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ONSOZ

Hayat tipki coskun bir nehir gibi hizla akip gidiyor ve bu arada farkinda olmadan
yillar da gegiyor. Cok uzun zamandir tamamlamak icin iizerinde calistigim, ¢aba
harcadigim Doktora tezim sonunda bitti. Hayatimdaki en 6nemli donemleri bu tez
devam ederken yasadim, kaybettiklerim ve kazandiklarim hep bu siirecte gerceklesti. Ve
hayat bir yandan devam ederken, bu Doktora tezi de biiyiidii, gelisti, sekillendi ve son
olarak elinizdeki hale geldi. Akademik yolun ne kadar zorlu bir yol oldugunu da, iyi ve
kotii tiirli deneyimler yasayarak yine bu siirecte 6grendim. Ve su anda biliyorum ki her
ne kadar bu tez bitmis olarak sizin elinizde olsa da, benim i¢in hi¢ bitmeyecek. Ciinkii
calismak, 6grenmek ve denemek istedigim seylerin sadece ¢ok kiigiik bir kismini bu tez
kapsaminda yapabildim. Daha yolumun ¢ok uzun oldugunun farkindayim. En biiyiik
dilegim ise yaptigim bu calismanin insanliga kiigiik de olsa bir katkis1 olmasi ve fayda
saglamasidir.

Her zaman giiler yiizlii ve pozitif olmasiyla 6rnek aldigim, sadece ¢aligmalarim
sirasinda degil her konuda bana yardime1 olarak deneyimleriyle yol gosteren, sorularimi
asla yanitsiz birakmayan ve bu calismanin sonlandirilmasinda destegini hicbir zaman
esirgemeyen sevgili danismanim Prof. Dr. Nazhh ARDA’ya tim kalbimle tesekkiir
ederim. Calismamin son asamasinda laboratuvarlarini agarak her tiirlii destegi veren ve
bana yeni bir vizyon kazandiran Prof. Dr. Alastair AITKEN’e ¢ok tesekkiir ederim.
Bu tezin gelismesinde ve sekillenmesinde degerli fikir ve katkilariyla bana yol gdsteren
hocalarim Prof.Dr.Avni KURU ve Prof.Dr.Dilek KAZAN’a tesekkiirii borg¢ bilirim.
Ayrica tezimin hemen hemen tiim asamalarini yiiriittiiglim Boliimiimiiziin basta Bolim
Baskam Prof.Dr.Giiler TEMIZKAN olmak iizere, tim Ogretim Uyelerine tesekkiir
ederim. Ve son olarak bu tezin her agsamasinda bana yardimci olan, aksam ge¢ saatlere
kadar calisirken bana eslik eden ve manevi desteklerini her zaman hissettigim tiim
dostlarima, 6zellikle Aras.Gér.Murat PEKMEZ ve Aras.Gor.Ozlem EROL-DAYT'ya
¢ok tesekkiir ederim.

Beni bugiinlere getiren, tiim hayatim boyunca bana her konuda destek olan ve
ilgisini bir an olsun eksiltmeyen Anne ve Babama varliklariyla bana huzur verdikleri
icin tesekkiir ederim. Bu tez siiresince her zaman yanimda olan, onlardan ¢aldigim ve
calismalarim i¢in harcadigim tiim zamanlar i¢in biiylik anlayis gosteren ve beni her
konuda sonuna kadar destekleyen Esim Ali UCAR’a ve Oglum Mehmet Alp UCAR’a
sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Ekim 2009 Evren ONAY-UCAR
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OZET

Viscum album EKSTRESININ C6 SICAN GLIOMA HUCRELERINDE
STRES PROTEINLERININ ANLATIMI UZERINE ETKISI

Pek c¢ok kanser tiirlinde oldugu gibi, beyin tiimérlerinde de bazi stres
proteinlerinin anlatiminda artis oldugu bilinmektedir. Ozellikle Hsp27 ve Hsp70’deki
bu artis, kanser hiicrelerini tedaviye daha direngli hale getirmektedir. Son yillarda
14-3-3 proteininin baz1 formlarinin da ¢esitli kanser tiirlerinde benzer bir etki gosterdigi
bulunmus ve bu nedenle 14-3-3 proteinleri de stres proteini olarak kabul edilmislerdir.
Stres proteinlerinin  anlattminin  baskilanmasi1 tedavi siirecine olumlu katki
sagladigindan, bu tip proteinler yeni ilag gelistirme calismalarinda hedef haline
gelmistir.

Bazi antioksidanlarin Hsp anlatimini baskiladigi bilinmektedir. Bu baglamda,
kanser tedavisinde destekleyici olarak kullanilan Viscum album bitkisinin de benzer bir
etki gosterme potansiyeli bulunmaktadir. Bu yar1 parazit bitkinin, thlamur agaci
tizerinden toplanmus alttiirti (V. album ssp. album) metanolde ¢oziinen antioksidanlar
acisindan oldukca zengindir.

Bu galismanin ana hedefi, V. album ssp. album metanol ekstresinin, beyin
tiimorleri modeli olarak kullanilan C6 sigan glioma hiicrelerindeki stres proteinlerinin
anlatimi iizerine etkisini belirlemek ve bu bitkinin kanser tedavisinde kullanimina
iliskin molekiiler deliller elde etmektir. Calismada Oncelikle, beyin tiimdrlerinde
anlatimi artan Hsp27, Hsp70 ve 14-3-3 stres proteinleri arastirilmistir.

Calismanin ilk asamasinda, metanol ekstresinin hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi
incelenmistir. Sitotoksisite analizlerinin sonuglarina gore, hiicreler tizerinde herhangi bir
toksik ya da proliferatif etki gostermeyen ekstre konsantrasyonunun 100 pg/ml oldugu
bulunmus ve ¢alismanin her asamasinda hiicrelere, bu dozda ekstre uygulanmistir.
Ekstre uygulamasimin ¢6ziinebilir protein profilini nasil etkiledigi 1- ve 2-boyutlu
elektroforez (1- ve 2-DE) teknikleriyle ortaya konulmustur. Tek boyutlu jellerde
ayristirilmig proteinler, Western blot teknigi ile membrana aktarilarak, Hsp27, Hsp70 ve
14-3-3 proteinlerine 6zgii antikorlarla isleme sokulmustur. Bu analiz sonuglarina gore,
Viscum album ekstresi yiiksek sicaklikla indiiklenen 14-3-3 g, y ve n formlarinmn
anlattimin1  etkilememekte, Hsp27 ile 14-3-3 B ve ¢ formlarmin anlatimlarim
indirgemekte ve Hsp70 anlatimini indiiklemektedir.

2-DE ile ayristirilan proteinler, giimiis nitratla boyanarak jel goriintiileme
sistemi araciligiyla karsilastirilmistir. Degisik Orneklerde bazi farkliliklar gdsteren
yaklasik 700 spot belirlenmistir. Calismalar hedef stres proteinlerine odaklanilarak
stirdiiriilmistiir. MALDI-TOF MS analizi ile uyumlu boya ile boyanmis 2-D jellerden
kesilen toplam 20 spottan 13 tanesi MASCOT veri tabaninda eslestirilmistir. Bu 13
proteine ait peptid kiitle parmakizi spektrumlari, Mowse skorlar1 ve olas1 dizi eslesme
sonuglart birlikte degerlendirildiginde, 1s1 soku ile indiiklenen 5 proteinin sicanlardaki
Hsp70’lerle eslestigi gozlenmistir. Bu proteinler Grp75 prekiirsorii, Hsp72-psl (Hsp70),
Hsc70, Hsc71 ve mitokondriyel Grp75°tir. Kalitatif veriler sHSP ailesinin bir iiyesi olan
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beta-kristalin A1’in de indiiklendigine isaret etse de, bu protein igin elde edilen Mowse
skoru olduk¢a diistiktiir.

Sonug olarak, Viscum album metanol ekstresinin, beyin tiimorlerinde anlatimi
belirgin sekilde artan stres proteinlerinden 6zellikle Hsp27, 14-3-3 3 ve 14-3-3 C’y1
baskilamak amaciyla kullanilabilme potansiyeli oldugu anlasilmistir. Bununla birlikte
Hsp70 indiiksiyonu dikkate alinmalidir.

Bu galismada elde edilen veriler, Viscum album metanol ekstresinin kimyasal
igerigi ve etkime mekanizmasina iliskin yeni aragtirmalarin 6niinii agmistir.
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SUMMARY

EFFECT OF Viscum alboum EXTRACT ON THE EXPRESSION OF
STRESS PROTEINS IN C6 RAT GLIOMA CELLS

It is known that expression of some stress proteins are elevated in brain tumors,
as in many cancer types. Especially, the increase in the expression of Hsp27 and Hsp70
make the cancer cells more resistant to the treatment. In recent years, it has been found
that some forms of 14-3-3 protein have also similar effect on various cancer types and
therefore, 14-3-3 proteins are approved as stress proteins. This type of proteins become
targets in new drug development studies since suppressing the expression of stress
proteins supports the treatment process.

It is known that some antioxidants suppress Hsp expression. In this sense,
Viscum album that is used as a supplement in cancer treatment, might have a potential
of showing a similar effect. The subspecies of this semiparasitic plant, which was
collected from lime trees (V. album ssp. album) is very rich regard to methanol soluble
antioxidants.

The main purpose of this study is to determine the effect of the methanolic
extract of V. album ssp. album on the C6 rat glioma cells, which are used as a model of
brain tumors and to achieve some molecular evidences related to the usage of this plant
in cancer treatment. Primarily, Hsp27, Hsp70 and 14-3-3 proteins, those expression
levels are elevated in brain tumors were investigated in this study.

In the first stage of the study, the effect of methanolic extract on the cell survival
was examined. According to the results of cytotoxicity analysis, the concentration that
show neither a cytotoxic nor a proliferative effect on the cells was found as 100 pg/ml
and this dose of extract was applied to the cells on every stage of the study. The effect
of the extract application on the soluble protein profile was exhibited by using 1- and 2-
dimensional electrophoresis (1- and 2-DE) techniques. The proteins separated on 1-D
gels were transferred to membrane using Western blotting technique and were reacted
with the antibodies that are specific to the Hsp27, Hsp70 and 14-3-3 proteins.
According to the results of this analyses, Viscum album extract does not effect the
expression levels of 14-3-3 ¢, y, and n forms that are induced by high temperature;
reduces the expression levels of Hsp27 and 14-3-3 B and { forms, and induces the
expression level of Hsp 70.

The proteins separated with 2-DE, were stained with silver nitrate and compared
by using gel documentation system. Nearly 700 spots were detected in different
samples, with slight dissimilarities. Studies were carried on by focusing target stress
proteins. Only the thirteen spots of total 20 spots cut from 2-D gels, stained by dyes
compatible with MALDI-TOF MS analysis, were matched in MASCOT database. By
the overall assessment of the results of the peptide mass fingerprint spectra, Mowse
scores and probable sequence matches belonging to these 13 proteins, 5 proteins
induced by heat shock corresponded to Hsp70s in rats. These proteins are, precursor of
Grp75, Hsp72-psl (Hsp70), Hsc70, Hsc71 and mitochondrial Grp75. Qualitative data

Xiv



showed that beta-kristallin Al, a member of sHSP family, was also induced, but the
Mowse score of this protein was quite low.

In conclusion, it seems that methanolic extract of Viscum album might have a
potential in using to suppress Hsp27, 14-3-3 B and 14-3-3 ( stress proteins, those
expression levels are highly elevated in brain tumors. However, Hsp70 induction should
be considered.

Data obtained in this study, will lead to new studies on the chemical
composition and action mechanism of Viscum album methanol extract.
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1. GIRIS

Diinya iizerinde yasayan tiim canlilar strese maruz kalirlar. Stres (1s1 soku,
oksidatif/iskemik stres, agir metaller, radyasyon ve cevresel kirleticiler, baz1 metabolik
iriinler, amino asit analoglar1 vb.) hiicrelerde bircok molekiilii hasara ugratirken, bazi
proteinlerin anlatimlarini indiikler. Bu proteinler stres proteinleri ya da st soku
proteinleri (“heat shock protein”, Hsp) olarak adlandirilir ve basta proteinler olmak
tizere, cesitli molekiillerde meydana gelebilecek hasarlar1 onleyici bir savunma
mekanizmasi olustururlar. Hsp’ler sitoplazmik agin en biiyiik bilesenlerinden biridir.
Birbirleriyle, diger proteinlerle ve sitoplazmik agin tiim bilesenleri ile kovalent olmayan
baglar kurarak dinamik kompleksler olustururlar (Papp ve dig., 2003). Bu proteinler,
kararl1 yapida olmayan proteinlere ya da denatiire olacak proteinlere geri doniigiimlii bir
sekilde baglanarak is goriirler. Hiicrede indiiklenebilir formlarin yani sira, normal sartlar
altinda da bulunan ve st soku kognatlart (akrabalary (“heat shock cognate”, Hsc)
olarak adlandirilan formlar da mevcuttur. Bazi Hsp’ler 06zel organellerde
konumlanmistir ve ¢ok sayida kopyalar1 vardir. Bircogu, fonksiyonel olarak hiicresel
saperon aktivitesi gosterir. Saperonlar, proteinlerin fonksiyonel olarak aktif {i¢ boyutlu
yapilarim1 kazanmalarina ve hiicrenin ¢esitli kompartmanlar1 arasinda tasinmalarina
yardimct olan, ise yaramayan veya gerek kalmayan proteinleri ise yikilmalar igin

proteazomlara yonlendiren proteinlerdir (Alberts ve dig., 2002).

Hsp’ler molekiil agirliklarina, yapilarina ve fonksiyonlarna goére farkli ailelere

ayrilmiglardir (Tablo 1.1).



Tablo 1.1. Hsp aileleri ve fonksiyonlari*

Aile En 6nemli fonksiyonlar: Kaynaklar

HSP100 Protein birliklerini 6nleyici, 1siya dayaniklilik ~ Benjamin ve McMillan, 1998

HSP90 Sinyal transdiiksiyonu, yanlis katlanmig Pratt ve Toft, 2003
proteinlerin diizeltilmesi
HSP70 Protein katlanmasi ve zarlardan taginma Papp ve dig., 2003
HSP60 Protein katlanmasi (6karyotik sitoplazmada Papp ve dig., 2003
Sinirh substrat)
HSP40 Protein katlanmasi, Hsp70’e eslik (ko-saperon) Benjamin ve McMillan, 1998
SHSP Yanlig katlanmig proteinlerin diizeltilmesi, Imura ve dig., 1999

1stya dayaniklilik, gozde yapisal protein

* Aile adindaki sayisal degerler ~ molekiil agirligini (kDa) gostermektedir.

Hsp’lerin hiicre ¢evriminde ve cesitli hastaliklarin (6zellikle kanser ve norodejeneratif
hastaliklarin) gelisiminde Onemli rol oynadigi diisiiniilmektedir. Cesitli kimyasal
ajanlarin ve sitotoksik ilaglarin, organizmalardaki baz1 Hsp’lerin sentezini indiikledigi
bilinmektedir. Bunlar arasinda oksidasyon ajanlari, enerji metabolizmasini etkileyen
ilaclar, siilfidril bilesikleri, kelator ilaglar, amino asit analoglari, transkripsiyon ve
translasyon inhibitorleri, steroid hormonlar, teratojenler, etanol vb. sayilabilir. Glukoz
azliginin da benzer bir etki gosterdigi bildirilmektedir (Kiang ve Tsokos, 1998; Lord-
Fontaine ve Averill-Bates, 2002).

Gilinlimiizde kanserli hiicrelerle yapilan calismalarda cesitli stres proteinlerinin
anlatimlarinda farkliliklar oldugu saptanmis ve bu proteinlerin hem teshiste hem de
tedavinin  izlenmesinde “biyomarker” olarak kullanilabilecekleri  bildirilmistir
(Oesterreich ve dig., 1993; Kai ve dig., 2003; Capello ve dig., 2003a; Ryu ve dig.,
2003). Yapilan caligmalarda kolon kanserinde Hspl05’in (Kai ve dig., 2003),
hepatoseliilar  karsinomada Hsp70’in (Takashima ve dig., 2003) kolorektal
karsinogenezde Hsp60’in (Capello ve dig., 2003a), gastrik kanserde Hsp27’nin
anlatiminin arttig1 belirlenmistir (Ryu ve dig., 2003).

Insan meme kanseri hiicre hatlarinda, sHsp’lerden biri olan Hsp27’nin ila¢ direnci ile
iligkili oldugu saptanmistir. Hsp27’nin anlatimindaki artisin, bu hiicrelerde kemoterapik
bir ajan olarak kullanilan Doksorubisin (Dox)’e kars1 direnci 3 kat artirdig1 gézlenmistir

(Oesterreich ve dig., 1993). insan meme kanseri hiicrelerinde yapilan diger bir



calismada, Hsp70’in anti-kanser ila¢ direnciyle iliskili oldugu bulunmustur.
Tiimdrogenik meme kanseri hiicrelerinin hayatta kalmasi i¢in Hsp70 anlatiminin
artmasi gerektigi ve tlimore-6zel 6liim programinin ancak Hsp70’in azalmasiyla birlikte

devreye girdigi belirlenmistir (Nylandsted ve dig., 2000).

Insan ovaryum tiimér hiicre hattinda, dzellikle Hsp27’nin hiicrelerin “cisplatin”(CDDP)
direnci ile iliskili oldugu gosterilmistir. Bu ilacin uzun siire kullanimi kanser
hiicrelerinin direng gelistirmesine neden olmaktadir. Bu tip direngli hiicrelerde yapilan
analizler Hsp27 ve Hsp70’in anlatiminin arttigini, dolayisiyla bu Hsp’lerin CDDP
diren¢ mekanizmasinda onemli olduklarini ortaya koymustur (Yamamoto ve dig.,
2001). Ayrica indiiklenebilir Hsp70’in kanser hiicrelerinin gama radyasyonuna karsi

direncinde de etkili oldugu saptanmistir (Lee ve dig., 2001).

Hsp27 anlatimdaki artisin ksenobiyotiklere karsi hiicrede bir koruma mekanizmasi
olarak is gordiigii de one siiriilmektedir (Katsuki ve dig., 2004). Ayrica, Hsp’lerin beyin,
kalp ve diger organlar1 iskemik =zararlardan belirgin bir sekilde korudugu

bildirilmektedir (Benjamin ve Mc Millan, 1998; Snoeckx ve dig., 2001).

Bu bilgiler 15181nda, kanser hiicrelerinin kemoterapik veya radyoterapik direncini artiran
Hsp’lerin anlatimlarini azaltmak, tedaviye iliskin stratejiler gelistiren aragtirmacilarin
hedefi haline gelmistir. Bu yaklasimla yiiriitiilen calismalardan birinde, 1s1 stresine
maruz birakilan HL-60 hiicre hattinda, antioksidanlar [pirolidin ditiyokarbamat (PDTC)
ve 1,10-fenantrolin (Phen)] varliginda Hsp27 ve Hsp72’nin indiiksiyonunun azaldigi
saptanmigtir (Gorman ve dig., 1999). Diger bir ¢alismada bir bitki flavonoidi olan
kersetinin, prostat kanseri hiicrelerinde 1s1yla indiiklenen Hsp70 anlatimini baskiladig:

gosterilmistir (Kagaya ve dig., 2000; Asea ve dig., 2001; Jones ve dig., 2004).

Jeremias ve dig. (2004) tarafindan glioblastoma multiform hiicreleri iizerinde yapilan
baska bir calismada, antioksidan etkisi bilinen, ayn1 zamanda yeni bir potansiyel
terapotik olarak kanser hiicrelerine uygulanan betulinik asitin, sitotoksik etki gdsteren
ilaglardan (CDDP, Dox vb.) daha etkili oldugu gosterilmistir. Dolayisiyla ¢esitli
antioksidanlarin kanser tedavisinde destekleyici olarak kullanilma potansiyelleri

bulunmaktadir ve bunlarin bir kism1 Hsp anlatimini baskilayarak etki gostermektedir.



Kanserle ve norodejeneratif hastaliklarla iligkili olarak anlatimi artan diger bir protein
grubu da 14-3-3 proteinleridir. 14-3-3 proteininin beyinde 5 farkli izoformu (B,¢, v, n ve
€), T hiicreleri ve epitel hiicrelerinde ise 2 izoformu (t ve o) bulunmaktadir. 14-3-3
protein ailesi fizyolojik ve patolojik kosullar altinda farkli hiicresel cevaplarin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. 14-3-3 izoformlarmin Creutzfeldt—Jakob
hastaligi (CJD) (Mackie ve Aitken, 2005), Alzheimer (Layfield ve dig., 1996) ve
Parkinson (Ostrerova ve dig., 1999) gibi norodejeneratif hastaliklarla iliskileri oldugu
ortaya cikarilmistir. Ayrica 14-3-3 £ izoformunun mide, ag1z ve akciger kanserinde asir
anlatim yaptig1 ve tiimor gelisiminde direng sagladig: bilinmektedir (Jang ve dig., 2004;
Matta ve dig., 2007; Li ve dig., 2008). Akciger kanseri hiicrelerinde yapilan diger bir
calismada, ozellikle 14-3-3 C izoformunun asiri anlatim yapmasinin radyoterapinin
etkinligini azalttig1, bu proteinlerin baskilandig1 durumlarda ise terapi etkinliginin arttig1
ortaya konulmustur (Qi ve Martinez, 2003). Benzer bir calismada ayni izoformun
anlatimindaki azalmanin, akciger kanserinde kemoterapik bir ajan olarak kullanilan
CDDP’nin etkinligini artirdig1 gosterilmistir (Fan ve dig., 2007). Drosophila hiicreleri
lizerinde yapilan bir c¢alismada, 1s1 stresi sonrasinda 14-3-3  proteinlerinin
anlatimlarmin arttif1 ve apositokrom c ile proteinin etkilesimde oldugu bilinen bu
proteinin yoklugunda, sitozolde yiiksek miktarda apositokrom c agregatlarinin olustugu
gosterilmistir. Bu c¢alisma neticesinde 14-3-3 proteinleri de stres proteini olarak kabul

gormiistiir (Yano ve dig., 2006).

Glintimiizde sentetik ilaclarin yam1 sira, ¢ok sayida dogal iirlin, destekleyici
(tamamlayic1) olarak kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Bu tip dogal droglardan biri
de Viscum album (8kseotu) (“mistletoe”) dur. Ulkemizde ve diinyada hemen hemen her
bolgede, agaglarin ve galilarin tizerinde yar1 parazit olarak yasayan Viscum album bitkisi
¢ok eski tarihlerden beri halk arasinda ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Bu bitkinin antiepileptik, antikanserojen, antiseptik, antispazmodik, ditiretik, emetik,
kanamay1 durdurucu, sindirim kolaylastirici, tansiyon diisiiriicli, vazodilator etkileri,
(Baytop, 1999) uzun siiredir bilinmekte ve kanser, kalp yetmezligi, astim,
arterioskleroz, histeri, epilepsi, spazm ve Tlser gibi hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Duke, 1987). Bitkinin antidiyabetik (Gray ve Flatt, 1999), antioksidan
(Onay-Ugar ve dig., 2006), apoptozu indiikleme (Biissing and Schietzel, 1999), antiviral
(Karagoz ve dig., 2003), dogal oldiirticii (“Natural Killer”, NK) (Hamprecht ve dig.,



1987) ve antitiimdr aktivitelerinin (Jurin ve dig., 1993) yani sira, UV 1sinlarina karsi
DNA’y1 koruma (Kovacs ve dig., 1991), inflamatuvar ve immiinstimulan 6zellikleri
(Timoshenko ve Gabius, 1993) ¢esitli ¢alismalarla ortaya konulmustur. Bitkinin ticari
olarak hazirlanmis ¢esitli ekstreleri, 6zellikle dogal ilag kullaniminin yasal oldugu
Isvigre ve Almanya’da tamamlayici tibbin ayrilmaz bir parcasidir (Ernst ve dig., 2003;
Kienle ve dig., 2009). Bu ekstrelerden bazilar1 Iscador ®, Helixor®, Plenesol ® ,Vysorel®
ve Eurixor® isimleri ile satilmakta ve pek ¢ogu bilimsel aragtirmalarda yogun bir sekilde
kullanilmaktadir (Kunze ve dig., 1997; Molassiotis ve dig., 2006; Bar-Sela ve dig.,
2006; Grossarth-Maticek ve Ziegler, 2007). Viscum album’un igeriginde bulunan
lektinler, tioninler (viskotoksinler), alkaloidler, polisakkaritler, flavonoller ve mumlar
biyoaktiviteleri bakimindan arastirilmistir (Franz ve dig., 1981; Stein ve dig., 1999b;
Biissing ve dig., 1998; Biissing ve Schietzel, 1999; Jordan ve Wagner, 1986).

Viscum album’un antikanser aktivitesi ile ilgili ¢aligmalar ya ekstrenin farkli kanser
hiicre hatlar1 iizerine uygulanmasi ya da dogrudan kanser hastalarina enjekte edilmesi
yoluyla yiriitiilmektedir (Knopfl-Sidler ve dig., 2005; Pyrme ve dig., 2007; Kienle ve
dig., 2009). Ovaryum ve meme kanserli hastalar iizerinde yapilan klinik caligmalar,
farkli konakg¢1 agaglar tizerinde yasayan Viscum album bitkilerinden hazirlanmis ticari

ekstrelerin tedavide etkili oldugunu ortaya koymustur (Kienle ve dig., 2009).

Hem cocuklar hem de yetigkinler arasinda dliime yol agan kanser tiirlerinden biri de
beyin tlimorleridir. Merkezi sinir sistemi tiimorlerinin en biiyiikk grubunu, glial
hiicrelerden gelisen ve genel olarak glioma olarak adlandirilan beyin timorleri
olusturur. Gliomalarin en malignant tipi, glioblastoma multiform olarak adlandirilir
[4. derece/Diinya Saglik Orgiitii( WHO)]. Primer beyin tiimérii tiplerinden biri olan
glioma, yiiksek derecede damarlanma gosteren ve ¢ok nadir iyilesebilen bir timor
tipidir (Zhang ve dig., 2003). Glioblastomalarin; cerrahi miidahale, radyoterapi ve
kemoterapi ile tedavi edilmeleri zordur ve tedavi sonrasinda da yasam siiresinin 5 yildan

fazla oldugu goriilmemistir (Oghaki ve Kleihues, 2005).

Kanser arastirmalarinda, ozellikle beyin tiimorlerindeki temel molekiiler
mekanizmalarin aydinlatilmasina iligkin ¢aligmalarda tercih edilen modellerden biri de
C6 sican glioma hiicreleridir (Ozar, 2000; Altiok ve dig., 2006). Pekcok dogal ve



sentetik ilacin bu hiicreler iizerindeki etkisi arastirilmis (Barba ve dig., 1999; Ozar,
2000; Altiok ve dig., 2006), ancak Viscum ekstrelerinin etkisini inceleyen higbir

calismaya rastlanmamaistir.

Beyin tiimorleri ile stres proteinleri arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikarmak amaciyla da
bugiine kadar bir¢ok calisma yapilmistir (Graner ve Bigger, 2005; Graner ve dig.,
2007). Farkli bir¢cok glioblastoma tiplerinde, Hsp27 anlatiminin, malignant olmayan
beyin dokularina gore daha fazla oldugu goriilmiis ve Hsp27 diizeyinin, glial timdriin
malignasi derecesi ile iligkili oldugu ortaya konulmustur (Zhang ve dig., 2003). C6
hiicrelerindeki Hsp proteinleri ile ilgili bir caligmada, 1s1 stresiyle Ozellikle hem
oksigenaz (HO-1) ve Hsp70’in anlatiminin arttigi gosterilmistir (Zhang ve dig., 2001).
Cé6’larda Hsp anlatimini baskilayan dogal ya da sentetik bir ila¢ aday1 bugiine kadar hig

tanimlanmamustir.

Bu ¢alismanin amaci, antitiimor aktivitesi ¢esitli in vivo ve in vitro tekniklerle ortaya
konulmus olan Viscum album ekstresinin, C6 sigan glioma hiicreleri iizerindeki etkisini
Hsp anlatimiyla iligkili olarak arastirmaktir. Calisma kapsaminda farkhi
konsantrasyonlarda ekstre uygulanmig C6 glioma hiicrelerinde, anlatimi degisecek

Hsp’lerin belirlenmesine yonelik proteomik analizler gerceklestirilecektir.

Calismanin ilk agsamasinda Viscum album ekstresinin, C6 glioma hiicre hatti tizerindeki
sitotoksik  etkisi MTT  [3-(4,5-dimetiltiazol-2,5-difeniltetrazolyum)] analizi ile
belirlenecektir. Bu amacla besiyerinde ekstre icermeyen, cesitli konsantrasyonlarda
ekstre iceren ve ekstrenin hazirlandig1 ¢o6ziicliyii (dimetil siilfoksit, DMSO) igeren
gruplar olusturulacaktir. Deneylerde sitotoksisite analizleriyle belirlenen, toksik
olmayan ekstre konsantrasyonu kullanilacaktir. C6 glioma hiicrelerindeki stres
proteinleri 1s1 stresi ile indiiklenecektir. Ekstre uygulamasiyla degisim gosteren Hsp27,
Hsp70 ve 14-3-3 proteininin anlatimlari c¢esitli molekiiler yontemler kullanilarak
belirlenecektir. Hiicrelerin ¢ozilinebilir proteinleri 1- ve 2-boyutlu jel elektroforezi ile
ayristirilacak, protein profillerindeki farkliliklar jel goriintilleme ve kiitle spektrometrisi
(MALDI-TOF MS: “Matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight mass
spectrometry”, Matriks destekli lazer dezorpsiyon/iyonizasyon-ugus siiresi kiitle

spektrometrisi) yontemleriyle arastirilacaktir. Anlatim diizeyinde degisim saptanan



proteinler biyoinformatik analizlerle degerlendirilecektir. Ilgilenilen proteinler “Western
Blotlama” teknigi ile spesifik antikorlarla isaretlenerek densitometrik analizlerle miktar

karsilastirmalar1 yapilacaktir.

Viscum album uygulamasinin C6 hiicre hattinda Hsp’lerin anlatimini nasil etkiledigi
onemlidir. Hsp’lerin anlatimlarindaki degisim Viscum album ekstresinin antikanser
aktivitesi ve bu aktivitenin mekanizmasi ile ilgili ipuglar1 verebilir. Hsp anlatimlarinin
azalmasin1 saglayan ekstre hiicrelerin apoptoza gitmesini ya da ila¢ direncinin
azalmasini saglayabilir. Ekstre C6 glioma hiicreleri tizerinde etkili olursa, beyin timori

tedavisine yeni bir yaklasim getirebilir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. Viscum album

Viscum album L. (6kseotu) ormanlik alanlarda gesitli agaglarin ve ¢alilarin iizerinde yari
parazit olarak yasayan odunsu bir bitkidir. Dallar {izerinde kiimeler olusturur. Her
mevsim yesil olan bu bitki dioik ve entemogamdir. Meyveleri yaklagik 1 cm ¢apinda,
kiire veya armut seklinde, etli, beyazimsi, seffaf ve tek tohumludur. Hava sartlarina
bagli olarak degisik zamanlarda ¢icek acgabilir (Ergun ve dig., 1994). Bitkinin emecleri
konake1 agacin ksilemine kadar ulasir. Konakgidan su ve mineralleri alirken, fotosentez

yaparak kendi karbohidratlarini iiretir.

Avrupa'da "European mistletoe", Tiirkiye’de “Okseotu” olarak isimlendirilen Viscum

album L. bitkisinin tig alt tiirii bulunmaktadir (Becker, 1986; Ergun ve dig., 1994):

1. Cogunlukla yaprak doken dioik agaglar iizerinde yasayan Viscum album L. ssp.
album [Viscum album L. var. platyspermum R.Keller]

2. Abies tiirleri tizerinde yasayan Viscum album L. ssp. abietis (Wiesbh.) Abromeit
[Viscum laxum Boiss. et Reuter var. abietis (Wiesbh.) Hayek]

3. Cogunlukla Pinus tiirleri iizerinde yasayan Viscum album L. ssp. austriacum
(Wiesb.) Vollmann [Viscum austriacum Wiesb.; Viscum laxum Boiss. et Reuter var.

pini (Wiesb.) Hayek; Viscum album L ssp. laxum Fiex]

Viscum tiirleri uzun yillar Loranthaceae ailesinin iyeleri arasida sayilmis, ancak
sonralar1 Viscaceae ailesinde yer almalart gerektigi anlasilmistir (Franz ve dig., 1981;
Becker, 1986). Bu bitki Kuzey Avrupa’dan, Kuzeybat1 Afrika’ya, Avrupa’dan Dogu'ya,
Gilineybat1 ve Orta Asya’dan Japonya’ya kadar genis bir alanda yasamaktadir (Hegi,
1981). Tiirkiye’de de c¢ok genis bir dagilim gostermekte ve biitiin bolgelerde
yetismektedir (Miller, 1982; Ergun ve dig., 1994).



Bitkinin, tiim diinyada en genel olarak bilinen adi “mistletoe”dur. Ayrica "Korean
mistletoe", "Californian mistletoe" olarak adlandirilan tiirler de rapor edilmistir (Khwaja
ve dig., 1980). “Mistletoe” kelimesi, her derde deva anlamina gelen bir Keltik
kelimesinden tiiretilmistir. Tiirk¢ede kullanilan “6kseotu” ismi ise, eski zamanlarda bu
bitkinin meyvelerindeki yapiskan maddeden (vissin) yapilan ve kus tuzagi olarak
kullanilan 6kseden gelmektedir (Baytop, 1999). Tohumlar, etli ve yumusak Okseotu
meyvelerini yiyen kuslarin diskilariyla aga¢ dallar1 iizerine diiserek yapismakta ve

ortamdaki tirik asit sayesinde ¢imlenip gelismektedir (Becker, 1986).

Okseotu bitkisi insanlik tarihi kadar eski bir ge¢mise sahiptir. MS 500 yilina kadar
Kuzey Avrupa’da yasayan bazi soylu ve aydinlardan secilen Druidler'in 6zellikle mese
agacini infekte eden Okseotlarina kars1 biiyiik bir saygi duyduklar bilinmektedir (Schor,
2006). Okseotlarina verilen bu onem, tarihsel gelisim icinde bir Hiristiyan gelenegi
olan, Noel’de kap1 girislerine 0kseotu asma sekline doniigmiistiir. Cok eski ¢aglardan
itibaren bir¢cok tip bilgini tarafindan kullanildigi bildirilen Okseotu, 20. yiizyilin
baslarinda, Isvigreli tip doktoru Rudolf Steiner’in gelistirdigi alternatif (antroposofikal)
tip uygulamalarinda da genis yer bulmustur (Franz, 1985). Alisilmamis yontemlerin
kullanildig1 bu tedavi sisteminde, Steiner hazirladigi okseotu ekstrelerini hastalarina
enjekte etmistir. Steiner’in 6kseotunun bilimsel arastirmalarda kullanilmasina onciiliik

ettigi kabul edilmektedir (Schor, 2006).

V. album bitkisi ¢ok eski tarihlerden beri halk arasinda ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu bitkinin antiepileptik, antikanserojen, antiseptik, antispazmodik,
diiiretik, emetik, kanamayr durdurucu, sindirim kolaylastirici, tansiyon disiiriict,
vazodilator etkileri (Baytop, 1999) uzun siiredir bilinmekte ve oOzellikle yapraklari
kanser, kalp yetmezligi, astim, arterioskleroz, histeri, epilepsi, spazm ve iilser gibi
hastaliklarin tedavisinde sifali ot olarak kullanilmaktadir (Duke, 1987). Ayrica
Almanya, Avusturya ve Isvigre’deki cesitli firmalar tarafindan hazirlanan cesitli ticari
ekstreler tamamlayict tipta tedavi amaciyla kullanilmak {izere tiim diinyaya
satilmaktadir. Bu ticari iriinlerin bir kismi pek cok arastirmaya konu olmus ve
aktiviteleri bilim ¢evrelerince de desteklenmistir (Kunze ve dig., 1997; Maier ve Fiebig,
2002; Molassiotis ve dig., 2006; Bar-Sela ve dig., 2006; Grossarth-Maticek ve Ziegler,
2007; Pyrme ve dig., 2007). Ekstrenin hazirlanma sekli ve bitkinin {izerinde yasadigi
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konak¢1 agacin tiirline gore bu ticari ekstrelerin kimyasal igerik agisindan farklilik
gosterdigi vurgulanmaktadir (Biissing ve dig., 1998; Kienle ve dig., 2009). Bilimsel
caligmalara konu olan, 6zel islemlerden gegirilerek hazirlanmis, uluslararasi patentli en
taninmus Viscum album ekstreleri Iscador ®, Helixor®, Plenesol ®, Isorel ®, Vysorel © ve
Eurixor® dur (Kunze ve dig., 1997).

Viscum tiirlerinden bugiine dek izole edilmis kimyasal maddeler toplu sekilde Tablo

2.1'de verilmistir.
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Tablo 2.1. Viscum album bitkisinden izole edilmis maddeler

Kimyasal Bilesenler Kaynaklar
Alkaloitler Khwaja ve dig., 1980-1986; Park ve dig., 1999
Tiramin Baytop, 1999
Aminoasitler ve tiirevleri
Avrjinin Franz, 1985; Duke, 1987
Asparagin Duke, 1987
Prolin Franz, 1985
B—Fenilalanin Duke, 1987
Hidroksilizin Duke, 1987
Histamin Duke, 1987
1-Kiniirenin Duke, 1987
Sisteik asit Duke, 1987
y—Aminobiitirik asit Duke, 1987

Fenilpropanlar ve glikozitleri
Fenilpropan
Kalopanaksin D
Koniferin
Siringin

Flavonoitler
Kersetin
Kersetin-3-ramnozit
Kesretin-3-arabinozit

Lignanlar

Organik asitler

Kaffeik asit
Klorogenik asit
Miristik asit
p-Kumarik asit
Protokatesik asit
Sinapik asit
Sikimik asit
Vanillik asit

Proteinler

Lektinler

Viskotoksinler (Tiyoninler)

Rezinler
Sekerler ve tlirevleri

Glukoz, arabinoz, ramnoz

Sukroz
Polisakkaritler
Seril alkol
Mannitol
nositol

Viscumitol (di-O-metil-inositol)
1-D-1-O-metil-muko-inositol

Terpenler ve glikozitleri
Monoterpen glikozitler
Triterpenler

Lupeol
Oleonolik asit
B-Amirin
Vitaminler
C vitamini
o~ ve B-karoten

Wagner ve Bladt, 1996; Deliorman ve dig., 2000b
Deliorman ve dig., 1999

Deliorman ve dig., 1999

Duke, 1987; Deliorman ve dig., 1999- 2000a
Wagner ve Bladt, 1996; Deliorman ve dig., 2000b
Duke, 1987; Deliorman ve dig., 2000b

Duke, 1987

Duke, 1987

Wagner, 1996; Deliorman ve dig., 2000b

Duke, 1987; Wagner ve Bladt, 1996
Wagner ve Bladt, 1996

Duke, 1987

Wagner ve Bladt, 1996

Wagner ve Bladt, 1996

Duke, 1987; Wagner ve Bladt, 1996
Wagner ve Bladt, 1996

Wagner ve Bladt, 1996

Peumans ve dig., 1996; Siegle ve dig., 2001; Park ve dig., 1999-

2001; Frantz ve dig., 2000; Lutter ve dig., 2001

Biissing ve dig.,1998-99a;Park ve dig.,1999;Stein ve dig.,1999b

Baytop, 1999

Arda ve dig., 2003; Duke, 1987
Baillon, 1988

Kuttan ve dig.,1988; Leneweit ve dig., 2000;Stein ve dig.,1999¢

Arda ve dig., 2003; Duke, 1987
Arda ve dig., 2003; Duke, 1987
Arda ve dig., 2003; Duke, 1987
Richter, 1992

Richter ve dig., 1990

Deliorman ve dig., 2001a
Duke, 1987

Duke, 1987
Duke, 1987

Duke, 1987
Duke, 1987
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V. album tiirlerinden izole edilmis ve ilizerinde en ¢ok calisilmig molekiil gruplarindan
biri proteinlerdir. Bitki, sitotoksik etkisi olan 4 tip lektin (glikoprotein) igermektedir:
Lektin I (ML I, Viscumin), Lektin Il (ML 1), Lektin 11l (ML 1) ve Lektin IV (ML 1V,
ViscalbCBA) (Franz, 1981; Peumans ve dig., 1996). Avrupa’da satilan ticari ekstrelerin
her birinin farkli tipte ve farkli konsantrasyonda lektin igerdigi bilinmektedir. Kanser
tedavisinde yardimeci olarak kullanilan bu preparatlar uzun zamandir kanser hastalari
iizerinde farkl1 sekillerde denenmektedir. Ozellikle lektinler iizerinde yapilan ¢alismalar
bu proteinlerin sitotoksik, apoptozu indiikleyici ve antianjiyojenik etkilerini ortaya
koymustur (Siegle ve dig., 2001; Billyy ve Stoika, 2003). Yapilan bir ¢alismada, lektin
uygulamasi yapilan farelerde tiimor hiicrelerinin %21 oraninda azaldigi gosterilmistir
(Pryme ve dig., 2007). Akciger timor hiicreleri iizerinde yapilan bir calismada, oral
yoldan alinan ya da deri altina enjekte edilen ML-1"1n tiimor metastazin1 azalttig1 ortaya

konulmustur (Kubasova ve dig., 1998).

Siegle ve dig. (2001) insan akciger kanser hatti1 A549 {izerinde yaptiklar1 ¢alismada,
saflagtirilmis lektinler ile standart kanser ilaglarin1 (Dox, CDDP ve taksol) birarada
kullanmislar ve bu kombinasyonun hiicreler iizerinde daha toksik etki gdsterdigini
ortaya koymuslardir. Bu uygulama, V. album bitkisinin destekleyici tedavide

kullanimina yeni bir bakis agis1 getirmistir.

Bitkinin igerdigi diger bir protein grubu viskotoksinlerin (tiyoninler) ise 5 farkli tipi
vardir. Viskotoksin Al (VT Al), viskotoksin A2 (VT A2), viskotoksin A3 (VT A3),
viskotoksin B (VT B) ve viskotoksin 1-PS (VT 1-PS) olarak adlandirilan bu molekiiller,
sisteince zengin, 45-47 amino asitten olusan ve 3-4 disiilfid bag: tasiyan, ~5000 Da
molekiil agirligina sahip polipeptidlerdir. f—Tiyonin ailesinden olan viskotoksinler,
lektinlerden ¢ok daha az (~10 kat) sitotoksik olmalarinin yan1 sira, sicaklik ve proteaz
etkisiyle bozunmaya karsi da daha direnclidirler (Jung ve dig., 1990; Florack ve
Stiekema, 1994; Biissing ve dig., 1998).

Viscum tiirlerinin kimyasal igerigi, in vitro / in vivo biyolojik aktiviteleri ve klinik
kullanim1 konusunda ¢ok sayida bilimsel ¢caligma bulunmaktadir. Bugiine kadar bitkinin
cesitli ekstreleri ve bilesenleri ile yapilmis aktivite c¢alismalart Tablo 2.2°de

Ozetlenmistir.
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Tablo 2.2. V. album bitkisinin kanitlanmis biyolojik aktiviteleri

Ekstre/bilesen Aktivite Kaynaklar

ABNOBAviscum® Antikanser Knopfl-Sidler ve dig., 2005

Alkaloit Khwaja ve dig., 1980-1986

Iscador ® Kuttan ve Kuttan, 1992-1993;Knopfl-Sidler ve dig., 2005,
van Huyen ve dig.,2002

Isorel ® Ulrich ve Mechelke,1980;Jurin ve dig.,1993;Zarkovic ve
dig.,2001

Helixor ® Ulrich ve Mechelke, 1980

Lektin Jung ve dig,1990;Park ve dig, 2001; Siegle ve dig, 2001

Su ekstresi Karkabounas ve dig., 2000; Mengs ve dig., 2000

Viskotoksin Jung ve dig., 1990

Butanol, etanol, eter ve  Antimikobakteriyel

petrol eteri ekstreleri

Deliorman ve dig., 2001b

MeOH ekstresi Antioksidan Onay-Ugar ve dig., 2006
EtOH ekstresi Antiviral Karag6z ve dig., 2003
Iscador ® Stoss ve dig., 1999
ABNOBAVviscum Apoptoz indiikleyici  Biissing ve Scheitzel, 1999
Iscador ® Biissing ve Scheitzel, 1999; van Huyen ve dig, 2002
Helixor ® Biissing ve Scheitzel, 1999
Lektin Biissing ve Scheitzel, 1999; Billyy ve Stoika, 2003
Helixor ® Dogal 6ldiiriicii Hiilsen ve dig, 1989
Iscador © hiicreleri indiikleyici Mueller ve dig., 1989-1990; Hamprecth ve dig., 1987
Polisakkarit Mueller ve dig., 1990
Su ekstresi [Itihap giderici Stoss ve dig., 1999
(inflamator)
Eurixor ® Immunmodiilatér Kunze ve dig., 1997
Helixor ® Kunze ve dig., 1997
Iscador © Kovacs ve dig,1991;Kunze ve dig.,1997; Biissing, 2006
Isorel © Jurin ve dig., 1993
Lektin Jung ve dig., 1990
Plenosol ® Kunze ve dig., 1997
Polisakkaritler Stein ve dig., 1999¢
Su ekstresi Basaran ve dig., 1997
Viskotoksin Jung ve dig., 1990; Stein ve dig., 1999b
Vysorel © Kunze ve dig., 1997
Helixor ® Immiinstimiilan Stein ve dig., 1999a
Iscador ® Kuttan ve Kuttan, 1992
Su ekstresi Insiilin salgilatici Gray ve Flatt, 1999
Iscador © Kemoterapi ve Kuttan ve Kuttan, 1993
radyasyonun zararl
etkisini azaltici
Helixor ® Sitotoksik Doser ve dig., 1989
Iscador © Jung ve dig,1990; Khwaja ve dig.,1986; Kuttan ve
Kuttan,1992; Kovacs ve dig, 1991
Lektinler Doser ve dig.,1989; Park ve dig,1999; Peumans ve dig.,
1996; Frantz ve dig., 2000
Su ekstresi Park ve dig, 1999

®isaretli olanlar ticari ekstrelerdir.
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2.2. C6 SICAN GLIOMA HUCRELERI

Beyin tiimorleri, hem g¢ocuklar hem de yetigkinler arasinda 6liime neden olan kanser
tiirlerinden biridir. Farkli tipte birgok beyin tiimorii vardir. Bunlar genellikle tiimori
olusturan hiicre tipi ya da timoriin meydana geldigi beyin bolgesine gore

siniflandirilmaktadir. Bu smiflandirmalara gore, en genel beyin tiimdrleri Sekil 2.1°de

gorilmektedir.
Oligodendrioglioma Meningioma
Astrositoma . \ s
_‘“‘--—-—-.. b Supratentorial
/ Ependimoma
1
Owptik glioma. | L.g____T___H‘__
I S— Pineal Bolge
/ C Tamiatler
r |
Kraniyofatinjiyoma | ™ Medulloblastoma
4 i
Hipofiz Bezi * Berebellar Astrositoma
Tiimiitleri ‘
Achwannoma Infratentoral Ependimorma
Oprarilik soFar
glicmast

Sekil 2.1. Beyin tiimdrlerinin ortaya ¢iktigi bolgeler ve tiimor tipleri
(UAB Health System, http://www.health.uab.edu/14043, Ziyaret tarihi: 25 Subat 2009)

Primer beyin tiimorleri viicudun diger bolgelerinden metastaz yoluyla degil, beyin
hiicrelerinden kokenlenirler; fakat kendileri merkezi sinir sistemi disinda da yayilim
gosterebilir, metastaz yapabilirler (Ozar, 2000). Primer beyin tiimérleri iyi huylu
(benign) ya da kotii huylu (malignant) olabilirler. Iyi huylu beyin tiimérleri (6rnegin
meningiomalar, akustik neuromalar, hipofiz bezi tiimorleri) genellikle yavas bir sekilde
biiyiirler ve beyinde bulunduklar1 bolgeye bagli olarak operasyonla almabilirler.
Glioblastoma ve anaplastik astrositomalar gibi kétii huylu beyin tiimdrleri ise beyin
dokusu iizerinde yayilarak c¢ok hizli bir sekilde biiyiirler ve cerrahi miidahale ile
tamamen alinmalar1 miimkiin olmayabilir (Oghaki ve Kleihues, 2005; Brandes ve dig.,

2008; Gottardo ve Gajjar, 2008).
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Merkezi sinir sistemi tiimorlerinin en biiyiik grubunu, glial hiicrelerden gelisen ve genel
olarak glioma olarak adlandirilan beyin tiimorleri olusturur. Gliomalar, astrositlerden
kaynaklanan astroglial neoplazmlar1 (astrositoma), oligodendrio-gliositlerden gelisen
oligodendriogliomalari, ependim hiicrelerinden gelisen ependimomalar1 kapsar.
Histolojik olarak malignite bulgular1 gostermeyen bir glial tiimor, lokalizasyonuna bagh
olarak klinik a¢idan malign bir tiimér gibi davranabilir (Ozar, 2000). Diinya saglik
orglitiiniin (WHO) 1993 yilinda yaptig1 siniflandirmaya gore gliomalar, noroepiteliyal

tiimorlerin, astrositik tiimdrler grubunda yer almaktadir (Kleihues ve dig., 1993).

Gliomalarm en malignant tipi, glioblastoma multiform olarak adlandirilir
[4. derece/Diinya Saglik Orgiitii( WHO)]. Primer beyin tiimérii tiplerinden biri olan
glioblastoma multiform, yiiksek derecede damarlanma gosteren ve ¢ok nadir
iyilesebilen bir tiimor tipidir (Zhang ve dig., 2003) Glioblastoma serebrumda, 6zellikle
beynin frontal ve temporal loblarinda siklikla, serebellum veya beyin kokiinde ise
nadiren ortaya cikar. Glioblastomalarin cerrahi islemler, radyoterapi ve kemoterapi ile
tedavi edilmeleri zordur ve tedavi sonrasinda yasam siiresinin 5 yildan fazla oldugu
gorilmemistir (Oghaki ve Kleihues, 2005; Brandes ve dig., 2008). Glioblastomalar
tizerinde yapilan molekiiler analizler, p53 geninde mutasyon oldugunu ve epidermal
biiyiime faktorii reseptorii (“Epidermal Growth Factor Receptor”, EGFR) geninin kopya
sayisinin arttigini ortaya koymustur. Bu analizler sonucunda aragtirmacilar genetik
acidan farkli glioblastoma setleri tanimlamistir (Sehgal, 1998). Son zamanlarda
kullanilan “DNA mikroarray” gibi ileri teknolojiler insan gliomalarinin molekiiler
profili hakkinda daha fazla bilgi saglamistir. Bu caligmalar glioblastomalarda anlatimi
artan bir¢ok gen ailesinin; hiicre adezyonu, hareketi ve anjiyogenezi ile iliskili oldugunu

ortaya koymustur (Sallinen ve dig., 2000).

Glial hiicrelerin, noronlar1 g¢esitli streslere (iskemi, travma, ndrotoksin vb) Kkarsi
koruduklar1 bilinmektedir. Hasarl1 beyin bolgelerinde, bazik fibroblast biiyiime faktorii
(“Basic fibroblast growth factor”, bFGF) ve epidermal biliylime faktorii (“Epidermal
Growth Factor”, EGF) gibi biiylime faktorlerinin sentezlenip, aktif glial hiicreler
tarafindan salindiklar1 ve bu sekilde norokoruyucu etki gosterdikleri bildirilmektedir

(Kubota ve dig., 2001).
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Beyin tiimorleri  igin  model olarak kullanilan C6 glioma hiicre hatti,
transplasental olarak N-nitrozometiliire uygulanmis si¢anlardan elde edilmistir, fakat
siganin hangi irktan geldigi kesin olarak belgelenmemistir. Bu hiicreler ilk defa Benda
ve dig. (1971) tarafindan kullanilmistir. Bu hiicre hatt1, astrosit kokenli bir beyin timori
hiicre hattidir ve serum igeren ortamlarda astrosit-oligodendrosit fenotip karigimini
ortaya koyar (Coyle, 1995). C6 glioma hiicrelerinin, model olarak kullanilmasinin
temelinde astrositlerin beyin dokusunda en ¢ok bulunan glial hiicreler olmasi ve
merkezi sinir sisteminin hasarlara karsi cevabini olusturmasi yatmaktadir (Altiok,
2006). Calisilmasi en ¢ok tercih edilen model hiicre hatt1 olmasinin nedenlerinden biri

de insan glioma tiimdrlerine benzerligidir (Ozar, 2000).

Beyin tiimorleri ile stres proteinleri arasinda bir iligski oldugu ilk kez Kato ve dig. (1995)
tarafindan One siiriilmiis ve bu konuda bugiine kadar bir¢ok arastirma yapilmistir. Zhang
ve dig. (2003), normal insan glioma hiicre hatt1 (U87MG), diisiik seviyede EGFR
anlatim1 yapan glioma hiicre hatt1 ve ¢ok yliksek seviyede EGFR anlatim1 yapan glioma
hiicre hatt1 lizerinde yaptiklart calismada, hiicrelerin 6zellikle 5 protein (Hsp27
proteinleri, MVP, TTG, sistatin B ve MMP2) acisindan farklilik gdsterdigini
saptamislardir. Bu calismada Hsp27 anlatiminin, glial tiimoriin malignasi derecesi ile
iligkili oldugu ortaya konulmustur. Ciinkii, Hsp27 anlatimi malignant olmayan beyin
dokularinda genellikle diisiik seviyede olmasia ragmen, birgok glioblastoma tipinde

belirgin sekilde yiiksektir (Zhang ve dig., 2003).

C6 glioma hiicreleri iizerinde yapilan diger bir calismada, endoplazmik retikulumda
(ER) molekiiler saperon olarak is goéren glukoz-diizenleyici proteinin (“Glucose
Regulated Protein 787, Grp78), kursun (Pb) tolerans mekanizmasinda is gordiigii
kanitlanmigtir. Kursunun Grp78’in anlatimini artirdigi, artan Grp78’in ise Pb kelatori
olarak is gordiigii ve boylece Grp78’in, hiicrei¢i kursuna kars1 astrogial toleransta gorev

aldig1 ortaya konulmustur (Quian ve dig., 2000)

Glioblastoma multiform hiicreleri iizerinde yapilan in vitro bir ¢alismada, hiicrelere
uygulanan betulinik asit (antioksidan) ve seramid’in, sitotoksik etki gosteren antikanser

ilaglarindan (CDDP, Dox vb.) daha etkili oldugu gosterilmistir (Jeremias ve dig., 2004).



17

2.3. STRES (ISI SOKU) PROTEINLERI

Stres (1s1 soku, oksidatif/iskemik stres, agir metaller, radyasyon ve g¢evresel kirleticiler,
bazi metabolik iirlinler, amino asit analoglar1 vb.) hiicrelerde birgok molekiilii hasara
ugratirken, bazi proteinlerin anlatimlarinin artmasina neden olur. Basta proteinler olmak
tizere cesitli molekiillerin hasara ugramasini dnleyen bu proteinler stres proteinleri ya
da st soku proteinleri (“heat shock protein”, Hsp) olarak adlandirilir (Papp ve dig.,
2003).

Stres proteinleri, 1962 yilinda Drosophila melanogaster larvalarmin tiikrik bezi
hiicrelerinde, sicakliga bagli olarak puflarin arttigini goéren Ritossa tarafindan
saptanmistir (Ritossa, 1962). Tissieres ve dig. (1974) yilinda bu tip proteinleri st soku
proteini (“Heat Shock Protein”, Hsp) olarak adlandirmislardir. Daha sonraki yillarda

yapilan ¢alismalar 1s1 goku proteinlerinin tiim tiirlerde var oldugunu ortaya koymustur.

1996 yilinda yapilan uluslararasi bir toplantida (“Cold Spring Harbor Meeting on
Molecular Chaperones and the Heat Shock Response”, ABD) 1s1 soku genleri ile ilgili
tiim proteinlerin Hsp’ler olarak adlandirilmasina karar verilmistir. Molekiil agirliklar
10-170 kDa arasinda degisen bu protein aileleri biiyiik harfli kisaltma ile (6rnegin, sHSP
veya HSP70 seklinde), bu ailelere ait proteinler ilk harfi biiyiik, digerleri kiiclik
(6rnegin, Hsp27 veya Hsp70 seklinde), genleri ise tlimiiyle kiiclik harflerle (6rnegin,
hsp27 veya hsp70 seklinde) gosterilirler. Asil ismin 6niindeki harf “kiiclik{in kisaltmas1
(“small”, s), ardindaki rakamlar ise yaklagik molekiil agirligini ifade etmektedir
(Snoeckx ve dig., 2001).

Sicakligin artig1 veya diger stres faktorlerinin etkisiyle hsp genleri etkili bir sekilde
anlatim yaparlar. indiiklenebilen bu genlerde intron yoktur. Bu nedenle fizyolojik stres
sirasinda; stres proteinleri sadece birkac¢ dakika iginde, toplam hiicrei¢i proteinlerinin

%15-25’ine ulasabilirler (Benjamin ve McMillan, 1998).

Hsp’ler sitoplazmik agin en biiyilkk bilesenlerinden biridir. Birbirleriyle, diger
proteinlerle ve sitoplazmik agin tiim bilesenleri ile kovalent olmayan baglar kurarak

dinamik kompleksler olustururlar (Papp ve dig., 2003). Bu proteinler, kararli yapida
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olmayan proteinlere ya da denatiire hale gelecek proteinlere geri doniisiimlii olarak
baglanarak is goriirler. Stres proteinlerinin ¢ogu hiicrede normal sartlar altinda da
bulunurlar (“heat shock cognate”, Hsc), bazilar1 ise spesifik bir strese cevap olarak
indiiklenirler. Cok sayida kopyalar1 bulunan bu proteinlerin organellerde konumlanmis

tipleri de vardir (Alberts ve dig., 2002).

Hsp’ler hem hiicre i¢inde hem de hiicre disinda fonksiyon gosterirler. Normalde Hsp’ler
hiicre igerisinde bulunurlar, ancak hiicreler 6ldiigiinde (nekroz ya da apoptoz ile) hiicre
disina salinirlar. Hiicre disindaki Hsp’lerin hastalik veya enfeksiyona karsi bagisiklik

sistemini indiikleyici etkileri vardir (Pockley, 2001; Prohaszka ve Fiist, 2004).

Bircok Hsp, fonksiyonel olarak hiicresel saperon aktivitesi gosterir. Saperonlar,
proteinlerin fonksiyonel olarak aktif {i¢ boyutlu yapilarini kazanmalarinda (katlanma) ve
hiicrenin ¢esitli kompartmanlart arasinda tasinmalarinda (translokasyon, niiklear
tasinma) yardimer olurlar ve gorevi biten proteinleri yikilmalar i¢in proteazomlara
yonlendirirler (Alberts ve dig., 2002) (Sekil 2.2). Ayrica protein sekresyonuna katkida
bulunur ve 1s1 sokunda proteinlerin agregasyonunu engellerler. Hiicre icinde,
proteinlerin katlanmasi ve proteolitik degradasyon arasinda bir denge vardir ve bu
sistemde anahtar rolii saperonlar oynar (Ellis, 1987). Saperonlar tek baslarina degil;
homomerik, heteromerik kompleksler (Hsp60 saperon sistemi gibi) ya da dinamik
saperon topluluklart olusturarak (sitoplazmadaki ya da ER’deki Hsp90 tasiyan foldozom
gibi) is goriirler (Myung ve dig., 2003). Is1 soku proteinleri, giliclii hidrojen baglar1 ve
hidrofobik etkilesimleri ile c¢ift kutuplu sarmal stabilitelerinden dolay1 kolay kolay
denatiire olmazlar. Bu nedenle denatiire kosullarda bile kendi yapilarinit koruyarak,

diger proteinlerin katlanmalarina yardimer1 olurlar.
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Sekil 2.2. Saperon aktivitesi gdsteren Hsp’lerin islevlerini 6zetleyen sema
(http://biomolecule.snu.ac.kr/research.html, Ziyaret tarihi: 19 Subat 2009)

Niikleik asit ve amino asit dizileri yiiksek derecede benzerlik gostermesine ragmen,
prokaryot ve Okaryotlardaki Hsp’lerin nomenklatiirii ve simiflandirmast farklidir
(Snoeckx ve dig., 2001). Evrimsel olarak korunmus Hsp’ler yaklasik molekiil
agirliklari, yapilart ve fonksiyonlarina gore farkli aileler iginde siniflandirilmigtir
(Benjamin ve McMillan, 1998; Snoeckx ve dig., 2001). Tablo 2.3’te HSP aileleri,

proteinleri, bu proteinlerin hiicre icindeki konumlar1 ve fonksiyonlar1 6zetlenmistir.


http://biomolecule.snu.ac.kr/research.html
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Tablo 2.3. HSP aileleri, proteinleri, hiicre i¢indeki konumlar1 ve fonksiyonlari

Aile/Stres proteinleri

Lokalizasyonu

Fonksiyonu

Kaynaklar

HSP100
Hsp110 (insan)
Apg-1 (fare)
Hsp105
Osp94 (Hsp94)
Grpl70

HSP90
Hsp90a (Hsp86)
Hsp90p (Hsp84)
Grp94

HSP70
Hsc70
Hsp70 (indiiklenebilir form)
mtHsp75
Grp78(BiP)
Mortalin

HSP60
Hsp60
Grp 58
TRIC (CCT)

HSP40
Hsp47
Hsp40 (Hdj-1)

SHSP
Hem oksijenaz (HO-1, HO-2,Hsp32)
Hsp27
aA-Kristalin ve aB-Kristalin
p20
Hspl10
Hsp20-30kDa

Ubikitinler
Ubikitin

Niikleolus/sitoplazma
Sitozol

Sitozol

Renal medulla
Endoplazmik retikulum

Sitoplazma/niikleus
Sitoplazma/niikleus
Endoplazmik retikulum

Sitoplazma, peroksizom, niikleus
Sitoplazma/niikleus

Mitokondri

Endoplazmik retikulum
Sitoplazma/nuklear membran

Mitokondri
Endoplazmik retikulum
Sitoplazma

Endoplazmik retikulum
Sitoplazma/niikleus

Sitoplazma
Sitoplazma/niikleus
Sitoplazma/niikleus
Sitoplazma/niikleus
Sitoplazma
Mitokondri

Sitozol, niikleus

Istya dayaniklilik, protein katlanmasi
Protein katlanmasi

Istya dayaniklilik, iskemik dayaniklilik
Ozmotik stres veya 1s1 ile indiiksiyon
Konstitutif anlatim

Aporeseptor (Steroid reseptore baglanir)
Aporeseptor (Steroid reseptore baglanir)
Kalsiyum baglayici saperon

Protein katlanmasi
Protein katlanmasi
Protein katlanmasi
Translokasyon ve protein katlanmasi
Protein katlanmasi

Protein tagimasi/katlanmasi
Protein katlanmasi
Protein katlanmasi

Kollajen sentezinin kontrolii
Protein katlanmasi, Hsp72 kosaperonu

Hipoksi, HIF-1 transkripsiyon faktori

Aktin dinamikleri

Gozde yapisal protein, hiicre iskeletinin kararlilig
Vazorelaksasyon

Hsp60 kofaktorii

Z bantlarinin korunmast

268 proteazomlar vasitastyla anormal proteinlerin yikimi

Snoeckx ve dig., 2001
Snoeckx ve dig., 2001

Kai ve dig., 2003

Benjamin ve McMillan, 1998
Snoeckx ve dig., 2001

Snoeckx ve dig., 2001
Snoeckx ve dig., 2001
Koyasu ve dig., 1986

Benjamin ve McMiillan, 1998
Snoeckx ve dig., 2001
Snoeckx ve dig., 2001
Snoeckx ve dig., 2001
Snoeckx ve dig., 2001

Snoeckx ve dig., 2001
Snoeckx ve dig., 2001
Snoeckx ve dig., 2001

Snoeckx ve dig., 2001
Snoeckx ve dig., 2001

Snoeckx ve dig., 2001
Calderwood ve dig., 2007
Snoeckx ve dig., 2001
Snoeckx ve dig., 2001
Snoeckx ve dig., 2001
Dalle-Donne ve dig., 2001

Snoeckx ve dig., 2001
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2.3.1. Stres Proteini Aileleri

HSP100 Ailesi

Bu ailede yer alan proteinler fizyolojik kosullar altinda molekiiler saperonlar olarak is
gortrler, suda ¢éziinmeyen protein agregatlarinin sitozolde ¢éziinmelerini saglarlar ve
proteinlerin yeniden diizenlenmesinde gorev alirlar (Benjamin ve McMillan, 1998). Bu
ailenin iiyelerinden Hsp105, Hsp70 ile kompleks olusturarak saperon aktivitesi gosterir
(Kai ve dig., 2003). Hsp105’in, stres kosullar1 altinda, ndral hiicreleri apoptoza karsi
korudugu da bilinmektedir (Hatayama ve dig., 2001). Ayrica bircok kanser tipinde

normal hiicrelere gore Hsp105’in asir1 anlatim yaptigi gosterilmistir (Kai ve dig., 2003).

HSP90 Ailesi

Hiicredeki toplam proteinin %1-2’sini olusturan Hsp90 Okaryotik hiicrelerde en fazla
bulunan proteinlerden biridir (So ve dig., 2007). Hiicrede sadece sitoplazma ve
endoplazmik retikulumda bulunan bu proteinler, diger proteinlere baglanarak onlarin
aktivasyonunu ve katlanmasini diizenler, yeniden katlanan peptidlerin kiimelesmesini
onlerler. HSP90 ailesinin sitoplazmada yer alan iiyeleri Hsp90a ve Hsp90pB’dir.
Endoplazmik retikulumda en fazla bulunan 1s1 soku proteini ise Grp94’tiir. Steroid
reseptorlere, protein kinazlara, ara filamantlere, mikrotiibiillere ve aktin
mikrofilamentlerine baglanir (Koyasu ve dig., 1986). Hsp90 saperonu ¢ok sayida
hiicresel kinaz, transkripsiyon faktorleri ve diger hiicresel proteinlerle kompleksler

olusturarak is gormektedir (Benjamin ve McMillan, 1998).

HSP70 Ailesi

Bu proteinler stres altinda proteinleri korur, katlanmamis proteinlerin kiimelesmesini
Onler, katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinler arasindaki dengeyi saglarlar.
Hsp70’ler proteinlerin sitoplazma, niikleus, endoplazmik retikulum ve mitokondride
tasinmasinda gorev alirlar. Sitozoldeki Hsp70 (Hsc70), olgunlagmamis polipeptidlere
daha ribozomdan ayrilmadan baglanir. Hsp70, ayn1 zamanda 1s1 soku faktorii (“Heat
shock factor”, HSF)’nlin aktivitelerini diizenleyerek 1s1 soku proteinlerinin

transkripsiyonunu da kontrol eder (Benjamin ve McMillan, 1998).
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Hsp70 ailesinin tiim {iyeleri; yiikksek derecede korunmus 44 kDa’luk bir N-terminal
ATPaz domeni, hidrofobik peptidleri baglayan 18 kDa’luk degisken bir bolgeyi ve
yiiksek derecede korunmus 10 kDa’luk C-terminal domeni igerirler. Insana ait Hsc70 ve
Hsp70’in karsilastirildign Sekil 2.3’te, N-terminalde yer alan ve 1-386. amino asitleri
iceren 44 kDa’luk fragment, 384-543. amino asitlerin i¢inde bulundugu 4 adet cift
antiparalel B-katlanmasi ve tek o-sarmalden olusan 18 kDa’luk fragment, C-terminalde
ise Hsc70 igin 542—646. amino asitler, Hsp70 i¢in 542—640. amino asitler ile yiiksek
derecede korunmus EEVD terminal dizisi bulunan 10 kDa’luk fragment goriilmektedir.

Hsc70 ve Hsp70 arasindaki homoloji %80°den fazladir (Kiang ve Tsokos, 1998).

18 kDa'Tuk peptid haglayic: domenin sonu

ELESEHFNMH AWEDEKLQG KINDEDKQKI 570

......... Sh....G.E. ..SE...E.V 5&7

LDKCI'IEIII-IW LDKI'IQTPLEKE EFEHQOQKELE 600

eeesDuVe5. L ATL...D oo W ERL... 59T

KVCNPIITKL YQSHGGHPGG HPGGFPG GG 630

Quvverns8Ge 2aBuvimee— =vuus JAQ. 627

AFPSGGASSG PTIEE"JD 646  insan HscTO

) ==L KOLBG.. e 640 jnsan Hsp70

l | | 11 |
44 kDa 18 kDa 10 kDa

ATPaz domeni | Peptidbaglane _EEVD
N 44 KkDa domen 18 kDa 10kDa ¢

Sekil 2.3. insana ait Hsc70 ve Hsp70’in molekiiler yapisi. (A) Hsc70 ve Hsp70 proteinlerini
olusturan domenlerin 3 boyutlu yapilart ve amino asit dizileri. (B) Hsp70 N-terminalde 44
kDa’luk ATPaz domeni, 18 kDa’luk peptid baglayici domen; C-terminalde ise 10 kDa’luk
fragment ile yiiksek derecede korunmus EEVD terminal dizini igermektedir.

Hsp70’in, ATPaz aktivitesi diger protein zincirlerinin baglanmast ve ayrilmasi i¢in
gereklidir (Sadis ve Hightower, 1992). Normal kosullar altinda Hsp70 saperonu
sitozolde bulunur ve katlanmamis peptidlere baglanarak, bu peptidlerin hiicre iginde
bulunmalar1 gereken bolgeye ulasincaya kadar katlanmalarini engeller. Hsp70’in hiicre
iskeleti proteinleri (Sanchez ve dig., 1994), hiicre ylizey glikoproteinleri, kalmodulin ve

doymus yag asitleri ile iliskili oldugu bilinmektedir (Hughes ve August, 1982). Hsp70
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endoplazmik retikulum ve mitokondri membraninda translokasyonda gorev alir, yanlis

katlanmig proteinleri lizozomlara ya da peroksizomlara yonlendirir (Sekil 2.4)

Elatlarumg

protein STRES

a0

\ ) ) ~
j
L HecTo | ] (/ Iitokonds
& - ‘ T ]
protein ;;._”J |

Vart-katlanug

Sekil 2.4. Hsc70 ile olgunlasmamus peptid zincirleri ve
katlanmamus proteinler arasindaki etkilesimler.

Insanlarda HSP70 multigen ailesinin 4 iiyesi vardir: Hsp70, Hsc70, Grp78 (“glucose-
regulated protein 78”, BiP) ve mtHsp75 (“mitochondrial 75-kDa heat shock protein”).
Hsp70 ve Hsc70 hem sitozolde hem de niikleusta bulunur ve katlanmamis proteinlerin
bir araya gelmesini engeller. Saperonlar olarak is goren Grp78 endoplazmik

retikulumda, mtHsp75 ise mitokondrilerde bulunur (Myung ve dig., 2003).

Is1 soku sirasinda, Hsc70 ve Hsp70’ler niikleusa hareket ederler. Translokasyon 60
dakika i¢inde gergeklesir ve yaklasik 3 saat sonra sonlanir, bu siire¢cte maksimum
protein diizeyine ulasilir (Snoeckx ve dig., 2001). Hsp72 1s1 ile indiiklenen bir Hsp70
tipidir. Hsc70 ise hiicrede siirekli olarak sentezlenir ve 1s1 ile ¢ok az indiiklenir (Kagaya

ve dig., 2000).
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Endoplazmik retikulumda bulunan Grp78 de stresle indiiklenen bir molekiiler
saperondur. Memeli hiicrelerinde, Grp78 gecici olarak baglandigi proteinlerin

katlanmalarin1 ve tasinmalarini saglar (Litte ve dig., 1994; Laitusis ve dig.,1999).

HSPG60 Ailesi

Ondort alt birimden meydana gelen ve hem mitokondri hem de sitoplazmada bulunan
Hsp60, hiicrenin stresten korunmasi ve proteinlerin katlanmasi i¢cin Hsp70 ile birlikte is
goren bir saperondur. Yanlis katlanmis polipeptidlere baglanarak, onlarin dogru sekilde

katlanmalarina yardime1 olur (Nollen ve dig., 1999).

Bir¢ok memeli hiicresinde Hsp60’1n siirekli anlatim1 yapilmaktadir (So ve dig., 2007).
Bu proteinlerin anlatimlart Hspl0 tarafindan diizenlenir (Frydman ve Hartl, 1996).
Yapilan calismalar, prostat kanserinin erken ve ileri asamalarinda Hspl0 ve Hsp60

anlatiminin arttigini gostermistir (Cornford ve dig., 2000; Capello ve dig., 2003b).

Saperoninler, saperonlardan sonra proteinlerin dogru bir sekilde bir araya gelmelerini
saglayan Hsp’lerdir. Okaryotlarda 2 saperonin grubu vardir. Birinci grup Hsp60 ve
Hsp10°’dan olusur ve mitokondride bulunur. Ikinci grupta bulunan TCP1 ise aktin ve
tubulin katlanmasinda is goriir ve sitozolde yer alir (Rommelaere ve dig., 1993;

Snoeckx ve dig., 2001).

HSP40 Ailesi

Hsp40’lar katlanmamis proteinlere baglanarak onlar1 Hsc70’le birlestirirler. ATP
hidrolizi sonucunda yeniden katlanan protein Hsc70’ten ayrilir. Hsp40, Hsc70-
etkilesimli protein (“Hsp70-interacting protein”, Hip), Hsc70-dilizenleyici protein
(“Hsp70-organizing protein”, Hop) veya Hsc70-aksesuar proteini (“Hsc70-accessory
protein”, Hap) ile yer degistirebilir ve Hsc70-katlanmamis protein kompleksinde farkli
etkilesimlere sebep olabilir. Hip’le birlesmesi kompleksin hiicre i¢inde hareketine neden
olurken, Hop’a baglanmasi Hsp90’1 baglamasina, Hap’a baglanmasi ise Hsc70-
katlanmamis protein kompleksinin ayrilmasina neden olur (Snoeckx ve dig., 2001;

Hohfeld ve dig., 1995).
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Kiiciik 1s1 oku proteinleri (“Small Heat Shock Protein”, sHSP) Ailesi

Aktin polimerizasyonunun inhibitorii olarak kesfedilen bu proteinler futbol topu
goriiniimiindedir (Benjamin ve McMillan, 1998; Kim ve dig., 1998a) (Sekil 2.5).
Memelilerdeki sHsp baslangigta tek bir protein (Hsp25, Hsp27 veya Hsp28 olarak da
bilinir) olarak tanimlanmig olmasina ragmen, yapilan ¢alismalar gézde yapisal protein
olarak is goren a-B-kristalinin (aBC) de sHSP ailesinin bir iiyesi oldugunu ortaya

koymustur (Klemenz ve dig., 1991).

Sekil 2.5. Yirmidort altbirimden olusan sHsp’nin ii¢ boyutlu yapisi

sHsp’ler molekiil agirhigi 12-43 kDa olan monomerler halinde bulunurlar. Evrimsel
olarak yiiksek derecede korunmus ve yaklasik 100 amino asitten olusan bu proteinler,
C-terminal a-kristalin domeni ve N-terminal WD/EPF domeni ile tanimlanmaktadir
(Nakamoto ve Vigh, 2007).

sHSP’ler reprodiiktif dokular, deri, kas ve kan hiicreleri gibi bircok dokuda siirekli
olarak tiretilirler (Ciocca ve dig., 1983). Hiicrede sitoplazma, endoplazmik retikulum ve
niikleusta bulunurlar. Is1 stresine maruz kalan hiicrelerde belirgin artis gosterirler.
sHsp’lerin saperon, apoptozu inhibe etme, hiicre gelisimini diizenleme, 1s1 toleransi ve
hiicre farklilagmas1 gibi islevleri vardir (Wang ve dig., 2004a). Hsp27, niiklear faktor
kappa B (“Nuclear Factor kappa B”, NF-kB) (transkripsiyon faktorii olarak is goren bir
protein kompleksi) yollarinin aktivasyonunu artirir, bu yollar hiicre biiylimesi,
enfeksiyon ve strese karsi cevap gibi pek ¢ok 6nemli siireci kontrol eder. sHsp’ler sinyal
iletiminde de rol oynarlar. Hsp27 apoptotik sinyal yollartyla iligkilidir. Mitokondri
membraninin dig kismu ile etkilesime girer ve sitokrom C/Apaf-1/dATP (sitokrom C/
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apoptotik proteaz aktive edici faktor-1/deoksiadenozin trifosfat) kompleksinin
aktivasyonunu engeller. Bu nedenle prokaspaz-9’un (apoptoz, nekroz ve iltihaplanmada
rolleri olan sistein proteazlari ailesinden bir protein) aktivasyonunu da inhibe eder.

Fosforile Hsp27 ise, Daxx apoptotik proteinini inhibe eder (So ve dig., 2007).

Hsp27 ve aBC oligomerik yapida proteinler olup, fosforilasyonla degisime ugrarlar
(Lavoie ve dig., 1993). Hsp27’nin oligomerizasyonu dinamik bir islemdir.
Oligomerizasyon hiicrenin fizyolojisine, Hsp27’nin fosforilasyon statiisiine ve strese
maruz kalip kalmamaya baghdir. Hsp27, strese (1s1 soku, arsenit, ozmotik ve oksidatif
stres), sitokinler veya agonistlerine (mitojenler, serum, interlokin-1, tiimér nekroz
faktorii, trombin, histamin ve forbol ester) karsi cevap olarak fosforillenir. Hsp27’nin
fosforile olmasi ¢oklu sinyal transdiiksiyon metabolik yolunda goriiliir. Is1 soku
vasitastyla Hsp27 fosforilasyonu ser-82, ser-15 ve ser-78’de meydana gelir, fosforile
olan bu bolgelerin tiimii kinaz tanima bdlgesinin sonunda yer almaktadir (Landry ve
dig., 1992; Rouse ve dig., 1994). Hsp27 fosforilasyonu mikrofilament organizasyonu ve
dolayistyla mikrofilament bagimli olaylarin degisimi ile iligkilidir. Endotel
hiicrelerindeki Hsp27 fosforilasyonu, hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesine yol
acan sinyal transdiiksiyonunu ve hiicre seklindeki degisimleri isaret etmektedir (Li ve

dig., 1996).

Hsp27 pekcok hiicre tipinde, ozellikle kas hiicrelerinde gortiliir. Hiicre biiylimesi ve
farklilagsmasinin degisik asamalarinda fazla miktarda {iretilmesi, Hsp27°nin doku
farklilasmasinda 6nemli bir gorevi oldugunu diistindiirmektedir. Fosforillenmis Hsp27
tiirleri ile hiicre hasar1 (6zellikle kas ve sinir) ve kanser arasinda bir baglant1 oldugu
gozlemlenmistir. Anlatim diizeyinin, hiicre cogalmasi, metastaz ve kemoterapiye direng
ile ters orantili oldugu 6ne siiriilmektedir. Hastalarin serumunda yiiksek diizeyde Hsp27

bulunmasi nedeniyle meme kanserinde potansiyel bir tan1 belirtecidir (So ve dig., 2007).

Hsp27°nin hidroksiiire tarafindan (Eskenazi ve dig., 1998), Hsp25’in ise baz1 antikanser
ilaglar tarafindan indiiklendigi (Bielka ve dig., 1994) gosterilmistir. Timor hiicrelerinde,
hsp27°nin asir1 anlatiminin Dox direnci ile iliskili oldugu bilinmektedir (Oesterreich ve
dig., 1993). Hsp27 anlatimi 1s1 ve kimyasallara direng 6zelligi ile iligkili olmasina

ragmen, radyoterapiye direngle iliskili olmadig1 belirlenmistir (Fortin ve dig., 2000).
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Hsp27 hiicre iskeleti proteinlerinin stabilizasyonunda is goriir. Hiicreigi reaktif oksijen
tiirlerini (“Reactive Oxygen Species”, ROS) ortadan kaldirarak ve glutatyon diizeyini
yiikselterek oksidatif strese karsi koruyucu etki gosterir (Myung ve dig., 2003; Acarin
ve dig., 2002). Hsp27 anlatimindaki artisin hiicrei¢i glutatyon konsantrasyonunu
artirdig1 ve boylece hiicrei¢ci ROS’lar1 azalttigi kanitlanmistir (Mehlen ve dig., 1996a).
Bu olay glukoz-6-fosfat dehidrogenaz aktivitesinde ve rediiklenmis glutatyon (GSH)
diizeyinde artisa yol agabilir (Preville ve dig., 1999).

Glial hiicrelerde hasar sonucu indiiklenen Hsp27, Hsp32 ve Hsp47 anlatiminin,
koruyucu etki gosterdigi ve hiicrelerin hasara yol acan kosullara adaptasyonunda is
gordiigii belirtilmektedir (Horwich, 2002). Lipid peroksidasyonuna sebep olan ROS’lar,
lipidge zengin beyinde yiiksek mitokondriyal aktiviteye bagli olarak birikir, néron ve
glial hiicreler ise 6zel saperonlarini kullanarak kendilerini ROS’lardan korurlar (Myung
ve dig., 2003; Mehlen ve dig., 1996b). Noronlarda, fazla miktarda saperon ekspresyonu
olmasi, ndrolojik semptomlarin ve proteinopatilerin ortaya cikmasi ile iliskilidir
(Macario ve Macario, 2007). sHsp’ler merkezi sinir sisteminde, Ozellikle glial
hiicrelerde yerlesim gostermektedir. Astrosit ve oligodendrositlerde goriilen Hsp27 ve
oBC birikimi, Alexander hastaligi, Creutzfeldt-Jakobs hastaligi, multipl skleroz,
Alzheimer gibi ¢esitli norolojik hastaliklarla iliskilidir (Stege vedig., 1999 Rijk ve
Bloemendal, 2000; Macario ve Macario, 2007).

Hsp27°nin aktive olmasi icin fosforilasyon gereklidir (Landry ve dig., 1991). Yapilan
calismalar, bu olayimn interlokin (IL-1) veya tiimor nekroz faktorii (“Tumor Necrosis
Factor”, TNF) tarafindan aktive edildigini gostermistir (Guesdon ve dig., 1993; Mehlen
ve dig., 1995). Transfekte hiicrelerde, Hsp27°nin anlatim1 artirilmakta, bdylece hem
oksidatif strese karst hem de TNF-aracil1 sitotoksisiteye karsi koruma saglanmaktadir
(Mehlen ve dig., 1995). Is1 stresi ile Hsp27’nin fosforile oldugu, defosforilasyonunun
ise ATP tiiketimi sonrasinda gerceklestigi saptanmistir (Loktionova ve dig., 1996).

Bu proteinlerin saperon fonksiyonlari mitokondrilerin stabilizasyonu, oksidatif stres
derecelerindeki rediiksiyon (artan GSH iiretimine bagli olarak), hiicrei¢i enerji
diizeylerinin stabilizasyonu, dogru protein katlanmasi ve hiicre iskeletinin kararlilig

icin gereklidir (Liang ve Macrea, 1997). Hsp27 indiiksiyonunun inhibisyonu, hiicrenin
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apoptotik ajanlara maruz kalmasini takiben sitokrom C’nin salinmasini saglar ve kaspaz

aktivasyonu gerceklesir (Samali ve dig., 2001).

Bazi Hsp’lerin anlatimi (Hsp27 ve Hsp70 gibi) gevresel ve fizyolojik stresle artmaktadir
(Gorman ve dig., 1999). Is1 soku sonucu Hsp anlatiminin gegici artisi, termotolerans ile
iliskilidir ve bu durum hiicrenin; 1s1 soku, oksidatif stres, ¢esitli antikanser ilaglar ve
nitrik oksit gibi oldiiriicii derecedeki toksik durumlara karsi direngli olmasini saglar
(Samali ve Cotter, 1996). Stresle indiiklenebilen bazi Hsp’lerin (6zellikle Hsp27 ve
Hsp70) hiicreleri apoptoza (Jaatella, 1999) ve nekroza karsi koruduklar1 bilinmektedir
(Kabakov ve Gabai, 1995; Mehlen ve dig., 1995). Bu proteinlerin, farkli agamalarda
kaspazlara engel olarak apoptozu inhibe ettikleri gosterilmistir (Bruey ve dig., 2000a;
Concannon ve dig., 2003). Hiicrenin nekrozdan nasil korunduguna dair mekanizma ise
henliz tam olarak bilinmemektedir. Hsp27 ve Hsp70’in antiapoptotik etkileri
mitokondriden sitokrom C salinimi, apoptozom olusumu ve kaspaz aktivasyonu ile
iligkilendirilerek aciklanmaktadir (Bruey ve dig., 2000b; Concannon ve dig., 2003;
Samali ve dig., 2001).

2.4.ISI SOKU GENLERININ TRANSKRIiPSIYONU

Hiicrede Hsp anlatimimni indiikleyen fizyolojik, patalojik ve cevresel etkenler Tablo

2.4’te ozetlenmistir (Kiang ve Tsokos, 1998).

Tablo2.4: Hsp anlatimini indiikleyen kosullar

Fizyolojik Patolojik Cevresel
Hiicre boliinme dongiisi Viral enfeksiyonlar Is1 soku
Biiytime faktorleri Bakteriyal infeksiyonlar Agir metaller
Hiicre farklilagmast Parazitik infeksiyonlar Metabolik inhibitorler
Doku gelisimi Ates Amino asit analoglari
Hormonal baskilama 1nﬂarnasyon Etanol
Iskemi Antibiyotikler
Hipertrofi Radyasyon
Oksidan hasari
Malignansi
Otoimmiinite

Hsp genlerinin transkripsiyonu, 1s1 soku transkripsiyon faktorleri (“Heat shock factor”,

HSF) ile hsp genlerinin promotor bolgelerinde bulunan 1s1 soku elementlerinin (“Heat
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shock element”, HSE) etkilesimi araciliiyla saglanir. HSF’ler normal kosullar altinda
sitoplazmada inaktif monomerler halinde bulunurken, sadece stres altindayken DNA’ya
baglanirlar (Morimoto, 1993). HSF stres kosullar1 altinda, DNA’ya baglanabilmek i¢in
lic fosfath forma doniistiiriiliir ve sitoplazmadan niikleusa gecer. Niikleustaki HSF,
DNA’daki hsp genlerinin promotdér bolgelerine baglanir. Boylece hsp geninin
transkripsiyonunu saglayarak, Hsp sentezini artirir (Santoro, 2000; Powers ve

Workman, 2007).

Birgok faktor HSF aktivasyonuna sebep olabilir (Tablo 2.5, Sekil 2.6). HSF
aktivasyonundaki en 6nemli olay, serbest Hsp molekiilleri (Hsp70 gibi) ile stres sonucu
ortaya ¢ikan katlanmamis proteinlerin ve HSF’lerin baglanmalar arasindaki dengedir.
Katlanmamis proteinlerin varligindaki herhangi bir artis, bu dengeyi Hsp-katlanmamis

protein yoniinde degistirir, boylece serbest HSF monomerleri salinir (Snoeckx ve dig.,

2001).
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Sekil 2.6. HSF aktivasyonu ve dolayisiyla hsp transkripsiyonunu aktive eden hiicre i¢i ve hiicre
dis1 etkenler. (Kesikli g¢izgiler tam olarak bilinmeyen transdiiksiyon metabolik yolunu
gostermektedir)
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Herbimisin-A, benzokinoid ansamisin antibiyotigi ve tirozin kinaz inhibitorii gibi
molekiiller Hsp70’in sentezini engeller ve letal 1s1 stresine kars1 direnci artirirken, diger
genlerin (hsp90, hsp60, hsp27 ve grp78 gibi) transkripsiyonunu etkilemez (Morris ve
dig., 1996).

Bugiine kadar 4 farklit HSF saptanmistir: HSF1, HSF2, HSF3 ve HSF4. HSF1, HSF2 ve
HSF4 insanlarda bulunurken, HSF3 sadece tavuklarda bulunmaktadir (Snoeckx ve dig.,
2001). HSF’ler hiicrenin gelisimi, biiyiimesi ve adaptasyonu sirasinda indiiklenir ve
Hsp’lerin sentezlerini diizenlerler. HSF1 hiicre strese maruz kaldiginda aktive olur ve
hsp genlerinin anlatimlarin1 diizenler, HSF2 hiicre farklilasmasi ve gelisiminde goérev
alir, HSF4’lin ise Hsp anlatiminin negatif diizenleyicisi oldugu diisiiniilmektedir (Wu,

1995; Snoeckx ve dig., 2001).

HSF1 molekiil agirligi 75 kDa olan, hiicrede siirekli anlatimi yapilan, sitozol ve
niikleusta konumlamis, yaklasik 200 kDa’luk bir kompleksin i¢inde inaktif monomerler
halinde bagli bulunan bir proteindir (Baler ve dig., 1993). Dinlenme halinde Hsp70 ve
Hsp90’a bagli olarak bulunan HSF1 monomerlerinin hem DNA-baglama aktivitesi hem
de transkripsiyon aktivitesi negatif kontrol ile baskilanmaktadir (Wu, 1995). HSFI,
sadece kinazlarin aktivasyonu ile serbest kalmaktadir. Fizyolojik stres altinda, HSF1,
mitojen tarafindan aktive edilen protein kinaz (“Mitogen-Activated Protein Kinase”,
MAPK) ailesinin tiyeleri (ERKI1, JNK/SAPK ve p38 protein kinaz) tarafindan
hiperfosforile hale getirilir (Kim ve dig., 1997). Aktive olan HSF1 sitozolden niikleusa
dogru hareket eder ve yaklasik 700 kDa’luk bir homotrimer olusturarak DNA’ya
baglanir (Wu, 1995). HSF1-DNA baglanmasi, hsp genlerinin upstream promotdr
bolgelerinde bulunan HSE’lerin  varhigi ile yakindan iligkilidir. Baglanma
gerceklestiginde bu genlerden yeni mRNA sentezi baslar. Transkripsiyon sonrasinda
Hsp mRNA’s1 niikleustan sitozole gecer ve burada sentez tamamlanir, isi biten HSF de

sitozole doner.

Hastalik kosullarinda, HSF1 indiikleyicilerinin (okside LDL, ROS) hsp gen
ekspresyonunu artirarak protein hasarini azalttig1 diistiniilmektedir. Yiksek sicaklik ve
iskemi gibi fizyolojik stres durumunda, HSF’ler Hsp’lerden ayrilirlar. Protein kinaz C

(PKC) veya diger serin/treonin kinazlar tarafindan fosforillenen HSF monomerleri
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homotrimerler olustururlar. Bu trimerler niikleusa gider, hsp genlerinin promotor
bolgelerinde bulunan HSE’lere baglanir (Kiang ve Tsokos, 1998) ve HSF’ler kinazlar
tarafindan tekrar fosforillendikten sonra transkripsiyon baglar. Yeni sentezlenen Hsp’ler,

Hsp sentezini durdurmak i¢in HSF’lere baglanirlar (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Stresle indiiklenen Hsp’lerin artisinda rol oynayan olas1 mekanizma

Hiicre kiiltiiriinde yapilan ¢alismalar; hipoksi, etanol ve sodyum arsenit uygulamalarinin
hiicre i¢indeki HSF1-DNA baglanmasini ve Hsp70 seviyesini artirdigin1 géstermektedir.
Yiiksek sicaklik, HSF1 ve Hsp90 arasindaki baglantiy1 zayiflatir, ¢iinkii stres sonucunda
denatiire olan proteinler Hsp90’a baglanmak icin HSF’lerle yarisirlar (Zou ve
dig.,1998). Hiicre iginde indiiklenebilir Hsp’lerin artmasi, otomatik diizenleyici bir
mekanizma ile HSF1’in aktivasyonunu baskilar (Mosser ve dig., 1993). Yapilan bir
calismada serin/treonin kinazin bloke olmasinin, HSF1’in fosforilasyonunu ve hsp70

geninin transkripsiyonunu engelledigi gosterilmistir (Xia ve Voellmy, 1997).

Hsp genlerinin anlatimlarimi HSF’lerle etkilesime girerek engelleyen kimyasallar da
(benzilidin laktam, triepoksid triptolid v.b.) bulunmaktadir (Powers ve Workman,

2007).
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2.5. ISI SOKU PROTEINLERININ HASTALIKLARDAKI ROLU

Is1 soku proteinlerinin bir¢cok hastalikla 6zellikle kanserle iliskili oldugu bilinmektedir.
Insan  kanserlerinde, posttranslasyonel —modifikasyonlar  (6rnegin, Hsp’lerin
fosforilasyonu) siklikla goriilmektedir ve 6zel baz1 malignansilerle iligkilidir (Sarto ve
dig., 2000). Son zamanlarda yapilan arastirmalar 1s1 soku proteinlerinin, hiicrenin

hayatta kalmasi ve patojenik hastaliklarin kontrolii izerindeki roliine odaklanmastir.

Hiicre disindaki Hsp’ler hastalik veya enfeksiyona karsi bagisiklik sistemini uyarmak
icin ¢ok giiclii tehlike sinyalleri gonderirler. Ayrica bu proteinler pek c¢ok patolojik
ajanin konakta immiin cevap olusturmasinda rol oynayan antijenlerdir. Stres
proteinlerine karsi gelisen immiin cevaplar, ¢apraz reaksiyonlar vasitasiyla hiicrenin
kendisine kars1t da (anti-self) reaksiyon gelistirmesine neden olabilmektedir. Saglikli
bireylerin, enfeksiyon veya herhangi bir sekilde strese maruz kalmis hiicrelerinden
arinmak i¢in, kendi stres proteinlerine karsi immiin cevap verebilme yeteneklerinden
yararlanabildikleri ileri siiriilmektedir. Iste bu yeteneklerin diizenlenmesindeki
bozukluklar bazi otoimmiin hastaliklara yol agabilir (Laad ve dig., 1999; Clark ve
Muchowski, 2000). Yapilan bir calismada, Hsp’lerin beyin, kalp ve diger organlari
iskemik zararlardan belirgin bir sekilde korudugu (Benjamin ve McMillan, 1998;
Snoeckx ve dig., 2001; Gaitanaki ve dig., 2003), yiyeceklerin iginde bulunan
ksenobiyotiklere kars1 hiicrede bir koruma mekanizmasi olarak Hsp27’inin anlatiminin
arttigl (Katsuki ve dig., 2004) ve indiiklenebilir Hsp70’in kanser hiicrelerinin gama

radyasyonuna karsi direncinde etkili oldugu saptanmistir (Lee ve dig., 2001).

Hiicre icindeki oksidatif hasara karsi savunmada gorev alan Hsp70 ve Hsp27’ler
sitoplazmik antioksidanlar olarak ig goriirler (Papp ve dig., 2003). Hsp27’nin glukoz-6-
fosfat dehidrogenaz, glutatyon rediiktaz ve glutatyon transferaz aktivitelerini artirarak,
diisen glutatyon diizeyini yiikselttigi belirlenmistir (Arrigo, 1998; Preville ve dig.,
1999). Hsp70’in ise dolayl1 antioksidan etki gosterdigi saptanmistir (McDuffee ve dig.,
1997).

Endoteliyal disfonksiyon, diabet, Alzheimer ve Parkinson gibi bazi hastaliklarda redoks

homeostazinda ¢esitli aksamalar olur (Sayre ve dig., 2001). Okside proteinlerin miktari
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artar, bunun sonucunda konformasyonel hasarla basa c¢ikabilmek i¢in daha yiiksek
miktarda saperona ihtiya¢ duyuldugundan, saperon indiiksiyonu gerceklesir. Bununla
birlikte saperon-indiiksiyonlu mekanizmalar kronik stres karsisinda yetersiz kalir ve
hasarli proteinler birikmeye baglar. Tiim bu degisimler, yaslanan organizmanin saperon-
indiikleme kapasitesinin birbirine bagli artis1 sonucunda ortaya ¢ikar (Hall ve dig.,
2001). Buna karsilik, antioksidan sistemlerdeki (6rnegin, Cu-Zn SOD anlatimindaki
gibi) ve Hsp miktarindaki artis yasam siiresinin uzamasina sebep olur (Papp ve dig.,

2003).

Kalp yetmezliginde Hsp70 anlatiminin artmasi, hiicrelerin hasar goérmesini Onler.
Deneysel bir iskemi olgusunda, transgenik farelerde Hsp70 artisinin, hasari biiyiik

oranda giderdigi gosterilmistir (Landry, 2000).

Gilniimiizde kanserli hiicreler ile yapilan c¢alismalarda c¢esitli stres proteinlerinin
anlatimlarinda farkliliklar oldugu saptanmis ve bu proteinlerin hem teshiste hem de
tedavinin izlenmesinde “biomarker” (biyobelirte¢) olarak kullanilabilecekleri
bildirilmistir (Oesterreich ve dig., 1993; Kai ve dig., 2003; Capello ve dig., 2003a; Ryu
ve dig., 2003).

Cogu kanser tiiriinde Hsp’lerin iiretimi artmaktadir. Hsp’ler tiimor hiicrelerinin
proliferasyonu, farklilagsmasi, invazyonu, metastazi, 6limii ve immiin sistem tarafindan
taninmasi 1ile iligkilidir (Ciocca and Calderwood, 2005). Artan Hsp70 anlatiminin,
hiicreleri enerji kaybi sonucunda ortaya c¢ikan nekrozdan korudugu bildirilmistir

(Kabakov ve Gabai, 1995).

Kanser hastas1 bireylerin hiicrelerinde Hsp-peptit kompleksleri olusur. Bu anormal
peptitlerin hasta hiicreler igerisinde bulunusu, kanserden kansere ve bireyden bireye
farklilik gosterir. Bu yiizden anormal peptitlerin ¢ok diisiik diizeydeki olusumu dahi
kanser diisiincesini akla getirmelidir (Laad ve dig., 1999). Ayrica Hsp’ler baz1 kanser
tiplerinde hiicre farklilasma derecesinin de gostergesidir. Meme kanseri 300 hasta
tizerinde yapilan bir ¢alismada, Hsp27°nin lokalizasyonunun daha saldirgan tiimorlerle
iligkili oldugu gosterilmistir (Thor ve dig., 1991). Meme kanserinde Hsp27 ve Hsp70

diizeyindeki artig, kanser hiicrelerinin kemoterapiye karsi olan direncinin gostergesidir
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(Ciocca and Calderwood, 2005). Ozellikle baz1 kanser tedavilerinde azalan Hsp anlatimi

tedavinin etkili oldugunu isaret etmektedir.

Stresle indiiklenen bir protein olan Hsp70’in, TNF-a ve TNF-B tarafindan indiiklenen
apoptotik hiicre 6liimiinde baskilayici etki gosterdigi bilinmektedir (Jaattela ve Wissing,
1993). Prostat kanserli hastalar {izerinde yapilan bir ¢alismada, hasta bireylerdeki Hsp70
anlatiminin kontrol gruplarina goére fazla oldugu ortaya konulmustur (Abe ve dig.,
2004). Jones ve dig. (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada, bir bitki flavonoidi olan
kersetinin, prostat kanseri hiicrelerinde Hsp70 anlatimini1 baskiladigi gosterilmistir.
Insan prostat dokular1 kullanilarak yapilan son immiinohistokimyasal calismalar, prostat
kanseri saldirganligi, progresyonu ve hormona cevap vermeyen fenotip gelisimi ile
Hsp27 arasinda iligski oldugunu gostermistir (So ve dig., 2007). Temelde Hsp27 ve
Hsp70, hiicresel stres sirasinda en fazla indiiklenen saperonlardir. Hiicre onarilirken ve
ATP seviyesi artarken, ATP-bagimli saperonlar (Hsp70 ve Hsp60) yeniden katlanmada,
proteinlerin degradasyonunda ve/veya tasinmasinda is goriirler (So ve dig., 2007).
Hsp27 ve Hsp70 malignant hiicrelerde bol miktarda bulunur ve kemoterapi direncinde is
goriir (Jaattela, 1999). Prostat (Cornford ve dig., 2000), meme (Conroy ve dig., 1998),
ovaryum kanseri (Arts ve dig., 1999) ve gastrik tiimorlerde (Kapranos ve dig., 2002)
yiiksek diizeyde Hsp27 saptanmistir. Hsp27 anlatimi hormon veya kemoterapiye cevap
olarak indiiklenmekte ve terapi uygulamalarinin indiikledigi apoptozu baskilamaktadir
(Vargas-Roig ve dig., 1998; Rocchi ve dig., 2004). Ayrica, yikksek diizeydeki Hsp70’in
cesitli insan kanser hiicrelerinin hayatta kalmasi i¢in 6dnkosul oldugu goriilmiis ve tiimor
hiicrelerinde Hsp70’in azalmasinin hiicre 6liimii ile sonu¢landig1 ortaya konulmustur

(Nylansted ve dig., 2000).

Hsp’lerin ilag direnci (“multidrug resistance”) (Ciocca ve dig. 1993) ve apoptozla
iliskili tlimorogenezin artist ile baglantili olduklari, farkli tiim6r modellerinde ortaya
konulmustur (Bruey ve dig., 2000b). Hsp27°nin koruyucu etkisi, molekiiler saperon rolii
sonucunda veya kaspaz aktivasyonundaki direkt etkisiyle, oksidatif stresin
modulasyonuyla ve hiicre iskeletinin diizenlenmesiyle ortaya ¢ikmaktadir (Concannon
ve dig., 2003). Hsp27’nin malignansi, hiicresel stres, tiimor gelisimi ve apoptoz

inhibisyonundaki rolleri Sekil 2.8’de 6zetlenmistir.
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Malignansi .

Prostat Hiicresel stres

Meme Termal stres

Kolon Kemoterapi

Ovaryum Radyasyon
Renal \ / Oksidatif stres
Hsp27’nin
artisi
Hiicresel stres / \ Apoptozun inhibisyonu

Termal stres Kaspaz inhibisyonunu engelenmesi
Kemoterapi Hiicre iskeleti stabilizasyonu
Radyasyon ROS’larin azalmasi

Oksidatif stres

Sekil 2.8. Malignansi, hiicresel stres, tiimor gelisimi ve apoptoz inhibisyonunda Hsp27’nin rolii.

Insan ovaryum tiimor hiicre hattinda Hsp27°nin CDDP direnci ile iliskili oldugu
gosterilmistir. CDDP platin igeren bir bilesiktir ve potansiyel bir anti-kanser ajanidir.
Cesitli malignant tiimorlerin (testis, bas ve boyun, 6zofagus, akciger, ovaryum ve idrar
torbasi kanserleri) tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Uzun siireli uygulamalari
sinirlandirilmistir, ¢linkii CDDP uygulamalar1 sonunda direncli hiicreler gelismekte ve
bunlar da malignant hale gelmektedir. Western analizleri bu tip hiicrelerde Hsp27 ve
Hsp70’in anlatiminin arttifin1  gdstermistir. Sonuglar bu HSP’lerin CDDP direng

mekanizmasinda 6nemli olduklarini ortaya koymustur (Yamamoto ve dig., 2001).

Hsp27 birgok beyin tiimoriinde de saptanmustir, anlatimi ile tiimoriin malignansi
derecesi arasinda bir korelasyon vardir (Hitotsumatsu ve dig., 1996; Khalid ve dig.,
1995). Transforme hiicrelerdeki Hsp27 anlatimi, termodireng ve ilag direci ile
baglantilidir (Landry ve dig., 1989; Huot ve dig., 1991; Richards ve dig., 1996) ve
tiimorlerin anlatimini1 yaptigit MDR1, Hsp27°nin birlikte anlatimina baglidir (Schneider
ve dig., 1998). Ayrica, diisiik pH degerlerine adapte olmus memeli hiicre hatlarinda
Hsp27 diizeyleri artmistir (Wachsberger ve dig., 1997). Hsp27’nin ilag¢ direnci ile iligkili

oldugu insan meme kanseri hiicre hatlarinda da gdsterilmistir. Hsp27’nin anlatimindaki
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artisin, bu hiicrelerde Dox’a kars1 (kemoterapik bir ajan) direnci 3 kat artirdig1 goriilmiis
(Oesterreich ve dig., 1993), ayrica gastrik kanserde Hsp27°nin anlatiminin arttigt
saptanmistir (Ryu ve dig., 2003). Yapilan bir calisma Hsp70’in asir1 anlatiminin,
tiimorogenik meme kanseri hiicrelerinin hayatta kalmasi i¢in gerekli oldugunu
gostermistir. Hsp70’in azalmasi tiimore-6zel Olim programii (apoptozu) aktive

etmektedir (Nylandsted ve dig., 2000).

aB-kristalin diizeyindeki artis ile Alzheimer ve multipl skleroz gibi noérodejeneratif
hastaliklar arasinda iliski oldugu bilinmektedir (Nakamoto ve Vigh, 2007). aB-kristalin
genindeki mutasyonlar, desmin baglantili kardiyomiyopati ve kataraktogenez ile
baglantilidir. Kataraktin patagonezi zara baglanan a-kristalinin artisi ile iligkilidir (Cobb

ve Petrash, 2000; Cobb ve Petrash, 2002).

2.6. 14-3-3 PROTEINI

14-3-3 proteinleri ilk kez sigir beyin homojenatinin 14. fraksiyonunun 3.3
pozisyonundan izole edilmistir (Moore ve Perez, 1967). Molekiil agirligi 28 kDa olan
14-3-3 proteinleri evrimsel olarak yiiksek derecede korunmus molekiillerdir. Okaryotik
hiicrelerde siirekli olarak anlatimlar1 yapilan 14-3-3 proteinlerinin 3, y, n, {, 1, e Ve &
olarak isimlendirilen 7 izoformu vardir (Aitken ve dig., 1992). Bu izoformlardan bes
tanesi (B, v, n, € ve €) memeli beyninde, diger iki tanesi (t ve o) ise T hiicreleri ve epitel
hiicrelerinde bulunmaktadir (Aitken, 2006). 14-3-3 proteinleri hiicre sinyallerinde, hiicre
cevriminin diizenlenmesinde, hiicreici trafikte, hiicre iskeleti yapisinin korunmasinda ve
transkripsiyonda is goriirler. 14-3-3 proteinleri ile etkilesimde oldugu bilinen 200’den
fazla protein vardir ve bu listeye hergiin yenileri eklenmektedir (Pozuelo ve dig, 2004).
14-3-3 izoformlarinin Creutzfeldt—Jakob hastaligi (CJD) (Mackie ve Aitken, 2005),
Alzheimer (Layfield ve dig., 1996), Parkinson (Ostrerova ve dig., 1999) gibi
norodejeneratif hastaliklarla iligkileri oldugu bilinmektedir. 14-3-3 proteinlerinin sinir
hasari, patojenler, hipoksi ve metabolik stres gibi i¢ ve dis strese karsi yanit olarak
indiiklendigi bilinmektedir (Bae ve dig., 2003). 14-3-3 proteinlerine ait bu o6zellikler
molekiiler saperonlarla iligkili gortinmektedir (Aitken, 2006).
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Yano ve dig. (2006) Drosophila hiicreleri lizerinde yaptiklar1 ¢caligmada, 1s1 stresi ile bu
hiicrelerdeki 14-3-3 proteinlerinin anlatimlarinin arttigini ve bu islemin HSF’ler
tarafindan meydana getirildigi gostermislerdir. Bu c¢alismada sitokrom C’nin
mitokondriyal prekiirsorii olan apositokrom C ile 14-3-3 £ proteinin etkilesimde oldugu;
14-3-3 £ proteinin bloke oldugu durumda sitozolde yiiksek miktarda apositokrom C
agregatlarinin olustugu gosterilmistir. Bu ¢alisma 14-3-3 £ formunun molekiiler saperon
olarak is gordiigiine dair 6nemli bir kanittir (Yano, 2006). 14-3-3 proteinlerinin diger
izoformlarmin anlatimlariin da HSF’ler tarafindan diizenlendigini gosteren ¢alismalar

bulunmaktadir (Wang ve dig., 2003; Wang ve dig., 2004b).

14-3-3 protein ailesi fizyolojik ve patalojik kosullar altinda farkli hiicresel cevaplarin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Ozellikle 14-3-3 ¢ izoformunun tiimor
gelisiminde direng sagladig1 bilinmektedir. 14-3-3 £ birgok kanser tipinde, 6zellikle
agiz, akciger ve mide kanserinde, asir1 anlatim yapmaktadir (Jang ve dig., 2004; Matta
ve dig., 2007; Li ve dig., 2008). Yapilan bir calisma bu izoformun potansiyel bir
molekiiler marker olarak, antikanser terapilerin gelistirilmesinde kullanilabilecegini
ortaya koymustur (Li ve dig., 2008). Akciger kanseri hiicrelerinde yapilan bir
calismada, ozellikle 14-3-3 £ izoformunun asir1 anlatim yapmasinin radyoterapinin
etkinligini azalttig1, bu proteinlerin baskilandig1 durumlarda ise terapi etkinliginin arttig
ortaya konulmustur (Qi ve Martinez, 2003). Benzer bir calismada ayni izoformun
ekspresyonunun azalmasinin, akciger kanserinde kemoterapik bir ajan olarak kullanilan

CDDP’nin etkinligini artirdig1 gosterilmistir (Fan ve dig., 2007).
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3.MALZEME VE YONTEM

3.1. BITKISEL MATERYAL

Bu calismada, cesitli konakgilar iizerinde yasayan Okseotu (Viscum album L. ssp.
album) (Loranthaceae, Viscaceae) bitkileriyle daha once gergeklestirdigimiz
arastirmalarda (Onay, 2002; Onay-Ugar, 2006) belirledigimiz antioksidan aktivitesi en
yiiksek bitkiler kullanildi. Istanbul-Bentler bdlgesinde bulunan bir 1thlamur agaci (Tilia
argentea Desf. Ex DC) iizerinden Eyliil 2006’da toplanan bitkilerin (ISTF No: 37486)
yapraklart ayrilarak 6nce musluk suyu, daha sonra distile su ile iyice yikandi. Taze
yapraklar kiiclik porsiyonlar halinde (10-20 g), aliiminyum folyo ile paketlendi, sivi
azotta (-196°C) sok dondurma islemi uygulandi ve kullanilincaya dek derin
dondurucuda (-70°C) saklandi. Konakg1 agag ve iizerindeki V. album kiimelerine ait

fotograflar Sekil 3.1°de goriilmektedir.

(b)

Sekil 3.1: (a) Ihlamur agac1 lizerindeki V. album kiimelerine ait fotograf,
(b) V. album bitkisinin yakin plan goriintiisii
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3.2. BITKi EKSTRESININ HAZIRLANMASI

Derin dondurucuda (-70°C) saklanan taze dkseotu yapraklar: (20 g) oda sicakliginda
coziildiikten sonra, bistiiri yardimiyla kiigiik pargalara boliindii ve metanol (MeOH)
(%99.9) (160 ml) igeren agz1 kapali bir balonda, 150 devir/dakika hizda ¢alkalama
yapan bir calkalayicida (Certomat”™ H, Braun) 1 giin bekletildi. Bu siire sonunda bitki
kalintilar1 siiziilerek uzaklagtirildi. Siiziintii bir balona alindi ve MeOH, vakumlu
buharlastiricida (Rotary Evaporator RE 100) kuruluga kadar uguruldu. Elde edilen
ekstre, 40 mg/ml derisimde olacak sekilde dimetilsiilfoksit (DMSO)(%99.9) icinde
¢oOziindiiriildii ve filtreden (Millipore filtre, 0.22 pum) gegcirilerek steril edildikten sonra,

sitotoksik analizlerde kullanildi.

3.3. C6 SICAN GLIOMA HUCRELERININ KULTURLEME KOSULLARI

Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlari’ndan
saglanan C6 sican glioma hiicrelerine ait altkiiltiirlerin yapilmasinda sirasiyla su
islemler uygulandi (Freshney, 2000). Steril bir ortamda, 25 cm?’lik kiiltiir kabi igindeki
besiyeri (8 ml) uzaklastirildi. Tripsini inhibe eden serum artiklarini ortamdan
uzaklastirmak amaciyla, 5 ml (0.2 ml/cmz) PBS (“Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline”, pH 7.2), hiicrelerin bulundugu ylizeyin karsisindan dikkatlice kiiltiir kabina
aktarild1 ve hiicreler yikandiktan sonra PBS dokiildii. Kiiltiir kab1 i¢ine, yine hiicrelerin
bulundugu yiizeyin karsisindan, 1 ml Tripsin/EDTA [% 0.2 tripsin, % 0.04 EDTA
(etilendiamintetraasetik asit)] eklendikten sonra enzim soliisyonunun tiim hiicre
yiizeyini kaplamas1 sagland1 ve kiiltiir kab1 37°C’lik etiive kaldirildi. Hiicreler bir film
seklinde kiiltir kabindan ayrilincaya kadar (yaklasik 1 dakika) etiivde (37°C)
tutulduktan sonra 5 ml (0.2 ml/cm?) besiyeri [streptomisin (100 U/ml), penisilin (100
ug/ml), amfoterisin B (0.25 pg/ml ), % 10 fetal sigir serumu (FBS) igeren ve pH’s1 7.4
olan DMEM/F12 HAM (“Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium / Nutrient Mixture F-
12 HAM”)] eklenip pipet yardimiyla tiim hiicreler birbirlerinden ve tutunduklar
yiizeyden ayrilarak slispansiyon haline getirildi. Yeni bir kiiltiir kabinda altkiiltiirleme
yapilmadan Once hiicreler bir hemositometre yardimiyla sayildi ve rutin bir altkdiltiir
igin gerekli olan sayida (1x10° hiicre/ml) hiicre alnarak yeni kiiltiir kabmna aktarildu.
Hiicreler % 5 CO, saglayan etiivde (Heraeus D-6450, Hanau), 37°C’da iiretildi ve 3
giinde bir altkiiltiirleri yapildi. Baslangig hiicre sayis1 1x10° hiicre/ml olan 2 giinliik C6
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hiicrelerinin mikroskoptaki (OLYMPUS CK2, Digital kamera apartmanli faz kontrast

invert mikroskop; Motic Image Plus Programi) goriintiisii Sekil 3.2°de goriilmektedir.

Sekil 3.2. Baslangic hiicre sayis1 1x10° hiicre/ml olan 2 giinliik C6 glioma
hiicrelerinin faz kontrast invert mikroskop altindaki goriintiisii

3.4. HUCRELERIN COGALMA EGRIiSININ OLUSTURULMASI

C6 glioma hiicrelerinin jenerasyon siiresini hesaplayabilmek ve c¢ogalma egrisini
¢izebilmek amaciyla, baslangig sayilar1 5x10* ve 1x10° hiicre/ml olan kiiltiirlerden 10
giin boyunca her giin, kiiltiiriin baslatildigi saatte sayim yapildi. Hicreler 1:1 (v/v)
tripan mavisi (% 0.5, PBS icinde hazirlandi) ile boyandi ve hemositometrede sayilarak
canli hiicre sayist belirlendi (Fershney, 2000). Absise zaman (giin), ordinata hiicre
sayilar yerlestirilerek c¢izilen yar1 logaritmik ¢ogalma egrisi yardimiyla hiicrelerin lag,
log ve duragan evreleri belirlendi. Olgiimler 3 tekrarli olarak yapildi ve veriler
GraphPad Prism 4.0 programi kullanilarak, tek-yonli ANOVA testi ile istatistiksel
olarak degerlendirildi. Elde edilen cogalma egrileri kullanilarak jenerasyon sayisi ve

stireleri asagidaki formiillere gére hesaplandi (Moat, 1979):
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n = (log N2-log N;)/log 2

St :(Tz- Tl)/n

n :jenerasyon sayisl

N2: logaritmik boliinme sonundaki hiicre sayisi

N;: logaritmik boliinme baslangicindaki hiicre sayisi
St : jenerasyon siiresi

T»,: logaritmik boliinmenin bitis zamani

T1: logaritmik bolinmenin baslangi¢ zamani

3.5. SITOTOKSISITE ANALIZI

Sitotoksisite analizleri Mosmann (1983) tarafindan Onerilen yontem izlenerek
gerceklestirildi. Bu yontemde, kiiltiirdeki canli hiicrelerin mitokondriyal dehidrogenaz
enziminin aktivitesi ile tetrazolium halkasinin koparilmasi sonucu MTT molekiiliiniin
suda ¢oziinmeyen formazan kristallerine doniismesi saglanir ve bu kristaller DMSO’da
¢oziindiiriildiikten sonra 540 nm’de absorbans 6l¢iimii yapilir. Hazirlanan ekstrenin C6
sigan glioma hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisini saptamak amaciyla, hiicreler

yetistirildikleri besiyerinin bilesimi farkli 3 gruba ayrildi:

1. Farkli derisimlerde ekstre igeren besiyerinde yetisenler : Deney grubu
2. DMSO igeren besiyerinde yetigenler : Kontrol 1
3. Ekstre veya DMSO igermeyen besiyerinde yetisenler : Kontrol 2

DMSO iginde ¢oziindiiriilerek hazirlanan bitki ekstresi, DMEM:F12 HAM besiyeri ile
1:4 oraninda sulandirild1 ve hazirlanan bu stoklardan 5, 10, 25, 75, 100, 250, 500 ve
750 pg/ml derisimlerinde bitki ekstresi iceren besiyerleri hazirlandi. Deney grubu
hiicrelerine uygulanan farkli derisimlerdeki ekstre DMSO igerdiginden, DMSO’nun C6
glioma hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi de incelendi. Bu amagla, Kontrol 1 grubu
hiicreler, ekstre uygulanan 6rnegin i¢inde bulunan DMSO ile ayni1 oranlarda DMSO

iceren besiyerlerinde yetistirildi. Ekstre ve DMSO icermeyen besiyerinde yetistirilen
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hiicreler Kontrol 2 grubunu olusturdu. Daha sonra her bir gruba asagidaki islemler

uygulandi.

96 kuyucuklu kiltir kaplarmin kuyucuklarina, 1x10° hiicre/ml igeren hiicre
stispansiyonundan 200 pul konularak; % 90’dan fazla bagil nem ve % 5 CO; saglayan
37 °C’lik etiivde inkiibe edildi. Kiiltiir kabina tutunmus olan hiicrelerin {izerindeki
besiyeri 24. saatin sonunda uzaklastirildi. Deney grubu hiicrelerin {izerine farkl
derisimlerde ekstre igeren besiyerlerinden, Kontrol 1 grubuna DMSO igeren
besiyerlerinden, Kontrol 2 grubuna ise sadece DMEM:F12 HAM besiyerinden 200°er pl
uygulanarak 48 saat etiivde (37°C, %5 CO,) tutuldu. Bu siire sonunda hiicrelerin
tizerindeki besiyeri uzaklastirilarak, 30 ul MTT stok ¢ozeltisinden (Smg/ml, PBS icinde
hazirlandi) eklendi ve 4 saat etiivde bekletildi. Formazan kristallerinin ¢oziinmesi igin
150 ul DMSO eklenip, ¢dzelti homojen hale gelinceye kadar kiiltiir kab1 37°C’da
calkalandi (150 devir/dakika, Certomat® H, Braun). Olusan renkli {irliniin 540 nm dalga
boyundaki absorbansi Olciildii ve sonuglar asagida verilen formiil yardimiyla

degerlendirildi.

Deney grubu hiicrelerinin absorbansi

% Canlilik = x 100

Kontrol 2 grubu hiicrelerinin absorbansi

Deneyler 12 tekrarli olarak gerceklestirildi.

3.6. HSP’LERIN YUKSEK SICAKLIK UYGULAMALARI ILE INDUKSIYONU

Literatiir verilerine gore, hiicrelerdeki stres proteinlerinin anlatimini en fazla indiikleyen
sicaklik uygulamasmin 42°C’da 1 saat bekletme oldugu ve bunu 6 saatlik bir dinlenme
periyodunun takip etmesi gerektigi bilinmektedir (Zhang ve dig., 2001). Bu ¢aligmada
da C6 sican glioma hiicrelerindeki 1s1 soku proteinleri, hiicrelerin 42°C’da 1 saat

bekletilmesinin ardindan 6 saatlik bir dinlenme periyodu uygulanarak indiiklendi.
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Deneylerde 75 cm”lik kiltiir kabinda iiretilen ve baslangig sayilar1 1x10° hiicre/ml olan
3 glinliik hiicreler kullanildi. Hsp indiiksiyonunu ve ekstrenin bu indiiksiyon tizerindeki
etkisini belirlemek amaciyla 4 farkli hiicre grubu olusturuldu:

Kisa gosterim
Kontrol grubu : Ekstre igermeyen ve 1s1 soku uygulanmayan grup = Kontrol
Deney grubu 1 : Ekstre igceren ve 1s1 soku uygulanmayan grup =VE
Deney grubu 2 : Ekstre icermeyen ve 1s1 soku (42°C) uygulanan grup = Is1 soku
Deney grubu 3 : Ekstre igeren ve 1s1 soku (42°C) uygulanan grup = VE + Is1 soku

Kontrol grubu hiicreler (Kontrol) normal inkiibasyon kosulunda (37°C) tutuldu.
Ekstreler deney gruplar1 olusturulduktan 1 giin sonra besiyerine eklendi. Ist soku
uygulamalar1 ise deneyin 3. giinii 42°C’da 1 saat tutularak gergeklestirildi. Is1 soku
uygulamas: yapilan gruplar, 37°C’da 6 saat dinlendirildi. Bu inkiibasyonu takiben,
hiicrelerin iizerindeki besiyerleri uzaklastirildi; sonra sirasiyla PBS ile yikama ve
Tripsin/EDTA (% 0.2 tripsin, % 0.04 EDTA) uygulamasi yapildi. Hiicreler tutunduklari
yiizeyden ayrilinca, 5 ml besiyeri (DMEM/F12 HAM) eklenip pipet yardimiyla tiim
hiicreler birbirlerinden ve tutunduklar ylizeyden ayrilarak siispansiyon haline getirildi.
Bu siispansiyondaki hiicreler bir tiipe alinarak santifiijleme (3000xg, 5 dakika, 25°C)
(Janetzki T95) ile c¢oktiirildii. Coktiirme islemi tamamlandiktan sonra siipernatant
(besiyeri) uzaklastilip, hiicreler (pellet) soguk PBS icinde yeniden siispanse edildi ve
ayni kosullarda tekrar santrifiijlendi. Besiyeri kalintilarim1 tamamen uzaklastirmak
amaciyla, soguk PBS ile yikama islemi 2 kez tekrarlandi ve hiicreler kullanilacaklari

zamana kadar —70°C’da sakland.

3.7. SUDA COZUNEBILEN HUCRESEL PROTEINLERIN iZOLASYONU

3.7.1. Denatiire Jel Elektroforezi (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel
Elektroforezi / SDS-PAGE) ve Western Blot Analizleri Icin Hazirlanan Protein
Ekstresi

Her bir kiiltiir kabindan elde edilen hiicreler (~1,7x10" hiicre/ml), 2 ml soguk (4°C)
pargalama tamponu [% 0.04 EDTA (etilendiamintetra asetik asit), %1 Triton X-100, 1
mM PMSF (fenilmetilsiilfonil floriir) ve 0.02 M Tris-HCI (pH 6.8)] ile, 5 kez

tekrarlanan periyotlarda 20 saniye ultrasonik su banyosu (Ultraclear Industrial,
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Ultrasonic Water Bath), 20 saniye buz banyosu i¢inde tutularak parcalandi. Homojenat
4°C’da 15000xg hizda (Eppendorf Centrifuge 5810 R), 20 dakika santrifiij edildi. Ust
stvida bulunan suda ¢oziinebilen proteinler, SDS-PAGE ve Western Blot analizlerinde
kullanilmak iizere —70°C’da sakland1 (Zhang ve dig., 2001).

3.7.2. iki Boyutlu Elektroforez (2-DE) I¢in Hazirlanan Protein Ekstresi

iki mililitre hiicre siispansiyonunun (1,7x10 hiicre/ml) ¢oktiiriilmesiyle elde edilen
~3,4x10" hiicre, 3 ml lizis tamponu [9 M iire, %4 CHAPS (3-[(3-kolamidopropil)
dimetilamino]-1-propan sulfonat), % 0.5 amfolit (pH 3-10), 50 mM DTT (ditiotreitol)
ve 40 mM Tris (pH 7.4)] ile isleme sokuldu ve 5 kez tekrarlanan periyotlarda 20 saniye
ultrasonik su banyosu (Ultraclear Industrial, Ultrasonic Water Bath), 20 saniye buz
banyosu iginde tutularak pargalandi. Homojenat 4°C’da 15000xg hizda, 20 dakika
santrifiij edildi (Eppendorf Centrifuge 5810 R). Ust sivida yer alan suda ¢oziinebilen
proteinler 2-DE analizlerinde kullanilmak iizere —70°C’da saklandi (Walker, 2002).

3.8. PROTEIN KONSANTRASYONUNUN BELIRLENMESI

Hazirlanan protein ekstrelerinin konsantrasyonlarinin belirlenmesinde Bradford yontemi
kullanildi (Bradford, 1976). Asidik boya (Bradford belirteci), 25 mg Coomassie brilliant
blue G-250’nin, 12.5 ml %95 etanolde (EtOH) ¢oziindiiriiliip, 25 ml % 85 fosforik asit
(H3sPO4) eklendikten sonra, 250 ml’ye tamamlanip Whatman No.l filtreden

gecirilmesiyle hazirlandi ve kullanilmadan 6nce 5 kez sulandirildi.

5 ml belirteg tizerine 0.1 ml 6rnek (1x, 10x ve 100x sulandirimlarda hazirlanmis protein
ekstresi) hizla eklenip vorteks ile karistirildi. Standart olarak 0.1-1.5 mg/ml
konsantrasyonda hazirlanmis sigir serum albumini (“Bovine Serum Albumin”, BSA
cozeltileri, kor 6rnek olarak protein ekstresinin hazirlandig1 tampon, kor standart olarak
saf su kullanild1. Karigimlar 15 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra, 595 nm’de
kore karst absorbans Olglimii  yapildi.  Standartlarin  protein  ¢ozeltilerinin
konsantrasyonlar1 ile absorbans degerleri kullanilarak standart grafik hazirlandi.
Orneklerin protein konsantrasyonu bu grafikle elde edilen dogru denklemi yardimiyla

hesaplandi.
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3.9. ELEKTROFORETIK ANALIZLER

3.9.1. Denatiire Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Suda ¢o6ziinebilen hiicresel proteinlerin denatiire jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile
ayristirilmasinda Walker (2002) tarafindan &nerilen yontem kullanildi. Islem sirasinda
kullanilan c¢ozeltiler Tablo 3.1°de, jellerin hazirlanmasi sirasinda kullanilan ¢ozelti
oranlar1 ve islem siras1 Tablo 3.2’de verildi. Once jelin 1. kismi (ayirma jeli) dokiildii ve
hava ile temasi engellemek tizere jel ylizeyi 1 ml distile su ile kapatildi. Polimerizasyon
tamamlandiktan sonra (yaklasik 1 saat) yiizeydeki su uzaklastirildi ve jelin 2. kismi
(ylkleme jeli) dokiiliip tarak yerlestirildi. Polimerizasyon sonunda (yaklagik 30 dakika)
jel kaseti elektroforez aletine (Mini-PROTEAN 3 Cell, BIO-RAD) yerlestirildi ve
ornekler 1:1 oraninda 6rnek yiikleme tamponu ile karistirthp 5 dakika kaynatildiktan

sonra, her bir cepte 20 ug protein olacak sekilde uygulandi.

Tablo 3.1. SDS-PAGE i¢in hazirlanan ¢6zeltiler

Cozeltiler Bilesenleri
Akrilamid.........c.ceeveenene 30g

Stok akrilamid ¢ozeltisi BiS. . 08¢g
Distile su ile 100 ml’ye tamamland1

1.875 M Tris-HCI tamponu (pH 8.8) Trizma-Baz..........c.cc....... 4543 ¢

3 N HCl ile pH 8.8’¢ ayarlandi

Distile su ile 200 ml’ye tamamlandi
0.6 M Tris-HCI tamponu (pH 6.8) Trizma-Baz..........c..cc....... 1454 g

3 N HCl ile pH 6.8’¢ ayarlandi

Distile su ile 200 ml’ye tamamlandi

%10 Sodyum dodesil siilfat (SDS) SDS...oie, 10g
Distile su ile 100 ml’ye tamamlandi
%10 Amonyum persiilfat (APS) APS...oo, 0.1g
(polimerizasyon baslatici, taze hazirlanir) Distile su ile 1 ml’ye tamamland1
1 x Yiiriitme tamponu (25 mM Tris, 192 mM = TriS.....ccooviiiiiiiiiicne 3.03g
glisin, %0.1 SDS, pH 8.3) GliSiN..ccoviiiie 1444
SDS..o lg
Distile su ile 1 litreye tamamlandi
Ornek yiikleme tamponu 0.6 M Tris-HCI (pH 6.8)........... 5ml
SDS..ei 05¢g
SUKIOZ....oovviiiiiiiiiii S5¢
B-Merkaptoetanol.................. 0.25 ml

Bromofenol mavisi (% 0.5 stok).5 ml
Distile su ile 50 ml’ye tamamlandi
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Tablo 3.2. SDS-PAGE'de kullanilan jelin hazirlanmasi

Soliisyonlar Ayirma jeli Yiikleme Jeli
(%10 Akrilamid) (% 5 Akrilamid)

Stok akrilamid soliisyonu 13.3ml 1.35ml
1.875 M Tris-HCI tamponu (pH 8.8) 8.0 ml -

0.6 M Tris-HCI tamponu (pH 6.8) - 1.0ml

%10 SDS 0.4 ml 0.1ml

Su 18.1 ml 7.5 ml

%10 Amonyum persiilfat (APS) 0.2ml 0.05 ml

Karisimin havasi alindi
TEMED 14 ul 14 ul

Jel kasetine dokildu

Elektroforez islemi sabit voltajda (200 V) gergeklestirildi. Bromfenol mavisine ait bant
jelin alt kenarma ulasana dek (~40 dakika) aymrim siirdiiriildii. Islem sonunda akim
kesilerek jel kaset arasindan ¢ikarildi ve bantlar iki farkli yontemle (Coomassie parlak

mavisi veya giimis nitrat ile boyama) goriiniir hale getirildi.

3.9.2. iki Boyutlu Jel Elektroforezi (“2-Dimensional Gel Electrophoresis”, 2-DE)

Bu calisma iki farkli alet kullanilarak gergeklestirildi. Birinci boyut, yani izoelektrik
odaklama i¢in PROTEAN IEF Cell (BIO-RAD) ve Ettan IPGphor Il (Amersham
Biosciences), ikinci boyut i¢in ise PROTEAN II XL (BIO-RAD) jel elektroforez aleti
kullanildi.

Proteinleri izoelektrik noktalarina (pI) gore ayirmak amaciyla izoelektrik odaklama
seritleri (ReadyStrip IPG Strip, pH 4-7, 17 cm ve Immobiline™ DryStrip, pH 4-7,
13 cm) ve 2 boyutlu elektroforez kiti (ReadyPrep™ 2-D Starter Kit, BIO-RAD, 163-
2105) kullanildi. Kit i¢erisinde bulunan bilesenler ve igerikleri Tablo 3.3’te verildi.
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Tablo 3.3. 2-DE kiti bilesenleri ve igerikleri

Kit bilesenleri Icerikleri
8 M Ure
Rehidrasyon/Ornek Tamponu % 2 CHAPS

(“ReadyPrep Rehydration/Sample Buffer”) ~ 50 mM DTT
% 2 (w/v) Bio-Lyte ® 3/10 amfolit
Bromofenol mavisi (eser miktarda)

Dengeleme Tamponu | 6 M Ure

(“Equilibration Buffer 1) % 2 SDS (sodyum dodesil siilfat)
0.375 M Tris-HCI (pH 8.8)
% 20 Gliserol
%2 (w/v) DTT

Dengeleme Tamponu Il 6 M Ure

(“Equilibration Buffer II”") % 2 SDS
0.375 M Tris-HCI (pH 8.8)
% 20 Gliserol
% 2.5 (w/v) lyodoasetamid

Kapatma ¢ozeltisi % 0.5 Agaroz
25 mM Tris
192 mM Gilisin
% 0.1 SDS
Bromofenol mavisi (eser miktarda)

Ornek hacmi serit basina 1 mg/ml protein uygulanacak sekilde hesaplanarak kit icindeki
Rehidrasyon/Ornek Tamponu ile karistirildi. Bu karisimdan 17 ecm’lik serit icin 300 pl,
13 ecm’lik serit icin 200 pl almip tek kullanimlik rehidrasyon/dengeleme tepsisinin
olugu i¢ine, kenarlardan 1’er cm bosluk birakarak ve kabarcik olusturmadan konuldu.
Serit arada hava kabarcig1 olusturmayacak sekilde bu karisimin iizerine yerlestirildi.
Icinde protein olan bu karisimin seride ge¢mesi icin 1 saat beklendikten sonra, seridin
icinde bulundugu kuyucuga 3 ml mineral yag eklendi. Bu tepsi rehidrasyon islemi
tamamlanana kadar (~12 saat) oda sicakliginda bekletildi. Bu siire sonunda izoelektrik
odaklama islemine gegildi. izoelektrik odaklama seridinin iizerindeki mineral yag 10
saniye siiziildiikten sonra, serit PROTEAN IEF (ya da Ettan IPGphor II) odaklama
tepsisine aktarildi ve iizerine tekrar 3 ml taze mineral yag konuldu. Tepsi, alete
yerlestirilerek, izoelektrik odaklama islemi programlandi. Programa gore odaklama

islemi 20°C’da tamamlandi (Tablo 3.4).
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Tablo 3.4. Orneklerin izoelektrik odaklama kosullar1 (50 pA/serit, 20°C)

Basamaklar 13 em’lik serit 17 em’lik serit

Voltaj (V) Siire / voltaj modu Voltaj (V)  Siire/ voltaj modu

1.Basamak 250 V 20 dakika/lineer 500 V 1 saat

2. Basamak 10.000V 2.5 saat/lineer 1000V 1 saat/gradiyent
3.Basamak 10.000VV  40.000 V-saat / hizli 8000V 2.5 saat/gradiyent
4.Basamak - - 8000 V 2 saat

Islem tamamlandiktan sonra serit temiz ve kuru bir rehidrasyon/dengeleme tepsisine

alind1 ve denatiire jel elektroforezi (2.boyut) yapilana kadar -70°C’da saklandh.

izoelektrik noktalarina gére ayrilmis proteinlerin molekiil agirliklara gore ayrilacag
ikinci boyuta (SDS-PAGE) gegmeden oOnce, izoelektrik odaklama seridi 2 boyutlu jel
elektroforez kiti iginde bulunan dengeleme tamponlari ile isleme sokuldu. Bu amagla
oda sicakligina getirilen seridin iizerine, kit icinde bulunan Dengeleme Tamponu I’den
4 ml konuldu ve calkalayic1 yardimiyla yavasga (30 devir/dakika) 10 dakika karistirildi.
Serit tizerindeki Dengeleme Tamponu I dokiiliip yerine, 4 ml Dengeleme Tamponu II
konuldu ve yine c¢alkalayicida yavasca (30 devir/dakika) karistirildi. Dengeleme
Tamponu II uzaklastirildiktan sonra serit bir Olgli kabi igindeki 1x Yiiriitme
Tamponu’na (bkz. Tablo 3.1) batirilip ¢ikarildi ve 2. ayirim islemi igin jel kaseti iizerine
yerlestirildi. Seriti jele yapistirmak i¢in kasetin iist kismina pastor pipeti kullanilarak
kapatma ¢ozeltisi hava kabarcig olusturmayacak sekilde dokiildii. Agarozun polimerize
olmasi i¢in 5 dakika beklendikten sonra, tankin i¢ine 1xYiiriitme Tamponu (bkz. Tablo
3.1) doldurulup elektroforez islemine baslandi. Elektroforez islemi 30 dakika 16 mA/jel,
~5 saat 24 mA/jel akim gegecek sekilde gergeklestirildi. Bromfenol mavisine ait bant
jelin alt kenarina ulasana dek (~5.5 saat) ayirim siirdiiriildii. islem sonunda akim
kesilerek jel kaset arasindan c¢ikarildi, seridin asidik ucuna karsilik gelen alt kdsesi

kesilerek isaretlendi ve Boliim 3.10°daki yontemlere gore boyand.

3.10. BOYAMA YONTEMLERI

Elektroforez sonunda jelde ayrilmis proteinler iki farkli boyama yontemi ile goriiniir

hale getirildi.
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3.10.1. Coomassie Boyama

Bu yontemde boyama islemi iki farkli sekilde yapildi. Birinci yontemde, proteinlerin
kiitle spektrometrik analizleri icin uygun, InstantBlue (Expedeon) boyasi kullanildi.
Proteinlerin ¢ok kisa bir siirede goriiniir hale geldigi bu yontemde, jel plastik bir kaba
alinip, iizerine boya konulduktan sonra 1 saat, 50 devir/dakika hizda, oda sicakliginda

calkalanarak bekletildi. Islem tamamlaninca jel distile su i¢ine alind1.

Hassasiyeti 0.3-1 pg protein/bant olan ikinci yontem ise Asubell (1989)’e gore
gerceklestirildi. Jel, alkole ve aside dayanikli plastik bir kapta boyama ¢ozeltisi
[50:10:40 hacim oranlarindaki MeOH:AcOH (Asetik asit):H,O karisimi iginde
hazirlanmis, % 0.05 (w/v) Coomassie parlak mavisi (“Coomassie brilliant blue" R-250)]
icinde 2 saat, 37°C’da calkalandi. Daha sonra fazla boyay: uzaklastirma (“destaining”)
¢Ozeltisi [5:7:88 hacim oranlarinda hazirlanmis MeOH:AcOH:H,O karisimi] iginde 12
saat siireyle, 50 devir/dakika hizda calkalayarak bekletildi. Bu ¢ozelti jelin alt zemini
boyadan tamamen arinincaya kadar, sik sik degistirildi ve yikama islemi tekrarlandi.
Jelde olusan spotlar ya da bantlar densitometrede (GS-800) analiz edildi (bkz. Bolim
3.112).

3.10.2. Giimiis Boyama

Ik defa Heukeshuven ve Dernick (1985) tarafindan kullanilan ve daha sonra Klose ve
Kobalz (1995) tarafindan gelistirilen, 2-boyutlu elektroforez jellerinin boyanmasinda

kullanilan bu yontem i¢in gerekli ¢ozeltiler Tablo 3.5’te verildi:
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Tablo 3.5. Giimiis boyama yontemi i¢in gerekli ¢ozeltiler

Cozeltiler

Bilesenleri

A. Fiksatif ¢ozeltisi

B. Hassaslastirma ¢ozeltisi

C. Boyama ¢ozeltisi

D. Inkiibasyon ¢ozeltisi

E. Goriintii olugturma ¢ozeltisi

F. Durdurma ¢ozeltisi

% 50 (v/v) Etanol
% 10 (v/v) Asetik asit
Ultrasaf su ile 1 litreye tamamlandi

0.5 M Sodyum asetat

% 0.2 (w/v) Sodyum tiyosiilfat (5 sulu)
% 30 (v/v) Etanol

% 0.5 (v/v) glutardialdehit

Ultrasaf su ile 1 litreye tamamland1

% 0.1 (w/v) Giimiis nitrat
% 0.01 (v/v) Formaldehit
Ultrasaf su ile 1 litreye tamamlandi

% 2.5 (w/v) Sodyum karbonat
Ultrasaf su ile 1 litreye tamamlandi

% 2.5 (w/v) Sodyum karbonat

% 0.01 (v/v) Formaldehit

% 0.05 (w/v) Sodyum bikarbonat
% 0.02 (w/v) Thimerosal

Ultrasaf su ile 1 litreye tamamlandi

0.05 M EDTA
Ultrasaf su ile 50 ml’ye tamamlandi

Plastik bir kap igerisinde bulunan jel, siirekli ¢alkalanarak (50 devir/dakika, Heidolph
Unimax 1010) ve sirastyla su ¢ozeltiler kullanilarak boyandi. Jel, 500 ml A ¢ozeltisi
icinde en az 2 saat (ya da tim gece) fikse edildi. Fiksatif dokiiliip 2 saat 500 ml B
¢ozeltisi icinde bekletildikten sonra, 3 kez 20°ser dakika ultra saf su ile yikandi. Jel daha
sonra 500 ml C ¢dzeltisi icinde 45 dakika tutuldu. C ¢6zeltisi dokiildiikten sonra, jel 20
saniye ultra saf su ile yikand1 ve 1 dakika D ¢ozeltisi igerisinde bekletildi. Son olarak
protein spotlari belirinceye kadar E ¢ozeltisi i¢inde (5-20 dakika) tutulan jel, reaksiyonu

durdurmak amaciyla F ¢ozeltisi ile isleme sokuldu. Jelde olusan spotlar densitometrede

analiz edildi (bkz. 3.11).
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3.11. DENSITOMETRIK ANALiZLER

Boyanan jeller 6nce densitometrede (GS-800 Calibrated Densitometer, BIO-RAD),
“Qantity One” SW” yazilimi kullamlarak gériintiilendi ve spotlar “PDQest™ Advanced
2-D Gel Analysis Software” programi kullanilarak karsilastirildi.

3.12. IMMUNOLOJIK ANALIiZLER

Bu analizlerde, Boliim 3.6’daki yonteme gore elde edilen hiicrelerden, Boliim 3.7°deki
yonteme gore elde edilen protein ekstreleri kullanildi. %10 poliakrilamid igeren SDS-
PAGE (Walker, 2002) ile ayrilan proteinler, elektroblot yontemi ile polivinilidin
difloriir (PVDF) membrana aktarildi. Membran % 5 (w/v) siit tozu (% 0.05 Tween-20
iceren PBS ig¢inde hazirlandi) ile bloke edildikten sonra, bloklama soliisyonu iginde

uygun oranlarda hazirlanan primer antikorla (Tablo 3.6) oda sicakliginda 1 saat inkiibe

edildi.

Tablo 3.6. immiinolojik analizlerde kullamlan primer ve sekonder antikorlar,
kaynaklari, elde edildikleri organizmalar ve diliisyonlar1

Antikor Mono/Poliklonal  Firma-Kaynak Elde edilen  Diliisyon
organizma

Hsp70 (Hsp72) * Monoklonal Stressgen Fare 1:1000

Hsp27 * Monoklonal Stressgen Fare 1:500

Kegi anti-fare 1gG (Fab), Poliklonal Stressgen Kegci 1:5000

HRPO isaretli

14-3-33 * Poliklonal _Edinburg Tavsan 1:2000
Universitesi

14-3-3¢* Poliklonal Edinburg Tavsan 1:2000
Universitesi

14-3-3y* Poliklonal Edinburg Tavsan 1:3000
Universitesi

14-3-3n * Poliklonal Edinburg Tavsan 1:2000
Universitesi

14-3-3C * Poliklonal Edinburg Tavsan 1:2000
Universitesi

Kegi IgG Poliklonal Edinburg Tavsan 1:3000
Universitesi

* isareti primer antikorlari gostermektedir. Diger antikorlar sekonder antikorlardir.
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Membran, yikama soliisyonu (% 0.05 Tween-20 igeren PBS) 15 dakika araliklarla
degistirilerek 1 saat yikandiktan sonra, bloklama soliisyonu i¢inde hazirlanan sekonder
antikor ile [Hsp’ler i¢in keci anti-fare IgG (Fab), HRPO (yaban turpu peroksidazi) ile
isaretli konjuge antikor (Stressgen), 1:5000; 14-3-3 proteinleri i¢in ke¢i IgG, HRPO ile
isaretli antikor (Edinburgh Universitesi, Prof.Dr. Alastair Aitken), 1:3000] oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Membran yikama soliisyonu ile tekrar yikandiktan
sonra, spesifik protein bantlari “ECL Plus Western Blotting Detection System

(Amersham)” kullanilarak rontgen filmi (Hyperfilm) iizerine yansitildi.

3.13. KUTLE SPEKTROMETRIiSi ANALIZLERIi

3.13.1. Proteinlerin Tripsinle Kesimi

Iki boyutlu elektroforez (2-DE) ile izoelektrik noktalarina ve molekiil agirliklarina gore
ayrimlar1 yapilan proteinler, kiitle spektoroskopisi (MALDI-TOF MS) ile tanimlanmak
tizere, jelden kesilerek kiiciik tliplere alindi. Proteinlerin jelden geri kazanilmasinda
Learmonth ve Aitken (2005) tarafindan Onerilen yontem kullanildi. Bu ydntemde
kesilen jel pargasi iizerine ortamdaki SDS’i uzaklastirmak i¢in 100 ul 200 mM
amonyum bikarbonat [NH4HCOs3, %50 asetonitril (ACN) i¢inde hazirlandi] konuldu ve
30 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 30 saniye, 13000 devir/dakika santrifiij
yapildi. Ust siv1 pipetle alinip, jel parcasi iizerine tekrar 100 pl 200 mM NH;HCO3
konuldu ve 30 dakika daha oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 1 dakika, 13000
devir/dakika santrifiij edildi. Ust sivi uzaklastirildiktan sonra, jel parcasi iizerine
tamamen kaplayacak sekilde %100 asetonitril eklendi ve jelin opak hale gelmesi
beklendi. Yaklasik 5 dakika sonra fazla asetonitril tlipten pipet yardimiyla alindi ve jel
pargas1 oda sicaklifinda kurumaya birakildi. Kuru jel iizerine 25 pl tripsin (10 ng/pL
tripsin 50 mM NH4HCO3; iginde hazirlandi) (Sigma-Proteomics grade) eklendi, jelin
rehidre olmas1 icin +4°C’da 30 dakika bekletildi ve daha sonra 32°C’da, 16 saat kesim
i¢in birakildi.
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3.13.2. MALDI-TOF MS Analizi ve Proteinlein Tanimlanmasi

Tripsinle kiigiik peptidlere ayrilan proteinler 10 dakika sonikasyona maruz birakildiktan
sonra 0.5 ul 6rnek, 0.5 ul a-siyano-4-hidroksisinnamik asit (CHCA)[10 mg/ml CHCA;
%40 H,O, %10 trifloroasetik asit (TFA), %50 ACN ig¢inde hazirlandi] matriks
soliisyonu ile birlikte altin tabakaya yiiklendi. Analizler MALDI-TOF MS (“Matrix-
assisted laser desorption/ionization-time of flight mass spectrometry”, Matriks destekli
lazer dezorpsiyon/iyonizasyon-ugus siiresi kiitle spektrometrisi) (Voyager DE-STR
mass spectrometer, Applied Biosystems, California, USA) cihaz1 kullanilarak
gerceklestirildi. Peptid kiitlesi araligi 800-3500 Da olarak ayarlandi. Tripsin otoliz
pikleri kullanilarak cihazin kalibrasyonu yapildi. Kiitle spektrometrisinden elde edilen
peptid kiitleleri PS1 yazilim1 (Applied Biosystems) kullanilarak Mascot veya SwissProt
veritabanindaki (http://us.expasy.org/) bilgilerle eslestirildi. Protein eslesmesinde sadece
kiitle agirligr degil, ayn1 zamanda peptidlerine ayrilan proteinin yaklasik molekiil
agirhigr ve izoelektrik noktasi da dikkate alindi. Taramalarda modifikasyon olarak
karbamidometilasyon degerlendirildi. Peptid kiitle toleransi ve fragment kiitle toleransi
50 ppm ve + 0.1 Da olarak ayarlandi. Peptid karistminin hangi protein olabilecegine

dair elde edilen verilerde, sadece istatistiksel olarak 6nemli skorlar degerlendirildi.

3.14. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Sitotoksik aktivite analizlerine ait tiim sayisal veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.
Aritmetik ortalamalar (X) ve standart sapmalar (SD) hesaplandi. Gruplar arasindaki
farklarin anlamli olup olmadigini belirlemek icin ANOVA (tek yonlii varyans analizi;
one-way ANOVA) testi yapildi. Anlamlilik sinirt olarak P<0.05 olarak kabul edildi. Bu
istatistiksel islemler GraphPad Prism 4.0 paket programi ile gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. C6 GLIOMA HUCRELERININ COGALMA EGRIiSi

Farkli sayilarda (5)(104 hiicre/ml ve 1x10° hiicre/ml) baslatilmig C6 glioma hiicrelerine
ait cogalma egrileri Sekil 4.1°de goriilmektedir. Baslangi¢ derigimi 5x10* hiicre/ml olan
hiicrelerden elde edilen grafikte, hiicrelerin logaritmik faza 1. giin girdikleri, 6. giin ise
duragan faza gectikleri saptandi. Baslangic derisimi 1x10° hiicre/ml olan hiicrelerden
elde edilen grafikte ise, hiicrelerin logaritmik faza yine 1. giin girdikleri, duragan faza
ise 4. giin gectikleri saptandi. Elde edilen grafiklerden C6 glioma hiicrelerinin
jenerasyon siiresinin yaklasik 22 saat oldugu belirlendi. Bu sonug¢ diger literatiir

bilgileriyle de uyum gostermektedir (Barba ve dig.,1999).

= = 5 x 10* hiicre/ml
1.0"1071

] = 1 x 10° hiicre/ml

1.0*1061

1.0x10°

Hiicre sayis1 / ml

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Zaman (giin)

Sekil 4.1. Baslangi¢ derisimi 5x10* hiicre/ml ve 1x10° hiicre/ml olan C6 glioma hiicrelerine ait
cogalma egrisi (Egrilerin lizerindeki dikey ¢ubuklar standart sapma degerlerini géstermektedir)
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4.2. SITOTOKSISITE ANALIZi

Viscum album ekstresinin C6 hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkilerini belirlemek
amactyla, 24 saatlik kiiltiirlere farkli derisimlerde ekstre iceren besiyerleri uygulandi.
Ekstre hazirlanirken kullanilan DMSO’nun hiicre canliligina etkisini belirlemek
amaciyla yapilan kontrol deneylerine (Kontrol 1) gore, yalnizca % 1.875 DMSO’nun
(750 pg/ml konsantrasyondaki ekstrenin igerdigi DMSO) hiicre canliligini % 4.5
oraninda inhibe ettigi, bu dozun altindaki degerlerde uygulanan DMSO’nun hiicre
canlilig1 lizerinde herhangi bir etkisinin olmadig1 saptandi. Toksik etki gosteren DMSO
degeri, ekstre uygulanan oOrneklerin % canlilik degerlerine eklenerek DMSO’dan
kaynaklanan sitotoksik etki bertaraf edildi. Ekstre uygulanmis hiicrelerde canlilik testi
(MTT analizi) sonucu elde edilen veriler Sekil 4.2°de verildi. Tiim deneyler 12 tekrarlt
olarak gergeklestirildi. Degerlendirmelerde ekstre veya DMSO icermeyen besiyerinde
iretilen grup (Kontrol 2), % 100 canli kabul edildi. Grup i¢indeki tekrarlar arasindaki
tutarlilik tek-yonliit ANOVA testi ile belirlendi.

**

*k **
fuxd
100+
Bk
<
S
°\o 50'
25+
0

Kontrol 5 10 25 50 75 100 250 500 750

Derisim (ng/ml)

Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonda uygulanan ekstrenin C6 hiicrelerinin canliligi tizerindeki
etkisi. (R*=0.962, ** P< 0.01)

Yapilan analizler sonucunda, canli hiicre sayisin1 %50 diisiiren ekstre konsantrasyonun
270 pg/ml (1C5=270 pg/ml) oldugu belirlendi. C6 glioma hiicrelerine 25 ug/ml, 50

ug/ml ve 75 pg/ml derisimlerinde uygulanan ekstrelerin, proliferatif etki gosterdigi
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saptand1. Hiicreler {izerinde herhangi bir toksik ya da proliferatif etki gostermeyen
ekstre dozunun ise 100 pg/ml oldugu belirlendi ve daha sonraki tiim analizlerde

hiicrelere, bu dozda ekstre uygulamasi yapildi.

4.3. HUCRESEL EKSTRELERIN PROTEIN KONSANTRASYONLARI

Hazirlanan tiim hiicre ekstrelerinin protein miktarlarini belirlemek amaciyla Bradford
yontemi kullanildi (Bradford, 1976). Ekstrelerin i¢indeki protein miktarlar1 Sekil 4.3’te

verilen standart grafik yardimiyla saptandi.

0.51

0.4+

0.34

0.2+

Absorbans (550 nm)

460 6(.)0 8(.)0 10.00
Derigim (ng/ml)

0 200

Sekil 4.3. Sigir serum albumin (BSA) standartlar1 (10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000 pg/ml)
ile ¢izilen standart grafik (R*= 0.9989)

Calismanin  degisik evrelerinde elde edilen hiicresel ekstrelere ait protein

konsantrasyonlarinin bir 6rnegi Tablo 4.1°de verildi.

Tablo 4.1. Hiicresel ekstrelere ait protein konsantrasyonlari

Grup Protein konsantrasyonu (mg/ml)
Kontrol 6.697
VE (Deney grubu 1) 5.854
Is1 soku (Deney grubu 2) 6.774
VE + Is1 soku (Deney grubu 3) 5.445

Kontrol: 37°C sicaklikta tutulan kontrol grubu, VE: Viscum ekstresi uygulanmis, Isi soku: Yiiksek sicaklik (42°C) ile strese

sokulmus, VE+Is1 soku: Viscum ekstresi ve yiiksek sicaklik (42°C) uygulanmis hiicrelere ait protein ekstreleri
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4.4. ELEKTROFORETIK VE IMMUNOLOJIK ANALIiZLER

4.4.1. Denatiire Jel Elektroforezi ve Western Blot

Boliim 3.6’da belirtilen 4 farkli hiicre grubundan (Kontrol, VE, Ist soku ve VE+Is1
soku) elde edilen suda ¢oziinebilen proteinler, her bir cepte 20 pg protein olacak sekilde
jellere yiiklendi. Jellerden biri Coomassie boya ile boyanirken, diger jellerdeki
proteinler Bolim 3.12°de anlatilan yonteme gore PVDF membranlara aktarildi ve
membranlar incelenen herbir protein grubuna 6zgii antikorlarla (bkz Tablo 3.6) ayr1 ayri
isleme sokuldu. Spesifik protein bantlari, “ECL Plus Western Blotting Detection

System (Amersham)” kullanilarak rontgen filmi (Hyperfilm) iizerine yansitildi.

SDS-PAGE ile analizi sonucunda elde edilen bant profilleri Sekil 4.4’te verildi. Jeldeki
bantlarin molekiil agirliklari, molekiil agirligr bilinen standart proteinler (Prestained

Protein Ladder, Fermentas) yardimiyla belirlendi.

M Kontrol VE Isijoku VE+Isjoku

170 kDa
130 kDa

95 kDa
72kDa

55 kDa
43 kDa

34kDa

26 kKDa

Sekil 4.4. Hiicresel ekstrelerin suda ¢oziinebilen protein profilleri. SDS-PAGE ile ayristirilan ve
Coomassie mavisi ile boyanan jellerden birine ait goriintii. [M: Marker protein karigimu,
Kontrol: 37°C sicaklikta tutulan kontrol grubu hiicrelere ait protein ekstresi, VE: Viscum
ekstresi uygulanmuis, Is1 soku: Yiiksek sicaklik (42°C) ile strese sokulmus, VE+Is1 soku: Viscum
ekstresi ve yiiksek sicaklik (42°C) uygulanmus hiicrelere ait protein ekstreleri]
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Stres Proteinleri (Hsp)

Kontrol ve deney grubu hiicreleriyle yiiriitiilen immiinolojik analizler sonucunda elde
edilen Hsp27 bulgular Sekil 4.5’te ve Hsp70 bulgulan Sekil 4.6’da verildi. Sekil 4.5’e
gore, yiiksek sicaklik (42°C) uygulamasi yapilan hiicrelerde (Ist soku) hem Hsp27
hem de Hsp70 anlatimlarinin belirgin bir sekilde arttigi saptandi. Viscum ekstresi
uygulanan hiicrelerde (VE), Hsp27 anlatiminda kontrole gdére herhangi bir degisim
olmadigi, 1s1 soku uygulamasi yapilan grupta (Is1 soku) Hsp27 anlatiminin % 40
oraninda artt1g1, ekstre uygulamasi yapilan ve yiiksek sicaklikla (42°C) strese sokulan
hiicrelerde (VE+Is1 soku) ise bu proteinlerin anlatimlarmin sadece yiiksek sicaklik
uygulamasi yapilan hiicrelere (Is1 soku) gore yaklasik %50 oraninda azaldigi saptandi.
Hsp70’e iliskin bulgular ise bu indiiklenebilir formun Kontrol ve VE grubunda ¢ok
diisiik diizeyde ortaya c¢iktigini, buna karsin Is1 soku ve VE+Is1 soku gruplarinda
Hsp70’in anlatiminin arttigini ortaya koydu. Bu artisin kontrole gore, Is1 soku grubunda
~1.5, VE+Is1 soku grubunda ~3 kat oldugu bulundu. Buna gére VE uygulamasinin 1s1

soku ile strese sokulan hiicrelerdeki Hsp70 indiiksiyonunu artirdig: goriildii.
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b) 507

mm2 deki OD

Sekil 4.5. a) Kontrol ve deney gruplarina ait Hsp27 anlatimlarimin Western blot analizi,
b) Analiz sonuclarinin grafik seklinde gdsterimi (Grup igindeki tekrarlar arasindaki tutarlilik
tek-yonlit ANOVA testi ile belirlendi. Deneyler 7 tekrarli olarak gergeklestirildi. ** P<0.01)
[Kontrol: 37°C sicaklikta tutulan kontrol grubu hiicrelere ait protein ekstresi, VE: Viscum
ekstresi uygulanmus, Is1 soku: Yiiksek sicaklik (42°C) ile strese sokulmus, VE+Is1 soku: Viscum
ekstresi ve yiiksek sicaklik (42°C) uygulanmus hiicrelere ait protein ekstreleri]

a)

20+

O
=

154

**

10+

mm2 deki OD

Sekil 4.6. a) Kontrol ve deney gruplarina ait Hsp70 anlatimlarimin Western blot analizi,
b) Analiz sonuglarinin grafik seklinde gosterimi (Grup icindeki tekrarlar arasindaki tutarlilik
tek-yonlic ANOVA testi ile belirlendi. Deneyler 7 tekrarli olarak gergeklestirildi. ** P<0.01)
[Kontrol: 37°C sicaklikta tutulan kontrol grubu hiicrelere ait protein ekstresi, VE: Viscum
ekstresi uygulanmus, Is1 soku: Yiiksek sicaklik (42°C) ile strese sokulmus, VE+Is1 soku: Viscum
ekstresi ve yiiksek sicaklik (42°C) uygulanmus hiicrelere ait protein ekstreleri]
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14-3-3 Proteinleri

14-3-3 proteininin izoformlari ile yapilan immiinolojik analizlerin sonuglart Sekil 4.7 ve
Sekil 4.8’de goriilmektedir. 14-3-3 [ izoformunun, kontrol ve VE gruplarinda ayni
seviyede oldugu, Is1 soku grubunda indiiklendigi, VE+Is1 soku grubunda ise anlatiminin
azaldig1 gorildi. 14-3-3 ¢ ve 14-3-3 yizoformlarinin kontrol ve VE+Ist soku
gruplarinda aynm1 seviyede oldugu, VE ve Ist soku gruplarinda anlatimlarinin arttigi
belirlendi. 14-3-3 1 izoformuna ait veriler karsilastirildiginda kontrol, VE ve VE+Is1
soku gruplarinda anlatimin ayni1 seviyede oldugu, Is1 soku grubunda ise anlatimin arttig1
goriildii. Son olarak 14-3-3 € izoformu anlatiminin, sadece VE grubunda degismedigi,
Is1 soku grubunda ~% 40 oraninda arttifi, VE+Is1 soku grubunda ise baskilandigi
saptandi (Sekil 4.8).

Kontrol VE Ist oku  VE+Is1 soku
14-3-3

14-3-3 ¢
14-3-3 v

14-3-3 7

T

Sekil 4.7. 14-3-3 izoformlarinmn (14-3-3 B, 14-3-3 ¢, 14-3-3 y, 14-3-3  ve 14-3-3 ¢) Western

analizi. [Kontrol: 37°C sicaklikta tutulan kontrol grubu hiicrelere ait protein ekstresi, VE:

Viscum ekstresi uygulanmus, Is1 soku: Yiiksek sicaklik (42°C) ile strese sokulmus, VE+Is1 soku:
Viscum ekstresi ve yiiksek sicaklik (42°C) uygulanmis hiicrelere ait protein ekstreleri]
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Sekil 4.8. 14-3-3 izoformlarinin istatistiksel analizi a) 14-3-3 3, b)14-3-3 ¢, c) 14-3-3 v, d)14-3-
3 m, €)14-3-3 £ (Grup i¢indeki tekrarlar arasindaki tutarlilik tek-yonlii ANOVA testi ile
belirlendi. Deneyler 3 tekrarli olarak gergeklestirildi. * P<0.05, ** P<0.01) [Kontrol: 37°C
sicaklikta tutulan kontrol grubu hiicrelere ait protein ekstresi, VE: Viscum ekstresi uygulanmus,
Is1 soku: Yiiksek sicaklik (42°C) ile strese sokulmus, VE+Is1 soku: Viscum ekstresi ve yiiksek
sicaklik (42°C) uygulanmus hiicrelere ait protein ekstreleri]

4.4.2. iki Boyutlu Jel Elektroforezi

Is1 soku ve 14-3-3 proteinleri Western blot analizleriyle incelenen 4 hiicre grubundaki
(Kontrol, VE, Is1 soku, VE+Is1 soku) suda c¢oziinebilir proteinler iki boyutlu
elektroforezle ayristirilarak, glimiis boyama yapildiktan sonra genel protein
profillerindeki farkliliklar arastirildi. Proteinler Once izoelektrik noktalarina gore
(pH 4-7) odaklandi, daha sonra ikinci boyutta molekiil agirliklarina gore ayrildi. Giimiis
boyama yontemine gore boyanan jellerden elde edilen spotlar PDQest™ Advanced 2-D
Gel Analysis Software programi kullanilarak karsilastirildi (Sekil 4.9).
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a) 4 Izoelektik odaklama 4 Izoelektik odaklama

Sekil 4.9. Giimiis boyama yontemine gore boyanan 2-D jeller. a) Kontrol: 37°C sicaklikta
tutulan kontrol grubu hiicrelere ait protein ekstresi, b) VE: Viscum ekstresi uygulanmis, c) Ist
soku: Yiiksek sicaklik (42°C) ile strese sokulmus, d) VE+Is1 soku: Viscum ekstresi ve yiiksek
sicaklik (42°C) uygulanmus hiicrelere ait protein ekstreleri.

«—— Molekil agrhg

)
g

«— Molekil agrhg

Yapilan analizlerde kontrol grubu 6rneklere ait jelde 728 spot, VE grubuna ait jelde 763
spot, Is1 soku grubuna ait jelde 776 spot ve VE+Is1 soku grubuna ait jelde ise 658 spot
saptandi. Kontrol grubu ile diger gruplarin spotlar1 karsilastirildiginda, ekstre
uygulamasi yapilan grupta farklilik gosteren 35 spot, 1s1 soku uygulamasi yapilan grupta
farklilik gosteren 48 spot ve hem 1s1 soku hem de ekstre uygulamasi yapilan grupta ise

farklilik gosteren 130 spot belirlendi.

Ayni 6rneklerin (Kontrol, VE, Is1 soku ve VE+Is1 soku gruplari) izoelektrik noktalarina
gore (pH 4-7) odaklanip, daha sonra molekiil agirliklarina gére ayrildiktan sonra kiitle
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spektrometrisi ile uyumlu Instant blue ile boyandig jellere ait goriintiiler Sekil 4.10°da

verildi.
4 Izoelektrik odaklama ——» - 4 Izoelektrik odaklama —— > 7
a) b)
kDa kDa
175 175
80 80
58 58
46 46
30 30
23 23
) PWTT — d,
kDa kDa
175 175
80 3 : 80
58 P 58
46 : L
-
30 30
2 - 23 .
—— - - —

Sekil 4.10. Instant Blue ile boyanan 2-D jeller. a) Kontrol: 37°C sicaklikta tutulan kontrol grubu
hiicrelere ait protein ekstresi, b) VE: Viscum ekstresi uygulanmus, c) Is1 soku: Yiiksek sicaklik
(42°C) ile strese sokulmus, d) VE+Is1 soku: Viscum ekstresi ve yiiksek sicaklik (42°C)
uygulanmus hiicrelere ait protein ekstreleri.

Bu jellerde gozlenen spot sayist boyanin duyarlilik sinirt nedeniyle, giimiis boyama
yontemine gore boyanmis 2-D jellere gore daha azdi. Bu jel fotograflarinda cergeve

icine alinmig bolgeler biiyiitiilerek yakindan incelendiginde (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12),
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yiiksek sicaklik uygulamasinin 6zellikle molekiil agirligi 60-80 kDa araliginda olan

proteinlerde anlatim artisina sebep oldugu goriildii.

Ivla

a) b) Ia
0 a0
60 60
c) d
&0 ) a0
= . ¢
60 60

Sekil 4.11. Instant Blue ile boyanan 2-D jellerde molekiil agirlhigi 60-80 kDa arasinda olan
proteinlerin yakin plan goriintiisii . a) Kontrol: 37°C sicaklikta tutulan kontrol grubu hiicrelere
ait protein ekstresi, b) VE: Viscum ekstresi uygulanmis, ¢) Is1 soku: Yiiksek sicaklik (42°C) ile
strese sokulmus, d) VE+Is1 soku: Viscum ekstresi ve yiiksek sicaklik (42°C) uygulanmis
hiicrelere ait protein ekstreleri.

a) Ma b) Ma
30 30
23 23
c Jhvia d) Ia
30 30
23 23

Sekil 4.12. Instant Blue ile boyanan 2-D jellerde molekiil agirhig 23-30 kDa arasinda olan
proteinlerin yakin plan goriintiisii . a) Kontrol: 37°C sicaklikta tutulan kontrol grubu hiicrelere
ait protein ekstresi, b) VE: Viscum ekstresi uygulanmuis, ¢) Is1 soku: Yiiksek sicaklik (42°C) ile
strese sokulmus, d) VE+Is1 soku: Viscum ekstresi ve yiiksek sicaklik (42°C) uygulanmis
hiicrelere ait protein ekstreleri.

4.5. KUTLE SPEKTROMETRISI ANALIZLERI

Kontrol, VE, Is1 soku ve VE+Is1 soku gruplarina ait proteinler iki boyutlu elektroforezle
ayrilmis ve Instant blue ile boyanmis jellerde (Sekil 4.10) kiitle spektrometrisi ile
tanimlanmak iizere, farkli deney gruplarinda anlatim diizeylerindeki degisimleri

Western analizleri ile saptanan, Hsp70, Hsp27 ve 14-3-3 proteini olma olasilig1 yiiksek
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protein spotlart isaretlendi ve bu bdlgelerdeki jel pargalart kesilip, ayr1 ayri tliplere

konuldu. Bu spotlarin tamaminin goriildiigii 6rnek bir jel fotografi Sekil 4.13’te verildi.

4  Izoelektrik odaklama ——» -
kDa
175
80 :
1 234
O @%@Q
5 " OO0
28 5 90800
- o _—
46 '
w’ .
30 10
8 17 4
11 00{1}3 o0 19
16
23 10' ©a0
—~—— 2
— p— - | T

Sekil 4.13. Kiitle spektrometrisi ile tanimlanmak iizere segilen protein spotlari

2-D jellerde 60-80 kDa arasindaki protein anlatimlari karsilastirildiginda, yiiksek
sicaklik uygulamas: yapilan grupta molekiil agirligi yaklasik 70 kDa olan 6zellikle 5
proteinin (3., 5., 6., 8. ve 9. protein spotlari) ekpresyonlarinin arttig1 anlasildi
(Sekil 4.11). Molekiil agirlig1 23-30 kDa arasinda olan protein spotlari icin ise anlamli
bir fark gézlenmedi (Sekil 4.12).

Secilen her bir protein (Sekil 4.13) tripsinle kesildikten sonra, bu proteine ait peptid
piklerini elde etmek iizere MALDI-TOF MS analizleri yapildi. Kiitle
spektrometrisinden elde edilen peptid kiitleleri, PS1 yazilimi (Applied Biosystems)
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kullanilarak Mascot (http://www.matrixscience.com/search_form_select.html) veya
SwissProt veri tabanindaki (http://us.expasy.org/) bilgilerle eslestirildi. Taramalarda
modifikasyon olarak karbamidometilasyon degerlendirildi. Peptid kiitle toleransi ve
fragment kiitle toleransi 50 ppm ve + 0.1 Da olarak ayarlandi. Bu spotlarin i¢inde stres
proteini (Hsp veya Hsc) olduklari istatistiksel olarak belirlenen herbir ornege ait
(3, 5, 6, 8 ve 9 numarali spotlar) MALDI-TOF MS verileri (peptid kiitle parmakizi
spektrumlar1), Mascot veritabani tarama sonuclar1 (Mowse skoru ve olas1 proteinler) ve
peptidlerin olas1 proteinle dizi eslesme sonuclar1 Sekil 4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16, Sekil
4.17 ve Sekil 4.18’de verildi.
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b) Probability Based Mowse Score

Protein score is -10¥Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Protein scores greater than 78 are significant (p=<0.05).

“ o
2 AR \
s
2404 %
& 8
2 L
: §
.
S\
N
I E
o 4 o
50 73 100
Probability Based Mowse Score
Index
Accession Mass Description
1. Q3UVNI MOUSE 64152 12 days embryo embryonic body between diaphragm region and neck cDHA
2, I5R5B1 dna¥-type molec perone grp75 prec or - rat
3. A4B127 dnaE-type molecular laperone pre so0r, mitochondrial - mouse
4. Q3TW95 MOUSE COsteoclast-like cell RIKEN full-length enriched library, clone
5. BAADIBG2 MUSP66 NID: - Mus musc
6. AABG2091 CGEU22313 NID: - Cricetulus griseus
7. GRPT5 RAT Stress-T70 protein, mitochondrial precursor (75 kDa glu
&. Q3V015 MOUSE 11 days pregnant adult female ovary and uterus cDN&,
9. B4B127 dnaE-type molecular chaperone precursor, mitochondrial
10. Q3ECHD BOVIN Heat shock 70kDa protein 8B (Mortalin-2).- Bos taurus (Bovine).
Q Fizxed modifications: Carbamidomethyl (C)

Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of ER unless next residue is P
Hunber of mass values search
Humber of mass values matched: 19

Sequence Coverage: 31%
Matched peptides shown in Bold Red

1
51
101
151
201 g
251
301
351
401
451
501 &
551 GGLSED H MVEN ’ RR v VIMAEGIIH EMEEFEK
601 DQLPADECHE MRE LLA } G ENIRQAASSL QOASLELFEM

Sekil 4.14. 3 numarali spota ait spektrum, Mascot veritabani taramasi ve dizi eslesme sonuglari.
a) Ornegin peptid kiitle parmakizi spektrumu (MALDI-TOF MS), b) Mascot veritabani1 tarama
sonuglart (Mowse skoru ve olasi proteinler), ¢) Olasi proteinle dizi eslesme sonuglari
(Eslesen peptidler kirmizi renkle isaretlenmistir)
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a)

L_ -

Probability Based Mowse Score

R . J

b)

Protein score is -10¥Log(P). where P is the probability that the observed match is a random event.
Protein scores greater than 36 are significant (p<0.05).

N

[
E=3

e
o

Number of Hits

=
=

o
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T T T T T T -_|_-_|
50 100
Prohability Based Mowse Score

Index
Accession Mass Score Description

1. JC4853 7 27 129 dna¥-type molecular chaperone hsc73 - mouse

2. 531716 dna¥-type mole chaperone hsp72-psl - rat

3. 541415 dna¥-type molec r chaperone Hsp70.3 - rat

4. I54542 molecular chaperone HSPT70 - rat

5. AAA1T441 0 04 MID: - Rattus norvegicus

6. CAAS3140 £993 ID: - Rattus norvegicus

T. CAAR2328 70043 38 ID: - Rattus norvegicus

8. QETXFT RAT 40258 36 RE us (Rat).

9. Q32P36_BAT 70505 36 Heat shock 70kD protein 1 ke.— Rattus norvegicus (Rat).
10. 1CERA 17528 34 heat shock substrate binding domain of hsc-70 substrate kbinding domain

f) Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of ER unless next residue is P
HNumber of mass values searched: 115
Number of mass values matched: 21
Sequence Coverage: 36%

Matched peptides shown in Bold Red

1 G ) LGITYSCVGEV H( E A NDQGHRTTES YWAFTDTERL
51 IGDAF MK TFDA E D AVVQSDMEHW
101 FE . E
151
201
251
301 E
351 @
401
451 F
501 I
551
601

Sekil 4.15. 5 numarali spota ait spektrum, Mascot veritabani taramasi ve dizi eslesme sonuglari.
a) Ornegin peptid kiitle parmakizi spektrumu (MALDI-TOF MS), b) Mascot veritaban1 tarama
sonuglart (Mowse skoru ve olasi proteinler), ¢) Olasi proteinle dizi eslesme sonuglari
(Eslesen peptidler kirmizi renkle isaretlenmistir)
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v) Probability Based Mowse Score

Protein score is -10*Log(P). where P is the probability that the observed match is a random event.
Protein scores greater than 78 are significant (p=0.05).

2 \
T
Y

=10
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T
=

£

=
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g

0

i ) Qi 100
Probabilitu Based Mowse Score
Index
Accession Mass Score Description

20. 1HGA 88 Heat-shock cognate 70kd protein (44kd atpase n-terminal Fragment
21. 1HGEB at-shock cognate kd prote (44kd atpase inal Fragment)

22, Q3THS6_MOUSE 88 13 days emb liver cDN4, R N full-length hed library, clone:I3

23. QO53HF2 HUMAN 84 Heat shock Da protein 8 isoform 2 variant (Fragment).- Homo sapiens (Human).
24, BABIBA1S 84 ; iens

25. Q3ULM1 MOUSE 83 v cDNA&, N full-length en hed 1 , Clone: 04
26. 100MA g2 2 mutant of bo 70 kilodalton at shock protein h atpase fragment m

E5 cells cDN&,

Heat shock prot

ed library, clone:C
(Mouse) .

35P08 product:hes

27. Q3TE13 MOUSE
28. Q6NIDO_MOUSE

29, A27077 dnaK-type molecy chaperone - human
30. A45935 dnaF-type molecy chaperone hs
<) Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)

Cleavage by Trypsi cuts C-term side of ER unless next residue is P
Humber of mass wvalues searched: 74

Humber of mass va
Sequence Coverag

1M ] E HD TTPS YVAFTDTERL
51
101
151
201
251 EDISENERLV
301 RFEELNWADLF
351 O
401
451
501
551
601

o

]

Sekil 4.16. 6 numarali spota ait spektrum, Mascot veritabani taramasi ve dizi eslesme sonuglari.
a) Ornegin peptid kiitle parmakizi spektrumu (MALDI-TOF MS), b) Mascot veritabani1 tarama
sonuclart (Mowse skoru ve olasi proteinler), ¢) Olasi proteinle dizi eslesme sonuclart
(Eslesen peptidler kirmizi renkle isaretlenmistir)
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a
b}
Probability Based Mowse Score
Protein score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Protein scores greater than 57 are significant (p<0.05).
.
810 \ N
= \
o
&
o Ssﬁs% %&
T
i el
2s L R R R
R
NS \
NN \
,LNRNRNNNsNN & Rs
30 i iy
Probahility Based Mowse Score
Index
Accession Score Description
1. HSPTC CRIGR 54 Heat shock cognate 71 kDa protein Q5
2. HSETC _MOUSE 52 Heat shock cognate 71 kDa protein 05
3. HSPTC RAT 52 Heat shock cognate 71 kDa protein Q5
4. HIP1 MCOUSE 48 Huntingtin-interacting protein 1 O5=Mus muscul 2
5. BIN1 RAT 44 Myc box-dependent-interacting protein 1 OS5=Rattus nor
6. GRE7S5 BAT 44 Stress-70 protein, mitochondrial (O5=Rattus norve
7. S¥CP1 MCUSE 43 Synaptonemal complex protein 1 05=Mus musculus
6. VE26A MCUSE 42 Vacuolar protein sorting-associated prote
9. VE26A RAT 42 Vacuolar protein sorting-asscociated protein 264 O5=Rattus norve
10. TTC1é MCOUSE 41 Tetratricopeptide repeat protein 16 053=Mus musculu
<) Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)

Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P
Number of mass wvalues searched: 106

HNumber of mass wvalues matched: 14

Sequence Coverage: 21%

Matched peptides shown in Bold Red

1 MSKGPAVGID L
51 IGDRRKNGVA
101 PRVQVEYHGE
NDSQRQATHD
GGGTED

YVAFTDTERL

I PIEQIQTFTIT ¥5
VPQIEVIFDI

Sekil 4.17. 8 numarali spota ait spektrum, Mascot veritabani taramasi ve dizi eslesme sonuglari.
a) Ornegin peptid kiitle parmakizi spektrumu (MALDI-TOF MS), b) Mascot veritaban1 tarama
sonuglart (Mowse skoru ve olasi proteinler), ¢) Olasi proteinle dizi eslesme sonuglari
(Eslesen peptidler kirmizi renkle isaretlenmistir)
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a)
LJ' 'kﬁll-i‘.‘-—* ™ i "
b)
Probability Based Mowse Score
Protein score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Protein scores greater than 37 are significant (p<0.05).
w9 o
210 R \
.
: (RE
£ 88
N
§ § § §\\ 8
iR
o JORRRRRRR R AN :
30 i 50 )
Probability Based Mowse Score
Index
Accession Mass Score Description
11. GHN MCUSE 152438 43 Tetratricopeptide repeat protein GHN OS=Mus musculus GN=Gnn P
12. PEMD6 MOUSE 45732 42 265 proteasome non-ATPase regl v 5
13. CBS BAT 62157 42 Cystathionine beta-synthase 0O3=Rattus norvegicus &
14. FUT1D MOUSE 56241 41 1,3)-fucosyltransferase 10 05 1
15. GASE RAT 8382 40 rest—-specific protein § G
16. GRETS CRIGR 73370 40 protein, mitochondrial O
17. GRETS RAT 74097 3% Stress-T70 protein, mitochondrial O3=Rattus norvegicus GN=Hspa® PE=1
18. GSHE MCOUSE 52442 38 Glutathione synthetase 05=Mus musculus GN=Gs=s PE
19. TM186 MCOUSE 24952 38 Transmembrane protein 186 05=Mus masculus GN=TmemlE&
20. VPS53 MOUSE 95218 38 Vacuolar protein sorting-associated protein 53 homolog 05=Mus musculus GN=Vps5
C) Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)

Cleavage by Tryp : cuts C-term side of ER unless next residue is P
Number of mass values searched: 78
Number of mass values matched: 10

Sequence Coverage: 17%

Matched peptides shown in Bold Red

RLVGITASRS PARARHQDGW NGLSHEVERF

VIRRDYLSER

LMEMEETAEN
NEFTL LY

LNVLEV
; THNGD TFLGEEDFDQ 2
ALERAKCELS SSVQIDINLP LNMKLTRAD

RTIAPCQRAM QDRI ( T R Q

R NTTIPTEESQ VESTRARDGQT
APRGVPQIEV TFDIDANGIV E
MVENL

Sekil 4.18. 9 numarali spota ait spektrum, Mascot veritabani taramasi ve dizi eslesme sonuglari.
a) Ornegin peptid kiitle parmakizi spektrumu (MALDI-TOF MS), b) Mascot veritaban1 tarama
sonuglart (Mowse skoru ve olasi proteinler), ¢) Olasi proteinle dizi eslesme sonuclar
(Eslesen peptidler kirmiz1 renkle isaretlenmistir)
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Protein eslesmesinde sadece peptid kiitle parmakizi sonuglari degil, aynt zamanda
peptidlerine ayrilan proteinin yaklagik molekiil agirlig1 ve izoelektrik noktasi da dikkate
alindi. Peptid karisiminin hangi protein olabilecegine dair elde edilen verilerde, sadece
istatistiksel olarak onemli skorlar degerlendirildi. Kesilen 20 protein spotundan sadece
13 tanesi MASCOT veri tabaninda yapilan taramalarda belirlenebildi. Diger 7 protein
icin elde edilen piklerle eslesen, dogru molekiil agirlig1 ve izoelektrik noktasina sahip
olas1 proteinler saptanamadi. Mascot analizleri yapilan 13 spottan 5 tanesi (3, 5, 6, 8 ve
9 numarali protein spotlari) 6zellikle sicanlardaki Hsp70’lerle yiiksek derecede eslesme
gosterdi. Peptid kiitle spektrumlar1 degerlendirilen tim Orneklere ait sonuglar Tablo

4.2’de verildi.

Tablo 4.2: MASCOT peptid kiitle parmakizi tarama sonuglar*

Protein Giris ad1 Protein ad1 Molekiil pl Peptid  Dizi benzerligi
spotu agirh@ sayis1 yiizdesi/skor
(Da)

1 DNAK_MANSM  Hsp 70 (E.coli) 68468 4,74 159 %22 /30

3 156581 Molekiiler saperon 73984 5.87 112 %31 /133
Grp75 prekiirsorii

5 S31716 Molekiiler saperon 70884 5.43 115 %36 /117
Hsp72-ps1

6 A45935 Molekiiler saperon 71021 5.37 78 %25 /80
Hsc70

8 HSP7C_RAT Hsc71 71055 5.37 128 %21 /52

9 GRP75_RAT Mitokondriyal Grp75 74097 5.97 73 %17 /39

12 TPM4_RAT Tropomiyozin alfa-4 28549 4.66 42 %29 /35
zinciri

13 CRBA1_MOUSE  Beta-kristalin Al 23843 5.96 116 %26 /24

15 SLD5_RAT DNA replikasyon 25159 51 102 %29 /22
kompleksi GINS
protein

16 Q6TXH1_RAT LRRGT00028. 25320 5.05 133 %29 /26

17 FRIH_FELCA Ferritin agir zinciri 21392 5.53 155 %52 /52

19 GDIR1_RAT Rho GDP-ayirici 23450 5.12 79 %30 /48
inhibitor 1

20 STX7_RAT Sintaksin-7 28965 5.12 66 %17 /16

* Siganlardaki Hsp70 ailesiyle yiiksek benzerlik gosteren proteinler gri alanda gosterilmistir

Daha once yliksek sicaklikla indiiklendigi Western blot analizleriyle belirlenmis olan
Hsp72 (Hsp70)’ye ait bulgu, 2-D jel elektroforezi ve MALDI-TOF MS bulgulariyla
dogrulandi. Bunun da 6tesinde MS sonuglari, Grp75 prekiirsorii, Hsc70, Hsc71 ve
Grp75’in de anlatimlarinda artislar oldugunu ortaya koydu.
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5. TARTISMA VE SONUC

Giliniimiizde kanserli hiicrelerle yapilan pek ¢ok c¢alisma sonucunda, anlatim
diizeylerinde farkliliklar olan stres proteinlerinin, hem teshiste hem de tedavinin
izlenmesinde ‘“biyomarker” olarak kullanilabilecekleri bildirilmistir (Oesterreich ve

dig., 1993; Kai ve dig., 2003; Capello ve dig., 2003; Ryu ve dig., 2003).

Ozellikle Hsp70’in asir1 anlattmmin meme kanserinde, endometriyal serviks kanserinde
ve hepotoseliilar karsinomda zayif prognoz ve tedaviye direng ile iligkili oldugu
saptanmistir (Chuma ve dig., 2003; Sarto ve dig., 2000; Takashima ve dig., 2003). Bu
proteinlerin anlatiminin meme kanserinde basarisiz tedavinin gostergesi oldugu ortaya
konulmustur (Ciocca ve dig., 1993). Indiiklenebilir Hsp72’nin asir1 anlatimimnin
radyasyonun kanser hiicreleri iizerindeki Oldiiriicii etkisini ortadan kaldirdigi

gosterilmistir (Lee ve dig., 2001).

Hsp27°nin asir1 anlatimi ise, hepatoseliiler karsinomda zayif prognoz ile iligkili olup,
histolojik derecelendirmede 6nem tasimaktadir (Sarto ve dig., 2000). Cornford ve dig.
(2000), prostat kanserinde Hsp27 anlatimimin arttifim1 saptamislardir. Bu nedenle
arastiricilar, Ozellikle prostat kanserli hastalarda Hsp27 hedefli yeni terapotik
yaklasimlarin gelistirilmesi gerektigini ve boylece saldirgan malignant fenotipin tedavi
edilebilecegini vurgulamiglardir. Hsp27 anlatimindaki artis, meme kanseri gibi baska
kanser hiicrelerini de tedaviye direncli hale getirmektedir (Calderwood, 2007;
Calderwood ve Ciocca, 2008). Yapilan calismalar, Hsp27 anlatimimin kanser
hiicrelerinin CDDP (Oesterrich ve dig., 1993), Dox (Garrido ve dig., 1996), vinkristin
(Verrlis ve dig., 2006) ve paklitaksel (Rocchi ve dig., 2004) gibi antikanser ilaglara
kars1 direncini artirdigin1 gostermistir. Testis ve kolorektal kanser hiicrelerindeki CDDP
ve Dox direncinin, Hsp27’nin asir1 anlatimi ile gelistigi bilinmektedir (Yamamoto ve
dig., 2001). Hsp27’nin metastaz olusumunda arttif1 proteomik analizlerle de ortaya
konulmustur. Hepatokarsinomlarda yapilan bir ¢aligmada, tiim metastatik dokularda

(metastatik olmayan dokularla karsilastirildiginda) Hsp27’nin asir1 anlatim yaptigi
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goriilmistiir (Song ve dig., 2006). Benzer sonuclar gastrik kanserde de elde edilmistir

(Cehn ve dig., 2004).

Hiicrede anlatimlar1 artan Hsp’lerin, kanser hiicrelerini terapiye direncli hale getirdigini
ortaya koyan bagka caligsmalar da vardir (Oesterreich ve dig., 1993; Nylandsted ve dig.,
2000; Yamamoto ve dig., 2001). Ornegin, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde
Hsp70 ve Hsp27 asir1 miktarlarda sentezlenmekte ve bu durum hiicrelerin Dox,
aktinomisin D ve amfoterisin gibi uygulamalara karsi hiicrenin diren¢ kazanmasini
saglamaktadir (Ciocca ve dig., 1982; Shen ve dig., 1987; Rice ve Hahn, 1987; Hahn ve
Li, 1990). Hsp’lerin yan1 sira ¢oklu ilag direnci proteinlerinin anlatimlariin artmasi,
bir¢cok kanser tiiriinde kemoterapi ajanlarina karsi direng gelismesine yol agmaktadir
(Gottesman ve Pastan, 1988). Tang ve dig. (2005), prostat kanseri hiicre hatlarinda 1s1
soku uygulamasi ve radyoterapi sonrasinda, Hsp ve HSF’lerin (1s1 soku faktdrlerinin)
anlatimlarini incelemisler ve bu proteinlerdeki artisin, tedavinin etkinligini diistirdiiglini

ortaya koymuslardir.

Hsp’ler ve tedavi etkinligi arasindaki bu iliski nedeniyle, kanser tedavisinde artik
Hsp’lerin baskilanmas1 da stratejik hedefler arasindadir. Antisens oligoniikleotid
uygulamalar1 bu proteinleri baskilayarak tiimoér hiicrelerinin apoptoza gitmesini
saglamistir (Jones ve dig., 2004). Hsp27’nin anlatimini azaltmaya yonelik ¢aligmalardan
birinde kullanilan antisens teknolojisiyle, HeLa hiicrelerindeki Hsp27 anlatimi %40
oraninda azaltilmis ve bu hiicrelerin apoptotik indiikleyicilere duyarli hale gelmesi
saglanmistir (Paul ve dig., 2002). Benzer bir yaklasimla Hsp27 indiiksiyonunun
baskilanmasi, prostat kanseri hiicrelerinin tiimdr olusturma potansiyelini azaltmakta ve
hiicrelerin paklitaksel gibi antikanser ilaglara duyarliligini artirmaktadir (Rocchi ve dig.,
2004). Kanser hiicrelerinde Hsp anlatim1 veya fonksiyonu hedeflenerek tedavide yeni
bir strateji ortaya konulabilirse ve bu strateji basarili olursa, 6zellikle Hsp anlatimlarinin

arttig1 bilinen kanser hiicrelerinin yok edilebilecegi one siiriilmektedir (Tang ve dig.,
2005).

Hsp anlatiminin arttig1 bilinen kanser tiirlerinden biri de beyin tiimorleridir. Genelde
glioma olarak adlandirilan beyin tliimorlerinin, cerrahi midahale, radyoterapi ve

kemoterapi ile tedavi edilmeleri olduk¢a zordur ve hastalar tedavi edilse bile yasam
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stireleri en fazla 5 yil uzatilabilmektedir (Oghaki ve Kleihues, 2005; Brandes ve dig.,
2008; Gottardo ve Gajjar, 2008).

Yetigkin kanser hastalarinin yaklasik % 2’sinde bulunan beyin tiimdrlerinin biiyiik bir
kismint (% 80-85) malignant gliomalar olusturmaktadir (Catt ve dig., 2008). Amerikan
Kanser Toplulugu (“American Cancer Society”, ACS) ABD’de her yil 20.000’den fazla
insanin beyin tiimorleri nedeniyle 6ldiiglinii bildirmektedir. Bu tiimérlerin tedavisinde
radyoterapi, ¢esitli sitotoksik ilaclarla kemoterapi, anti-anjiyojenik terapi ve molekiiler
terapiler kullanilmaktadir (Brandes ve dig., 2008 ; Kreisl, 2009). Fakat gliomalar,
radyoterapi ve kemoterapiye yiiksek diren¢ gosterdikleri i¢in tedavi sonrasinda da
Olimciil olan timor tiplerindendir. Kemoterapik ilaglarin  hiicre 6limiinii
gerceklestirememesinin en 6nemli sebebi, kan-beyin bariyerini gegcememeleridir (Kreisl,
2009). Beyin timorii tedavisinde bu engeli agsmak amaciyla, ilacin istenilen bolgeye
yonlendirilmesini saglayan Rickham-rezervuari gibi kateterler kullanilmakta ve ilaglar
(doksorubisin, vinkristin vb.) bu kateterlerden uygulanmaktadir (Jeremias ve dig.,

2004).

Yapilan bir calismada glioblastoma hiicrelerindeki Hsp27 anlatiminin, saglikli beyin
dokularina gore daha fazla oldugu gosterilmis ve anlatimdaki bu artisin, glial tiimoriin
malignansi derecesi ile iligkili oldugu ortaya konulmustur (Zhang ve dig., 2003;
Sherman ve Multhoff, 2007). Diger bir caligmada, 52 glioblastoma multiformlu (IV.
derece), 13 anaplastik astrositomali (IIl.derece), 10 astrositomal1 (II. derece) hastaya ait
ve 10 normal bireyden alinan beyin dokusunun proteinleri karsilastirilmis, sonugta bir
grup proteinin farkli sekilde anlatim yaparak tiimoriin histolojik derecelendirilmesinde
etkili oldugu goriilmiistiir. Yapilan ¢aligmada 65 hastanin 37°sinde Hsp27°nin, 48’inde
Grp78 ve prohibit (saperon protein)’in arttig1 belirlenmistir. Hsp27, Grp78 ve prohibitin

tiimoriin derecesini yansittigl ortaya konulmustur (Iwadate ve dig., 2004).

Diger taraftan, cesitli norodejeneratif hastaliklarla iliskileri oldugu (Mackie ve Aitken,
2005; Layfield ve dig., 1996; Ostrerova ve dig., 1999) ve sinir hasari, patojenler,
hipoksi ve metabolik stres gibi i¢ ve dis strese kars1 yanit olarak indiiklendigi (Bae ve
dig., 2003) bilinen 14-3-3 proteinlerinin de kanserle iliskili olabilecegi ongoriilmektedir.

Nitekim 14-3-3 ¢ izoformunun mide, agiz ve akciger kanserinde asirt anlatim yaptigi ve
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timor gelisiminde direng sagladigi belirlenmistir (Jang ve dig., 2004; Matta ve dig.,
2007; Li ve dig., 2008). Gliomalarda, 14-3-3 B izoformunun anlatiminin arttig
gosterilmistir (Liang ve dig., 2009). Akciger kanseri hiicrelerinde yapilan ¢aligmalarda,
ozellikle 14-3-3 £ izoformunun agir1 anlatim yapmasinin radyoterapinin ve kemoterapik
bir ajan olarak kullanilan CDDP’nin etkinligini azaltti§1 ortaya konulmustur (Qi ve
Martinez, 2003; Fan ve dig., 2007). Drosophila hiicreleri tizerinde yapilan bir
calismada, yiiksek sicaklik uygulamasmin bu hiicrelerdeki 14-3-3 proteinlerinin
anlatimlarimi artirdigr ve bu islemde HSF’lerin rol oynadigi ortaya konulmustur (Yano,
2006). Bu calismalarda o6zellikle 14-3-3 £ formunun molekiiler saperon aktivitesine

dikkat ¢ekilmektedir.

Buraya kadar 6zetlenen literatiir bilgilerinin 1s181nda, kanser hiicrelerinin kemoterapik
veya radyoterapik direncini artiran Hsp’lerin ve 14-3-3 proteininin anlatimini azaltacak

yeni ilaglarin kesfiyle tedavide basarinin artirilabilecegi anlagilmaktadir.

Kanser tedavisinde tibbi bitkilerin kullanimi uzun bir ge¢mise sahiptir. Su anda
kullanilan antikanser ajanlarmin %60°tan fazlasi bitkiler, su organizmalar1 ve
mikroorganizmalar gibi dogal kaynaklardan elde edilmektedir (Cragg ve Newman,
2006). Bitkisel bir drog olarak genis kullanim alani bulunan Viscum album’un kanser
tedavisinde kullanilma potansiyeli olduk¢a yiiksektir. Bitkinin antikanser aktivitesi ile
ilgili caligmalar ya ekstrenin farkli kanser hiicre hatlar1 iizerine uygulanmasi1 ya da
dogrudan kanser hastalarina enjekte edilmesi yoluyla yiiriilmektedir (Knopfl-Sidler ve
dig., 2005; Kienle ve dig., 2009). Ovaryum ve meme kanserli hastalar {izerinde yapilan
klinik ¢alismalar, farkli konake¢1 agaglar iizerinde yasayan Viscum album bitkilerinden
hazirlanmis ticari ekstrelerin tedavide etkili oldugunu ortaya koymustur (Kienle ve dig.,
2009). Yapilan literatiir taramalarinda, Viscum album ekstrelerinin glioma hiicreleri
tizerindeki etkisini inceleyen bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Ayrica stres proteinlerinin

anlatimini nasil etkiledigi bugiine kadar hi¢ arastirtlmamustir.

Bu ¢alismanin ana hedefi, ¢esitli ekstrelerinin antitiimér aktivitesi in vivo ve in vitro
tekniklerle ortaya konulmus tibbi bir bitki olan Viscum album’dan hazirlanan metanol

ekstresinin, C6 si¢an glioma hiicre modelinde Hsp27, Hsp70 ve 14-3-3 protein
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anlatimlarmi etkileyip etkilemedigini ortaya koyarak beyin tiimdrlerinin tedavisinde

kullanilma potansiyeline iliskin molekiiler veriler elde etmektir.

Bir ilag ya da baska herhangi bir maddenin hiicre tizerindeki etkisini arastirirken,
uygulamaninin hangi hiicre konsantrasyonunda ve hangi zamanda yapilacagin
belirlemek {izere, o hiicrenin logaritmik faz ya da duragan faza girdigi zaman aralif
(saat/glin) ve jenerasyon siiresi bilinmelidir. Bu nedenle baslangi¢ hiicre sayilar1 farkl
olan deney gruplar1 olusturulup, hiicrelerin jenerasyon siiresi belirlenmektedir
(Freshney, 2000). C6 glioma hiicrelerinin jenerasyon siiresini hesaplayabilmek ve
cogalma egrisini ¢izebilmek amaciyla olusturulan gruplara gore, baslangi¢ derisimi
5x10* hiicre/ml olan hiicrelerin logaritmik faza 1. giin, duragan faza ise 6. gin
gectikleri, baslangi¢ derisimi 1x10° hiicre/ml olan hiicrelerin ise logaritmik faza yine 1.
giin girdikleri, duragan faza ise 4. giin gectikleri saptanmistir (bkz. Sekil 4.1). Elde
edilen grafiklerden C6 glioma hiicrelerinin jenerasyon siiresinin yaklagik 22 saat oldugu
belirlenmistir. Bu sonu¢ diger literatiir bilgileriyle de uyum gdstermektedir (Barba ve

dig.,1999).

Calismanin ikinci asamasinda daha onceki arastirmalarimizda en yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugu belirlenmis olan (Onay, 2002; Onay-Ucar ve dig., 2006)
thlamur agaci tizerinde yetisen Viscum album bitkilerinden hazirlanmig metanol
ekstresinin, C6 sigan glioma hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksik etkisi MTT [“3-(4,5-
dimetiltiazol-2,5-difeniltetrazolium™)] analizi ile degerlendirilmistir. Yapilan analizler
sonucunda, canli hiicre sayisint %50 disiiren ekstre konsantrasyonun 270 pg/ml
(IC50=270 pg/ml) oldugu belirlenmistir. C6 glioma hiicrelerine 25 pg/ml, 50 pg/ml ve
75 pg/ml derisimlerinde uygulanan ekstrelerin, proliferatif etki gosterdigi saptanmigtir.
Hiicreler iizerinde herhangi bir toksik ya da proliferatif etki géstermeyen ekstre dozunun
100 pg/ml oldugu belirlenmis ve daha sonraki biitiin analizlerde hiicrelere, bu dozda
ekstre uygulamasi yapilmistir. Anlatim diizeyleri arastirilacak olan Hsp27, Hsp70 ve
14-3-3 proteinleri 1s1 soku ile indiiklenmis ve Viscum album ekstresinin bu indiiksiyon

tizerindeki etkisi ¢esitli proteomik tekniklerle incelenmistir.

Immiinolojik analiz sonuglar1 (Western blot verileri) degerlendirildiginde, 1s1 soku

(42°C’da 1 saat inkiibasyon) uygulamasmin hiicredeki Hsp27 ve Hsp70 anlatimim
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belirgin sekilde artirdigi goriilmiistiir (bkz. Sekil 4.5 ve Sekil 4.6). Kontrol grubu
hiicreler ile Viscum ekstresi uygulanan hiicrelerde (VE) ise, Hsp27 anlatiminin hemen
hemen ayni ve diger gruplara gore daha diisiik oldugu gézlenmistir. Is1 soku uygulamasi
Hsp27 anlatimini % 40 oraninda artirmis, ekstre uygulamasi yapildiktan sonra 1s1 soku
uygulanan hiicrelerde (VE+Is1 soku) ise anlatiminin azaldigr saptanmistir. Hsp70,
Kontrol ve VE gruplarinda ¢ok diisiik diizeyde belirlenmis, ancak 1s1 soku uygulamasi
ile indiiklenmistir. Ekstre uygulandiktan sonra 1s1 soku uygulanan gruptaki indiiksiyon
ise ¢cok daha (~%100) yiiksektir. Zhang ve dig. (2001) tarafindan yapilan bir ¢aligmada
da benzer bir sonug elde edilmis, C6 hiicrelerinde Hsp70 anlatiminin yiiksek sicaklikla

benzer oranlarda arttig1 belirlenmistir.

Yapilan bazi ¢alismalarda, ¢esitli antioksidanlarin Hsp anlatimindaki artis1 6nleyebildigi
bulunmustur. Is1 soku uygulanan HL-60 hiicre hattina, antioksidanlar [pirolidin
ditiyokarbamat (PDTC) ve 1,10-fenantrolin (Phen)] uygulandiginda Hsp27 ve
Hsp72°nin indiiksiyonunun azaldigi saptanmistir (Gorman ve dig., 1999). Yapilan
calismalar antioksidan aktiviteye sahip bir bitki flavonoidi olan kersetinin, prostat
kanseri hiicrelerinde 1s1yla indiiklenen Hsp70 anlatimini baskiladigini ortaya koymustur
(Kagaya ve dig., 2000; Asea ve dig., 2001; Jones ve dig., 2004). Bu bulgular
antioksidan aktiviteye sahip baska maddelerin de Hsp indiiksiyonunu baskilama

potansiyeli olabilecegini isaret etmektedir.

Dolayisiyla yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu daha oOnceki caligsmalarda
gosterilmis olan (Onay, 2002; Onay-Ucar, 2006; Simona ve dig., 2008) V. album
bitkisinden elde edilen metanol ekstresinin 1s1 soku ile indiiklenen Hsp27 anlatimim
%50 oraninda azaltmasi beklenen bir sonuctur (bkz. Sekil 4.5). Ancak ekstre Hsp70
tizerinde tam tersi bir etki ortaya koymustur. Bu farkliligin metanol ekstresindeki
degisik bilesenlerden kaynaklandig diistiniilmektedir. Mevsimsel olarak degisen oranda
flavonoid, ozellikle kersetin ve kamferol icerdigi bilinen (Wollenweber ve dig., 2000;
Duke, 1987) bu bitki, heniiz tanimlanmamis bir mekanizmayla Hsp anlatimini

indiikleyen baska madde(ler) igeriyor olabilir.

Diger taraftan, norodejeneratif hastaliklar ve ¢esitli kanser tiplerinde rolii olan 14-3-3

proteinlerinin anlatim diizeylerine iligkin analizler, Is1 soku ve VE+Is1 soku gruplarinda,
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bazi izoform anlatimlarinin kontrole gore belirgin farkliliklar ortaya koydugunu
gOstermistir. Viscum uygulamasi sadece y izoformunda indiiksiyona yol acarken, 1s1
soku B, y ve € izoformlarini indiiklemistir. B ve { izoformlarindaki bu indiiksiyon,
Viscum album ekstresi tarafindan baskilanmistir (Sekil 4.8). Viscum ekstresi ile islem
gordiikten sonra 1s1 soku uygulanan hiicrelerde f ve ( izoformlarinin ekspresyon
diizeyleri kontrol gruplarinin da altina diismiistiir (Sekil 4.8 a ve e). Bu etki oldukca
anlamlidir. Ciinkii 6zellikle 14-3-3 £ izoformu mide, agiz ve akciger kanserinde asiri
anlatim yapmakta ve timor gelisiminde direng saglamaktadir (Jang ve dig., 2004; Matta
ve dig., 2007; Li ve dig., 2008). Ayrica akciger kanseri hiicrelerinde yapilan ¢aligsmalar,
14-3-3 ¢ izoformunun asir1 anlatim yapmasinin radyoterapinin ve kemoterapinin
etkinligini azalttigin1 ortaya koymustur (Qi ve Martinez, 2003; Fan ve dig., 2007).
Bununla birlikte son dénemde 14-3-3 $ izoformunun anlatiminin gliomalarda arttigi
gosterilmistir (Liang ve dig., 2009). Dolayisiyla 14-3-3 B ve C izoformlarinin etkin bir

sekilde baskilanmasi, kanser tedavisinde yeni bir acilim getirebilir.

Antioksidan etki gosteren maddelerin Hsp anlatimini nasil etkiledigine dair bir¢ok
calisma bulunmaktadir. Ornegin, bir bitki flavonoidi olan ve ayn1 zamanda antioksidan
aktivitesi bilinen kersetin 6nemli bir Hsp inhibitoriidiir (Peng ve dig., 2000). Kersetinin,
prostat kanseri hiicrelerinde Hsp70 anlatimini baskiladig1 gosterilmistir (Jones ve dig.,
2004). Diger bir ¢alismada kersetinin HeLa hiicrelerinde 1s1 stresi ile indiiklenen Hsp27
ve Hsp70’in anlatimini baskiladig ortaya konulmustur (Jakubowicz-Gil ve dig., 2002).
Bu maddenin 1s1 soku faktoriiniin (HSF), 1s1 soku elementine (HSE) baglanmasin
engelleyerek Hsp anlatimini azalttigr bilinmektedir (Kagaya ve dig., 2000; Hosokawa
ve dig., 1990; Hosokowa ve dig., 1992; Asea ve dig., 2001). Nagai ve dig. (1995)
tarafindan yapilan bir ¢alismada kersetinin HSF trimerlerinin olusumunu engelleyerek
1s1 soku cevabini inhibe ettigi gosterilmistir. Hiicrelere kersetin uygulanmasi hiicreigi
HSF1 diizeyinin, 6zellikle konstitiitif olarak iiretilen fosforile formlarinin azalmasini
saglamakta (Nagai ve dig., 1995) ve DNA’ya baglanmasimi (Debes ve dig., 2003;
Dechsupa ve dig., 2007) engellemektedir. Kersetin sadece HSF1 aktivasyonunu degil,
ayni zamanda bir¢ok protein kinazin aktivitesini de inhibe etmektedir (Powers ve
Workman, 2007). Gorman ve dig. (1999) tarafindan yapilan ¢alismada HL-60 hiicre
hattina 1s1 soku uygulamasi yaparak stres proteinleri indiiklenmis ve bu hiicrelere

antioksidan uygulanarak Hsp27 ve Hsp72’nin belirgin bir sekilde azaldig1 gosterilmistir.
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Perez-Garcia ve dig. (2001) tarafindan yapilan ¢alisma sonucunda antioksidan aktivite
gosteren bitki ekstrelerinin Hsp72 anlatimini azalttigi ortaya konulmustur. Zanini ve
dig. (2007) tarafindan noroblastoma hiicreleri ve Edwing sarkoma hiicreleri {izerinde
yapilan c¢alismada, 1s1 soku sonucu indiiklenen stres proteinlerinin hiicrenin Dox
direncini artirdigi, fakat kersetin uygulamasi sonucu bu proteinlerin anlatimlarinin

azaldig1 ve hiicrelerin ilaca daha duyarli hale geldigi gosterilmistir.

Buna karsin dogal bir triterpen olan kelastroliin HSF1°1 aktiflestirerek Hsp70 sentezini
artirdigi bilinmektedir (Westerheide ve dig., 2004). Streoid yapida olmayan bazi anti-
inflamatuvar (aspirin, indometasin ve sodyum salisilat gibi) ilaglarin da HSFI
trimerizasyonunu uyararak, hsp genlerini indiikleyici olarak rol oynadiklari
bilinmektedir (Lee ve dig., 1995). Bu calismada V. album ekstresindeki bir bilesen

benzer bir mekanizmayla Hsp70 indiiksiyonuna yol agmis olabilir.

Morris ve dig. (1996) tarafindan yapilan bir ¢alismada herbimisin-A, benzokinoid
ansamisin antibiyotigi ve tirozin kinaz inhibitérii gibi molekiillerin Hsp70’in sentezini
engelledigi, fakat hiicrenin letal 1s1 stresine karsi direncini saglamak amaciyla
transkripsiyonunu artirdigr hsp90, hsp60, hsp27 ve grp78 gibi diger genleri etkiledigi
gosterilmistir. Dolayisiyla mekanizmasi heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte
ekstredeki bilesen(ler) Hsp27’nin baskilanmasina neden olurken, ayni anda Hsp70

indiiksiyonuna yol agmis olabilir.

Bu calismada elde edilen veriler, farkli Hsp’lerin, aym ekstreye karsi farkli cevap
verilebilecegini, dolayisiyla birden fazla diizenlenme mekanizmasinin var olabilecegini

ortaya koymustur.

Stres proteinleri hiicrede canlilik ve oOlim yollarinda diizenleyici rolleri olan
proteinlerdir. Stresle indiiklenebilen bazi Hsp’lerin (6zellikle Hsp27 ve Hsp70)
hiicreleri apoptoza ve nekroza kars1 koruduklart gosterilmistir (Quigney ve dig., 2003).
Yapilan ¢alismalarda, hsp27 geninin asir1 anlatiminin 6liimciil 1s1 sokuna karsi, hiicreye
gecici direng kazandirdigi ve aktin filamentinin kararliliginini artirdigini gosterilmistir
(Landry ve dig., 1989; Lavoie ve dig., 1993; Dalle-Donne ve dig., 2001). Hsp27,

termotolerans olarak adlandirilan bu stres yanitinda mitokondrileri sabitliyor olabilir
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(Quigney ve dig., 2003). Hiicrede Hsp anlatiminin artmast apoptozun baskilanmasi ile
de iliskilidir (Mehlen ve dig., 1996b). Pulmoner endotel hiicrelerinde Hsp70’in asir
anlatiminin, endotoksinleri indiikledigi ve apoptozu azalttigi gosterilmistir (Wong ve
dig., 1996). Bu baskilama prokaspaz-3’iin aktif kaspaz-3’e donilisiimiiniin durdurulmasi
ile saglanmaktadir (Mosser ve dig., 1997). Proapoptotik sinyaller (Fas gibi), HSF1
hiperfosforilasyonu olmadigi icin 1s1 soku sirasinda HSF1-DNA baglanmasini
azaltmaktadir (Snoeckx ve dig., 2001). Bu proteinlerin, farkli asamalarda kaspazlara
engel olarak apoptozu inhibe ettikleri gosterilmistir (Quigney ve dig. 2003; Bruey ve
dig., 2000a). Nekrozdan hiicrenin nasil korunduguna dair mekanizma heniiz tam olarak
bilinmemekle birlikte, Hsp27’nin hiicresel redoks olayinda rol oynadigi (Mehlen ve
dig., 1995) ve ATP azalmasinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan hiicresel hasarin
onlenmesinde is gordiigi saptanmistir (Kabakov ve Gabai, 1995). Hsp27 ve Hsp70’in
antiapoptotik etkileri mitokondriden sitokrom C salinimi, apoptozom olusumu ve
kaspaz aktivasyonu ile iligkilendirilerek ag¢iklanmaktadir (Bruey ve dig., 2000a;
Concannon ve dig., 2001). Bu nedenle Viscum ekstresinin Hsp27 anlatimini baskilayict

etkisi, C6 hiicrelerinde apoptoz indiiksiyonuna yol agabilir.

Yapilan proteomik analizlerde hem molekiil agirliklarina hem de izoelektrik noktalarina
gore Hsp27, Hsp70 ve 14-3-3 proteini olma olasig1 yiiksek Kontrol, VE, Is1 soku ve
VE+Is1 soku grubu hiicrelerin suda ¢dziinebilen proteinleri iki boyutlu elektroforezle
ayristirilarak incelendiginde, ozellikle molekiil agirligi 65-80 kDa arasinda olan
proteinlerin anlatimlarinin 1s1 stresi uygulamasi ile belirgin sekilde arttig1 belirlenmistir.
Bu proteinlerin peptid kiitle piklerini elde etmek tizere MALDI-TOF MS analizleri
yapildiktan sonra, gergeklestirilen veritabani taramalarinda Hsp70 olma olasilig1 yliksek
5 tanesi Mowse skoru, molekiil agirligi ve izoelektrik noktalarina gore belirlenmistir.
Western blot analizleri sonucunda 1s1 soku ile indiiklendigi belirlenen Hsp70’in, 2-D
elektroforez bulgulari ve MALDI-TOF MS verileri de bu indiiksiyonu dogrulamistir. Is1
soku Hsp70’in yani sira Grp75 prekiirsorii, Hsc70, Hsc71 ve Grp75 anlatimlarim1 da
artirmigtir. Bu sonuglar hiicrelerin stres yanitinda bu proteinlerin de roliiniin

olabilecegini gostermektedir.

Tez kapsaminda yapilan bu ¢alisma sonucunda, antioksidan etkisi bilinen Viscum album

metanol ekstresinin, beyin tiimoérlerinde anlatimlari belirgin bir sekilde artan 6zellikle
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Hsp27, 14-3-3 3 ve 14-3-3 ¢ proteinlerini baskilamak amaciyla kullanilabilecegi ortaya
konulmustur. Ancak Hsp70 indiiksiyonu da gbzardi edilmemelidir. V. album ekstresinin
z1it yondeki bu etkilerinin, igerigindeki farkli kimyasal bilesenlerden ileri geldigi
diistiniilmektedir. Hsp anlatimlarinin azalmasina yol acan ekstre, hiicrelerin apoptoza
gitmesini ya da ilag¢ direncinin azalmasini saglayabilir. Buna karsin bazi maddeler,
HSF1 iizerinden Hsp70 indiiksiyonuna yol a¢maktadir. Bu tip maddelerin ekstrede
bulunup bulunmadigi mutlaka aragtirilmalidir. Ekstrenin C6 glioma hiicrelerinin bazi
stres proteinlerini baskilayict etkisinin olmasi, beyin tiimdrii tedavisine yeni bir
yaklagim getirebilir. Ozellikle kanser hiicrelerinde Hsp ve 14-3-3 protein anlatimlarinin
azalmasi, kemoterapinin tedavi edici etkisini artirabilir veya hastalara daha diistik dozda
kemoterapi ajanlarmin verilmesini saglayarak, uygulanan ilaclarin yan etkilerinin

azaltabilir.
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