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OZET

Fare, sigan ve insan klotho proteinini kodlayan Klotho sirasiyla kromozom 5 (5; 5 G3), 12
(12p12) ve 13 ( 13q13.1) lokalizedir. Klotho geni insanlar, fareler ve siganlarda biiyiik oranda
korunur. Klotho proteini, biri transmembran formunu (sirasiyla insan ve farede sirasiyla 1012
ve 1014 aa, -130 kDa) ve ikincisi kisa ¢oziilebilir formunu (550 aa, ~70 kDa) kodlayan iki
mRNA tiirii tarafindan kodlanir. Faredeki klotho gen ekspresyonundaki bir kusur insan
yaslanmasina benzer sekilde mutant farelerde kisa bir Oomiir ve ndéronal dejenerasyon,
arterioskleroz, vaskiiler kalsifikasyonlar, doku kalsifikasyonlar1 amfizem, gonadal displazi,
infertilite, cilt atrofisi, ataksi, hipoglisemi ve ciddi hiperfosfatemi gibi bir¢ok hastaliga neden
oldugu belirlenmistir. Mitojenle aktive olan protein kinazlar (MAPK'ler) biiyiime faktorleriyle
ve diger sinyallesme molekiilleriyle aktiflesen ve cekirdege transloke olan, cesitli hiicresel
faaliyetlerin hiicre ici sinyal iletimine aracilik eden serin-treonin protein kinazlardir. Memeli
MAPK ailesi, hiicre dis1 sinyal diizenleyici kinazlar (ERK), c-Jun NH2-terminal kinazlar
(JNK; ayrica stresle aktive olan protein kinaz veya SAPK olarak da bilinir) ve p38 ailesini
kapsar. p38 geni, insanlarda 6. Kromozomun p kolu {izerinde (6p21.31) lokalizedir ve 22
eksondan olugur. Insanlarda ve farelerde p38 proteini 360 aminoasitten olusur ve molekiil
agirhigr 38 kDA’ dir. P38 MAPK!'lar baslangigta hiperosmolarite ve pro-enflamatuar sitokinler
gibi hiicresel streslere yanit olarak aktiflegsmis proteinler olarak tanimlandi. P38 MAPK'lar
dort gen tarafindan kodlanir. p38 MAPK'ler: MAPK 14 (p38a'y1 kodlayan), MAPK11 (p38B'yi
kodlayan), MAPK12 (p38y'yi kodlayan) ve MAPKI3 (p38d'yi kodlayan) olarak rapor
edilmistir. P38 MAP kinazlar oncelikle MAPKK izoformlar, MKK3 ve MKK6 tarafindan
fosforillenmek suretiyle aktive edilir. Hiicre dis1 uyaranlarla aktiflesen MAPK’lar ¢ekirdege
giderek ¢esitli transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya baglanmasini uyarir. HT22 hippokampal
hiicre hatt1 kullanilarak Klotho proteininin p38 MAPK ifadesi iizerine etkisi aragtirilmistir. Bu
caligmada hiicre kiiltiirii, cDNA eldesi, Real Time PCR, protein izolasyonu ve western blot
yontemi ¢alisilmistir. Elde ettigimiz Real Time Pcr ve Western Blot sonuglar1 baz alindiginda
klotho proteinin p38 MAPK sinyal yolagini inhibe ettigi ve ndron hiicreleri iizerinde
koruyucu etkisi oldugu soylenebilir ancak bunun net bir sekilde belirlenebilmesi igin

fosforillenerek aktiflesen p38’in fosfo-p38 protein miktarin da ¢alisilmasi gereklidir.

Anahtar kelimeler: Norodejenerasyon, Klotho, Map Kinaz, p38 Map Kinaz, Hiicre kiiltiirii



SUMMARY

Klotho protein is a highly conserved protein encoded by the Klotho gene localized in
chromosome 5 (5; 5 G3), 12 (12p12) and 13 (13g13.1), respectively, in mouse, rat and human.
The Klotho gene is alternatively transcribed into at least two mRNASs, one encoding the large
transmembrane (1012 and 1014 aa, -130 kDa, respectively in human and mouse), and the
other in short soluble form (550 aa, ~70 kDa). A defect in Klotho gene expression in the

mouse were caused the short life and the many diseases in mutant mice, as similar to human

aging.

Mitogen-activated protein kinases (MAPKS) are serine-threonine protein kinases, which are
activated by growth factors and other signaling molecules and are translocated into the
nucleus, mediating intracellular signal transduction of various cellular activities. The
mammalian MAPK family includes extracellular signal regulatory kinases (ERK), c-Jun
NH2-terminal kinases (JNK; also known as stress-activated protein kinase or SAPK) and the
p38 family. The p38 gene is located on the p arm of chromosome 6 in humans (6p21.31) and
consists of 22 exons. In humans and mice, the p38 protein consists of 360 amino acids and has
a molecular weight of 38 KDA. P38 MAPKs were initially identified as activated proteins in
response to cellular stresses such as hyperosmolarity and pro-inflammatory cytokines. P38
MAP Kkinases are activated primarily by phosphorylation by MAPKK isoforms, MKK3 and
MKKG®6. Studies have shown that p38MAPK also has role in to responding to DNA damage
and redox imbalance, which plays an important role in cellular aging.

In this study, the effect of Klotho protein on p38 MAPK expression in HT22 hippocampal cell
line where DNA double chain fracture was produced by endusulfan, was investigated. When
the Real Time PCR and Western Blot results were examined, it was observed that p38MAPK
expression, which increased approximately 100 times only in Endosulfan treated cells, was
limited in cells using Klotho protein. This is probably due to the suppression of the negative
effects of Endosulfan by the Klotho protein. However, in order to be able to say this clearly, it
is necessary to determine the level of double chain breakage in DNA and also to study the

phospho-p38 protein amount of p38 which is activated by phosphorylation.

Key worlds: Aging, Klotho, p38 MAPK, Cell culture
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KISALTMA ve SIMGE LiSTESI

ADAM : Disintegrin ve Metalloproteinaz (A Disintegrin And Metalloproteinase)
APP : Amyloid Precursor Protein

ATF6 : Aktive Edici Transkripsiyon Faktorii 6 (activating transcription factor-6)
BACEL1l : Beta-secretase 1(B- sekretaz 1)

b¢ : Baz cifti

°C : Santigrad Derece

CAT : Katalaz

cDNA : tamamlayict DNA (Complementary DNA)

CHOP : CCAAT arttirici-baglayici protein homolog proteini

DDR : DNA hasar yanit1

DNA X Deoksiribo Niikleik asit

E : Endosiilfan

ERK : Ekstraseliiler Sinyal Diizenleyici Kinaz

gr : Gram

IL : interlokin

kb : kilobaz

kDa : kilodalton

KL : Klotho

LPS : Lipopolisakkarit (Lipopolysaccharide)

M : Molar

MAPK : Mitojenle Aktiflesen Protein Kinaz



MAPKAP  : MAPK ile Active Edilmis Protein

MK : MAPK ile active edilmis protein kinaz

MKK ; MAPK kinaz kinaz

MKK ; MAP kinaz kinaz

ml ; Mililitre

n : Mol

p53 : Timor protein 53

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RNA : Riboniikleik Asit

RT-PCR Real Time PCR

SNP : Tek Niikleotid Polimorfizmi (Single Nucleotide Polymorphism)
SOD : Stiperoksit Dismutaz

TNF : Tiimor Nekrozis Faktor

UPR : Katlanmamis Protein Cevabi1 (Unfolded protein response)
uv : Ultraviole Isik

WHO : Diinya Saglik Orgiitii

pl : Mikrolitre



1. GIRIS VE AMAC

Norodejenerasyon, Alzheimer hastaligi (AD), Parkinson hastaligi (PD), Huntington hastalig1
(HD), amyotrofik lateral skleroz (ALS), frontotemporal demans (FTD), Multipl Skleroz (MS),
Machado-Joseph hastaligi (MJH), Amiloid Polindropati ve spinoserebellar ataksiler (SCA)
gibi benzersiz klinik 6zelliklere sahip, prevalansta hizla yiikselen, zayiflatici, tedavi edilemez

hastaliklarin bir 6zelligidir (Gitler ve ark, 2017; Aricioglu, 2017).

Norojeneratif hastaliklar beynin belirli bolgelerinde ortak 6zelliklere sahip néron hiicrelerinin,
kademeli olarak dejenerasyonu veya Oliimiiniin yani1 sira bu hiicrelerin i¢inde yanlis
katlanmis proteinlerin agregasyonu ile olusan Hirano, Lewy, Pick cisimcikleri ve norofibriller
gibi ipliksi yapilarin birikmesinden kaynaklanir ( Lahut ve ark, 2012, Batista ve Pereira, 2016;
Basak ve Ozansoy, 2007; Alkan, 2008).

Yaslanma yaygin olarak, hastalik ve 6liim riskinin artmasindan sorumlu olan, ilerleyen yasla
birlikte hiicre ve dokularda meydana gelen c¢esitli zararli degisikliklerin birikimi olarak
tanimlanir (Tosato ve ark, 2007). Memelilerde yaslanmaya, ilerleyici doku ve organ atrofisi,
DNA, RNA, proteinler ve lipidler de hasar birikimi eslik eder. Birka¢ erken yaslanma
sendromunun ortaya ¢ikmasinda, DNA onarim mekanizmasinda meydana gelen hatalarin

onemli rolii olduguna dair belirgin kanitlar vardir (Maynard ve ark, 2015).

[k kez 1997 yilinda Kuro-o arkadaslar1 birkag yaslanma fenotipinin baskilanmasinda gérevli
olan, yaslanma siirecini yavaslatan bir gen kesfetti ve bu gene “Klotho” adi verildi (Kuro-o0
ve ark,1997). Fare, si¢an ve insan klotho genini kodlayan a-Klotho sirasiyla kromozom 5 (5; 5
G3), 12 (12p12)ve 13 ( 13g13.1) lokalizedir (Boksha ve ark,2017). Kodlayan gen dizisi bes
ekson ve dort introndan olusur ve insanlar, fareler ve siganlarda biiyiik oranda korunur (Xu ve
Sun, 2015; Boksha ve ark,2017).

a-Klotho proteini, biri transmembran formunu (sirasiyla insan ve farede sirasiyla 1012 ve
1014 aa, -130 kDa) ve ikincisi kisa ¢oziilebilir formunu (550 aa, ~70 kDa) kodlayan iki
MRNA tiirii tarafindan kodlanir (Kim ve ark, 2015). Klotho'nun genetik mutasyonu ¢oklu
erken yaslanma benzeri fenotiplere neden olur ve ¢arpici bir sekilde dmriinii kisaltir. Farelerde

klotho geninin asir1 ekspresyonu yaslanmay1 geciktirir (Wang ve Sun,2009).



Mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) kaskadlari, ¢esitli hiicre dis1 uyaranlara cevap
veren ve biiylime, ¢ogalma, farklilagma, hareketlilik, stres yaniti, hayatta kalma ve apoptoz da
dahil olmak iizere ¢ok sayida temel hiicresel islemi kontrol eden evrimsel korunan hiicre ici
sinyal iletim yollaridir. (Plotnikov ve ark, 2011).

Memeli MAPK ailesi, hiicre dis1 sinyal diizenleyici kinazlar (ERK), c-Jun NH2-terminal
kinazlar (JNK; ayrica stresle aktive olan protein kinaz veya SAPK olarak da bilinir) ve p38
ailesini kapsar (Eun Kyung Kim ve Eui-Ju Choi, 2010; Darling ve Cook , 2014). p38 geni
birgok dokuda eksprese olur, insanlarda 6. Kromozomun p kolu iizerinde (6p21.31)
lokalizedir ve 22 eksondan olusur (NCBI).

P38, MAPK ailesinin ilk tiiyesi piridinilimidazol ilaglarimin bir hedefi olarak ve pro-
enflamatuar sitokinlerin {iretimini inhibe eden LPS uyariminin bir hedefi olarak hizli bir
sekilde fosforile edilen 38 kDa proteini (p38) olarak tanimlandi (Cuadrado ve Nebreda,
2010). MAPK'lar (mitojen aktiflestirilmis protein kinazlar) gelisme, ¢ogalma, farklilasma ve
apoptozu igeren ¢esitli biyolojik olaylara sinyal verilmesi aracilik eder (Iwasa ve ark, 2003).
MAPK yollar1 en az ii¢ farkli sinyal modiiliinden olusur: ERK'ler, JNK / SAPK'ler ve p38.
Her modiil ti¢ kinaz (MAPKKK, MAPK kinaz kinaz; MAPKK, MAPK kinaz; ve MAPK)
icerir. MAPK'ler, aktivasyonu MAP2K kinazlar tarafindan katalize edilen Thr-X-Tyr motifi
tizerinde ¢ift fosforilasyon gerektirir (Wagner ve Nebreda, 2009). P38 MAPK’nin
substratlarindan biri oldugu diisiiniilen MKS5’in homolog rekombinasyonda rol oynadigina
dair birkag hipotez vardir.

Yapilan Tiirk ve Diinya literatiirii taramasinda Klotho ve p38 iliskisini agiklamaya yonelik
higbir ¢alismaya rastlanmamistir.

Bu calismada amag¢ Hippokampal HT22 hiicre serilerinde klotho proteininin p38 Map Kinaz

ifadesi {lizerine etkisinin arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. NORODEJENERASYON VE NORODEJENERATIF HASTALIKLAR

Noronlar post-mitotik hiicrelerdir, yenilenemezler, dmiir boyu canli ve aktif kalmalar1 gerekir.
Fakat yetigskinlerde zaman gectikce genetik ve gevresel etkenler noronlar1 zayiflatabilir ve

oldirebilir (Gitler ve ark, 2017).

Norodejenerasyon, Alzheimer hastaligi (AD), Parkinson hastaligi (PD), Huntington hastalig1
(HD), amyotrofik lateral skleroz (ALS), frontotemporal demans (FTD), Multipl Skleroz (MS),
Machado-Joseph hastaligi (MJH), Amiloid Polindropati ve spinoserebellar ataksiler (SCA)
gibi benzersiz klinik 6zelliklere sahip, prevalansta hizla yiikselen, zayiflatici, tedavi edilemez

hastaliklarin bir 6zelligidir (Gitler ve ark, 2017; Aricioglu, 2017).

Norojeneratif hastaliklar beynin belirli bolgelerinde ortak 6zelliklere sahip néron hiicrelerinin
Jkademeli olarak dejenerasyonu veya Oliimiiniin yani sira bu hiicrelerin i¢inde yanlig
katlanmig proteinlerin agregasyonu ile olusan Hirano, Lewy, Pick cisimcikleri ve norofibriller
gibi ipliksi yapilarin birikmesinden kaynaklanir. Bu biriken molekiillerin mutasyonlar sonucu
veya posttranslasyonel siliregte yanlis katlanarak ¢oziintirliigliniin azalmasi ile yeni bir toksik
islev kazandig1 ve yash hiicreler tarafindan yikiminin gergeklestirilemeyerek beyin dokusuna
hasar vermesi ile olusur. Bu hastaliklar her yastan insani etkileyen, zamanimizin en 6nemli
tibbi ve sosyo-ekonomik sorunlarindan biridir( Lahut ve ark,2012, Batista ve Pereira, 2016;
Basak ve Ozansoy,2007; Alkan, 2008).

Norodejeneratif hastaliklar insan sagligi icin biiyiik bir tehdit olusturuyor. Ozellikle
Alzheimer hastaligt (AD) ve Parkinson hastaligi (PD) gibi yasa bagli nérodejenerasyon,
kismen yasl niifusun son yillarda artmasi nedeniyle giderek yayginlasmaktadir. Bu hastaliklar
klinik fenotipleri ve patofizyolojileri bakimindan cesitlilik gosterir - bazilari ilerleyici hafiza
ve biligsel bozulmalara neden olurken, bazilar1 da bir kisinin hareket etme, konugsma ve nefes
alma kabiliyetini etkiler (Batista ve Pereira, 2016; Gitler ve ark, 2017; Yildiz ve ark, 2015;
Balci ve ark, 2015).



Norojeneratif hastaliklar, her tiirlii giinliik aktiviteyi ger¢eklestirmede tam bir yetersizlige yol
actigindan dolayr hastalar ve hasta ailelerinin yasam kalitesinde dnemli derecede azalmaya

sebep olur. Aile tliyelerine agir psikolojik ve finansal bir yiik getirir (Gitler ve ark, 2017).

Artan yaslanan niifusla birlikte, bu hastaliklar ayn1 zamanda ulusal saglik sistemlerinde de

biiyiik bir yiik olusturmaktadir (Gitler ve ark, 2017).

Azalmis enerji metabolizmasi, oksidatif stres, ekzotoksisite (glutamat salinimi), bozulmus
Ca* dengesi ve buna ek olarak enzim sistemlerinin indiiksiyonu ile  mitokondri
membraninda meydana gelen hasar sonucu apoptoz sinyali basatilir ve néronal hiicre 6liimleri
meydana gelir. Fakat bu siirecin genetik nedenlerle mi yoksa spontan olarak m1 basladigi
heniiz net olarak aydinlatilamamistir (Balc1 ve ark, 2015). Yasla birlikte olusan ndéron
dejenerasyonunun yami sira cocukluk ¢ag1 noérodejeneratif hastaliklarda vardir. Bu
hastaliklarda sentezlenmesi gereken biyokimyasal maddelerin eksik sentezlenmesi,
sentezlenememesi yada anormal birikimi ile toksik metabolitlerin birikmesi sonucu beyin
dokusunun hasar gérmesi s6z konusudur. Cocuklar baslangigta hastalik belirtisi gostermezler
bunun nedeni ise toksik metabolitlerin birikim miktar1 ile hastalik belirtileri korelasyon
gosterir. Ayrica hastaligin klinik belirtileri, klinik belirtilerin ortaya ¢ikma yasi ve hastaligin
seyri klinik degerlendirmede 6nemli parametredir (Alkan,2008).

Modern tibbin karsilastigi en biiyiik zorluklardan biri norodejeneratif hastaliklarin tedavisidir.
Asil sorun, bu bozukluklarin normalde geg tespit edilmesi ve tedavi se¢eneklerinin etkinligini

sinirlandirmasidir (Batista ve Pereira,2016).

Bu yikic1 hastaliklarla miicadele etmek i¢in yeni ve daha etkili terapotik stratejiler gelistirmek
icin multidisipliner arastirmalar siirmektedir(Erkol ve Karaali Savrun,2002; Gitler ve ark,
2017). Norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde yeni bir strateji makalesinde birgok
norosteroidlerin ndron koruyucu olarak arastirildigini belirtmistir. (Yarim, 2013). Ayrica
otofajinin ile bu hastaliklara neden olan toksik metabolitlerin ve birikmis mutant proteinlerin
yikilarak  noronlarin  korunmasma yardimci oldugu belirtilmistir  (Kocatiirk  ve
Goziiacik,2017).

Hedef noroprotektif olan ve sasirtict derecede aktif hiicreleri erken 6liimden kurtarmak igin
kullanilabilecek koruyucu tedavi yollar1 bulmaktir. Su anda yapilan bir¢ok ¢aligma insanlara
benzer sekilde yasla biligsel gerileme gosteren hayvan modellerinde noroprotektif ajanlarin

arastirilmasina yoneliktir (Gitler ve ark, 2017).



2.2. YASLANMA

Gelismis sanayi toplumlar1 ve gelismekte olan iilkelerin yasam standartlari arttik¢a ortalama
yasam siiresinde de 6nemli artiglar olmustur. Ancak ortalama yasam siiresinin artmasi ile yeni
sorunlar ortaya ¢ikmistir (Kara ve Miidiiroglu, 2008).

Harman 1981 yilinda yaslanmayi, ilerleyen yasa eslik eden hastalik ve 6liime karsi siirekli
artan duyarlilik ile iligkili veya sorumlu olan degisikliklerin zamanla kademeli olarak biriktigi
fizyolojik degisim olarak nitelendirmistir (Harman,1981). Giiniimiizde ise genetik alt yapi ile
kontrol edilen yaslanma, organizmada c¢evresel faktorlerin etkisiyle ortaya c¢ikan islevsel,
yapisal ve psikolojik degismelerin toplami olarak nitelendirilmektedir (Oksiizokyar ve ark,
2016).

Genglik doneminden itibaren yas aldik¢a artan mortalite orani, yas aldikca meydana gelen
biyokimyasal ve fizyolojik degisikler, hastaliklara karsi artan hassasiyet, azalan direng
yaslanmanin belirgin 6zellikleridir (Nalbant,2006).Insanlarda bu degisiklikler yasam tarzi,

cevre ve genetik ile baglantili olarak farkli oranlarda gergeklesir (Lamster ve ark, 2016).

Bununla birlikte, zamanla meydana gelen biyolojik degisiklikler ile yaslanma arasindaki
nedensel iligki tam olarak anlagilmamistir. Cok sayida yaslanma teorisi Onerilmistir, ancak
bunlarin higbiri yaslanmanin tiim yonlerini net bir bigimde agiklamamaktadir (Maynard ve
ark, 2015).Bu siiregler birbirini diglayan degil, karmagik yollarla birbirini etkileyen ve

DNA’da hasar birikimine neden olan siire¢lerdir.

Yaslanma teorileri i¢in ¢esitli siniflandirmalar yapilmistir. Yaslanma siirecini agiklamak i¢in
geleneksel yaslanma ve modern biyolojik yaslanma teorileri olmak iizere bir¢ok teori one
siriilmiistir ve cesitli smiflandirmalar yapilmistir (Jin, 2010; Nalbant, 2006). Ancak
hicbirinin tam olarak tatmin edici olmadigi goriilmektedir. Geleneksel yaslanma teorileri
yaglanmanin bir adaptasyon olmadigini ya da genetik olarak programlanmis oldugunu
savunuyor.insanlarda yaslanmanin modern biyolojik teorileri iki ana kategoriye ayrilir:
programlanmis ve hasar/hata teorileri. Programlanmis teoriler, yaslanmanin biyolojik bir
zaman ¢izelgesini takip ettigini ima eder. Bu teori diizenleme, bakim, onarim ve savunmadan

sorumlu sistemleri etkileyen gen ekspresyonundaki degisikliklere bagli olacaktir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Harman%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6947277

Hasar veya hata teorileri, yaslanmanin nedeni olarak cesitli seviyelerde kiimiilatif hasara
neden olan canli organizmalari1 ve ¢esitli cevresel etkenlere maruz kalma sonucu olusan hasari

vurgular (Jin, 2010).

En ¢ok bilinen siiflandirma ise stochastik (dis etken) ve gelisimsel-kalitsal (i¢ etken) etkenler
olarak 2 ana baslik altinda yaslanmay1 agiklamayi hedeflemistir (Nalbant, 2006). Stochastik
etkenler, molekiillerde rastgele meydana gelen hatalarin zamanla birikerek yasliligin
gelisimine neden oldugunu disliniliir. Gelisimsel-kalitsal etkenler ise kalitsal olarak
programlanmis mekanizmalarin yasam siireci boyunca yasliligin gelisimine neden oldugunu

diistintliir (Nalbant,2006).

Tablo 2.1. Yaslanmanin stochastik ve gelisimsel- kalitsal siniflandirilmasi

Stochastik etkenler Gelisimsel-kalitsal etkenler
Somatik Mutasyon ve DNA tamir Teorileri Uzun yasam (Longevity) genleri
Oliimciil Hata Teorisi (Error- Catastrophe) Ivmelenmis yaslilik Sendromlari
Proteinlerin Degisiklige Ugramasi Teorisi Noroendokrin Teori

Serbest radikal (Oksidatif Stres)/Mitokondriyal | Immunolojik Teori
DNA Teorisi

Hiicresel Yaglilik (Senescence) Teorisi

Hiicre Olimi Teorisi

Yaslanmanin altinda yatan temel kimyasal islem ilk olarak 1954'te serbest radikal yaglanma
teorisi (FRTA) ile ortaya atilmistir; bu teoride normalde organizmalarda iiretilen aktif serbest
radikallerin hiicresel bilesenlerle reaksiyonu, yaslanma ile ilgili degisiklikleri baslatir

(Harman, 2006).




Memelilerde yaslanmaya, ilerleyici doku ve organ atrofisi, DNA, RNA, proteinler ve
lipidlerde hasar birikimi eslik eder. Birkag¢ erken yaglanma sendromunun ortaya ¢ikmasinda,
DNA onarim mekanizmasinda meydana gelen hatalarin 6énemli rolii olduguna dair belirgin

kanitlar vardir.

DNA hasar1 birikimi, postmitotik beyin dokusundaki diisitk DNA onarim kapasitesi nedeniyle
ozellikle merkezi sinir sisteminde yaygin olabilir (Maynard ve ark, 2015).

Niikleer DNA hasar1 birikiminin yani sira mitokondriyal DNA hasar1 birikiminin de yaslanma
ile iliskili fenotipler arasinda nedensel baglant1 olduguna dair ¢ok miktarda kanit vardir. DNA
hasar1 ve DNA onariminin ndrodejenerasyon gibi yaslanma ve yasa bagli hastaliklarla olan
iligkisinin mekanik temelini anlamak, yasa bagl hastaliklar1 kontrol altina alma ve saglikli bir

yasam siiresini tegvik etme konusunda fikir verecektir (Maynard ve ark, 2015).

Uzun Omiirlii mutant hayvanlarin tanimlanmasi ve incelenmesi, organizmalarin Omriinii
sinirlayan mekanizmalar hakkinda degerli bilgiler saglamistir. SIR2 genindeki bulgular,
yaslanma oraninin belirli sartlar altinda diizenlenebilecegini gdstermektedir. Gergekten de,
SIR2' nin artmig ekspresyonu, kitlik kosullari altinda hayatta kalmay1 tesvik eden biyolojik
islemlere etki ederek omriinii uzatir (Hekimi ve Guarente,2003).

Bazi Caenorhabditis elegans mutant suslarinda yapilan ¢alismalar, 6zellikle age-1,daf-2, daf-
23, clk-1 ve isp-1 mutant gen caligsmalari, mitokondri ve diger yerlerdeki reaktif oksijen
tiirlerinin bu organizmanin yasam siiresinin ana belirleyicisi oldugunu diisiindiirmektedir
(Hekimi ve Guarente, 2003).

Cesitli memeli tiirlerinin yasam siiresi ile onlardan tiireyen hiicrelerin DNA onarim kapasitesi
arasinda bir korelasyon gozlendi. Yasl hiicreler, 6zellikle mitokondriyal genomda olusan
mutasyonlarda gozlenen artistan sorumlu olan muhtemel olan oksidatif DNA hasarin
biriktirir. Mitokondriyal genomda oksidatif DNA hasarinin ve mutasyonlarin birikmesinin
mitokondriyal fonksiyon bozukluguna ve reaktifin kronik iiretimine yol agtigini ileri siiren
mitokondriyal yaslanma teorisinin temelini olusturdu (Szczesny, 2003).

Yaslanma sirasinda hem hayvan modellerinde hemde insanlarda ilerleyici mitokondriyal
disfonksiyon ve mitokondriyal genomda mutasyonlarin birikimi hakkinda gii¢li kanitlar
vardir (Szczesny, 2003; Sun ve ark, 2017). Ancak mitokondriyal mutasyonlarin seviyeleri ve

cinsleri dokular arasinda, hatta ayni1 dokuda bile farklilik gostermektedir (Sun ve ark, 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sun%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26942670
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sun%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26942670

Bazi bilim adamlar1 artan mitokondriyal mutasyon seviyelerinin yaglanmaya ve yasa bagh
hastaliklara katkida bulundugunu iddia ederken, digerleri bu mutasyonlarin yaslanma siirecine

katkida bulunacak kadar 6nemli bir seviyeye ulasip ulasmadigini sorguladilar.

Mitokondriyal DNA hiicre basima yiiz binlerce kopyada bulundugundan, mutant
mitokondriyal DNA'nin tespiti kendi basina islev bozuklugu anlamina gelmez, ¢iinkii 6nemli
bir fenotip degisimi icin genellikle mutasyon yliikiinlin bir esik degerini agmasi gerektigine
inanilir (belki de belirli bir doku ic¢indeki tiim mitokondrinin% 60'm1 asmasi gerektigine
inanilir) (Sun ve ark, 2017).

Yaslanma siirecinde 6nemli bir rol oynayan ROS'un neden oldugu en 6nemli baz hasari
oldugu iddia edilen 8-oksoG’nin mitokondrial DNA’da arttigi belirtilmistir. OGG1 (8-
oksoguanin DNA glikozilaz 1) 8-0x0G igin ana onarim enzimi olarak gorev yapar (Copeland,
2010). Oggl enzimi eksik fareler (Oggl -/-) ve normal farelerde yapilan mutasyon ¢alismalari
gosterdi ki 8-oxoG miktar1 oksidatif stres ile artis gostermektedir. Kontrol farelere kiyasla,
Oggl enzimi eksik (Oggl - / -) farelerin karaciger niikleer DNA'sinda 8-0ksoG seviyesinde
20 katlik bir artis gozlendi. Oggl - / - farelerinin karaciger mitokondriyal DNA's1, kontrol fare
DNA'sindan 30 kat daha fazla 8-oksoG igerdigi belirlenmistir. Bununla birlikte, kronik
oksidatif stres altinda 8-oksoG miktarinin 70 kat arttigt gozlemlenmistir. Boylece
mitokondrinin yaslanma siirecinde yer alan baslica kronik oksidatif stres kaynagi oldugu
soylenebilir (Szczesny, 2003).

Ayrica yapilan bir ¢alisma, yas ile mitokondriyal (ve niikleer) genomda 8-0x0G seviyesinde
gozlenen artigin, yashi hiicrelerin tamir kapasitesinin azalmasindan kaynaklandiginm
gostermektedir. Bu sonuglar, DNA onarimi ve muhtemelen baska fonksiyonlar i¢in gerekli
olan proteinlerin mitokondriyal ithalatinda yasa bagli bir diigiis oldugunu gostermektedir
(Szczesny, 2003).

Kuro-o’nun farelerde yaptig1 calismada , klotho gen bdlgesine gen transferi ile yeni bir DNA
parcasi aktarilarak, tek gecisli membran proteinl’i kodlayan Klotho geni bozuldu ve gen
ifadesi azaldi. Klotho gen ekspresyonundaki azalig, insan yaglanmasina benzeyen bir
sendromla sonuglandi ve tiim yaslanma fenotipleri tek bir farede goriindii (Kuro-o, 2001).
Muhtemelen, memeli yaglanmasinda mtDNA mutasyonlar1 i¢in potansiyel bir nedensel rol
icin en gicli kamt, mtDNA polimeraz POLG'nin mutasyona ugramis (D257A)
"mitokondriyal mutant fareleri" analiz edildiginde niikleer olarak kodlanmis tek mtDNA
polimeraz’in 257 aminoasit pozisyonundaki mutasyon, normal polimeraz aktivitesini koruyan

ancak yeniden okuma aktivitesini bozan bir enzim iiretilmesine neden olur.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sun%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26942670
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Copeland%20WC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20012584

Bu yeniden okuma eksikligi bulunan POLG'nin bir veya iki kopyasini igeren fareler, 6nemli
diizeyde mitokondriyal mutasyon seviyesi biriktirir ve farelerde homozigot vuruntu
hizlandirilmis yaglanma fenotipi sergiler (Sun ve ark, 2017).

MtDNA'ya bakilmaksizin, insanlarda mitokondriyal fonksiyon ile yaslanma arasindaki
baglanti, belki de en iyi sekilde iskelet kasi analiz edilerek incelenmistir. Tiim ¢alismalar tam
bir uyum ic¢inde olmamakla birlikte, raporlarin ¢ogu yaslanmaya genel olarak mitokondriyal
enzimlerin (6rnegin sitrat sentaz) aktivitesinde (6rnegin, substrat bagimli oksijen tiiketimi) bir
diisiisiin eslik ettigini belirlenmistir. Cogu ¢alisma ayni1 zamanda yaslanmanin hem kitle hem
de aktivite (6rnegin kuvvet) acgisindan hizlandirilmis bir kas kaybi oranina eslik ettigini

gostermistir (Sun ve ark, 2017).

Tim bu caligmalar g6z Oniinde bulunduruldugunda, yaslanma siirecinde noérodegeneratif
hastaliklardan yasam bi¢imi ve cevre sartlarinin iyilestirilmesinin yani sira multidisipliner
antiaging arastirmalar sonucu kesfedilecek protein yada ilaglarla korunma saglanacagi

diistiniilmektedir (Kara ve Midiiroglu, 2008).

2.3. DNA HASARI

DNA bazi bakteri ve viriisler disinda tiim canli hiicrelerde genetik bilginin temel tasiyicisidir
(Sancar ve ark, 2004). DNA'nin birincil yapist siirekli olarak replikasyon sirasinda olusan
kopyalama hatalarinin yani sira hiicresel metabolizmanin yan {riinii olarak meydana gelen
gelen reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri, lipid peroksidasyon iiriinleri, alkilasyon ajanlari,
reaktif karbonil tiirleri (endojen) ve UV 15181, iyonize radyasyon, agir metaller, tiitiin ve
tiirevleri, kemoterapétik ilaglar veya cesitli Kimyasal maddeler gibi (eksojen) DNA'ya zarar
veren maddeler tarafindan degisime maruz kalir (Sancar ve ark, 2004; Wiesmiiller ve ark,
2002; Kurtoglu ve Tekedereli, 2015; Negritto, 2010). Bu degisiklikler basit baz
degisikliklerine neden olabilir veya delesyon, insersiyon, yer degistirme gibi daha karmasik
degisikliklere neden olabilir (Sancar ve ark, 2004). Olusan DNA yapisindaki degisiklikler
genel olarak genetik bilgilerin korunmasinda ve aktarilmasindaki temel rolii ile bagdasmaz

(Wiesmiiller ve ark, 2002).

Bu tiir degisiklikler DNA’da hasara neden olarak, tek hiicreli organizmalarda 6liime veya
dejeneratif degisikliklere, ¢ok hiicreli organizmalarda ise bu degisikliklerin birikimi ¢esitli

hastaliklara ve yaslanmaya katkida bulunur (Wiesmiiller ve ark, 2002).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sun%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26942670
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sun%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26942670
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DNA hasar1 genellikle normal hiicresel siireglerin bir sonucu olarak ortaya cikar (Negritto,
2010). Spontan bozulma, replikasyon hatalar1 ve hiicresel metabolizma sonucu her giin bir
memeli genomunda ortalama 105 DNA hasart meydana geldigi tahmin edilmektedir
(lyama ve Wilson, 2013).

Genomik biitiinliigiin korunmasi icin hiicre, ¢ok sayida, fonksiyonel olarak gesitli proteinleri
iceren ¢cok katmanli bir sinyal yolu olan bir DNA hasar yaniti (DDR) yolu gelistirmistir.
Sensorler DNA lezyonlarini algilar, donistiiriicliler DDR sinyalini iletir ve efektorler DNA’da
meydana gelen hasarin yogunluguna ve tipine bagl olarak; hiicre dongiisiiniin durdurulmasi,
gen ifadesinin degismesi, DNA tamirinin uyarilmasi ve programli hiicre 6liimii gibi uygun
yanit1 baglatir (Ray ve Fry, 2015; Sancar ve ark, 2004; Kurtoglu ve Tekedereli; 2015). Bu

islemlerin hizli ve verimli olmasi hiicre canliligi i¢in esastir (Ray ve Fry, 2015).

Damage sensors

e

Sekil 2.1. DNA hasar yogunluguna ve tipine gore olusturulan hiicre yanit1 (Sancar ve ark,
2004)



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iyama%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23684800
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wilson%20DM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23684800
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DNA hasar1 birikimi 6zellikle kanser, norodejenerasyon, immiin yetmezlik gibi hastaliklarda
onemli bir patojenik siire¢ olan genomik kararsizliga yol acar ya da erken yaglanmaya neden

olur (Ray ve Fry, 2015; Kurtoglu ve Tekedereli, 2015).

2.4. DNA ONARIMI

Hiicreler DNA hasarinin zararl etkilerinden korunmak, genomik biitiinliigli korumak
amaciyla ¢esitli DNA onarim mekanizmalarina sahiplerdir (Kurtoglu ve Tekedereli, 2015;

Biitiiner ve Kantarci, 2006).

DNA onariminin bu mekanizmalar1 iki genel sinifa ayrilabilir: (1) DNA hasarindan sorumlu
kimyasal reaksiyonun dogrudan geri cevrilmesi ve (2) hasarli bazlarin uzaklastirilmas: ve
ardindan yeni sentezlenmis DNA ile degistirilmeleri. DNA onarimi basarisiz oldugunda,
hiicrelerin hasarla basa ¢ikmasini saglamak i¢in ek mekanizmalar gelistirilmistir (The Cell: A

Molecular Approach. 2nd edition).

2.4.1. DNA Onarim Mekanizmalar:

T
4—'—»

. ( .
* FOTOREAKTIVASYON ¢ KESIP-CIKARMA ONARIMI

* MGMT iLE ONARIM e YANLIS ESLESME ONARIMI

e REKOMBINASYONEL ONARIM

~

#
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2.4.1.1. Dogrudan Onarum
2.4.1.1.1. Fotoreaktivasyon ile Onarim

Foto-aktiflestirme muhtemelen su anda bilinen en basit DNA onarim mekanizmasidir. UV
1s1masiyla DNA' ya verilen pirimidin dimerleri , enerji kaynagi olarak 310-500 nm araliginda
151k kullanilarak tek bir fotoaktive edici enzimin etkisiyle onarilabilir (Cleaver, 1974).
Genellikle DNA fotoliyaz aktiflestirici enzim olarak kullanilir. Foto-aktiflestirmede, UV 15181
ile olusturulan siklobutan pirimidin dimerleri, daha uzun bir dalga boyuna sahip 1sikla ve aktif
bolgedeki FADH2 ile uyarilan foton elektron transferi ile fotoliyaz enzimi ile ters ¢evrilir ve
uzaklastirihr (Lacks, 2001). Thtiyag duyulan kesin dalga boyu, fotoaktive edici enzimin
kromoforuna veya 15181 emen bilesenine baglidir. Fotoreaktivasyon onarim sistemi evrensel
bir onarim sistemi olarak goriilmemektedir. Ciinkii bakterilerde, mantarlarda, bitkilerde ve
cogu omurgalida bu sistem bulunurken, insan dahil pek ¢ok 6karyotik tiirde bulunmaz (Sancar

ve ark, 2004; Negritto, 2010).
2.4.1.1.2. O6-Metilguanin-DNA-Metiltransferaz (MGMT) ile Onarim

Dogrudan onarimin bir bagka sekli, alkilleyici ajanlar ve DNA arasindaki reaksiyondan
kaynaklanan hasar ile ilgilidir. Alkile edici ajanlar, metil veya etil gruplarin1 bir DNA bazina
aktarabilen ve boylece bazi kimyasal olarak degistirebilen reaktif bilesiklerdir (Friedberg,
2001). Ozellikle énemli bir hasar tipi, guaninin O6 pozisyonunun metilasyonudur, ¢iinkii iiriin
O6-metilguanin, sitozin yerine timin ile tamamlayict baz ciftleri olusturur (The Cell: A
Molecular Approach). Alkilleyici ajanlar varliginda meydana gelen O-6-metilguanin
mutajeniktir (Mehmet Ekim, 2010). O6-Metilguanin-DNA Metiltransferaz  (MGMT),
DNA’daki yanlis eklenen metil grubunu 06-meGua'dan, geri doniisii olmayan bir reaksiyonla
enzimdeki bir sistein kalimtisina transfer ederek DNA'y1 alkilasyon hasarina karsi koruyan bir
intihar enzimidir (Christmann ve ark, 2011; Sancar, 1995). Intihar enzimi olarak
adlandirilmasinin nedeni geri doniisiimsiiz olarak baskilanip islevsiz hale gelmesidir (Onur ve
ark, 2009). Laboratuvarda bu onarim, MNNG gibi sentetik alkilleyici ajanlarla hiicrelerin
islenmesiyle indiiklenir (Sancar, 1995). Potansiyel olarak mutajenik kimyasal modifikasyon
bu sekilde uzaklastirilir ve orijinal guanin geri yiiklenir. Bu dogrudan onarim reaksiyonunu
katalize eden enzimler, insanlar dahil hem prokaryotlarda hem de 6karyotlarda yaygindir (The

Cell: A Molecular Approach).
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2.4.1.2. Dolayli Onarim
2.4.1.2.1. Kesip Cikarma Onarimi

Dogrudan onarim, belirli tipte DNA hasarlariyla bag etmenin etkili bir yolu olmasina ragmen,
eksizyon onarimi, DNA'da ¢ok cesitli kimyasal degisiklikleri onarmak i¢in daha genel bir
aractir. Eksizyon onarimu tipleri, hem prokaryotik hem de dkaryotik hiicrelerde en dnemli
DNA onarim mekanizmalaridir. Eksizyon onariminda, hasarli DNA serbest bazlar veya
niikleotitler olarak tanmir ve ¢ikarilir. Elde edilen bosluk daha sonra, hasarsiz tamamlayici
iplik¢ik, bir sablon olarak kullanarak, yeni bir DNA iplik¢ikinin sentezi ile doldurulur
(Krokan ve Bjoras, 2013).

Baz eksizyon onarimi (BER), DNA sarmalinin yapisin1 6nemli 6l¢iide bozmayan kiigiik baz
lezyonlarm1 diizeltir. Bu tiir bir hasar genel olarak, deaminasyon, oksidasyon veya
metilasyondan kaynaklanir ve spontan olarak meydana gelen DNA mutasyonlarinin

sonucudur (The Cell: A Molecular Approach).

Deoksiriboz ile hasarli DNA bazi arasindaki bagi kesen enzimler simdi DNA glikosilazlar
olarak adlandirilmaktadir. Toplu olarak bu enzimler, her biri ortiisen 6zelliklere sahip bir veya
birkag DNA glikosilaz tarafindan taninan cok sayida baz lezyonun baz eksizyon onarimini
baglatir. DNA glikosilazlar genel olarak evrimde iyi korunur. BER yolu, lezyonun tiiriine
bagli olarak, en az 11 farkli DNA glikosilazindan biri tarafindan baslatilir (The Cell: A
Molecular Approach).

Niikleotid eksizyon onarim (NER) mekanizmasi genel olarak; Hasarin taninmasi, protein
kompleksinin hasari igeren 24-32 niikleotidlik bolgeye baglanip ¢ift yonlii kesim yapmasi ve
kesilen parganin [eksizyon]uzaklastirilmasi, kesilen parcanin yerinin DNA polimeraz enzimi
tarafindan hatasiz bir sekilde doldurulmasi ve DNA c¢ift zincirinin biitiinliigiiniin saglanmasi
icin sentezlenen oligoniikleotidin DNA ile ligasyonu basamaklari sirasiyla gerceklesmektedir

(Kulaksiz ve Sancar, 2007; Kog, 2010).

Memeli NER mekanizmas: olduk¢a komplekstir ve kseroderma pigmentozum grup A
[XPA]proteini, replikasyon proteini A [RPA], kseroderma pigmentozum grup C
[XPC]proteini, transkripsiyon faktorii IIH [TFIIH], kseroderma pigmentozum grup G proteini
[XPG] gibi farkli fonsiyonlara sahip 30’dan fazla protein gorev almaktadir (Kulaksiz ve
Sancar, 2007; Sancar, 2016; Kog, 2010).
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2.4.1.2.2. Hatali Eslesme Onarimi (MMR)

Yanlis eslesme onarimi (MMR) DNA replikasyonu esnasinda meydana gelen ve ¢ift sarmalda
normal bazlarin hatali eslesmesi seklindeki hatalar1 diizeltir. Ozel bir metilaz tarafindan
E.Coli DNA’sindaki 5° (GATC) dizisindeki adenin niikleotidleri metillenir (Hsieh ve
Yamane, 2008). Replikasyon sonrasinda yeni sentezlenen zincirdeki adenin niikleotidlerinin
metillenmesi i¢in gerekli birka¢ dakikalik siirede mutS olarak adlandirilan bir protein zincir
iizerinde tarama yaparak hatali eslesen bazlari1 bulur ve bir protein kompleksi tarafindan
hatali bazlarin oldugu DNA pargas1 kesilerek uzaklastirillir (Hsieh ve Yamane, 2008;
MARINUS, 2012). E.Coli MMR onarim mekanizmasinda goérev alan mutS, mutH,
ekzoniikleaz I gibi cok sayida protenin okaryot homologlart vardir ve MMR ile DNA

stabilitesinin korunmasini saglarlar (Li, 2007; Reiss, 2003).

2.4.1.2.3. Rekombinasyonel Onarim

DNA gift zincir kiriklar1 (DSBs), DNA hasarinin en ciddi, toksik, onarimi zor formlaridir.
(Kelley, 2016). Onarilmazlarsa kromozomlar kirilarak genetik bilgi kaybina neden olur ve
hiicre 6liimii ile sonuglanabilir (Schwertman, 2016). Dogru sekilde onarilmazsa, DSB'ler
mutasyonlara, silmelere, yer degistirmelere ve genom amplifikasyonlarina yol agabilir
(Kelley, 2016). DSB her ne kadar iyinize radyasyon gibi ekzojen ajanlarin etkisiyle tesadiifi
olarak olusup patolojik olsa da, bu tiir kopmalar , tomurcuklanan mayada mayotik
rekombinasyon ve ciftlesme gibi onemli fizyolojik siireglerde, T lenfosit reseptoriiniin
yeniden diizenlenmesi ve lenfosit olgunlasmasi sirasinda sirasinda V (D) J rekombinasyonu

ile de ortaya ¢ikar (Schwertman, 2016; Biitiiner ve Kantarci, 2006).

Okaryotik hiicreler ¢ift zincir kiriklarinm tamiri icin homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ)
ve homolog rekombinasyon onarimi (HRR) mekanizmasimu kullanir (Jasin ve Rothstein,
2013). Bu mekanizmalardan hangisinin kullanilacagi devam eden hiicre dongiisii asamasina,
gereken onarimlarin karmasikligina ve hasarli DNA uglarinin yeniden birlestirilmesinin kolay
(kor) veya zor (dirty) olmasina baglhdir (Kelley, 2016). NHEJ herhangi bir hiicre dongiisii
asamasinda calisabilir, ancak en ¢cok GO ve G1'de (DNA replikasyonu 6ncesi) etkindir, oysa
HRR aktivitesi S ve G2 fazlar sirasinda (replikasyondan sonra) gerceklesir (Kelley, 2016).
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NHEJ daha hizlidir, DSB'lerde daha sik kullanilir ve HRR'den daha basittir; Ancak NHEJ
daha fazla hataya agiktir. HRR'nin daha uzun, daha titiz kardes kromatit sablon temelli
etkinligi, en yiiksek kalitede onarim yapilmasini saglar (Schwertman, 2016).

Kul0-Eush
— f
L Rt

HHE) Homologous
recombination

A end Ligation

Sekil 2.2. NHEJ ve Homolog rekombinasyon onarim mekanizmasi (Schwertman ve ark,
2016)
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2.5. MAPK (Mitojenle Aktiflesen Protein Kinaz)

Mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) kaskadlari, ¢esitli hiicre dis1 uyaranlara cevap
veren ve biiylime, ¢ogalma, farklilagma, hareketlilik, stres yaniti, hayatta kalma ve apoptoz da
dahil olmak iizere ¢ok sayida temel hiicresel islemi kontrol eden evrimsel korunan hiicre ici
sinyal iletim yollaridir (Plotnikov ve ark, 2011).

Mitojenle aktive olan protein kinazlar (MAPK) biiyiime faktorleriyle ve diger sinyalleme
molekiilleriyle aktiflesen ve ¢ekirdege transloke olan, cesitli hiicresel faaliyetlerin hiicre ici
sinyal iletimine aracilik eden serin-treonin protein kinazlardir (Eun Kyung Kim ve Eui-Ju
Choi, 2010; Turanligil ve Uyanikgil, 2010). Insan genomunda 14 MAPK geni oldugu
bilinmektedir (Kiigiikkaya ve Afrasyap, 2012). Memeli MAPK ailesi, hiicre dis1 sinyal
diizenleyici kinazlar (ERK), c-Jun NH2-terminal kinazlar (JNK; ayrica stresle aktive olan
protein kinaz veya SAPK olarak da bilinir) ve p38 ailesini kapsar. Bu enzimlerin her birinin
birka¢ izoformu vardir: ERK (1/ 2/ 4), p38 (-a, -B, -y ve —6) ve JNK (1/ 2/ 3) (Eun Kyung
Kim ve Eui-Ju Choi, 2010; Darling ve Cook, 2014).

MAPK ailesi ii¢ katmanli kinaz sinyallesme kaskadlar1 vasitasiyla aktive edilir. Aktivasyon
dongiilerinde ¢ift treonin / tirozin motifi ile tamimlanir, bunlarin aktivasyonu icin
fosforilasyonu gereklidir: ERK1 / 2 (Thr-Glu-Tyr), JNK (Thr-Pro-Tyr) ve p38 (Thr-Gly-Tyr)
(Darling ve Cook, 2014).
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Sekil 2.3. MAPK sinyal yolagi uyaranlar1 ve sinyal mekanizmasi (Kiigiikkaya ve Afrasyap,
2012)

Hiicre dis1 uyaranlarla aktiflesen MAPK’lar ¢ekirdege giderek c¢esitli transkripsiyon
faktorlerinin DNA’ya baglanmasini uyarir (Turanligil ve Uyanikgil, 2010).

MAPK sinyallemesinin biyolojik sonuglari, MAPK'nin subseliiler lokalizasyonu, digerlerinin
sagladigt MAPK aktivasyonunun ve kombinasyon sinyallesme girislerinin biyiikligi ve
stiresi dahil olmak {izere ¢esitli faktorlere baglhidir (Darling ve Cook, 2014).

MAPK basamaklar1 ¢esitli uyarilmig hiicresel islemleri diizenleyen merkezi sinyal
yolaklaridir. Bu nedenle, bu kaskadlarin diizensizligi veya yanlis isleyisi, kanser, diyabet,
otoimmiin hastaliklar ve gelisimsel anormallikler gibi hastaliklarin indiiksiyonunda ve
ilerlemesinde rol oynar (Plotnikov ve ark, 2010).

Bu fizyolojik ve patolojik fonksiyonlarin bir¢oguna cesitli diizenleyici genlerin MAPK-
bagimli transkripsiyonu aracilik eder. Transkripsiyonu ve sonugta ortaya ¢ikan fonksiyonlari
indiiklemek icin, kaskadlar aracilifiyla iletilen sinyallerin, transkripsiyon faktorlerinin ve
kromatin remodeling enzimlerinin aktivitesini modiile edebilmeleri i¢in ¢ekirdege girmesi

gerekir (Plotnikov ve ark,2010).
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Sekil 2.4. MAPK sinyal kaskadi araciligiyla modiile edilen ¢esitli transkripsiyon faktorleri

Her basamak, ii¢ ¢ekirdek kinazdan olusur (MAP3K, MAPKK ve MAPK). Kaskadlarin her

birinde sinyal, sirali fosforilasyon ve sirali kinazlarin aktivasyonlar ile yayilir ve sonunda

hedef diizenleyici proteinlerin MAPK ve MAPKAPK bilesenleri tarafindan fosforilasyonuna

yol agar(Alexander ve ark,2010).

MAPK kaskadlarinin bilesenleri ile sekans benzerliklerini paylasan diger kinazlar da

tanimlanmistir (6rn. ERK3 / 4 ve ERK7 / 8). Bununla birlikte, bu kinazlarin farkli aktivasyon

modu, ger¢cek MAPK basamaklarinin bilesenleri olmadiklarini gostermektedir (Alexander ve

ark, 2010).
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Raf ve MEK (MAP kinaz veya ERK kinaz) protein kinazi tarafindan ERK aktivasyonu
gerceklestirilir. Bliyliime faktorii yada stres ile uyarilan reseptor GTP-baglayan ve Raf’la
etkilesen protein Ras’in aktiflesmesini saglar. Aktiflesen Ras MEK’i fosforiller, MEK ise
ERK’y1 serin- treonin kalintilarindan fosforilleyerek aktive eder ve ERK’nin ¢ekirdekteki ve
sitozoldeki transkripsiyon faktorlerini fosforillemesi gergeklesir (Turanligil ve Uyanikgil,
2010). JNK ve p38 MAP aktivasyonunda ise Ras’dan farkli, kiigiik GTP baglayan proteinler
aracilik eder (Turanligil ve Uyanikgil, 2010).

MAPK'lar, katalitik alanin amino ve karboksi terminal loblar1 arasinda kismen
yapilandirilmamis bir segmentte (aktivasyon dongiisli) tirosin ve treonin artiklarinin ikili
fosforilasyonuyla aktive edilir. Treonin kalintisindaki fosforilasyon, aktif bolge katalitik
kalintilarinin  geometrisini gelistirit ve  MAPK'nin yilizeyinde amino terminal bdlgesini
aktivasyon dongiisiine baglayan ve aktif bolge yariginin kapanmasini tesvik eden hidrojen
baglarinin olusmasina yol acar. Tirozin kalintis1 tizerindeki fosforilasyon, yeni hidrojen
baglarinin olugmasina ve substrat-etkilesim bdlgelerinde yapisal bir degisiklik olusmasini
saglar (Hotamisligil ve Davis, 2019).

Biyoinformatik analizler bircok MAPK substrati tanimlamistir. Kimyasal genetik yontemler
ve kiitle spektroskopisi, MAPK substratlarinin spesifik dokularda daha kapsamli bir analizine
olanak saglamistir. Bunlar, birgok biyolojik isleme katilan membran, sitosolik ve niikleer
proteinleri ve 6zellikle ATF2 (JNK1 /2/3 ve p38a /b MAPK ile aktive edilir), Jun (JNKI / 2/3
ile aktive edilir), MEF2C (p38a / b MAPK ve ERKS ile aktive edilir) ve EIk1 (JNK1 / 2/3,
p38a / b MAPK ve ERKI1 / 2 tarafindan aktive edilir) gibi bircok transkripsiyon faktoriinii
icerir. Diger MAPK hedefleri arasinda eEF2K (p38g / d MAPK ile aktive edilir), MK2 / 3
dahil olmak iizere MAPK'lar tarafindan fosforile edilmis ve aktive edilmis protein kinazlar

bulunur (Hotamisligil ve Davis, 2019).

Felg, Epilepsi, Alzheimer, Parkinson, ALS (Amiyotropik Lateral Skleroz) hastaliklar1 ve
cesitli kanserler MAPK sinyal yolagi iletiminde rol olan genlerde meydana gelen

mutasyonlarla iligkilendirilmistir (Turanligil ve Uyanikgil, 2010).



2.5.1. p38 MAPK

2.5.1.1. p38 Geni ve Proteini
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p38 geni, insanlarda 6. Kromozomun p kolu iizerinde (6p21.31) lokalizedir ve 22 eksondan
olusur (NCBI). p38 geni CSBP; EXIP; Mxi2; CSBP1; CSBP2; CSPB1; PRKM14; PRKM15;
SAPK2A ve p38ALPHA olarak farkli isimlerle bilinir ve bircok dokuda eksprese olur

(NCBI).
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Farelerde ( Mus musculus) ise kromozom 17 tizerinde lokalize olmustur, 15 eksondan olusur
ve beyinde dahil olmak iizere ¢ok sayida dokuda ekprese edilir (NCBI). insanlarda ve
farelerde p38 proteini 360 aminoasitten olusur (NCBI) ve molekiil agirligi 38 kDA’ dir
(Ferrer ve ark, 2001).

Sekil 2.3. P38 protein yapisi (Kaieda ve ark, 2019)

2.5.1.2. P38’in izoformlar: ve Lokalizasyonu

P38 MAPK!'lar baslangigta hiperosmolarite ve pro-enflamatuar sitokinler gibi hiicresel
streslere yanit olarak aktiflesmis proteinler olarak tanimlandi (Darling ve Cook, 2014).

P38 MAPK'lar iki alt gruba (p38 o/ B ve p38 y / & izoformlarimi kodlayan) bdliinebilen dort
gen tarafindan kodlanir. p38 MAPK'ler: MAPK14 (p38a'y1r kodlayan), MAPK11 (p38p'yi
kodlayan), MAPK12 (p38y'yi kodlayan) ve MAPKI13 (p38d'yi kodlayan) olarak rapor
edilmistir(Wagner ve Nebreda, 2009).

Bu p38 izoformlar1 yedekli olmayan fonksiyonlar ve kiigiik molekiillii inhibitorlere karsi
farkl1 hassasiyetler gosterir (Cuenda ve Rousseau, 2007).

p38'in homologlari ¢esitli organizmalarda korunmus ve maya (hogl) , solucan (pmk-2), sinek

(p38a, b, ¢) ve kurbaga da (p38) tanimlanmistir. (Zarubin ve Han, 2005).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferrer%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11810404
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p38a ve p38P her yerde agik bir sekilde ifade edilir ve birbiriyle drtiisen fonksiyonlara sahip
olabilecek yakindan iliskili proteinlerdir(\Wagner ve Nebreda, 2009). p38a ¢ogu hiicre tipinde
oldukg¢a bol olmasina ragmen, p38p diisiik seviyelerde ve p38 MAPK sinyallemesine katkisi
acik degildir. ). p38y ve p380, daha sinirli bir doku dagilimi sergiler ve daha yaygin olarak
cksprese edilen aile iiyelerine kiyasla farkli substrat spesifikliklerine sahiptir (Darling ve
Cook, 2014). p38y ve p383’nin Ozel islevlere sahip olmalari muhtemeldir (Wagner ve
Nebreda, 2009)

p38a izoformu hiicre tiplerinin ¢ogunda en bol olamidir. Cesitli fare modelleri, p38a' nin
sitokin iiretimi, enflamatuar tepkiler ve hiicre proliferasyonunu kontrol etmek i¢in 6nemli
oldugunu gostermistir. Transkripsiyon faktorleri ATF2 (gelisim, hiicre biiylimesi ve hayatta
kalma konusunda ¢esitli rollere sahip transkripsiyon faktorii), DDIT3 (DNA hasarina cevap
olarak firetilir) ve tiimor baskilayict p53 dahil olmak tiizere bir dizi dogrudan substrat

tanimlanmistir (Whitmarsh, 2010).

p38 a, ERK2 ile% 50 amino asit 6zdesligine sahiptir ve hiperosmolariteye yanit olarak aktive
edilen tomurcuklanan maya hogl geninin triinii i¢in 6nemli bir homoloji tasir. (Roux ve

Blenis, 2004).

Diger ii¢ p38 grubu liyesi bir siiredir biliniyor olmasina ragmen, aktivasyonlar1 hakkinda ¢ok
az sey bilinmektedir. Her dort p38 grup iiyesinin de benzer aktivasyon profilleri gdsterdigini
gosteren arastirmalara ragmen, kinetikte ve bu izoformlarin aktivasyon seviyesinde

farkliliklar gozlendi (Zarubin ve Han, 2005).

Her ne kadar p38 MAPK topolojik olarak ERK2'ye benzese de, fosforilasyon Dudak (aktif
bolgeye yakin bir diizenleyici halka) p38'de farkli bir katlanma gdsterir. Peptid substrat
baglanma bolgesi ve ATP baglanma bolgesi de ERK2'den farklidir. MAP kinazlar farklh

aktive edici enzimler, substratlar ve inhibitorler i¢in spesifiktir (Wang ve ark, 1997).

P38 izoformlarinin aktivasyonu, aktivasyon dongiilerindeki korunmus bir Thr-Gly-Tyr
motifinin MEK3 / 6 katalizli ¢ift fosforilasyonundan kaynaklanir(Darling ve Cook, 2014).
Aktif olmayan ve aktif (fosforlanmis) p38'in yapilart X-151m1 kristalografisi ile ¢oziilmiistiir.
Fosforile edilmis Thr-Gly-Tyr motifinin ve aktivasyon dongiisiiniin uzunlugunun ERK2 ve
JNK'de farkli oldugu bulundu, bu da muhtemelen p38'in substrat spesifikligine katkida
bulunur. (Roux and Blenis, 2004).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Whitmarsh%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20515460
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p38'in hiicrelerin hem ¢ekirdeginde hem de sitoplazmasinda bulundugu gdésterilmistir, ancak
hiicre uyarimi Tlizerine, p38'in hiicresel yerlesimi iyi anlagilmamistir. Bazi kanitlar,
aktivasyonun ardindan p38'in sitoplazmadan ¢ekirdege yer degistirdigini, ancak diger
verilerin, aktiflestirilmis p38'in uyarilmis hiicrelerin sitoplazmasinda da bulundugunu

gostermektedir. (Roux and Blenis, 2004).

p38 MAPK sinyal yolaklari, UV, 1s1 ve osmotik kosullar gibi g¢evresel degisiklikler,
enflamatuar sitokinler ve biiyiime faktorleri gibi hiicre dis1 uyaranlarin neden oldugu hiicre igi
ve hiicre dis1 streslerle uyarilir (Turanhigil ve Uyanikgil, 2010; Zarubin ve Han, 2005; Park ve
ark, 2014). Bu uyaranlarin ¢oklugu, p38a aktivasyonunun sadece uyaran farkliligina degil,
ayn1 zamanda hiicre tipine de bagli oldugunun belirlenmesi ile daha da karmasik hale gelir.

(Zarubin ve Han, 2005).

2.5.1.3. P38 Sinyal Iletimi

MEK3 ve MEK6 c¢esitli fiziksel ve kimyasal streslere cevap olarak aktif hale gelen bir
MAPKKK bollugu ile aktive edilir. MEK3 ve MEK®6, p38 i¢in ERK1 / 2 veya JNK'y1 aktive

etmedikleri igin yiiksek bir 6zgiilliikk derecesi gosterir (Roux ve Blenis, 2004).

MEK4, p38'e karst bazi MAPKK aktivitesine sahip olan bilinen bir JNK kinazidir; bu,
MEKA4'in, p38 ve JNK yollar i¢in bir entegrasyon bolgesini temsil ettigini gosterir. MEK6,
tiim p38 izoformlarim aktive ederken, MEK3 p38a ve p38p izoformlarim fosforile ettigi i¢in
biraz secicidir. P38 aktivasyonundaki spesifikligin, MEK3 / 6 ve farkli p38 izoformlar
arasinda fonksiyonel komplekslerin olusumu ve aktivasyonun segici olarak taninmasindan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir (Roux ve Blenis, 2004).

Reseptorlerin  aktiflestirilmesi ya da c¢evresel kosullarin neden oldugu stres kosullar
tarafindan uyarilmasi iizerine gelen sinyaller MAP4K'lar ve MAP3K aracilifiyla kiiciik
GTPaz benzeri adaptor proteinlere iletilir. Kaskadin MAP3K seviyesindeki bir veya daha
fazla bilesen tarafindan aktarilmasindan sonra, sinyaller, cogunlukla MKK3 ve MKK6 olan,
ancak bazi durumlarda, MKK4'i de igerebilen, p38 kaskadinin MAPKK bilesenlerinin

fosforilasyonunu ve aktivasyonunu indiikler (Plotnikov ve ark, 2010).
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Bu asamada sinyaller, kaskadin MAPK katmaninda (32-54 kDa) dort izoforma ve birkag
fonksiyonel alternatif eklenmis forma iletilir. Bu bilesenler, aktivasyon dongiilerinde Thr-Gly-
Tyr bolgesi igindeki diizenleyici Thr ve Tyr'nin fosforilasyonu nedeniyle aktive edilir
(Plotnikov ve ark,2010). JNK'dan farkli olarak, p38 kaskadi MAPKAPK katmaninda,
MAPKAPK2-5 , MNK1 / 2 ve MSK1 / 2 dahil olmak iizere birkag bilesene sahiptir. MNK1 /
2 ve MSK1, ERK1 / 2 kaskad1 ile paylasilir ve bu nedenle bu iki MAPK kaskad1 arasinda bir
sinyal entegrasyon noktasidir. Son olarak sinyaller, p38'ler veya MAPKAPK!'lar tarafindan,
kaskad tarafindan indiiklenen ve diizenlenen birgok islemden sorumlu olan hedef molekiilleri

iletir (Plotnikov ve ark, 2010; Hotamisligil ve Davis, 2019).

[lging bir sekilde, p38'lerin aktivasyonuna MAPKK'dan bagimsiz bir sekilde
otofosforilasyonun aracilik etmesi de miimkiindiir. Bu aktivasyon tiirli, ya uyarlayici
proteinler Tabl ile uyarilmis etkilesim, ya da Tyr323'in ZAP-70 ile fosforilasyonu ya da
sirayla gelistirilmis bir katalizor olusturan lipidik fosfatidil inositol analoglar ile etkilesime

girmesi ile uyarilir (Plotnikov ve ark, 2010).

Sekil 2.4. p38 MAPK sinyal yolag: aktivasyonu ve aktiflestirilen ¢esitli substratlar (Cuadrado
ve Nebreda, 2010)
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P38 MAPK’lar oncelikle MAPKK izoformlar1 , MKK3 ve MKK6 tarafindan aktive edilir,
ancak MKK4'lin kiigiik bir katkis1 tespit edilebildi. Tiim p38 MAPK izoformlart MKK3 ve
MKKG6 tarafindan aktive edilse de, p386 MKK3 tarafindan MKK6'dan anlamli bir sekilde
daha giiglii sekilde aktive edilir (Hotamisligil ve Davis, 2019).

MAPK, MAPK aktive edici protein kinazlar (MAPKAPK) olarak adlandirilan diger protein

kinazlar dahil olmak tizere ¢esitli substratlar1 fosforile edebilir (Lindin ve ark, 2013).

Fare ve insan genomlarinda MAPK ile aktiflestirilen protein (MAPKAP) kinazlar (MK'ler),
MK2, MK3 / 3pK ve MK5 / PRAK (p38-diizenlenmis ve aktive edilmis kinaz) tanimlandi.
Bunlar MAPK’larin farkli fonksiyonlara sahip substratlaridir. MAPKAPK ailesi, ribozomal-
S6-kinazlar1 (RSK1-4), MAPK-etkilesimli kinazlart (MNK1 ve 2), mitojen ve stres ile aktive
olan kinazlar1 (MSK1 ve 2), MAPKAPK-2 (MK2) ve MAPKAPK- 3 (MK3) ve MAPKAPK-
5 (MKS5)’i kapsar (Shiryaev ve Moens, 2010).

Genel olarak MK2 ve MK3'liin p38MAPK i¢in iyi niyetli substratlar oldugu kabul edilmekle
birlikte, MK5'in bir p38MAPK substrat1 olarak gercekligi tartismalidir.

MKS5 ve insan homologu PRAK (p38 ile diizenlenmis / aktif protein kinaz) ilk 6nce 1998
yilinda iki bagimsiz grup tarafindan izole edildi (Lindin ve ark, 2013). Molekiil agirligi 54
kDa olan protein kinazin p38 MAPK ile fosforile edilmis ve aktive edilmis oldugunu gosterdi.
MK?2, MK3 ve MK5’in dizi homolojisi yliksek olmasina ragmen farkli substratlara sahiptir.
Bu ii¢ kinaz ayrica goriiniir fonksiyonel benzerlikler de gosterir (Shiryaev ve Moens,
2010). Kodlanmig protein ¢ekirdekte bulunur, ancak fosforilasyon ve aktivasyon {lizerine

sitoplazmaya yer degistirir ( NCBI).

MKS5 genine hicbir analog, omurgasizlarda veya bitkilerde mevcut goriinmemektedir, ancak
omurgalt MKS5 proteini, insan MKS5 ile% 87 ila 99 amino asit kimligini paylagan omurgalilar

icinde yiliksek oranda korunmus bir protein kinazdir (Lindin ve ark, 2013).

MKS5 ve p38 MAPK hiicrelerde fiziksel olarak etkilesime girebilir, ancak MK2'nin baskinlig1
ve MKS5'in p38MAPK i¢in diisiik afinitesi nedeniyle bu tiir kompleksler smirlidir ve bu
nedenle tespit edilmesi zordur. Bununla birlikte, hiicrenin bazi gelisimsel veya fizyolojik
durumlar1 veya ortak hedeflerde (6rnegin, GLUT4) ortak lokalizasyon, bu iki proteinin
etkilesmesine izin verebilir (Shiryaev ve Moens, 2010).
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2.5.1.4. p38 MAPK’nin Hiicresel Siireglerdeki Rolii

ER stresi, hiicre ER homeostazini restore edemediginde apoptoziyi baglatabilen katlanmamis
protein cevabini (UPR) tetikler (Nobuhiro Morishima ve ark, 2011).UPR (unfolded protein
response ) ASK1-MKK4 / 7-JNK sinyalini aktive eder ve bunun i¢in mekanizma bilinmese de
ERKZ1 / 2 aktivasyonunu destekler. Bununla birlikte, MEKK4-MKK3 / 4/6-p38 sinyali ayrica
UPR araciligiyla CHOP ve ATF6’nin p38'e baglh fosforilasyonunu modiile eder (Darling ve
Cook, 2014).

GADD153 olarak da bilinen CCAAT arttirici-baglayici protein homolog proteini (CHOP),
hiicresel ¢ogalma, farklilasma ve ekspresyon ile ilgili islemlerin diizenlenmesinde yer alan
CCAAT / arttiric1 baglayici protein (C / EBP) transkripsiyon faktorleri ailesine aittir (Li ve
ark, 2014).ATF6 (Activating Transcription Factor) ise endoplazmik retikulum (ER) stresi
sirasinda katlanmis protein tepkisi (UPR) i¢in hedef genleri aktive eden bir transkripsiyon
faktoriinii kodlar. Bir ER stres sensorii / dontistiiriictisti olarak iglev goriir ve ER stresine bagli
proteolizin ardindan, ER chaperonlar: sifreleyen genlerin promotdrlerinde bulunan cis etkili
bir ER stres yanit eleman1 (ERSE) vasitasiyla bir niikleer transkripsiyon faktorii olarak islev

goriir (GeneCards Human Database).

ASKI1 c¢esitli hiicre ici streslere cevap olarak p38 MAPK yollarini aktive eden, strese duyarl
bir MAP3K'dir (Watanabe ve ark, 2015). Yapilan ¢alismada ASK1 ekspresyonu olmayan
nakavt fareler, MAPK sinyallesmesinde ciddi kusurlar gdsterir. Oksidatif strese cevap
sirasinda aktive olan MAPK'lar, MAPKKK'lerin TAO grubunun tyelerini fosforilleyerek
aktive eden ATM protein kinazinin DNA hasar tepkisi sirasinda aktive edilmesini saglar.
Daha 6nce ASK1'in JNK ve p38'i aktive ederek oksidatif stres kaynakli hiicre 6liimiine
aracilik ettigini gosterildi Bu mekanizma, stresle aktiflestirilen MAPK sinyallemesinin p38
dal1 igin segici gortinmektedir (Hotamisligil ve Davis, 2019; Watanabe ve ark, 2015).

Mitokondriyal elektron tasima zinciri (ETC) disfonksiyonu tarafindan iiretilen endojen ROS,
onemli bir stres diizenleyici olan p38 MAPK yolunu aktive eder ve bu nedenle stres ile iliskili

yaslanma bozukluklarina 6nemli bir katkida bulunur (Brobey ve ark, 2015).


http://www.jbc.org/search?author1=Nobuhiro+Morishima&sortspec=date&submit=Submit

27

Saccharomyces cerevisiae’da p38 homologu Hogl, dncelikle ozmotik stres ile aktive edilir ve
yiiksek ozmolariteye karsi savasmak ve adapte olmak igin spesifik bir gen ekspresyon
programina aracilik eder. Bu, kismen, Hogl'in aracilik ettigi, ozmotik strese cevap veren

genlerin promotorlerini hedef alan bir dizi transkripsiyon faktoriinii diizenlemektedir

(Whitmarsh, 2010).

Stres yanitindaki rollerinin yani sira p38 immiinolojik etkilerin diizenlenmesinde merkezi bir
rol oynamaktadir. Gergekten de, p38'lerin iltihaplanmanin uyarilmasinda anahtar bir bilesen
olarak hareket ettigi ve su anda otoimmiin hastaliklar, iltihapla ilgili hastaliklar i¢in énemli

terapotik hedefler oldugu diistiniilmektedir (Plotnikov ve ark, 2010).

Caenorhabditis elegans'ta yapilan genetik deneyler, dogustan gelen bagisiklikta p38 i¢in bir
rol olusturmus ve transkripsiyon profillemesi, p38'in patojen-yanit genlerinin yeniden

diizenlenmesi igin gerekli oldugunu géstermistir (Whitmarsh, 2010).

Park ve arkadaslari, HT22 hippocampal néronal hiicre hattinda yapmis oldugu calismada,
glutamatin HT22 hiicrelerinin 6liimii ile iligkili olan ERK' nin kalic1 aktivasyonuna yol
actigini ortaya ¢ikardi.

Sonuglar glutamatin neden oldugu oksidatif toksisitenin, JNK, ERK ve p38 dahil olmak {izere
MAPK'larin fosforilasyonuna yol actigimi ve bunun da kalict néronal hiicre olimii ile
sonuclandigini gosterdi (Park ve ark, 2015).

Diger MAPK basamaklarindan farkli olarak, p38'lerin, dncelikle Ras bagimli ve bagimsiz
transformasyon, istila ve ayrica apoptozu indiikleyerek bir tiimor baskilayici olarak islev
gordiigii gosterilmistir (Plotnikov ve ark, 2010). Bununla birlikte, daha az sayida durumda,
p38'lerin, 6zellikle kansere bagli inflamasyon ya da hiicre dongiisiiniin diizenlenmesindeki

roliinden dolayi kanser ilerlemesini tetikledigi gosterilmistir (Yang ve ark, 2013).

P38'in aktivasyonu hiicre proliferasyonunu tesvik edebilir veya hiicre dongiisiin durmasini
tetikleyebilir (Darling ve Cook, 2014). Biiylime faktorii stimiilasyonunun ardindan p38, siklin
D1 ekspresyonunu ve transkripsiyonel baskilayici retinoblastoma ile iliskili proteinin
fosforilasyonunu indiikleyen gegici aktivasyona ugrar. Rb'nin fosforilasyonu, E2F'den
ayrismasinit ve hiicre ¢ogalmasin1 uyarmadan once S-faz giris geninin transkripsiyonunu

arttirir (Darling ve Cook, 2014).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Whitmarsh%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20515460
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Whitmarsh%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20515460
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Siklin bagimli kinaz (CDK) inhibitorleri p16, p21 veya p27'nin indiiksiyonu yoluyla hiicre
dongiisii durdurulmasini destekler. Hiicre dongiisii diizenlemesine ek olarak, p38 aktivasyonu
transkripsiyonel aktivatdor p53'tin p38'e bagl fosforilasyonu, stabilizasyonunu ve
transkripsiyonel aktivitesini arttirir. Apoptozun indiiklenmesi pro-apoptotik proteinler PUMA
ve NOXA' nin ekspresyonunu igceren p53-hedef genlerin ekspresyonunun artmasindan
kaynaklandigi diistiniilmektedir (Darling ve Cook, 2014).

Yapilan caligmalar p38 aktivitesinin normal immiin ve inflamatuar yanitlar igin kritik
oldugunu gosterir. p38, makrofajlarda, notrofillerde ve T hiicrelerinde sitokinler, kemokinler
ve bakteriyel lipopolisakarit dahil olmak iizere sayisiz hiicre dis1 iltihap aracilar tarafindan

aktive edilir (Huang ve Chi, 2009; Roux ve Blenis, 2004).

p38, kemotaksi, ekzositoz, yapisma ve apoptoz da dahil olmak iizere makrofaj ve nétrofil
fonksiyonel tepkilerine katilir ve ayrica gamma interferon iiretimini diizenleyerek T-hiicre
farklilagmasina ve apoptozisine aracilik eder. P38 ayrica bu proseste yer alan spesifik hiicresel

mRNA'lar1 stabilize ederek immiin yanit1 diizenler (Cuenda ve Rousseau, 2007).

Sonu¢ olarak, p38 MAPK siklikla stresle aktive olan MAPK'ler olarak adlandirilir.
Enflamatuar sitokinlere ve fiziksel / kimyasal ortamda meydana gelen bir¢ok degisime ve
ayrica DNA hasar1 ve redoks dengesizligine yanit verirler (Cuenda ve Rousseau, 2007,

Hotamisligil ve Davis, 2019).

2.5.1.5. P38 Sinyal Yolagu ile Iliski Hastaliklar

In vivo ¢alismalar, stresle aktive olan MAPK'larin felg, epilepsi, alzheimer hastalig1 ve
parkinson hastaligi dahil olmak tizere nérodejeneratif hastaliklarda kritik bir rol oynadigini
gostermistir. Strese aktiflestirilmis MAPK'lar tarafindan diizenlenen hiicre 6liimii de tiimor
gelisimi sirasinda 6nemli bir rol oynayabilir (Cuenda ve Rousseau, 2007; Hotamisligil ve
Davis, 2019).

Ek olarak, p38'lerin kardiyovaskiiler hastaliklarda rol oynadig1 gosterilmistir ve bu aktivitenin
inhibisyonunun kardiyo-koruyucu bir etkisi vardir. Ayrica, ndrodejeneratif hastaliklarin
indiiklenmesi, diyabette ve hatta kanserde de rol oynamistir (Park ve ark, 2015; Cuenda ve
Rousseau, 2007; Yang ve ark, 2013).


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1043466609007674?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1043466609007674?via%3Dihub#!

29

2.6. KLOTHO
2.6.1. Klotho Geni ve Proteini

Kuro-o arkadaslar1 1997 yilinda birka¢ yaslanma fenotipinin baskilanmasinda gorevli yani
yaslanma siirecini yavaglatan bir gen kesfetti ve bu gene “Klotho” ad1 verildi. Klotho, Antik
Yunan Mitolojisindeki ti¢ Kader Tanri¢a’sindan birisi ve yasam ipligini egirmek anlamina
gelir (Boksha ve ark, 2017; Kuro-o ve ark, 1997). Fare, si¢can ve insan klotho proteinini
kodlayan Klotho geni sirasiyla kromozom 5 (5; 5 G3), 12 (12p12) ve 13 ( 13gl13.1)
lokalizedir. Kodlayan gen dizisi bes ekson ve dort introndan olusur (Boksha ve ark, 2017).

Fare ve insan KL genlerinde iiclincli ekzonda bir alternatif mRNA islenmesi ile olusturulan
mRNA'nin translasyonundan {iretilen kisa formlu, salgilanan a-Klotho proteinini kodlar.
Salgilanan a-Klotho, insanlarda ve farelerde sirasiyla 1650 ve 1647 niikleotit mRNA'larindan

cevrilir. Siganlarda ise salgilanan a-Klotho tespit edilmedi (Xu ve Sun, 2015).

Tablo 1.2. Klotho gen lokalizasyonu ve yapisi (Wang ve Sun, 2009)

Fare Rat Insan
Gen Lokasyonu 5q12 12912 13912
Membran Form (ORF) | 3042 bp 3042 bp 3036 bp
Salgilanan Form (ORF) | 1650 bp - 1647 bp
Membran protein | 1014 a.a 1014 a.a 1012 a.a
uzunlugu
Salgilanan protein | 550 a.a - 549 a.a
uzunlugu

Klotho geni insanlar, fareler ve sicanlarda biiyiik oranda korunur. Ozellikle, a-Klotho protein
sekanst insanlar ve fareler arasinda% 98 aymidir. Ayrica Danio rerio (zebra

balig1) ve Caenorhabditis elegans'ta da bulunur (Xu ve Sun, 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kuro-o%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9363890
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Danio rerio KL geni, kromozom 10 iizerinde bulunur ve komsu genler, sirastyla insan ve fare
PDS5B ve STARD13 genlerine homolog olan Fryb ve LOC100534680'dir. C.elegans 'ta ise
C50F7.10 ve E02H9.5 olmak iizere iki olasi ortolog tammlanmustir. Iki gen, farkl

kromozomlar iizerinde bulunur ve % 79 oraninda sekans benzerligi saptandi (Xu ve Sun,

2015).
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Sekil 2.9. Insan, fare ve sicanlarda klotho gen bélgesi (Xu ve Sun, 2015)
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K1 geni, hiicre dis1 alan1 L-glukozidazlarla homoloji tasiyan tek gecisli bir membran proteinini
kodlar (Shiraki-lidaa ve ark, 1998). Promotor bolgesi bir TATA kutusundan yoksundur ve
SP1 i¢in dort potansiyel baglama bolgesi igerir (Shiraki-lidaa ve ark, 1998).

a-Klotho proteini, biri transmembran formunu (sirasiyla insan ve farede sirasiyla 1012 ve
1014 aa, -130 kDa) ve ikincisi kisa ¢6ziilebilir formunu (550 aa, ~70 kDa) kodlayan iki
mRNA tiirii tarafindan kodlanir. mRNA’lardan biri hiicre dis1 alan1 bakteri ve bitkilere ait -
glukuronidaz enzimi ile homoloji tasiyan iki katl i¢ tekrarlardan olusan (KL1 ve KL2 olarak
adlandirilir), 1012 amino asitli tek gegisli bir membran proteinini kodlar (Matsumura ve
ark,1998; Ohyama ve ark,1998; Shiraki-lidaa, 1998; Torbus Paluszcak ve ark, 2018).
Transmembran KL proteini ve transmembran proteinin kesilmesiyle olusan 3 farkli protein
baslangigta 130 kDa tek gegcisli bir transmembran protein lireten aynt mRNA transkriptinin
triiniidiir Transmembran proteinin ADAMI10, ADAMI17 ve ve B-APP kesme enzimi 1
(BACEL) tarafindan proteolitik kesilmeyle olusan “shed form” olarak adlandirilip, hiicre
yilizeyinden serbest birakilan i¢ farkli ¢oziilebilen protein olusur (Paluszcak ve ark, 2018;
Cararo-Lopes ve ark, 2017). Diger mRNA ise "salgilanan" olarak da adlandirilan kisa
cozilebilir form kodlar. Bu salgilanan protein alternatif islenme ile diger proteinlerden ayri
bir mRNA’dan iiretilir. Salgilanan Klotho proteini 62 kDa molekiil agirhigindadir ve 549

amino asitten olusur ( Lim ve ark, 2015).

Bu salgilanan form sadece farelerde ve insanlarda tespit edildi (Xu ve Sun, 2015; Cararo-
Lopes ve ark, 2017). Salgilanan klotho C-terminal bolgesinin  bir kisminda membran
formunun sekansindan farkli , kisa sekans tasir (Wang ve Sun, 2009).

Membran klotho proteini N-terminalinde kisa bir sinyal dizisi, C terminalinde kisa
transmembran kisim ve hiicre i¢i dizi tasir. 1012 aminoasitlik membran klotho proteininin
980 amino asitlik bir kismi hiicre dis1 bolgeyi olustururken, 21 amino asitlik kismi hiicre i¢i

bolgeyi olusturur. (Cararo-Lopes, ve ark, 2017; Kuro-o ve ark, 1997).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lim%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26280509
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Sekil 2.10. Klotho geni mRNA tranksiptleri (Cararo-Lopes ve ark, 2017

2.6.2. Klotho geni ve Yaslanma

Makoto Kuro-o ve arkadaglar1 yaptiklari bir c¢aligma ile klothoyu asir1 eksprese eden
transgenik farelerin diger vahsi tip farelere nispeten %30- 40 daha uzun 6mre sahip oldugunu
ve klotho geni baskilanan farelerin ise ortalama 2 ay 6mre sahip oldugunu yani yabanil tip
fare Omriiniin sadece %5-6’s1 kadar oldugunu belirlemistir. Klotho geni baskilanan transgenik
farelerin vahsi tip olanlara gore ortalama 3-4 hafta erken yaslanmaya basladig1 ve biiyiime
geriligi oldugu bunun da sinyal yolaklarimin inaktive edilmesiyle meydana geldigi

belirtilmistir (Kuro-0 ve ark, 1997).
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Ayrica klotho geni baskilanan transgenik fareler ve Klotho geni asir1 eksprese edilen fareler

bir¢ok parametre baz alinarak karsilastiritlmistir ve Klotho geninin viicutta bir¢ok gorevde rol

aldig1 gosterilmistir. (Wang ve Sun, 2009; Bloch ve ark,2009; Dalton ve ark, 2017).

Tablo 2.2. Klotho geni baskilanan ve asir1 eksprese olan farelerin g¢esitli parametrelerinin

karsilastirilmast

Parametre Klotho geni baskilanan fareler | Klotho geni asir1 eksprese edilen
fare

Viicut agirlig Biiyiime geriligi gosteriyor Normal

Ortalama yasam siiresi

2,5- 3 y1l dmre sahip yabanil
tip fareler i¢in yaklasik 2 ay

Yabanil tip farelerden yaklasik
%20- 30 daha uzun

Maksimal yasam siiresi

100 giinden daha az

936 giinden daha fazla

Instilin

Insiilin salgilamasi azaldi ve

Insiiline duyarli hale geldi

Insiilin ve IGF-1 sinyallemesine

kars1 artan direng gosterdi

Fosfor homeostazisi Hiperfosfatemi yani kandaki | Normal
fosfor oraninda artis
Kalsiyum homeostazisi | Cesitli organlarda ektopik | Normal

kalsifikasyon

Hastaliklar

Hipogonadizm, kisirlik, erken
timik  farklilagsma, ektopik
kalsifikasyon, kemik mineral
yogunlugunda azalma, deri ve
kas atrofisi, ataksi, amfizem,
biligsel  bozukluk, duyma
kaybu, vaskiiler kalsifikasyon ,
vaskiiler endotel hiicrelerde
NO (Nitrik Oksit) sentezinde

azalma

Angiotensin-2 uyarimli  bdbrek

hasarindan  korunma, H202
uyarimli apoptozun
baskilanmasi,  Arteriyoskleroz

icin risk faktorlerinde azalma,

duyma yeteneginde artis



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1568163708000536?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1568163708000536?via%3Dihub#!
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Faredeki klotho gen ekspresyonundaki bir kusur insan yaslanmasina benzer sekilde mutant
farelerde kisa bir omiir ve ndronal dejenerasyon, arterioskleroz, vaskiiler kalsifikasyonlar,
doku kalsifikasyonlari amfizem, gonadal displazi, infertilite, cilt atrofisi, ataksi, hipoglisemi
ve ciddi hiperfosfatemi gibi bir¢ok hastaliga neden oldugu belirlenmistir (Lim ve ark, 2015;
Dalton ve ark, 2017).

Klotho geninin ekspresyonu dokuya o6zgiidiir fakat onemli olan viicut sivilarindaki serbest
Klotho proteini seviyesidir. Bobrek, koroid pleksus ve beyin parankimi dokularinda yiiksek
seviyede ekspresyon gozlenirken , hipofiz, paratiroid bezi, pankreas, lireme organlari, mesane,
bagirsaklar ve kaslarda diger dokulara gore daha az eksprese edildigi gozlemlenmistir
(Boksha ve ark, 2017).

Insanlarda, serumdaki toplam Klotho protein seviyesi yasla birlikte diiserken, kisa dmiirliiliik
ve osteoporoz, koroner arter hastalig1 ve inme gibi yasa bagl hastaliklarin patofizyolojisi ile
iligkili klotho geninde tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) tanimlanmistir (Dalton ve ark,
2017).

Klotho’nun hangi mekanizma ile yaglanmay1 geciktirdigi tam olarak agiklanamamigtir. Nasil
noroprotektif etki gdsteriyor sorusunun cevabi ise hala aranmaktadir. Bu calismada Klotho

proteininin p38 MAPK ifadesi iizerine etkisinin belirlenmesi amaglanmustir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lim%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26280509
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2. GEREC VE YONTEM

Gaziosmanpasa Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) destekli bu projede Marmara
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dog. Dr. Betiil
Karademir’den temin edilen “HT22 Fare Hippocampal Noronal Hiicre Hatt1” kullanilmastir.
Calismanin hiicre kiiltiirii deneylerinde Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Hiicre
Kiiltiirii Laboratuvari, molekiiler deneylerde ise Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Tibbi Biyoloji ve Genetik Laboratuvari ile Elisa Laboratuvari

kullanilmustir.

Calismanin deney siralamast HT22 hiicre serisinin belirli kosullar altinda cogaltilmasi,
Endosiilfan’in hiicre tizerindeki lethal dozunun (LD50) XTT canlilik testi ile belirlenmesi,
DNA’da kirik olusturmak icin c¢ogaltilan hiicreye Endosiilfan uygulanmasi, Klotho’nun
hiicrelere belirli dozlarda uygulanarak XTT testi ile etkili dozun belirlenmesi, daha sonra
Klotho 12,16 saatler ile Endosiilfan’in 12, 16 saat uygulamalarinin yapilmasi ve XTT testi ile
canlilik kontrolii, daha sonra 6rneklerden RNA izolasyonu yapilmasi, cDNA sentezi, Real
Time PCR yapilmasi ve analizi, son olarak hiicre 6rneklerinden protein izole edilerek Western

Blot yontemi ile ekspresyon analizinin yapilmasi olarak gergeklesmistir.

3.1. CALISMADA KULLANILAN ARAC VE GERECLER

Laminar kabin; LABgard Class 2 Biological Safety Cabinet
Otomatik pipet; MotoPet

Serolojik pipet; Costar Stripette 5ml, Lot N0:31815007
50’lik falcon; Lab Solute, Lot No:50CB027

25’lik falcon; SPL, Lot No: 50015

Inverted Mikroskop ; Olympus CKX41, Bin Okiiler

75 cm?’lik flask; SPL

25cm?’lik flask; SPL, Lot No:18B70TM110002

Crovial Tiip; Biologix 18-8204

10. Hiicre kiiltiir plate(12 well); Costar, Lot No:21517016

11. FBS(Fetal Bovine Serum) ; Capricorn, Lot No:CP18-2138
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33.
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37.
38.
39.
40.
41.

42.

43.
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L-Glutamin Soliisyonu ; Capricorn, Lot No:CP17-1725
Penisilin-Streptomisin ; Gibco, Lot N0:1953092

%0.25 Tripsin-Edta(1X) ; Gibco, Lot N0:25200-056

%96°lik Etanol ; TEKKIM (Teksoll), Lot N0:020118185001
EndosiilfanPESTENAL ; Sigma-Aldrich, Lot No:BCBT1374
DMSO ; Sigma-Aldrich, Lot No:SZBE1610V

Steril Filtre ; Sartorius, Lot No:70975103

96’lik Hiicre kiiltiir plate (96 well) ; Costar, Lot N0:199120301

6’lik Hiicre kiiltiir plate (6 well) ; Costar, Lot N0:31712035

Santrifiij ; Hettich Mikro 120

Santrifiij ; Hettich Mikro 200R

Hassas Terazi ; KERN ABJ 220-4 M

Mikropipetler ; Gilson 10°luk, 200°liik, 1000’lik

Toma Labi

S1vi Azot Tanki ; international Cryogenics, 43355

CO,’li Etiiv ; Memmert

Santrifiij ; Rotofix 32

Su Banyosu ; Memmert, Tip: WNB14

+4 Buzdolab1 ; Ugur

-20 Buzdolab1 ; Haier Bio Medical

-86 Buzdolabi ; Nuaire, Model No: NU-9483E

Besiyeri ; Capricorn, DMEM High Glucose (4.5 g/l), Lot No: CP18-2212
PBS ; Capricorn Dulbecco’s PBS(1X), Lot No: CP18-2007

XTT Hiicre Canlilik Kiti(1000) ; Biotum , Cat No:30007

Klotho (50 ug) ; R and D Systems (rmKlotho), Lot No:QWL1117081
cDNA Kiti ; GeneAll 2X HyperScript

Elisa Reader ; Heales MB-530

RNA Izolasyon Kiti ; GeneAll Hybrid-R Total RNA Purification
HT22 Fare Hippocampal Noronal Hiicre Hatt1

P38 MAPK-Forward Primer 20 bp, (5’-GCC CCA GTA GTC AGA AGC AG-3’) ;
Sentegen

P38 MAPK-Reverse Primer 20 bp (5’-TAG GGGCTG AAG AGA GGT GA-3’);
Sentegen

NUPAGE % 4-12 BT gel 1.0 MM 10W per box, Cat No:NP0321
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46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.

59.
60.

61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
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Water for Molecular Biology 1000 ml, Cat No: MB11101

0.5lik tiip, Cat No: 80-0500

Ponceau S Staining Solution Cat No: MB19201

NZY Supreme ECL HRP Substrate, Cat No: MB19301

BlueSafe 1000 mL, Cat No: MB15201

PRIMARY ANTIBODY, Cat No: EPP13703

SECONDARY ANTIBODY-GOAT ANTI RABBIT, Cat No: SAEP003

Western Breeze Chemiluminescent Kit, Cat No: WB7106

ProtinEx total protein extraction solution 100ml preps, Cat No: 701-001

QUBIT PROTEIN ASSAY KIT, 100 1 KIT, Cat No: Q33211

1.5ml, Clear, locking teeth, RNase & DNase Free, 500 Tubes/box, Cat No: 80-0015
15ml, Plug-seal cap, PP, Conical, bulk pack, 50 Tubes/Bag, Cat No: 10-0152

50ml, Plug-seal cap, PP, Conical, bulk pack, 50 Tubes/Bag, Cat No: 10-0502

10ul Racked, Sterile, RNase & DNase Free, Clear,96 Tips/Rack, Cat No: 21-0010
200ul Racked, Sterile, RNase & DNase Free, Yellow, 96 Tips/rack, 10 Racks, Cat No:
21-0200

iBlot™ Transfer Stack, nitrocellulose, mini Cat No: 1B301032

1ml Racked, Sterile, RNase & DNase Free, Blue, 100 Tips/rack, 10 Racks, Cat No:
21-1000

Polypropylene, 81-wells, -90°C to 121°C, 5 Assorted Colors20 Boxes/Cas

filtre kagidi, Cat No: 90-9081

NZYBlue Protein Marker 100 lanes, Cat No: MB17601

NUPAGE SAMPLE REDUCING AGENT 10ML, Cat No: NP0009

NuPAGE™ LDS Sample Buffer (4X), Cat No: NP0O00S

NUPAGE Transfer Buffer (20X), Cat No: NPO006

Giic kaynagi

Dikey elektroforez sistemi

Otoklavlanmuis distile su

P38-Elabnsince ( E-AB-34076)- 38 kDA
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3.2. YONTEM
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii prensibi ilk olarak 20. yiizyilin baslarinda hayvan hiicresi davranigini
gozlemlemek amaciyla, bir embriyolog olan Roux’un, birkag¢ giin boyunca tavuk embriyosunu
korumak i¢in 1lik tuzlu su kullandiginda ortaya cikti. Bu nedenle hiicre kiiltiirii, dogal
ortamlarindan (in vivo) hiicrelerin izole edilmesi ve daha sonra biiylimesi i¢in uygun olan

yapay bir ortamda in vitro ¢ogaltilmasi ve yetistirilmesi olarak tanimlanmistir (Hudu, 2016).

Hiicre kiiltiirii genellikle orijinal dokudan alinan (enzimatik, mekanik veya kimyasal ayrisma
yoluyla), bir birincil kiiltiirden veya kontrollii bir siki laboratuvar kosullar1 (sicaklik, gaz,
basing ve strerilite) altinda bir hiicre hattindan alinan dagilmig hiicrelerin bir siispansiyonu

seklinde gergeklestirilir (Philippeos ve ark, 2011).

Hiicreler normal dokudan elde edilebilir (6rnegin, cilt biyopsisi) yada klinik prosediirler ve
etik kaygilar izin verirse hastalarin tedavisinin bir pargasi olarak ameliyat sirasinda ¢ikarilan
hastalikli dokulardan (6rn., karaciger timorii biyopsisi) elde edilebilir(Philippeos ve ark,
2011). Insan hiicrelerinin kiiltiirli, in vivo olarak kolayca miimkiin olmayan insan
metabolizmas1 ve fizyolojisi ¢aligmalarina izin veren yaygin olarak kullanilan bir tekniktir

(Philippeos ve ark, 2011).

Hiicrelerle dokulardan izole edilebilirlerse, giinler ile haftalar boyunca hiicre kiiltiirleri
olusturma olasilig1 vardir. Alternatifler ise in vivo yapiyr muhafaza etmelerine ragmen,
genellikle kisa siireli hiicre canliliklarindan dolayr derhal kullanilmasi gereken doku dilimleri

ve biyopsileri kullanmaktir (Philippeos ve ark, 2011).

Oliimsiiz hiicre hatlar1 siklikla birincil hiicrelerin yerine arastirmada kullanilir. Maliyet etkin,
kullanimi1 kolay, sinirsiz malzeme tedariki saglama ve hayvan ve insan dokusu kullanimiyla
ilgili etik kaygilar atlatma gibi ¢esitli avantajlar sunarlar. Hiicre hatlar1 ayrica tutarli bir 6rnek
ve tekrarlanabilir sonuglar sagladigindan degerli olan saf bir hiicre popiilasyonu saglar (Kaur
ve Dufour, 2012). Ayrica kiiltiirler dogrudan hiicreye erisimi olan tanimlanmis reaktiflerle

muamele edilebilir.

Doku 6rnekleri diizenli olarak heterojendir; Ancak bir ya da iki pasajda, kiiltiirlenmis hiicre
hatlar1 her transferde ve secici olarak rasgele karistirildiklari icin homojen hale gelir.

(Philippeos ve ark, 2011).
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Hiicre kiltlirii monoklonal antikor gelisimi, as1 tiretimi, ilag metabolizmasi ve sitotoksiteyi
test etmek, gen fonksiyonunun incelenmesi, yapay doku iiretimi ve biyolojik bilesiklerin
sentezlenmesi, viral enfeksiyon varliginin saptanmasi ve yeni kesfedilen patojenler i¢in hizli

testler olusturmak gibi bir¢ok alanda kullanilir (Hudu, 2016; Kaur ve Dufour, 2012).

Hiicre kiiltiirleri ii¢ boliimde incelenir; Primer (birincil) hiicre kiiltiirleri, sekonder hiicre

kiiltiirleri ve stirekli hiicre kiiltiirleri (Cicek ve Bilgig, 2006).

Primer hiicre kiiltiiri, hiicrelerin bir ana hayvan veya bitki dokusundan enzimatik veya
mekanik Onlemlerle ayrilmasi ve hiicrelerin biiylimesinin kontrollii ¢cevre kosullar1 altinda
cam veya plastik kaplarda uygun bir substrat i¢inde tutulmasidir. Birincil kiiltiirdeki hiicreler,
orijjinal dokudaki hiicrelerle ayni karyotipte (bir Okaryotik hiicrenin c¢ekirdegindeki

kromozomlarin sayisi ve goriiniimii) bulunur.

Kiilttirlerdeki hiicreler mevcut tiim substrat1 isgal ettiginde veya silispansiyon kiiltiirlerindeki
hiicreler daha fazla biiylimeyi desteklemek igin ortamin kapasitesini astiginda, hiicre
cogalmasi azalmaya veya tamamen durmaya baslar. Siirekli bliyiime i¢in en uygun hiicre
yogunlugunu korumak ve daha fazla c¢ogalmayir uyarmak icin birincil kiiltiiriin alt

kiiltiirlenmesi gerekir. Bu iglem ikincil hiicre kiiltiirii olarak bilinir.

Ikincil hiicre kiiltiirii sirasinda, birincil kiiltiirden gelen hiicreler, taze biiyiime ortami olan
yeni bir kaba aktarilir. Islem, dnceki biiyiime ortammin gikarilmasii ve yapisik primer
kiiltiirlerdeki yapisik hiicrelerin ayrigmasini igerir. Sekonder hiicre kiiltiirli, periyodik olarak
biliyliyen alan ve taze besin maddeleri iceren hiicrelere sahip olmak, bdylece hiicrelerin

omriinli uzatmak ve kiiltiirdeki bir dizi hiicreyi genisletmek i¢in gereklidir.

Ikincil kiiltiir, bir birincil kiiltiiriin belirli bir hacminin esit miktarda yeni bir biiyiime ortami
icinde kiiltiirlenmesi, hiicre ¢izgilerinin uzun siireli korunmasim saglar. Ornegin endiistriyel
islemlerde veya bilimsel deneylerde, hiicre sayisin1 artirmak i¢in daha biiylik bir taze biiyiime
ortam1 halinde ikincil kiiltlirleme yapilir. Siirekli hiicre kiiltiirii ise sonsuz pasajlari
yapilabilen, kromozom sayilar1 degiskenlik gosteren, genellikle koti huylu timor

hiicrelerinden elde edilir (Cigek ve Bilgic, 2006).
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3.2.1.1. Hiicre Serileri

Her hiicre hattinin kendine has 6zellikleri vardir ve 6zelliklerine uygun belirli caligmalar i¢in
kullanilabilir. Bu nedenle, hiicre ¢izgilerinin kokenlerini, 6zelliklerini iyice arastirmak ve
calismaya en uygun hiicre hattin1 se¢gmek 6nemlidir (Romano ve ark, 2009). Chang karaciger
HeLa hiicreleri (serviksin glandiiler kanseri), Hep-2, IM-9 (Epstein-Barr viriis transfekte
edilmis B hiicreli lenfoblastoid seri), TSU-Prl T24 hiicreleri (mesane kanseri), PPC-1 (PC-3
hiicreleri (prostat kanseri), DAMI (HEL hiicreleri (erythroleukemia), 3T3 ( fibroblast ( fare
embriyo), PtK1 (epitel hiicresi (sigan, kangru bobrek), SP2( plazma hiicresi ( fare myeloma)
gibi 6000°den fazla hiicre hatt1 tanimlanmistir (Akgali, 2010).

3.2.1.1.1. HT22 (HT-22 Fare Hippokampal Noron Hiicre Serisi) Hiicre Serisi

Bu c¢alismada kullanilacak olan HTT22, HT-4 hiicre hattindan alt klonlanmis
oliimsiizlestirilmis bir fare hipokampal hiicre hattidir. Ebeveyn HT-4 hiicre ¢izgisi, sicakliga
duyarli SV40 T-antijeni (2) ile fare néronal dokularinin Sliimstizlestirilmesinden tiiretilmistir.
Hipokampus, temporal lobun igine gdmiilii karmasik bir beyin yapisidir. Ogrenme ve hafizada
onemli bir rolii vardir. Cesitli uyaranlardan zarar géren kirilgan bir yapidir. Arastirmalar
ayrica cesitli norolojik ve psikiyatrik bozukluklarda da etkilendigini gostermistir (Dhikav ve
Anand, 2012). Ornegin, yashlarda en yikici demans formunun, Alzheimer hastaliginin,
entorinal korteks ve hipokampiiste en erken, en ciddi patolojik degisikliklere sahip oldugu ve
artan hafiza kaybia ve diger bilissel gerilemeye yol agtig1 gosterilmistir (Liu ve ark, 2009).
ancak ayrintili mekanizmalar agiklanmaya devam etmektedir (Liu ve ark, 2009). HT-22,
glutamat'a kars1 oldukga hassastir ve bu nedenle ndronal hiicrelerde glutamatin neden oldugu

toksisiteyi incelemek icin siklikla bir model sistem olarak kullanilir.

Bu ¢alismada Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Ogretim
Uyesi Dog. Dr. Betiil Karademir’den temin edilen “HT22 hiicre serisi” kuru buzla

dondurulmus halde ulastiktan sonra hemen hiicrenin ¢ozdiiriilmesi ve ekimi yapilmistir.
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3.2.1.2. Hiicre Kiiltiiriinde Dikkat Edilmesi Gerekenler

Oncelikle kiiltiir yapilirken kullanilan biitiin soliisyonlar 37°C’de su banyosunda 1sitild1 ve
oyle kullanildi. Hiicre kiiltiirli i¢in kullanilan tiim malzemeler steril olarak temin edildi. Diger
sarf malzemeler ise 121 °C’de otoklavlanarak kullanildu.

Her c¢alismada laminar kabin c¢alismaya baslamadan 5-10 dakika once acilarak hava
sirkiilasyonu saglandi, daha sonra %10’luk c¢amasir suyu ile iyice temizlendikten sonra
%70’lik etanol ile steril edildi. Her ¢alismadan 6nce ve sonra kabin steril edildi, ¢alisma
bittikten sonra kabin UV lambasi en az 30 dakika acildi. Ayrica hiicre kiiltir
laboratuvarindaki UV lambasi1 belirli araliklarla agilarak kontaminasyon riski azaltildi.
Laboratuvarda mutlaka onliik, eldiven, bone kullanildi ve biyogiivenlik kurallarma uyuldu.
Kontaminasyon riskini azaltmak i¢in ayrica galosta kullanildi. Laminar kabinin igerisine
alinacak tiim soliisyon ve arag-gerecler %70’lik alkol ile silindi.

Tim cihaz ve ekipmanlarin yani sira CO;’li etiiviin bakimlari, ayarlari, CO; miktar1 ve
otoklavlanmis su miktar1 rutin olarak kontrol edildi. CO2’li etiivde ¢apraz kontaminasyon
(farkl1 hiicre serilerinin ayn1 flaskta lirememesi) olmamasi i¢in her hiicre serisi farkl katlarda
inkiibe edilerek calisildi. 1 hafta-10 giin arayla laboratuvar ve tiim laboratuvardaki tiim
cihazlar %10 ¢amasir suyu ile temizlenip ardindan %70’lik alkol ile dezenfekte edilmelidir.

Haftalik temizlik rutini sonrasinda UV lambasi gece boyu acilarak sterilizasyon saglanmalidir.

3.2.1.3. Besiyeri Hazirlanmasi (500 ml Besiyeri icin )

Serum inaktivasyonu i¢in FBS ( fetal bovine serum) 55°C’ye 1sitilmis su banyosunda 30
dakika inkiibe edilir.

Besiyeri ve Penisilin/Sreptomisin 37°C’de 15-20 dakika inkiibe edilir.

Serumun total hacme oran1 %10 olarak ayarlanir ve 50ml FBS eklenir.

%1 Pen/Strep olacak sekilde 5-6ml antibiyotik besiyerine aktarilir.

%1 L-glutamin olacak sekilde 5-6 ml eklenir.

Besiyeri homojen bir sekilde karigtirilir.
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3.2.1.4. Stoktan Hiicre Cozdiiriilmesi ve Ekiminin Yapilmast

Hiicre ¢ozdiiriiliirken 37°C’ye 1sitilmis su banyosunda kisa siire bekletilip icerisindeki buz
tamamen kaybolmadan (yaklasik 45 saniye) kabine alinir ve crovial tiipte bunulan 1 ml hiicre-
besiyeri karisimi 15°1ik falkona aktarilir, ardindan crovial tiip 2 kez daha 1 ml besiyeri ile
yikanir ve falkon tiipe aktarilir. Falkon tiip 1200-2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir ve
kabine tekrar alinir. Siipernatant yani Ustte kalan besiyeri peleti kaldirmayacak sekilde
dikkatlice pipet yardimi ile atilir. Pelet, falkonun dip kisminda gozle goriilecek sekildedir.
Geriye kalan pelet 25cm?’lik flask’a ekilmek iizere 5-6 ml besiyeri igerisinde homojenize
edilir ve flask’in taban ylizeyine degmeyecek sekilde hafifce flaska aktarilir. Kiiltiir flaskinin
iizerine ekim yapilan tarih, pasaj sayist mutlaka yazilmalidir. Hiicre kiiltiiri deneyleri
yapilmadan Once hiicre serisinin 6zellikleri, besiyeri icerigi, pasaj siiresi ile ilgili literatiir
taramasi yapilarak hiicreye yapilacak islemler hakkinda bilgi sahibi olunmalidir. EKim
yapildiktan sonra flask Inverted mikroskop altinda detayli olarak incelenmeli, hiicrelerin
homojen dagilip dagilmadigr kontrol edilmelidir. Daha sonra flask %5-5,5 yogunlugunda
CO, % 95 nem ve 37°C’ye ayarlanmig CO>’li etlive kaldirilir.

3.2.1.5. Canh Hiicrelerin Mikroskopta Sayimi ve Pasajlama

Kiiltiirde ¢ogalan hiicreler sikisik (konfluent) duruma gelince hem besi ortami hiicreler i¢in
yetersiz hale gelir, hem de kiiltiir kabinda yer olmadig1 i¢in kontakt inhibisyon adi verilen
mekanizma ile hiicrelerin ¢ogalma hizlar1 diiser ve zamanla durur. Bu nedenle hiicrelerin
pasajlanmalar1 gerekir. Hiicre tipine gore ¢ogalma siireleri farkli oldugundan literatiir taramasi
iyi yapilmal1 ve hiicre hakkinda bilgi sahibi olunmalidir. HT22 hiicre serisi embriyonik sinir

hiicresi oldugundan ¢ogalma hizi oldukg¢a hizlidir.

Oncelikle hiicre ekimi yapildiktan sonra her giin mikroskop altinda kontrol edilir ve hiicre
yogunlugu flask tabaninin  %70-75’in1 kapladigt zaman pasajlama yapilir. Pasajlama
yapilmadan 6nce hiicre sayimi yapilir. Hiicre kiiltiirii deney sartlar1 hazirlandiktan sonra flask
etlivden ¢ikarilir ve mikroskop altinda yogunlugu, kontaminasyon olup olmadig: incelenir.
Eger % 70-75 yogun hiicre var ise sayim yapilir ve sonuca gore pasajlama islemine devam

edilir. Hiicrenin besiyeri tamamen serolojik pipet ile ¢ekilir.
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25 cm?’lik flask 5-6 ml, 75cm?’lik flask ise 10-12 ml PBS ile flask dik tutularak, tabanina
zarar vermeyecek sekilde yikanir ve PBS cekilir. PBS ile yikama besiyerinin tamamen
flasktan uzaklasmasi icin gereklidir. Eger besiyeri ortamdan tamamen uzaklasmaz ise bir
sonraki adimda eklenecek olan Tripsin-Edta’nin etkisi engellenir. Daha sonra 25cm?’lik flask
icin 0,8-1 ml, 75cm*’lik flask i¢in 1,8-2,5 ml Tripsin-Edta eklerek flask CO,:li etiive
kaldirirlir. Tripsin-Edta 37°C’de aktive olur ve hiicrelerin flask tabanindan ayrilmasini
saglar.5-8 dakika arast CO:li etiivde bekleyen hiicreler etiivden ¢ikarilarak mikroskop altinda
incelenir, Tiim hiicreler flask tabanindan ayrilmis ise eklenen Tripsin-Edta’nin 2-3 kat1 kadar
besiyeri flaska eklenerek Tripsin-Edta,hiicre, besiyeri karisimi elde edilir. Bu karisim daha
sonra tamamen cekilerek 15°1lik falkona aktarilir ve 1500-2000 rpm’de santrifiij edilerek pelet
elde edilir.Stipernatant atilir, elde edilen pelet 1 ml besiyerinde ¢ozdiiriiliir ve sayim i¢in hazir
hale getirilir. 1 ml besiyeri-hiicre karisimindan 20 pl alinir, 20ul Tripan Blue boya ile Pcr
tiiplinde yavasca homojenize edilir ve bu homojenize karisimdan mikropipetle 20ul alinarak
thoma laminin iizerine birakilir ve ilizerine yavasca lamel kapatilarak, hiicrelerin thoma
laminin tizerinde yayilmasi saglanir. Hiicre sayimi yaparken 4x4=16 yada genellikle 5x5=25

birim kareden olusan thoma lami kullanilir.
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Sekil 5. Toma Lam1 ve mikroskopta goriilen birimkareler

Bu yontemde,] mm’lik alanda mikroskop altinda belirli hacimde canli hiicre sayim1 yapilarak
hesaplama yardimiyla numunenin bir ml’sinde bulunan hiicre sayisinin belirlenir. Mikroskop
altinda karelerin bulundugu kisimda tarama yapilarak hiicre sayimi yapilir.16 birim kare i¢in
capraz 4, 25 birim kare i¢in capraz 5 birim kare sayilarak hesaplama yapilir. Ideal olarak 1
birim kare yani 1 mm’lik alanda 30 ile 300 arasinda hiicre olmalidir. Eger daha fazla hiicre
var ise seyreltilme yapilarak sayim islemi yapilmalidir. Olii hiicreler Tripan Blue boyasi ile
maviye boyanir, canli hiicreler ise boyanmaz. 4 birim kare sayildiktan sonra bulunan hiicre
sayist X 4 X dilusyon oran1 X 10000 = 1 ml’ye diisen hiicre sayis1 seklinde hesaplama
yapilir. Cikan sonuca gore pasajlama yapilirken hiicrelerin kag flaska bdliinecegine yada stok

alinip alinmayacagina karar verilir.
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ThermoFisher Scientific sirketinin belirttigi flask ve well plate’lere gore besiyeri miktari ve

yaklagik hiicre sayisi tablo 3.1 ve tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.1. ThermoFisher Scientific sirketi flasklara gore yaklasik hiicre sayist

Yiizey alami | Ekilen hiicre | %70  yogunluk | Besiyeri hacmi
Flask
(cm? sayisl hiicre sayis1 (ml)
T-25 25 0.7 x 10° 2.8 x 10° 3-5
T-75 75 2.1x10° 8.4 x 10° 8-15
T-125 125 4.9 x 10° 23.3x 10° 35-53
T-225 225 6.3 x 10° 30 x 10° 45-68

Tablo 3.2. ThermoFisher Scientific sirketi well-platelere gore yaklagik hiicre sayisi

Plate Yiizey alani | Ekilen hiicre | %70  yogunluk | Besiyeri hacmi
cm? sayist hiicre sayisi (ml)
9,6 0,3x 10° 1,2x10° 1-3
6 well
35 0,1x10° 0,5x10° 1-2
12 well
1,9 0,05x10° 0,24x10° 0,5-1
24 well
1,1 0,03x10° 0,12x10° 0,2-0,4
48 well
0,32 0,01x10° 0,04x10° 0,1-0,2
96 well

Hiicre sayimina gore hiicrelerin kag flaska ekilecegine karar verilir ve hiicre-besiyeri homojen

karigim1 besiyeri ile seyreltilir, homojenize edilirek flasklara ekim yapilir. Tekrar CO2’li

etiive kaldirilir ve tekrar %70 yogunluga gelene kadar bekletilir ve gerekiyorsa tekrar

pasajlama islemi yapilir.
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3.2.1.6. Hiicrelerin Beslenmesi

Hiicreler, stoktan c¢ikarilip ekim yapildiktan sonra strese girerler ve % 70 yogunluga
ulagsmalar1 gecikebilir. Boyle bir durumda flasklardaki besiyerinin belirli zaman araliklarinda
degistirilmesi gereklidir. Ornegin HT22 hiicre serisi stoktan agildiktan sonra 6-8 giin sonra
%70 yogunluga ulastiysa, ilk ekim yapildiktan 2 giin sonra eger hiicreler tamamen flask
tabanina yapismis ise besiyeri degistirerek hiicrelerin zenginlestirilmis besiyeri iceriginden
daha fazla yararlanmasini saglariz. Besiyeri degistirme zamani, pH degisikliginden dolay1
besiyeri renginin degismesi ile de anlasilir. Fakat hiicree kiiltiir deneylerinde genellikle 2
giinde bir besiyeri degistirme rutin olarak yapilir. Besiyeri degistirilirken flask tabanina
degmeyecek sekilde flask dik tutulur ve serolojik pipet ile tiim besiyeri ¢ekilir. Daha sonra
flask ylizey alanina gore belirtilen miktarda besiyeri eklenir.

Sekil 3.2. Hiicre kiiltiirtinde besiyeri renk degisimi

Besiyeri yeni

degistirilmis

Besiyeri

degistirilmemis
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3.2.1.7. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Hiicreler deney i¢in hazir hale gelene kadar ¢ogaltilir ve pasajlanir. Primer hiicre serisi elde
etmek uzun ugraslar gerektirdiginden yada hiicre serisi temin etmek maddi ve zaman olarak
kayip oldugundan dolayr elde var olan degerli hiicre hatlarinin ileriki c¢alismalarda
kullanilmak tizere korunabilmesi, ¢alisma sirasinda ayni pasaj sayisindaki hiicreler ile tekrar
etme olasiligi yada ileriki c¢aligmalarda ayni pasaj numarasindaki hiicreler ile farkl
zamanlarda galismalar yapabilmek i¢in hiicrelerin saklanmasi gereklidir.Bu islem ‘stok alma’
olarak adlandirilir. Stok alma igleminde pasaj sayis1 6nemlidir. Clinkii pasaj sayis1 arttikca
hiicre fenotipik ve genotipik degisimlere ugrar. Buda deneyler igin istenmeyen farkliliklara
neden olur. Bu istenmeyen durumlari en aza indirmek igin hiicreler diisiik pasaj sayisinda iken
stok alinir.Stoktan agilan hiicreler 1-2 pasaj c¢ogaltildiktan sonra stok almabilir. %70
yogunluga ulasmis flasklardan pasaj yapilirken hiicre sayisi fazla ise hiicre dondurulmak igin
ayrilir.

Dondurma isleminde Tripsin-Edta ile kaldirilan besiyeri ile yikanip santrifiij edildikten sonra
sayim yapilir. Flaska ekilecek ve stok alinacak hiicre sayis1 belirlenir ve uygun miktarda
besiyeri ile seyreltildikten sonra crovial tiiplere hiicre sayis1 yaklasik 1 milyon olacak sekilde
900 pl besiyeri-hiicre karigimi, 100 ul kriyoprotektan madde eklenir.

Crovial tlip buzdolabina kaldirilmadan once tiipiin lizerine hangi hiicre serisine ait oldugu,
stok alma tarihi, pasaj numarast ve stok alan kisinin adi1 yazilir ve parafilm ile agz1 sikica
kapatilir. Daha sonra bu tiipler kademeli olarak dondurulmak tizere 20 dakika +4°C’de 20
dakika,-20°C’de 20 dakika bekletilir, son olarak -80°C buzdolabina kaldirilir. Saklama
isleminde -80°C’lik buzdolab1 kullanilir fakat saklama siiresi — 196 °C olan sivi azot
icerisinde saklama siiresine gore nispeten daha kisadir. Bu yiizden laboratuvarda sivi azot
tanki kullanilirsa hiicre serileri daha uzun 6miirlii saklanabilir.

Kriyoprotektan maddeler hiicrelerin osmotik soka maruz kalmasimi engellemek igin hiicre
icine hizlh bir sekilde diflize olup su dengesini saglamasinin yani sira dondurma ve ¢ézme
sirasinda elektrolit miktarin1 azaltir, hiicre icerisindeki suyun buz kristallerine déniismesini
engellerler. DMSO, gliserol, Rowe karisimi kriyoprotektan olarak kullanilmaktadir. Bu
calismada kriyoprotektan madde olarak 100pl DMSO (dimetil siilfoksit) kullanilmistir.
Ayrica hiicrelerin dondurulmasi agamasinda son yillarda hiicre hasarini azaltmak igin ¢esitli
seker ve proteinler membran stabilizatorii olarak kullanilmaktadir. Siikroz, trehaloz ve Bovin

serum albiimin bu stabilizatérlerden birkagidir (Duran ve ark, 2001).



48

3.2.2. Endosiilfan
Molekiiler formiil : Cg Hg Clg O3S
Molekiiler agirlik : 406.93 g / mol

Diger Kimyasal isimler : Benzopiren , Thiodan, Thiosulfan, Thionex

Sekil 3.3. Endosiilfan molekiiler yapisi Sekil 3.4. Endosiilfan 3 boyutlu yapis1

PubChem

Endosiilfan (6,7,8,9,10,10-heksakloro-1,5,5a, 6,9,9a-heksahidro-6,9-metano-2,3,4-benzo (e)
dioksathiepin-3- oksit) genis spektrumlu klorlu bir siklodien insektisittir ( Lee ve ark, 2006).
Endosiilfan tarimda 50 yildan fazla bir siiredir kullanilmaktadir. Analoglarin ¢ogunun
kullanimi yasaklanmasina ragmen, endosiilfan daha az cevresel dayanikliliga sahip oldugu

icin giiniimiizde hala kullanilmaktadir ( Silva ve Gammon, 2009).

Endosiilfan yutulma, soluma ve cilt temas:t ile absorbe edilirf(Omurtag ve ark,
2008). Endostilfan bir norotoksindir. Viicuda alindiginda ¢esitli bas donmesi ve biling kayb1
gibi norolojik semptomlarin yanisira  gastrointestinal ve metabolik bozukluklara neden

olabilecegi hatta 6liime yol agabilecegi kaynaklarda belirtilmistir (Y1ldiz ve ark, 2008).


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C9H6Cl6O3S
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20HK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16581944
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20HK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16581944
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Silva%2C+Marilyn+H
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Yapilan bir ¢alismada, endosiilfana maruz kalmanin sicanlarda kardiyovaskiiler hastaliklara
yakalanma riskini artirdigi ve kalp dokusunun zarar gormesine yol a¢tig1 bildirilmistir (Wei
ve ark, 2017). Endosiilfan dahil organik klorlu pestisitler reaktif oksijen tiirlerinin tiretimini
arttirarak DNA, protein ve lipitlerin oksidatif hasaria ve genomik kararsizliga neden olur (Xu
ve ark, 2018; Shao ve ark, 2012). Superoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) biyolojik
sistemlerin serbest radikal saldirilarina kars1 antioksidan koruyucu kapasitelerinde 6nemli bir
rol oynayan antioksidan enzimlerdir (Omurtag ve ark, 2008). Spesifik olarak SOD, siiperoksit
anyon radikalini hidrojen peroksite doniistiiriirken, CAT, hidrojen peroksiti su ve molekiiler
oksijene doniistiiriirek serbest radikalleri zararsiz forma dontstiiriirler (Ighodaro ve Akinloye,
2017).

Shao ve ark. Zebra balig1 lizerinde yaptiklar1 ¢calismada 7 ve 14. maruz kalma giinlerinde en
diistik endosiilfan konsantrasyonlarinda SOD ve CAT aktivitesinde hafif bir artis, yiiksek doz
Endosiilfan da ise SOD VE CAT aktivitesinde dnemli bir azalma oldugu bildirildi (Shao ve
ark, 2012). ROS iiretimini hiicre ve dokulardaki sabit durum konsantrasyonunda tutmak igin,
artan ROS miktarin1 ortadan kaldirmak icin CAT ve SOD'un aktivitesinin artacagi
bildirilmistir (Mittler, 2002). Bu enzimlerin aktivitesindeki azalmanin serbest radikallere baglh
olarak lipid peroksidasyonu meydana gelmesi sonucu enzim inhibisyonu ile ile ilgili
olabilecegi bildirilmistir (Ozkurt ve ark, 2012). Ayrica oksidatif DNA hasarin gostergesi olan
8-OH-2-guanozin miktarinda artiga neden olur (Belge- Kurutas ve Kiling, 2003).

Diinya saglik orgiitii Endosiilfan’1 orta derecede tehlikeli bir madde olarak siniflandirilmistir
(WHO 1984; Bajpayee ve ark, 2006). 30'dan fazla gelismekte olan veya gelismis llke
endosiilfan kullanimini yasaklamis olsa da, diger birgok iilke (Avrupa Birligi, Hindistan,
Endonezya, Avustralya, Kanada, Amerika Birlesik Devletleri, Brezilya, Cin, Tayland dahil)

kullanmaya veya liretmeye devam ediyor (Shao ve ark, 2012).

3.2.2.1. Endosiilfan’in Cozdiiriilmesi ve Sitotoksisite Deneyi

Hassas terazide 0,001 gr tartilan Endosiilfan 1350 ul DMSO’da yaklagik 5-6 dakika pipetaj
yapilarak homojenize bir sekilde tamamen c¢ozdiriildi (20mM). Hazirlanan bu soliisyon
sitotoksisite deneylerinde ana stok olarak kullanilmak {izere etiketlendi.

20 mM ana stogundan mikropipetle 25 pl Endosiilfan ¢ekilerek 975 pl DMEM-HA igerisinde
¢oziindii ve ara stok olarak etiketlendi (0,5 mM= 500 uM ). Hazirlanan bu stokun yar1 6mrii

kisa oldugundan dolayi belirli araliklarla taze olarak yeniden hazirlanmalidir.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0269749117350157?via%3Dihub#!
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11.07.2018°de stoktan 25’lik flaska agilan HT22 hiicre serisi(P3) etiive kaldirildi. 24 saat
sonra besiyeri degistirildi. Her giin rutin olarak hiicreler gézlemlendi. Stoktan agildiktan 48
saat sonra tekrar besiyeri degistirilerek hiicrelerin besiyerinden daha fazla yararlanmasi ve 6li
hiicrelerden armmasi saglandi. Ekim yapildiktan 72 saat sonra 25’lik flasktan 2 tane 75’lik
flaska pasaj yapildi(P4).

2 giin sonra 75’lik flasklarin birisi %70 yogunluga ulastig1 i¢in ayim yapilarak hiicre sayisina
gore pasaj yapildi(P5)ve hiicrelerinbir kismi1 96’lik well plate’e ekildi. Kalan hiicrelerden 1
tane 75’lik flask pasaj yapildi, gerisi ise dondurularak ileriki ¢aligmalarda kullanilmak igin
stoklandi.

Hiicre ekilen kuyucuk basina 100ul’de homojenize edilmis yaklagik 20000 hiicre ekimi
yapildi ve CO7’li inkiibatore kaldirildi. 24 saat sonra hiicreler flask tabanina tamamen

tutundugundabiitiin besiyerleri ¢ekildi, PBS ile yikama yapildi ve Endosiilfan uygulandi.
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Sekil 3.5. 96'lik well plate goriintiisii
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Tablo 3.3. Calismada uygulanan 96’lik well plate dizayni

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
blan | blank | blank | blank | blan | blan | blan | blan | blank | blan | blank | blank
A k k k k k k
blan | bos bos bos Hiicr | Hiicr | Hiicr | 10p | 10p 10pn | bos bos
5 k besiye | besiye | besiye | e e e M M M besiye | besiye
ri ri ri Kntr | Kntr | Kntr ri ri
I I I
blan | bos bos bos Hiicr | Hiicr | Hiier | 25pn | 25p | 25u | bos bos
¢ k besiye | besiye | besiye | e e e M M M besiye | besiye
ri ri ri Kntr | Kntr | Kntr ri ri
I I I
blan | bos bos bos Hiicr | Hiicr | Hiicr | 50 | 50u | 50p | bos bos
= k besiye | besiye | besiye | e e e M M M besiye | besiye
ri ri ri Kntr | Kntr | Kntr ri ri
I I I
blan | bos bos bos Hiicr | Hiier | Hiicr | 75u | 750 | 75u | bos bos
= k besiye | besiye | besiye | e e e M M M besiye | besiye
ri ri ri Kntr | Kntr | Kntr ri ri
I I I
blan | bos bos bos Hiicr | Hiier | Hiier | 100 | 100p | 100 | bos bos
i k besiye | besiye | besiye |e e e uM | M uM | besiye | besiye
ri ri ri Kntr | Kntr | Kntr ri ri
I I I
blan | blank | blank | blank | blan | blan | blan | blan | blank | blan | blank | Blank
G k k k k k k
blan | blank | blank | blank | blan | blan | blan | blan | blank | blan | blank | Blank
H k k k k k k
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B2-F2, B3-F3, B4-F4 aras1 bos besiyeri (DMEM-HA; %10 FBS,%1 Pen-Streptomisin,%1 L-
glutamin)

B5-F5, B6-F6, B7-F7 arasi hiicre+ besiyeri (kontrol)

B8-B10 aras1 10 uM Endosiilfan;

C8-C10 aras1 25 uM Endosiilfan,

D8-D10 aras1 50 uM Endosiilfan,

E8-E10 aras1 75 puM Endosiilfan,

F8-F10 aras1 100 uM Endosiilfan dozu uygulanda.

0,5 mM Endosiilfan ara stogundan asagidaki gibi belirli miktarlarda alinarak son hacim 330 pl
(3 tekrar galisilmasi igin) olacak sekilde 10, 25, 50, 75 ve 100 uM’lik 5 ependorf hazirlandi ve
pipetaj yapilarak homojenize edildikten sonra her kuyucuga 110 pl olacak sekilde 96’11k well
plate’e uygulama yapildi.

1. 6,6 plEndosiilfan + 3234 ul DMEM-HA.................10 uM
2. 16,5 pl Endosiilfan + 313,5 ul DMEM-HA.................... 25 uM
3. 33 plEndosiilfan + 297 uplDMEM-HA ................... 50 uM
4. 49,5 pul Endosiilfan +280,5 ul DMEM-HA................... 75 uM
5. 66 pulEndosiilfan +264 ul DMEM-HA.................. 100 uM

3.2.3. Hiicre Canlihik Testleri

Sitotoksisite deneylerinde son asama canli-6lii hiicre miktarinin belirlenmesidir. Hiicre
toksisite deneylerinde hiicre canliliginin belirlenmesi igin ¢ok sayida method vardir. Bunlar

kolorimetrik, enzimatik ve luminometrik metodlardir (Tokur ve Aksoy, 2017).

MTT ( 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir),
MTS(3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil)-2Htetrazolyum),
XTT(2,3-bis-(2- metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5karboksianilid),

WST  (2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-  5-(2,4-disiilfofenil)-2H-tetrazolyum gibi canlilik
testleri kullanilarak canl hiicrelerin olgiilmesi saglanir (Tokur ve Aksoy, 2017; Martin ve
Clynes, 1993).
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Bu yontemlerde notr kirmizi, kristal menekse boya gibi ¢esitli boyalarla hiicrelerin
boyanmasinin yani sira tetrazolyum tuzlari kullanilarak renk degisikligi ile hiicre canliligi

ol¢timii yapilir (Feoktistova ve ark, 2016; Martin ve Clynes, 1993).
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Sekil 3.7. Canlilik Testi uygulama sonras1 goriiniim (4 saat)
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Floresans ve biyoliiminesans kullanilarak Luminometrik metod ile hiicre canliligi 6l¢timii
yapilir. Bu yontemde floresans o6zellikteki maddeler yada lusiferaz adi verilen spesifik
enzimler kullanilarak canli hiicrelerin tespiti yapilir. Hiicre igerisindeki ATP miktarmin
Olciilmesi ile hiicrelerin ¢ogalip ¢ogalmadigi belirlenebilir. Biyoliiminesans ATP testi en
hassas, hizli ve segicidir. ATP konsantrasyonu spektrofotometrik saptama ile enzimatik
yontemler, radyoaktif ve kromatografik yontemler ile belirlenir (Lomakina ve ark, 2015;
Tokur ve Aksoy, 2017). Enzimatik yontemde ise ilag olarak uygulanan madde hiicre
biitlinliigiine zarar verdiginde yada hiicre 6liimiine neden oldugunda salinan belirli enzimlerin
miktar tayiyine gore canlilik 6l¢iimii yapilmasi esasina dayanir. Bu yontemde en ¢ok

kullanilan enzim laktat dehidrogenaz (LDH) enzimidir (Tokur ve Aksoy, 2017).

Bu ¢alismada Endosiilfan uygulanan 96’lik well plate CO>’li inkiibatore kaldirildiktan 24 saat
sonta XTT canlilik testi yapilarak Endosiilfan’in lethal dozu(LD50) belirlendi.
XTT Hiicre Canlilig1 Test Kiti, standart mikroplaka absorbans okuyucular1 kullanilarak canli
hiicre sayisinin belirlenmesi i¢in basit bir yontem saglar. Canli hiicre sayisinin belirlenmesi,
hiicre ¢ogalma hizin1 degerlendirmek ve sitotoksik ajanlari taramak i¢in siklikla kullanilir.
XTT bir tetrazolium tiirevidir. Canli hiicrelerdeki XTT’yi azaltan mitokondriyal enzimlerinin
hiicre oliimiinden kisa bir siire sonra inaktive olmasi sonucu olusan turuncu renk ile gozle
goriilebilir belirte¢ olmasinin yani sira 475 nm dalga boyunda absorbansi oOlgiilerek canlt

hiicre miktarlar: bulunur.

3.2.3.1. XTT canlilik testi uygulamasi

96 plate’ kuyucuk basina 5000- 10000 hiicre ekilerek 48 ile 72 saat iginde %70 yogunluga
ulagmasi beklenir, fakat bu ¢alismada 20000 hiicre ekildi 24 saat sonra %70 yogunluga
ulastiktan sonra XTT testi yapildi. Endosiilfan uygulamasindan 24 saat sonra 96 well plate
inkiibatorden c¢ikarildi, mikroskopta tiim kuyucuklar tarandi ve alkollenip laminar kabine
alindi. Tiim kuyucuklardaki besiyeri mikropipetle ¢ekildi ve 100 ul PBS ile hiicre ekilen tiim
kuyucuklar yikanarak PBS c¢ekildi. Besiyeri ve hiicre olan tiim kuyucuklara %10 FBS,%1
Pen-streptomisin,%1 L-glutamin i¢ceren 100 ul DMEM-HA eklendi.

XTT canlilik kiti igerisinde; XTT Solution (5X10 ml), Activation reagent PMS (5X 10ul)

sollisyonlar1 vardi.
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55 kuyucuk i¢in XTT uygulacak ve kit protokoliinde 100 ul besiyeri bulunan her kuyucuk

icin 25 pl XTT karisim eklenmesi gerektigi bildirildi.

55X25 ul =1375 pl karisimintiim kuyucuklar i¢in yeterli miktarda oldugu hesaplandi.

Once kitteki her iki soliisyon vorteks yapilarak homojenize hale getirildi. 1500 ml XTT

Soliisyonu i¢in 10 pul Activation Reagent eklenmesi gerekiyorsa, 1,375 ml XTT soliisyonu

icin 9,2 ul Aktivasyon Reagent 1,5’luk ependorf i¢inde iyice homojenize edildi. Hazirlanan

XTT karisim1 mikropipetle kuyucuk basina 25 pl olacak sekilde kuyucuklara dagitildi. XTT

karisimi eklendikten sonra well plate hafifce ¢alkalanip COy’li inkiibat6re kaldirildi. 2 saat

sonra inkiibatérden ¢ikarilip Elisa reader cihazinda 492 nm dalga boyunda okutuldu.

Tablo 3.4. XTT testi uygulanan well plate’in Elisa Reader cihazinda okunan degerleri

A
bog
00275

0.0258

0.0237

0.0325

0.0318

0.0233

0.0322

0.0303

B
besiyeri
0.0305

0.2736

0.2573

0.2636

0.2897

0.2766

0.0323

0.0351

C
besiyeri
0.0274

0.2811

0.2597

0.2704

0.2623

0.2941

0.0307

0.0304

D
besiyeri
0.027

0.2712

0.251

0.2754

0.267

0.2943

0.0293

0.0305

E
kontrol
0.0268

0.4837

0.4527

0.495¢6

0.5249

0.3921

0.0297

0.0323

F
kontrol
0.0276

0.523

0.5382

0.548

0.4727
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XTT sonuglar1 analizine gore ;

E10 uM............... %81 oraninda canli hiicre

E25 uM ... %760raninda canli hiicre

ESO uM ... %355 oraninda canli hiicre

E7S uM ... %14 oraninda canli hiicre

E1I00 uM ............... %12 oraninda canli hiicre tespit edildi.

HT22 Mouse Hippocampal Noronal hiicre serisinde Endosiilfan’in LD50 dozu 50 uM olarak

belirlendi.

3.2.4. Klotho Proteinin Cozdiiriilmesi ve Etkili Doz Belirlenmesi

>%90 saflikta elde edilmis 50 pg Klotho proteini PBS, Gliserol veya EDTA'da ¢6zdiiriiliip
filtre edilmis 21,9 ul ¢ozelti olarak temin edildi. Konsantrasyonu 2,31 pg/ pl’dir. Koruyucu
paketlerle nakliyesi saglandi. Saklama kosullarinda bildirilen ‘tekrarlanan dondurup ¢ézme
islemi protein yapisina zarar verir, temin edildikten hemen sonra -70 °C’de 12 ay, 2 ile 8 °C
arasinda 1 ay bozulmadan saklanabilir’ uyarisindan dolay1 temin edildikten hemen sonra
pipetaj yapilarak homojenize edildi ve 4 farkli 0,2°1lik per tiipiine total hacim 5,47 pl olacak
sekilde ayrildi.

21,9 ul /4=5,47 pul seklinde 4 pargaya ayrildi.

3 tiip ileriki caligmalarda kullanilmak {izere -80°C buzdolabina kaldirildi. Geriye kalan tiip ise
1258 pl besiyeri eklenerek son hacim 1263 pl olacak sekilde homojenize edildi. Yogunluk
0,01 pg/ ml olacak sekilde ara stok hazirlandi.

Klotho proteininin etkili dozunu belirlemek i¢in 96’ ik well plate’e kuyucuk basina 100 pl
icerisinde homojenize dagilmis 15.000 HT22 hiicresi ekildi ve hiicrelerin yapismasi igin 24
saat COy’li inkiibatorde bekletildi. 24 saat sonra hiicreler mikroskop altinda incelendi. Tim
hiicrelerin yapismasi i¢in well plate 12 saat daha CO;’li inkiibatore kaldirildi. 36 saat sonra
tim kuyucuklardaki besiyeri mikropipetle ¢ekilerek dozaj uygulanacak kuyucuklara son
hacim 110 pl olacak sekilde doza uygun hesaplanan besiyeri+ Klotho eklendi. Doz

uygulanmayan bos besiyeri ve kontrol olan kuyucuklara ise 110 pl besiyeri eklendi.
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0,04 ug/ml Klotho dozu i¢in 100 ul besiyeri+ 10 ul Klotho=110 pl,
0,05 pg/ml Klotho dozu i¢in 90 ul besiyeri +20 pl Klotho=110 pl,
0,06 pg/ml Klotho dozu i¢in 80 ul besiyeri+ 30 pl Klotho=110 pl,
0,07 pg/ml Klotho dozu i¢in 70 pul besiyeri+ 40 pl Klotho=110 pl,
0,08 png/ml Klotho dozu i¢in 60 ul besiyeri + 50 pl Klotho=110 pl,
0,09 pg/ml Klotho dozu i¢in 50 pl besiyeri + 60 pl Klotho=110 pl,
0,1 pg/ml Klotho dozu i¢in 40 pl besiyeri +70 pl Klotho=110 pl,
0,2 pg/ml Klotho dozu igin 30 pl besiyeri + 80 pl Klotho=110 pl,
0,3 pg/ml Klotho dozu i¢in 20 pl besiyeri + 90 pl Klotho=110 pl,

0,4 pg/ml Klotho dozu igin 10 pl besiyeri + 100 ul Klotho=110 plkuyucuklara eklendi.
Klotho’nun etki siiresi 12 saat olacak sekilde 96 well plate CO5’li inkiibatore kaldirildi.
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Tablo 3.5. Klotho proteini etkili doz belirlenmesi igin hazirlanan well plate dizayni

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 |0,09 0,1 0,2 0,3 0,4
ug ug ug ug ug ug g g g ug
blank | blank | blank | blank | blank | blank | blank | blank | blank | blank | blank | blank
- 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 |0,09 0,1 0,2 0,3 0,4 -
besiye | klotho | klotho | klotho | kloth | kloth | klotho | kloth | klotho | kloth | kloth | besiye
fi 0 0 0 0 0 ri
bos |004 [005 [006 [007 [008 [009 [01 02 03 |04 |bos
besiye | klotho | klotho | klotho | kloth | kloth | klotho | kloth | klotho | kloth | kloth | Pesiye
fi 0 0 0 0 0 Tl
bos |004 [005 [006 [007 [008 [009 [01 02 03 |04 |bos
besiye | klotho | klotho | klotho | kloth | kloth | klotho | kloth | klotho | kloth | kloth | Pesiye
fi 0 0 0 0 0 Tl
bos | Hiicre | Hilere | Hiicre | Hiicre | Hiiere | Hiiere  Hilere Hiiere | Hilere | Hilere | bos
besiye | Kntl ~Knfrl Kntrl Knil | Kntrl |Knirl | Kntrl |Knil | Kntrl | Knifl | besiye
ri ri
Bos [bos |bos |bos |Bos |bos |bos |bos |bos |bos |bos | bos
besiye | besiye | besiye | besiye |besiy | besiy | besiye | besiy | besiye |besiy besiy | besiye
i | |A ri ei (& | e | ei |8 |
blank | blank | blank | blank | blank | blank | blank | blank | blank | blank | blank | Blank
blank | blank | blank | blank | blank | blank | blank | blank | blank | blank | blank | Blank

12 saat sonra inkiibatorden ¢ikarilan well plate mikroskopta incelendi, XTT yapilmak iizere
tiim kuyucuklardaki besiyeri ve besiyeritklotho karigim1 mikropipetle ¢ekildi ,100 ul PBS ile
tim hiicre bulunan kuyucuklar yikandi ve PBS geri ¢ekildi. Plate diizenindeki hiicre ve
besiyeri olan tiim kuyucuklara 100 ul DMEM-HA eklendi.



60 kuyucuk i¢in XTT soliisyon hesaplamasi yapildi.

60X25=1500 pl karisimin tiim kuyucuklar i¢in yeterli miktarda oldugu hesaplandi.
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1500 ml XTT Soliisyonu i¢in 10 pl Activation Reagent eklendi, 1,5’luk ependorf icerisinde

iyice homojenize edildi. Hazirlanan XTT karisim mikropipetle kuyucuk basina 25 ul olacak

sekilde 60 kuyucuga dagitildi. XTT karisimi eklendikten sonra well plate hafifce ¢alkalanip

CO2’li inkiibatore kaldirildi. 2 saat sonra inkiibatorden ¢ikarilip Elisa reader cihazinda 492 nm

dalga boyunda okutuldu. Tabloda verilen elisa reader sonuglar1 analiz edilerek Klotho igin

XTT canlilik testi sonuclarina gore ileri calismalarda kullanilacak olan etkin doz 0,3 pg/ml

olarak belirlendi.

Tablo 3.6. XTT testi uygulanan well plate’in Elisa Reader cihazinda okunan degerleri

0.0233

0.0267

0.0258

0.0273

0.0218

0.035

0.0378

0.0315

0,04pgiml 0,05pgiml 0,06pgiml 0,07pgiml 0,08pgiml 0,09pgiml

0.0313

0.3546

0.3745

0.4085

[=]
[
i
]
o

0.0=

0.23668

0.0355

0.0378

0.2812

0.3752

0.4007

=]
[}
=5}
i
m

0.0338

0.2041

0.0381

0.02531

0.2914

0.35688

0.4542

0.0355

0.2224

0.0317

Kirmizi renk :Megatif kentrol {bog besiyeri)

IMavi renk: Kontrol (besiveri+hlore)
San renk : Bog kuyucuk

0.0274

0.3967

0.4518

0.4744

0.0425

0.2183

0.0336

0.0288

0.4087

0.4085

0.481

0.0=88

0.2387

0.0325

0.0287

0.4

0.4229

0.4844

0.0303

0.0315

0.0306

0,1pgimi
0.028

0.2771

0.4348

0.4736

=]

0.032
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0.0317
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[
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0.031
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0.03.26
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0.0328
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0,4pgiml
0.0286

0.4071

0.4588

0.4458

00312

0.0324

0.0342

0.0279

0.0258

0.0289
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0.0315

0.0282

0.0288
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3.2.5. HT22 Hiicre Serisinde Klotho ve Endosiilfan Uygulanmast

6 well plate’in 5 kuyucuguna hiicre sayimi yapilarak pasaj 5’ten kuyucuk basma 300.000
hiicre ekimi yapildi. 24 saat sonra hiicreler %70 yogunluga eristiginde tablo 3.7°deki
uygulama yapildi. Endosiilfan DMSO’da ¢ozdiiriildiigiinden dolayr  Endosiilfan
uygulanmayan kuyucuklara da DMSO yogunlugu kadar DMSO ekleyerek tiim hiicreler ayni
sartlarda inkiibe edildi. Daha sonra calisilacak Real Time PCR ve Western Blot yontemi i¢in
yeterli miktarda RNA ve protein elde etmek i¢in ayni anda, ayni1 uygulamalarin yapildig: 3

plate ¢alisildi.

OO
(O

Sekil 3.8. 6'lik well plate goriintiisii



61

Tablo 3.7. Endosiilfan ve Klotho uygulamasi1 6’lik well plate dizayni

1 2 3
Hiicre (Kontrol ) Endosiilfan (50  uM) | Klotho (konsantrasyon 0,01
( Sadece 12 saat once Sul | uygulamasi pug/ml) (0,3 pg/ml) - 12 saat

DMSO konuldu)

Total hacim 2 ml

(12 saat 6nce 20 mM’lik
stoktan 5 pl konuldu)

Total hacim 2 ml

uygulamast
(stoktan 60 pl Klotho+ 5 pl
DMSO konuldu)

16
20

saat

mM’lik

Endosiilfan
uygulamast
stoktan 5 ul konuldu.

Total hacim 2 ml

Klotho
0,01 pg/ ml) (0,3 pg/ml)-
16 saat uygulamasi

(stoktan 60 ul Klotho +
12

(konsantrasyon

Endosiilfan saat
uygulamas1 20 mM’lik
stoktan 5 pl konuldu.

Total hacim 2 ml

Klotho
0,01 pg/ ml ) (0,3 pg/ml)+
12

(konsantrasyon
Endostilfan saat-es
zamanli uygulama

60 pl Klotho + 20 mM’lik
stoktan 5 pl Endosiilfan
konuldu.

Total hacim 2 ml

BOS
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Sekil 3.9. Uygulama yapildiktan sonra well plate mikroskop goriintiisii.

1 2 3

Well plate’deki hiicreler pasajlama tekniginde oldugu gibi tripsin uygulayarak kaldirildi,
santrifiij edildi ve elde edilen peletler ayr1 ayr1 ependorflarda 1 ml besiyeri igerisinde
¢ozdiiriildii. 1 ml hiicre-besiyeri karistminin 750 pl’si western blot yonteminde kullanilmak
tizere protein izolasyonu i¢in ayrilip -80 °C buzdolabina kaldirildi. Geriye kalan 250 pl ise
RNA izolasyonu i¢in kullanildi.
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3.2.6. RNA izolasyonu

250 pl hiicre- besiyeri santrifiij edilerek pelet 500 ul Riboex igerisinde pipetaj veya vortex ile
¢oziildii (~2-5 x 10° hiicre i¢in- 500 pl Riboex, ~10 x 10° hiicre i¢in 1 ml Riboex).

Homojenat 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra -70°C’de bekletilebilir yada
hemen ¢alisilabilir. Homojenata 100 ul kloroform eklendi ve 15-20 saniye alt st edildi. 2
dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra sogutmali santrifiijde 4°C’de 12,000 g’de 15
dakika santrifiij edildi. Faz ayrimi1 olusan tiipte en tistteki faz mikropipetle ¢ekilerek temiz bir

ependorfa aktarildi.

Kit prospektiisiinde ependorfa aktarilan miktarin eklenen Riboex’in yaris1 kadar oldugu kabul
edilerek ayni) RBI buffer eklenmesi bildirildigi i¢in 250 pl RBI buffer eklendi. Yavagga
pipetaj yapilarak karigmasi saglanan homojenat kit igeriginde temin edilen spin kolona
aktarildi. Oda sicakliginda 10,000 g’de 30 saniye santrifiil edildi, toplama tiipiindeki sivi
dokiilerek tekrar ayni islem tekrar edildi. Daha sonra 500 pL. SW1 buffer spin kolona eklendi.
Oda sicakliginda 10,000 g’de 30 saniye santrifiij edildi ve toplama tiiptindeki sivi tekrar
dokiildii. Spin kolona RNW buffer eklenip 10,000 g’de 30 saniye oda sicakliginda santrifiij
edildikten sonra toplama tiiplindeki sivi dokiildi. 10,000 g’de 1 dakika boyunca tekrar
santrifiij edildikten sonra alttaki toplama tiipii atilir ve spin kolon temiz ependorfa aktarilir. 30
pl Niikleaz free water spin kolona aktarildi , oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edilip 11,000
g’de 1 dakika santrifiij edildi. Elde edilen RNA’nin yogunlugu Qubit cihazinda 6lgiildii. Son
olarak elde edilen RNA, cDNA sentezinde kullanilmak tizere — 80 °C buzdolabina kaldirildi.

Orneklerin RNA Qubit dl¢iimleri;

Kontrol : 100pg/ml

Klotho 16: 20,9 pg/ml
Klotho 12: 49,7 pg/ml
Endostilfan: 10,8 pg/ml

Endostilfan+ Klotho: 51,2 pg/ml
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3.2.7. cDNA eldesi

Revers-Transkriptaz PCR (RT-PCR) ile retroviriislerden izole edilen Revers transkriptaz
enzimi yardimiyla hiicrelerden izole edilen RNA’nin tamamlayict DNA (cDNA) sentezi
gerceklesir. Bu yontem gen ekspresyonu analizlerinin yapilabildigi hizli ve hassas bir
yontemdir. Klasik cDNA sentez yonteminde reaksiyon bileseni olarak RNaz inhitibotii, revers
transkriptaz enzimi, dNTP’ler, RT buffer, RNA ve spesifik primerler eklenir. Ancak bu
calismada hazir cDNA kiti kullanildi.

cDNA Master mix Bilesenlert;

= 10X RTaz reaksiyon buffer

= 0AMDTT

= Hyperscript Ters Transkriptaz Enzimi (200 U/ul)
= ZymAll Rnaz inhibitor

=  OligodT primer

= Random hexamer

= dNTP

Her bir 6rnek i¢in total RNA miktart mikropipetle Olciilerek elde edilen RNA’nin tamami
cDNA c¢evrildi. Bunun i¢in 45 pl RNA-150 pl RT master mix-105 pl Nikleaz free water
olacak sekilde tiim Ornekler igin ayri ayri tiip hazirlandi. Bu karisgim etiketlenen 6zel Real
Time Pcr plate’lerine aktarildi ve Real Time Pcr cihazinda 55°C’de 1 saat, 85°C’de 5 dakika
seklinde hazirlanan programda calistirildi. Elde edilen ¢cDNA’lar Real time PCR’da

kullanilmak tizere etiketlendi.

3.2.8. Real Time PCR

Bu yontemde Syber Green , Eva Green gibi ¢esitli floresan boyalar kullanilir. Floresan boya
sadece ¢ift zincirli DNA’nin mindr oluguna baglandiginda floresan 1s1ma yapar. Cift zincirli
DNA’ya primer baglanip uzama gergeklesirken floresan boya oluklara baglanir.
Amplifikasyon siiresince DNA miktarindaki artisa orantili olarak floresan miktar1 da artar ve
bu artis Real Time cihaz ekranindan es zamanli olarak takip edilebilir (Kubulay, 2016;
Gtinel, 2007).
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Oncelikle elde edilen cDNA’larin konsantrasyonlarini esitlemek amaciyla sulandirma yapildi.
Reaksiyonda p38 ve [-actin spesifik primerleri literatlir aragtirmasi yapilip, belirtilen baz

dizileri sentezlettirilerek kullanildi.

50 nM konsantrasyonunda olan primerlerden; 10 ul Forward primer, 10 ul Reverse primer, 80
ul Niikleaz free water bir tiipte karistirilarak 10 nM konsantrasyonunda primer mix, Real
Time PCR’da kullanilmak iizereelde edildi (klotho,p38). 5X konsantrasyonundaki Rox, 1X
olacak sekilde sulandirildi.

Real Time Pcr reaksiyon bilesenleri;

Eva green 10 pl
Primer mix 2 ul
1X Rox 1 ul

Niikleaz free water 4 pl
cDNA 3ul

Total hacim20 pl olacak sekilde cihazda olusturulan dizayna gore real time plate’lerinde

karisim hazirlandi.

Tablo 3.8. Real Time PCR analizinde kullanilacak primer baz dizileri

Transkript Primer Sekanslari

p38 Forward 5-GCCCCAGTAGTCAGAAGCAG-3’
Reverse 5-TAGGGGCTGAAGAGAGGTGA-3’

ACTB Forward 5-GCATGGGTCAGAAGGATTCC-3
Reverse 5-CACGCAGCTCATTGTAGAAGG-3’

Klotho Forward 5-CACAGAGGTTACAGCATCAG-3’
Reverse 5-CAGCAAAGTCAACACAGTAGGA-3




Baslangi¢ denatiirasyon sicaklig1 ve siiresi :

Dongii sayist

Denatiirasyon sicaklik ve siiresi
Primer/prob baglanma sicaklik ve siiresi
Uzama sicaklik ve siiresi

Kitte kullanilan boyanin ismi

95°C/10 dakika
40 cycle
95 °C/ 15 Saniye
60 °C/60Saniye
72 °C/ 30 Saniye

Rox-
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Real-time PCR analizi i¢in internal house keeping gen olarak B-actin (ACTB) kullanildi. RT-

PCR tamamlandiktan sonra sonuglar PCR sistemi igerisindeki comparative CT metoduna gore

analiz edildi.

Sekil 3.10. Real Time PCR cihazi ve izleme monitorii
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Sekil 3.11. Real Time PCR-p38 erime egrisi monitor goriintiisii

Sekil 6. Real Time PCR-BETA -actin(ACTB) Erime egrisi monitor goriintiisii
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3.2.9. Protein Izolasyonu

2500 g’de 3 dakika santrifiij edilen her bir grup i¢in hiicre-besiyeri siispansiyonundan besiyeri
cekildi ve pelet 10 ml buzda sogutulmus PBS ile dikkatlice yikandi. 2500 g’de 5 dakika
santifiij edildi ve PBS uzaklastirildi. Pelete 100 ul ProtinEx eklendi, dikkatlice pipetlenerek
¢ozdiiriildi ve karisim 1,5 ml’lik ependorf tiipe aktarildi. 900 pl daha ProtinEx eklenip iyice
karistirilarak 5 dakika buz iizerinde inkiibe edildi. 16000 g’de +4 °C’de santrifiij edildi ve

slipernatant yeni tiipe alinip western blot ¢alismalari i¢in kullanildu.

3.2.10. Western Blot Yéntemi ile Orneklerdeki P38 Protein Miktarinin Belirlenmesi

Kan, doku, viicut sivilar1 gibi herhangi bir 6rnekten elde edilen ve bir¢ok protein arasinda
hedef proteinin varligin1 ve miktarmi belirlemek amaciyla kullanilan, yaygin olarak bircok
ornek grubu arasinda protein miktar analizinin yapilabildigi molekiiler yontemdir (Ozel ve
ark, 2014). Ornekteki proteinler, SDS-PAGE elektroforezi ile elektriksel ortamda jel iizerinde
molekiiler agirliklar1 ile orantili olarak yliriirler ve bantlar olustururlar. Gé¢ etme katottan (-

kutup ) anoda dogru (+ kutup) olur (Ustiiner, 2010).

Tablo 3.9. Western Blot metodu bilesenleri

Sample (Ornek) 50 ul
4X LDS (Lityum Dodesil Stilfat) 10 ul
10X Sample Reducing Agent 4 ul
(Ornek Indiikleyici Ajan)
ddH,0 -

1. Jel altindaki bantlar ¢ikarildi kuyular1 yikandi ve bos bir sekilde 150 voltta 5 dakika
elektroforez yapildu.

2. 70 C’ 10 dk kaynatilan proteinler buz iizerine alind1 ve soguduktan sonra jele 60 ul
ornek yiiklendi.

3. Ornekler jele KONTROL-E-K12-K16-E+K seklinde yiiklendi.

4. 110 voltta 60 dk yiiriitiilen proteinler i-blot cihazinda membrana transfer edildi .
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5. Ardindan membran ponceous soliisyonu ile boyandi ve total protein varligi kontrol
edildi. Membran goriintiisiinde total protein gorildiigii icin devam edildi.

6. Bloklama soliisyonu konularak 1.30 saat inkiibasyon yapildi.

7. 1:500 oraninda diliie edilerek hazirlanan primer antikor eklendi ve overnight
inkiibasyon yapildi.(bloklama ne ile yapiliyorsa antikor diliisyonu da ayni soliisyon ile
yapilmalidir.)

8. 3X5 dk arayla yikamalar1 yapildi.

9. SAEP003 (Goat Anti Rabbit-elabscience) antikoru 1:1000 oraninda diliie edildi.
Membrana eklendi. 45 dakika +4 de calkalayici da bekledi.

10. Ardindan 3x5 dk arayla yikamalar1 yapildi.

11. 2x2 dk arayla distile su ile yikama yapildu.

12. Ecl substrate eklendi ve goriintii alindi.
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4. BULGULAR

Calismada hiicre kiiltiir yontemi ile HT22 fare hippocampal ndronal hiicrelerine Endosiilfan,
12 saatlik Klotho uygulama, 16 saatlik Klotho uygulama, es zamanli Klotho ve Endosiilfan
uygulamasi yapildi. Olusturulan bu gruplardan elde edilen 6rnekler Real Time PCR ve
Western Blot yontemi kullanilarak p38 MAPK proteininin gen ekspresyon analizi yapildi.

4.1. REAL TiME PCR ANALIZi

Calisilan her 6rnegin p38 MAPK ve Klotho mRNA transkripsiyon diizeyininbelirlenmesi i¢in
kurulan Real Time PCR’da amplifikasyon tamamlandiktan sonra elde edilen amplifikasyon
egrilerine ait CT degerleri (kopya esigi degeri)PCR cihazindan Microsoft Office Professional
Plus 2010 Excel programina aktarildi. Aktarilan CT degerleri her bir 6rnek grubu i¢in
asagidaki gibi hesaplanarak mRNA transkripsiyon diizeyleri belirlendi ve excel grafigi

olusturuldu.

Genellikle house-keeping gen olarak adlandirilan kontrol genleri, farkli 6rnekler arasindaki
MRNA seviyelerini normallestirmek i¢in siklikla referans olarak kullanilir. Bununla birlikte,
bu genlerin ekspresyon seviyesi dokular veya hiicreler arasinda degisebilir fakat ayni hiicre ve
dokuda sabit ekspresyon seviyesi gosterirler. Bu nedenle housekeeping genlerinin se¢imi gen
ekspresyon caligmalar1 i¢in kritik 6neme sahiptir (Silver ve ark, 2006; Eisenberg ve Levanon,
2013). Housekeeping genler bir¢ok biyoteknolojik uygulamada ve genomik calismada
kalibrasyon arac1 olarak kullanilirlar (Eisenberg ve Levanon, 2013). Bu ¢aligmada kontrol gen
olarak ACTB geni (housekeeping gen) kullanilarak hedef genin transkripsiyon seviyesi

belirlendi.


https://www.google.com/search?q=microsoft+office+professional+plus+2010+excel&oq=microsoft+office+professional+plus+2010+excell&aqs=chrome.1.69i57j0.9857j0j9&sourceid=chrome&ie=UTF-8
https://www.google.com/search?q=microsoft+office+professional+plus+2010+excel&oq=microsoft+office+professional+plus+2010+excell&aqs=chrome.1.69i57j0.9857j0j9&sourceid=chrome&ie=UTF-8
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silver%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17026756
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Tablo 4.1. AACt degerinin hesaplamasi

Her bir 6rnek igin ;

AACt = (Ct hedef gen — Ct ACTB ) denek grubu - (Ct hedef gen — Ct ACTB) kontrol grubu

Ct degerleri her bir 6rnek igin karsilastirilarak, hedef genlerin mRNA transkripsiyon
.. by . . ~-AAC
diizeylerinin degisimleri 2 " metodu kullanilarak hesaplandi. Hesaplanan degerlerden,

ornek gruplari arasindaki transkripsiyon diizey degisimleri gosterilmek tizere grafik

olusturuldu.

Tablo 4.2. AACt metoduna gore hedef genlerin mRNA transkripsiyon diizeylerinin analizi

ORNEK P38 CT ACTB ACT KONTROL KONTROL ACT

MEAN CT P38 CT ACTB
MEAN MEAN CT MEAN

E 23.27 30.74 747 29.49 30.36 -0.87
K 12 28.91 31.05 214 29.49 30.36 -0.87
E+K 24.05 27.36 331 29.49 30.36 -0.87
K 16 26.64 29.48 -2.84  29.49 30.36 -0.87
AACt At

-6.6 97.00586

-1.27 2.411616

-2.44 5.426417

-1.97 3.917681
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Sekil 7. p38 MAPK Real Time mRNA transkripsion diizeyinin 6rnek gruplarina gore
olusturulan grafigi

Kurulan Real Time Pcr sonuglarina gore;

Sadece Endosiilfan uygulanan HT22 hiicrelerinde kontrol hiicrelerindeki mRNA
transkripsiyon seviyesine gore p38 MAPK transkripsiyonu 97 kat artmis , 12 saat Klotho
uygulamasinda yaklasik 2,5 kat, 16 saat uygulamasinda ise yaklasik 4 kat artmistir. Klotho ve

Endosiilfan es zamanl uygulamasinda ise yaklagik 5 buguk kat artmigtir.

4.2. WESTERN BLOT ANALIZi

Yapilan western blot yontemi sonucunda elde edilen en son asama proteinlerin
gorlintiilenmesidir. Proteinler goriintiileme cihazina alinarak proteinlerin = goriintiileri

bilgisayara aktarildi ve sekil 4.2°deki goriintii elde edildi.
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Kontrol  Endosiilfan K12 K16 E+K

- Nty

p38

— e D cm— I
klotho
actin p EEE R T GRS T

Sekil 4.2. p38 ve klotho proteinlerinin yilizde orani

p38 bolge ylizde Klotho bolge ylizde

K 17888.806 | 39.410 K 11198.953 10.907
E 2015.368 4.440 E 32954.782 32.097
K12 14411.510 | 31.750 K12 18226.761 17.752
K16 5540.095 12.205 K16 24838.338 24.192
E+K 5535.489 12.195 E+K 15454.004 15.052

Tablo 4.3. Western Blot Uygulamasinda elde edilen protein verileri

Western blot sonucuna gore;

sadece Endosiilfan uygulanan hiicrelerde kontrol hiicrelere gore p38 protein miktar1 yaklagik
8,5 kat , 12 saat klotho uygulamasi yapilan hiicrelerde 1,2 kat, 16 saat klotho uygulamasi
yapilan hiicrelerde 3,2 kat azaldigr goriilmektedir. Es zamanli Klotho ve Endosiilfan

uygulamasinda ise p38 protein miktarinin yaklasik 3,2 kat azaldig1 goriilmektedir.
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Klotho proteinin miktar ise;

sadece Endosiilfan uygulanan hiicrelerde kontrol hiicrelerine gore 3 kat, 12 saat klotho
uygulamasi yapilan hiicrelerde yaklasik 1,6 kat, 16 saat klotho uygulamasi yapilan hiicrelerde
yaklagik 2,2 kat arttigi goriilmektedir. Es zamanli Klotho ve Endosiilfan uygulamasinda ise

klotho protein miktarinin yaklasik 1,4 kat arttig1 goriilmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Kl geni ilk kez 1997 yilinda Kuro-o ve arkadaslari tarafindan farelerde tanimlanmistir. Fare,
sican ve insan klotho proteinini kodlayanKlotho geni sirasiyla kromozom 5, 12 ve 13’de
lokalizedir. Kodlayan gen dizisi bes ekson ve dort introndan olusur (Boksha ve ark, 2017).
Makoto Kuro-o ve arkadaslari yaptiklar1 bir ¢alisma ile klothoyu asir1 eksprese eden
transgenik farelerin diger vahsi tip farelere nispeten %30- 40 daha uzun 6mre sahip oldugunu
ve klotho geni baskilanan farelerin ise ortalama 2 ay dmre sahip oldugunu yani yabanil tip
fare Omriiniin sadece %5-6’s1 kadar oldugunu belirlemistir (Kuro-o ve ark, 1997). Klotho geni
baskilanan transgenik farelerin vahsi tip olanlara gore ortalama 3-4 hafta erken yaslanmaya
basladigi ve biiyiime geriligi oldugu bunun da sinyal yolaklarinin inaktive edilmesiyle

meydana geldigi belirtilmistir (Kuro-o ve ark, 1997).

Faredeki klotho gen ekspresyonundaki bir kusur insan yaslanmasina benzer sekilde mutant
farelerde kisa bir omiir ve ndronal dejenerasyon, arterioskleroz, vaskiiler kalsifikasyonlar,
doku kalsifikasyonlar1 amfizem, gonadal displazi, infertilite, cilt atrofisi, ataksi, hipoglisemi
ve ciddi hiperfosfatemi gibi birgok hastaliga neden oldugu belirlenmistir (Lim ve ark,2015;
Dalton ve ark, 2017). Insanlarda, serumdaki toplam Klotho protein seviyesi yasla birlikte
diiserken, kisa Omiirliiliik ve osteoporoz, koroner arter hastaligi ve inme gibi yasa baglh
hastaliklarin patofizyolojisi ile iliskili klotho geninde tek niikleotid polimorfizmleri (SNP)
tanimlanmistir (Dalton ve ark, 2017).

Mitojenle aktiflestirilen protein kinazlar (MAPK'ler), hiicre sinyallesmesinde ve gen
ekspresyonunda kritik bir rol oynayan evrimsel olarak korunan molekiillerin bir ailesidir (Ji,
ve Suter, 2007). P38, MAPK ailesinin ilk iiyesi piridinilimidazol ilaglarinin bir hedefi olarak
ve pro-enflamatuar sitokinlerin iiretimini inhibe eden LPS uyariminin bir hedefi olarak hizli
bir sekilde fosforile edilen 38 kDa proteini (p38) olarak tanimlandi (Cuadrado ve Nebreda,
2010). MAPK'lar (mitojen aktiflestirilmis protein kinazlar) gelisme, ¢ogalma, farklilasma ve

apoptozu iceren ¢esitli biyolojik olaylara sinyal verilmesi aracilik eder (Iwasa ve ark, 2003).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lim%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26280509
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MAPK vyollar1 en az ii¢ farkli sinyal modiiliinden olusur: ERK'ler, JNK / SAPK'ler ve p38.
Her modiil ii¢ kinaz (MAPKKK, MAPK kinaz kinaz; MAPKK, MAPK kinaz; ve MAPK)
icerir. MAPK'ler, aktivasyonu MAP2K kinazlar tarafindan katalize edilen Thr-X-Tyr motifi
tizerinde ¢ift fosforilasyon gerektirir (Wagner ve Nebreda, 2009).

Aktivasyondan sonra diger protein kinazlar1 ve bir¢ok transkripsiyon faktorlerini i¢eren, hedef
substratlarin spesifik serin ve treonin kalintilarim1 fosforile eder (Wagner ve Nebreda,
2009). Hem transkripsiyonel hem de transkripsiyonel olmayan diizenleme ile hiicre dist
uyaricilarin g¢esitli hiicresel cevaplara doniistirmede 6nemli olan sinyal bilesenleridir (Ji, ve

Suter, 2007).

Buna karsilik, JNK ve p38 yollari, reaktif oksijen tiirlerini (ROS), UV 1518101, X 1s1mnlarini ve
enflamatuar sitokinleri igeren hiicresel stres ile aktive edilir ve hiicre ¢ogalmasi, farklilagsmasi,
hayatta kalmasi, apoptoz, spesifik hiicre tiplerinin go¢iinii kontrol ettiklerinden iltihaplanma,
doku homeostazi gibi hiicresel siireglerde kilit rol oynarlar (lwasa ve ark, 2003; Wagner ve
Nebreda, 2009).

Mitokondri iginde iiretilen ROS mitokondriyal DNA ve diger bilesenlere dogrudan zarar
verebilir. Benzer sekilde, mitokondriyal oksidanlar, p53'iin ve diger DNA hasar yollarmin
aktivasyonuna yol agan niikleer DNA'ya zarar verebilir. JNK ve p38 gibi stresle aktive olan
kinazlar1 igeren sitosolik elementlerin potansiyel hedefler olabilecegi diislintilmiistiir. Buradan
yola c¢ikarak proteinlerin oksidatif modifikasyonunun yaslanmada 6nemli bir unsur oldugu

diistiniilmiistiir (Balaban ve ark, 2005).

Iwasa ve ekip arkadaslar1 toplam ya da aktive edilmis JNK ve p38 diizeylerini spesifik
antikorlar kullanarak gen¢ ve yaslanmis NHF (normal insan fibroblast) WI-38 hiicrelerinde
inceledi. Toplam JNK ve p38 miktarlar1 esas olarak iki hiicre tipi i¢in ayniydi. Bununla
birlikte, yaslanmis hiicrelerde fosforile (aktif) p38 miktarinda genc hiicrelere gore {i¢ ila dort
kat artis oldugu tespit edildi (Iwasa ve ark, 2003).Tobiume ve ekip arkadaslar1 2001 yilinda
yaptig1 bir calismada TNF, H,O; gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS) dahil olmak tizere ¢esitli
sitotoksik streslere cevap olarak aktive olan ASK1’ in JNK/p38 sinyal yolagini1 ve apoptozu
stirekli aktive ettigini gostermistir. Sonug¢ olarak p38 ve fosfo-p38’in stres durumunda

apoptozun indiiklenmesinde rol oynadigi diisiiniilmiistiir (Tobiume ve ark, 2001).
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Brobey ve arkadaslar1 yaptiklar1 c¢alismada klotho nakavt farelerin (klkl) ve klotho'yu
(EFmKL46 veya EFmKLA4S8) asir1 ifade eden transgenik fareler lireterek reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) duyarlt apoptoz sinyali diizenleyici kinaz 1 (ASK1) / p38 MAPK yolaginin
bu farelerin beynindeki stres seviyelerini nasil diizenledigi c¢alismislardir. Elde ettikleri
bulgular beyindeki Klotho asir1 ekspresyonunun, p38 MAPK aracili oksidatif strese karsi
hafifletici etkiler iirettigini agikca gostermektedir. Sonuglar klotho asirt ekspresyonunun,
kismen p38 MAPK aktivasyon seviyesini modiile ederek dopaminerjik noronlart oksidatif
hasara karsi 6nemli Ol¢iide korudugunu gostermektedir. Bu yiizden klotho'yu olasi bir

antioksidan efektor olarak tanimladilar ( Brobey ve ark, 2015).

Bu calismada hippokampal HTT22 hiicre serisi kullanilarak  bir noroprotektif oldugu
belirlenen klotho proteininin homolog rekombinasyonda goérev aldigi disiiniilen p38 MAPK
proteini ifadesi lizerine etkisi arastirilmistir.Calisma sonuglarimiz klotho proteini ile p38

MAPK sinyal yolaginin arasinda anlamli bir iligki olabilecegini gostermistir.

Calisma bulgularimiza dayanarak elde ettigimiz sonuclarda sadece endosiilfan uygulanan
hiicrelerde p38 mRNA seviyesi yiiksek oranda artarken protein miktarinin oldukca az oldugu
goriinmektedir. Buda hiicrelerde olusan DNA hasar1 durumunda p38 MAPK sinyal yolaginin
aktive oldugunu gosterdi.12 ve 16 saatlik Klotho proteninin uygulandig: hiicrelerde ise p38
MAPK mRNA seviyesi daha diisiikken protein miktarinin Endosiilfan uygulanan hiicrelere
oranla daha fazla oldugu goriilmiistiir. Buda Klotho proteininin p38 MAPK sinyal yolagini
baskiladigini gosterdi. Es zamanli uygulamada ise p38 MAPK mRNA seviyesi daha diisiikken

protein miktarinin Endosiilfan uygulanan hiicrelere oranla daha fazla oldugu goriilmiistiir.

Sadece endosiilfan uygulanan hiicrelerde p38 protein miktar1 kontrol hiicrelere kiyasla
azalirken klotho proteini miktar1 yiiksek oranda artmistir. 12 saatlik klotho uygulamasinda
p38 miktar1 kontrol hiicrelere kiyasla azalirken klotho proteini miktarinin arttii, 16 saatlik
klotho uygulamasinda ise p38 protein miktar1 daha da azalirken klotho proteini miktari
artmistir. Burada klotho proteininin p38 proteini ile ters orantili olarak arttigini azaldigi
goriilmektedir. Es zamanli uygulama ise p38 miktarinin azaldigini klotho proteinin miktarinin

ise 12 saatlik klotho uygulamasina yakin bir miktarda oldugu goriilmiistiir.



78

Bu sonuglar baz alindiginda Endostilfanin ROS iizerinden olusturdugu negatif etkininklotho
proteini tarafindan azaltildig1 goriilmistiir. Sonug olarak klotho proteininin p38 MAPK sinyal
yolagini inhibe ettigi ve noron hiicreleri iizerinde koruyucu etkisi oldugu sdylenebilir ancak
bunun net bir sekilde belirlenebilmesi i¢in fosforillenerek aktiflesen p38’in fosfo-p38 protein
miktarinin da ¢alisilmasi gereklidir. Bu ¢alismanin zayif yonde eksigi aktif p38 (phospo-p38)

protein miktarinin ¢alisiilmamasidir.
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