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OZET

Okratoksin A (OTA) bosaltim organlarina ait tlimérlerin ve Balkan Endemik
Nefropati’nin nedeni oldugu diisiiniilen bir mikotoksindir. Hayvan deneylerinde
OTA karsinojenitesi acik¢a gosterilmis olmasina ragmen, OTA tesvikli karsinogenez
mekanizmalar1 tam olarak aydmlatilamamistir. Bu nedenle, in vitro bir sistem
kullanilarak OTA tesvikli karsinogenez ve toksisite mekanizmalarinin ortaya
cikarilmast hedeflenmistir. Calismanin ilk boliimiinde, molekiiler biyolojik teknikler
kullanilarak OTA etkisi altindaki sinyal yolaklarmin aktivasyon durumlari
aragtirilmistir. Insan proksimal tiibiil epitel (HK-2) hiicrelerinde OTA’ nin doz- ve
zaman-bagiml olarak PI3K/Akt ve MEK/ERK1-2 sinyal yolaklarinin uzun stireli
aktivasyonunu tetikledigi gosterilmistir. Ayrica, HK-2 hiicrelerinde OTA’ya cevaben
bu iki yolagin zit rollere sahip oldugu, OTA ile aktive edilen PI3K/Akt sinyal yolagi
hiicre sagkalimmi desteklerken, OTA tesvikli MEK/ERK1-2 sinyal yolaginin uzun
stireli aktivasyonunun apoptoza gotiirdiigli belirlenmistir. OTA muamelesi yapilan
hiicrelerde, ERK 1-2 aktivasyonunun kimyasal inhibisyonu ya da dominant-negatif ve
kinaz-inaktif MEK1’in asir1 ifadesi hiicre canliliginda artigla ve apoptotik hiicre
Olimiinde azalmayla sonuclanmigtir. PI3K/Akt sinyalinin Wortmannin ile
inhibisyonu OTA’nin hiicre canlilifina negatif etkisini ve apoptoz seviyelerindeki
artis1 daha da siddetlendirmistir. Ayrica, HK-2 hiicrelerinde, c-MET proto-onkogenti,
OTA tesvikli PI3K/Akt sinyal aktivasyonundan sorumlu olan fakat MEK/ERK1-2
aktivasyonundan sorumlu olmayan bir reseptor tirozin kinaz olarak tanimlanmistir.
Calismanin ikinci bolimiinde, LC-MS/MS analizi ile, OTA’nin renal toksisitesinin
mekanistik siireclerini daha iyi anlamak i¢in proteomik yaklasim kullanilmistir. OTA
muamelesi yapilan hiicrelerde 393 farkli protein tanimlanmistir. Bu proteinlerden 40

tanesinin ifadesinde artma, 56 tanesinin ifadesinde azalma oldugu tespit edilmistir

Anahtar Kelimeler: OKkratoksin A (OTA), HK-2 hiicreleri, PI3K/Akt,
MEK/ERKI1-2, sagkalim, apoptoz, karsinogenez, LC-MS/MS.



SUMMARY

Ochratoxin A (OTA) is a mycotoxin suggested to be a causative agent for
urethelial tract tumors and Balkan Endemic Nephropathy. Even though in animal
experiments the carcinogenicity of OTA has clearly been shown, the precise
mechanisms underlying OTA-induced carcinogenesis remain unclear. Therefore, it
was aimed to unearth the mechanism(s) of OTA-induced carcinogenesis and toxicity
utilizing an in vitro system. In the first part of this study, it was investigated the
activation status of the signaling pathways under OTA influence using molecular
biological techniques. It was demonstrated that OTA induced sustained activation of
the PI3K/Akt and MEK/ERK1-2 signaling pathways in a dose- and time-dependent
manner in human proximal tubule epithelial (HK-2) cells. Moreover, it was
demonstrated that these two pathways have opposite roles in response to OTA, while
OTA-activated PI3K/Akt signaling pathway supports cell survival, OTA-induced
sustained activation of the MEK/ERKI1-2 signaling pathway leads to apoptosis in
HK-2 cells. Chemical inhibition of ERKI1-2 activation or overexpression of
dominant-negative and kinase-dead MEK1 result in increased cell viability and
decreased apoptotic cell death in OTA-treated cells. Inhibition of PI3K/Akt signaling
with Wortmannin aggravated the negative effect of OTA on cell viability and
increased the levels of apoptosis. Furthermore, the ¢c-MET proto-oncogene was
identified as one of the upstream receptor tyrosine kinase responsible for OTA-
induced activation of PI3K/Akt signaling but not MEK/ERK1-2 activation in HK-2
cells. In the second part of this study, proteomics approach was employed to gain
further insight into the mechanistic processes of the renal toxicity of OTA using LC-
MS/MS analysis. A total of 393 distinct proteins were identified from which 40 were
upregulated and 56 were downregulated in OTA-treated cells.

Key Words: Ochratoxin A (OTA), HK-2 cells, PI3K/Akt, MEK/ERK1-2,

survival, apoptosis, carcinogenesis, LC-MS/MS.
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1. GIRIS

Gidalarda kontaminant olarak bulunan mikotoksinler ¢esitli hastaliklara neden
olmalar1 ve kanser riski tasimalari agisindan genis capta arastirma konusu
olmaktadirlar.  Mikotoksinler kiif mantarlar1 tarafindan iretilen ikincil
metabolitlerdir. Yenmeleri, solunmalar1 ya da cilde temaslar1 durumunda zararh
olabildikleri icin mikotoksinler abiyotik yani cansiz tehlike smifinda yer
almaktadirlar. Mikotoksinler ya hayvan yemlerine bulag sonucu ya da dogrudan
insanlar tarafindan yenen kontamine besinler yoluyla besin zincirine girerler. Besin
zincirine giren mikotoksinlerin, sindirim sonrasinda farkli organ ya da dokularda
birikimi ile sonuc¢lanabilir [Marin, 2013].

Okratoksin A (OTA) baslica Penicillium verrucosum, Aspergillus ochraceus ve
Aspergillus carbonarius kiif mantari tiirleri tarafindan iiretilen bir mikotoksindir.
Uziim, sarap, tahil ve tahil iiriinleri, bakliyat, kahve, kakao, baharat, kurutulmus
meyveler ve kuruyemisler gibi ¢ok genis capta besinde OTA kontaminasyonuna
rastlanmaktadir. Ayrica, hayvan yemlerinin OTA ile kontaminasyonu sonucunda
hayvanlarin kan serumunda, bobrek ve karaciger gibi yenilebilir sakatatlarinda OTA
kalintilar1 goriilebilmektedir [EFSA, 2006]. Uygun kosullarda saklanmayan tibbi
bitkiler ve bitki ¢aylarinda da OTA’nin varlig bildirilmistir. Test edilen insan kan
serumlari, bobrekleri ve insan siitii 6rneklerinin % 50-100’iinde OTA’nin varligi
gosterilmistir [Petzinger and Ziegler, 2000]. Eser miktarda olmasina ragmen, yiiksek
stabilitesi ve genis captaki besin kontaminasyonu nedeniyle insan populasyonu
stirekli olarak OTA’ya maruz kalmaktadir [EFSA, 2006].

OTA’nin sicanlarda ve erkek farelerde bobrek adenom ve karsinomlarini
arttiran renal bir karsinojen oldugu, ayrica farelerde karaciger tlimorlerini artirdig
gosterilmistir [NTP, 1989], [IARC, 1993]. insanlarda OTA’nin Balkan Endemik
Nefropati (BEN) hastaliginin patogenezi ve iiriner sistem tlimdrleri ile iligkili oldugu
diistiniilmektedir [Castegnaro, 2006]. OTA’nin nefrotoksik, nefrokarsinojenik ve
immiinotoksik oldugunu gosteren hayvan c¢alismalarindan elde edilen kanitlar
dogrultusunda, Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajansi (International Agency for
Research on Cancer, IARC) tarafindan OTA, olas1 insan karsinojeni (2B kategorisi)

olarak siniflandirilmistir [IARC, 1993].



OTA Kkarsinojenisitesi i¢in farkli etki mekanizmalar1 Onerilmektedir. Bir
yandan OTA’nin ve/veya olasi metabolitlerinin genotoksik maddeler oldugu ve
DNA’ya kovalent olarak baglanarak karsinogenezi tesvik ettigi Onerilirken, diger
yandan OTA’nin epigenetik mekanizmalarla tiimor olusumunu tetikleyen
“genotoksik olmayan” bir karsinojen oldugu savunulmaktadir [Dai et al., 2004],
[Faucet et al., 2004], [Jennings-Gee et al., 2010], [Arbillaga et al., 2007a]. Onerilen
epigenetik mekanizmalar arasinda, oksidatif stres ile iliskili DNA hasarn,
mitokondriyal fonksiyon bozukluklari, apoptozdan kagis, makromolekiil sentezinin
inhibisyonu ve sinyal ileti yolaklarinin yeniden diizenlenmesi yer almaktadir [Gautier
et al., 2001a], [Petrik et al., 2003], [Eder et al., 2000], [Braunberg et al., 1992],
[Marin-Kuan et al., 2007]. Yogun c¢alismalara ragmen, OTA’nin karsinogenezdeki

molekiiler mekanizmalar1 heniiz tam olarak aydinlatilamamuistir.
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve icerigi

Bu tez ¢alismasindaki amacimiz, OTA karsinojenisitesini molekiiler diizeyde
arastirmak ve proteomik temelli yaklagim kullanarak karsilastirmali olarak
incelemektir. Bu amagla, OTA muamelesi altindaki HK-2 insan bdbrek proksimal
tiibiil epitel hiicrelerinin kontrol grubu hiicrelerine gore protein ifadesindeki ve bazi
merkezi sinyal iletim yolaklarinin aktivasyonundaki farkliliklar Western blotlama ve
proteom analizi ile belirlenmistir. Gruplar aras1 kantitatif proteom farkliliklarinin
belirlenmesi icin LC-MS/MS yontemi kullanilmistir. Etkilenen sinyal ileti yolaklar
ve tanimlanan proteinlerin birlikte degerlendirilmesi sonucu OTA karsinojenitesinin
mekanizmalariin aydinlatilmasi amag¢lanmistir. Elde edilen veriler sonucu OTA’nin
hiicre i¢inde etkiledigi sinyal ileti yolaklarinin bir kismi tanimlanmistir. Bu sinyal
yolaklarinin OTA muamelesi altindaki gorevleri belirlenmistir. Calismada ilk kez
MEK/ERK1-2 sinyal ileti yolaginin HK-2 hiicrelerinde OTA tesvikli apoptoz i¢in
calistig1 gosterilmistir. Ayrica, OTA muamelesi altindaki hiicrelerin PI3K/Akt sinyal
yolaginin aktivasyonu ile apoptozdan kagis ve hayatta kalmayi1 basarabildikleri
belirlenmistir. OTA’nin PI3K/Akt yolaginin aktivasyonu i¢in ¢-MET reseptoriinii
aktive ettigi tespit edilmistir. Elde edilen veriler dahilinde, OTA’nin karsinojenisitesi
ile iligkili sinyal yolaklar1 belirlenerek, literatiiriin bu konudaki boslugu biiyiik

oranda kapatilmistir.



2. OKRATOKSIN A (OTA)

Ik kez 1965 yilinda Aspergillus ochraceus Wilh.’ten izole edilerek toksik bir
metabolit olarak tanimlanmis ve okratoksin A (OTA) olarak adlandirilmigtir. Ayni
yil OTA’nin analoglart olan okratoksin B (OTB) ve C (OTC) de tanimlanmistir.
OTA, L-B-fenilalanin molekiiliine peptit bagiyla bagl olan bir dihidroizokumarin (7-
carboxy-5-chloro-8-hydroxy-3,4-dihydro-3R-methylisocoumarin) molekiiliinden
olusur. Okratoksinler arasinda en toksik olan form OTA’dir. OTA’nin hidrolizi
sonucu Okratoksin a ve fenilalanin olusur [van der Merwe et al., 1965]. OTA’nin
kimyasal yapisi ve hidrolizi sonucu olusan iriinler Sekil 2.1°de verilmistir.
Okratoksin a, klorlu dihidroizokumarin molekiiliidiir ve test edilen tiim canlilarda

OTA’nin baslica metabolitidir [JECFA, 2007].

Fenilalanin Okratoksin a

Sekil 2.1: OTA’nin kimyasal yapis1 ve hidroliz iiriinleri.

OTA yiiksek derecede stabil bir molekiildiir. Bilinen ve yaygin olarak
kullanilan gida isleme teknikleri OTA’nin yikimi icin gii¢sliz kalmaktadir. Kuru
bugdayda kontaminasyon sonucu var olan OTA’nin en az %50’sinin yikimi i¢in 250
°C’ta en az 6 dakika 1sil islem gerekmektedir [Boudra, 1995]. Ayrica pisirme

sonrasinda sicaklikla uyarilan OTA’nin 3R-epimerlerinin olustugu da tespit



edilmistir. Kavrulmus kahvede ve insan serumunda OTA’nin sicaklikla uyarilan 3S-
epimerine (3S-OTA) rastlanmistir [Studer-Rohr et al., 1995a]. OTA’nin yar1 omrii
farkli canlillar arasinda farklihik gostermektedir. Baliklarda 42 dakika iken
maymunlarda 510 saate kadar uzamaktadir. Goniillii erkek denek ile yapilan bir
calismada, insanlarda OTA’nin plazmadan eliminasyon yar1 dmrii 35.5 giin (840

saat) olarak hesaplanmistir [Studer-Rohr, 1995b].

2.1. OTA’nin Absorbsiyonu, Metabolizmasi ve Bosaltin

Zayif bir organik asit olan OTA’nin pKa degeri, fenilalanin artiginin karboksil
grubu nedeniyle 4.2-4.4 ve fenolik grubu nedeniyle de 7.0-7.3 araliginda degisir. Bu
asidik artiklar OTA absorbsiyonunda rol oynar [Pfohl-Leszkowicz and Manderville,
2007]. Aynsmamis formdaki OTA lipofilik karakterinden dolayr hiicre
membranindan gecebilme oOzelligindeyken, ayrismis formu ise (pH 7.4’te 2/3)
hidrofiliktir [Gekle et al., 2005].

OTA baslica kiigiik ince bagirsak olmak {izere gastrointestinal sistemden etkin
bir sekilde emilip kan yoluyla bobreklere taginir. Kanda OTA’nin % 99’u basta
alblimin olmak iizere serum proteinlerine baglanir. Bu nedenle viicut igindeki yari
omrii de uzamig olur. OTA, organik anyon tasiyici (OAT) proteinler sayesinde
bobrek tiibiillerinden atilir ve basta proksimal tiibiil olmak {izere tiim nefron
segmentleri tarafindan OAT ve H*-dipeptit tasiyici proteinleri sayesinde tekrar geri
emilir [Dahlmann et al., 1998]. Bu tasiyici proteinler ve geri emilim mekanizmasi
OTA’nin bobreklerde birikmesine neden olur [Schwerdt et al., 1996]. Bundan dolay1
bobrek OTA’nin ana hedef organi olarak diisiiniilmektedir. Karacigerde, kaslarda ve
yag dokuda da OTA’nin varligi tespit edilmistir [JECFA, 2007].

Diinya Saglik Orgiitii OTA’nin tolere edilebilir haftalik alim miktar1 100 ng/kg
viicut agirligr olarak belirlemistir. OTA’nin siganlarda, tavsanlarda, insanda ve gevis
getiren hayvanlarda siite gectigi gosterilmistir. OTA idrar ve digki ile digart atilir.
Serum proteinlerine baglanmasi ve enterohepatik sirkiilasyonu nedeniyle bosaltim
organlarinin OTA tarafindan en ¢ok etkilenen organlar olmasit kag¢iilmazdir
[JECFA, 2007].

OTA’ya maruz kalan insanlarda plazmada OTA konsantrasyonunun nanomolar
seviyede oldugu gosterilmistir. Farkli {ilkelerden saglikli insanlarin kanlar1 analiz

edildiginde plazmada tespit edilen ortalama OTA’nin konsantrasyonunun 0.1-10
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ng/ml arasinda degistigi bildirilmistir. Istisnai olarak kanda ¢ok daha yiiksek OTA
konsantrasyonlarina (160 ng/ml) da rastlanmistir [EFSA, 2006].

2.1.1. OTA’min Hedef Organlari

OTA’nin dogal kontaminasyon dozlarinin segici olarak bobrekleri ve bobrek
fonksiyonlarin1 etkiledigi, bunun yani sira karaciger, immiin sistem ve beyin
hiicrelerinin de OTA’nin olas1 hedefleri oldugu gosterilmistir.

Bobreklerde doku agirligr basina kan akisi ¢ok yiiksektir ve bu durum diger
organlara kiyasla daha fazla miktarda OTA gecisi ile sonuglanir. Ayrica, serbest
OTA proksimal tiibiillerden salinir ve ardindan yeniden emilir. Bu emilim baslica
proksimal diiz tiibiil olmak tizere, Henle kulpunun yukar1 uzanan kalin kolunda ve
toplama kanallarinda gergeklesir. Bu durum renal dokularda OTA birikimi ile
sonuglanir. Renal dokularda en yiiksek OTA konsantrasyonu papilla ve i¢ medullada
tespit edilmistir [Gekle et al., 2005]. OTA ile beslenen F344 erkek sicanlarda
patolojik olarak OTA’dan en siddetli etkilenen organin bobrekler oldugu ve bobrek
epitelinde sitoplazmik vakuol olusumunun ve karyomegalinin belirgin bir sekilde
arttig1 bildirilmistir. Ayrica renal tiibiil epitel hiicre membranlarinda bébrek hasarinin
0zgiil biyobelirteci olan Kim-1 (kidney injury molecule-1)’in varlig1 gosterilmistir
[Qi et al., 2014]. OTA’nin nefrotoksik karakteri iyi bilinmektedir. Domuz
nefropatisinde 6nemli bir rol oynadigir gosterilmistir. OTA ile kontamine yemle
beslenen domuzlarda nefropati goriillme oraninin arttigi gosterilmistir [Stoev et al.,
2012].

OTA ile beslenen erkek F344 siganlarin karacigerlerinde bobrektekine benzer
oranda OTA birikimi bildirilmistir. Ancak OTA’nin bobrek ve karacigerde farklh
metabolik siireclere ait olan genlerin anlatiminda degisime sebep oldugu
gosterilmistir [ Arbillaga et al., 2008]. Kronik OTA muamelesinin sigan karacigerinde
bobrek i¢in tanimlanan fibroz durumundan farkli bir durum olusturdugu
belirtilmektedir. OTA tesvikli karaciger hasarmin aslinda oksidatif stresin
dengelenmesinde zayiflik oldugu durumlarda ortaya ¢iktig1 ifade edilmektedir. Bu
durumda ortaya ¢ikan 1limli oksidatif stresin, hiicreler arasi iletisimden sorumlu olan
yakin desmosomlar (gap junctions) ve hiicre-hiicre adezyonlarinin kayb1 ile birlikte

hiicrenin ~ stirekli  boliinmesini  tesvik edebilecegini ve hepatokarsinomlarin



olusumundan sorumlu olabilecegini 6ngdren bir hipotez de mevcuttur [Gagliano et
al., 2006].

OTA’nin bagisiklig1 baskilayic1 aktivitesi timus, dalak ve lenf nodlar1 gibi
hayati 6neme sahip immiin sistem organlarimin boyutlarindaki kii¢iilmeyle, antikor
yanitlarinin azalmasiyla, immiin sistem hiicrelerinin fonksiyonundaki ve sayisindaki
degisimlerle ve sitokin iiretimindeki azalmalarla karakterize edilmektedir. OTA’ nin
immiinotoksik aktivitesi, hasar yaratan degisimlerin sebep oldugu hiicre 6liimlerinin
ardindan, protein sentezinin inhibisyonu nedeniyle immiin sistem hiicrelerinin yerine
konmasindaki yavaslama nedeniyle ortaya c¢iktigi diisiiniilmektedir [Al-Anati and
Petzinger, 2006]. OTA tesvikli apoptoz insan periferal lenfositleri, insan lenfoit T
hiicre hatt1 (Kit 225 hiicreleri) ve sigir lenfositleri gibi immiin sistem hiicrelerinde de
gozlenmistir [Assaf et al., 2004], [Lioi et al. 2003].

Makrofajlar immiin yanitta, tiimorlere ve bakterilere karst verilen konukgu
savunmada (host defense) 6nemli rolere sahiptirler. Inflamasyon sirasinda, erken
yanit olarak COX-2 (cyclooxygenase-2) ve iNOS’un (inducible nitric oxide
synthase) de mnovo sentezinin arttigt bilinmektedir. OTA’nin fare peritonal
makrofajlarinda COX-2 ve Hsp-72 (heat shock protein-72) protein ifadelerinin
arttirdigi, fare makrofaj hiicre hattinda (J774A.1) diisiikk konsantrasyonda (3 uM)
COX-2 ve iINOS ifadesini arttirdigi, yiiksek konsantrasyonda (10 uM) ise azalttig
hem in vivo hem de in vitro deneylerle gosterilmistir [Ferrante et al., 2006], [Ferrante
et al., 2008]. OTA’nin glia hiicrelerinde de pro-inflamatuar yanitta rol oynayan iNOS
ve anti-inflamatuar yanitla iligkili olan PPAR-y (peroxisome proliferator activating
receptor-y) gibi genelerin mRNA seviyelerini giiclii bir gekilde arttirdig
gosterilmistir [Zurich et al., 2005]. Ancak OTA’nin inflamatuar enzimler ve aracilar
izerine olan etkisinin de hiicre tipine bagli oldugu bildirilmektedir.

NF-kB aktivasyonu IkBa olarak adlandirilan inhibitdr protein ile diizenlenir.
IkBo, NF-kB’yi sitosolde tutar. Pro-inflamatuar sinyallere cevaben IkBa hizlica
fosforillenir, poli-ubikuitinlenir ve 26S proteozom tarafindan yikilir. Serbest kalan
NF-kB niikleusa gecer ve 6zgil pro-inflamatuar genlerin transkripsiyonunu baglatir
[Bacuerle and Baltimore, 1996]. OTA’nin IkBa yikimmi ve p65 NF-xB
ekspresyonunu arttirarak, NF-kB aktivasyonunu tesvik ettigi gosterilmistir [Ferrante

et al., 2008].



2.2. OTA Toksisitesi

Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Saglik Enstitiisii’niin (National Institutes of
Health, NIH) Ulusal Toksikoloji Programi (National Toxicology Program)
kapsaminda sicanlar iizerinde yapilan toksikoloji ve karsinogenez arastirmalari
sonucu OTA’nin nefrotoksik ve renal karsinojen oldugu gosterilmistir [NTP, 1989].
Sicanlarda ¢ok diisiik OTA dozlarinda (0.07 mg/kg va/giin) bile bobrek tiimdrlerinin
indiiklendigi tespit edilmistir [Boorman et al., 1992]. Farelerde erkek cinsiyetinin
OTA’ya kars1 daha duyarli oldugu belirtilirken, disi sigcanlarda OTA’nin meme
fibroadenomalarinin  varligin1 arttirdigr  gosterilmistir [Bendele et al.,, 1985],
[Boorman et al., 1992].

OTA’nin baslica hedef organimnin bobrek olmasi ile iligkili olarak, insanlarda
OTA’nin nefropati ve iiriner sistem kanserleri ile iliskili oldugu ileri siirtilmektedir.
Hayvanlarda, OTA alimimin testis kanserinin goriilme sikligi ile dogru orantili
oldugu gosterilmistir. Ayrica hayvan deneylerinden elde edilen veriler dogrultusunda
OTA’nin teratojenik, genotoksik, karsinojenik ve immiinotoksik bir ajan oldugu
bilinmektedir [Marin et al., 2013].

Vero, LLC-PK1, NRK-52E, V79, OK gibi farkli hiicre hatlar1 ve primer kiiltiir
hiicreleri kullanilarak yapilan in vitro deneylerle de OTA’nin giiclii bir sitotoksik
ajan oldugu ve proliferasyonu tetikleyici sonucglara sebep oldugu gosterilmistir
[Baudrimont et al., 1997], [O’Brien et al., 2001], [Kamp et al., 2005a], [Sauvant et
al., 2005a].

2.3. OTA Toksisitesine Aracilik Eden Mekanizmalar

Literatiirde OTA toksisitesine aracilik ettigi gosterilen/6nerilen mekanizmalar
arasinda dogrudan ya da dolayli yoldan makromolekiil sentezinin inhibisyonu, DNA
“eklenti” olusumu, lipit peroksidasyonu, oksidatif hasar, mitokondrial fonksiyon
bozuklugu yer almaktadir [Gekle et al., 2005]. OTA’nin hiicresel kalsiyum
homeostazisi ile iligkili genlerin anlatimini degistirdigi, HNF4a (hepatocyte nuclear
factor 4 alpha) ve Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2) transkripsiyon
faktorleri ile diizenlenen yolaklarin bozulmasina yol ac¢tii gosterilmistir. HNF4a

sinyalindeki azalmanin renal karsinojenite iliskili oldugu Onerilmistir. Bircok Nrf2



ile diizenlenen gen kimyasal detoksifikasyon ve antioksidan yanitta rol alan
enzimleri kodlamaktadir. Bu nedenle bobrekte Nrf2 sinyali ile diizenlenen
proteinlerin yoklugunun hiicrenin savunma mekanizmasini zayiflatarak oksidatif
streste kronik bir yiikselmeye sebep oldugu Onerilmektedir [Marin-Kuan et al.,
2006].

OTA’nin hayvan sagligi lizerine etkileri genis ¢apta calisilmistir. Diger yandan
OTA’nin hiicreler lizerine etkisini anlamak i¢in hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 biiyiik
yarar saglamaktadir. Farkli tiirlerden elde edilen hiicre hatlar1 ve primer kiiltiir
kullanilarak yapilan c¢aligmalar sonucunda, OTA’ya cevabin hiicre tipine gore
farklilastigr bulunmustur. Bazi hiicreler OTA’ya daha direncgli iken, bazilarininsa

daha diisiik OTA konsantrasyonlarindan etkilendigi belirlenmistir.

2.3.1. Makromolekiil Sentezinin Inhibisyonu

OTA yapisal olarak icerisinde fenilalanin aminoasidi (Phe) igerir. Bu nedenle,
fenilalanini substrat olarak kullanan bir¢cok enzim i¢in inhibitor etkisine sahip oldugu
diisiiniilmektedir. Ozellikle Phe-tRNA sentetaz’1 inhibe ederek protein sentezi
inhibisyonuna neden olabilecegi ileri siiriilmektedir. Fenilalanine benzer 6zelligi
nedeniyle OTA ayni zamanda antibiyotik bir molekiildiir. pH seviyesi 7’den diisiik
ortamlarda Gram-pozitif bakterilerin biiyiimesini inhibe eder. OTA’nin, fenilalanin
ile yarigarak, Phe-tRNA sentetaz enzimine baglandig1 ve saflastirllmis Bacillus
subtilis Phe-tRNA sentetaz’s1 kullanilarak yapilan calismada enzim aktivitesini

inhibe ettigi gosterilmistir [Roth et al., 1993].
2.3.2. Oksidatif Stres

Canl1 organizmalarin ¢ogu hayatta kalmak i¢in oksijene ihtiya¢ duyar. Oksijen
hidroksil radikali (-OH) ve siiperoksit radikali (O, ) gibi reaktif oksijen tiirlerini
(ROT) olusturma egilimindedir. Normal fizyolojik durumda, canli sistemlerde ROT
tiretimi ve ROT’un nétralizasyonu arasinda bir denge vardir, bu nedenle oksidatif
stres meydana gelmez. Ancak agir metaller, ilaglar, toksinler, UV, diyabet gibi
nedenlerle oksidan ve antioksidan arasindaki denge bozulup oksidan tarafina

kaydiginda oksidatif stres durumu ortaya ¢ikar. Oksidatif stres genellikle hayati



hiicresel bilesenlerin ciddi oksidatif hasara ugradigin1 ve sonunda hiicre canliliginin
tehlikede oldugunu bildiren bir durumu ifade eder. Oksidatif stres boyunca ROT
birikimi gergeklesir. Kisa Omiirlii olsalar da yiiksek oranda reaktif olmalar1 nedeniyle
fazla miktarda ROT iiretimi sonucu hiicrede bulunan protein, lipit ve niikleik asitlerin
oksidatif hasara ugramasi kagmilmaz olmaktadir [Sinha et al., 2013]. Artmis
oksidatif stres kanser, norodejeneratif hastaliklar ve yaslanma gibi ¢esitli patolojik

durumlarin olusumunda kritik rol oynar [Trachootham et al., 2008].

2.3.2.1. Lipit Peroksidasyonu

Yiiksek ROT seviyeleri DNA, protein ve lipit gibi hiicresel molekiillerin
oksidatif hasarlarina yol acabilir [Sinha et al., 2013]. Oksidatif hiicre hasarina neden
olan serbest radikal olusumunun OTA sitotoksisitesi ve karsinojenitesi ile iligkili
oldugu diisiintilmektedir. Lipit peroksidasyonu ile olusumu baslatilan reaktif oksijen
tirleri ve serbest radikaller (O~ , OH-, ROO-) bulunduklar1 hiicrelerdeki
membranlari, proteinleri ve niikleik asitleri hedef alarak genis ¢apta doku lezyonlari
olustururlar. Sicanlarda OTA’nin karaciger ve bobreklerde lipid peroksidasyonunu
arttirarak oksidatif hasara neden oldugu in vivo ve in vitro deneylerle gosterilmistir
[Gautier et al., 2001a], [Klaric et al., 2006], [Ramyaa et al., 2014]. Maymun bdbrek
hiicrelerinde OTA ile tetiklenen lipit peroksidasyonunun, oksijen radikallerinin
temizleyicileri olan siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) gibi enzimler ve
cesitli antioksidanlar varliginda azaldigi saptanmistir [Baudrimont et al., 1997],

[Ramyaa et al., 2013].

2.3.2.2. DNA “Eklenti” Olusumu

OTA’nin genotoksik oldugunu ve OTA’nin ya da metabolitlerinin dogrudan
DNA’ya kovalent baglarla baglanarak DNA “eklenti”lerini olusturdugunu ve bu
yolla karsinojenik etkilerini sergiledigini savunan Pfohl-Leszkowicz ve ¢alisma
arkadaglar1 *’P-etiketleme yontemi ile bu DNA “ecklenti”lerini goriintiileme
calismalar yuriitmektedirler. Fare ve sicanlarda tek bir OTA muamelesi sonrasinda
bile bobreklerde ve karacigerde DNA “eklenti”’lerinin olustugunu ve g¢esitli

antioksidanlar varliginda bu eklentilerin % 90’lara varan oranlarda azaldigim



bildirmislerdir [Grosse et al., 1997]. Ancak benzer bir ¢aligmay: yiiriiten Gautier ve
arkadaslari, trityum ile isaretli OTA (*H-OTA) ve *?P-etiketleme yontemini birlikte
kullanmis ancak bu eklentilerin olusumunu tespit edememistir. Bu deneyin sentetik
OTA-DNA adduct standardi kullanmadan yapildig1 icin **P-etiketleme ile belirlenen
“eklenti”lerin yapisinin bilinmedigi ve bu lezyonlarin aslinda DNA’ya dogrudan
baglanan OTA metabolitlerinden ziyade OTA’nin sitotoksik etkisi sonucu olusan ve
DNA ile reaksiyona giren ROT partikiilleri olabilecegi yoniinde bir hipotezleri
bulunmaktadir [Gautier et al., 2001b]. DNA hasarinin oksidatif stres kaynakl
oldugunu savunan ve ayrica OTA’nin protein oksidasyonunu da gosteren caligsmalar

lieratiirde mevcuttur [Kamp et al., 2005b].

2.3.3. Mitokondriyal Fonksiyon Bozuklugu

Mitokondri apoptozda merkezi bir role sahiptir. Mitokondriyal dis membran
gecirgenliginin artmasi1 proapototik faktorler olan sitokrom c¢ ve AIF (apoptosis
inducing factor) gibi proteinlerin salinimina yol acar. Mitokondriyal membran
potansiyelinin (Ayy,) kaybinin normal mitokondriyal fonksiyonun bozulmasi yoluyla
hiicre 6ltimii (apoptoz) ile iliskilendirilmektedir [Lakhani et al., 2006].

Insan bobrek epitel hiicrelerinde (IHKE1; immortalized human kidney
epithelial), OTA’nin Ca™ homeostasisi ile etkileserek Na'/H degisimini ve
mitokondri  aktivasyonunu  arttirdifi  sonucuna  varilmistir.  Mitokondriyal
metabolizmanin uyarilmasi sonucu proton iiretiminin yiikseltildigi buna karsin
anaerobik glikolizisin etkilenmedigi gdsterilmisti. OTA’nin Ca™ bagimh olarak
Aypn’nin hiperpolarizasyonunu arttirdigi  gosterilmistir. Ayrica, OTA muamelesi
sonrasinda mitokondri-bagimli hiicresel ATP seviyesinde artis gdzlenmistir [Eder et

al., 2000].
2.3.4. Apoptoz

Embriyogenezden immiin sistemin gelisimine kadar bir¢cok biyolojik siirecte
onemli bir role sahip olan apoptoz ya da diger bir ifadeyle programli hiicre 6liimii

evrimsel olarak korunmus bir intihar mekanizmasi olarak bilinir [Tewari et al.,

1995]. Apoptoz sirasinda hiicreler ilk once kiigiiliip bliziislir ve hiicre ¢ekirdegi
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yogunlasir. Ardindan zarla ¢evrili olan apoptotik cisimlere parcalanirlar. Apoptozun
biyokimyasal belirtecleri arasinda kaspazlar gibi 6zgiil proteazlarin aktivasyonu,
PARP’in (Poly (ADP-Ribose) Polymerase) kesilmesi ve DNA’nin fragmanlara
ayrilmasi yer alir [Proskuryakov et al., 2003].

Efektor (etkileyici) kaspazlar olarak da adlandirilan kaspaz 3 ve kaspaz 7
apoptozun ¢ok Onemli diizenleyicileridir. Apoptoz ile iliskili mitokondriyal
olaylarinin diizenlenmesini, Ay,,’nin kaybim1 ve AIF salinimimi kontrol ederler.
Ayrica baglatict 6liim sinyalinin amplifikasyonunu saglayarak daha sonra meydana
gelecek olan sitokrom c¢ salinimini giiclendirirler. Kaspaz 3 DNA fragmanlarinin
olusumunu ve apoptozdaki morfolojik degisimleri kontrol ederken, kaspaz 7’nin bu
siireclerdeki roliiniin daha az oldugu gosterilmistir. Kaspaz 7’nin hiicre canliliginin
kaybmin diizenlenmesinde daha oOnemli oldugu sonucuna varilmistir. Kaspaz
substrati olan PARP’1n kesilmesi de kaspaz 3 ve kaspaz 7’ye baghdir [Lakhani et al.,
2006].

Niikleusa 6zgii bir protein olan PARP (116 kDa) apoptoz sirasinda 0zgiil
olarak kesilerek 85 kDa’luk bir fragmani verir [Tewari et al., 1995]. DNA kiriklarini
tantyarak aktive olan PARP, NAD* molekiiliinii donor olarak kullanarak ADP-riboz
polimerlerini olusturur ve bu polimerleri bir ester bagi ile hedef proteinlerdeki
glutamik asit, aspartic asit ve lizin aminoasitlerine ekler. Diger bir deyisle PARP,
poli(ADP-ribozil)asyon (PARilasyon) olarak adlandirilan bu essiz posttranslasyonel
modifikasyonu gergeklestiren bir enzimdir. Hasarli dokularda PARP’in asin
aktivasyonu mitokondri ile iligkili hiicre 6liimiinii uyardig1 da bildirilmistir [Ba and
Garg, 2011].

Kiiltiir hiicrelerinde OTA’nin nanomolar gibi diisiik dozlarda baslica apoptotik
olmak tizere Oliimii tesvik ettigini gosteren calismalar mevcuttur. Keseli sican
(opossum kidney; OK hiicreleri), kopek (MDCK; Madin-Darby canine kidney) ve
insan (IHKE) kaynakli hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan ¢alismalarda OTA’nin
apoptozu tesvik ettigi gosterilmistir [Schwerdt et al., 1999]. Gekle ve arkadaslari
MDCK-C7 ve MDCK-C11 hiicreleri ile yaptiklar1 calismada OTA’nin nanomolar
dozlarmnin 6zgiil olarak apoptozu uyardigini bildirmislerdir. Ayrica OTA muamelesi
altindaki MDCK-C11 hiicrelerinin MDCK-C7 hiicrelerine goére apoptoza daha
direngli oldugunu gostermislerdir [Gekle et al., 2000]. Bobrek toplama kanallarindan
koken alan MDCK hiicrelerinden elde edilen C7 ve C11 hiicre klonlar1 farkh
fonksiyon, morfoloji ve karyotipe sahiptir. MDCK-C7 hiicreleri ¢ok kdseli ve yassi
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morfolojiye sahipken, MDCK-CI11 hiicrelerinin kiibik ve yiiksek yapili morfolojisi
vardir. Bu morfolojik 6zellikleriyle MDCK-C7 hiicreleri renal toplama kanallarinin
“principal” ve MDCK-CI11 hiicreleri ise “intercalated” hiicrelerine benzerler.
MDCK-C7’nin diploid kromozom sayis1 83.1 +/— 0.2 (n = 139) iken, MDCK-C11
hiicrelerininki 78.8 +/— 0.1 (n = 128). Alkali stres kosullarinda, etkin hiicrei¢i pH
kontrol mekanizmalarina sahip olmasi nedeniyle, MDCK-C11’in daha direncli
oldugu, buna karsin MDCK-C7’nin transforme oldugu gosterilmistir [Wiinsch et al,
1995].

OTA’nin apopototik yolakla iligkili bazi genlerin miktarinda artisa sebep
oldugu hem in vivo hem de in vitro kosullarda yapilan deneylerin “mikrodizin”
analizi ile de gosterilmistir [Liihe et al., 2003].

Sicanlarla yapilan bir ¢alismada OTA’nin hem proksimal hem de distal epitel
bobrek hiicrelerinde apoptoza giden hiicre sayisinda artisa sebep oldugu TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP Nick End Labeling) yontemi
ile belirlenmistir. OTA ile kontamine yemle beslenen siganlarin bobrek dokularinda
gbzlenen apoptozda 10 giin sonrasinda 5 kat, 30 giin sonrasinda 6.4 ve 60 giin
sonrasinda 12.7 kat artis oldugu bildirilmistir [Petrik et al., 2003].

2.3.5. Ca"® Homeostazisindeki Degisimler

Kalsiyum (Ca™) homeostazisi tiim hiicresel fonksiyonlar icin hayati role
sahiptir. Kalsiyum hiicre dis1 ve hiicre i¢i sinyal yolaklar1 i¢in kritik bir ikincil
haberci olarak gorev yapar. Hiicrenin yasam ya da 6liim karar1 i¢in hayati 6neme
sahip bir molekiildiir. Kalsiyum sinyalleri gelisim, noérotransmiter salinimi, kas
kasilmasi, metabolizma, otofaji ve hiicre 6liimii gibi hiicredeki ¢ok cesitli siirecleri
kontrol etmek i¢in kullanilir. Hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin asir1 yiikselmesi hiicreye
zarar veren bir durumdur. Yiksek kalsiyum seviyeleri proteazlarin ve fosfolipazlarin
aktivasyonu ile sonuglanarak, hiicreyi 6liime gotiiriir [Kaufman and Malhotra, 2014].
HepG2 hiicre hattinda OTA’nin hiicre i¢i Ca™ salmmumi arttirdign gosterilmistir
[Ramyaa et al., 2014]. OTA’nin kalsiyum homeostazisindeki degisimleri gen
expresyonu diizeyinde de etkiledigi bildirilmistir. Kalsiyum diizenlenmesi ile iligkili
bazi genlerin anlatiminin OTA muamelesi altindaki siganlarda kontrol grubuna gore

artis  gosterdigi tespit edilmistir. Oksidatif stresten ayr1 olarak kalsiyum
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homeostazisindeki degisimlerin OTA toksisitesinde dnemli oldugu vurgulanmaktadir

[Arbillaga et al., 2008].

2.3.6. Glukoz Homeostazisinin Bozulmasi

Idrarda artmis glukoz seviyeleri bobrek hasarmin iyi anlasilmis bir belirtecidir.
Sicanlarla yapilan bir in vivo ¢alismada OTA’nin idrara glukoz salinimini arttirdigi
tespit edilmistir [Sieber et al., 2009]. Ayrica, insan bagirsak epiteli hiicre hatti (HT-
29-D4) ile yapilan bir in vitro calismada, OTA’nin glukoz emilimini % 60 oraninda
azalttig1, buna karsin fruktoz ve L-serin emilimini arttirdig1 bildirilmistir. OTA’nin
aktif glukoz taginmasina engelleyici etkisi, L-fenilalanin ile kismen tersine ¢evrilmis
olmast nedeniyle de, OTA tesvikli protein sentezi inhibisyonu ile glukoz
homeostazisinin bozulmasi arasinda bir neden sonug iliskisi oldugu Onerilmistir
[Maresca et al., 2001]. Ancak, OTA’nin idrara glukoz salinimini ve serumda
indirgenmis glukoz seviyeleri ile ilgili ¢eliskili sonuglar bulunmaktadir [Mally et al.,

2005], [Stoev et al., 2012].

2.3.7. Hiicresel Farklilasma

Cesitli hiicre tipleri ile gerceklestirilen in vitro ¢alismalar, OTA’nin hiicre
farklilagsmasi siirecine negatif etkisi oldugunu gostermektedir [Wilk-Zasadna and
Minta, 2009], [Sava et al., 2007], [Lim et al.,2011].

Farkli kimyasallarin hiicre farklilagsmasina etkisinin arastirildigr mikrokiitle
testi (micromass test) in vitro bir modeldir. Sican embriyonik orta beyninden
tiirevlenen hiicrelerin mikrokiitle kiiltiirleri, noral hiicre farklilagmasi ¢alismalarinda
kullanilmaktadir. OTA’nin konsantrasyon bagimli olarak noral hiicre farklilagmasini
inhibe ettigi mikrokiitle testi ile gosterilmistir. Embriyonik merkezi sinir sistemi
hiicreleri kiiltiirde ¢ogalarak, norosfer adi verilen hiicre topluluklarini olustururlar.
Norosferdeki hiicreler erken ve geg noral gelisim veya astrosit belirtecleri olan By
tiibiilin, MAP2 (microtubule associated protein 2) ve GFAP (glial fibrillary acidic
protein) proteinlerinin ifadesini gerceklestirir. Bu belirteglerin ifadesindeki azalma
immiinohistokimyasal olarak gdosterilerek OTA’nin ndral hiicre farklilagmasi

tizerindeki negatif etkisi bildirilmistir [Wilk-Zasadna and Minta, 2009]. OTA’nin
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yetiskin fare hipokampal ndral kok/progenitoér hiicrelerinin farklilagmasini da
azalttig1 in vitro deneylerle gosterilmistir [Sava et al., 2007].

Insan adipoz dokusu tiirevli mezensim kok hiicrelerinde de OTA’nin
adipogenezi inhibe ettigi, hiicrei¢i lipit damlaciklarinin birikimindeki azalma ile
gozterilmistir. Ayrica OTA PPAR-y, C/EBP-a (CCAAT enhancer binding protein-a),
LPL (lipoprotein lipase) ve aP2 (adipocyte fatty acid-binding protein) gibi adiposit-
0zgiil belirteclerin ifadesinde azalmaya sebep olmustur. Molekiiler seviyede ise OTA
tesvikli ERK (extracellular signal-related kinase) aktivasyonu yoluyla PPAR-y,’nin
fosforilasyonu ve aktivitesinin inhibisyonu bildirilmistir. ERK aktivasyonunun
PD98059 (mitogen-activated protein kinase kinase; MEK inhibitorii) muamelesi ile
engellenmesi sonucunda ise OTA-tesvikli adipogenez inhibisyonunun anlaml
derecede bloklandig1 gosterilmistir. OTA’nin diger kok hiicre tiplerin farklilagmasini
da etkileyebilecegi ongoriilmektedir [Lim et al., 2011].

2.4. OTA Karsinojenitesi ile Iligkili Hiicre Sinyal Yolaklar

Hiicrelerin birbirleriyle iletisimi ve degisen ¢evre kosullarina cevaplari sinyal
ileti yolaklar iizerinden gergeklesir. Kanserde bu yolaklarin yeniden diizenlenmesi
olmasi1 gereken cevaplarda da degisim meydana getirir. Normal kosullar altinda
hiicre 6liimii veya hiicre dongiisliniin durmasi ile sonuglanmasi gereken bir durumda
hiicrenin “sagkalim”inda ve ¢ogalmasinda artis meydana gelebilir.

Gekle ve arkadaslariin hipotezine gore; OTA, ikincil habercileri diizenleyen
enzimler gibi belirli hiicresel kilit hedeflerle etkilesime girerek hiicre sinyal
yolaklarinin ve diizenleyici faktdrlerin bozulmasina yol acar. Hiicre sinyalindeki ve
diizenleyici mekanizmalardaki bu degisimler ise hiicre fonksiyonunda ve/veya
fenotipinde 0zgiil degisimlere neden olur. Bu durum bdbrek fonksiyonlariin
degisimine dolayisiyla organizmanin homeostazisinde bozulma ile sonuglanir [Gekle
et al, 2005]. In vitro ve in vivo deneyler sonucunda mitojen ile aktive edilen protein
kinaz (MAPK; mitogen-activated protein kinases) sinyal yolaklarimin ve
fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K; phosphatidylinositol 3-kinase)/Akt sinyal yolaginin
OTA muamelesi altindaki hiicrelerde aktive edildigi gosterilmistir [Kumar et al.,

2013], [Ozcan et al., 2014].
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2.4.1. Mitojen ile Aktive Edilen Protein Kinazlar (MAPK)

MAPK sinyal yolaklar1 hiicre digindan gelen sinyalleri ileterek, ¢cogaltarak ve
farkli sinyalleri birlestirerek, degisen cevre kosullarina karst hiicrelerin genomik
veya fizyolojik cevaplar olusturmasina aracilik ederler [Weston and Davis, 2002].
Diger bir deyisle biiyiime, proliferasyon, farklilagsma ve apoptoz gibi 6nemli hiicresel
siirecleri kontrol eden makine ile hiicredisi1 sinyalleri birbirine baglayan, evrimsel
olarak korunmus bir sinyal ileti yolagidir. MAPK sinyal yolaklar {i¢ asamali kinaz
modiiliinden olusurlar. MAPKKK (MAPK kinaz kinaz) MAPKK’1 (MAPK kinaz),
MAPKK da MAPK’1 fosforilasyon yoluyla aktive eder [Dhillon et al., 2007]. En ¢ok
calistlan MAPK sinyal yolaklar1 MEK/ERKI1-2, JNK ve p38 MAPK sinyal
yolaklaridir (Sekil 2.2).

Stres, GPCR,
Sinyal Bilyiime Faktorleri, inflamatuar Sitokinler,
l Mitojenler, GPCR Biiyiime Faktorleri
A-Raf, - MEKK1, 4
MAPKKK ( B-Raf, c-Raf ) MLKS, TARS MLK3,
Tol2 DLK ASK1
MAPKK MEK 1/2 MKK3/6 MKK4/7
MAPK ERK 1/2 P38 MAPK INK1, 2, 3
l o/PAIS
. . Bilyiime Apoptoz, Bilyiime
Biyolojik Farkhilasma inflamasyon
Cevap Gelisim Farklilagsma

Sekil 2.2: MAPK sinyal yolaklarinin sematik gdsterimi.

Timoér olusumunun gerceklesmesi icin alti  hiicresel siirecin yeniden
diizenlenmesi gerekir. Bir hiicrenin kanser hiicresi haline gelebilmesi igin,
proliferasyon sinyallerinden bagimsiz olarak boéliinebilmesi, apoptozdan kagma

mekanizmasini programlamasi, biiyiimeyi durdurucu sinyalere duyarsiz hale gelmesi,
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siirsiz replikasyon potansiyeline sahip olmasi, yayilma, metastaz ve anjiyogenez
yetenegine sahip olmasi gereklidir [Hanahan and Weinberg, 2000].

Genel olarak ERK1-2’nin (Extracellular signal-Regulated Kinases 1 and 2)
hiicre boliinmesinde, JNK (c-jun amino terminal kinase) ve p38’in ise apoptoz, fibroz

ve inflamasyon cevabinda rolii oldugu diistiniilmektedir [Tian et al., 2001].

2.4.1.1. MEK/ERK Sinyal Yolagi

Aktive edilen Raf MEKI ve MEK2’yi 06zgiil serin aminoasitlerinden
fosforlayarak aktive eder. Ug¢ farkli Raf izoformu MEK1 ve MEK2’nin
aktivasyonundan sorumludur. B-Raf en giiclii MEK kinazdir. A-Raf ise zayif bir
MEK aktivatoriidiir ve tercihli olarak MEK1°1 aktive eder. Raf-1 (c-Raf) ise MEK1
ve MEK2 yi esit oranda aktive eder. Aktif ERK’ler, arasinda kinazlar, fosfatazlar,
transkripsiyon faktorleri ve hiicre iskeleti proteinlerinin de bulundugu c¢esitli
sitoplazmik ve niikleusa ait hedefleri fosforiller. ERK sinyal yolagi, hiicre tipine de
bagl olarak, proliferasyon, hayatta kalma, migrasyon, anjiyogenez, kromatinin
yeniden modellenmesi ve apoptoz gibi siiregleri diizenler [Dhillon et al., 2007].

Uzun siireli ERK sinyali siklin D1 gibi hiicre dongiisiine giris i¢in gerekli
proteinlerin diizenlenmesini saglamakla birlikte, proliferasyonu inhibe eden genlerin
baskilanmasini da saglar [Yamamoto et al., 2006]. Diger yandan giicli ERK
sinyalinin hiicre dongiisiiniin durmasina sebep oldugu da gosterilmistir [Mirza et al.,
2004], [Hong et al., 2009]. Son yillarda ERK1-2 sinyal yolaginin apoptoz icin de
calistigini gosteren calismalarin sayis1 gittikce artmaktadir. Ozellikle renal ve noral
hiicrelerde farkli stres uyaranlarina ve toksik maddelere cevaben ERK1-2 yolaginin
aktivasyonun apoptotik 6liim siireciyle baglantili oldugu gosterilmistir [Wang et al.,

2000], [Subramaniam et al., 2004], [Jo et al., 2005].

2.4.1.2. JNK Sinyal Yolagi

c-jun amino terminal kinaz (JNK), diger adiyla stres ile aktive olan protein
kinaz-1 (SAPK1) ailesi genellikle sicaklik soku, UV, oksidatif stres ve inflamatuar
sitokinler gibi ¢evresel stres faktorleri ile uyarilan bir grup proteini igerir. JNK1 (p46

ya da SAPK 1y olarak da bilinir), INK2 (p54 ya da SAPK1a) ve beyin, kalp ve testise
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ozgili olan JNK3 (p49 ya da SAPKI1(B) bu aileyi olusturan proteinlerdir. JNK
aktivasyonu TPY (treonin, prolin, tirozin) motifinde yer alan treonin ve tirozinin,
MEK4 ve MEK?7 tarafindan fosforilasyonu ile gergeklesir. Aktivasyonun ardindan
JNK sitoplazmadan niikleusa gecis yapar. JNK MAPK ailesinin efektorleri arasinda
baslica c-Jun, Elk-1, ATF-2, STAT3, p53 gibi transkripsiyon faktorleri yer alir. JINK
yolaginin inflamasyon, tiimorigenez ve apootozda rolii oldugu bilinmektedir.
Apoptozu tesvik etmesi nedeniyle JNK sinyalinin tiimor baskilayict bir gorevi

oldugu diistiniilmektedir [Tian et al., 2001], [Dhillon et al., 2007].

2.4.1.3. p38 Sinyal Yolag

Memelilerde p38 (SAPK?2) izoformlari ¢evresel stres ve inflamatuar sitokinler
tarafindan aktive edilirler. Inflamatuar cevapta TNFa ve interlokin-1’in ekspresyonu
icin p38 gereklidir. Omurgalilarda korunmus TGY (Treonin-Glisin-Tirozin)
fosforilasyon motifi tasiyan, a, B, vy (ERK6) ve & olmak iizere dort p38 izoformu
tanimlanmistir. Oksidatif stres, hipoksi, X-1511, UV ve sitokinler gibi fiziksel veya
kimyasal streslerle aktif hale getirilen MAPKKK’ler MEK3 ve MEK6’1 aktive eder.
MEK3 ve MEK6 da p38 izoformlari1 TGY motiflerinden fosforilleyerek aktive
ederler. JNK aktivatorii olan MEK4’iin de p38’1 fosforilledigi gosterilmistir. Aktif
p38 proteinleri sitosolden niikleusa gegerek, ATF-2, Elk-1, CHOP/Gadd153, Max,
MEF2C gibi transkripsiyon faktorlerini ve MAPKAP kinaz gibi enzim hedeflerini
serin/treonin aminoasitlerinden fosforillerler. Stres cevabina ek olarak p38 sinyal
yolagi apoptozun diizenlenmesinde, hiicre dongiisiiniin ilerleyisinde, biliylime ve
farklilasmada da onemli rol oynar. Biiylime faktorleri ve hormonlar tarafindan da
uyarilan p38 yolagimin ¢ok genis cesitlilikteki dis sinyalleri alan ve dagitan ¢ok
cesitli MAPKKK’lara (TAK1, ASK1/2, DLK, MEKK4, TAO1/2/3 ve MLK2/3 gibi)
sahip olmasi rastlant1 degildir [Tian et al., 2001], [Dhillon et al., 2007].

MDCK-C7 hiicrelerinde OTA’nin zaman- ve konsantrasyon-bagimli olarak
ERK1-2 fosforilasyonunun artmasina neden oldugu gosterilmistir [Schramek et al.,
1997]. Keseli sican proksimal tiibiil epitel hiicrelerinde de OTA’nin doz-bagiml
olarak ERK1-2, p38 ve JNK aktivitesinde artisa sebep oldugu gosterilmistir [Sauvant
et al., 2005a]. Renal hiicrelerde OTA zit cevaplar1 yoneten MAPK sinyal yolaklarini

uyarabilmektedir. Gekle ve arkadaglarinin hipotezine gére OTA nin tiimor tetikleyici
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etkisi ERK1-2 ile JNK ve p38 aktivasyonu arasindaki dengeye bagli olabilecegi
yoniindedir. OTA’ya maruz kalan hiicrelerde JNK ve p38 aktivasyonuna gére ERK1-
2 aktivasyonu daha gii¢lii ise, apoptozun inhibe edilerek tiimor gelisiminin tesvik

edilebilecedi ileri stiriilmiistiir [Gekle et al., 2005]

2.4.2. PI3K/Akt Sinyal Yolag:

PI3K/Akt/ sinyal yolagi hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyallere cevaben hiicre
bliylimesini, sagkalimi, proliferasyonu, migrasyonu ve hiicre metabolizmasini
diizenleyen onemli bir yolaktir [Wymann et al., 2003]. PI3K/Akt yolagmin asiri
aktivasyonu malignant transformasyon siireci ile iligkilidir ve bobrek kanserinde
siklikla rastlanan bir durumdur [Linehan et al., 2010]. PI3K’lar hiicre yiizey
reseptorleri, GPCR’ler (G-protein-coupled receptors) ya da Ras ile etkilesime girerek
aktive edildiklerinde, fosfatidilinositol (4,5)-bifosfati (Ptd-Ins(4,5)P,; PIP2)
fosforilleyerek fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfat (Ptd-Ins(3,4,5)P;. PIP3) iiretirler
[Nicholson and Anderson, 2002], [Wymann et al., 2003]. Lipit yapisindaki ikincil
haberci olan PIP3, Akt’nin plazma membranina yerlesmesine yol agar. Plazma
membranina yerlesen Akt’nin PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase-1) ve diger
olast kinazlar tarafindan T308 aminoasidinin fosforilasyonu ve aktivasyonu
gerceklesir [Alessi et al., 1997]. Akt diger adiyla PKB (Protein kinase B) bir
serin/treonin kinazdir. Akt bir¢ok hiicresel proteinin fosforilasyonunu gergeklestirir
(Sekil 2.3). Fosforilasyon yoluyla fonksiyonlar1 diizenlenen bu proteinler ¢ogunlukla
metabolizma, apoptoz ve proliferasyon siireglerine ait proteinlerdir [Nicholson and
Anderson, 2002]. Protein translasyonu, hiicre ¢ogalmasi ve sagkalim i¢in Akt’nin
S473 tfosforilasyonunun da ger¢eklesmesi gerekir. mTORC2 (Mammalian Target of
Rapamycin Complex 2) kinaz tarafindan gerceklestirilen bu fosforilasyon Akt’nin
tam aktivasyonu i¢in gereklidir [Sarbassov et al., 2005]. Akt’nin apoptoz ile
sagkalim arasindaki dengeyi diizenlemek amaciyla bazi apoptotik uyaranlarla da
aktive edildigi gosterilmistir [Tang et al., 2001]. Akt’nin hiperaktivasyonu apoptoza
direng, artan hiicre ¢ogalmasi ve sagkalim, metastaz, anjiyogenez ve hiicresel enerji

metabolizmasindaki artis ile iliskilidir [Steelman et al., 2011].
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Sekil 2.3: PI3K/Akt sinyal yolagi.

OTA karsinojenitesinin PI3K/Akt/mTOR (mammalian target of rapamycin)
sinyal yolag: ile iligkili olabilecegini Oneren ilk calisma Stemmer ve arkadaslarinin
Tsc2 (Tuberous sclerosis 2) tiimor siipressor proteininin dominant bir mutasyonunu
heterozigot olarak tasiyan erkek Eker sicanlarla (Tsc2+/ ) yaptiklar1 in vivo bir
calismadir. Calismada zaman-bagimli olarak OTA muamelesi uygulanan Eker
sicanlarin  bobrek dokularinda mikrodizin temelli gen ekspresyonu analizi
yapilmistir. (IGF)-PI3K-AKT yolagi ile iligkili baz1 genlerin (phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphate3-kinase catalytic 3 subunit; PIK3CB, Akt2, insulin-like growth
factor binding protein 4; IGFBP-4 vb.) ekspresyonunun OTA tesvikli olarak arttig
tespit edilmistir [Stemmer et al., 2007]. Swiss albino disi farelerle yapilan diger bir
calismada, OTA farelerin derisine topikal olarak uygulanmistir ve 12 hafta sonunda
deri tiimorlerinin olusumu goézlenmistir. Calismada primer keratinosit hiicrelerinde
OTA tesvikli olarak EGFR (Epidermal growth factor receptor), ERK1-2, p38, JNK

ve Akt fosforilasyonunun arttig1 gosterilmistir [Kumar et al., 2013].
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3. PROTEOMIK YONTEMLER

Biyolojik siireclerden sorumlu olan proteinlerin hastalik durumlarinda yapisal
ya da miktarsal olarak degisimleri nedeniyle biyobelirte¢ (biomarker) olarak
kullanilmalar1 arastirma konusudur. Proteomik, biyolojik &rneklerdeki protein
ifadesinin ¢ok degiskenli olarak degerlendirilmesi, kompleks patolojik ve fizyolojik
olaylarin anlagilmasi adina proteinlerin tanimlanmasi, karakterizasyonu ve
kantitasyonu i¢in kullanilan ve gelismekte olan bir disiplindir. Giinlimiizde hastalik
mekanizmalarin1 anlamak i¢in saglikli ve hasta bireyler arasindaki proteinlerin tipi ve
konsantrasyonlarindaki farkliliklarin belirlenmesi ve bu farkliliklarin biyobelirte¢
olarak  kullanilabilirliginin  arastirilmasi  i¢in ~ proteomik  caligmalardan
yararlanilmaktadir. Kolon kanseri, kronik myeloid losemi, bdbrek hastaliklari,
sizofreni, bipolar bozukluk ve daha birgok hastalifin erken tanisi i¢in biyobelirteg
arastirmalarinda, yine ¢esitli hastaliklar i¢in gelistirilen hayvan ve hiicre modellerinin
arastirtlmasinda  proteomik ¢alismalarindan elde edilen veriler siklikla
kullanilmaktadir [Zhao and Lin, 2014].

Ornekler arasindaki protein ifade farkliliklarmin rolatif miktar tayini igin
kullanilan, kiitle spektrometrisi (MS, mass spectrometry) temelli iki proteomik
yaklasim vardir. Birincisi etiketleme temelli analiz olarak adlandirilan iTRAQ
(isobaric tags for relative and absolute quantitation), ICAT (isotope coded affinity
tags), SILAC (stable isotope labeling by amino acids in cell culture) ve '*O
etiketleme gibi metotlardir. Etiket temelli analiz yaklasiminda peptitler kovalent
olarak kimyasal etiketlerle isaretlenir ve analiz sirasinda etiketlerden elde edilen
sinyale dayanarak ifade farkliliklar1 hesaplanir. Diger yaklasim ise etiketsiz-MS
olarak adlandirilir. [Craft et al., 2013].

Calismamizda proteom analizi i¢in kullanilan yéntem, etiketsiz LC-MS" olarak
bilinen yeni bir teknolojidi. MS® “data independent acquisition” modu

tanimlamaktadir.
3.1. Etiketsiz Karsilastirmah Proteomik Analizi

Kompleks biyolojik karisimlardaki proteinlerin ve peptitlerin tanimlanmasi ve

miktarinin belirlenmesi i¢in s1vi kromatografisi ile kiitle spektrometrisinin birlikte
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kullanildigt metodoloji LC-MS olarak adlandirilir. Belirli  bir proteinin
hedeflenmedigi ve kesif amagli aragtirmalar i¢in tercih edilen proteomik yontem
genellikle etiketsiz LC-MS’tir. Bu yontemde bir 6rnek i¢indeki proteinler enzimatik
olarak peptitlere pargalanir ve kromatografik ayrima tabi tutulur. Amaca uygun
olarak secilen iyonlastirma basamagindan sonra kiitle analizi (MS) gerceklestirilir
[Clough et al., 2009].

Etiketsiz LC-MS® metodolojisi aslinda bir veri toplama metodunu ifade
etmektedir. Bu metotta analizi gergeklestirilecek olan biyolojik ornek, tripsin ile
muamele edilerek peptitlerine parcalanir ve tekrar edilebilirligi yiiksek olan nano
UPLC (nano Ultra Performance Liquid Chromatography) olarak adlandirilan
sistemde kromatografik ayristirmasi gergeklestirilir. UPLC sistemi, her bir peptidin
kromatografik alikonma zamaninda yok denecek kadar az olan farklilig
yakalamaktadir. Ayristirma sonrasinda peptitler “time of flight (TOF)” denilen ugus
zamani tiipiinden gegerek kuadrupol i¢inde argon ile ¢arpistirilarak parcalanir. Bu
asamada MS® sisteminde 6ncelikle diisik carpisma enerjisinde peptidin biitiinii
hakkinda ve daha sonra ¢arpisma enerjisi arttirilarak peptidi olusturan amino asitler
hakkinda bilgi toplanir (Sekil 3.1) [Web 1, 2011]. Iyonlarm es zamanli olarak

fragmanlara ayrilmasiyla analiz siiresi de kisalmis olur [Silva et al., 2006].

. H -
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Sekil 3.1: MSFile veri toplama.

Teknolojik yeniliklerle birlikte proteomik yontemler de gelismektedir. Yiiksek

performansli sivi kromatografisinin (UPLC), elektrosprey iyonizasyon-kuadrupol
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ucus zamani kiitle spektrometresi (ElectroSpray lonization-Quadrupole Time-of-
Flight Mass Spectrometry, ESI-QTOF-MS") ile birlestirilmesi ile protein ifade
farkliliklarinin hesaplanabilecegi ileri bir proteomik arastirma platformu meydana
gelmistir [Waters Corporation, 2004].

Insan proteomu verilmis bir zamanda ve verilmis bir hiicrede ortalama
20000’in iizerinde protein igerir. Dolayisiyla, tripsin ile muamele sonrasinda c¢ok
daha fazla sayida peptit ile karsi karsiya kalmir. Maksimum miktarda protein
tanimlanabilmesi i¢in, MS analizi Oncesinde Orneklerin fraksiyonlara ayrilmasi
genellik zorunlu bir basmaktir [Weston et al., 2013]. Bu amagla karmasik protein
orneklerinin analiz edilebilmesi icin kararl, yiiksek ¢oziiniirliiliikte ve hassasiyette
caligabilen, gelismis kromatografik sistemler kullanilmaktadir. Protein karigimlari
binlerce peptidi igerdigi i¢in ayristirma giiciiniin ¢ok fazla oldugu kolonlarin
kullanilmast gerekmektedir. UPLC sisteminde ¢ap1 2 um’den daha kiigiik (1.7 pm)
dolgu maddesi iceren ve daha uzun kolonlarin kullanilmasi sonucu daha kisa siirede
daha giiclii kromatografik ayrim saglanir. Bu sistemde pik kapasitesindeki
gelismelerden dolay: analiz edilebilen pargacik sayisinda ciddi artiglar gériilmektedir.
UPLC sistemi 18.000 psi basinca kadar dayanabilmektedir ve bu sayede analiz siiresi
HPLC’ye (High-Performance Liquid Chromatography) goére 10 kat daha
kisalmaktadir. UPLC siteminde dolgu maddesi 1.7 um olan, etil koprili hibrit
(Ethylene Bridged Hybrid, BEH) ad1 verilen BEH C18 partikiilleri kullanilmaktadir
ve kolon uzunlugu 30-150 cm kadar olabilmektedir. Boylelikle peptit yiikleme
miktar1 artirtlmaktadir ve daha yiiksek akis hizlarinda, yiliksek basing altinda ¢ok iyi
ayristirma gergeklestirilmektedir [Web 2, 2012]. Ozellikle BEH dolgu maddelerinin
kullanildig1 kolonlar ¢ok kararli olmalar1 nedeniyle florik asit yerine trifloroasetik
asidin (TFA) kullanilmasini miimkiin kilmaktadir. TFA kromatografik olarak daha
keskin piklerin elde edilmesini saglamaktadir [Xu, 2013].

Peptit miktarlarinin analizi iyon kromatogramindan elde edilen piklerin
integrasyonu ile gergeklestirilir. Bu nedenle farkli 6rnekler i¢indeki peptitlerin analiz
edilebilmesi i¢in kromatografik alikonulma zamanlarinin ortiismesi gerekmektedir.
“ProteinLynx Global Server” (PLGS) yazilimi ile her bir peptit piki st iiste
cakistirilir. Karsilastirmasi yapilacak 6rneklerdeki protein ifade farkliliklari, ‘Protein
intensity Log(e) grafigi’ gibi grafiklerle kolayca incelenebilir.

Sonug olarak LC-MS® metodolojisi kullanilarak yapilan protein analizi ile her

bir 6rnek i¢in yiizlerce protein tanimlanmakta ve drnekler arasinda protein anlatim
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farkliliklar1 belirlenebilmektedir. Gruplar arast karsilastirmanin dogru bir sekilde
yapilabilmesi, analiz gruplar1 arasinda farkliliga neden olan protein biyobelirteglerin
bulunabilmesi i¢in temel komponent analizi (PCA) kullanilmas1 gerekir. Elde edilen
verilerden yola cikarak anlamli sonuclara ulasabilmek igin ¢esitli biyoinformatik
yazilimlara bagvurulur. Scaffold 3 yazilimi ile protein tanimlamalart dogrulanir ve
ayni zamanda tanimlanan her protein i¢in gen ontoloji bilgileri otomatik olarak “The
National Center for Biotechnology Information® (NCBI) veribankasindan indirilir.
PANTHER gibi acik erisimi olan biyoinformatik araglarin kullanilmasi ile de
tanimlanan proteinler hizli bir sekilde hiicresel yerlesim, metabolik siireg, regiilasyon
gibi katogorilere ayrilarak hangi protein gruplarinin etkilendigi bulunur. Tanimlanan
yiizlerce proteinin birbirleri ile olan baglantisinin belirlenebilmesi ve hesaplanan
ifade farkliliklarindan yola ¢ikarak nasil bir mekanizmanin rol aldiginin bulunmasi

icin “Ingenuity Pathway Analysis” (IPA) yolak analizi yazilimi kullanilabilir.

Sekil 3.2: LC-MS/MS Cihazi.
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4. MATERYAL VE METOT

4.1. Hiicre Hatt1 ve Kiiltiirii

HK-2 (Human Kidney 2) hiicre hatt1 yetiskin insan bobregi proksimal tiibiil
epitelinden izole edilen hiicrelerin, insan papilloma virilisiine (HPV 16) ait E6/E7
genlerinin transdiiksiyonu ile immortal hale getirilmesi yoluyla olusturulmustur. Ik
olarak normal yetigkin insan bobrek korteksinden primer proksimal tiibiil hiicre
(PTH) kiiltiirti yapilmistir. PTH kiiltiiri HPV 16 E6/E7 genlerini i¢eren rekombinant
bir retrovirusa maruz birakilmistir. Sonugta, bir yildan daha uzun siire ile serumsuz
besiyerinde siirekli olarak biiyiitiilmiis HK-2 (human kidney-2) hiicre hatt1 elde
edilmistir. HK-2 hiicrelerinin biiylimesi i¢in EGF (epidermal biiyiime faktorii)
gereklidir [Ryan et al., 1994].

ATCC’den (American Type Culture Collection) satin alinan HK-2 hiicreleri,
% 10 fetal sigir serumu (FBS), 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin igeren
Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12)
besiyerinde, % 5 CO, ve 37°C kosullarinda biiyttilmiigtiir.

4.2. OTA ve inhibitorler

Etanol i¢inde hazirlanan OTA’nin stok ¢ozeltisi (10 mM) kiiciik hacimlere
boliinmiis olarak -80°C’ta saklanmistir. Hiicrelere OTA muamelesi % 5 FBS
icerigine sahip DMEM/F-12 besiyeri ile ger¢eklestirilmistir. OTA muamelesi yapilan
tim deney gruplarinda etanoliin son konsantrasyonu % 0.1°dir. Kontrol grubu
hiicreleri % 0.1 etanol ile muamele edilmistir.

OTA ile aktive oldugu belirlenen sinyal ileti yolaklarmin inhibisyonu igin,
ilgili sinyal yolaklarinda gdrevli kilit proteinlere 6zgiin inhibitorler kullanilmigtir. Bu
amagla PI3K/Akt yolaginin inhibisyonu i¢in PI3K inhibitdrii olan Wortmannin,
MEK/ERKI1-2 yolaginin inhibisyonu i¢in MEK inhibitorii olan U0126, c-MET
reseptor tirozin kinazin inhibisyonu i¢in PHA-665752 ve ubikuitin-proteozom
yolaginin inhibisyonu i¢in MG132 kullanilmigtir. Wortmannin 1 mM, U0126 10
mM, PHA-665752 1 mM ve MG132 1 mM konsantrasyonlarinda DMSO i¢inde stok
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soliisyonlar olarak hazirlanmis ve -20°C’ta saklanmuslardir. Inhibitér muamelesi
yapilan tiim deney gruplarinda DMSO’nun son konsantrasyonu % 0.1°dir. Kontrol
grubu hiicrelerine % 0.1 DMSO muamele yapilmstir.

OTA ve inhibitor muamelesi standart olarak su sekilde yapilmistir: Aksi
belirtilmedigi takdirde, 96-kuyucuklu plakalara iiglii biyolojik tekrar seklinde 5 x 10°
hiicre/100 pl besiyeri; 60 mm hiicre kiiltiirii petrilerine 5 x 10° hiicre/4 ml besiyeri;
100 mm hiicre kiiltiirii petrilerine 2 x 10° hiicre/8 ml besiyeri olarak hiicre ekimi
gergeklestirilmistir. Hiicre ekiminden 24 saat sonra besiyeri uzaklagtiriimas,
indirgenmis serum (% 5 FBS) igerigine sahip besiyeri i¢inde hazirlanan OTA
konsantrasyonlar1 hiicrelere uygulanmistir. Doz bagimli deneylerde ii¢ farkli OTA
konsantrasyonu (0.1, 1 ve 10 uM) 24 saat siireyle hiicrelere uygulanmistir. Zamana
bagli deneylerde ise hiicrelere 10 uM OTA konsantrasyonu 1, 3, 6, 12, 24 ve 48 saat
siire ile uygulanmistir. Inhibitér kullanilan deneylerde, ilgili inhibitérler OTA
muamelesinden 1 saat 6nce belirtilen son konsantrasyonlarinda olacak sekilde (1 uM
Wortmannin, 10 pM U0126, 1 uM PHA-665752 ve 0.5 ya da 1 uM MGI132)
indirgenmis serumlu besiyerinde hazirlanarak hiicrelere tatbik edilmistir. OTA
muamelesi siiresince inhibitdrler de besiyerinde tutulmustur. Kontrol grubu hiicrelere

% 0.1 etanol ya da % 0.1 etanol + % 0.1 DMSO uygulanmuistir.

4.3. Kimyasallar, Materyaller ve Kitler

Doktora ¢aligmasi siiresince kullanilan kitlerin listesi ise Tablo 4.1°de,

kimyasallarin ve materyallerin listesi ise Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.1: Tez caligmasinda kullanilan kitler.

Kit Ad1 Tedarikg¢i Firma | Katalog No.
Cell Proliferation ELISA, BrdU Roche 11 669 915 001
Cell Proliferation Kit IT (XTT Assay) | Roche 11465 015 001
CytoTox-Glo™ Cytotoxicity Assay | Promega G9291
Caspase-Glo® 3/7 Assay Promega G8091

BCA Protein Assay Thermo Scientific | 23227
Genopure Plasmid Midi Kit Roche 03 143 414 001
High Pure Plasmid Isolation Kit Roche 11754 777 001
PathScan® RTK Antibody Array CST 7982
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Tablo 4.2: Kimyasallar ve materyaller.

Kimyasal/Materyal Adi Tedarik¢i Firma | Katalog No.
DMEM/F-12 Gibco 11039

FBS Gibco 10270
Penisilin/Streptomisin Gibco 15140
OTA Sigma 01877
PBS Gibco 10010
Wortmannin Sigma W1628
u0126 CST 9903
PHA-665752 Sigma PZ0147
MG132 Sigma C2211
DMSO Sigma D2650
Etanol Sigma-Aldrich 32221

Tris Sigma T6066
NaCl AppliChem A4661
PMSF Roche 11359 061
NP-40 Roche 11 754 599
Sodyum deoksikolat Sigma-Aldrich D6750
SDS Sigma L3771
PhosSTOP Roche 04 906 837
cOmplete, EDTA-free Roche 05 056 489
BCA Protein Assay Thermo 23227
Gliserol AppliChem A1123
B-merkaptoetanol Sigma M3148
EDTA AppliChem A1103
Bromfenol mavisi AppliChem A2331
Glisin AppliChem A1067
PVDF membran Millipore ISEQO00010
Metanol Sigma 32213
Tween-20 Sigma P9416
BSA CST 9998S
Yagsiz siittozu AppliChem A0830
ECL (LumiGlo®/Peroxide CST 7003S
Tripsin 0.25% (1X)-0.2 g/l Hyclone SH30042.01
Protein Ladder Thermo Scientific | 26616
X-tremeGENE HP Roche 06 366 236
Cell Lysis Buffer, CLB CST 9803S
pMEV-MEK1-WT Biomyx P1030a
pMEV-MEK1-DN Biomyx P1030b
pMEV-MEK1-K97R Biomyx P1030d
pEGFP-N, Clontech 6081-1
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4.4. Hiicre Proliferasyonunun Belirlenmesi

OTA muamelesinin yapilacagi besiyeri kosullarin1 belirlemek i¢in, farkli FBS
ylizdesine sahip besiyerleri ile birlikte uygulanan OTA’nin HK-2 hiicrelerinin
proliferasyonuna etkisinin bilinmesi temel alinmistir. Bu amagla Cell Proliferation
ELISA, BrdU (chemilumescent) (Roche) kiti kullanilmistir. Hiicre proliferasyonu
icin DNA replikasyonu gerekli oldugundan, proliferasyonu dolayli yoldan olgen
diger bir yontem DNA sentezinin analizidir. Bu teknik timidin’in 5-bromo-2’-
deoksiiiridin (BrdU) ile yer degistirmesine dayalidir. Diger bir ifadeyle biiyiiyen
hiicrelerde primidin analogu olan BrdU’nun timidinin yerine sentezlenen zincire
katilimi gergeklesir. DNA’nin yapisina katildiktan sonra BrdU immiin analiz ile
tespit edilir.

HK-2 hiicreleri luminesans o6l¢iim i¢in tasarlanmis 96-kuyucuklu beyaz
plakalara ekilmis ve 48 saat sonra besiyeri uzaklagtirilarak, serum igermeyen veya
% 1, % 5 serum igeren besiyerlerinde hazirlanan farklit OTA konsantrasyonlar ile
muamele edilmistir. Inkiibasyon siiresi (24 saat) sonunda OTA muamelesine maruz
birakilan hiicreler daha sonra 4 saat boyunca BrdU ile inkiibe edilerek isaretlenmeleri
saglanmistir. Ardindan hiicreler fikse edilerek BrdU antikoru (anti-BrdU POD) ile
inkiibasyona birakilmigtir. Yikama asamalarindan sonra hiicre ortamina eklenen
substratin POD (peroksit dismutaz) enzimi tarafindan yikimi ile olusan
kemiliiminesan 1s1ma (relative luminescence unit; RLU) Olgiilmiistiir. Hiicre
proliferasyonunu ifade eden BrdU katilimi grafigi, besiyerinden gelen (bos kontrol;

blank) RLU degerinin 6rneklerin RLU degerinden ¢ikarilmasi ile gosterilmistir.

4.5. Hiicre Canhihig1 Analizi

OTA ve inhibitorlerin HK-2 hiicrelerinin canliligina etkisini belirlenmek
amactyla Cell Proliferation Kit II (XTT Analizi) (Roche) kullanilmigtir. Analizin
temeli sar1 renkli tetrazolyum tuzu XTT’nin (sodium 3’-[1-(phenylaminocarbonyl)-
3,4-tetrazolium]-bis (4-methoxy-6-nitro) benzene sulfonic acid hydrate) metabolik
olarak aktif olan hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan dehidrogenaz enzimleri
tarafindan turuncu renkli formazana doniistiiriilmesi esasina dayanmaktadir.

Formazan sulu ortamda ¢Oziinlir ve ortaya c¢ikan rengin absorbansi dogrudan
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mikroplaka okuyucu ile spektrofotometrik olarak olciiliir. Absorbans ile canli hiicre
say1s1t dogru orantilidir.

HK-2 hiicreleri, 96-kuyucuklu plakalara ekilmis ve OTA ya da inhibit6r
varliginda OTA ile muamele edilmistir. inkiibasyon siiresi (24 ya da 48 saat)
sonrasinda taze hazirlanan XTT soliisyonu (50 pl/kuyucuk) kuyucuklara eklenmis,
37°C’ta, % 5 CO;’li ortamda 4 saat inkiibasyondan sonra BioRad (Model680) ya da
VarioScan Flash Multimode Reader (Thermo Scientific) mikroplaka okuyucu
kullanilarak 490 nm ve 655 nm dalga boylarinda absorbans 6l¢iimii yapilmustir. Uglii
biyolojik tekrarli 6rneklerin 490 nm’de Olgiilen absorbans ortalamalari alindiktan
sonra Orneklere ait 655 nm’de Slgiilen zemindeger absorbans ortalamalari ¢ikarilarak
deneysel degerler elde edilmistir. Hiicre canliligt % olarak (4.1)’deki esitlik

kullanilarak hesaplanmustir.

Ornek 100
Kontrol X

4.1)

Hiicre canlihg (%) =

4.6. Nekrotik Hiicre Analizi

CytoTox-Glo™ Cytotoxicity Assay (Promega) hiicre popiilasyonlarinda nekroz
yoluyla 6len hiicrelerin sayisinin olgiimiine olanak veren luminesans sonuglu bir
analizdir. Sitotoksisite ile iligkili bir proteaz aktivitesini dl¢er. Kit luminojenik bir
peptit olan alanil-alanilfenilalanil-aminolusiferini (AAF-Glo™) substrat olarak
kullanilarak, membran biitlinliigii bozulmus olan 6li hiicrelerden salinan proteaz
aktivitesini 6lger. AAF-Glo™ canl1 hiicre membranindan ge¢emedigi igin canli hiicre
popiilasyonu tarafindan herhangi bir sinyal olusturulamaz. CytoTox-Glo™ Assay
termostabil bir lusiferaz enzimi (Ultra-Glo™ Recombinant Luciferase) icerir. Bu
enzim aminolusiferini substrat olarak kullanir ve stabil bir luminesans sinyal

olusturur (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1: Nekrotik hiicre 6liimii analizinin (CytoTox-Glo™ Assay) prensibi.

HK-2 hiicreleri luminesans Ol¢lim i¢in tasarlanmis 96-kuyucuklu beyaz
plakalara ekilmis ve OTA ya da inhibitor varliginda OTA ile muamele edilmistir.
Inkiibasyon siiresi (24 saat) sonrasinda 50 pl CytoTox-Glo™ Cytotoxicity Assay
Reagent her biri kuyucuga eklenerek 15 dakika boyunca oda sicakliginda nazikce
calkalandiktan sonra luminesans Ol¢iim alinmistir. Toplam o6lim (% 100 6lim)
kontrolii, kontrol hiicrelerinin lizisi ile belirlenmistir. Bunun i¢in kontrol grubu
hiicreleri 50 ul Lysis Reagent ile lizis edilerek oda sicakliginda 15 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda tekrar luminesans sinyal &lciilmiistiir. Uclii
biyolojik  tekrarlardan olusan kontrol ve Orneklerin luminesans deger
ortalamalarindan medyumdan gelen zemindeger ortalamasi c¢ikarilarak deneysel
degerler elde edilmistir. Her bir 6rnege ait nekrotik hiicre 6limi ylizde (%) olarak

(4.2) esitligi ile hesaplanmustir.

Ornek — Kontrol

Toplam 6liim — Kontrol X

Nekrotik Hiicre Oliimii (%) = 100 (4.2)

4.7. Hiicre Apoptoz Analizi

Caspase-Glo® 3/7 Assay (Promega) kaspaz-3 ve kaspaz-7 aktivitelerinin
Ol¢timiine dayali luminesans bir analizdir. Kaspaz ailesinin tiyeleri olan bu iki enzim
memeli hiicrelerinde apoptozda anahtar rol oynarlar. Kit ile saglanan DEVD (Asp-

Glu-Val-Asp) dizisinden olusan tetrapeptit, kaspaz-3/7°nin luminojenik substratidir.
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Caspase-Glo® 3/7 Reagent’in eklenmesi ile hiicre lizisi gerceklesir. Lizis ile agiga
cikan kaspazlar DEVD dizisini igeren luminojenik substratin yikimini katalizleyerek,
aminolusiferinin a¢iga c¢ikmasini saglarlar. Lusiferaz enziminin aminolusiferini
substrat olarak kullanmasi sonucu luminesans sinyalin olusumu gergeklesir

(Sekil 4.2.).

H
Z-DEVD-N.

U />_< j/COOH

Caspase-:’-ﬁl

COOH

N S N
\Q />—</ ]/ +ATP + O,
N S

UltraGlo™ Luciferase l
Mgzi-

S e
NS

Z-DEVD- +

A06TMBO4_3A

Sekil 4.2. Apoptoz analizinin (Caspase-Glo® 3/7 Assay) prensibi.

HK-2 hiicreleri luminesans Ol¢lim i¢in tasarlanmis 96-kuyucuklu beyaz
plakalara ekilmis ve OTA ya da inhibitér varliginda OTA ile muamele edilmistir.
Inkiibasyon siiresi (24 saat) sonunda plakalar inkiibatorden almarak oda sicakligina
gelmeleri icin 15 dakika bekletilmistir. Her bir kuyucuga 100 pl Caspase-Glo® 3/7
Reagent eklenmistir. Plaka calkalayicida 300 rpm’de 30 saniye c¢alkalandiktan sonra
2 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmis ardindan luminesans O6l¢iim

yapilmustir.

4.8. Hiicre Lizatlarimin Hazirlanmasi ve Western Blot

HK-2 hiicreleri hiicre kiiltiir petrilerine ekilerek boliim 4.2.’de anlatildig: iizere
OTA ve inhibitdr muameleleri yapilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda besiyeri
uzaklagtirilmis, hiicreler soguk PBS ile yikandiktan sonra ya ticari hiicre lizis

tamponu (Cell Lysis Buffer, CLB: 20 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM
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NaEDTA, 1 mM EGTA, % 1 Triton, 2.5 mM sodyum pirofosfat, 1| mM beta-
gliserofosfat, 1| mM Naz;VO,, 1 pg/ml 16peptin, | mM PMSF) (Cell Signaling
Technology; CST) i¢inde ya da RIPA tamponu (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM
NaCl, % 1 NP-40, % 0.5 sodyum deoksikolat, % 0.1 SDS, 1 mM PMSF) i¢inde lizis
edilmigstir. Kullanilan her 10 mL lizis tamponu icine 1 tablet PhosSTOP fosfataz
inhibitdr kokteyli (Roche) ve 1 tablet cOmplete EDTA-free proteaz inbitor kokteyli
(Roche) eklenmistir. Lizat, buzda 15 dakika inkiibasyonun ardindan 5-6 kez
siringadan gegirilerek homojenize edilmistir. Ornekler +4°C’ta, 14000 x g de 15
dakika santrifiij edilmistir. Siipernatanlar Onceden sogutulmus mikrosantrifiij
tiiplerine transfer edilmis ve BCA Protein Assay (Thermo Scientific) ile protein
konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Her bir Ornekten esit miktar (20-60 pg) total
protein, SDS yiikleme tamponu (4X SDS yiikleme tamponu: 200 mM TrisHCI pH
6.8, % 8 SDS, % 40 gliserol, 572 mM B-Merkaptoetanol, 50 mM EDTA, % 0.08
bromofenol mavisi) ile karistirilmis ve 95°C’ta 5 dakika 1sitilmistir. Incelenecek
proteinin biiyiikliigline gore % 7, % 10 ya da % 12’lik ayirma jeli hazirlanmistir.
Kullanilan tiim jellerde toplama jelinin yiizdesi 4 olarak hazirlanmistir. Poliakrilamid
jeller 1X SDS tamponu (1X SDS tamponu: % 1 SDS, 250 mM Tris, 1.92 M glisin)
doldurulmus tanka yerlestirilmistir. Ornekler jele yiiklendikten sonra toplama jelinde
100 V, ayirma jelinde 150 V’ta kosturulmustur. Elektroforez sonrasi jelde
boyutlarina gore ayrilan protein profili PVDF membrana transfer edilmistir. 1X
transfer tamponu (1X transfer tamponu: 250 mM Tris, 1.92 M glisin, % 20 metanol)
icinde 100 V’ta, 1 bucuk saat 1slak transfer yapilmistir. Transfer sonrasi membranlar
% 5 yagsiz siittozu TBS-T (Tris Buffered Saline with Tween 20, TBS-T: 50 mM
TrisHCI pH 7.4, 150 mM NaCl, % 0.1 Tween—20) icinde 1 saat boyunca oda
sicakliginda, orbital c¢alkalayicida calkalanarak bloklama yapilmistir. Primer
antikorlar tedarik¢i firmanin tavsiye ettigi dilusyonlarda, % 5 BSA iceren TBS-T
icinde hazirlanmistir. Membranlar gece boyunca +4°C’ta orbital ¢alkalayicida primer
antikorlar (fosfo-MEK1/2 (Ser217/221), fosfo-ERK1-2 (Thr202/Tyr204), total-
ERK1-2, fosfo-SAPK/JINK  (Thr183/Tyr185), total-SAPK/INK, fosfo-p38
(Thr180/Tyr182), total-p38, PI3K-p110a, fosfo-PTEN (Ser380), total-PDK1, fosfo-
PDK1 (Ser241), total-Akt, fosfo-Akt (Ser473), fosfo-Akt (Thr308), fosfo-GSK3p
(Ser9), total-GSK3f, fosfo-mTOR (Ser2448), total-mTOR, fosfo-S6 RP
(Ser235/236), c-MET, fosfo-c-MET (Tyr1234/35) ve Mcl-1 monoklonal antikorlari
CST’den, HA (hemagglutinin), fosfo-c-MET (Tyr1234) ve poly-Ub Santa Cruz’dan,
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PARP Roche’tan, total-MEKI1, total-MEK2, B-Aktin Becton Dickinson (BD)
Biosciences’tan tedarik edilmistir) ile inkiibasyona birakilmistir. Primer antikor
muamelesinin ardindan membranlar 3 kez 5 dakika siireyle TBS-T ile yikanmustir.
TBS-T icinde % 5 yagsiz siit tozunda 1:5000 oraninda hazirlanan sekonder antikor
(anti-Mouse IgG HRP-linked veya anti-Rabbit IgG HRP-linked antibody) (CST) ile
1 saat boyunca oda sicakliginda ¢alkalamali olarak inkiibasyon yapilmistir. Sekonder
antikor ile inkiibasyon sonrasinda membranlar 3 kez TBS-T ile yikandiktan sonra
ECL substrati (LumiGlo®/Peroxide Reagent, CST) ile 1 dakika boyunca oda
sicakliginda calkalamali olarak inkiibe edilmistir. Ardindan membranlardaki protein
bantlar1 kemiliiminesan goriintiileme sistemi (Stella, Raytest ya da BioRad,
ChemiDoc™ XRS+System) ile goriintiilenmistir. Protein miktarlarindaki degisimler
ImagelJ ve ImagelLab programlari ile hesaplanmistir. Yiikleme kontrolii olarak [-

Aktin kullanilmistir.
4.9. PathScan® Reseptor Tirozin Kinaz Analizi

PathScan® Reseptor Tirozin Kinaz Array (CST) sandvi¢ immiinoassay
prensibine dayali bir analizdir. Cam bir lam {izerine yerlestirilmis, 28 reseptor tirozin
kinaz ve 11 6nemli sinyal proteininin fosforilasyon durumlarinin ayni1 anda tespitini
saglar. Nitroseliiloz kapli cam slayt iizerinde hedef-spesifik antikorlar, pozitif kontrol
(biyotinlenmis protein) ve negatif kontrol (spesifik olmayan IgG) spotlari ikili olarak
yer almigtir. Hiicre lizatlar1 lam {izerine inkiibe edildikten sonra biyotinlemis
antikorlarla isaretlenir. HRP-bagli Streptavidin substratinin  inkiibasyonunun
ardindan LumiGLO® Reagent ile bagh antikorlar dolayisiyla hedef protein spotlari
kemiliiminesans 1s1ma yoluyla tespit edilir.

Zamana bagli OTA muamelesine tabi tutulan 6rnekler boliim 4.8.’de anlatilig1
gibi ticari hiicre lizis tamponu (CLB) i¢inde hazirlanmis ardindan kit ile saglanan
seyreltici tampon (Array Diluent Buffer) kullanilarak konsantrasyonlari 1 mg/ml
total protein olarak ayarlanmistir. Her bir ornekten 150 pg protein array slayta
yiiklenerek oda sicakliginda 2 saat boyunca inkiibe edilmistir. Sonraki basamalar
kitin onerdigi sekilde uygulanmis ve LumiGlo®/Peroxide reagent ile analiz

gerceklestirilmistir.
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4.10. Plazmid Kurgularn

MEK/ERK1-2 sinyal yolunun inhibisyonunun hedeflendigi deneylerde
kullanilmak {iizere dominant negatif (DN; pMEV-MEKI-DN: K97R, S218A,
S222A), yabanil tip (WT; pMEV-MEK1-WT) ve kinaz inaktif (KD; pMEV-MEK1-
K97R: K97R) MEKI plasmid kurgular1t Biomyx Technology (SanDiego, USA)’den
satin alinmistir. Bos vektdr olarak kullanilan HA (hemagglutinin)-etiketli bos kontrol
vektor (EV; pMEV-2HA) pMEV-MEK-WT plazmidinin BamHI restriksiyon enzimi
(NEB) ile kesilmesi ve T4 DNA ligaz enzimi (Roche) ile ligasyona tabi tutulmasi
yoluyla laboratuarimizda iiretilmistir. HK-2 hiicrelerinin transfeksiyon verimliliginin

belirlenmesi i¢in pEGFP-N, memeli ekspresyon vektorii (Clontech) kullanilmistir.
4.11. Transformasyon ve Plazmid izolasyonu

Escherichia coli DH5a. kompetan hiicrelerinin iizerine 50 ng plasmid DNA
kurgulan ilave edildi. Hiicreler buz iizerinde 10 dakika inkiibe edildikten sonra 42
°C’ta 90 saniye siire ile sicaklik sokuna maruz birakildilar. Ardindan yine buz
tizerine alan hiicreler 2 dakika daha buzda bekletildikten sonra {izerlerine 800 pl
LB (Luria-Bertani) besiyeri ilave edildi. Bakterilerin biiyiimesi i¢in 37 °C’ta 1 saat
stireyle calkalamali inkiibasyona birakildilar. Bir saat sonunda biiyiitiilen bakteri
orneklerinden 100 pl almarak plasmidin igerdigi antibiyotik direng genine gore
secilen antibiyotikli (kanamisinli) LB agar petrisine ekimi yapildi. Bakteri
kolonilerinin biiyiimesi i¢in gece boyunca 37 °C’ta inkiibe edildi. Ertesi giin steril
pipet ucu yardimiyla tekli koloniler alinarak antibiyotik i¢eren 50 pg/ml kanamisin
iceren 5 ml LB besiyerine ekildi. Gece boyunca 37 °C’ta biiyiitiilen bakteri kiiltiirii
ertesi glin plasmid izolasyonunda kullanildi. High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche)
yardimiyla elde edilen plazmidler dogrulanmak iizere dizileme analizine tabi tutuldu.
Dogrulugu belirlenen plazmidleri tasiyan Escherichia coli DHS5a transformant
kolonilerine ait kiiltlir 6rneklerinin % 10 gliserol ilavesiyle gliserol stoklar1 yapildi ve
-80 °C’ta saklandi. Daha sonraki transfeksiyon asamalarinda kullanilacak
plazmidlerin eldesi i¢in bu gliserol stoklar kullanildi. Transfeksiyon basamaginda
kullanilacak olan endotoksin icermeyen safliktaki plazmidlerin eldesi i¢in Genopure

Plasmid Midi Kit (Roche) kullanildi. Escherichia coli DH5a transformantlarina ait
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gliserol stoklardan pipet ucu yardimiyla alinan bir miktar bakteri 100 m1’lik 50 pg/ml
kanamisin iceren LB besiyerine ekilerek, gece boyunca biiyiimeleri i¢in 37 °C’ta
inkiibe edildi. Ertesi giin tedarik¢i firmanin onerdigi protokol kullanilarak plazmid
izolasyonu yapildi. Elde edilen plazmidlerin konsantrasyonu NanoDrop (Thermo
Scientific) spektrofotometre yardimiyla belirlendi. Plazmid DNA’lar kullanilana dek
-20 °C’ta saklandu.

4.12. Transfeksiyon

HK-2 hiicreleri 60 mm’lik hiicre kiiltiirii petrilerine ya da 96-kuyucuklu
plakalara ekilmis ve 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
hiicreler 5 pg plazmid DNA/60 mm petri ya da 100 ng plazmid DNA/kuyucuk
olacak sekilde EV, WT, DN ve KD MEK1 plasmid kurgular ile transfekte edilmistir.
Transfeksiyon ajani olarak X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent (Roche)
kullanilmistir. Transfeksiyon islemi tedarik¢i firmanin onerdigi protokole gore
yapilmigtir. Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicrelere OTA muamelesi (10 uM)
yapilmistir. Kontrol hiicrelerine son konsantrasyonu % 0.1 olacak sekilde etanol
eklenmistir. Muameleden 24 saat sonra 60 mm’lik hiicre kiiltiirii petrilerinde
transfekte edilen edilen hiicreler Western blot analizi i¢in boliim 4.8’de anlatildigi
gibi lizat haline getirilmistir. 96-kuyucuklu plakalarda transfekte edilen hiicreler ise
bolim 4.5’de anlatildign {izere hiicre canliligi analizi (XTT analizi) ile
degerlendirilmislerdir.

HK-2 hiicrelerinin transfeksiyon verimliliginin belirlenmesi i¢in, hiicreler 60
mm’lik hiicre kiiltiirii plakalaria ekildikten 24 saat sonra pEGFP-N2 plazmidi ile
transfekte edilmistir. Transfeksiyondan 48 saat sonra yesil floresan proteinin (GFP)
anlatimini1 yapan hiicreler ECLIPSE Ti-FL floresan mikroskop (Nikon) ve DS-Fil

kamera sistemi (Nikon) ile GFP kanalinda (488 nm) goriintiilenmistir.

4.13. Hiicre Morfolojilerinin Degerlendirilmesi

HK-2 hiicreleri 60 mm’lik hiicre kiiltiirii plakalarina ekilmistir ve bolim
4.2.°de anlatildig1 gibi hiicrelere 24 saat silireyle OTA ve inhibitor muamelesi

yapilmistir. Muameleden sonra hiicre morfolojileri 40x biiyiitme altinda faz kontrast
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mikroskobu (ECLIPSE Ti-FL invert mikroskop ve DS-Fil kamera sistemi, Nikon)

ile goriintiilenmistir.
4.14. Proteom Analizi icin Hiicre Peletlerinin Hazirlanmasi

HK-2 hiicreleri, 1 x 10° hiicre olacak sekilde 15 cm petrilere ekilerek inkiibe
edilmigtir. Hiicreler % 70-80 yogunluga ulastiginda 10 ml 1X PBS ile yikanarak, % 5
serum iceren besiyerinde OTA (0.1, 1 ve 10 uM) ile 24 saat siireyle muamele
edilmistir. Kontrol grubu hiicrelere % 0.1 etanol uygulanmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda hiicrelerin besiyeri uzaklastirilmis ve bir kez PBS ile yikandiktan sonra
hiicre peletleri 3 kez 50 mM amonyum bikarbonat (NH4sHCO;) ile yikanmistir.
Santrifiij kosullar1 3000 rpm, +4 °C’ta 5 dakika olarak uygulanmistir. Hiicre peletleri
kiitle spektroskopisine gonderilene dek -80°C’ta saklanmistir. Proteom analizi
TUBITAK MAM Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii’nden hizmet alimi

olarak gerceklestirilmistir.
4.14.1. LC-MS/MS Analizi

HK-2 hiicrelerinden ekstrakte edilen proteinler, tripsin ile parcalandiktan sonra
kromatografik  ayristirmadan  gecirilmistir.  Ardindan  peptit  agirliklarinin
belirlenebilmesi i¢in MS analizi gergeklestirilmistir. Bundan sonra ise MS/MS

yontemiyle amino asit sekansi belirlenmistir.
4.14.1.1. Protein Orneklerin Hazirlanmas ve Triptik Parcalama

Hiicre peletleri 500 pl lizis tamponu i¢inde vorteklenir. Proteomik arastirmada
standart lizis tamponu (%0.1 RapiGest'™ SF: 1 mg RapiGest™ SF 1 ml 50 mM
NH4HCO; iginde ¢6ziiliir) olarak % 0.1 RapiGest™ SF (Waters) kullanilir.

RapiGest™ SF, zwitter iyonik deterjan1 proteindeki iyonik etkilesimleri
ortadan kaldirarak denatiirasyonu kolaylastirir. Boylelikle hem proteinlerin
¢cOziinlirliliigi artar hem de tripsin proteazinin, proteine yaklagmasina ve lizin,
arginin aminoasitlerinden sonra daha kolay bir sekilde peptit zincirinin kesilmesine

olanak verir. Bu sekilde daha hizli ve etkin tripsinizasyon gerceklestirilir.
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Ornekler, buz iizerine alinarak sonikasyona tabi tutulur. Sonikasyon ii¢ tekrarli
olarak ve her bir tekrar 5 sn siirecek sekilde ayarlanir. Bu asamadan sonra, drnekler
15000 rpm’de 15 dk boyunca santrifiij edilerek, hiicre debrisi ¢oktiiriiliir. Stipernatant
yeni tiiplere konur. Orneklerin protein konsantrasyonu Bradford yoéntemi ile
belirlenir. Her bir 6rnekten 100 pg protein icin gerekli hacimler alinarak yeni LoBind
Eppendorf tiiplere konur.

Protein ve peptitlerin LC-MS/MS yontemi ile tanimlanabilmesi i¢in 6rnek
hazirlama asamasi ¢ok Onemlidir. Nano sivi kromatografisi (nanoUPLC) ve
elektrospray iyonlagsma kiitle spektrometresi (ESI-QTOF-MS) 6zellikle ornek
icerisindeki tuzlardan ve kiiciik molekiillerden olumsuz yonde etkilendiginden
dolay1, 6rnegin tuzlardan arindirilmasi gerekmektedir. Bu islemde, tripsinizasyondan
once protein karistmi PES molekiiler kiitle membran zarli 0.5 ml spin kolonu
Vivaspin 500 (Sartorius) ile santrifiij edilir ve drnek tuzlarindan armdirilir. Ornekler
5 kDa PES membran spin kolonuna transfer edilir ve ilave 500 ul % 0,1 RapiGest™
SF ¢ozeltisi ile iki defa yikanir. Ornekler bu kolonlar iginde, hacimleri 50 pl olana
kadar santrifiij edilip yogunlastirilir. Ardindan ornekler yeni LoBind Eppendorf
tiiplere almir. Orneklerin protein konsantrasyonu Bradford yontemi ile tekrar
belirlenir. Her bir 6rnekten 50 pg protein icin gerekli hacimler alinarak yeni LoBind
Eppendorf tiiplere konur.

Her birinde 50 pg protein oldugunu bilinen tiiplere son konsantrasyonu 5 mM
olacak sekilde DTT (Dithiothreitol) ilave edilir ve 60 °C’ta 15 dakika boyunca
inkiibe edilerek disiilfit baglarinin kirilmasi saglanir. Daha sonra son konsantrasyonu
10 mM olacak sekilde iyodoasetamit (IAA) ilave edilir. Oda sicakliginda ve
karanlikta 30 dk inkiibe edilerek indirgenmis olan sistein yan zincirleri alkillenmis
olur. DTT ile disiilfit baglar1 kirilir. Disiilfit baglar1 proteinlerin ikincil ve {igiinciil
yapilarinda bulunur. Alkillenme islemiyle tekrar olusabilecek disiilfit baglar1 ve
protein katlanmalar1 engellenmis olur.

Triptik peptitleri elde etmek iizere, hazirlanan bu karisima 50 mM NH4HCOs
icinde hazirlanan 1 pg proteomik dereceli tripsin (20 ng/uL stoktan 50 pL)
eklenerek, gece boyu 37 °C’deki etiivde inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra proteaz
aktivitesi, 3 pl trifloroasetik asit (TFA) ve 2 pl asetonitril ilavesi ile durdurulur.
Peptit karistmmma TFA katilmasi ile Rapigest deterjan1 hegzanol ve Kkiitle
spektrometresi ile uyumlu olan bir kimyasala parcalanmis olur. Elde edilen peptit

karisimi igerisine son konsantrasyonu 50 fmol/ul olacak sekilde Saccharomyces
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cerevisiae enolaz triptik peptitleri dahili standart olarak eklenir. Ornek igerisine
katilan bu dahili standart, Ornekler arasi normalizasyonun yapilabilmesi i¢in
gereklidir. Karisitm 50 mM NH4HCO; ile 200 pL’ye tamamlanir. Elde edilen
karigimin triptik peptit konsantrasyonu 100 ng/uL. olarak ayarlanmis olur. Bu
asamada peptitler 60 °C’de 2 saat kadar ¢alkalanarak 1sitilir. Son agsama olarak da 10
dk kadar 15000 rpm hizda santrifiij edilerek, c¢oziinmeyen ve kromatografi
asamasinda sorun c¢ikartabilecek partikiiller ¢oktiiriiliir ve siipernatant 200 pl’lik
PTFE (politetrafloroetilen) 6rnek viyaline konur. Peptitleri bulunduran tiipler analize

kadar -80°C’de saklanir.

4.14.1.2. Protein Orneklerin LC-MS/MS Sistemine Enjeksiyonu

Hazirlanan triptik peptit karistmindan 5 pL (500 ng) almnarak yiiksek
performanslt sivi kromatografisine bagl, elektriksel piiskiirtme ile iyonlastirma ve
dort kutup zaman bazli 6l¢lim kaynagi igeren kiitle spektrometresi sistemine
[nanoUPLC (nano ultra performance liquid chromatography)-ES1 (electrospray
ionization)-QTOF (quadrupole time of flight)-MS (mass spectrometry), Waters]
yiikenir. Teknik hatalar1 elimine etmek amaciyla her bir 6rnek i¢in toplam 3
enjeksiyon yapilir. Her bir ornek i¢in {i¢ farkli biyolojik tekrar c¢alisilmistir.

Toplamda her bir 6rnek i¢in 9 ayr1 enjeksiyon yapilmistir.
4.14.1.3. Proteinlerin Tanimlanmasi ve Farkliliklarin Belirlenmesi

Tripsin ile kesilen proteinlerin spotlarimin tanimlanmasi i¢in ProteinLynx
Global Server (PLGS 2.5) yazilim1 kullanilir. Bu yazilim MS verisini analiz etmek
icin Monte Carlo algoritmasini kullanir. PLGS 2.2.5 yazilimi ile hesaplanan PLGS
skoru dogrulugun belirlenmesinin istatistiksel bir Ol¢limiidiir. Daha yiiksek skor
protein tanimlamasi i¢in daha yiiksek giiven demektir. PLGS skoru i¢in alt limit 20
olarak tanimlanmistir. Bu kosullar altinda tanimlanan protein % 95 kesinlilikle dogru
kabul edilir. Enjeksiyon bazli protein miktarlar1 arasindaki istatistiksel farklilik
varyans analizi (ANalysis Of VAriance; ANOVA) yontemi ile degerlendirilir.

MS/MS-temelli peptit and protein tanimlamalarinin validasyonu i¢in Scaffold

yazilimi (version Scaffold 3.6.1, Proteome Software Inc.) kullanilmistir. Protein
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ifadesindeki degisimlerin belirlenmesi i¢in Progenesis LC-MS yazilimi V4.0
(Nonlinear Dynamics) kullanilmistir. Ornekler arasi normalizasyon total iyon
yogunluguna gore yapilmistir. Benzer proteinler gruplandirilmistir ve en yiiksek

skora sahip olan proteinin hesaplanan miktar degeri verilmistir.
4.15. ifadesi Degisen Proteinlerin Yolak Analizi

Ifadesi degisen proteinlerin dahil olduklar1 sinyal yolaklarimi, biyolojik
siirecleri ve molekiiler fonksiyonlarini daha detayli incelemek i¢cin PANTHER
(Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships) version 9.0 agik erisim
veritabani, UniProt, Gene Ontology (GO) ve Reactome yolak analizi veri tabanlari

birlikte kullanilmistir.
4.16. istatistiksel Analiz

Tiim veriler ortalama + S.E.M. olarak gosterilmistir. Istatistiksel analizler
GraphPad Prism 5.03 software programi kullanilarak gercgeklestirilmistir.
Kargilastirmalar ANOVA ile yapilmistir. ANOVA analizi Bonferroni c¢oklu
karsilastirma analizi ile birlikte kullanilmistir. Tiim testlerde istatistiksel dnem igin
p < 0.05 kriter alinmis ve istatistiksel olarak anlamli farkliliklar * ile gosterilmistir
(*, p < 0.05). Istatistiksel olarak anlamli olmayan farkliliklar ise “ns” ifadesi ile
gosterilmistir (ns, p > 0.05). Her deney farkli zamanlarda en az {i¢ kez tekrar

edilmistir.
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5. SONUCLAR VE YORUMLAR

5.1. OTA’nmin Uygulanacagi Besiyeri Kosullarinin Tespiti

Literatiirdeki in vitro g¢aligmalarin genelinde, serum proteinlerine baglanmasi
nedeniyle OTA, serum icermeyen besiyerinde hiicrelere tatbik edilmistir. Ancak
laboratuarimizda yapilan deneyler sonucunda HK-2 hiicrelerinin serum igermeyen
besiyerinde, uzun donemde proliferasyon yeteneklerini kaybettikleri tespit edilmistir
(Sekil 5.1). Serum icermeyen besiyeri kosullarinin hiicreler igin ayrica bir stres
kaynagi olmasi1 ve dogal kosullar altinda OTA maruziyetinin serumsuz ortamda
gerceklesmeyecegi gerceklerinden yola ¢ikarak, HK-2 hiicrelerinin proliferasyon
yeteneklerini kaybetmemesi i¢in gereksinim duyduklart minimum FBS oranm
arastirtlmistir.  Yaptigimiz ¢alismalar sonucu FBS igeriginin % 5’in altina diistiigi
durumlarda HK-2 hiicrelerinin proliferasyon oranlarinin, 6zellikle daha ileri zaman
araliklarinda normal kosullara (% 10 FBS iceren besiyeri) gore oldukc¢a azaldigi
tespit edilmistir. Bununla beraber, % 5 FBS igeren besiyerinin hiicrelerin normal
bliylime ve proliferasyon stireglerini destekleyen minimum serum orani oldugu
bulunmustur. Bu bulgulardan yola ¢ikarak OTA muamalesi sirasinda hiicreler i¢in
ayrica bir stres olusturmayan ve hiicre proliferasyonunun etkilenmedigi FBS yiizdesi

% 5 olan besiyeri kullanilmasina karar verilmistir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1: Farkli FBS yiizdelerinin HK-2 hiicre proliferasyonuna etkisi.
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XTT analizi, mitokondriyal olarak aktif yani canli hiicreleri belirleyen bir
analizdir. Dolayisiyla bu analiz yontemi, proliferasyonu durduran herhangi bir ajanin
yoklugunda, hiicre proliferasyonunu belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Ancak OTA
gibi bir ajanin varliginda, hiicre proliferasyonunu daha direkt bir yolla belirlemek
icin BrdU katilim1 analizi tercih edilmektedir. Bu nedenle, OTA’nin HK-2 hiicre
proliferasyonuna etkisini belirlemek amaciyla, hiicrelere farkli serum yiizdelerine
sahip besiyerlerinde, farkli OTA konsantrasyonlar1 (0.1, 1 ve 10 uM) 24 saat siireyle
uygulanmistir. BrdU katiliminin analizi ile elde edilen bulgular Sekil 5.2°de grafik

olarak verilmistir.

5.0x107 1 *

'_* Bl %0 FBS
l °O
4.0x107- I B %1FBS
,_’I‘_l C3J %5FBS
= T
EA 3.0>107
e
53
5 &
3 2.0x107
@ *
1.0x1074 | I
ns
-.*rl

Kontrol 0.1 1 10
OTA konsantrasyonu (uM)

Sekil 5.2: Farkli FBS yiizdelerinde OTA’nin HK-2 hiicre proliferasyonuna etkisi.

Serum igermeyen besiyerinde (% 0 FBS), kullanilan tiim OTA dozlar1t HK-2
hiicre proliferasyonunda inhibisyona sebep olmustur. Besiyerinin serum igerigi % 1
iken uygulanan OTA dozlarina baglh olarak, HK-2 hiicre proliferasyonunun azaldigi
tespit edilmistir. Yiizde 1 FBS igeren besiyerinde, 10 uM OTA dozunda, HK-2
hiicrelerinin % 91.2°’nin BrdU katilimin1 gerceklestiremedigi belirlenmistir. FBS
yiizdesinin 5 oldugu besiyerinde ise OTA’nin diisiik dozlarinda (0.1 ve 1 uM), HK-2
hiicre proliferasyonunda artis varmis gibi gézlense de bu artiglarin anlamli olmadigi
hesaplanmistir. Yalnizca 10 uM OTA konsantrasyonunda hiicre proliferasyonunda
anlaml bir azalma go6zlenirken, hiicrelerin % 30’unun aktif olarak BrdU katilimini
gerceklestirdigi  belirlenmistir  (Sekil 5.2). OTA muamelesi altindaki HK-2

hiicrelerinin proliferasyon yeteneklerinin devam ettigi ortamin serum yiizdesinin 5
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oldugu kabul edilerek, bundan sonraki deneylerimizde OTA’nin, % 5 FBS igeren

besiyeri ile birlikte hiicrelere uygulanmasina karar verilmistir.

5.2. OTA’nin HK-2 Hiicre Canhhgina Etkisi

OTA’nin HK-2 hiicre canliligina etkisini belirlemek i¢in {i¢ farkli OTA
konsantrasyonu (0.1, 1 ve 10 uM) hiicrelere 24 ve 48 saat siireyle uygulanmistir.
Metabolik olarak aktif diger bir ifadeyle canli olan hiicrelerin mitokondrilerinde
bulunan dehidrogenaz enzimlerinin aktivitesinin Ol¢iimiine dayali olan analiz
sonrasinda elde edilen absorbans degerleri, OTA muamelesi goren hiicrelerin
absorbans degerlerinin kontrol hiicrelerinin absorbans degerlerine oranlanmasi ile
rolatif olarak degerlendirilmistir. Hiicre canliligi yiizde (%) olarak gosterilmistir

(Sekil 5.3).
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Sekil 5.3: OTA’nin HK-2 hiicre canliligina etkisi.

OTA zamana ve konsantrasyona bagli olarak HK-2 hiicrelerinin canliligini
azaltmaktadir. HK-2 hiicre canliligmmin 10 puM OTA konsantrasyonunda 24 saat
sonunda % 35 oraninda, 48 saat sonunda % 60 oraninda azaldigi tespit edilmistir
(Sekil 5.3). Diisiik konsantrasyonlarda (0.1 ve 1 uM) goézlenen hafif azalma

istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir.
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5.3. OTA Tesvikli Nekroz

Hiicre canliligindaki doza-bagimli azalmanin sebebinin OTA tesvikli nekroz
olup olmadigini belirlemek amaciyla kontrol ve 24 saat siireyle OTA muamelesi
yapilan HK-2 hiicreleri CytoTox-Glo™ Assay ile analiz edilmistir. Nekroz sirasinda
hiicre siser, ardindan membran biitliinliigli bozulur ve hiicre hizla lizis olur
[Proskuryakov et al., 2003]. Bdylece hiicrenin sitoplazmik igerigi ortama karisir.
Membran biitiinligli bozularak o6len hiicrelerden besiyerine salinan proteaz
aktivitesinin 6l¢iimiine dayali olan CytoTox-Glo™ Assay ile OTA tesvikli nekrotik
hiicre 6liimii ya da diger bir ifadeyle sitotoksiste belirlenmistir. Ilgili proteazin
substrati (AAF-Glo™) canli hiicre membranindan gegemedigi igin canli hiicre
popiilasyonu tarafindan herhangi bir sinyal olusturulamaz. Sekil 5.4’teki grafikte
kontrol grubuna gorece OTA muamelesi yapilan 6rneklerdeki nekrotik hiicre 6liimii

oranlar1 yilizde (%) olarak gosterimistir.
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Sekil 5.4: HK-2 hiicrelerinde OTA tesvikli nekroz.

Sadece 10 uM OTA konsantrasyonu uygulanan grupta nekroz yoluyla 6len
hiicrelerin sayisinda anlamli olan bir atis tespit edilmistir. Ancak % 8.8 + 0.3 olarak

hesaplanan bu artis ilimli olarak kabul edilen deger araligindadir (Sekil 5.4).
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5.4. OTA Tesvikli Apoptoz

OTA’nin 10 pM konsantrasyonunda gozlenen nekrotik hiicre Oliimii orani
(% 8.8) (Sekil 5.4). HK-2 hiicre canliliginda meydana gelen % 35’lik azalmay1
(Sekil 5.3) tam olarak agiklayamamaktadir. Bu sebeple, HK-2 hiicre canliligindaki
azalmada OTA tesvikli apoptozun roliiniin olup olmadig1 arastirilmistir. Kaspaz-3 ve
kaspaz-7 yapisal olarak birbirine ¢ok benzeyen ve apoptotik yolalarda kilit rol
oynayan proteazlardir [Lakhani et al., 2006]. Kontrol ve 24 saat slireyle OTA
muamelesi uygulanan hiicrelerin apoptotik hiicre 6liimii oranlari, kaspaz 3 ve 7
aktivitesinin Ol¢iimiine dayali olan Caspase-Glo® 3/7 Assay ile belirlenmistir. HK-2
hiicrelerinde diisiik OTA konsantrasyonlarinda (0.1 ve 1 puM OTA) kaspaz
aktivitesinde onemli bir degisim gozlenmezken, 10 uM OTA’nin kaspaz 3/7
aktivitesini 2.9 & 0.3 kat arttirdig1 tespit edilmistir (Sekil 5.5).
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Sekil 5.5: HK-2 hiicrelerinde OTA tesvikli kaspaz 3/7 aktivasyonu.

Ayrica 10 uM OTA konsantrasyonunun HK-2 hiicrelerinde tesvik ettigi
apoptoz, 24 saat siireyle farkli OTA konsantrasyonlari uygulanan hiicrelerden elde
edilen lizatlarin, anti-PARP antikoru kullanilarak yapilan Western blot analizi ile de
dogrulanmistir. OTA’nin (10 uM) PARP kesilmesini uyardig tespit edilmistir (Sekil
5.6).
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Sekil 5.6: HK-2 hiicrelerinde OTA tesvikli PARP kesilmesi.

5.5. OTA Tesvikli PI3K/Akt Sinyal Yolaginin Aktivasyonu

Bir hiicrenin kanserlesmesi siirecinde artmis sagkalim (survival) yetenegi
olmazsa olmazlardandir. Sagkalim i¢in temel yolak olan PI3K/Akt sinyal yolaginin
OTA muamelesi altindaki HK-2 hiicrelerindeki aktivasyon durumu bu yolaga 6zgiil
proteinleri ve bu proteinlerin fosfo-formlarin1 taniyan antikorlar kullanilarak
Western blot yontemi ile incelenmistir (Sekil 5.7).

HK-2 hiicrelerinde OTA’nin diisiik dozlarinda (0.1 ve 1 uM) herhangi bir etki
gozlenmezken, 10 uM OTA konsantrasyonunda Akt’nin hem Ser473 hem de Thr308
fosforilasyonunda artis oldugu belirlenmistir (Sekil 5.7A). PI3K/Akt sinyal yolaginin
diger bilesenleri i¢in OTA’nin etkisi incelendiginde, PI3K’1n katalitik altbirimi olan
pl10a proteinin miktarinda doz bagimli olarak artis oldugu tespit edilmistir (Sekil
5.7B). PI3K/Akt yolaginin negatif diizenleyicisi olan PTEN’in (Phosphatase and
tensin homolog) Ser380 fosforilasyonunda azalma meydana geldigi gosterilmistir.
Ser380 fosforilasyonunun azalmas: PTEN’in stabilitesinin azaldigini1 géstermektedir
[Vazquez et al., 2000]. Akt aktivasyonu i¢in pozitif diizenleyici olan PDKI1’in
Ser241 fosforilasyonunda azalma gozlemlenmistir (Sekil 5.7B). Ancak fosfo-PDK1
(Ser241) seviyesinde gozlenen bu azalma, fosfo-PDK1 (Ser241)’in total PDK1 ile

normalize edilmesi durumunda artis olarak yansimaktadir (Sekil 5.7C).
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Sekil 5.7: OTA tesvikli a) Akt aktivasyonu b) PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi
proteinlerinin seviyeleri ve fosforilasyon durumlari, c) fosfo-PDK1/total-PDK1
rOlatif bant yogunlugu.

Akt aktivasyonu ile uyumlu olarak 10 pM OTA muamelesi goren hiicrelerde
GSK-3B (Glycogen synthase kinase 3 beta) Ser9 pozisyonundan fosforillenerek
inhibe edilmektedir. Akt’nin 6nemli hedefleri olan mTOR’un ve S6 RP’in (S6
ribosomal protein) fosforilasyon seviyelerinde de 10 uM OTA muamelesi goren HK-
2 hiicrelerinde artis oldugu belirlenmistir (Sekil 5.7B). Elde edilen verilerle HK-2
hiicrelerinde OTA’nin karsinogenez ile siki iligkili bir yolak olan PI3K/Akt/mTOR
sinyal yolagini aktive ettigi ilk kez gosterilmistir [Ozcan et al., 2014].

5.6. OTA Tesvikli MEK/ERK1-2 Sinyal Yolaginin
Aktivasyonu

MAPK sinyali belirli kanserlerde diizenlenmesi bozulan yolaklar arasinda yer
almaktadir [Dhillon et al., 2007]. OTA aracili MAPK sinyal yolaklarinin aktivasyonu
daha onceki calismalarla gosterilmigtir. OTA tesvikli JNK aktivasyonu apoptoz ile
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iligkilendirilirken, ERK1-2 aktivasyonunun OTA aracili karsinogenezde rolii oldugu
distiniilmektedir [Gekle et al., 2000], [Gekle et al., 2005], [Marin-Kuan et al., 2007].
MDCK-C7 hiicrelerinde OTA tesvikli uzun siireli ERK1-2 aktivasyonunun epitel
hiicrelerin yeniden farklilasmasi ve transformasyonu ile iliskilendirilmistir [Gekle et
al., 1998].

HK-2 hiicrelerinde OTA’nin MAPK sinyal yolaklarina etkisini belirlemek i¢in
ilk olarak 24 saat siireyle farkli OTA konsantrasyonu uygulanan hiicrelerden elde
edilen lizatlar Western blot yontemi ile incelenmistir. OTA’nin HK-2 hiicrelerinde
MEK/ERKI1-2 sinyalini aktive ettigi belirlenmistir (Sekil 5.8). OTA’nin ERK1-2
fosforilasyonunu uyardigi hem in vitro hem de in vivo deneylerle daha Once
gosterilmesine ragmen, HK-2 hiicrelerinde OTA tesvikli ERK1-2 fosforilasyonu ve
bu fosforilasyonu yiiriiten iist diizenleyici kinazin MEK1-2 oldugu ilk kez bu ¢alisma

ile gosterilmistir [Ozcan et al., 2014].
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Sekil 5.8: OTA tesvikli a) MEK/ERK 1-2 sinyal proteinlerinin aktivasyonu, b) p38 ve
JNK inaktivasyonu.

HK-2 hiicrelerinde 24 saatlik OTA muamelesi sonrasinda 10 pM’lik OTA
dozunun MEK/ERK1-2 fosforilasyonunu arttirdigi, buna karsin ayn1 kosullarda p38
ve JNK aktivasyonlarinin kontrole gore azaldig: tespit edilmistir (Sekil 5.8).
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5.7. OTA Tesvikli Akt ve ERK1-2 Aktivasyonunun Zamana
Bagh incelenmesi

OTA’nin PI3K/Akt ve MEK/ERKI1-2 sinyal yolaklarini aktive ettiginin
belirlenmesinin  ardindan, bu aktivasyon profilinin zamana bagli olarak
incelenmesine karar verilmistir. HK-2 hiicreleri 48 saat siireyle 10 uM OTA’ya
maruz birakilmig ve Western blot yontemiyle incelenmek {izere belirli zaman
araliklarinda hiicre lizatlar1 hazirlanmistir. Ozgiil antikorlar kullanilarak Akt, ERK1-
2 ve JNK fosforilasyonlar1 incelenmistir. Birinci saatin sonunda ERKI1-2
fosforilasyonununda giiclii bir artis gozlenirken, Akt fosforilasyonunun OTA
muamelesinin altinci saatinde pik yaptigi tespit edilmistir (Sekil 5.9). Ilging olarak,
her iki kinazin fosforilasyonunun da 48 saate kadar siirdiiriildiigii belirlenmistir. Bu
sonu¢ HK-2 hiicrelerinde OTA’nin bu yolaklarin uzun siireli aktivasyonunu

uyardigini isaret etmektedir.
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Sekil 5.9: PI3K/Akt and MAPK sinyal proteinlerine OTA’nin zamana bagl etkisi.

Sasirtic1 bir bulgu olarak, INK/SAPK fosforilasyonunun OTA muamelesinin 6.
saatten sonra baskilandig tespit edilmistir (Sekil 5.9). Bu sonu¢ HK-2 hiicrelerinde
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OTA tesvikli apoptozda beklenilenin aksine JNK/SAPK sinyalinin énemli bir role

sahip olmadigina igaret etmektedir.

5.8. OTA ile Aktive Olan PI3K/Akt ve MEK/ERK1-2 Sinyal
Yolaklarinin Hiicre Canhihgindaki Rolleri

OTA muamelesi altindaki HK-2 hiicrelerinde PI3K/Akt ve MEK/ERK1-2
sinyal yolaklariin iglevsel rollerini ve olas1 birbiriyle etkilesimlerini agiga ¢ikarmak
icin iliskili sinyal yolaklarma 6zgii inhibitérler kullanilmistir. PI3K/Akt sinyal
yolaginin inhibisyonu i¢in PI3K inhibitorii olan Wortmannin (1 uM) ve MEK/ERK1-
2 sinyal yolagmin inhibisyonu i¢in MEK inhibitérii olan U0126 (10 uM)
kullanilmistir. Calismada kullanilan inhibitorlerin (Wortmannin, U0126 ve daha
sonra deginilecek olan PHA-665752) belirtilen konsantrasyonlarda HK-2 hiicre
canliligina ve morfolojisine herhangi bir yan etkisi tespit edilmemistir (Sekil 5.10 ve

Sekil 5.11).
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Sekil 5.10: Inhibitdrlerin HK-2 hiicrelerin canliliina etkisi.
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Sekil 5.11: OTA ve inhibitdrlerin HK-2 hiicre morfolojisine etkisi.

OTA muamelesinden 1 saat once uygulanan inhibitérler 24 saat siireyle
hiicrelere uygulanmis ve OTA muamelesi sirasinda ortamdan ¢ekilmemislerdir.
Beklenildigi gibi Wortmannin OTA tesvikli Akt fosforilasyonunu engellemistir.
Ancak umulmadik bir sekilde hiicrelerde ERKI1-2 fosforilasyonunun arttigi
gozlenmistir. Diger yandan OTA tesvikli ERKI1-2 fosforilasyonunun UO0126 ile

inhibe edilmesinin Akt fosforilasyonu iizerine herhangi bir etkisi olmadigi

gozlenmistir (Sekil 5.12).
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Sekil 5.12: PI3K/Akt ve MEK/ERK -2 yolaklarinin kimyasal inhibisyonu ve
inhibitdrlerin diger proteinler tizerindeki etkileri.

Paralel deneylerle sinyal yolaklarinin inhibisyonu durumunda OTA’nin HK-2
hiicre canliligina ve apoptoza etkisi arastirilmigtir. Wortmannin ile PI3K/Akt
sinyalinin inhibisyonu durumunda OTA muamelesi goren tiim hiicre gruplarinin
canliliginda sadece OTA muamelesi goren hiicrelerin canliligina gére azalma oldugu
tespit edilmistir. Bu durum uygulanan ti¢ farkli OTA konsantrasyonu (0.1, 1 ve 10
uM) icin de istatistiksel olarak anlamli bir azalmadir (Sekil 5.13). Buna karsin
U0126 ile MEK/ERK1-2 sinyalinin inhibisyonu durumunda OTA muamelesi géren
hiicrelerin canliliginda, yalnizca OTA muamelesi goren hiicrelerin canlilifina gore
artis oldugu belirlenmistir. Diger bir ifadeyle, OTA’nin HK-2 hiicre canlilig1 iizerine
olan negatif etkisinin, MEK/ERKI1-2 sinyalinin inhibisyonu ile azaltildig
saptanmigtir. Ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu tek 6rnek grubu 10
uM OTA grubudur. OTA’nin diisiik konsantrasyonlarinda (0.1 ve 1 puM) hiicre
canliliginda istatistiksel olarak anlamli olmayan hafif artiglar gozlenmistir
(Sekil 5.13).
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Sekil 5.13: PI3K/Akt ve MAPK/ERK -2 sinyalinin inhibisyonu ile OTA’nin HK-2
hiicre canliligina etkisi.

Elde edilen veriler “OTA’ya maruz kalan HK-2 hiicrelerinin yasam ya da
0liim kararinda, PI3K/Akt ve MEK/ERK1-2 sinyal yolaklar1 zit yonde ¢alismaktadir”

hipotezinin olusumunu saglamistir.

5.9. OTA ile Aktive Olan MEK/ERK1-2 Sinyal Yolaginin
Apoptoz ile iliskisi

MEK/ERK1-2 aktivasyonunun hiicre canliliginin azalmasina olan katkisinin
daha iyi anlagilmasi i¢in, U0126 ve OTA ile muamele yapilan HK-2 hiicrelerinin
kaspaz-3/7 aktivesi analiz edilmistir. U0126 ile OTA’nin birlikte uygulandigr HK-2
hiicrelerinde, sadece OTA muamelesi yapilan hiicrelerinkine gore, kaspaz-3/7
aktivasyonunda azalma oldugu tespit edilmistir (Sekil 5.14). Buna Kkarsin,
Wortmannin ile OTA’nin birlikte uygulandig hiicrelerde, sadece OTA muamelesi
yapilan hiicrelerinkine gore, kaspaz-3/7 aktivitesinde artis oldugu belirlenmistir
(Sekil 5.14). Elde edilen bu sonu¢ HK-2 hiicrelerinde OTA ile aktive olan
MEK/ERKI1-2 sinyalinin apoptoz i¢in calistigini desteklemektedir. Ayrica HK-2
hiicrelerinde OTA tesikli MEK/ERK1-2 sinyal aktivasyonunun apoptoz i¢in
calistiginin dogrulanmasi i¢in 10 uM OTA ve U0126+OTA uygulanan hiicrelerin
sub-G¢/G; populasyonu oranlar1 akis sitometrisi (flow cytometry) kullanilarak

belirlenmistir. MEK/ERK1-2 sinyalinin inhibisyonu hipodiploid apoptotik HK-2
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hiicrelerinin ylizdesini, sadece OTA muamelesi yapilan HK-2 hiicrelerininkine gore
diisiirmiistiir [Ozcan et al., 2014]. Tiim bu sonuclar MEK/ERK1-2 aktivasyonunun
HK-2 hiicrelerinde OTA tesvikli apoptoza neden oldugunu isaret etmektedir.
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Sekil 5.14: OTA ile Aktive Olan MEK/ERK -2 Sinyal Yolaginin Apoptoz ile
Miskisi.

5.10. MEK/ERK1-2 Sinyalinin Gen Diizeyinde Inhibisyonu
ve HK-2 Hiicre Canhihigina Etkisi

MEKI1-2 aktivasyonunun apototik etkisini (Sekil 5.13 ve Sekil 5.14)
dogrulamak i¢in daha direkt bir yaklasim olan transfeksiyon yoluyla protein
miktarinin yeniden diizenlenmesi gerceklestirilmistir. Bu amagla, ilk olarak HK-2
hiicrelerinin transfeksiyon verimliliginin kontrolii i¢in hiicreler pEGFP-N; plazmidi
ile transfekte edilmistir. Transfeksiyondan 48 saat sonra yesil floresan proteinin
(GFP) anlatimin1 yapan hiicrelerin floresan mikroskop altindaki goriintiisii Sekil
5.15’te verilmistir. Daha sonra Boliim 4.12°de anlatildigr tizere HK-2 hiicreleri
MEK1’in dominant-negatif (DN-MEK1) ve kinaz inaktif (KD-MEK1) formlarini
kodlayan ifade plazmidleri ile gegici olarak transfekte edilmislerdir. Bu vektorler
tarafindan ifade edilen ve HA (hemaglutinin) etiketi tasiyan her iki proteinin de
ERK1-2 aktivitesinde azalmaya dolayisiyla OTA aracili apoptozda azalmaya sebep
olmas1 beklenmistir. Ayrica HK-2 hiicreleri kontrol amagl olarak HA isareti tasiyan

yabanil tip (WT-MEKT1) ekspresyon plazmidi ve bos vektor (EV) ile de gegici olarak
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transfekte edilmistir. Tiim transgenlerin ekspresyonunun etkinligi, transfeksiyondan
48 saat sonra elde edilen lizatlarla, HA ve MEKI1 antikorlar1 kullanilarak yapilan
Western blot yontemi ile kontrol edilmistir (Sekil 5.16).

Sekil 5.15: HK-2 hiicrelerinin transfeksiyon verimliligi.

HA-MEK1
NT EV WT DN KD
HA — —
HA-MEK1» — —
MEK1» S S S——
B-Aktin

Sekil 5.16: MEK1’in gen diizeyinde inhibisyonu.

MEK1 vektor plazmidlerin transfeksiyonundan 24 sonra 10 puM OTA
muamelesi yapilan HK-2 hiicrelerinin canlilig1 incelendiginde, elde edilen sonuglarin
inhibitor kullanilarak yapilan deneylerle uyumlu oldugu goriilmiistiir. DN-MEK1 ve
KD-MEK1’in asirn ifadesi (overekspresyonu) yoluyla MEKI-2 sinyalinin
inhibisyonu sonucu hiicre canliliginda, transfekte olmayan (NT) ya da EV-MEKI1 ve
WT-MEKI transfektan hiicrelerinin canliligina kiyasla, istatistiksel olarak anlamli

bir artis tespit edilmistir (Sekil 5.17).
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Sekil 5.17: Fonksiyonel olmayan MEK1’in agir1 anlatiminin
HK-2 hiicre canliliina etkisi.

5.11. HK-2 Hiicrelerinde OTA Tesvikli c-MET Aktivasyonu

HK-2 hiicrelerinde OTA tesvikli PI3K/Akt ve/veya MEK/ERKI1-2
aktivasyonunun iist diizenleyicilerini belirlemek, sinyal iletim olaylarin1 daha iyi
anlamak ve OTA tarafindan uyarilan bu yolaklara iliskin herhangi bir reseptor tirozin
kinazin varligim1 arastirmak i¢in PathScan Receptor Tyrosine Kinase (RTK) Array
kullanilmistir. PathScan RTK Array slaytinin sekli ve slayt {izerindeki fosfo-
proteinlere 6zgiil antikorlar1 barindiran spotlar Sekil 5.18’te verilmistir.

HK-2 hiicreleri 3, 6, 12 ve 24 saat siireyle 10 uM OTA’ya maruz birakilmistir.
PathScan RTK Array ile OTA muamelesini takiben c-MET reseptor tirozin kinazinin
fosforilasyonunun arttig1 tespit edilmistir. c-MET in tiim fosfo-tirozin aminoasitlerini
tantyan diger bir deyisle pan-Tyr antikorlar i¢eren spotlar oval i¢ine alinan 11 no.lu
spotlardir (Sekil 5.19A). RTK Array’deki ¢c-MET fosforilasyonunu isaret eden
spotlarin yogunlugu ImageJ programi yardimiyla hesaplanmistir. Sonuglar kontrole
ait yogunluk degerine oranlanarak rolatif fosfo-c-MET nokta yogunlugu olarak
grafige dokiilmiistiir (Sekil 5.19B).
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Sekil 5.18: PathScan RTK Array’in fiziksel haritasi.

c-MET’ten bagka, PathScan RTK Array ile fosforile oldugu belirlenen diger

kinazlar Akt (29 ve 30 numarali spot), ERK1-2 (31 numarali spot), Src (36 numarali
spot) ve S6 RP (32 numarali spot)’dir (Sekil 5.19A).
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Sekil 5.19: a) PathScan RTK Array analizi, b) RTK Array’deki fosfo-c-MET
spotlarinin yogunlugu.
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Gergekten c-MET’in aktivasyonu i¢in gerekli olan tirozin aminoasidinin
fosforilasyona ugradigini dogrulamak i¢in, zamana bagli OTA muamelesi yapilan
hiicrelerden elde edilen lizatlar, total-c-MET ve fosfo-c-MET (Tyr1234/1235)
antikorlar1 ile Western blot yontemiyle incelenmistir. c-MET fosforilasyonunun OTA
muamelesini takiben 6. saatte dnemli Olciide arttig1 ve 12. saatte pik yaptiktan sonra

tekrar bir miktar azaldig tespit edilmistir (Sekil 5.20).
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Sekil 5.20: a) OTA tesvikli c-MET aktivasyonu, b) fosfo-c-MET(Tyr1234)/total
c-MET rélatif bant yogunlugu.

5.12. ¢-MET RTK’in Kimyasal Inhibisyonu

c-MET’in OTA tesvikli Akt ve/veya ERK1-2 aktivasyonundan sorumlu olup
olmadigint belirlemek icin, c-MET’e 0zgli bir inhibitéor olan PHA-665752
kullanilmistir. PHA-665752 ATP ile yarigmali olarak c-MET kinazin katalitik
aktivitesini inhibe eder. PHA-665752 ve OTA’nmin 6 saat siireyle uygulandig
hiicrelerden elde edilen lizatlar kullanilarak yapilan Western blot analizi ile OTA
tesvikli c-MET ve Akt’nin fosforilasyon seviyelerinde Onemli Ol¢lide azalma
meydana geldigi, ancak ERKI1-2 fosforilasyonunun c¢-MET inhibisyonundan
etkilenmedigi tespit edilmistir (Sekil 5.21).

56



. e — + OTA (10 pM)

- + - + PHA (1 uM)
. fosfo-c-Met
v W " | (Tyr1234/35)

S s TR e | fosfo-AKT (Serd73)

fosfo-ERK1-2

W W S s | (Thr202/Tyr204)

T G G e | (-Aktin

Sekil 5.21: OTA tesvikli Akt aktivasyonundan sorumlu olan c-MET RTK.

Akt aktivasyonunun anti-apoptotik etkisinin gozlenmesi ile uyumlu olarak,
1 uM PHA-665752’nin OTA muamelesi altindaki HK-2 hiicrelerinin canlilifina
etkisi arastirilmistir. ¢-MET’in inhibisyonu durumunda 10 uM OTA muamelesi
altindaki HK-2 hiicrelerin canliliginin, sadece 10 pM OTA muamelesi yapilan
hiicrelerinkine kiyasla daha da azaldigi belirlenmistir (Sekil 5.22).

k= 3 oTA

B PHA+OTA
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Sekil 5.22: c-MET’in kimyasal inhibisyonunun HK-2 hiicre canliligina etkisi.

c-MET inhibisyonunun kaspaz 3/7 aktivitesine etkisi incelendiginde, c-MET’in
inhibisyonu durumunda OTA’nin apoptotik etkisinin yalnizca OTA muamelesi géren
hiicrelerinkine gore hafif oranda arttig1 ancak bu artigin istatistiksel olarak anlaml
olmadig1 tespit edilmistir (Sekil 5.23). Bu sonu¢ ayn1 zamanda OTA tesvikli c-MET

aktivasyonunun ERK1-2 aktivasyonu ile iligkili olmadigini da desteklemektedir.
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Sekil 5.23: c-MET inhibisyonunun OTA tesvikli apoptoza etkisi.

Elde edilen sonuglar, OTA muamelesine cevaben c-MET’in aktive oldugunu
ve bu aktivasyonun hiicre sagkalimi i¢in PI3K/Akt sinyali aktivasyonunda énemli bir
role sahip oldugunu gostermektedir. Buna karsin, OTA tesvikli MEK/ERKI1-2
aktivasyonunun c-MET aktivasyonu ile gerceklesmedigi, heniiz bizim de
bilmedigimiz, muhtemel baska bir {ist diizenleyici kinazin MEK/ERKI-2

aktivasyonunda etkin olabilecegi sonucunu dogurmustur.

5.13. Proteom Analizi

Kontrol ve 10 uM OTA muamelesi yapilan hiicrelerden elde edilen lizatlar
etiketsiz LC-MS/MS yontemi kullanilarak analiz edilmis ve sonu¢ olarak hem
kontrol hem de 10 uM OTA muamelesi yapilan hiicre lizatlarinda ortak olarak 393
adet protein tanimlanmistir. Tanimlanan proteinlerden 96 tanesinin ifade degisimi
istatistiksel olarak onemli goriinmektedir. Protein miktarlarindaki degisim, kontrol
grubuna kiyasla 10 pM OTA grubundaki rolatif degisimi ifade etmektedir. Ifadesi
degisen proteinlerin 40 tanesinde kontrol grubuna kiyasla artis gozlenirken, 56
tanesinde azalma oldugu belirlenmistir. Ifadesi degisen proteinlerin gdrevli olduklari
sinyal yolaklarini, biyolojik siire¢leri ve molekiiler fonksiyonlarini daha detayli
incelemek icin PANTHER version 9.0 agik erisim veritabani, UniProt, Gene
Ontology (GO) ve Reactome yolak analizi veri tabanlar1 birlikte kullanilmistir.
Kontrol hiicrelerine gorece 10 uM OTA wuygulanan hiicrelerde ifadesi artan

proteinlerin, dahil olduklar1 protein sinifi, molekiiler fonsiyonlari, yer aldiklari
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biyolojik siirecler ve sinyal yolaklar1 Tablo 5.1°de, ifadesi azalan proteinlerinki ise

Tablo 5.2°de verilmistir.

5.13.1. Ifadesi Degisen Proteinlerin Dahil Olduklar1 Sinyal
Yolaklarina Gore Degerlendirilmesi

PANTHER veritabaninin OTA ile ifadesi degisen proteinler igin
iliskilendirilebildigi baslica sinyal yolaklarinin, apoptoz, ATP sentezi, kaderin,
RhoGTPaz’larca diizenlenen hiicre iskeleti, de novo piirin biyosentezi, FAS sinyali,
integrin, kemokin/sitokin ile tetiklenen inflamasyon aracili sinyal, serin glisin
biyosentezi, mRNA kirpilmasi (mRNA splicing), Wnt sinyali ve heterotrimerik G-
protein aracili sinyal yolaklar1 oldugu belirlenmistir (Sekil 5.24).

Ifadesi degisen proteinlerin dahil olduklar1 sinyal yolaklar1 PANTHER
veritabani ile tespit edilerek Sekil 5.24’te Venn semasi1 seklinde gosterilmistir.
UniProt ve Reactome veritabanlarindan elde edilen ek bilgiler Tablo 5.1 ve Tablo

5.2’de sirastyla mavi ve yesil renkli olarak bildirilmistir.

Artan Arzalan
Heterotrimerik G-Protein aracili sinyal yolag: Apoptoz sinyal yolagi
Wnt signal volagi ATP sentezi

Kaderin sinyal yolag1

Hem Artan Hem Azalan De novo piirin biyosentezi
Rho GTPaz aracil hiicre iskeleti diizenlemesi FAS sinyal yolag:
Kemokin/Sitokin ile tetiklenen inflamasyon aracili sinyal yolag1 Serin glisin biyosentezi
Integrin sinval volag1 mRNA splicing

Sekil 5.24: ifadesi degisen proteinlerin dahil oldugu sinyal yolaklari.
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Tablo 5.1: HK-2 hiicrelerinde OTA-tesvikli ifadesi artan proteinler.

Erisim Protein Ad1 PANTHER Molekiiler Fonksiyonu GO PANTHER/UniProt/
No Protein Simifi Biyolojik Siirecler Reactome Pathway
QI9UBI6 Guanine nucleotide-binding heterotrimeric G-protein  protein binding small molecule metabolic Heterotrimeric G-protein
protein Gy/Gsy/G o) subunit process signaling pathway
gamma-12 (GBG12) GTPase activity
cell communication Cortocotropin releasing factor
signal transducer activity receptor signaling pathway
signal transduction
Inflammation mediated by
chemokine and cytokine
signaling pathway
Wnt signaling pathway
P62820  Ras-related protein Rab-1A G-protein GTPase activity ER to Golgi vesicle-mediated Small GTPase mediated signal
(RAB1A) transport transduction
autophagic vacuole assembly Autophagy
mitotic cell cycle Golgi cisternae pericentriolar
stack reorganization
Q92928 Ras-related protein Rab-13 Small GTPase GTP binding protein transport Small GTPase mediated signal
(RABI1C) transduction
probably involved in vesicular
traffic
Q15286 Ras-related protein Rab-35 G-protein GTPase activity protein transport Small GTPase mediated signal

(RAB35)

cytokinesis

transduction
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Tablo 5.1: Devam.

Erisim  Protein Ad1 PANTHER Molekiiler Fonksiyonu GO PANTHER/UniProt/
No Protein Simnifi Biyolojik Siirecler Reactome Pathway
P32004  Neural cell adhesion molecule immunoglobulin receptor  phosphoprotein phosphatase  cell-cell adhesion Cell surface receptor signaling
L1 (L1ICAM) superfamily activity pathway
cell-cell signaling
protein phosphatase receptor activity
nervous system development
immunoglobulin
superfamily cell adhesion immune system process
molecule
induction of apoptosis
protein modification process
P04004  Vitronectin (VINC) cell adhesion molecule integrin binding cell-matrix adhesion Vascular endothelial growth
factor receptor signaling
ECM binding integrin-mediated cell adhesion  pathway
cellular process Regulation of complement
activation
P08670  Vimentin (VIME) intermediate filament structural molecule activity cellular component organization  Apoptosis

structural protein

or movement
apoptotic process

developmental process

Caspase-mediated cleavage of
cytoskeletal proteins
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Tablo 5.1: Devam.

Erisim  Protein Ad: PANTHER Molekiiler Fonksiyonu GO PANTHER/UniProt/
No Protein Simifi Biyolojik Siirecler Reactome Pathway
P35579 Myosin-9 (MYHY) actin binding motor protein binding cytoskeleton reorganization and  Cytoskeletal regulation by Rho
protein regulation of cell shape GTPase
catalytic activity
cell junction protein transport Integrin-mediated signaling
enzyme regulator activity pathway
G-protein modulator angiogenesis
motor protein Inflammation mediated by
cytokinesis, mitosis chemokine and cytokine
structural molecule activity signaling pathway
in utero embryonic development
Termination of G-protein
meiotic spindle organization coupled receptor signaling
pathway
P19105 Myosin regulatory light chain actin family cytoskeletal — calcium and protein binding  muscle organ developmental and  Ephrin signaling
12A (ML12A) protein contraction
structural molecule activity
calmodulin regulation of cell shape
043707  Alpha-actinin-4 (ACTN4) non-motor actin binding  actin binding cellular component organization  Integrin signalling pathway
protein
calcium binding tight junction assembly Nephrin interactions
integrin-binding protein
structural molecule activity =~ probably vesicular trafficking
developmental process
043852 Calumenin (CALU) calmodulin protein binding cellular process, cell

calcium ion binding

communication
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Tablo 5.1: Devam.

Erisim  Protein Ad1 PANTHER Molekiiler Fonksiyonu GO PANTHER/UniProt/
No Protein Simifi Biyolojik Siirecler Reactome Pathway
P27797 Calreticulin (CALR) calcium-binding protein  binding cellular calcium ion homeostasis  Calnexin/calreticulin cycle
chaperone unfolded protein binding protein folding ER-Phagosome pathway
Q96AY3 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase calcium ion binding chaperone-mediated protein
isomerase (FKBP10) folding
chaperone isomerase activity
protein peptidyl-prolyl
calcium-binding protein isomerization
Q14697 Neutral alpha-glucosidase AB glucosidase catalytic activity post-translational protein N-glycan trimming in the ER
(GANAB) modification and Calnexin/Calreticulin cycle
protein folding
P30040 Endoplasmic reticulum resident ~membrane traffic protein  possibly protein folding and  intracellular protein transport
protein 29 (ERP29) secretion
vesicle-mediated transport;
exocytosis
P07237  Protein disulfide-isomerase isomerase catalytic activity protein folding Collagen biosynthesis and

(PDIAI)

(catalyzes the
rearrangement of -S-S-
bonds in proteins)

response to ER stress

extracellular matrix organization

modifying enzymes

Detoxification of Reactive
Oxygen Species
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Tablo 5.1: Devam.

Erisim  Protein Ad1 PANTHER Molekiiler Fonksiyonu GO PANTHER/UniProt/
No Protein Simifi Biyolojik Siirecler Reactome Pathway
P12235  ADP/ATP translocase 1 (ADT1) amino acid transporter binding transport Mitochondrial protein import
mitochondrial carrier transporter activity metabolic process Regulation of insulin secretion
protein
apoptotic mitochondrial changes  Vpr-mediated induction of
transfer/carrier protein apoptosis by mitochondrial
viral process outer membrane
calmodulin permeabilization
P45880  Voltage-dependent anion- anion channel transporter activity anion transport Negative regulation of intrinsic
selective channel protein 2 apoptotic signaling
(VDAC2) voltage-gated ion channel
P02042 Hemoglobin subunit delta transfer/carrier protein heme binding blood circulation and coagulation Megakaryocyte development
(HBD) and platelet production
oxygen binding transport
oxygen transporter activity
P60903  Protein S100-A10 (S10AA) signaling molecule binding cell cycle and communication Orphan transporters

calmodulin

calcium ion binding

protein homodimerization
activity

metabolic process

immune system process

Dissolution of Fibrin Clot
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Tablo 5.1: Devam.

Erisim  Protein Ad1 PANTHER Molekiiler Fonksiyonu GO PANTHER/UniProt/
No Protein Simnifi Biyolojik Siirecler Reactome Pathway
P84090  Enhancer of rudimentary transcription factor binding cell cycle
homolog (ERH)
poly(A) RNA binding transcription
nucleic acid binding regulation of transcription
transcription factor activity
Q92804 TATA-binding protein- transcription factor binding mRNA splicing, via spliceosome
associated factor 2N (RBP56)
DNA binding protein catalytic activity RNA splicing, via
transesterification reactions
mRNA splicing factor nucleic acid binding
transcription factor activity transcription
P17844  Probable ATP-dependent RNA  RNA helicase RNA helicase activity alternative regulation of pre-
helicase (DDX5) mRNA splicing
translation initiation factor
activity translation
regulation of translation
Q92841 Probable ATP-dependent RNA  RNA helicase RNA helicase activity alternative regulation of pre-

helicase (DDX17)

translation initiation factor
activity

mRNA splicing
translation

regulation of translation
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Tablo 5.1: Devam.

Erisim Protein Ad1 PANTHER Molekiiler Fonksiyonu GO PANTHER/UniProt/
No Protein Simifi Biyolojik Siirecler Reactome Pathway
P05387  60S acidic ribosomal protein P2 ribosomal protein RNA binding translation Peptide chain elongation
(RLA2)
structural molecule activity
Q9Y6M1 Insulin-like growth factor 2 mRNA splicing factor catalytic activity induction of apoptotis
mRNA-binding protein 2
(IF2B2) ribonucleoprotein mRNA binding transport
enzyme modulator protein binding RNA splicing, via
transesterification reactions
translational regulator activity
transcription, DNA-dependent
regulation of mRNA stability
and subcellular localization mRNA splicing, via spliceosome
Q15365 Poly(rC)-binding protein 1 mRNA splicing factor catalytic activity induction of apoptotis mRNA Splicing - Major
(PCBPI1) Pathway
ribonucleoprotein RNA and ssDNA binding transport
Processing of Capped Intron-
enzyme modulator protein binding RNA splicing, via Containing Pre-mRNA
transesterification reactions
transcription, DNA-dependent
mRNA splicing, via spliceosome
P14866  Heterogeneous nuclear mRNA splicing factor mRNA binding mRNA splicing, via spliceosome mRNA Splicing-Major
ribonucleoprotein L (HNRPL) RNA splicing, via Pathway
ribonucleoprotein catalytic activity transesterification reactions
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Tablo 5.1: Devam.

Erisim  Protein Ad1 PANTHER Molekiiler Fonksiyonu GO PANTHER/UniProt/
No Protein Sinifi Biyolojik Siirecler Reactome Pathway
P67809  Nuclease-sensitive element- RNA binding CRD-mediated mRNA mRNA Splicing - Major
binding protein 1 (YBOX1) stabilization Pathway
DNA binding
mRNA splicing, via spliceosome
sequence-specific DNA
binding transcription factor regulation of transcription, DNA-
activity templated
P61326  Protein mago nashi homolog poly(A) RNA binding developmental process mRNA Splicing - Major
(MGN) Pathway.
regulation of alternative mRNA
splicing Transport of mature mRNA
derived from an intron-
gamete generation containing transcript
mRNA transport mRNA 3'-end processing
nonsense-mediated mRNA decay
P04843  Dolichyl- glycosyltransferase catalytic activity post-translational protein Asparagine N-linked protein
diphosphooligosaccharide modification glycosylation
protein glycosyltransferase
subunit 1 (RPN1)
P04844  Dolichyl- glycosyltransferase catalytic activity post-translational protein Asparagine N-linked protein

diphosphooligosaccharide
protein glycosyltransferase
subunit 2 (RPN2)

modification

glycosylation

Tablo 5.1: Devam.
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Erisim Protein Ad1 PANTHER Molekiiler Fonksiyonu GO PANTHER/UniProt/
No Protein Sinifi Biyolojik Siirecler Reactome Pathway
QY96HE7 EROI-like protein alpha oxidoreductase oxidoreductase activity cell redox homeostasis Detoxification of Reactive
(ERO1A) Oxygen Species
protein disulfide isomerase ER unfolded protein response
activity
transport
Q13162  Peroxiredoxin-4 (PRDX4) peroxidase antioxidant activity ROS metabolic process No hit for pathway
oxidoreductase activity cell redox homeostasis
000469  Procollagen-lysine,2- oxygenase oxidoreductase activity cell adhesion Collagen biosynthesis and
oxoglutarate 5-dioxygenase 2 modifying enzymes
(PLOD2) cellular protein modification
process
response to hypoxia
P14314  Glucosidase 2 subunit beta transferase protein binding protein glycosylation N-glycan trimming in the ER
(GLU2B) and Calnexin/Calreticulin cycle
enzyme modulator transferase activity
Advanced glycosylation
calcium ion binding enzyme regulator activity endproduct receptor signaling
QY9HDCY9 Adipocyte plasma membrane- lyase lyase activity carbohydrate metabolic process ~ No hit for pathway

associated protein (APMAP)

arylesterase activity
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Tablo 5.1: Devam.

Erisim Protein Ad1 PANTHER Molekiiler Fonksiyonu GO PANTHER/UniProt/
No Protein Simifi Biyolojik Siirecler Reactome Pathway
QO6PIU2 Neutral cholesterol ester lipase lipase activity lipid metabolism, lipid No hit for pathway
hydrolase 1 (NCEH1) degradation
Q8NBS9 Thioredoxin domain-containing  isomerase protein disulfide isomerase cellular protein modification No hit for pathway
protein 5 (TXNDS) activity process
protein folding
P23284  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase isomerase activity immune system process Collagen biosynthesis and

isomerase B (PPIB)

protein folding

intracellular protein transport

modifying enzymes
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Tablo 5.2: HK-2 hiicrelerinde OTA-tesvikli ifadesi azalan proteinler.

Erisim Protein Ad1 PANTHER Protein Molekiiler Fonksiyonu GO PANTHER/UniProt/
No Simifi Biyolojik Siirecler Reactome Pathway
P99999  Cytochrome c (CYC) mitochondrial carrier electron transporter apoptotic process Apoptosis signaling pathway
protein
respiratory electron transport ATP synthesis
transfer/carrier protein chain
095831  Apoptosis-inducing factor 1, dehydrogenase oxidoreductase activity apoptotic process Apoptosis signaling pathway
mitochondrial (AIFM1)
oxidase respiratory electron transport Caspase independent apoptotic
chain pathway
reductase
chromosome condensation
P09874  Poly [ADP-ribose] polymerase 1 glycosyltransferase transferase activity DNA repair FAS signaling pathway
(PARPI1)
protein ADP-ribosylation
response to stress
P36542  ATP synthase subunit gamma, ATP synthase hydrolase activity ATP biosynthetic process ATP synthesis
mitochondria (ATPG)
hydrolase transporter activity proton transport
P54819  Adenylate kinase 2, nucleotide kinase nucleotide kinase activity purine/pyrimidine nucleobase De novo purine biosynthesis
mitochondrial (KAD2) metabolic process

Synthesis and interconversion
of nucleotide di- and
triphosphates
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Tablo 5.2: Devam.

Erisim Protein Ad1 PANTHER Protein Molekiiler Fonksiyonu GO PANTHER/UniProt/
No Simifi Biyolojik Siirecler Reactome Pathway
P49411  Elongation factor Tu, translation elongation and translation elongation and regulation of translation Protein biosynthesis
mitochondrial (EFTU) initiation factor initiation activity
Mitochondrial translational
hydrolase GTPase binding/activity translational elongation
G-protein
P34897  Serine methyltransferase methyltransferase activity nucleobase-containing Serine glycine biosynthesis
hydroxymethyltransferase, compound metabolic process
mitochondrial (GLYM) De novo mitochondrial
cellular amino acid metabolic thymidylate biosynthesis
process pathway
P52815 39S ribosomal protein L12, ribosomal protein nucleic acid binding translation
mitochondrial (RM12)
structural molecule activity ~ mitochondrial translation
P31040  Succinate dehydrogenase dehydrogenase oxidoreductase activity oxidation-reduction process Respiratory electron transport
[ubiquinone] flavoprotein
subunit, mitochondrial (DHSA)  oxidase TCA cycle TCA cycle
flavin adenine electron transport
dinucleotide binding
carbohydrate metabolic process
094925  Glutaminase kidney isoform, hydrolase hydrolase activity metabolic process renal catabolism of glutamine

mitochondrial (GLSK)

glutaminase activity

glutamate biosynthetic process

pathway
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Tablo 5.2: Devam.

Erisim Protein Ad1 PANTHER Protein Molekiiler Fonksiyonu GO PANTHER/UniProt/
No Simifi Biyolojik Siirecler Reactome Pathway
Q16836 Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase oxidoreductase activity lipid metabolic process Lipid metabolism; f atty acid
dehydrogenase, mitochondrial beta-oxidation
(HCDH) hydratase lyase activity carohydrate metabolic process
epimerase/racemase racemase and epimerase translation
activity
060488  Long-chain-fatty-acid-CoA ligase Ligase activity immune system process Fatty acid metabolism
ligase 4 (ACSL4)
transporter activity lipid/fatty acid metabolic process Lipid metabolism
lipid transport Synthesis of very long-chain

fatty acyl-CoAs

P30048  Thioredoxin-dependent peroxide peroxidase antioxidant activity metabolic process Detoxification of ROS
reductase, mitochondrial
(PRDX3) oxidoreductase activity

P00403  Cytochrome c oxidase subunit 2  oxidoreductase antioxidant activity respiratory electron transport Detoxification of ROS
(COX2) chain

oxidoreductase activity
intracellular protein transport

095881  Thioredoxin domain-containing  surfactant oxidoreductase activity metabolic process
protein 12 (TXD12)
reductase protein-disulfide reductase cell redox homeostasis
(glutathione) activity

P10809 60 kDa heat shock protein, chaperonin ATPase activity protein folding Mitochondrial protein import
mitochondrial (CH60)




Tablo 5.2: Devam.

Erisim Protein Ad1 PANTHER Protein Molekiiler Fonksiyonu GO PANTHER/UniProt/
No Simifi Biyolojik Siirecler Reactome Pathway
P78371 T-complex protein 1 subunit beta chaperonin chaperon 'de novo' posttranslational
(TCPB) protein folding
P49368  T-complex protein 1 subunit ATPase activity
gamma (TCPG) cellular component organization
P48643  T-complex protein 1 subunit or biogenesis
epsilon (TCPE)
P40227  T-complex protein 1 subunit zeta protein complex assembly
(TCPZ)
Q99832  T-complex protein 1 subunit eta
(TCPH)
075396  Vesicle-trafficking protein ER to Golgi vesicle-mediated
SEC22b transport
(SEC22B)
protein transport
regulation of organelle
organization
P04222  HLA class I histocompatibility =~ MHC class I peptide antigen binding Antigen Presentation Endosomal/Vacuolar pathway
antigen, Cw-3 alpha chain
(HLA-C) Host-virus interaction ER-Phagosome pathway.
P01891  HLA class I histocompatibility Immunity

antigen, A-68 alpha chain
(HLA-A)

Interferon alpha/beta/gamma
signaling
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Tablo 5.2: Devam.

Erisim Protein Ad1 PANTHER Protein Molekiiler Fonksiyonu GO PANTHER/UniProt/
No Simifi Biyolojik Siirecler Reactome Pathway
P62136 Serine/threonine-protein protein phosphatase binding apoptotic process Dopamine receptor mediated
phosphatase PP1-alpha catalytic signaling pathway
subunit (PP1A) calcium-binding protein  protein serine/threonine cell division
phosphatase activity Nicotine pharmacodynamics
protein dephosphorylation pathway
immune system process Downreulation of TGFg
receptor signaling pathway
regulation of glycogen
biosynthetic process
regulation of circadian rhythm
transcription from RNA
polymerase II promoter
response to stress
Q00325  Phosphate carrier protein, amino acid transporter calcium ion binding transport
mitochondrial (MPCP)
mitochondrial carrier calmodulin binding metabolic process
protein
transporter activity energy metabolism
calmodulin
P35232  Prohibitin (PHB) transcription regulatory cell cycle

region DNA binding

histone deacetylase binding

DNA synthesis inhibition
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Tablo 5.2: Devam.

Erisim Protein Ad1 PANTHER Protein Molekiiler Fonksiyonu GO PANTHER/UniProt/
No Simifi Biyolojik Siirecler Reactome Pathway
000622  Protein CYRG61 growth factor ECM binding cell adhesion, cell proliferation,
(CYRe61) chemotaxis, angiogenesis
heparin binding
wound healing
growth factor activity
developmental process
015173  Membrane-associated signaling molecule steroid binding cell communication Steroid hormone mediated
progesterone receptor component signaling pathway
2 (PGRC2) receptor receptor activity
P62826  GTP-binding nuclear protein small GTPase protein binding mitotic nuclear division, cell Androgen receptor signaling
Ran (RAN) cycle, cell division pathway
GTPase activity
intracellular transport of Small GTPase mediated signal
protein/RNA transduction
nucleobase-containing miRNA biogenesis
compound metabolic process
P51148  Ras-related protein Rab-5C small GTPase nucleotide binding protein transport Small GTPase mediated signal
(RAB5C) transduction
GTPase activity probably involved in vesicular
traffic Golgi Associated Vesicle
Biogenesis
regulation of endocytosis
P46940  Ras GTPase-activating-like G-protein modulator protein binding biological regulation Nephrin interactions

protein IQGAP1 (IQGAL)

small GTPase regulator
activity

cell cycle, cell communication
and metabolic process
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Tablo 5.2: Devam.

Erisim Protein Ad1 PANTHER Protein Molekiiler Fonksiyonu GO PANTHER/UniProt/
No Simifi Biyolojik Siirecler Reactome Pathway
Q562R1 Beta-actin-like protein 2 actin and actin related structural molecule activity ~ cellular component organization =~ Alzheimer disease-presenilin
(ACTBL) protein or biogenesis pathway
cytokinesis Cadherin signaling pathway
mitosis Cytoskeletal regulation by Rho
GTPase
developmental process
Huntington disease
intercellular protein transport
Inflammation mediated by
vesicle-mediated transport chemokine and cytokine
—  exocytosis signaling pathway
— endocytosis
Integrin signalling pathway
Nicotinic acetylcholine receptor
signaling pathway
000159  Unconventional myosin-Ic G-protein modulator protein binding mitosis, cell communication Fc-gamma receptor signaling

(MYOIC)

actin binding motor
protein

cell junction protein

pyrophosphatase, motor
activity

enzyme regulator activity

structural molecule activity

membrane organization
mRNA/protein transport

positive regulation of cell
migration

regulation of tight junction
assembly

pathway involved in
phagocytosis

Regulation of actin dynamics
for phagocytic cup formation

Positive regulation of vascular
endothelial growth factor
signaling pathway
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Tablo 5.2: Devam.

Erisim Protein Ad1 PANTHER Protein Molekiiler Fonksiyonu GO PANTHER/UniProt/
No Simifi Biyolojik Siirecler Reactome Pathway
P16403  Histone H1.2 (H12) histone chromatin DNA binding chromatin organization or Chromatin remodeling
P16402  Histone H1.3 (H13) biogenesis Nucl deli
. ucleosome remodeling
P10412  Histone H1.4 (H14) nucleosome assembly and
Q96QV6 Histone H2A type 1-A (H2A1A) positioning Post-translational modifications
P04908  Histone H2A type 1-B/E (H2A1B) o . of histones
. transcription regulation,
P20671 H%stone H2A type 1-D (H2A1D) Oxidative Stress Induced
Q71U19 Histone H2A.V (HZAV) DNA repair Senescence
P33778  Histone H2B type 1-B (H2B1B) DNA replication
P62807  Histone H2B type 1-C/E/F/G/I (H2B1C)
P62805  Histone H4 (H4)
P02545  Prelamin-A/C (LMNA) structural protein structural molecule activity =~ nuclear assembly and chromatin ~ FAS signaling pathway
organization
intermediate filament Activation of signaling protein
nuclear membrane and telomere  activity in unfolded protein
dynamics response
mitotic cell cycle
developmental process
P04264  Keratin, type II cytoskeletal 1 structural protein structural molecule activity ~ cellular component organization
(K2C1) or biogenesis
P05787  Keratin, type II cytoskeletal 8 intermediate filament
(K2C8) cellular process
P13645  Keratin, type I cytoskeletal 10
(K1C10) developmental process

77



Tablo 5.2: Devam.

Erisim Protein Ad1 PANTHER Protein Molekiiler Fonksiyonu GO PANTHER/UniProt/
No Sinifi Biyolojik Siirecler Reactome Pathway
Q9Y2X3 Nucleolar protein 58 (NOP58) ribonucleoprotein snoRNA binding cell growth
ribosome biogenesis
rRNA processing
PO0CG48 Polyubiquitin-C (UBC) ribosomal protein nucleic acid binding proteolysis Apoptotic signaling pathway
structural constitute of Cellular response to hypoxia
ribosome
P08865  40S ribosomal protein SA structural molecule activity ~ biosynthetic process
(RSSA)
rRNA metabolic process
cell adhesion
cellular component organization
or biogenesis
translation
P18124  60S ribosomal protein L7 (RL7) ribosomal protein nucleic acid binding translation
structural constitute of
ribosome
P62888  60S ribosomal protein L30 ribosomal protein nucleic acid binding translation

(RL30)

structural constitute of
ribosome
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Tablo 5.2: Devam.

Erisim Protein Ad1 PANTHER Protein Molekiiler Fonksiyonu GO PANTHER/UniProt/
No Siifi Biyolojik Siirecler Reactome Pathway
P11940  Polyadenylate-binding protein 1  transcription factor DNA binding cell cycle
(PABP1)
DNA binding protein RNA binding nervous system development
mRNA polyadenylation  sequence-specific DNA DNA replication
factor binding transcription factor
activity transcription from RNA
mRNA splicing factor polymerase II promoter
ribonucleoprotein RNA splicing, via
transesterification reactions
mRNA splicing, via spliceosome
mRNA polyadenylation
Q9UMS4 Pre-mRNA-processing factor 19 mRNA splicing factor mRNA binding mRNA splicing, via spliccosome mRNA splicing
(PRP19) RNA splicing, via
ubiquitin protein ligase transesterification reactions Protein modification, protein
activity uiquitination
proteasomal protein catabolic
process Ubl conjugation pathway
DNA damage response/DDR, signal transduction involved in
DNA repair DNA damage checkpoint
P62995  Transformer-2 protein homolog mRNA splicing factor mRNA binding mRNA splicing, via spliceosome mRNA splicing

beta (TRA2B)

catalytic activity

RNA splicing, via
transesterification reactions
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OTA tesvikli olarak ifadesi degisen proteinlerle iligkili sinyal yolaklarina goére
degerlendirme yapilirken, oncelikle ifadesi azalan ve ifadesi artan proteinler olmak
tizere iki alt baglik altinda degerlendirilmistir.

OTA muamelesinin 24. saatini yansitan proteom analizi verisine gore,
ifadesinde azalma olan proteinlerin dahil oldugu baslica sinyal yolaklari apoptoz,
FAS sinyali, ATP sentezi, de novo plirin biyosentezi, serin/glisin biyosentezi ve
mRNA kirpilmasidir (Tablo 5.2) ve (Sekil 5.25). Ek olarak UniProt ve Reactome
veritabanlarindan elde edilen verilere dayanarak, mitokondriyal protein biyosentezi,
TCA (tricarboxylic acid) dongiisii, glutamin yolagmin renal katabolizmasi, lipid
metabolizmasi, ROT detoksifikasyonu, ER-Fagozom yolagi, interferon a/p/y sinyali,
TGFp reseptor signal yolaginin diizenlenmesi, steroid hormon aracili sinyal yolagi,
androjen reseptor signal yolagi, miRNA biyogenezi, kiiciik GTPaz aracili sinyal
iletimi, kromatin yeniden sekillenmesi, oksidatif stres tesvikli hiicresel yaslanma,
yanlig katlanmig protein cevabi ve protein ubikitinlenmesi gibi 6nemli sinyal

yolaklarinin da ifadesi azalan proteinlerle iligkili oldugu tespit edilmistir (Tablo 5.2).

PANTHER Pathway
Tomm| # pathway hits: 18
ATP synthesis
Alzheimer disease-presenilin pathway
Apoptosis signaling pathway
Cadherin signaling pathway
Cytoskeletal regulation by Rho GTPase
De novo purine biosynthesis
Dopamine receptor mediated signaling pathway
FAS signaling pathway
Huntington disease
Inflammation mediated by chemokine and
cytokine signaling pathway
Integrin signalling pathway
Nicotine pharmacodynamics pathway
Nicotinic acetylcholine receptor signaling pathway
Serine glycine biosynthesis
mRNA splicing

Sekil 5.25: OTA tesvikli ifadesi azalan proteinlerin dahil oldugu sinyal
yolaklari.

OTA tegvikli olarak ifadesi artan proteinlerin dahil oldugu sinyal yolaklarinin

ise, heterotrimetik G-protein sinyal yolaklari, integrin sinyal yolagi, Wnt signal
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yolagi, hiicre iskeleti diizenlenmesi ve inflamasyon sinyali gibi yolaklar oldugu
PANTHER veritaban1 ile belirlenmistir (Sekil 5.26). UniProt ve Reactome
veritabanindan elde edilen ek bilgilere gore, kiiciik GTPaz aracili sinyal yolaklari,
otofaji, hiicre yiizey reseptorii sinyal yolagi, VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor) reseptor sinyal yolagi, apoptoz, Ephrin sinyali, Nephrin etkilesimleri, ER ve
kalnexin/kalretikulin ~ yolagi, kollajen biyosentezi, ROT detoksifikasyonu,
translasyon, mRNA kirpilmast ve translasyon sonrasi modifikasyonlarla iliskili

yolaklar oldugu tespit edilmistir (Tablo 5.1).

PANTHER Pathway
Total # pathway hits: 10

M Cortocotropin releasing factor receptor signaling pathway

B Cytoskeletal requlation by Rho GTPase

Heterotrimeric G-protein signaling pathway-Gi alpha and
Gs alpha mediated pathway

B Heterotrimeric G-protein signaling pathway-Gag alpha and
Go alpha mediated pathway

W Hetercotrimeric G-protein signaling pathway-rod outer
segment phototransduction

Inflammation mediated by chemokine and cytokine signaling

Integrin signalling pathway

Nicotinic acetylcholine receptor signaling pathway

Wnt signaling pathway

Sekil 5.26: OTA tesvikli ifadesi artan proteinlerin dahil oldugu sinyal yolaklari.

5.13.2. Ifadesi Degisen Proteinlerin Molekiiler Fonksiyonlarina Gore
Degerlendirilmesi

Ifadesi degisen proteinlerin molekiiler fonksiyonlar1 GO veritabanmin ek
bilgilerini kullanan PANTHER veritabani ile belirlenmistir. Molekiiler fonksiyonuna
gore degerlendirildiginde ifadesi artan proteinlerin en biiylik grubu katalitik
aktiviteye sahipken, ikinci sirada baglanma ile goreli proteinler yer almaktadir.
Uciincii  siradaki protein grubu ise yapisal molekiiler aktiviteye sahip olan,
hiicreiskeleti ve ribozom yapisindaki proteinlerdir. ifadesi artan proteinlerin
molekiiler fonksiyonlarina gore siniflandirilmalarinin grafiksel ifadesi Sekil 5.27°de
verilmistir.  ifadesi azalan proteinlerin  molekiiler fonksiyonlarina  gore

siiflandirilmasinin grafiksel ifadesi ise Sekil 5.28’de verilmistir. Sasirtict olarak
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yiizde dilimleri degisse de hem ifadesi artan hem de azalan proteinleri sahip olduklari
molekiiler fonksiyonlarina gore ayirdigimizda, ilk tgteki siralama degismemistir.
Diger bir ifadeyle, gerek azalan gerekse artan proteinlerin iginde, en fazla ifade
degisimi katalitik aktiviteye sahip proteinler, baglanma proteinleri ve yapisal
proteinler gruplarina ait protein gruplarinda meydana gelmistir (Sekil 5.27 ve Sekil
5.28).

GO Molecular Function
Total # function hits: 55

antioxidant activity
M binding
W catalytic activity
M enzyme regulator activity

M nucleic acid binding transcription factor activity
B receptor activity

B structural molecule activity

translation requlator activity

transporter activity

M enzyme requlator activity M calcium ion binding
helicase activity nucleic acid binding
hydrolase activity M protein binding

isomerase activity
W |vase activity
B oxidoreductase activity
M transferase activity

Sekil 5.27: Ifadesi artan proteinlerin molekiiler fonksiyonlarina gore
siniflandirilmalart.
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GO Molecular Function

Tota| # function hits: 66

antioxidant activity
B binding
catalvtic activity
enzyme regulator activity
B nucleic acid binding transcription factor activity
B receptor activity
B structural molecule activity
translation regulator activity
transporter activity

Sekil 5.28: Ifadesi azalan proteinlerin molekiiler fonksiyonlarina gore
siniflandirilmalari.

5.13.3. ifadesi Degisen Proteinlerin Yer Aldiklar: Biyolojik Siireclere
Gore Degerlendirilmesi

Ifadesi degisen proteinlerin yer aldiklar1 biyolojik siirecler GO veritabaninin ek
bilgilerini kullanan PANTHER veritabani ile belirlenmistir. ifadesi artan proteinlerin
yer aldiklar1 biyolojik siirecler Sekil 5.28’de verilmistir. Metabolik siireglerde gorevli
olan proteinler olarak siniflandirilan grup ilk sirayr almistir (Sekil 5.29). Bu grup
icinde, protein modifikasyonlari, protein katlanmasi ve translasyon siireglerine dahil
olan proteinlerin sayisi en fazladir. Ardindan RNA kirpilmasi ve transkripsiyon ile
iliskili proteinler yer almaktadir. Ikinci sirada yer alan ve hiicresel siiregler olarak
tanimlanan grupta ise, hiicre iletisiminde gdrevli proteinler (miyozin-9, protein S100-
A10, kalumenin, ndral hiicre adezyon molekiilii L1, Guanin nucleotit baglayan
protein G(/Gsy/Goy gama altbirimi-12, insulin-benzeri biiylime faktorii 2 mRNA
baglayan protein 2 ve poly(rC)-baglayan protein 1) yogunluktadir (Tablo 5.1).

Ifadesi azalan proteinlerin yer aldiklar1 biyolojik siiregler Sekil 5.30°da
verilmistir. Yine metabolik siireclerde gorevli olan proteinler olarak siniflandirilan
grup ilk sirayr almistir (Sekil 5.30). Bu grup iginde, transkripsiyon, RNA islenmesi
ve kirpilmasi ile iligkili proteinler ¢ogunluktadir. Ardindan, sirasiyla protein
katlanmasi, translasyon, protein kompleks olusumu ve protein modifikasyonlar

siireglerine dahil olan proteinler gelmektedir. ikinci sirada yer alan ve hiicresel
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stirecler olarak tanimlanan grupta ise, hiicre dongiisii ve hiicre iletisiminde gorevli

proteinler yer almaktadir (Tablo 5.2).

GO Biological Process

Total # process hies: 83
32

30
28
26
24
22
20
18

M apoptotic process
biological adhesion
M biological regulation
cellular component organization or biogenesis
16 B cellular process
14 developmental process
M immune system process

12 e
M |ocalization
10 M metabolic process
mE multicellular organismal process
| M reproduction

Category

Genes

=T S - ]

Sekil 5.29: Ifadesi artan proteinlerin yer aldiklar1 biyolojik siirecler.

Ifadesi azalan proteinlerin icinde yer alan ve kromatin organizasyonundan
sorumlu olan histon grubu proteinleri {iglincii sirada yer alirken, bu grubu hiicresel
bilesenlerin morfogenezi ile iliskili proteinler (alisilmadik miyozin-Ic, [-aktin

benzeri protein 2, keratin proteinleri ve prelamin-A/C) takip etmektedir.
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GO Biological Process
To@m| # process hits: 118
50

45
40
35 M apoptotic process
M biclogical regulation
30 cellular component organization or biogenesis
] W cellular process
(@ 25 developmental process
s B immune system process
W |ocalization
15 M metabolic process
multicellular organismal process
10 response to stimulus
5 I
. Il i ]
Category

Sekil 5.30: ifadesi azalan proteinlerin yer aldiklari biyolojik siirecler.

5.14. OTA-tesvikli Ubikuitin Proteozom Yolagi
Aktivasyonu

Proteom analizi verilerine gore protein katlanmasindan sorumlu olan bazi
saperon ve saperonin proteinlerin ifadelerinde farklilik oldugu tespit edilmistir.
Genellikle artig egilimi gosteren, protein katlanmasi ve endoplazmik retikulum (ER)
stres ile iligkili bu proteinler Ubikuitin Proteozom Yolagini (UPY) uyardif1 igin
OTA’nin UPY iliskisi incelenmistir.

OTA’nin protein yikimi {izerine etkisini incelemek i¢in, proteozom inhibitorii
MG132 varligr (0.5 uM) ya da yoklugunda HK-2 hiicreleri 24 saat siire ile OTA’ya
maruz birakilmistir. OTA muamelesinden 1 saat énce 0.5 uM MG132 hiicrelere
uygulanmistir. Total protein lizatlar1 (20 pg/kuyucuk) poly-Ub antikoru kullanilarak
Western blot yontemi ile incelenmistir. OTA’nin MG132 yoklugunda total protein
ubikuitinlenmesini azalttig1 ancak MG132 varliginda total protein ubikuitinlenmesi
kontrol hiicrelerinin seviyesine yiikseltilmistir (Sekil 5.31A). Elde edilen bu sonug
OTA’'nin  HK-2 hiicrelerinde proteozomal yikimla da iligkili oldugunu
desteklemektedir.

Mcl-1 UPY ile yikildigr 1yi bilinen bir anti apoptotik proteindir [Ren et al.,

2013]. OTA muamelesi altinda Mcl-1 protein miktarinin doz-bagimli olarak azaldigi

85



saptanmigtir (Sekil 5.31B). Zamana bagl olarak OTA muamelesi altindaki HK-2

hiicrelerinde Mcl-1 protein miktarinin 3. saatte azalmaya basladig1 ve 6. saatte bazal

seviyenin ¢ok altina diistiigii tespit edilmistir (Sekil 5.31C). Proteozom yolaginin

inhibisyonu durumunda OTA’nin protein yikimimi tesvik edemedigi ve 0.5 uM

MG132 varliginda OTA muamelesi goren hiicrelerde Mcl-1 protein seviyesinin

kontrol grubu hiicrelerin protein seviyesine yiikseldigi tespit edilmistir (Sekil 5.31D).
MG132 miktar1 1 uM’a ¢ikartildiginda ise MG132+OTA 6rnegindeki Mcl-1 protein

seviyesinin kontrol grubu hiicrelerindeki protein seviyesinin de iizerine c¢iktig

gozlenmistir (Sekil 5.31D). Mcl-1 Ornek alinarak yapilan bu veriler 1s181nda,

OTA’nin HK-2 hiicrelerinde UPY ile diizenlenen proteinlerin proteozomal yikimin

kolaylastirabilecegi sonucuna ulasilmistir.

(A) (B)
- + + - OTA (10 pM)
+ + MG132 (0.5uM)  Kont 0.1 1 10 OTA (uM)
’ -— Mcl-1

v o B-Aktin

e (©)
10 uM OTA
poly-Ub Kont 1 3 6 12 24

48 zaman (saat)

Mcl-1

‘ R S————— > | [>-Aktin

(D)

+ -
+

OTA (10 uM)
MG132 (0.5/1 uM)

Mcl-1

B-Aktin

Sekil 5.31: a) OTA’nin HK-2 hiicrelerinde total protein kararliligina ve UPY na
etkisi, b) Doza bagli, ¢c) Zamana bagli OTA tesvikli Mcl-1 proteininin ifade
degisimleri, d) Mcl-1’in OTA tesvikli UPY ile yikima.
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6. TARTISMA

OTA’nin  domuzlarda nefropatiye sebep oldugu gosterildikten sonra,
insanlarda da OTA’nin BEN ve bosaltim sistemi organlarina ait tiimorlerin olusumu
ile iligkili oldugu disiiniilmektedir [Pfohl-Leszkowicz et al., 2002]. Hayvan
deneylerinden elde edilen sonuglar dogrultusunda, OTA’nin siganlarda ve erkek
farelerde bobrek tiimorlerinin goriilme oranini arttirdigi bilinmektedir [IARC, 1993].
Ancak c¢ok sayida Onerilen olast etki mekanizmalarmma ragmen, OTA aracili
karsinojenezde baslica rolii oynayan hiicresel mekanizmalar heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir. OTA karsinojenitesine aracilik ettigi diisiiniilen mekanizmalar
arasinda apoptozdan kacgis, makromolekiil sentezinin inhibisyonu, mitokondriyal
solunumun ve/veya hiicre iskeleti yapisinin bozulmasi, oksidatif stresin artmasi,
sinyal ileti yolaklarindaki degisimler [Arbillaga et al. 2007a] [Arbillaga et al.,
2007b], [Jennings et al. 2012], [Marin-Kuan et al. 2007], [Schilter et al. 2005] ve
DNA eklentilerinin olusumu yer almaktadir [Obrecht-Pflumio and Dirheimer 2000].
OTA’nin baglattig1 ya da ilerlettigi tahmin edilen karsinogenez ile iliskili kritik sinyal
yolaklarinin arastirilmasi bu doktora ¢alismasinin konusunu olusturmaktadir.

OTA’nin en c¢ok etkiledigi bilinen organin bobrek olmasi nedeniyle, bu
calismada insan proksimal tiibiil epitelyum hiicre hatt1 (HK-2) kullanilarak PI3K/Akt
ve MAPK sinyal ileti yolaklarinin OTA ile iliskisi arastirilmistir. HK-2 hiicrelerinde
OTA’ya cevaben PI3K/Akt ve MEK/ERKI1-2 sinyal yolaklarinin aktive edildigi,
ayrica bu aktivitenin OTA muamelesini takip eden 48 saate boyunca devam ettigi
tespit edilmistir. Ilging olarak, canlilikla ilgili parametreler dikkate alindiginda, HK-2
hiicrelerinde bu iki yolagin birbirlerine zit yonde ¢alistiklart tespit edilmistir. OTA
muamelesine cevaben MEK/ERKI1-2 sinyali apoptozu arttirirken, PI3K/Akt
sinyalinin hiicre canliliginin devamliligi i¢in calistifi belirlenmistir. PI3K/Akt
aktivasyonunun c-MET reseptér kinaz aktivasyonu ile iligkili oldugu ancak
MEK/ERK1-2 sinyalinin c-MET ’ten bagimsiz olarak diizenlendigi tespit edilmistir.
Mitojenler ve biliylime faktorleri ile uyarilan MEK/ERK1-2 sinyal yolag1 aktivasyonu
hiicre biliylimesi ve farklilasma igin ¢alisirken, MEK/ERK1-2 sinyalinin uzun siireli
aktivasyonunun farkli hiicre tiplerinde biiylimeyi durdurdugu gdsterilmistir [Hong et
al., 2009]. HK-2 hiicrelerinde OTA tesvikli apoptozda uzun siireli MEK/ERK1-2
aktivasyonunun rolii oldugu ilk kez bizim ¢alismamiz ile gosterilmistir. Kimyasal bir

inhibitér olan U0126 ile MEK1-2 sinyalinin farmakolojik inhibisyonu sonrasinda
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OTA muamelesi yapilan HK-2 hiicrelerinde, yalnizca OTA muamelesi yapilan
hiicrelerinkine kiyasla, apoptoz oranlarinin azaldigi ve canlilik oranlarinin arttig
tespit edilmistir. Elde edilen sonuglarin dogrulanmasi i¢in MEK1’in kinaz inaktif ve
dominant negatif formalarinin gegici transfeksiyon yoluyla OTA’nin pro-apoptotik
etkisinin azaltildig ve hiicre canliliginin arttirildig: belirlenmistir.

Literatirde MDCK-C7 hiicrelerinde, si¢an karaciger epitel hiicrelerinde (WB-
F344), keseli sican bobrek (OK) hiicrelerinde, insan bobrek (IHKE) hiicrelerinde,
insan gastrik epitel-tiirevli (GES-1) hiicrelerde ve fare deri keratinositlerinde
OTA’nin ERK1-2 aktivitesini arttirdigi/indiikledigi dnceki ¢aligmalarla gosterilmistir
[Schramek et al.,1997], [Horvath et al., 2002], [Sauvant et al., 2005a], [Rached et al.,
2006], [Cui et al., 2013], [Wang et al., 2012], [Kumar et al., 2012]. Ancak bu
caligmalarda, OTA-aracii ERKI-2 aktivitesi biiyiime, sagkalim ve hiicre
dongiisiniin ~ durdurulmas1  ile  iliskilendirilmistir.  OTA-aracii  ERKI1-2
aktivasyonunun inhibisyonu ile kaspaz-3 aktivitesi arasindaki iligskiyi irdeleyen
sadece bir calisma mevcuttur. Bu calismada, OK hiicrelerinde U0126 ile ERK1-2
inhibisyonu durumunda OTA’nin kaspaz-3 aktivitesini daha da arttirdig
bildirilmektedir [Sauvant et al., 2005b].

Elde ettigimiz sonuglarla literatiirdeki sonuglar arasindaki celiskinin sebebi
kullanilan farkli tiir veya dokulara ait farkli hiicre modelleri olabilir. Bilindigi iizere
hiicre hatti olusturulurken kullanilan “immortalizasyon” yontemleri hiicrelerin
genetik yapisinda da degisimler meydana getirmektedir. Farkli doz ve deneysel
kurgularin yani sira yalmizca farkli “immortalizasyon” presediirleri ile kurgulanan
hiicre hatlarinin kullanilmasi bile celiskili sonug¢larin olusmasina neden olabilir.
Bununla birlikte, aktive edilmis ERKI1-2 sinyalinin apoptotik hiicre oliimiinii
arttirdigina dair bulgular giin gectikge artmaktadir. Ornegin, renal ve noral
hiicrelerde farkli stres uyaranlar1 ve toksik maddelerle aktive edilen ERK1-2 sinyal
yolaginin apoptoz ile iliskisi gosterilmistir [Jo et al., 2005], [Subramaniam et al.,
2004]. Tavsan proksimal tiibiil ve HeLa hiicrelerinde sisplatin ile uyarilan ERK-12
sinyalinin kimyasal inhibisyonu sonucunda apoptozun azaldigi tespit edilmistir
[Nowak, 2002], [Wang et al., 2000]. MAPK ailesinin diger iiyeleri olan JNK/SAPK
ve p38 apoptoz, farklilasma ve inflamasyon cevaplarinin verilmesinde énemli rollere
sahiptirler [Ma et al., 2009]. OTA’nin JNK ve p38 aktivasyonunu tesvik ettigi farkl
hiicre modellerinde gosterilmistir [Gekle et al. 2000], [Horvath et al. 2002], [Rached
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et al. 2006]. Ancak, bizim hiicre modelimizde OTA’ nin, stres ile aktive olan bu iki
kinazin aktivasyonunda etkin olmadigi goriilmiistiir.

Insan kanserlerinde PI3K/Akt sinyal yolag siirekli aktivasyonu sik¢a rastlanan
bir durumdur. PI3KC (PI3K katalitik altbirimi) ve/veya Akt genlerinin agir1 anlatimi
ya da PTEN gibi negatif diizenleyicilerde meydana gelen anlatim diisiikliikleri
(downregulation) sonucunda PI3K/Akt sinyal yolaginin siirekli aktivasyonu
gergeklesir [Hara et al., 2005], [Lee et al., 2005], [Qian et al., 2009]. Sicanlarin
kullanildig1 bir in vivo ¢alismada, gen ekspresyonu sonuglarina goére OTA-aracili
karsinojenik siirecte, OTA’nin (IGFR)-PI3K-Akt yolagini aktive ettigi Onerilmistir
[Stemmer et al., 2007]. Disi Swiss albino farelerden izole edilen primer keratinosit
hiicrelerinin OTA ile muamelesi sonrasinda EGFR aracili Akt ve MAPK sinyal
yolaklarinin aktive edildigi gosterilmistir [Kumar et al., 2013]. Bu goézlemlerle
uyumlu olarak, ¢alismamizda insan proksimal tiibiil epitelyum hiicreleri olan HK-2
hiicrelerinde, OTA’nin Akt aktivatorii oldugu ve bu Akt aktivasyonunun test edilen
48 saate kadar siirdiiriildiigli tespit edilmistir. Ayrica, PI3K/Akt sinyal yolaginin
kesintiye ugramadan, fonksiyonel olarak islevsel oldugu, bu yolakla iliskili GSK3f,
mTOR ve S6 ribosomal protein (S6 RP) gibi alt efektér proteinlerin
fosforilasyonlarinin  gdsterilmesiyle kanitlanmaktadir. OTA’nin PI3K katalitik
altbirimi pl10a’nin ifadesini arttirdig1r protein diizeyinde Western blot analizi ile
gosterilmistir. Ayrica OTA muamelesi sonrasinda total-PDK1 ve fosfo-PDKI
seviyelerinde azalma tespit edilmesine karsin rolatif olarak degerlendirildiginde
PDK1’in Ser241 fosforilasyonunun artig olarak yansidigi belirlenmistir (Sekil 5.7C).
PI3K pll0a ve PDKI1 proteinlerinden elde edilen sonuglarin birlikteligi Akt
aktivasyonundaki artis1 agiklamaktadir. PI3K’nin Wortmannin ile inhibisyonu, OTA
tesvikli Akt aktivasyonunu baskilamasina ve HK-2 hiicre canliligininin azalmasina
neden olurken, hiicrelerde gozlenen apoptoz yanitinda artisa yol agmustir.

OTA’ya cevaben HK-2 hiicrelerinde PI3K/Akt ve MAPK sinyal yolaklarinin
aktivasyonunu baglatan herhangi bir ya da birka¢ ligand-bagl reseptoriin varlig
arastirlmistir. PathScan® RTK Assay sonucuna gore, OTA muamelesini takiben,
c-MET reseptor tirozin kinazin 6. ve 12. saatlerde pik yaparak gecici olarak aktive
oldugu belirlenmistir. Spesifik PHA-665752 inhibitorii kullanilarak c-MET’in
farmakolojik inhibisyonu sonucu, OTA-aracili Akt fosforilasyonunda azalma tespit

edilirken, ERK1-2 fosforilasyonunun bu inhibisyondan etkilenmedigi belirlenmistir.
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Wortmannin kullanilan deneylerin sonucuyla benzer olarak, c-MET’in inhibisyonu
da 10 uM OTA’nin HK-2 hiicre canliligin1 azaltici etkisini arttirmistir (Sekil 5.21).
Diger yandan, PHA-665752 ile inhibisyonu saglanan ya da 24 saat sonunda dogal
olarak ortadan kaybolan c-MET aktivitesinin, Akt aktivasyonunu tamamiyle ortadan
kaldirmamasi dikkati ¢ekmektedir. Bu durum, Akt sinyalinin diizenlenmesinde
gorevli olan protein ve lipit fosfatazlarin proteolitik yolaklarca daha hizli degrade
edilmesinden ya da de novo sentezlerinin inhibe edilmesinden kaynaklaniyor olabilir
[Woods and Johnson, 2006], [Zhang and Claret, 2012]. Akt’nin aktivasyonunda c-
MET’in diger EGFR gibi reseptor ya da Src gibi reseptdr olmayan tirozin kinazlarla
birlikte aktivasyonu (“‘co-activation) ya da sinyalin c-MET ten diger tirozin kinazlara
aktarimi (“switching”) s6z konusu olabilir. Bu durum c¢-MET aktivitesinin
yoklugunda Akt aktivasyonunun siirdiiriilmesi ile sonuglanir [Dulak et al., 2011],
[Engelman et al., 2007], [Thomson et al., 2008], [Xu and Huang, 2010], [Xu et al.,
2011]. Stemmer ve arkadaslarinin sigan bobreginden elde ettikleri gen ekspresyonu
verilerine dayanarak onerdikleri gibi OTA tesvikli karsinogenezde IGFR, PI3K/Akt
yolaginin iist bolgesinde yer alabilir [Stemmer et al., 2007]. Kumar ve ¢alisma
arkadaslari ise fare keratinositlerinde OTA tesvikli MAPK ve Akt aktivasyonlarindan
EGFR’1 sorumlu tutmuslardir [Kumar et al., 2012]. Ancak biz insan orjinli HK-2
hiicrelerinde OTA tesvikli olarak ne IGFR ne de EGFR’1n fosforilasyon durumunda
bir artis belirleyemedik. Diger yandan PathScan® RTK Assay ile Src tirozin kinazin
da OTA-tesvikli olarak aktive oldugu belirlenmistir. Ancak Src aktivasyonu daha
ileride calisilacak konular arasinda degerlendirilmistir.

c-MET aktivasyonunun MEK/ERK1-2 aktivasyonunda rol oynamamasi
sagirtict bir sonugtur. Proteom analizi verilerine dayanarak OTA tesvikli ERK1-2
aktivasyonu ile iliskili olabilecek {ist diizenleyici proteinler ve/veya yolaklar
belirlenmeye calisilmigtir.

Doktora g¢alismasinin ikinci boliimiinii olusturan proteom analizi verilerine
gore OTA tesvikli olarak ifadesinde artis gozlenen proteinler arasinda protein
modifikasyonlarindan ve protein katlanmasindan sorumlu proteinler ilk sirada yer
almaktadir. Arasinda saperonlarin, izomeraz, glukozidaz, oksidorediiktaz,
peroksidaz gibi translasyon sonrasi modifikasyonlardan sorumlu enzimlerin yer
aldig1 proteinlerin miktarindaki artis, bu proteinlerle iligkili olan protein katlanmasi,
ER (endoplazmik retikulum) stresi ve katlanmamis protein cevabinda (unfolded

protein response, UPR) OTA’nin roliiniin olabilecegini isaret etmektedir. Bu
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nedenle, OTA’nin ubikuitin proteozom yolagindaki etkisi arastirilmistir. 26S
proteozom inhibitdrii MG132 varliginda veya yoklugunda OTA muamelesi yapilan
HK-2 hiicrelerinden elde edilen lizatlar poly-Ub antikoru ile Western blot
yonteminde incelenmistir. Kontrol grubu hiicreleri HK-2 hiicrelerinde verilmis bir
zamandaki bazal UPY aktivitesini gostermektedir. Kontrol grubuna gore, yanlizca 10
uM OTA muamelesi yapilan hiicrelerde poly-Ub ile isaretlenen total protein
miktarindaki azalma oldugu belirlenmistir. Buna karsin MG132 ile proteozom yolagi
inhibe edilen hiicrelere OTA muamelesi yapildiginda, poly-Ub antikoru ile
isaretlenen total protein miktar1 kontrol grubu hiicrelerininkine benzer bir oran
sergilemistir. Pozitif kontrol olarak yalnizca MG132 uygulanan hiicrelerde poly-Ub
miktar1 dogal olarak en fazladir (Sekil 5.31A). Mcl-1 UPY ile yikildig1 iyi bilinen bir
proteindir [Ren et al., 2013]. OTA muamelesi altindaki HK-2 hiicrelerinde Mcl-1’in
protein miktarinda doz ve konsantrasyon bagimli olarak azalma tespit edilmistir
(Sekil 5.31B ve Sekil 5.31C). OTA tesvikli olarak Mcl-1 protein seviyesindeki bu
azalmanin sebebinin UPY ile iliskisi olup olmadigi, MGI132 varliginda ya da
yoklugunda OTA muamelesi yapilan hiicre lizatlar1 poly-Ub antikoru ile Western
blot yontemiyle incelenmistir. Yalnizca 10 uM OTA uygulanan hiicrelerde Mcl-1
protein seviyesi neredeyse yok denecek kadar azalmisken, MG132’nin 0.5 pM
konsantrasyonu ile OTA muamelesi yapilan hiicrelerde, Mcl-1 protein seviyesi
kontrol hiicrelerinin diizeyine ¢ikarilmigtir. MG132’nin 1 uM olarak kullanildigi
orneklerde ise Mcl-1 seviyesi kontrol grubununkinden daha fazla olarak sonuca
yansimistir (Sekil 5.31D). Elde edilen bu sonuglar OTA’nin HK-2 hiicrelerinde,
yikimi UPY ile diizenlenen proteinlerin proteozomal yikimini kolaylastirabilecegi
sonucunu desteklemektedir. UPY-OTA iliskisi gelecekte calisilmasi hedeflenen
konular arasinda yer almaktadir.

Proteom analizi sonucuna gore, OTA tesvikli olarak ifadesi artan diger 6nemli
grup proteinler translasyon, RNA kirpilmasi ve transkripsiyon siireglerine dahil olan
bazi proteinlerdir. Translasyon siirecinde yer alan ATP-bagimli RNA helikaz 5
(DEAD box RNA helicase, DDXS5) ve 17 (DDX17), birgok asamada gen anlatiminin
yeniden diizenlenmesi gereken, epitelden mezensime gecis (EMT), miyogenez (yeni
kas dokusu olusumu) gibi hiicre farklilasmasi siireclerinden sorumlu olan baslica
yonetici/diizenleyici proteinlerdir. RNA molekiillerinin ikincil yapilarini degistirerek,
translasyonu baglatic1 aktivitelerinin yanisira, transkripsiyon, alternatif kirpilma,

miRNA biyogenezinde Onemli rollere sahiptirler [Dardenne et al., 2014].
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Translasyonda gorevli diger bir protein, 60S asidik ribozomal protein P2 (RLA2)
translasyonun uzama asamasinda Onemli bir role sahiptir. RLA2 protein
seviyelerindeki artigin, hiicrelerde artan protein sentezinin bir belirteci oldugu
diistiniilmektedir [Chen et al., 2002]. Cok c¢esitli RNA kirpilmasi ve transkripsiyon
ile 1iligkili proteinin ifadesindeki artigla birlikte, OTA tesvikli olarak HK-2
hiicrelerinde 24. saatin sonunda biiylik bir olasilikla belirli bir grup proteinin
translasyonunun aktive edildigi sonucuna ulasabilmekteyiz. Belirli bir grup protein
deyimindeki kasit, igerdigi sayisal miktar degisse de, aym hiicresel ve metabolik
stireclere (protein katlanmasi, translasyon, transkripsiyon ve RNA kirpilmasi) ait
baska proteinlerin miktarinda OTA-tesvikli olarak azalma oldugunun da belirlenmis
olmasidir (Tablo 5.2). ifadesinde azalma olan proteinlerin biiyiik bir kismi
mitokondriyal proteinlerdir. Ornegin, mitokondriyal translasyon uzama faktorii Tu
(EFTU), mitokondriyal ribozomun biiyiik altbirimi olan 39S ribozomal protein L12
(MRPL12), mitokondriyal 60S sicaklik soku proteini (CH60), ribozomlarin
yapisinda yer alan ¢ok sayida mitokondriyal protein ve gesitli siireglerde katalitik
aktiviteye sahip bircok mitokondriyal enzimin ifadesinde OTA tesvikli olarak azalma
oldugu belirlenmistir (Tablo 5.2). Bu sonug belirli bir grup proteinin ya da belirli
stireclerde gorevli proteinlerin ifadesinde azalma olabilecegini isaret etmektedir.
Ifadesinde artis oldugu tespit edilen Guanin niikleotit baglayan protein GBG12
(Guanine nucleotide-binding protein G/Gsy/G(o) subunit gamma-12) heterotrimerik
G-proteini olugturan bir gama (y) altbirimidir (Tablo 5.1). Hiicre yiizey reseptorleri
olan GPCR’lerden (G Protein-Coupled Receptors) gelen sinyallerin iletiminde
gorevli olan G-proteinler diger adiyla GTP baglayan proteinler, tiimor gelisimi ve
metastaz siirecleri ile de iligkilidirler. Biiylime faktorleri, norotransmiter, hormon,
fosfolipit, foton, koku ve tat molekiilleri gibi cok g¢esitli hiicre dis1 uyaranlarla
olusturulan sinyalin hiicre iginde iletimininde gdrev alan G-proteinlerin MAPK
sinyal yolaklar ile etkilesimleri iyi bilinmektedir. Heterotrimerik G-proteinler ii¢
altbirimden olusur. Ga altbiriminin GTP-GDP doniisiimiinii yiiriitmesi ile aktive
olduktan sonra, GPy dimeri iiglii kompleks yapidan ayrilarak, aralarinda iyon
kanallari, PI3K’ler, fosfolipazlar, adenilil siklazlar ve reseptor kinazlarin oldugu
bir¢ok sinyal molekiiliiniin aktivasyonunu diizenler [Gutkind, 2000]. G-proteinlerin
ERK1-2 aktivasyonunu arttirdigini gosteren birgok ¢alisma mevcuttur [Guillard et

al., 2003], [Hossain et al., 2006], [Perrault et al., 2011]. Ornegin diiz kas hiicrelerinde
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Pertussis  toksininin IGFBP-5 ve G-protein (Gj;) aracili olarak ERKI1-2
aktivasyonunu arttirdig1 ve bu aktivasyonun diiz kas hiicrelerinin biiytimesi ile ilgili
oldugu gosterilmistir [Flynn et al., 2009]. Bu veriye zit sayilabilecek diger calismada
G protein aracilt ERK1-2 aktivasyonunun hiicrelerde yaglanmaya (senesense) sebep
oldugu belirtilmektedir [Hossain et al., 2006]. OTA-tesvikli ifadesi artan GBG12
proteinin Wnt sinyalinde rolii olabilecegi Onerilmektektedir [Jernigan et al., 2010],
[Web 3]. Embriyonik gelisimde ve doku homeostazisinde dnemli rollere sahip olan
Wnt sinyal yolaginin hiicre proliferasyonunu, migrasyonu, adezyonu ve
farklilagmay1 diizenledigi ve anormal Wnt sinyal aktivasyonun kanserle iliskili
bilinmektedir [Dorsam and Gutkind, 2007]. G-proteinler {lizerinden hiicre i¢i Ca™
salinimia yol agtig1 bilinmektedir [Komiya and Habas, 2008]. Dolayisiyla OTA
tesvikli uzun siireli ERK1-2 aktivasyonundan heterotrimetik G-proteinlerin sorumlu
olabilmesi muhtemeldir.

Proteom analizi sonucuna gore Calreticulin (CALR) ve Peptidyl-prolyl cis-
trans isomerase (FKBP10) gibi kalsiyum baglayan proteinlerin ifadesinde artis tespit
edilmistir. Ayrica Ca™” baglayan ve calmodulin smifina dahil olan diger bazi
proteinlerin [ADP/ATP translocase 1 (ADT1), Protein S100-A10 (SI0AA), Myosin
regulatory light chain 12A (ML12A) ve Calumenin (CALU)] ifadesinde de artis
tespit edilmistir. OTA’nin HK-2 hiicrelerinde hiicre i¢i Ca'* salimmina etkisi de daha
sonra arastirilmasi diigiintilen konular arasinda yer almistir.

Ayrica, OTA tesvikli olarak ifadesi degisen proteinler arasindaki, hiicre
adezyon molekiilleri sinifina giren proteinlerin sayisindaki hatirisayilir fazlalik da
dikkati ¢cekmektedir. Noral adezyon molekiilii L1 (L1ICAM) de hiicre adezyon
molekiilii smifinda olan transmembran bir proteindir. Bobrek hiicrelerinde de
bulunan L1CAM, sinir sistemi gelisiminde, migrasyon ve farklilagmada ve de kétii
huylu insan tiimoérlerinin gelisiminde 6nemli role sahiptir [Nouwen et al., 1993],
[Thelen et al., 2002], [Kiefel et al.,2012]. Fosfataz aktivitesine de sahip olan
L1CAM’in OTA tesvikli olarak ifadesinin arttig1 tespit edilmistir (Tablo 5.1).

OTA tesvikli uzun siireli protein aktivasyonunu bir baglamada acgiklayabilen
bir diger sonug ise, protein fosfataz 1’in alfa katalitik altbirimi olan PP1A’nin protein
miktarindaki azalma olabilir. Hiicre boliinmesi, glikojen metabolizmasi ve protein
sentezinde Onemli role sahip olan PP1 Okaryotlardaki baslica Ser/Thr protein
fosfatazdir. DNA hasar1 ile tetiklenen hiicre Oliimiinde rol oynayan proteinleri

diizenlenmesinde PP1A’nin rolii oldugu gosterilmistir [Wang et al., 2011].
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Ayrica hiicre iskeleti diizenlenmesinde, inflamasyon aracili sinyal yolaginda ve
integrin sinyalinde gorevli olan bazi proteinlerin ifadelerinde artis ve bazi
proteinlerin ifadelerinde ise azalisa rastlanmistir. Integrin sinyal yolag ile iliskili
¢ogu proteinin (miyozin 9, a-aktinin, vitronektin) ifadesinde genellikle artis
gozlenirken, yalnizca bir proteinin (f-aktin benzeri protein 2) ifadesinde azalma
tespit edilmistir.

Doktora caligmasmin ikinci boliimii olarak degerlendirilen proteom analizi
sonuglarma gore, OTA tesvikli olarak ifadesi artan proteinlerden One ¢ikanlar,
protein modifikasyonlarinda ve katlamasinda, heterotrimerik G-protein ve kiigiik
GTPaz aracili sinyal iletiminde, hiicreleraras: iletisim ve adezyonda, apoptozda,
RNA islenmesinde, transkripsiyonda, translasyonda ve ROT detoksifikasyonunda
gorevli olan proteinlerdir. Diger yandan, OTA tesvikli olarak ifadesi azalan
proteinlerin biiyiik ¢cogunlugu apoptoz, ATP biyosentezi, elektron tagima sistemi ve
solunum, ROT detoksifikasyonu, aminoasit ve de novo piirin biyosentezi siireclerine
ait proteinlerdir. Oyle goriiniiyor ki OTA muamelesinin 24. saatinde HK-2
hiicrelerinde mitokondriyal bir yorgunlugun ardindan apoptoz azalmis, ATP, protein
ve DNA biyosentezi minimuma indirilmigtir. OTA muamelesi goren HK-2
hiicrelerinin hasarli proteinleri tamir edilmeye, hiicrenin hayatta kalmasi i¢in gerekli
yapisal proteinlerin transkripsiyonu, islenmesi, translasyonu ve hiicre-hiicre
adezyonlar arttirilmaya ¢alisiliyor gibi bir resim karsimiza ¢ikmaktadir.

Calismanin ilk boliimiinii 6zetlersek, HK-2 hiicrelerinde OTA ile aktive edilen
PI3K/Akt ve MEK/ERK1-2 sinyal yolaklarinin birbirine zit yonde ¢alistig1 ilk defa
gosterilmistir. Daha Once literatiirde yayinlanmamis bir bulgu olarak, HK-2
hiicrelerinde OTA-tesvikli PI3K/Akt yolagi aktivasyonunda c-MET reseptor tirozin
kinazin roliiniin oldugu ilk kez bu calisma ile gosterilmistir. Apoptoza neden olan
OTA-tesvikli MEK/ERK1-2 aktivasyonunun mekanizmasi heniiz aydinlatilamamis
bir konu olarak, ileride ¢alisilmasi planlanmaktadir.

HK-2 hiicrelerinde OTA-aracil1 karsinogenez i¢in Onerdigimiz model Sekil
6.1°’de resmedilmistir. Calismamizin ilk kismini baz alarak olusturdugumuz bu
modele gore, OTA’ya cevaben MEK/ERK1-2’nin uzun siireli aktivasyonu apoptoza
aracilik ederken, c-MET ile de iliskili olan PI3K/Akt/mTOR/S6 RP aktivasyonu anti-
apoptotik ve sagkalimi destekleyici bir sinyal olusturmaktadir. Sunulan veriler

1518inda, c-MET/PI3K/Akt ekseninin aktivasyonu ile OTA’nin, hasarli hiicrelerin
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sagkalimmi destekledigi ve boylelikle insan bdobreginde olasi karsinogenez

mekanizmalarinin ytirtirliige girmesine katkida bulundugunu 6nermekteyiz.
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Sekil 6.1: OTA-aracil1 karsinogenez modeli.
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