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Insan mutant N-ras onkogeninin ekspresyonunun, p53, mdm2, p19 ve B-aktin
proteinlerinin seviyelerinin uzerindeki etkisi hiicre kiiltiiri ortaminda Western Blot
yontemiyle arastinlmigtir. Mitojenik aktivitesi disik olan besiyerinde (% 10 HS)
bitytitillen CO25 miyoblast hiicreleri farklilasarak miyotiip olusturmaktadirlar. Ancak
transformasyon besiyerinde (% 10 HS+Dex) buyitiildiiklerinde tasidiklan mutant N-ras
onkogeninin etkisiyle farkhilasmayr durdurarak siirekli ¢ogalmakta ve wigmlar
olusturmaktadir. Mitojenik aktivitesi yiksek fakat Dex. igermeyen (% 10 FBS)
besiyerinde biiyiitiilen CO25 hiicreleri belli bir sayiya ulastiklarinda kontakt inhibisyon
etkisiyle cogalmay1 durdurmakta ve olduklan sathada kalmaktadirlar.

N-ras onkogeninin aktivasyonunun p53, mdm2, p19 ve B-aktin iizerindeki etkileri
arastinldiginda, N-ras’ m p53 ekspresse edilmesini engellemedi§i ancak p53’ iin hiicre
déngiisii iizerine olan etkisini engelledigi tespit edilmistir. Mdm2’ nin N-ras tarafindan
baskilandigi, p19™** nin ise p53-N-ras arasinda baglayici bir roliiniin bulunmadig; tespit
edilirken p53-mdm?2 arasinda bulunan ve daha 6nce gesitli ¢aligmalarla tespit edilen feed-
back iligkisi bir kez daha ortaya konmustur. p19** i CO25 miyoblast hiicrelerinin
farklilagmasinda bir role sahip olamayacag: diigiiniilmektedir. B-aktin seviyesinin her iig
ortamda sabit oldugu ve sinyal siddetinin yiiklenen proteininin miktanyla paralel oldugu

gbzlenmigtir.
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ABSTRACT

Doctor of Science Thesis

INVESTIGATION OF EFFECTS OF N-RAS ONCOGENE ON SENTHESIS OF
pS3, p19 and mdm2

Kamel SALEH

Anadolu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Program

Supervisor: Assist. Prof. Hiilya ZEYTINOGLU

The effects of the expression of mutant human N-ras oncogene on the levels of
p53, mdm2, p19 and B-actin proteins have been investigated by Western Blotting method
in cell line. CO25 myoblast cells grown on % 10 HS medium having low mitogenic
activity differentiate into myotubes. However, when these cells were grown on
transformation medium (% HS+Dex.), they stop the differentiation and proliferate
forming foci by the effects of N-ras oncogene which the cells have. The CO25 myoblast
cells grown on %10 FBS which has high level mitogenic activitors but does not have
Dex. stoped the proliferation by the effects of contact inhibition caused by the number of
the cells and the cells stay at the same stage which is monolayer stage.

When the effects of the activation of N-ras oncogene on p53, mdm2, p19 and B-
aktin were investigated, it was determined that N-ras did not block the expression of p53,
but it inhibits the effects of p53 on the cell cycle. Mdm2 was inhibited by N-ras. p19***
did not have a binding activity between p53 and N-ras. For that reason, p19 ** is not
required for the accumulation of p53 in response to mutant human oncogenic N-ras.
p19** may not be required for differentiation of CO25 myoblast cells. The feed-back
relationship between p53-mdm2 detected in this study has the same results with the
studies published recently. The levels of B-actin are same in all three medium, the taken

signals from B-actin increase with the volume of protein loaded to the gel.
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BOLUM I

1. GIRIS

Cok hiicreli organizmalardaki her bir hiicrenin yasami, ¢ogalmasi ve
farklilagmas: bir butiin olarak organizmanin gereksinimlerini karsilamak iizere
dikkatli bir sekilde kontrol edilmektedir. Bu kontroliin kayboldugu kanser hiicreleri
stirekli olarak boliinmekte ve gogalmaktadir.

Temel hiicre kontrol mekanizmalarindaki bozukluklardan sonuglanan
kanseri anlayabilmek, uzun yillar boyunca molckiiler ve hiicre biyologlarinin
aragtirma konusu olmustur. Tim bu kanser aragtirmalari aymi zamanda normal
hiicre davraniglarint  kontrol eden mekanizmalann da agiklamaktadir. Cinki
gercekten de, hiicre sinyal iletiminde, hiicre dongiistiniin ve programlanmis hiicre
olumiiniin kontroliinde anahtar rol oynayan bir ¢ok protein, genlerdeki degisiklikler
sonucu aktivitelerindeki anomalilerin kanser hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde
¢ogalmasina izin verdigi igin ilk olarak bunlar ortaya gikarilmugtir [1].

Tumor virtsleri ile yapilan galigmalar onkogen adi verilen 6zel genlerin
hiicre transformasyonuna neden oldugunu gosterdi ve boylece kanserin moiekiiler
temellerine ilk bakisi saglamigtir. Boylece, viriis onkogenleri ile yapilan galigmalar
bu tip kanserlerde hiicresel yada proto-onkogenlerin kesfine olanak saglamigtir.
Bununla birlikte, giinimiizde insan kanserlerinin asagt yukar1 % 80’ ninin virisler
tarafindan degil karsenojenik faktorler tarafindan meydana geldigi kesinlik
kazanmustir.

Timér olusumu, gesitli karsenojenik ajanlarin hayvanlar tzerindeki
etkilerinin arastinildigt deney sistemlerinde incelenebilmektedir. Fakat bu tip
deneyler kantitatif olarak kontrol edilmeleri bakimindan zordur. Bundan dolayi,
kiiltiir ortaminda normal hiicrelerin tiimér hiicrelerine donustiirilmesiyle in vitro
yontemlerin geligtirilmesi (hiicre transformasyonu) kanser aragtirmalarinda en

biiyiik gelisimi saglamugtir.



1.1. Kanser ve Nedenleri

Bir hiicrenin kanser hiicresine doniigmesi, bir viriisiin enfeksiyonu sonucu
(Hepititis B) onu bolinmeye itecek genlerinin aktivite kazanmasiyla, hiicre
¢ogalmasinda rolii olan proteinleri etkileyerek transformasyonuna yol agmastyla
(SV40 T antijeni, Rb ve p53” e baglanarak onlar inhibe eder) yada mutant bir
onkogene sahip olmasiyla (retroviriisler) olabilecegi gibi, gesitli karsenojenik
ajanlara maruz kalmasi sonucu s6z konusu genlerde mutasyon meydana gelmesi ile
de olmaktadir [2].

Insanda, yalnizca birkag hayvan viriisii direk olarak bazi kanserlere neden
olurken (karaciger = Hepatit B, servikal = papillomaviriis, Burkittin lenfomast
=Herpes viriisleri), genellikle kanser vakaalaninin yaklagik % 80’ ninde ise proto-
onkogen adi verilen ve pek ¢ofu hiicre ¢oZalmasinda rolii olan genlerin

onkogenlere doniisiimu etkili olmaktadir [3].
1.2. Onkogenler

Onkogenler ilk defa, timore neden olan virislerin 6zgiin genleri olarak
kesfedilmisler ve viral-onkogenler (v-onk) olarak isimlendirilmiglerdir [3]. Daha
sonra, bu genlerin Okaryotik hiicrelerin genis bir serisinde de korunmus olmalari,
bunlarin normal hiicrelerin komponentleri olduklarini ve sonradan viriis genomuna,
mutant formlart olarak gegtiklerini gosterilmistir. Normal hiicrelerde bulunan bu
genler  proto-onkogenler yada  hiicresel-onkogenler  (h-onk)  olarak
isimlendirilmiglerdir. Proto-onkogen tirtinlerinin normal gogalma ve farklilagma gibi
hiicresel olaylarda 6nemli roller oynadiklarina inanilmaktadir [4].

Cesitli tumorlerden izole edilen DNA' larda onkogenlerin varlig:
kamtlal;mstlr [5-9]. Boyle hiicresel onkogenler, gen transferi veya DNA
transfeksiyonu olarak adlandirilan bir yontemle ortaya konabilmektedir. Bu
yontem; timérde var olan bazi genlerin, normal kiiltiir hiicrelerinde de
transformasyonlara neden olabilecekleri prensibine dayanmaktadir [4]. Timor
hiicrelerinden izole edilen DNA, NIH/3T3 fibroblast yada C2 miyoblast hiicreleri



gibi birgok kiiltiir hiicrelerine transfer edilerek transformasyon mekanizmasi genis
olarak galigiimaktadir [10-11].

1.2.1. Onkogenlerin fonksiyonlari

Guiniimiize kadar, en azindan 80 civarinda onkogen tespit edilmistir [12].

Onkogenleri fonksiyonlarina gére 9 grup altinda toplamak miimkiindiir. Bunlar:

1. Biyiime faktorii veya morfogenler: Bu genler tarafindan kodlanan
proteinler otokrin sisteminde yer alip, hiicre gogalmasini uyaran proteinlerdir.
Ornegin, PDGF (plateled-derived growth factor)’ in B-zinciri ile ilgili olarak v-sis
ve int-2 genleri ve FGF (Fibroblast Growth Factor) ile ilgili olarak k-fgf~hst
onkogenleri bu gruba 6rnektir [2]. :

2. Reseptor protein-tirozin kinazlar: Katalitik bolgeye sahip plazma zar
reseptorlerini igermektedir. Ornegin; erb-B geninin amplifikasiyonu sonucu EGF
(Epidermal Growth Factor) reseptorii artmaktadir [13]. CSF 1(Colony stimulating
factor 1) reseptori olan fms onkogeninin aktivasyonu miyalodisplastik
sendromunda saptanmugtir [14]. Bu gruba giren diger bazi onkogenler ise c-4i¢, c-

met ve c-neu’ dur [15].

3. Plazma zarinda ve hiicre disinda domain icermeyen protein-tirozin
kinazlar: Bu genler tarafindan kodlanan proteinler hiicre dist bolge
igermediklerinden dolay1 plazma zarinin sitoplazmik yiizeyinde yer almaktadirlar.
Aktivasyonlart hiicre zarint gegen sinyalin sitoplazmadaki reseptoriine baglanmasi
ile gerceklesmektir. Ornegin; bu gruba giren src ilk kesfedilen onkogendir [2].
Diger bir érnek ise ¢ekirdekte yer alan ab/ genidir ve kronik miyalojenik 16semide

tesbit edilmigtir [15].

4. Protein-serin /threonin kinazlar: Hiicre, mitojenler ile uyanldig
zaman c-raf gibi proteinlerin fosforilizasyonu ve buna bagli olarak da bu

proteinlerin protein kinaz aktivitesi artmaktadir. v-raf onkogeni NIH3T3 fibroblast



hiicrelerine transfekte edildiginde soz konusu hiicrelerin transformasyonuna neden
olmaktadir [16]. mil, mos onkogenlerinin de c-raf ve v-raf gibi hareket ettikleri
bilinmektedir [2].

5. Zar-bagimh G proteinleri: G proteinin alt tnitesini kodlayan H-ras, K-

ras, N-ras, gip ve gsp gibi onkogenlerdir. Reseptorlerden tetiklenen sinyal yolunda

onemli rolleri vardir [2, 9, 17-19].

6. DNA-bagimh proteinler: myc, myb, fos, jun, pax ve rel gibi genler
cekirdekte lokalize olurlar ve transkripsiyon faktorler olarak islev gormektedirler
[2]. Ornegin; N-myc, L-myc onkogenleri ilk olarak insan noroblastoma ve kiigiik

akciger karsinoma hiicrelerinde tespit edilmistir [15].

7. DNA- bagimh reseptor proteinler: erb-A bir tiroid hormon reseptori

(T3) olup ilk olarak kuslarda eritroblastosis virusunda kesfedilmigtir [2].

8. Mitokondriyal zar faktorii: Orijinal olarak non-Hodgkin’ nin B hicre
limfomasinda tesbit edilen bc/-2 geninin uriini mitokondriden proteinlerin
salinmasini kontrol etmekte ve bdylece timdr baskilayict gen olan p53” tin etkisini

engellemektedir [20].

9. Sitoplazmik regiilatorler: bcl-I, nck ve crk bilinmektedir. v-crk
onkogenin kodladig: protein fosfolipaz C’ ye benzer olup, reseptdr olmayan tirozin

kinazlara baglanmakta ve onlarin tirozin fosforilizasyonunu arttirmaktadir [12].

10. Protein kinaz aktivitesi olmayan reseptorler: mas, mpl ve alf3. Mpl
onkogeni, insan haematopoietik malignans ve miyaloplastik lokemisinde tespit

edilen ve trombopoietin reseptdrii olan bir proteini kodlamaktadir [12].



1.2.2. Tiimor baskilayici genler

Antionkogen olarak da isimlendirilen tumér baskilayici genler ilk olarak
retinoblastoma ve Wilms tiimorii gibi kalitsal kanser sendromlarinda tammlanmustir
[12]. Daha sonralan birgok diger kanserlerde de varligi tesbit edilen timor

baskilayici genlerin sayisi gliniimiizde 17 civarinda olup Tablo 17 de tesbit edildigi
kanser cegsitleri ile birlikte verilmektedir.

Cizelge 1.1 Tiumdr baskilayict genler ve bulunduklan kanscr tipleri [12]

Tiimér baskilayici gen Tespit cdildii noplazmalar

APC Adcnomatosis poliposis
BCNS Medulloblastoma
BCRAI Gégiis ve yumurtalik kanscri
BCRA2 Gogiis kanseri
CMAR/CAR Gogiis ve prostat kanseri
DCC Kolon kanseri
INHA Gonadal kanseri
MEN 1 Paratroid, pankrecas ve hipofiz kanseri

NF1 Norofibroma tip |
NF2 Norofibroma tip 2
NAM23 Norgblastoma ve kolon kanseri
pl6/MLA/MTS Mclanoma, pankreas ve kiigiik akciger
kanscrleri
p33 Gogiis, kolon, akciger, astrositoma ve
ostcosarkoma .vs.
RB Ralinoblastoma, osrcosarkoma, gdgiis, mesanc
ve akciger kanserleri

VHL Bgbrek, feokromositoma ve hemangioblastoma

WTl Wilm tomiirii

pl9 Rctinoblastoma

Cesitli alismalarla tiimor baskilayici genlerin normal fonksiyonlarinin hiicre
dongiisiiniin kontrolii, transkripsiyonun baskilanmasi, sinyal iletimi ve DNA tamir
mekanizmalarinda onemli oldugu gosterilmistir [21-26]. Bu genlerin baskilanmast,

inaktivasyonu, kaybi yada fonksiyon bozuklugu hiicre transformasyonuna ve




kansere olanak saglamaktadir [27-28]. Tiim bu nedenlerin aksine bu genlerin

aktivasyonu yada ekspressiyonu kanser olusumunu engelleyerek hiicre igin

koruyucu bir rol oynamaktadir [21-26].
1.2.3. Onkogenlerin aktivasyonu

Proto-onkogenlerin ifadesini veya yapisini degistiren ve bunlarin onkogenik

hale doniigmelerine katkida bulunan 4 mekanizma bilinmektedir [4]. Bunlar:

1. Promotor ilavesi. Onkogen icermeyen retroviriislerin hiicreleri enfekte
etmelerinin ardindan, eger proviriis proto-onkogenlere komsu olarak biitiinlegmis
ise, promotor gibi davranarak proto-onkogenin transkripsiyonunu aktive edebilir
[29-31]. Ornegin;, kemirgenlerde, myc proto-onkogeni promotoruna retrovirus
integrasyonu sonucu myc aktivasyonunun T hiicre lokemiasina neden oldugu tesbit

~ edilmigtir [32].

2. Kromozomal translokasyonlar: Proto-onkogenleri igeren gesitli
kromozom anomalisi birgok kanser vakasinda yapilan karyotip analizleri ile
gosterilmistir  [33-35]. Onkogenlerin  aktivitesine neden olan kromozom
translokasyonlarina en iyi 6rneklerden bir tanesi kronik miyelositik l6kemiaya 6zgl
olan filadelfiya kromozomudur. Bu kromozom ozellikle t(9;22)(q34;q11)
bolgelerindaki bcr ve abl genlerinin birlestirilmesinden dogan ve bir onkoprotein

kodlayan kromozomdur [34].

3. Gen amplifikasyonu: Onkogenlerin amplifikasyonu, en ¢ok insan solid
tumorlerinde karakterize edilmesine ragmen degisik oranlarda limfoid malignant
timorlerde de bulunmustur. Fare osteosarkoma hiicrelerinde, [36] myc
amplifikasyonu ve timorlesme arasinda positive bir korelasyon oldugu
bilinmektedir[37]. Neuroblastomada, N-myc amplifikasyonunun bir roli oldugu
saptanmustir [38]. insan glioma ve sarkoma vakalarinda, amplifikasyona hedef olan
genlerden bir taneside 12. kromozomda bulunan mdm2 (Mouse double minute)

genine homolog olan gen olup bazen aym koromozomda yer alan CDK¥ (cycline



dependent kinase) geni ile birlikte amplifikasyona ugradig: tesbit edilmistir [28, 39-
40].

4. Nokta mutasyonlari: Nokta mutasyonu sonucu, onkogenlerin
aktiflesmesinin en tipik ve yaygin 6rnegi, H, K, N-ras onkogenleridir. Bu nokta
mutasyonlar: genellikle 12. 13. ve 61. pozisyonda gergeklesip, tek bir amino asidin
degismesine yol acarak onkogenin aktiflesmesini saglamaktadirlar [2]. Bu tip ras
mutasyonlarina, kolon, pankreas, mesane hiicrelerinde ve gesitli 16semi tiplerinde
yaygin olarak rastlanilmaktadir [2].

Nokta mutasyonlari, onkogenleri aktif ettigi gibi, bazen tiumoér
baskilayicilarn fonksiyonlarini ortadan kaldirmaktadir. p53° te meydana gelen
nokta mutasyonlarinin gogunun 5. ve 9. ekzonlarin arasinda gergeklestigi [27] ve
bunun sonucunda kolorektal, servikal hepatoselliller prostat, astrbsitoma,
melanoma, non-hodgkin limfoma, multiple miyeloma ve kronik 16semi gibi kanser

tipleri meydana gelmektedir [41].
1.2.4. Onkogenler ve farkhilasma

Onkogenlerin degisik hiicrelerin farkhilagmas: {izerine etki gosterdikleri
gesitli galigmalar sonucu bilinmektedir. Ornegin, v-src, v-erb ve v-ski ile
transforme olmus olan miyoblast hiicrelerinde miyotiip olusumu engellenmistir [42-
43]. Ayrica c-myc geninin, NIH/3T3 hiicrelerinde MyoD geninin etkisi olarak,
meydana gelmesi gereken farklilasmayr [44] ve L6 rat miyoblastlarimin
farklilagmasini engelledigi bildirilmektedir [45]. v-jun ile transformasyonun,
bildircin ve tavuk miyoblast hiicrelerinin farklilagmasini, bazi kas 6zgiil genlerinin
ekspressiyonu engelleyerek bloke ettigi rapor edilmigtir [46-47].

Ras ve fos genlerinin, kas farklilagmast igin gerekli transkripsiyon faktorler
olan MyeD1’ in ve miyogeninin ekspressiyonunu engelleyerek, miyogenesisi bloke
ettikleri Lassar ve arkadaglari [48] tarafindan gosterilmistir. Ayrica v-fos onkogeni
ile transforme olmus rat kas hiicrelerinden tretilmis ve neoblastik ozelligi gosteren

iki hiicre tipi olan M4 ve RMS4’ un, c-fos, c-myc, erbB, erbA, src ve sis



onkogenlerin inaktivasyonu ile miyogenik kapasitelerini kaybetmeleri arasinda bir
iliski oldugu bilinmektedir [49].

Bu giine kadar siiregelen aragtirmalar, onkogenlerin, hiicrelerin
farklilagmalarinda ustlendikleri gorev ve fonksiyonlarinin, simirh ve 6zgiil
olduklarini gostermektedir. Onkogen aktivasyonunun farklilagmay: engellemesi ile
ilgili bulgularin aksine, onkoproteinlerin farkli dokularda farklilagsma ile birlikte
artty gosterdigi bulunmustur. Ornegin, ski onkogeninin, bildircin embriyo
fibroblastoid hiirelerinden kas gelisiminde rol oynamaktadir [50]. c-fms ve c-fos
genlerinin ekspressiyonlarinin makrofaj hiicrelerini meydana getirmekten sorumlu
monomiyelosit hiicrelerinin farklilasmas: sirasinda arttiklan bilinmektedir [51-52].
Ayrica sinirsel farklilagma sirasinda c-src onkogenin ekspressyonunun arttigi [53],
c-myc onkogeninin hiicrenin ¢ogalmasinda rol oynamasina ragmen PC12, HL60 ve
kronik limfositik 16semi hicrelerinin farklilagmasinda artis gosterdigi rapor
edilmistir [52].

Ras onkogeninin triini olan p21™ daha 6nce bahsedildigi gibi biyiik
oranda transformasyona neden olmasinin aksine, sinir hiicrelerinde sinir bilyiime
faktori  (NGF= Nerve Growth Factor) tarafindan tetiklenen farklilagma
mekanizmast ve ayrica Xewopus laevis yumurtalarimn  olgunlagmasi

mekanizmasinda rol oynamaktadir [54-58].
1.3. Miyogenesis ve Ras Aktivasyonu

Miyoblast hiicreleri somatik mezoderm tabakasindan gelismektedir ve kas
hiicrelerini olusturma gorevini iistlenmigtir. Holtzer ve Bishoff [59] miyoblast
hiicreleri, “post-mitotik, tek gekirdekli, flizyon yapabilme yetenegine sahip ve
kasilma proteinleri sentezleyebilen hiicrelerdir” diye tamimlamislardir. Miyoblastlar,
kas-6zgil gen iriinleri sentezlemeyen pre-miyoblast hiicrelerden meydana
gelmektedir ve DNA sentezi, hiicre boliinmesi gibi islemleri yerine getirmeye
devam etmektedirler [60].

Tek cekirdekli miyoblastlar, disik mitojenik ajanlar igeren ortamda,
birbirleri ile flizyon yaparak ¢ok cekirdekli miyotip olusturmaktadirlar.

Miyoblastlar, hiicre dongisiinden ¢ikarak flizyon igin yiizey proteinleri



sentezlemektedirler. Ancak bunu yaparken de kas-6zgiil proteinlerinin ve onlarin
izoformlarinin sentezini de yapmaktadirlar [61].

Miyogenesis mekanizmasinda, miyoblast hiicreleri siirekli boéliinmeyi ve
gogalmayr durdurarak kendi aralarinda fliizyon yapmakta ve miyotiip
olusturmaktadirlar. Bu morfolojik degismeleri sirasinda kas-6zgiil genlerinden
protein sentezlenmektedir [60].

Miyogenesisin kas-0zgiil kontrol faktorler ailesi denilen ve transaktivatorler
olarak hareket eden MyoD1, myd, Myf-5, MRI*4 ve miyogenin genleri tarafindan
belirlendigi birgok ¢alisma ile saptanmugtir [60-61]. Oncelikle MyoD/ geninin
normalin Ustiinde sentezi, miyogenik kontrol ailesine bagl diZer genlerin aktif
olmasina neden olmaktadir [62]. Miyogenin sadece kas hiicrelerin farklilagmasini
saglamakla kalmayip, kas olmayan hiicrelerde de kas-6zgiil genlerinin
aktivasyonunu sagladigi gosterilmistir [61].

Miyotiiplerin morfolojisi, uzunlamasina silindirik ¢ok ¢ekirdekli yapilar
olarak tamimlanmaktadir. Miyotiipler, kas kasilmas: igin gerekli olan miyofibril
proteinleri, aktin ve miyozini igermektedirler [61]. Primer miyotiipler, sekonder
hatta tersiyer miyotiip olusturmak tizere kendi aralarinda tekrar flzyon
yapabilmektedirler [60].

Onkogenlerin, miyogenesis ile ilgisi de bulunmaktadir. L6 miyoblast
hiicrelerinde c-fos onkogeninin mRNA’ sinin 4 kat arttig1 tespit edilmistir [45].
Onun tersine N-ras onkogeninin CO25 hiicrelerinde indiiklendigi zaman
miyogenesisi durdurdugu [10] ve H-ras onkogeninin, MyoDI genini
baskiladigindan dolay1 baz: hiicrelerin miyogenesisini engelledigi tespit edilmistir.
[45]. FGF ve TGF-B “ minda (Transforming Growth Factor Beta) muhtemelen myf-
5 geninin ekspressiyonu engelledigi ileri siiriilmektedir [45].

Insan mutant N-ras onkogeni ile transforme edilmis olan CO25
hiicrelerinde, p21™ 1n sentezinin, FGF ve TGF-B’ min etkisine benzer bir gekilde
miyogenik farklilagmayr engelledigi gosterilmistir [10]. Bu engellemenin ise
farklilagmanin erken safhalarinda, keratin kinaz (CK) ve Asetil kolin (Ach)
reseptorlerinin aktiviteleri gibi kasa 6zgiil aktivasyonlara etki edilmesi ile oldugu
belirlenmistir [63]. Ras sitimilasyonunu takiben CO25 hiicrelerinin, normalde

farklilasma sirasinda azalan vimentin, B ve 3-aktini sentezlemeye devam ettigi,
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fakat sentezlenmeye baslamast gereken o-sarkomerik aktin ve desminin
sentezlenmedigi gorulmistiir [63].

CO25 miyoblast hiicrelerinin atasi ve fare bacak kismindan izole edilen C2
miyoblastlanmn fiizyonu ile birlikte c-myc mRNA’ sinin dramatik bir sekilde
azalmasinin aksine N-ras ile transfekte edilmis C2 hiicrelerinde, flizyonu uyaran
benzer ortamda c-myc mRNA seviyesinin arttigi rapor edilmigtir [10]. Ayrica C2
hiicrelerinin PDGF-BB biiyiime faktori igin yitksek seviyede baglanma bélgeleri
yani reseptor bulundurdugu tesbit edilmistir [64]. Hiicre ¢ogalmasim uyaran ve
farklilasmayr baskilayan PDGF-BB ile baglatilan sinyal yolunun N-ras
onkogeninden nasil etkilendigi ise CO25 hiicrelerinde Zeytinoglu ve ark.[65]
tarafindan cahgilmustir. Elde edilen sonuglara gore, N-ras ile transforme olan
hiicrelerin PDGF (Platelet-Drived Growth Factor) bilyime faktoriine cevap
olusturamadiklann ve PDGF reseptdrlerinin seviyesinin ¢ok dusiik oldugu tespit
edilmistir. Bu sonuglar, ras onkogeninin hiicre i¢i sinyal iletiminin ilk adimlarinda
yer alabilecegini gostermektedir [65].

Bir bagka caligmada aktif N-ras genini igeren hiicreler 7-10 giin iginde
yiginlar olusturmuslardir. Aymi calismada, hiicrelerin zarlarinda villiis uzantilan
oldugu rapor edilmistir. Ancak ortamdan deksametazon uzaklastinldiginda
hiicrelerin 6 giin sonra tekrar miyotip olusturduklan goérintiilenmigtir. N-ras
aktivasyonundan sonra CO25 hiicrelerinde, hiicre iskelet proteinlerinden F-aktinin
organize olamadig: ve farklilagma ortaminda tespit edilen fibril seklindeki F-aktin
yapilarimin kayib olduklan belirlenmigtir [66].

Ras geninin aktif ya da inaktif oldugu CO25 hiicrelerinin her ikisinde de
Ca®un hiicre i¢i depolarindan salinmasma ve az miktarda plazma zan
kanallarindan Ca’® girisi yoluyla Ca™ artigina yol agan Thapsigarin (ThG)
kullanlmugtir. ThG’ nin hiicre igi Ca'? iyonlarinin yiikselmesi tizerine etkisi benzer
bir sekilde olmustur. EGF ve bombesin, ras geninin aktif oldugu yada farklilagmus
hiicrelere eklendiklerinde herhangi bir Ca*® hareketi olusturmamustir. Buna gore
CO25 hiicrelerinin, EGF ve bombesin ligandlan igin reseptor bulundurmadigs ya da
farkli bir [67] sinyal yoluyla reseptérlerin duyarsizlagtinlmis olabilecegi
gosterilmistir [67]. c-myc, p53, c-K-ras ve B-aktin’in mRNA seviyeleri CO25

hiicrelerinde, Northern Blot yontemi kullanilarak Zeytinoglu ve ark. tarafindan
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incelenmigtir. Farklilagma ortaminda, c-myc mRNA’ s1 ilk 2 giinde artmisken 3.
giinde bu durumun ortadan kalktig, fakat 4. giinde tekrar birikmeye bagsladig1 ve
bazal seviyeye dondigu tespit edilmistir. Transformasyon ortaminda ise c-myc
mRNA’ sinin seviyesi, 1. giinde yiiksek oldugu 2. giinde hafif bir diigme gosterdigi
tespit edilmigtir. 3. giinde ise tekrar yiikselen c-myc mRNA” sinin seviyesi 4. giinde
tekrar bazal seviyeye inmistir. Fakat farklilasma ortaminda goriillen c-myc
seviyesinin, transforme ortamindaki c-myc seviyesine gore daha az oldugu tespit
edilmigtir. c-K-ras mRNA’ st CO25 hiicrelerinin farkhilasma ve transformasyonu
sirasinda farklilik gostermistir. Farklilagsma sirasinda c-K-ras mRNA’ nin seviyesi
iki giin azalmig 3. giinde ise baglangig seviyesinin %50’ sine ulagtifi tespit
edilmigtir. Transformasyon sirasinda tim giinlerin seviyeleri baslangig seviyesinin
%80’ i oraninda gergeklestigi rapor edilmigtir [68].

Farklilagma ve transformasyon ortamlarinda pS3 mRNA seviyesindc kayda
deger bir degisme olmadig: gorilmiistir. Her iki ortamda da CO25 hiicrelerinin az
miktarda p53 mRNA sentezlendigi tespit edilmistir. B-aktin mRNA seviyesi 2-3.
giinde hafif bir digis gOstermistir. 4.giinde ise tekrar baslangi¢ seviyesine

donmiigstiir [68].

1.4. Miyoblast Hiicre Sistemi

Timér gelisimi  gesitli  sistemlerde galigilmaktadir.  Gelisimin  farkli
basamaklarinda ornek eldesinin ve diger dokularla olasi etkilesimin kontrol
edilmesinin yarattig1 zorluklar mekanizmayt anlamaya engel olmaktadir. Bundan
dolay1, bir onkogen ile transfekte edilmis hicre kiiltiir sistemlerinde caligmak
oldukga popiiler olmustur.

Bu ¢alismada segilmig olan CO25 miyoblast hiicreleri, 1977° de Yaffe ve
Saxel [69] tarafindan, fare bacak kasindan izole edilip, kiiltiri yapilan C2
hiicrelerinden elde edilmistir. Daha sonra C2 hiicreleri Gosset ve arkadaslari [10]
tarafindan, insan 61. kodonundan mutant N-ras onkogeni tastyan bir plazmid ile
transforme edilmistir. Bu N-ras onkogeninin transkripsiyonu ise ona eklenmis olan,
steroidlere (deksametazon gibi) hassas fare meme kanser viriisiinin promotori

(MMTV-LTR) ile yapilabilmektedir.
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C2 ve CO25 miyoblast hiicrelerinin her iki hatti da normal oranda serum
iceren (%20 fotal sigir serumu) ortamda kiltiir edildikleri zaman birbirlerine
dokunana kadar cogalmakta ve tamamen flask yiizeyini kaplayinca kontak
inhibisyon etkisiyle gogalmayt durdurmaktadirlar. Bunun aksine, eger az seviyede
mitojenik ajanlari igeren besi ortaminda (%10 at serumu) Kkiiltiirleri yapilirsa
yaklagik 4. giinden sonra flizyon yapmaya bagliyarak miyotiip olusturmaktadirlar.
Fakat, N-ras onkogeni igeren CO25 hiicreleri, diigitk seviyede mitojen igeren ayni
besi ortaminda, bir steroid hormon olan deksametazon ile muamele edildigi zaman
miyotiip olusturma yerine ras onkogeninin uyarilmast sonucu transforme fenotipi
gostermektedirler. Bu da kontak inhibisyonun kayb: ve ilerleyen siirede kiigiilmiis
hiicrelerden ibaret yiginlarin meydana gelmesidir. Diger yandan, N-ras
indiiklenmesine neden olan deksametazon ortamdan uzaklastirildigt zaman, CO25
hiicreleri, C2 hicrelerinden higbir farklik gostermeksizin tekrar miyotiip
olusturabilmektedirler [10].

Tiam bu 6zellikler CO25 miyoblast hiicrelerini, daha morfolojik olarak ayirt
edilebilen bir sistemde, N-ras onkogeninin farklilagma ve transformasyon
mekanizmalarindaki etkisini aragtirmak igin elverisli bir model yapmaktadir. Ayrica

bu sistem hakkinda oldukga yeterli literatiir bilgisi de bulunmaktadir.

1.5. Bu Calismanin Amaci

Bu ¢alismanin ilk boélimii, N-ras geninin ekspressiyonunun hiicre gogalma
oranina ve morfolojisine etkisinin aragtinlmasini  igermektedir.  Ayrica,
transfeksiyondan sonra, hiicrelerin birgok kereler pasajlanmasi  sonucu
karyotiplerinde herhangi bir degisimin olup olmadigiun aragtinlmasini
kapsamaktadir.

Calismanin ikinci boliimii ise, 6zellikle timor baskilayict gen olan p53 ve
pl9 ile bunlarla iligkisi oldugu ileri siirilen Mdm2’ nin protein seviyelerinin
arastinilmasimt igermektedir. p53” {in transkripsiyonel seviyede farklilasma ve
transformasyon mekanizmalarinda rolii oldugu ve gesitli hiicre sistemlerinde p2/™
onkogeni tarafindan etkilendigi bilinmektedir [70]. Insanda, transkripsiyon
faktorler tarafindan aktive olan p19 homologunun, Mdm2-p53 kompleksine

baglandigi ve pS3’ iin parcalanmasini engelleme yoluyla anormal hiicre biylimesini
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baskiladig ileri stinilmugtiir [71]. Fare hiicrelerinde ise p19” un p53” G aktive ettigi
¢ok yeni galigmalarda rapor edilmistir [72-74]. En garpici sonug ise, 'farede,
onkogenik ras’ a cevap olarak p53 aktivasyonu igin p19’ un gerekli oldugudur
[75].

Biitiin bu bulgularn 1s1ginda, bu galigmanin amaci N-ras onkogeni tasiyan
CO25 miyoblast hiicrelerinde, N-ras aktivasyonu sonucunda, p19, p53 ve Mdm?2
protein seviyelerinin nasil etkilendigini ve aralarinda nasil bir iliski olabilecegini

arastirmaktir.
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BOLUM II
2.1. Ras Geni ve iiriinii p21™

Insan kanserlerinin %30’ unda ras onkogeninin 12. ve 13. kodonlarda
nokta mutasyonuna sahip olduu saptanmigtir [76-78]. Ornegin, pankreas
kanserlerinde %90' na varan oranlarda, kolon kanserlerinin %50' si, testis
kanserlerinin %40' 1 ve akciger kanserlerinin %30' unda K-ras onkogeninde nokta
mutasyonu oldugu bilinmektedir. Ayrica, akut miyeloid l6semi kanserinin %30' u,
testis kanserinin %40' 1 ve melanomanin %20’ sinde N-ras onkogeninde nokta
mutasyonlar tespit edilmistir [78-80].

Ras gen ailesi H-ras (Harvey ras), K-ras (Kirsten ras), R-ras, M-ras ve N-
ras (Neuroblastoma ras) olmak iizere 5 uiyeden olugmaktadir. Bunlar hiicrenin
kendi orjinal onkogenleri olup, viriislerde yalnizca H-ras ve K-ras onkogenlerinin
karsilig1 bulunmustur [2,12, 81-82].

p21™ proteinleri, 50' nin ustiinde, genellikle 20-30 kD olan kiigiik
proteinleri igeren dort alt-aileden olusan bir stper-aile iginde yer almaktadir.
Bunlar ger¢ek ras, ras benzeri, rho ve rab /YPI” dir. Bunlarin hepsi guanin
nitkleotidi baglama bolgesini igermektedirler ve bundan dolayida G-proteinleri
olarak bilinmektedirler. Gergek p21™" a, p21™ benzeri proteinler %50, rho %35
ve rab/YPT ise yaklasik %30 homoloji gostermektedir [83-86].

Biitiin ras genleri 21 kD molekiiler agirliginda, ve 188-189 aminoasid
igeren proteinleri (p21™) kodlamaktadir. p21™ G-proteinleri ailesine ait, alfa-alt
iiniteye homolog olan kiigiik bir protein olup, karboksil kuyrugu ile hiicre zarinin
sitoplazmik bolgesine baglanmaktadir [87,88]. p21™ ailesine ait tiim proteinlerin
temel yapisi biiyiik bir benzerlik gostermektedir. H-ras, K-ras ve N-ras genleri
tarafindan kodlanan proteinler birbirine %85 homoloji gosterirler. Fakat p21™
ailesine ait diger iiyeler, %50 veya daha az oranda homoloji gostermektedir [78].
Ayrica K-ras proteininin, K-rasA ve K-rasB olarak iki formu bulunmaktadir.
Bunlar K-ras' in dérdiincii ekzonunda olusan alternatif siplayzing sonucunda

meydana gelmektedirler [89].
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N-kuyrugu p21™ proteinleri arasinda ¢ok iyi korunurken karboksil
kuyrugu ise degisiklik gdstermektedir [76,86,88].
p21™ in plazma zarinda lokalize olabilmesi igin bir takim
modifikasyonlar gegirmesi gerekmektedir. Ilk olarak, karboksil kuyrugunda yer
alan 3 aminoasit karboksil metillenme ile ortadan kaldirilir. Sonra yeni olusan
karboksil ucunda yer alan sistein, izoprenillenmektedir [90]. Bunu K-rasA, H-ras
ve N-ras’ 1n karboksil ucundaki sistein aminoasitine palmitit grup eklenmesiyle
palmitilasyon izlemektedir. Sistein aminoasidine eklenen palmitit gruplari sz
konusu p21™ proteinlerinin yar1 émriinii bir ka¢ dakika daha arttirabilmektedir
[o1].
Boylece plazma zarinin i¢ tarafinda yer alan p21™, biyiime faktori
reseptorleri ile hiicreye gelen sinyalin iletilmesinde ilk adim olusturmaktadir [86-
88].

2.2. p21™ Proteininin Aktivasyon Mekanizmas:

Normal olarak p21™, GTP’ a (Guanosine trifosfat) baglanarak aktivite
kazanmakta ve daha sonra kendine 6zgii olan GTP’ az aktivitesi ile GTP' yi
hidroliz ederek GDP' a (Guanosine difosfat) gevirir ve tekrar inaktif formuna
doénmektedir [92,87,88] (Sekil 2.1).

p21™ proteininin GTP' ye baglanmasim saglayan proteinlere GDS
(Guanine nucleotide dissociation stimulator) ve ¢oziilmesini saglayanlara da GAP
(GTP’ ase Activating Protein) adi verilmektedir. p21™ proteini hiicrede normal

1!‘35

olarak GDP proteinlere baglidir. Dolayisi ile GDS proteinlerinin p21™ proteinin
aktivasyonunu stimiile ettikleri diiiiniilmektedir. [76, 78]. p21™ kontrol etme
ozelligi tasiyan 3 grup protein tespit edilmistir. Birincisi, GEF (guanin nukleotidi
degistiren faktor), p21™ ailesine iiye olan biitiin proteinler iizerine aktif olan bir
proteindir [89]. Diger ikinci ve iigiincii grup ise p21™ GRF (GDP releasing
faktor) ve p21™-REP (p21™ exchange proteini) p21™ proteini igin 6zgil sitosolik
faktorleri olusturmaktadirlar. Fakat bu proteinler, simdiye kadar tam olarak
karakterize edilemedikleri gibi, nasil bir kontrol mekanizmasini izledikleri de

bilinmemektedir [93-94] (Sekil 2.1).



GAP, (GTPaz' 1 aktif eden protein) GTPaz' 1 aktif ederek GTP’ nin p21’
den hidrolizine neden olmaktadir [95]. GAP 120.000 dalton agirliginda olup etkisi
normal p21™ proteinleri iizerinde gozlenirken, mutant p21 iizerinde
gézlenmemektedir. Boylece negatif regiilasyona ugramayan mutant p21™
proteinleri, transformasyona neden olmaktadirlar [96].

Ras proto-onkogenleri, 12, 13, 59, 61, 63, 116, 117, 119. ve 146.
aminoasitlerini kodlayan bolgelerinde meydana gelebilecek bir nokta mutasyonu
sonucu devamli olarak aktif hale gelerek transformasyona neden olmaktadirlar
[76]. Cunkii tiim bu bolgeler p21 ras ve GTP' nin birbiri ile baglandiklar
bolgelerde yada ona yakin bélgelerde yer almaktadir. Bundan dolay: sé6z konusu

ras

mutasyonlan tagiyan p21™ proteinlerinde, GTPaz aktivitesi etkisiz olmakta ve
aktif olan GTP’ ye bagli p21 hiicrenin iginde birikmektedir [76].

p120 GAP protein aktivasyonu ise gesitli hiicre tiplerinde tirozin kinaz
aktive eden buytume faktorleri tarafindan kontrol edilmektedir [78,97-100]. Ayrica
190 kDa molekiiler agirliktaki bir proteininin p120 ile kompleks olusturmasi
GAP’ 1n, p21™ proteinine baglanma aktivitesini diigiirmektedir. Bundan dolay:
pl90 proteininin, p21™" in upstream regiilasyonunda rol oynadig: ileri
strilmektedir [78].

rass

GAP proteininin baglanmasi sonucu p2l da meydana gelen
inaktivasyon, p21™" a %50 homolog olan ve tipki p21™ gibi GTP' yi hidroliz
eden, p21™-bagimli proteinlerden olan rapl proteini ile de agiklanmaya
¢aligtlmigtir [80]. Buna gore p21™"1-GTP kompleksinin p120 GAP proteinine
baglanma affinitesi ¢ok kuvvetli olmakta ve dolayisiyla p21™1-GTP kompleksi,
p21™-GTP' nin inhibitérii olarak literatiirlerde gegmektedir [100]. Fakat Rapl
proteininin, K-rev/ genin triini oldugu kesfedilmis ve K-rev/ geninin yiksek
seviyelerde sentezi durumunda, K-ras onkogenini etkileyerek fibroblastlarin
transforme olmasina ve fenotip degisikligi gostermelerine neden oldugu
. gosterilmigtir [101].

Proteinlerin, p120 GAP proteinini etkileyerek ras geninin aktivasyonuna
yol agmalarinin yanisira, fibroblastlarda mitogenik cevap olarak meydana gelen

fosfotidik asit, arasidonik asit ve fosfotidil inositol fosfatlar’ 1n, GAP' in

aktiflesmesini engellemektedirler [102].
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p21™ 1n diger kontrol mekanizmalardan bir tanesi inhibisyondur ve
niikleotid degigsme oranini stimiile eden faktorlerinin engellenmesi ile olmaktadir
[80]. Bu inhibisyonu saglayan proteinler genellikle p21™ bagimli Rapl, Rho ve
Rab3a gibi proteinler GDI (GDP dissociation inhibitér) olarak belirtilmektedir
[78].

p21™ kontrol mekanizmalarindan bir digeri ise fosforilizasiyondur. raplB
proteini, protein kinaz A ile fosforile edilmektedir. Dolayisi ile Rap1B proteini,
fosforlandiktan sonra Rap-GDS faktorlerin etkisine daha yatkin ve hassas duruma
gecmektedir. Bunun sonucunda p21™ proteininin fosforlanmasinin oraninda bir
dustis olmaktadir [103].

NF1 (Neurofibromatosis type 1), p21™ a kargt GTPaz aktivitesini stimiile
etmektedir. Bu proteini kodlayan genin klonlanarak incelenmesi sonucunda soz
konusu proteinin igerdigi katalitik bolgenin, GAP katalitik bolgesine homolog
oldugu gosterilmistir [104]. NF-1-GAP bilesiminin p21™" a kars1 affinitesinin
dusiik konsantrasyonlarda bile GAP' dan daha fazla oldugu bildirilmektedir. NF1
proteininin bir germ line mutasyonu sonucu meydana gelen, kalitim yolu ile
dolden dole aktarilabilen, tumorlere yol agmasi ile karakterize edilen
Norofibromatosise neden oldugu bilinmektedir [105] (Sekil 2.1).

Genetik literatiire gore NF-/ geni, timor baskilayict bir gendir ve esey
hiicrelerinde, genin allellerinden bir tanesinin mutasyon gérmesi ve diger allelin
de somatik bir mutasyona ugramasi, hiicredeki NF-/ geninin gorevsiz kalmasini
saglayarak hiicrenin transformasyonuna yol agmaktadir. NF-I’ in biitiin
hiicrelerde ifade edilmesine ragmen neden sadece sinir hiicrelerinde kansere yol

agt1g1 sorusuna simdiye kadar net cevap bulunamamigtir [106].
2.3. p21™ n Fonksiyonlan

p21™" 1n reseptérlerden gelen sinyali daha asagi basamaklara iletme
mekanizmast ¢ok sayida yol ile agiklanmaya galigtlmigtir. Bunlardan en
onemlileri; protein kinaz C aktivasyonu, kalsiyum ve fosfolipid bagimli protein
kinazlar ile olanlandir [107]. Xenopus oositlerine, mikroenjeksiyon yolu ile

verilen p21™ proteini, fosfotidilin’ in hidroliz hizini arttirmig ve ancak
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diagilgliseroliin birikmesine yol agarak protein kinaz C aktivasyonuna neden
olmustur. Ayrica fibroblast hiicrelerine verilen aktif ras onkogeninin protein kinaz
C' yi stimiile ettigi tespit edilmigtir [107].
p21™ proteinin bagka etkileri de bulunmaktadir. Bunlardan biri, transforma
hiicrelerin morfolojisi tizerine karakteristik degismeler meydana getirmesidir.
Memeli hiicrelerde bulunan iyonik sartlar, beklenen GTP baglanma yari émriinii
bir saate kadar uzatmaktadir. Bu degisiklikleri stimiile eden herhangi bir hiicresel
faktor, p21™ proteininin GTP' ye baglanilmasini arttirmaktadir. Bu da sitozdl de
bulunan guanin nukleotidi predominanthigini gostermektedir [103].
T hiicrelerinde, stimiile edilen T hiicre reseptorii olan CD2, interLokin-2

ras

reseptori ve protein kinaz C, p21™ in aktivasyonuna yol agmiglardir. Mast
hiicrelerinde interlokin-3 ve Graniilosit/makrofaj koloni stimiile eden faktor olarak
bilinen GM-CSF, p21™ 1 aktif etmigstir [108-109]. Normal NIH3T3 fibroblast
hiicrelerinin PDGF’ ye maruz birakilmas: sonucunda, séz konusu hiicrede, GTP-
p21™ seviyesinde az fakat onemli bir artis kayt edilmistir [64]. Fakat Swiss 3T3
fibroblast hiicrelerinde p21™ overexpressiyonu, PDGF ve EGF seviyelerinde
kiigiik bir artig bulunmustur [110]. Rat-1 fibroblastlarinda, instlin reseptoriiniin
normalden fazla sentez edilmesinin onemli derecede p21™ aktivasyonuna neden
oldugu tespit edilmistir [111].

Forbolester ve fosfotidil inositol ile, T hiicrelerindeki antijen reseptoriin
aktif edildiginde, GAP-benzer proteinlerin aktivitelerinin kat kat azaldigi ve
protein kinaz C aktif oldugunda aym: hiicrelerde, GAP benzer proteinlerin
aktivasyonu bastirilmigtir. Bunun sonucunda GTPaz aktivitesinde meydana gelen
bityiik degismeler, GTP' nin p21™ proteinine baglanmasini hizlandirmigtir [108].

ras

Bunun aksine, fibroblast hiicrelerinde, forbol esterler p21™ proteinini aktive
etmemektedirler . Dolayist ile p21™ kontrol mekanizmasi, bir hiicreden bagska bir
hiicreye eger kalitatif olarak degisim gdstermezse de en azindan kantitatif olarak

degisme gostermektedir [78].
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2.4. p21™ n Effektorleri

2.4.1. Raf

RAF izoformlari, sinyal iletiminde p21™ proteininin effektorii olarak yer

ras

almakta ve p21™ biyolojik aktivitesini direk ve agik bir sekilde etkilemektedir.

p21™ proteininin, hiicre transformasyonunu gergeklestirebilmesi igin hem Raf a
hem de MAP (mitogen activating protein) kinazlara gereksinimi vardir [112-113].

Raf, bir serin/threonin kinaz olup insanda 3 formu bulunmaktadir [114].
Raf ile interaksiyona giren sadece aktif p21™ formlaridir ve mutant ras' larin raf”
la interaksiyonunun olmadig: goriilmiistiir [115]. Amino asit kuyrugu kisalmis
RAF formu ile K-ras’ in izopenillenmis formunun kompleks olusturmasinin,
hiicrelerin transformasyonuna neden olduklari saptanmigtir [116].

p21™ proteini, hiicre transformasyonunu etkileyen hiicre i¢i sinyal iletim
yollarindan bir tanesi olan Erk yolunu harekete gecirmektedir [117-119]. Bazt
aragtirmalar, mutant H-ras’ in Hela hiicrelerinde, transkripsiyon faktor olan jun
onkoproteinin aktivasyonunu kontrol eden JNK (jun-kinaz) yolunu, Erk yolundan
daha fazla etkiledigini gostermigtir [15]. H-ras mutasyonunun tek basina
sozkonusu hiicrelerin transformasyonuna neden olamadigi, bu yiizden p21™ ile
meydana gelen transformasyonlarin en azindan iki yol izlemeleri gerektigi ileri
strilmistir [15] (Sekil 2.1).

ras

Bir bagka ornekle, p21™ (Y40C) mutant tipinin zarin akigini harekete
gecirmesine ragmen Erk tizerinde herhangi bir etkisinin olmadigt kanitlanmistir
[120]. Aym1 zamanda ras mutasyonu Erk aktiflesmesine yol agtigi halde DNA
sentezi veya zar akigint etkilemedigi tespit edilmistir [120]. Oysa, bazi mutantlar,
p21™-G12V gibi sdzii gegen her iig aktiviteyi de etkilemektedir [15].

Insan hiicresinde bulunan Af-6 proteini, p21™ proteinin GTP' ye baglanma
bolgesine baglanmaktadir [15]. Iste bu ozellikten dolay: raf ile bir yal:ls iginde

oldugu ileri siiriilmektedir [15]. Fakat, bu proteinin (Af-6) fonksiyonu ve p21

tarafindan nasil kontrol edildigi heniiz bilinmemektedir. Af-6’ nin ise sitoiskeleti



ve sitoiskelete baglanan plazma zarimi kontrol ettii samilmaktadir [121] (Sekil
2.1).

2.4.2. Rac/Rho

Ras ile transforme saglanirsa, hiicrelerin sadece ¢ogalmasi degil
sitoiskeletlerinin de degistigi bilinmektedir [15]. p21™-GAP, p190 agirhiginda bir
proteini baglar. Bu proteinin amino kuyrugunda Rac-GAP ve Rho-GAP' lara
homoloji gosteren SH2 ve SH3 bélgeleri olup, hiicre iskeleti reorganizasyonunun
kontroliinde rolleri vardir [15,82,122]. Dolayistyla p21™°-GDP ve p190 (Rho-
GAP) proteinlerinin aktif p21™ ile baglanmalari, p21™" 1n hiicre iskeletinin
kontroliinde rol oynayabilecegini diisiindirmektedir [123]. Bununla ilgili olarak
yapilan bir ¢aligmada, p21™ proteininin hiicrelere enjeksiyonu Rac-bagiml hiicre
zarinda genis yapragimst mikrovilli olusumuna neden oldugu gosterilmistir [124].
Rac aktivasyonu, kinazlarin aktivasyonuna baglidir. Bu kinazlar, yapt bakimindan
p21™ tarafindan regiile edilen Erk' e benzemesine ragmen fonksiyon bakimindan
farklilik gostermektedir [125-127]. Rho familyas;, RhoA, Racl ve Cdc42
kapsamaktadir. Rho familyasi, aktin stress formasyonunu ve yapigkanlig: regiile
etmektedir [128-130]. Rho familyast onkogenik ras transformasyonu igin gerekli
oldugu tespit edilmistir [128]. Rho yani sira rac ve Cdc42 ras ile transforme
edilen hiicrelerin gogalmasi igin gerekli olduklar tespit edilmistir [128]. Ras ile
transforme edilen hiicrelerin RhoA-GTP’ nin seviyesini arttirdiklar tespit
edilmistir [128]. RhoA-GTP’ nin gorevi ise hiicre déngiisiiniin inhibisyonuna yol
agan p>'"*! fonksiyonunu azaltmaktir [15]. Dolayistyla hiicre ¢ogalmaya sevk
edilmektedir [128]. Bir baska galiymada ise p21™, melanosit ve melanoma
hiicrelerinde direk olarak c-AMP tarafindan regiile edildigi tespit edilmigtir [131]
(Sekil 2.1).

2.4.3. Ral-GDS

l ras

Ral-GDS (Guanine nucleotide exchange factor) proteini diger p2

efektor proteinleri ile benzer karakterlere sahip olup, p21™ proteinin GTP' ye
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baglanma bolgesi ve efektor-baglanma bolgesi ile etkilesim yaptigi ortaya
gikarilmustir [82]. p21™ proteininin ise Ral-GDS proteinini aktif ettigi Jiang H. ve
ark. [132] tarafindan agiklanmugtir. Boylece aktif hale gelen Ral-GDS, bilinmeyen
bir yol izleyerek plazma zarinda yer alan Ral proteinin fosfolipaz D ile
baglanmasini saglamaktadir [132]. Fakat Ral proteininin, GTP’ az ailesine iiye
olan Rac-1 ve CDC42 GTP baglantilarinin hidrolizini stimiile ettigi, dolayisi ile
Ras/Ral-GDS etkilesiminin Rac yolunu izleyerek hiicre iskeletini kontrol

edebilecegi dugiiniilmektedir [127].
2.4.4. Fosfotidil inositol 3-Kinaz (PI3K)

Hiicrelere enjekte edilen aktif p21™ in, 110 kDa molekiiler agirligindaki
PI3K proteininin aktivitesini stimile ettigi tespit edilmistir [133]. PI3K’ 1n src
kinaz ve PDGF, insiilin ve CSF-1 reseptér kinazlarinda iginde bulundugu belirli
protein kinazlar ile ¢ok siki iligkisi oldugu ve bundan dolay: sinyal iletimi

mekanizmasinda énemli rolii oldugu bilinmektedir [133-134] (Sekil 2.1).
2.4.5. MAP Kinazlar

p21™" 1in Mekk' yi aktif ettigi gosterilmistir [135]. Mekk ise, Raf-Mek-Erk
yoluna benzer bir aktivasyon mekanizmasini baglatmaktadir. Ancak bu
mekanizma, hiicresel stres cevap yolunun yerini almaktadir [125,126]. Mekk
(GTP-dependent manner) de p21™ a baglanmaktadir [136]. Raf-Mek ve Erk
proteinlerinin regiile edilmemesi (ki bu regiilasyon p21™ ile gergeklesmektedir)
halinde hiicre kiltiiriinde transformasyona yol agmaktadirlar. Bir bagka agidan
bakildiginda, p21™ proteini hiicre transformasyonunda etkisi olan Erk
aktivasyonunda iki sekilde merkezi bir konum aldig: tespit edilmistir. Dolayisiyla,
ras' ta meydana gelen bir mutasyon biiylik 6lgiide hiicre gogalmasini derinden
etkileyecektir. Mek kinazlar, Mek ve Erk' leri igeren p21™-Raf-Mek-Erk yolunun
ozi, degisik extraselliler sinyaller tarafindan kullanilip hiicrenin 6zgiil cevap

vermesine baglanmaktadir [15].



21

2.5. Ras Ailesi ve Farklilagma

p21™ ailesinin, mitojenik ve transforme potansiyaline sahip olan
proteinleri kodladig:i bilinmektedir. Hiicrenin normal g¢ogalmasini  ve
transformasyonunu etkileyen p21™ hiicrelerinin farklilagmasini, biytmesinin
durdurulmasini ve yaslanmasini etkilemektedir. Fare feokromatositoma PC12
hiicrelerine mikroenjcksiyon ile enjekte edilen H-ras” 1n bu hiicrelerin biiyiimesini
engelledigini ve noronal farklilagmaya neden oldugu Bar-Sagi 1985 [137]
tarafindan ileri stirilmistir. Aym sekilde normal durumlarda IGF-1 (Insulin-like
growth factor-1) etkisiyle adiposit hiicrelerine farklilasgan NIH 3T3-L-1
hiicrelerinin, IGF-1 buyime faktorii olmadigi zaman onkogenik p21™ etkisiyle
farklilagtigint rapor edilmistir [138]. Ayrica H-ras onkogeninin, ekspresse oldugu
rat Schwann hicrelerinin biiyimelerini engelledigi tespit edilmistir. Ancak SV40
virisii ile ortaklasa hareket eden H-ras’ 1n, hiicrelerin biiyiime engelini ortadan
kaldirdigin1 gozlemlenmistir [139]. Aym sonug Raf-1 ile yapilan galigmada da
gozlemlenmistir [140]. p21™ onkogeninin, degisik kas hiicrelerinde ekspresse
edilmesi sonucu s6z konusu hiicrelerde yer alan ve kas farklilasmasinda 6nemli
gorev yapan MyoDI’ in ve miyogenin faktorlerinin ekspressiyonlarini bloke
edildigi gorilmustiir [49,141]. Fare kas hiicre tipi olan 23A2' nin farklilagmasinin,
H-ras’ n aktif edilmesi ile bloke edildigi tespit edilmistir [142]. N-ras ve H-ras
ekspressiyonlarinin, gerek C2 gerekse CO25 hiicre tiplerinin kas 6zgiil proteinleri
olan « aktin, desmin, myosin agir zinciri gibi proteinlerin sentezini engelledigi
halde, kasa has olmayan proteinler olan o ve y aktin ve vimentin expressiyonuna

yol agtiklan bildirilmistir [61-63].
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BOLUM III

3. p53, Mdm2 ve p19

3.1.pS3

p33 geni 11 ekzondan meydana gelen ve omurgasizlar harig bir gok
hayvanda kesfedilmis olan bir gendir. p53 bir timor baskilayict gen olup
hiicrelerde yabani tipinin kaybt veya inaktif duruma diiymesi halinde kanser
meydana gelme olasilig1 artmaktadir. insan timorlerinin yaklagik %50° sinde p53
geninin normal fonksiyonunu kaybettigi bilinmektedir [143-145]. Normal p53
proteini zincire Ozgiil transkripsiyon faktor olup bazi 6zgul genleri aktife
edebilmektedir. Aynt zamanda proteininin normaldan fazla sentezi bazi genlerin
baskilanmasina neden olabilmektedir [146].

pS3 proteini 5 altiiniteden ibaret olup monomerleri kendi aralarinda
baglant: kurarak homo-oligomerler meydana getirmektedirler [147-149]. p53
proteininin oligomerizasyonu cekirdekteki lokalizasyonunu saglayan 319-366.
aminoasitlerini igeren bolgelerde gerceklesmektedir [150]. /n vivo kosullarda p53
proteini, multible serin ve threonin amino asitlerinden fosforile edilmektedir. p53
proteininin fosforilizasyonu, genellikle birden fazla kinaz enzimi ile
yapilmaktadir. /n vitro galigmalarda, insan ve fare p53” iin DNA-protein kinaz
(DNA-PK), kazain kinaz ve MAP kinazlar tarfindan fosforile edidigi rapor
edilmigtir [151-154].

Normal p53 proteini, DNA ¢ift ipligine 6zgil bolgelerden (genellikle
GGGCGG) baglanir ve bazi genleri transaktif ederken bazilarini baskilamaktadir
[155]. Proteinin igerdigi birbirine anti paralel sandvig seklindeki iki beta-plaka
yapin igerdigi ii¢ tane loop-plaka-sarmal motif elementleri DNA' ya major
oluktan baglanmaktadir. Kanserlesme ile sonuglanan p53 mutasyonlar: genellikle
bu bolgelerde gergeklestiginden dolay1 p53 DNA’ ya baglanamaz ve boylece p53
baskilama fonksiyonunu gorevini yitirmektedir [15]. Bir allelde meydana gelen
bir mutasyon kisa bir zaman sonra ikinci allelin kaybina neden olmaktadir.

Dolayisi ile p53 expressiyonu tiimiiyle kaybolmaktadir [15].
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Kolorektal, servikal, hepatoselliller, prostat kanseri, astrositoma,
melanoma, Non-hogkin limfoma, multible miyeloma ve kronik miyelojen 16semi
gibi kanser gesitlerinde, p53 mutasyonu ile timoriin patolojik durumu arasinda bir
korelasyon bulunmaktadir [42]. Fakat bu kanserlerin incelenmesi, p353
mutasyonunun diger bazi genlerin mutasyonunu takiben geg bir safhada meydana
geldigini ve bundan sonra timér olustugunu gostermektedir. Bununla birlikte
akciger, meme ve boyun kanserlerinde oldugu gibi ilk safhalarda olusan p53
mutasyonu sonucu gelisen timorler de bulunmaktadir [42].

Farelerde yapilan gesitli galigmalarda, normal p53 genlerini bulunduran
hayvanlar normal gelisimlerini sirdirmigsler, fakat p53° G heterozigot olarak
tagtyan hayvanlar 3-5 hafta sonra timor gelisimi gosterirken p53 allelerini hig
tagimayan hayvanlar ise daha erken timor gelisimi gostermiglerdir [156-157].

p53 fonksiyonu kaybina yol agan mekanizmalarin baginda, nokta
mutasyonlari olmak iizere delesyonlar, gen tekrar diizenlenmesi ve siplayzing
mutasyonlar1 bulunmaktadir [158-160]. p53 geninde meydana gelen nokta
mutasyonlarinin bir gogu 5. ve 9. ekzonlar arasinda dagilmaktadir. 175, 245, 248,
249, 273 ve 282 kodonlar1 en ¢ok mutasyona ugrayan bolgelerdir. Bu mutasyon
sikhigi ve dagilimi, bir p53 orjinli timérden diger p53 orjinli timére farklilik
gostermektedir [42].

S6z konusu mutasyonlarin belli bir oraninin dominant negatif mutasyonlar
oldugu, yani fonksiyonel olarak inaktif olan p53” iin, transfer edildigi hiicrelerdeki
normal p53’ Ui de inaktif edebildigi gosterilmistir [15,161]. Benzer sekilde, mutant
p53 ve aktif ras genlerinin birlikte transfer edildigi primer kiltir hicrelerinde,
normal p53 proteinleri ile oligomer olusturmak yoluyla onlart inaktif hale
getirdikleri ve hiicreleri transforme ettikleri bulunmustur [15].

Somatik kanserlerin %50' sinde p53 mutasyonu tespit edilirken, sadece Li-
fraumeni sendromuna yakalanan hastalarin bazi bireylerinde, p53 mutasyonu
sonucu esey hiicrelerinde kanser oldugu tespit edilmistir [15]. Bu az rastlanan bir
otozomal dominant sendromdur ve en tipik karakterlerinden bir tanesi, gocuk ve
erginlerde meme, yumusak doku sarkoma, beyin tiimori, osteosarkoma, 16semi ve

adreno kortikal kansere yol agabilmesidir. p53 heterozigot mutasyonu tastyan
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bireyler ise, timor gelistirdigi zaman p53 normal tip allelini kaybetmektedirler
[156,157-158,162].

3.1.1. pS3’ iin fonksiyonu

p53 proteininin hiicre igindeki aktivitesi iki Onemli olay igin, hiicre
dongiistiniin  durdurulmast ve programlanmis hiicre 6limii (apoptosis) igin
gereklidir. Bu aktiviteler kanser gibi gesitli genetik hasara ugramis hiicrelerin
replikasiyondan elemine edilerek cesitli anomali risklerinin azalmasina olanak
saglamaktadir [163]. Bu gibi etkilerin normal hiicreler igin arzu edilmemesi p53
aktivitesinin sik1 bir kontrol altinda tutulmasini gerektirmektedir.

P33 geni, ozellikle gogalmayi kontrol etmesi bakimindan biitiin kanser
arastirmalari, hiicre genetigi ve biyokimyasal arastirmalarin ilgi odagi haline
gelmigtir. Bu g¢aligmalarin bir gogu Go/G; fazlarinda hiicrenin gogalmaya gitmesi
veya engellenmesi {izerine yogunlagmistir [164-169]. Bazi ¢aligmalarda p53 ile
apoptosis arasindaki iliski agiga ¢ikarilmaya galisilirken, bazilarinda ise p53 ile

farklilagsma arasindaki baglanti ¢ozilmeye ¢alisilmistir [170-171].
3.1.2. p53 ii aktif eden sinyaller

Normal kogullar altindaki hiicrelerde, p53 daha ¢ok inaktif olarak
bulunurken ¢esitli stres kosullarinin olusmasiyla hizli bir sekilde aktivite
kazanmaktadir. Bu stres kosullari direk DNA hasarnini [172], hicresel genetik
materyalin gogalmasi ve aktariimasinda gerekli olan elemanlarin hasarim [173],
riboniikleotidlerin [174] oksijen azalmasini, sicak soku ve nitrik okside maruz
kalmay: igermektedir. Bunlara ek olarak Myc, ras ve adenoviris E/A4 gibi
onkogenik proteinler p53 aktivasiyonunu tetikleyen faktorler igerisinde yer
almaktadir [173-174] (Sekil 3.1).

Ornegin, 1984 senesinde, Czyzyk ve Maltzman tarafindan UV 1s1gina ve
UV benzeri kanserojen ajanlara maruz birakilan fare hiicrelerinde p53 proteininin
post-translasyonal bir mekanizma ile biriktigi tespit edilmistir [175]. Bir baska

calismada, hiicrelerin DNA’ ya zarar verecek herhangi bir iyonik radyasyona
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maruz birakildiklar1 zaman GADDA45 geninin (growth arrest and DNA damage-
inducible) transkripsiyonundaki artigin p53 geninin varhgiyla ilgili oldugunu ileri
suriilmustir [15,176]. Kastan ve arkadaglart [177] normal insan haematopoietik
progenitor hiicrelerinde (HL60), y-radyasyonunun, pS53 seviyesinin artmasina
neden oldugu ve DNA’ nin replikasyonunu inhibe ettigini gostermistir. Ayrica bir
baska caligmada, mutant p53 ve ayni zamanda normal p53’ e sahip olan RKO
hicreleri, ayni y-radyasyonuna maruz kaldiklarinda yine G, fazinin engellendigini
tespit ederek p53 normal tipinin, p53 mutant tipine baskin oldugunu ileri
surmasgtar [178] (Sekil 3.1).

P53 geni tasimayan fareler tizerinde yapilan in vivo ¢aligmalarda,
hiicrelerin gerek radyasyona gerekse kimyasal uyaricilara daha hassas olduklart
tespit edilmigstir [179]. Buna gore kanserli hiicrelerdeki pS3 statiisii, antikanser
ajanlarin sitotoksisitesine olan duyarlilifi 6lgmekte ve belirlemekte 6nemli bir rol

oynamaktadir.
3.1.3. p53’ iin apoptosisteki rolii

Ratlarin normal timiis hiicrelerinin radyasyona maruz kaldiklari zaman
apoptosise gittikleri tespit edilirken, p53” Ui olmayan farelerden alinan timis
hiicrelerinin radyasyondan sonra kisa bir siire igin yasadiklari tespit edilmistir.
Fakat bunun aksine normal p53 geni olan ve p53 geni olmayan mutant farelerden
alinan timiis hiicrelerinin dexametozon ile uyarildiklarinda apoptosise gitmeleri
p53 disindaki bir mekanizmaninda olabilecegini disiindiirmektedir [180].

Buna ilaveten, myc, EIA ve H-ras gibi onkogenler apoptosise yol
acabilmektedir. Serumdan mahrum kalan hiicrelerin ise ozellikle p53” e bagh
olarak apoptosis gergeklestirebildikleri tespit edilmistir [181-184].

pS3’ i baz alan apoptosisin molekiiler diizeydeki mekanizmas: ile ilgili
kisitli bulgular vardir. insan bax geninin p53 ile direkt baglantili olan bir pro-
apoptotik protein oldugu yapilan ¢alismalarla tespit edilmistir [185-186]. Ornegin
Bax proteininin inhibe ettigi bilinen bc/2, p53-bagimli apoptosisi bloklamaktadir

[185]. Yiiksek seviyede normal p53 sentezleyen hiicrelerdeki Bax seviyesi
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artarken Bcl2 seviyesinde azalma olmakta ve dolayist ile hiicre apoptosise
gitmektedir [185] (Sekil 3.1).

p53’ iin uyardig1 apoptosis ile Gy fazi durdurma mekanizmalarinin farkli
oldugu bazi galigmalarla ifade edilmektedir. Ornegin sicakliga duyarli olan p53
alleli ile transenfekte edilen eritrolosemik hiicrelerin, segici sicakliklarda, Gy,
apoptosis yada farklilagmaya gittikleri, ancak s6z konusu hiicrelerin besi .ortamma
sitokin (erithnopoitin KIT-ligand veya interlokin-3) eklendigi zaman, bu
hiicrelerin apoptosis ve farklilagmalarinin bloke edildigi halde G, de durma
mekanizmasinin normal olarak devam ettigi gozlenmistir [187].

pS3’ un transkripsiyon faktorii olma 6zelliginin, p53” ¢ bagli apoptosis igin
gerekli oldugu ileri siriilmektedir [178]. Bir bagka galigmada ise p53’ in
mitokondriyal enzimlerle apoptosise yol agan ve elektron taginimi igin ¢ok 6nemli
olan sitokrom C den bagimsiz olarak apoptosisi gergeklestirdigi tespit edilmigtir
[188] (Sekil 3.1).

3.1.4. pS3 ve farklhilagsma

p53’ iin, embriyogenesisin mekanizmasinda hig¢ gerekli olmadigi, p53
geninden tamamen yoksun olan farelerin embriyolarinin gelisme gostermeleri
sonucu ilert stinilmektedir [162].

Abelson viriisii ile transenfekte edilmis pre B-L12 ve p53 negatif
hiicrelerinde, normal p53 proteini sentezlendigi zaman hiicrelerin yiizeyinde
bulunan ve farkhilagmalarinin birer isareti olan B220 antijeninin ve sitoplazmik
immiinoglobin w agir zincirinin sentezinin arttigi gorilmistir [161]. Ayrica
Friend viriisii ile transforma edilen eritrolosemik hiicrelerde, p53 alleli ekspresse
edildiginde, eritroid farklilagmasinin igareti sayilan globin RNA ve proteinin
sentezlendigi gozlenmistir [189]. Rotter ve ark. [190], p53’ iin spermatogenesis

mekanizmasinda rol oynayabilecegini onermektedirler.
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3.1.5. pS3’ iin diger fonksiyonlar:

SV40 orijinli DNA replikasyonunun, in vivo ve in vitro deneylerde p53
proteini ile inhibe edildigi tespit edilmistir [15]. p53’ in SV40 orijinli replikasyon
i¢in gerekli olan helikaz enziminin aktivitesine, igerdigi son 27 aminoasit ile bir
sekilde kangtigi ileri siriilmektedir. Buna ilaveten p53 proteininin, DNA
polimeraz § enzimi ile rekabet iginde oldugu bildirilmektedir [191-192].

p53, DNA’ nin tek zincirine baglanabilen ve replikasyonda rol alan protein
A (RpA)’ ya baglanmaktadir. p53 proteini, Protein A’ ya baglanmadig: takdirde,
soz konusu protcin A DNA’ nin zincirine baglanamayip gérevini yitirmektedir
[193]. Buna ilaveten, p53’ in tek iplikli DNA uglarina baglandigi ve kuvvetli
DNA-DNA ve RNA-RNA ift iplik olusumunda rol aldig: gosterilmistir [133].

CIPI/WAF1

p53’ iin kontrol ettigi diger bir gen de p21 dir. Bu genin triini cdk

(Cyclin dependent kinase) aktivitesini engelledigi i¢in G;-S gegisinde ¢ok

CIPI/WAF1

onemlidir. p21 ile p53 arasindaki etkilesimin hiicrenin ¢ogalmasinin

kontroliinde énemli rol oynadig: disiiniilmektedir. p53” iin cdk aktivitesini inhibe

CIPI/WAFI

eden p21 genini uyardigi ve direkt olarak PCNA (Proliferating Cell
Nuclear Antigen) ile baglanabildigi son zamanlarda yapilan galigmalarda tespit
edilmisgti. PCNA ise DNA replikasyonunda yer alan, DNA polimeraz o
enziminin aktivasyonu igin gerekli bir proteindir [194] (Sekil 3.1).

p53 normal tipi, in vitro ortamlarda Ber (Base Excision Repair = baz
ekleme ¢ikarma tamiri) proteinini ve yine aynt mekanizmada gorev alan ERCC3
faktoriinii stimiile ederek tamir mekanizmasiyla iligkili oldugu ileri stirilmiistir
[133,195]. _

p53’ iin kemirgenlerde 5.8 rRNA' ya kovalent bag ile baglandigi ve
dolayistyla p53” in, tRNA' nin ribozoma baglanmasinda énemli rolii olan 5.8
rRNA' nin kontroliinde, islevinde veya transportunda rol oynayabilecegi
dissiiniilmektedir [15]. Yapilan yeni ¢aligmalarla, p53” tn farkl bir sitoplazmik
aktivitesi olarak alternatif bir mekanizma ileri siirilmektedir. Translasyonal
kontrolii icine alan bu mekanizmada, p53 kendi mRNA’ st dahil belirli bazi

mRNA tiirlerinin translasyonunu engelleyebilmektedir [133].
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Sekil 3.1. p53 proteinin aktivasyon mekanizmalanmn kontrolii ve etkiledikleri hiicre
fonksiyonlann [178, 185, 194] kaynaklardan modifiye edilmistir
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3.2. Mdm2
3.2.1. Mdm2 Gen ve Proteini

Mdm?2 (Murine double minute 2) geni ilk kez double minute kromozomda
yer alan, amplifikasyona ugramis bir gen olarak tarif edilmis olup Balb/c3T3
hiicrelerinin transforme tipi olan 3T3DM” lerde gériilen kromozom gesitidir [196].
pS3° tn ise kanigtigt G; fazi birgok yolla engellenebilmektedir. Ornegin RKO
hiicrelerinde, Mdm2 proteinin ekpresiyonu, p53-Mdm2 interaksiyonuna neden
olmaktadir. Bu nedenle p53”° iin G,” deki transaktivasyonu kaybedilmektedir ve
radyasyona cevap verilememektedir [197].

Cesitli insan tiimorlerinde ekspresse edilen mdm?2, yeni bir proto-onkogen
gesidi olarak ele alinmaya baslanmistir. Ciinkii onun diriinleri, diger tiimér
baskilayicilarinin aktivitelerini nétrallestirmektedir [196]. Mdm2’ nin, timér
baskilayici proteinler igindeki ana hedefinin p53 proteini oldugu gosterilmistir
[198].

Mdm?2 en az 12 ekzon ve iki tane promotorii olan ve 90 kDa molekiiler
agirlikta, p53 ile baglanabilme 6zelligi tasiyan bir protein kodlayan bi; gendir.
Birinci promotér, genin yukar: bolgesinde ve ikinci ise promotér birinci intronda
yer almaktadir. Ikinci promotor gerek farelerde gerekse insanda igerdigi iki p53-
baglanma bolgesinden dolayr pS53 tarafindan kontrol edilmektedir [199-201].
Farede Mdm?2 proteini 489 aminoasitten ibaret olup 14-130 bolgesi p53 baglanma
bolgesidir. Bunun insanda 19-102 bolgeler oldugu tesbit edilmistir [202-204].

p53 geninin aktivasiyonunun gerek mdm2 ve gerekse cipl (gogalma
inhibitérii ve onun gibi c¢ogalma inhibitorleri) gibi genlerle ayni promotor
tizerinden gergeklestigi ve s6z konusu iki genin ekspressiyonunu etkiledigi rapor
edilmistir [196,205]. Mdm?2’ nin ekspressiyonun ana hedefinin ise p53” in
¢ogalma inhibitorleri tizerindeki etkisini azaltmak oldugu ileri stiriilmiistir [206].

Bu etkilesim iizerine ileri siiriilen diger bir modelde, DNA’ da meydana
gelen bir hasar, Mdm2 ile p53 arasinda olusacak kompleksi engellemekte veya en
azindan geciktirmektedir. Bu durumda p53 etkisi ile, gogalma inhibitor genleri

(cip1 gibi) harekete gegip hiicre dongisiini engellemektedir ve bu sekilde hasarli
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DNA’ nin replikasiyonunu engellenmektedir. Buna gore Mdm2 ve p53 arasinda
kompleks olusturma mekanizmasi —bir gekilde—kontrol edilmektedir [207].
Mdm?2’ nin promotorleri, p53 proteini tarafindan baskilanmaktadir. Ancak
ortamda Mdm2 proteini oldugu zaman, p53” tGn TATA kutularina yaptig
baskilama islemini engellemektedir. [196]. Mdm?2’ nin promotérleri alternatif
olarak transkripte edilmelerinden dolay:r farkli kodonlarin iginde baslayan
translasyon, Mdm2 proteininin de farkli olugmasina neden olmakta ve sonugta
p53 ile baglanmasint etkilemektedir [196]. Yapilan gesitli galigmalarda, bazi
hiicrelerde (LTR6) mdm2 geninin her iki promotériinden olan transkipsiyon orani
ile proteininin kisa ve uzun formlar: arasindaki oranin degismedigi [201] ve hatta
insan keratinosit hiicreleri gibi bazi hiicrelerde p53° iin olmadig: bir ortamda tam
bir Mdm2 proteininin bulundugu saptanmigtir [208]. Tiim bu sonuglar p53 ve
Mdm2 arasinda sitki bir kontrol oldugunu ifade etmektedir. Bu kontroliin
kayboldugu transforme ve kanserli hiicrelerde ise mdm2 geninin
transkripsiyonunun alternatif siplayzing ile oldugu ve Mdm2 proteininin p53 ile
baglanma 6zelliginin kayboldugu rapor edilmistir [209-211]. Bu kigiik N-
terminalli olan Mdm2 formlarinin normal hiicrelerde, kanserli ve transforme

hiicrelere goére daha az gorildiigu yine bir baska galismada ortaya konmusgtur
[196].

3.2.2. Mdm2-p53 kontrol mekanizmasi

Mdm2 p53’ ii negatif olarak kontrol eden bir proteindir [197-212]. Mdm2
olmayan ve p53 igeren fare embriyolarinin oldugi tespit edilirken, p53 geni
alindiktan sonra, s6z konusu embriyolarin normal yaslarinda oldikleri tespit
edilmistir [213]. Bu negatif kontrol iki sekilde oldugu ileri striilmektedir.
Birincisi, Mdm2 sitoplazmik proteozomlarda p53’ iin pargalamasini saglar ve
boylece her hangi bir stressle karsilasmayan hiicrelerde pS3 seviyesi distik
tutulmaktadir [214]. Mdm2 E3 ubiquitin-protein ligaz ile birleserek kazandig
ligaz aktivitesi ile p53” in ubiquitinasyonuna neden olur ve bu da p53” fn

proteozomal degradasyonu ile sonuglanmaktadir [163,215-216].
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ikinci mekanizma ise p53” Gin transkripsiyonal aktivasiyonunun negatif
olarak kontrol edilmesidir. Mdm2, p53” e koaktivatorlarina baglanmasini yada
yeni bir p53-bagimli gen ekspresiyonunu engelleyerek p53” iin
transaktivasiyonunu ve boylece apoptosis yetenegini engellemektedir [214]. Ayni
zamanda Mdm2’ nin p53’ Un transrepressyon fonksiyonunu engelleyebilecegi
distiniilmektedir. Diger yandan p53 ozgil olarak mdm2 genine baglanir ve
transkripsiyonunu uyarir ve bir negatif feed-back mekanizmasina yol agmaktadir
[196].

Mdm?2 ve p53 arasindaki etkilesimi 6zellikle genotoksik bir faktére maruz
birakilan hiicrelerde yapilan galigmalar gostermektedir. UV iginlarina maruz
birakilan C127 hiicrelerinde, pS3 stabilizasyonu ve Mdm2 indiiksiyonu arasinda
oldukga belirgin bir gecikme oldugu gozlenmigstir [207]. Dolayisiyla, p53
proteininin transkripsiyonal aktivasyon hedefi olan diger proteinlerin ayni
kosullardan etkilenmis olma olasiligt bulundugu oOne surilmistir. Gamma
radyasyonunun bazi hiicrelerde Mdm2 mRNA’ sinin hizli indiiksiyonuna neden
oldugu ve G1 fazinda durdurulan hiicreleri bolinmeye sevk ettigi rapor edilmigtir
[197]. Mdm2’ nin indiklenmesine bagh olarak p53 genindeki upiquitinasyon
arttig1 ve dolayisiyla p53 tiriiniin azalmasina yol agtigi bildirilmigtir [215].

Momand ve Zambetti [217], Mdm2” nin farkli hiicrelerde p53” iin degisik
formlarina baglanabilecegini tespit etmislerdir. 3T3DM hiicrelerinde Mdm2’ nin
tim p53 proteinlerine baglandigi halde Balb/3T3 hiicrelerinde veya normal
fibroblastlarda baglanmamigtir. [217]. Piette ve ark. 97 [196] ise bir baska
calismada Mdm?2 ve p53’ ii serbest olarak aynt anda bulundugunu repor ederek bu
durumun fosforilizasyon mekanizmasina bagli olmadig: ilert siirmistir. Bu
bulgunun aksine, iyonize radyasyona maruz kalma sonucu, hiicrelerdeki p53
proteininin stabilize olmasinin, Mdm2’ nin bir fosforilizasyon-fosforilizasyon
mekanizmas: tarafindan baskilanmastyla oldugu bulunmustur. DNA hasan ile
aktif olan p53 once serl5 ve thr18 de fosforile olmakta ve boylece Mdm2’ nin
etkisinden kurtularak stabilize hale gelmektedir [218]. insanda, DNA-fosfokinaz
veya ona bagl kinazlar p53” iin fosforilizasyonuna neden olmakta ve boylece

Mdm2 ile p53’ iin birlesmesinde rol oynamaktadir [196,219]
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Mdm2’ nin p53 tizerine bu gekilde negatif kontrolii olmasina ragmen,
noroblastoma dahil bazi insan tiimorlerinde, p53” Gin Mdm2’ nin neden oldugu
degradasyona dayanikli oldugu ve sonug olarak s6z konusu hiicrelerde anormal
seviyede devamli olarak birikim gosterdigi gozlenmistir [214]. Bu
dayanikliliginin ise aynen fosforilizasyon-fosforilizasyon mekanizmasinda oldugu
gibi p53’ Un gegirdigi kovalent modifikasyonlarla ilgili oldugu rapor edilmistir
[214].

Mdm2’ nin apoptosis igin bir negatif regiilator olarak is gordigii diger bazi
aligmalarda gosterilmistir. Ornegin; insan glioblastoma hiicrelerinde, yiiksek
seviyelerde Mdm2 scntezinin bu hiicrelerde cisplatin ilc saglanan apoptosisi
azalttig1 gorilmastiir. Oysa antisense Mdm2”’ nin bu hiicrelerdeki varlig:1 apoptosis
yeteneklerinin artmasina neden olmusgtur [220].

Haupt ve ark. [215] c-myc onkogeninin aktivasyonundan sonra aktiflesen
pS3 ve ona bagli apoptosisin Mdm?2 ile inhibe edildigini rapor etmigtir. mdm?2 bir
onkogen olarak kabul edilmekte ve hiicrelerde normalin {izerinde sentezi
transformasyona neden olmaktadir. Mdm?2 ile transforme olmus NIH3T3 ve Rat 2
hiicrelerinde, Mdm2’ nin yitksek seviyede sentez edildigi ve insanda Mdm2
geninin lokalize oldugu 12q13-14 bdlgesinin, insan sarkomalarinin bir ¢ogunda
amplifike oldugu anlagtimistir [221] (Sekil 3.2). Ornegin, mdm2 geninin,
astrositoma Ozofagal, osteosarkoma veya testis hiicrelerinde amplifike oldugu
bulunmustur [222]. Mdm2’ nin proteinin yitksek seviyede olmasi genin
amplifikasyonuna bagli oldugu gibi [222-223] bazi ¢aligmalarla kanserli
hiicrelerde, mdm?2 geninin amplifikasyonuna bagli olmadan da protein seviyesinin
yiiksek oldugu tespit edilmistir [224-225].

Mdm2’ nin aktivitesi, fiziksel benzerlik gosteren MdmX adindaki bir
bagka protein tarafindan kontrol edilmektedir. Hem Mdm2’ nin sentezinin artigina
ve hem de onunla etkilesim gosteren p53” iin pargalanmasina neden olmaktadir
[196]. Bir baska calismada, MdmX’ 1n p53 ile birlikte aktivite gosterdigi ve
MdmX’ 1n daha kisa bir formu olan MdmX-§’ in ise transforme hiicrelerde sentez
edilerek p53° ¢ MdmX’ ten daha etkili bir sekilde baglandigi, dolayisiyla

apoptosis ve gogalmada énemli rol oynadigi bulunmustur [226].
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Mdm?2’ nin onkogenik aktivasyonlar sonucu kontrol edildigi yapilan yeni
caligmalarla gosterilmistir. Ries ve ark. [227] Ras onkoproteininin baslattigi Raf/
Mek/ MAP kinaz yolunun Mdm?2’ nin aktivitesini p19 adinda bir protein varlig
ile kontrol ettigini ileri sirmiiglerdir. Burada, p19 Mdm2’ yi inhibe ederek p53’ i
parcalanmaktan koruyarak hiicre dongisiinii durdurmakta ve apoptosise neden
olmaktadir. Fakat p19 dan yoksun hiicrelerde Raf/ Mek yoluyla Mdm2 artarak
p53 pargalanmakta ve boylece tumor gelisimi gézlenmektedir (Sekil 3.2).

Burada p19, Mdm2-E3 kompleksine baglanarak ligaz aktivitesini bloke
eder ve proteozomal pargalanma meydana gelmemektedir [163,228]. Ras/ Raf/
Mek yolu p19 ve p53’ iin yani sira E2F-1 aktivasiyonunun artmasi yoluyla p16 ve
p21°" proteinlerinin artigina neden olmaktadir. Bunlarin kontrolii ile p19-Mdm2-
p53 dongusiini igeren fare hiicrelerinde prematiire 6limler génilmektedir [228-
230] (Sekil 3.2).

Onkogenik H-ras’ 1n aktif oldugu kemirgen fibroblast hicrelerinde p16 ve
pl9’ un her ikisinin yada yalmz pl9 veya p53° in yoklugu morfolojik

cipl

transformasyona neden olmaktadir [216,228] yine p21™*" ve pZIki"l (Cyc-bagiml
kinaz) yolunda, p21™ hiicre dongisiniin tamamlanmas: igin gerekli genlerin
fonksiyonlar etkilemek suretiyle transformasyona neden olmaktadir [228].

p19’ un bir transkripsiyon faktori olan Dmpl tarafindan uyarildig: ve fare
fibroblast hiicrelerinin p53-bagimli hiicre dongiisiinii durdurarak ile cevap verdigi
Honda ve ark. [216] tarafindan rapor edilmistir. Fakat Dmpl-yoksun hiicreler
pasajlandig1 zaman pl19, Mdm2 ve p53 seviyeleri normal hiicrelere gore disiis
gostermis ve o6liim gozlenmistir. Yine bu Dmp1” 1n yoksun hiicreler onkogenik H-
ras ile morfolojik olarak transforme olabilmiglerdir [216].

p53” iin negatif regiilatorii olan p19™%, p16™"" (Cdk4 inhibitoris) ile ayni
lokusu paylagmakta olup alternatif okuma gergevesi de genel bir ikinci kodlama
eksonundan belirlenmektedir [233]. Myc, EIA ve E2F-1 adenoviruslari, v-abl ve
onkogenik ras tarafindan indiiklenen p/9 yukarida anlatildig: gibi p53” G stabilize
eder ve boylece cipl (Cdk2 inhibitorii) gibi pS3-cevapli genlerin uyarilmasini

saglamaktadir. Hiicre dongisiinde gorevli bu genlerin uyaniimas: hicrelerin S

fazina girigine neden olmaktadir [228].
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Resptorlerin aktif ettifi ras’ in, ras-bagimli ekstraselliilar sinyal regiile
edilmis kinaz (Erkl ve Erk2) yolunun aktivasyonuyla aktif hale gelen CycDI-
cdk4 ve Cip/Kip kompleksi Rb fosforilizasiyonuna neden olmaktadir. Bunun
sonucu, Dma tizerindeki E2F-Rb kompleksinden Rb’ nin ayrilmas: ve dolayisiyla
baskilanmis genlerin aktivasiyonu meydana gelmektedir. Bu aktivasiyon
yollarinda bir tanesi E2F- transaktive edici aktivasyonu sonucu p/9*%
promotoriin indiklenmesi ve prematire 6limi olmasidir. Bir digeri ise E2F-cevap
genlerinin aktivasiyonu sonucu Cyc B ve Cyc A’ nin sentezlenmesiyle hiicrenin S
fazina baglamasidir [228].

p53 mutasyonu ilc birlikte Mdm2’ nin yiksck seviyedc scntezlendigi
durumlar da bulunmaktadir [196]. Arastirilan 104 insan kanser vakasindan 12
tanesinin yalnizca p53 mutasyonu, 10 tanesinin yiiksek seviyelerde Mdm2 sentezi
veya amplifikasyonu ve 1 tanesinin hem yiiksek seviyede Mdm?2 sentezi ve hem
de p53 mutasyonunu rapor edilmistir [231]. Yumusak doku kanseri iizerine
yapilan baska bir g¢aligmada ise p53 mutasyonu ve Mdm2 yiiksek seviyede
sentezinin prognosis ile baglantili oldugu tespit edilmistir [232]. Sezary sendrom
tizerine yapilan bir bagka galigmada, p53 mutasyonu ve yiiksek seviyede Mdm2
sentezlenmesi malignansiye hiicresine yol agtigi ileri surilmasgtir [233].

Elde edilen tiim bu bulgularin aksine, yapilan bazi galigmalarda p53 ile
mdm?2 arasinda benzer bir iligki bulunmadigt ve mdm?2’ nin tek basina, hicreleri
transforme edebildigi bulunmustur [211,234]. Mdm?2’ nin transforme edebilme
yeteneginin N-terminal kuyrugunda meydana gelen delesyon sonucu ortaya ¢iktig
gerek sidik kesesi gerekse yumurtalik kanserlerinde yakin bir zamanda
gosterilmistir [211]. Ilk onceleri, mdm?2’ nin tek basina hucreleri transforme
edebilme yetenegi, p53 normal tipini sentezleyen hiicrelerde ortaya konmug [196]
ve takibeden caligmalarla, bu onkogenik 6zelligin gogalmay: baskilayan p53” G
inhibe etme yoluyla gergeklestigi ileri stiriilmastiir [235].

Bununla birlikte, p53” ten yoksun olan hiicreler, yiiksek seviyede Mdm2
sentezi ile transform edilebildigi [235] ve bu transformasyon gerceklesirken p107
proteininin ortadan kalktig1, bunun sonucunda da hiicrelerin G, duraklama fazini
atlattigi ileri siiriilmektedir [234]. Yiksek seviyelerde sentez edilen Mdm2

proteininin, p53 proteinine sahip olan ve olmayan meme bez hiicrelerinde S fazina
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girmeleri sonucu poliploidi ve kanserlesme belirtilerinin ortaya ¢ikmasina neden
oldugu belirtilmigtir [236].

Insanda mdm2 genin bulundugu 12q13-14 bolgesinde genellikle cdk4
(Cycline Dependent Kinase) geni de bulunmaktadir. Kanserlesmede, s6z konusu
bolgenin amplifikasyonunda cdk4’ tin de amplifikasyonu so6z konusu olmaktadir
ki cdk4’ iin tumorlegsme mekanizmasinda bir roli oldugu ileri striilmektedir
[237]

Mdm2 proteininin gerek ribozom biyosentezinde gerekse translasyonal
regiilasyonda yer aldig: diigiinilmektedir. Bunun genellikle Mdm2 proteininin 5S
rRNA’ ya baglanan L5 proteini ile etkilesimine bagli oldugu ileri striilmektedir.
Mdm2 proteinini yiksek seviyede sentez eden hiicrelerde, Mdm2, L5 ve.SSrRNA
ugli kompleksinin yanisira, Mdm2, p53, L5 ve 5SrRNA dortli kompleksinin
bulundugu gosterilmigtir. SSTRNA-LS protein komplesinin memeli hiicreleri
nukleoplazmasinda saklanmas: ribozom sentezi igin kaynak olusturmaktadir ve
ayrica 5STRNA, nukleus ile sitoplazma arasindaki gegisini saglamaktir. Boylece,
ribozom biyosentezinin regiilasyonunda, Mdm2’ nin sézkonusu L5

fonksiyonlarini kontrol etme yoluyla rol aldig: diigiinalmektedir [238-239].
3.2.3. Mdm2-p53 kompleksi ve embriyo gelismesindeki rolii.

Mdm2 mRNA’ si oositin 1. ve II. asamalarinda tespit edilmis olup VI. ve
V. asamalarina dogru yavas yavas artarak maksimum seviyeye ulastigive sonra
tekrar azalmaya basladigi rapor edilmistir [240]. Embriyo blastula agamasina
kadar geldiginde Mdm2’ nin seviyesi tespit edilemeyecek kadar azalir. Buna bagl
olarak, mitozun ilk asamalarinda, pS3 aktivitesinin baski altinda tutuldugu ileri
siiriilmektedir [240]. Bu da aynt zamanda, Mdm2” nin oogenesis sirasinda sadece
p53’ iin transkripsiyonal aktivasiyonuna bagli olmadigini gostermektedir. p53 ise
fertilizasyona kadar biiyikk olgide sitoplazmik kaynak olarak tutulmakta ve
devreye sokulmamaktadir [240]. Embriyonun daha sonraki asamalarinda, Mdm2
proteini, pS53 proteininin seviyesini ve aktivitesini kontrol etmek igin
bulunmaktadir ve p53 seviyesine bagli olarak hareket etmektedir. Xenopus laevis’

da, Mdm2 proteininin p53 seviyesine bagli olarak arttig1 gosterilmistir [240].
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Fare embriyonik geligimi sirasinda, Mdm2 devamli olarak diisiik
seviyelerde sentez edilirken [213] zebra baliginin gelisiminde daha sonradan
sentez edildigi gorilmistir [196]. Gamma radyasyonuna maruz birakilan fare
embriyolarinda, yiksek seviyelerde bulunan Mdm2’ den dolayr p53
aktivasyonunun engellendigi tespit edilmistir. Bu durum ise DNA’ da hasar

oldugu zaman Mdm2 ile p53 kompleksinin olusmadigini savunan modeli gegersiz
kilmaktadir [241].

3.2.4. Mdm2 ve terminal farkhilasma

Mdm2 mRNA’ sinin, beyin, kas veya testis gibi dokularda yiiksek
seviyelerde oldugu tespit edilmistir [196]. C2C12 miyoblast hiicrelerinin
farklilagmast sirasinda, Mdm2 proteininin normalden fazla sentezinin MyoD
genine bagli farkliagmayi, MyoD1 geninin transkripsiyonu engelleme yoluyla
yaptig: belirlenmistir [242]. p53 transkripsiyonal aktivitesinin ayni hiicrelerin
farklilagmast igin gerekli oldugu baska bir galigma ile tespit edilmistir [243].
Ancak, kas farklilagmasinda, Mdm2-p53 loopin direkt etkisi heniiz
bilinmemektedir [243].

Normal ve farklilagma durumunda olan deri hiicreleri {izerinde yapilan bir
caliygmada, Mdm2 ekspressiyonunun farklilagmanin son asamasina gelen
hiicrelerin gekirdeklerinde oldukga fazla oldugu tespit edilmistir. Bu hiicrelerde,
p53 geninin mutasyona ugramasi, Mdm2’ nin artigini etkilemigtir. Ayrica C2C12
miyoblast gibi bazi hiicrelerin farklilagsmast sirasinda Mdm2’ nin, p53
proteininden bagimsiz olarak arttig1 tespit edilmistir [226].

1999 yilinda Alkhlaf ve ark. [244] tarafindan yayinlanan bir makalede
Mdm?2 epidermal hiicrelerde ckspresse edildigi zaman p53” e bagimli kalmadan
farklilasmaya yol agabildigini ve tiimorlesmeye neden olmadigini savunulmustur.
Keratinosit hiicrelerinin farklilagmas: sirasindaki Mdm2’ nin artist ve p33” Un
azalist s6z konusu hiicrelerin farklilagma programinda bir rola olabilecegini
gostermektedir [245]. Fakat Mdm2’ nin miyoblastlarinin farklilagmasinda roli
olan MyoD proteinini inhibe ettigi igin miyoblast hiicrelerinin farklilagmasinda bir

gorevi olmadigi dusiinilmastir [242].
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3.3. p19

pl9 geni INK4a gen lokusunda bulunan alternatif okuma cergevesine
(alternative reading frame= ARF) sahip bir tiimor baskilayici gendir . p19 proteini
ise 169 amino asitten ibaret, alternatif splayzing gegiren bir mRNA molekiiliiniin
tirlinii olup hiicre ¢ogalmasini bloke etmektedir ve interfaz agamasinda ¢ekirdek
icinde lokalize olmaktadir [75].

p19"%F p53” ii stabilize eden bir proteindir [75]. p19° un bu etkisini nasil
yaptigint agiklayan farkli ¢aligmalar yapilmistir. Bu ¢aligmalarin bazilarinda
p19ARF>
boylece Mdm2’ nin pS3’ e baglanmasim engelledigi ileri surulmektedir [74-
75,216,246]. Baz: galigmalarda ise p19™*" | p53-DNA kompleksine direk olarak
etkilesime girmektedir [75,216]. ARF-p53’ ten yoksun olan hiicrelerin daha ¢abuk
gogaldiklan tespit edilmigtir [246].

in p53’° U destabilizasiyonunu saglayan Mdm2 proteinine baglandigt ve

Kamijo ve ark. [74] fare embriyo hiicrelerinde, p53 ve p19’ un yaglanmay1
kontrol ettigini ve p19” un G1 fazinda durmay: uyarabilmesi igin normal p53’ e
gerek duydugunu ileri siirmiiglerdir. Bates ve ark. [73] ileri siirdigii bir modele
gore, Rb’ nin kayb: yada onkogen aktivasyonu gibi anormal ¢ogalma sinyali
sonucunda hiicrede E2F-1 adindaki transkripsiyon faktoriniin aktive olmasi p14
(p19’ un insandaki homologu) proteininin sentezini aktive etmektedir. Aktif pl4
ise p53 proteininin Mdm?2 tarafindan pargalanmasini engellemekte ve bdylece
hiicre apoptosise gitmekte yada hiicre dongiistinii durdurmaktadir [247].

Bir baska calismada ise, DNA hasart oldugu zaman aktif hale gelen p53'
iin, p19 aracilig: ile aktif edilmedigi yani p19 seviyesinin artmadigi, fakat bunun
aksine ras onkogeni ile aktif edilen p53’ tin, p19 aracilig: ile aktif oldugu tesbit
edilmistir [76]. Ayrica bazi kanser tiplerinde de tespit edilmis olan pl‘?“\RF > 1n
l.ekzon bolgesindeki mutasyonlarin p19” un hiicre dongisini durdurama
yetenegini yok ettigi belirlenmistir [248]. p19ARF' tan yoksun embriyo kokenli
fibroblast hiicreleri gok sayidaki pasajdan sonra herhangi bir yaslanma krizi

yasamamislar ve boylece H-ras onkogeni ile transform edilerek
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olimsizlestirilmiglerdir. Oysa pl9 heterozigotunu tagiyan fibroblast hiicreler
pasajlardan sonra kriz gegirdikleri tespit edilmistir [75,248].
Onkogenik ras, insan ve kemirgen fibroblastlarinin INK4a/ARF tiimor

baskilayict lokusunun iki iiriiniinii olan p16™** ve p192RF

u indiiklemektedir.
Bunun sonucunda, hiicreler yaslanmiga benzer bir hal alarak hiicre déngiisiini
durdurmaktadirlar, p19™** p53 transkripsiyon faktoriinii aktif ederken, p16™%*
siklin D” ye bagl kinazlara karg1 antagonist aktiviteye sahip oldugu goriilmistiir.
INK4a/ARF, tek ARF veya pS3’ ten yoksun olan olimsiizlesen kemirgen
fibroblast hiicreleri, onkogenik ras’ 1n biiyiime inhibitorlik etkisine kargt direngli
olmaktadirlar. Bu 6zellikte olan hiicreler ayni zamanda ¢ogalmaya devam ederken
morfolojik degisikliklere ugrayarak transforme olmaktadirlar [228]. Onkogenik
ras, Gl fazinin durdurulmasinin indiklenmesi yerine DNA sentezini
etkilemektedir. Dolayisiyla anormal bir niiklear boliinme, sitokenesis bagarisizligi
ve sonugta poliploid hiicresinin meydana gelmesine neden olmaktadir [228].

Mdm2, p53’ iin inhibisyonunu saglarken, p53” iin C-terminal kuyrugunu
ubiqutinlestirerek  gergeklestirmektedir. Oysa pI19™** | Mdm2’ nin
ubiqutinlegtirme aktivitesini engellemektedir [216]. p53” iin, Mdm2 tarafindan
ubiqutinlestirmesinin yam: sira aynit zamanda fosforilizasyonu da p53° iin
dayanikliligini saglamaktadir.

pl9 niillizomi tagiyan farelerde, multible kanserin gelismedigi ve
dolayisyla p19> un Mdm2-p53 yolunun diginda bagka bir yol izledigi ileri
striilmektedir [249]. p53” in olmadig: hiicrelerde, p19**" 1n hiicrelerin
bityiimelerini bilinmeyen bir mekanizma ile baskiladig: tespit edilmistir. Fakat bu

baskilama olay1 hangi mekanizma ile oldugu bilinmemektedir [250].
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4. MATERYAL ve YONTEM

4.1. Kullanilan Materyaller

4.1.1. Antikorlar

Fare B-aktin antikoru (Sigma), kegi IgG antikoru (Santa Cruz sc -2022),
fare IgG antikoru (Santa Cruz sc -2008), fare MDM2 antikoru (Santa Cruz sc -
965), fare N-ras antikoru (Santa Cruz sc-32), kegi p19°%" antikoru (Santa Cruz sc
-32), p53 antikoru (Santa Cruz sc -99).

4.1.2. Kimyasal maddeler

Akrilamid kanigimi (%30) (Sigma), Aprotinin (Sigma), Deksametazon
(Sigma), Dulbecco’s Modification of Eagles Medium (DMEM) (Sigma), ECL
(Enhanced Chemiluminicance) soliisyonlar1 (A, B) (Amersham), F&tal Sigir
Serumu (Sigma), At Serumu (Sigma), Protein Marker (Sigma),
Penisilin/Streptomisin soliisyonu (Sigma), Puks saline A (PSA)(Sigma), Tripsin-
EDTA soliisyonu (Sigma).

4.2. Hiicre Kiiltiiri

Deneyde kullanilan CO25 ve atast olarak bilinen fakat insan mutant N-ras
onkogenini tagimayan C2 miyoblast hiicreleri, East Anglia Universitesi, Biyolojik
Bilimler Okulu, Molekiiler Biyoloji Béliimiinden saglanmistir. Her flaska bir
milyon hiicre olacak sekilde, thoma laminda sayilarak ekilmistir. Miyoblast
hiicreleri normal biiyiime ortami olan %10 FBS (Foetal Bovine Serum), %1 L-
glutamin ve 100 tinite/ml penisilin/streptomisin igeren Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) iginde, %5 CO, ve %95 hava verildikten sonra 37 °C’deki CO;

inkiibatoriinde (Hearouse) buyttilmuslerdir.



CO25 hiicrelerin transformasyonu ve tasidiklari insan mutant N-ras
onkogenini inditklemek amaciyla, yaklagik %80 sikliga ulasan hiicreler %10 HS +
1puM/ml deksametazon igeren besin ortamunda dort giin biyiitilmiiglerdir.
Deksametazon, steril distile su iginde 200uM stok seklinde hazirlanmis ve —
20°C’de saklanmustir.

C2 ve CO25 miyoblast hicreleri, yukarida s6zii edilen her ii¢ ortam igin
yeterli hiicre sayisi elde etmek amaci ile %10 FBS’de kiiltiir edilmislerdir.
Buradan her flaska bir milyon hiicre olacak sekilde farkli besi ortamlarina
aktanlarak, her biri 12, 24, 48, 72 ve 96 saat inkiibe edilmislerdir. Hiicrelerin besi

ortami her giin yenisi ile degistirilmistir.
4.3. Hiicre Biiyiime Egrisi

CO25 miyoblast hiicreleri, FBS, HS ve HS+DEX ortamlarinda her flaska
bir milyon hiicre olacak sekilde kiiltiir edilmigtir. Her biri 12, 24, 48, 72, 96 saat
inkiibe edilmiglerdir. Hiicreler, belirtilen zaman periyodunda sayilmasi i¢in 1 ml
Tripsin-EDTA ile 37 °C de 5 dakika veya hiicreler birbirinden ayrilana kadar
inkiibe edilmislerdir. Hiicreler thoma lamel ile sayilmistir. Bu deney ii¢ kez ayn
ayr olarak yapildiktan sonra, toplam deneylerden alinan sonuglarin ortalamasi

alinmugtir.
4.4, Hiicrelerden Kromozom Elde edilmesi

CO25 ve C2 miyoblast hiicrelerin besiyeri uzaklastirildiktan sonra 1 ml
(2X) tripsin uygulanmasiyla hiicreler birbirinden ayrlarak flask tabanindan
kaldirilmistir. Daha sonra 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek hiicreler
toplanmustir. Tripsini igeren siipernatant atilmig, 37°C’de % 0.4 KCl soliisyonu
damlatilmis, hiicreler siispanse edilmistir ve yaklasik 50 damladan sonra 15 ml %
0.4 KCI solisyonu hizli bir sekilde eklenmistir. Bu asamadan sonra hiicre
sispansyonu 37°C 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan 1000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek hiicreler toplanmistir. Siipernatantin

atilmasindan sonra fiksatif (3:1 metanol : asetik asid) 6nce damla damla eklenmis
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ve karistirilmig, ardindan 15 ml hizla eklenmis ve tekrar kangtirilmistir. Oda
sicaklifinda 20 dakika inkiibe edildikten sonra tekrar 1000 rpm’de 10 dakika
santrifij edilmistir. Fiksatif igeren supernatantin yaklagtk 1 ml’lik kismi
brrakilarak kalan kismi atilmistir. Geriye kalan hiicre siispansiyonu, 1N nitrik asite
birakilmis ve sogutulmug lamlara damlatilarak preparat hazirlanmustir.

5 ml tampon A (% 4.53 KH,PO4 pH= 4.8), 5 ml tampon B (% 5.93
Na;HPO4.12H,0. pH= 9.3), ve 5 ml siv1 Giemsa soliisyonunda hazirlanan boyama
soliisyonu iginde yayma preparatlar 20 dakika boyandiktan sonra entellan ile
kapatilarak daimi preparat haline getirilmistir [251]. Her hicre tipinden g
preparat hazirlanmig, her preparattan 20 figir, normal kromozom sayist ve
poliploidi sayilarak iki hiicre tipi karsilagtinlmistir. Boyanan kromozomlarin

fotograflari gekilmigtir.
4.5 Toplam Protein Analizi
4.5.1 Toplam protein ekstraksiyonu

Toplam protein ekstraksiyonu Sambrook [252] gobre yapilmigtir.
Hiicrelerden soguk bir ortamda besi ortamu uzaklastirilmigtir. Flask yiizeyine
yapisik olarak bulunan hiicreler soguk PBS tamponu (137 mM NaCl, 2.7mM KClI,
15 mM KH;PO4, 8 mM Na;HPQ,) ile yikandiktan sonra tizerine lizis soliisyonu
(50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, % 0.02 sodyum azid, % 1 NP-40, 100 pg/ml
fenilmetilsiilfonilflorid (PMSF), 1pg/ml aprotonin) eklenip buz iizerinde, her 5
dakikada bir calkalanarak toplam 20 dakika bekletilmistir. Daha sonra lizize
ugramis hiicreler, hiicre siyirict ile flasklardan siyrilarak dikkatli bir sekilde
toplanarak mikrosantrifiij tiipine aktarlmis ve 13000 g’ de +4°C’de 10 dakika
santrifij (Heraouse) edilmistir. Siipernatant kismi alinarak analiz igin kiigik
voliimlere ayrilarak —20°C’de saklanir. Protein konsantrasyonu Bradford yontemi

kullanilarak spektrofotometre (Schimadzu) ile tespit edilmistir [252].
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4.5.2 Jel elektroforezi (SDS PAGE)

Herbir 6rnekten alinan 60 pg protein, 10 pl 2X jel yiitkleme tamponu (% 4
SDS, %20 gliserol, 100 mM Tris-Cl (pH 6.8), 200mM DTT, % 0.2 Bromfenol
blue) ile karistirlmigtir. Protein ve jel yikleme tamponu karigim: 100°C’de 4-5
dakika kaynatilarak denatiire edilir. % 12’lik bir SDS poliakrilamid mini jelde
yuritilur. Elektroforez, 6nce toplayici jel icin 80 V sonra ayiric jel igin 120 V
elektrik akimi uygulanarak, Tris-Glisin elektroforez tamponu(0.25 M Tris, 1.92 M
glisin) i¢inde gergeklestirilmistir. Molekiiler agirlik standardi ayni jelde, protein
orneklerinin hazirlandig: gibi hazirlanarak ayr bir siitunda yliritilir. Bromfenol
blue boyasi, jelin sonuna gelene kadar akim uygulanmistir. Western blott igin
kullamilmayacak jeller ya da western blottan sonraki jeller, Coomasie brilliant
blue boyas: ile 2 saat boyanarak, daha sonra Destain tamponu (% 20 metanol, %
13.3 glasiyal asetik asit) ile yikanarak % 7 glasiyal asetik asit iginde saklanmistir

ve bantlar1 incelenmigtir [253].

4.5.3 Western blotting

Jel ile ayni ebatlarda nitrosellilloz (0,45 pum) filtreden bir parga kesilen
nitroselliiloz filtre distile su ile hava kabarciklar: kalmayincaya kadar islatilmigtir.
Alt1 tane 3MM Whatman kagid: transfer tampon (39mM glisin, 48mM Tris-base,
%0.037 SDS, %20 metanol) i¢ine alinmistir. Elektroblotterin alt tnitesine,
transfer tampon ile islatilmig ii¢ tane Whatman kagidi yerlestiniimigtir. Bunun
iistiine nitroselliiloz filtre aym sekilde yerlestirilir. Daha 6nce hazirlanan jel distile
su ile yikanarak nitroselliloz filtrenin iistine yerlestirilmistir. U¢ Whatman kagid:
jelin tistiine yerlestirilerek ve istiine blotterin st iinitesi kapatilmistir. Protein
transferi icin 0.65 mA/cm” elektrik akimi saglandiktan sonra 1-2 saat
bekletilmistir. Proteinlerin transferinden emin olmak igin bir gece boyunca
kurutulan nitroselliiloz filtre, Ponceu S boyasinda, 2-5 dakika bekletildikten sonra
distile su ile bolca yikanarak fotografi ¢ekilmistir [253].
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4.5.4 Antikor ile isaretleme

Kuru filtre, yitkama tamponunda (150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI (pH
7.4), %0.02 Tween 20), 5-10 dakika 1slatildiktan sonra bloklama tamponunda (%5
yagsiz siit tozu) 1 saat hafifge calkalanarak bloklanir. Bloklama soliisyonu
uzaklastirilarak filtrenin iistiine yikama soliisyonuna birinci antikor eklenerek (ras,
MDM2, p53 ve B-aktin igin 1:500, p19 i¢in 1:250) 2 saat hafifce calkalayarak
inktibe edilmigstir. Filtre, dort defa 5’er dakika yikandiktan sonra % 5 yagsiz siit
tozu i¢inde 10 dakika tekrar bloklanmistir. Filtre, ikinci antikor (HRP) ile (anti-
mouse i¢in 1:1000, anti-goat igin 1:3000) % 0.2 yagsiz siit tozu igine eklenerek 1
saat inkiibe edilmistir. Daha sonra filtre, alt1 defa 10’ ar dakika Tween-20’li
yikama soliisyonunda ve iki defa 10’ ar dakikalik Tween-20" siz yikama

tamponunda yikanmigtir [253].

4.5.5 ECL ile belirleme

Karanlik odada, filtrenin soliisyonu iyice uzaklastirilmistir. Amersham
yontemine gére ECL A ve B soliisyonlar karistirildiktan sonra filtrenin stiine
alinmigtir ve 1-2 dakika bekletilmistir. ECL soliisyonlan iyice uzaklastinildiktan
sonra filtre kasetteki camin iistiine yerlestirilmistir ve streg¢ filmiyle sarildiktan
sonra istiine X-ray filmi (Sigma Z37,037-1) konularak ve 3-1200 saniye

bekletilmistir. Siire dolduktan sonra X-ray filmi alinmis ve banyo edilmistir.

4.5.6 Dot blotting

Test edilmesi istenilen protein 6rnegi filtreye damlatidmistir ve korumasi
beklenmistir. Koruyan filtre daha once anlatilan bloklama ve antibody ile islem
yapildiktan sonra bir seri yikama isleminden gegirilmistir (Western blotting
isleminde oldugu gibi). Daha sonra 2. antibody ile muamele edildikten sonra ECL
soliisyonlar1 ile aranan proteinin olup olmadigi ve 2. antibody’ e baglanip

baglanmadig: tespit edilmistir.
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4.6 Hiicrelerin May-griinwald: Giemsa ile Boyanmas:

Hiicreler bulunduklar besi ortamindan uzaklagtirildiktan sonra soguk PBS
ile tig kez yikanmigtir. Soguk metanolle 3 dakika fikse edildikten sonra hiicrelerin
tistiine May-griinwald boyasi ilave edilmis ve 3 dakika bekletilmistir. Sonra
boyanin yarist alinarak geri kalan boya kismina esit miktarda distile su ilave
edilmis ve 1 dakika bekletilmistir. Daha sonra bir kez distile su ile yikadiktan
sonra hiicrelerin ustiine Giemsa boyas: eklenerek ve 3-5 dakika bekletildikten
sonra distile su ile 3-4 defa yrtkanmugtir [254].

Boyanan hiicre preparatlart Olympus BXS50 fotomikroskobu altinda,

degisik biiyliitmelerde incelenerek Olympus PM-30 otomatik fotomikrografi araci

ile fotograflanmugtir.
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5. BULGULAR

5.1 Hiicrelerin Ozellikleri

5.1.1. Hiicre biiyiime oram

CO25 hiicreleri normal biiyiime ortami olan % 10 fetal sigir serum (FBS),
farkhlagsma ortamu olan % 10 at serumu (HS) ve transformasyon ortami olan
%10+1 pM deksametazon igeren at serumunda (HS+Dex.) 12, 24, 48, 72 ve 96
saat periyotlarla biiyltiilditkten sonra tripsinlenerek sayilmis ve biiylime egrileri
gikartilmigtir (Sekil 5.1). Buna gore, normal biiyiime besiyerinde, hiicrelerin 48
saata kadar ¢ogalmaya devam ettikleri gozlenmistir. 72 saatten itibaren flaskin
yiizeyini tamamen kaplayarak kontakt inhibisyon etkisiyle c¢ogalmayi
durdurmuslardir. Farklilasma ve transformasyon besiyerlerinde hiicrelerin
gogalma oranlari 24 saata kadar 6nemli bir farkliik gostermemistir. Oysa 48.
saatte transformasyon besiyerinde bityiitillen hiicreler siirekli artis gostermistir ve
bu artis 96. saat sonuna kadar devam etmistir. Bunun aksine farkhilasma
besiyerinde ise hiicreler, 48 saata kadar artig gosterdikten sonra 72. ve 96.
saatlerde hiicre sayis: aymi kalmustir.

K = B %10FBS

= B %i10HS

’2 B %10 HS+Dex
o=

W

=

E

W

g

=

(Saat)

Sekil 5.1. Normal, farkhilagma ve 1 pM Dex. iceren transformasyon besiyerlerinde bilyitiilen
CO25 miyoblast hiicrelerinin bityiime oranlari. Her siitiindeki deferler. her birinden 3
ayn flask olmak fizere iki ayn deneyin sonuglanndan elde edilmigtir
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3.1.2. Kromozom sayisi

CO25 miyoblast hiicreleri, fare bacak kas dokusundan elde edilmis olan
C2 hiicrelerinden tiiretilmig bir hiicre hattidir (ayrintili bilgi 1.4 te verilmistir). Bu
caligmada kullanilan CO25 hiicreleri elde edildiklerinden bu giine kadar bir ¢ok
kereler pasaj edildikleri i¢in kromozom sayilarinda meydana gelebilecek olasi
anomalileri ortaya koymak igin her iki hiicre hatti May-Griinwald-Gimsa ile
boyanarak metafaz preparatlan hazirlanmigtir. Her hiicre hattindan Materyal ve
Metod boliimiinde anlatildig: gibi iki flask normal biiyiime besiyerinde (% 10
FBS) buyutiulmiistiir. Her flasktan 3’ er preparat hazirlanarak her preparattan 20
kromozom figiirii sayilmustir. Bu inceleme sonucunda CO25 ve C2 hiicreleri 40
kromozom [255] sayist bakimindan her hangi bir fark olmadig: tespit edilmistir
(Sekil 5.2, 5.3).

Sekil 5.2. % 10 FBS igeren normal besiyerinde biyiitillen CO25 miyoblast hiicrelerinin Materyal
ve Metotda anlatilan Giemsa boyama ile elde edilen metafaz kromozom goriintiisii.
Biiyiitme: lcm= 10 p
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Sekil 53. % 10 FBS iceren normal besiyerinde biiyiitilen C2 miyoblast hiicrelerinin
bityiitiildiikten sonra Materyal ve Metotda anlatildigy gibi hazirlanan ve Giemsa ile
boyanan kromozom gériintiisii. Biiylitme: lcm= 10 p.

5.1.3. Morfolojik dzellikler

Normal (%10 FBS), farklilasma (%10 HS) ve transformasyon (%10
HS+Dex.) besiyerlerinde bityitilen CO25 hiicreler May-Griinwald-Giemsa ile
boyanarak 151k mikroskobu altinda morfolojik 6zellikleri agisindan incelenmistir.

%10 FBS igeren besiyerinde 4 giin sireyle biyiitilen hiicrelerinin
tiimiiniin uzun-igsi bigiminde ve tek kath bir tabaka olusturduklan gézlenmisgtir.
CO25 miyoblast hiicreleri ¢ekirdek 6zelligi bakimindan incelendiginde hepsinin
tek gekirdekli oldugu saptanmistir. Hiicrelerin % 20 sinin yuvarlak gekirdege, %
80’ inin ise oval gekirdege sahip oldugu gdzlenmistir. Hiicre gekirdeklerinin,
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hiicrenin merkezine yerlesmis bi¢imde oldugu gorilmiigtir. CO25 miyoblast
hiicrelerinin gekirdeklerinde bulunan kromatin taneciklerinin gogunlukla homojen
oldugu ve gekirdekgigin belirgin olmadig: tespit edilmistir. May-Griinwald-Gimsa
boyama teknigi uygulanan hiicre ¢ekirdeklerinin agik pembe, ¢ekirdek igindeki
kromotin taneciklerinin ise siyah renkte boyandigi goriilmiistiir.

CO25 miyoblast hiicrelerinin uzantilari bakimindan incelendiklerinde,
hiicre uzantilarnimin kargihkli 2 kutupta oldugu belirlenmistir. Hiicrelerinin
bazilarinda karsilikli 2 kutuptaki uzantilarin dallanma gosterdigi saptanmigtir.
Baz: hiicre uzantilarinin diger hiicrelerin tizerinden gegtigi ve ¢ok uzun oldugu
tespit edilmistir. May-Griinwald-Gimsa boyama yo6ntemi uygulanan CO25
miyoblast hiicrelerinin sitoplazmalarinin ¢ekirdek ¢evresinde koyu renkte ve
yogun, perifere dogru daha agik renkte ve daha az yogun oldugu goézlenmistir.
(Sekil 5.4 ave b).

% 10 HS igeren farklilagma besiyerinde 4 giin bityiitilen CO25 miyoblast
hiicrelerinin tek tabaka diizen gosterdikleri yaygin olarak igsi sekilli olduklari ve
merkezi konumda cogunlukla yuvarlak ve iri bir gekirdege sahip olduklar
gozlenmistir (Sekil 5.5 a, b). Ayn: hiicrelerin boyuna gizgilenme gosteren dalli ve
kalin miyotiip olusumlari meydana getirdikleri saptanmigtir. Miyotiip igindeki
cekirdekler belirli bir diizende degillerdir, rastgele miyotiip igine yerlesmislerdir
(Sekil 5.6 a). Miyotiip icindeki hiicrelerin, hiicre smnirlarinin kayboldugu ve
sadece cekirdeklerinin belirgin oldugu tespit edilmistir. Miyotip disindaki
hiicrelerin uzantilarinin diger hiicrelerle birlegmis oldugu gorilmigtir. May-
Griinwald-Gimsa boyama teknigi ile boyanan CO25 miyoblast ¢ekirdeklerin %
10° luk bir bsliimiiniin igsi bigimde oldugu tespit edilmistir. Cekirdeklerin sahip
oldugu kromatin taneciklerinin sayisinda bir azalma oldugu kromatin
taneciklerinin gogunlugunun g¢ekirdegin merkezinde yer aldigi ve renklerinin
siyah oldugu saptanmugtir (Sekil 5.5 a, b ve 5.6 a). Miyotiip disindaki hiicre
cekirdeklerinin, hiicrelerin merkezinde yer aldiklan, yuvarlak ve igsi sekilli
olduklar1 gozlenmistir. Miyotiip digindaki baz1 hiicrelerin gekirdekleri, digerlerine
gore daha kiigiik ve daha koyu renkte boyanmistir. Bu hiicrelerin gekirdeklerinin,
miyotiip icindeki gekirdeklere gore daha fazla sayida ve homojen dagiliml: daha

kiiciik kromatin taneciklerine sahip oldugu gozlenmistir. Miyotiplerin bazi
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boliimlerinin daha koyu renkte, bazi boliimlerinin ise daha agik renkte boyandigi
goriilmigtir. May-Griinwald-Gimsa boyama teknigi kullanilarak boyanan
hiicrelerin, miyotiip ig¢inde yer alanlarinin hiicre sinirlarinin kayboldugu sadece
gekirdeklerinin belirgin oldugu ve sitoplazmalarinin kaynasmis oldugu
gozlenmistir. Miyotuip disinda yer alan hiicrelerin sitoplazmalarinin gekirdeklerine
gore ¢ok acik renkte boyandigi gozlenmistir. Miyotiip olusumlarinin tek bir
noktadan basladig1 ve daha sonra kollara ayrnildigi, bu kollarin birbirleriyle kavis
olusturarak birlestikleri tespit edilmistir (5.6 b).

% 10 HS+1 pM Dex. igeren transformasyon besiyerinde 4 giin biiytitiilen
CO25 miyoblast hiicrelerinin gogunlugunun uzun-igsi gériinimde oldugu, ¢ok
kiigiik bir bolimi ise poligonal bir sekle sahip oldugu tespit edilmistir. 4. giinde
hiicreler bir araya gelerek ¢ok tabakali bir koloni olusturmuglardir.

Cekirdeklerin sitoplazmaya gore daha koyu renkte boyandiklann ve
hiicrelerin gogunlugunun tek bir ¢ekirdege sahip oldugu tespit edilmistir.
Hiicrelerin ¢ekirdeklerinin yuvarlak oldugu, bu koloniden gevreye 1sinsal sekilde
yayilan tek tabakali hicrelerin ¢ekirdeklerinin ise oval oldugu saptanmuistir.
Koloniyi olugturan hiicrelerin ¢ekirdeklerinde kromatin tanecikleri ayrt
edilmezken koloninin etrafindaki hiicrelerin g¢ekirdeklerinde homojen dagilmis
kromatin tanecikleri gozlenmigtir. Cekirdeklerin hiicrenin merkezinde bulundugu
saptanmigtir. Koloninin etrafindaki hiicrelerin bazilarinin karsihikli iki kutupta
dallanmalar gosteren uzantilara sahip olduklan gorilmustur. Poligonal sekle sahip
hiicrelerin hemen her yonde uzantilara sahip oldugu tespit edilmistir. Koloni
cevresindeki hiicrelerin uzantilarinin, agst bir goériiniim gosterdigi saptanmistir.
Koloniyi olusturan hiicrelerin sitoplazmalari ayirt edilmezken, koloninin
cevresinde bulunan hiicrelerin sitoplazmalan g¢ekirdek etrafinda daha koyu ve
daha yogun buna karsilik hiicre kenarlarina dogru daha agik ve az yogunlukta
g6zlenmistir (Sekil 5.7 a ve b).



52

Sekil 5.4. % 10 FBS iceren normal besiyerinde biiyiitillen CO25 miyoblast hiicrelerinin 4. giinde
May-Griinwald Gimsa ile boyanarak isik mikroskobunda farkli biiyiitmelerde
goriintiilenmigtir. Biiyiitme a) Icm=85 p b) lcm=20 p

Anagoiu Universites
Merkez Kiitiphane
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Sekil 5.5. % 10 HS iceren farkhlasma besiyerinde biiyiitilen CO25 miyoblast hiicrelerinin 4.
giinde olusturdukian gok ¢ekirdekli miyotiiplerin goriintiileri. Hiicreler Materyal ve
Metodde belirtildifi gibi May-Griinwald Gimsa ile boyanarak 11k mikroskobunda farkli
biiyiitmelerde gogilifiilenmistir. Biiyiitme a) Icm= 214 p b) lcm=85 p
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Sekil 5.6. % 10 HS iceren farkhlasma besiyerinde biiyiitilen CO25 miyoblast hiicrelerinin 4.
giinde olusturduklan farkl miyotiip sekillerinden gériintiiler.
A) Catallanmis miyotiip
B) Kavis olusturan miyotiip
Hiicreler Materyal ve Metotde belirtildigi gibi May-Grinwald Gimsa ile boyanarak
151k mikroskobunda farkl: biiyiitmelerde gériintillenmistir. Biiyiitme a) lem=20 p
b) lcm=43
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Sekil 5.7. % 10 HS + 1 pM Dex. igeren tranforme besiyerinde biiyiitilen CO25 miyoblast
hiicrelerinin 4. giinde olusturduklan koloni goriintiileri. Hiicreler Materyal ve Metotde
belirtildigi gibi May-Grimwald Gimsa ile boyanarak istk mikroskobunda farkh
biiyiitmelerde goriintiilenmigtir. Biiyiitme a) lcm=20 p b) lcm=85 p
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5.7. Cok Cekirdekli Hiicre Sayim

Uzun siire pasajlanmis olan CO25 hiicreleri ¢ok gekirdekli dev hiicreler
bakimindan farkli besiyerlerinde biyiitiildiikten sonra incelenmisti. Normal
biytiime , Dex.’li ve Dex.’siz besiyerinde biiyiitiilen hiicreler, her ortamdan 3 flask
hazirlanmis ve her flasktan 100000 hiicre iginde May-Griinwald Giemsa boyas: ile
boyadiktan sonra gok gekirdekli konumundaki hiicreler sayilmistir (Sekil 5.9). Bu
sayimin sonucu c¢izelge 1° de verilmigtir. % 10 HS + 1puM Dex. iceren
transformasyon besiyerinde biyutilen CO25 miyoblast hiicrelerinin bazilarinda
farkl siirelerden birden fazla gekirdege sahip olduklari ve bu gekirdeklerin birlikte
hiicrenin merkezinde yer aldiklan tespit edilmistir. Bu hiicrelerdeki oval bigimli
¢ekirdekler iginde kromatin tanecikleri homojen bir sekilde dagildiklari ve
kromatin taneciklerinin sayisinda bir artis oldugu saptanmistir. Cok c¢ekirdekli
hicrelerin sitoplazmalarinin rengi, ¢ekirdegin etrafindan hiicre kenarlarina dogru
gittikge agildig1 gozlenmistir. Cok gekirdekli hiicrelerinin sekillerinin poligonal
oldugu gorilmustir. Poligonal sekilli, ¢ok ¢ekirdekli hiicrelerin uzantilarinin her
yonde oldugu belirlenmistir. Istatistik degerleri student-T testi ile hesaplanmustir.
Buna gore transformasyon besiyerindeki ¢ok g¢ekirdekli dev hiicrelerin (p> 0.05)

sayist diger iki ortamdaki hiicrelere gore anlaml: olarak fazla sayida bulunmustur.

Cizelge 5.1. Degisik ortamlarda biyiitilen CO235 hiicrelerinin ¢ok ¢ekirdekli olmasi ydniinden

karsilastirmal tablosu

Hiicre sayisv/ CO25 hiicrelerinin biiyiitildiigi ortam
Saat Flask % 10 FBS %]10 HS %10 HS+Dex.
12 100000 - 1 1 5
24 100000 1 2 7
48 100000 3 4 11
72 100000 35 5 16
96 100000 6 5(%) 19

P>0.05
* 4. Giinden itibaren baslayan ve 5. giinde devam cden miyotiip olusumu, saghkli ¢ok ¢ekirdekli

hiicre sayimini engellenmistir.
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Sekdl 5.8. CO25 miyoblast hiicrelerinin degisik giinlerde cok cekirdekli goriintiileri. Hiicreler
Materyal ve Metotde belirtildigi gibi May-Griinwald Gimsa ile boyanarak 11k
mikroskobunda goriintiilenmigtir. Biiyiitme: lcm=85 p

5.8. p21""™ Protein Sentezi

CO25 miyoblast hicrelerinin, %10 HS+Dex. igeren besiyerinde
buyiitiildiklerinde N-ras geni indiiklenerek aktif hale gegmekte ve hiicreler
transformasyon ozelliklerini gostermektdir. Iste bu ayirt edici 6zelligin molekiiller
diizeyde tespit edilebilmesi igin, Materyal ve Metod boliimiinde anlatildig: gibi
biiyiitillen hiicrelerin p21™™ seviyesi arastnlmigtir. Dex. etkisiyle indiklenen
p21™™ proteinin seviyesi zaman gegtikge artmugtir ve p21™™ proteini, hiicre
icerisinde birikmeye baglamugtir (Sekil.5.9). B-aktin seviyesi tiim periyotlarda
birbirine yakin sinyal verdigi gozlenmistir.



5.9. pS3 Protein Sentezi

Ayni kosullarda pS3 ile ilgili yapilan deneydeki bulgular, HS+Dex.
besiyerindeki 12., 24., 48, 72. ve 96. saatlerde p53’ ten elde edilen sinyalin B-
aktinden elde edilen sinyalden daha fazla oldugu ve tiim periyotlarda sabit kaldigt
tespit edilmigtir (Sekil 5.10).

% 10 FBS normal besiyerinde 48 saatlik periyot sonunda hiicrelerin lizis
edilmesiyle elde edilen total protein Western Blot yontemiyle degerlendirildiginde
p53 proteininden sinyal alinmadig: tespit edilmis, ayni siiredeki kontrol amaciyla
yaptlan B-aktinden sinyal alinmigtir.

% 10 HS besiyerinde 12-96 saatlerde biiyiitiilen hiicrelerden elde edilen
toplam proteinin yine ayni yontemle p53 seviyeleri tespit edilmis olup, 12.
saatteki gozlenen p53 seviyesi B-aktinden daha diisik oldugu bulunmustur. 72
saatte olmak iizere B-aktin ve p53 seviyeleri aymt oldugu, 96. saatte ise p53
seviyesinde bir azalma oldugu gozlenmistir. Fakat B-aktin seviyesinde azalma
olmadig: tespit edilmistir (sekil 5.10).

B-aktin seviyesindeki farkli yogunluktaki sinyaller jele yiiklenen protein

miktan ile paralel gittigi gorilmiigtir.
5.10. Mdm?2 Protein Sentezi

CO25 miyoblast hiicrelerinin % 10 HS farkhilagma ortaminda
biiyiitiilditkten sonra incelenen B-aktin ve mdm2 proteinleri ise, 12. saatte mdm2’
den hig sinyal alinamamig B-aktin ise belirgin bir sekilde oldugu gozlenmistir. 24.
saatte mdm2’ de belirgin bir artig gdzlenmis B-aktin ise ayn1 seviyede kalmugtir.
48. saatin sonunda mdm?2 deki artisin devam ettigi, B-aktin seviyesinde ise higbir
degisiklik olmadig1 goriilmiistiir. 72. saatte mdm2” nin artist devam etmekte ancak
B-aktin seviyesinin diger periyotlardakine gore azalma gosterdigi tespit edilmistir.

96. Saatin sonunda mdm2’ de belirgin bir diigiis gozlenmis, B-aktinin ise 72.
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saatte gozlenen B-aktin seviyesiyle aymi oldugu tespit edilmistir. Genel olarak
mdm?2’ nin seviyesinde artis vardir.

Transformasyon besiyerinde (% 10 HS+Dex.) bityiitiilen CO25 miyoblast
hiicrelerinden elde edilen total protein Western Blot yontemiyle
degerlendirildiginde 12. saat sonunda mdm2’ de higbir sinyal belirtisi
gozlemlenmistir. Ayni saatteki B-aktin ise ¢ok bir gekil sinyal vermistir. 24. saatte
mdm2’ den sinyal alinmig ve B-aktinden alinan sinyal daha diisitk oldugu tespit
edilmistir. 48. saatte mdm?2’ deki sinyal daha belirgin ve B-aktin seviyesine
yaklastig1 gozlenmistir. 72. saatte B-aktin seviyesi sabit oldugu halde mdm2’ de
dusiis kayit edilmistir. Bu dugiis 96. saat sonuna kadar devam ettigi gorilmustiir
(Sekil 5.11).

%10 FBS besiyerinde buyiitiilen CO25 miyoblast hiicrelerinin mdm?2
proteinin incelendiginde, 48. Saatten B-aktin den kuvvetli bir sinyal alinmasina

ragmen mdm?2’ den hig siyal alinmamustir (Sekil 5.11).
5.11. p19 Protein Sentezi

Farklilagsma (% 10 HS), transformasyon (% 10 HS+Dex.) ve normal (% 10
FBS) besiyerlerinde belirli periyotlarla buyutiilen CO25 miyoblast hiicrelerinden
izole edilen total proteinde p19 ve B-aktin seviyelerinin Western Blot yontemiyle
degerlendirildiginde 12-96 saat periyodunda her ii¢ besiyerinde p19 ve B-aktine
karsilastirildiginda higbir bulgu gorilmemistir (Sekil 5.12)

pl19 antikorundan hi¢ sinyal alinmamas: kullanilan p19 antikorunda bir
sorun olabilecegi diisiincesini ortadan kaldirmak amaciyla p19” un aktivitesi Dot
Blot yontemiyle kontrol edilmistir (Sekil 5.13).

%10’luk FBS ve % 10 HS+Dex’li besiyerinde biiyttilen hiicrelerden elde
edilen total proteinlerin western blot yontemiyle p53 ve mdm2 proteinlerine
bakilmis ve her iki proteinden de sinyal alinamamistir. Dex’li olan ise kontrol
amactyla kullanilan 96 saatlikten belirgin bir sinyal alinmistir. S6z konusu her iki

ortam igin B-aktin yapilmistir ve tim periyotlardan sinyal alinmigtir (Sekil 5.14).
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Sekil 5.9. A) Farklilasma (% 10 HS), transformasyon (% 10 HS+Dex.) ve normal (% 10 FBS)
besiyerlerinde belirli periyotiaria biiyiitilen CO25 miyoblast hiicrelerinden izole
edilen total proteinden p21™™ ve P-aktin seviyelerinin Western Blot yontemiyle
gosterilmesi
B) Kontrol amaciyla jel’ den transferden hemen sonra toplam proteinin nitroselliiloz
filtre lizerinde Ponceu S ile boyanmus goriintiisi
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edilen total proteinden p53 ve P-akiin seviyelerinin Western Blot yontemiyle
y - . . -
B) Kontrol amaciyla jel’ den transferden hemen sonra toplam proteinin nitroselliiloz
filtre tizerinde Ponceu § ile boyanmis gorintiisi
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Sekil 5.11. A) Farkiilasma (% 10 HS), transformasyon (% 10 HS+Dex.) ve normal (% 10 FBS)
besiyerlerinde belirli periyotlarla biyitilen CO25 miyoblast hiicrelerinden izole
edilen total proteinden mdm2 ve P-aktin seviyelerinin Western Blot yontemiyle
gosterilmesi
B) Kontrol amaciyla jel’ den transferden hemen sonra toplam proteinin nitroselliloz
filtre tizerinde Ponceu S ile boyanmus goriintiisi
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% 10 HS+Dex. % 10 FBS % 10 HS

Sekil 5.12. A) Farklilasma (% 10 HS), transformasyon (% 10 HS+Dex.) ve normal (% 10 FBS)
besiyerlerinde belirli periyotlarla biiylitilen CO25 miyoblast hiicrelerinden izole
edilen total proteinden pl9 ve B-aktin seviyelerinin Western Blot yontemiyle
gosterilmesi
B) Kontrol amaciyla jel’ den transferden hemen sonra toplam proteinin nitroselliiloz
filtre iizerinde Ponceu S ile boyanmg goriintisii



p19 24s2at FBS  p53

Anti fare Anti kegi

Sekil 5.13. A) Kontrol amaciyla p19 antikorunun Dot Blot yontemiyle calistiginin gosterilmesi.
B) Calismamizda kullanilan anti-fare ve anti-keci antikorlarin verdikleri &zgil

olmayan baglantilan aranmigtir
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Sekil 5.14. A) Normal (% 10 FBS) ve transformasyon (% 10 HS+Dex.) besiyerlerinde belirli
periyotlarla biiyiitilen CO25 miyoblast hiicrelerinden izole edilen total proteinden
mdm? ve p53 ve B-aktin seviyelerinin Western Blot yontemiyle gosterilmesi
B) Kontrol amactyla jel” den transferden hemen sonra toplam proteinin nitroselliiloz
filtre fizerinde Ponceu S ile boyanmis gériintiisi
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6. TARTISMA ve SONUC

Hayvan hiicre kiiltiirleri, hiicre farklilagma olaylarinin incelenmesi,
onkojenik maddelerin ve onkojenlerin etkilerinin analizleri, hiicre hareketleri
olaylarinin incelenmesinde biiyiik 6nem tagimaktadir.

Bizim ¢aligmamizda kullandigimiz bir steroid olan deksametazona hassas
mutant insan N-ras onkogeni tasiyan plazmid ile transfekte edilen CO25 fare
miyoblast hiicreleri, mutant insan N-ras onkogeni tasimakta olup, bu genin bir
steroid hormon olan deksametazon ile aktif edilmesi sonucu mitojenler
bakimindan yoksun olan %10 at serumu igeren besi ortaminda normalinde
farklilasma yerine transformasyona ugramaktadir. Bu sisteme dayanarak CO25
hiicreleri farklilagma ve N-ras onkogenin neden oldugu transformasyon
asamalarinda cesitli parametreler agisindan daha 6nce yapilan bazi galigmalarla
aragtirtlmigtir [10, 76-79]. Uygun sartlar saglandiginda bir canlidan alinarak
kultirde dretilen hiicrelerin belirli jenerasyonlarda karakteristik oOzelliklerini
korudugu, gelistigi, boliindugu ve farklilastig1 saptanmugtir.

Bu caligmada ise hiicre kiiltiiri yontemi ile farkli besi ortamlarinda
biyitilen CO25 hiicrelerinin 6zellikle morfolojik 6zellikleri, buyiime egrileri,
kromozom sayilari, sitoplazma igerikleri incelenerek karsilastinilmistir. Daha
sonra ise Western Blot yontemiyle p53, mdm2, N-ras, pl9 ve B-aktin gibi
proteinlerin seviyeleri arastirtlmig ve N-ras aktivitesinin s6z konusu 6zellikleri ve
proteinler iizerine etkisi hakkinda bilgi edinilmeye ¢alisilmistir.

Bu amagla 12, 24, 48, 72 ve 96’ sar saat biiylime siirelerinde % 10 HS (at
serumu) farklilagma ortami, % 10 HS+Dex. transformasyon ortami ve % 10 FBS
normal bilyiime - ortaminda kiiltiri yapilan CO25 miyoblast hiicreleri

incelenmigtir.
6.1. Biiyiime Oran:

CO25 miyoblast hiicreleri 1x10° olarak 25 cm® flaska ekildikleri 3 farkli
besiyerinde 4 giin boyunca inkiibe edildikten sonra tripsinlenerek thoma lami

yontemiyle sayilmistir. Elde edilen sonuglara gére normal besiyerinde (% 10
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FBS) biiyiitilen hiicrelerin sayisinin kontakt inhibisyona bagli olarak giderek
azaldig: saptanmistir. Bayutilen hiicrelerin, bu hiicre sayisina 48 saatte ulastiklari
ve flaskin yiizeyini tamamen kapladiklar: tespit edilmistir. 48 saatten sonra hiicre
sayisinin artmadigi gozlenmigtir. CO25 hiicrelerinin normal besiyerinde (% 10
FBS ) bayiitildiginde belli bir siire sonra kontakt inhibisyon etkisiyle
gogalmalarint durdurduklari daha énce de bildirilmistir [1]. Zeytinoglu [67] ve
Gosset [10] tarafindan yapilan galigmalarda bizim ¢aligmamizdan farkli olarak
hiicrelerin kontakt inhibisyona 72 saatte ulastiklari gorilmiistir. Zeytinoglu [67]
ve Gosset [10]’in calismalarinda hiicre sayist yaklasik olarak 5 X 10%a
ulastiginda kontakt inhibisyonun etkisinin basladigi gorulmiistir. Benzer sonuglar
bizim g¢alismamizda da elde edilmistir. Kargilastirilan galigmalar arasindaki
kontakt inhibisyona ulagma sureleri bakimindan farkli olmasinin Zeytinoglu [67]
ve Gosset [10] tarafindan kullamlan FCS’den kaynaklanmis olabilecegi
disiinilmektedir. FCS’nin FBS’ye gore daha az mitojenik faktor igerdigi
disiiniilebilir veya FCS’nin igerdigi mitojenik faktorlerin etkisi farkli
mekanizmalarla gergeklesebilir. FCS’nin kullandii reseptorlerin farklt olma
olasilig1 vardir.

% 10 HS (at serumu) igeren besiyerinde biyitiilen CO25 hiicrelerinin de
biiyiime siirecinde kontakt inhibisyona 48 saatte ulagtig1 goriilmastir. Bu sonuglar
Zeytinoglu [67] ve Gosset [10] tarafindan 72 saatte elde edilmigtir. Oysa HS” nin
gerek FBS’ye gerekse FCS’ye gore mitojenik faktorlerin konsantrasyonu
bakimindan bir hayli disiikk oldugu bilinmektedir. Buna gore hiicrelerin kontakt
inhibisyona ulasma zamaninin daha geg olmasi gerekmektedir. Fakat gerek bizim
calismamizda gerekse Zeytinoglu [67] ve Gosset [10] tarafindan yapilan
caligmalarda benzer sonug elde edilmisti. Buna gore hucrelerinin hangi
besiyerinde olursa olsun kontakt inhibisyona kadar asagi yukari aymi hizla
¢ogalacag izlenimi olugmustur.

CO25 miyoblast hiicrelerinin biyime hizinin N-ras indiklenmesine yol
acan Dex’ in HS serum igeren ve mitojenik aktivitesi gok dusiik olan besiyerine
eklenmesiyle sadece HS igeren ve Dex igermeyen besiyerinde biyitilen ayni
hiicrelere gore onemli derecede arttigt ve bu gogalmanin kontakt inhibisyonla

durmadii, hiicrelerin 48 saatte kontakt inhibisyon sinirini asarak strekli
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cogaldiklari tespit edilmistir. Bu sonuglar Zeytinoglu [67] ve Gosset [10]

tarafindan da elde edilen sonuglara benzerlik gostermektedir.

6.2. Kromozom Sayisi

Hiicre kiiltiriinde biyiitilen hiicrelerin pasajlandikca aktivitelerinde ve
morfolojilerinde bozulmalar meydana gelebilecegi ve hiicrelerin orijinalliklerinin
bozulabilecegi ¢esitli caligmalarla tespit edilmigtir [1]. Bizim ¢aligmamizda
kullanilan CO25 miyoblast hiicreleri fare bacak kas dokusundan elde edilmis olan
C2 hiicrelerinden tiiretilmis bir hiicre hattidir ( bkz. 1.4 ). Bu ¢alismamizda
miimkiin olabildigince az pasajlanmig hiicreler kullanilmaya g¢alistimigtir. Birgok
pasaj edilen bu hiicrelerin kromozom sayilarinda meydana gelebilecek olasi
anomalilerin ortaya konmast olduk¢a onemlidir. C2 ve CO25 hiicrelerinde ayni
kromozom sayisinin (40) [255] daha once farelerde (Mus musculus) tespit edilen
kromozom sayistyla esit oldugu bulunmustur. Incelenen C2 ve CO2S5 hiicrelerinin
kromozom sayist bakimindan herhangi bir fark gostermemesi N-ras aktivasyonu
sonucu CO25 hiicrelerinde meydana gelen gesitli degisikliklerin kromozomal
bozulmaya dayanmadigini géstermektedir. Aym1 zamanda bizim c¢aligmamizda
hiicrelerin  siirekli pasajlanmasinin  kromozomal bozulmaya yol agmadig:

kolaylikla anlasiimaktadir.

6.3. Morfolojik Ozellikler

Hiicrelerin islevlerine bagli olarak sahip olduklart gekirdek, cekirdekgik
gibi hiicre ici organellerinin konum, bigim ve sayilari ayirt edici bir 6zellik olarak
kullanilmaktadir [256]. Calismamizda CO25 hiicreleri farkli ortamlarda
bityitiildiiklerinde aralarinda morfolojik agidan biiyiik ve belirgin farklar
saptanmustir. Bu ozelliklerin hiicrelerin degisik aktivitelerine neden oldugu
dustnialmektedir.

Hiicrelerinin islevlerine bagli olarak sitoplazma ozelliklerinde de
degisiklikler oldugu bilinmektedir. Hem yogunluk hem de kimyasal 6zelliklerine

bagli olarak gosterdikleri boyanma 6zelliklerine bakarak yaptigimiz incelemeler
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ve kullandigimiz boyama teknigi ile hiicrelerde sitoplazmik 6zelliklerin ortaya
konulabilecegi ve bu sekilde hiicrelerin birbirinden ayirt edilebilecegi
gOstermistir.

Calismamizda kullanilan miyoblast hiicrelerinin genel 6zelliklerine
bakildiginda miyoblastlar, tek kutuplu konfigiirasyona sahiptirler. Miyofibriller
olusumundan énce kiiltiir ortamlarinda bir miyoblastin sitolojik olarak tanist zor
olmaktadir [257]. Miyoblastlar genelde fusiform sekillidirler ve morfolojik
farklilagmanin diger ozelliklerinin higbirini gdstermezler. Bu genel agiklama
bizim galiymamizda elde ettiimiz sonuglari destekler niteliktedir.

CO25 miyoblast hiicreleri faklilasma ve transformasyon ortamlarinda
buyttiildiiklerinde o6nemli morfolojik degisikliklere ugradigi go6riilmiigtiir.
Miyoblast hiicrelerinin farklilasarak sonugta miyotiip olugturduklari gozlenmisgtir.
Zeytinoglu [67] ve Gossett [10] tarafindan yapilan c¢aligmalarda da benzer
sonuclar elde edilmistir. Bu farklilasma dokudan iretilerek elde edilmis
miyoblastlarin genetik 6zelligi nedeniyle olabilecegi gibi, belirli sayiya ulasarak
kontakt inhibisyon etkisi sonucu gerceklesebilmektedir. Ayrica miyoblastlari
farklilagsmaya iten sebep olarak kiiltir ortamina mitotik aktiviteyi uyarmak
amaciyla belirli oranda konulan serum miktarindaki azalmanin neden oldugu
dustinilmektedir. Kultiir besiyerlerinde kullanilan degisikliklerin saptandig:
¢aligmalarin sonuglar: bu diistiinceyi desteklemektedir.

In vivo ve in vitro ortamlarda iskelet kas farklilagsmasinin, tek ¢ekirdekli i3
bi¢imli miyoblastlarin fiizyonla birleserek ¢ok gekirdekli miyotiipleri olusturmasi
seklinde oldugu bilinmektedir [60]. Fuzyon olayinda birbirine yakin miyoblastlar
arasinda plazma membranlarimin  direkt fiziksel etkilesiminin  gerektigi
bildirilmistir [258]. Bizim galiymamizda mitotik aktivitesi ¢ok diisiik olan HS’
nun (at serumu) hiicreleri normal besiyeri olan % 10 FBS (Fétal sigir serumu) den
daha kisa siire i¢inde farklilagmaya sevkettigi tespit edilmistir. % 10 FBS igeren
besiyerinde biiyiitiilen hiicrelerin 96 saatte incelendiklerinde ise farklilasmanin
herhangi bir belirtisine rastlanilmamistir. Ancak aym g¢ahiymada %10 HS
besiyerinde biyiitillen hiicrelerin kontakt inhibisyon olmadan farklilagmaya
gidemedikleri tespit edilmisti. Bu sonug, in vifro ortamlarda hiicrelerin

farklilasmasi igin genetik yapisimin uygun olmasina, kontakt inhibisyonun
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gergeklesmesine ve diigiik mitojenik aktiviteye sahip olan besiyerinde
biiyutiilmesine gereksinim duyduklari disiincesini giiglendirmektedir. /i vivo
ortamda ise hicreler diisik mitotik aktiviteye sahip bir ortamda
bulunmamaktadirlar. /n vivo ortaminda hiicrelerin farklilasmasinin hormonal ve
sinirsel uyarilarla gergeklestigi diisiiniilmektedir [60].

Hicreler  g¢ekirdeklerinin  igerdigi  kromatin  sayisi  bakimindan
incelendiklerinde, flizyona giren hiicrelerin gekirdeklerinde kromatin sayisinda
azalma oldugu tespit edilmistir. Hicrelerin, islevine bagli olarak sahip olduklari
¢ekirdek ve kromatinlerinde gibi degisiklikler gosterebilecegi daha énce Gorbsky
1992 [259] tarafindan bildirilmistir. May-Grinwald ile boyanan miyotiipler iginde
yogun boyanan bolimler tespit edilmistir. Buna gore hiicrelerin islevlerine bagli
olarak sitoplazma ozelliklerinde de degisikliklerin ve bazi proteinlerin
birikmesinin s6z konusu olabilecegi goriilmektedir. S6z konusu yogun boyanan
boliimlerin transformasyon ve normal buyiime besiyerlerinde tespit edilememesi,
bu proteinlerin ya fliizyon proteinleri yada farklilagmada rolii olan proteinler
olabilecegi distincesini giiglendirmektedir. Nitekim Lassar ve ark. [48] tarafindan
yapilan bir ¢aligmada miyoblast hiicrelerin farklilagmasinda rolii olan MyoD1 gibi
proteinlerin hiicre iginde birikmesinin ras tarafindan engellendigi ve dolayisiyla
miyoblast hiicrelerinin farklilagmasinin ortadan kalktig: bulunmustur [48]. Ancak
bu yogun boyanan béliimler tek bir proteinden mi yoksa gesitli proteinlerden mi
meydana geldiginin tam olarak c¢ikarilabilmesi i¢in daha detayli ve ozgiil
imminositokimyasal veya in siti hibridizasyon tekniklerinin kullaniimast
onerilmektedir.

Ras onkogeninin kodladigi protein olan p21™ plazma zarinda lokalize

Il‘dS)

olmugtur. p2 in fonksiyonu hiicre igi etkenlerle hiicre diginda lokalize olan

1™ 1n hiicrelerde

biiyiime faktorlerinin reseptérleri arasinda sinyal iletimidir. p2
farklilasmayr bu yolu kullanarak engelledigi disinilmektedir. Nitekim bazi
biiyiime faktorlerinin FGF gibi (Fibroblast buyume faktori) hiicrelerin
farklilasmasini p21™ yolunu kullanarak engelledigi tespit edilmistir. [260].

Cesitli  galigmalar, ras onkogenlerinin  miyoblast hicrelerinin
farklilasmasini engelledigini vurgulamaktadir [10]. Bizim galigmamizda insan

mutant N-ras onkogeni ile transfekte edilen CO25 miyoblast hiicrelerin, Dex.
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igeren besiyerinde buyiitildiginde morfolojik degisimlere ugradig: ve kontakt
inhibisyondan etkilenmedigi tespit edilmigtir. Hiicrelerin siirekli gogalip bir araya
gelerek yigin  olusturduklart  gérilmistiir.  Yiginin  olusumu ve kontakt
inhibisyonun etkili olmamasi transformasyonun tipik belirtileridir [261]. CO25

miyoblast hiicrelerinin yigin olusturmasinin N-ras aktivasyonuna bagli oldugu

daha once belirtilmigtir [ 10].

6.4. p21™™

Insan mutant N-ras onkogeninin aktivasyonu, farklilasma, normal ve
transformasyon besiyerlerinde biyiitilen CO25 hiicrelerinde Western Blot
yontemiyle incelenmistir. Bunun 1s1ginda CO25 miyoblast hiicrelerinin normal
¢ogalmast ve farklilagmast N-ras etkisinden uzak bir ortamda saglayabilecekleri
anlagiimaktadir. Cinki farklilagma besiyerine, N-ras’ 1 indikleyen Dex.
konuldugunda hiicrelerin farklilagmay: durdurduklari tespit edilmigtir. Bu bulgu
Gossett ve ark. [10] Zeytinoglu ve ark. [67] tarafindan yapilan galigmalarla
desteklenmistir.

Transformasyon besiyerinde (% 10 HS+Dex.) buyiitillen CO25 miyoblast
hiicrelerinin sitoplazmalarinda 12-96 saatlerdeki periyotlarda p21™ in gittikge
birikmesi ve hiicrelerinin miyotiip olusturma aktivitelerinin durmasi, N-ras
onkogeninin beklendigi gibi galigtigini ve hiicrelerin farkli nedenlerden dolay:

transformasyona ugramadiklarini gostermektedir.
6.5. pS3

Giiniimiizde p53” iin gorevi hakkinda bir ¢ok varsayim ileri striilmektedir.
Bu varsayimlara gore 1) p53 hiicrenin ¢ogalmasint siklin proteinleri kontrol eden
genleri kullanarak durdurmakta [185],. 2) p53 hiicrenin farklilagmasini saglamakta
[190], 3) pS3 hiicrenin genomunun tamir mekanizmasinda 6nemli rol ustlenmekte
[193], 4) hiicrelerin apoptotik mekanizmasinda rol almaktadir [187]. Aslinda bu

varsayimlarimin hig biri tek bagina p53” iin gorevini agiklamak igin yeterli
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degildir. Arastirmacilar p53” iin asil gorevini bulamadiklarindan dolayt p53’ iin
¢ok fonksiyonel (multifonksiyonel) oldugunu soylemektedirler.

Bizim galismamizda transformasyon (% 10 HS+Dex.), normal (% 10 FBS)
ve farklilasma (% 10 HS) besiyerlerinde biiyiitiilen miyoblast hiicrelerinden elde
edilen total proteinde p53 seviyesi incelenmistir. Buna gore normal besiyerinde
(o 10 FBS) biyiitiilen hiicrelerin p53 proteinine hig rastlanilmamistir. Nitekim
p53” un normal hiicrelerde tespit edilemeyecek kadar az oldugu bilinmektedir
[216].Bu sonug bizim kullandigimiz maddeler ve sagladigimiz deney kosullarinin
DNA’ ya zarar verecek herhangi bir kimyasal veya fiziksel etken igermedigini
gostermektedir. Ciinki s6z konusu kosullarda DNA’ ya zarar veren herhangi bir
etken olsayd: hiicrelerin p53 seviyesinin artmis olmasi gerekirdi. Buna gore
kosullarimizin deney igin gok uygun oldugu gériilmektedir. Ancak bu tespitimiz «
p53 hiicre g¢ogalmasini durdurucu bir protein” diye savunan varsayima ters
digmektedir.  Ciinki  hiicrelerimiz 48  saatten itibaren  biyiimelerini
durdurmuslardir. Eger hiicrenin her gogalmast p53 ile durduruluyor ise bizim
caligmamizda 48 saatten itibaren p53” Un artmasi gerekirdi. Oysa, pS53° in
artmamas: ¢alisgmamizda kullamilan hiicrelerin  biiyiimelerinin bagka bir
mekanizma ile durduruldugunu gostermektedir. Bundan elde edilebilecek sonug,
p53’ iin kontakt inhibisyonla harekete gecen bir gen olmadigidir. Ciinkii béyle bir
ozelligi olsayd: deneyimizde kontakt inhibisyonun gergeklestigi 48 saatte p53
proteinin seviyesinin artmast gerekirdi.

Farklilagma ortaminda biiyiiyen hiicrelerde (% 10 HS) tespit edilen p53
seviyesinin ise zamanin tiim periyotlarinda sabit oldugu bulunmugtur. Daha 6nce
CO25 miyoblast hiicrelerinde Nothern Blot yontemi ile p53 mRNA’ sinin
seviyesini inceleyen Zeytinoglu ve ark. [67] bu seviyenin 6nemli derecede
degismedigini gostermistir. Bizim galiymamizda Western Blot yontemiyle elde
edilen sonuglar ise p53 mRNA’ sinin esit oranlarda translasyon oldugunu
gostermektedir. Ilk bakista bu sonuglarin p53° wn farklilagmada bir goérevi
olabilecegi dusincesini destekledigi gorilmektedir. Ayni zamanda p53° in
farklilagmada roli oldugunu gosteren baska galigmalar da bulunmaktadir ve bu
goriisii savunan bir varsayim oldugu da daha once belirtilmistir [190]. pS3” in

transkripsiyonal aktivitesinin in vitro ortamlardaki farklilagma igin gerekli oldugu
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C2C12 miyoblast hiicrelerinde tespit edilmistir. Bu hiicreleri inceleyen Soddu ve
ark. [243] p53’ tin hucre dongusiiniin bloke edilmesi igin arttigini savunmuglardir.
Soddu’ ya gore hiicre dongisii bloke edildikten sonra hiicreler farklilagmaya
dogru gitmektedirler. Ancak daha once yapilan ¢aligmalarda p53° ten yoksun olan
fare embriyolarinin normal olarak farklilastiklar1 gésterilmigtir [213]. Dolayistyla
p53’ iin CO25 miyoblast hiicrelerinin farklilagmasinda gorevi olup olmadigini ve
varsa ne gibi bir gorevi oldugunu tespit etmek igin daha 6zgiil ve amaca yonelik
daha kapsamli bir galigma yapilmasi gerektigi dusiinilmektedir.

Transformasyon besiyerinde biyttiilen hicrelerden elde edilen total
proteinde (% 10 HS+Dex.) Western Blot yontemiyle incelenen p53 protein
seviyelerinin zaman periyodu icerisinde onemli derecede degismedigi tespit
edilmistir. Transformasyon besiyerinde biyiitilen hiicrelerde tespit edilen p33
seviyelerinin, farklilagma besiyerinde tespit edilen p53 protein seviyelerinden
farki olmadigi gozlenmistir. Ayni sonuglar Nothern Blot yontemiyle tespit
edilmistir [67]. Buna gore N-ras’ 1n aktif olmasi veya olmamasinin p53” i higbir
bigimde etkilemedigi diiginiilebilir. pS3” Gin seviyesinin artmasinin ise hiicrelerin
bulunduklan besiyerinden kaynaklanma olasiligi daha yiiksektir. Hiicrelerin
bulunduklar: besiyeri mitojenik faktérler agisindan ¢ok diigiiktiir. Bu durum hiicre
icin anormallik gosterdiginden dolay1 pS3’ iin artmus olabilecegi dusiiniilmektedir.
p53 proteininin seviyesi, digiik oranda mitojenik faktorler iceren besiyerlerinde
biitin hiicrelerde artip artmadig: ise farkli hiicre hatlarinda denenmesi

Onerilmektedir.
6.6. Mdm2

Mdm?2, p53 proteini tarafindan aktif edilen bir gendir. Ciinkii mdmz, p53’
iin kontroliini saglamaktadir. Bu g¢aligmanin kapsaminda mdm2 proteininin
seviyeleri normal (%10 FBS), farklilasma (%10 HS) ve tarnsformasyon (%10
HS+Dex.) besiyerlerinde biiyiitiilen hiicrelerde incelemistir.

Normal besiyerinde biyiitilen hicrelerde mdm2 proteini hig tespit
edilememistir. Daha once belirtildigi gibi mdm2 p53 tarafindan aktif edilen bir

gendir. Dolayistyla p53’° in olmadigt bir ortamda mdm?2’ nin bulunmast
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beklenemez ve eger bulunursa hiicrenin anormal bir durumda oldugunu gésterir.
Mdm2’ nin p53’ ten bagimsiz olarak artmasi kanserlerin % 30’ unda tespit
edilmigtir [196]. Bizim ¢aligmamizda kullanilan hiicrelerde normal durumlarda
mdm2’ nin olmamas: hiicrelerin ¢aligmak igin elverigli ©zelliklere sahip
olduklarint géstermektedir.

Farklilasma ortaminda biiyiitiilen hiicrelerde incelenen mdm?2’ nin seviyesi
ilk 12 saatte hi¢ tespit edilmemistir. Bu durum aslinda beklenen bir durumdur.
Clinkii p53” in, mdm?2’ yi aktiflestirebilmesi igin belli bir seviyeye ulagmasi
gerekmektedir. Nitekim Honda ve ark. [216] tarafindan mdm2 nin, p53” ten sonra
meydana geldigi bildirilmistir. Ayrica mdm?2’ nin p53” iin kontroliinii saglamas:
i¢in 6nce p53’ Gin meydana gelmesi gerekmektedir. p53° e bagh olarak mdm2 24
saatten itibaren 96 saatin sonuna kadar p53 seviyesine yakin bir seviyeye
ulagmistir. Zaman periyodu igerisinde p53 seviyesine bagli olarak artan ve azalan
mdm?2 proteininin davranginin, p53” G kontrol altinda tuttugunu géstermektedir.
Mdm2’ nin mRNA’s1 beyin, kas ve testis gibi olgunlagmis organlarda da yiiksek
seviyelerde bulunmustur [202, Shvarts 1996]. Mdm2’ nin kas farklilagsmasinda
regilator bir roli oldugu gibi daha Once Fiddler ve ark. [242] tarafindan
bildirilmistir. Fiddler ve ark. [242] yaptiklann ¢aligmada mdm2’ nin yiiksek
seviyede sentezlenmesinin C2C12 miyoblast hiicrelerinin MyoD-bagiml
farklilagsmasini engelledigini tespit etmislerdir. Bu yonden 96 saatte yok olmasi
farklilagma ile ilgili olabilir. Ayrica Dazard ve ark. [208] tarafindan incelenen deri
hiicrelerinde mdm?2’ nin seviyesinin yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Ancak ne
yazik ki bu galigmada p53” iin seviyesi incelenmemistir.

Bizim galigmamizda tespit edilen mdm?2 protein seviyesinin artig nedeni
farkhlasma olay: mi yoksa p53” iin baskilanmas: m: sorusunun cevab: farklilagma
proteinleri ve mdm2 arasindaki baglant1 ¢oziildiikten sonra belli olacaktir.
Caligmamizin sonuglarina gére mdm2 seviyesindeki artisin nedeninin p53” {in
baskilanmasi oldugu onerilebilir. Bu nedenle mdm2’ nin seviyesi p53 seviyesine
yakin bir durumda seyretmektedir.

Transformasyon besiyerinde biyiitillen hiicrelerde incelenen mdm2
seviyelerinde ise 12. saatte hi¢ sinyal alinmamistir. Bunun sebebi daha once

belirtildigi gibi pS3 proteinin belli bir seviyeye ulastiktan sonra mdm2 devreye |



girmektedir. Bu hiicrelerde tespit edilen mdm2 proteininin seviyelerinin tiim
zaman periyotlarinda farklilagma besiyerinden daha az oldugunu bagtan
belirtmemiz gerekmektedir. 24 saatten elde edilen mdm2 seviyesinin az oldugu
belirlehnﬁstir. 48 saatte ani bir artty gosteren mdm2 protein seviyesi 72. saatte
baslayan ani bir digiis gostermis ve 96. saatin sonuna kadar devam etmistir. 12.
saatte mdm2’nin olmamasi ve N-ras’ in diisiik sevilerde olmasi bu her iki protein
arasinda bir baglanti oldugunu gostermez. Ancak 24. Saatte artan N-ras ve mdm?2’
nin p53’ e gore beklenen seviyelerde olmamast N-ras” in mdm2’ yi gok az da olsa
baskiladigint ama p53” iin yitksek seviyede kaldigint gostermektedir. Nitekim bu
baskilama N-ras’ 1n yiiksek seviyeiere ulastigt 72. ve 96. saatlerde daha belirgin
bir sekilde oldugu gorilmektedir. N-ras, p53 ve mdm2’ nin seviyeleri
kargilagtirildiginda N-ras’ in mdm2’ yi baskiladigt izlenimini dogmaktadir.
Mdm2’ nin, Ras/Raf/Mek/MAP kinaz yoluyla etkilendigi Ries ve ark. tarafindan
agtklanmugtir [227]. Ancak s6z konusu ¢alismada normal ras/raffmek/MAP kinaz
yolunun mdm2’ yi indiiklendigi savunulmustur. Bizim ¢aligmamizda kullanilan
mutant N-ras’ 1n, s6z konusu normal Ras/Raf/Mek/MAP kinaz yolunun tersine
isledigi disiiniilmektedir. Bu bulgularin 1g1§inda p21™ proteini ile mdm2 proteini
arasinda ¢ok yakin bir iligki oldugu savunulmaktadir. Mek aktivitesi engellenen
ras kokenli kanser hiicrelerinde mdm2’ nin seviyesinde disis oldugu Ries ve ark.
[227] tarafindan bildirilmigtir. Bizim ¢aligmamizda aktiflestirilen N-ras
onkogeninin mdm2 proteini seviyelerine etkisi Ries ve ark. [227] tarafindan
varilan  sonucu desteklemektedir. Ancak bizim g¢aliymamizda Mek
incelenmemistir. Bunun i¢in N-ras’ in, mek yoluyla m: yoksa baska bir yolla mi
mdm2’ yi etkiledigi agtk degildir. Bu sorunun cevab: bu caligmanin devami
niteligiﬁdeki bagka caligmalan gerektirmektedir. N-ras’ in mdm2’ yi ister Mek
yoluyla ister bagka yolla etkilemesi, N-vas ve mdm2’ nin arasinda agik bir

bigimde iliski oldugunu gostermektedir.
6.7. p19

p19°*" 1n mdm?2’ ye baglanarak p53’ iin kontroliinii sagladigt Honda ve

9ARI’

ark. tarafindan bildirilmisticr [216]. Bizim ¢aliymamizda pl normal,
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farklilagma ve transformasyon besiyerlerinde biiyiitiilen hiicrelerden izole edilen
total protein Western Blot yontemiyle incelenmisti. Normal besiyerinde
incelenen p19™*™ 1n 12-96 saat periyodu igerisinde hig rastlanilmamistir. p53 ve
mdm2’ nin olmadiklart bir ortamda p19™® olmamas: literatiirlerde savunulan
p19-mdm2-p53 iligkisini destekler niteliktedir.

Farklilagma besiyerinde buyitilen hacrelerde pl19™*" proteini tespit
edilmemigtir. Literatir taramasinda p19*** ve farklilasma arasinda ne gibi bir
baglanti olduguyla ilgili higbir bilgiye rastlanilamamistir. Buna goére bizim
alismada tespit edilen pl19*%" bulgusunun farklilagmakta olan hiicrelerde
p19™"in gorevinin olmadigini gostermektedir. Bu bulguyu destekleyecek veya
reddedecek herhangi bir bilgiye rastlaniimamugtir.

Eischen ve ark. [246] 1999 immiinoblot teknigini kullanarak inceledikleri
p19***> den yoksun lenf hiicrelerinin sitoplazmalarinda yiiksek seviyelerde mdm2

proteininin oldugunu bulmuslardir. Bu bulgunun isiginda p19™*F

proteininin
mdm2’ nin her fonksiyonu igin gerekli olmadigini kanitlamaktadir. Bizim
caligmamizda farklilagmakta olan CO25 miyoblast hiicrelerinin sitoplazmalarinda
mdm2’ nin seviyesi yiiksek ve sabit olmasina ragmen pl19**F proteinine
rastlanilmamasi sonucuna Eischen ve ark. [246] tarafindan yapilan galigmalarda
farkli hiicre hatlarinda varilmigtir. Dolayisyla Eischen ve ark [246] tarafindan elde
edilen sonuglar bizim ¢alismamizda elde edilen sonuglari destekler niteliktedir.
Transformasyon besiyerinde biiyttiilen hiicrelerde incelenen p192RF 1nise
mdm2’ ye bagli olarak hareket etmedigi bir kez daha tespit edilmigtir. Bu
hiicrelerde mdm2’ nin zaman periyodu igerisinde azalan seviyesine karsin p194FF

ARF ve mdm2’ nin

seviyesinde herhangi bir artiy gozlenmemistir. Fakat pl9
birbirine baglandig taktirde mdm2’ nin p53’ iin Gstiindeki ubiqutinasyon etkisinin
azalttigini ve dolayistyla p53° iin bozulmasindan kurtardigint Honda ve ark [216]
tarafindan bildirilmigtir.

Ra.s-pl‘j'ARF arasindaki iliski Palmero ve ark [75] tarafindan incelenmistir.
Palmero ve ark onkogenik ras’ a cevap olarak p53’ in birikmesini p19”%F ile
sagladigini savunmuslardir. Ancak bizim galigmamizda kullanilan insan mutant
N-ras onkogeninin p19™*" iizerine 6yle bir etkisinin olmadigi goriilmiistir.

p19™ proteininden Western Blot yontemiyle hig sinyal alinamamasina ragmen
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kontrol amactyla Dot Blot yontemi kullanildiginda sinyal alinmigtir. Dolayistyla

caliymamizda kullanilan p19’ un antikorunun aktivitesinden ve verimliliginden

kaynaklanan siipheleri uzaklastinlmistir.

Biitiin bu bilgi ve bulgularinin 1s1ginda varilan sonuglar 6zetlendiginde:

1. N-ras p53°un ekspresse edilmesini engellemez fakat p53” {in hiicre
dongisiinin tizerindeki etkisini engellemektedir.

2. N-ras mdm2’ yi baskilamaktadir ve bu baskilama biyiik olasilikla mek
yoluyla ger¢eklesmektedir.

3. N-ras p19™®" 1 aktiflestirmemektedir. p19**"™ in N-rus ve p53 arasinda
baglayict bir rolit bulunmamaktadir.

4, p53-mdm2’ nin arasindaki feed-back iliskisi bir kez daha
pekistirilmigtir.

5. p19™" 1n CO25 miyoblast hiicrelerinin farklilagmasinda bir role sahip

olamayacag: dusiiniilmektedir.
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EK-1:
KULLANILAN SOLUSYONLARIN HAZIRLANISI.

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

100 m! igin:
13.42 g toz DMEM once 80 ml steril distile su i¢inde ¢oziilir,
sonra toplam hacim 100 ml” ye distile su ile tamamlanir. 0.22 pm porlu filtre ile
steril edilir ve +4 °C’ de saklanur.

Kiiltiir Vasati (DMEM+%10 FBS= Fotal Sigir Serumu)

500 ml i¢in:

%9.2 Steril sodyum bikarbonat ¢ozeltisinden 20 ml (f k. %l),
penisillin/streptomisin soliisyonundan 5 ml (fk.%!), Fotal si8ir serumdan 50 ml
(fk. %10 olacak), 10X DMEM soliisyonundan 50 ml (fk. %10) alinarak distile su
ile 500 ml tamamlanir. 0.22um porlu filtre ile steril edilir ve +4 °C’ de saklanir.

NOT: Kullanilan DMEM L-glutamin igermiyorsa ayrica glutamin soliisyonu ilave
edilmelidir.(f k. %1).

Kiiltiir Vasat: (DMEM+%10 HS= At Serumu)

500 ml igin:
%9.2 Steril sodyum bikarbonat ¢ozeltisinden 20 ml (final k. %]l
olacak), penisillin/streptomisin soliisyonundan 5 m! (fk.%]1 olacak), at serum 50
ml (fk. %10 olacak), 10X DMEM solisyonundan 50 ml (fk. %10 olacak) alimir
ve distile su ile 500 ml’ e tamamlanir. 0.22 pm porlu filtre ile steril edilir ve +4

°C’ de saklanir.
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Puk’s Saline-A (PSA)

100 ml igin:
Potasyum kloriir 0.4 g, sodyum kloriir 8 g, sodyum bikarbonat 0.35
g, D-glukoz 1 g, fenol red 0.005 g 80 ml steril distile su iginde ¢oziiliir, NaOH ile
pH 7.2-7.4 ayarlandiktan sonra toplam hacim 100 ml” ye distile su ile tamamlanir.

0.22 pum porlu filtre ile steril edilir ve +4 °C’ de saklanur.

EDTA Soliisyonu (300mM)

100 ml igin:
11.166 g EDTA 80 ml steril distile su iginde ¢oziiliir, NaOH ile pH
8.0 ayarlandiktan sonra toplam hacim 100 ml’ ye distile su ile tamamlanir.

Otoklav ile steril edilir ve +4 °C’ de saklanir.

Tripsin Soliisyonu (2X)

100 ml igin:
PSA 10 ml, %5 sodyum bikarbonat 0.7 ml, 300mM EDTA 0.33 ml,
10X tripsin-EDTA 25 ml. steril distile su ile 100 ml’ ye tamamlanir. NaOH ile pH

7.2’ ye ayarlanir, 0.22um porlu filtre ile steril edilir ve +4 °C’ de saklanir.

Fosfat Tampon Cozeltisi (Phosphate Buffer Saline-PBS) (1X)

1 It igin:
NaCl 8 g, KCI 0.2 g, KH;P04 0.2 g, NaHPO4 1.14 g 800 ml steril
distile su iginde ¢oziiliir, NaOH ile pH 7.3 ayarlandiktan sonra toplam hacim 1000

ml’ ye distile su ile tamamlanir. Otoklav ile steril edilir ve +4 °C’ de saklanir.
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Lizis Tamponu
3 ml igin

1 M Tris (pH 8.0) den 150 pl, S M NaCl’den 90 ul, %0.2 sodyum

azid’ten 300 pl, %100 NP-40’ten 30 pl, 10 mM PMSF (1.74 mg/ ml) 170 pl, 1.9

mg/ ml aprotonin’den 1.6 pl, karigimi 2258.4 ml stril distle su ile 3 ml’ ye

tamamlanir.

Not: PMSF ve Aprotenin kisa omirlii olduklarindan dolayr karisima hemen

kullanilmadan 6nce kullanilmasi tavsiye edilir.
SDS Jel Yiikleme Tamponu (2X)

2X final konsantrasyon igin:

Tris-base (pH 6.8) 100 mM, DTT 200mM, SDS %4, bromfenol
blue % 0.04 (renk g6z karan ile ayarlanabilir), glyserol % 20.
1 M Tris-HCI (pH 6.8) den 1 ml, 1 M DTT’ten 2 ml, %20 SDS’ten 2 ml,
bromfenol blue’den 0.004 g (renk goz karan ile ayarlanabilir), % 100 glyserol’den

2 ml alinir ve distile su ile 10 ml’ ye tamamlanir. +4 °C’ de saklanir.
Transfer Tamponu (1X)
1 litre igin:
2.9 g glisin, 5.8 g Tris base, 0.37 g SDS, 200 ml metanol. 800 ml
steril distile su i¢inde ¢oziiliir, NaOH ile pH 8.3-8.5 ayarlandiktan sonra toplam
hacim 1000 ml’ ye distile su ile tamamlanir. +4 °C de saklanr.

Coomasie Brilliant Blue R250 boyas:

0.25 g Coomasie Brilliant Blue boyast, 90 ml metanol:H;O (1:1 v/v), 10

ml Glasiyal asetik asit. +4 oC’ de saklanir



Elektroforez Tamponu (10X)

500 ml igin:
72 g Glisin, % 10 SDS 25 ml, 15.15 g Tris-base. 400 ml distile su
iginde ¢dziiliir, NaOH ile pH 8.3-8.5 ayarlandiktan sonra toplam hacim 500 ml’ ye

distile su ile tamamlamir. +4 oC’ de saklanir.
Destain Tamponu

1 litre igin:

Metanol’den 50 ml, Glasiyal asetik asitten 75 ml alinir ve distile su

ile 1000 ml’ ye tamamlanir
Filtre Yikama Tamponu

100 ml igin: _

Final konsantrasyon igin: 150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI (pH 7.4),
%0.02 Tween 20. '

300 mM NaCl’den 50 mi, 100 mM Tris-HCI (pH 7.4) den 20 ml, %100 Tween

20°den 20 pl alinir ve distile su ile 100 ml” ye tamamlanir. +4 oC’ de saklanir.
Bloklama Soliisyonu (%S5)

5 g siit tozu 100 ml yrtkama tamponunda ¢éziiliir.

F. K. = Final Konsantrasyon



