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P53-/-ve P53 +/+ HCT116 Kolon Kanser Hiicre Serilerinde Gama Radyasyonunun Hiicre Canlihg: ve
Telomeraz Aktivitesi Uzerine Etkisi

OZET

P53 bir tiimdr baskilayici gendir ve ayrica” genomun gardiyani olarak da bilinir. P53 tiimor baskilayici gesitli
genotoksik stresler araciligiyla aktive olan bir transkripsiyon faktoriidiir. Cesitli tip DNA hasarina cevapta
p53 baskilayict gen {irtinii aktive olur ve hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, apoptozis ve DNA onarim1 gibi bir
¢ok “down-stream” hiicresel olaylar diizenler.

Bu calismada, fonksiyonel p53 aktivitesine bagli olarak kolon kanseri hiicrelerinde radyasyona cevaben
hiicre dongiisii duraklamasi, apoptozis ve telomeraz aktivitesi karakterize edilmistir. Bu calismada, yaban tip
p53 HCT116 ve mutant p5S3 HCT116 hiicrelerine 5 Gy gama radyasyonu uygulanmistir. 5 Gy gama
radyasyonu uygulamasindan sonra p53 yaban tip hiicre serilerinde G,/S engeli gozlenirken p53-/- hiicre
serilerinde G, fazinda duraklama meydana geldigi saptanmistir. Bu sonugclar, tek basina p53 fonksiyonunun
radyasyona maruz birakilan insan tiimor hiicrelerinde hiicre dongiisiinii, G,M’ den kontrol edemedigini
gostermektedir. Timorlerdeki telomeraz aktivitesi, siklikla p53 aktivitesi ile iligkilidir. p53°tin ayrica
telomeraz i¢in anahtar bilesen olan insan telomeraz ters transkriptaz (h\TERT)’ in gii¢lii bir inhibit6rii oldugu
bilinmektedir. Burada sunulan g¢alismada, 5 Gy gama radyasyonu uygulan, p53+/+ hiicre serilerinde,
telomeraz aktivitesi azalirken p53-/- hiicreserilerinde arttig1 tespit edilmistir.



The Effects of Gamma Irradiation on Cell Viability and Telomerase Activity in
P53-/- ve P53 +/+ HCT116 Colon Cancer Cell Lines

ABSTRACT

P53 is a tumor supressor protein and also known as “Guardian of the Genome”. The p53 tumor supressor is a
transcription factor Chat is activated by diverse genotoxic stresses. In response to variety types of DNA
damage, the p53 tumor supresdsor gene product is activated and regulated number of downsteram cellular
processes such as cell cycle arrest, apoptosis and DNA repair.

The current study designed to response to radiation in the colon cancer cells in term of dependence on
fonctional p53 activity. Studies were performed in p53 wild-type HCT116 cells and HCT116 cells with
mutant p53. Exposure to 5 Gy gamma irradiation resulted in G,/S arrest in p53 wild-type cell linet, and in G,
phase arrest in p53-/- cell linet. These results suggest that pS3 function alone does not control the progression
of irradiated humon tumor cells from G,/S and G,/M. Telomerase activity is associated with p53 mutation. It
is known that p53 is also a powerful inhibitor of human telomerase reverse transcriptase (hnTERT) a key
component for telomeraseg 1n the present study, we demonstrated that telomerase activity decreased in p53
+/+ cells whereas increased activity was detected in p53-/- HCT116 cells following exposure 5 Gy to
ionizing radiation.
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APC Ademotus Polipozis Coli
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ATM Ataxia Talengiectasia Mutated gene
ATR Ataxia Talengiectasia Related gene
BAX Proapoptotik protein

BCL Antiapoptotik protein ailesi

BCL-XL Antiapoototik bir protein

BID Proapoptotik protein

BRCA1 Meme kanseri 1 geni

CAK CDK Activated kinase

CBP CREB-Binding protein
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G2 Gap2

HAUSP Ubiquitin-specific protease
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1. GIRiS

Gama radyasyonu gibi iyonize radyasyon formlarinin DNA’ da gesitli hasarlar meydana getirdigi
bilinmektedir ve bu hasarlara kars1 6nciil yanitin p53 aracili yolaklarla verildigi bilinmektedir. 5 Gy gama
radyasyonunun ozellikle tiimdr hiicrelerine uygulanmasinin ardindan bu hiicrelerde meydana gelen
morfolojik farkliliklarla birlikte apoptozis oraninda artis gozlenmektedir. Bunun yani sira gama radyasyonu
uygulamasinin ardindan hiicrelerdeki telomeraz aktivitesi, hiicre tiplerine gore degismekle birlikte; telomeraz
ve p53 ekspresyonlarinda genellikle artis saptandigi bildirilmektedir. Gama radyasyonunun dozuna bagl
olarak p53 aktivitelerindeki degisikliklerin yaninda hiicre dongiisii kontrol noktalarinda da farkli dozlarda
farkli yanitlar olusmaktadir. Hiicreler radyasyona maruz kaldiklarinda oOncelikle G1/S sathasinda
engellenirler ve radyasyon dozuna ve hasar miktara gore bu safthadan sonra hiicrenin ne yapacagina karar
verilir. Eger radyasyon dozu diigiik ve hasar tamir edilebilecek diizeydeyse hasarin tipine gore ilgili tamir
mekanizmalart devreye girer ve DNA’ daki hasar tamir edildikten sonra hiicrenin tekrar dongiiye girmesi
saglanir. Bunun tersine hiicre yiiksek doz bir radyasyon dozuna maruz kaldiysa, G1 engelinde bekledikten
sonra genellikle bu sathada kalici bir hiicre siklus engeline girer ve senesensi takiben apoptozis
gerceklestirilir ya da hasarli hiicrenin direk eliminasyonu igin programli hiicre 6limii ile ilgili yolaklar
uyarilarak hiicrenin Sliimii hizli bir sekilde gerceklestirilir. Hiicrelerde ve o6zellikle DNA’ daki hasarlar
karsisinda hiicrede, yanittan sorumlu olan baslica molekiilin p53 oldugu bilinmektedir ancak yeni
caligmalarla birlikte yukarda bahsedilen yolaklarin p53° den bagimsiz olarak da uyarildigini belirten
caligmalar bulunmaktadir. Ayn1 zamanda p53 aracili olarak telomeraz aktivitesinin baskilandigi ve bunu
HTERT tiizerinden yaptig1 bilinmektedir. Bu bakimdan yapilan bu tez calismasi bu yolaklarla ilgili
hipotezlerin aydinlatilmasi bakimindan ek bir ¢caligma olarak 6nem tagimaktadir.(Westphal C.H. ve ark, 1998,
Siwicki J.V. ve ark., 2003, Vavrova J. ve ark., 2004, Serakinci N. ve ark., 2007)

Bu tez caligmasinda; p53 +/+ ve p53 -/- HCT116 kolon kanser hiicre serilerine 5 Gy Gama radyasyonu
uygulamasini takiben 0.,24.,48. ve 72. saatlerde telomeraz aktivitesi, hiicre canliligi, apoptozis ve hiicre
dongiisii profilleri lizerine radyasyonun etkisinin incelenmesi amaglanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1 Radyasyon

Radyasyon; giines sisteminden ya da yeryliziindeki dogal kaynaklardan salinan elektromanyetik dalgalar ya
da parcaciklar bi¢imindeki enerji emisyonu (yayimi) ya da aktarimudir.

Radyasyonun kesfi ilk olarak 1895’ de Wilhelm Conrad Roentgen tarafindan X-ray 1sinlarmin bulunmasiyla
gergeklestirilmistir. Radyasyonun kesfiyle birlikte bu konuda yapilan c¢aligmalar hiz kazanmis ve Nobel
odilli Marie Curie tarafindan da uranyumun dogal radyoaktivitesinin kesfiyle birlikte, ozellikle tip
alanindaki ¢aligmalar 6nem kazanmistir. Radyasyonun zararli etkileri ile ilgili ilk rapor 1902” de yayimlanan
radyasyonun indiikledigi deri kanseri ile ilgilidir. 1911° de radyasyonun sebep oldugu ilk 16semi vakasi
ortaya ¢ikmistir. Bu raporlari 1920’ de radyum igerikli boyalarla galisan ressamlarda teshisi konulan kemik
kanseri, 1940’ 11 yillarda da ilk radyologlar arasinda 16semideki artisla birlikte radyasyonun zararli etkileri
tarihsel olarak agiklanabilmektedir. Ayrica ABD’ nin, Japonya’ nin Hirogima ve Nagasaki bolgelerine attig
atom bombasi ve buna benzer Cernobil faciasinin ardindan bu bolgelerde 6zellikle ergen gaglardaki kisilerin
radyasyona maruz kalmasiyla birlikte, yetiskin donemde, 6zellikle meme ve tiroit kanserlerindeki artis da
radyasyonun ne derece zararli oldugunun altin1 ¢izmektedir.

Radyasyon biyolojik anlamda incelendiginde iki ana sinifa ayrilabilmektedir:
2.1.1  Iyonize olmayan radyasyon=Ultraviyole Radyasyon

Tyonize olmayan radyasyon formuna 6rnek olarak verilebilecek radyasyon ise ultraviyole radyasyondur. UV,
giines tarafindan yayilan ve goz tarafindan algilanmayan radyasyon tipidir. UV radyasyonu farkli dalga
boylarina sahip ii¢ ayr1 alanda ya da tipte incelenebilmektedir. UVA 315-380 nm, UVB 280-315 nm ve UVC
ise 190-280 nm dalga boylar1 arasindadir. Dalga boylar1 ile radyasyonun enerjisi arasinda ters bir iligki
bulunmaktadir. Bu nedenle dalga boyu en az ve dolayisiyla enerjisi en yiiksek olan UVC’ nin daha agir
hiicresel hasarlara neden olabilecegi soylenebilmekte ve yine dalga boyu en yiiksek ve enerjisi en az olan
UVA’ nin da hiicresel zararlarmin tolere edilebilecek diizeyde oldugundan bahsedilebilmektedir. Ozon
tabakast UVC’ nin neredeyse tamamint ve UVB’ nin de %90’ nin1 absorbe edebilmektedir. UVB’ nin % 10’
luk kismi ve UVA ise yeryiiziine ulagsmaktadir. UV radyasyonu, deride yanma, immiin baskilanma,
ekstraseliiler matrikste degisiklikler ve deri yaslanmasini i¢ine alan bir takim etkiler yaratmaktadir. UV
radyasyonun etkileri sekil 2.1° de sematize edilmistir.(Leena Latonen ve Marikki Laiho, 2005)
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Sekil 2.1. UV radyasyonu ve hiicresel etkileri



2.1.2 iyonize Radyasyon=IR

Iyonize radyasyon ise dogada ya da giines sistemindeki kararsiz atomlarin (radyoizotoplarin) kararli yapiya
ulagmak i¢in yaydiklar1 enerji=radyasyon olarak bilinmektedir.

Iyonize radyasyon yayilma agisindan incelendiginde iki temel kisma ayrilmaktadir:

1* Dissal (eksternal) yayilim: Bir kaynaktan yayilan ve doz bagimli olarak viicuda penetre olabilen
radyasyon yayilimidir. Bu yayilim sekliyle radyoaktif materyalin yaydigi radyasyonun enerjisine ve tipine
gore 3 ana sinif s6z konusudur:

Beta partikiilleri: P-32 gibi kaynaklardan salinan oldukga yiiksek enerjiye sahip olan beta partikiilleri deride
ya da gozde hasarlar meydana getirebilmektedir ve deriye birka¢c milimetre niifuz edebilmektedir. Bu
radyasyonun etkisini en aza indirgemek i¢in kalin pleksiglas levhalara gereksinim duyulmaktadir.

Alfa partikiilleri: Dig deriye nadiren niifuz edebilmekte ve beta partikiillerinden daha genis bir elektrik
yiikiine sahiptir.

Gama ve X 1sinlari: Her ikisininde penetrasyon giicii oldukga yiiksektir ve mutlak korunmak gereklidir.

2* ¢sel (internal) yayilim: Igsel yayilim ise viicutta bulunan radyoaktif maddelerden salinan yayilim seklidir.
Viicuttaki bu radyoaktif maddelerin kaynagi da alinan hava, besinler ve deri temasi olabilmektedir.

2.2 Radyasyonun biyolojik etkileri

Radyasyonun atomik diizeydeki etkisi elektronlarin eksitasyonu yani e“ nin bir iist yoriingeye ge¢cmesi
seklinde olmaktadir.(Sekil 2.2). Radyasyonun giicline gore e ya ist yoriingede kalacak ya da e nin
salinimi sonucu geriye iyonize olmus bir atom kalacaktir ki bu da biiyiik cogunlugu sudan olusan bir hiicrede
radyasyonun dozuna gore ¢esitli hasarlara sebep olacaktir.

Sekil 2.2. Eksitasyon ve iyonizasyon

Radyasyonun atom iizerinde neden oldugu eksitasyon ve iyonizasyonun ardindan bir iist yoriingeye gegen e’
hiicrede 6zellikle makromolekiillerde ve DNA’ da hasarlar meydana getirmektedir. Serbest e etkisini direk
ya da indirek olarak meydana getirmektedir. Direk etkide serbest kalan bu e etkisini, DNA’ da fosfodiester
baglar1 ya da H baglar1 iizerinde gostermekte ve bu baglardaki atomlara afinite gostererek baglarin
kirilmasina sebep olmaktadir. Ozellikle fosfodiester baglarmin kirilmast DNA’ da tek ya da gift zincir
kiriklarina sebep olmaktadir. Indirek etkide ise serbest kalan bu e hiicredeki su molekiilleri ile etkilesime
girerek suyun radyolizisine neden olmaktadir. Burada meydana gelen reaksiyon su sekildedir:

H-O-H > H' + OH’ OH’ + OH’ — H,0, ( hidrojen peroksit)

H-O-H — H+OH’ OH"+RH —R’+HOH ( radikal transferi)



Bir serbest radikal, elektriksel olarak, orbitalinde paylasilmamus bir ¢ © ye sahiptir. Radikal elektrofiliktir ve
yiiksek oranda reaktifdir. Serbest radikallerin DNA ile etkilesimi ile DNA’ da baz degisimleri, ¢ift ve tek
zincir kiriklari gibi bir takim hasarlar meydana gelmektedir. UV ve IR’ nin neden oldugu hasarlar sekil 2.3’
de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.3. DNA’ da UV ve IR’ nin neden oldugu hasarlar

Memeli hiicrelerinde, DNA replikasyonu ve hiicre bdliinmesi sirasinda, hiicre i¢inde, genotoksik kimyasal
ajanlar; hiicre disinda oksidatif metabolizma ile iyonize radyasyon, bir takim stres kosullarini ortaya
¢ikarabilmektedirler. Bu ¢evresel stres kosullar1 sirasinda genetik bilgiyi barindiran DNA’ nin
replikasyonunda ya da genetik integrasyonda bozukluklar meydana gelmektedir.

Memeli hiicrelerinde radyasyon tarafindan indiiklenen DNA hasari, metabolik tamir islemleri ile
diizeltilmeye ¢alisilmaktadir. Genomik integrasyonun devamliliginda énemli bir yolak da tumor baskilayici
bir gen olan p53 proteinini i¢ine almaktadir. p53 DNA hasarina karst hiicresel yanitin olusmasinda merkezi
bir rol {stlenen transkripsiyonel bir regiilatérdiir. p53; oncelikle hiicre siklus kontroliinii G1/S kontrol
noktasinda, daha sonra ise G2/S kontrol noktasinda olmak iizere siklus progresyonunun engellenmesinde
gorev almaktadir. (Andrew J. Grosovsky, 2006, Little J.B., 2003, Caspari T., 2000, Lakin ND ve ark. 1999,)

2.3 p53

2.3.1 TP53 geninin kesfi ve mutasyonlari

p53 ilk defa 25 yil 6nce heksamerik DNA helikaz ve Simian Virus (SV-40) biiyiik-T antijenine baglanan
53kD agirliginda bir protein olarak kesfedilmistir. Neoplastik rodentlerde ve insan hiicrelerinde, p53” i
kodlayan TP53 geni, zayif onkojenik Ozellikleri nedeniyle baslangicta onkogen olarak tanimlanmustir.
Arastirmacilar, 1980’ lerde insan ya da fare timor hiicre serilerinden elde edilen orijinal 7P53 cDNA
klonlarinda yanlis anlamli mutasyonlar1 incelemeye baslamiglardir. Daha sonra yapilan ¢aligmalarda, yaban
tip TP53’ e sahip rodent fibroblastlarinda neoplastik transformasyonun ayrica, kanser hiicrelerinin
gelisiminin baskilandig1 gosterilmistir. 7P53 ile ilgili yapilan g¢alismalarin artmasiyla birlikte timor
baskilayici bir gen oldugu ve ayrica bir ¢ok kanser tiirlinde mutasyona ugradigi bildirilmistir. (Sekil 2.4)
(Hussain S.P. ve Harris C.C., 2006)
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Sekil 2.4. p53 fonksiyonlarinin sematik gosterimi

TP53; anlamsiz mutasyonlar, delesyon ya da insersiyon gibi mutasyonlara maruz kalan APC, BRCAI ve
ATM gibi tiimor baskilayic1 genlerin aksine, sadece tiimdr baskilayici islevi ile ilgili fonksiyonlarini yanlis
anlamli mutasyonlar sonucu kaybetmekte ve bu da onkojenik bir islev kazanmasina yol agabilmektedir. p53
evrimsel stirecte siki bir sekilde korunmustur. Genin korunmus bolgelerinde meydana gelen nokta
mutasyonlar1 tekli aminoasit yer degisimleriyle p53” iin DNA baglanma bdlgesinde bozulmalara neden
olabilmektedir. 7P53 geni 17. kromozomun pl3 konumunda yerlesmis olup bu ailenin bilinen 3 iiyesi
bulunmaktadir. (Sekil 2.5) Bildirilen 20.000 mutasyon oraniyla birlikte kanserlerin % 50’ sinde 7P53 gen
mutasyonlarinin oldugu bilinmektedir. (Liang S.H. ve Clark M.F., 2001, Brooks L.C. ve Gu W., 2003,
Latonen L. ve Laiho M., 2005, Hussain S.P. ve Harris C.C., 2006, Toledo F., ve Wahl G.M., 2006)

Sekil 2. 5. TP53 geni

TP53 tiimor baskilayici gende meydana gelen yapisal mutasyonlarin yani sira, yaban tip p53°iin fonksiyonel
inaktivasyonu da bu genin diizenlenmesini iceren yolaklarin bozulmasina neden olmakta, bu da
malignansinin olugsmasina yol agmaktadir. (Liang S.H. ve Clark M.F., 2001)



2.3.2 TP53 geni tarafindan kodlanan p53 proteini ve yapisi

TP53 geni tarafindan kodlanan insan p53 proteini 393 aminoasit igermektedir ve son yillardaki makalelerde
molekiiler agirliginin 43.6 kDa oldugu belirtilmektedir. Bir transkripsiyon faktorii olarak bilinen p53, 6zgiil
ozelliklere sahip farkli, ancak birbiriyle iliskili islevsel domainlere sahiptir. p53’iin transaktivasyon domaini
(TAD; 1-42 aminoasit) proteinin N terminal ucunda bulunmaktadir. TAD’in ardindan prolince zengin bir
bolge gelmektedir. Bu dizinin ardindan p53°te merkezi rolii listlenen DNA baglanma bdlgesi bulunmaktadir.
p53’ in C terminali, esnek baglanma bdlgesi ve temel olarak C terminalini diizenleyen oligomerizasyon
domainini igermektedir. (Sekil 2.6) (Latonen L. ve Laiho M., 2005)
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Sekil 2.6. p53 proteininin formiilii ve translasyon sonrasi modifikasyonu

2.3.3 p53 ve hiicresel yanit

Hiicre, DNA hasar1 gibi bir durumla karsilastiinda bu hasar ¢ok ¢esitli mekanizmalarla giderilmeye
calisilmaktadir. DNA hasar1 s6z konusu oldugunda P53 tiimor baskilayici gen iriinii olan p53 aktive
edilmekte ve bu da hiicre siklus inhibisyonu, apoptozis, DNA tamiri ve yaglanmay1 i¢eren antiproliferatif bir
etkiye neden olmaktadir. (Adimoolam S. ve J. Ford M., 2003, Brooks C. L. & Gu W., 2003, Latonen L. &
Laiho M., 2005)

Bir transkripsiyon faktorii olarak gorev yapan p53, DNA hasari, hipoksi, viral transformasyon, onkogen
aktivasyonu, ig hasari, niikleotid diizensizligi gibi hiicrede meydana gelen bir ¢ok bozukluk sonrasi aktive
edilerek hasarli hiicrenin proliferatif yayilimini engelleyecek olan gen ekspresyon programini baglatmaktadir.
Boylece organizmayi kanser gelisimine karsi korumaktadir. (Sekil 2.7) (Vousden K.H., 2000, Vogelstein B.
Ve ark., 2000, Liang S.H. ve Clark M.F., 2001, Vousden K.H. ve Lu X., 2002, Sharpless E.N. ve DePinho
A. R.,2002, Wesierska- Gadek J. ve Schmid G., 2005)
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Sekil 2.7. p53 cesitli stres kosullariyla aktive edilir ve sonugta p53 aracilt hiicre siklus inhibisyonu ya da
apoptoz gerceklestirilir. (Leena Latonen, Marikki Laiho, 2005)

Olumsuz kosullar sonrasinda meydana gelen hasarlarin ¢esitli hiicresel yolaklarla diizeltilmeye caligildig:
bilinmektedir. Hiicrede hasar olusumundan sonra bu hiicrenin akibeti ile ilgili 3 temel olasilik bulunmaktadir.
Hiicrede meydana gelen hasar ¢esitli tamir mekanizmalariyla tamir edilmeye calisilacak, veya hasar tamir



edilmezse organizmanin korunmasi i¢in hasarli hiicrenin 6limii gerceklestirilecek ya da hiicre bu hasari
ortadan kaldiramayarak ¢esitli mutasyonlar1 biriktirecek ve karsinogenez meydana gelecektir. p53, hiicrenin
akibetini ilgilendiren bu 3 temel olayla yakindan iligkilidir. p53, DNA hasar1 s6z konusu oldugunda hiicre
dongiisiinii durduran, DNA’nin tamirini gergeklestiren ve hiicreyi apoptozise yonlendiren gesitli yolaklari
harekete gecirmekten sorumludur. Ayni1 zamanda p53’ iin hiicreyi senesense ve farklilasmaya yonlendirdigi
de yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir. (Vousden K.H., 2000, Latonen L. & Laiho M., 2005).

2.3.4 p53’ iin regiilasyonu

Normal bir hiicrede p53 proteini ¢ok hizli bir sekilde pargalandig: igin diisiik bir seviyede bulunmaktadir.
Ayrica normal hiicrede p53, muhtemelen latent formda , diger bir ifadeyle inaktif formda bulunmaktadir.
Ancak stres kosullarinin ardindan p53’iin aktive edilmesi ve hiicrede seviyesinin artmasi gerekmektedir.
Cesitli stres kosullariyla aktive edilen p53’ iin harekete gecirilmesi 3 seviyede diizenlenmektedir:

1* Protein sentezinin artirilmasi ya da protein yart mriiniin uzatilmasi

2*  p53 proteininin latent formdan aktif sekle (“konformasyon”) doniismesi-translasyon sonrasi
modifikasyonlar

3* Proteinin sitoplazmadan nukleusa go¢ii (Liang S.H. and Clarke F.C., 2001, Brooks L.C ve ark., 2004)

p53 hiicrede ¢ok siki bir sekilde kontrol edilmektedir. p53, hiicrede siirekli eksprese edilmektedir, fakat ¢ok
kisa bir yar1 dmre sahiptir. 26S proteozom kompleksi tarafindan p53’ iin baz1 C-terminal lizin rezidiileri
ubikutinasyona ugramaktadir. p53 i¢in temel ubikutin ligaz ise Mdm2’ dir. p53’ iin diizenlenmesi
bakimindan Mdm?2, ¢ok 6nemli bir rol tistlenmektedir.

2.3.4.1 p53 ve Mdm2

Mdm2, “Murine Double-Minute” kromozomu iizerinde amplifiye edilen bir gen olarak tanimlanmistir. (Sekil
5) (Perry M.E., 2004, Leyav-Cohen Y. Ve ark., 2005) Mdm2’ nin insan homologu ise Hdm2’ dir ve
onkojenik bir potansiyele sahiptir. Mdm2 onkoproteini p53’ {in potansiyel inhibitoriidiir. Mdm2, p53° iin
transkripsiyonel aktivasyon domainine baglanmakta ve bdylece hedef genleri diizenlemesini ve
antiproliferatif etkisini bloke etmektedir. Diger yandan p53, Mdm2’ nin ekspresyonunu aktive etmekte ve
bdylece geri-bildirim mekanizmasiyla otoregiilasyonu gerceklestirmektedir. (Sekil 2.8) (Leyav-Cohen Y. ve
ark., 2005, Haupt Y., 1997)
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Sekil 2.8. p53 proteinin genotoksik ve onkojenik sinyaller tarafindan regiilasyonu

p53 stabilizasyonu, agirlikli olarak bir E3 ligaz olan Mdm?2 ile birlikte ubikutin-proteozomal yolak tarafindan
gerceklestirilmektedir. P53 ubikutinasyonu Mdm? ile birlikte, tekli ve ¢oklu (“mono ve poli ubikutinasyon™)
ubikutinasyon olarak gerceklestirilmektedir. Yine, deubiqutination da p53 ve Mdm?2 stabilizasyonunda énem
tagimaktadir. (Brooks L.C ve ark., 2004)

2.3.4.1.1 Ubikutinasyon

Ubikutin, biitiin okaryotlarda bulunan yiiksek derecede korunmus kiiciik bir proteindir. Ubikutinasyon ise
cesitli proteinlere kovalent baglarla bir ya da daha fazla ubikutin monomerlerinin takilmasiyla
gergeklestirilen translasyon sonrast bir modifikasyon islemidir. Ubikutinlerin proteinlere eklenip hiicre
icerisinde miktarlarinin belirli bir seviyede kalmasini saylayan enzimler ubikutin ligazlardir.

Ubikutin ligazlar, HECT ya da RING domainleri igerip i¢cermemelerine bagli olarak 2 smifta
incelenmektedir. Mdm2, RING E3 ligaz ailesi icerisinde yer almaktadir ve genel olarak C- terminal
bolgelerinde CX2CX(9-39)CX(1-3)HX(2-)C/HX2CX(4-48)CX2C motifiyle karakterizedir. p53, tekli ve
coklu ubikutinasyon ile parcalanabilmektedir. Ozellikle tekli ubikutinasyon, p53° iin cekirdek disina
verilmesi ile ilgilidir. Sayet Mdm2, diisiik bir seviyede bulunuyorsa, ek modifikayonlar ve parcalanma i¢in
p53, tekli ubikutinasyonla ¢ekirdekten sitoplazmaya yonlendirilir. Mdm2 yiiksek seviyede bulunuyorsa p53
¢ekirdek igerisinde ¢ok hizli bir sekilde ¢oklu ubikutinlesme ile nuklear proteozomlarca pargalanir. Bu tip bir
regiilasyona neden ihtiya¢ duyulmaktadir?

Bilindigi gibi hem nukleusta ve hem de sitoplazmada proteozom kompleksleri bulunmaktadir ve siki iligki
icinde bulunan bazi proteinlerin hizli bir gekilde parcalanmasinin engellenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Ornegin DNA hasarmin gec safhalarinda, p53 hasar igin gereken yamti verdikten sonra hizli bir sekilde
par¢alanmak durumundadir ve bu nedenle hiicrede Mdm2 seviyesi artig gosterir. p53 negatif geri-bildirim
mekanizmastyla Mdm2’ nin ekspresyonunu artirmaktadir. Ayni zamanda proteozom-bagimsiz olarak da p53’
iin parcalanmasini regiile edilebilmektedir. Pirh2 ve RING-H2 domaini igeren proteinler de p53 ile
interaksiyona ge¢mekte ve Mdm2’ den bagimsiz olarak p53’ iin ubikutinasyonunu gerceklestirmektedirler.
Mdm2-bagimli ve bagimsiz mekanizmalarin isbirligi ile p53” iin siki bir sekilde regiilasyonunun nasil
gergeklestirildigi sekil 2.9’ da agiklanmaktadir. (Brooks L.C ve ark., 2004)
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Sekil 2. 9. p53 regiilasyonunda Mdm2-bagimli ve Mdm2-bagimsiz mekanizmalar

Ubikutinasyon, p53-Mdm2 yolaginin regiilasyonu ve stabilizasyonunda onemli bir etkiye sahiptir ve
deubikutinasyon da bdylesine bir diizenleyici mekanizmanin 6nemli bir kismint olusturmaktadir.
Deubikutinaz HAUSP, hem in vivo ve hem de in vitro ortamlarda, ubikutinasyona ugramis p53° deki
ubikutin kisimlarini ¢ikarmaktan sorumludur ve hiicredeki p53 seviyesinin diizenlenmesinde de 6nemli bir
role sahiptir. HCT116 hiicre serileriyle yapilan bir calismada gegici RNAi kullanimiyla, hiicrede HAUSP’ un

orant azaltilmis ve boylece HAUSP’ un p53 icin spesifik bir deubikutinaz aktivitesine sahip oldugu
gosterilmistir. (Brooks L.C ve ark., 2004)

p53 proteinin stabilizasyonu, énemli derecede ubikutin-proteozom yolagina baglidir ancak, onun potansiyel
transkripsiyon faktorii olarak aktivitesi sumolasyon, fosforilasyon ve asetilasyon gibi diger bazi translasyon
sonras1 modifikasyonlara da baglidir. Bu modifikasyonlarin 3 amac1 olabilir:

- p53-Mdm?2’ nin direk iletisimini engellemek
- p53’iiaktive etmek
- p53’in DNA’ ya baglanma ilgisini degistirmek

Farkl1 bir ¢ok hiicresel stres altinda meydana gelen bu tip modifikasyonlar p53 aktivitesinde olduk¢a dnemli
bir yere sahiptir. ((Brooks L.C ve ark., 2004 Brooks L.C. ve ark., 2003, Leyav-Cohen Y. ve ark, 2005, Dai
M. S. Ve ark., 2006, Haupt Y. ve ark., 1997, Zhang Y. ve ark., 2001, Stommel J. M. Ve ark., 2005, Zhang
H.G. ve ark., Oren M. Ve ark., 2002, Myung J. ve ark., 2001)



2.3.51R ve p53

2.2.5.1 p53’iin translasyon sonrasi modifikasyonlari ile IR’ ye karsi hiicresel yanit olusumu

Hiicre hasara ugradiginda, hiicredeki bir ¢ok genin iriiniiniin hiicre siklus engelini, apoptozu ya da DNA
tamirini tetikledigi bilinmektedir. Bunlardan en 6nemlisinin biitiin bu fonksiyonlara aracilik ettigi i¢in p53’iin
oldugu soylenebilir. DNA ¢esitli hiicresel ya da gevresel bir takim stres kosullart (6zellikle radyasyon)
sonrasinda hasara ugratildiginda p53 polipeptidinde bir seri fosforilasyon, defosforilasyon ve asetilasyon gibi
post-translasyonal modifikasyonlar ger¢eklesmektedir. DNA hasari meydana geldiginde p53° iin hizli bir
sekilde regiilasyonunda translasyon sonrasi modifikasyonlarla satbilizasyonu gergeklestirilir. Bu
modifikasyonlardaki iki dnemli mekanizma ise fosforilasyon ve asetilasyondur.

In vivo kosullarda DNA hasar1 sonrasinda p53° iin bir ¢ok bolgesinden fosforillenmesi gekici bir hipotez
olarak o6ne siiriilmektedir. p53’tin N-terminal bdlgesinden fosforillenmesi Mdm?2 ile olan interaksiyonunu
inhibe etmekte ve bu da p53’ iin hiicredeki seviyesinin artmasini saglayarak transkripsiyonal aktivitesini
gerceklestirmesine yardimci olmaktadir. Bunun yerine C-terminal bolgesinden fosforillenmesi ise dizi
spesifik DNA baglanma potansiyelini artirmaktadir. Boylesine modeller bir ¢ok laboratuvar tarafindan
rekombinant p53 deriveleri iceren, spesifik fosforilasyon bolgelerindeki mutasyonlarla birlikte tespit
edilmistir. Bu yaklasimla DNA tamirinden sorumlu proteinlerden olan DNA-PK/ATM/ATR’ nin
fosforilasyon bolgelerindeki serin-15 ya da CKII bolgesindeki serin-392 mutasyonlari analiz edilmis ve bu
bolgelerin 6zellikle radyasyonun indiikledigi DNA hasar1 sonrasinda, p53’ iin regiilasyonunda 6énemli oldugu
belirtilmistir. Yine fosfo-spesifik antikorlar kullanilarak UV ya da IR tarafindan indiiklenen DNA
hasarlarinda p53’ iin serin-15 bdlgesi fosforillenme bolgesi olarak tanimlanmustir. Serin-15 fosforillendiginde
p53’°tn yart omrii ve transkripsiyonel aktivitesi artmaktadir. Serin-20° nin de fosforillendigi Shieh ve ark.
tarafindan gosterilmistir. Fosfo-spesifik antikorlar araciligiyla tespit edilen serin-33 bdlgesi de DNA hasari
sonrasinda “Cdk- activated kinase” (CAK) tarafindan fosforillenmektedir. IR uygulamasi sonrasinda C-
terminal bolgede bulunan serin-376 defosforile edilmekte ve bu defosforilasyon da p53 proteini ile 14-3-3
proteininin interaksiyonu indiiklenmektedir. Bu fosforilasyon ve defosforilasyon mekanizmlariin IR’ nin
indiikledigi DNA hasar1 sonrasinda, p53 icin anahtar diizenleyici mekanizmalar oldugu belirtilmektedir. (
Lakin ND ve ark., 1999, Fei P ve ark., 2003)

DNA hasar1 sonrasinda p53° iin DNA’ ya baglanmasini aktive eden mekanizmalardan biri de asetilasyondur.
In vitro yapilan calismalarda CBP ve PCAF gibi proteinlerin p53” i lizin-320, 373, 382 bolgelerinden
asetilledigi ve bunun sonucunda DNA’ ya baglanma afinitesinin arttig1 gosterilmistir. Asetilasyon-spesifik
antikor kullanilarak yapilan caligmalarda lizin-382 nin IR ya da UV’ nin indiikledigi DNA hasarlarinda
asetillendigi yine Liu ve arkadaglarinin yaptig1 baska bir ¢aligmada ise lizin-320 ve lisin-373 bdlgelerinin
radyasyon uygulamasi sonrasinda arttig1 saptanmistir. p53’ lin fosforillenme bolgelerinden olan serin-33 ve
serin- 37° nin de in vitro kosullarda meydana gelen mutasyonlara bagli olarak CBP/p300 tarafindan
potansiyel asetillenme bolgeleri oldugu belirlenmistir. p53” iin fosforilasyon ve asetilasyon bolgeleri sekil
2.10° de agiklanmaktadir. ( Lakin ND ve ark., 1999, Fei P ve ark., 2003)
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Sekil 2.10. p53’ iin fosforillenme ve asetilasyon bolgeleri

Translasyon sonrasi modifikasyonlarin gergeklesmesinde oOzellikle fosforilasyon basamaklarinda ATM
(“Ataxia-Talengiectasia Mutated Gen Uriinii”) IR’ ye kars1 énemli bir rol oynamakta ve p53’ iin DNA’ ya

10



baglanma kapasitesini artirmaktadir. Hiicreler IR’ ye maruz birakildiginda ATM- aracili olarak p53’iin serin-
376 bolgesinden defosforile edildigi Waterman ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada gosterilmistir. Bunun
nedeni olarak ATM’ nin, diger fosfataz enzimleri gibi “bear” motifleri igermemesi ve DNA hasarlarinda p53
icin bir fosfataz rolii istlenmesi gosterilmistir. Serin-376’ nin defosforile edilmesi 14-3-3 proteinlerinin p53
ile interaksiyona girmesini saglayarak p53’ iin DNA’ ya baglanma potansiyelini artirmaktadir. ATM ayni
zamanda cesitli DNA hasarlarinda, IR’ ye yanit olarak p53’ i serin-15 bolgesinden de fosforillemekte ve
p53’ iin stabilizasyonunu saglamaktadir. Ancak, farkli hiicre serileriyle yapilan ¢aligmalarda IR uygulamasini
takiben ATM’ nin rolii her zaman tespit edilememektedir. Bu durum p53’ iin fosforillenmesinde diger bir
aday kinaz olan ATM-related polipeptid ATR’ yi akla getirmektedir. In vitro yapilan ¢aligmalarda ATR’ nin
de ATM’ ye benzer bir sekilde p53°ii serin-15 bolgesinden fosforilledigi gosterilmistir. Ozellikle UV’ nin
indiikledigi DNA hasarlarinda ATR, hasar1 tanimlayarak tamirle ilgili gesitli yolaklar1 aktive etmektedir.
(Sekil 2.11) ( Lakin ND ve ark., 1999, Fei P ve ark., 2003, Hermeking H. ve ark., 1997, Siliciano J.D. ve
ark., 1997)
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Sekil 2. 11. In vivo’ da DNA hasarlarina yanit olarak p53’ iin post-translasyonal modifikasyon modeli

p53’ iin translasyon sonrast modifikasyonlarinin ardindan hasarli genoma sahip hiicreyi koruyucu bir takim
yolaklar aktive edilmektedir. (Sekil 2.12) Ozellikle IR’ nin sebep oldugu DNA hasar ¢ift zincir kiriklaridir
ve ¢ift zincir kiriklart da hiicredeki bir ¢ok sensér molekiilii harekete gegirerek tamiri ya da gerektiginde de
apoptozu gergeklestirmektedir. p5S3 hasara yanit olarak aract bir molekiil rolii iistlenmekte ve bunu direk ya
da indirek yapabilmektedir. Ornegin p53, hiicre hasari sonrasinda igsel ya da dissal olarak alinan apoptoz
sinyallerini, radyasyondan sonra mitokondriye gogerek direk uyarabildigi gibi, BAX, NOXA, BID ve PUMA
gibi proapoptotik proteinlerin transkripsiyonel olarak ekspresyonlarimi artirarak indirek olarak da apoptozu
yonlendirebilmektedir. (Attardi L.D., 2005, Essmann F. ve ark., 2005, Cuddihy RC. ve ark., 2004, Michael
M. ve ark., 2004, Mihara M. ve ark., 2003, Fei P. ve ark., 2003)
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Sekil 2.12. p53’iin DNA hasarina karsi yanit verme basamaklar

2.2.5.1.1 p53 ve hiicre dongiisiinde G1/S engeli

Okaryotik canlilarda hiicrenin ¢ogalmasi diger bir ifade ile proliferasyon, hiicre siklusunu da icine alan
kompleks bir islemdir. Hiicre siklusu bir seri olaylardan meydana gelir ki meydana gelen bu olaylar iki temel
kisimda incelenir. Bunlardan ilki hiicre normal fonksiyonlarini gergeklestirirken meydana gelen interfaz
sathasidir ve interfaz sathasi da G1, S ve G2 olarak 3’ e ayrilir. Ikinci olarak meydana gelen ise DNA kendini
replike ettikten sonra meydana gelen mitotik sathadir. Hiicrenin hiicre siklusuna girmesinde iki anahtar
regiilatdr molekiil vardir: Siklinler ve siklin bagimli kinazlar (CDK).

Hiicre siklusunun her basamaginda siklin bagimli kinazlarin (CDK) aktivasyonu ya da inaktivasyonu ¢ok siki
bir sekilde denetlenmektedir ve onlarin diizenleyici alt {initelerinin de siklinler oldugu sdylenebilmektedir.
Siklinlerin CDK"’ ler ile olusturduklar1 kompleksler, CDK’ lerin hiicre igerisindeki miktarin1 ve siklinlerin
loklizasyonunu da diizenlemektedir. Hiicrenin siklusa girmek i¢in gerekli sinyalleri almasin takiben, Rb ve
E2F kompleksi ayrilir ve hiicrede Gl siklinlerinin miktarlarinin artmas: ile CDK’lere baglanma
gerceklesmekte ve bunun sonrasinda ise hiicre, DNA replikasyonu i¢in hazir hale getirilmektedir. “S-phase
promoting factor” iin artmasiyla da siklin A CDK2 ye baglanmakta ve bundan sonra replikasyon
gerceklestirilmektedir. Replikasyon gergeklesirken siklin E nin pargalanmasiyla birlikte G2 siklinlerinin artis1
s6z konusu olmakta ve bundan sonra “M-phase promoting factor” —-M faz1 CDK leri ile birlikte mitotik
siklinlerin olusturdugu kompleks- {iin aktive edilmesiyle hiicre mitoza girmektedir.

Hiicre, siklus esnasinda Ornegin replikasyon meydana gelirken radyasyon, kimyasallar gibi bir stres
unsuruyla kargilagtiginda bu hasarlar1 elimine edecek mekanizmalar1 devreye sokmaktadir. Bu
mekanizmalardan en 6nemlisi ise hiicrenin muhafazasini gergeklestiren p53 ile ilgili mekanizmalardir ki p53
bu stres unsurlariyla aktive edildiginde olusturdugu yanitlardan biri de hiicre siklusunun engellenmesini
denetlemektir. P53, bu islevini hem G1 esnasinda ve hem de G2 kontrol noktalarinin aktive edilmesiyle
gergeklestirebilmektedir.

G1 safhasinda p53, IR tarafindan aktive edilerek p21, GADD45 ve 14-3-3 proteinlerini indiiklemektedir.
p21’ in indiiklenmesi sonrasinda siklin-bagimli kinazlar inhibe edilerek, Rb-E2F kompleksinin devamlilig1
saglanmaktadir ve boylece S fazina giris dnlenmektedir. IR sonrasi ATM aktive edildiginde ise, c-ABL
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kinazin fosforillenmesinin ardindan p21 GADDA45’ in transaktivasyonu gergeklestirmektedir ve bdylece yine
G1 engeli meydana gelmektedir.

2.2.5.1.2 p53 ve hiicre dongiisiinde G2/M engeli

IR uygulamasinin ardindan p53-aracili G2/M kontrol noktalari ile ilgili halihazirda ¢ok fazla bilgi mevcut
olmamakla birlikte tomurcukla iireyen mayalarda, G2 gecikmesinin RAD9 adi verilen ve gift zincir
kiriklarinin tamirinden sorumlu oldugu bilinen bir proteinle gerceklestirildigi saptanmistir. DNA hasari,
ATM/RAD3 gibi aile proteinlerinin kinazlarm tetiklemekte ve bu da direk ya da indirek olarak ileri
basamaktaki bir kinaz olan CHKI1’ i aktive etmektedir. Memeli hiicrelerinde, CHK1 CDC25C’yi
fosforillemektedir. Bu yolak aktive edilir edilmez CDC25C ulagilmaz durumda kalir, bu durum CDC2-siklin
B heterodimerlerinin inaktif formda beklemesine sebep olarak hiicreyi G2 evresinde duraklatir. G2/M kontrol
noktalarindan biri IR dozuna bagli olarak ATM-aracili olarak gergeklesir ve bu yanit olduk¢a hizlidir. Diger
uzun yanit ise IR dozuna kars1 duyarli olarak ATM’ den bagimsiz olarak gergeklesir ve IR’ nin indiikledigi S
faz1 kontroliiniin kaybi sonrasinda meydana gelir. Yapilan ¢alismalar p53° iin fazla eksprese edilmesi
durumunda ya da p53’ {in, 14-3-3 ve GADDA45 gibi ileri basamak efektdr proteinlerinin de G2/M engelini
indiikleyebilecegi gosterilmistir. 14-3-30, mitozu baslatan siklin Bl ve CDC2’nin ayrilmasini saglayan bir
proteindir. GADD45 ise CDC2/siklin B kompleksini destabilize etmekten sorumludur. P53 de ayni zamanda
CDC2 ve siklin B’ nin promotorlarini baskilayarak G2/M engeline onciilitk etmektedir. (Sekil 2.13) (Cuddihy
RC ve ark., 2004, Fei P ve ark., 2003)
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Sekil 2.13. p53 ve hiicre siklus kontrol noktalar:
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2.2.5.1.3 p53 ve apoptozis

Apoptozis ya da programli hiicre 6limii ilk defa 1972 de kesfedilmis ve genetik olarak stabil olmayan ve
istenmeyen bir hiicrenin kaldirilmasi olarak tanimlanabilmektedir. Apoptozis, baslangig, islem, ve patlama
(hiicrenin ortadan kaldirilmasi) gibi 3 basamaga ayrilir. Bu basamaklardan ilki baglangi¢ sathasidir ki igsel ve
dissal yolak olarak iki kistmda incelenir. Igsel yolak DNA hasar1 gibi igsel bir takim sinyaller sonrasinda
baslatilirken, digsal yolak sitotoksik T- hiicreleri gibi digsal bir takim sinyaller sonrasinda baslatilir. igsel
yolakta mitokondri 6nemli bir gorev stlenmektedir ve buradaki en onemli regiilatdrler BCL2 ailesinin
iiyeleridir. BCL2, folikiiler B lenfomada karakteristik t(14;18) translokasyon bolgesinde bulunan bir onkogen
olarak tanmimlanmaktadir. BCL2 ailesinin tiyeleri proapoptotik, antiapototik ve sadece BH3 domaini igeren
proteinler olarak smiflandirilabilir. igsel yolagin baslayabilmesi i¢in BCL2 ve BCL-X; gibi antiapoptotik
proteinlerin inaktivasyonu gereklidir. Bu proteinler mitokondri membraninda muhtemelen BAX ve BAK gibi
proapoptotik proteinlerle heterodimer olusturan proteinlerdir. BAX ve BAK aracili olarak mitokondri
yapisinda ve fonksiyonunda degisiklikler meydana gelmekte ve bu da mitokondri gecirgenlik gegisini
(“Mitochondrial Permeability Transition”) degistirmektedir. I¢c ve dis membran arasindaki iletisim de ATP’
nin i¢ membrana gegisiyle birlikte por agilir ve bu da 1500 D’ den kiigiik molekiillerin gegisine olanak verir.
Sonrasinda ¢ogu intermembran kompartimaninda bulunan sitokrom ¢ ve SMAC/Diablo gibi proteinlerin
salinmast saglanir. Stoplazmada bulunan 8 adet sitokrom c esit sayidaki APAF1’le baglanti kurarak
“apoptozom” adi verilen kompleksin olugmasi saglanir. Apoptozom da stokiometrik sayidaki pro-proteaz ve
pro-kaspaz 9 ve pro-kaspaz 3’ e baglanarak apoptozis gerceklestirilir.

Dissal yolak ise 6zel bir takim yiizey reseptorlerinin kendilerine 6zel ligandlarina baglanmastyla baglatilir.
Oliim reseptorleri TNF reseptor siiper ailesi igerisinde yer alir ve TNFa (“Tumor Necrosis Factor a) bu
reseptdr siiper ailesi igerisindeki bazi sitokinlerin ligandlarindan biridir. Bu peptid, imflamatuar reaksiyonlar
sirasinda ve hiicresel strese yanit olarak monositler, makrofajlar ve immiin sistemin diger hiicreleri tarafindan
salinirlar. Oliim ligandlar1 reseptorlerine baglandiklarinda ligand-reseptor kompleksi trimerize olur ve
reseptor Olim domainleri FADD (“Fas (TNFRSF6)-associated via death domain™) proteinlerine baglanir.
FADD baslatici kaspazlarla homoloji gosteren efektdr domainlere sahiptir. Reseptor 6liim domainleri FADD’
a baglandiktan sonra bu komplekse genellikle baslatici kaspaz olan pro-kaspaz 8 ya da pro-kaspaz 10
baglanarak “Death Inducing Signaling Complex” ya da kisaca DISC adi verilen kompleks olusur ve bu
kompleksin olusumu kaspaz 3 gibi islemi bitirici kaspazlarinda devreye girmesiyle apoptozis gergeklestirilir.

Cesitli stres kosullar1 altinda hiicre apoptoza yonlendirilebilir. Bir ¢ok durumda o6zellikle radyasyonun
indiikledigi ¢ift zincir DNA kiriklarinda P53 geninin aktivasyonu s6z konusudur. Hiicre hasardan sonra
apoptoza yonlendirilmigse, P53, BAX, PUMA, NOXA ve PIG gibi proapoptotik genleri transaktive
etmektedir. Ekspresyon diizeyleri artan proapoptotik genlerin protein iiriinleri mitokondriden sitokrom-c
salinimin gergeklestirmekte ve sirasiyla APAF1, prokaspaz 9 ve son olarak da prokaspaz 3 ile birlikte
apoptozom kompleksi meydana gelerek apotozis ger¢eklesmektedir. Yapilan ¢aligmalarda p53° {in
proapoptotik genleri aktive etmekten bagka ozellikle IR uygulamasini takiben, mitokondriye gociiyle
sitokrom- ¢ salinimini saglayarak da hiicrenin apoptoza yonlenmesini sagladigi belirtilmektedir. (Sekil 2.14)
(Essmann F. ve ark., 2005, Crow MT. ve ark., 2004, Mihara M. ve ark., 2003)
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Sekil 2.14. p53 ve apoptozis

2.2.5.2 IR ve p53’den bagimsiz hiicresel yamt

2.2.5.2.1 IR ve p53’ den bagimsiz G1/S, G2/M engeli

DNA hasart meydana geldiginde; hiicre tiplerine ve hasarin biyiikliigiine gore degismekle birlikte hasarin
algilanmasi, 4 asamada gerceklesir:

1- Hasar ATM ve ATR gibi sensor molekiillerce algilanir ve tanimlanir.

2- Bu sinyal araci molekiillere iletilir. Burada 6nemli araci molekiillerden birisi p53 baglanma proteini olan
53BP’ dir.

3- Sinyal arac1 molekiillerce iletici, haber verici molekiiller olan Chk1 ve Chk2’ ye aktarilir.
4- Son olarak efektor ya da etki edici molekiiller olan p53 ve Cdc25 molekiillerine iletilir.

UV radyasyonuna kars1 ya da gama radyasyonu gibi iyonize radyasyondan kaynaklanan bir DNA hasari
meydana geldiginde CDC25A; CHK1 ya da CHK2 tarafindan fosforillenir. Iyonize radyasyonun neden
oldugu DNA hasarina karsi, CDC25A’ nin ser-123 bolgesinden fosforillenmesi bu fosfatazin ubiqutinlerce
degredasyonuna neden olur.CDC25A’ nin par¢alanmasi ise normal G1/S gecisini dnler ¢linkiit CDC25A’ nin
aktivasyonu icin siklinE-Cdk2’ nin defosforile olmasi gerekir. (Dou P.Q. ve ark., 1995, Falck J. Ve ark.,
2001)

Cdc25 fosfataz, hasarin tipine, ve radyasyon dozu ve tipine gére G1 ya da G2 kontrol noktasinda etki
gosterebilmektedir. (Sekil 2.15)(Sancar A. ve ark., 2001, Nida H. ve ark., 2006)
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2.2.5.2.2 IR ve p53’ den bagimsiz apoptozis

Hasar yaratici ajanlar olan UV ve gama radyasyonu gibi iyonize radyasyon formlari hiicrede ve DNA’ da
hasar meydana getirdigi zaman 4 farkli hiicresel yanit olusturulmaktadir. Birinci yanit DNA hasarinin ortadan
kaldirilmas1 ve DNA gift zincirinin devamliligmin restorasyonudur. Tkinci yanit, hiicre dongiisii engellerini
kapsayan, DNA hasar kontrol noktalarinin aktivasyonudur ki bu tamir i¢in bir bekleme basamagidir ve
boylece hasarli DNA’ min yeni hiicrelere gegisi engellenir. Ugiincii yanit, transkripsiyonel yanittir ve bu hiicre
icin yararlt olabilecek transkripsiyon profillerinin degisimini saglar. Sonuncusu ise agir hasara ugramis
DNA’ nin ya da ciddi bir diizensizlige sahip olan hiicrelerin ortadan kaldirilmasini saglayan apoptotik
mekanizmadir. Apoptozisle iliskili bir cok yolak bulunmaktadir ve giin gectikge bu mekanizmalarin sayisi
artmaktadir. Bu mekanizmalar igerisinde belki de en iyi bilinen mekanizma p53-aracili meydana gelen
apoptozisdir ancak son zamanlarda apoptozisin 6zellikle radyasyona kars1 yanitta p53° den bagimsiz olarak
da indiiklendigi gosterilmistir. P53’den bagimsiz olarak apoptozisin gergeklesmesi bir ¢ok farklt mekanizma
ile denetlenmektedir. Bu konuda yapilan yeni bir ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Noéronal apoptozisle ilgili
yapilan bir ¢alismada E2F’ ler araciligiyla apoptozisin indiiklendigi gosterilmistir. (Major O. ve ark., 2002,
Siwicki K.J., 2003, Spiedel D. ve ark., 2006, Verdeguer E. Ve ark., 2006)

2.2.6 p53 ve telomeraz

Hiicre belirli bir olgunluga eristiginde bolinme sinyalleri alinir ve boliinmeye yonlendirilir. Hiicre
bolinmesinde temel basamak DNA replikasyonudur. Replikasyon, memeli hiicreleri gibi lineer
kromozomlara sahip hiicrelerde meydana geldiginde ise DNA polimeraz enziminin sadece 5°-3’ yoniinde
calismasi nedeniyle ve kesikli zincirdeki RNA primerlerinin ¢ikarilmast sonucunda kesikli zincirin siirekli
zincirden daha kisa olmasiyla birlikte “replikasyon sonu problemi” olarak isimlendirilen bir sorun ortaya
¢ikmaktadir. Bircok Skaryotik organizmada bu sorun 6zellesmis bir ters trankriptaz ya da polimeraz olarak
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bilinen telomeraz enzimi tarafindan ¢6ziilmiistiir. Telomeraz enzimi, TERC olarak bilinen RNA altiinitesi ile
TERT olarak bilinen katalitik aktiviteye sahip protein altiinitesinden olusan bir riboniikleoproteindir. Diger
DNA polimerazlara benzer sekilde, aktivitesini DNA substratinin 3’ ucunda gerceklestirir. Fakat diger DNA
polimerazlardan farkli olarak telomeraz, yeni dNTP’ leri eklemek ic¢in ekzojen bir DNA kalibina ihtiyac
duymaz. Bunun yerine telomerazin RNA bileseni DNA’ nin 3° ucuna telomerik diziyi eklemek i¢in kalip
O0devi goriir. Telomeraz Ozellikle, tek zincir DNA’ y1 kendi RNA’ sin1 kullanarak uzatir.Yeni sentezlenen
DNA da tek zincirlidir. Telomerazin islevinde anahtar rolii, enzimin RNA bileseni tistlenir. RNA dizisi
telomer dizisinin komplementinin 1.5 kopyasini igerir. Telomerazin protein bileseni RNA kalibin1 kullanarak
telomer bdlgelerinin 3 ucundaki tek zincir DNA’ y1 uzatir. 5° ucun uzatilmasi ise replikasyon sirasinda
kesikli zincirde oldugu gibi 3” ucundaki ek bolgenin yeni okazaki fragmentleri i¢in kalip gérevi gdrmesiyle
birlikte yine telomeraz enzimi tarafindan gergeklestirilir. (Telomeres 2006, Molecular Biology of the Gene,
2004, Artandi S.E. ve ark., 2005, Li H. ve ark., 2002, Collins K., 2006, Blacburn E.H., 2001,Shapless N.E.,
ve ark., 2004, Shay J.W., ve ark., 2002,Wright W.E., ve ark., 2002, Masutomi W.C., ve ark, 2003, Stewart
S.A., 2002, Artandi S.E. ve ark., 2000)

Okaryotik kromozomlarin u¢ kisimlari, telomerik DNA, telomerle iliskili proteinler ve telomeraz tarafindan
DNA hasar cevabinin aktivasyonuna karsi korunmaktadir. Telomerler, okaryotik kromozomlarin uglarini
baslik gibi sararak, DNA’ y1 kontrol noktalari aktivasyonundan koruyan ve kromozomal stabilitenin
devamliligint saglayan niikleoprotein kompleksleridir. Telomerler, kromozomal stabilitenin devamliliginda
onemli rol iistlenen Guanin niikleotid tekrarlar1 bakimindan zengin olup, memeli ve diger biitiin vertebralarin
telomerleri TTAGGG tekrarlar1 icermektedir. TTAGGG tekrarlarinin uzunlugu canli tiiriine gore degismekle
birlikte insan telomerlerinin dogumda yaklasik 10kb civarinda oldugu ve her hiicre boliinmesi ile birlikte
tedrici olarak kisaldigi bilinmektedir. Ancak telomerin fonksiyonel olmast i¢in gerekli olan uzunluk su an
icin bilinmemektedir. Memeli telomerlerinin 3" ucunda “overhang” (¢ikint1) yapilar1 igerdigi bilinmektedir.
Fare ve insandan elde edilen telomerlerin mikroskobik goriintiilerine bakildiginda telomerik ilmek ya da t-
ilmek olarak bilinen “lariat” (kement) konfigiirasyonunda yapilar goriilmektedir. G- niiklotid bakimindan
zengin olan tek zincir “overhang” DNA ¢ift zincirli telomerik DNA’ ya eklenir ve telomerle iligkili
proteinlerin eklenmesiyle de baslik olusturulur ya da telomerin fonksiyonel olmasi saglanir. t-ilmegi yapisi
telomer uzunlunlugunun regiilasyonunda olduk¢a 6nemli bir rol iistlenmektedir. (Telomeres 2006, Artandi
S.E. ve ark., 2005, Li H. ve ark., 2002, Collins K., 2006, Blackburn E.H., 2001,Shapless N.E., ve ark., 2004)

Primer insan hiicrelerinin, uzun bir pasajlamanin ardindan sinirli bir béliinme kapasitesine sahip oldugu ve
sonrasinda replikatif senesens olarak bilinen kalic1 bir biiyiime engeline girerek ve morfolojisinin degistigi
bilinmektedir. Replikatif senesens, asamali bir telomer kisalmasidir ve bunun kaniti olarak da primer
kiiltiirlere bakildiginda TERT ekspresyonu ile birlikte telomer kisalmasiin meydana gelmemesi ve immortal
proliferasyonun olugmasi gosterilebilmektedir. Senesens, Rb ve p53 gibi tiimdr baskilayict genlerin
inaktivasyonu sonucunda atlanabilir. Sadece gecici bir kacis oldugunda devamli bir telomer kisalmasi
kiiltiirde hiicre dliimiine ve kromozomal instabilitelere yol agar ve bu siire¢ de kriz olarak nitelendirilebilir.
Telomerler kromozomlarin uglarini koruyamayacak kadar kisaldiklar1 zaman disfonksiyonel olarak
adlandirilan kritik bir kisalmaya, bagliksiz sathaya girerler. Bu iki ifade bu kisa telomerlerde kromozom ug
fiizyonlarinin olugsmasina neden olan konformasyonel degisikleri de tanimlamaktadir. Telomeraz-eksik
farelerle yapilan ¢aligmalarda 4-6. jenerasyonlarda etkin bir telomer kisalmasinin infertiliteye ve kemik iligi,
lenfosit, deri ve gastrointestinal yoldaki yenilenme gerektiren organ sistemlerinde defektlere yol actigi
gozlenmistir. Hiicre proliferasyonundaki ve canliliktaki bu defektler, hasarli DNA’ ya sahip hiicrenin
eliminasyonunda anahtar rolii iistlenen tiimdr baskilayic1 p53° iin aktivasyonu sonrasinda bertaraf edilmeye
calisilmaktadir. p5S3 kanserin dnlenmesi i¢in 6nemlidir ve p53” den yoksun transgenik farelerde ise kanser
gelisiminin hemen hemen %100 oldugu goriilmiistiir.

Hiicrede, stres kosullar1 altinda DNA’ da tek ve g¢ift zincir kiriklari, dimer ya da baz degisimleri gibi ya da
telomerlerin asinimi ile birlikte disfonksiyonel telomerlerin olusumu s6z konusu olabilmektedir.
Disfonksiyonel telomerler meydana geldiginde telomerlerin bu asir1 kisalmasinin ¢ift-zincir kiriklarindakine
benzer bir DNA hasar sinyali olusturdugu gozlenmektedir. insan fibroblastlarinda replikatif senesens
sonrasinda DNA tamir ve CHK1 ve CHK2 gibi kontrol noktast proteinlerinin aktive edildigi gosterilmistir.
Ayrica ATM/ATR ya da ATM’ nin inaktive edilmesi durumunda normalde senesense girmis olan hiicrelerin
tekrardan hiicre siklusuna girdikleri gézlenmistir. (Sekil 2.15) (Artandi S.E. ve ark., 2005)
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telomer disfonksiyonu

Gift zincir kirtkiari,
"uncapping” telomer

ATM/ATR
CHK2

pb3

p21ve  pp1PMLve Bax, Puma,
digerleri digerleri Noxa, Perp

G1 engeli yaslanma apoptosis

[ timérin baskilanmasi ]

Sekil2.16. Telomer disfonksiyonu ve p53 cevabi

In vivo kosullarda disfonksiyonel telomerlere cevap olarak ATM’ nin yamtini incelemek igin TERC
eksikliginde ATM mutasyonlar1 ¢alisilmistir. Gastrointestinal epitelyumdaki disfonksiyonel telomerlere yanit
olarak gergeklesen apoptozun ATM’ ye baghh olarak gergeklestigi gozlenmistir. Farelerle yapilan
caligmalarda ATM/ATR aktivasyonunun ise p53’ {in harekete ge¢mesini tetikledigi ve boylece
disfonksiyonel telomerlerin olusumu sonrasinda da ATM/ATR aracili olarak p53’iin indiiklendigi
gosterilmistir. Telomerler disfonksiyonel olduklarinda baslik olusturulamadigindan bu basliksiz yapi, ATM
araciligiyla p53’ i harekete gegirmekte ve hiicrenin 6liimiiniin baglamasi saglanmaktadir.

p53 stres sinyalleriyle aktive edildiginde G1 engeli, senesens ya da apoptozis gibi farkli birgok yolag aktive
edebilir. Bu yolaklardan hangisinin segilecegi hiicre tipi, p53’ i aktive eden spesifik stres kosullar1 ya da
cevresel kosullara bagli olarak degismektedir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Gerec:

John Hopkins Universitesi Molekiiler Biyoloji Boliimiinde gérev yapmakta olan Prof. Dr. Bert Vogelstein
tarafindan hediye edilen ve yapisan hiicre 6zelligi gosteren, mekik sekilli HCT116 p53-/- ve p53+/+ kolon
kanser hiicre serileri kullanildi.

Bu hiicre serilerine 5 Gy gama radyasyonu uygulandiktan sonra 0, 24,48, ve 72. saat sonunda hiicre canlilig1,
telomeraz aktivitesi, apoptozis durumu ve hiicre dongiisii analiz edildi. Hiicre canlilig1 ve telomeraz aktivitesi

sirastyla MTT, tyripan blue boymast ve TRAP testleri ie tayin edildi. Radyasyon uygulanan her bir hiicre
serisi i¢in ayn1 dzelliklere sahip radyasyon uygulanmayan hiicre serileri kontrol olarak kullanildi.

3.2 Yontem:
3.2.1 Deney Plani:

75 mm?’ lik flasklara ekilen HCT116 p53 +/+ ve HCT116 p53-/- kolon kanseri hiicre serileri % 80-90
yogunluga ulastiktan sonra A.U.T.F Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dali tarafindan 5 Gy Gama
Radyasyonuna maruz birakildi. (Dmax- Co-60). Radyasyon uygulamasini takiben hiicreler asagidaki sekilde
oldugu gibi igerisinde 5 ml McCoy’s 5A besiyeri (%10 FBS) igeren 25 mm’ lik flasklarin her birine 4x10°
hiicre olarak taksim edildi.

5 Gy Radyasyon Kontrol

P53+/+ P53-/- P53+/+ P53-/-

Fﬂ Fﬂ Fﬂ #D

1000
I000
1000
1000

Sekil 3.1. Hiicrelerin taksimi

1., 2. ve 3. gilin flasklar1 37 C ve %5 CO, iceren etiive inkiibe edilmek iizere konuldu.

0. giinden itibaren 1., 2. ve 3. giinlerde Kontrol p53+/+, Kontrol p53-/- ve IR p53+/+, IR p53-/- kodlu
flasklardaki hiicre sayilari tespit edildikten sonra telomeraz aktivitesi icin 1,5 ml’lik ependorf tiiplerine 1x10°
hiicre, MTT igin 96 kuyucuklu plaklara 16x10° hiicre, Tyripan Blue ile canli ve 6lii hiicre tayini igin 1,5
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ml’lik ependorf tiiplerine 10 pl hiicre alindi. Akim sitometrisi ile apoptozis ve hiicre dongiisiinii analiz etmek
icin ise en az 2x10° falkon tiiplerine alindu.

3.2.2 Hiicre Kiiltiirii:

3.2.2.1 Besiyerinin Hazirlanmasi:

Hazir olarak gelen 500 ml’ lik McCoy’s 5A besiyerine, 60 C*” de 30 inaktive edilmis olan 50 ml FBS, 5 ml
L- Glutamin ve 5 ml pen/strep eklenerek %10’ luk besiyeri hazirlanir.

3.2.2.2 Kiiltiirlerin pasajlanmas:

-Hiicrelere ters mikroskopta bakildi ve yogunluk tespit edildi.
-Hiicreler 2-3 ml PBS ile yikandi.

- % 0.25 lik Tyripsin / EDTA solusyonundan 2-3 ml flasklara eklendi ve flasklar etiive kaldirilip 5°
beklendi.

-Siire sonunda flaskta bulunan hiicrelerin tamamini elde etmek i¢in dnce tripsinize edilen hiicreler tripsinle
birlikte falkon tiiplerine alind1 ve ardindan flask bir miktar PBS ile daha yikanarak hiicrelerin tamami falkon
tiiplerine aktarilmis oldu .

- Tripsin/EDTA’ nin hiicreye zarar verici etkisini inhibe etmek i¢in ise bir miktar, FBS iceren besiyeri
eklendi.

- 900 rpm’ de 10 dk santrifiij edildi.

- Siipernatant uzaklastirildi ve pellet 1 ml besiyeri ile yikandi.

- Thoma laminda hiicre sayis1 tespit edildi

- Flasklara istenilen yogunlukta hiicre {iremesi i¢in ekilmesi gereken hiicre sayis1 hesaplandi.
- 10-13 ml McCoy’s 5A besiyeri konulmus flasklara hesaplanan miktar ekildi

- Flasklar 37 C %5 CO, igeren etiivde inkiibe edildi

- Pasajlama iglemi, hiicre yogunlugu ve besiyeri miktarina gore ayarlanarak 2-3 giin arayla yapild1.
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3.2.3 Hiicre Serilerine Gama Radyasyonun Uygulanmasi:

Hiicre serileri T75” lik flasklarda %80-90 yogunluga ulastiktan sonra 5 Gy Gama radyasyonunun
uygulanmasi1 Ankara Universitesi Radyasyon Onkolojisi AD’ de bulunan Co60 kaynakli Dmax adli cihazla
her bir flaska 9 dk olacak sekilde toplam 18 dk’de gergeklestirilmistir.

3.24 MTT[ 3-(4,5- dimethylthiazol- 2-yl)-2,5-tetrazolium bromid] Yontemiyle Canh Hiicre

Aktivitesinin Belirlenmesi:

Canl1 hiicrelerdeki mitokondriyel dehidrogenaz enziminin sar1t MTT’ deki tetrazolium halkalarini par¢alamasi
ve gegirgen olmayan hiicre membrani igerisindeki koyu mavi formazan kristallerinin biriktirilmesine dayanan
bir yontem olup 6l¢iim su sekilde gergeklestirilmistir.

Kontrol ve 5 Gy gama radyasyonu uygulanan HCT116 p53+/+ ve HCT116 p53-/- hiicre serilerinden 16x 10*
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ; 0, 1, 2, 3. gilinlerde 96 kuyucuklu plaklara (96- well plate) alinmistir.
Ardindan kit i¢erigine uygun olarak; 10:1 (toplam besiyeri: MTT ajani) oraninda MTT isaretleme ajani ilave
edilerek 4 saat inkiibasyonun ardindan 1:1  (besiyeri: solusyon) oraninda ¢dziicii solusyon ilave edilerek 1
gece inkiibe edilmis ve spektrofotometre ile kantitasyon yapilmustir.

3.2.5 Trypan Blue ile Canh ve Olii Hiicre Tespiti:

Trypan Blue boyasi 6lii hiicrelerdeki membranin hasarlanarak interaksiyonunun bozulmasi ve negatif
yiiklenmesi sebebiyle 6l hiicrelerin igerisine kolayca girebilmekte ancak canli hiicrelerin yari-gegirgen
membran Ozellikleri nedeniyle hiicre igerisine alinmamaktadir. Boylece bu yontem canli ve 6li hiicre
sayisinin belirlenmesinde kullanilabilmektedir. Tyripan blue ile 6lii hiicre yiizdesinin belirlenmesi asagidaki
gibi gergeklestirilmistir:

- Tripsinize edilip santriflijlenen hiicreler besiyeri eklendikten sonra 1:1 ya da 2:2 oraninda tyripan blue ile
sulandirilir ve mikropipet yardimiyla iyice karistirild.

- Lam tizerine alinip lamelle kapatildi.
- Ters mikroskopta, bir alanda 100 hiicre sayildi.

-Tyripan blue ile boyanmis hiicreler (mavi- lacivert) apoptotik hiicreler, boyanmayan hiicreler ise canli
hiicreler olarak hesaplandi.

- Sayilan 100 hiicrede, yiizde olarak apoptotik hiicre sayisi saptandi.

3.2.6 Hiicre Dongiisii ve Apoptozis Tayini (SubGy/G; Faz1) icin Akim Sitometrisi Yontemi:

- Etiivden alinan flasklarin igerisindeki besiyeri 15 ml’ lik temiz bir falkon tiipiine alind1.

- Tripsinize edildikten sonra hiicreler daha dnce tizerlerindeki besiyerlerinin konuldugu 15 ml’ lik falkonlara
alind1 ve santrifiijlendi.

- Siipernatant atildiktan sonra 1 ml besiyeri ile beslenir ve hiicre sayimi yapildi.(Akim sitometrisi i¢in en az
1,5x10° hiicre gereklidir).
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- Hiicre sayimi yapildiktan sonra 2 ml PBS ile karistirildi.
- Fikse etmek i¢in vorteks iizerinde karistirilarak 2 ml soguk % 99’ luk alkolle muamele edildi.
- Fiksasyon isleminin ardindan ortamdaki alkolii uzaklastirmak i¢in 2 ml daha PBS ilave edildi.

- Santrifiij sonrasi siipernatan atildiktan sonra hiicreler iizerine 70ul RNase (Sigma, P7003) ve 50 ul
Propidium Iodide (Sigma, P4170) eklendi, karistildiktan sonra 20 dakika oda 1sisinda karanlikta inkiibe
edildi.

- Inkiibasyon sonrasi hiicreler 37um’lik nylon mesh’den siiziildii ve akim sitometri cihazinda (EPICS XL
MCL, Beckman Coulter, USA) 10.000 hiicre sayilarak hiicre siklusu ve DNA analizi yapildi.

- GO/G1, Sentez ve G2/M fazindaki hiicrelerin orani ile apoptotic hiicre orami iki degiskenli DNA
histogramlart MCYCLE (Phonex Sys, USA) programu kullanilarak analiz edildi.

3.2.7 Telomeraz Aktivitesi:

0. glinden itibaren 1., 2. ve 3. giinlerde Kontrol p53+/+, Kontrol p53-/- ve IR p53+/+, IR p53-/- kodlu
flasklardaki hiicre sayilar tespit edildikten sonra telomeraz aktivitesi i¢in 1,5 ml’lik ependorf tiiplerine
alinan 1x10° hiicre hiicre ile telomeraz aktivitesi spektroflorometrik olarak dl¢iilmiistiir.

3.2.7.1 Protein Ekstraksiyonu:

Tripsinize edilen hiicreler sayildiktan sonra 1x10° hiicre 1,5 ml’lik ependorf tiiplerine alindi.
13000 rpm’ de 5 dk 4 °C’ de santrifiij edildi.

Siipernatant alindiktan sonra pelet 500Ml steril ve 4 °C BPS ile yikand1 ve karigtirildi.
13000 rpm’ de 5 dk 4 °C’ de santrifiij edildi.

Santrifiijlemeden sonra PBS dikkatli bir sekilde alindi.

Pelet, 200 x10 It 1x CHAPS Lysis Buffer ile muamele edildi.

Buz tizerinde 30 dk inkiibe edildi.

Mikrosantrifiijde 12 000 Xg ve 4 °C’ de 20 dk santrifiij edildi.

160 pl siipernatant yeni ependorf tiiplerine aktarildi.

-80 °C’de saklandi.
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3.2.7.2 Protein Miktarinm Ol¢iimii:

Protein kantitasyonu i¢in gerekli standartlar ¢izelge 3.1’ de gosterildigi gibi hazirlandi.

Cizelge 3. 1 Protein kantitasyonu icin hazirlanan standardin igerigi

Standart No Protein Soliisyonu Chaps Lysis | Final Konsantrasyon
Buffer (ul)
(mg/ml)
Kullanilan protein Miktar (ul)
sollisyonu
Standart 1 BSA(10 mg/ml)St.1 100 50 10
Standart 2 St.2 50 50 5
Standart 3 St.3 50 50 2,5
Standart 4 St.4 50 50 1,25
Standart 5 St.5 50 50 0,625
Standart 6 St.6 50 50 0,3125
Standart 7 St.7 50 50 0,156
Standart 8 St.8 50 50 0,078
Standart 9 St.9 50 50 0,039

(Standart say1s1 + Ornek sayis1)x 1XBradford soliisyonu hazirlandi. Bu soliisyondan 96’lik plaktaki her bir
kuyucuga 190 Ml konulup iizeri 10’ ar M1 standart ve 6rnekle tamamlandi. Standart ve 6rneklerin diizeni
Sekil 3.2’ de oldugu gibidir.

- Stl [St2 [St3 [St4 [St5 [ St6 | St7 | St8 [ St9

Sekil 3.2. 96 ik plaktaki rnek ve standart soltisyonlarin yerlesim diizeni

Hazirlanan standartlar ve kor kontrol degerlerine dayanarak SOFT max Pro 3.12 programui kullanilarak
protein kantitasyonu yapildi.

23



3.2.7.3 TRAP

Telomeraz aktivitesi, Kim ve arkadaglari tarafindan gelistirilen gelistirilen PCR temelli “Telomerase Repeat
Amplification Protocol” (TRAP) yontemi ile analiz edilmektedir. (Kim ve ark., 1994) Bu tez ¢alismasinda,
telomeraz aktivitesini 6lgmek i¢in TRAPg g XL Telomerase Detection Kit (Chemicon, 7707) kullanilmustir.
TRAPgz;z XL Telomerase Detection Kit, telomeraz aktivitesinin nonizotopik ve kantitatif olarak
Olciilmesinde, floresan enerji transfer primerleriyle (ET), floresan isaretli Trap irtinlerinin kullanilmasi
esasina dayanmaktadir. ET primerleri (Amplifluor primerleri) reaksiyon tiiplerindeki floresan emisyonun
direk olarak dl¢iilmesiyle, telomeraz aktivitesinin tespitinde ve kantitasyonunda kullanilmaktadir. Amplifluor
primerleri sadece Trap iiriinleri ya da internal kontrollere yerlestiginde 1simaktadir. Bununla birlikte her bir
reaksiyon tiipiindeki floresan miktarindaki net artis her bir reaksiyondaki amplifiye edilen DNA miktar1 ile
korelasyon gostermektedir. Amplifluor primerleri 3’ ucunda, hedef dizisine ve 5’ sa¢ tokasi yapisina
tamamlayici bir dizi igermektedir. Fluorofor (enerji donoril) ve sondiiriici DABSYL (4-(dimetilamin)azo
benzen siilfonik asit) 5’ ucu sa¢ tokasi yapisina yakin bir yerde kapatilir. Primer, ¢ift zincirli PCR {iriinleri
arasina yerlestiginde sa¢ tokast , polimeraz aktivitesinin gergeklesmesi ic¢in acgilir. Bu uzatilnus
konformasyonla birlikte , florofor ve sondiiriicii arasindaki mesafe artirilir ve floresan sinyal iiretilir.

Bu kitin ¢aligma prensibi su sekildedir:

Caligilacak olan 6rnek hiicreden elde edilen protein ekstraktinda bulunan telomeraz enzimi, substrat olarak
kit igerisindeki TS primerlerini kullanarak TTAGGG telomerik tekrar dizilerini DNA’ ya ekler. DNA’ ya
eklenen bu tekrar iiniteleri PCR kullanilarak amplifiye edilir. PCR’ de ters primer olarak, floresan i1gima
yapan Amplifluor primeri (Amplifluor RP primerinde, enerji dondrii olarak florofor ve bunun kapaticisi olan
DABSYL(4-(dimetilamin) azo benzen siilfonik asit bulunmaktadir) kullanilir ve eger ekstraktta telomeraz
enzimi varsa ve bu telomerik tekrarlar eklenip PCR ile ¢ogaltilabiliyorsa her bir PCR dongiisiinde Amplifluor
primer takilmis demektir. Boylece bir diger dongiide, PCR fiiriiniine takilmis olan Amplifluor primerinde
enerji donorii olan florofor ile kapatici olan DABSYL birbirinden uzaklagmakta ve bdylece PCR iiriiniinde
1s1ma meydana gelmektedir. Dongii devam ettikce TRAP {irlinlerinin ve dolayisiyla floroforlarin akiimiile
olmasi, reaksiyon sonrasinda spektroflorometrik olarak analize izin vermektedir. (Sekil 3.3)
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A.Telomeraz enzimi tarafindan telomerik tekrarlarin eklenmesi

) =P =) =—) === ==—) cccccccccccs

J

B. PCR ile komplementer dizilerin sentezlenmesi
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D.Trap iiriinlerinin floresan akiimiilasyonu

Sekil 3.3. TRAP XL Telomerase Detection Kit’in ¢alisma prensibi
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Bu ¢alismada TRAPgz; XL kiti i¢erisinde bulunan malzemeler ¢izelge 3.3 de gosterilmektedir.

Cizelge 3.2 TRAPzr XL kitinin icerigi

Malzeme adi ve icerigi Hacmi

1XCHAPS Lizis tampon
10 mM Tris-HCI, pH 7.5
1 mM MgCl,
ImM EGTA
0.1 mM Benzamidin
5SmM B-merkaptoetanol
0.5% CHAPS
10% Gliserol

13,5 ml

5X TRAP Reaksiyon Tamponu
TS primer
RP Amplifluor primer
K2 Amplifluor primer
TSK2 sablonu
dA, dC, dG ve dTTP:

100 mM Tris-HCI, pH 8.3 1,12 ml
7,5 mM MgCl,
315 mM KCI
0,25 % Tween 20
5 mM EGTA

0,5 mg/ml BSA

PCR Suyu 8,2 ml
Proteaz , DNase, RNase icermeyen deiyonize su

TSRS 45 ul
0,2 amole/ul TSR8 sablonu

Kontrol hiicre peleti 10° hiicre
Telomeraz pozitif hiicreler

Elde edilen protein drnekleri ile gizelge 3.3 de belirtilen TRAP reaksiyonu hazirlanir.




Cizelge 3.3 TRAP reaksiyon igerigi

R81 R82 R83 R84
(0,2 (0,04 (0,008 (0,0016 K2, | K2, | K3, | K3, [ Tel |Hi | Or |HI
amole/pl) | amole/ul) | amole/pl) | amole/pl) (+) | Tel Or
(+)
PCR 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
karisimi
Taq 0,4 0,4 0,4 0,4 04 | 04 - - 04 | 04 | 04 | 04
polimeraz
dH,0 37,6 37,6 37,6 37,6 37,6 | 37,6 | 37,6 | 37,6 | 37,6 | 37,6 | 37,6 | 37,6
TSRS 2 2 2 2 - - - - - - - -
Chaps
lizis - - - - 2 2 24 | 2,4 - - - -
tamponu
Pozitif
Hiicre - - - - - - - - 2 2 - -
ekstrakti
Ornek
hiicre - - - - - - - - - - 2 2
ekstrakti

TRAP reaksiyonu asagidaki kosullarda gerceklestirilmistir:

30°C-30dk  — Uzatma reaksiyonu

94°C -30sn

59°C - 30 sn 36 dongii

72 °Cldk

72°C -3 dk Uzatma
reaksiyonu

55°C —25dk

27




Reaksiyon agsamasini takiben elde edilen PCR iiriinleri 96 kuyucuklu siyah plaklarda, 150 yl TRAP reaksiyon
tamponu icerisinde okutulmustur. TRAP reaksiyon tamponu asagidaki sekilde hazirlanmistir:

10 mM Tris-HCI pH 7.3

IM Tris-HCl ~ ----- 500p1 5 ml tamponun
0,15 M NaCl hazirlanmast icin
0,I5SM NaCl ~ ----- 33ul gerekli miktarlar

2 mM MgCl,
1,25 mM MgCl, ----- 400 pl

TSRS, TS primeriyle ayn1 olan bir diziye 8 telomerik tekrar eklenerek uzatilmis bir oligoniikleotid olup
yapist 5’AG(GGTATAG); 3’seklindedir. Bu kontrol, hiicre siispansiyonu icindeki telomeraz ile, belli
miktardaki TS primer kullanilarak uzatilabilecek telomerik tekrar1 Olgmek igin standart olarak
kullanilmaktadir. TSR8’in 0,2 amole/ul, 0,04 amole/pl, 0,008 amole/ul ve 0,0016 amole/ul olarak dort farkli
diliisyonu sayesinde azalan oranlarda tekrar icerdiginden spektroflorometrik olarak analiz gerceklestirilirken
eksitasyon/emisyon dalga boylarma gore 1sima da azalmaktadir. Spektroflorometreden elde edilen sayisal
veriler de uygun bir standart tablosunun c¢izilmesine olanak vermektedir. Spektroflorometrede standart ve
ornekler 485-585 eksitasyon ve 535-620 emisyon degerlerine gore okutulmakta ve sonug itibariyle
standartlarin okuma degerlerinden yola ¢ikilarak elde edilen sayisal veriler 1s18inda asagidaki formiil
kullanilarak telomeraz aktivitesinin logaritmik degerleri elde edilmis olmaktadir. Orneklerdeki telomeraz
aktivitesinin niceliksel degerinin saptanmasi igin gerekli formiiller asagida belirtilmistr.

AFL = (Ornek ve standartlarin FL degerleri)-K2,, FL degeri
AR = (Ornek ve standartlarin R degerleri)- K3 . R degeri

Log(AFL/ AR) ve log;¢,TPG degerleri Microsoft Excel kullanilarak, TSRS standartlarina gore elde edilen
tablodaki denkleme uygun olarak telomeraz aktivitesinin sayisal verileri elde edilir.

FL: Florescein 1s1masi
R: Rhodamin 1s1masi

K2: Primer- dimer ve PCR kontaminasyonu i¢in kullanilan kontrol grubudur. (Deneyden kaynaklanan
hatalar1 bertaraf etmek igin aymi kontrol grubu 2 ayri deney tiiplinde hazirlanir ve spektroflorometride
Olctimden sonra iki tiipten elde edilen ortalama deger kullanilir).

K3:Taq polimeraz kullanilmayan kontrol grubudur. Bu kontrolden elde edilen rhodamin emisyonu sayesinde
orneklerden yansiyan net floresan miktarimin tayin edilmesinde kullanilir. (Deneyden kaynaklanan hatalari
bertaraf etmek i¢in ayni kontrol grubu 2 ayri deney tiipiinde hazirlanir ve spektroflorometride 6l¢iimden
sonra iki tiipten elde edilen ortalama deger kullanilir).

AFL: K2, nin floresan 1sima miktarinin 6rnek ve kontrollerde oOlgiilen floresan 1sima miktarindan
c¢ikarilmasi ile elde edilen degerdir.

AR: K3, nin rhodamin i1gima miktarinin 6rnek ve kontrollerde 6lgiilen rhodaminin i1gima miktarindan
c¢ikarilmasi ile elde edilen degerdir.
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Yukarida verilen formiillere uygun olarak TSR8’in 0,2 amole/pl, 0,04 amole/ul, 0,008 amole/pl ve 0,0016
amole/pl olarak dort farkli diliisyonu i¢in gerekli olan AFL, AR ve logAFL/AR hesaplanir ve standart TPG
(Total Pruduct Generated) oranlarma gore logaritmik bir tablo olusturulur. Olusturulan tablonun
giivenilirliginden yola ¢ikilarak orneklerdeki telomeraz aktivitesi olusturulan bu standart tablosuna gore
belirlenir. Tablo 3.1° de &rnek bir tablo goriilmektedir.

y=0,5x-0,5
R?=1

21 ——Seri 2
1,5 + =—Dogrusal (Seri 2)

log FL/R

0 1 1 1 1 1
0 0,5 1 1,5 2 25 3
log TPG

Tablo 3.1. TSR8 standart tablosu ve telomeraz kantitasyonu i¢in elde edilen formiil

29



4. ARASTIRMA BULGULARI

Calismada 0,1,2 ve 3. giinlerde K p53 +/+, K p53-/- ve IR p53+/+, IR p53 -/- hiicre serilerinden alinan toplam
16 ornekte TRAP analizi, MTT, apoptozis ig¢in Tyripan Blue boyamasi ve akim sitometride Sub-G, faz
6l¢limii ve yine akim sitometride hiicre dongii analizleri yapilmustir.

4.1 Hiicrelerde canlilik oram, telomeraz aktivitesi, hiicre dongiisii ve apoptozis

4.1.1 Metabolik hiicre aktivitesi ve canhlik oram:

Kontrol ve 5 Gy gama radyasyonu uygulanan hiicre serilerinde 1 giinliik inkiibasyon siiresini takiben MTT
analizleri yapilmistir. MTT analiz sonuglarina goére hem radyasyon uygulanan p53 +/+ ve p53 -/- deney
gruplarinda ve hem de p53 +/+ ve p53 -/- kontrol gruplarinda metabolik aktivite ve dolayisiyla canli hiicre
sayisi tespit edilmistir. Burada, elde edilen canli hiicre sayilari i¢in 3 tekrar gergeklestirilmis ve analiz
sonunda anlamli bir degisiklik saptanmamistir. Sonuglar tablo 4.1° de gdsterilmistir.

_ 16
()
214
£ 121 ;\‘/5/2
L y —— K p53 +/+
o
‘g 0.8 ~ —— K p53 -/-
2 06 « IR p53 +/+
— IR p53 -/-
o 04
©
‘g’ 0,2

0

0. gln 1. gln 2.gln 3.gln
guinler

Tablo 4.1. Hiicre serilerindeki canliligin giinlere gére orani

4.1.2. Tyripan blue ile canl ve 6lii hiicre oranlar:

Hiicre serilerinde, giinlere gore 6li hiicre ylizdesini tespit etmek amaciyla kullanilan tyripan blue boyama
sonuglar tablo 4.2° de gosterilmistir. Radyasyon uygulanan hiicre serileriyle, radyasyon uygulanmayan hiicre
serileri arasinda 6li hiicre oranit bakimindan yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda radyasyon
uygulanan serilerdeki 6lii hiicre oranlarinin anlamli derecede arttigi bulunmustur. (p<0,001)
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25+
20
. 151
a Olu OK p53 +/+
hiicre 49 WK p53 -/
OIR p53 +/+
5 OIR p53 -/-
O,

0. glin 1. gln 2. gln 3. gun

guinler

Tablo 4.2. Hiicre serilerinin tyripan blue boyamasi sonrasinda giinlere gore olii hiicre oranlari

4.1.3 Hiicrelerde apoptozis oram

4.1.3.1 Sub-Diploid DNA icerigine gore apoptozis oranlari:

Hiicre serilerinde, giinlere gore apoptozis yiizdesini tespit etmek amaciyla kullanilan Sub-Diploid DNA
icerigine gore apoptotik yiizde oranlari tablo 4.3’ de belirtilmistir. Akim sitometrik bu test sonuglarina gore 5
Gy gama radyasyonuna maruz birakilan IR p53+/+, IR p53 -/- hiicre serilerinde anlamli oranda apoptozis
gozlenmistir. Bu yonteme gdre normal kiiltlir kosullarindaki hiicrelerde meydana gelen apoptotik hiicre
6limii belirli bir oranin altinda oldugunda (ki %10’ un altindaki bu oran normal karsilanmaktadir) pik
vermemektedir.

60

40+

20+

O,

0.gln | 1.gln

OK p53 +/+ 0 0
BK p53 -/- 0 0
B IR p53 +/+ 15 32
BIR p53 -/- 28 29

Tablo 4.3. Hiicre serilerinin Sub-G, fazi analizi sonrasinda giinlere gére apoptotik oranlar
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4.1.4 Hiicre dongiisii analizi ve apoptozis sonugclari

a)

b)

liicre sayis1

hiicre savisi

BERITTSI HBA O.GRE Hehe  FLD

EBEITTII.HEA A +he 1.G0W  FL3

EDI.T - e w6
100
160 G1 ;
i
B0 i
i
10l E E*
B |
T r;
g an 1 ”
= i
&0 - l\ . “'L
N : o
e )
-FIn =] = )
DNA iceng DNA iceng
moETTeS 08 -1~ W3 BEOCTRG.HED H-1- L.OUH P
T + t + A0 =
con
!
160 !
O :f\
= 1en : ]
= &
i i
w 1
2 =m Fa

DNA icens

DNA icené

Sekil 4.1. a)K p53+/+ hiicre serilerindeki G1, S ve G2 safhasi b) K p53-/- hiicre serilerinde G1, S ve G2
safhasi. Bu hiicrelerde 24.saatte déngii normal bir sekilde devam etmektedir.
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Sekil 4.2 .a) IR p53-/- hiicre serilerinde 24. saatte G1 safhast ve apoptozis b) IR p53-/- hiicre serilerinde 5
Gy gama radyasyonunu takiben G2 ’de birikim ve sonrasinda apoptotik pik goriilmektedir.

a) b)

ENESTTILABE R e LB FI3

DECITOR. BB R N 2.8M TLA
=1 v 4 = Ba T ¥ + T

28
i : 200
A
l j 1=tnl
= 120 - i
= B B
? 5,:[ 7 1ed
v .1 2
o T =
= 'i = ed
i an
DNA icend DNA icerii

Sekil 4.3. a ) IR p53+/+ hiicre serisinde G1, S ve apoptozis b) IR p53+/+ hiicre serilerinde G, S ve
apoptozis.
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4.1.5 Telomeraz aktivitesi

Telomeraz aktivitesinin sayisal verileri incelendiginde kontrol p53+/+ ve p53 -/- hiicre serilerinde 0.1. ve 2.
giinlerde 5 Gy gama radyasyonuna maruz birakilmis olan IR p53+/+ hiicre serisinde telomeraz aktivitesinde
azalma goriiliirken IR p53-/- hiicre serilerinde telomeraz aktivitesinde artig gozlenmistir.

N+/+ 0,475023964 0,616803772 0,600571394

N-/- 1,507085341 0,6874236 0,710018775

a) b)

—— [R+/+
— B N+/+

—— IR /-
—8—NJ/-

telomeraz aktivitesi
telomeraz aktivitesi

0 1 2 0 1 2

glinler glinler

Tablo 4.1.1. a)N p53+/+ ile IR p53+/+ ve b) N p53-/-ile IR p53-/- hiicre serilerindeki telomeraz
aktivitesinin karsilastrilmasi

a) b)

16
14
1,2

1

—— R/~

: —8— R+/+
0,6
0,4
0,2

0

0 1 2

giinler

—— N-/-
— B N+/+

telomeraz aktivitesi
=]
©
telomeraz aktivitesi

0 1 2

giinler

Tablo 4.1.2. a)IR p53 -/-ile IR p53+/+ ve b) N p53-/-ile IR p53 +/+hiicre serilerindeki telomeraz
aktivitesinin karsilastrilmasi
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4.1.6 Hiicre morfolojilerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii

72. saatte hiicrelerde 5 Gy gama radyasyonu sonrasinda kontrol gruplarina gére meydana gelen morfolojik
degisiklikleri goriintiilemek amaciyla dijital fotograf makinesiyle 10x20 biiylitmede, hiicrelerin fotograflar
cekilmistir.

Sekil 4.5 a) IR p53 -/- hiicre serisinde 72. saat sonrasi morfolojik degisiklik. 5 Gy gama radyasyonu
sonrasinda hiicrelerde yuvarlak ve genislemis bir goriintii b) IR p53+/+hiicre serisinde 72. saatte meydana
gelen morfolojik degisiklik, IR p53-/- hiicre serilerine gére daha az sayida hiicrede morfolojik degisiklik
meydana gelmistir.
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4.1.7 istatistiksel bulgular:

Hiicre dongiisii ve Sub GO fazina gore elde edilen sayisal bulgular ki kare testi ile analiz edilmistir. MTT i¢in
elde edilen 6l¢limsel veriler ise Kruskal Wallis, Mann Whitney U testi ile istatiksel olarak analiz edilmistir.

K p53-/- grubu i¢in kendi igerisinde giinlere gére dongii ve apoptozis oranlar1 asagidaki tablo 4.1.5.1 ile

degerlendirilmistir. (p> 0,005)

Saat*durum capraz tablo

durum
G0AG Sentez 2 Total

saat  O.saat hesap 83 a0 b7 200
% saat 1M 5% 25 0% 335% | 1000%

% durum 21 A% 29 5% 27 2% 25 0%

24.saat hegap 91 47 G2 200

% saat 45 5% 23 5% 310% | 1000%

% durum 23 5% 28,0% 25 2% 25 0%

48.Saat hegap 1|:|3 3? ED 2':”:'

% saat 51 5% 18 5% 300% | 1000%

% durum 26 5% 22 0% 24 A% 25 0%

72538t pesap 110 34 57 201

% saat £47% 16 ,2% 284% | 1000%

% durum 28 A% 202% 232% 25.1%

Total hesap 387 168 245 801
% saat 48 3% 21 0% 307% | 1000%

% durum 1000% | 1000% | 100,0% | 1000%

Tablo 4.6 K p53-/- hiicre serisinin saatlere gore istatistiksel olarak degerlendirilmesi
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K p53+/+ grubu i¢in kendi igerisinde giinlere gére dongii ve apoptozis oranlari asagidaki tablo 4.1.5.2 ile
degerlendirilmistir. (p> 0,005)

gsaat*durum gapraz tablo

dururm

(=051 Sentez 52/ Apoptozis Total
gaat  [O.saat hesap 110 29 61 a 200
% saat 55,0% 14 5% 30 5% 0% | 100,0%
% durum 24 5% 21.2% 27 5% 0% 24 2%
Ed.aaat hegap 9?- 32 ?2 |:| 2':'1
% saat 48 3% 15 9% 35 8% 0% | 100,0%
% durum 21,3% 23 4% 32 4% 0% 24 3%
48 saat hesap 123 23 55 1] 201
% saat 51,2% 11.4% 27 4% 0% | 100,0%
% durum 27 8% 16,8% 24 8% 0% 24 3%
72saal  hesap 113 53 34 24 224
% saat 50,4% 237% 15.2% 107% | 1000%
% durum 25 5% 35.7% 153% | 100,0% 27 1%
Total hesap 443 137 222 24 826
% saat 53,6% 166% 26 9% 29% | 1000%
% durum 1000% | 1000% | 1000% | 1000% | 100.0%

Tablo 4.7. K p53+/+ hiicre serisinin saatlere gore istatistiksel olarak degerlendirilmesi

IR p53-/- grubu igin kendi igerisinde gilinlere gore dongii ve apoptozis oranlar1 agagidaki tablo 4.1.5.3 ile
degerlendirilmistir. (p< 0,005)

saat*durum capraz tablo

durum
GG Sentez G20 Apoptozis Tatal

saat 0.saat hesap 147 a2 1] a3 282
% saat 62,1% 18,4% 0% 29,4% 100,0%

% durum 25,8% 28,1% 0% 28,8% 25,9%

24533t pasap 183 17 0 59 254

% saat 70,7% i, 6% 0% 22,8% 100,0%

% durum 32,2% 9,5% 0% 20,5% 23,8%

1853t ooy 113 36 a1 48 248

% saat 45,6% 14,5% 20,6% 19,4% 100,0%

% durum 19,9% 20,1% 100,0% 16,7% 22,8%

725880 pocan 126 74 0 08 288

% saat 42,3% 24,8% 0% 32,9% 100,0%

% durum 22.1% 41,3% 0% 34,0% 27.4%

Total hesap 569 174 g1 288 1087
% saat 52,3% 16,5% 4,7% 26,5% 100,0%

% durum 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Tablo 4.8 IR p53-/- hiicre serisinin saatlere gore istatistiksel olarak degerlendirilmesi
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IR p53+/+ grubu i¢in kendi igerisinde giinlere gore dongii ve apoptozis oranlar1 agagidaki tablo 4.1.5.4 ile
degerlendirilmistir. (p< 0,005)

saat*durum capraz tablo

durum
G0IG Senter G2 Apoptozis Total

saat 0.saat hesap g5 26 78 23 222
% saat 42 8% 11,7% 35,1 % 10,4% 100,0%

% durum 17.4% 18,2% 46, 3% 7.2% 19,9%

243330 pagap 173 24 3 70 270

% saat Bid,1% 8,9% 1.1% 25,9% 100,0%

% durum 3.7% 14,0% 3,7% 21,9% 24,2%

48.538t  pggap 135 fid i 114 313

% saat 43,1% 20,4% 0% 36,4% 100,0%

% durum 24 8% 37, 4% 0% 35,6% 28,0%

72.533  pagap 142 57 0 113 32

% saat 45,5% 18,3% 0% 36,2% 100,0%

% durum 26,1% 33,3% 0% 35,3% 27,9%

Total hesap 545 171 a1 320 1117
% saat 48,8% 18,3% 7.3% 28,6% 100,0%

% durum 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Tablo 4.9 IR p53+/+ hiicre serisinin saatlere gore istatistiksel olarak degerlendirilmesi
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5. TARTISMA

Biitiin hiicrelerde, tam bir hiicre bdliinmesi, genomik stabilizasyonun saglanmasinda ve mutasyonlarin
onlenmesi bakimidan 6nemlidir. DNA’ nin dogru bir sekilde replikasyonu ve kromozomlarin iki yavru
hiicreye esit sayida dagilmasi gereklidir. Tyonize radysayon gibi fiziksel ajanlar DNA’ da hasarlara sebep
oldugunda, bu hasarin tamir edilmesi gerekmektedir, sayet hata tamir edilmezse bu hiicre igin letal olabilir.
Hiicrelerin hasar sonrasinda sinyal aglari uyarilarak hasarli hiicrelerin engellenmesi ile bu hasarin yeni
jenerasyona ge¢mesi 6nlenir. Radyasyon hiicre dongiisiiniin ilerlemesi lizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir ve
G1/S kontrol noktasini aktive edebilir. Boylece replikasyondan once tamir gerceklestirilmis olur. Aym
zamanda radyasyon sonrasinda G2/M kontrol noktasi da harekete gecirilir ki bdylece replike olan
kromozomlarda bir hasar varsa tamire olanak tamiyan zaman saglanmis olur. G1/S ve G2/M kontrol
noktalarina ek olarak S fazindaki kontrol noktasi da tamir i¢in zaman taninmasi bakimindan 6nem
tagimaktadir. Bu kontrol noktalarindaki bekleme siiresiyle birlikte hiicrelerin akibetini ilgilendiren hiicresel
yanitin ne olduguna karar verilmektedir. Hiicreler bu kontrol noktalarindan birinde durdurulduklari zaman
kalic1 bir engelleme ile senesense veya gecici bir engelleme sonrasi hasarin yeni jenerasyona gegisini
onlemek i¢in apoptozise yonlendirilmektedir. Radyasyonun zararli etkisini takiben, bu kontrol noktalarinin
harekete gegirilmesinde, 6nemli ve {lizerinde en ¢ok durulan anahtar bir protein s6z konusudur ki bu protein
p53° diir. p53 proteini ile yapilan ¢ok fazla ¢aligma bulunmakta ve bu kontrol noktalarindaki molekiiler
mekanizmalar iizerindeki etkisi her gegen giin yeni bulgularla birlikte aydinlatilmaya c¢alisiimaktadir. (Sohn
D. vd., 2006, Wichmann A. vd., 2002)

Gama radyasyonunun ¢esitli dozlariyla yapilan ¢alismalarda 6zellikle 5 ve 7,5 Gy radyasyon dozunun DNA’
da cogunlukla tek ve cift zincir kiriklarina yol actig1 bildirilmistir. Bazi hiicre tiplerinde gama radyasyonu,
pS3-aracili G1 kontrol noktalarini indiiklemekte ve bdylece hiicrenin dongiiye girmesini durdurarak hasarin
tamiri ile ilgili yolaklar1 harekete gecirmekte ve DNA tamiri gergeklestirilmekte veya eger hasar tamir
edilemeyecek biiyiikliikteyse ya da tamir sistemlerinde hasarlar meydana geldiyse onkojenik mutasyonlarin
yayllmasini engellemek amaciyla senesense benzer bir sekilde, geri doniisiimsiiz olarak G1 engelinde
bekletilmektedir. Bu safhadan sonra programl hiicre 6liimii gergeklestirilmektedir. p53” iin bahsedilen bu
mekanizmalardaki kitaplarin genel bilgilerinde yer alacak kadar ¢ok aragtirilmistir. Ozellikle gama
radyasyonu sonrasinda genomun gardiyan1 ya da kale muhafizi olarak bilinen p53’ {in niikleus igerinde
biriktirilerek bir transkripsiyon faktorii olarak gérev almastyla, hiicrenin akibetini ilgilendiren bir ¢ok yolakla
iliskili oldugu bildirilmektedir.

Bu tez caligmasinda yaban tip p53 ve p21 tasiyan hiicre serilerinde 5 Gy gama radyasyonu sonrasinda
hiicrelerin G1/S safhasinda akiimiile olduklar1 ve bu noktadan sonra apoptozise yonlendirildikleri
gdzlenmistir. Ancak bazi kimyasal ajanlar uygulandiginda hiicrelerin p53 varliginda S faz1 kontrol noktasinin
da uyarildig: bildirilmektedir. S faz1 kontrol noktasinin aktive edilmesi p53 varliga baghidir. G1/S kontrol
noktasindan kagan hiicreler S fazinda bdylece durdurulmaktadir ve bu noktadan sonra apoptozise
yonlendirilmektedir. Bizim sonugalarimizda da yaban tip p53 hiicre serilerinde 0. saatte G1° de biriktikleri ve
bunun 24. saatte arttig1 gortilmiistiir. 48. ve 72. saatte G1° e bakildiginda 24. saatten itibaren G1 engelinin
azaldig1 bunun tersine S fazindaki hiicre sayisinin arttigi goriilmiistiir. Ancak 0.,24.,48. ve 72. saatlerdeki
apoptotik hiicre sayis1 akim sitometri yontemi ile incelendiginde bu apoptozisin her saatte bir 6nceki saate
gore anlamli bir miktarda arttigi gozlenmistir. Bu sonuglar da 48. saatte bu hiicrelerin G1° den kagan
hiicrelerin S faz1 engeline takildifit ve bunun sonrasinda da apoptozise yonlendirildigi seklinde
yorumlanmistir. Gl engeline takilan hiicrelerin biiyllk cogunlugu bu sathadan sonra apoptozise
yonlendirilmisler ancak G1° diren¢ gosterip S fazina gecen hiicreler de bu safthada durdurularak apoptotik
yanit saglanmistir.

p53 tiimor baskilayici proteini hiicresel stres meydana geldiginde yanit olarak ya hiicre dongiisiinii
durdurmakta ya da hiicreyi apoptoza yonlendirmektedir. Gama radyasyonu gibi DNA-hasar yaratici ajanlarla
MEF (“Mouse Embryonic Fibroblast”) hiicre serilerinde yapilan deneylerde 6zellikle 5 Gy gama radyasyonu
uygulamasinda hiicrelerin G1 ve G2 kontrol noktalarinda durdurulduklar1 gosterilmistir. Gama radyasyonuna
cevaben gelisen G1 duraklamasina bakildiginda yaban-tip ve p53-/- hiicrelerde farkli yanitlar verildigi ortaya
konmustur. p53-/- MEF hiicre serilerinin, yaban tipten farkli olarak radyasyondan sonra G1 yerine G2 kontrol
noktasinda biriktikleri gdzlenmistir. Ayrica, gama radyasyonu uygulamasindan sonra hiicrede p53
seviyesinin arttig1 ve p53’ iin direk bir sekilde p21 promotorunu aktive ederek hiicredeki p21 seviyesinin
artmasim sagladig1 tespit edilmistir. indiiklenmis p21 ise CDK’ ye baglanmakta ve onun aktivitesini inhibe
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ederek hiicrelerin G1 engeline takilmasina sebep olmaktadir. (Speidel D. ve ark., 2006, Attardi LD ve ark.,
2004, Szkanderova S. ve ark., 2003)

METF hiicre serilerinde, G2 engeline bakildiginda ise p53 negatif olan hiicrelerde G2 engeli goriilmiistiir ve
bunun da p53° den bagimsiz olarak meydana geldigi saptanmigtir. MEF hiicre serilerinde G1 engeli p53
aracili olarak gerceklesirken G2 engelinin p53°den bagimsiz olarak gerceklestigi saptanmistir. Yine aym
calismada p21° in western blot sonuglarina gore, ekspresyonunun arttigi, indiiklenerek CDK’ ya baglandigi
ve Gl engelinin gerceklestigi saptanmigtir. G2 engeli p53 bagimsiz olarak da gergeklestirilmektedir. P53
bagimsiz G2 engelini gergeklestiren yolakta 6nem arzeden molekiil Cdc25A molekiiliidiir.(Sekil 2.15) Bu
molekiil bilindigi gibi hiicre dongiisiinde kilit molekiillerden biridir ve eger hiicre gama radyasyonu gibi
hasar yaratici bir ajanla indiiklenirse bu molekiiliin hiicredeki miktar1 azalmakta ve bu molekiiliin miiktarinin
hizli bir sekilde diigmesiyle birlikte hiicrenin p53° den bagimsiz olarak M fazina girmesi Onlenmis
olmaktadir. (Williams A.C. ve ark, 1997, Mailand N. ve ark., 2000, Deeds L. ve ark., 2003, Attardi L.D ve
ark., 2004, Vavrova J. ve ark., 2004))

Bizim calismamizda p21 yaban tip ve p53 -/- HCT116 kolon kanseri hiicreleri kullanilmig ve bu hiicrelerde
Gl engeli yerine G2 engeli meydana geldigi sentez asamasinin devam ettigi saptanmistir.Bu bulgularimiz
literatiirle uyumlu bulunmustur. P53-/- hiicre serilerinde p21 yaban tip olarak bulundugundan G2 engelinin
p53 bagimsiz bir yolakla, p21 ve CDK iizeinden oldugu seklinde yorumlanmistir. Bu tez ¢alismasinda 5 Gy
gama radyasyonuna maruz birakilan hiicre serilerinde radyasyon uygulanmayan p53 yaban tip ve p53 -/-
kontrol hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli derecede apoptozise yonlendirildigi saptanmistir. (p
0,001) Ancak p53 icermeyen hiicrelerdeki apoptotik oranlar yaban tip p53 bulunan hiicrelere benzerlik
gostermektedir ve sayisal degisiklikler istatiksel olarak anlamli bulunmamistir.(p>0,005) p53 yaban tip ve
p53 yoksun hiicrelerdeki apoptotik oranlarin benzerlik géstermesi literatiirde “p53 independent apoptosis™
olarak bahsedilen apoptozisin meydana geldigini destekler niteliktedir.

Iyonize radyasyonun (IR) DNA’ da gift zincir kiriklart meydana getirdigi bilinmektedir. IR’ nin , bir ¢ok
kanserde terapiye yonelik kullanimiyla birlikte hasarli olan hiicreyi p53 aracili olarak apoptozise
yonlendirdigini ve ilgili tamir sistemlerini harekete gecirdigini bildiren bir ¢ok caligma bulunmaktadir.
Ornegin farelerde dalak, timus ve osteosit hiicreleriyle yapilan bir ¢alismada farelere total olarak radyasyon
uygulamasini takiben bu hiicrelerde p53 birikmesi gozlenmis ancak dalak ve timiis hiicrelerinde apoptozis
meydana gelirken osteositlerde apoptozisin gergeklesmedigi goriilmiistiir. Ancak p53 aracili yolak kadar iyi
anlagilamamis olsa da p53° den bagimsiz olarak da apoptozisin ger¢eklestigi bilinmektedir. IR’ nin p53” den
bagimsiz olarak indiiklendiginin bilinmesi de tedavide, genetik olarak iyimser bir model olusturmak
bakimindan onem tekil etmektedir. 2006 yilinda Anita Wichmann ve arkadaglarinin, Drosophyla
melanogaster ile yaptiklart bir ¢alismada ise IR radyasyonu sonrasinda, DNA’ da meydana gelen hasarlarin
p53’ den bagimsiz olarak dogrudan kaspazlar araciligiyla apoptozisi indiikledigi saptanmistir. Szkandrova ve
arkadaslarinin 2003 yilinda yayimladiklar1 bir ¢aligmada radyasyon dozlarina bagl bir sekilde MOLT-4
hiicrelerinde (insan T lenfositik l6semi hiicreleri) p53 aracili olarak apoptozisin gerceklestirildigi
gosterilmistir. P53 aracili olarak apoptozise yonlendirme mekanizmasi da oldukea cesitlilik gostermektedir
ve bu transkripsiyonel ve transkripsiyonel olmayan bir sekilde gerceklestirilir. Transkripsiyonel yolakta nem
arzeden p53 proteininin nukleusa gocii ve burada tarnskripsiyon faktorii olarak proapoptotik genlerin
ekspresyonlarin1 artirmasidir.  Ancak transkripsiyonel olmayan yolakta p53 nukleus yerine sitozolde
biriktirilerek mitokondri aracisiligiyla apoptozisi yonlendirmektedir. (Major O. ve ark., 2002, Siwicki K.J.,
2003, Spiedel D. ve ark., 2006 Wichman A. vd., 2006)

Bu tez caligmasinda; p53+/+ ve p53 -/- hiicre serilerinde 5 Gy gama radyasyon uygulamasinin ardindan canli
ve 0li hiicre sayisini tespit etmek i¢in kullanilan “Tyripan Blue” boyamasi sonrasinda p53+/+ ve p53 -/-
hiicre serilerinde 6lii hiicre ylizdelerinin birbirine benzer oldugu saptanmistir. Yine ayn sekilde diploit DNA
icerigi yontemiyle akim sitometride yapilan analizler sonucunda da p53 +/+ ve p53 -/- hiicre serilerindeki
apoptotik ylizdelerin birbirine benzer oldugu belirlenmistir. Bu da yukarida bahsedilen literatiirler 15181
altinda HCT116 kolon kanser hiicre serilerinde apoptozisin p53” den bagimsiz olarak meydana geldigini
gostermektedir. Sohn D. ve arkadaslarinin Cancer Research’ de 2006 yilinda yayimlanan ¢alismasinda 20
Gy gama radyasyonu uygulanan HCT116 hiicre serilerinde p21’° in p53’ den bagimsiz olarak giiclii bir
sekilde CDK aktivitesini baskilayarak IR’ nin indiikledigi apoptozise neden oldugu bildirilmistir. MTT
sonuglarina bakildiginda ise anlamli bir degisiklik saptanmamistir. (p>0,005) Ciinkii MTT ydntemi
proliferasyonu belirlemek bakimindan sensitif olmamakla birlikte hiicrede metabolik aktivitenin devam edip
etmedigini anlamak bakimindan énemli bir yontemdir.
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Gama radyasyonunun telomeraz aktivitesi lizerine etkisi aragtirildiginda ise farkli hiicre serilerinde farkli
yanitlar ortaya c¢iktigi gozlenmisti. HCT116 kolon kanser hiicre serilerine 5Gy gama radyasyonu
uygulamasiyla yapilan bir ¢alismada simdiki adiyla CDKNIA olarak bilinen p21 proteinin radyasyon
uygulandiktan sonra 6zellikle 4. ve 24. saatlerinde ekspresyonunun bir 6nceki 6l¢lim sonucuna gore arttig1
tespit edilmigtir. p21° in hiicreleri G1 safhasinda engelledigi bilinmekte olup bundan sonraki yanit hiicre
tipine gore degisiklik arzetmektedir. Bu hiicre serilerinde radyasyondan sonra daha yuvarlak ve genislemis
hiicreler gozlenmektedir. Yapilan bu tez ¢aligmasinda da 5 Gy gama radyasyonu uygulamasini takiben faz-
kontrast mikroskopta 2000 biiyiitmede hiicrelerin 6zelikle 48. saatten sonra yuvarlak ve genislemis bir
morfolojiye sahip oldugu ve bu oranin ¢aliymanin giinlerine gore artis gosterdigi saptanmistir. Mirzayans R.
ve arkadaslarinin 2005 yilinda yayimladiklar1 ¢alismada 4 Gy gama radyasyonu uygulamasini takiben
hiicrelerde p21 ekspresyonunun yani sira %21 oraninda B-galaktozidaz boyamasi ile strese bagli ortaya ¢ikan
bir senesens tiirii olan akselere senesensin meydana geldigi saptanmistir ve bu oranin radyasyon dozuna bagh
olarak duyarlilik gosterdigi saptanmistir. Calijmamizda tyripan blue ve akim sitometri sonuglar
incelendiginde canli ve S fazindaki hiicrelerin azalmasi, apoptozis miktarindaki artigla birlikte genislemis
goriintiide artis gozlenmesi, akselere senesensin meydana geldigini diisiindiirmektedir. Bu sonuglar ise
caligmamizla olduk¢a uyumlu goriinmektedir. Akselere senesensin ise, bu konuda ¢ok fazla caligma
bulunmamasina ragmen telomeraz aktivitesinin regiilasyonu ile diizenlendigi diisiiniilmektedir. (Mirzayans
R. vd., 2005)

Telomeraz ¢ok siki sekilde regiile edilen bir enzimdir. Cogu insan dokusunda germinal hiicrelerin ve kok
hiicrelerin diginda telomeraz aktivitesi dogumdan sonra aktivititesinin diistiigii veya olmadig bilinmektedir.
Telomerazin reaktivasyonu kanserli dokularda ve hiicrelerde gerceklesmektedir. Boylece telomeraz aktivitesi
siursiz hiicre proliferasyonuna sahip hiicreler igin gereklidir ve bu da hiicre siklusunun iptalini ya da hiicre
senesensi igin gerekli olan telomer kisalmasini kompanse etmek i¢in gereklidir. Buna karsin somatik
hiicrelerdeki telomerazin “down-regiilasyonu” karsinogenezin kisitlanmasi i¢in dnem tasimaktadir. Bilimsel
verilere bakildiginda hiicre dongiisii sirasinda telomeraz aktivitesi ile ilgili ¢eligkili bulgulara rastlanmaktadir.
Leteurtre ve arkadaglarinin 1997’ de Leukemia dergisinde yayimladiklar1 makalede 0-3 Gy gama radyasyonu
uygulanan hematopietik hiicre serilerinde telomeraz aktivitesinin hiicre dongiisiinii degistirmedigi ancak
telomerazin up-regiile oldugu bildirilmistir. Ancak HL60 hiicre serileriyle yapilan baska bir ¢aligmada ise
radyasyon uygulamasinin ardindan hiicre siklusunun engeli ve telomerazin down-regiile oldugu ifade
edilmistir.(Leteurtre F. vd., 1997)

Calismamizda 0.24. ve 48. saatte analiz edilen telomeraz aktivite sonuglarina bakildiginda p53 yaban tip
HCT116 kolon kanser hiicre serilerinde 5 Gy gama radyasyonundan sonra telomeraz aktivitesinde azalma
meydana geldigi saptanmistir. Ancak bunun tersine p53-/- hiicre serilerinde telomeraz aktivitesinde artma
meydana geldigi goriilmiistiir. Literatiirde daha 6nce yayimlanmis olan ¢aligmalar incelendiginde telomeraz
enziminin katalitik alt {initesi olan TERT in aktivitesinin p53 bagimli bir mekanizma ile degistigi
belirtilmistir. TERT aktivitesi radyasyon uygulamasindan sonra p53 iin hiicrede eksprese edilip edilmemesine
gore degismektedir. P53 varliginda hiicrede radyasyon sonrasinda TERT ekspresyonunun azaldig1 ancak, p53
eksprese edilmedigi durumlarda TERT aktivitesinin ve dolayisiyla telomeraz aktivitesinin arttig1
bildirilmistir. K.R. Jones ve arkadaslarinin 2005 yilinda yayimladiklar1 calismada p53 yaban tip MCF7 meme
kanseri hiicre serilerinde 10 Gy gama radyasyonu uygulamasindan sonra telomer boylarmin kisaldigi ve
akselere senesensin meydana geldigi goriilmiistiir. Akselere senesens ya da stresin indiikledigi DNA hasari
sonrasi ortaya ¢ikan prematiire senesens, telomeraz aktivitesinin azalmasi sonrasinda ortaya ¢ikabilmektedir.
Bizim ¢aligmamizda p53 yaban tip hiicre serilerinde 5 Gy gama radyasyinu sonrasi telomeraz aktivitesinin
azalmasi ve yasl hiicre morfolojisinde artis gdzlenmesi literatiirdeki bu ¢aligmalarla uyum gostermektedir.
Akselere senesens stresin indiiklemis oldugu sartlarda o6zellikle gama radyasyonu sonrasinda meydana
gelmektedir ki bu da telomer boyuyla yakindan iligkilidir. Telomerlerin ileri derecede kisalmasi ise bu stres
kosullarinda akselere senesensi uyardigt bilinmektedir. Ancak calismamizdaki bu verilerin, TERT
ekspresyonu ve telomer boyu calismalariyla desteklenerek, teyit edilmesi de ek bir proje olarak
planlanmaktadir. (Shats I. ve ark., 2004, Jin Ju Y. ve ark., 2006, Kusumoto M. ve ark., 1999, Lin Z. ve ark.,
2001)

Calismamizdan elde edilen deneysel bulgular ve literatiirde buna eslik eden g¢alismalar 15185inda gama
radyasyonunun, hiicre tipine ve radyasyon dozuna bagli olarak, hiicrelerde farkli yanitlar olusturabildigi
ortaya ¢ikmustir. Ozellikle hiicre tipine, hiicrenin bulundugu gevreye ve salgilanan faktorlere gére hiicrelerin
yanitlar1 farkli olabilmektedir. Hiicrelerde gama radyasyonu gibi stresin indiikledigi hasarlar meydana
geldiginde bu hasarlarin eliminasyonuna calisilmaktadir. Hasarin bertaraf edilmesinde ilk olarak hiicre
dongiisiindeki kontrol noktalar1 devreye girmekte ve kazanilan bu zamanda hiicrelerin tamirine
calisilmaktadir. Ancak hasar tamir edilemezse ya da strese bagl olarak tamir mekanizmalarinda meydana
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gelen bozukluklar neticesinde hiicrenin programli olarak Oliimiine karar verilmektedir. Programli hiicre
6liimii olarak bilinen apoptozis ile ilgili oldukg¢a fazla arastirma yapilmaktadir. Bu ¢alisma sonuglar ise her
gecen giin hiicrenin akibetini ilgilendiren bu mekanizmalar ile ilgili yeni bilgiler vermektedir. p53 proteininin
ise stres kosullarinda apoptozisi, G1 veya G2 sathasinda hiicreyi durdurdugu genel olarak bilinen yolaklardan
en Onemlisidir. Ancak calismamizda da gosterildigi gibi oOzellikle apoptozis ve G2 engelinin p53’°den
bagimsiz olarak meydana geldigi goriilmiistiir.

Bu tez c¢aligmasindan elde edilen bulgular 1s18inda 5 Gy gama radyasyonu uygulamasi sonucu HCT116
p53+/+ kolon kanser hiicre serilerinde giinlere gore G1 engelinde ve HCT116 p53-/- kolon kanser hiicre
serilerinde ise G2 engelinde artma gozlenmistir. Elde edilen apoptozis sonuclar1 incelendiginde ise hiicrelerin
p53’ den bagimsiz olarak apoptotik yanitta karar kildig1 anlagilmaktadir. Ancak p53-/- hiicre serilerinde G2
sathasindaki ani diisiis, p53 -/- hiicre serilerinde hiicrelerin p53° e bagli olarak 24. saatte G1 engelini astig1, S
engeline gittigi ve 1. giinden sonra 5 Gy gama radyasyon dozunun kuvvetli etkisi nedeniyle G2 safhasindan
sonra apoptozisden kagamadigi goriilmiistir. 5 Gy gama radyasyonu p53 yaban tip hiicre serilerinde
telomeraz aktivitesinde giinlere gore azalmaya neden olurken p53 -/- hiicre serilerinde telomeraz
aktivitesinde giinlere gore artis gézlenmistir. Hiicrelerdeki genislemis ve yuvarlaklagmis morfolojiyle birlikte
G1 engeline takilan hiicrelerden bir kisminin senesense girdigini diisiindiirmektedir. Bu hiicrelerin kalict bir
G1 engelinden sonra senesense girdigini ve bu safhadan sonra apoptozise girdigini gdsterir niteliktedir.
Ancak B-galaktozidaz boyamasi ve telomer boy Olgiimlerinin yapilmasi bu diisiincenin desteklenmesi
bakimindan 6nem tasimaktadir.

ONERILER

Bu tez ¢alismasinda dngoriilen mekanizmalarin dogrulanmasi igin asagida listelenen deneysel ¢aligmalar,
literatiirde 6ne siiriilen hipotetik mekanizmalarin aydinlanmasi bakimidan 6nem tagimaktadir.

- Hiicrelerde radyasyonun indiiklemis oldugu telomer bozuklugunu tespit edtmek amaciyla sitigenetik
analizin yapilmasi

- Radyasyon sonrasi hasarla ilintili oldugu diisiiniilen akselere senesensi tespit etmek amaciyla
telomer boy dl¢iimlerinin ve B-galaktozidaz boyamasinin yapilmasi

- Telomer disfonksiyonu ile iliskili oldugu farkli hiicre serilerinde daha 6nce saptanmis olan TERT
ekspresyon diizeylerine bakilmasi

- G2 engelinin p53-bagimsiz bir yolak olan CDC25’in ekspresyon seviyelerine bakilmasi

- P53-bagimsiz apoptozisin p21 veya direk kaspaz aktivitelerininden hangisiyle gerceklestigini
saptamak amaciyla p21 ve kaspaz ekspresyon seviyelerine bakilmasi
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