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OZET

Insan p53 Transkripsiyon Faktor Aktivitesinin Tersinir Metiyonin

Oksitlenmesi ile Diizenlenmesi

Amag: p53 insanda bulunan en énemli tiimor baskilayici proteini olup, hiicre
dongiistiniin - durdurulmasinda,DNA tamirinde ve apoptoz gibi bir¢ok biyolojik
fonksiyonda gorev almaktadir.p53 aktivitesini kontrol eden bir¢ok post-
transasyonel mekanizma bilinmektedir fakat oksidatif stres ile kontrol edilmesi
net bir sekilde bilinmemektedir.p53’iin yapisinda bulunan metiyonin amino asitleri
bir oksidasyon durumunda metiyonin siilfoksit gruplarini(metO) olusturmakta ve bu
da p53’tn islevini bozmaktadir.Antioksidan  grubu enzimler olan  Metiyonin
Stiilfoksit Rediiktazlar metiyonin siilfoksitleri indirgeyerek tekrar metiyonine
indirgemektedirler.Bu projenin genel amaci  p53  {izerindeki  metiyonin
oksidasyonu/Rediiksiyonu ile Msr grubu enzimlerin rol aldig: bir aktivite kontrol

mekanizmasinin 0lup olmadiginin tespit edilmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metod: Msr enzimlerinin p53 aktivitesi {izerine olan etKisi,

normal sartlar ve oksidatif stres sartlar1 altinda maya hiicrelerinde incelenmistir.

Bulgular: Metiyonin Siilfoksit Rediiktaz genleri olmayan mutantlarin, p53’e
bagli Lac-Z aktivitesi kontrol hiicrelere kiyasla daha yiiksek ¢ikmistir. Bununla birlikte
MSR genlerinin asir1 ekpresyonu p53 aktivitesinde bir degisime neden olmamustir.
Mutantlarmm 1mM hidrojen peroksit ile muamelesinde p53 aktivitesinde farkliliklar
gbzlenmistir. Spesifik olarak hem MSRA hem MSRB genlerine sahip olmayan

hiicrelerin p53 aktivitesinin daha az oldugu goriilmiistiir.

Sonug¢: Oksidatif streste p53°te meydana gelen aktivite kaybinin Msr

enzimleri tarafindan korundugu ve kontrol edildigi sonucu olusmustur.

Anahtar Kelimeler: Metiyonin Siilfoksit Rediiltaz, Transkripsiyon, p53,
Oksidatif Stres, Antioksidan Regiilasyon
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ABSTRACT
Regulation Of p53 Activity By Methionine Sulfoxide Reductases

Aim: p53 is the most crucial tumor suppressor protein in humans, and it is
involved in many biological functions such as cell cycle arrest, DNA repair, and
apoptosis. Many post-translational mechanisms controlling p53 activity are known,
but its control by oxidative stress is not clearly known. The methionine amino acids in
the structure of p53 form methionine sulfoxide groups (metQO) in an oxidation state,
which disrupts the function of p53. Methionine Sulfoxide Reductases, which are
antioxidant group enzymes, reduce methionine sulfoxides back to methionine. The
purpose of this project is to determine whether there is an activity control mechanism
in which Msr group enzymes play a role by methionine oxidation / reduction on p53.

Material and Method: The effect of Msr enzymes on p53 activity has been

studied in yeast cells under normal conditions and oxidative stress conditions.

Results: Mutants that lack methionine sulfoxide reductase genes had slightly
higher p53 dependent LacZ activity than control cells. However, overexpression of
MSR genes did not change p53 activity. The mutants had a different p53 activity
pattern under oxidative stress when the cells treated with 1 mM of hydrogen peroxide.
Specifically, the cells that lack both MSRA and MSRB genes showed less p53 activity.

Conslusion: The loss of activity occurring in p53 in the oxidative stress has

resulted from the protection and control of Msr enzymes.

Keywords: Methionine Sulfoxide Reductase, Transcription, p53, Oxidative

Stress, Antioxidant, Regulation
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1. GIRIS

Oksijenli solunum yapan canlilarda metabolik faaliyetler sonucunda yan
urlin olarak reaktif oksijen tiirleri(ROT), olusmaktadir ve ROT’lar hiicresel yap1
taglarin1 etkileyerek fonksiyonlarin1  bozmaktadir.Proteinlerin  yapisinda bulunan
metiyonin ve sistein amino asitleri,kiikiirt atomu ig¢erdiklerinden dolayi,oksitlenmeye
kars1 oldukga duyarlidir. Sistemin metabolizmas1 sonucu olusan oksitlenme, hiicre i¢i
redoks faaliyetleri detayli bir sekilde arastirilmistir ancak metiyonin oksitlenmesinin
oksidatif stres ya da normal fizyolojik faaliyetler bakimmdan 6nemi detayl bir sekilde

arastirilmamistir.

Metiyonin hidrofobik bir aminoasit olup daha ¢ok proteinlerin su ile temas
etmeyen  bolgelerinde yada lipidlerin  daha ¢ok bulundugu bdlgelerde
bulunur.Proteinlerin yiizeylerinde bulun metiyoninlerin ROT’lar ile temas etmesi ve
oksitlenme riski daha fazladir (1). Metiyonin aminoasitlerinin oksitlenmesi sonucunda
metiyonin siilfoksitler(MetO) olusmaktadir bu durumda MetO’lar metiyonine gore
daha hidrofilik bir yap1 kazanmis olurlar proteinlerin bu hidrofilik yapiya kavusmasi
da proteinlerinde islev kaybma yol agmaktadir. Oksijenli solunum yapan canlilarin
daha giiclii oksidanlara maruz kalmas: durumunda daha ileri bir oksidasyon olan
metiyonin siilfon olusmakta ve metiyonin  siilfonun geri  dondstimsiizdir  ve
tekrar  indirgenmesi  s6z  konusu degildir (2). Metiyonin siilfoksitlerde oksijenin
baglanacag: kiikiirt atomu kimerik yapida olmasi nedeniyle farkli iki steroizomer
olan  metiyonin  R-siilfoksit  (Met-RO)  ve metiyonin  S-siilfoksit(Met-SO)
olusmaktadir. Oksidasyon sonucu olusan metiyonin siilfoksitler, antioksidan
enzimler olan Metiyonin Siilfoksit Rediiktaz(MSR) enzim sistemleri tarafindan
indirgenerek tekrar metiyonine donistiiriilmektedirler. MSRA enzimi Met-SO’lar1
MSRB enzimi ise Met-RO’ lar1 indirgemektedir (3).

P53 bir timor baskilayici proteindir ve insanda meydana gelen tiimérlerin
biiyiik ¢cogunlugunda mutasyona ugramis durumdadir. p53°iin tiimorlerin ¢ogunda
mutasyona ugramis olmasi durumundan dolayr engcok merak edilen ve ¢aligilan
tiimor baskilayici protein olmustur.Normal hiicrelerde p53 cok az miktarda bulunurken;
DNA hasari, hipoksi, telomeraz aktivitesinin kaybi, INTP azligi gibi hiicresel stres

yaratan durumlarda miktar1 artmaktadir (4). p53 bu stres durumlarinda uyarilmasiyla



aktif hale gelir ve hiicre dongiisiinii durdurarak olusan bu hasarlarin tamiri
icin  gerekli mekanizmalar1 aktive eder fakat olusan hasarlarm tamir
edilememesi durumunda hiicreleri apoptoza gotiiriir (5). pS3 incelendigi zaman(World
protein data bank) yapisinda 12 metiyonin bulunmakta ve bunlardan 7 tanesinin yiizeyde
oldugu goriilmektedir. Bunlardan iki  tanesi (m46 ve m48) transaktivasyon
bolgesinde  bir tanesi (m340) tetramerizasyon bolgesinde ve dort tanesi de (m160,
m169, m243 ve 323) DNA baglanma bolgesinde bulunmaktadir. p53 iizerinde
yapilan in vitro ¢alismada hidrojen peroksit ile oksidasyonu sonucu p53’iin
tetramarizasyon bolgesinde bulunan metiyoninin (met340)  oksitlenmis, metO
olusmus ve p53 tetramer yapist kararliligini kaybetmistir (6). Yapilan bu ¢alisma
metiyonin oksitlenmesi durumunda p53’iin inhibe oldugunu gostermistir ama hiicre
ici ortamda MSR enzimlerini katarak metiyoninlerin oksitlenmesi durumu detayl

olarak ¢alisilmamustir.

Bu calismamizin genel amaci pS3 tizerindeki metiyonin
oksidasyonu/Rediiksiyonu ile MSR grubu enzimlerin rol aldig1 bir aktivite kontrol

mekanizmasinin 0lup olmadiginin arastirilmasidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikal kavrami Denham Harman(1956)’nin yaptigi enzimatik bir
caligma sonucunda yan {iriin olarak oksijen radikallerinin olusumunu tespit
etmesiyle ortaya atilmistir.Bir veya birden fazla eslesmemis elektron bulunduran atom
veya molekiillere serbest radikal denir (7). Eslesmemis elektron bulunduran kararsiz
atom veya molekiiller kararli bir yapiya kavusmak igin bagka atom veya molekiillerden
elektron alma egilimine girer ve bdylece memeli sistemlerde tiim viicudu
dolagip  tehlikeli  durumlar yaratabilir.Denham Harman serbest radikalleri bu

tehlikelerinden dolay1 Pandoranin felaketler kurusuna benzetmistir (8).

2.2. Oksidatif Stres

Reaktif ~ Oksijen  Tirleri(ROT)  aerobik  yasam  siiren  canlilarda
hiicresel metabolizma sonucu {retilir. Aerobik canlilarda genellikle ROT’un zararh
etkilerini engellemek icin gerek enzimatik gerek enzimatik olmayan antioksidan
savunma sistemleri gelistirmislerdir. Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin
oksidan lehine degismesi sunucunda oksidatif stres olusur (9). Memeli sistemlerda
Reaktif azot tiirleriRAT) deROT’lara benzer mekanizmalarla meydana gelir. Aerobik
organizmalarda ROT’larm ¢ogu mitokondri metabolizmas1 sonucu olusmaktadir (10).

Oksidatif stres endojen ve eksojen kaynakli olabilir.

2.3. Endojen Kaynaklar

« Aerobik solunum mitokondri’nin elektron transport sistemi tarafindan
tretilirler.

*  Viicutta yangt durumunda sitokinlerin asir1  iretimi  sonunda
viicutsavunmasinda gorev yapan makrofajlar ve ndtrofiller tarafindan
tiretilebilirler.

« Lipid peroksidasyonu sonucu iiretilirler.

+  Immun sistem tarafindan iiretilirer.

* Asirt viicut yorgunlugundan kaynaklanan oksidatif stres

* Hormonlar tarafindan (kortizol,katesolamin)oksidatif stres olugabilir (11).



2.4. Eksojen Kaynaklar

+ X-RAY,gamma 1sinlar,UV 1sinlari...gibi

* Organik maddelerin yakilmasi sunucu olusabilir.

* Yangnlar volkanik faaliyetler.

* Temizlik {irtinlerinde kullanilan kimyasal maddeler.

» Alkol sigara kullanim1
» Hava kirletici dumanlar (11).

Oksidatif stress olusumuna neden olan endojen ve eksojen kaynaklar sonucunda;

kanser, norolojik hastaliklar, bobrek hastaliklari, kalp hastaliklari, hipertansiyon, diyebet,

solunum sikmtis1 vb. gibi bir¢ok hastalik olusmaktadir (9).

Serbest radikaller hiicrede birikimi sunucumda hiicredeki DNA,protein ve

lipid gibi biyomolekiilleri etkileyerek ciddi oksidatif hasarlar olustururlar (12).

Tablo 2.1. Hiicresel serbest radikallerin etkiledigi molekiiller (12).

Etkilenen bilesikler

Sonugclar

Doymamig amino asitler ve kiikiirt igeren

Protein denatiirasyunu
Capraz baglanma

amino asitler Enzim inhibisyonu
Organ ve hiicre gegirgenliginde degisimler
Baz modifikasyonlar1
DNA Zincirde kirilmalar
Proteinler Peptit zincirinde kirilmalar

Denatiirasyon

Karbonhidratlar

Hiicre ylizey reseptorlerinde degisiklik

Doymamus lipidler

Kollesterol ve yag asitlerinin oksidasyonu

Hyaluronik asit

Sinovial stvinin vizkozitesinde degisiklik

Kofaktorler

Nikotinamit  ve flavin iceren
kofaktorlerinaktifliginde azalma
Askorbat ve forforin oksidasyonu

Antioksidanlar

a-tokoferol  ve B-karoten gibi
antioksidanlarin aktifliginin azalmas1




2.5. Oksidatif Stresin Lipitler Uzerine Etkileri

ROT’lar lipit peroksidasyonunu baglatabilir ve bu durum membran
reseptorlerini ve enzimleri etkisiz hale getirir, membran c¢ift tabaka yapisini
bozar (9.13). Lipid perosidasyonu hiicre membran gegirgenligini bozar,membran
akigkanligimmi azaltir ve iltihaplanmaya neden olur (10). Radikallerin lipid zarlarinda
reaksiyonlar1 lipit peroksitler, lipid alkoller ve aldehit yapida yan {iriinlerin olusumunu

da saglar (12).

2.6. Oksidatif Stresin DNA Uzerine Etkileri

ROT, DNA’ da baz bozulmalarina,tek yada ¢ift iplikli DNA kayiplarina,piirin
ve pirimidin  modifikasyonlarma,sekere ~ bagli modifikasyonlara, mutasyonlara
neden olabilir (9). Sigara dumani ,organik maddelerin yanmasi sonucu olusan
dumanlar,serbest radikaller tiyol guruplarina baglanarak yaslanmaya ve kansere katkida
bulunur. Oksidatif stres yoluyla meydana gelen 8-OH-G en ¢ok bilinen DNA
hasarlarmdandir ve kanser igin bir belirtectir(14" Genlerin promotor bolgeleri
transkripsiyon faktorlerini igeren konsesus dizileri igerirmektedir. Konsesus diziler
oksidan saldirilarma duyarlh GC agisindan zengin bolgelerdir. Transkripsiyon
faktorlerinin baglanacagi bu bolgede 80OH-G DNA smin olusumu transkripsiyon
faktorlerinin baglanmasmi degistirir. Oksidatif stress ayrica DNA’da kisa tekrar
bolgelerinde kararsizliga neden olur. Redoks metaliyonlari, hidroksil radikalleri bu
bolgenin stabilitesini artirir (15). Oksidatif stress tek ya da ¢ift DNA kirilmalarma da
neden olur. Cift sarmalli DNA kopmalar1 biiyiik tehlike arz etmekte ve hiicre
sagkalimi i¢in olduk¢a onemlidir (16). DNA da CpG adalarinda meydana gelen bir
mutasyon genlerin susturulmasma neden olur. 5-MeCyt’nin 5-hidroksimetil urasil (5-
OHMeUra)’ya oksidasyonu timinin veya 5-hidroksimetil sitozin ara maddelerinin

olugmasi yine oksidatif stres kaynaklidir (17).
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Sekil 2.9. Reaktif oksijen ve serbest radikaller ile etkilesime giren DNA baz tirlinleri(9).

2.7. Serbest Radikallerin Proteinler Uzerine EtKileri

Serbest radikaller veya radikal olmayan atom veya molekiillerin proteinlerle
etkilesimi protein modifikasyonlarma sebep olur (18). Protein modifikasyonlarinin
biyokimyasal sonuglari, yan zincir oksidasyonu, protein omurgasmin fragmantasyonu,
asir1  radikal olusumu sonucuna bagl olarak zincir reaksiyonlarinin devam
ettirilmesi,gerek proteinlerde gerek amino asitlerde dimerlesme,¢6kelme,yapisal
bozulmaya bagli islev kaybi,yine enzim gibi proteinlerde islevsel kayiplar,proteinlein
katlanmasinda sorun,gen ifadesinde ve diizenlenmesinde degisimler,hiicre sinyal ileti
yolaklarinda meydana gelen modifikasyonlar,apoptozis ve negrosizin uyarilmasi,
yanls katlanmalar, ¢apraz baglanmalar ve proteolitik enzimlerde aktivite kaybi gibi
siralanabilir (18,19). Protein oksidasyonu (Sekil.2.2) de gosterildigi gibi amino asit a
karbonundan bir H atomunun OH.e baglanarak ayrilmasi ve H20 olusumuyla
baslar.Reaksiyon Fe ve Cu aracili da olabilir. H atomunun OH. a baglanmasi ve
ayrilmasi karbon merkezli bir radikal olusturur olusan bu radikal ortamda oksijen varsa
etkilesimi sonucu peroksil radikaline dontisiir.Peroksil radikalinin de baska bir
molekiilden H atomu almas1 sonucu alkil peroksit olusur.Alkil peroksit de HOZ2. ile
reaksiyonu sonucunda alkoksil radikaline doniisiir. Yine bundan sonraki reaksiyonlar

oksijenin varligina bagl olarak degisebilir (14,15).
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Sekil 2.10. Proteinlerin serbest radikal bagimli oksidasyonu (20).

Proteinlerdeki amino asit yan zincirleri oksidasyona oldukc¢a agiktir.Yan
zincirlerde metal bagimli ve serbest radikal bagimli oksidasyon s6z konusudur.Ozellikle
metiyonin ve sistein gibi kiikiirt igeren amino asitler oksidasyona en duyarli

amino asitlerdendir (18).



Tablo 2.2. Oksidasyona yatkin amino asitler ve oksidasyon tiriinleri (18).

Amino asit Oksidatif Oksidasyon iiriinleri
saldin
Metiyonin HO, t."r elektron Metiyonin siilfoksit, metiyonin siilfon
oksidasyonu
HO, diger
Sistein hidrojen atomu Sistein disiilfitler, stifenik asit
¢ikaran tiirler
_ HO . bir elektron 2-4-5—6-ve7.- I:||dr9k5|tr|pt_c1fan, nitrotriptofan,
Triptofan oksidasvonu kintirenin, formil ve
Y hihroksi kiinirenin
3,4 Hidtoksifenilalanin, tirozin-tirozin ¢apraz
Tirozin HO ,RNT,HOCI baglari, Tyr- O-Tyr, capraz bagl nitrotirozin,
3Kklorotirozin, DOPA
Fenilalanin HO, l_)lr elektron 2-3 Hldqusﬁer_ulal_anm, _2-3-ve 4-
oksidasyonu hidroksifenilalanin
Histigin | HO,; Pir elektron 2-Okso-histidin, aspartat, aspartiliire
oksidasyonu
N Oz varliginda Glutamik semialdehit, 5-hidroksi-2-amino valerik
Arginin :
HO asit
Lizin O, varliginda Lizin hidroperoksitleri ve hidroksitleri,
HO 2aminoadipik, semialdehit karbonil bilesigi
o C dan hidrojen
Glisin atomu Amino manolik asit
¢ikarilmasi
prolin O varliginda 2-Pirrolidon, 4-ve5-hidroksiprolin, piroglutamik
HO asit,glutamik semialdehit
Valin O Va;_rll(l)gmda Valin hidroperoksitleri ve hidroksitleri
0, varliginda Losin  hidroperoksitleri(3-,4-,5-hidroksilésin) ve
Losin 2 g hidroksitleri, o ketoizokaproik asit, izovaleik asit ve
HO :
aldehit
O2 varliginda
[zoldsin HO Izol6sin hidroberoksitleri
Treonin O Vijlcl)gmda 2-Amino-3-ketobiitirik asit
Glutamik asit O VT:lcl)gmda Glutamik asit hidroperoksit

2.8. Metiyonin Oksidasyonu

Reaktif oksijen tiirevleri ve reaktif azot tiirevleri proteinlerde oldugu gibi amino

asitlerde de oksidasyona neden olur.Metiyonin ve sistein kiikiirt igerdiklerinden bu

tir oksidasyonlara oldukg¢a duyarhdir.Bu oksidasyon durumu aerobik solunum

yapan canlilarda

kac¢milmaz

oksidasyonu bir translasyon

bir  sonugtur.Metiyonin’in

sonrasi

proteinlere  bagh

modifikasyondur  ve  modifikasyonlar




proteinlerin

asittir.Daha ¢ok lipid cift tabaka ile etkilesim gosterirler ve poteinlerde hidrofobik

cekirdekte

korunurken

bulunurlar.Bu

islevlerini degistirirler (21). Metiyonin

yiizeyde kalan

konumdaki metiyoninler

hidrofobik  bir

oksidasyondan  daha

metiyoninler oksidasyona daha agiktir (21,22).

amino

Metiyoninler oksidasyon sonucunda daha hidrofilik bir hal alir ve MET-SO(metiyonin
stilfoksit) olusur ve bu degisiklik proteinlerin yapisini etkiler fakat bu durum geri
donisiimliidiir. Metiyoninlerin daha ileri reaksiyonu da geri doniisiimsiiz bir

durum olan MET-SO2 (metiyonin siilfon) olusumuna neden olur (23).

CH3 CH3 CH3

I | |

S 8=0 O0=8=0

I | |

ROS /RCS H ROS /RCS CH

e — 5 P 5 P

CH, CH, CH,

| | I
-NH-CH-CO- -NH-CH-CO- -NH-CH-CO-
Methionine Methionine Methionine

sulfoxide sulfone

Sekil 2.11. Metiyonin oksidasyon sonunucu metiyonin siilfoksit olusumu ve geri

doniistimsiiz metiyonin siilfon olusumu (21).

Biitiin polipeptid zincirleri baslangic aminoasiti olan metiyonin ile baslar.
Metiyonin 20 amino asitten biridir fakat proteinlerde miktar olarak daha fazla
bulundugu i¢in ve metiyoninler de oksidasyona daha yatkin olduklarindan dolayi
protein oksidasyonunda metiyonin kalintilarina daha fazla rastlamak miimkiindiir (24).
Insan tiimér baskilayici proteini olan p53 iin yapis1 incelendigi zaman
veritabanlaridaki(worldwide protein data bank) p53 {in yapisinda 12 metiyonin oldugu
goriilmektedir.Bu metiyoninlerden bir tanesi (Met340) p53 {in tetramerizasyon
bolgesinde yer almaktadir.Bilim adamlarmin yaptigi bir ¢alismada(Nomuro vd.2009) p53
in tetramerizasyon alanindaki metiyonin (Met340) yaklasik olarak 10 saat hidrojen
peroksit ile oksidasyona birakilmis ve oksidasyon sonucunda p53 iin tetramer bolgesinde
bulunan metiyoninin oksitlendigi ve p53 iin tetramerik yapisinin bozuldugu

kesfedilmistir (6).



Sekil 2.12. p53 Tetramerizasyon alani 340. posisyonda metiyonin torusu yesil, kiikiirt

atomlar1 sar1 ve turuncu olanlar da 9 adet hidrofobik tortu renkleri ile isaretlenmistir (6).

Sekil.2.4 de gosterilen bu calismada p53 {izerinde 340. Pozisyonda
bulunan metiyonin’nin oksidasyonu p53 iin tetramerik yapisin1 bozmakta ve bu
durumun p53 transkripsiyon fonksiyonunun inaktive eden mekanizmalardan biri

olabilecegi goriisiine varilmistir.

2.9. Metiyonin Siilfoksit Rediiktazlar

Proteinlerin yapisina katilan metiyonin amino asitleri aerobik kosullarda ROT” lar
tarafindan oksidasyona oldukga agiktir. Metiyoninin  yapisinda bulunan kiikiirt
atomu oksidasyon sonucunda siilfoksite doniisiir ve boylece metiyonin metiyonin
stilfoksite (Met-O)dontismiis olur (25). Oksitlenmis olan metiyoninler metiyonin
stilfoksit rediiktazlar (MSR) denilen antioksidan enzimler tarafindan onarilir

(21,22,26-29). Metiyonin siilfoksitler oksijenin baglandig: kiikiirt atomunun kimerik
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yapisindan dolayi iki farkli steroizomer olusur. Bunlar (met-SO) ve (met-RO) dur (3).
Oksidasyona ugramig metiyoninler metiyonin-S-siilfoksit(msrA) tarafindan ve
metiyonin-Rsiilfoksitler(msrB) tarafindan onarilir (28,30). Metiyonin siilfoksit
rediiktaz enzim sistemleri yanlizca protein onarimnda degil, proteinlerin redoks
regiilasyonunda, redoksa bagl sinyal ileti yolaklarinda, hiicreleri oksidatif stresten

koruma gibi gorevleri de vardir (2).

A
CH3-S- ®
S-CH3
S-CH3 ROS / RCS . CH3 |$
& = o o
MsrA / MsrB §- CH3
S S-CH3
active inactive
B
CH3-S- CH 3_§_ :
i S-CH3 ROS/RCS _ [ S-CH3

A

s <
MsrA / MsrB

S-CH3 S

inactive active

S-CH3

>

Sekil 2.13. Metiyonin oksidasyonun proteinler iizerindeki etkileri A) Metiyonin
oksidasyonunun proteinlerdeki inaktivasyonmekanizmasi B)Protein oksidasyonunun

MSR ler tarafindan onarim mekanizmasi (21).

Maya hiicrelerinde bir adet msrA ve bir adet msrB bulunmaktadir. Buna
karsilik memelilerde simdiye kadar kesfedilmis bir adet msrA ve hiicre igi
lokalizasyonlar1 farkli msrB1, msrB2 ve msrB3 olmak tizereiig¢ adet msrB enzimi
bulunmaktadir(31). msrB1, bir selenoprotein olup Onceki ismi (selR) sitoplazma
ve cekirdekte bulunmaktadir. msrB1 msr enzimleri igerisinde en 6nemli enzimlerdir
ciinkii aktif merkezinde selenosistein bulundurur ve katalitik olarak en aktif enzimdir.
msrB2 mitokondride bulunur ve msrB3 enzimi ise endoplazmik retikulumda bulunur
(32). msrA nin molekiil agirligr yaklagik olarak 25 kDa dir. msrB1, msrB2 ve
msrB3 {in molekiil agirliklar1 da swrasiyla 12 kDa, 20 kDa ve 20 kDa olan olduk¢a
kii¢iik proteinlerdir (31). msrA okaryotlarda prokaryotlardan bazi bakterilerde ve ¢ok
az da arkebakterilerde bulunurken; msrB okaryotlarda ve bazi bakterilerde bulunur

(31). Bilim insanlar1 msrA ve msrB antioksidan enzimlerinin  kimliklerini
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belirleyip daha iyi tamimlamak i¢in 36 bakteri, 9 arkebakteri ve 5 Okaryot’ta

dizilenmis genom analizi yapmislardir (3).

2.10. Metiyonin Siilfoksit Rediiktazlar Uzerine Yapilan Calismalar

Antioksidan enzimler olan msrA ve msrB enzim sistemlerinin  6nemi
anlasildiktan sonra bilim insanlar1 bu enzim sistemlerini memelilerde, mayada,
bakterilerde, insanda ve meyve sinegi gibi birgok canli {izerinde ¢alismaya
baslamiglardir. Bu ¢alismalardan bazilar1 sunlardir: Tioredoksin/Tioredoksin rediiktaz
sistemini farelerde kalori kisitlamasi yontemini uygulayarak farelerde yaslanma tirecini
geciktirdigi ortaya c¢ikmustir (33). Tioredoksin rediiktaz sistemi aynm1 zamanda
MSR’lerin de elektron donoriidiir. Farelerde insan tioredoksinin asir1 ekprese olmasi
oksidadif strese olan direnci artirir ve ayn1 zamanda fare Oomriiniin de uzamasini
saglar(34). Ruan ve arkadaslarinin msrA enzimini kullanarak meyve sinegi
(Drosophila) ile yapilan ¢alismada msrA’nin asir1 expresyonu oksidatif strese direng
saglamakla kalmayip transgenik meyve sineginin Oomriinii %70 kadar artirdigi
dogrudan gdzlemlenmistir (28). Ote yandan baska bir ¢alismada memelilerde msrA’nin
antioksidan savunmay1 artirdigi ve memeli 6mriinii diizenledigi g6zlemlenmistir
(29). Diger bir ¢alismada selenyum diyeti uygulanan farelerde msrA diyet
farelerinde  metiyonin siilfoksite  bagli protein karbonil seviyelerinde artis
gorilmistir ve msrA seviyeleri selenyum diyeti uygulanan farelerde yaklasik
olarak iki kat olmasma ragmen diyet uygulanmayan farelere gore protein karbonil
seviyelerinde yasla birlikte esit seviyede yiikselmistir. Ayrica msrA farelerinde daha
once gorillen ayak basparmagi yiirime davramisinin gelisimi selenyum diyeti ile
beslenmeleri durumunda daha &nce meydana geldigi goriilmiistir (35). Insan
fibroblast hiicreleri ve fare organlari iizerinde yapilan baska bir ¢alismada msrA ve
msrB2(cbs-1) antioksidan enzimleri kullanilmig ve yasl bireylerde geng¢ bireylere
oranla bu enzim seviyelerinde azalma goriilmiistiir ve bu diisiisii de yaslanma ile birlikte
olusan oksitlenmis protein birikimi ile iliskilendirmislerdir. Elde edilen bu sonuglar
bu iki enzimin yashlkta fazla regiilasyonu oksidatif stresten koruyacagi fikri
olusmustur (36,37). Metiyonin oksidasyonu baska hastaliklar tizerinde de ¢alisilmistir.
Ornegin Alzheimer gibi nérodejeneratif bir hastalik iizerinde yapilan bir calismada
Alzheimer olan tiim hastalarmm beyinlerinde okside protein seviyelerinde artis
goriilmiistiir ve buna bagli olarak msrA seviyelerinde aktivite kayb1 gozlenmistir (38).

Diger bir caligma da insan T lenfositlerinde ve noral hiicrelerde yapilmis olup oksidatif
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stresi indiikleyen bir ortamda msrA’nin asir1 ekpresyonu hiicreleri oksidatif stresten
korudugu ve hiicrelerin de Omriinii uzattigi tespit edilmistir (39). Yapilan tiim bu
caligmalar msrA ve msrB antioksidan enzimlerinin asir1 ekprese olmasi1 durumunda
yaslanmay1 geciktirdigi, oksidatif stresten korudugu ve bir¢cok hastalikta enzim

seviyelerinin yeterli olmasi durumunda olumlu etkilerinin oldugu anlasilmaktadir.

2.11. P53 Proteini ve Tarihgesi

p53 geni insan genomunda 17. kromozomun p kolunda (17P13.1) bulunan
en Onemli timor baskilayict genlerden biridir. Bu gen insan p53 poteinini
kodlamaktadir. p53 proteini ¢esitli arastrmacilar tarafindan ilk olarak 1979 yilinda
SV40 viriisiinde biiyiik T antijen baglanma proteini olarak tanimlanmistir ve
molekiil agirhgr 53 Kda dur (40.41). Normal saglikli hiicrelerde p53 diisiik
seviyelerde bulunurken; DNA hasari, dNTP eksikligi, hiicresel stres yaratan durumlar,
telomerezyoklugu gibi durumlarda seviyesi en ¢ok artan proteinlerdendir (4). p53
kesfedildigi donemlerde bir onkogen olabilecegi diisiiniilmiistiir, fakat p53’iin
kesfinden yaklasik 10 yil sonra( 1989) Lane veBenchimol yaptiklari deneysel bir
calismada p53’iin kanser hiicrelerinde asir1 eksprese olmasini bir mutasyona bagli
oldugunu bulmuslardir ve bu deney sonucunda p53’iin bir anti-onkogen olabilecegini
kesfetmislerdir (40). p53 proteini oksidatif stres, DNA hasari, kanser gibi bir durumda
uyarildigi zaman hiicre siklusunun durmasmi hasar onarim mekanizmalarinin
aktivasyonuna yol acar ve eger hasar onarilamaz ise hiicreleri apoptoza siirtikler (42).
p53 bir transkripsiyon faktor olarak da gorev olmaktadir. p53 uyarildiginda
konsantrasyonu artar spesifik olarak DNA’ya baglanir ve birgok genin aktivitesini
olumlu yada olumsuz olarak etkilemektedir. 100 den fazla genin aktivitesinin p53
tarafindan diizenlendigi bilinmektedir. Biyoinformatik analizler p53’iin genomda 4000

den fazla baglanma yerinin oldugunu gostermektedir (43).

2.12. P53 Proteinin Yapisi ve islevi

Bir transkripsiyon faktorii olan p53 proteini 393 amino asitten olusmakta olan bir
fosfoprotein kodlar ve 11 ekzon 10 introndan olusan bir gen tarafindan kodlanir (44).
p53 proteini incelendiginde yap1 ve islevleri farkli olan bes alandan olusmakta
oldugu goriilmiistiir ve bu alanlar sirasiyla transkripsiyonel islemlerden sorumlu asidik
Nterminal kismi(1.ve 43.amino asitler arasi), prolince zengin bir alan (64-92.

aminoasitler), p53 mutasyonlarinin meydana geldigi DNA baglanma alan1 veya
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merkezi kor bolgesi(100- 300.), protein tetramerizasyon bolgesi (320-360.) ve lizin

amino asidince zengin bir C- terminali regiilasyon alani (360-393.)

C176 C182 C229 C242 C277

Transactivation S NEG

| I A—
Proline TET
L rich 1 JL J
1-100 101-300 301-393

Sekil 2.14. p53’iin sematikyapisi ve amino asit dizileri (45).

P53’tin transaktivasyon alani proapoptotik genlerin transaktivasyonundan
sorumludur. Transaktivasyon bdlgesi ayrica birgok transkripsiyon faktori ile
etkilesime girmektedir. Prolin bakimindan zengin alan p53 proteinin stabilitesi ve
ayni zamanda proapoptotik aktivitesi i¢in 6nemlidir. Aktivasyon alani apoptotik
aktiviteden sorumlu iken tetramerizazyon alan1 p53 aktivitesi agisindan 6nemlidir.
DNA baglanma alani ise p53’tin DNA’ya baglanmasi i¢in Kkritik onem arz
etmektedir (46). p53 mutasyonlarinin yaklagik % 95’i DNA baglanma alaninda
meydana geldigi bilinmektedir (4).
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Sekil 2.15. DNA’ya bagli bulunan p53 tetrameri(45)

P53 proteini gesitli hiicresel uyarilar sonucu aktive olmaktadir ve bir ¢ok biyolojik
sinyal aginda merkez gorev iistlemektedir. p53 proteini bir transkripsiyon faktori
olarak gorev aldigi i¢in hiicre dongiisiiniin durmasinda, DNA onariminda, apoptozda

hiicresel yanit bekleyen hedef genlerin transkripsiyonunda gorev almaktadir (47).

2.13. P53’iin Regiilasyonu

Timor baskilayici protein p53 diziye 6zgii bir transkripsiyon faktordiir ve hiicre
dongiisiinde ve ilerlemesinde, apoptozda, DNA onarimi, hiicresel stress yaratan
durumlar, yaslanma gibi durumlarda bir diizenleme gorevi dstlenmistir. P53’lin
diizenlenmesi transkripsiyon faktorii disinda transasyonel, post-transasyonel olarak
da diizenlenmektedir. Sitozol igerisindeki p53 transkripsiyondan bagmmsiz olarak
metilasyon, ubikitinasyon, fosforilasyon, asetilasyon, sumilasyon ve nedlesyon olmak

tizere ¢ok sayida post-transasyonel modifikasyonla da diizenlenebilmektedir(48).
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Sekil 2.16. Sekilde daha 6nce agikladigimiz gibi p53’iin bes alan1 gosterilmektedir ve
bu alanlarda meydana gelen post-transasyonel modifikasyonlar goériilmektedir.Ve
yine sekilde p53’tn metilasyon, fosforilasyon, ubikitinasyon, nedlesyon, asetilasyon
ve sumilasyon alanlar1 ¢izilmistir. Sag tarafta bulunan enzimler ise her bir
modifikasyondan sorumlu olan enzimlerdir ve ilgili modifikasyonun karsisinda

verilmistir (48).

P53’iin yapisinda meydana gelen translasyon sonrasi modifikasyonlar bu
proteinin aktivitesi ve stabilitesini diizenleme ag¢isindan Onemlidir. p53’tin C
terminalinde bulunan 6 lizin tortusu asetilasyon, nedlesyon, ubikitinasyon, metilasyon
gibi ¢esitli mekanizmalarla post-transasyonel olarak diizenlenebilir (48,49). Yapilan
bir calismada p53’in C terminalinin asetilasyonu p53°in aktivitesini artirdigi
gozlemlenmistir (49). Yine baska bir ¢calismada P53’iin fosforilasyon bolgelerinde
serin ve treonin kalintilarinin oldugu tespit edilmis olup, bu bdlgelerin 17 farkl

pozisyonda fosforilasyonu sonucu p53°in DNA ya baglanma yetenegini artirdigi
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tespit edilmistir (50). p53°iin yapisinda metilasyona duyarli lizin ve arginin kalintilari
bulunmaktadir. Metilasyon p53 iizerinde olumlu ve olumsuz etkiler yaratabilir.
Ornegin K772’nin SET7/9 ile monometile olmasi durumunda p53 hedef genlerinin
transaktivasyonunu artirmistir ve SETS8’in K382 ile momometile olmas1 durumunda

ise p53’iin transaktivitesini baskiladigi bulunmustur (51,52).

Ubikitinasyon da p53°tin aktivitesi acgisindan oldukga nemlidir. Bu
modifikasyonda bir veya birden fazla ubikitin molekiilii p53 proteinine baglanir.
Monoubikitinasyon p53’iin sitoplazmik translokasyonundan sorumludur ve apoptozu
tetikler otofajiyi inhibe eder (53). Hiicreler herhangi bir stres altinda olmadiklar1 zaman
p53 Mdm2 diger adi(Hdm2) tarafindan tutulur ve p53 seviyesi disiiktiir. Bu
durumda Mdm2 p53°i ubikitine eder. Bunun disinda hiicreler bir stres uyarisi alirsa
Mdm2 aktivitesi inhibe olur, p53 ubikitinasyondan kagar. Herpes viriisiine bagl1 ubikitine
spesifik proteozin(HAUSP) ubikitin proteaz arasindaki denge ile p53’iin yar1 6mriinii
belirler (54).
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3.MATERYAL VE METOD

Kullanilan Cihazlar

Derin dondurucu (-80)
Derin dondurucu (-20)
Buz dolabi(+4)

Buz dolabi(4)

Kar buz yapim cihazi
Distile su cihazi
Digital su banyosu
Hassas terazi
Inkiibator

Calkalamali inkiibator
Mikropipet

Otoklav

PH metre
Santrifiij(mini)
Santrifiij

Vorteks mini karisririct
Elektroforez sistemi
Spektrofotometre

Jel goriintiileme cihazi
Otomatik pipet

Ceker ocak

96’ lik well plate cihazi

Mikrodalga

Isitic1

Kullanilan Kimyasallar ve Biyolojik Malzemeler

LB Klonaz enzimi

Marka ve Modeli

Thermo Scientific
Ugur UDF6 SLNF
Vestel

Argelik

Direct-o 5UV
Nuve NB 20
Ohaus PA214C
Nuve EN 120

Daihan Scientific

Nuve

Metter Toledo
Sigma

Nuve NF 800 R
DlabDX-S
Biyo-Rad

Denovix DS-11 FX
Syngene

ESCO Class
Allsheng
Argelik

Termo scientific
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Proteinaz-K

RNA-ase-A siispansiyon
Elotion buffer

Tango buffer

X bal

Evor-V

Lizis sollisyon
Notralizasyon soliisyon
Wash soliisyon

Agar

Etidyum bromiir

LIOA-C ( Lityum asetat)
SSDNA

PEG- mix

ONPC (O-nitrofenil B-D-galaktopironosit)
H202(Hidrojen Peroksit)

Z buffer

NaCOs (Sodyum Karbonat)
Metiyonin amino asidi
Histidin aminoasidi

Urasil amino asidi

3.1. Plazmidler

Calismamizda pRS315 RE-Z ve pRS316PGK p53 plazmidleri kullanildi.
Bu vektorler hem maya hiicrelerinde hem bakteri hiicrelerinde replike olabilen mekik

tirti vektorlerdir. Bu plazmidler diisiik kopya 6zelligine sahiptir.

pRS316 PGK p53 plazmidi, maya fosfoglukokinaz enziminin promotorii
kontroliinde ifade olabilen insan p53 genini igermektedir. URA3 geni bu

plazmidin oksotrofik markir genidir (Sekil.3.1).
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ARSH4

CENG6 \

= N
ampR URA3

pRS316 PGK p53
pMB1 on
f1 on
PGK promoter
TPS53

Sekil 3.1. pRS316 PGK p53 plazmidi’nin yapisi (45)

pRS315 RE-Z plazmidi,p53 proteinin  bir  transkripsiyon  faktorii
olarak baglanabilecegi spesifik bir DNA dizisi kontroliinde ifade olunabilecek Lac-Z

genini igermektedir. LEU2 geni plazmidin oksotrofik markir genidir (Sekil.3.2)
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ARSH4
CENG \

ampR LEU2

pRS315 RE-Z

pMBEL ori

f1 ori
P53 responsive

element (RE)

LacZ

Sekil 3.2. Prs315 RE-Z plazmidi’nin yapis1 (45)

Calismamizda kullandigmmiz plazmidler Dr. Gray merrill (55) tarafindan

saglanmistir.

3.2. p53 Icin LR Reaksiyonu

Insan p53 proteininin yiiksek kopyasini olusturmamiz igin ve bos bir vektdr olan
PAG413 p53 vektorii kullanildi. PAG413 p53 aymi zamanda MSR’ler igin
de kullanacagimiz vektordir. LR reaksiyonu Gateway klonlama teknolojisi (56)
kullanilarak kuruldu. Gateway kolonlama teknolojisi James Hartley, Dominic Espasito
ve Mike Brasch isimli arastirmacilar tarafindan bulunmustur (56). Gateway klonal
sistem iki asamadan olusmaktadir. Birinci asama BP asamasidir ve bu asamada attB
iceren bir PCR {iriiniiniin attP i¢eren uygun bir dondr vektorle BP klonaz enzimi

vasitasiyla birlestirilerek attL iceren bir giris klonu elde edildigi asamadir. Ikinci
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asama ise BP asamasinda elde edilen giris Klonunun attR igeren hedef bir vektorle LR

klonaz enzimi vasitasiyla transfer edildigi ve attB igeren hedef klon elde edildigi LR

asamasidir (56).
@BP Reaksiyonu
and P ane
[ --[ = codB
=8 BP Klonaz
attB PZR iriinii veya , —_—
ekspresyon klonu Dondr vektor
@ LR Reaksiyonu
aL anL
@ + LR Klonaz
Giris klonu Hedef vekior Ekspresyon kloau

Sekil 3.3. Gateway klonlamada BP ve LR asamalar1 (56)

LR reaksiyonu kisaca su sekilde kurulmustur: P Dondér PRS316 p53 (yiiksek
kopya Ozelligine sahip bir DNA zinciri)=1ul ,PAG413 p53 vektor=1ul, LR Klonaz
enzimi=1pl ve Buffer =2ul toplam karigim 5ul olacak sekilde hazirland1 ve numuneler
bir eppendorf tiipiine alinarak iyice karistirildi. Bu karisim 1-2 saat oda sicakliginda
inkiibe edildi; daha sonra iizerine 1ul proteinaz —K (peptid baglarnin yikilmasi igin)
eklenerek vortekslendi ve 10 dakika 37 de inkiibe edildikten sonra transformasyona

hazirlandi.

3.3. Plazmid DNA Transformasyonu

PAG413 P53 plazmidini ¢ogaltmak igin Escherichia coli bakterisine
transformasyonu saglandi. Transformasyonda kullandigimiz bu plazmid Ampisilin
direng geni barmdirmaktadir. E coli de bu antibiyotige duyarlidir. Dolayisiyla
PAG413 p53 plazmidi’'nin  bakteride  ¢ogalabilmesi  i¢in  besiyeri  olarak
Ampisilinli  besiyeri kullandik. Transformasyon deneyinde izledigimiz prosediir

soyledir: -80 de TOP10 kompetent hiicrelerinin iizerine daha 6nce hazirladigimiz LR
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reaksiyonu eklendi. 15-20 dk buz igerisinde bekletildi ve her 5dk da bir nazikge
vortekslendi. 42 de 2 dk inkiibasyon yapildi. Bu karisimin iizerine 100ul LB
eklendi ve pipetasyon ile karistirildi. (LB besiyeri E .coli nin gelisimini destekleyecek
sekilde hazirlanmstir.) Daha sonra 37 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
Ampisilinli petrilere yayilarak 37 de bir giin inkiibasyonda kalmasi saglandi.

3.4.Plazmid DNA izolasyonu

Plazmid DNA y1 E.coli de ¢ogaltma isleminden sonra ¢ogaltilan bu plazmid’in
saf olarak elde edilebilmesi amaciyla izolasyon deneyi yapildi izolasyon deneyini
hazir aldigimiz bir kit ile yaptik. Bu Kitlerin icerisinde 6zel soliisyonlar bulunmakta ve
DNA ‘y1 tutmak igin spin kolonlar bulunmaktaydi. Kullanilan bu 6zel soliisyonlar
DNA’nin fiziksel olarak ¢o6ziinmesini saglarken; kolonlar DNA’da tutmak igin
kullamilmistir. Kolonlarda matriks tabakasi  bulunmaktadir. DNA  disindaki
maddeler matrikse tutunamadig: i¢in ortamdan uzaklastirilir. Islem sonunda DNA’y1
matriksten uzaklastirmak i¢in eliisyon asamasi vardir ve bu asama ile DNA matriksten

ayrilmis olup son halini alir.
Plazmid DNA izolasyon deney yonteminin esasi sOyledir:

Transformasyon sunucu petride biiyiiyen koloniler LB ampisilinli = sivi
besiyerinde bir giin 37 de 150 rpm de inkiibasyonda birakilmustir. Kiiltiir tiipleri daha
sonra 3.500 rpm de santrifiij edilerek ¢okmesi saglandi. Kiiltiir tiiplerinin dip kisminda
biriken bakteri yogunlugu alinarak eppendorf tiiplere aktarildi. Eppendorf tiiplerinin
tizerine RNA ase-A resiispansiyon soliisyonundan 250 ul eklendi ardindan 250 ul lizis
soliisyonu eklenerek vortekslendi ve 5 dk kadar beklendi. Bu karigimin iizerine 350
ul notralisasyon sivist eklenerek 5 dk boyunca 10.000 rpm de santrifiij edildi ve
ardindan ¢oken kisimlar1 almadan kolonlara transfer ettik. Ardindan kolonlar 1
dk yavas (5.000) rpm 1 dk hizli (10.000) rpm de santriftij edildikten sonra 500ul
alkol eklenmis wash soliisyonundan eklenerek 1 dk kadar beklendi. DNA disindaki
maddeleri ortamdan uzaklastirmak i¢in yikama islemi iki sefer yapildi. Yikama iglemi
bittikten sonra DNA ‘y1 matriksten ayirmak i¢in 50ul elution buffer eklendi ve 2 dk
bekledikten sonra 2 dk santrifiij edildi ve plazmid DNA elde edilmis oldu.

Plazmid DNA ‘nmn miktar ve safligin1 belirlemek icin spektrofotometrede
260/230 ve 260/280 dalga boylarinda 6l¢iim yapildi ve elde edilen sonuglar kayit altina

alindi.
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3.5. PAG413 p53 plazmidi’nin PRS315 RE-Z plazmidine Klonlanmasi

Plazmit DNA’nin klonlanmasi isleminden sonra p53 transkripsiyon faktor
geminin dogru bir sekilde klonlandigin1 test etmemiz i¢in asagida yazili
enzimlerle  kesim  reaksiyonu tamamlanip, jel elektroforezinde yiiriitme islemi

gerceklestirildi.
Kesim reaksiyonu su sekilde yapildi:

Plazmid DNA = 5ul,10X Tango buffer(kesim enzimleri i¢in optimum reaksiyon
kosullar1  saglar)=2ul, ECORV (Escherichia coli’nin  RY13 susundan ilk
identifiye edilen)=0.5ul Xbal=1 plve su=1.5 pul toplam karisim 10 pl
olacak  sekilde ayarlanmistir. Bu karisim vortekslenip santrifiij edildikten sonra
37°de 2 saat inkiibe edildi.

3.6. P53’ii Jel Elektroforezinde Yiiriitme Deneyi

Jel elekroforezi proteinleri, niikleik  asitleri  biyiiklik, elektriksel yiik
gibi 6zelliklere gore aywran bir yontemdir. Molekiiller elektrik varhiginda hareket
ederek molekiil biiyiikligiine gore karsi tarafa ilerleme gosterirler. p53 geninin
dogru bir sekilde klonlandigindanemin olmak i¢in jelde yiiriitiip molekiil

biiytikligiine bakarak karar vermemiz gerekiyordu.

Jel su sekilde hazirlannmistir: 0.5 gr Agaroz tartilarak iizerine 50 ml TAE
1Xbuffer(elektroforez tamponu) eklenerek karistirildi. 2 dk  kadar mikrodalgada
bekletilerek agarin ¢oziinmesi saglandi, mikrodalgada buhardan dolay: eksilen su
kadar distile su eklendi. Mikrodalgadan ¢ikartilan agar biraz soguduktan sonra 2ul
Etidyum bromiir (EtBr) eklendi. (EtBr DNA zincirleri arasina girebilen floresan bir
boyadir boylece jelde bulunan molekiiller mor &tesi 151k altinda goriintiilenebilirler)

daha sonra jel tanka dokiiliip donduktan sonra yiikleme yapildi.

1.kuyuya marker gen(1 kb) 2.kuyuya PAG413 p53 3.kuyuya PAG413 P53

eklendi.

2. ve 3. Kuyulara ayrica 2ul DNA binding buffer (DNA baglanma tamponu)
eklendi ve elektroforez’e basandi. p53 geni jel yiiriitme cihazinda 90 voltta 1 saat
yuriitiildii. Elektroforezde molekiiller (-) kutuptan (+) kutuba dogru yiiriitme yapilir.

p53 geninin biiylkligiini 6l¢mek i¢in daha 6nce biiyilikliigiini bildigimiz ve marker gen

24



denilen DNA pargasindan yararlandik. p53 icin bekledigimiz sonug¢ 1200+656 bp
biiytikligiinde bir gen bolgesidir.

3.7. Maya Transformasyonu

Maya transformasyonunda kullandigimiz mutant maya hiicreleri Saccharomyces
cerevisiae’nin BY4741 susudur ve genetigi (MATa his3 leu2 ura3 metl5)dir.
Mutant maya hiicreleri ve oksidatif streste insan p53 aktivitesini O6lgmekte
kullandigimiz ve ayn1 zamanda antioksidan enzimler olarak kullanilan msra tekli msrb
tekli ve msra ve msrb ¢iftli mutantlar1 daha 6nceki ¢alismalarda kullanildigi igin

laboratuvarda mevcuttu (23).
Maya transformasyon deneyi su sekilde yapilmstir:

YPD besiyerinde(%21 maya eksrakt1 %2 pepton %2 dekstroz veya 0.05 mg/ml
gerekli amino asitler) biiyiiyenBY474 mutant maya hiicreleri 30°C’de 150 rpm de bir
giin calkalamali inkiibasyonda biiyiitiilmiistiir. ~Biiyliyen maya hiicrelerini
canlandirmak amaciya tizerine tekrar YPD sivi besiyeri ve gerekli amino asitler
eklenerek 2-3 saat kadar daha tinkiibasyonu saglanmistir. Bu siire sonunda biiyiiyen
maya hiicrelerini eppendorf tiiplere(4 adet) alip 1dk boyunca 5000 rpm de santrifiij
ederek ¢okmesi saglandi. Coken maya hiicrelerini 1xLIOAC-TE(lityum asetat)
soliisyonu ile yikama(1000 pl ) islemine tabii tutuldu. Tekrar santrifiij ederek iist
kisimda biriken soliisyonu atildi. Lityum asetat ile yikama islemini iki kez tekrarlandi.
Tekrar iizerine 1XLIAC-TE tan 100ul almarak mutant maya hiicrelerinin iizerine
pipetlendi ve 30 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 1.tiipe 2pul
plazmid DNA +5ul SSDNA eklendi. 2. tiipe 2ul plazmid DNA +5ul SSDNA ve msra
tekli geni (5ul) eklendi, 3. tiipe 2ul plazmid DNA +5ul SSDNA ve msrb tekli geni
(5ul) ve 4.tipe 2pl plazmid DNA +5ul SSDNA ve msra ve msrb ¢iftli  mutant
genleri(5pl) eklendi. Ardindan tiipler 30 °C’de 30 dk inkiibe edildi.(5ul Salmon
sperm DNA 5 dk 100 °C ‘de wsitilmis Ve kisa bir siire buzda bekletildi) inkiibasyonun
ardindan tiim tiiplere 700 pl PEG mix eklenerel karistirildi ve 30°C’de 1 saat inkiibe
edildi. Islemin ardindan 42 °C’ de su banyosunda 15 dk bekletip 5000 rpm de 2 dk
santrifiijden sonra tiiplerdeki PEG soliisyonu uzaklastirildi. Tiiplerin tizerine 100ul saf
su ekledikten sonraYNB(maya azot bazi) besiyerlerine ekim yapilarak 30°C © de 3 giin

transforme olmus kolonilerin biiyiimesi i¢cin beklendi. Maya hiicrelerinde birden
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fazla plazmidin ve genin biiyiimesi yavas oldugundan uzun bir siire inkiibasyonda

kalmasi1 gerekmektedir.

3.8. p- Galaktosidaz Deneyi

Maya transformasyon deneyi sonucunda YNB kati1 besiyerinde biiyiiyen
BY4741 hiicrelerinden her besiyeri i¢in en az ii¢ koloni almarak ve uygunamino
asitler de besiyerine eklendikten sonra YNB besiyerine tekrar ekim yapildi. Amacimiz
besiyerini belli bir siire taze tutmakti. Ve artik son durumda elimizde BY4741 REZ-
p53, BY4741 REZ-p53 msra,BY4741 REZ-p53 msrb ve BY4741 REZ-p53 msrab
transformantlar1 bulunmaktaydi. Maya hiicrelerinde  galaktosidaz aktivitesini nicel
olarak 6lgmek i¢in Kippert’in yontemini kullandik(57). Deneyin esas1 soyleydi: B
galaktosidaz deneyine baslamak i¢in maya hiicrelerindeki transformant hiicrelerden
her besiyerinden birer koloni alindi ve YNB siv1 besiyerinde 30 °C’de 150 rpm
de bir gece c¢alkalamali inkiibasyonda birakildi. Ayni islem oksidatif stres
olusturulacak hiicreler i¢in de yapildi. Transformasyona ugramis maya hiicrelerinde
oksidatif stres olusturmak icin H2O; kullanildi. Bir gece inkiibatérde biiyiiyen
biitiin maya hiicreleri OD600’de 6lgiildii ve 0.20.3 araliginda seyreltildi ve tekrar 30
°C’de 2 saat inkiibasyonda birakildi.2 saat sonra oksidatif stres olusturulacak hiicrelere
H20; eklenip( 1mM) inkiibasyona birakildi. Tekrar OD600’de 6l¢iim yapild1 ve 0.7-
0.8 araliginda tutuldu. Her bir hiicre kiiltiiriinden 3’er replika alinarak eppendorf
tiiplere alind1 ve 100ul hiicre kiiltiirti 400ul Z buffer tamponundan(60mM Na2HPO4,
40mM NaH2P04,10mM KCI, 1mM Mg2S04, 50 mM B-merkaptoetanol) eklendi (57)
ve 30°C* de 30 dk inkiibe edildi ve her 10 dk da bir ¢ikarilip vortekslendi. Z
tamponuna  ayrica maya hiicrelerini uygun bir sekilde par¢alamak igin 3 mg loril
sarkosinat eklendi boylece P galaktosidaz enzimi aktivitesini 6lgmek igin
kullanacagimiz  ONPC (o-nitrofenil-B-D-galaktopironosit) maya hiicresinin igine
girebilecekti. Daha sonra ONPC 4 mg kadar tartildi ve Z tamponunda ¢oziilmesi
saglandi. Ardindan her tipe 150 ul ONPC eklenerek 30°C’de inkiibasyona
birakilip tiiplerde sar1 renk olusana kadar beklendi. Deneyimizde yaklasik olarak 20 dk
sonra sar1 renk olustu. Sari renk olustuktan sonra reaksiyonu durdurmak icin 400ul
NaCO3 (sodyum karbonat ) eklendi. Sonra 96 lik well plate’de 420 ve 450 nm de 6lgiim
yapild1.
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3.9. Yeni Bir Vektor Yeni Bir Msr

Oksidatif stres durumunda p53 aktivitesini msra tekli msrb tekli ve msrab
ciftli mutantlarla maya sisteminde test ettikten sonra test etmedigimiz msrc enzimiyle
de test etmek istedik.Maya sisteminde yeni durumda pRS315 RE-Z ve pRS316
PGK p53 plazmidleri ile msra tekli msrb tekli ve msrc tekli mutantlar1 vardi.Maya
sisteminde bunu ¢alisabilmemiz igin bos vektor olarak p423-GPD vektorii kullanildi.
Kullanacagimiz plazmid ve msr’ lerin hepsi bakteri hiicrelerinde daha Once
yontemini agikladigimiz bakteri transformasyonu ve plazmid DNA izolasyonu ile
cogaltilip saf bir sekilde elde edildi ve konsantrasyonlar1 6lgiildii. Bundan sonraki
maya transformasyonu ve B galaktosidaz deney prosediirii yine daha once takip

ettigimiz prosediir ile ayniydi.
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4. BULGULAR
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Sekil 4.1. p53°iin jel elektroforez goriintiisii

4.1. P53’iin Alt Klonlanmasi

P53’iin dogru bir sekilde klonlandigindan emin olabilmemiz igin yaptigimiz
jel eletroforezi deneyi bize dogru sonucu verecekti. Jel elektroforezi deneyinde
jelde yiiriitiilen p53°iin beklenilen molekiil biylikliigl yaklasik olarak 1200+656 bg idi.
P53’tin molekiil agirligi beklenilen aralikta oldugundan dolayr dogru bir sekilde

klonlandigindan emin olduk.

4.2. MSR Mutant1 Hiicrelerin pS3 Aktivasyon Durumlar1 (WT ve mutantlar

—Amsra, Amsrb, AmsraAmsrb)

Metiyonin siilfoksit rediiktaz enzimleri olmayan hiicrelerde p53 proteinin
yapisindaki metiyoninlerin  oksitlenmesi ve geri indirgenememesi sonucu
aktivite bozuklugu (azalmasi) olacagi hipotez edilmektedir. Bu hipotezi test
etmek icin MSR genleri ¢ikartilmis maya hiicrelerinde p53 bagmmlhi LacZ

aktivitesi incelendi. Bir plazmit {izerinden ifade edilen p53 proteini diger plamzitteki
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hedef genlerden p21 in promotoru altinda bulunan LacZ geminin ifadesini
saglamaktadir. Ifade olan LacZ ise ONPG substratini parcalayarak spektrofotometre ile
kantitatif olarak olgiilebilecek bir substat olusturmaktadir. Boylece hiicrelerdeki p53
proteinlerinin aktiflik durumlar1 test edilebilmektedir.

0,8

0,6

0,5

0,4

0,1 —

Sekil 4.2. Yabani tip (BY4741) ve MSR mutantlarinda (Amsra, Amsrb,
AmsraAmsrb) p53 aktivasyon durumlari. p53 aktivitesi p53 bagimli Lac-Z enzim

aktivitesini 6lgerek bulunmustur. Barlar ii¢ deneyin ortalama degerini gostermektedir.

Bu c¢alismamizda(Sekil 4.2.) Msr enzimlerinin  bulunmadigi hiicrelerde
p53’in aktivitesinde meydana gelen azalma test edildi ve elde ettigimiz
bulgular su sekildedir: Msra enziminin bulunmadigi hiicrelerde kontrol grubuna
kiyasla p53 aktivitesinde % 40 artma goriilmistir. Msrb enziminin bulunmadig:
hiicrelerde p53 aktivitesinde kontrol grubuna kiyasla % 52 artma tespit edilmistir.
MsraMsrb ¢iftli mutantlarinin bulunmadig: hiicrelerde kontrol grubuna kiyasla p53

aktivitesinde % 20 artma tespit edilmistir.

29



43.MSR Genlerini Asin ifade Eden Yabani Tip Hiicrelerdeki p53

Aktivasyonu

MSR genlerini asir1 ifade eden hiicrelerde p53 aktivitesi belirlendi.
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Sekil 4.3. MSR genlerinin asir1 ifade edildigi yabani tip hiicrelerin p53 aktivasyon

durumlari.Barlar ii¢ deneyin ortalama degerini gostermektedir.

MSR enzimlerinin asir1 ifadesinde eden hiicrelerde kontrol plazmite
kiyasla msra enziminin bulundugu hiicrelerde p53 aktivitesi % 3 azalma gosterdigi
tespit edildi. Msrb enziminin asir1 ifadesinde kontrol plazmite oranla p53
aktivitesinde % 3 artis gbzlemlenmis olup msrc enziminin asir1 ifadesinde ise

kontrole kiyasla p53 aktivitesinde % 5 artis tespit edilmistir.
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4.4. MSR Mutanti Hiicrelerin Oksidatif Stres Altinda p53 Aktivasyon

Durumlarn

Sekil 4.4. Yabani tip (BY4741) ve MSR mutantlarinin oksidatif stres altinda p53

aktivasyon durumlar1

Disaridan oksidatif strese neden olan bir ajan uygulayarak ve hiicre i¢ini daha
oksidatif bir hale getirerek Msr enzimlerinin p53 aktivitesi tizerindeki etkileri tekrar

incelendi. Hiicrelerde oksidatif stres olusturmak i¢cin 1 mM H202 verildi.

Kontrol grubuna kiyasla oksidatif stres durumunda Msra enziminin bulunmadigi
hiicrelerde p53 aktivitesinde % 14 artig goriilmiistiir.Kontrol grubuna kiyasla
Msrb enziminin oksidatif streste bulunmamasi durumunda p53 aktivitesinde % 11 azalma
tespit edildi.Son olarak Msra Msrb ¢iftli mutantlarin bulunmadigi oksidatif stres

durumunda p53 aktivitesinde % 22 azalma tespit edilmistir.
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4.5.MSR Genlerini Asir1 ifade Eden Yabani Tip Hiicrelerin Oksidatif Stres
Altinda p53 Aktivasyonu
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Sekil 4.5. Msr enzimlerinin asir1 ifadesinde ve oksidatif stres altinda p53 aktivasyon

durumlar1.

MSR genlerini asir1 ifade eden hiicrelerin oksidatif stres altinda p53
aktivasyon durumlarina bakildi. Kontrol plazmite kiyasla msra enziminin asiri
ifade edildigi hiicrelerde oksidatif stres altinda % 29 azalma tespit edildi. Msrb
enziminin asir1 ifadesinde p53 aktivitesinde % 17 azalma tespit edildi. Son olarak
Msrc asir1 ifadesinde oksidatif stres altinda p53 aktivitesinde ise % 5 azalma tespit
edilmistir. Her iki deneyde elde ettigimiz sonuglarin aktivite kontroliinii yapabilmek
icin istatiksel analiz yapmamiz gerekiyordu. Tiim gruplarin test sonug¢larini gruplar
normal dagilim gostermediginden KRUSKAL WALLIS testi ile analiz ettik ve
(p<0.05) oldugundan dolay1 test edilecek gruplar arasinda anlaml bir farklilik oldugu
tespit edilmistit ve ayrica gruplar arasindaki ikili kiyas icin de CONOVER testi ile

analizi yapild1 ve gruplar arasindaki ikili kiyasta da anlaml farkliliklar gdzlemlenmistir.
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5. TARTISMA

P53 bir timor baskilayic1 proteindir ve baska genlerin de ifade
edilisini diizenleyerek hiicre dongiisiinii, gelisimini ve farlilagmasmi uyaran tetramer
yapida bir proteindir. p53’iin tetramer yapida olmasi tiimor baskilayici fonksiyonu igin
onemlidir (47). p53 saglikli hiicrelerde diisiik seviyelerde tutulurken, DNA hasari,
dNTP azligi, hiicresel stres yaratan durumlar, telomeraz yoklugu gibi durumlarda
seviyesi olduk¢a artmaktadir (4). Proteinler, viicutta ¢ok 6nemli biyolojik etkiye
sahiptir fakat oksidatif strese olduk¢a duyarhdir. Ozellikle metiyonin amino
asitleri  oksidasyona olduk¢a agiktir. pS3’iin yapisinda 12 metiyonin amino asidi
bulunduguna gore oksidatif stres durumunda p53’in yapisindaki metiyonin amino
asitleri kolaylikla oksitlenip p53’iin islevinin bozulmasma neden olacaktir. Metiyonin
amino asitleri bir oksidasyona maruz kaldiginda metiyonin siilfoksit (metO) olusmakta
ve bu durum proteinlerde islev kaybina neden olmaktadir. Daha once yapilan bir
calismada p53’in tetramerizasyon bolgesinde bulunan metiyonin (met340) H2O> ile
oksidasyona ugratilmis, metiyoninler metiyonin siilfoksite doniismiis ve p53’tetramer
yapisinin bozuldugu ve proteinde aktivite kaybi oldugu tespit edilmistir (6). Yapilan
bu calisma p53’iin yapisindaki metiyoninin oksitlenmesi durumunda p53 proteinin
inhibe olabilecegini onermistir fakat buna p53’in yapisindaki diger metiyoninler ve
metiyonin siilfoksit rediiktazlar da dahil edilerek detayli bir ¢alisma yapilmamustir.
Metiyonin siilfoksit rediktazlar tiim Gkaryotlarda bulunan anti-oksidan  enzimlerdir.
Metiyonin amino asitlerinin oksidasyonu sonucu metiyonin siilfoksitler olusmakta ve
metiyonin stilfoksitler de metiyonin siilfoksit rediiktaz enzimleri tarafindan tekrar
metiyonine indirgenmektedir. Metiyonin siilfoksit rediiktazlar bir¢ok organizma
tizerinde ¢alisilmis olup bu organizmalarda omiir uzamasi tizerinde olumlu etkileri
tespit edilmistir (23). Anti-oksidan enzimler olan metiyonin siilfoksit rediiktazlar
oksidatif strese karsi korumada da onemli roller istlenmistir. Projemizde oksidatif
streste p53’in  aktivitesini  metiyonin siilfoksit rediiktazlar tarafindan kontrol
edilmesi vardi. Bunu gerceklestirebilmek igin maya sisteminde ¢alismamizi
gerceklestirdik. Maya sistemine p53 ve metiyonin siilfoksit rediiktazlar1 uygun bir
sistemle transformasyonundan sonra test edilecek transformantlart hem normal
ortamda hem deoksidatif stres altinda beta- gal aktivitelerine maya sisteminde

calisarak analiz ettik. ik 6nce uygun bir vektore test edecegimiz insan p53 geni ve
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antioksidan enzimler olan Msra, Msrb, tekli ve Msrab ¢iftli mutantlar1 maya
sisteminde normal kosullar ve oksidatif stres kosullarialtinda ¢alisip Lac-Z
aktivitelerine bakildi. ikinci bir ¢alismayr da ayni yontemle calisarak yine maya
sisteminde insan p53 geni ve Msra tekli,Msrb tekli ve Msrc tekli mutantlar1 yine maya
sisteminde normal kosullar ve oksidatif stres kosullar1 altinda Lac-Z aktivitelerine
bakildi.Lac-Z aktivitesine  paralel olarak sar1 renk olusumu gozlemlendikten
sonra kantitatif olgim igin  ONPG subsrati kullanilarak  Beta- galaktosidaz
aktivite analizi gergeklestirildi. Orneklerimizin OD405/0OD600 verileri alinarak analiz
edildi. Verilerimiz nomal dagilim gdstermedigi i¢in KRUSKAL WALLIS testi
yapilmistir. Gruplar arasinda (p<0.05) oldugundan dolay1 anlamli bulunmustur. Yani
hedef transformatlar ile control transformatlar arasinda anlamli bir farkhilik
gozlemlenmistir. Gruplar arasindaki ikili karsilastirmalar ise CONOVER testi ile
analiz edilmistir. Burada kontrol gruplarina kiyasla normal sartlar ve oksidatif sartlar
altinda yapilan analizde vyine ikili gruplar arasinda anlamli bir farklilik
gozlemlenmistir. Daha 6nceki ¢alismalar p53°iin tetramer bolgesindeki metiyonin’in
(met340) oksidadif stres altinda kolayca oksitlendigini gostermisti ve bdylece
p53’in  tetramer  yapisi fonksiyonunu kaybetmisti. Bu veriler yaptigimiz deney
verileri ile uyusmaktadir. Yani p53’iin yapisinda bulunan metiyonin amino asitleri
oksidasyona agiktir ve kolaylikla oksitlenebilir. Deneyde kullandigimiz  metiyonin
stilfoksit ~ rediiktazlar ~ metiyonin oksidasyonunu geri ¢evireceginden dolay1 bu
enzimler oksidatif stres durumunda p53 aktivitesini kontrol etmede onemli Kkriter
olabilir. Bundan sonraki ¢alismalarda diisiik oksidatif streste, giiclii oksidatif streste ve
normal sartlar altinda p53 aktivitesi metiyonin siilfoksit rediiktazlar kullanilarak ve

p53’in yapisindaki tiim metiyonin amino asitleri kullanilarak tekrar test edilebilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Insan p53 tiimdr supresdr proteininin kanserli hiicrelerin biiyiik cogunlugunda
mutasyona ugramis olmasindan dolayr ftizerinde en ¢ok calisilan ve merak
edilen proteinlerden biri  halinegelmistir. Oksidatif stress p53°iin aktivasyonunayol
agmaktadir. Aktive olan p53 hiicre siklusu’nun kontroli ve durdurulmasinda,
DNA onariminda, apoptozdan sorumlu hedef genlerin ifadesini kontrol etmede ve
kanser olusumu ve ilerlemesini baskilama gibi bir ¢ok fonksiyonu istlenmistir.
Daha once yapilan bir c¢alisma p53 proteinin oksidatif stres altinda tetramer
bolgesindeki metiyonin amino asitinin (met340) kolaylikla oksitlendigini ve p53
fonksiyonunun bozuldugu ve tetramerik yapinin kararliligmi kaybettigi sonucuna
ulastirmistir(6). Bu sonuglar p53°iin yapisinda bulunan  metiyoninlerin  oksidatif
streste oksidasyona ag¢ik oldugunu gosterdi. Biz de deneyimizde maya sisteminde
oksidatif sartlar altinda insan p53 protein aktivitesinin antioksidan enzimler olan
metiyonin siilfoksit rediiktazlarla kontrol edilip edilemeyecegini test etmek istedik.
Deney sonuglarimiza baktigimizda MSR genleri olmayan mutantlarin, p53°e bagh
Lac-Z aktivitesi kontrol hiicrelere kiyasla daha yiiksek ¢ikmistir. Bununla birlikte
MSR genlerinin  asir1  ekpresyonu p53  aktivitesinde bir degisime neden
olmamistir. Mutant hiicrelerde 1mM hidrojen peroksit ile oksidasyonu p53
aktivitesinde farkliliklar gostermistir. Spesifik olarak hem MSRA hem MSRB
genlerine sahip olmayan hiicrelerde daha az p53 aktivitesi gozlendi. Maya iKili
belirteg sisteminde normal sartlar ve oksidatif sartlar altinda p53’iin aktivitesini
O0lgmek i¢in yaptigimiz deney analizlerinde gruplar normal dagilim
gostermediginden KRUSKAL WALLIS testi yapilmis olup (p<0.05) hedef
transformantlar ile kontrol transformantlar arasinda anlamli bir farklilik oldugu tespit

edilmistir.
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