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KOLAJEN PROTEINI ile H-ras AKTIF HUCRELERININ
ETKILESIMI

OZET

Diistik molekiil agirlikli GTP-bagh protein siiper ailesinin iiyesi olan ras proteinler,
normal seliiler proliferasyonunu diizenleyen kritik sinyal yolaklarinin aktifligini
kontrolde rol almislardir. Aktif ras proteinlerinin genellikle insan tiimorlerinin
gelisimine katkida bulundugu gosterilmistir.

Kolajen proteinleri memelilerde ¢ok miktarda bulunurlar ve dokularin biyokimyasal
yapilar1 i¢in 6nemlidirler. Ayrica hiicre adezyonu, taginmasi, biliylimesi, morfogenez ve
yara iyilesmesinde Onemli role sahiptirler. Bunun aksine insan kanser tiplerinin
birgogunda kolajen protein geninde mutasyon oldugu saptanmustir.

Yapilan bu ¢alismada, SRP7 H-ras aktif hiicrelerinin kolajen tip IV proteinine baglanma
kapasitesi saptanarak kolajen tip IV’ e baglh hiicrelerin apoptotik indeksinin
belirlenmesi amaclanmastir.

Sican 5RP7 hiicrelerinin biiylime egrisinin ¢ikarilmasi icin tripan mavisi ile boyama
yontemi, hiicrelerin kolajene baglanma oranlarinin belirlenmesi icin MTT ve kristal mor
boyama yontemleri, kolajene bagl hiicrelerin apoptotik indeksinin belirlenmesi i¢in ise
agoroz jel elektroforez yontemi kullanilmistir.

S5RP7 hiicrelerinin biiylimesi zamana gore tripan mavisi ile belirlenmistir. Bu sonuca
gore, diger calismalar i¢in optimum hiicre sayis1 12,5x10* ml/hiicre olarak tespit
edilmistir. SRP7 hiicrelerinin kolajen tip IV’ iin degisik konsantrasyonlarina baglanma
kapasitesi MTT deneyi ve kristal mor yontemi ile arastirilmistir. Her iki metotun
sonucuna gore, hiicrelerin diisilk kolajen tip IV diliisyonunda (2.5 pg/ml) bile kontrol
hiicrelerine gore oldukca yiliksek baglandigi tespit edilmistir. DNA fragmentasyonu
deneyine gore kolajen tip IV’ e bagli SRP7 hiicreleri apoptoza gitmeyerek DNA
merdiven goriintiisii gostermemistir. Hiicreler kolajen tip IV’ e kuvvetlice baglanmustir.

Anahtar Kelimeler: Hiicre kiiltiirii, integrin, ekstraseliiler protein, kolajen, kanser



INTERACTION OF COLLAGEN PROTEIN WITH H-ras
ACTIVE CELLS

ABSTRACT

As membres of a large superfamily of low-molecular-weight GTP-binding protein, ras
proteins have played essential roles in controlling the activity of several crucial
signaling pathways that regulate normal cellular proliferation. Activation mutations
within the ras proteins frequently contribute to the development of human tumors.

Collagens are the most abundant proteins in mammals. Collagen-rich extracellular
matrices are not only critically impotant for the biomechanical properties of tissues, but
are also intimately involved in cell adhesion and migration during growth,
differentiation, morphogenesis and wound healing.

The aim of this study was that determination of adhesion capacities of H-ras activite
cells, SRP7 to collogen type IV protein and also to find out how apoptotic process
effected by adhering the cells to collagen type IV.

The rate of SRP7 cell growth was determined by trypan blue during the time points. The
results showed that 12.5x10* cells/ml was optimum cell number for other experiments.
The adhesive capacity of 5RP7 cells to various dilution of collagen type IV was
investigated with either MTT assay or crystal violet method. The data obtaired from
both methods showed that the cells had a higher adhesive capacity to even at 2.5 pg/ml
collogen type IV compeared to control cells. Apoptotic DNA ladder was not appeared in
5RP7 cells adhered to collogen type IV by DNA fragmentation assay. The cells were
bind to collogen type IV firmly.

Key words: Cell culture, integrin, extracellular protein, collagen, cancer
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SIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

Apaf- 1 : Apoptotik proteaz-aktive edici faktor-1
Arg : Arginin

Asp : Aspartat asit

COLA : Kolajen Tip IV

DNA : Deoksiriboniikleik asit

DISC : Oliim-uyaric1 sinyal kompleksi

EGF : Epidermal biiyiime faktorii

ESM : Ekstraselliiler matriks

FAK : Fokal adezyon kinaz

GDP : Guanozin difosfat

GPR2 : Biiylime faktorii baglayici protein-2
GTP : Guanozin trifosfat

Gly : Glisin

IAP : Apoptoz inhibitor ailesi

kDa : Kilodalton

MAPK : Mitojen aktiflestirici protein kinaz
MAPKK : Mitojen aktiflestirici protein kinaz kinaz
MIDAS : Metal iyonunun baglanma bolgesi
NCl1 : Non-kolajen-1

PDGF : Trombositten tiireyen biiylime faktorii
PKC : Protein kinaz C

PI-3K : Fosfoinositol-3 kinaz

PTEN : Timor baskilayici gen

RNA : Riboniikleik asit

TNF-a : Timor nekroz faktor-a
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GIRIS ve AMAC

Normal dokularda, ¢ogalan hiicre sayis1 organizmanin ihtiyaglarinin bir fonksiyonudur.
Azalmis hiicre ¢ogalmasi veya artmis Oliim hizi herhangi bir asir1 artis1 Onleyen
homeostatik denge ‘feedback’ mekanizmalarla kurulur. Kanser bu mekanizmalarin
kontrolden ¢ikip kontrolsiiz ve spontan olarak biiyiiyebilen ve komsu dokulara invazyon
yapabilen hiicre sekillerine dontigmeleridir.

Bunun yani sira programlanmis hiicre 6limii olarak bilinen apoptoz mekanizmasinda
olusan kusurlar en basta kanser, viral infeksiyonlar, AIDS ve norodejeneratif
hastaliklara da neden olmaktadir (http-1).

Kanser olusumunda 6zellikle reseptdrlerin veya sinyal iletim proteinlerin (6rnegin, ras
proteini) mutasyonlar1 veya asir1 liretimleri hiicrelerin biiyiime faktorlerinden veya diger
mitotik faktorlerden bagimsiz hale gelmesine ve bdylece kendi basina giden hiicre
boliinmesine yol agmaktadir.

Ras proteinleri diisiik molekiil agirlikli GTPaz’lardir. Ras proteinlerinin proto-onkogen
prekiirsorleri sinyalleri hiicre ylizeyinden cekirdege aktarmaktadirlar. Bu proteinler
GDP ve GTP ile kompleks olustururlar. Protein-GTP kompleksi kimyasal olarak aktif
formdur ve bu form cekirdekteki ¢esitli promotor proteinleri aktiflestirir. Bu proteinler
GTPaz aktivitesine sahiptirler ve bu aktivite, sitoplazmik bir protein olan GAP
tarafindan arttirilmaktadir. GTPaz GTP’ yi GDP’ ye doniistiiriir ve boylece protein-GTP
kompleks inaktiflesir. Ras proteini ayrica diagilgliserol diizeyini de arttirarak protein
kinaz C (PKC)’ yi1 aktiflestirir. PKC 6nemli bir DNA transkripsiyon baslaticisidir.

Ras mutasyonlar1 sonucu, hasara ugramis GTPaz ile proto-onkogen GTP formu devamli
aktif kalir ve ¢ekirdek proteinleri ve DNA transkripsiyonu siirekli uyarilmis olmaktadir.

Integrin reseptorleri ise ligandina bagl olarak biyokimyasal sinyal iletimini ve buna
bagli olarak hiicre gdciinii, biiyiimesini ve hiicre canliligm diizenlerler. Integrinlerin
onemli fonksiyonu, dinamik intraseliiler hiicre iskeleti ile ekstraseliiler matriks arasinda
yapisal baglantinin diizenlenmesidir. Ekstraseliiler matriks proteinlerinden biri olan
kolajen, memelilerde olduk¢a fazla bulunmaktadir. Kolajen tip IV ¢ok kisa peptit
siralamalart araciligiyla timor anjiyojenezi, migrasyonu, proliferasyonu ve adezyon
diizenlenmesinde rol oynar ve bazal membrana epitel hiicrelerin temel yiizeyine
baglanmasiyla iligkilidir. Kolajence zengin hiicre dis1 matriksler dokularin biyokimyasal
yapilar i¢in Onemlidir. Bazal membran yapisinda bulunan kolajen tip IV migrasif
hiicreler i¢in kritik bariyer olusturur (Kjoller ve ark., 2004). Ayrica hiicre baglanmasi,
taginmasi, biiyiimesi, degismesi ve yara iyilesmesinde onemlidir. o;f3; integrin bazal
membran kolajen tip IV’ iin secici reseptoriidiir.

Epitel hiicrelerin ekstraseliiler matriks ile arasindaki bu baglanti kurulamazsa apoptoz
hizl1 bir sekilde stimiile edilir. Bu 6zgii hiicre 6liimiine anoikis denmektedir. Normal
epitel hiicreleri belli onkogenlerin ekpresyonu ile anoikise karst diren¢ saglamaktadir
(Chen ve ark., 2006). Boylelikle kanserde integrinler biiylime faktor sinyali ile sinerji
olusturmakta ve hiicre ¢ogalmasini uyarmaktadir.

Adezyon molekiillerinin sinyal iletiminde rol aldiginin gosterilmesi son 10 yilin temel
gelisimlerinde biri sayilmaktadir. Sinyal iletimi en iyi integrinler ile tanimlanmigtir.
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Bu nedenden dolay1 tez kapsaminda planlanan c¢alismanin genel amaci, SRP7 si¢an
embriyo H-ras aktif hiicrelerin kolajen proteinine baglanma oranlarinin MTT ve kristal
mor boyama yontemleri ile belirlenmesi ve kolajene bagl hiicrelerde apoptotik DNA
kirilimlarini tespit eden bir yontem ile apoptotik indeksin belirlenmesidir.
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KAYNAK BILGISI
Apoptoz Mekanizmasinin Kanser Olusumundaki Rolii

Hiicre ¢cogalmasi, hiicre dis1 sinyallerin, hiicre i¢i mesajlarla koordine edildigi kompleks
bir hiicresel sinyal iletim mekanizmasi ile diizenlenmekte olan (Basu ve Sivaprasad,
2007) kanser hastaligi, hiicre yasami ve 6liimii arasindaki dengesizlik sonucu meydana
gelmektedir.

Programli hiicre oliimii olarak da bilinen apoptoz, embriyonik gelisimin ve doku
homeostazinin dengede tutulmasini saglayan genel bir mekanizmadir (Flierman ve
Daha, 2007; Hu ve ark., 2001; Wyllie, 1980). Nekrozdan farkli olarak, apoptoz;
hormona bagimli doku atrofisi, timusta lenfosit olgunlagsmasi, morfogenez gelisiminin
diizenlenmesi ve kanser gibi pek cok biyolojik siiregte rol oynamaktadir (Dual ve
Wiyllie, 1986; Arends ve Wyllie, 1991; Meyn ve ark., 1994). Buna ek olarak, apoptotik
hiicreler; kromatin yogunlagsmasi (Wyllie, 1980), genetik materyalin pargalanmasi
(Walker ve Sikorska, 1994), fosfotidil serin molekiiliiniin translokasyonu, sitoplazmik
hacmin kaybolmasindan dolayi hiicrenin kii¢iilmesi ve hiicre zarina bitisik hiicrelerarasi
ortama uzanan “apoptotik cisim”lerin olugmasi (Kauffmann ve ark., 1997) gibi
morfolojik degisimler bakimindan nekrotik hiicrelerden farklilik géstermektedirler.

Hiicre 6liimiinde iki dnemli yol yer almaktadir. Dis yolak, substratin Tiimdr Nekroz
Faktor-o (TNF-a) reseptor aile tiyelerine baglanmasi sonucu aktive olmakta ve reseptor
oligomerizasyonu meydana gelmektedir. Bunun sonucu olarak da, prokaspaz olan 8 ya
da 10’ nun adaptor proteinler araciligi ile kiimelenmesi ve Oliim—uyarict sinyal
kompleksinin (DISC) olusumu gézlenmektedir (Basu ve Sivaprasad, 2007; Kischkel ve
ark., 1995). I¢ ya da mitokondrial yolak DNA hasar1 gibi hiicresel stres ile uyarilir ve
bunun sonucunda mitokondrial sitokrom ¢ salinimi gerceklesmektedir. Apoptoz uyarici
aktive faktor-1 (Apaf-1), baslangi¢ prokaspaz-9 ile etkilesime girerek aktif apoptozom
kompleksini olustururlar (Nunez ve ark., 1998) . Reseptor diizenleyici yolak ile
mitokondrial yolak arasindaki iletisim, aktif kaspaz-8’in Bid proteinini pargalamasi ve
Bid’in Bax/Bak kompleksini aktive etmesi i¢in mitokondriye transloke olmasi ile
baslatilir. Bunun sonucunda, sitokrom c salinir ve kaspaz-9 ve diger kaspazlarin
aktivasyonu gerceklestirilir (Basu ve Sivaprasad, 2007).

Her iki yolda da, kaspaz denilen sistein proteazlar tarafindan bir seri niiklear ve
sitoplazmik substratlar pargalanmaktadir ve apoptoz sirasinda Bcl-2 ailesine ait
proteinler tarafindan diizenlenen bir mekanizma ile mitokondrial zar permabilize edilir
(Zhu ve ark., 2007).

Kaspazlar, sistein proteaz ailesine ait olup, aspartat kalintisindan sonraki protein
kisminin kesiminden sorumludurlar (Salvesen ve Dixit, 1999). Bu enzimler, hiicre
icinde aktif olmayan proenzim formunda sentezlenirler ve apoptoz mekanizmasinin
uyarilmas: ile digik lokal konsantrasyonda bulunan baslangic kaspazlarinin
konsantrasyonlari, hiicre i¢i protein-protein etkilesimi ile artmaktadir (Bao ve Shi,
2007). Bu miktar artis1 ile birlikte, aktif hale gecen baslangic kaspazlari, effektor
prokaspazlarin parcalanmasina ve buna bagli olarak da aktif kaspazlarin olusumu ve
kaspaz yolunun aktivasyonuna neden olmaktadirlar (Bao ve Shi, 2007). Kaspaz 8§, 9 ve
10 apoptoz mekanizmasinin erken fazinda gérev yaparken, kaspaz 3, 6 ve 7 ise sonug
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asamasinda etkili olan enzimlerdir. Kaspaz 2’ nin ise, hem erken hem de sonug
evresinde efektor kaspaz olarak gorev yaptigr bildirilmistir (Kumar, 2006). Kaspazlarin
aktivasyonu c¢esitli pro- ve anti-apoptotik sinyal iletim yolagi ile diizenlenmektedir.
Bunun i¢inde, Bcl-2 aile iiyeleri (Adams ve Cory, 1998), katalitik olarak inaktif
kaspazlar (e.g. FLIP) (Irmler ve ark., 1997) ve apoptoz inhibitdrleri (IAP) (Deveraux ve
ark., 1997) yer almaktadir. Protein kinazlar, 6rnegin; Akt/protein kinaz B (PKB),
protein kinaz C (PKC) ve mitojen-aktive protein kinazlar (MAPKSs) sinyal iletiminde
merkezi bir role sahiptirler ve kaspaz aktivasyonunu diizenlemektedirler. Bu kinazlarin
diizenlenmesinde meydana gelen bir hata hastalik olusumuna yardimer olmaktadir.

Ras Protein Ailesi

Kanser bazi normal genlerin mutasyona ugrayarak fonksiyonlarinin bozulmasi ya da
kaybolmasi1 sonucu ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Onkogen adi verilen kanser etmeni gen
tirlinlerinin hiicre ¢ogalmas1 ya da bunun karsiti olan hiicre farklilasmasi ve hiicre
6liimiindeki rollerin ayrintili olarak incelenmesi kanser tedavi metotlarinin gelistirilmesi
i¢in ¢cok onemlidir.

Onkogenler, hiicresel genler olarak bilinen hiicre sinyalizasyonu, hiicre biiylimesinin
regiilasyonunda Onemli rol oynayan proto-onkogenlerin mutasyon, kromozomal
translokasyon, amplifikasyon veya transkripsiyonel disregiilasyon ile fonksiyon
degisikligine ugramis ve bunun sonucu olarak da anormal protein sentezine veya asiri
protein yapimina neden olan genlerdir (Koktiirk ve ark., 2003).

Bu onkogenlerin bir kismi diisiik molekiiler agirlikli G-protein ailesinin birer liyesidir.
Ozellikle, Ras onkogeni tarafindan kodlanan ve guanozin tri fosfat (GTP) aktivitesine
sahip olan hiicre zar proteini ras (ras p21), hiicre canlilifi, cogalmasi ve farklilagsmasi
icin gerekli olan ekstraseliiler sinyallerin ¢ekirdege iletimini saglar. Ras p21, GTP’ ye
ya da bunlarin hidroliz olmayan analoglarina baglandiginda aktif formda, guanozin di
fosfat (GDP)’ a baglandiginda ise inaktif forma bulunmaktadir. GTPaz enzimi, ras p21
proteine bagli GTP nin y-fosfatin1 hidrolize ugratarak bu proteinin GDP’ ye bagli inaktif
formunu olusturup istirahat fazina ge¢mesini saglar (Kim ve ark., 2006). Hiicre
cogalmasmin olmadig1 durumlarda, bir¢ok hiicresel p21 proteini GDP kompleksine
bagli formda bulunur, fakat ortama mitojenin eklenmesi ile baskin bir sekilde p21
proteini GTP-bagh forma ge¢mektedir (Kim ve ark., 2006).

Nokta ya da farkli tip mutasyonlar ile aktive olmus mutant ras p21 proteini ise, GTPaz
aktivitesinden yoksun oldugu i¢in aktif GTP formunda tutulmaktadir ve bu durum
ozellikle kanser gelisimi i¢in 6nemli olan, artan hiicresel proliferasyon ile iligkilidir
(Kriaris ve Spandios, 1995).

Hiicre dis1 uyaricilarin salgilanmasi sonucu ras sinyal yolaginin ilk basamagi olan
monomer tirozin kinaz reseptorlerinin dimer yapr kazanarak otoaktivasyon sonucu
fosforile edilmeleridir (Vojtek ve Der, 1998). Bunun sonucunda fosforile olan substitiie,
biliyiime faktor reseptoriine bagli protein 2 (GRB2) adaptor protein i¢in baglanma
bolgesi olusturarak diger bir adaptor protein olan SOS’ in aktif forma gegmesine neden
olmaktadir. Guanin niikleotit degisim faktorii olan SOS, GDP’nin salinimin1 ve GTP’
nin onun yerine baglanmasini uyarmaktadir. Boylece aktif hale gecen ras proteini bir¢ok
hiicre i¢i efektor proteini uyarmaktadir (Feig ve Buchsbaum, 2002).
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Ras aktivasyonu tersinir bir sliregtir (Dogan ve Giig, 2004). Ras sinyal yolunun efektor
molekiilleri, SOS {izerinde negatif diizenleyici etki ile ras aktivasyonunu
sonlandirmaktadir. Aktive olan ras proteinleri Raf kinazlara yiiksek afinite ile
baglanirlar ve Raf kinazlarin hiicre membranina yerlesimi ve aktivasyonunu saglarlar
(Kolch, 2000; Lee ve McCubrey, 2002) (Sekil 1).

Insan tiimérlerinin %30’ unda Ras/Raf/MEK/ERK yolunun agir1 aktivasyonu soz
konusudur (Kolch, 2000). Bu oran tiimoérlerdeki Ras mutasyonu sikligi ile uyumludur.
Mutant Ras proteinleri, aktif RAS-GTP formunda kalirlar; bu nedenle, hiicrenin
kontrolsiiz uyarilmasindan sorumlu tutulmaktadirlar. Diger yandan, farnezil transferaz
inhibitdrleri Ras aktivasyonunu engellerler. Klinik ¢aligmalar, bu ajanlarin antitiimdral
etkilerinden tedavide yararlanilabilme olasiligini giiclendirmektedir (Karp ve ark.,
2001).

Blylume faldord . MNoaonan sendromu (SOS1)

Hilcre zarn
/"__ i Ras-GDP

Reseptor

Mooman sendromu
LEOFPARD sendromu

Y
Sitoplazma @

Cekirdek Hedef genlerin transkripsiyonu

Sekil 1. Ras Sinyal Yolag1 (Schubbert ve ark. , 2007)

Ras iletim yolu ile tetiklenen transformasyon siirecinde sinerjik etkilesim de 6nem tasir.
Normal kosullarda, EGF ve PDGF gibi biiylime faktorlerinin fosfoinositol-3 kinaz (PI-
3K) yolunu uyarmalarinda Ras’in etkinligi minimal diizeydedir. Buna karsilik
onkojenik Ras, PI-3K yolunun gii¢lii bir aktivatoriidiir (Dogan ve Giig, 2004).
Onkojenik Ras bu yolu aktive ederek apoptozu baskilar (McCormick, 1999; Blalock ve
ark.,2003). Insan kanserlerinin 6nemli bir béliimii epitel hiicrelerinden koken alir.
Dolayisiyla, bu hiicrelerde apoptozun baskilanmasi karsinogenez siirecinde kritik
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etkenlerden birini olusturur. Ayrica, onkojenik Ras uyarisi, transforme hiicrelerde
normal hiicrelerden farkli genlerin ekspresyonunu da uyarabilir (McCormick, 1999).

Ras sinyal yolagi birkac akisasagi arabuluculari igerir. Ras’in biiyiik substratlarindan
biri, serin/treonin protein kinaz Raf-1 dir (Leevers ve ark., 1994; Marais ve ark., 1995;
Shields ve ark., 2000). Ardisik olarak harekete gegiren ekstraseliiler sinyal-diizenleyici
kinaz (ERK) ve mitojen-aktiflestiren kinaz kinaz (MAPKK veya MEK) dahil birkag
proteinin fosforilasyonunu igeren bir akisasagi kaskat Raf-1° in aktivasyonu ile
sonuclanir (Daum ve ark., 1994; Kerkhoff ve Ropp, 1998; Downword, 2003).

Harvey (H-ras), Kirsten (K-ras) ve Neuroblastoma (N-ras) genleri ras gen ailesinin
birer iiyesi olup, her biri onkogenik aktiviteye sahiptirler. Bu onkogenik aktivite, her bir
ras gen aile liyesinin kodladig1 ras proteinlerinin farkli aminoasitlerinde meydana gelen
nokta mutasyonlar sonucu kazanilmistir (Park ve ark., 2004). Mutasyonlar sonucunda
normal ras geninin 12. kodonunda bulunan glisin aminoasiti, K-ras onkogeninde
arjinine doniistiigi bildirilmistir. Benzer sekilde, normal genin 61. kodonundaki
glutamin, H-ras geninde 16sine, N-ras geninde ise arjinine doniistiigii tespit edilmistir
(Klug ve Cummigs, 2000). Mutasyonlarin hem GTPaz aktivitesindeki azalmaya neden
oldugu hem de hiicresel transformasyonun baslamasinda etkili oldugu bilinmektedir.

H-ras proto-onkogeni siklikla birka¢ insan ve hayvan tiimorlerinde aktif halde
bulunmustur ve bu malignantlarin ortaya ¢ikmasinda 6nemli rol aldigi diistiniilmiistiir
(Bos, 1989). Birkag spesifik H-ras alel meme kanserinde daha sik goriilmektedir (Kang
ve ark.,2006). Gergekte, en ¢ok insan meme karsinomasinda H-ras RNA ve proteinin
gelismis diizeyinde ortaya c¢cikmistir (Hand ve ark., 1987). Ayrica aktiflesmis H-ras
ekspresyonu deneysel melanoma tiimor biiyiimesinin korunmasi i¢in gerekli oldugu da
gosterilmistir (Chin ve ark., 1999).

H-ras aktivitesi Ras/PI3K/PDK/PKB yolaklar1 gibi Ras/Raf/MEK/Erk yolaginin her
ikisinin aktivasyonu ile diizenlenmistir (Kang ve ark., 2006). Spesifik bir antikor
tarafindan Akt ve Erk ekspresyonu Olciilerek, bunlarin H-ras yolaginda tipik asag: akis
sinyal proteinleri oldugu gosterilmistir (Kang ve ark., 2006).

integrinlerin Yapisi ve Fonksiyonlari

Integrin reseptorleri, hiicre zarina gémiilii bir sekilde lokalize olmus glikoproteinlerdir.
Temel olarak hiicre dis1 sinyalleri hiicre ig¢ine iletebildikleri gibi hiicre iginde
olusturulan sinyallerin hiicre disina iletilmesinden de sorumludurlar (Leitinger ve
Hohenester, 2007).

Integrinler, kovalent olmayan baglarla baglanmis, o ve B olmak iizere iki alt birimden
meydana gelmis heterodimer bir yapiya sahiptirler. Transmembran bir yapiya sahip olan
molekiiler diizeyde yapisal farkliliklar gosteren 18 o alt {initesi ile 8 B alt iinitesinin
kombinasyonlar1 sonucu 24 farkli integrin reseptorii tespit edilmistir (Leitinger ve
Hohenester, 2007) (Sekil 2). Bu cesitlilik, ekstraseliiler ligantlara spesifik olarak
baglanmasin1 (Liu ve ark., 2000), ligant baglanma aktivitesini ve degisik sinyal
fonksiyonlarin1 tanimlamaktadir. Ornegin; insan barsak epitelinde yapilan integrin
analizi sonucunda f; ve PB4 integrinlerinin ¢esitleri tanimlanmistir. Bunlar arasinda o3,
a;B; integrinler ve barsak hiicre farklilagsmasindan sorumlu goriinen osf4’lin fonksiyonel
formu tespit edilmistir (Lussier ve ark., 2000).
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Integrinlerin her bir alt iinitesi kisa sitoplazmik kisimlar ile hiicre ici iskelet yapisina
tutunur ve boylece heterodimer integrin molekiiliiniin distan ige sinyal iletimini saglar
(Dzamba ve ark., 2001).
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Sekil 2. Integrin Reseptorleri (http-2)

Her bir a alt {linitesi yaklasik olarak 1000-1150 amino asit icerir ve boyutu 140-210 kDa
dur. Biitiin integrinlerin a alt tiniteleri 7 amino terminal ucu tekrarlanan katlar1 i¢cinde 7
{inite B-pervane motifi icermektedir. Ikinci ve iiciincii iinitelerin tekrarlanan amino
terminali arasinda bazi a alt linitelerinin etki alanlar1 yer alir. a alt tinitelerin karboksil
ucundaki yarilma disiilfit bagi ile baglanmistir (Beaulieu, 1997).

[ alt linitesi ise yaklasik olarak 730-800 amino asit ig¢erir ve boyutu 90-130 kDa dur. 8
zincirinin ortasinda dort kez tekrarlanan ¢oziinmeyen sistein halkalar1 vardir. B, alt
{initesi 16kosit hiicrelerinin inflamatuar bolgeye gogiinii ve gecisini saglar. Integrin B; alt
tinitesi hemen hemen biitiin hiicre tiplerinde ekprese edilmistir ve 12 farkli a alt iinite ile
kompleks olusturur (Goessler ve ark., 2006).

Her iki o ve B alt tinitelerine +2 degerlikli katyonlar (Ca™, Mg™ ve Mn"?) baglanir ve
bu katyonlarin rolii tam olarak bilinmemekle birlikte Mn™* ve Mg ve baz1 integrinleri
baglayan antikorlar da hiicre i¢i sinyali almaksizin integrin aktivasyonu yapabildikleri
gosterilmistir (Kotovvori ve ark., 1999).
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Integrinlerin Fonksiyonlar1 ve Aktivasyonu

Integrinler; hiicre biiyiimesi, cogalmasi, morfolojik degisim, gd¢, invazyon, gen
ekspresyonu, hiicre i¢i pH degisimi ve hiicre canlilifin1 diizenlemede intraseliiler sinyal
yolaklarini tetikleyerek ekstraseliiler proteinlere (ESM) baglanmaya aracilik ederler
(Hood ve Cheresh, 2002). Ekstraseliiler sinyalleri hiicre i¢cinde yer alan fokal adezyon
kinaz (FAK) (Ilic ve ark., 1998), PI3-kinaz (Lee ve Juliano, 2000) ve MAPK (Howe ve
ark., 1994) gibi sinyal proteinlerine aktararak hiicre i¢i sinyal iletim mekanizmalarinin
uyarilmasma neden olurlar. integrinler hem gen ekspresyonuna yol gosteren gesitli
sinyal yolaklarin1 hem de adezyon molekiillerini diizenlerler (Lussier ve ark., 2000).
Ayrica integrinler (Clegg ve ark., 2000, Clegg ve ark.,2003) serebral korteksin
olusumunda, noronal migrasyonunda ve nevroz sistemin gelisiminde Onemli rol
oynarlar (Milner ve Campbell, 2002).

Kolajen Proteinin Yapisi ve Fonksiyonu

Embriyonik gelisim, doku regiilasyonu ve onarimi, makro molekiillerin filtrasyonu, yara
tyilesmesi ve tiimor invazyonu gibi ¢esitli biyolojik olaylarda rol alan bazal membran,
ekstra-seliiler matriks de ince ve sekilsizdir (Pasco ve ark., 2004). Bazal membranlar;
kolajen XV, XVIII, XIX, fibulin distroglikan, kolajen IV, laminin, nidojen, heparin
stilfat proteoglikan ve diger glikoproteinlerden meydana gelmistir (Olsen ve ark., 1973;
Timple, 1989).

Kolajen proteinleri memelilerde ¢ok miktarda bulunurlar ve dokularin biyokimyasal
yapilari i¢in onemlidirler. Ayrica hiicre adezyonu, tasinmasi, biiyiimesi, morfogenez ve
yara iyilesmesinde Onemli role sahiptirler. Bunun aksine insan kanser tiplerinin
bircogunda kolajen protein geninde mutasyon oldugu saptanmistir (Myllyharju ve
Kivirikko, 2004).

Kolajen molekiilii a zinciri ad1 verilen {i¢ polipeptit zincir igermektedir. Zincir iizerinde
tekrar eden glisin-X-Y aminoasit dizileri yer almaktadir. Ug ayn1 veya farkli o zinciri,
sag-el ti¢lii sarmal olusturmaktadir (Vitagliano ve ark., 2001; Brodskyl ve Persikov,
2005). Insan genomunun 43 farkli kolajen o zinciri igerdigi bilinmektedir. Bu zincirler
28 kolajen tiirti olusturmaktadirlar (Myllyharju ve Kivirikko, 2004; Veit ve ark., 2006)

Hiicreler doku igerisinde kolajen proteini yardimi ile baglanir ve yasam sinyali alirlar.
Deri fibroblastlari, kolajence zengin stromalarda goc¢ ederler ve hastaliklarda (tiimor
olusumu) veya yaralanmalarda kolajen ile birlikte calisirlar (Leitinger ve Hohenester,
2007).

Kolajen tip IV

Kolajen tip IV; laminin, heparin siilfat ve kondroitin siilfat proteoglikanlar, entaktin ve
nidogen ile beraber transmembran yapinin biiyiik kismini olusturur (Timple ve Dziadek,
1986).

Kolajen tip IV molekiilii genetik olarak 6 farkli (a;(IV)- 06(IV)) formda bulunan ii¢ o-
zincirinin heterodimerik kompozisyonu sonucu olusmaktadir (Pasco ve ark., 2004). o-
zincirleri glisin-X-Y tekrarlar igerir ve zincirlerin farkli pargalari arasinda korunmus
olan hidroksi ucunda 230 aminoasit kalintis1 igeren kisa non-kolagenous (NCI) alan ve
1400 aminoasit kalintisi iceren uzun non-kolagenous alan bulunur. Tam trimerik
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molekiil yaklasik 390 nm uzunlugundadir. Dimerler anti paralel ve paralel faza alternatif
olarak diizenlenmis, 7S alanlarinin yan iligkisi ile sekillenmis tetradimerlerken, NC1
alanlan arasindaki etkilesimler ile olusturulabilir (Sekil 3) (Pasco ve ark., 2004). Major
kolajen tip IV zincirleri olan a; ve o, zincirler bazal membranda % 50 paya sahiptir. as,
o4, 05 Ve 0 zincirler tamamlanmamis olarak bilinen kolajen tip IV molekiillerinde ve
mindr bazal komponentleridir (Kalluri ve Cosgrove, 2000; Borza ve ark., 2000).
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Sekil 3. Kolajen Tip IV’ iin Yapisi (Pasco ve ark., 2004)

Kolajen reseptorleri farkli kolajen tipleri ile spesifik olarak etkilesen integrinlerin alt
tinitelerinin ayrilmasiyla meydana gelmistir (Santoro ve Zutter, 1995; Hynes, 2002).
Mezensimal hiicrelerde yaygin olarak bulunan «;8; ve epitel hiicrelerde bulunan o,f3;
kolajen integrin reseptorleri en fazla calisilan molekiillerdir (Kisiel ve ark., 2004;
Leitinger ve Hohenester, 2007). Bu kolajen integrin reseptorlerinde yer alan I-bolgesi
ligant baglanmadan sorumlu 200 aminoasitten olusmaktadir (Dickeson ve Santoro,1998;
Leitinger ve Hagg, 1999). Kolajen baglayan integrinlerin yapisal fonksiyonlari ile ilgili
caligmalarda iki 6nemli gelisme kaydedilmistir. Bunlardan birincisi; izole edilmis I
bolgeler, yap1 analizi i¢in kristallestirilmistir ve Ozelliklerini ve baglanma sekillerini
koruduklar1 gozlenmistir (Bahou ve ark., 1994; Kamata ve Takata, 1994). Ikincisi;
kolajenlerin iiclii sarmal bolgeleri icinde 6zel integrinlere baglanma bdlgelerinin varlig
belirlenmistir. Ornegin, kolajen integrin reseptdrleri aiB; ve P icin cesitli baglanma
stralart bulunmustur. Bunlardan biri GFOGER (Knight ve ark., 1998; Knight ve ark.,
2000) dir. Ug sarmalli GFOGER peptitleriyle birlesmis a, integrin I bolgesinin kristal
yapist belirlenmistir (Emsley ve ark., 2000). I bolge, klasik /B Rossman katlanmis
kisimlaria baglanir. Bu ilk kez 16kosit integrin a3’ nin I bolge yapisinda goriilmiistiir
(Lee ve ark. , 1995) (Sekil 4).
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Sekil 4. Kolajenin integrine Baglanmas1 (White ve ark., 2004)
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Cizelge 1. Memeli Kolajen Reseptorleri (Leitinger ve Hohenester, 2007)
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baglanir
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Reseptor Yapisi Spesifik Kolajen Secilmis Biyolojik
Fonksiyon

a,B; Integrin Biiyiik o ve f alt Tercihli olarak Fibroblast
iinitelerin kolajen IV ve VI; proliferasyonu; MMP
heterodimerleri; a alt kolajen I ve IV de ekspresyonu ve kolajen
iinite I alanda spesifik alanlar sentezinin
MIDAS’ a kolajen tanimlanmigtir diizenlenmesi
baglanir

B, integrin Biiyiik o ve B alt Tercihli olarak fibril Trombosit adezyonu;

dallanma morfogenezi,
mast hiicre
aktivasyonu; keratinosit
adezyon

o 10P: integrin

Biiyiik o ve f alt
unitelerin
heterodimerleri; o alt
iinite I alanda
MIDAS’ a kolajen
baglanir

Tercihli olarak
kolajen IV ve VI,
ayrica kolajen 11

Tabaka morfogenez
bliylimesi ve
fonksiyonu
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Kolajen proteinin {i¢lii sarmal bolgesinde integrine 0Ozgli baglanma alanlar
belirlenmistir. Ornegin; kolajen integrin reseptorii aiB; ve axf; ‘de 1 bdlge yapist
gorilmistir (Emsly ve ark., 2000). Kolajen, integrin reseptoriine baglanmadan once
Mg™ iyonu integrinde bulunan metal iyonu baglanma alanmna (MIDAS) baglanr.
Ancak baglanacak iyonun koordinasyonu ligandsiz integrinin MIDAS’inda
tamamlanmamis olmasi nedeniyle integrinin I bolgesindeki GFOGER sirasinin glutamat
asit yan zinciri bu baglanmaya izin vermektedir (Emsley ve ark., 2000). Metal iyonunun
baglanmasinin iki belirteci, fenilalanin yan zincirini diizenleyen bir hidrofobik cep ve
kolajen arijininin yan zinciri ile iyon cifti olusturan I bolgesindeki aspartat asit
kalintisidir (Letinger ve Hohenester, 2007).

Kolajen proteinin integrin MIDAS’ a baglanmas: integrin reseptoriinde konformasyon
degisikligine neden olmaktadir (Letinger ve Hohenester, 2007). Yapi olusumu
degisiklikleri I bolgesinde ilerler ve 1 bolgesindeki C ucu o sarmalindaki biiytlik
degisimlerin tagmnmas saglar (Emsley ve ark., 2000). Integrinin I bdlgesine ligantin
baglanma egilimi integrin konfigiirasyonu ile diizenlenir. Boylece, hiicre i¢i ve dis1
sinyaller ile aktiflesen kolajen baglayan integrinler de uygun baglanma alanlar
olusturabilir (Letinger ve Hohenester, 2007).

Kolajen tip IV iizerindeki a;f; integrinin baglant1 bolgelerinin haritasinda kolajen {iglii
sarmalinin farkli bolgeleri lizerinde aspartat asit ve arjinin kalintilar1 bulunmaktadir
(Eble ve ark., 1993). Bununla beraber, kolajenin integrine baglanmasi ile baslayan hiicre
ici iletisim heniiz acik degildir. Tek integrin heterodimerin konformasyon degisimi
sinyallesmeyi baslatiyor olabilir (Kim ve ark., 2003). Integrin konsantrasyonunun fazla
olmasi da sinyallesme mekanizmasini temsil edebilir (Leitinger ve Hohenester, 2007).

Kolajen proteini integrin reseptorleri a;f; ve o»f; her ikisi de bir ¢ok organin
fizyolojisinde 6nemli roller oynarlar ve c¢esitli hiicre tiplerinden ekprese edilmislerdir.
Son zamanlarda bu reseptorler, anjiyojenezin inhibisyonu ile desteklenen yeni kanser
terapisinin merak konusudur (Kisiel ve ark., 2004). a;p; ve af; integrinler hayvan
modellerinde tiimor biiyiimesi ve mikrovazkiiler endotel hiicrelerinden yiiksek derecede
ekprese edilmistir (Kisiel ve ark., 2004).
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GERECLER
Kullanilan Maddeler
Kimyasal maddeler

%10 asetik asit ¢ozeltisi, %95 metanol ¢ozeltisi (Merck, Almanya), etidyum bromiir,
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir), bovin serum albumin,
puck’s saline A (PSA), penisilin-streptomisin soliisyonu, glutamataldehit, tris-HCI,
dimetilstilfoksit, ylikleme c¢ozeltisi, 2-propanol, sodyum kloriir, kalsiyum kloriir,
magnezyum kloriir, agaroz jel (Sigma, Almanya), dulbecco’s modified eagle medium
(DMEM), fotal sigir serumu (FCS) (Gibco, UK), glasiyel asetik asit (Riedel-de Haen,
Almanya), tripan mavisi sollisyonu (Biochrom AG, Almanya), tripsin/ EDTA
(Biological Industries, Israil), apoptotik DNA-Ladder kit (Roche, Almanya), kristal mor
(Sigma, USA).

Sarf malzemeler

Otoklavlanabilir cam sise (Iso-Lab, Hollanda), 10,200 ve 1000 pl’ lik pipet takimi ve
uclar1 (Gilson, Fransa), 1000 pl’ lik mikrosantrifiij tiipii (Eppendorf, Almanya), toma
lam1 (Marienfeld, Almanya), 25 ve 75 em? lik kiiltiir siseleri, 26 ve 96 kuyucuklu
plakalar, 15 ve 50 ml’ lik santrifiij tiipii (TPP, Isvigre), steril cam petri kaplar1 (Corning,
ABD).

Kullanilan Cihazlar

Yatay DNA jel iinitesi (Consdet, UK), gili¢ kaynagi (Consdet E844, Belcika), DNA
gorlintiilleme cihaz1 (Gel Logic 100, Kodak, EEC), eliza cihaz1 (EIx808-IU, Bio-Tek,
USA), hassas terazi (Ohaus, ABD), invert mikroskop (Olympus, ABD), karbondioksit
inhibitorii (Heraeus, Almanya), kuru hava sterilizatorii (Heraeus, Almanya), manyetik
karisirict  (Heidolph, Almanya), mikrosantrifiij (Eppendorf, Almanya), megafuge
1.0/1.0R santrifiij (Heraeus, Almanya), otoklav (Hirayama), steril kabin (Holten,
Ingiltere), etiiv (Niive, Tiirkiye), otoklav (Hirayama, Japonya).

YONTEMLER
Hiicre Kiiltiirii ve Bilesiklerin Hazirlanmasi

Sican embriyo fibroblast SRP7 (H-ras onkogeni transform hiicreler) (Garbisa ve ark.,
1987) hiicreleri % 10 FCS, 100 iinite/ml penisilin-streptomisin, %1 glutamin iceren
DMEM igerisinde 37 °C’ de kiiltirde tutulmuslardir. Her 2 giinde bir hiicreler,
tripsin/EDTA soliisyonu ile muamele edilerek 1:3 ile 1:6 oranlar1 arasinda alt kiiltiirlere
ayrilmiglardir.

Hiicreler deneye alinmadan oOnce, hiicre sayist toma lam ile belirlenerek deney
kosullarina uygun ortamlara ekildikten sonra 24 saat % 5 CO, iceren atmosfer
ortaminda inkiibe edilmislerdir.

Tripan Mavisi ile Biiyiime Egrisinin Belirlenmesi

% 10 FCS igerisinde 8 farkli diliisyonlar1 ( 625x10°, 125x10°, 25x10°, 5x10°, 1x10°,
5x107, 250, 125) hazirlanarak 24°liik plakalara ekilen hiicreler 24, 48 ve 72 saat 37 °C,
%35 CO, atmosferinde inkiibe edildikten sonra 50ul alinarak esit miktarda tripan mavisi
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boya soliisyonuna (% 0.5 w/v) eklenmistir. Hiicre-boya karistimi 2 dakika oda
sicakliginda bekledikten sonra 151tk mikroskobunda 40X biiyiite¢ altinda renksiz canli
hiicreler ve mavi renkli 61l hiicreler sayilmistir. Her bir deney bagimsiz olarak iki kez
tekrar edilmistir (Hayashi ve ark., 1990).

Kristal Mor Ol¢iimii

96 kuyulu hiicre kiiltiirii plakalarinin her bir kuyusu, PBS c¢ozeltisi icerisinde 7 farkli
diliisyon (2.5, 5, 10, 20, 40, 80 ve 100 pg/ml) halinde hazirlanmis kolajen tip VI protein
ile +4°C’ de bir gece inkiibe edilmistir. Ertesi giin, kuyucuklar % 1 BSA ile 1 saat 37 °C
inkiibe edildikten sonra 12,5x10" hiicre/ml siispansiyon haline getirilerek 50pul hiicre
stispansiyonu plakanin her kuyucuguna aktarilip 2 saat 37 °C’ de inkiibe edilmistir.
Ardindan her bir kuyucuk %10 FCS ile doldurulup tutunamayan hiicreler temizlenip,
tutunan hiicreler % 1 glutarataldehit ile 15 dakika siireyle sabitlenmistir. Sabitlenen
hiicreler 2 kez 100ul PBS ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra her bir kuyucuga 50 pl % 0.1
kristal mor boya eklenmistir ve 3 saat 37 °C’ de inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda,
kuyucuklar 5 kez PBS ¢ozeltisi ile yikanmistir ve her bir kuyucuga 35 pl % 10 asetik
asit ¢ozeltisi eklenip 15 dakika 37 °C’ de inkiibasyona tabi tutulmustur. Bu iglemler
sonunda olusan boya miktar1 EIx808-IU Bio-Tek plaka okuyucu da 540 nm dalga boyu
ile belirlenmistir. Her bir konsantrasyon deney igerisinde 4 farkli kuyucukta
tekrarlanmistir (Dillon ve ark., 1994).

MTT Ol¢iimii

96 kuyulu hiicre kiiltiirii plakalarin her kuyucugu 100 pl Ca™ igeren tris tampon tuz
cozeltisi (TBS) igerisinde 7 farkli dilisyonu (2.5, 5, 10, 20, 40, 80 vel00 pg/ml)
hazirlanan kolajen tip IV ile +4 °C’ de bir gece kaplanmistir. % 2 BSA ile 1 saat 37 °C’
de inkiibe edildikten sonra % 0.1 BSA ile kuyucuklar iki kez yikanmistir. Ardindan
12.5x10* hiicre/ml hiicre Ca™ ve Mg™ iceren DMEM icerisinde siispansiyon haline
getirilerek, 50pul hiicre siispansiyonu plakanin her kuyucuguna aktarilip 1 saat 37 °C’ de
inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda yiizeye tutunamayan hiicreler, Ca™ ve Mg™ iceren
TBS ¢ozeltisi ile uzaklastirilmis ve her bir kuyucuga 50 pg/ml MTT eklendikten sonra
hiicreler 37 °C’ de 4 saat inkiibe edilmistir. Canli hiicreler tarafindan olusturulan
formazan tuzlarinin ¢oziilmesi i¢in her bir kuyuya 100 pl DMSO eklenerek 10 dakika
oda sicakliginda inkiibe edilmistir ve renk degisimi, EIx808-IU Bio-Tek plaka okuyucu
da 540 nm dalga boyunda 6l¢lilmiistiir. Her bir konsantrasyon deney igerisinde 4 farkli
kuyuda tekrarlanmstir.

DNA Ektraksiyonu ve Elektroforetik Analizi
DNA ektraksiyonu

Steril petriler, kolajen tip IV (10 pg/ml) ve poly-L-lizin (5 pg/ml) ile +4 °C’ de bir gece
inkiibe edilmistir. Ertesi giin % 2 BSA ile 1 saat 37 °C de inkiibe edilen petriler daha
sonra % 0.1 BSA ile iki kez yikanmistir. Hiicreler tripsinle muamele edilerek DMEM
ile 2 kez yikandiktan sonra 2 mM Ca™ ve 0.5 mM MgJr2 iceren DMEM igerisinde
siispanse edilip, toma lamu ile sayilmislardir. 1x10° hiicre/ml protein ile kapli petri
kaplarina aktarilmistir ve 37 °C’ de 2 saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda hiicreler
tripsin ile toplanarak 1.5 ml’ lik ependorf tiiplere aktarilarak iizerine 200 pl PBS
eklenmistir. Apoptotik DNA-ladder kitin (Roche) prosediiriine uygun olarak hiicre
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DNA lar1 izole edilmistir. Her bir tiipe 500 pl yikama soliisyonu eklenerek, 8000 rpm’
de 1 dakika santrifiij edilmis ve altta toplanan sivi atilmistir. Bu islem iki kez
tekrarlanmis ve son santrifiij isleminden sonra alttaki sivi dokiilmeden 13000 rpm’ de 8
saniye santriflij edilmistir. Boylelikle ekstre edilen DNA” lar filtreli tiipte toplanmustr.

Elektroforetik analiz

Izole edilen DNA 6rnekleri veya pozitif kontrol hiicre DNA ile 5 pl yiikleme ¢ozeltisi
(Sigma) karistirilarak % 1.2° lik agaroz jel lizerine yiiklenmistir. 30 V’ da 1.5 saat jel
yiirlitilmistir.

Yiiriitme isleminin ardindan jel {initeden alinarak DNA goriintiileme cihazinda (EL
Logic 100, Kodak) goriintiilenmistir.
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BULGULAR VE TARTISMA
SRP7 H-ras Aktif Hiicrelerinin Biiyiime Egrisinin Belirlenmesi

SRP7 hiicrelerinin zamana bagli biliylime orani tripan mavi boyama yontemi ile
belirlenmistir. Bozulan hiicre zar yapisi sonucu 6li hiicreler boyayi igeri almakta ve
mavi renge boyanmaktadirlar. Canli ve 6l hiicrelerin mikroskop altinda sayimi sonucu
biiyiime orani tespit edilmektedir. Farkli hiicre konsantrasyonlar1 (625x10°, 125x10°,
25x10%, 5x10°, 1x10°,5x10%, 250 ve 125 /ml) 24 kuyulu plakalara ekilerek 24, 48 ve 72
saat 37 °C’ de inkiibe edilmislerdir. Her bir zaman araliginin sonunda, esit miktarlarda
hiicre soliisyonu ile tripan mavi boyast karistirilarak toma lamda sayim
gerceklestirilmistir.
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Sekil 5. 5RP7 Hiicre Biiyiime Egrisi. 625x10°, 125x10°, 25x10°, 5x10°, 1x10°, 5x10%, 250 ve
125 olarak hazirlanan hiicreler 24 kuyulu plakalara ekim yapilarak 24, 48 ve 72
saat 37 °C’ de inkiibe edilmistirler. Tripsinle muamele edilen hiicreler 1:1 oranda
tripan mavisi ile boyanarak toma lamda sayillmistir. Her bir veri 2 bagimsiz deneyin
ortalamasim gostermektedir (n=6) ve her bir deneyde drnekler ii¢ kez sayllmstir

Sekil 5° de goriildigi tizere, 125 ve 250 hiicre konulan kuyularda hiicre ¢ogalmasi
gozlenmemistir. Bu kuyularda hiicre sayisi/ylizey orani yiiksek oldugundan hiicreler
aras1 haberlesme gergeklesmemistir ve buna bagli olarak da ¢ogalma gozlenememistir.
Fakat hiicre konsantrasyonunu 125x10°’ e kadar kademeli olarak arttirdigimizda,
hiicrelerin biiylime oranlarinda zamana bagl olarak bir artis gézlenmistir. Hiicre sayisi
625x10° /ml olarak ekim yapildiginda ise, hiicrelerin iist iiste tabaka halinde ¢ogaldig
gozlenmistir. 48 saat sonunda yapilan Ol¢iim sonucunda, bu konsantrasyonundaki
hiicrelerin sayisinda artis tespit edilmistir (Sekil 5).
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SRP7 Hiicrelerinin Kolajen Tip IV Proteinine Baglanma Oranlarinin MTT ile
Belirlenmesi

Ca™ (2mM) ile zenginlestirilmis TBS soliisyonu icerisinde farkli diliisyonlarda
hazirlanan kolajen tip IV proteini, (2.5, 5, 10, 20, 40, 80 ve 100 pg/ml) 96 kuyulu
plakalara aktarilarak +4 °C’ de bir gece inkiibe edilmistir. %2 BSA ile yapilan bloklama
isleminden sonra, her bir kuyuya 12.5x10* hiicre/ml ekim yapilarak, baglanmanin
gerceklesmesi i¢in 4 saat 37 °C’ de hiicreler muhafaza edilmislerdir. Bu siire sonunda,
MTT boyas1 eklenerek, kolajen tip IV proteinine baglanan S5RP7 hiicre orani
hesaplanarak elde edilen sayisal veriler % olarak Sekil 6’da goriildiigli iizere grafige
aktarilmistir. MTT hiicrelere aktif olarak absorbe olan ve mitokondri i¢inde gergeklesen
bir reaksiyon ile renkli ve suda ¢oziinmeyen formazan tuzuna indirgenen bir bilesiktir
(Alley ve ark., 1988). Hiicrelerin MTT boyasini indirgeme Ozellikleri hem hiicre
canliligt hem de baglanma yetenekleri ile iligkilendirilebilinir ve MTT boyasinin
yogunlugu bu iki hiicre 6zelligi ile korelasyon gdstermektedir (Abe ve ark., 2000).
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Sekil 6. MTT Yontemi ile SRP7 Hiicrelerinin Kolajen tip IV’ e Baglanma Oraninin Tespiti.
96 kuyulu plakalarin her bir kuyucugu farkh konsantrasyonlardaki (100, 80, 40, 20,
10, 5 ve 2.5 ng/ml) kolajen tip IV ile +4°C’ de bir gece kaplanmistir. Her bir kuyuya
12.5x10* hiicre/ml hiicre ekim yapildiktan sonra baglanma oram ELISA (EIx808-1U)
ile 540 nm’ de olciilmiistiir. Her bir veri noktasi iki bagimsiz deneyin ortalamasini
gostermektedir (n=6)

5RP7 kanser hiicrelerinin kolajen tip IV proteinine baglanma oraninin konsantrasyona
bagl olarak degistigi gozlenmistir. 100 pg/ml kolajen tip IV proteini ile kaph ylizeye
S5RP7 hiicrelerinin en yiiksek oranda (%198) baglandig1 tespit edilmistir. Protein
konsantrasyonu 80, 20, 5 ve 2.5 ug/ml diisiiriildiglinde ise, hiicre baglanma oraninda
sirasiyla % 160, 142, 141 ve 125 olarak lineer bir azalma gozlenmistir. Ancak 40 ve 10
pg/ml  kolajen tip IV protein konsantrasyon uygulamasinda yiiksek protein
konsantrasyonlarina kiyasla baglanma oraninda azalma bulunmamaktadir.
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5RP7 kanserli hiicreleri 100 pg/ml kolajen tip IV prroteinine % 198 oraninda baglanma
gostermistir. Bu baglanma sirasinda 6zellikle o1, 0of; ve o3P integrinlerinin aktive
oldugu disliniilmektedir.

Literatiirde yer alan g¢aligmalarda, kolajen tip IV’ e baglanma konsantrasyonlarinin
hiicre tipine gore farklilik gosterdigi belirlenmistir. 50 pg/ml kolajen tip IV’ e ovaryum
karsinoma hiicresi (NIH:OVCARS) % 80 (Casey ve ark., 2001) oraninda, insan
noroblastoma hiicresi (SK-N-SH) ise % 45 (Tzinia ve ark., 2002) oraninda baglandig1
belirtilmistir. 25 pg/ml kolajen tip IV’ e hepatom hiicresi (KYN-3) kontrol hiicresine
gore yaklasik % 350 oraninda baglandig1 gosterilmistir (Torimura ve ark., 2001). 20
pg/ml kolajen tip IV’ e 4T1 fare epitel hiicresi % 20 (Sloan ve ark., 2006) ve insan
mezengimal stem hiicresi (HMSC) kontrol hiicresine oranla yaklasik 6-8 kat daha fazla
(Salasznyk ve ark., 2003) baglanma gosterdigi tespit edilmistir. 5 pg/ml kolajen tip IV’
e insan adenosarkoma hiicresi (HT-9) %69 (Gout ve ark., 2001) oraninda ve B16 fare
melonama hiicresi yaklasik % 85 (Vollmers ve ark., 1984) oraninda baglanma
gosterdigi tespit edilmistir. Insan gdbek bagi endotel hiicresi (HUVEC) 10 pg/ml
kolajen tip IV’ e % 50 oraninda, 20 pg/ml kolajen tip IV’ e ise yaklasik % 80 oraninda
baglandig1 gdsterilmistir (Sheu ve ark., 1997).
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SRP7 Hiicrelerinin Kolajen Tip IV Proteinine Baglanma Oranlarimin Kristal Mor
Boyasi ile Belirlenmesi

MTT boyama metodu ile bulunan SRP7 hiicrelerinin kolajen tip IV proteinine baglanma
orani, kristal mor boyama yontemi ile de tespit edilerek, sonuglar karsilagtirilmistir.
Yukarida bahsedildigi gibi, kolajen tip IV ile kapli plakalara 12.5x10* hiicre/ml hiicre
ekim yapilarak 2 saat 37 °C’ de inkiibasyona tabi tutulmustur. Siire sonunda kristal mor
ile boyanan hiicreler, ELISA (EIx808-IU) okuyucuda 540 nm’ de &lgiime alinmustir.
Herhangi bir proteinle muamele edilmemis plakalara ekilen hiicreler ise, kontrol
hiicreleri olarak degerlendirmeye alinmistir. Bu hiicrelerin baglanma oran1 % 100 olarak
tespit edilmistir.

SRP7 hiicrelerinin, 100 pg/ml kolajen tip IV proteinine en yiiksek oranda (% 420)
baglanma gostermistir. Diger protein konsantrasyonlarinda ise dalgalanma ile birlikte
hiicre baglanma oraninda bir diisiis tespit edilmistir (Sekil 7).
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Sekil 7. Kristal Mor Yontemi ile SRP7 Hiicrelerinin Kolajen Tip IV’ e Baglanma Tespiti.
Farkh kolajen tip IV diliisyonlar1 (100, 80, 40, 20, 10, 5 ve 2.5 pg/ml) ile 96 kuyulu
plakalarin her bir kuyucugu bir gece +4 °C’ de kaplanmustir. 12.5x10* hiicre her bir
kuyuya ekim yapildiktan sonra % 0.1 kristal mor boyasi ile % hiicre baglanmasi
tespit edilmistir. Her bir veri iki bagimsiz deneyin ortalamasim goéstermektedir
(n=6)

Her iki yontemle elde edilen SRP7 baglanma oranlarinin birbirini destekleyici nitelikte

oldugu fakat kristal mor boyasinin daha hassas sonuclar verdigi tespit edilmistir.

Litaratiirde yer alan g¢aligmalarda, kolajen tip IV’ e baglanma konsantrasyonlarinin
hiicre tipine bagli olarak farklilik gosterdigi belirtilmistir. C6 glioma hiicrelerinin (De
Aguior ve ark., 2005) 10 pg/ml kolajen tip IV en yiiksek oranda baglandigi
belirtilmistir. Benzer sekilde, CHO (Chirese hanster ovary) ve insan monosit 16semi
hiicre tipinde 20-10 pg/ml kolajen tip IV’ e yiiksek oranda adezyon gosterdigi
bulunmustur (Li ve ark., 1999).
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Kolajen Tip IV’ iin Apoptotik Ozelligi

Kolajen tip IV ve poly-L-lizin ile 24 saat kaplanan petrilere SRP7 hiicreleri ekim
yapildiktan sonra 2 saat 37 °C’ de inkiibasyona tabi tutuldular. Deney ve kontrol
hiicrelerinden izole edilen genomik DNA’ lar (Apoptotik DNA ladder kit, Roche) 1,5
saat 30V akim ile %1,2° lik agoraz jel de yiiriitme islemi yapilmistir ve bu jel DNA
goriintliileme cihaz1 (Kodak) ile goriintiilenmistir (Sekil 8).

Agaroz jel elektroforezi, DNA fragmentasyonundan sonra DNA kiriklarinin
gosterilmesi ile apoptozun belirlendigi biyokimyasal bir yontemdir. Apoptotik DNA,
180 baz c¢ifti ve bunun katlarima karsilik gelen noktalardan (internukleozomal
bolgelerden) kirildigr icin merdiven goriintiisii ‘ladder pattern’ olusur ve bu bulgu
apoptozun karakteristik 6zelligidir (Wyllie, 1993).

Yapilan bu ¢aligmada, kolajen tip IV’ e baglanan hiicreler toplanarak genomik DNA’
larinin agoroz jelde yiiriitiilmesi sonucu, kolajen tip IV’ iin SRP7 H-ras aktif hiicre
DNA” s1 lizerinde apoptotik etkisinin olup olmadiginin aragtirilmasi amaglanmustir.
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Sekil 8. Kolajen 1V’ e Bagh SRP7 Hiicrelerinde Apoptozun Belirlenmesi. Kolajen tip IV ve
poly-L-Lizin iizerinde 2 saat inkiibe edilmis SRP7 ve kontrol hiicrelerinin DNA”’ lar1
Apopotik DNA Ladder Kit ile izole edilmistir. izole edilen DNA’ lar 1,5 saat siireyle
% 1,2’ lik agoroz jel de 30 V akim ile yiiriitiillmiis ve bu siire sonunda DNA
goriintiileme cihazi ile DNA goriintiilenmistir. M: DNA Marker , P: Pozitif Kontrol,
1: 1000 kb Poly-L-Lizin ile kaph yiizey + SRP7 Hiicreleri, 2: 1000 kb Kolajen Tip IV
ile kaph Yiizey + SRP7 Hiicreleri, 3: 1000 kb SRP7 Hiicreleri
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SRP7 hiicreleri kolajen tip IV ile kaph yiizeye baglanmis ve canliliklarini siirdiirerek
apoptoza gitmemistir. Dolayisiyla sadece apoptoza giden hiicrelerin DNA’ larinin
olusturdugu merdiven goriintiisii gozlenmemistir, canli hiicrelerin DNA lar tek bant
seklinde gozlenmistir. Ayni sekilde poly-L-Lizine de hiicreler baglanmis ve DNA
merdiven goriintiisii vermemistir.

Apoptotik DNA goriintiisiiniin belirteci olan 180 kb’ lik DNA sekli apoptatik DNA’ nin
belirtecidir. Sekil 8 de de goriildiigli gibi apoptotik DNA belirteci goriintiisiine paralel
olarak bir gorlinti elde edilememis, kolajen tip IV, poly-L-lizin kapli yiizey +
hiicrelerinin apoptoza gitmedigi gdsterilmistir.

Bu sonuca gore iki farkli yontemle yapilan baglanma deneyleri ile kolajene giiclii bir
sekilde baglandig: tespit edilen SRP7 hiicrelerinin bu kez de kolajene baglanan bu
hiicrelerin canliliklarini siirdiirerek apoptoza gitmedikleri tespit edilmistir.

Genel olarak, H-ras’ 1n integrin matriks proteinlerine baglanma olaylarinda ve hiicre
intihar1 baglatilmasinda rol alabilecegi gosterilmistir (Tanaka ve ark., 2002).

Ayni sekilde kolajen tip IV ile kaplt ylizeyde, fakat 8701-BC (DIC-derived cell line)
hiicreleri ile yapilan apoptoz belirlenme deneyinde apoptatik DNA degeri 512 bp olarak
tesbit edilmistir (Pucci-Minafra ve ark., 2000).
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SONUC ve ONERILER

Bu tez kapsaminda sonug olarak, SRP7 hiicrelerinin kolajen kapli yiizeye oldukga iyi
baglandig iki farkli yontemle gosterilmistir. Kristal violet mor yonteminde, 100 pg/ml
kolajen tip IV proteinine SRP7 hiicreleri en yiiksek oranda (% 420) baglanma
gostermistir. MTT yonteminde ise 100 pg/ml kolajen tip IV proteini ile kaplh yiizeye
SRP7 hiicrelerinin en yiiksek oranda (% 198) baglandig: tespit edilmistir. Protein
konsantrasyonu 80, 20, 5 ve 2.5 ug/ml disiirildiiginde MTT ve kristal mor
yontemlerinde, hiicre baglanma oraninda olarak lineer bir azalma gozlenmistir. Bunun
parelelinde kolajen tip IV proteinine baglanan hiicrelerin apoptoza gitmeyerek
canliliklarini stirdiirdiikleri agoroz jel elektroforez yontemi ile gosterilmistir.

Bu bulgular 151g1nda, SRP7 hiicrelerinin kolajen tip IV proteinine baglanmasi sirasinda
aktive oldugu diisiiniilen B, axp1 ve a3P; integrinlerin profillerinin ve baglanma
oranlarimin belirlenmesi ve daha sonra bu baglanmanin bloke edilerek SRP7
hiicrelerinin invazyonunun Onlenip Onlenemeyecegi konusunun deneysel olarak
arastirilmasi diisiintilmektedir.
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