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ÖZET 

Doktora Tezi 

 

N-ras ve H-ras ONKOGENLERININ p53 ve MDM 2 PROTEINLERININ 

SENTEZI ÜZERINE ETKILERININ DNA HASARLI KÜLTÜR 

HÜCRELERINDE ARASTIRILMASI 

 

EMEL ERGENE 

 
Anadolu Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dali 

 

Danisman:  Yard. Doç. Dr. HÜLYA SIVAS 

2005, 142 sayfa 

 

Bu çalismada; ras transform hücrelerin DNA’larina, apoptosisi 

uyarmak için UV isigi ile hasar verilerek, hücre döngüsünün 

düzenlenmesinde görev alan p53 ve onun regülatörü MDM2 proteinlerinin 

ekspresyonu ve apoptosis üzerine etkileri arastirilmistir. Bu amaçla 

çalismalarda kullanilmak üzere, H-ras aktif 5RP7 fibroblastlari ve insan N-

ras aktif CO25 miyoblastlari seçilmistir. UV isiginin farkli dozlarina maruz 

birakildiktan sonra hücre çekirdeklerinde ve morfolojisinde meydana 

getirdigi apoptotik degisimler AO/EB boyama yöntemi ile belirlenmis ve 

DNA’larinda meydana gelen fragmentasyonlar tespit edilmistir. p53 ve 

MDM2 proteinlerinin ekspresyonlarini ve hücre içindeki lokalizasyonlarini 

belirlemek için, FITC isaretli özgül antikorlar ve Dapi çift isaretleme 

yöntemi kullanilmistir. Sonuç olarak; H-ras transformasyonu; fibroblast 

hücrelerinde p53’ün MDM2 tarafindan parçalanmasiyla, UV ile uyarilan 

apoptosise karsi dayanikliligi arttirirken; N-ras transformasyonunun, 

miyoblast hücrelerde p53’e bagli apoptotik yolu uyardigi ve apoptosise 

duyarli hale getirdigi görülmüstür. 

Anahtar kelimeler : Apoptosis, Onkogen, N-ras, H-ras, p53, MDM2 



 

 

ii 

ABSTRACT 

 
PhD Thesis 

 
INVESTIGATION OF EFFECTS OF N-ras AND H-ras ONCOGENES ON 

SYNTHESIS OF p53 AND MDM2 PROTEINS IN DNA-DAMAGED CELL 

LINES 

 
EMEL ERGENE 

 
Anadolu University 

Graduate School of Sciences 

Biology Program 

 
Supervisor:  Assist. Prof. Dr. HULYA SIVAS 

2005, 142 pages 

 

 In this study, effects on N-ras and H-ras oncogenes on the synthesis of 

p53, p19 and MDM2 proteins in cell lines, DNA damaged by UV, were 

investigated. For this purpose, H-ras active 5RP7 fibroblast and human N-ras 

active CO25 myoblast were selected. Apoptotic changes on cell nuclei and 

morphology, after different UV dose treatment, were determined by AO/EB 

staining procedure. DNA fragmentation were detected. FITC-spesific 

antibodies and Dapi staining procedures were used to determine p53 and 

MDM2 protein expressions and their localization. As a result, H-ras 

transformation in fibroblast, UV induced apoptosis resistance increased by 

p53 degradation by MDM2. N-ras transformation in myoblast, UV induced 

apoptosis sensitivity increased by apoptotic way dependent on p53. 
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BÖLÜM I 

 

1. GIRIS 

 

Çok hücreli canlilarin en temel özelligi, büyümesi ve çogalmasi ileri 

düzeyde kontrol sistemine sahip vücut hücrelerine bagli olarak, belirli yasam 

sürelerine sahip olmalaridir. Çogalmak üzere uyarilmis bir hücre “hücre döngüsü” 

olarak adlandirilan bir dizi morfolojik degisikliklerin ve biyokimyasal 

aktivitelerin gözlendigi bir süreçten geçmektedir. Hücre döngüsü çekirdek 

bölünmesinin gerçeklestigi mitoz (M) evresi ve iki bölünme arasindaki interfaz (I) 

evresi olmak üzere 2 temel evreden olusmaktadir. Bir hücrenin mitoza girmeden 

önceki hazirlik evresi olan interfaz fonksiyonel olarak G1, S ve G2 evrelerinden 

geçmektedir. Bölünmeyi düzenleyici çesitli siklinler ve siklin-bagimli protein 

kinazlar gibi gerekli birçok proteinin sentezi tüm interfaz evresi boyunca 

gerçeklesirken yalnizca S fazinda DNA replikasyonu meydana gelmektedir 

(Cooper 2000, Güven 1999). 

Bir organizmanin yasami boyunca epitel hücreler ve hematopoietic kök 

hücreler gibi bazi hücreler sürekli bölünmektedir. Çogalma sinyali hücreler arasi 

büyüme faktörleri tarafindan düzenlenmekte, hücre G1 kontrol noktasini geçerek S 

evresine girmekte ve mitozla döngüyü tamamlamaktadir. Yeterli büyüme faktörü 

olmayan durumlarda ise hücre, kontrol noktasinda kalarak S evresine girmeden 

döngüden çikmakta ve hücre döngüsü engellenmis olan hücreler, G0 olarak 

adlandirilan sessiz bir evreye girmektedirler. G0 hücreler, metabolik olarak aktif 

fakat bölünmekten vazgeçmisler ve protein sentezini azaltmislardir. T ve B 

lenfositleri ile fibroblastlar gibi bir çok hayvan hücresi, uygun büyüme faktörleri 

yada hücreler arasi sinyaller tarafindan çogalmaya yönlendirilmeksizin G0 

evresinde beklemektedir. Diger bazi hücre tipleri ise, terminal olarak farklilasmis 

ve organizmanin yasami boyunca bölünmeyen hücrelerdir. Iskelet kasi hücreleri, 

kalp kasi hücreleri, yag hücreleri ve sinir hücrelerini içine alan bu grupta, özellikle 

dis kaynakli uyaranlara cevap olarak büyümekte ancak bölünmemektedir. Bu 

hücrelerin bölünüp çogalmasi embriyonik dönemde olmakta ve yasamlari 

boyunca G0 evresinde kalmaktadir (Reddel 2000, Stein 1999, Cooper 2000 ). Bazi 
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hücreler ise embriyonik dönemde yada gelismis organizmada olsun 

programlanmis bir sekilde ölerek yok olurlar (apoptosis). Bütün bu mekanizmalar 

ile homeostatik denge saglanir ve organizmalarin normal gelisimleri için çok 

önemlidir. Bu mekanizmalarin herhangi bir basamaginda yada kontrol 

noktalarinda meydana gelen aksama ise hücrenin sinirsiz bir sekilde çogalmasiyla 

yani kanser gelisimiyle sonuçlanabilmektedir. Kanserli hücreler sürekli bölünmeyi 

durdurma sinyallerine uymazlar. G1 evresi hücrenin geri kalan yasantisi için seçim 

yaptigi evredir. Döngünün diger evrelerinde hücre dis dünya ile iletisimini kesmis 

durumdadir ancak G1 de hücre disaridan gelen her türlü sinyale açiktir. Normal bir 

hücre etrafindan gelen sinyaller dogrultusunda hareket ederken, kanserli hücre bu 

sinyallere uymamakta ve devamli olarak döngüde kalmaktadir (Guo ve Hay 1999, 

Bertram 2001). 

 

1.1. Hücre döngüsünün kontrol noktalari 

 

Hücre döngüsünün kontrolünde etkili olan 3 ana kontrol noktasindan en 

temel olani, DNA replikasyonu tamamlanana kadar mitozun baslamasini 

engelleyen G2 kontrol noktasidir. Genomun tamaminin eksiksiz ve hatasiz bir 

sekilde kopyasinin çikartilmasi sirasinda olusabilecek hatalari bulup tamir 

edebilmek için hücreye zaman kazandirmaktadir. Bir diger kontrol noktasi G1’de 

ise, hücre S evresine girmeden önce mevcut olan DNA hasarlari tamir edilmekte 

ve hatali replikasyon engellenmektedir. Üçüncü bir kontrol noktasi ise M 

evresinde görülmektedir. Mitozun sonunda kromozomlarin yeniden 

düzenlenmesini denetlemekte ve kardes hücrelere hatali paylastirilmasini 

önlemektedir (Cooper 2000). G1 döngünün süresi bakimindan en fazla degiskenlik 

gösteren ve döngünün en belirleyici evresidir. Bu evrede hücre; bölünmek, 

farklilasmak yada ölmek için karar vermektedir. Hücreyi bölünmeye sevk eden 

sinyaller, çok sayida hormonlar, büyüme faktörleri ve sitokinlerden olusmaktadir 

(Cooper 2000, Karp 1999). Bu moleküller reseptörleri araciligiyla ya direk olarak 

transkripsiyonu baslatmakta veya hücre döngüsünü kontrol eden proteinlerin 

aktivasyonlarini saglayan bir selaleyi tetikleyerek transkripsiyonu 

baslatabilmektedir (Stein ve ark. 1999).  
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Hücre döngüsü, siklin adi verilen proteinler, siklin-bagimli protein kinazlar 

(CDK) ve siklin bagimli protein kinaz inhibitörler (CDI) tarafindan kontrol 

edilmektedir (Sekil 1.1). Ortamda bir mitojen bulundugunda cevap olarak siklin D 

sentezlenir, mitojen ortadan kalktiginda ise hizla parçalanir. G1 evresi aktiviteleri, 

D tipi siklinler (D1, D2 ve D3) ile birlesen CDK4 ve CDK6 tarafindan 

gerçeklesmektedir. Bu CDK’larin substralari arasinda, DNA replikasyonu için 

gerekli genlerin aktivasyonunu saglayan transkripsiyon faktörler vardir. Siklin E, 

G1/S evrelerinin sinirinda sentezlenmekte, replikasyona baslamak için gerekli olan 

Siklin E ile CDK2 birlestiginde, hücre S evresine geçmekte ve S evresinde siklin 

E parçalanmaktadir. G2’den M’ye geçis ise, siklinA-CDK1 ve siklinB-CDK1 

komplekslerinin aktiviteleri ile gerçeklesmektedir. Bu kompleks, hücre iskelet 

proteinlerin, histon ve çekirdek etrafini saran proteinlerin fosforilasyonuna sebep 

olmaktadir. Siklin A, S boyunca sentezlenir ve anafaz basinda yikilirken siklin B1 

ise S’in sonunda sentezlenmeye baslayarak G2/M evresinde en yüksek seviyeye 

ulasmaktadir. Siklin B’nin parçalanmasi, CDK1’in inaktif olmasinda anahtar rolü 

oynamaktadir. Böylece, döngünün mitozu tamamlayip G1’e geri dönmesini 

engellenmektedir. CDK; sentezlendiginde inaktiftir, ancak siklin ile birlestiginde 

aktifleserek siklin-CDK bilesenini olusturmakta ve aktif CDK da substratlari 

fosforlayarak aktive etmektedir. Aktive olan substrat, hücre döngüsünü ya 

durdurarak yada bir sonraki asamaya geçirerek düzenlemektedir. Aktivite 

kazanmis CDK; CDI’nin sikline, siklin-CDK kompleksine veya kendisine 

baglanmasi sonucunda inaktif hale dönüsmektedir (Karp 1999, Moroy ve Geiser 

2004, Cooper 2000, Yang ve ark. 1998).  

Insan kanserlerinin tamamina yakininda gözlenen bozukluklar, G1 

evresinin ilerlemesini dogrudan yada dolayli ola rak düzenleyen genler üzerinde 

meydana gelmektedir. Siklin miktarinda ve islevinde sürekli bir artis gözlenirken, 

CDI miktari ve islevi 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), 
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proteinin ya hiç sentezlenmemesine yada inaktif protein sentezine yol açmaktadir 

(Öztürk 1997). 

 

 

                              
  SiklinB/A+CDK1     

 SiklinD’ ler + CDK4, CDK6 
SiklinA + CDK2 
   SiklinE + CDK2 
 

Sekil 1.1. Hücre döngüsünün farkli evrelerinde, çesitli siklinler ve siklin bagimli kinazlar 
arasindaki iliski (Karp, 1999). 

 

 

1.2. Kansere Neden Olan Ajanlar 

 

1.2.1. Kimyasal ve Fiziksel Kanserojenler 

Kanser, bir vücut hücresinin engellenemeyen , kötü huylu çogalmasidir 

ve anormal doku kitlesinin (tümör) olusmasiyla sonuçlanir (Güven 1999). 

Günümüzde kansere yol açan etmenler arasinda dogal ve insan yapimi kimyasal 

maddeler, fiziksel (radyasyon) etkenler ve virüsler bulunmaktadir. Radyasyon ve 

kimyasal kanserojenler DNA hasarlarina ve mutasyonlara yol açarlar. Bu 

kanserojen ajanlar çogunlukla hücre döngüsünde rol alan hedef genlerde 

mutasyon olusturdugundan  dolayi kanser olusumunu baslatmaktadirlar. UV 

isinlari ve kimyasal kanserojenlerin, insan kanserlerinin %90’nina sebep oldugu 

bilinmektedir (Cooper 2000). 

                           
    
                                 
                                         
            

s 

G2    

G1 

M 



  5 

Kanserojenlerden çogunun, DNA ile ve hücrenin diger makro molekülleri 

ile kovalent baglar kurmak üzere reaksiyona giren elektrofil maddeler oldugu 

bilinmektedir. Neoplastik hücrelerde meydana gelen transformasyonlar kalitsal 

oldugundan ve genetik isleyis degistiginden, DNA kanserojen maddeler için bir 

hedef teskil etmektedir. Mutajenik kanserojenlerden bazilari DNA’daki bazlarin 

alkilasyonuna veya arilasyonuna yol açmakta, bu  etkilesim, DNA molekülü 

üzerinde bulunan nükleofilik oksijen ve azot ile reaksiyona girerek 

gerçeklesmektedir. En reaktif bölgeler guanindeki N7 ve O6 ile adenindeki N3 ve 

N7 kisimlaridir. Alkilasyon ve arilasyonun yani sira, DNA çift sarmali içine bazi 

toksik maddelerin girdigi görülmektedir. Sarmalin kivrim uzunlugunda bir artisa 

yol açan bu bilesikler, sarmalin çapina esit üç tane bitisik aromatik halka  

(heterosiklik) dan olusan yapiya sahiptir (Güven 1999, Bertram 2001, Marnett 

2000, Guengerich 2000). 

Ultraviyole (UV) isinlari ve fotonlari içeren iyonize radyasyon tek basina 

DNA sarmalinin tek yada çift ipliginde kirilmalara sebep olabildigi gibi hücre 

içinde DNA polimeraz’dan kaynaklanan DNA hasarlari, 5-metilsitozin’in 

depürinasyonu, deaminasyonu yada serbest radikallerden olusan oksidatif hasarlar 

(Nara ve ark. 2001, Finkel 2002, Smith ve Fornace 1997) gibi olaylarin da 

baslatici ajani olarak görev almaktadir (Bertram 2001, Soehnge ve ark. 1997). UV 

radyasyonunda, iyonlarin etkisiz olan enerjileri DNA’daki bazlar tarafindan 

tutularak çesitli kimyasal reaksiyonlar ile etkili bir hale dönüstürülmektedir. DNA 

moleküllerinin en iyi tuttugu UV fotonu 260nm dalga boyundadir ve DNA baz 

çiftlerinde hasara neden olmaktadir (Zimmer ve Slawson 2002). Örnegin DNA 

sarmalinda iki komsu timidin arasinda UV etkisi ile kovalent bag kurularak timin 

dimerleri olusmaktadir, normal baz çiftlerinin bu sekilde bozulmasiyla, DNA 

polimerazin ilerlemesini engellediginden dolayi eger tamir edilmezse mutasyon 

olusmaktadir. UV hasari sonucunda genomda artan mutasyonlarin tamir edilmesi 

yada hasarli hücrelerin yok edilme mekanizmasi (apoptosis)’nin bozulmasi gibi 

yollarda görev alan genlerdeki bozukluklar sonucunda yaklasik %90 oraninda deri 

kanserleri gelismektedir (Bertram 2001, Soehnge ve ark. 1997, Zimmer ve ark. 

2002, Carvalho 2003).  
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1.2.2. Virüsler:  

 

Günümüzde yapilan arastirmalar sonucunda virüslerin kansere sebep 

oldugu bilinmektedir. Virüslerin tasidiklari onkogenler konakçi hücre genomuna 

girip ifade edildiklerinde, olusturduklari ürünler ile konak hücrenin 

kanserlesmesine neden olmaktadirlar. Peyton Raus’un tavuklarda lösemiye neden 

olan, Raus sarcoma adini verdigi bir virüs ile yaptigi çalismalar sonucunda 

virüslerin de kansere neden oldugu anlasilmistir. Raus sarcoma bir retrovirüstür 

ve src adi verilen bir onkogen tasimaktadir. src  geni bir hücre içi sinyal molekülü 

olan protein kinazi kodlar (Inoue ve ark.1992, Inoue ve ark.1998). Normal 

hücrelerde protein kinaz molekülü serin ve treonin’ i fosforlarken src ürünü olan 

protein kinaz, tirozini fosforlamak suretiyle hücre bölünmesini baslatip 

kanserlesmeye yol açmaktadir. v-erb-B, v-myc, v-fms  diger bazi viral onkogenlere 

örnek verilebilir (Yoshioka ve ark. 2002, Cooper 2002).  

Onkogen içermeyen retrovirüslerin hücreyi enfekte etmesi sonucunda, eger 

virüs genomu proto onkogenlere komsu olacak sekilde eklenmis ise, promotor 

gibi davranarak proto onkogenin transkripsiyonunu aktive edebilir. Örnegin Insan 

papilloma virücü (HPV) ve hepatit B’nin myc lokusu yakinina integre olmasi 

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, tümör baskilayici genlerin inaktivasyonu, büyüme faktörleri ve 

reseptörleri ile ilgili degisiklikler ve apoptosis mekanizmasinin engellenmesi, 

olarak 4 grup da incelenebilir (Köktürk 2003). 
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1.3.1. DNA tamir makanizmasinin bozulmasi 

 

Normal kosullarda, kanserojenler ve genotoksik olaylara maruz kalma 

hücre döngüsünü yavaslatmakta ve bu sirada hücreler DNA hasarini G1 evresinde 

tamir etmektedirler. DNA’si hasarli hücrelerin G1evresinde durmasini p53 adi 

verilen bir tümör baskilayici protein tarafindan kontrol edilen bir mekanizma 

saglamaktadir. Bu arada hata tamir edilir yada edilemeyecek kadar büyükse hücre 

apoptosise gider. Ama DNA tamir mekanizmalarinin eksik oldugu durumlarda ise 

hücre bir sekilde apoptosisden kurtularak hatali DNA’nin bir sekilde yavru 

hücrelere aktarilmasi mutasyonlarin birikmesine ve kanser gelisimine neden 

olmaktadir (Köktürk 2003, Cooper 2002, Bertram 2001, Soehnge ve ark. 1997).  

DNA tamir kapasitesindeki genetik kökenli hasarlar bazi kalitsal 

kanserlerin gelismesinde önemli faktörlerdir. Örnegin UV’nin etkisiyle gelisen 

kseroderma pigmentosumun görüldügü bireylerde bazi DNA tamir 

mekanizmalarinin çalismadigi bilinmektedir. Bazi kalitsal kolon kanseri 

formlarinda hatali eslesme’yi tamir eden enzimlerde mutasyon genomik 

kararsizligi arttirmaktadir (Bertram 2001’den derlenmistir).  

 

1.3.2. Tümör baskilayici genlerin inaktivasyonu  

 

Kanser gelisiminde rolü olan bir diger mekanizma, tümör baskilayan 

genlerin fonksiyonlarinin kaybidir. Kanser gelisiminde en iyi bilinen tümör 

baskilayici gen p53’tür. DNA hasarina verilen hücresel cevabin kontrolünde görev 

alan bir transkripsiyon faktör olan bu gen, DNA hasari ile aktive olur ve bir dizi 

genin, p21, MDM2, BAX ve GADD45, düzenlenmesine neden olmaktadir. 

Bunlar, G1/S geçisini, G2/M DNA hasari kontrol noktasini ve apoptosisi 

düzenlemeye yardimci olmaktadirlar. p53 fonksiyonunun kaybi sonunda bu 

fonksiyonlar görülemeyeceginden dolayi kansere yatkin ve kanserlesen hücreler 
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gelismektedir. p53 fonksiyon kaybi çogunlukla allel kayiplari veya vücut 

hücrelerinde yanlis anlamli mutasyonlar seklinde ortaya çikmaktadir ( Bertram 

2001, Lewin 1997, Karp 1999, Shay ve ark. 1991). 

 

1.3.3. Büyüme faktörleri ve reseptörleri ile ilgili degisiklikler 

 

Kanser hücreleri çesitli hormonlar üretmekte ve bu hormonlarin hücre 

yüzeyindeki reseptörleri ile etkilesimi sonucunda kendi büyümelerini otokrin 

yollarla uyarmaktadirlar. Kanser hücreleri birçok büyüme faktörü üretilmesiyle 

çogalmak için avantaj kazanmaktadir. Eger bir tümör hücresi, hem bir büyüme 

faktörü hem de reseptörünü tasiyorsa kendisini uyaran büyüme halkasina (otokrin 

büyüme halkasi) sahiptir, otokrin halkasi normal hücrelerde de bulunmakta ancak 

sadece fizyolojik uyarilara cevap vermektedir fakat kanserli hücrelerde bu denge 

bozulmustur. Hücrelere büyüme sinyali gönderen çok sayida büyüme faktörü ve 

reseptörü bilinmektedir. Epidermal growth faktör (EGF) ve reseptörü (EGFR), 

transforming growth faktör (TGF), hepatosit growth faktör (HGF), fibroblast 

büyüme faktörleri (FGF), matriks metallo proteinazlar (MMP) ve PDGF örnek 

olarak verilebilir.  

 

1.3.4. Apoptosis mekanizmasinda bozukluklar 

 

Çevresel nedenlerle yada virüslerin etkisiyle DNA’si zarar görmüs olan 

hücreler, organizmanin zarar görmemesi için kendilerini öldürürler. 

Programlanmis hücre ölümü olarak bilinen bu ölüm sekli apoptosisdir. Genel 

olarak, hücre ölüm reseptörleri olarak bilinen Fas ve tümör nekroz faktör 

reseptörü-1 (TNFR-1)’in ilgili ligandlari ile etkilesmesi sonucunda uyarilir. Bu 

ölüm sekli fizyolojik kosullarda meydana gelmektedir. Ancak p53, Rb gibi tümör 

baskilayicilarin inaktivasyonu yada bcl-2’nin aktivasyonunda apoptosise 
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gidemediginden, hücreler kontrolsüz olarak bölünmeye devam etmektedir. Bazi 

virüsler, enfekte ettikleri hücrenin apoptosise gitmesini baskilayan yollar 

gelistirmislerdir. Örnegin, ebstain barr virüsü, hücrenin apoptosis engelleyici 

faktörü olan bcl-2’ye benzer moleküller üreterek apoptosisi engellerken, papiloma 

virüsde, p53’ü inaktif ederek apoptosisi engellemektedir. Zamani geldiginde 

normal olarak apoptosise gidemeyen ve daha uzun süre yasayan hücreler, 

genomlarinda biriktirdikleri mutasyonlarin etkisiyle kanserli hücrelere dönüsme 

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

 

1.4. Onkogenler 

  

Normal hücrelerde, hücrenin büyümesi, farklilasmasi yani yasami için 

gerekli olan,“proto-onkogen” adi verilen ve onkogenlerin kökenini olusturdugu 

düsünülen genler vardir (Stehelin 1976, Cooper 2002, Bertram 2001, Öztürk 

1997). Proto-onkogen adi verilen normal hücresel genler, mutasyon, kromozom 

translokasyonlari ve amplifikasyon veya transkripsiyon düzensizlikleri 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 hücre sinyal iletim yolunda ve hücre büyümesinin düzenlenmesinde önemli 

rol oynamaktadirlar (Lewin 1997, Köktürk ve ark. 2003, Güven 1999, Karp 

1999).  

 

1.4.1. Onkogenlerin fonksiyonlari 

 

Bugüne kadar en az 100 kadar onkogen tespit edilmistir (Lewin 1997) ve bu 

onkogenleri fonksiyonlarina göre dört grupta toplamak mümkündür (Karp 1999). 

       1. Büyüme faktörü ve reseptörlerini kodlayan onkogenler: 

Onkogenler ile büyüme faktörleri arasindaki iliski ilk kez, Simian Sarcoma Virüs 

(ssv)’ün bir büyüme faktörü olan PDGF (Platellet Derived-Growth Factor)’i 

uyaran bir onkogen (sis) tasidigi tespit edildiginde belirlenmistir. PDGF’ in 

β − zinciri ile ilgili olarak v-sis ve int-z genleri, EGF (Epidermal Growth Faktor) 
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ile ilgili olarak erb-B onkogeni ve FGF (Fibroblast Growth Faktor) ile ilgili k-fgf-

hst onkogenleri bu gruba örnek verilebilir (Karp 1999, Barit 1992, Mosesson ve 

Yarden 2004). 

 

       2. Sitoplazmik protein kinazlari kodlayan onkogenler: Serin-

threonin kinazlar ve tirozin kinazlari kapsayan sitoplazmik protein kinazlar, 

onkogenler tarafindan kodlanmaktadirlar (Karp 1999). Örnegin, raf onkogeni 

MAP kinaz yolunu baslatarak hücreye ilk bölünme sinyalini vermektedir 

(Köktürk ve ark. 2003, Karp 1999, Barit 1992, Stancato ve ark. 1993, Morrison ve 

ark. 1993, Kovacina ve ark.1990). Diger bir örnek, src onkogenidir. Bu gen ayni 

zamanda bir protein kinazdir ve serin threonin yerine proteindeki tirozin’i 

fosforile etmektedir. src-protein kinaz, sinyal iletiminde, hücre iskelet sistemi 

gelisiminde ve hücrelerin birbirine tutunmasinda (adezyon) görev almaktadir. 

Diger bilinen onkogenlere, c-erb B-1, c-erb b-2, c-fms, c-met, örnek verilebilir 

(Köktürk ve ark. 2003, Karp 1999, Yoshioka ve ark. 2002, Inoue ve ark.1992, 

Barit 1992, Stancato ve ark. 1993, Rohon ve ark. 1993).  

 

       3. Nüklear transkripsiyon faktörleri kodlayan onkogenler: myc, 

myb, fos, jun, rel, erbA gibi onkogenler transkripsiyon faktörler olarak görev 

yapan proteinleri kodlamaktadir. Bir transkripsiyon faktör kodlayan 

onkogenlerden en çok çalisilmis olani myc’dir (Rohon ve ark.1993, Petters ve ark. 

1997). myc geni DNA’ ya baglanan üç çekirdek fosfoprotein’ i kodlar, bu 

fosfoproteinler DNA sentezinin baslamasinda, hücre çogalmasi ve 

farklilasmasinda görev almaktadirlar (Köktürk ve ark. 2003). myc geni genellikle 

amplifikasyon ve transkripsiyondaki düzensizliklerle onkogen haline 

dönüsmektedir ve küçük hücreli 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 hücre ölümü) ile ilgili en iyi bilinen onkogen bcl-2’dir. Hücre 

membranina bagli bir protein kodlamakta ve bu protein hücreyi 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 üzerinde anormal bir bölgeye transloke oldugunda 

normalden fazla ifade edilmekte ve tümör gelisimine neden olmaktadir. Insan 

lenfoid kanserlerinin olusumuna bcl-2 geninin yol açtigi 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’ün negatif düzenleyicisi olarak görev yaparak apoptosisi engellemektedir 

(Stad ve ark. 2001). 

 

1.4.2. Onkogenlerin aktivasyonlari 

 

 Proto-onkogenlerin ifadesini ve yapisini degistirerek aktiflestiren, 

onkogene dönüstüren 3 temel mekanizma bilinmektedir. 

 1. Nokta mutasyonlari: Çalisilmis bütün insan tümörlerinin %30’unda 

aktive olmus ras genlerinden kaynaklandigi bulunmustur. Üç ras geninin (H-ras, 

K-ras, N-ras), kodlama dizisinin 12., 13. ve 61. kodonlarinda olmak üzere 3 tane 

mutasyon egilimi tasiyan sicak nokta bulundugu tespit edilmistir. Bu bölgelerden 

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 tümör baskilayici genlerin 

fonksiyonlari ortadan kalkmaktadir. p53’de meydana gelen mutasyonlarin 

çogunlugu 5. ve 9. ekzonlar arasinda olusmaktadir, bunun sonucunda kolorektal, 

servikal hepatosellüler prostat, kronik lösemi gibi kanser türleri olusmaktadir 

(Ören 1999, Candwell ve Zambetti 2001). 

 2. Promotor ilavesi ve gen amplifikasyonu: Örnegin; kemirgenlerde, 

myc proto onkogeni promotoruna retrovirüs eklenmesi sonucu myc aktivasyonu 

ile T hücre lösemisi olustugu tespit edilmistir (Popescu ve Zimonjic 2002, Felsher 

ve Zetterberg 2000). Yapilan çalismalar, birçok onkogenin amplifikasyonu yolu 

ile; ya gen kopya sayisinda yada transkripsiyon seviyesinde artisla aktive 

olduklarini göstermistir (Köktürk ve ark. 2003, Popescu ve Zimonjic 2002). 
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Onkogenlerin amplifikasyonu, en çok insan solid tümörlerinde gösterilmistir. 

Ayrica degisik oranlarda limfoid malignant tümörlerde de bulunmustur. Fare 

osteosarkoma hücrelerinde, meme kanseri ve tümör hücre hatlarinda myc 

amplifikasyonu ve tümörlesme 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: Birçok tümör hücresinde, bilinen 

onkogen bölgesinde genis çapli translokasyonlar ve diger kromozom 

anomalilerinin meydana geldigi bilinmektedir. Kromozom translokasyonlarinda, 

kromozomun bir bölgesi koparak yer degistirir, genin yeni yerlestigi bölge, 

devamli uyari alan bir genin regülatör bölgesinin kontrolü altinda ise sürekli 

uyarilacaktir (Köktürk ve ark. 2003). myc lokusunun yakininda yada içinde yaygin 

olarak bulunan translokasyonlar Ig geninin transkripsiyonuna neden olmaktadir. 

Lösemi, lenfoma ve solid tümörlerde belirlenmis olan translokasyonlar promotor 

bölgeleriyle çok yakin olan proto-onkogenlerin aktivasyonlarina neden olmaktadir 

(Popescu ve Zimonjic 2002, Köktürk ve ark. 2003, Güven 1999). Kromozomal 

translokasyon ile olusan diger bir aktivasyon sekli ise, kronik miyelotik lösemiye 

özgü filedelfiya kromozomudur. abl onkogeni normal yerlesim yeri olan 9. 

kromozomdan 22. kromozomun özel bir bölgesine geçis yaptiginda normal abl 

proteininden olusan ve tirozin kinaz aktivitesine sahip bir füzyon proteini 

üretmektedir (Popescu ve Zimonjic 2002, Shimakage ve ark. 1995).  

 

 

1.5. Tümör Baskilayici Genler 

 

 Anti-onkogenler olarak da adlandirilan tümör baskilama genleri normal 

hücrede aktif iken tümör hücresinde fonksiyonlarini kaybetmektedirler (Güven 

1999, Soehnge ve ark. 1997, Agarwall ve ark. 1998). Tümör baskilayan genler, 
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hücre bölünmesini durduran proteinleri kodlamaktadirlar ve bu yüzden  hücre 

çogalmasi için bir negatif düzenleyicidirler (Karp 1999). Ilk kez kesfedilen tümör 

baskilayici gen retinoblastoma (Rb), göz retinasinda olusan çocuk kanserlerinin 

arastirilmasi sirasinda ortaya çikarilmistir (Petters ve Vousden 1997).

 Günümüzde bilinen yaklasik 20 tane insan tümör baskilayici gen tespit 

edilmistir. Bunlardan bazilari Çizelge 1.1.’de verilmistir. Hücre döngüsünün 

düzenlenmesinde rol alan tümör baskilayici genlerden en çok çalisilmis olanlari 

p53 ve Rb genleridir. Tümör baskilayici genlerden bir kismi (p53, WT1) 

transkripsiyon faktörleri kodlamaktadir; diger bir kismi (RB, p16) hücre 

döngüsünü düzenleyen proteinleri kodlarken bir kisim tümör baskilayici genler ise 

(NF1), sinyal iletim yollarinda görev alan molekülleri kodlamaktadir (Petters ve 

Vousden 1997).  

 
Çizelge 1.1. Tümör baskilayici genler (Karp 1999) 

 

Tümör baskilayici gen   Tespit edildigi kanser türleri  

APC      Adenomatosis poliposis  

BRCA1      Gögüs ve yumurtalik kanseri 

NF1      Nörofibroma tip 1 

NF2      Nörofibroma tip 2 

P16 (MTS1) Melanoma,pankreas, Küçük hücreli 

akciger kanserleri 

P53 Gögüs,kolon,akciger, astrositomave 

osteosarkoma v.s. 

RB

 Retinoblastoma,osteosarko

ma,gögüs, mesane ve akciger 

kanserleri 

VHL  Böbrek, feokromositoma ve 

hemangioblastoma 

WT1  Wilm tümörü 

PTEN   Cowden hastaligi 

p53 geninin rolü: p53 tümör baskilayici gen, DNA’ya baglanabilen bir 

protein kodlamaktadir. Bu genin kaybi yada olusacak herhangi bir mutasyon, 

kanser gelisiminde önemli bir rol oynamaktadir (Ainsley ve James 1997, Soehnge 
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ve ark. 1997, Lepik ve ark. 2003, Brooks ve Gu 2003, Bassi ve ark. 2002, Strano 

ve ark. 2001, Inoue ve ark. 1998, Cadwell ve Zambetti 2001). p53 geni, DNA’ya 

hasar veren çok sayida etmene karsi olusacak hücresel cevabin düzenlenmesinde 

bir anahtar rol oynayarak DNA bütünlügünü muhafaza etmektedir (Bassi ve ark. 

2002). Söz konusu genin ürünü olan protein, herhangi bir DNA hasari olusmasi 

durumunda, hücre döngüsünün G1/S kontrol noktasinda sentezlenmekte ve 

hücrenin S evresine girmeden G1 de bekletilmesini saglamaktadir (Bassi ve ark. 

2002, Saller ve ark. 1999). Strano ve ark. (2001) tarafindan yapilmis bir 

çalismada, p53 tümör baskilayici genin p63 ve p73 olarak tanimlanmis iki yeni 

homologu oldugu belirtilmistir (Inoue ve ark. 1998). 

Retinoblastoma geninin rolü: Rb, ilk bulunan tümör baskilayici gendir 

ve bir çekirdek proteini kodlamaktadir (White 2004). RB’nin ürünü olan Rb, hücre 

döngüsünü G1 evresinden DNA sentezinin gerçeklestigi S evresine geçisinde 

yavaslattigi için bir tümör baskilayici olarak görev almaktadir. S evresinin 

gerçeklesmesi için gerekli olan genlerin aktivasyonunda rolü olan transkripsiyon 

faktörler arasinda Rb’nin en önemli hedeflerinden birisi E2F ailesinin üyeleri 

bulunmaktadir. G1 evresi boyunca hücrelerin E2F transkripsiyon faktörleri, 

normalde Rb’ye baglanmis ve DNA’ya baglanmasi engellenmis durumdadir. Bir 

mitojen uyarisinin ardindan G1’in sonunda, Rb-E2F bileseni CDK tarafindan  

serin treonin bölgelerinden fosforlanarak birbirinden ayrilmakta, daha sonra E2F 

DNA’ya baglanarak hücrenin döngüyü tamamlamasi için gerekli proteinler ifade 

edilmekte ve ardindan hücre geri dönüsümsüz olarak S evresine girmektedir. 

Rb’de bir mutasyon sonucu Rb aktivitesini kaybetmisse; E2F’i inaktif durumda 

tutacak bir mekanizma olmadigindan sürekli DNA’ya baglanmakta ve hücre 

kontrolsüz olarak çogalmaya 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 ifadesi 

ve hatali protein yapimi gibi yollarla inaktif olabilir. Rb’nin fonksiyonel olarak 

inaktif olmasi sonucunda da çok sayida tümör gelisimine katkida bulundugu 

bilinmektedir Ayni zamanda Rb’nin mutasyon geçirmis bir kopyasi, bireysel 

olarak kalitildiginda, çocukluk döneminde retinoblastoma ve ileri yaslarda ise 
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osteosarkoma olusumuna neden olmaktadir (Adams ve Kaeling 1998, 

Morgenbesser ve ark. 1994).   

 

1.6. Ras Geni ve Kanser Olusumundaki Rolü 

 

1.6.1. ras geni ve ürünü p21ras 

 

ras geni 21 kDa. moleküler agirlikta bir zar-bagimli protein kodlamakta 

olup genis bir sinyal iletim aginda sinyal baslatici molekül olarak fonksiyon 

görmekte, hücre çogalmasi ve farklilasmasini kontrol etmektedir (Spandidos ve  

ark. 2002). p21ras, 190 amino asit uzunlugunda olan GTP/GDP bagimli bir G 

proteinidir. G proteinleri ailesine ait, alfa alt üniteye homolog olan küçük bir 

proteindir ve karboksil kuyrugu ile hücre zarinin sitoplazmik bölgesine 

baglanmaktadir (Adjei 2001, Campbell ve Der 2004, Krenenburg ve ark. 2004, 

Waters ve ark. 2004, Eungdamrong ve Iyengar 2004, Penela ve ark. 2003).  

ras gen ailesi H-ras (Harvey ras), K-ras (Kirsten ras), R-ras, M-ras ve N-

ras (Neuroblastoma ras) olmak üzere 5 üyeden olusmaktadir. Bunlar hücrenin 

kendi orjinal onkogenleri olup, virüslerde yalnizca H-ras ve K-ras onkogenlerinin 

karsiligi bulunmustur (Adjei 2001, Hill ve ark. 2000). H-ras,  K-ras ve N-ras 

genleri tarafindan kodlanan proteinler birbirine %85 homoloji gösterirler fakat 

p21ras ailesine ait diger üyeler %50 veya daha az oranda homoloji göstermektedir. 

Ayrica K-ras proteininin, K-ras 4A ve K-ras 4B olarak iki formu bulunmaktadir. 

Bunlar K-ras'in dördüncü 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 Uçkun 1998, 

Campbell ve Der 2004, Krenenburg ve ark. 2004, Waters ve ark. 2004, 

Eungdamrong ve Iyengar 2004).  

Insan kanserlerinin %30’unda ras onkogeninin 12, 13 ve 61. kodonlarinda 

nokta mutasyonuna sahip oldugu saptanmistir. Bu kodonlardaki mutasyonlar, ras 

ailesinin GTPase aktivitesini degistirebileceginden, sürekli sinyal aktivitesi 

olusur. Sinyal yolunda meydana gelen bu mitojenik uyarilar, tümör olusumuna 

neden olmaktadir (Köktürk 2002). K-ras mutasyonlari en sik 12. kodonda görülür 
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ve insan tümörlerinde en sik mutasyona ugrayan onkogendir (Johnson 2001). 

Örnegin, pankreas kanserlerinde %90'a varan oranlarda, kolon kanserlerinin % 

50'si, testis kanserlerinin %40'i ve akciger kanserlerinin %30'unda K-ras 

onkogeninde nokta mutasyonu oldugu bilinmektedir (Spandidos ve ark. 2002, 

Johnson ve ark. 2001, Adjei 2001, Hill ve ark. 2000, McMahon ve Woods 2000). 

Ayrica, akut miyeloid lösemi kanserinin %30'u, testis kanserinin %40'i 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 Iyengar 2004). ras genindeki 

mutasyonlar sonucu olusan baslica insan tümörleri Çizelge 1.2.’de verilmistir. 

 

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

Tümör bölgesi       ras izoformu   Mutasyon %   
Akciger (adenokarsinoma)  K   33 
Kolon      K   44 
Ince barsak    H   31 
Pankreas    K   90 
Karaciger    N   30 
Miyelodisplastik sendrom   N, K   40 
Akut miyelogenik lösemi   N   30 
Deri     H, K, N   46 
Ovaryum    K   48 
Serviks     K   20 
Endometrium    K   10-40 
Tiroid 

Follikülar   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 
Böbrek     H   10 
Seminoma     K, N   43  
 

 p21ras’ in plazma zarina yerlesebilmesi için, sentezlendikten sonra bir 

takim degisiklikler geçirmesi gerekmektedir. Ilk olarak, farnesil transferaz 

enziminin rol aldigi prenilasyon reaksiyonu geçirir, bu reaksiyonda karboksil 

kuyrugunda yer alan sistein aminoasitlerini korumak için 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-ras’in karboksil ucundaki sistein aminoasitine palmitit grubu 
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eklenmesiyle palmitilasyon izlemektedir. Sistein aminoasidine eklenen palmitit 

gruplari söz konusu p21ras’in yari ömrünü bir kaç dakika daha arttirabilmektedir. 

Böylece plazma zarinin iç tarafinda yer alan p21ras, büyüme faktörü reseptörleri 

ile hücreye gelen sinyalin iletilmesinde ilk adim olusturmaktadir (Kloog ve Cox 

2004, Waddick ve Uçkun 1998, Adjei 2001, Hill ve ark. 2000).  

 

1.6.2. p21ras proteininin aktivasyon mekanizmasi 

 

Normal olarak p21ras, zar bagimli bir G proteini ailesinden olup, guanosine 

trifosfat (GTP)’ a baglanarak biyolojik olarak aktivite kazanmakta ve daha sonra 

kendine özgü olan GTPase aktivitesi ile GTP'yi hidroliz ederek guanosine difosfat 

(GDP)'a çevirir ve tekrar inaktif formuna dönmektedir (Sekil.1.2.) (Stice ve ark. 

1999, Waddick ve Uckun 1998). 

p21ras’in biyolojik aktivitesi, GDP/GTP döngüsünün düzenlenmesi ile 

kontrol edilir ve hücrede normal olarak GDP proteinlerine baglidir (Adlei 2001). 

p21ras’i kontrol etme özelligi tasiyan 3 grup protein tespit edilmistir. Birincisi, 

guanin nukleotidi degistiren faktör (GEFs; RasGRF 1/2 ve Sos 1/2), ras’in 

GTP’ye bagli olan formunu olusturmaktadir. p21ras ailesine üye olan bütün 

proteinler üzerinde aktif olan bir proteindir. Ikinci ve üçüncü grup ise, p21ras GRF 

(GDP releasing faktör) ve p21ras -REP (p21ras exchange proteini)’dir ve p21ras için 

özgül sitosolik faktörleri olusturmaktadirlar. Fakat bu proteinler, simdiye 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).  

GTPase'i aktif eden protein (GAP), GTPase'i aktiflestirerek GTP’nin 

p21’den hidrolizine neden olmaktadir. GAP 120.000 Da. agirliginda olup, etkisi 

normal p21ras proteinleri üzerinde gözlenirken, mutant p21 üzerinde 

gözlenmemektedir. Böylece negatif regülasyona ugramayan mutant p21ras 

proteinleri, transformasyona neden olmaktadirlar (Dawnward 1992, Hill ve ark. 

2000, Adlei 2001, Waddick ve Uçkun 1998). 
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Sekil 1.2. Ras proteinlerinin aktivasyon döngüsü. GNEFs : Guanin nükleotid degistirici faktörler, 

GAPs: Guanin trifosfat aktive edici faktörler 

 

Ras proto-onkogenleri, 12, 13, 59, 61, 63, 116., 117., 119. ve 146. amino 

asitlerini kodlayan bölgelerinde meydana gelebilecek bir nokta mutasyonu sonucu 

devamli olarak aktif hale gelerek transformasyona neden olmaktadirlar. Çünkü 

tüm bu bölgeler p21ras ve GTP'nin birbiri ile baglandiklari bölgelerde yada ona 

yakin bölgelerde yer almaktadir. Bundan dolayi söz konusu mutasyonlari tasiyan 

p21ras proteinlerinde, GTPaz aktivitesi etkisiz olmakta ve aktif olan GTP’ye bagli 

p21, hücrenin içinde birikmektedir (Adjei 2001). 

p120 GAP protein aktivasyonu ise, çesitli hücre tiplerinde tirozin kinaz 

aktive eden büyüme faktörleri tarafindan kontrol edilmektedir (Champbell ve Der 

2004, Kloog ve Cox 2004). GAP proteininin baglanmasi sonucu p21ras’da 

meydana gelen inaktivasyon, p21ras'a %50 homolog olan ve tipki p21ras gibi 

GTP'yi hidroliz eden, p21ras-bagimli proteinlerden olan rap1 proteini ile de 

açiklanmaya çalisilmistir. Buna göre p21rap1-GTP kompleksinin p120 GAP 
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proteinine baglanma kapasitesi çok kuvvetli olmakta ve dolayisiyla p21rap1-GTP 

kompleksi, p21ras-GTP'nin inhibitörü olarak bilinmektedir (Mochizuki 2001). 

Fakat Rap1 proteininin, K-rev1 genin ürünü oldugu kesfedilmis ve K-rev1 geninin 

yüksek seviyelerde sentezi durumunda, K-ras onkogenini etkileyerek 

fibroblastlarin transform olmasina ve fenotip degisikligi göstermelerine neden 

oldugu gösterilmistir (Frech ve ark. 1990). 

 

1.6.3. p21ras fonksiyonlari 

 

1.6.3.1. Hücre çogalmasi ve farklilasmasinda fonksiyonu 

 

 Ras proteinleri, etkili bir sekilde çogalma ve farklilasmak için, hücreler 

arasi uyaranlara karsi cevap olarak aktive olmaktadir. Bu uyaranlar, EGF, PDGF, 

IL-2, IL-3 gibi büyüme faktörleridir ve hücre yüzey reseptörleri tipik olarak 

tirozin kinazlarda oldugu gibi yada reseptörsüz tirozin kinaz reseptörlerine 

benzemektedir ve ras proteinleri, tirozin kinaz’in aracilik ettigi mitojenik sinyal 

yollarinin temel bilesenlerindendir. Normal kosullarda, G0’da bekleyen hücrelerde 

toplam ras miktari %5’in altinda iken, mitojenik uyariyla birlikte hemen hemen 

%50’ye yükselmektedir. Ras’in aracilik ettigi sinyal iletimi, hücre tipine ve 

transmembran reseptörlerine bagli olarak, hücre farklilasmasina yada hücre 

çogalmasina da aracilik edebilmektedir. Örnegin; fibroblastlarda ras proteini 

mitojenik etkiye sahip olmasina ragmen ayni zamanda hücre çogalmasinin 

gecikmesinde ve bu gecikme süresinin uzamasinda rol oynamaktadir (Adjei 

2001). 

 Ras, JNK ve jun arasinda dogrudan bir iliski oldugu bilinmektedir. 

3T3/4A hücrelerin UV ile aktivasyonu sonucunda, ifade edilen proteinlerin 

antikorlarla immino presipitasyonu yapilmis ve ras, JNK ve jun proteinlerinin 

birlikte ifade edildigi gözlenmistir. Pincus ve arkadaslari (2000)’nin yaptigi bu 

çalismanin sonucuna göre; onkogenik ras’in, aktive olmus normal proteinlerden 

farkli olarak normal kontrol mekanizmasini birakip direk olarak JNK/jun ile 

etkilesime girebilecegi gösterilmistir. 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 düzenlenmektedir (Adjei, 

2001, Waddick ve Uckun 1998, Stice ve ark. 1999). 

 

1.6.3.2. Hücre döngüsünün kontrolünde fonksiyonu 

 

 Ras proteininin araciligi ile MEK/MAP kinaz sinyal yolunun aktivite 

kazanmasi, hücresel siklin D1 seviyesini arttirmaktadir. Siklin D1 seviyesinin 

artmasi, hücrenin G1’den S evresine girisini baslatarak hücre çogalmasina yol 

açmaktadir. Fosfoinositid 3–kinaz (PI3-K) ve Ral-GDS yollarinin ras araciligiyla 

aktivasyonu ayni zamanda hücrenin G1’den geçisine yol açmaktadir. PI3-K’nin 

aktivitesi, iç kaynakli siklin D1’in sentezi ve G1’de bulunan NIH 3T3 

fibroblastlarin serum ile uyarilmalarinin ardindan S fazina girisi için gerekli 

oldugunu, Gille ve Dawnward (1999) yaptiklari çalismalarla göstermistir. PI3-K 

tarafindan uyarilan siklin D1 transkripsiyonu ve E2F aktivitesine, Akt/PKB ve 

GTPaz-Rac ailesinden Rho’nun da aracilik ettigi bilinmektedir. Ilave olarak, hem 

Ral GDS benzeri faktörler hem de Raf’in aktif edilmesi, siklin D1 transkripsiyonu 

ve E2F aktivitesini uyarmaktadir ve PI3–K ile birlikte hareket etmektedir. 

Böylece, ras’in aracilik ettigi çok sayida mekanizma, hücre döngüsünün 

düzenlenmesi üzerine ras’in etkilerine aracilik etmektedir (Spandidos ve ark. 

2002, Adjei 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 hücrenin sinirsizca çogalmasi sonucu, düsük kan 

basinci ve düsük pH kosullari gözlenmektedir. Tümör gelisim sürecinde, hücre 

kitlesinin beslenebilmesi amaciyla ana damarlarin etrafinda yeni kilcal damarlar 

olusmaktadir bu olaya angiogenesis adi verilmektedir.  

Onkogenik ras mutasyonlari, tümör metastazlarinda ve angiogenesis’de 

ise karismaktadir, Bu etki, ras onko-proteinin direk etkili oldugu yapilan 

çalismalarla ileri sürülmektedir. H-ras transform embriyo fibroblast hücrelerinde, 
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metastaz olusumunda önemli olan jelatinaz gibi anahtar metallo proteinazlarin 

ekspresyonunu arttigi rapor edilmistir. Bundan baska angiogenik büyüme faktörü 

olan VEGF’nin K-ras ve H-ras epitelyal hücrelerde yüksek oranda sentezlendigi 

bulunmuistur (Su ve ark. 1993, Zabrenetzky ve ark. 1994, Rak, ve ark. 1995, 

Kranenburg 2004, Adjei 2001).  

 

Transgenik farelerde, onkogenik H-ras ve K-ras sentezinin engellenmesi 

apoptosizi uyararak melanoma ve akciger kanserinin yok olmasiyla 

sonuçlanmistir. K-ras’in engellenmesi ayni zamanda p53 ve Arf eksperessiyonu 

bulunmayan trangenik farelerde de-apoptosizi uyarmistir. ras-transform 

hücrelerde, kimyasal ve UV ile uyarilmis apoptosis engellenmistir. Kolon 

hücrelerinde butirat ve yag asitleri, büyümenin 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 büyük 

oranda hücre tipine ve içerigine bagli oldugu görülmektedir. Pozitif ve negatif 

sinyal dengesi kinetigine, farkli baglanma partnerlerinin varligina ve diger benzer 

kuvvetlerin aktivasyonuna bagli olarak farkli olabilmektedir. Normal hücrelerde, 

yüksek seviyedeki aktif ras’in onkogenesisi önlemek için koruyucu pro-apoptotik 

cevabi uyardigi, fakat transform hücrelerde aktif ras’in ölümden çok yasamla 

ilgili oldugu düsünülmektedir (Campbell ve Der 2004, Cox ve Der 2003). 

 

1.6.4. Ras’in efektörleri 

 

Aktif GTP-bagli Ras, fonksiyonel olarak farkli asagi efektör hedeflere 

baglanabilir ve kontrol edebilir (Sekil.1.3.). En iyi çalisilmis Ras 

efektörlerinden bir tanesi serin/tironin (S/T) kinaz Raf-1’dir. 

Raf/MEK/ERK/MAP kinaz yolaginin aktivasyonu  ya apoptosis yada yasamla 

sonuçlanan transkripsiyon faktörlerin aktivasyonuna izin verebilir. Ras bir lipit 

kinaz olan PI3-K’in katalitik alt ünitesine de baglanip onu aktive edebilir. PI3-
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K, zar-bagimli PIP2’yi PIP3’e çevirir ve bunun olusumu da Akt (S/K) ve GEF 

gibi birçok asagi hedeflerin aktivitesini kontrol eder. Akt’nin anti-apoptotik 

aktivitesi Bad ve Bcl gibi yasam faktörlerinin fosforilasyonunu takiben kaspaz 

9 aktivitesinin engellenmesiyle gerçeklesir (Campbell ve Der 2004). 

Akt’nin onkogenic ras tarafindan aktivasyonunun bu olaylarin tümünü 

nasil etkiledigi çok az bilinmektedir. Ras bu anti-apoptotik effektörlerinin aksine, 

Akt  yada p19 yoluyla p53’ün regülatörü olan Mdm2’yi etkileyerek kazpaz 

aktivasyonuna neden olmaktadir. Bundan baska, Nore1 ve RASSF1 apoptosisi 

pozitif yönde etkiledigi ve aktif Ras’in direk olarak Nore1’e ve ilgili protein 

RASSF1’e baglanabilecegi yakin bir zamanda ileri sürülmüstür (Sekil.1.4.). 

Nore1 ve RASSF1 homo- yada heterodimer olusturduktan sonra S/T kinaz olan 

Mst1 ile bir kompleks yaparak aktivitesini kontrol ederler (Khokhlatchev ve ark 

2002, Campbell ve Der 2004). 

 

Sekil. 1.3. Ras proteinlerinin effektörleri. PI3K: Phosphoinositide 3’kinase; PLC: Phospholipase C 
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Sekil.1.4. Apoptosis kontrolünde önemli Ras –sinyal yolaklari 
 

1.7. p53 Geni ve Kanser Olusumunda ki Rolü 

 

1.7.1.p53 geni ve ürünü 

 

 Bir tümör baskilayici gen olan p53, hücre döngüsünü düzenleyen 53 

kDa.’luk bir çekirdek proteini kodlamakta ve bu protein, hücrenin 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-terminal oligomerizasyon (OLD) bölgelerinden meydana 

gelmektedir. Bu bölgelerin bütünlügü ve kararliligi, p53’ün etkili bir sekilde 

baglanabilmesi için gereklidir (Strano ve ark. 2001, Soehnge ve ark. 1997). 

 p53 proteini, DNA hasarinin tamiri, genomik kararlilik, gen 

transkripsiyonu, hücre döngüsünün kontrolü, yaslanma ve apoptosis gibi hücresel 

olaylarda önemli bir rol oynamaktadir. DNA sentezinde nükleotid yetersizligi, 

onkogenlerin aktivasyonu, DNA’nin tek ipligindeki kirilmalar gib i DNA hasarlari, 
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hipoksiya gibi stres kosullarinda ve ayni zamanda hücre yaslanmasinda göze 

çarpan telomer kisalmasi sonucunda p53 sentezinde meydana gelen artis tüm bu 

hücresel mekanizmalarda önemli bir rol oynamaktadir (Bertram 2001). p53 

sentezi, DNA hasari ile aktiflesmekte ve DNA’yi tamir edebilmesi için hücreyi 

G1’de durdurarak S evresine girmesine engel olmaktadir. Hasarin tamir 

edilemedigi durumlarda ise hücreyi apoptosise sürüklemektedir (Lee ve ark. 

2004). 

Normalde p53, çok kisa bir yari ömrü olan ve çok az miktarda sentez 

edilen bir proteindir. Yukarida tarif edilen çesitli uyarilara karsi üç farkli seviyede 

cevap olusabilmektedir. Birincisi; transkripsiyondaki artis yada yarilanma 

ömrünün uzamasiyla, protein konsantrasyonunda artis, ikincisi; p53’ün inaktif 

formdan aktif yapisal forma dönüsmesi ve üçüncüsü; sitoplazmadan çekirdege 

tasinmasi yoluyla p53 aktivite göstermektedir (Liang ve Clarke 2001, Wang ve 

Shi 2001, Blagosklonny 1997). p53’ün aktivasyonu fosforilasyon ve asetilasyon 

ile proteinin post-translasyonel modifikasyonlarini gerektirir. Bu iki olay ise, 

p53’ün yarilanma ömrünü önemli bir sekilde artmasina ve transkripsiyonel 

aktivitesinin en iyi hale gelmesine yol açar (Daujat ve ark. 2001). 

 Fibroblastlarda p53’ün, G1 evresi boyunca sitoplazmada birikmekte 

oldugu, G1
’den S’e geçis sirasinda ise enerji gerektiren mekanizmalarla çekirdege 

göç ettigi ve S evresinin baslangicindan itibaren kisa periyotlarla sitoplazmaya 

geri döndügü bilinmektedir (Liang ve Clarke 2001). Bu bilgi, p53 aktivasyonunun 

hücre döngüsü boyunca konumsal olarak düzenlenmekte oldugunu ortaya 

koymaktadir.  

 p53’ün çekirdek içine transferi ve orada tutulmasi, bölünmenin 

durdurulmasi yada apoptosisin baslatilabilmesinde p53’ün normal fonksiyonu için 

gereklidir. Yabani tip p53 proteinin, beyin, kolon ve neuroblastoma gibi insan 

tümörlerinde sitoplazmada anormal olarak tespit olup tümör olusumunun, p53’ün 

çekirdek içine tasinmasi sirasinda olusabilecek bir hasardan kaynaklanabilecegi, 

Liang ve Clarke (2001) tarafindan ileri sürülmüstür. 

 Yabani tip p53’ün parçalanmasi, muhtemelen sitoplazmik yerlesim ile 

ilgilidir ve çekirdege tasinmasi, p53’ün kararliligini arttirmaktadir. Yabani tip 

p53’ün sitoplazmada yerlesmesi ve parçalanmasi; p53 aktivasyon sinyalinin 
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yoklugunda hücrede p53’ün düsük seviyede tutulmasini saglamaktadir (Scotto ve 

ark. 1999).  

 Yih ve Lee (2000) çalismalarinda, HFW hücrelerinde X-ray radyasyonu 

etkisiyle p53 proteininin kinetigini arastirmislar ve 1Gy X-ray radyasyonu 

uygulamasinin ardindan p53’ün çekirdekte lokalize oldugunu bulmuslardir. Bu 

konuda yapilmis bir baska çalismadaysa; Non Responder (NR) hücrelerin 5 gün 

büyütülmüs kontrol gruplarinda p53’ün sitoplazmada yogunlastigi gözlenirken, 

Nerve Growth Factor (NRF) ile muamele edilmis hücrelerde 5.günde p53 

proteininin çekirdege göç ettigi tespit edilmistir (Misale ve ark. 1996). 

 p53, insan kanserlerinin %50’sinde en yaygin olarak mutasyona ugrayan 

gendir. Bununla birlikte, p53’ün bazi mutant formlari, hücre döngüsünün sürekli 

çalismasi ve tümör potansiyelinin artmasiyla açiga çikan asiri artmis bir fonksiyon 

fenotipi de kazanabilmektedir (Cadwell ve Zambeti 2001). kanser gelisiminde 

önemli bir kanit olan Li-Fraumeni sendromlu hastalarda, p53’ün 2 allelinden 

birinde kalitsal bir mutasyon vardir. Üreme hücrelerinde, normal p53 allelinde 

delesyon yada mutasyon sonucunda gelismenin erken evrelerinde ortaya çikan 

kalitsal bir kanser türüdür (Cadwell ve Zambeti 2001, Halazonetis 2004). 

 p53 proteininin fonksiyonunu olumsuz etkileyen 3 tip genetik degisiklik 

bilinmektedir. Bunlardan ilki; p53’ün tümör 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 baglanmasi ve transaktivasyon 

fonksiyonu engellenmektedir. Yapilan çalismalarda gösterilmistir ki; mutant p53 

135 Val. proteinini kodlayan bir mutant allel tasiyan transgenik hayvanlarda, 

tümör baskilama fonksiyonu kaybolmakta ve tümör gelismektedir. 175 Pro gibi 

bazi mutasyonlarin ise, belirli hücrelerde p53 proteininin, apoptosisi 

uyarabilmesini ortadan kaldirmaktadir (Soehnge 1997). Son çalismalarda 

bildirildigine göre; p53 geninde bulunan bütün sicak nokta mutasyonlari, yabani 

tip p53’ün transkripsiyonel aktivitesini engelleyebilen bir mutant protein 

sentezlenmesine neden olmaktadir. p53 proteininin fonksiyonunu olumsuz 

etkileyen diger genetik degisiklikte ise; p53 mutantlarinin asiri fonksiyon artisi 

(gain of function) ile bir onkogenik potansiyel kazanmaktadir. Yabani tip p53’ün 
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kayboldugu hücrelerde tümörlesme ve metastas yapma potansiyelinin arttigi 

gözlenmistir (Soehnge 1997). 

 

1.7.2. p53 ve hücre döngüsünün kontrolü 

 

 Aktif p53’ün birikmesi, hücre döngüsünün düzenlenmesinde görev alan 

farkli proteinlerin sentezini uyarmaktadir. Waf 1 geni tarafindan kodlanan p21 

proteini, CDK-Siklin kompleksini inaktif hale getirmektedir. Bu inaktivasyonu 

saglamak için, CDK2/siklinA yada E/PCNA/Waf1 kompleksi olusturulmaktadir. 

Bu kompleks, hiperfosorilasyona ugramis Rb’nin birikmesine ve E2F’in serbest 

kalmasina yol açmaktadir (Vargas ve Ronai 2002, Agarwal ve ark. 1998, Oren 

1999, Cadwell ve Zametti 2001). 

p53 iki bagimsiz mekanizma ile apoptosisi uyarabilmektedir. Bu 

mekanizmalardan biri; p53 tarafindan bax, IGF-BP3 ve fas proteinlerinin 

sentezinin üst seviyede düzenlenmesi yoluyla, diger mekanizmada ise, bcl-2, IGF-

1R ve IGFII protein sentezinin alt seviye düzenlenmesi ile gerçeklesmektedir. 

(Soehnge 1997). Aktif p53, bir pro-apoptotik bcl-2 ailesinin üyesi olan bax’in 

uyarilmasina yol açarak apoptosisi baslatmaktadir. Yüksek seviyede normal p53 

sentezleyen hücrelerdeki bax seviyesi artarken bcl-2 seviyesinde azalma olmakta 

ve dolayisi ile hücre apoptosise gitmektedir (Miyashita ve ark. 1994). Bax’in 

haricinde ayrica Fas ve DR5 gibi hücre yüzey ölüm reseptörlerinin 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 timüs hücrelerinin, radyasyona maruz kaldiklari zaman 

apoptosise gittikleri tespit edilirken, p53’ü olmayan farelerden alinan timüs 

hücrelerinin, radyasyondan sonra kisa bir süre için yasadiklari tespit edilmistir. 

Fakat bunun aksine, normal p53 geni olan ve p53 geni olmayan mutant farelerden 

alinan timüs hücrelerinin deksametozon ile uyarildiklarinda apoptosise gitmeleri, 

p53 disindaki bir mekanizmanin da olabilecegini düsündürmektedir (Clarke ve 

ark. 1993). Serumdan mahrum kalan hücrelerin özellikle p53’e bagli olarak 

apoptosis gerçeklestirebildikleri 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’ün transkripsiyon faktörü olma özelliginin, p53’e bagli apoptosis 

için gerekli oldugunu ileri sürmektedir. Kuerbitz ve ark. (1992) ise bir baska 

çalismada, p53’ün mitokondri enzimleriyle apoptosise yol açan ve elektron 

tasinimi için çok önemli olan sitokrom C’den bagimsiz olarak apoptosisi 

gerçeklestirdigi tespit edilmistir. 

 

1.8. MDM2 Geni ve Kanser Olusumundaki Rolü 

 

1.8.1. MDM2 geni ve ürünü 

 

 MDM2 (murine double minute 2) geni ilk kez double minute 

kromozomda yer alan, amplifikasyona ugramis bir gen olarak tarif edilmis olup 

Balb/c3T3 hücrelerinin transforme tipi olan 3T3 DM’lerde görülen kromozom 

çesitidir (Reis ve ark. 2000, Momand ve ark. 2000). 

 Fare MDM2 proteini 489 amino asitten ibaret olup 14-130 bölgesi p53 

baglanma bölgesidir. Bunun insanda 19-102 bölgeler oldugu tespit edilmistir 

(Fakharzadeh ve ark. 1991, Leng ve ark. 1995, Chen ve ark. 1993). Insanda 

MDM2 proteini, 491 amino asit uzunlugundadir ve N-terminal bölgesi boyunca 

p53’ün transaktivasyon bölgesinde bulunan α-heliks ile etkilesim halindedir. 

MDM2 proteini ayni zamanda çok sayida diger proteinlerle de etkilesir. 

MDM2’nin evrimsel gelisim sürecinde en iyi korunmus bölgesi, C-terminal 

bölgesindeki Ring finger bölgesidir. Bu bölge, p53’e karsi ubiquitin ligaz 

aktivitesine sahiptir. Böylece MDM2 sadece kendisinin transkripsiyon aktivite 

bölgesine sahip olarak degil, ayni zamanda ubiquitinasyonu takiben p53’ün 

parçalanmasini baslatarak da p53 aktivitesini etkisiz hale getirmektedir. Stres 

uyarani olmadigi durumlarda MDM2’nin normal fonksiyonu, inaktif p53’ün 

düsük seviyede tutulmasina dayalidir (Daujat ve ark. 2001). p53 tarafindan 

uyarilabilen bir gen olarak MDM2, p53’ün feedback düzenleyicisi olarak islev 

görmektedir. MDM2 etkisiyle ubiquitinasyona ugrayan p53, MDM2’ye 

baglanmakta ve hizla parçalanmaktadir (Lu ve ark. 2002). Bundan dolayi çesitli 

insan tümörlerinde de eksprese edilen MDM2, yeni bir proto-onkogen çesiti 
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olarak ele alinmaya baslanmistir (Jones ve ark. 1998, Wu ve ark. 1993). 

MDM2’nin amplifikasyonu ve ekspresyonu, sarkoma, lösemi, mesane 

kanserlerinde siklikla dikkati çekmektedir (Lu ve ark. 2002). 

 

1.8.2. MDM2-p53 kontrol mekanizmasi 

 

 MDM2, p53’ün negatif regülatörü olarak p53’ün kendisi tarafindan 

ekspresyonu aktive edilir. (Momand ve ark. 2000, Stad ve ark. 2001, Vargas ve 

Ronai 2002, Agarwall ve ark. 1998, Colman ve ark. 2000, Daujat ve ark. 2001, 

Reis ve ark. 2000). MDM2 üç post translasyonel mekanizma ile p53’ü kontrol 

etmektedir. Bunlardan birincisinde; MDM2, p53’ün N-terminal transaktivasyon 

aktivitesini engellemektedir (Zhang ve ark. 2004). Bu p53’ün N-terminal 

bölgesinde MDM2’nin baglanmasi için gerekli olan 22 ve 23 amino asitlik özgül 

bölge, DNA hasarinin ardindan ser15, ser20 ve ser33 noktalarindan 

fosforillenmesi yoluyla MDM2’nin N-terminale baglanmasina enge l olmaktadir. 

Bu sekilde p53 daha kararli hale gelmekte ve MDM2 tarafindan parçalanmaktan 

kurtulmaktadir (Cadwell ve Zambetti 2001, Brooks ve Gu 2003, Reis ve ark. 

2000, Ard ve ark. 2002). 

 Ikinci mekanizma; MDM2’nin Ring Finger bölgesi ile p53’ün çekirdegin 

disina tasinmasidir. Bu bölge, p53’e karsi ubiquitin ligaz aktivitesine sahiptir. 

Böylece MDM2, ubiquitinasyonu takiben p53’ün parçalanmasini baslatarak da 

p53 aktivitesi etkisiz hale getirir (Zhang ve ark. 2004, Daujat ve ark. 2001, Brooks 

ve Gu 2003). Üçüncü mekanizma ise, p53’ün ubiquitinasyonuyla sitoplazma ve 

çekirdek proteozomlari tarafindan parçalanmasidir (Colman ve ark. 2000, Zhang 

ve ark. 2004). MDM2 ve p53 arasinda olusmus olan kompleks, p53’ün 

parçalanabilmesi için yeterli degildir. p53’ün parçalanmasi için MDM2-p53 

kompleksinin çekirdekten sitoplazmaya geçmesi gerekmektedir. Bu modele göre 

MDM2 sürekli olarak çekirdekte yerlesme dizisi (NLS: nuclear localization 

signal) ve çekirdekten tasinma dizisi (NLS: nuclear export signal) kodladigi için 

sitoplazma ve çekirdek arasinda geçis yapmaktadir. MDM2’nin NES bölgesinde 

olusan mutasyon, p53’ün kararli hale gelmesini ve çekirdekte birikmesini 

uyarmaktadir (Momand ve ark. 2000, Stad ve ark. 2001). 
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 Üçüncü mekanizma olarak; INK4α-ARF lokusunda, alternatif reading 

frame (ARF), cmyc, ras gibi onkogenleri aktive etmesiyle uyarilmaktadir. MDM2 

ARF sayesinde çekirdekçik içinde tutularak MDM2’nin ubiquitin ligaz aktivitesi 

engellenmekte ve MDM2 parçalanmaktadir (Zhang ve ark. 2004, Don ve ark. 

2003). 

 MDM2, p53 ile direk olarak iliskili olmayan ilave fonksiyonlara da 

sahiptir. p53’den bagimsiz olaylarda hücre büyümesini olumsuz etkilemektedir, 

muhtemelen pRb ile yada E2F/DP1 ile etkilesime girdigi görülmüstür. MDM2’nin 

bu fonksiyonlari, p53’ün düzenlenmesindeki rolünden daha az ölçüde karakterize 

edilmistir. Aslinda, in vivo ortamda MDM2 genlerinde meydana gelen bozulmanin 

öldürücü etkileri p53 genindeki bozulma ile telafi edilmektedir (Ries ve ark. 

2000). 

 Normal kosullarda MDM2’nin görevi inaktif p53’ün düsük seviyede 

tutulmasidir. MDM2’den yoksun farelerin yasayamadigi çesitli deneylerle 

gösterilmistir. Bu inaktif p53’den kaynaklanan bir sonuçtur. Çesitli onkogenik 

stres kosullari, MDM2’nin p53’den ayrilmasina yol açmaktadir. iyonize 

radyasyon sonucunda p53, serin20 noktasindan fosforilasyona ugramakta ve bu 

nedenle MDM2’ye baglanamamaktadir. Sonuç olarak p53 kararli hale gelmekte, 

p53 hedef genlerin transkripsiyonu artmaktadir (Daujat ve ark. 2001). 

 MDM2 geni, ayni zamanda ras tarafindan baslatilan Raf/MEK/MAP 

kinaz yolu ile, p53’den bagimsiz bir mekanizmayla düzenlenmektedir. MDM2 

proteini, inhibitörü olan p19ARF yoklugunda, aktive edilmis Raf sayesinde p53’ün 

parçalanmasini saglamaktadir. Onkogenik ras tarafindan transforme hale getirilen 

hücrelerin, DNA hasarinin ardindan p53 bagimli apoptosise daha fazla direnç 

gösterdigi bildirilmistir. Bu nedenle, ras’in uyardigi  Raf/MEK/MAP kinaz’in 

aktivasyonu, tümör gelisimi boyunca p53’ün baskilanmasinda önem kazanmistir. 

Öncül hücrelerde Raf ayni zamanda MDM2’yi durdurup p19ARF’i da aktive 

edebilmektedir (Ries ve ark. 2000).  

 p19 geni INK4a gen lokusunda bulunan ve alternatif okuma çerçevesine 

(ARF: alternative reading frame) sahip bir tümör baskilayici gendir. p19 proteini 

ise 169 amino asit içeren, alternatif splayzing geçiren bir mRNA molekülünün 

ürünü olup hücre çogalmasini engellemektedir. Interfaz asamasinda çekirdek 
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içinde tespit edilmektedir. (Palmero ve ark. 1998, Ries ve ark. 2000, King ve ark. 

2002, Eischen ve ark., 1999). 

 p19ARF
,
 p53’ü kararliligini saglayan bir proteindir (Palmero ve ark. 1998). 

p19’un bu etkisini nasil yaptigini açiklayan farkli çalismalar yapilmistir. Bu 

çalismalarin bazilarinda p19ARF’in p53’ü kararsiz hale getiren Mdm2 proteinine 

baglandigi ve böylece Mdm2’nin p53’e baglanmasini engelledigi ileri 

sürülmektedir (Kamijo ve ark. 1997, Palmero ve ark. 1998, Honda ve Yasuda. 

1999, Lu ve ark. 2002). Bazi çalismalarda ise p19ARF, p53-DNA kompleksine 

direk olarak baglanmaktadir (Honda ve Yasuda 1999, Palmero ve ark. 1998). 

ARF-p53’den yoksun olan hücrelerin daha çabuk çogaldiklari tespit edilmistir (Lu 

ve ark. 2002). Bates ve ark.(1998)’nin bildirdigine göre, E2F1 direk olarak insan 

tümör baskilayici olan p14ARF’in ekspresyonunu aktive etmektedir. p14ARF ise 

MDM2-p53 kompleksine baglanarak p53’ün parçalanmasini engellemektedir. 

 p19ARF, MDM2 ile baglandiginda, çekirdekçik içinde MDM2’nin 

parçalandigi rapor edilmektedir, bunun sonucunda p53 birikmektedir. Diger 

yandan p19ARF, Mdm2 ubiquitinasyon ligaz aktivitesini direk olarak inhibe 

etmektedir. P14ARF ise bir sekilde mitojenik sinyal yollarindan p53’ün 

uyarilmasiyla baglantilidir. ras’in düzenledigi Raf/MEK/ERK kinaz yolunun 

CDK4/siklinD kinazlari aktive ettigi bildirilmistir. Böylece, Rb’nin fosforilasyonu 

E2F1’in serbest kalmasina yol açmaktadir. p14ARF promotorlari birkaç tane E2F1 

baglanma bölgesi içermektedir ve p14ARF’in aktivitesinin E2F12 in asiri 

ekspresyonu ile arttigi bildirilmistir. Ras/Raf/MEK/MAP kinaz yolunun p14ARF’in 

birikmesine ve MDM2 aktivitesinin engellenmesine direk olarak yol açabilecegi 

çalismalarla gösterilmistir (Ries ve ark. 2000, King ve ark. 2002, Palmero ve ark. 

1998, Haber 1997). 

 Kamijo ve ark. (1997), fare embriyo hücrelerinde p53 ve p19’un 

yaslanmayi kontrol ettigini ve p19’un hücre döngüsünü G1 evresinde 

durdurabilmesi için normal p53’e gerek duydugunu ileri sürmüslerdir. Ries ve ark. 

(2000)’nin ileri sürdügü bir modele göre, Rb’nin kaybi yada onkogen aktivasyonu 

gibi anormal çogalma sinyali sonucunda hücrede E2F-1 adindaki transkripsiyon 

faktörünün aktive olmasi p14 (p19 un insandaki homologu) proteininin sentezini 
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aktive etmektedir. Aktif p14 ise p53 proteininin Mdm2 tarafindan parçalanmasini 

engellemekte ve böylece hücre apoptosise gitmekte yada hücre döngüsünü 

durdurmaktadir (Clark ve ark. 1998)  

Bazi kanser tiplerinde tespit edilmis olan p19ARF’in 1.ekzon bölgesindeki 

mutasyonlarin p19’un hücre döngüsünü durdurma yetenegini yok ettigi 

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

Onkogenik ras, insan ve kemirgen fibroblastlarinin INK4a/ARF tümör 

baskilayici lokusunun iki ürününü olan p16INK4a ve p19ARF’u indüklemektedir 

(Kamijo ve ark. 1997). Bunun sonucunda hücre döngüsünü durdurmaktadirlar. 

p19ARF p53 transkripsiyon faktörünü aktif ederken, p16INK4a siklinD’ye bagli 

kinazlara karsi antagonist aktiviteye sahip oldugu görülmüstür (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 bildirdiklerine göre, p19ARF’in her iki allelinden 

de yoksun olan hücrelerde onkogen ekspresyonu, p53’ün uyarilmasinda ciddi 

oranda azalmaya neden olmakta ancak tamamen kaybolmamaktadir, böylece 

hücreler apoptosise yönelmektedir. Ayni zamanda; yaslanma krizindeki yada c-

myc’nin asiri ekspresyonu gözlenen normal hücrelerde genellikle, p53 veya 

p19ARF’dan birinde mutasyon gözlenmistir. p19ARF’in her iki allelinden de yoksun 

olan hücrelerin tümör gelisimine yüksek derecede egilimli oldugu rapor edilmistir. 

 MDM2, p53’ün nukleo-sitoplazmik translasyonunu iki yolla 

düzenlemektedir. Birincisi; MDM2 çekirdekte p53 ile birlesmekte ve 

sitoplazmaya geçirerek burada parçalanmasini saglamaktadir. Alternatif olarak 

MDM2, çekirdekte p53’ün ubiquitinasyonuna aracilik edebilmektedir. Böylece, 

NES’ in ortaya çikmasiyla p53 çekirdekten sitoplazmaya geçmeye baslamaktadir. 

p53’ün hücresel lokalizasyonunda MDM2 rol oynamaktadir. MDM2 fonksiyonu, 

neuroblastoma ve beyin kanseri gibi tümörlerin alt siniflarinda p53’ün çekirdekten 

çikmasi ile direk baglantilidir. MDM2’nin zit anlamli bir oligonukleotid 

tarafindan inhibisyonu yada p19ARF tümör baskilayici protein tarafindan MDM2 

fonksiyonunun baskilanmasi, yabani tip p53’ün sitoplazmadan çekirdege geri 
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dönmesi ile sonuçlanmaktadir (Liang ve Clarke 2001, Böttger ve ark. 1997, 

Stommel ve ark. 1999, Stad ve ark. 2001). 

 Diger yandan bazi çalismalarda gösterildigine göre, p53’ün çekirdege 

tasinmasi, MDM2’ye baglanmasindan bagimsizdir. Mutant p53, MDM2 ile 

etkilesime giremeyebilir. Liang ve Clark (2001)’ in bildirdigine göre; MDM2 bazi 

kosullarda hücre içerigine bagli olarak belirli mekanizmalarla p53’ün çekirdek-

sitoplazma tasinmasini kontrol edebilmektedir.  

 

1.9. Apoptosis ve Temel Fonksiyonlari 

 

 Hücre çogalmasi ve apoptosis (programlanmis hücre ölümü) arasindaki 

denge ve iliski, organizmanin normal gelisimi ve doku- büyüklük orani arasindaki 

dengenin saglanabilmesi için gereklidir (Guo ve Hay 1999, Bertram 2001). 

Apoptosis; ayni zamanda programlanmis hücre ölümü, fizyolojik hücre ölümü 

veya hücre intihari olarak da bilinmektedir. Apoptosis, normal hücre hayat 

döngüsünde yer alan bir ölüm sekli olmasina ragmen hastalik belirtisi yada 

sonucu olarak da karsimiza çikmaktadir (Mihich 1994, Liu ve ark. 2002).  

 Lenfositlerin timusdaki klonal seçilimi ve iltihap reaksiyonu sonrasinda 

ortamdan uzaklastirilmalarinda, embriyonik gelisim sirasinda deride 

keratinositlerin yüzeye dogru göç edip epidermisin en üst tabakasini 

olusturmasinda, mensturasyon sirasinda uterus duvarindaki epitel doku 

dökülmesinde ve gözde lens olusumunda, metamorfozda apoptosis 

gözlenmektedir (Engin ve Özyardimci 2001). Organizmada yapim (mitoz) ve 

yikim (apoptosis) arasinda bir denge vardir. Bu dengenin apoptosis aleyhine 

bozulmasi, birçok hastaligin belirtisi olabilmektedir. Örnegin; bazi viral 

enfeksiyonlar (ebstain barr, insan papilloma virüsü) apoptosisi baskilayabilmekte 

ve kanser gelisimine yol açabilmektedir. Diger bir mekanizmada ise, alzheimer ve 

AIDS gibi hastaliklarda apoptosis’in asiri aktive olmasi sonucu artmis hücre 

kayiplari (nöron, T lenfositleri) gözlenmektedir (Engin ve Özyardimci 2001, 

Lowe ve Lin 2000). 

 

 

 



  33 

1.9.1. Apoptosisde görülen morfolojik özellikler ve nekrozisden farki 

 

 Apoptosis’in morfolojik olarak nekrozisden farkli özelliklere sahip 

oldugu bildirilmistir. Hücre apoptosise yöneldigi zaman, özgün morfolojik ve 

biyokimyasal özellikler sergilemektedir. Nekrozisde hücrenin sismesi dikkat 

çekerken apoptotik hücrelerde büzülme ve küçülme oldugu bilinmektedir. 

Nekrotik hücrelerde kromatin sekli bakimindan normal hücreyle arasinda fark 

gözlenmemektedir (Liu ve ark. 2002, Mihich 1994, Studzinski 1999). Nekrotik 

hücrelerin su alip sismesinden dolayi hücre zari bir sure sonra patlamakta ve zar 

bütünlügü bozularak hücre içerigi disina çikmakta ve sitoplazmada bulunan 

lizozomal enzimler etraftaki hücreleri sindirmektedir (Engin ve Özyardimci 

2001). Apoptosisde kromatindeki yogunlasma ve çekirdek zari etrafinda kondanse 

olmasinin yani sira, sitoplazmanin su kaybedip yogunlasmasinin ardindan hücre 

zarinin bogumlanmasiyla küçük cepçikler (apoptotik body) olustugu 

gözlenmektedir. Apoptotik cepçiklerin zarla çevrilmis ve içlerinde degisen 

miktarlarda çekirdek veya diger hücre içi yapilari içerdigi bildirilmistir. Hücre zari 

bütündür ve hücre içerigi hiçbir zaman disari verilmediginden dolayi iltihap 

olusumu gözlenmemektedir. Apoptotik hücre, komsu hücreler veya makrofajlar 

tarafindan sindirilmektedir (Dobrucki ve Darzynkiewicz 2001, Liu ve ark. 2000, 

Studzinski 1999, Watters ve Lavin 1999). 

 Apoptotik hücrelerin morfolojik degisimleri çekirdek ve sitoplazma 

boyayan çesitli boyalarla boyanarak belirlenebilmektedir. Örnegin hücreler 

akridin orange/etidyum bromid kokteyli ile boyandiginda, sadece akridin orange 

plazma zarini geçmekte ve bütün hücreleri boyamaktadir. Saglikli hücrelerin 

çekirdekleri parlak yesil, sitoplazmalari sari renkte boyanirken erken apoptotik 

evredeki hücrelerin çekirdekleri parlak yesil kromatinin yogunlastigi alanlar ise 

koyu yesil olarak gözlenmektedir. Etidyum bromid saglikli hücrenin intakt plazma 

zarindan geçemedigi için saglikli hücreleri ve erken apoptotik evredeki hücreleri 

boyamamakta, ancak plazma zarinin bütünlügü bozulmus olan geç apoptotik yada 

nekrotik hücreleri boyamaktadir. Bu hücrelerde etidyum bromid hücre içine 

girdiginde hücrenin tamami turuncu renkte boyanmaktadir (Cotter ve 

Martin1997). 
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 Apoptosisisn en önemli belirteçlerinden biri de, DNA’nin nükleozomlar 

arasindan yaklasik 180-200 bç’lik parçalar halinde kirilmasidir. Bu durum, agaroz 

gel elektroforezinde merdiven görüntüsü (ladder) olusturmaktadir. Bu durum 

hücrenin tipine göre degismektedir. Bazen de sadece 50 kbç’lik tek bir bant da 

gözlenebilmektedir. DNA’nin bu sekilde parçalanmasinda kalsiyum/magnezyum 

bagimli bir endonükleaz  enziminin sorumlu oldugu bilinmektedir. DNase I ve 

II’nin de parçalanmada rol aldigi bildirilmistir (Higuchi ve ark. 2000).  

 

1.9.2. Apoptosis mediatörleri 

 

 Apoptosis çok sayida çesitli mediatör tarafindan düzenlenmektedir. Bu 

madiatörler; kalsiyum gibi iyonlar, seramid gibi moleküller, c-myc gibi genler, 

p53 gibi proteinler ve mitokondri gibi organeller yer almaktadir. Apoptosis 

boyunca hücre içine sürekli kalsiyum girisi olmaktadir. Bu kalsiyum iyonlarinin 

endonükleaz aktivasyonunda, DNA hasarinin tamirinde, gen regülasyonunda, 

proteazlarin aktivasyonunda rol oynadigi birçok arastirmaci tarafindan 

gösterilmistir (Irusta ve ark. 2003). Sitoplazmada ve diger hücre içi zarli yapilarda 

kalsiyumun ani ve asiri artisi, hücreyi hizla nekrozise götürürken, hücre disi 

kalsiyumun eksilmesi veya hücre içi kalsiyum depolarinin çözünmesinin de tipik 

apoptotik çekirdek olusumunu engellemekte oldugu Mihish ve Schimke (1999) 

tarafindan rapor edilmistir. 

 Bcl-2 ailesinden üyelerin bir kismi (bax, bad, bid, bcl-xS) apoptosisi 

uyarirken (pro-apoptotik) diger kisminin (bcl-2, bcl-xL) engelledigi (anti-

apoptotik) bazi çalismalar ile desteklenmistir (Joshi ve ark. 2004, Natsugoe ve 

ark. 2001). Hücrenin yasayabilirlik orani, bu ailenin pro-apoptotik/anti-apoptotik 

oranina baglidir. bcl-2/bax oraninin kan kanserlerinde önemli bir deger tasidigi 

rapor edilmistir. Bu oranin artmasi yada azalmasi, apoptosisin uyarilmasi yada 

baskilanmasi ile sonuçlanmaktadir.  Bcl-2, mitokondri dis membraninda yer 

almakta ve iyon geçisini düzenlemektedir. Bax ise sitozol içinde bulunmaktadir. 

Bir apoptotik uyarinin ardindan mitokondri zarina baglanmakta ve burada por 

olusumunu uyararak zarin seçici iyon geçirgenligini bozarak, sitokrom C ve AIF  
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(apoptosis indükleyici faktör)’nin mitokondriden sitozole çikmasinda görev 

almaktadir (Irusta, ve ark. 2003, Joshi ve ark. 2004, Datta ve ark. 2001, Bertram 

2001, Assefa ve ark. 2003). 

 Apoptosisin temel mediatörleri arasindan sitokrom C, kaspaz olarak 

adlandirilan hücre içi proteazlari direk olarak uyarabilmektedir (Bertram 2001, 

Assefa ve ark. 2003, Agostino ve ark. 2003). Sitokrom C, mitokondri iç zarinda 

bulunan elektron transport zincirinin bir proteini olup apoptosis sürecinde merkezi 

bir konuma sahiptir. Bir hücrede sitokrom C, AIF ile birlike mitokondriden salinip 

sitoplazmaya geçmesiyle Apaf 1 adi verilen bir protein ile ATP varliginda 

baglanmakta ve apoptosom kompleksi olusturmaktadir. Bu kompleks, inaktif olan 

prokaspaz-9’u aktiflestirerek prokaspaz-3’ ün aktivasyonuna yol açmaktadir. 

Aktif kaspaz-3, ICAD (inhibitör of caspase-activated deoxyribonuklease) 

molekülünü inaktif hale getirerek CAD molekülünü serbest birakmakta, bu 

molekül apoptosisin karakteristik belirtisi olan DNA fragmentasyonuna sebep 

olmaktadir (Adams ve Cory 2002, Lockshin ve Zakeri 2002, Schimnich ve ark. 

2002).  

 Seramid, hücre zarina bagli asit sifingomiyelinaz aktivasyonunun bir 

ürünüdür. Plazma zarinda olusacak bir hasara karsi haberci sinyal yollama 

özelligine sahip oldugu düsünülmektedir (Engin ve Özyardimci 2001). 

 Apoptosis mekanizmasinda mediatör olan bir diger protein p53’dür. p53, 

hücrede çesitli nedenlerle olusan hasarlara karsi apoptosis mekanizmasini 

tetikleyen bir tümör baskilayici proteindir. p53’ün apoptosisi uyarmasi, bax’in 

ekspresyonunu uyarmasiyla meydana gelmektedir. Bu sekilde bcl-2/bax orani 

degiseceginden apoptosis baslatilmaktadir (Lowe ve Lin 2000). 

 

1.9.3. Apoptosisin uyarilmasi 

 

 Apoptosis, genel olarak hücre ölüm reseptörleri olarak bilinen Fas ve 

TNFR1 (tümör nekroz faktör reseptörü )’in özgül ligandlariyla birlesmesi sonucu 

baslatilabilmektedir. Bu reseptörler hücre zarinin yüzeyinde yerlesmislerdir ve 

TNFR ailesinin üyeleridirler. Fas lenfoid hücrelerde, akcigerde ve bazi tümör 

hücrelerinde tespit edilmistir. Ilgili ligandina Fas-L adi verilmektedir. Fas ve 
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TNFR1, ligandlari ile baglandiktan sonra, bir ölüm uyarani olusmakta ve bir seri 

protein-protein etkilesim zinciri baslatilmaktadir (Wang ve Cai 1999). Öncelikle, 

kendilerine dogal olarak bagli olan ölüm bölgeleri (TRADD ve FADD) ile 

etkilesime girmektedirler. Bu ölüm bölgeleri de prokaspaz 8’i aktiflestirerek selale 

tarzi bir kaspaz aktivasyonunu baslatmaktadir (Bertram 2001, Assefa ve ark. 

2003). 

 Apoptosis, daha önce de açiklandigi gibi çesitli genotoksik etkiler 

sonucunda olusan DNA hasarlarina bir cevap olarak p53’ün uyarilmasiyla 

baslatilabilmektedir. Uyarilan p53, bcl-2 ailesinden bax’in uyarilmasina yol 

açarak apoptosis mekanizmasini baslatabildigi gibi, Fas, DR4 ve DR5 gibi hücre 

yüzeyi ölüm reseptörlerini uyararak da apoptosisi uyarabilmektedir (Lowe ve Lin 

2000, Bertram 2001). Reaktif oksijen radikalleri; hem mitokondri hem de 

sitoplazma zari ve DNA üzerindeki hasarlar sonucu apoptosis baslatilabildigi gibi 

büyüme faktörlerinin ortamda azalmasi da hücrelerin p53 bagimli apoptosis 

mekanizmasi ile ölmesine neden olmaktadir. Pro-apoptotik bcl-2 ailesi üyesi olan 

bax proteini fosforile olamadigi durumlarda eger aktivite kazanmissa, 

mitokondriden sitokrom C salinimini arttirarak apoptosis yolunu 

baslatabilmektedir. Apoptosisin uyarilmasinda etkili bir diger mekanizma ise T 

lenfositlerinden salinan granzim B’lerin hedef hücrede kaspaz sisitemini harekete 

geçirmesidir (Adams ve Cory 2002).  

 

1.9.4. Bcl-2 ailesi ve mitokondri üzerindeki etkileri 

 

 Bcl-2 ailesi birbirine ters etkilere sahip iki gruptan olusmaktadir. Pro-

apoptotik grup, sitokrom C’nin mitokondri zarindan hücre içine geçisini 

saglayarak apoptosisin uyarilmasinda etkili olurken, anti-apoptotik grup üyeleri 

ise sitokrom C salinimina engel olarak apoptosisi baskilamaktadir (Joshi ve ark. 

2004). Bu iki grubun birbirine zit çalismasi, yapilarindaki hidrofobik cep ve 

amfipatik α-heliks bölgeleri ile olmaktadir. Bu ailenin üyelerinde, yapilarinda 

bulunan BH1, BH2 ve BH3 bölgeleri hidrofobik cep olustururken BH3 bölgesinde 

amfipatik α-heliks bölgesi bulunmaktadir (Bouillet ve ark. 2002).  
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 Pro-apoptotik bcl-2 üyelerinin bazilarinda (bax ve bak), BH1, BH2 ve 

BH3 bölgelerinin tamami bulunurken bazilarinda (bid, bad ve bim) sadece BH3 

bulunmaktadir. Anti-apoptotik hücrelerde ayrica BH4 bölgesi bulunmaktadir ki bu 

bölgenin, diger hücresel yollarla apoptosis arasinda bir iliski kurdugu 

düsünülmektedir (Lockshin ve Zakeri 2002, Bouillet ve ark. 2002). 

 Bcl-2 ailesi üyeleri apoptosis mekanizmasindaki görevlerini mitokondri 

araciligiyla gerçeklestirmektedirler (Irusta ve ark. 2003). Pro-apoptotik bcl-2 

üyelerinden bid, bak ve bax normalde hücrelerde sessiz halde bulunmakta ve 

aktive edildiklerinde sitokrom C salinmasi için harekete geçmektedirler. Bid 

proteininin aktiflesmesine yol açan mekanizma kaspaz-8’in aktiflesmesidir. 

Aktive olmus kaspaz-8, bid proteinini kirmakta ve 15 kDa’luk karboksil ucu 

olusmaktadir. Olusan bid parçasi içerdigi BH3 bölgesi ile diger pro-apoptotik 

üyelerle birlesmekte ve onlari sessiz olarak bekledikleri sitoplazmadan 

mitokondriye geçirerek aktive olmalarini saglamaktadir. Bu aktivasyon sonucunda 

sitokrom C sitoplazmaya salinmaktadir (Bouillet ve ark. 2002). Birçok normal 

hücrede bulundugu bilinen bad proteininin ailenin diger üyeleriyle kompleks 

olusturmasi için defosforile olmasi gerekmektedir. Normalde bad, yasam 

faktörleri (survival faktörler) etkisiyle fosforile durumdadir ve anti-apoptotik 

üyelerle birlesemediginden onlari baskilayamamaktadir. Böylece anti apoptotik 

proteinler sitokrom C’yi mitokondride tutarak apoptosisi engellemektedir. Ancak 

yasam faktörlerinin eksikligi gibi bir durumda bad proteini defosforile olursa, 

anti-apoptotik üyelerle birleserek sitokrom C salinmasini baslatmaktadir 

(Lockshin ve Zakeri 2002). 

 

1.10. Miyoblast Hücre Sistemi 

 

Bu çalismada kullanilan CO25 miyoblast hücreleri, 1977’de Yaffe ve 

Saxel tarafindan, fare bacak kasindan izole edilip, kültürü yapilan C2 

hücrelerinden elde edilmistir. Daha sonra C2 hücreleri 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 

virüsünün promotörü (MMTV-LTR) ile yapilabilmektedir.  

C2 ve CO25 miyoblast hücrelerinin her iki hatti da normal oranda serum 

içeren (%20 fötal sigir serumu) ortamda kültür edildikleri zaman birbirlerine 

dokunana kadar çogalmakta ve tamamen flask yüzeyini kaplayinca kontak 

inhibisyon etkisiyle çogalmayi durdurmaktadirlar. Bunun aksine, eger az seviyede 

mitojenik ajanlari içeren besi ortaminda (%10 at serumu) kültürleri yapilirsa 

yaklasik 4. günden sonra füzyon yapmaya baslayarak miyotüp olusturmaktadirlar. 

Fakat, N-ras onkogeni içeren CO25 hücreleri, düsük seviyede mitojen içeren ayni 

besi ortaminda, bir steroid hormon olan dekzametazon ile muamele edildigi 

zaman miyotüp olusturma yerine ras onkogeninin uyarilmasi sonucu transform 

fenotipi göstermektedirler. Bu da kontak inhibisyonun kaybi ve ilerleyen sürede 

küçülmüs hücrelerden ibaret yiginlarin meydana gelmesidir. Diger yandan, N-ras 

indüklenmesine neden olan dekzametazon ortamdan uzaklastirildigi zaman, CO25 

hücreleri, C2 hücrelerinden hiçbir farklik göstermeksizin tekrar miyotüp 

olusturabilmektedir (Saleh 2001, Yaffe ve Saxel 1977, Gosset ve ark. 1988, 

Zeytinoglu ve ark.2002, Ciechanover ve ark. 1999, Hsieh ve ark. 2000). Tüm bu 

özellikler CO25 miyoblast hücrelerini, daha morfolojik olarak ayirt edilebilen bir 

sistemde, N-ras onkogeninin farklilasma ve transformasyon mekanizmalarindaki 

etkisini arastirmak için elverisli bir model yapmaktadir. 

 

1.12. Fibroblast Hücre Sistemi 

 

 Bu çalismada kullanilmis olan F2408 hücreleri, bilimsel adi Rattus 

norvegicus olan fisher cinsi siçan embriyosundan izole edilerek, DMEM ve %10 

FCS kültür ortaminda yetistirilen bir fibroblast (kas) hücresi olup fibroblast 

hücrelerinin genel morfolojik ve karakteristik özelliklerini tasimaktadirlar (IFO 

Cell Bank). Bu hücreler ilk kez Kaplan ve Ozanne tarafindan 1983 yilinda 

gelistirilmislerdir. Bu çalismada, fisher siçan fibroblastlardan, kirsten murine 

sarcoma virüsü ve abelson murine leukemia virüs eklenmesi ile birbirinden farkli 

5 alt soyu elde edilmistir. Bu hücreler epidermal, platelet-derived ve sarkoma 

büyüme hormonlari ile uyarildiklarinda, hormona karsi farkli hassasiyet 
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göstermislerdir. Inoue ve arkadaslari (1992), normal F2408 hücrelerine çesitli 

viral genler aktarmislar, transform olan hücrelerde p53 proteinin metabolik 

kararliligi ve seviyesini belirlemislerdir. Polyomavirüs, v-K-ras ve v-src ile 

transforme olmus hücrelerde p53’ün seviyesi ve kararliliginda önemli bir artisa 

rastlanmamasina karsin c-H-ras ile transforme oldugunda, p53’ün kararliliginda 

yine belirgin bir artis olmamasiyla birlikte seviyesinde önemli bir artis 

gözlenmistir. Yoshioka ve arkadaslari (2002) ise; aktif c-H-ras tasiyan bir dizi 

plazmid ile F2408 hücreleri transform ederek neuratin, heparin bagimli büyüme 

faktörü ve lumican’in transkripsiyon baskilayan genler üzerine etkilerini 

arastirmislardir. 

 Çalismamizda kullandigimiz bir diger hücre ise 5RP7 fibroblast 

hücreleridir. Bu hücre tipi de F2408 hücreleri gibi siçan embriyosundan izole 

edilerek kültüre edilmislerdir (IFO Cell Bank). F2408 hücreleri normal besi 

ortaminda kontak inhibisyon saglayana kadar çogalmakta, hücreler birbirine 

temas ettikten sonra çogalmayi durdurmaktadirlar, ancak aktif H-ras tasiyan 

hücreler, komsu hücreler ile temas ettikten sonra bile çogalmayi durdurmayarak 

yiginlar halinde çogalmaya devam ederek transform hücre fenotipi 

göstermektedirler (Garbisa ve ark. 1987). 5RP7 hücreleri ilk kez Garbisa ve 

arkadaslari (1987) tarafindan gelistirilmislerdir. Bu çalismada; ikinci pasajdaki 

siçan embriyo hücrelerine çesitli onkogenleri tasiyan plazmidler eklenerek 

transform hücreler elde edilmistir. 1R, 2R, 3R, 4R ve 5R hücre hatlari; mesane 

kanseri hücre hatti olan T24’den elde edilen aktif c-H-ras onkogeni içeren pEJ 

plazmidin eklenmesiyle elde edilmistir. H-ras transform hücrelerle yapilmis bir 

çalismada; E1A ve T24 H-ras ile transform olmus p53-/- fare embriyo fibroblast 

hücrelerinde p53-esrtojen reseptörü füzyon proteinin tamoxifen adli bir bilesikle 

aktive edilmesi sonucunda p53 bagimli apoptosisi arttirdigi bulunmustur (Vater ve 

ark. 1996). Nozawa ve arkadaslari (1999) da yine bu konuda benzer çalismalar 

yapmistir. Bir transkripsiyon faktör olan IRF-1 (interferon regulatory factor-1) 

bakimindan eksik olan öncül fare embriyo fibroblastlarina, aktif c-H-ras geni 

eklendiginde, hücrelerin DNA hasarina bagli apoptosis’den kurtuldugu bu 

çalismayla bildirilmistir.  
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 Bütün bu çalismalar, aktif H-ras tasiyan fibroblast hücrelerin, ras geninin 

transformasyon mekanizmasinin aydinlatilmasina yönelik çalismalarda 

kullanilmasi için uygun bir model oldugunu göstermektedir. 
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2. MATERYAL ve YÖNTEM 

  

2.1. Materyal 

 

2.1.1. Antikorlar 

 

Fare monoklonal MDM2 antikoru (Chemicon International, MAB4 134 

Msx MDM2 50 ug-0,2 mg/ml Lot. 23060288), FITC isaretli keçi 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 süpernetant antikoru (B10 kod’ lu antikor, Bilkent Üniversitesi 

Moleküler Biyoloji Bölümü)’nden temin edilmistir.  

 

2.1.2. Kimyasal maddeler 

 

Agaroz,  Akridin Orange (AO), Bovin Serum Albumin, Brom Fenol 

Mavisi, DAPI, Dekzametazon, Dimetilsülfoksit (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 solüsyonu, Puks saline A 

(PSA),  Proteinaz K, Ribonükleaz A,  Sodyum Azid, Sodyum Bikarbonat, 

Sodyum Klorür, Sodyum Hidroksit,  Trizma Base, Trizma – HCl, Triton X-100 

(Sigma), Aseton,  Magnezyum Klorür,  Potasyum klorür, Sodyum Asetat, 

Sodyum Dodesil Sülfat (SDS) (Merk), At Serumu, Fötal Sigir Serumu (Biochrom 

KG), Borik asit, Absolü Alkol (Carlo Erba), Metanol (Lab-Scan Analytical 

Sciences), Tripsin - EDTA solüsyonu  (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 

 

 Hücre Sayici (Coulter Z1 Particle Counter), Isik Mikroskopu (Olympus 

BX), Florasan Filitreler (FITC, WB; NU, Dapi), Jel Dökümantasyon Sistemi 

(Biolab, Uvitec) deneylerde kullanilmistir.  

 

2.1.4. Deneyde kullanilan solüsyonlarin içerikleri ve hazirlanmalari 

 

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

 

 13,2 g DMEM, 80 ml steril distile su içinde çözülmüs ve toplam hacim, 

100 ml’ye tamamlanmistir. 0,22 µ por çapli 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, CO2 muslugu ile yada 

steril 1N HCl ve 1N NaOH ile pH 7,2-7,4’e ayarlanmistir.  

 

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

 

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

tamamlanmis, 25 ml 10X Tripsin EDTA eklenmistir. CO2 muslugu ile yada steril 

1N HCl ve 1N NaOH ile pH 7,2-7,4’e ayarlanarak, ve küçük hacimlerde 

bölünerek -20 0C’de saklanmistir. 

 

%9,2 Sodyum bikarbonat (100 ml) 

  

 9,2 g Sodyum bikarbonat, 80 ml distile su içinde çözülmüs ve toplam 

hacim, steril distile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir, 121 0C de 1,5 atmosfer 

basinç altinda otoklav edilerek yada 0,22 µ por çapli filtre ile steril edilmistir. 
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1N HCl (100 ml) 

 

 8,4 ml % 37 HCl, 91.6 ml distile su ile seyreltilmis ve toplam hacim, 

steril distile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir, 0,22 µ por çapli filtre den 

geçirilerek steril edilmistir. 

 

1N NaOH (100 ml) 

 

 4 g NaOH, 80 ml distile su içinde çözülmüs ve toplam hacim, steril 

distile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir, otoklav edilerek yada 0,22 µ por çapli 

filtreyle steril edilmistir. 

 

200 µM Dekzametazon (25,641 ml) 

 

 0,002 g Dekzametazon, 25,641 ml steril de iyonize su içinde çözülmüs 

ve küçük hacimlere bölünerek -20 0C’de saklanmistir. Steril ortamda 

hazirlanmistir. 

 

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

 

 1 g potasyum klorür, 40 g sodyum klorür, 1 g Potasyum di fosfat, 5,7 g 

Sodyum di hidrojen fosfat 450 ml distile su içinde çözülmüs ve toplam hacim 

distile su ile 500 ml’ye tamamlanmistir. Otoklavlanarak steril edilmistir. Çalisma 

solüsyonu 1X’dir. 1:10 oraninda steril distile su ile sulandirilarak hazirlanmistir. 

 

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

 

 0,1 g Akridin Orange, 1 ml 1X PBS içinde çözülerek  hazirlanmistir. 
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A solüsyonu 

 10 µl stok AO solüsyonu, 9,9 ml 1X PBS içinde seyreltilerek 

hazirlanmistir. 

 

 

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

 

 1 tablet (0,1 g) etidyum bromid, 10 ml 1X PBS içinde çözülerek 

hazirlanmistir. 

 

B solüsyonu (10 ml) 

 100 µl stok EB solüsyonu 9,9 ml 1X PBS içinde seyreltilerek 

hazirlanmistir. 

 

Akridin orange/etidyum bromid kokteyl solüsyonu (100 µM:100 µM) (20 ml) 

 

 10 ml A solüsyonu ve 10 ml B solüsyonu karistirilarak hazirlanmistir. 

Hazirlanan karisim 1:10 oraninda seyreltilerek kullanilmistir. 

 

DNA liziz solüsyonu (10 ml) 

 

 200 µl 1 M tris (pH 8), 2 µl 0,5 M EDTA (pH 8), 500 µl %10 SDS ve 

40 µl 10 mg/ml RNase karistirilmis ve toplam hacim steril distile su ile 10 ml’ye 

tamamlanmistir. RNase, kullanilmadan hemen önce solüsyona ilave edilmistir. 

 

1 M Tris - HCl (pH 8) (100 ml) 

 

 15.76 g tris-HCl, 80 ml  distile su içinde çözülerek hazirlanmistir. pH 

ayari için 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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0,5 M EDTA (pH 8) (100 ml) 

 

 18,61 g EDTA, 80 ml distile su içinde çözülerek hazirlanmistir. EDTA, 

tam olarak pH 8’de çözünür. Solüsyon manyetik karistiricida karistirilirken NaOH 

pellet ile pH ayari yapilmistir. Toplam hacim distile 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 çözülmüs ve toplam hacim 

distile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Otoklav edilerek oda sicakliginda 

saklanmistir. 

 

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

 

 10 g SDS, 80 ml distile suda çözülmüs 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 solüsyonu ile çözülmüs, küçük 

hacimlere bölünerek -20 oC’de saklanmistir. 

 

RNase Sulandirma solüsyonu:  

  

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

 

1 X TE (Tris-EDTA) solüsyonu (10 ml) 

 

 20 µl 1M tris-HCl (pH 8), 100 µl 0,5 M EDTA (pH 8) karistirilmis ve 

9,880 ml steril distile su ile seyreltilmistir. 
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5X TBE solüsyonu (Tris–Borikasir-EDTA) (100 ml) 

 

 5,4 g tris, 2,75 g borikasit , 2 ml 0,5 M EDTA (pH 8) ve 80 ml distile su 

karistirilmis ve toplam hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir, çalisma 

solüsyonu 1X’dir. 1:5 oraninda distile su ile seyreltilerek kullanilmistir. 

 

6X DNA Yükleme Solüsyonu (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 içinde çözülerek 

hazirlanmistir. 

 

Metanol-Aseton Tespit solüsyonu (1:1) (100 ml) 

 

 50 ml metanol ve 50 ml aseton karistirilarak hazirlanmistir. 

 

Fenol saturated solüsyonu (425,5 ml) 

 

 400 ml fenol ve 25,5 ml satureated buffer karistirilmis ve faz olusumu 

için yaklasik 10 dk beklenerek +4 0C’de saklanmistir. 

 

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

 

 1 g BSA, 90 ml 1X PBS içimde çözülmüs ve toplam hacim 1X PBS ile 

100 ml’ye tamamlanarak +4 0C’de saklanmistir. 
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%1 Triton X-100 (100 ml) 

 

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

 

2.2. Yöntem 

 

2.2.1. Hücre kültürü 

  

Deneyde kullanilan CO25 hücreleri ve onlarin atasi olarak bilinen fakat 

insan mutant N-ras onkogenini tasimayan C2 miyoblast hücreleri, Anglia 

Üniversitesi, Biyolojik Bilimler Okulu, Moleküler Biyoloji Bölümünden 

saglanmistir. H-ras tasiyan 5RP7 hücreleri ile onlarin kontrolü olan F2408 

hücreleri, IFO Cell Bank, Japonya’dan temin edilmislerdir. Kullanilan 5 tip hücre 

de flask’da 1x106 hücre olacak sekilde, hücre sayici (Coulter Counter) ile 

sayilarak ekilmis, normal büyüme ortami olan %10 FBS (Foetal Bovine Serum), 

%1 L-glutamin ve 100 ünite/ml penisilin/streptomisin içeren DMEM (Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium) içinde, % 5CO2 ve % 95 hava verilerek, 37oC’deki CO2 

inkübatöründe büyütülmüstür. Hücrelerin pasajlarinin yapilmasi için, 2X tripsin-

EDTA ile hücreler kaldirilmis ve 1000 rpm’de 5 dk santrifüjlenerek, 1X PBS’de 1 

kez yikanmistir. Taze %10 FBS ile tekrar çözülmüs ve flasklara aktarilarak 

pasajlari yapilmistir. 

CO25 hücrelerin transformasyonunu ve tasidiklari insan mutant N-ras 

onkogenini indüklemek amaciyla, yaklasik %80 sikliga ulasan hücreler, 

tripsinlenerek flask yüzeyinden kaldirilmis ve 1X PBS ile yikandiktan sonra, %10 

HS ve 1 µM (5 µl/ml) dekzametazon içeren besi ortamina aktarilarak 

büyütülmüslerdir (Zeytinoglu ve ark. 2002).  

 

2.2.2.Tripan mavisi ile canli hücrelerin belirlenmesi 

 

 Deneyde kullanilacak hücrelerin kültür flaskina ekilmesi sirasinda canli 

hücrelerin oraninin belirlenebilmesi amaciyla %0,2 tripan mavisi ile boyanmistir. 

Hücreler 2X tripsin EDTA ile kaldirilip 1X PBS ile yikandiktan sonra 5 ml 1X 
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PBS içinde süspanse edilerek, 1:1 oraninda hücre süspansiyonu ve %0,2 tripan 

mavisi bir ependorf tüpte karistirilmistir. Pipetleme ile hücre ve boyanin homojen 

bir sekilde karismasi saglandiktan sonra, Thoma lami’nin sayim alanina 1 damla 

damlatilarak preparat hazirlanmis ve mikroskopta canli hücrelerin sayimi 

yapilmistir. Sayimi yapilan canli hücrelerin, sulandirma faktörü de göz önünde 

bulundurarak 1 ml’deki miktarlari hesaplanmistir. Tripan mavisi, büyük 

moleküllü bir boya oldugundan dolayi canli hücrelerin içine girememektedir. 

Ancak ölü hücrelerin hücre zarlari seçici geçirgen özelligini kaybettiginde dolayi 

boyayi içlerine alabilmekte ve mikroskopta sitoplazmalari parlak mavi renkte 

görünmektedir. Canli hücreler ise boyanmadigindan dolayi sitoplazmalari renksiz 

seffaf, hücre zarinin etrafinda mavi halka seklinde görünmektedir (Cotter ve 

Martin 1997).  

 

2.2.3. UV isigi uygulamasi 

 

Deneyde kullanilacak olan bütün hüc relerin medyumu vakum pompasi 

yardimiyla çekilerek, oda sicakligindaki 1X PBS ile iki kez yikanir. Daha sonra, 

içinde 30 watt UV lambasi (Philips) bulunan UV kutusuna yerlestirilen petrilere, 

30 cm yükseklikten, 10 sn, 30 sn ve 1 dk süreler ile, 300 J/m2, 900 J/m2 ve 1800 

J/m2 dozlarinda UV isigi uygulanmistir. Bu sürenin sonunda hücrelere taze %10 

FBS (yada %10 HS) medyum eklenerek 24 ve 48 saat boyunca %5 CO2’de 

37oC’de büyütülmüslerdir. Söz konusu dozlar literatür çalismasina dayali olarak 

(Nishigori 2000) yapilan ön çalisma ile belirlenmistir. Ön çalismada, 10 sn, 30 sn, 

1 dk, 5 dk, 15 dk ve 30 dk UV uygulama süreleri ile 12 saat, 24 saat, 48 saat ve 72 

saat inkübasyon süreleri denenmis, içlerinden en iyi sonuç veren 10 sn, 30 sn ve 1 

dk UV uygulama süreleriyle 24 ve 48 saat inkübasyon süreleri seçilerek deneylere 

bu sekilde devam edilmistir.  

 

2.2.4. Akridin orange / etidyum bromür boyama ile apoptosis analizi 

 

Apoptotik çekirdegin AO/EB ile boyanmasi çalismasi, Cotter ve Martin 

(1997)’in yöntemi gelistirilerek yapilmistir. %10 FBS (yada %10 HS) ve DMEM 
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içeren besiyerinde büyütülen hücreler, 1,4x104/cm2 olacak sekilde, lamel içeren 

petrilere ekilmis ve 24 saat süre ile büyütülmüslerdir. Hücreler lamel yüzeyini 

%80 kapladiginda, daha önce anlatildigi sekilde UV isigi uygulanmistir. 24 ve 48 

saatin sonunda hücrelerin yapisik oldugu lameller, 3 kez 2 dk’lik sürelerle 1X 

PBS ile yikanmis ve %70 etanol içinde 10 dk, oda sicakliginda tespit edilmistir. 

Bu islemin ardindan, 5 kez 1dk süreyle distile suda bekletilen hücreler, 2 dk 1X 

PBS ile yikanmis ve (100µM:100µM) AO/EB kokteyl solüsyonu ile 10 dk oda 

sicakliginda ve karanlik ortamda boyanmistir. Son olarak 4 kez 1dk süreyle 1X 

PBS ile yikanan lameller, tirnak cilasi ile lam’a yapistirilmistir. Oda sicakliginda 

kurutulan preparatlar, Olympus BX50 foto mikroskobu altinda, Flouresan WB 

filitre kullanilarak degisik büyütmelerde incelenmis ve Olympus PM-30 otomatik 

foto mikrografi araci ile 40X büyütmede fotograflanmistir. 

 

2.2.4. DNA fragmentasyonunun agaroz jel elektroforezi ile analizi  

 

Bu çalisma; Catter ve Martin (1997)’in yöntemi gelistirilerek yapilmistir. 

Yukarida anlatildigi gibi flask basina 1x106 hücre olacak sekilde ekilerek 

büyütülmüs ve UV’ye maruz birakilmis olan hücrelerden, 24 ve 48. saatin 

sonunda, DNA izolasyonu yapmistir. Bunun için, 2X Tripsin EDTA solüsyonu ile 

kaldirilan hücreler, 1000 rpm’de 5dk. santrifüj edilerek toplanmis ve 2 kez 1X 

soguk PBS ile yikanmistir. Hücreler 10 mg/ml stok solüsyondan 4 µl/ml oraninda 

RNase içeren 0,5 ml DNA liziz solüsyonu (10mM Tris, pH 8, 0,1mM EDTA, pH 

8, %0,5 SDS) içinde yeniden sulandirilarak 370C’ de 1 saat bekletilmis ve daha 

sonra, 25 mg/ml stok proteinaz K’dan 8 µl / ml oraninda eklenerek 500C’de 3 saat 

inkübe edilmistir. Enzim uygulamalarinin ardindan, DNA liziz karisimi ile esit 

hacimde fenol/kloroform/izoamilalkol (25:24:1) karisimi eklenerek 13.000 rpm/1 

dk. santrifüj edilmistir. Üst kisimda bulunan berrak kisim toplanarak bu islem 3 

kez tekrarlanmistir. Daha sonra DNA liziz sivisinin 2 kati kadar soguk absolü 

etanol ve 1/10 kadar da 3M NaCl eklenmis ve 00C’de 1 gece bekletilerek 

DNA’nin çökmesi saglanmistir. Çöken DNA’yi ayirmak için +40C’de 10 dk, 

13.000 rpm’de santrifüj edilmistir. Süpernetant atilarak pellet 1 ml %70 etanol ile 

yeniden çözülmüstür. Son olarak +40C’de 10 dk, 13.000 rpm’de santrifüj edilerek 
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etanol uzaklastirilmis ve DNA pelleti oda sicakliginda 1-2 saat bekletilerek, etanol 

uçurulmustur. DNA 20 µl 1X TE solüsyonu içinde çözülmüs ve çalisilana kadar - 

200C’de saklanmistir. Izole edilen DNA, 1X TBE solüsyonu ile hazirlanmis ve 0,2 

µg/ml EB içeren %1.8’lik agaroz jelde, 7 V/cm (100 volt) akimda 1X TBE 

solüsyonu ile yürütülmüs ve UVP jel görüntüleme sistemi ile görüntülenmistir.  

DNA fragmentasyonu pozitif kontrolü için 10 mM stok solüsyondan, 2,5 

µl/ml (25 µM) etaposit (Bassi ve ark. 2002) kullanilmistir.  

Çalismamizin basinda, apoptotik DNA fragmentasyonunun belirlenmesi 

için bir ön çalisma yapilmistir. Bu amaçla, fenol gerektirmeyen ve islem 

basamaklari kisa olan, Clarke ve ark. (1999)’nin yöntemi uygulanmistir. Sayilarak 

ekilen hücreler, yukarida açiklandigi sekilde UV uygulamasi ve belirtilen 

inkübasyon sürelerinin sonunda, tripsinlenerek bir tüp içinde toplanmis ve 2 kez 

1X PBS ile yikanmistir. Ardindan hücreler, ependorf tüp içinde 1x106 hücre 

olacak sekilde sayilmis ve 10 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl (pH 8), %0,5 N-lauryl 

sarcosine ve 0,5 mg/ml proteinaz K içeren DNA liziz karisimi içinde 1 saat 

süreyle 500C’de inkübe edilmislerdir. 10µl 0,5 mg/ml ribonükleaz A ilave 

edildikten sonra ayni sicaklikta 1 saat daha inkübe edilmisler ve sürenin sonunda 

sicaklik 500C’ye çikartilarak her bir örnege 10µl jele yükleme solüsyonu (10mM 

EDTA, 50mM Tris-HCl pH 8, %1 low melting agaroz, %0,25 brom fenol mavisi 

ve %40 sükroz) eklenmistir. 15 dk bu sicaklikta inkübe olan DNA örnekleri 

%2’lik agaroz jele kuru olarak yüklenmis ve 1X TBE tamponu varliginda 40V 

akim uygulayarak yürütülmüstür. 1µg/ml EB ile boyanarak UVP jel görüntüleme 

sistemi ile fotografi çekilmistir. Uygulanan bu DNA izolasyonu yönteminde 

kontrol DNA’lari da dahil olmak üzere bütün hücrelerin DNA’larinin rastgele 

parçalandigi (smear) görülmüstür (Sekil 3.16.B). Bu sebeple, bu yöntemin bizim 

çalismamizin amacina uygun olmayacagina karar verilip, bundan sonraki 

çalismalarda Cotter ve Martin (1997)’nin yöntemi uygulanmistir.  
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2.2.5. Immünoflouresan boyama ile hücre içindeki p53 ve MDM2 

proteinlerinin tespiti.  

 

 Ling - Huei Yih ve Te - Cang Lee (2000)’in yönteminden gelistirilmistir. 

Hücreler yukarida anlatildigi gibi lamel üzerinde büyütülüp UV uygulamasi 

yapildiktan sonra, 12 ve 24 saat sürelerle inkübe edilmistir. Daha sonra besiyeri 

uzaklastirilip 1X PBS ile 2 kez 1dk yikanmistir. Hücreleri tespit etmek için, -

200C’ ye sogutulmus aseton:metanol (1:1) ile 200C’de, 10 dk inkübe edilmistir. 

Bu asamadan sonra, bütün islem basamaklari çalkalamali ortamda 

gerçeklestirilmistir. 3 kez 5 dk 1X PBS ile yikandiktan sonra, %1 BSA ile 370C’ 

de 30 dk bloklanmistir. BSA’nin fazlasini uzaklastirmak için 3 defa 5 dk sürelerle 

1X PBS ile yikandiktan sonra 370C’de 1 saat süreyle antikor uygulamasi 

yapilmistir. Kullanilan p53 antikoru bir fare hibridoma supernetanti oldugundan 

dolayi konsantrasyonu bilinmemektedir. Bu sebeple hiç seyreltmeden %100 

oraninda kullanilmistir. Fare monoklonal anti MDM2 (0,2 mg/ml) is e, 1:100 

oraninda, %1 BSA ile seyreltilerek kullanilmistir. Fazla antikoru uzaklastirmak 

için %1 Triton X-100/1X PBS ile 3 defa 5 dk yikanmis ve 1:200 oraninda FITC 

isaretli keçi anti fare ikinci antikor (goat anti Mouse IgG H&L, flourescein 

conjugated) ile 370C’de, 1 saat karanlik ortamda muamele edilmistir. Bu 

asamadan sonra bütün islemler karanlik odada gerçeklestirilmistir. Baglanmamis 

fazla antikoru uzaklastirmak için %1 Triton X-100/PBS ile 3 defa 5 dk 

yikandiktan sonra 0,1 µg/ml Dapi (4,6-diamino-2-phenylindole) boyasi ile 

çalkalamali etüvde 37 0C’de 1 saat karanlik ortamda boyanmistir. Son olarak 3 

kez 5dk. sürelerle karanlik ortamda 1X PBS ile yikanan lameller, tirnak cilasi ile 

lam’a yapistirilarak preparat haline getirilmistir. Boyanan hücre preparatlari, 

Olympus BX50 isik mikroskobu altinda, antikor için, FITC-WB filtre 

kullanilarak, Dapi için de NU filtre kullanilarak incelenmis ve Olympus PM-30 

otomatik foto mikrografi araci ile 40X büyütmede fotograflanmistir. 

 Ön çalisma olarak yapilan 12, 24 ve 48 saat inkübasyonlardan, en uygun 

sinyallerin alindigi 12 ve 24 saat inkübasyon süreleri tüm deneyler boyunca 

uygulanmistir. Ayrica ikincil antikorun özgül baglanip baglanmadigini belirlemek 

amaciyla her deneyde paralel olarak, bir grup hücre birincil antikor ile 
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isaretlenmeden direk FITC isaretli keçi anti fare ikinci antikoru ile isaretlenerek 

preparat hazirlanmistir. Bu hücrelerde ikinci antikor hiçbir özgül olmayan bölgeye 

baglanamadigindan dolayi herhangi bir sinyal gözlenmemistir. 
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3. BULGULAR 
 
3.1. Apoptotik Hücrelerin Acridine Orange/Ethidium Bromide Boyama 

Yöntemi ile Belirlenmesi: 

 

Fibroblast hücreler olan F2408 ve 5RP7’ler ile miyoblast hücreler olan 

CO25’ler farkli periyotlarda UV’ye maruz birakildiktan sonra 24 ve 48 saat 

inkübe edilmisler ve apoptosise duyarliliklarinin arastirilmasi amaciyla, materyal 

ve yöntem bölümünde anlatildigi gibi boyanmis ve karanlik ortamda florasan 

mikroskobi ile incelenerek görüntülenmistir.  

 

3.1.1. Fibroblastlarda apoptotik hücreler 

 

Aktif H-ras onkogeni içermeyen normal F2408 hücreleri normal 

ortamlarinda 24 ve 48 saat  kültüre edildikten sonra görüntülenmistir (Sekil 3.1.A 

ve B). Genel olarak hücre sekilleri poligonal olup yassi hücreler seklinde yüzeye 

yapismistir. Çekirdek-sitoplazma orani normal ve kromatin birkaç parça halinde 

koyu boyanmis halde çekirdegin ortasinda yer almaktadir. Saglikli hücreler 

çekirdegi beklenildigi gibi yesil ve sitoplazmasi sari renkte gözlenmektedir.  

F2408 hücrelerinin UV uygulamasindan 24 saat sonraki görüntüleri 

Sekil 3.2.’de verilmektedir. 10 sn UV uygulanan hücreler büzülerek hacimce 

küçülmüsler, çekirdek morfolojileri düzensizlesmis ve çekirdek zari kontrol 

hücrelere oranla oldukça belirginlesmistir (Sekil 3.2.A ve B). 30 sn ve 1 dk UV 

uygulanan hücrelerde sitoplazmik büzülmenin yani sira sitoplazmanin bir 

bölümünün bogumlanarak kopmasi ile olusan keseler (apoptotik body) 

görülmektedir (Sekil 3.2.C, D, E ve F). Kromatin yine çekirdek zari etrafinda 

yogunlasmis yada çekirdek içinde at nali seklini almistir.  

F2408 hücrelerinin UV uygulamasindan 48 saat sonraki görüntüleri Sekil 

3.3.’de verilmektedir. 10 sn UV uygulanan hücrelerin bazilarinin erken apoptotik 

morfoloji olan hücre büzülmesi ve kromatin yogunlasmasi göstermelerinin yani 

sira bazilarinin çok parçali çekirdek ve koful içererek hacimce büyüdükleri 

gözlenmistir (Sekil 3.3.A ve B). Ayrica yogunlasmis ve düzensiz sekil almis 

kromatin de dikkat çekmektedir. 30 sn UV uygulamasi, ayni hücrelerde yukarida 
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belirtilen özelliklerdeki erken apoptotik hücrelerin yogunlugunu arttirmistir (Sekil 

3.3.C ve D). 1 dk UV uygulamasinda ise hücreler digerlerine oranla daha büyük 

ve kromatinleri düzensiz bir sekilde yogunlasarak hücre zarina dogru çekilmis 

olduklari gözlenmistir (Sekil,3.3.E ve F). Sonuç olarak, F2408 hücrelerinde 1 dk 

UV uygulamasinin 24 saat inkübasyon sonunda daha etkili, 30 sn UV 

uygulamasinin ise 48 saat inkübasyondan sonra digerlerinden daha etkili bir 

sekilde apoptosise neden oldugu tespit edilmistir.  
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A  
 

  
 
 
 
B 
 

 
 

Sekil 3.1. F2408 hücrelerinin normal kosullarda 24 (A) ve 48 (B) saat inkübasyonundan sonra 
AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta elde edilmis görüntüleri. Büyütme: 1550X 
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10 sn UV 
 

A   B 

        
 
 
 

30 sn UV 
 

C D 

         
 
 
 

1 dk UV 
 

E  F 

         
 
Sekil 3.2. UV uygulamasinin F2408 hücrelerinin morfolo jisi üzerine etkileri. UV muamelesinden 

24 saat sonra hücreler AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta görüntülenmistir. a: 
apoptotik kese, c: büzülmüs hücre, d: dev hücre, k: çekirdek zarinda yogunlasmis 
kromatin, m: anormal sekilli çekirdek, t: at nali sekilli kromatin. Büyütme: 732X 
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Sekil 3.3. UV uygulamasinin F2408 hücrelerinin morfolojisi üzerine etkileri. UV muamelesinden 
48 saat inkübasyonundan sonra hücreler AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta 
görüntülenmistir. a: apoptotik kese, c: büzülmüs hücre, e: çok çekirdekli hücre, f: 
mitotik hücre, k: çekirdek zarinda yogunlasmis kromatin, t: at nali sekilli kromatin. 
Büyütme: 732X 
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 Aktif H-ras onkogeni içeren transform 5RP7 hücreleri, normal 

ortamlarinda, materyal ve yöntemde anlatildigi gibi 24 ve 48 saat kültüre 

edildikten sonra görüntülenmistir (Sekil 3.4.A ve B). Hücreler F2408’lere göre 

daha küçük ve yuvarlagimsi, iki yada üç kutuplu morfolojiye sahip olup 

sitoplazmalari daha yogun boyanma özelligi göstermektedir. Kromatin ise, tek 

parça yada iki parça halinde yogunlasmis olarak görünmekte ve çekirdek yesile 

sitoplazma ise sariya boyanarak saglikli olduklari gözlenmektedir. 

5RP7 hücrelerinin UV uygulamasindan 24 saat sonraki görüntüleri Sekil 

3.5.’de verilmektedir. 10 sn UV uygulanan hücrelerde belirgin bir küçülme 

dikkati çekmektedir (Sekil.3.5.A ve B). Sitoplazmanin büzülmesi sonucunda 

sitoplazma çekirdek orani degismis, kromatin birkaç parça halinde yogunlasmis 

ama çekirdek zarina çekilme gözlenmemistir. Ayrica bu hücrelerin yani sira, 

nadiren çok fazla büyümüs, çok sayida çekirdek içeren dev hücrelere de 

rastlanmistir (Sekil.3.5.A). 30 sn UV uygulanmis hücrelerin büzüldügü ve 

çekirdek etrafindaki sitoplazmanin azaldigi gözlenmistir (Sekil 3.5.C ve D). Bazi 

hücrelerde ise çekirdek etrafinda sitoplazma bogumlanarak apoptotik cepler 

olusturmustur. 1 dk UV uygulanmis hücrelerde ise hacimce büyümüs olan erken 

nekrotik hücrelere (Sekil 3.5.F) ve bölünmekte olan hücrelere de rastlanmistir 

(Sekil 3.5.E).  

5RP7 hücrelerinin UV uygulamasindan 48 saat sonraki görüntüleri Sekil 

3.6.’da verilmektedir. 10 sn UV uygulanan hücrelerin büzüldügü ve bunlarin 

bazilarinda sitoplazmanin bogumlanarak apoptotik keseler olusturduklari 

gözlenmistir (Sekil 3.6.A ve B). 30 sn UV uygulamada ise, kromatinin çekirdek 

zarina göç edip yogunlasmistir (Sekil 3.6.C ve D). 1 dk UV uygulanmis hücreler 

incelendiginde hücrelerin nerdeyse tamaminin apoptotik evreye girdigi 

görülmektedir (Sekil 3.6.E ve F). Bu preparatlarda çok sayidaki büzülüp 

yuvarlaklasmis hücre, apoptotik kese, ve yogunlasmis kromatin çok belirgin 

olarak tespit edilmistir.  

 Sonuç olarak 5RP7 hücrelerinde 48 inkübasyon süresi, 24 saate göre daha 

çok apoptotik etki olusturmustur. 30 sn  UV uygulamasinin, 24 saat 

inkübasyondan sonra daha etkili, 10 sn UV uygulamasinin ise 48 saat 

inkübasyondan sonra digerlerinden daha etkili bir sekilde apoptosise sürükledigi 
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tespit edilmistir. Ayrica UV uygulanmis 5RP7 hücreleri, F2408 hücrelerine göre 

genelde daha küçük ve çekirdek sinirlari daha belirgin olarak gözlenmis ve 

apoptosise daha çok sürüklenmistir. 

 
A 

 
 
B 

 
 

Sekil 3.4. 5RP7 hücrelerinin normal kosullarda 24 (A) ve 48 (B) saat inkübasyonundan sonra 
AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta elde edilmis görüntüleri. Büyütme: 1550X 
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Sekil 3.5. UV uygulamasinin 5RP7 hücrelerinin morfolojisi üzerine etkileri. UV muamelesinden 

24 saat sonra hücreler AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta görüntülenmistir. a: 
apoptotik kese, c: büzülmüs hücre, d: dev hücre, e: çok çekirdekli hücre, f: mitotik 
hücre, k: çekirdek zarinda yogunlasmis kromatin, v: koful. Büyütme: 732X 
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10 sn UV 
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30 sn UV 
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Sekil 3.6.. UV uygulamasinin 5RP7 hücrelerinin morfolojisi üzerine etkileri. UV muamelesinden 
48 saat sonra hücreler AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta görüntülenmistir. a: 
apoptotik kese, c: büzülmüs hücre, e: çok çekirdekli hücre, k: çekirdek zarinda 
yogunlasmis kro matin, v: koful. Büyütme: 732X 
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3.1.2. Miyoblastlarda apoptotik hücreler 
 

 Bir steroid hormon olan dekzametazon ile uyarilabilen insan N-ras 

onkogeni içeren CO25 miyoblastlari normal ortamlarinda (Dex-), materyal ve 

yöntemde belirtildigi gibi 24 ve 48 saat  kültüre edildikten sonra görüntülenmistir 

(Sekil 3.7.A ve B). Poligonal sekildeki hücreler, yassi bir sekilde yüzeye 

yapismis, çekirdek genelde hücrenin merkezinde lokalize olmus ve kromatin 

çekirdek içerisinde birkaç parça olarak koyu boyanmis bölgeler halinde 

görülmüstür.  

 CO25 hücrelerinin UV uygulamasindan 24 saat sonraki görüntüleri Sekil 

3.8.’de verilmektedir. 10 sn ve 30 sn UV uygulanmis ve 24 saat inkübe edilmis 

hücrelerde, kromatin çekirdek zari etrafinda yogunlasmis ve hücre sitoplazmasi 

büzülmüs halde gözlenmistir. Çekirdek morfolojisi genellikle bozulmus olup, 

çekirdegi çok parçaya bölünmüs hücreler tespit edilmistir (Sekil 3.8.A-D). Sekil 

3.8.E ve F’de görüldügü gibi 1 dk UV uygulamasinin genel olarak hücre ve 

çekirdek morfolojini bozdugu belirlenmistir. Çekirdek-sitoplazma oraninin 

bozuldugu, kromatinin çekirdek zarinda lokalize oldugu ve sekilsiz çekirdek 

morfolojisinin olustugu gözlenmistir (Sekil 3.8.E ve F) 

 CO25 hücrelerinin UV uygulamasindan 48 saat sonraki görüntüleri Sekil 

3.9.’da verilmektedir. Burada genel olarak, farkli büyüklerde çok çekirdekli dev 

hücrelerde artis gözlenmistir. Kromatinin çekirdek zarinda yogunlastigi büzülmüs 

hücreler, sekilsiz çekirdekli hücreler, her üç farkli UV uygulama süresinde 

görülen ortak özelliklerdir (Sekil 3.9.A-F). 10 sn UV uygulanan hücrelerde koful 

olusumu gözlenirken 1 dk UV uygulamasi yapilmis hücrelerde, at nali seklinde 

kromatin yogunlasmasi ve apoptotik kese meydana gelmistir (Sekil 3.9.E ve F).  

 Sonuç olarak CO25 hücreleri UV’ye maruz kald iktan 48 saat sonra farkli 

büyüklükte çok çekirdekli dev hücre morfolojisine sahip olmaktadir. Ayrica 24 

saat sonra hücrelerin morfolojik olarak bozulmasi ve düzensizlesmesi görülürken 

48 saat sonra, özellikle 1 dk UV uygulamasinda, erken apoptosis evresini gösteren 

kromatin parçalanmasi ve yogunlasmasi dikkati çekmektedir 
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Sekil 3.7. CO25 (dex-) hücrelerinin normal kosullarda 24 (A) ve 48 (B) saat inkübasyonundan 
sonra AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta elde edilmis görüntüleri. Büyütme: 1550X 
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30 sn UV 
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1 dk UV 
 

E F 

         
 
Sekil 3.8.. UV uygulamasinin CO25 (Dex-) hücrelerinin morfolojisi üzerine etkileri. UV 

muamelesinden 24 saat sonra hücreler AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta 
görüntülenmistir. a: apoptotik kese, c: büzülmüs hücre, d: dev hücre, e: çok çekirdekli 
hücre, f: mitotik hücre, k: çekirdek zarinda yogunlasmis kromatin, m: anormal sekilli 
çekirdek, v: koful. Büyütme: 732X 
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10 sn UV 
 

A B 

       
 
 
 

30 sn UV 
 

C D 
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Sekil 3.9. UV uygulamasinin CO25 (Dex-) hücrelerinin morfolojisi üzerine etkileri. UV 
muamelesinden 48 saat sonra hücreler AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta 
görüntülenmistir..a: apoptotik kese, c: büzülmüs hücre, d: dev hücre, e: çok çekirdekli 
hücre, f: mitotik hücre, k: çekirdek zarinda yogunlasmis kromatin, m: anormal sekilli 
çekirdek, t: at nali sekilli kromatin, v: koful. Büyütme: 732X 
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N -ras onkogeninin aktivasyonunu saglamak için dekzametazon varliginda 

(Dex+) inkübe edilen CO25 miyoblastlar materyal ve yöntemde anlatildigi gibi 

normal ortamlarinda 24 ve 48 saat  kültüre edildikten sonra boyanmis ve karanlik 

ortamda florasan mikroskobi ile incelenerek görüntülenmistir (Sekil 3.10.A veB). 

Saglikli hücrelerin çekirdekleri yesil, sitoplazmalari sari renkte boyanmis olup 

Dex- hücrelerle benzer özellikler göstermistir. 

CO25 Dex+ hücrelerinin UV uygulamasindan 24 saat sonraki görüntüleri 

Sekil 3.11.’de verilmektedir. Genel olarak her üç UV uygulamasinda da 

sitoplazma büzülmesi ve çekirdek zarindaki kromatin yogunlasmasi yaygin olarak 

gözlenmektedir. Çok çekirdekli dev hücre ve at nali sekilli kromatin, 30 sn ve 1 

dk UV uygulamasinin her ikisinde (Sekil 3.11.C-F) gözlenirken apoptotik kese ve 

anormal sekilli çekirdek olusumu yalnizca 30 sn UV uygulanan hücrelerde (Sekil 

3.11.C ve D) tespit edilmistir. Apoptotik keseler, hücreler ve bunun yani sira 

parçalanmis çekirdege sahip hücrelerde artis olmustur. 1 dk UV uygulanmis 

hücrelerde ise hücrelerin çogunlugu öldügünden dolayi az sayida olan hücreler 

genislemis ve çekirdeklerinde parçalanmalar olusmustur. 

CO25 Dex+ hücrelerinin UV uygulamasindan 48 saat sonraki 

görüntüleri Sekil 3.12’de verilmektedir. Çekirdek zarinda yogunlasmis kromatin 

ve çok çekirdekli hücre morfolojisi her üç UV uygulamasinda gözlenirken (Sekil 

3.12.A-F), 10 sn ve 1 dk UV uygulananlarda (Sekil 3.12. A, B ve E, F) büzülmüs 

hücreye rastlanmistir. Bunlarin yani sira 30 sn UV uygulamada (Sekil 3.12.C ve 

D) at nali sekilli kromatin olusumu gözlenirken 1 dk uygulamada (Sekil 3.12.E ve 

F) anormal sekilli dev hücre ve çok sayida apoptotik keseler olusmustur.  

Sonuç olarak CO25 Dex+ hücrelerinin 24 saat ve 48 saat UV 

uygulamalari karsilastirildiginda; apoptotik etkiler, doza bagli olarak 24 saat sonra 

daha yogun olarak gözlenmistir. ras’in aktif oldugu hücrelerde UV uygulamasi 

apoptotik hücre olusumunu arttirmis ras inaktif hücrelerde ise daha çok çekirdek 

parçalanmasi ve hücre büyüklügünde artis tespit edilmistir. 
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Sekil 3.10. CO25 Dex (+) hücrelerinin normal kosullarda 24 (A) ve 48 (B) saat inkübasyonundan 
sonra AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta elde edilmis görüntüleri. Büyütme: 1550X 
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Sekil 3.11. UV uygulamasinin CO25 (dex+) hücrelerinin morfolojisi üzerine etkileri. UV 

muamelesinden 24 saat sonra hücreler AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta 
görüntülenmistir a: apoptotik kese, c: büzülmüs hücre, d: dev hücre, e: çok çekirdekli 
hücre, k: çekirdek zarinda yogunlasmis kromatin, , m: anormal sekilli çekirdek, t: at 
nali sekilli kromatin. Büyütme: 732X 
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Sekil 3.12. UV uygulamasinin CO25 (dex+) hücrelerinin morfolojisi üzerine etkileri. UV 

muamelesinden 48 saat sonra hücreler AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta 
görüntülenmistir a: apoptotik kese, c: büzülmüs hücre, d: dev hücre, e: çok çekirdekli 
hücre, f: mitotik hücre, k: çekirdek zarinda yogunlasmis kromatin, m: anormal sekilli 
hücre, t: at nali sekilli hücre. Büyütme: 732X 

 
 
 



  70 

CO25 hücrelerin orijini olan ve N-ras onkogenini içermeyen C2 

miyoblastlari materyal ve yöntemde anlatildigi gibi normal ortamlarinda 24 ve 48 

saat  kültüre edildikten sonra boyanmis ve karanlik ortamda florasan mikroskobi 

ile incelenerek görüntülenmistir. Hücreler genel olarak Poligonal yada iki kutuplu 

olup, yassi bir sekilde yüzeye yapismis, çekirdek genelde hücrenin merkezinde 

lokalize olmus ve kromatin çekirdek içerisinde birkaç parça olarak koyu boyanmis 

bölgeler halinde görülmektedir (Sekil 3.13.A ve B). 10 sn UV uygulanmis 24 saat 

inkübe edilmis hücrelerde, çekirdek zari oldukça belirginlesmis, kromatin bu 

bölgede yogunlasmis ve bir kismi da düzensiz sekiller olusturarak çekirdek içinde 

daginik olarak gözlenmistir. Ayrica büzülmüs hücre ve çok çekirdekli dev hücre 

morfolojisi de tespit edilmistir (Sekil 3.14. A ve B). 30 sn ve 1 dk UV 

uygulamalarinda 10 sn’dekine benzer kromatin görüntülerine rastlanirken, koful 

içeren çok çekirdekli dev hücreler ve nadiren de büzülmüs hücreler belirlenmistir 

(Sekil 3.14.C-F). 48 saat sonundaki hücrelerde, 10 sn UV etkisiyle hücrenin 

kromatini çekirdek zari boyunca inci gibi dizilmis olup, sitoplazma büzülmüs 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 çekirdek zarinda 

yogunlasmis ve bir kismi da düzensiz sekiller olusturarak çekirdek içinde daginik 

olarak gözlenirken koful içeren anormal sekilli hücreler ve büzülmüs hücreler 

tespit edilmistir. 
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A 
 

 
 
 
B 
 

 
Sekil 3.13. C2 hücrelerinin normal kosullarda 24 (A) ve 48 (B) saat inkübasyonundan sonra 
AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta elde edilmis görüntüleri. Büyütme: 1550X 
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10 sn UV 
 

A B 

         
 
 
 

30 sn UV 
 

C D 

         
 
 
 

1 dk UV 
 

E F 

        
 
Sekil 3.14. UV uygulamasinin C2 hücrelerinin morfolojisi üzerine etkileri. UV muamelesinden 24 

saat sonra hücreler AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta görüntülenmistir. a: 
apoptotik kese, c: büzülmüs hücre, d: dev hücre, e: çok çekirdekli hücre, f: mitotik 
hücre, k: çekirdek zarinda yogunlasmis kromatin, m: anormal sekilli çekirdek, v: koful. 
Büyütme: 732X 
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10 sn UV 
 

A B 

        
 
 
 

30 sn UV 
 

C D 

         
 
 
 

1 dk UV 
 

E F 

         
 
Sekil 3.15. UV uygulamasinin C2 hücrelerinin morfolojisi üzerine etkileri. UV muamelesinden 48 

saat inkübasyonundan sonra hücreler AO/EB ile boyanarak floresan mikroskopta 
görüntülenmistir. c: büzülmüs hücre, d: dev hücre, e: çok çekirdekli hücre, f: mitotik 
hücre, k: çekirdek zarinda yogunlasmis kromatin, m: anormal sekilli çekirdek. 
Büyütme: 732X 
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3.2. DNA fragmentasyonu’nun belirlenmesi 

 

UV ile muamele edilmis ras transform hücrelerde olabilecek apoptotik 

DNA fragmentasyonu üç hücre tipinde agaroz jel elektroforezi yöntemiyle 

arastirilmistir. Deneylerde pozitif kontrol olarak çesitli hücrelerde apoptotik DNA 

fragmentasyonuna neden oldugu bilinen 25 µM etaposit paralel olarak hücrelere 

uygulanmistir. F2408 ve 5RP7 fibroblastlari ile Dex varligi yada yoklugunda 

büyütülen miyoblast hücreleri farkli periyotlarla UV’ye ve etaposite maruz 

birakildiktan 24 ve 48 saat sonra materyal ve yöntem bölümünde belirtildigi gibi 

DNA’lari izole edilip agaroz jel elektroforezinde yürütülmüstür. Sekil 3.16.A’da 

görüldügü gibi UV uygulamasi F2408 hücrelerde 24 ve 48 saat sonunda kontrole 

göre benzer sekilde DNA parçalanmasina (smear) neden olmustur. Ras transform 

5RP7 hücrelerinde UV ve etaposit muamelesi ile DNA fragmentasyonunda yine 

kontrollere göre F2408 hücrelerine benzer sonuçlar elde edilmistir (Sekil 3.17). 

Ancak 30 sn UV uygulamasindan 48 saat sonraki örneklerden yeterli DNA elde 

edilemedigi görülmektedir. 

 
Çalismamizin basinda, apoptotik DNA fragmentasyonunun belirlenmesi 

için bir ön çalisma yapilmistir. Bu amaçla, materyal ve yöntem bölümünde 

açiklandigi sekilde fenol gerektirmeyen ve islem basamaklari kisa olan, Clarke ve 

ark. (1999)’nin yöntemi uygulanmis, ayni zamanda farkli UV süreleri ve farkli 

inkübasyon süreleri de denenmistir. Uygulanan bu DNA izolasyonu yönteminde 

kontrol DNA’lari da dahil olmak üzere bütün hücrelerin DNA’larinin rastgele 

parçalandigi (smear) görülmüstür (Sekil 3.16.B). Bu sebeple, bu yöntemin bizim 

çalismamizin amacina uygun olmayacagina karar verilip, Cotter ve Martin 

(1997)’nin yöntemi uygulanmistir.  
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A                        24 saat                                                                48 saat    
                             ____  UV_____                                         ______UV_______  
  (bç)      M    Etap.              K        10s     30s   1dk            Etap.             K       10s     30s    1dk 

 
 
B   48 sat        72 saat   
       ________uv__________           _________uv______ 
       K__    5 dk 15dk  30 dk   K     5 dk    15 dk   30 dk 

 
 
Sekil 3.16. A: F2408 hücrelerinde UV ve etapositin DNA üzerine etkisinin 24 ve 48 saat 

inkübasyondan sonra %1.8 agaroz jelde belirlenmesi. M: 100 bç’ lik DNA marker, 
Etap.: Etaposit, K: kontrol. B: Clarke ve ark. 1999’un yöntemine göre uygulanan 
DNA izolasyonu yönteminden elde edilen sonuçlar. 
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                                               24 saat                                                             48 saat   
                                                                ____UV______                                          _____UV____ 
    (bç)     M              Etap.             K      10 sn  30 sn  1 dk        Etap.               K     10 sn 30 sn 1 dk 

 
 
Sekil 3.17. 5RP7 hücrelerinde UV ve etapositin DNA üzerine etkisinin 24 ve 48 saat 

inkübasyondan sonra %1.8 agaroz jelde belirlenmesi. M: 100 bç’lik DNA marker, 
Etap.: Etaposit, K: kontrol. 

 

 UV’nin CO25 hücrelerinin DNA’sina olan etkisini arastirmak amaciyla 

materyal ve yöntemde belirtildigi gibi Dekzametazon varliginda ve yoklugunda 

büyütülmüs olan hücrelerin DNA’ lari elde edilerek agaroz jel’de yürütülmüstür. 

Sekil.3.18’da görüldügü gibi ras inaktif hücrelerde 30 sn ve 1 dk UV 

uygulandiktan 24 saat sonunda DNA’nin tamamen parçalandigi gözlenirken, 48 

saat sonra elde edilen DNA’nin hiçbirinde parçalanmaya rastlanmamistir. Ras 

aktif hücrelerde ise, 10 sn ve 30 sn UV uygulanmasindan  24 saat sonra DNA’da 

bir miktar kirilma gözlenirken, 48 saatin sonunda sadece 10 sn UV uygulanan 

örneklerde parçalanmis DNA’ya rastlanmistir.  

 

 

 

 

 

 

 



  77 

                          24 s/De x-                       24s/dex+               48s/dex-                       48s/dex+  
                              ____UV_____    ______UV______   ______UV_______    _____UV_______ 
   (bç)     M     K    10sn  30sn  1dk   K  10sn  30sn  1dk   K     10sn  30sn 1dk   K   10sn 30sn  1dk 

 
 
Sekil 3.18. CO25 hücrelerinde Dex varliginda ve yoklugunda UV ve etapositin DNA üzerine 

etkisinin 24 ve 48 saat inkübasyondan sonra %1.8 agaroz jelde belirlenmesi. M: 100 
bç’lik DNA marker, Etap.: Etaposit, K: kontrol. 
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3.3. p53 ve MDM2 Proteinlerinin Immüno Floresan Boyama Yöntemi ile 

Tespiti: 

 

 Apoptosis uyarilmis ras transform hücrelerde, p53 proteini ve onun 

regülatörü olan MDM2 proteinlerinin lokalizasyonu ve seviyesini arastirmak 

amaciyla materyal ve yöntemde belirtildigi gibi farkli periyotlarda UV’ye maruz 

birakilan hücrelerin 12 ve 24 saat inkübasyonudan sonra FITC isaretli uygun 

antikorlar ve Dapi çift boyama ile immüno floresan yöntemiyle incelenmistir. Ön 

çalisma olarak yapilan 12, 24 ve 48 saat inkübasyonlardan en uygun sinyallerin 

alindigi 12 ve 24 saat inkübasyon süreleri tüm deneyler boyunca uygulanmistir.  

 

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

MDM2 proteinlerinin ekspresiyonu 

 

F2408 fibroblastlar normal ortamlarinda 12 saat inkübasyondan sonra 

FITC isaretli p53 antikoru ve Dapi ile boyanmis ve mikroskobik görüntüleri 

Sekil.3.19’da verilmistir. p53 proteininin genellikle hücrenin sitoplazmasinda 

lokalize oldugu görülmekte, ancak çok az oranda çekirdekte de sinyal vermektedir 

(Sekil 3.19.A). 24 saat inkübasyon sonunda yine p53'ün genellikle sitoplazmada 

ancak farkli olarak çekirdek zari etrafinda (perinüklear) lokalize oldugu 

görülmektedir (Sekil 3.19.C). 12 saat inkübasyon süresinde oldugu gibi, çok az 

oranda çekirdekte de p53 proteini yer almaktadir. Ayni preparatlar çekirdek 

boyasi olan Dapi ile boyandiginda, p53 için alinan sinyallerin lokalizasyonunun 

tam olarak belirlenmesini saglamis ve artefakt olmadigi Sekil 3.19.B ve D’de 

görülmektedir. 10 sn ve 30 sn UV uygulamasinin ardindan 12 saat inkübe edilmis 

olan F2408 hücrelerinde p53 proteini sitoplazmada gözlenirken (Sekil 3.20.A, C), 

1 dk. UV uygulanmis hücrelerde p53’ün büyük oranda çekirdege geçtigi tespit 

edilmistir (Sekil 3.20.E). Hücrelerin 24 saat inkübasyonu sonunda ise her üç UV 

süresince de p53 sitoplazmada belirlenmis, ancak UV sürelerindeki artisla birlikte 

p53 proteini için alinan sinyalde artis tespit edilmistir (Sekil 3.21.A, C ve E). Ayni 

preparatlarin Dapi filitresi ile elde edilen çekirdek görüntüleri ile hücrelerin 

lokalizasyonu tespit edilmistir (Sekil 3.21.B, D ve F). 
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  p53      Dapi 
 
12 saat 
 
A B 

         
 
 
 
24 saat  
 
C D 

         
 
Sekil 3.19. F2408 hücreleri 12 ve 24 saat inkübasyondan sonra FITC isaretli P53 antikoru (A, C) 

ile Dapi (B, D) ile isaretlenerek Olympus BX-50 floresan mikroskopta 
görüntülenmistir. f: mitotik hücre, n: çekirdekteki protein, p : perinüklear, s: sitoplazmik 
protein. Büyütme: 732X 
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 p53     Dapi 
 

10 sn UV 
 

A B 

         
 
 
 

30 sn UV 
 

C D 

         
 
 
 

1 dk U.V 
 
 

E F 

          
 

Sekil 3.20. F2408 hücrelerin 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 görüntülenmistir. f: mitotik hücre, n: çekirdekteki protein, s: sitoplazmik 
protein. Büyütme: 732X 
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 p53     Dapi 
 

10 sn UV 
 

A B 

         
 
 
 

30 sn UV 
 

C D 

         
 
 
 

1 dk UV 
 

E F 

         
 

Sekil 3. 21. F2408 hücrelerin 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 görüntülenmistir. f: mitotik hücre, s: sitoplazmik protein, p: perinüklear 
protein. büyütme: 732X 
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p53’ün aktivasyonunu takiben sentezlendigi bilinen MDM2 proteininin 

F2408 hücrelerindeki varligi ve lokalizasyonu, normal büyüme ortamlarinda 12 ve 

24 saat inkübasyon sonunda FITC isaretli MDM2 antikoruyla ve Dapi çift 

boyamayla arastirilmis ve mikroskobik görüntüler Sekil 3.22’de verilmistir. Her 

iki durumda da, hücrelerin çekirdegi içerisinde MDM2 için sinyaller 

görülmektedir (Sekil 3.22.A ve C). Ayni preparatlarin Dapi filtresi ile elde edilen 

çekirdek görüntüleri ile hücrelerin lokalizasyonu tespit edilmistir (Sekil 3.22.B ve 

D). Hücreler farkli UV uygulama sürelerinden 12 saat sonra incelendigindeyse, 

MDM2 sinyallerinin 10 sn ve 30 sn UV uygulanmis hücrelerde azaldigi ama yine 

de çekirdekte lokalize oldugu görülmektedir (Sekil 3.23.A ve C). 1 dk UV 

uygulanan hücrelerde ise büyük çekirdeklerin çogunda MDM2 sinyali daha yogun 

bulunmustur (Sekil 3.23.E). Ayni preparatlarin Dapi filtresi ile elde edilen 

çekirdek görüntüleri ile hücrelerin lokalizasyonu tespit edilmistir (Sekil.3.23.B, D 

ve F). 

 Hücrelerin farkli UV sürelerine maruz kaldiktan 24 saat sonra FITC-

MDM2 ve Dapi ile isaretleme sonuçlarinin mikroskobik görüntüleri Sekil.3.24’de 

verilmektedir.10 sn UV uygulanmis hücrelerde, MDM2 miktarinda kontrol ve 12 

saat inkübasyonlu hücrelere göre azalma gözlenirken genel olarak çekirdekte 

lokalize olduklari ancak çok az miktarda sitoplazmada bulunduklari tespit 

edilmistir (Sekil 3.24.A). 30 sn UV uygulanmis hücrelerde MDM2 miktari 

azalarak tamamen çekirdekte lokalize olurken (Sekil 3.24.B), 1 dk UV 

uygulanmis hücrelerde MDM2 çekirdekte yogun olarak görülmektedir (Sekil 

3.24.E). Dapi ile isaretli hücrelere bakildiginda düzensiz morfolojiye sahip, 

hacimce büyük çekirdekler dikkati çekmektedir (Sekil 3.24.F). 
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  MDM2     Dapi 
 
12 saat 
A B 

         
 
 
 
24 saat  
 
C D 

         
 
Sekil 3.22 F2408 hücreleri 12 ve 24 saat inkübasyondan sonra FITC isaretli MDM2 antikoru (A, 

C) ile Dapi (B, D) ile isaretlenerek. Olympus BX-50 floresan mikroskopta 
görüntülenmistir, f: mitotik hücre, n:çekirdekteki protein. Büyütme: 732X 
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MDM2     Dapi 
 

10 sn UV 
 

A B 

         
 
 
 

30 sn UV 
 

C D 

         
 
 
 

1 dk UV 
 

E F 

         
 
Sekil 3.23 F2408 hücrelerin 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 görüntülenmistir. e: çok çekirdekli hücre, f: mitotik hücre, n: çekirdekteki 
protein, p: perinüklear protein. Büyütme: 732X 
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 MDM2     Dapi 
 

10 sn UV 
 

A B 

         
 
 
 

30 sn UV 
 

C D 

         
 
 
 

1 dk UV 
 

E F 

         
 
Sekil 3.24. F2408 hücrelerin 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 görüntülenmistir. a: apoptotik kese, b: hem çekirdek hem sitoplazmadaki 
protein. e: çok çekirdekli hücre, f: mitotik hücre, m: anormal sekilli hücre, n: 
çekirdekteki protein, p: perinüklear protein. Büyütme: 732X 
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Aktif H-ras onkogeni içeren 5RP7 fibroblastlarinin 12 ve 24 saat 

inkübasyonlari sonunda, FITC-p53 antikoru ve Dapi ile çift isaretleme yapilmis 

ve mikroskobik görüntüleri Sekil 3.25’de verilmistir. p53 proteininin genel olarak 

çekirdekte yerlesmis oldugu, çok az olarak da sitoplazmada lokalize oldugu 

görülmektedir (Sekil 3.25.A ve C). Ayni preparatlar Dapi filitresi ile de 

incelenmis ve elde edilen çekirdek görüntüleri ile çekirdegin lokalizasyonu tespit 

edilmistir (Sekil.3.25.B ve D). Hücrelere farkli dozlarda UV uygulandiktan 12 

saat sonra p53’ün varligi Sekil 3.26.’da gösterilmistir. Her üç farkli UV 

uygulamasinda da yok denecek kadar az p53 sinyali elde edilmistir. Çok az 

seviyede gözlenen bu p53’ün çekirdekten sitoplazmaya dogru göç ettigi izlenimini 

vermektedir. Yine ayni hücreler Dapi filtresiyle incelenerek elde edilen sinyallerin 

lokalizasyonlari dogrulanmistir (Sekil.3.26.B, D ve F). 

Sekil.3.27’de 5RP7 hücrelerinin farkli sürelerle UV uygulanmasindan 24 

saat sonra p53 proteininin lokalizasyonu görülmektedir. Genellikle p53 çekirdek 

zari etrafinda (perinüklear) yogunlasmistir (Sekil.3.27.A, C ve E). 1 dk UV 

uygulanmis hücrelerde p53’ün 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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  p53      Dapi 
 
12 saat 
 
A B 

         
 
 
 
24 saat  
 
C D 

         
 
Sekil 3.25. 5RP7 hücreleri 12 ve 24 saat inkübasyondan sonra FITC isaretli P53 antikoru (A, C) 

ile Dapi (B, D) ile isaretlenerek. Olympus BX-50 floresan mikroskopta 
görüntülenmistir. b: hem çekirdek hem sitoplazmadaki protein, m: anormal sekilli 
çekirdek, n: çekirdekteki protein, p: perinüklear protein, s: sitoplazmik protein. 
Büyütme:732X 
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 p53     Dapi 
 

10 sn UV 
 

A B 

        
 
 
 

30 sn UV 
 

C D 

         
 
 
 

1 dk UV 
 

E F 

         
 
Sekil 3.26. 5RP7 hücrelerin 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 
görüntülenmistir. b: hem sitoplazma hem çekirdekteki protein, f: mitotik hücre, n: 
çekirdekteki protein, , p: perinüklear protein, s: sitoplazmik protein. Büyütme: 732X 
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p53     Dapi 
 

10 sn UV 
 

A B 

         
 
 
 

30 sn UV 
 

C D 

        
 
 
 

1 dk UV 
 

E F 

        
 
Sekil 3.27. 5RP7 hücrelerin 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 
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görüntülenmistir. b: hem sitoplazma hem çekirdekteki protein, n: çekirdekteki protein, 
s: sitoplazmik protein, p: perinüklear protein. Büyütme: 732X 

 

 

 H-ras aktif 5RP7 hücreleri, p53’ün belirlendigi paralel kosullarda 

MDM2 proteininin varligi ve lokalizasyonu için arastirilmistir. Normal 

besiyerinde 12 ve 24 saat inkübasyon sonucunda FITC-MDM2 ve Dapi ile 

isaretlenen hücrelerde MDM2’nin genellikle çekirdekte yer aldigi Sekil 3.28.A ve 

C’de görülmektedir. Hücrelere 10 sn UV uygulamasindan 12 saat sonra, çekirdek 

parçalanmasi ve çok çekirdekli dev hücre olusumunda bir artis gözlenirken (Sekil 

3.29.A), her iki inkübasyon süresinde de, artan UV dozlarinda bu tip hücrelerin 

orani artmis ve apoptotik keselerin olusumu gözlenmistir. Bütün dozlarda MDM2 

çekirdekte lokalize olmustur. Özellikle apoptotik karakterleri gösteren dev, 

sekilsiz ve çok çekirdekli hücreler ile çekirdekleri parçalanmis hücrelerde MDM2 

çok yogun olarak sinyal vermistir (Sekil 3.29A, C ve E). 24 saat UV uygulanmis 

olan hücrelerde MDM2 yine belirgin bir sekilde çekirdekte lokalize olmus, 

özellikle 1 dk UV uygulanan hücrelerde digerlerine oranla az da olsa çekirdek 

parçalanmasi gözlenmektedir (Sekil 3.30.E). Genel olarak 5RP7’lerdeki MDM2 

lokalizasyonu ve miktari normal F2408’lere göre belirgin bir sekilde artis 

göstermis ve ilginç bir sekilde Dapi görüntüsüne benzer bir görüntü belirlenmistir 

(Sekil 3.30.B, D ve F). 
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  MDM2      Dapi 
 
12 saat 
 
A B 

         
 
 
 
24 saat  
 
C D 

         
 
Sekil 3.28. 5RP7 hücreleri 12 ve 24 saat inkübasyondan sonra FITC isaretli MDM2 antikoru (A, 

C) ile Dapi (B, D) ile isaretlenerek. Olympus BX-50 floresan mikroskopta 
görüntülenmistir. a: apoptotik kese, d: dev hücre, n:çekirdekteki protein.Büyütme: 
732X 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  92 

 

 

 

 MDM2     Dapi 
 

10 sn UV 
 

A B 

         
 
 
 

30 sn UV 
 

C D 

         
 
 
 

1 dk UV 
 

E F 
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Sekil 3.29. 5RP7 hücrelerin 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 görüntülenmistir, a: apoptotik kese, d: dev hücre, n: çekirdekteki protein. 
Büyütme: 732X 

 

 

 MDM2     Dapi 
 

10 sn UV 
 

A B 

         
 

30 sn UV 
 

C D 

         
 

1 dk UV 
 

E F 

         
 
Sekil. 3.30. hücrelerin 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 
görüntülenmistir. a: apoptotik kese, e: çok çekirdekli hücre, n: çekirdekteki protein. Büyütme: 732 
 



  94 

3.3.2. CO25 (Dex-) ve CO25 (Dex+) miyoblastlarinda UV-uyarilmasindan 

sonra p53 ve MDM2 proteinlerinin ekspresiyonu 

 

CO25 hücreleri 12 ve 24 saat inkübasyonlar sonucunda FITC-p53 ve Dapi 

isaretlenmis, floresan mikroskobik görüntüleri Sekil 3.31.’de verilmistir. Çok az 

miktarda p53 sinyali elde edilen hücrelerde proteinin lokalizasyonu 12 saat 

sonunda genellikle sitoplazmada bulunurken, 24 saat sonunda hem sitoplazma 

hem de çekirdekte gözlenmistir. Yine paralel olarak ayni hücrelerin Dapi 

görüntüsü Sekil.3.31.B ve D’de oklarla gösterilmistir. Hücrelerin UV’ye maruz 

birakildiktan 12 saat sonunda özellikle bazi hücrelerde çekirdekte yogunlasarak 

arttigi görülmektedir (Sekil 3.32.A, C ve E). CO25 hücrelerinin UV 

uygulamasindan 24 saat sonra ise belirgin bir sekilde olusan parçalanmis 

çekirdeklerde yogun bir sekilde p53 sinyali elde edilmistir (Sekil 3.33.A,C ve E). 

Bu parçalanmis çekirdeklerin görüntüleri her iki isaretlemede de birbirine oldukça 

uymaktadir (Sekil 3.33.B,D ve F). 
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  p53      Dapi 
 
12 saat 
 
A B 

         
 
 
 
24 saat  
 
C D 

         
 
Sekil 3.31. CO25 (dex -) hücreleri 12 ve 24 saat inkübasyondan sonra FITC isaretli P53 antikoru 

(A, C) ile Dapi (B, D) ile isaretlenerek Olympus BX-50 floresan mikroskopta 
görüntülenmistir. b: hem sitoplazmada hem çekirdekte bulunan protein, d: dev hücre, f: 
mitotik hücre, n:çekirdekteki protein, p: perinüklear protein, s: sitoplazmik protein. 
Büyütme: 732X 
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p53    Dapi 
 

10 sn UV 
 

A B 

         
 
 
 

30 sn UV 
 

C D 

         
 
 
 

1 dk UV 
 

E F 

         
 
Sekil 3.32. CO25 (dex -) hücrelerin 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 görüntülenmistir. b: hem sitoplazma hem çekirdekte bulunan protein, f: 
mitotik hücre, n: çekirdekteki protein, s: sitoplazmik protein. Büyütme: 732X 
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   p53       Dapi 
 

10 sn UV 
 

A B 

         
 

 
 

30 sn UV 
 

C D 

         
 
 
 

1 dk UV 
 

E F 

         
 
Sekil 3.33. CO25 (dex -) hücrelerin 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 görüntülenmistir. a: apoptotik kese, b: hem sitoplazma hem çekirdekte 
bulunan protein, f: mitotik hücre, .n: çekirdekteki protein, s: sitoplazmik protein. 
Büyütme: 732X 
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 Normal kosullarda büyütülen CO25 hücrelerinin 12 ve 24 saat 

inkübasyonlari sonunda FITC-MDM2 ve Dapi floresan mikroskop görüntüleri 

Sekil 3. 34’de verilmistir. Genel olarak çok az sinyal veren MDM2 proteini12 saat 

sonunda hücrelerin çekirdeginde gözlenirken 24 saat sonunda çekirdek ve 

sitoplazma arasindaki fark kaybolarak hücreler homojen bir sekilde sinyal 

vermistir. Daha sonra UV’ye maruz kalmis hücreler MDM2 proteininin varligi ve 

lokalizasyonu için incelenmis ve Sekil 3.35’de ve 36’da görüntüleri verilmistir. 

10sn UV uygulandiktan 12 saat sonra hücreler incelendiginde MDM2’nin 

sitoplazmada lokalize oldugu görülürken (Sekil 3.35A), 30 sn ve 1 dk UV 

uygulanan hücrelerde ise daha yogun olarak çekirdekte lokalize oldugu 

gözlenmistir (Sekil 3.35.C ve E).  

 CO25 hücreleri UV uygulandiktan 24 saat sonra MDM2 proteininin varligi 

için incelendiklerinde, 10 sn UV uygulanmis hücrelerin sitoplazmada çekirdek 

zarina yakin olarak bulunmustur (Sekil 3.36.A). 30 sn UV uygulanan hücrelerde 

ise genel olarak tüm hücrede homojen bir sekilde MDM2 için sinyal elde edilirken 

nadiren bazi hücrelerin çekirdeginde bulundugu gözlenmistir (Sekil 3.36.C). 1 dk 

UV uygulanan hücrelerde ise MDM2’nin miktarinda azalmayla birlikte 

sitoplazmada yerlestigi görülmüstür (Sekil 3.36.E). 
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  MDM2     Dapi 
 
12 saat 
 
A B 

         
 
 
 
24 saat  
 
C D 

         
 
Sekil 3.34. CO25 (dex -) hücreleri 12 ve 24 saat inkübasyondan sonra FITC isaretli MDM2 

antikoru (A, C) ile Dapi (B, D) ile isaretlenerek. Olympus BX-50 floresan mikroskopta 
görüntülenmistir. b: hem sitoplazmada hem çekirdekte bulunan protein, n: çekirdekki 
protein protein. Büyütme: 732X 
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 MDM2     Dapi 
 

10 sn UV 
 

A B 

         
 
 
 

30 sn UV 
 

C D 

         
 
 
 

1 dk UV 
 

E F 

         
 
Sekil 3.35. CO25 (dex -) hücrelerin 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 görüntülenmistir. a: apoptotik kese, n: çekirdekteki protein, p: perinüklear 
protein, s: sitoplazmik protein. Büyütme: 732X 
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 MDM2     Dapi 
 

10 sn UV 
 

A B 

         
 
 
 

30 sn UV 
 

C D 

         
 
 
 

1 dk UV 
 

E F 

         
 
Sekil 3.36. CO25 (dex -) hücrelerin 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 görüntülenmistir. n: çekirdekteki protein, p: perinüklear protein. Büyütme: 
732X 
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N -ras onkogeninin aktivasyonunu saglamak için dekzametazon varliginda 

(Dex+) inkübe edilen CO25 miyoblastlari materyal ve yöntemde anlatildigi gibi 

normal ortamlarinda 12 ve 24 saat kültüre edildikten sonra FITC-p53 antikoru ve 

Dapi ile çift isaretleme yapilmis ve mikroskobik görüntüleri Sekil 3.37’de 

verilmistir. Genel olarak her iki inkübasyon süresinde de p53 proteininin 

çogunlukla sitoplazmada lokalize oldugu ve 24 saat inkübasyonun sonunda 12 

saate göre, p53 miktarinda oldukça belirgin bir artis meydana geldigi 

gözlenmistir. 12 saat inkübasyondan sonra p53’ün çok az miktarda da çekirdekte 

lokalize oldugu belirlenmistir (Sekil 3.37.A). Ayni preparatlar antikor 

isaretlemeye paralel olarak Dapi isaretleme ile de incelenerek, hücrelerin 

lokalizasyonu tam olarak belirlenmistir (Sekil 3.37.B ve D). Transform CO25 

hücrelerine 10 sn UV uygulandiktan 12 saat sonra, p53’ün sitoplazmada lokalize 

oldugu ve hücrelerin sayisinda artis meydana geldigi gözlenirken (Sekil 3.38.A), 

30 sn ve 1 dk UV uygulanmis örneklerde p53 miktarinda kontrole oranla biraz 

artis gözlenmis ve lokalizasyonu tamamen sitoplazmada belirlenmistir (Sekil 

3.38.C ve E). 24 saat UV uygulamasindan sonra ise, uygulanan üç UV süresinde 

de p53 sitoplazmada belirlenmis (Sekil 3.39.A ve E) ancak 1 dk UV 

uygulandiginda çok az oranda çekirdekte lokalizasyonuna rastlanmistir (Sekil 

3.39.E). Yine ayni hücrelerin Dapi isaretli mikroskobik görüntüleri Sekil 3.39.B, 

D ve F’de verilmistir. 
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  P53      Dapi 

 

12 saat 
 
A B 

         
 
 
 
24 saat  
 
C D 

         
 
Sekil 3.37. CO25 (dex +) hücreleri 12 ve 24 saat inkübasyondan sonra FITC isaretki P53 antikoru 

(A, C) ile Dapi (B, D) ile isaretlenerek. Olympus BX-50 floresan mikroskopta 
görüntülenmistir b: hem sitoplazmada hem çekirdekte bulunan protein, f: mitotik hücre, 
n:çekirdekteki protein, s: sitoplazmik protein. Büyütme: 732X 
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 p53     Dapi 
 

10 sn UV 
 

A B 

         
 
 
 

30 sn UV 
 

C D 

        
 
 
 

1 dk UV  
 

E F 

         
 
Sekil 3.38. CO25 (dex +) hücrelerin 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 görüntülenmistir. a:apoptotik hücre, n: çekirdekteki protein, s: sitoplazmik 
protein, p: perinüklear protein. Büyütme: 732X  
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 p53       Dapi 
 

10 sn UV 
 

A B 

         
 
 
 

30 sn UV 
 

C D 

          
 
 
 

1 dk UV 
 

E F 

        
 
Sekil 3.39. CO25 (dex +). hücrelerin 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 görüntülenmistir. n:çekirdekte, p: perinüklear protein, s: sitoplazmik 
protein. Büyütme: 732X 
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 Dekzametazon varliginda kültüre edilen CO25 hücrelerinin 12 ve 24 saat 

inkübasyonlari sonunda FITC-MDM2 ve Dapi floresan mikroskop görüntüleri 

Sekil 3.40’da verilmistir. Genel olarak MDM2 proteininin sinyali 12 saat sonunda 

hücrelerin sitoplazmasinda çekirdek etrafinda (perinüklear) gözlenirken 24 saat 

sonunda protein çekirdekte lokalize olmustur (Sekil.3.40.A ve C). Daha sonra 

UV’ye maruz kalmis hücreler MDM2 proteininin varligi ve lokalizasyonu için 

incelenmis Sekil 41. ve 42’de görüntüleri verilmistir. 10sn UV uygulandiktan 12 

saat sonra hücreler incelendiginde MDM2’nin sitoplazmada lokalize oldugu 

görülürken (Sekil 3.41.A), 30 sn ve 1 dk UV uygulanan hücrelerde ise MDM2 

büyük hücrelerde çekirdekte gözlenmis, ancak diger hücrelerde hem çekirdek hem 

de sitoplazmada rastlanmistir (Sekil 3.41.C ve E). Hem kontrol hem de UV 

uygulanmis hücreler ayni zamanda Dapi filtresiyle de incelenerek çekirdek 

görüntüleri Sekil 3.40.B ve D’de ve Sekil 3.41.B ve D ve F’de gösterilmistir. 

 CO25 hücreleri UV uygulandiktan 24 saat sonra MDM2 proteininin varligi 

için incelendiklerinde, MDM2 proteini, 10 sn UV uygulanmis hücrelerin 

çekirdeklerinde bulunmus (Sekil 3.42.A), UV dozlari arttikça MDM2’nin 

çekirdekte yogunlastigi belirlenmistir (Sekil 3.42.C ve E). Bu hücrelerin Dapi 

görüntüleri Sekil 3.42.B, D ve F’de verilmistir. 
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  MDM2      Dapi 
 
12 saat 
 
A B 

         
 
 
 
24 saat  
 
C D 

         
 
Sekil 3.40. CO25 (dex +) hücreleri 12 ve 24 saat inkübasyondan sonra FITC isaretli MDM2 

antikoru (A, C) ile Dapi (B, D) ile isaretlenerek. Olympus BX-50 floresan mikroskopta 
görüntülenmistir. b: hem sitoplazma hem çekirdekte bulunan protein, e: çok çekirdekli 
hücre, n: çekirdekteki protein, p: perinüklear protein. Büyütme: 732X 
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 MDM2     Dapi 
 

10 sn UV 
 

A B 

         
 
 
 

30 sn UV 
 

C D 

         
 
 
 

1 dk UV 
 

E F 

         
 
Sekil 3.41. CO25 (dex +) hücrelerin 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 görüntülenmistir. a: apoptotik kese, b: hem sitoplazmada hem çekirdekte 
bulunan protein, e: çok çekirdekli hücre, n: çekirdekteki protein, p: perinüklear protein, 
s: sitoplazmik protein. Büyütme: 732X 
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MDM2     Dapi 

 
10 sn UV 

 
A B 

         
 

30 sn UV 
 

C D 

         
 

1 dk UV 
 

E F 

         
 
Sekil 3.42. CO25 (dex +) hücrelerin 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 görüntülenmistir. b: hem sitoplazmada hem çekirdekte bulunan protein, d: 
dev hücre, e: çok çekirdekli hücre, n: çekirdekteki protein, p: perinüklear protein. 
Büyütme: 732X 
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4. TARTISMA VE SONUÇ 

 

 ras onkogeni ile yapilan çalismalarin çogu ras’in onkogenik aktivitesiyle 

ilgili olmasina ragmen son yillarda yapilan çalismalarda pro-apoptotik etkisininde 

oldugu bilinmektedir (Aznar ve Lacal 2001). Ras’a bagli pro-apoptotik sinyallerin 

hücre tipine ve içerigine bagli olarak çesitlilik göstermektedir (Schwieger, ark. 

2001). Bundan dolayi, yine de mekanizmasi tam bilinmeyen ve insan 

kanserlerinin yaklasik %30’unda etkisi bulunan ras’in farkli hücre sistemlerinde 

apoptosis mekanizmasiyla ilgisini arastirmak, kanser tedavi yöntemlerinin 

gelistirilmesi açisindan çok önemlidir. 

Bu çalismada; ras transform hücrelerin DNA’larina, apoptozu uyarmak 

için UV isigi ile hasar verilerek, hücre döngüsünün düzenlenmesinde görev alan 

p53 ve onun regülatörü olan MDM2 proteinlerinin ekspresyonu ile hücrelerin 

apoptosis üzerine olan duyarliliklari arastirilmistir. Bu amaçla çalismalarda 

kullanilmak üzere farkli ras tiplerinin aktif oldugu hücreler olan H-ras 

onkogeninin aktif oldugu 5RP7 fibroblastlari (Garbisa ve ark. 1987) ve insan N-

ras onkogeninin aktif oldugu CO25 miyoblastlari (Gosset ve ark. 1988) 

seçilmistir. Materyal ve yöntemde açiklandigi sekilde UV isiginin farkli dozlarina 

maruz birakildiktan sonra, hücreler çekirdeklerinde ve morfolojilerinde meydana 

gelen apoptotik degisimler ile p53 ve MDM2 proteinlerinin varligi için 

incelenmislerdir. 

Hücrelerin optimum apoptoza cevabi olusturabilecegi UV dozlari 

belirlenirken, bazi literatür bilgileri dikkate alinmistir. Yoon ve ark. (1996), HL-

60 hücrelerinde 250 J/m2 UV uygulamis, Nghiem ve ark. (2000)’da deri bazal 

hücrelerine 200 J/m2 UV uygulamistir. Ancak bizim çalismamizda bu dozlardan 

baslanarak daha yüksek dozlar denenmis ve 300, 900 ve 1800 J/m2’nin en etkili 

doz oldugu görülmüstür. Bu da çalismamizda kullanilan F2408, 5RP7 ve CO25 

hücrelerinin HL-60 ve deri bazal hücrelere göre UV’ye daha dayanikli oldugunu 

göstermektedir. Yine bir çalismayla; 10 ve 30 sn, 1, 5, 15 ve 30 dk periyotlarda ve 

kültür petrisinin kapagi kapali olarak UV uygulamasi yapilmis, 12, 24, 48 ve 72 

saat sürelerle inkübe edilmisler ve 1dk UV uygulamasi (300 J/m2)’nin üzerindeki 

sürelerde hücrelerin büyük oranda öldügü tespit edilmistir. 12 saat inkübasyon 
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sonunda hiçbir UV dozunda kontrole göre bir degisim gözlenmezken, 72 saat 

sonunda hücrelerin büyük çogunlugunun öldügü belirlenmistir. Bütün bu 

sebeplerden dolayi, deneyler 300 J/m2, 900 J/m2 ve 1800 J/m2 dozlarinda ve 24 ile 

48 saat inkübasyon süreleri uygulanarak yapilmistir. 

 Hücrelerin UV etkisiyle apoptoza girip girmedigini belirlemek amaciyla 

iki önemli özellik incelenmistir. Birincisi; çekirdek morfolojisi ve ikincisi ise 

DNA fragmentasyonunun arastirilmasidir. Apoptotik çekirdek incelemeleri için, 

çalismanin basinda hücrelerin alkol ile tespit edilmeden direk olarak AO ile 

boyanmasi prensibine dayanan bir yöntem denenmistir (Clarke ve ark. 1999). 

Ancak bu yöntem sonunda elde edilen sonuçlar incelendiginde hücreler boyama 

süresince canli olduklarindan dolayi boyama islemlerinden olumsuz etkilenmis 

olup kontrol hücrelerinde dahi tipik olarak geç apoptotik hücre görüntülerine 

rastlanmistir. Bu da yöntem seçiminin ve özellikle apoptotik mekanizmanin 

çalisildigi yöntemler seçilirken, hücreyi strese sokacak olasi her türlü kosulun 

dikkatlice düsünülmesi gerektigini göstermektedir. Bu nedenle apoptotik 

çekirdegin incelenmesi, hücrelerin tespit edilerek Cotter ve Martin (1997)’nin 

yönteminin gelistirilmesiyle yapilmistir. Çalismamizda kullanilan F2408, 5RP7 ve 

CO25 hücrelerde UV uygulamasinin etkileri toplu bir sekilde özetlenerek Çizelge 

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

jel yöntemleriyle elde edilen bulgularin özeti.  
 

 
S: smear, F: Fragmentasyon, Y: yapilmadi, 10 sn, 30 sn, 1 dk: uygulanan UV süreleri, 24 ve 48: 
Inkübasyon süreleri 
 

4.1. Fibroblastlarda UV’nin Apoptotik Etkileri 

 

 Çizelge 4.1’de görüldügü gibi aktif H-ras onkogeni içermeyen F2408 

hücrelerinde, UV isiginin etkisiyle olan sitoplazma büzülmesi ve kromatinin 

çekirdek zari etrafinda yogunlasmasi gibi erken apoptotik evre (Liu ve ark. 2000) 

hücrelerinin karakteristik özellikleri belirgin olarak gözlenmistir. Hiçbir 

uygulamaya maruz birakilmamis saglikli hücreler, AO ile boyandiklarinda 

çekirdekleri yesil sitoplazmalari sari renklerde gözlenmistir. Erken apoptotik 

çekirdekte hücrenin boyanma özelligi degismemektedir. AO ile çekirdek yesile, 

sitoplazma sariya boyanmakta ve yogunlasarak çekirdek zarinda lokalize olmus 

kromatin koyu yesil boyanmaktadir. (Cotter ve Martin1997). Bu nedenden, F2408 
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fibroblast hücreleri, çesitli sürelerde UV uygulamasinin ardindan belirtilen 

periyotlarda inkübe edildiklerinde, Cotter ve Martin (1997)’in açikladigi sekilde 

boyanma karakteri göstermis ve  çekirdek yesile, sitoplazma sariya, yogunlasarak 

çekirdek zarinda lokalize olmus kromatin ise koyu yesile boyanmistir. 

 Genel olarak F2408 ile 5RP7 hücrelerinin UV isigina cevabi 

karsilastirildiginda, genellikle erken apoptotik özellik olan hücre büzülmesi, 

çekirdek/sitoplazma oranindaki azalma ve kromozom yogunlasmasi ile geç 

apoptotik özellik olan apoptotik kese olusumu bakimindan aralarinda bir fark 

gözlenmemistir. Fakat 5RP7 hücrelerinin genelde kromatinin çekirdek zarinda 

lokalizasyonu ve çekirdek parçalanmasi bakimindan F2408 hücrelere göre daha 

dayanikli oldugu söylenebilir. F2408 hücreleri bu olusumlar bakimindan 24 saat 

inkübasyon sonunda dayanikli bulunurken 48 saat sonunda apoptosise duyarlilik 

kazanmislardir.  

 Neuroblastomalarin normal kosullarda spontan olarak hasarlanmasinda 

ras’in rolünü arastirmis olan Kitanaka ve ark. (2002), tümör dokularinda ras 

ekspresyonu, apoptosisin en önemli belirteçlerini ve hücre dejenerasyonunu 

belirlemek amaciyla isik mikroskobu, elektron mikroskobu ve immüno 

histokimyasal yöntemler kullanmislardir. Hücre bozulmasi çalismalarini ayni 

zamanda H-ras ile transfekte olmus neuroblastoma hücrelerinde in vitro 

kosullarda da gerçeklestirmislerdir. Sonuçta; dejenerasyon olan hücrelerde ras 

ekspresyonu artmis ancak apoptotik karakterlere rastlanmamistir. Dejenere olmus 

hücrelerde kromatinin çekirdekte yogunlasmasina rastlanmazken, kaspaz-3 

aktivasyonu gözlenmemis ve DNA’larin apoptotik olmayan rastgele 

fragmentasyonu görülmüstür. Bizim sonuçlarimizda da H-ras transform 

hücrelerde benzer sonuçlar elde edilmistir. Sonuç olarak; H-ras 

transformasyonunun fibroblast hücrelerini en azindan kromatinin çekirdek zarinda 

yogunlasmasi ve çekirdek parçalanmasi özellikleri bakimindan 

duyarsizlastirdigini ileri sürebiliriz. 

 Çok çekirdekli hücrelere 5RP7 fibroblastlarinda az da olsa rastlanirken, 

F2408 hücrelerinde yok denecek kadar az oranda, yalnizca 10 sn UV verildikten 

48 saat sonra gözlenmistir. Bunun da 5RP7 hücrelerinin hizli çogalma 

özelliklerine bagli olarak sitokinez geçirmeyen hücrelerin bir sonucu olabilecegi 
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düsünülmüstür. Ayni sekilde anormal tek çekirdekli dev hücreler yavas çogalma 

hizlarina sahip F2408 hücrelerinde 48 saat sonunda görülürken, 5RP7 

hücrelerinde görülmemesi, hücrelerin sürekli mitoz geçirdiklerinden dolayi küçük 

morfoloji göstermelerinden kaynaklaniyor olabilecegi düsünülmektedir. 

 

4.2. Miyoblast Hücrelerde UV’nin Apoptotik Etkileri 

 

 Dekzametazon ile uyarilabilen mutant insan N-ras onkogeni içeren CO25 

(Dex-) ve (Dex+) hücreleri karsilastirildiginda, ras aktif ve inakif durumlarin her 

ikisinde de, erken apoptotik özellikler olan hücre büzülmesi, çekirdek sitoplazma 

oraninda azalma ve kromatinin çekirdek zarinda yogunlasmasi bakimindan 

belirgin bir fark bulunmamaktadir, her iki durumda da hücreler apoptosise benzer 

oranda duyarliliga sahiptir. Ancak kromatin yogunlasmasi bakimindan, UV 

uygulamasindan 48 saat sonra CO25 (Dex-) hücrelerinin duyarsizlasmasina karsin 

CO25 (Dex+) hücreleri duyarli kalmaya devam etmistir. Yine CO25 (Dex-) 

hücrelerinin çekirdek parçalanmasina karsi duyarli oldugu görülürken 10 sn UV 

süresinde CO25 (Dex+) hücrelerinde ras aktivasyonu sonucunda dayanikli hale 

geldigi görünmektedir.  

Geç apoptotik karakterlerden en önemlisi olan apoptotik kese olusumuna 

ise, CO25 (Dex-) hücrelerinde rastlanmamasina karsin CO25 (Dex+) hücrelerinde 

yüksek oranda rastlanmasi, N-ras transformasyonunun apoptosise duyarliligini 

arttirdigini göstermistir. N-ras’in apoptosise duyarliligini arttirisi bu etkisi, 5RP7 

hücrelerinde H-ras’in etkisiyle zit yönde olmustur. Çogalma kapasitesi düsük olan 

CO25 (Dex-) hücrelerinde, çok fazla oranda dev hücrelere rastlanirken CO25 

(Dex+) hücrelerde rastlanmamasi çogalmanin beklenen sonucu olarak 

degerlendirilebilir. Çok çekirdekli hücrelerin olusumu bakimindan; her iki 

kosulda da (Dex- ve Dex +) fark gözlenmemesi, sitokinez mekanizmasinin 

ras’dan bagimsiz bir mekanizmayla etkilendigini düsündürmektedir. 

Hücrelerin AO/EB ile boyanma özellikleri, yukarida açiklandigi gibi 

saglikli ve erken apoptotik hücrelerin boyanma karakterlerinde oldugu gibi 

görülmüstür. Hücreler, sitoplazma zari bütünlügünü ve seçici geçirgenligini 
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korudugu için sadece AO ile boyanabilmis ve floresan isikta çekirdekleri yesil, 

sitoplazmalari sari renkte gözlenmistir.  

CO25 hücrelerinin orjini olan ve N-ras onkogeni içermeyen C2 

miyoblastlari ile de ayni çalismalar tekrar edilmistir. CO25 hücresinde bulunan N-

ras onkogeni dex varliginda aktif edilmedigi halde bilinmeyen baska yollardan da 

aktive olma ihtimaline karsi, hiç ras içermeyen kontrol hücre olarak C2 

miyoblastlarinin kullanilmasi uygun görülmüstür. Bu hücrelerin  UV’ye cevaplari 

da CO25 Dex- hücreleriyle benzerlik göstermistir. Bütün UV sürelerinde 24 ve 48 

saat inkübasyon sonunda erken apoptoz karakterleri olan hücre büzülmesi, 

çekirek/sitoplazma oraninin azalmasi ve kromatinin yogunlasarak çekirdek zarina 

çekilmesi bakimindan duyarlilik gösterirken çekirdek parçalanmasi bakimindan 

48 saat sonunda bir direnç kazandigi görülmüstür. Ayni sekilde her iki inkübasyon 

süresi ve tüm UV dozlarinda apoptotik kese olusumuna karsi da dayanikli oldugu 

görülmüstür. Buradan, hücrelerin  UV etkisi ile apoptosise gittigi ve erken 

apoptotik karakterleri gösterdigi ancak, apoptosis asamalarini geçirme hizinin 

CO25 (Dex-) hücrelerinde oldugu gibi daha yavas oldugu ve geç apoptosise karsi 

dayanikli oldugu anlasilmistir. ras aktif olan hücrelerde UV uygulamasinin geç 

apoptotik hücre olusumunu arttirdigi, ras inaktif olan CO25 (Dex-) hücrelerde ise 

daha çok hücre büyüklügünün ve çekirdek parçalanmasinin artisina sebep oldugu 

düsünülmektedir. 

Apoptotik yolun uyarilmasi konusunda, ras transformasyonu olmayan 

hücreler ile yapilmis çalismalarin bir çogunda çesitli ajanlarla hücrelerin 

apoptosise girmesinin arttirildigi belirlenmistir. IGF-1 ile apoptozu uyarilan 

LM2d6 hücrelerinde IGF-1 uygulamasindan 24 ve 72 saat sonucunda artan oranda 

apoptotik kese olusumu gözlenirken (Seto ve ark. 2001), Yoon ve arkadaslari 

(1996)’da HL-60 losemi hücrelerinde UV ve bazi anti kanser ilaçlari denemisler 

ve hücrelerin apoptotik davranislarini çesitli yöntemler ile analiz etmislerdir. 

Uygulanan UV ve kanser ilaçlarinin, kanserli hücrelerin büyük oranda apoptosis 

ile ölmesine yol açmistir. Bu sonuç, bizim bulgularimizi destekler yöndedir. Lin 

ve arkadaslari ise (2003), bir liken özütü olan CEP-2 ile HL-60 ve K562 

hücrelerindeki apoptosisi uyardiklarinda, DNA’si fragmente olan hücrelerin 

elektron mikroskobik analizlerini yapmislardir. Yüksek dozda (300mg/ml) CEP-
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2’nin hücredeki apoptotik yolu uyardigi tespit edilmistir. ras transformasyonu 

olan hücrelerde yapilmis bir çalismada ise, p21CIP1 ve p27KIP1’in her ikisinin de 

olmadigi primer fare fibroblast (MEF) hücre hatlarinda, onkogenik H-ras val-12 

(RasV12) ekspresyonunun siklin D1 birikmesini arttirdigi görülürken (Groth ve 

ark. 2000) yine ayni çalismada p21CIP1 ve p27KIP1’in her ikisinin de olmadigi 

hücrelerde RasV12’nin ekspresyonunun, hücre döngüsünün durdurulmasina 

neden oldugu bildirilmistir. Ayrica FACS (floresan activated cell sorting) ile 

propidyum iyodür-çekirdek incelemelerinde, hücrenin S evresi boyunca ilerledigi 

sirada DNA replikasyonunun durdurulmasindan önce anormal çekirdek 

bölünmeleri de belirlenmistir.  

Mitomisin C’nin p53 yoluyla apoptozu uyardigi Schwieger ve arkadaslari 

tarafindan (2001) bildirilmistir. Bu çalismada, ras ekspresyonunu tespit etmek ve  

kontrol hücrelerin mitomisin C’nin uyardigi apoptoza duyarliliklarini belirlemek 

için; ras transform IR fibroblast hücreler ras aktivasyonunu saglamak amaciyla 

IPTG ile ön muameleye tutulmuslardir. Daha sonra mitomisin C uygulamasi 

yapilmis ve sonuçta; kontrollerine göre çok daha hizli çogalan, ras ekspresyonu 

olan hücrelerin mitomisin C tarafindan apoptoza karsi uyarildigi gözlenmistir. Bu 

bulgu bizim sonuçlarimizla uygunluk göstermektedir. N-ras transform hücrelerin 

UV uygulamasindan sonra kotrolüne oranla apoptosise karsi duyarliligi artmistir. 

Ancak H-ras transform hücrelerde apoptotik etkiler N-ras’in etkisiyle zit yönde 

olmustur. 

Turner ve arkadaslari (2002), bizden farkli yöntemler kullanarak yaptiklari 

bir çalismada ise, YAMC ve YAMC-Ras kolon hücrelerinde bütirat ve PUFA’nin 

hücre çogalmasi ve apoptosis üzerine etkilerini arastirmislar. Bu amaçla apoptosis 

mekanizmasinda rolü olan ve en iyi apoptosis indikaatörü (IAP) olarak kabul 

edilen kaspaz 3 aktivitesi ölçülmüs ve butirat varliginda kaspaz 3’ün 

aktivasyonunun, hücrelerin selale seklindeki kaspaz aktivitesini baslatarak 

apoptosise neden oldugu gözlenmistir. Ras ekspresyonu olan YAMC-ras 

hücrelerde kaspaz aktivitesinin çok daha yüksek oldugu dikkat çekmistir. Buda 

hücrenin çogalmasi yada apoptotsis ile ölmesinin ras aktivitesine bagli oldugunu 

göstermektedir. 
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4.3. DNA Fragmentasyonunun Belirlenmesi 

 

 UV etkisiyle  ras transform hücrelerde olasi apoptotik DNA 

fragmentasyonu üç hücre tipinin her birinde arastirilmis ve pozitif kontrol olarak 

apoptotik DNA fragmentasyonuna neden oldugu bilinen Etaposit kullanilmistir 

(Bassi ve ark. 2002). 

Normal fibroblastlar olan F2408 hücrelerinin UV uygulamasinin ardindan 

etaposit de dahil olmak üzere farkli UV dozlarini takiben farkli inkübasyon 

sürelerinden sonra elde edilen DNA örnekleri agaroz jel üzerinde, tipik apoptosis 

belirtisi olarak merdiven seklinde bantlasma yerine difüzyon seklinde yayilma 

(smear) göstermistir. Nükleozomal DNA fragmentasyonunun apoptosisin erken 

evresinde olustugu bilinmektedir (Engin ve Özyardimci 2001). Ancak F2408 

hücrelerinin apoptotik çekirdek incelemelerinde yogun oranda, geç apoptosis 

göstergesi olan apoptotik kese olusumuna yöneldigi göz önüne alinirsa, geç 

apoptosis evresinde hücrelerin DNA’larinda rastgele parçalanmalar sonunda 

nekrotik hücre DNA’larinda oldugu gibi smear meydana gelebilecegi 

düsünülebilir. H-ras aktif olan 5RP7 hücrelerinde ise 24 saat inkübasyon sonunda 

DNA’nin 700 bç’den itibaren fragmente olmasi, erken apoptotik çekirdek 

karakteri sergiledigini de desteklemektedir. 48 saat inkübasyon sonunda ise F2408 

hücrelerinde oldugu gibi geç apoptosis evresine girdiginden dolayi DNA smear 

özellik kazanmistir. Sonuç olarak; ras aktivasyonu olan 5RP7 hücrelerinin kontrol 

hücresinden bir farki olmadigi, sadece 24 saatte kontrolden farkli olarak 

apoptosise dayanikli oldugunu ileri sürebiliriz. 

N-ras onkogenine sahip CO25 miyoblastlarin UV’nin etkisiyle 24 saatte 

geç apoptotik evreye girdigi smear DNA fragmentasyonu ile gözlenirken; 48 saat 

sonunda morfolojik çalismalarinda da destekledigi gibi, agaroz jel 

elektroforezinde hücre miktarinda azalma gözlenerek hücrelerin büyük oranda 

öldügü belirlenmistir. N-ras’in aktif oldugu Dex+ hücrelerde ise hem 24 hem de 

48 saatin sonunda DNA’da bir fragmentasyon gözlenmemistir. Sadece 48 saat 

inkübasyonun sonunda 10 sn UV dozunda bir DNA’nin smear fragmentasyon 

göstermistir. Sonuç olarak; ras aktivasyonu sonucunda CO25 hücrelerin 

apoptosise daha dayanikli hale geldigi söylenebilir. H-ras aktivasyonu ile N-ras 
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aktivasyonlarinin apoptosise direnç kazandirdigi, ancak N-ras’in aktif oldugu 

hücrelerin apoptosise gitme hizinin digerine oranla daha yavas oldugu, hücre 

tipine bagli olarak, farkli nükleazlar ile nükleozomlarin farkli bölgelerinden 

kesilmis olabilecegi ve bu yüzden de merdiven seklinde bantlasma yerine smear 

seklinde fragmentasyon olabilecegi söylenebilir. 

Nekrotik hücre DNA’sinin agaroz jelde bantlasma yerine smear 

olusturdugu bilinmesine ragmen, bizim bulgularimizi destekleyen çok sayida 

apoptotik DNA’nin smear olusturdugunu gösteren çalismalar bulunmaktadir. 

Örnegin; EPA ile uyarilmis HT29 kolon adenokarsinoma hücrelerinde (Clarke ve 

ark. 1999) ve IGF1 ile uyarilmis LM2d6 fare fibroblast hücrelerinde (Seto ve ark. 

2001) apoptotik DNA parçalanmasi da smear olarak gösterilmistir.  

Ayni faktörlerin farkli hücrelerde DNA fragmentasyonunun farkli sekilde 

etkiledigini gösteren çalismalar da bulunmaktadir. Örnegin; siçan yolk sac tümör 

hücre hatti olan NMT-1R hücrelerinde, radyoaktif hassasiyetin belirlendigi bir 

çalismada, kafein ile uyarilan hücrelerin apoptotik DNA fragmentasyonunda fark 

görülmezken, radyasyon uygulanmis hücrelerde ve kafein ile radyasyonun birlikte 

uygulanmasi sonucu hücrelerde apoptotik DNA smear olarak gözlenmistir 

(Higuchi ve ark. 2000). Yine ayni sekilde kanserli hüc re hatlari olan siçan C6 ve 

insan RBR12T hücre hatlari üzerine, toksik etkileri bilinen OHAP-1 adi verilen 

bir venomun apoptotik etkileri arastirilmis, C6 hücrelerinde az da olsa bir DNA 

fragmentasyonu gözlenirken RBR12T hücrelerinde büyük oranda smear apoptotik 

DNA parçalanmasina neden oldugu belirlenmistir (Sun ve ark. 2003).  

Bizim bulgularimizdan farkli olarak bazi hücre tiplerinde, çesitli etmenler 

ile uyarilan normal ve kanserli hücre hatlarinda DNA’nin tipik bir nükleozomal 

apoptotik fragmentasyon gösterdigi de bildirilmistir. Örnegin, Jurkat H9-3D8 

hücreleri APO-1 IgC3 ile muamele edildikten 24 saat sonra, düzenli bantlar 

olusturarak fragmente olmustur (Daniel ve ark., 1999). HL-60 ve K562 gibi 

kanser hücre hatlarinin, UV ve anti kanser ilaçlarla (Yoon ve ark. 1996) veya bir 

liken özütü olan CFP-2 ile (Lin ve ark. 2003) uyarilmis apoptosise duyarliliklari 

DNA fragmentasyonu ile gösterilmistir. 

Normal insan lenfositlerinde anti kanser ilaçlar olan fludarabine ve 

idarubicine ile apoptosis uyarildiginda, DNA’larinda belirgin olarak gözlenen 
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fragmentasyona paralel olarak morfolojik incelemelerde de hücre çekirdeginde de 

bir fragmentasyon gözlenmistir (Gonzales-Cid ve ark. 2002). 

Çalismamizin baslangicinda F2408 hücrelerinde farkli bir DNA izolasyon 

yöntemi kullanilarak bir ön çalisma yapilmistir. Fenol gerektirmeyen ve islem 

basamaklari kisa olan, Clarke ve ark. (1999)’nin yöntemi uygulanmis, ayni 

zamanda farkli UV süreleri (5 dk, 15 dk ve 30 dk) ve farkli inkübasyon süreleri 48 

ve 72 saat) de denenmistir. Uygulanan bu DNA izolasyonu yönteminde islemler 

sirasinda fenol-kloroform temizlenmesi ile ortamdaki RNA ve protein parçalari 

temizlenmediginden dolayi, kontrol DNA’lari da dahil olmak üzere bütün 

hücrelerin DNA’larinin agaroz jel elektroforezinde smear olusturarak yürüdügü 

görülmüstür. Bu sebeple, bu yöntemin bizim çalismamizin amacina uygun 

olmayacagina karar verilmistir.  

 
4.4. Immüno floresan yöntemi ile p53 ve MDM2 proteinlerinin hücre içi 

lokalizasyonlarinin belirlenmesi 

 

Bu çalismada; ras transform hücrelerin DNA’larina, apoptosisi uyarmak 

için UV isigi ile hasar verilerek, hücre döngüsünün düzenlenmesinde görev alan 

p53 ve onun regülatörü MDM2 proteinlerinin ekspresyonu ve hücre içindeki 

lokalizasyonlari arastirilmistir. Bu amaçla çalismalarda kullanilmak üzere farkli 

ras tiplerinin aktif oldugu hücreler seçilmistir. H-ras onkogeninin aktif oldugu 

5RP7 fibroblastlari ve insan N-ras onkogeninin aktif oldugu CO25 miyoblastlari 

materyal ve yöntemde açiklandigi sekilde UV isiginin farkli dozlarina maruz 

birakildiktan sonra p53 ve MDM2 antikorlari ve dapi çift isaretleme ile 

incelenmistir. 

 

4.4.1. p53 Proteininin ekspresyonu ve lokalizasyonu 

 

F2408, 5RP7 ve CO25 hücrelerinde UV uygulamasinin p53 ekspresyonu 

üzerine etkileri toplu bir sekilde özetlenerek Çizelge 4.2’de gösterilmistir. p53’ün 

bir çok fonksiyonu çekirdekte lokalize olmasini gerektirmektedir. Mutant p53 

çogunlukla neoplastik ve transform hücrelerin çekirdeklerinde lokalize olurken, 
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yabani tip p53’ün sitoplazmik alanda da biriktigi de bildirilmistir (Ottaggio ve ark. 

2000). 

 

Çizelge 4.2. Fibroblast ve miyoblastlarda UV’nin p53 ekspresyonu üzerine etkisi özetlenmistir. 
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b.a: belirgin artis, b.h.: bazi hücrelerde, ç.a: çok az, g: genellikle, y: yogunlasarak artis  
 
 

F2408 fibroblast hücrelerinin kontrol gruplarinda p53 sinyali genel olarak 

sitoplazmada lokalize olurken, H-ras aktif 5RP7 hücrelerinin 12 saat inkübe 

edilmis kontrolünde ise, p53’ün çekirdekten sitoplazmaya geçtigi, 24 saat 

inkübasyon sonunda peri nüklear alanda yani sitoplazmada çekirdek zari etrafinda 

yogunlastigi görülmüstür. Bu da ras aktif hücrelerde p53’ün aktivitesini 

göstermistir. UV uygulandiginda ise, F2408 hücrelerinde p53’ün lokalizasyonu 

bakimindan bir degisiklik olmazken, 5RP7 hücrelerinde UV etkisi ile p53’ün 

sitoplazmada, perinüklear alanda lokalize oldugu hücrelerin sayisinda bir artis 

gözlenmistir. Ancak normal fibroblastlar olan F2408’de perinüklearda p53’e 

rastlanmamistir. 5RP7 hücrelerinde UV etkisiyle sitoplazmada çekirdek etrafinda 

yogunlasmasi, p53’ün ras’a bagli bir aktivasyonunu göstermistir. 

Miyoblast hücrelerin kontrol gruplarinda, ras aktif ve inaktif hücrelerinin 

her ikisinde de p53 sitoplazmada lokalize olurken, UV etkisiyle CO25 (Dex-) 

hücrelerde yine p53’e sitoplazmada rastlanmistir. N-ras aktif olan Dex+ 



  121 

hücrelerinde p53’ün belirgin bir sekilde çekirdekte lokalize oldugu görülmüstür. 

Bu sonuçlara göre, N-ras transformasyonunun p53’e bagli apoptotik yolu uyardigi 

söylenebilir. 

H-ras ve N-ras aktif hücreler karsilastirildiginda, N-ras transformasyonu 

olan CO25 hücresinde her iki inkübasyon süresinde p53’ün belirgin bir sekilde 

çekirdekte lokalize olmasi, N-ras transformasyonunun miyoblastlari apoptotise 

daha duyarli hale getirdigini düsündürmektedir. 

 

4.4.2. MDM2 proteininin ekspresyonu ve lokalizasyonu 

 

 F2408, 5RP7 ve CO25 hücrelerinde UV uygulamasinin MDM2 

ekspresyonu üzerine etkileri toplu bir sekilde özetlenerek Çizelge 4.3.’de 

gösterilmistir. 

 

Çizelge 4.3. Fibroblast ve miyoblastlarda UV’nin MDM2 ekspresyonu üzerine etkisi 
özetlenmistir. 
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 Mdm2 proteininin iki farkli ras transformasyonu tasiyan hücrelerde UV 

etkisi ile apoptotik yolda etkisi arastirildiginda, F2408 ve 5RP7 fibroblastlarinin 

kontrol gruplarinda MDM2 çekirdekte görülürken, UV uygulamasindan sonra H-

ras transform hücrede MDM2 miktari çekirdekte artmis normal fibroblastlarda ise 
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tam aksi olarak azalma görülmüstür. Normal fibroblastlarda p53 miktarinin çok  

olmasi, MDM2’nin az olmasindan kaynaklanabilir. Çünkü MDM2, p53 proteinini 

parçalamakta ve aktivitesini kaybetmesine neden olmaktadir (Zhang ve ark. 2004, 

Brooks ve Gu 2003). Transform hücrelerde ise MDM2 miktarinin artmis olmasi, 

sitoplazmadaki p53 miktarinin azalmasina neden oldugu düsünülebilir çünkü 

MDM2, p53’ün bir regülatörüdür ve sitoplazmik p53 miktarinin belirlenmesinde 

rol oynamaktadir (Vargas ve Ronai 2002, Daujat ve ark 2002).  

Birçok yayinda, normal kosullarda p19’un MDM2’yi bloke ederek p53’ün 

normal aktivitesini göstermesine ve dolayisiyla apoptozun gerçeklesmesine 

yardimci oldugu bildirilmistir (Cox ve Der 2003, King ve ark., 2002, Felsher ve 

ark. 2000). Ancak, ras transform hücrelerde p19 gibi bazi proteinlerin 

aktivasyonu engellendiginde H-ras transform 5RP7 fibroblastlarda MDM2’nin 

aktivite göstermedigi ve p53’ün miktarinda artisla birlikte hücrenin apoptoza karsi 

duyarli hale geldigi görülmüstür. 

CO25 (dex-) hücrelerde kontrol gruplarinda MDM2 genel olarak 

çekirdekte lokalize olmusken N-ras transform hücrede kontrol grupta sitoplazmik 

perinüklear alanda lokalize olmustur. UV uygulamasiyla birlikte Mdm2 dex+ 

hücrelerde büyük oranda çekirdekte lokalize olmaya baslamis, Dex- hücrelerde ise 

12 saate oranla 24 saat inkübasyon sonunda hala çekirdekte ancak miktari giderek 

azalmistir. Transform hücrelerde her iki inkübasyon süresinde MDM2’nin 

çekirdekteki lokalizasyonu ve miktarindaki artis dikkat çekmistir. Yine bu 

hücrelerde 12 saat inkübasyondan sonra, 10 sn ve 30 sn UV sürelerinde hem 

çekirdekte hem sitoplazmada homojen olarak görülmüstür. Ancak ayni hücrelerde 

p53 proteinine sitoplazmada rastlanmistir. ras aktivasyonu ile MDM2 

miktarindaki artis, p53’ün sitoplazmaya geçisini ve parçalanmasini hizlandirirken 

ayni zamanda yeni sentez edilen MDM2’nin sitoplazmada sinyal verdigini ileri 

sürebiliriz.  

ras ile p53 arasindaki iliskiyi açiklamak için yapilan bir çalismada SW480 

hücreler farnesil tiosalisilik asit (FTS) ile muamele edildikten sonra ras, p53 ve 

p21waf1 miktarlari Western Blot yöntemi ile arastirilmis ve FTS uygulamasinin 

ardindan ras’da belirgin bir azalma olurken, p53 miktarinda artis gözlenmistir. 

Ras’in p53’ü aktive edebilmesi için p19’a gereksinimi vardir (Wiener ve ark. 
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2004). Yih ve Lee (2000), yaptiklari bir çalismada, insan fibroblast hücrelerinde 

(HFW) arsenit ile uyarilan DNA zinciri kirilmalarini Comet yöntemiyle tespit 

etmisler ve arsenit ile uyarilan hücrenin çekirdeginde p53’ün önemli miktarda 

biriktigini belirlemislerdir. ES hücrelerinde MDM2 ve p53 seviyeleri PALA, 

uygulamasinin ardindan arastirildiginda, MDM2 ile p53’ün kompleks 

olusturduklari ancak MDM2 seviyesinde artis olmadigi tespit edilmistir (Aladjem 

ve ark. 1998). 

NIH3T3 hücrelerde eksprese olan p53’ün seviyesini belirlemek için 

hücreler pcDNA ile transfekte edildikten sonra PEI bagimli olarak p53’ün hücre 

içi seviyesinde ve onun regülatörü olan MDM2 seviyesinde anlamli bir artisa 

rastlanmamistir (Lepik ve ark. 2003). 

Sonuç olarak, MDM2 proteini p53’ü parçaladigi için çekirdekte lokalize 

olan p53 azalmakta ve hücreler apoptosisden kaçmaktadirlar. N-ras ve H-ras aktif 

hücreler arasinda apoptosise direnç ve p53-MDM2 proteinlerinin ekspresyonu 

bakimindan fazla fark olmamistir. Genel olarak her iki hücre tipi de UV’ye karsi 

benzer karakterleri göstermistir. N-ras transform hücrelerde p53’ün az oranda 

görünmesinden dolayi, H-ras transform hücrelerde MDM2’nin ras bagimli 

aktivasyonunun daha fazla oldugunu ileri sürebiliriz. 

Ras aktivasyonu ile pro apoptotik iliskisinin açiklanmasina yönelik 

çalismalar, farkli yöntemler uygulanarak ta yapilmaktadir. Örnegin apoptosisin 

önemli belirteçlerinden olan DNA zincirindeki kirilmalari (3’ serbest OH 

gruplari)’nin tespit edilmesi TUNEL yöntemi ile yapilmaktadir (Schwieger ve ark. 

2001). Apoptotik hücrelerin oraninin belirlenebilmesi için Flowsitometride 

Anneksin V boyama yöntemi ile G1 evresinde bekleyen ve ölmüs hücrelerin 

sayisi belirlenebilmektedir (Sun ve ark. 2003). FACS yöntemi ile propidyum 

iyodür ile çekirdek boyamalari da apoptotik morfolojideki hücrelerin 

belirlenmesinde siklikla kullanilan yöntemler arasindadir. Biz çalismamiz 

sirasinda laboratuar imkanlarimiza uygun olan yöntemleri seçtik.  

Çalismanin bundan sonraki kisminda, tez kapsaminda çalisamadigimiz 

p19ARF ile ras sinyal yolundaki ve apoptosis mekanizmasinda görev alan p53 ve 

MDM2 proteinleri üzerine etkilerinin arastirilmasi planlanmaktadir. Bunun için 

p21ras, p19ARF, p53 ve MDM2 proteinlerinin ekspresyonlarinin Western Blot 
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yöntemi ile tespit edilmesi ve apoptotik hücrelerin oraninin ise Flow sitometri 

Anneksin V floresan boyama yöntemleri ile belirlenmesi düsünülmektedir. 

Bahsettigimiz bütün bu mekanizmalarin aydinlatilabilmesi, herhangi bir 

basamakta etkili olan bir molekülün kesfedilmesi en azindan ras onkogeninin 

etkili oldugu kanserlerin tedavisine olanak saglayacaktir. 
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