ca
S5RP7 30sn | + + ca
1dk | + + c.a
kontrol | + +ba 30sn
10sn | + + ve
CO25 30sn | + + 1dk
1dk | + + da
+b.h artis
kontrol | + + Cok
CO25 10sn b.a + az
Dex(+) 30sn + + siny.
1dk + +y. var

b.a: belirgin artis, b.h.: bazi hicrelerde, ¢.a: ¢cok az, g: genellikle, y: yogunlasarak artis

F2408 fibroblast hiicrelerinin kontrol gruplarinda p53 sinyali genel olarak
sitoplazmada lokalize olurken, H-ras aktif 5RP7 hlcrelerinin 12 saat inkibe
edilmis kontrolinde ise, p53'Un cekirdekten sitoplazmaya gectigi, 24 saat
inkUbasyon sonunda peri nilklear alanda yani sitoplazmada ¢ekirdek zari etrafinda
yogunlastigi  gordlmustir. Bu da ras aktif hicrelerde p53'0Un aktivitesini
gostermistir. UV uygulandiginda ise, F2408 hicrelerinde p53'in lokalizasyonu
bakimindan bir degisiklik olmazken, SRP7 hicrelerinde UV dkis ile p53'un
sitoplazmada, periniklear aanda lokalize oldugu hiicrelerin sayisinda bir artis
gbzlenmistir. Ancak normal fibroblastlar olan F2408 de periniklearda p53'e
rastlanmamistir. 5RP7 hiicrelerinde UV etkisiyle sitoplazmada cekirdek etrafinda
yogunlasmasi, p53'tin ras a bagli bir aktivasyonunu gostermistir.

Miyoblast hicrelerin kontrol gruplarinda, ras aktif ve inaktif hicrelerinin
her ikisinde de p53 sitoplazmada lokalize olurken, UV etkisiyle CO25 (Dex-)

hicrelerde yine p53'e sitoplazmada rastlanmistir. N-ras aktif olan Dex+
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hiucrelerinde p53'Un belirgin bir sekilde ¢ekirdekte lokalize oldugu gorulmustar.
Bu sonuclara gore, N-ras transformasyonunun p53’ e bagli apoptotik yolu uyardigi
soylenebilir.

H-ras ve N-ras aktif hicreler karsilastirildiginda, N-ras transformasyonu
olan CO25 hicresinde her iki inklbasyon stresinde p53'Un belirgin bir sekilde
cekirdekte lokalize olmasi, N-ras transformasyonunun miyoblastlari apoptotise
daha duyarli hale getirdigini distindirmektedir.

4.4.2. MDM 2 proteininin ekspresyonu ve lokalizasyonu
F2408, 5RP7 ve CO25 hicrelerinde UV uygulamasinin  MDM2
ekspresyonu Uzerine etkileri toplu bir sekilde Ozetlenerek Cizelge 4.3.de

gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Fibroblast ve miyoblastlarda UV'nin MDM2 ekspresyonu Uzerine etkisi

Ozetlenmistir.
MDM?2 Sitoplazma Periniiklear | Cekirdek Homojen Miktar
12 24 12 24 12 24 12 24 12 24
kontrol + +a
10 sn +a | +ca
F2408 30sn +a |ty
dk +ta |ty
kontrd + + apop
10sn + + Hic
5RP7 30sn + + artis
1dk + +
kontrol + g. az
10sn | + + siny.
CO25 30sn + +y [ +a var
1dk +y | +
kontrol + +
CO25 10sn | + +
Dex(+) 30sn + + +
1dk + + +

a azalarak, ¢.a cok az, g: genellikle, y: yogunlasarak artis

Mdm2 proteininin iki farkli ras transformasyonu tasiyan hicrelerde UV
etkis ile apoptotik yolda etkis arastirildiginda, F2408 ve 5RP7 fibroblastlarinin
kontrol gruplarinda MDM?2 c¢ekirdekte gorultrken, UV uygulamasindan sonra H
ras transform hticrede MDM2 miktari ¢ekirdekte artmis normal fibroblastlarda ise
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tam aks olarak azalma gorulmustir. Normal fibroblastlarda p53 miktarinin ¢ok
olmasi, MDM2'nin az olmasindan kaynaklanabilir. Cinkii MDM2, p53 proteinini
parcalamakta ve aktivitesini kaybetmesine neden olmaktadir (Zhang ve ark. 2004,
Brooks ve Gu 2003). Transform hucrelerde ise MDM2 miktarinin artmis olmas,
sitoplazmadaki p53 miktarinin azalmasina neden oldugu disindlebilir ¢unki
MDMZ2, p53'un bir regulatérudir ve sitoplazmik p53 miktarinin belirlenmesinde
rol oynamaktadir (Vargas ve Ronai 2002, Daujat ve ark 2002).

Birgok yayinda, normal kosullarda p19'un MDM2'yi bloke ederek p53' iin
normal aktivitesini gbstermesine ve dolayisiyla apoptozun gerceklesmesine
yardimci oldugu bildirilmistir (Cox ve Der 2003, King ve ark., 2002, Felsher ve
ark. 2000). Ancak, ras transform hicrelerde pl9 gibi bazi proteinlerin
aktivasyonu engellendiginde H-ras transform 5RP7 fibroblastlarda MDM2' nin
aktivite gostermedigi ve p53’ tin miktarinda artisla birlikte hticrenin apoptoza karsi
duyarli hale geldigi gorulmustir.

CO25 (dex-) hicrelerde kontrol gruplarinda MDM2 genel olarak
cekirdekte lokalize olmusken N-ras transform hiicrede kontrol grupta sitoplazmik
perintklear alanda lokalize olmustur. UV uygulamasiyla birlikte Mdm2 dex+
hiicrelerde buyUk oranda ¢ekirdekte lokalize olmaya baslamis, Dex- hicrelerde ise
12 saate oranla 24 saat inkutbasyon sonunda hala gekirdekte ancak miktari giderek
azamigtir. Transform hicrelerde her iki inklbasyon siresinde MDM2 nin
cekirdekteki lokalizasyonu ve miktarindaki artis dikkat cekmistir. Yine bu
hicrelerde 12 saat inkilbasyondan sonra, 10 sn ve 30 sn UV sirelerinde hem
cekirdekte hem sitoplazmada homojen olarak gorilmustir. Ancak ayni hiicrelerde
p53 proteinine sitoplazmada rastlanmistir. ras aktivasyonu ile MDM2
miktarindaki artis, p53'tin sitoplazmaya gecisini ve parcalanmasini hizlandirirken
ayni zamanda yeni sentez edilen MDM2' nin sitoplazmada sinyal verdigini ileri
srebiliriz.

rasile p53 arasindaki iliskiyi agiklamak icin yapilan bir ¢alismada SW480
hucreler farnesil tiosdisilik asit (FTS) ile muamele edildikten sonra ras, p53 ve
p21"@! miktarlari Western Blot yontemi ile arastirilmis ve FTS uygulamasinin
ardindan ras da belirgin bir azalma olurken, p53 miktarinda artis gozlenmistir.

Ras'in p53'U aktive edebilmes icin pl9'a gereksinimi vardir (Wiener ve ark.
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2004). Yih ve Lee (2000), yaptiklari bir ¢calismada, insan fibroblast hicrelerinde
(HFW) arsenit ile uyarilan DNA znciri kirilmalarini Comet yontemiyle tespit
etmisler ve arsenit ile uyarilan hicrenin ¢ekirdeginde p53'tn 6nemli miktarda
biriktigini belirlemislerdir. ES hicrelerinde MDM2 ve p53 seviyeleri PALA,
uygulamasinin  ardindan arastirildiginda, MDM2 ile p53'in kompleks
olusturduklari ancak MDM?2 seviyesinde artis olmadigi tespit edilmistir (Aladjem
ve ark. 1998).

NIH3T3 hicrelerde eksprese olan p53'Un seviyesini belirlemek icin
hicreler pcDNA ile transfekte edildikten sonra PEI bagimli olarak p53'in hiicre
ici seviyesinde ve onun regulatorii olan MDM2 seviyesinde anlamli bir artisa
rastlanmamistir (Lepik ve ark. 2003).

Sonug olarak, MDM2 proteini p53 U parcaladigi igin ¢ekirdekte lokalize
olan p53 azalmakta ve hiicreler apoptosisden kagmaktadirlar. N-ras ve H-ras aktif
hicreler arasinda apoptosise direng ve p53-MDM?2 proteinlerinin ekspresyonu
bakimindan fazla fark olmamistir. Genel olarak her iki hicre tipi de UV’ye kars
benzer karakterleri gostermistir. N-ras transform hicrelerde p53' in az oranda
gorinmesinden dolayi, H-ras transform hiicrelerde MDM2' nin ras bagimli
aktivasyonunun daha fazla oldugunu ileri stirebiliriz.

Ras aktivasyonu ile pro apoptotik iliskisinin agiklanmasina yonelik
calismalar, farkli yontemler uygulanarak ta yapilmaktadir. Ornegin apoptosisin
Oonemli belirteclerinden olan DNA zincirindeki kirilmalari (3 serbest OH
gruplari)’nin tespit edilmesi TUNEL yontemi ile yapilmaktadir (Schwieger ve ark.
2001). Apoptotik htcrelerin oraninin  belirlenebilmesi i¢cin  Flowsitometride
Anneksin V boyama yontemi ile G1 evresinde bekleyen ve 6lmis hicrelerin
sayisi belirlenebilmektedir (Sun ve ark. 2003). FACS yontemi ile propidyum
iyodir ile cekirdek boyamaari da apoptotik morfolojideki hicrelerin
belirlenmesinde siklikla kullanilan yontemler arasindadir. Biz calismamiz
sirasinda laboratuar imkanlarimiza uygun olan yontemleri sectik.

Caismanin bundan sonraki kisminda, tez kapsaminda calisamadigimiz
p19°FF ile ras sinyal yolundaki ve apoptosis mekanizmasinda gérev alan p53 ve
MDM2 proteinleri Uzerine etkilerinin arastirilmasi planlanmaktadir. Bunun igin

p21® p19"RF p53 ve MDM2 proteinlerinin ekspresyonlarinin Western Blot
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yontemi ile tespit edilmes ve apoptotik hlcrelerin oraninin ise Flow sitometri

Anneksin V floresan boyama yontemleri ile belirlenmes dustinilmektedir.
Bahsettigimiz bitin bu mekanizmalarin aydinlatilabilmesi, herhangi bir

basamakta etkili olan bir molekilin kesfedilmes en azindan ras onkogeninin

etkili oldugu kanserlerin tedavisine olanak saglayacaktir.
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