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OZET

Apoptoz, programlanmis hiicre 6limu, organizmada fizyolojik stireclerin yan
sira ¢aitli patolojilerin ortaya ¢iki sindaki mekanizmalarda da rol oynamaktadir.
Apoptoz surecindeki dengenin bozulmasi, hastaliklan ortaya cikisini
tetiklemektedir. Bu sirecin engellenmesinde Bcl-roteininin artan ekpresyonu
onemli rol oynamaktadir. Bu ¢alsmada anti-apoptotik etkinligi bilinen Bcl-2
proteininin, Ultraviole (UV) irradyasyonu, o-keto isokaproik asit (KIKA) veya
Staurosporine (SSP) ile induklenen hticre 6limu sueende olasi koruyucu
etkinli ginin Bcl-2 proteinini asirl eksprese eden Rat 1 fibroblastlar aracifi ile
incelenmesi hedeflennstir.

Bu calismanin verilerine gore, UV-B irradyasyonu ile indiklenen Rat 1
fibroblastlarinin 6liminde, Bcl-2 proteinin varli g1 hiicre 6luminden kismen
korumaktadir. UV-B’ye bagli olan hiicresel stres nedeniyle c-Jun N-terminalikaz
(INK) enzimleri bifazik fosforilasyon ile aktive olmaktadir. Bcl-2'nin asiri varli g
JNK’nin ikinci fosforilasyon dalgasinda gecikmeye eden olmaktadir. D-JNK
inhibitérandn kullaniimasi hiicre yasami oranini arttirdi g1 gibi Bcl-2'nin kirllmasini
da engellemstir. Bu veriler, JNK ve Bcl-2 arasinda dinamik bir etkilesim olduguna
isaret etmektedir. JNK enzimi, UV-B irradyasyonu sorucunda tetiklenen hticre
6luminde Bcl-2 fonksiyonunu duzenleyen Ust yolaktger aliyor goriinmektedir.
Ayrica Bcl-2 proteini KIKA ve SSP ile indiiklenen hiicre 6liimiine kayi Rat 1
fibroblastlarda kismen koruyucu etki gostermistir ve pan-kaspaz inhibitéri olan Q-
VD’nin kullanimi hiicre yasam siresini uzatmstir.

Sonugta bu ¢alsmadan elde ettgimiz veriler, Bcl-2 proteininin UV
irradyasyonu, KIKA ve SSP ile indiiklenen Rat 1 fibroblast hiicre éliniinde

koruyucu etkili oldu gunu desteklemektedir.

Anahtar kelimeler:
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SUMMARY

EFFECT OF BCL-2 PROTEIN ON APOPTOTIC PATHWAYS

Apoptosis, programmed cell death, plays a role nainly in physiological
processes but also in pathological conditions. At in apoptotic processes triggers
the development of some diseases. Bcl-2 proteiashan important role in the
inhibition of apoptosis. In this study, the possile anti-apoptotic effect of Bcl-2 on
ultraviole (UV) irradiation, a-keto isocaproic acid (KICA) or staurosporine (SSP)
induced cell death of Rat 1 fibroblasts has beenwidated.

According to the results of this study, overexpressn of Bcl-2 protein delayed
UV-induced cell death. Following UV irradiation, we observed a biphasic activation
of c-Jun N-terminal kinases (JNK) in both wild typeand Bcl-2 overexpressing Rat-1
fibroblasts. Second phase was significantly delagien Bcl-2 overexpressing
fibroblasts that were more resistant to UV-induceccell death compared to wild type
Rat-1 cells. The addition of a specific JNK inhiliory peptide to Rat-1 fibroblasts
before UV irradiation not only increased survival kut also decreased Bcl-2 cleaveage.
Our data suggest that there is a dynamic interactio between Bcl-2 and JNK, and
JNKs may also act as upstream regulators of Bcl-2ihction. Overexpression of Bcl-2
protein also showed a protective effect on KICA- ath SSP- induced cell death.
Increased survival of Rat 1 fibroblasts with co-tratment of Q-VD, a pan-caspase
inhibitor, during KICA and SSP induced cell death siggests that caspases are
involved.

In conclusion, overexpression of Bcl-2 protein shogd a protective effect on
UV-, KICA- and SSP-induced cell death.

Key words:
Apoptosis, Bcl-2, Ultraviolet (UV), a-keto isocaproic asid (KICA), Staurosporine (SSP)



GIRIiS

Apoptoz, programlanmihiicre 6limu, organizmada fizyolojik streclerin yama
¢esitli patolojilerin ortaya gikjindaki mekanizmalarda da rol oynamaktadir. Apoptoz
surecindeki dengenin bozulmasi, hastaliklarin ar@isini tetiklemektedir. Bu sirecin
engellenmesinde Bcl-2 proteininin artnekpresyonunun énemli rol oynamaktadir (1).
Mitokondriyal membran Gzerinde bulunan Bcl-2, hyciime gotiren yok&a basta
sitokrom C’nin salinimini bloke ederek engellemdkté2-4). Bu mekanizma stres
etkenlerine bgi olarak gelgen hicre 6limlerinin engellenmesinde 6nemli gorikiedr.
Bu etkenler ultraviole (UV) irradyasyonu gibisdkaynakl etkenler olabilegegibi
metabolik bozukluklara I olarak biriken metabolitler de olabilir.

UV irradyasyonu, oksijen radikallerinin Gretimimtrarak hiicre membraninin
hasarlanmasina ve DNA kiriklarinin ghoasina neden olarak hiicrenin dlimiine ya da
kanser hiicresine dograesine zemin hazirlayabilmektedir (5). UV uygulasm
sonucunda stres enzimleri arasinda yer alan c-Jienrhinal kinazlar (JNKler) aktive
olmaktadir (6). JNKlerin, apoptoz yolaklarinda stamece dnemli rol oynaglibilinen
kaspazlarin, 6zellikle kaspaz-3'Un aktive olmasailayarak apoptozun gegiminde rol
oynadgina dair raporlar yayinlangtir (7). Mitokondrinin d¢ membraninda yer alan Bcl-
2 proteinin ise JNK etkisi ile aktiflenen yg@labaskiladgina dair bulgularin yani sira (8, 9),
aktif INK enziminin Bcl-2'nin etkisini saf gi biraktgina dair veriler de literattrde yer
almaktadir (10, 11). JNK ve Bcl-2'nin apoptotikagte olan etkilgmi netlik
kazanmangtir.

Metabolik kalitsal bir hastalik olan Akggesurubu hastafil (maple syrup urine
disease-MSUD)y-ketoasit dehidrogenaz enzim eksikliden kaynaklanmaktadir (12).
Vicutta 16sin, izoldsin, valin gibi aminoasitlere onlarin alfa-ketoasit derivelerinin
ozellikle a-keto isokaproik asidin (KKA) birikimiyle seyreder (13). KKA’nin
birikiminin glial ve ndéronal hiicrelerde apoptozulirkledigi ve nérodejenerasyona yol
actl rapor edilmgtir (14, 15). Ancak KKA'nin indiikledigi hiicre 6limunin kaspaz
bagimli veya bgmsiz yollardan ilerleyebile@ee dair veriler tam bir birlik icinde
degildir.

Staurosporine (SSP) bir proteaz inhibitéridur &k ok hiicre tipinde guclu bir

apoptoz indukleyicisi olarak taningtir. SSP’nin apoptozu indiikleme mekanizmasi tam



anlgilmamakla birlikte genel olarak mitokondrial apdjito/olagin kritik rol oynadgina
inaniimaktadir (16, 17). Ancak Bcl-2'nigia ekspresyonunun SSP’nin oldurici
etkisinden korumada tam olarak etkili olmgdsaptanmtir (18). KIKA'ya benzersekilde,
SSP’nin etki mekanizmasinin hem kaspagHimdt hem de —b@&msiz yollarla oldguna
dair raporlar yayinlanngtir (19, 20). SSP ile indUklenen apoptozda hiipiad gore
degisebilen ¢oklu mekanizmalarin vailis6z konusu olabilir.

Bu calsmada anti-apoptotik etkirgi bilinen Bcl-2 proteininin, UV irradyasyonu,
KiKA ve SSP ile indiiklenen hiicre 6liimii siirecindeiddasuyucu etkinlginin

incelenmesi hedeflengtir.



GENEL BILGILER

A) APOPTOZUN CANLI ORGAN iZMADAK i YERI VE ONEMI

Canlilarin yaam dongusunun temel unsurlargdm, biayime, treme, ylanma ve
olumdur. Ygaamin surdurdlmesi organizmada yapi ve fonksiyommyofojik
gereksinimlerin belirledi sinirlar icinde korunmasina gledir. Bunun igin hiicre
¢cogalmasi ve 6lumu arasinda bir denge bulunmasi gei@kidenge kayboldiunda, yani
¢cogalandan ¢ok hicre 6lgu ya da farklilgtiginda dejeneratif hastaliklar, 6len ya da
farklilasandan daha fazla hicreggdmasi durumunda ise kanser ve otoimmun hastaliklar
goralur (21).

Tuam canhlarin en kicuklevsel birimi olan hiicrede 6lum, patolojik ya da
fizyolojik stiregler sonunda gergekie Baslica iki hiicre dlumgeklinden biri olan nekroz,
hiicresismesi ve hiicre parcalanmasi ile karakterizedir vés&ami, mekanik travma gibi
buyulk cevresel dgsikliklerin neden oldgu patolojik ve pasif bir stiregtir (22). Bu tur
hiicre i¢i denetim mekanizmalarinin etkisi yoktutidre kendi istgi ile 6lmez. Dger bir
hiicre 6lumsekli olan fizyolojik 6lim yolu ise ygi, hasarli ya da anormal hiicreleri
ortadan kaldirarak hiicreler arasi dengeyi ve hégretanliliklarini sirdirmeyi gkar (23).
1920'li yillardan beri bilinen ve nekrozdan farklarak hiicre buzimesi goérilmesi
nedeniyle “blzéme nekrozu” olarak adlandirilan fizyolojik hucreéigitinin, blyuk
oranda 6nceden kestirilebilir (programlagmkesinsekilsel (morfolojik) nitelikleri olan
bir siire¢ oldgu 1970’lerde Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan ileiéiriimitir (24).
Genetik olarak belirlenen aktif bir sire¢ olan peoglanmg hicre 6liminitn ginimizde

en az iki ayrsekli oldugu belirtimektedir (25).

1. Apoptotik programlanmi s hiicre 6lumu: Apoptoz, eski Yunanca “apo” (ayri) ve
“ptosis” (dismek) kelimelerinin birlemesiyle olgan ve Homeros tarafindan
sonbaharda yaprak dokimind tanimlamak igin kuliagibir s6zcuktur. Bu
nedenle bazi hicrelerin sonbahar yapraklari gietaluruyarak viicudu terk
etmesi ve arkadan gelen hiicrelere yer agmasiytekiesen hiicre 6lum tipi,

Klasik Yunan tarihgisi James Cormack’in dnerisitdpoptoz” olarak
adlandiriimgtir (24). Yeni dganda timusun gerilemesi bu tip hiicre lumunin en

klasik 6rneidir.



2. Apoptotik olmayan programlanmis hiicre 6lumu: Apoptozda gorilen yapisal
degisiklikler izlenmeden programlangbir olay sonucu hticre 6limunin
gerceklemesidir. Canli organizmanin glum (embriyogenezis) ve dealasma

(metamorfoz) surecinde birgok organin ortadan kaklnbu tipe 6rnektir (25).
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Resim-1- Apoptoz yolaklarinin dizenlenmesi (Zeidsvét Pathol 40:481-495 (2003).

Apoptozun Sekilsel Ozellikleri (Morfolojisi)

Apoptoz, dokuda belli bir bélgedeki tim hicreletkilemek yerine danik olarak
tek tek hiicrelerde ortaya ¢ikar ve tipik olarakgiaal dgisiklikler gérilmez. Belirlenen
ilk sekilsel degisiklik kromatinin ¢ekirdek zarinin altinda gonlasarak dgisik boyutta
yarim ay ya da ovakkillerde iyi sinirh ygun kitleler haline gelmesidir. Cekirdek
merkezinde osmiofilik granil kiimeleri glurmak Uzere cekirdekgik kromatini glar.
Fibriler protein merkez ygunlasmis ¢cekirdek kromatinin i¢ yuzeyinde gon granuler kitle
olusturur. Bu cekirdek d&siklikleriyle ayni anda apoptotik hiicre kgmhiicrelerden
ayrilir ya da bglanti noktalari ortadan kalkar. Mikrovilluslar giiizel yiizey yapilari
kaybolur ve dizgun sinirli hale gelir. Hiicre haeamalir, hiicre ygunlugu artar,
sitoplazmik organeller ygunlasir, diiz endoplazmik retikulum geter. Yogunlasmis

sitoplazmada vakuoller ajur. Gengleyen sisternalar hiicre zari ile bydeek hiicre



yuzeyine dg@ru tomurcuklanmalar okururlar. Sitoplazmik flamanlar yan yana ve hiicre
ylzeyine paralel tabakalgeklinde toplanirlar (24, 26).

Bu donemde i¢ ice gegen ya da hemen ardindan deleade hiicre ylizeyinde
tomurcuklanma ve ¢ekirdek sinirinda diizensizlildwaBunlarin ayrilmasi ile ¢ekirdek ve
sitoplazma dgisik boyutlarda “apoptotik cisimcikler” okurur. Bu cisimler epitelyal
ylzeyden dokulebilir ya da ganlukla kongu normal parankimal hiicreler ya da
makrofajlar tarafindan fagosite edilirler (24, 26).

Son gama kalinti ¢cekirdek ve sitoplazmik yapilarin géklel fagosite eden
hicrenin fagozomu icinde lizozomal enzimlerle plgeigi “in vitro otoliz” donemidir.
Hucre parcalanmasi sirasinda hiicre ici elemankzeler arasi araia daiimadgi,

proteolik enzimler ya da toksik oksijen salininmaldgi icin yangisal yanit okimaz ve

komsu hicrenin hasarlanmasi 6nlenir (24, 26).

Resim-2- Apoptoz ve nekrozisin morfolojik g@gklikleri

Apoptotik Hucrelerdeki Biyokimyasal Degisiklikler

Kromatin deisikliklerinin baslamasindan kisa stire dnce, hiicresel aktiviteleede v
sinyal iletiminde yaygin olarak kullanilan kalsiyumsitoplazma i¢i miktarinda hafif
artma gorulur (25, 27). Bu aytbazi sessiz enzimleri aktive ederek bazi yapisal
degisikliklere yol acar. Kalsiyuma kg endoniikleaz ve transglutaminaz bu enzimler
arasindadir (25, 27).

Cekirdek dgisikliklerine endojen kalsiyum-magnezyumgoanl niikleazlarin

aktivasyonu neden olur (28-30). Nukleozomlar axdaikromatini bolerler ve apoptotik



hicre DNA’sI hepsinin uzunfiu 180-200 baz ¢ifti ve katlari olan pargalara ayrBu
parcalar agaroz jel elektroforezde apoptoza 6zgidiven gérinimunt oktururlar (23).

Apoptoza yonelen hiucredekilsel deisiklikler gelismeden ve DNA parcalanmasi
gorulmeden 6ncp-tubulin haberci RNA ve daha sorfigubulin miktari artar (31).

Cogu apoptotik hiicre daha 6nce kendilerinde bulunmargarsglutaminaz
aktivitesi gosterir. Bu enzim apoptotik hiicrelesitoplazmik proteinleri arasinda(y-
glutamil) lizin balari olusumuna yol acar. Bu caprazghetransglutamin proteinler
sitoplazma zari altinda keratinize hiicredekine eeSDS-direncli kabuk olgururlar. Bu
yapl, fagosite edilmelerinden dnce apoptotik cieninl icindeki tehlikeli hiicre igi
enzimlerin salinimini énler. Apoptotik hiicrelesimirlarinin bozulmasi ve bigte bu
enzim aktivitesi ile olabilir. Kalpain gibi kalsiyna b& mli proteazlar da hiicre yapisinin
bozulmasina katkida bulunabilirler (31). Apoptaasinda hiicre zarindaki fosfolipid
dagilimi da deisir. Hucre zari i¢ ylzeyinde bulunan negatif yutdgfotidilserin zarin dy

yuzlne cikar.

Apoptotik Strecin Bglamasi:

Apoptozun genetik diizenlenmesi hakkindaki bilgitez Caenorhabditis elegans
ile yapilan ayrintili incelemeye dayanmaktadir (32986'da Robert HorvitZ;. elegansta
normal embriyogenez ve hiicre 6lumu igin en az 3rggerekli oldgunu gosterdi. Ced-3,
Ced-4 ve Ced-9 adi verilen bu genler olmadan agagioilmedgi ve gelsme olmadg|
g6zlemi Dr. Horvitz’e 2002’de Nobel 6duli kazandif21).

Apoptoz biyolojisinde iki evre goruldr:
1. Programh 6lim kararinin verilmesi

-Uyari

-Uyarinin hicre tarafindan taninmasi

-Olum kararinin verilmesi

-Olum

2. Programli olarak dlen hiicrenin ortadan kald&sm

Apoptoz uyarisi alan hicre bir hazirhk donemindeger. Geriye dogimli olan
bu donemde hiicrelerin sitoplazmasinda bazi genlgandgl mRNA ve protein yapimi
oldugu gdorular. Protein yapimini 6nleyen ajanlar apoigiamlemektedir (26, 33). Ancak
apoptozis sirasinda gigmezsekilde ortaya ¢ikan metabolik bir olay dizisi

bulunmamaktadir. Aktif RNA ve protein sentezine dlayn gereksinim hiicre tipine ve



apoptotik uyarinin tirine padir. Bu durum hemen butun hicrelerde fizyoldjikcre
O6lumiuna baskilayan ya dagiatan dizenleyici proteinlerin bulunmasi ile agridailir.
Belli bir hiicre tipinde baskilayicilarin vegaticilarin goreceli yikim hizlari apoptozu
baslatan ya da durduran RNA ve protein sentezini di&zg33).

Her cait hiicrede kacginilmaz olarak apoptoza yol agacakiaysinyal yoktur.
Hucrede apoptoz olup olmamasi hiicrenin sinyaletyanidgasi kadar apoptoz
baskilayici molekdillerin var olup olmamasinglior.

Sitokinler, hormonlar, toksinler, fiziksel ajankae biylime faktorlerinin azalmasi
gibi pek cok etken, Fas ve Tumoér Nekroz Faktor (T NfSeptorlerinin uyariimasi
apoptozisi bglatabilir (34, 35). Cgtli yollarla aktive olabilen apoptoz streci datens
tek bir anayol ile devam eder (36). Apoptozgléan en 6nemli mekanizmalar fizik
olaylar, §- ya da UV radyasyon), DNA alkilasyonu (Mitomisinil€ karilastirma),
topoizomeraz aktivitesinin gegmesi (etoposid tedavisi), reaktif oksijen turlesi ga mitoz
defektleri ile olgan DNA hasari olarak gorinmektedir (37, 38). Riéaksijen turleri ve
dizenleyicileri Gnemli bir bgatici etkendir. Reaktif oksijen yapimi sonucu déniipid
peroksidasyonu farkli etkenleringbattigl apoptoz ile ilgkilidir. Ancak ¢ok digiik oksijen
diuzeylerinde de apoptozun gorilmesi apoptozdaifedijen tirlerine mutlaka gerek
duyulmadgini, apoptoz sirecinin katiimasini kolaylstiran fakat dgrudan yol agmayan
hicre ici sinyallerden biri olaraklev gordigunu digindirmektedir. TNF'nin apoptozu
baslatma yetginde stuperoksid dismutaz duzeylerinin goze carpkisid-as’in balattig
hicre 6luminde goérulmez. Ba balatici yollar da bulunmaktadir (25, 37).

Apoptoz dg¢ (ekstrensek) ve i¢ (intrensek) olmak tzergiba iki yol aracilgi ile
gerceklair.

1) Dis (ekstrensek) yollar:

Apoptozun dy yolu TNF ailesi hiicre ylzey reseptorleri ilgkili apoptosis uyarici
ligandlar (TRAIL) ve Fas ligantlari bazi malign mermal hticrelerde kendilerine 6zgu
reseptorlerle birlgerek 6lime neden olurlar. TNF ailesi reseptorlédFIR1/CD120a,
TNF-R2, DR3/Wsl-1/Tramp, DR4/Trail-R2, CAR-1) vea@#CD95/APO1) reseptori belli
bir amino asit dizilimi ve homolojiyi payar (39, 40). Bu proteinlerin hicresdkisimlari
ligand b&lanmasi i¢cin 6nemlidir. Sitoplazmik kisimlariniry&slanmasi bu molekdllerde
kismen korunmgiolan bir 6lim bélgesinin (DD) bulun@unu gdsterir. Bu bélgeler
apoptozun bgamasi igin gerekli olan sitoplazmik sinyal protennin baslandg! yerlerdir.
Duyarli ligandlarin bglanmasiyla ti¢ TNFR ya da Fas molekuli komplekstoimak

Uzere bir araya gelir ve TNFR ve Fas trimerlersitoplazmik bolimleri sirasiyla TRAAD



ve FADD/Mort-1adli adaptor proteinlerine@anirlar. Bu adaptdr proteinlerden birinin
ektopik yapimi apoptozu uyarabilmektedir. Bu pirdexin hem DD hem de proteazlarin
0lum olwturan bolgesine (DED) lg&nan protein etkilgme bolgesi vardir. Reseptorlerin
sitoplazmik kisimlari, adaptor proteinler ve prataabir “Olumu Balatan Sinyalleme
Kompleksi (DISC)” olgturur. Proteazlarin aktivasyonu apoptotik sinyiaditir. Apoptozu
baslatma yeteneklerini hasarlayan TNFR ya da Fas matdarinda sitoplazmik 6lim
boéluma proteinlerinin bElanmasinin bozulmasi, bu molekdllerin Fas ve TNHbj#I
apoptozda énemli rol oynadiklarinin gostergesig#) ( Normalde, “Oliim Bolgesi
Susturucusu (SODD)” olarak adlandirilan proteirujyariimams reseptorlerin sitoplazmik
DD uclarn maskelenerek reseptorlerin kerggtilden sinyal olsturmasi 6nlenir.
Reseptorin uyariimasi ile SODD 6lim ucundan aywdiDED igeren adaptorin
baglanmasina izin verir (40, 41).

Yakin zamana kadar sadece yapisal bir molekiidbliglev gordigiine inanilan
hiicre zarinin ana maddesi sfingomyelin, sfingomgeliile ikincil ulak (messenger) olarak
davranan seramid’e (ceramid) hidrolize olyfisinlama, TNF ya da Fas glanmasi ile
baslatilan apoptotik sinyaller sfingomyelin yolunu aemid yapimini bgatmak 6zere
aktive eder. Asidik sfingomyelinazin apoptotikystin tasinmasinda 6zellikle dnemli
olabilecei belirtiimektedir (37, 42).

2) intrensek yol:

Apoptozun daha yaygin yolu olan i¢ yol hiicrenindidécinden, 6rngin sitotoksik
ilaclar gibi hasar yapici ajanlarlagyan sikintili duruma yanit olarak aktive oluc.
yoldaki apoptotik sinyal iletiminde mitokondriniarnel bir rolil bulunmaktadir. Ayrica
Fas kaynakli sinyalin hiicre tipinegbeolarak mitokondri yoluyla da kaspazi aktive eine
muimkuandur (34). Mitokondri apoptoz sirasinda saamaya gecgerek 6lim programinin
akisini aktive eden birkag faktorgia. Bunlar sitokrom c ve “Apoptozu Uyaran Faktor
(AIF)” adh dogal bir faktordur. Bcl-2 bu faktorlerin sitoplaznmaagalinimini dnlemektedir
(43).

AIF canli hucrede mitokondri zarlar arasinda ggniis, bakteriyel ferredoksin ya
da NADH oksidorediktazlarina benzerlik gésterergeldrdek tarafindan kodlanan,
proteaz 6zelfiinde olan 57 kDa'lik bir flavoproteindir. AlF sptazmik faktorler
olmadginda apoptotik cekirdek dsiklerini baslatir ve kaspazi aktive eder. Siklosporin A
gibi zar gegirgenlik dé&simi baskilayicilari tarafindan bazi apoptexillerinin

durdurulabilmesi apoptozdaki rolinin dnemini gdsiektedir (43).



Sitokrom ¢ mitokondrial elektron aktarim sistemidinemli bir pargasidir.
Normalde mitokondrinin i¢ ve glzari arasindaki bélgede yesteistir. Salinimi Bcl-2
proteinler tarafindan diizenlenen ve kaspazlarinadgonunda gerekli bir kofaktordir.
dATP (ya da ATP) ve sitoplazmik faktér Apaf-1 (Cédn memelideki gdegeri) ile
birlikte sitoplazmaya salinimi, Kaspaz-9'un kendiaisonra cellat Kaspaz-3'U aktive
etmesi ile sonuglanir. Apaf-1, Kaspaz-9'urglaana bolgesiyle etkilerek bu kaspazi
aktive eder.insan Apaf-1 proteini kaspazla etkiteek icin bir aktivasyon basarga
gerektirir. Aktivasyon igin gereken bilinen tek kagmizma sitokrom c’dir (44).

AIF ve sitokrom c¢ salinimi, “membran potansiyeytka(Aym)” ve “membran
gecirgenlik dgismesi (PT)” gibi slev bozukluklarina bglidir. Aym’ de kollaps
apoptozisin ke ozellgidir (45).

Apoptotik Olim Sinyalinin Taninmasi

Apoptotik sinyallerin en buyuk alici grubu hiiciéndistinde 6nemli rolleri olan
molekullerdir. Apoptozu kontrol efli en iyi anlgilmis olan genler c-myc, p53, ve Bcl-
2'dir (46). c-myc proteinin yapimi gier yggam faktorlerinin varigina bgl olarak hiicreyi
hem ¢@almaya hem apoptoza goturir.

Apoptozun iki ana dizenleyicisi p53 ve Bcl-2'dBaslangicta bir onkoprotein
olarak belirlendiyse de yabanil (wild) p53 protaini6zellikle DNA hasarlanmasina yanit

olarak hicre 6lumuna Batici islev gordigu acgikhk kazanngtir.

Apoptozun Son Aamasi: Olum Makinasi
Farkll organizmalarda gi#éli dokulara ait hiicreler 6nemli oranda bengekilsel
Ozelliklerle apoptoza giderler. Bir tirde apoptaliizenleyen genler gir tirlerde de
benzer glevlere sahiptirler. Bu gdzlem, evrimsel gat sirasinda korunngykimi
yazarlar tarafindan cellat (executioner) olarakaadirilan bir ana apoptoz makinesi
oldugunu dgundurmektedir. Gozlemler bu “cellat’in sitoplazraagerlemis oldugunu ve
¢ogu hucrede blyik oranda ya da tam olarak 6éncedemtuunu dgiundurmektedir (37).
Bu proteazlar apoptoz sireci igin 6nemli goriinredkt Bu proteazlari bloke eden
peptitler apoptozu durdurabilmektedir (47). Prataan hiicre élumuande iki roli
bulunmaktadir:

1) Ozel hiicre bolimlerinde ajan 6lum sinyallerinin iletimi ve



2) Bazilarinin aktivasyonu, bazilarinin inaktivasyolausonuglanan ¢ok sayida
hicresel proteinin pargalanmasi.
Serin proteaz ailesi biatma stirecinde rol alirken sistein proteaz atefiat slevinde
bulunur (48). Anayol proteaz dizisini (kaskad) ‘4fazlar (Caspases)” denilen tek bir
sistein proteaz ailesi gjturur (37). Bu yol Bcl-2 ailesi ve IAP ailesi gibiicre 6lim
karsiti proteinler tarafindan ters yonde etkileninsan ve farede ondort kaspaz
belirlenmitir. Bunlarin 11'i insanda bulunmaktadir. Kasgagdrekirsor (inaktif)
zimojen olarak Uretilir. Katalitik (p10 ve p20 dihiteleri) bolge ve N-ucunda
baglanma bdlgesi (prodomain) vardir. Aktive olmaligin protealizle C-ucundaki
aspartik asit kalintilarinin ayrilmasi gerekirklfia baglanma bolgesinin uzakjmasi
ile katalitik bolge iki alt Gniteye ayrilir. Aym@in blyik ve kiguk alt Gniteler katalitik
Unite olgturmak Uzere bir araya gelir. Aktif kaspaz iki pdd®iki p20 alt Gnitesi iceren
ve iki aktif bolgesi olan bir heterotetramerdir kt& bolge sistein ve histidin uglar
buyuk bir alt initede, substrattaki aspartatlargdrearak parcalanmayi aluran
arginin uglari ise kiiguk alt Gnitede bulunur. Kadpr aspartat bolgelerinden
substratlarini pargalaglive kendileri de aspartat bélgelerinin parcalangiasktive
olduklarindan proteolitik bigelale balatma potansiyelleri vardir. Yapi vgavlerine
gore 3 grupta toplanirlar (49).

1. Baslica lenfokin yapiminda bulunan kaspazlar: Kaspaekpaz-4,
Kaspaz-5, Kaspaz-11, Kaspaz-12, Kaspaz-13 ve KakpaFakat Kaspaz-
1 ve -4 apoptozda da rol oynar;

2. Cssitli hiicresel proteinleri pargalayan ve kuguk baglanma boélgeleri olan
cellat kaspazlar: Kaspaz-3, -6, ve -7’dir. Bunl&raif Il ya da
sonuglandirici (effektor) kaspazlar da denilir;

3. Sinyal iletiminde yer alan ve cellat kaspazlarivakeden aktivasyon
kaspazlar: Kaspaz-2, Kaspaz-8 (FLICE/MACH), Kaspaz Kaspaz-10.
Sinif | ya da bglatici (initiatdr) kaspazlar denilen bu kaspazlarmin bir
baglanma bolgesi vardir. Bu bdlgeler CARD ve DED akaadlandirilirlar.
Bu uclara bglanacak 6zel molekuller yoluyla aktive olurlar. $f@z-2 ve -
9’da CARD bg&lanma bdlgesi bulunurken, Kaspaz-8 ve -10'da DED
baglanma bolgesi vardir. Kaspaz-2'deki CARD aktivasyacin
homodimerizasyon gerekir iken Kaspaz-9'daki CARDakf ile etkilesir
(50). Sitokrom c ve dATP ile oligomerize olan Agin inaktif Kaspaz-9
ile etkilesimi Kaspaz-9'da otoaktivasyon etkisi yapar. Kaspaieki DED



bolgesi adaptor proteinlerin DED bolgeleri ile &gkerek aktive olur ve
kaspaz aktivasyon dizisini datir (37, 49).

Bu proteazlar apoptoz sireci igin 6nemli goriinredkt Bu proteazlari bloke eden
peptitler apoptozu durdurabilmektedir (47). Pratean hiicre dlimuinde iki rolu
bulunmaktadir:

3) Ozel hiicre béltimlerinde odan 6lim sinyallerinin iletimi ve
4) Bazilarinin aktivasyonu, bazilarinin inaktivasyolaugsonuglanan ¢ok sayida
hicresel proteinin pargalanmasi.
Serin proteaz ailesi blatma strecinde rol alirken sistein proteaz aitefiat slevinde
bulunur (48).

Apoptozu Belirleme Yontemleri

Sekilsel ozellikler, apoptozun derlendiriimesinde en guivenilir yontemlerden
biridir. Ancak deisikliklerin oldukga kisa strede ortaya ¢gikmasi vetek hicrelerde
gorulmesi yetersiz kalmasina neden olaBildien baka belirleme yontemleri
gelistirilmi stir (53, 26). Bunlarin iginde en sik kullanilan BNgaroz jel elektroforezidir.
DNA'nin 180-200 baz ciftinin katlari parcalara dgrasindan 6ttrt merdiven oigie
gosterir. Apoptotik hiicrelerin boyutlarinin kiici@sn ve azalngiDNA igerigi nedeniyle
akim hicre olcerler ile (Flow cytometry) hipodigdisub-G1=A0) pik gbzlenmesi
apoptozun dgerlendiriimesini sglayan bir dger yontemdir. Ayrica parafin kesitlerde
terminal deoksitransferaz yoluyla bio-dUTP “nickeémsaretleme ve “in situ end”
isaretleme yontemleri gatirilmistir. Ilkinde terminal transferaz, ikincisinde DNA
polimeraz DNA zincir kiriklarinda biotinlenen nukkidlere girer vegaretlenmg DNA
immunohistokimyasal olarak gosterilir. Ancak netda da DNA zincir kiriklari
gorulebildiginden sonuglarin yorumlanmasinda dikkatli olmakeger(28).

Hucre ici ATP dizeyi de hicre 6ligaklinin belirlenmesinde énemlidir. Apoptoz
ATP’ye bazimli iken nekroz dgildir. Bazi 6lum uyarilari ATP vaginda aopotozu uyarir,
ATPaz ise nekroza neden olur. Kaspaz aktivasyamighevsel akginda sitoplazmik
apoptotik etkileyicilerin ¢ekirdek icine aktifgammasi ATP’ye bglidir. Ancak hangi
basamain ATP’ye ba&l oldugunun belirlemesi gerekmektedir (54).

B) BCL-2 PROTEINI VE AILESI
C. elegans’taki benzeri Ced-9 olan Bcl-Zidik uyarilarla olgan apoptozu
baskilayabilmektedir (47)ilk kez 1985'te B hiicreli lenfomada t(14;18) kromod



translokasyonunda kiedildigi icin Bcl-2 adi verilmg olmasina rgmen insanlarda gorulen
kanserlerin yarisinda anormal yuksek diizeylerdesye/ hatali Bcl-2 proteini yapimi
vardir. Insanda en az 17 Bcl-2 ailesi Uyesi vardir. Bcilesaproteinler birkagi-heliks
yumagini iceren benzer protein yapisini pgyla Bunlar 4’e kadar numaralanan BH
bdlgesi olarak adlandirilir. Bcl-2 ile ilgili preinler yapisal veslevsel durumlarina gére 3
grup altinda siniflandirilirlar (51, 52):
1) Bcl-2 alt grubu Bcl-2, Bcl-XL ve Bcl-w’den our, doért bolgeleri (BH1, BH2, BH3,
BH4) kuvvetli benzerlik gdsterir. Hepsinin antigpotik aktivitesi vardir. Proteinin C-
ucundan zara tutunma bdlgesi vardir ve mitokongrzdrina yerlgrler;
2) Bax alt grubu Bax ve Bak’dan glur. BH1, BH2 ve BH3 bdlgelerinde Bcl-2'ye
benzerlik gosterirler ve hepsi pro-apoptotiktirapf olarak bazi bakteriyel toksinlerin por
olusturan proteinlerine benzerlik gostermeleri en aamkismen hiicreigi zarlarda
(mitokondri, endoplazmik retikulum ve ¢ekirdek 2dm@nallar olgturma potansiyelleri
olabilecesini dusundurir. Bax difteri toksininin yapisal olarak té&@nzeridir. Bu toksin,
endozomal/lizozomal zarlarda mRNA gevirimi (trarkslsyon) baskilayici adenizin 5'-
difosfat ribozile edici polipeptid A alt tinitesinsitoplazmaya ge¢gmesini@ayacak
blyuklukte kanallar okturarak hicreyi oldurir;
3) Bik alt grubu proapoptotik Bik, Bid ve Bim'derugur. Bunlar yalniz BH3 bdlgeleri
Bcl-2'ye benzerlik gdsterdi icin BH3 proteinler olarak da adlandirilirlar.eiBgin
Ozellikle heterodimerler okturulmalari ve bdyleceskerinin aktivitelerinin dizenlenmesini
sazlamalaridir.

Bcl-2 islevleri en azindan kismen protein-protein etfité seklindedir.
Birbirlerine BH3 bdolgelerinden Igganarak dimerize olurlar, homo ve heterodimerler
olustururlar. Bax, Bcl-2 ile heterodimerize ve kendisihomodimerize olur. Bax hiicrede
asirt yapildginda apoptotik 6lum artar iken Bcl-2ia yapildginda Bax ile heterodimerize
olur ve apoptotik 6lum baskilanir. p53 aktive @doda Bax yapimini uyarir. Bax
proteini de mitokondri de yermistir. Bu durumda antiapoptotik Bcl-2 proteinlerinin
apoptotik Bcl-2 proteinlerine orani azalir. Mitaidride Bax miktarinin artmasi ile Bax-
Bax homodimeri olgur. Bu durum, mitokondride por afwrarak sitokrom c’nin
sitoplazmaya salinimi ile Apaf-1 aktivasyonuna medlerr (44). Bcl-XL, Bcl-2'ye benzer,
apoptozu baskilar. Bak, Bcl-2 ailesi Gyesidir glevisel olarak Bax’a benzer, Bcl-2 ve
Bcl-XL ile etkileserek onlarin aktivitesine kgarkoyar.

Bcl-2 dailimi hiicre tipine bg olarak dgisen bir hiicre igi zar proteinidir. Bcl-

2'nin en fazla yerlgtigi yerler mitokondri, diiz endoplazmik retikulum (EXR) ¢cekirdek



cevresindeki zardir. Mitokondri gdrari, ER ve ¢ekirdek zari reaktif oksijen turl@min
yapildg yerlerdir.

Bcl-2 her hiicre 6lumund 6nlemez. Timositlerin agfgseciminde etkisi yoktur.
Sitotoksik T hlicreye [ apoptozu bazen dnleyebilmesi sonuglarin dozh ba
olabileceini dusundurir. Ancak Bcl-2'nin (1) Hematopoetik, lenfoid fibroblastik
hiicrelerde buyume kaybi; (2) néronlarda norotrdakitorlerin olmamasi; (3) ultraviyole
ve y-radyasyon (4) isgeku (heat-shock); (5) bazi sitotoksik lenfokin &pl(TNF); (6)
kalsiyum iyonoforlari; (7) bazi virus tipleri; (Byglutamat gibi uyarici nérotransmitterler
ve (9) serbest radikal yapimini uyaran ajanlaoligan hiicre dlimlerini engelledi
gosterilmgtir. Cok farkl uyarilar ve hicre ici yollardanugan apoptozu baskilayabilmesi
Bcl-2'nin bu yollarin birbirine yaklgmasindan sonralev gérdigunu digtindarmektedir.
Bcl-2'nin koruyucu §levleri (1) hiicre 6lim durdurucusu olaralev goérebilmesi igin
gereken gesme proteinlerinin yoklgunda; (2) Bcl-2 proteinini inhibe eden proteinlerin
yuksek dizeyde bulunmasi halinde ve (3) Bcl-2 pnataslevierini bozan geviri sonrasi

(post-translational) dgsikliklerin uyariimasi durumunda yetersizie(51).

C) C-JUN-NH,-TERMINAL K INAZLAR

c-Jun-Nh-terminal kinazlar (JNKler) MAPK ailesine ait enderdir. JNK ilk defa
Kyriakis ve ark. tarafindan tanimlargnive rodent karagerinde sikloheksimid
maruziyetine b@ olarak aktive olan protein kinaz olarak purifigdilmistir (55).

JNK protein kinazlar U¢ gen tarafindan kodlanirokl ve hk2 genleri pek ¢ok
hicrede bolca eksprese edilirkénk3 beyin, kalp ve testis olmak lzere daha sinirindea
eksprese edilir. Bu genler alternatif olarak ‘siplg¢ yaparak on adet JNK izoformu
olustururlar (56). Bu ¢ genin kodlgditranskripsiyon trinlerinden 46 kDa ve 55 kDa
agirhginda proteinler kodlanir.

JNKler, Ust yolaktaki enzimlerinin arag@ilile Thr183 ve Thy185 amino asitlerinin
ikili fosforilasyonu sonucunda aktive edilir. JNifotein kinazlari, Thr ve Tyr'in MKK4
ve MKK?7 aracilg! ile fosforillenmesi sonucunda aktive kazanirgr); Aktive olan
JNKlIer kendisine ait gitli hedef substratlari ki bunlarin arasinda preyatptik Bcl-2
ailesi yeleri bulunmaktadir (58-61). JNK'in inaiiesi Ser fosfotazlar, Tyr fosfotazlar
ve ikili spesifik fosfotazlari iceren bir grup fagézlar aracifilyla olur (62).

JNKler ¢aitli stres kaullarinda aktive olabilirler (63). JINK yoaapoptoz gibi
cssitli fizyolojik sureclerle iligkili gorilmektedir (64- 66). INKler apoptotik cexambhem

hicre 6lumuni destekleyen genlerin transkripsiyiadiikleyerek hem de mitokondrial



apoptotik yolu dizenleyerek katkida bulunur (5Cksitli stress faktorlerinin arasinda
UV’nin, JNKIeri aktive eden bir ajan olgu bilinmektedir (63, 67).

Bcl-2'nin fosforilasyonunun Bcl-2'nin hiicre dlumimaskilayici etkisini
azalttgina dair yayinlar mevcuttur (59-61). Ancak bu harfosforilasyon sonrasinda Bcl-
2'nin anti-apoptotik etkisinin argiina dair yayinlarla zithk géstermektedir (9, 18).6
Fosforilasyon sonrasinda stabilize gidudistinilen Bcl-2'nin ubikutin aracih
degradasyondan korungludisunulmektedir (69, 70). Bcl-2'nin fosforile olmasi
sonrasinda pro-apoptotik mi yoksa anti-apoptik anirdng gosterdgi tam olarak acik
degildir.
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Resim-3- Bcl-2 ve JNK’in apoptoz yolaklari tzerwlan olasi etkilgimi (Davis RJ.
Cell 103:239-252, 2000.)

D) ALFA- iISOKAPROIK ASIT

Akcagiagsurubu hastagi, otozomal resesif olarak kalitim gdsteren, daficirli
alfa ketoasit dehidrojenaz enzim kompleksinin ekgike bali 16sin, izoldsin, valin ve
bunlarin ketoasitlerinin viicut doku ve sivilarirmakerek toksik etki gosterdi metabolik
bir hastaliktir. Tani plazma 16sin, izoldsin, valaloizoldsin dizeylerinin yikselgiive
alanin dizeyinin azalgh gosterilerek kesinlgirilir. idrarda da 16sin, izolésin, valin ve bu
aminoasitlerin ketoasitleri artgiolarak saptanir. Kalici gegimsel, kognitif ve nérolojik
hasari 6nlemek amaciyla bu aminoasitlerin ve tokekabolitlerinin viicuttan

uzaklatinimasi gerekir (71).
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Artan MSUD metabolitlerinin 6zellikle de-ketoisokaproik asidin hticre kalttra
ortaminda glial ve ndronal hiicrelerde apoptozu letligini gosterilmitir (14-15).
Apoptoz bu hiicrelerde hiicresel solunumda azalmikgkdi goriintr iken solunum zinciri
fonksiyonunda, erken dénemdeki mitokondriyal memlpatansiyelinde ve sitozole
sitokrom c¢ saliniminda herhangi birgigklik saptamamglardir. Alfa-ketoisokaproik
asidin intraserebral enjeksiyonla geh sican beynine varilmesi, belirgin olarak néronal
apoptozu tetiklenstir. Bu sonuglar dgrultusunda MSUD’daki nérodejenerasyon en
azindan bir etki mekanizmasi yolu ile dalli zincamino asitlerin birikimine ver-keto asit
derivelerinin birikimine bgll olarak sitokrom ¢ bamsiz bir yolaktan apoptoz
tetiklenmektedir. MSUD metabolitlerine maruziyetsnra meydana gelen hiicresel
solunum hasarinin tetikleyici mi yoksa apoptotilctglioliminin sonucu mu olglu acik

degildir.



E) STAUROSPORINE

Staurosporine (SSP) bir proteaz inhibitéridir &k ok hiicre tipinde guclu bir
apoptoz indukleyicisi olarak taningtr. SSP’nin apoptozu indiikleme mekanizmasi tam
anlgillmamakla birlikte genel olarak mitokondrial apajiito/olagin kritik rol oynadgina
inaniimaktadir (16, 17). Ancak Bcl-2'nigia ekspresyonunun SSP’nin oldurici
etkisinden korumada tam olarak etkili olmgadsaptannstir (18). Benzegekilde SSP’nin
etki mekanizmasinin hem kaspaziali hem de —bamsiz yollarla oldguna dair
raporlar yayinlanmstir (19, 20). SSP ile induklenen apoptozda hiipiae gore

degisebilen ¢oklu mekanizmalarin vailis6z konusu olabilir.



GEREC VE YONTEM

1) Kullanilan Materyal ve Ayiraclar

Hucre kaltura plakalar Triple Red firmasindan &fie, Ingiltere); Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM), Hank’s Balanced S&tilution (HBSS), Foetal Calf
Serum (FCS), Tripsin-EDTA solusyonu, Penisilin/$tomisin solusyonu, proteaz
inhibitor kokteyli (1), Puromisin, Amniyum persuaf, TEMED SIGMA firmasindan
(Gilingham,ingiltere); PVDF membranlari Milipore CorporationidgBedford, MA,
USA); LumiGlo kemiluminesense kit Cell Signallingdhnologies’den (NEB, Hitchin,
Ingiltere); ECL Hyperfilm ve rabbit anti-mouse HRBrjugated secondary antibody
Amersham Biosciences’dan (Little Chalfolntgiltere) tedarik edilnstir. JNK, fosfo-JNK,
kirimis kaspaz-3, kirilmyikaspaz-9, kirllnyiPARP, SAPK/JNK test kitleri Cell Signaling
Technology (NEB, Hitchiningiltere) ve Bcl-2 antikoru Santa Cruz firmasingaBD), o-
tubulin vep-aktin monoklonal antikorlarit ABCAM firmasindan ik edildi. JNK'i
inhibe eden peptid, D-JNKI, Qbiogene-Alexis UK (Nogham,ingiltere), Hoescht33342
boyasi Molecular Probes’tan (Eugene, Oregon, ABCg|l Death Kit' Roche Applied
Science ingiltere), LF-106.M UV lambasi (230 V-50/60 Hz) iS&ITEC Limited’dan
elde edildi.

2) Deneylerde Kullanilan Hicre Tipleri ve Hiicre Kiltir Ko sullart:
Bcl-2 proteininin apoptoz yolaklari Gzerindekiietkgini in vitro kosullarda
arastirmak amaciyla iki hiicre dizisi deneylerde kullarasi planlanngtir. Bunlar:
1) Ratl fibroblast vagi tip “wild type” (vt)
2) Ratl fibroblast —Bcl-2 (virus aradilyla Bcl-2 proteini ile transfekte edilgi
hicreler)

Bcl-2 geni ile transfekte edilmiolan Ratl fibroblast hiicreleri Bcl-2 proteininin
apoptoza giden yolakta etki mekanizmasinin ayittresinde, Ratl vt hiicre dizisi ise
apoptoza giden yolda kontrol olarak kullangtrm

Hucrelerin tek katmanli yagan hicreler halinde galmasini sflamak amaciyla
%10 FCS ve %1 Penisilin/streptomisin iceren DMEMawldi. Hucreler haftada 2 kere
medium degistirilerek beslendi ve pozitif seleksiyon amaciBel-2 ile transfekte edingi
olan Ratl fibroblastlar Puromisin ile muamele edildeneylerde kullaniimak tizere ekilen
hicrelerdeki %0.5 FCS kullanildi.



3) Apoptoz induksiyonu:
Apoptoz surecinin datiimasi igin farkl etkenler kullanilrgtir. Bunlar :
1) UV-B olarak bilinen 312 nm dalga boyunde&iyayan lamba kullanilngtir.
2) alfa-ketoisokaproik asit (her kullanimdan onddEM icinde taze olarak hazirlanip,
0.22 um porluk filtre ile sterilize edilerek kulldmistir.)
3) Staurosporine (DMSO iginde 1 mM’lik stok konsasionlari -80 °C’de saklangtr.)

4) MTT Yasam Tayin Metodu (MTT Viability Assay)

Renk dgisimi prensibine dayanan MTT metodu, metabolik ola@if olan
hicrelerde bulunan mitokondriyal bir enzim olansinkt dehidrojenazin suda ¢dzlinebilen
MTT bilesigini (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-phenyltetraltom bromide) (berrak sari
bir solisyon) suda c¢ozinmeyen koyu mavi renkli fazon reaksiyon bikggine

donumund temeline dayanir ve canli hiicre metabolizmagisterir.

MTT stok solisyonu 5 mg/ml steril PBS konsantrasyata olacakekilde hazirlandi.
MTT maddesigiga duyarl oldgu i¢in aluminium folyoya sarilarak, + 4 °C de saida
MTT lizis tamponu %20 (w/v) sodium dodecyl sulphé@®S) distile suda ¢ozulip, ayni
hacimde dimethylfluoride (DMF) in eklenmesi ile ndand1.

Hucreler 100 mikroL % 0.5 fetal@r serum iceren Dulbeco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) icinde 96 kuyucuklu plakalara ekildi. Uygumiktarda stres yapici etkenle
muamele edildikten sonra 25 mikroL MTT stok solUsy®r kuyucga eklenerek, 2 saat
inkiibasyona devam edildi. Bu surenin sonunda 18@otn MTT lizis tamponu her
kuyuciza eklenerek, 2 saatlik inkiibasyon stiresindgmoly olan formazon bilgginin
optik dansitesi okunabilecek bir hilge donigmesi sglandi. Lizisin tam sglanmasi icin
bir gece inkubatorde birakilarak, ertesi giin 562 dwki optik dansite (absorbans) elde
edildi (OPTImax tunable microplate reader, Moleciavices, UK). Kor olarak MTT ile
muamele edilmemiancak lize edilngi hiicrelerden elde edilen absorbanslar kullanildi.

Hucre ygam yuzdesi gagidaki formdil ile hesaplandi:

(tedavi verilen htcrelerin OD-lizis kontrollerinB)

Yasayan hiicre % = x100
(salikh hicrelerin OD-lizis kontrollerin OD)



5) Hucre lizatlarinin hazirlanmasi:

Stres etkenine farkh sirelerde maruz birakilacrdl@rin caitli inkiibasyon zaman
araliklarindan sonra mediumlari yizen hucreleridedammemek amaciyla tiplerde toplandi
ve santrifilj edildi. Geri kalan hicreler buzss&lugunda steril PBS ile yikanarak, aspire
edildi. Daha sonra hicreler buz tzerinde plakadanniarak, 10 mL gwk PBS icinde
toplanip santrifljj tiplerine aktarildi ve 3000 rpi@’5 dakika santrifilj edilerek hicrelerin
tupin dibinde toplanmasi @andi. Supernatan atilarak dipte kalan pelet uyguiktarda
Triton lizis tamponu ile (TLB) (20 mM sodium phosgh, 137 mM NaCl, 25 mM sodium
B-glycerophosphate, 2mM sodium pyrophosphate, 2 nmibTA 510 glycerol ve %1
Triton X-100) karstirildi. Bu safhada mediumdan elde edilen hicresipiati ile
karstinldi. Her iki hicre peletleri de lize edilip wekslendikten sonra 1.5 mL kuguk
santrifllj tiplerine aktarilarak her bir tipe 1 mbtam vanadate ve proteaz inhibitérleri
eklenerek buz Uzerinde 20 dakika aralikl vorteke&k suretiyle bekletildi. Bu surenin
sonunda tupler +4 °C’de 13000 rpm’de 15 dakikardgé@nedildi. Protein icerginin oldugu

siipernatan &a bir tipe aktarilarak kullanilana kadar —80 °€’s@klandi.

6) Protein Tayin Metodu:

Hucre lizatlarinin elde edilmesinden sonra proteamiklerinin belirlenmesi 6nemli
bir basamaktir. Ticari olarak satilan PIERCE BCAtpm kiti (BCA Protein Assay Kit,
arin no:23225, PIERCE, ABD) alkali ortamda proteink indirgenen bakir iyonlari
(bitiret reaksiyonu) ile bicinchoninic asidigelasyon yapmasi prensibine dayanir.
Reaksiyon sonucunda g@an mor renkli bilgigin 562 nm’ de meydana getigili optik

dansite, sollisyondaki protein miktariylagdo orantilidir.

Hucre lizatlarindaki protein konsantrasyonu, niikkalinen protein standartlari
(sigir serum albiminin 0, 0.25. 0.5, 0.75, 1, 1.5 wmiRrog/mL konsantrasyonlari)
yardimi ile hesaplandi. Doksan alti kuyucuklu plaka kuyucuklarina 10 mikroL protein
standartlari ve hicre lizatlar pipetlendi. BCAraginin cayma soliisyonundan 100
mikroL (Soltusyon A:soliisyon B=50:1) her kuygecun izerine eklendi. Kor geri elde
etmek icin hicre lizatinda kullanilan lizis tampamumuneler gibi ¢cagildi. On bg dakika
37 °C’ de inkuibasyonun ardindan 562 nm’ de her kuga ait optik dansite mikroplaka
okuyucu yardimi ile elde edildi. Lizatlarin konsastyonu protein standartlariyla

olusturulan @ri grafigi kullanilarak hesaplandi.



7) Western Blotting Teknigi ile Protein Belirlenmesi:
Hucre lizatlarindaki proteinlerin, molekiler buyuklerine gore ayrilmasini gayan bir
metoddur.

Orneklerin hazirlanmasi

BCA metodu yardimi ile protein konsantrasyonlaesdplanan hucre lizatlari,
esdeger protein konsantrasyonuna sahip olacak sekildgehlizis tamponu kullanilarak
hazirlandi. 5X Ornek tampong-Mercaptoethanol, glycerol, SDS, bromophenol-blae v
Tris-HCI, pH 6.8) her 6rnek i¢ine solisyon igindskin konsantrasyonu 1X olacsgkilde
pipetlendi. Ornek tamponundaki SDS proteinleri sstaonlara negatif yik kazandirma
kabiliyetine sahiptir. Bromophenol-blue boyasi geteinlerin blot Uzerinde gdriinmesini
sgglamaktadir. Ornek tamponunun eklenmesinin ardindamuneler 95 °C'de jele
yukleme 6ncesinde 3 dakika isitilarak, proteinradtsiyonlarinin kiriimasi ve proteinlerin

denature edilmesi g&andi.

Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Poliakrilamid jeller hedef proteinin molekil buyigine gore %10 ya da %13

olacaksekilde hazirlandi. Her %10’luk “resolving” jel (AL'lik) 3.3 mL %30 acrylamide,
2.5mL 1.5 M Tris-HCI (ph 8.8), 100 mikroL %10’IU&DS ve 4.1 mL deiyonize sudan
olusmaktadir. Jel icegi karistirilir ve 20 dakika aralikli vorteklemelerle gageriginin
¢cikmasi igin beklenir. TEMED’den 15 mikroL ve %K ammonium persulphate
(APS)'den 50 mikroL daha 6nce hazirlagralan karsima eklenerek, polimerizasyon
islemi balatildi. Karsim karstirilarak, hemen daha 6nce hazirlasiwian jel hazirlama
plakalarinin arasina dokuldi. Polimerizasyonu sapkave hava giris ¢ikisini engellemek
icin jelin Gst kismi deiyonize su ile kaplandi.idglolimerizasyonu igin beklenen 30
dakikanin ardindan, jelin Gzerini kaplayan su ddkile “stacking” jel bir 6nceki jelin
Uzerinde katman ofturacaksekilde jel plakalarinin arasina dokuldd. Tarak yamdle
orneklerin pipetleneg kuyucuklar olgturarak, 2. jelinde polimerize olmasi i¢in 30
dakika beklendi. Daha sonra tarak cikarildi. Oreeklyiiklendgi bu jel, dgerinden farkli
olarak sadece 0.5M Tris-HCI (pH 6.8) icermektedir.

Jeller elektoforez tanklarina yegtigilerek, “running buffer” (%10 10XSDS, %90
distile su) icinde numunelerin ytklenmesinden Osleg&trik akimina (200 V) 10 dakika
boyunca maruz birakildi (Pre-run).

“Pre-run” dan sonra, tankin igine “running bufféakviyesi yapilarak, dnce 10-20

mikroL hacminde Rainbow marker ilk kuyugaupipetlendi. Bunun ardindan numuneler



dikkatlice jelin kuyucuklarina pipetlendi. Jeldgdbteinler 200V’luk akimin altinda
yaklagik bir saat kadar (bromophenol-blue boyasinin jeldiéinmez olana kadar)
yurataldd.

Jel transferi ve immunoblotting

Proteinlerin antikor ile saptanmasindan énce gjalg@rotein icergi polyvinyl

difluoride immobilon-P (PVDF) membrana aktariimald

Elektroforez tamamlandiktan sonra , jeller diklcljel plakalarindan ayrilir ve gak
transfer tamponunda (5.82 g Trizma-bazi, 2.93 grglBO0 mL distile su icinde ¢ozulur,
Uzerine yavgga kopuk olgturmadan 3.75 mL %10’luk SDS eklenir, ve son ole28R mL
methanol ile kastirilir) 20 dakika bekletilir. PVDF membranlar met icinde (30 saniye)

aktive edilir, su ile yikanir ve transfer tampoginde kullanilana kadar birakilir.

Transfer “sandwich”i pozitif yiiklii olacak plakagapiimaya bganir. Once ilk
katman olarak yine transfer tamponu iginde 1slagikalin filtre stingerleri kullanilir.
Bunun Uzerine PVDF membran ve daha sonra jel \s&oarolarak yine filtre siinger
konarak, sandwich tamamlanir. Her yeni katmaniteygilmesi sirasinda hava
kabarcgininin kalmamasina 6zellikle dikkat edilmelidir. ddeif yikli plaka katmanin
Uzerine yerlgtirilir ve proteinlerin jelden PVDF membrana tragsfl saat kadar 40V akim
altinda gercekigirilir. Bu yontem ile jel icinde SDS ile kaplangnmegatif yukli
proteinlerin elektrik akimi altinda pozitif alanagiu yani PVDF membrana gou

ilerlemesi sglanmaktadir.

Transfer tamamlandiktan sonra, membranlar aykdimtulur ve methanol ile
tekrar aktive edilir ve su ile yikanir. Daha sonrambranlar 1 saat boyunca oda
sicaklginda “blocking” soliisyonu iginde (% 5’lik sut tozliyween igceren 1X Triton
tamponlu iginde hazirlanir) inkube edilir. Bu basdnie antikorun 6zgil olmayan
baglanma noktalari bloke edilir. Strenin sonunda melarayikanmadan, birinci antikor ile
membranlar muamele edilir. Membranlar, 5 mL antieonponu (% 0.5 ya da %5 st tozu
iceren 1X triton tampon solisyonu) icinde uyguriisjionda hazirlanmplan birinci

antikor ile +4 °C’ de 1 gece boyunca inklbe edilir.

Ertesi giin, membranlar 3 er kere 10 dakikaliklsiilee TBS-T yikama tamponu ile
yikanir. Daha sonra uygun ikinci antikor ile menmbea muamele edilirikinci antikor % 5

sut tozu/1XTBS sollisyonu iginde uygun konsantradgdmazirlanir. Membran baa 10



mL olacaksekilde 1 saat boyunca oda sicgkida inkiibe edilir. Stirenin sonunda tekrar

3’er kere 10'ar dakikalik surelerle yikama yapilir.

En sonunda membranlar saydam naylon folyo Uzeenlestirilir, 1.0 mL LumiGlo
Calisma ayiraci (ayiragl:ayirag2=1:1) membranlarin éegpipetlenir. Daha sonra naylon
folyonun membranlar Gzerine kapatiimasi ile kamuzaklatirilir. Membranlarin
Uzerinden bir pipet yuvarlanarak folyonun kenarkapatilir. Daha sonra radyografi filmi
(Hyperfilm ECL) X-Ray kaseti icinde uygun siire maantdara maruz birakilir ve karanlhk
ortamda film yikanirikinci antikorun sglamis oldugu kemiluminisans sayesinde film

tzerinde ilgilenilen proteinlere ait bandlar gorilehmi olur.

8) JNK Aktivitesinin In Vitro Saptanmasi:

JNK aktivitesi, JINK enzimine 6zgu bir peptid kullarak tespit edilnstir (Cell -
Signaling Technologyingiltere). Kisaca, hiicre lizatlari (100 pg protaitgrak GST-c-Jun
ile fizyon proteini iceren boncuklar ile +4 °C’de bece (16 saat) inklibe edildi.
Yikamadan sonra, boncuklar, ATP ve kinaz icererptamile tekrar siispanse edilir ve
suspansiyon fosforillenme sirecinin gdbilmesi icin 30 °C’de 30 dk sure ile bir kgmici
Uzerinde inkube edilir. Reaksiyon PAGE 6rnek yirkdetamponu eklenerek inhibe edilir.
Proteinlerin %10’luk poliakrilamid jelde elektrofex ile ayrimi sglanir ve PVDF
memranlara transfer edilir. Daha sonra fosfo-c{Be163) primer antikoru ile bir gece +4
°C’de inkuibe edilir. Son olarak, blotlar kemiluregans ile goriintilenebilir hala getirilir

ve dansitometrik analizi yapilarak glendirilir.

9) Sitoplazmik Histon-iligkili DNA Parcalarinin Saptanmasi

Sitoplazmik histon-ikkili DNA fragmanlari kantitatif sandwich enzim
immonuassay prensibi ile saptagtm Bunun igin hem histonlara hem de DNA’ya kar
uretilmis fare monoklonal antikorlari kullanilgtir. Boylece hicre lizati igindeki
sitoplazmik fraksiyona ait mono- ve oligo-niikleodanspesifik olarak saptanabilgtir
(Cell Death Detection ELISA PLUS kit, Roche Diagtics, Lewes, E. Sussebngiltere).
Son basamakta meydana gelen renisii@i mikroplaka okuyucu yardimi ile 405 nm’de
spektrofotometrik olarak dlgulngtiir (SpectraMax Gemini, Molecular Devices, CA, ABD)
Orneklerin ikili 6lgimiin ortalamasi alinip, arkapldeerleri ¢ikarildiktan sonra

degerlendirilmistir.



10) Tripan Mavisi Olii Hiicre Dislama Testi

Hucreler tek hiicre stispansiyonu haline getirighksonra 1:1 oranda (10 pl +10pul)
Tripan mavisi ile kagtirildi. Ug dakikalik bekleme stiresinden sonra hsitometre
aracilgi ile mavi boyanan ve boyanmayan hicreler sayidavi olarak boyanan hiicreler
membran butinkill kaybolmy olan hiicreleri gostermektedir. Ancak 10 dakikgsgen

Tripan mavisi uygulamalari yaglpozitif cevaba neden olagiacin dezerlendiriimedi.

11) Nulear Piknozun Hoesch33342 Boyamasi ile Saptaasi

Hucreler 12000 hiicre/0.1 mL DMEM 0.5 % FCS icin@ek@yucuklu plakalara ekildi.
Sekiz saatlik inkiibasyon sonrasinda, hiicreler UyeBharuz birakildi ve 24 saat inkiibe
edildi. Bu sirenin sonunda, Hoescht33342 boyasksasantrasyonu 40 pg/ml olacak
sekilde her kuyucga pipetlendi. Daha sonra hicreler % 4'luk paratddahit'te 10
dakika oda sicakiinda inkube edildi. Hicreler PBS ile nazikce yuittdatan sonra
fluoresans mikroskop yardimi ile gérintilendi Kayucuktan 10 alan kullanilarak

ortalama 1000 hicre sayildi.

12) istatistiksel Deserlendirme

Verilerin istatistiksel dgerlendirmesinde SPSS (11.1) paket programi kutame
veriler ortalamazstandart sapma olarak ifade edi@liuplar arasindaki p<0.05 gbei
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Birbiden bg@msiz gruplar arasindaki farkfin
istatistiksel agidan anlamli olgunu belirlemede parametrik olmayan testlerden Mann-
Whitney U kullanildi.



BULGULAR

1. BCL-2 PROTEINI ACISINDAN iKi HUCRE TiPIiNiN FARKLILI GININ
TESPIT EDILMESI

Rat 1 vt hiicreler daha 6nBel-2 geni ile transfekte edilerek, Bcl-2 proteinini ¢gok
daha fazla eksprese eden Ratl fibroblast hicedigiedilmsti. Bu prosedirin etkirgini
dogrulamak amaciyla her iki hicre tipinin Puromisinlan duyarliliklari ve Bcl-2 protein

miktarlari tespit edildi.

1.1. Puromisin’e Karsl Olan Duyarhliginin Teyit Edilmesi

Puromisin ile muamele edilgve edilmemy her iki hiicre tipine ait MTT
metoduna ile elde edilen sonuchakil-1'de gdrulmektedir. Buna gore Puromisin
eklenmesi sonrasinda Rat 1 vt hiicrelerinin sade@dycanliliklarini 24 saatlik
inklibasyon sonrasinda surdurebilir ikéei-2 geni yani sira Puromisin direng geriiyan
Rat 1 hicrelerinin % 95’i canhliklarini korusdardir. kik mikroskobu yardimi ile de
hicre 6lumu izlenmgive vaBi tip Rat 1 fibroblastlarin nerdeyse tamaminin @l
gOzlemlenmgtir. Rat 1 Bcl-2 tip hiicreler diizenli olarak Puiiem ile muamele edilerek,
sadece direngli olan hlcrelerin deneylerde kullaad! sglanmstir.

Puromisinin Ratl Fibroblastlarinin Uzerine Olan
Etkisi
0,3
0.25 - o @ Puromisin
a konsantrasyonu
o 0,2 0 mikrog/mL
(]
2 0,15 -
c ® Puromisin
§ 014 konsantrasyonu
w0 0,05 | 5 mikrog/mL
0
Ratl vt Ratl Bcl-2

Sekil-1-Rat 1 hcre tiplerinin Puromisin’e olan duyeklarinin incelenmesi
** 5 mikrog/mL Puromisin kullanimi Rat 1 vt hiiceginin canlilik yizdesini Rat 1 Bcl-2 hiicreleri ile
karsilastinldiginda anlaml olarak azaltgtir, p<0.01, (n=8).



1.2. Bcl-2 Proteininin Rat 1 Fibroblast Hiicre Lizatarinda Belirlenmesi
Bcl-2 proteinin her iki hiicre tipindeki ekpresyowestern blot analiz yontemi ile
saptanmytir (Sekil-2). Buna gdre her iki hiicre tipinde de Bcl#@eini bulunmakla

birlikte, Bcl-2 geni ile transfekte edilen hiicrelerde ¢ok dahzuyoolarak bulunmaktadir.

hicre dizileri Ratl vt Ratl Bcl-2

Bcl-2 proteini s ‘ "
Beta-aktin “ _ I

Sekil-2- Bcl-2 protein miktarlarinin Rat 1 fibrobldsiicre lizatlarinda gosterilmesi

(western blot protein analizi metodu)

Western blot analizinden elde edilen Bcl-2 proteamtlarinin dansitometrik olarak
yapilan analiz§ekil-3'te gorulmektedir. Bcl-2 proteinin miktari kieme kontrolu olarak

kullanilanp-aktin proteinine gore normalize ediltir.

Rat 1 fibroblastlarda Bcl-2 protein ekspresyonu
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Sekil-3- Rat 1 fibroblastlarina ait Bcl-2 proteinrtkarinin dansitometrik analizi
** Bcl-2 protein miktari, Ratl Bcl-2 hiicre dizigle Rat 1 vt hiicreleri ile kaitastirildiginda anlaml olarak

artmstir, p<0.01, (n=3).



2. DENEYLERDE KULLANILMASI UYGUN HUCRE SAYISININ
BELIRLENMESI

Deneylerde kullanimi en uygun hiicre sayisinirrleekebilmesi igin Rat 1 vt
hicreler, farkli ygunluklarda 96 kuyucuklu plakalara ekildi ve bir gék (16 saat)
inkiibasyon sonrasinda MTT metodu yardimi ilgayan hiicre sayisi saptandi. Elde edilen
sonuglara goére, ojan formazon bilgginin renksiddeti 20000 hiicre/0.1mL Gzerindeki

yogunluklarda dgrusallgini kaybetmektedir§ekil-4).
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0
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Sekil-4- Rat 1 vt fibroblastlarinin hicre anlugunun belirlenmesi (Grafikteki hiicre
yogunlugu x1000 ile ifade edilmektedir) (MTT Metodu) (n=8).

Olusan renksiddetinin dgrusallginin korundgu optimal hiicre sayisinin
belirlenmesi amaci ile Rat 1 vt hiicre dizisi 400@@re/0.1mL ve altindaki hiicre
yogunluklari 5 dakika UV-B irradyasyonuna maruz bildik Yasayan hicre ylzdesi
MTT deneyi aracifil ile belirlendi. §ekil-5). UV-B irradyasyonuna maruz birakilan ve
birakilmayan hicreler arasinda en ¢ok farkin 12G@fe/0.1mL htcre yaunlugunda

oldugu gorulerek, daha sonraki deneylerde bgwdugun kullaniimasina karar verildi.
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Sekil-5- Kontrol ve UV ile muamele edilmRat 1 vt fibroblastlar arasindaki farkin en iyi
ayirt edilebilecgi hiicre y@gunlugunun belirlenmesi (MTT Metodu) (n=8).

3. BCL-2’NiN UV-B iRRADYASYONU iLE iNDUKLENEN APOPTOZ
YOLAKLARI UZER iNE OLAN ETK iSiNiN VE JNK ENZiMi iLE OLAN
ETK iLE SiMiNiN iNCELENMES

3.1. UV-Birradyasyonunun Doza Bali Etkisinin Saptanmasi

UV-B irradyasyonunun her iki fibroblast tipi Gzee olan etkisini incelemek
amaciyla 6ncelikle UV-B dozuna gladegisen hiicre ygam grafikleri Hoescht33342
cekirdek boyamasi ile elde edildi ile belirlendiofesans mikroskobu yardimi ile gekilen
resimlerSekil-6'da gortulmektedir. Her iki hiicre tipinin kaot hicrelerinde nukleuslar
oval ve Hoescht 33342 boyasi koyu mavi olarak giekttedir. UV'ye 6 dakika maruz
birakilan hiicrelerin 24 saatlik inklibasyon sonm@akinnukleuslar piknotik ve fragmante
gorinimdedir. Rat 1 vt hiicre tipinde hi¢ normalaus bulunmaz iken Bcl-2 ile giyan

hicrelerin bazilari hala normal benzeri bir morjfiod@stermektedir.



Rat 1 vt Rat 1 Bcl-2

Kontrol Kontrol
-

Sekil-6- UV-B irradyasyonuna maruz birakilan Rattve Rat 1 Bcl-2 fibroblastlarin
nuklear morfolojilerinin incelenmesi (Hoescht 333#klear boyanma metodu).

Degisen dozlarda uygulanan UV sonrasindgigen nuklear morfolojiye gore elde
edilen verilerSekil-7’de gortulmektedir. Her iki fibroblast tipinide artan dozdaki UV-
B irradyasyonundan etkilengiazalan sglikli nukleus sayisindan aglémaktadir.
Ancak Bcl-2 proteinini daha fazla bulunduran tipréiblastlar 1 dakika ve tzerindeki

UV-B irradyasyon dozlarina kgrdaha fazla diren¢ gostermektedir.
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Sekil-7-Artan UV-B dozuna h#i olarak elde edilen gakli nukleus orani (Hoescht

33342 nuklear boyama metodu)
*, Ratl Bcl-2 hiicre dizisinde gkl goriinen nukleus ylzdesi ayni tedaviyi alart Rat hiicrelerininki

ile kailastinldiginda anlamli olarak artstir, p<0.05, (n=3)

3.2. UV-Birradyasyonunun Doza Bali Olarak JNK Fosforilasyonu Uzerine Olan
Etkisinin incelenmesi

UV-B’nin strese bgli olarak aktive olan JNK enzimi fosforilasyonu tine olan
etkisini incelemek amaciyla, Rat 1 fibroblastlar@ma strelerle UV-B irradyasyonu
uygulandi. Uygulama siresi de dahil toplam 20 dakiéinra elde edilen hiicre
lizatlarinda total ve fosforile JNK protein glgimi incelendi. Western blot analizi
sonrasi elde edilen total INK ve fosforile JNK pitbantlari sirasiyl§ekil-8 ve 9'da

gOriulmektedir.
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Sekil-8- Rat 1 fibroblast hiicrelerinde total INKfarkli UV-B irradyayonuna goére

degisiminin incelenmesi (western blot protein analizitod)

Kontrol grubu ile kagilastirildiginda, 1 ve 12 dakika arasindgsgen UV-B

irradyasyon uygulamalari sonrasinda hem vt hen2Bgldaha fazla eksprese eden

Rat 1 fibroblastlarda total INK ekspresyonu agemdnemli bir faklhlik saptanmadi.
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Sekil-9- Rat 1 fibroblast hticrelerinde fosfo-JNKfarkli UV-B irradyayonuna goére

degisiminin incelenmesi (western blot protein analizitodr)



Kontrol grubu ile kagilastirildiginda, 1 ve 12 dakika arasindgzgen UV-B
irradyasyon uygulamalari sonucunda 6 dakikalildiyesyonun her iki Rat 1 fibroblast
hiicre dizisinde fosforile INK ekspresyonunu inddidesaptanmytir (Sekil-9) .

Daha Onceki deneylerde UV-B siresinglbalarak dgisen hiicre ygam grafgi
cizilmisti. Buna gore, alti dakikalik UV-B uygulamasindahsaat inklibasyon
sonrasinda Rat 1 vt fibroblastlarin sadece %5';Bg daha fazla eksprese eden
hiicrelerin ise %25'i kadari canhiliklarini strditetekte idi Sekil-7). Elde edilen bu
veriler dgrultusunda hicreleri 6lume goétiren ve JNK fosfeglanunu sglayan alti
dakikalik UV-B dozlarinin sonraki deneylerde uygutaasina karar verildi.

3.3. UV-Birradyasyonunun Zamana Bgsli Olarak Hiicre Yasam Siiresine Ve
JNK Fosforilasyonu Uzerine Olan Etkisinin incelenmesi

Alti dakikalik UV-B irradyasyonu her iki hiicre tip de 48 saatlik inklibasyon
sonrasinda 6lume goturmektedir. Ancak bu sturec&Bxebteininin nasil bir etkisi
oldugunu incelemek amaciyla hucrelerin zamangibalarak degisimleri incelendi.
Bunun icin her iki hiicre tipi de 6 dakikalik UV-Badyasyonuna maruz birakildi ve
dizenli araliklarla faz kontrast mikroskobu yardilaifotograflar cekilerek
goruntulendi $ekil-10). Ayrica bu zaman araliklarinda hiicrelgran mavisi dglama
testi (trypan blue exlusion test) kullanilarak &licrelerin miktari belirlendiSekil-11).

Bcl-2'yi daha fazla igeren fibroblastlarda hiictémiunun tetiklenmesi, vt ile
karsilastirildiginda ¢ok daha sonraglamaktadir §ekil-10 ve 11). Bu da bize yuksek
doz UV-B uygulamasindan sonra Bcl-2'nin hicre olimndurdurmamakla birlikte

yavalattigina saret etmektedir.
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Sekil-10- UV-B irradyasyonu sonrasinda Rat 1 vt \a R Bcl-2 fibroblastlarin
inklibasyon suresindeki faz-kontrast mikroskobu yardle elde edilen goruntileri
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Sekil-11- UV-B irradyasyonu sonrasinda elde edile Rvt ve Rat 1 Bcl-2

fibroblastlarin ygam ytzdeleri (Tripan mavisi gama testi)

* Ratl vt hiicre dizisinde 6len hiicre yiizdesi dgdaviyi alan Rat 1 Bcl-2 hiicrelerine gore anlamh
olarak artmgtir, p<0.05, (n=3).

** Ratl vt hiicre dizisinde 6len hiicre yiizdesi aypkiibasyon dilimindeki Rat 1 Bcl-2 hiicrelerine gor
anlaml olarak artmgtir, p<0.01, (n=3).

Bcl-2'nin daha fazla eksprese offiuRat 1 fibroblastlarda UV-B irradyasyonu ile
indiiklenen hiicre 6lumanu geciktigehi gosteriimesinin ardindan, bu surecin INK
enzimine olan etkisinin incelenmesi amaciyla betmedeney dizerg hazirlandi.
Alt dakikalik UV-B irradyasyonu uygulamasinin ardan farkli inkiibasyon
surelerinde elde edilen hiicre lizatlarinda totafoggorillenmi JNK miktari ve
degisimleri Western blot analizi ile incelendj€kil-12, Panel A ve B).

Buna gore, her iki Rat 1 fibroblast dizisinde UMfBadyasyonu sonrasinda iki
dalga halinde gejen IJNK fosforilasyonu izlenmtir. ilk dalga inkiibasyonun 10.
dakikasinda bgayip, 30. dakikada en yiiksek noktasingatak, iki saatin icinde
azalmaktadir§ekil-12 ve 13). JNK'In fosforilasyonunun ikinci feise Bcl-2'yi daha
fazla eksprese eden fibroblastlarda gecgkwei inklilbasyonun 24. saatinde tekrar

izlenmistir.
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Sekil-12- UV-B irradyasyonu ile indiklenen hicre @iltinde bi-fazik INK
fosforilasyonunun gorintilenmesi (western blot @roainalizi metodu)

JNK enziminin 54 ve 46 kDazaligindaki iki izoenzimi deSekil-12’de
gorilmektedirilging olarak, Rat 1 vt fibroblastlarda inkiibasyorursaatinde, Rat 1
Bcl-2 hiicre tipinde ise inkiibasyonun 24. saatiti&Ba’luk izoform,Sekil-12
uzerinde oklagaret edildgi gibi molekuler &irligi daha hafif olan bir izoforma yerini
birakmstir.

Dikkatlice incelendiinde, Rat 1 vt fibroblastlarin 6. saatindeki ink&@anunda
total INK’da 54 kDa’a denk gelen molekulexnrlik hizasinda iki adet bant
izlenmektedir. Bunlardan sadece dahgiiimolekuler girliga sahip olan
fosforillenmistir (Sekil-12-Panel A). Benzer gegpaterni, Rat 1 Bcl-2 fibroblastlarinda
inkiibasyonun 24. saatinde de gdzlenmektediki(-12-Panel B).
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Sekil-13- UV-B ile induklenen hiicre 6luminde bi-fladiNK fosforilasyonunun
dansitometrik analizi (n=2).

Western blot analizi ile elde edilen JNK fosfosjanuna ait veriler, daha 6nce yine
ayni deney diuzegeile ¢ekilen faz kontrast resimleri ve 6l hiicrélesayiminin
yapildigl sonuglar bir araya getirilginde, hiicre élimunugiddetli bir sekilde ivme
kazandgl zaman dilimi ile 54 kDa JNK izoenziminin dahasdk molekuler girlikta
izlendigi noktaya denk gelmesi dikkategdir. Bu veriler, masif hiicre 6lumunun,

JNK fosforilasyonunun ikinci fazi ile gkili olabilecezine isaret etmektedir.

3.4. UV-Birradyasyonuna Bagli Olarak Gelisen Hiicre Olumiinde Kaspaz-9 ve -
3'Uin Aktivasyonunun incelenmesi

UV-B irradyasyonu ile tetiklenen Rat 1 fibrobldmtcre 6limiinde apoptozun
ilerlemesinde rol oynayan kaspaz-9 ve kaspaz-3&arhgy degerlendirildi. Bunun igin
daha dnc&ekil-12'de bahsedilen deney duzgnaracilgl ile kaspaz-9 ve -3'Uin
kirilmis formlart western blot tekpi yardimi ile dgerledirildi (Sekil-14-Panel A ve B).
Ayrica elde edilen protein bantlarinin dansitonkeamalizi yapilarak, yikleme

kontroll olanB-tubulin aracilgi ile normalize edildi §ekil-15a ve 15b).
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Sekil-14- Rat 1 fibroblastlarda UV-B irradyasyonunsasinda tetiklenen kaspaz-9 ve -
3’'Un inklibasyona kigh olarak degisimi (western blot protein analiz metodu)

Sekil-14’te goruldigl gibi Rat 1 fibroblastlarda UV-B irradyasyonu sasinda
inkiibasyon suresine glaolarak hem kaspaz-9 hem de -3 kirilarak aktifrfa
donismustar. Ancak Panel A ve B katastirldiginda, her iki kaspazin da
aktiflesmesinin Bcl-2 proteinini daha fazla eksprese edamnétipinde inkilbasyonun
24. saatine kadar geciftini gérmekteyiz. Bu bulgu bize UV-B’ye ih gelisen hiicre
o0lumunde kaspazlarin yer githi yani apoptotik streclerigledigini gbstermektedir
ve Bcl-2 proteininin g@ir varliginin apoptozu geciktirici yonde rol oynayabilgtes

isaret etmektedir.
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Sekil-15a-Rat 1 fibroblastlarda UV-B irradyasyonwunsasinda tetiklenen kaspaz-9'un
dansitometrik analizi (n=2).
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Sekil-15b-Rat 1 fibroblastlarda UV-B irradyasyonu sonrasitetklenen kaspaz-3'in
dansitometrik analizi (n=2).



Bu noktaya kadar elde edilen tiim sonugclar dikkhtediginda kaspaz-9 ve -3'Un
kirildigi ile INK'in fosforile oldgu ve hatta daha 54 kDa'tangdik molekuler girhikli
izoforma gegi yaptgl zaman dilimi birbiri ile benzerlik gostermekteddu da bize
aralarinda bir ikki olabilecesi olasiligini isaret etmektedir.

Bu iliskiyi degerlendirebilmek amaciyla, JNK enziminin fosforilleesinde etkili
olmayan ancak onun aktif olaragteiv gérmesini engelleyen bir inhibitér, D-JNKI,
kullanilarak Rat 1 fibroblastlarinin hiicresgan siresi ve kaspazlarin kirlimasi

Uzerindeki olasi etkisinin incelenmesine kararderi

3.5. JNK Inhibitoriiniin UV-B irradyasyonuna Bagli Olarak indiiklenen
Apoptozdaki Etkinli ginin incelenmesi

JNK’In UV-B ile indiiklenen kaspaz 3 ve -9'un yédigI apoptoz yolgindaki
rolind argtirmak amaciyla, ilk dnce etkin D-JNKI dozu belivte. Farkli dozlarda D-
JNKTI'Gr UV-B irradyasyonundan 90 dk 6nce tatbik édite UV-B irradyasyonunun
tetikledigi 1. faz JNK aktivasyonunun pik yaptizaman dilimi olan inkiibasyonun 30.
dakikasinda hicreler toplandi. Yapilan in vitro JKIKaz aktivite testinden elde edilen
sonuglara gore 20 mikroM’lik D-JNK-I'intin JNK'in filksiyonunu dikkate dger

oranda azalt®n gozlemlendi $ekil-16).

UV -B -+ + + +

IN K - - - 5 10 20 mikroM

Sekil-16- INK-I'ntiin JNK aktivasyonu uzerine olan ietkginin gosterilmesi (Western
blot analizi)



D-JNKI'nin zamana bgi olarak hiicre ygami Uzerindeki etkisini incelemek
amacltyla, UV-B uygulamasindan 90 dk dnce 20 mikidMNK-I ile muamele edildi
ve belirli inkiibasyon zaman dilimlerinde 6l hueredripan mavisi glama deneyi ile
belirlendi. Bundan elde edilen sonuglara gére, JMKin hem vt hem de Bcl-2'yigr
eksprese eden hicreleringgen oranini arttirgs gorilmektedir $ekil-17 veSekil-18).
Sonugta, UV-B irradyasyonu 6ncesinde uygulan JNKxin ilk fazi olgturan JNK
aktivasyonunu engellegini gostermgtik ve bu uygulama hicre yam oranini her iki

hiicre tipinde de arttirmaktadir.
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Sekil-17- UV-B irradyasyonu ile indiklenen Rat 1fMdroblast hiicrelerinin yg@m
suresi Uzerine JNK-I'nin etkisi (Tripan mavisgldma testi) (n=3).
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Sekil-18- UV-B irradyasyonu ile indiklenen Rat 1 Bxfibroblast hiicrelerinin yam

yuzdesi tuzerine D-JNK-I'nun etkisi(Tripan mavisgldma testi)
* D-JNKI ile inkiibe edilen ve ediimeyen Ratl Bchfcre dizisinde ayni inkiibasyon diliminde 6len
hiicre ylizdesi arasinda istatistiksel olarak anlfamk saptanngtir, p<0.05, (n=3).

Uygulanan bu inhibitortn, ikinci dalga JNK aktiyasiuna olan etkisini incelemek
ve her iki fazin Rat 1 fibroblastlari 6lumu Uzerwian etkisini ayirt etmenin gerekli
olduguna karar verildi. Bunu etkiyi gerlendirebilmek i¢in ya UV-B uygulamasi
oncesinde ya da ilk fosforilasyon fazinin sona@idkiibasyonun 1 saatinin sonunda
D-JNK-I ile Rat 1 vt fibroblastlar muamele edild? inkiibasyonun 12. saatinde
hiicreler DNA fragmantasyon glumu ve JNK aktivitesi bakimindan gexlendirildi
(Sekil-19 ve 20)
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Sekil-19- D-JNK-I'tiin UV-B ile indiiklenen DNA fragmaasyonu Uzerine olan etkisi

(ELISA metodu)

* UV-B irradyasyonundan 90 dk 6nce D-JNKI ile ifddiedilen Ratl vt hiicrelerinde DNA
fragmantasyonun, UV-B ile muamele edilen ancaNB=J kullanilmayan hiicrelere gore istatistiksel
olarak daha az ojtugu saptanngtur, p<0.05, (n=3).

D-JNK-I'niin UV-B uygulamasindan 90 dakika 6dncebedk sonra uygulanmasi
hem DNA fragmantasyonu sonucunda meydana geleaniligeotid olgumunu
(Sekil-19) hem de JNK aktivasyonungekil-20) azaltmaktadir. Ancak her iki deney
de gosternsitir ki ilk INK aktivasyon fazindan sonra eklenerdRK-I'ti ikinci

aktivasyon fazina daha az etkili olmaktadir.
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Sekil-20-JNK-I'in UV-B ile indiklenen JNK aktivasyariizerine olan etkisi (Western

blot protein analiz metodu)

JNK’Iin UV-B ile indiiklenen apoptoz yagienda Bcl-2'nin Ust ya da alt ygienda
olup olmadgini anlayabilmek amaciyla, Rat 1 Bcl-2 fibroblastizaha dnceki
deneylerde oldgu gibi UV-B irradyasyonu 6ncesi JNK-I ile muametildi ve 24 saat
sonra elde edilen hicre lizatlarinda kaspaz-9,&&a8p PARP ve Bcl-2 kirlimalari
incelendi §ekil-21).
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Sekil-21- UV-B 6ncesi uygulanan JNK-I'inuin kaspazaspaz-9, PARP ve Bcl-2

kirllmasina olan etkisi (Western blot protein ariainetodu)

JNK-I'ntin kullaniminin kaspaz-9 ve -3’'Un aktiffeesini, PARP"In kirilmasini ve
daha da 6nemlisi Bcl-2 proteininin kirlimasini dggicmis olmasi, JNK'in UV-B ile
indiiklenen apoptotik suregte Bcl-2'nin st y@leda oldguna dair kanilar
gugclendirmektedir.

Sonugta, verilerimiz Rat 1 fibroblastlarda UV-B ihduklenen apoptozda Bcl-2
proteinin varlgl bu sureci geciktirerek kismi korumagtadigl ve ayrica, strese pia
aktiflenen JNK enziminin Bcl-2'nin apotozu gecilitirozelligi Gzerinde negatif rol

oynadgi yonundedir.



4. Bcl-2 PROTHNIN KiKA VE SSPILE iINDUKLENEN APOPTOZ
YOLAKLARINA OLAN ETK ISININ INCELENMESI

4.1. KIKA'nin doza bagli etkisinin saptanmasi

KiKA ve SSP’nin her iki fibroblast tipi tizerine olatkini incelemek amaciyla
Oncelikle doza b degisen hiicre ygam grafikleri hem MTT metodu hem de Hoescht
33342 boyamasi ile elde edildi.

KIKA'nin Rat 1 fibroblastlarin ygam oranlarini doz agina bali olarak azaltt
ve Bcl-2'yi daha fazla eksprese eden fibroblastl&iKA nin etkisine kagi daha
direncli olduysu Sekil-22'de gorilmektedir. KKA’nin Rat 1 vt hiicreler (izerinde etkin
oldugu dozlarin niiklear morfolojik olarak daglendiriimesiSekil-23 ve 26'da
gOrilmektedir.
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Sekil-22- KIKA’nin doza bgli olarak Rat 1 fibroblastlarinin yam orani tizerindeki
etkisi (MTT metodu)
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Sekil-23- KIKA'nin doza bgl olarak Rat 1 vt fibroblastlarinin yam orani
tzerindeki etkisi (Hoescht 33342 nuklear boyamaochex

KiKA'nin 20 mM dozlarinin bundan sonraki deneylerdéidniimasina karar

verildi.

4.2. SSP’nin Doza Bgh Etkisinin Saptanmasi

SSP’nin artan dozlarinin Rat 1 fibroblastlarigara oranini azal ve Bcl-2'yi
daha fazla eksprese eden fibroblastlarin SSP’kisieé kagi daha direncli oldgu
Sekil-24’de gorulmektedir. Ancak MTT metodu ile lrédnen yaam grafginde Rat 1
Bcl-2 fibroblastlari 50 nM ve uzerindeki dozlaréhdehassas gibi bulunrgtur. Bunun
MTT metodunun prensibinde yatan bir aksakliktanniekyanabilecgini dikkate alarak,
SSP’nin Rat 1 vt hucreler Gizerindeki dozglbatkisi Hoescht33342 boyamasi

sonrasinda niklear morfolojideki gigiklikler yardimi ile saptandiSgkil-25 ve 26).
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Sekil-24- SSP’nin doza tgh olarak Rat 1 fibroblastlarinin yam orani tGzerindeki
etkisi (MTT metodu) (n=4).
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Sekil-25- SSP’nin doza tgh olarak Rat 1 vt fibroblastlarinin yam orani tzerindeki
etkisi (Hoescht 33342 nuklear boyama metodu) (n=3).



kontrol 20 mM KiKA 50 nM SSP

Sekil-26- SSP ve KKA'nin Rat 1 vt fibroblastlarinin niiklear morfoldjizerine yapg
etki

SSP’nin 50 nM dozlarinin bundan sonraki deneylé&dianiimasina karar verildi.

4.3.KIKA ve SSP’nin Zamana Ball Olarak Yasam Suresi Uzerine Olan Etkisinin
incelenmesi

Bcl-2'yi daha cok eksprese eden fibroblastlar hém® KIKA hem de 50 nM
SSP’nin uygulamalarinda, Rat 1 vt fibroblastlareegdaha fazla yam ylzdesi
saglamislardir (Sekil-27 ve 28). Bu da bize Bcl-2 proteininiikA ve SSP ile

indiiklenen hiicre 6liminde kismen koruyucu etku@inu gostermektedir.
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Sekil-27- KIKA’nin Rat 1 fibroblastlar (izerine zamanashalarak etkisinin
incelenmesi (MTT Metodu)

*, Ratl Bcl-2 fibroblastlarin yam yiizdesi ayni inkiibasyon dilimindeki vt fibrolilasa gére anlaml
olarak artmgtir, p<0.05, (n=4).
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Sekil-28- SSP’nin Rat 1 fibroblastlar Gizerine zaméaagl olarak etkisinin incelenmesi
(MTT Metodu)

*, Ratl Bcl-2 fibroblastlarin y@m yiizdesi ayni inkiibasyon dilimindeki vt fibrolillasa gére anlamli
olarak artmgtir, p<0.05, (n=4).



4.4. Kaspazinhibitorii Olan Q-VD’nin K iKA Ve SSPile indiiklenen Hiicre
Olumune Olan Etkisi

KiKA ve SSP ile indiiklenen hiicre 6limiinde apoptoaklarinin oynady rolii
aydinlatabilmek igin fibroblastlar, SSP ya dEKIK muamelesinden 1 saat 6ncesinde
bir pan-kaspaz inhibitéri olan Q-VD (25 mikroM) heuamele edildi. On iki saatlik
inkiibasyonu takiben, sitoplazmik fraksiyondaki DiNAgmantasyonunu gosteren
mono- ve oligo-nikleozomlar ELISA yontemi ileglendirildi. Buna gore pan-
kaspaz inhibitorii olan Q-VD, hemiKA hem de SSP’ye lgh olarak oligan mono ve
oligonukleozomlarin miktarini azaltgtur (Sekil-29).

Ayrica Q-VD’nin koruyu etkinlginin daha uzun sirede surip surngedi
anlayabilmek icin fibroblastlar bu sefer, KIKA v&B ile 16 saat inkiibe edilmesinin
ardindan, medyum dgstirilerek 2 giin daha inkiibe edildi. Q-VD’nin bu &iki
gosteren faz kontrast mikroskobu ile ¢ekilen reeifiekil-30’de gorilmektedir.
Apoptotik stirecte kaspaz enzimlerini inhibe edeW@nin hem KiKA hem de
SSP’ye bgli gelisen hiicre 6lumunde koruyucu bir rol oynadsaptanmtir.
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Sekil-29- Pan-kaspaz inhibitorii olan Q-VD'niniKA ve SSP’ye bgli olusan mono ve
oligonukleozom miktarina olan etkisi (ELISA metodu)

*, Q-VD'nin KIKA ile birlikte kullanilmasi mono- ve oligo-nukleam olusumunu sadece IKA
kullanimina gore anlamli olarak azalghm, p<0.05.

#, Q-VD'nin SSP ile birlikte kullaniimasi mono- wtigonukleazom olgumunu sadece SSP kullanimina
g6re anlaml olarak azaltgtir, p<0.05.



Sekil-30- KIKA ve SSP tedavisi 6ncesinde Q-VD ile muamele editat 1
fibroblastlarin 16 saatlik inkiibasyon sonrasinddler faz kontrast resimleri

(A- kontrol, B- 20mM KIKA, C- 20 mM KiKA uygulamasi éncesinde 25 uM Q-VD
uygulamasi, D- 50nM SSP, E- 50nm SSP uygulamagsimde 25 uM Q-VD
uygulamasi).



TARTI SMA ve SONUC

Apoptoz yollaklarinin, kansegme e&ilimi gosteren bazi durumlarda aktive edilmesi
organizmanin yararina olabilecek iken metaboliluduardan kaynaklanan patolojilerde
ise inhibe edilmesi organizmanin yararina olabiBcl-2 proteini apoptoz yolaklarini
baskilayarak kanser hiicrelerininggen survisini arttirarak organizmanin dengesinin
organizmanin yararina olabilir. Bu gahada, Bcl-2 proteininin UV irradyasyonujikA

ve SSP ile induiklenen hicre 6lumiinde koruyucuieatldugu gosterildi.

1) Bcl-2 proteininin UV-B irradyasyonu ile induklenen hiicre 6lumu tzerine olan
koruyucu etkisinin incelenmesi

Bu calsmada, UV-B irradyasyonu ile indiiklenen Rat 1 fidesitlarinin dluminde
kisacasu sonuglari elde ettik: (1) Bcl-2 proteinin vgriRat 1 fibroblastlar UV-B
irradyasyonunun 6lime goturtci etkisinden kismenrkaktadir. (2) UV-B’ye bgl olan
hicresel stres nedeniyle JINK enzimleri bifazik dosfisyon ile aktive olmaktadir. (3)
Bcl-2'nin asirt varhgl INK'nin ikinci fosforilasyon dalgasinda gecikmeyeden
olmaktadir. (4) D-JNKI'Un kullaniimasi hiicregganini oranini arttirgq gibi Bcl-2'nin
kirlilmasini da engellentir. Bu veriler, JNK ve Bcl-2 arasinda dinamik bikilesim
olduguna karet etmektedir.

Bizim calsmamizda UV-B irradyasyonu sonrasinda indiuklenemehéiiminde Bcl-
2 proteinin varlgl JNK fosforilasyonunu durdurmagmancak belirli bir zaman dilimine
kadar duraklatmgtir. Bu da bize Bcl-2 proteininin INK enzimi Uizegiolan etkisinin gecici
olduguna karet etmektedir. Park ve ark.’nin gostermidugu gibi JINK1'in Bcl-2'yi de
asirl eksprese eden hicrelerderairetiimesi Bcl-2'nin sgladigl anti-apoptotik etkiyi
tesirsiz kilmaktadir (10). Bu agtarmacilar tarafindan, Bcl-2’'nin etkisinin gecgersiz
kilinabilmesi icin INK1 aktivasyonunun belirli l8gik degeri gecmesi gerekii 6ne
suralmtar. INK yolainin baskilanmasi Bcl-2'nin engellgdhticre dlumininde Kritik
bir rol oynamaktadir (10). Tum verilenginda, JNK enzimi ve Bcl-2 proteini arasinda
dinamik bir denge bulungunu soyleyebiliriz. Bu dengede JNK aktivitesintkieli gine
bagli olarak Bcl-2 proteini JINK aktivitesini belirliibstire geciktirebilmektedir.

Bizim verilerimizle uyumlu olarak Berlung ve ankn daha 6nce saptadikla gibi INK

fosforilasyonunun ilk fazinin (54 ve 46 kDa proten) ortaya ¢ikgi hizl olarak



gerceklemektedir (7). Hem vaintip hem de Bcl-2'yi daha fazla Ureten tip fibrabtlarda
fosforilasyonun ilk dalgasi UV-B irradyasyonu sasiraa ilk 10 dakikada gercekip, 2
saat icinde kaybolur iken, daha sonra gelen ikogforilasyonun Bcl-2 Ureten tipte
dikkate dger sekilde gecikmesi, erken fosforilasyonun Bcl-2 phoiteden etkilenmezken,
ikinci fosforilasyonun Bcl-2 vargina bali olarak negatif yonde etkilengline isaret
etmektedir. Burada en 6nemli soru JNK fosforilagy@&el-2 tarafindan bloklanmasindan
mi yoksa JNK ve Bcl-2'nin fiziksel olarak bideesinden dolayr mi fosfo-JNK
dedeksiyonu sganamamaktadir. UV irradyasyonu sonrasingélgkicrelerde aktive
olmus JNK'in mitokondriye ve nukleusa transloke oidwgdsterilmgtir (59, 72).
Olasilikla, Deng ve ark (2001) tarafindan gostedildibi IL-3 yoksunlysuna maruz
birakilan hiicrelerde JINK1 enzimi in vitroskdlarda Bcl-2 proteinini direkt olarak
fosforile edebilmekte, Bcl-2 ile ayni lokalizasy@dulunmakta ve Bcl-2’nin hiicre
yasamini uzatici uzatici etkisine aracilik etmektétir). Onemli olarak bu ¢amada,
JNK enziminin ikinci dalga fosforilasyonunda p54@k saptanan izoformun molekuler
agirhginda dgisiklik oldugu, daha hafif bir izoforma ya da yapiya démiginu
go6zlemledik. ikinci fazin balangici her iki hiicre tipinde de farkli zaman dili@ olmakla
birlikte, her iki hiicre tipinde benzer izoformgilgm paterni gézlenmektedir. Western blot
analizinin gOsterdi gibi Ratl vt tipte ve Rat 1 Bcl-2 fibroblast hatgrinde sirasiyla
inkiibasyonun 6. ve 24. saatinde total JNK protayninde hem 54 kDa hem de <54 kDa
ayni anda izlenmektedir. Ancak sadece <54 kDa faamun fosforillendgini
gOzlemekteyiz. Bu da bize kaspaz-9 ve 3'Un aktideigu déneme denk gelen
fosforilasyonun st yolaktaki kinazlar tarafindagisi olarak hedeflengini
gostermektedir. Hem JNK2 hem de JNK3, 54 kDa mideskazirlikli proteinlerdir. Bu
nedenle hangi izoformun spesifik olarak fosforiléugunu sdylemek zordur. Ancak 46
kDa molekuler girhkli INK1 enziminin her iki fosforilayon fazindda sabit oldgu
gorulmektedir. TNFet ile muamele edilen NIH-3T3 ve Rat mesangial higrdd bifazik
JNK fosforilasyon paterni gostergterdir. Birinci JNK fosforilasyon fazi gegici,
kaspazdan lgamsiz ve apoptozun 6ncesinde gorulmektedir. Angak Biicrelerdeki

ikinci faz fosforilasyon hem apoptoz ile ¢gtkiakta hem de kaspazlarggbalidir (73, 74).
Bifazik JINK enzim fosforilasyonu Mielke ve Herdeg@002) ile Xiao ve ark. (2005)
tarafindan da rapor edilgtir (65, 75). Ancak bu veriler ilging olarak hiagigimu deil
ama differansiyasyon camalarindan kaynaklangtir. Mielke ve Herdegen (2002) TNF-a
aracilgi ile differansiye olan PC12 hticrelerinde JNK1 emnrin hizli ve gegici

aktivasyonu sonrasinda yine kalici JINK1 aktivasyiafemislerdir (75). Ancak her iki



argtirmada da p54 kDa'luk izoformun ikinci aktivasydalgasinda daha giik molekuler
agirhkli forma donigtigune dair bir veri bulunmamaktadir. Buylk olasdikarkli hiicre
sistemlerinde farkli uyaranlara kadNK sinyal sistemi aktivasyonunda farkhliklar
gOzlenmektedir.

Lei ve ark. na gore, JINK enziminin kaspazgibd olmayan yolak araci ile, ki
buyuk olasilikla Bax aktivasyonuna neden olarakksom c’nin mitokondriden salinimina
neden olmaktadir (76). Bcl-2'nin kaspaz-3ivali kirilmasi ve kigik pro-apoptotik Bcl-2
fragmanini olgturmasi daha 6nce rapor edign(77). Bizim deneysel modelimizde, UV-
B irradyasyonu oncesinde spesifik INK inhibe epaptidin kullanimi kaspaz-9 ve -3'Un
kirilmasini geciktirmitir. Ayrica dikkate dger bgka bir nokta da, kaspaz-3
aktivasyonuna kg olarak kirilan histon ile ifikili DNA fragmanlarinin olgumunu ve
Bcl-2’nin kirllmasini geciktirmitir.

D-JNKI'nin INK fosforilasyonunun birinci fazindaimce ve sonra Rat 1
fibroblastlarin muamele edilmesi, JNK aktivasyonemgellemgtir. Ayrica histon-ilikili
DNA fragmanlarinin olgumunu da azaltmgtir. JNK’nin bifazik aktivasyonu iki néronal
differansiyasyon ¢amasinda daha gosterilgtir (65, 75). Xiao ve ark. (2006) N1
hicrelerinde NGF ile indiiklenen ndronal diferansyanda erken ve ge¢ olmak tzere
bifazik JNK fosforilasyonu gozlemlengherdir. Spesifik INK inhibitort, SP600125,
kullanarak her iki fazin da inhibisyonu N1 hiicréide néritogenez okwmunu
baskilamgtir (78). Bu sonuclar, dinamik bir JNK aktivasyoroun ndrit olgumunda
anahtar rol oynag ve bifazik fosforilasyonun bu surecgte 6nemli @dna karet
etmektedir.

Bu calsmanin sonuclarina gore Rat 1 fibroblast hiicreleridldK aktivasyonu UV-B
ile induklenen hicre élimunde etkin rol oynamaktadcl-2 ve JNK aktivitesi arasinda
dinamik bir etkilgim olduguna karet etmektedir Sonucta, UV-B irradyasyonu sondeun
tetiklenen hiicre 6luminde JNK enzimi Bcl-2 fonksiyau dizenleyen Ust yolakta yer

aliyor gériinmektedir.

2) Bcl-2 proteininin KIKA ve SSP ile indiklenen hucee 6lumu Gzerine olan etkisinin
incelenmesi

Bu calsmanin sonuclarina gore (1) Bcl-2 proteirikQ ve SSP ile indiiklenen hiicre
olimine kag1 Rat 1 fibroblastlarda kismen koruyucu etki gdsiigtir ve (2) Pan-kaspaz

inhibitérd olan Q-VD’nin kullanimi hiicre strvisiozatmstir.



MSUD’da biriken metabolitlerinin sigan serebellumma myelin olgumu (79) ve
MSUD’lu hastalardan elde edilen lenfoblastoid hidilerinde belirgin biytime
inhisyonu (80) gibi toksik etkileri oldiu daha 6nce gosterilgi. Jouvet ve ark. 1 MSUD
metabolitlerinin apoptotik hiicre 6limuni indukigdi ve apoptotik nukleuslarin klasik
morfoloji ile uyumlu oldgunu gdsterngierdir. Bu morfoloji KIKA'nin kaspaz
aktivasyonu ve nukleozom merdiveni glmununda rol oynaginin delilidir. Dahasi ne
IETK-FMK ne de DEVD-FMK kaspaz inhibitdrlerinin MT®lusumunun azalmasini
engellemedii gbz dniinde bulundurulursa, ne Kaspaz-8 ne dealza3pin KIKA'nin
indUkledigi apoptotik yolda ana bijen olmadiklarinasaret etmektedir. KIKA ile
indUklenen apoptozun kaspazgbasiz yolaklarla meydana gelebilgceirbirinden
bagimsiz olarak devam eden gahalarla desteklenmektedir (81-86). AncakKkaaydnden,
BAF'In koruyucu etkisi ve PARP’In karakteristik kmasi KIKA ile indiklenen
apoptozda @er kaspazlarin rol oynayabilegire isaret etmektedir. Bu ¢amanin
bulgularina gére de kaspazlarin pan-kaspaz inhibité inhibe edilmesinin yayan hiicre
sayisini arttirmasi kaspazlariik4 ile indiklenen hiicre 6liminde rol oyngoha saret
etmektedir. Bissel ve ark. (1974)[KA'nin fare fibroblastlarinin replikasyonunu inhibe
ettigini gbzlemlemgtir (87) ve Zielke ve ark. (1997) sican beynindergmmetabolizmasini
azattgini bildirmistir (88). Daha onceki ¢aimalar KIKA'nin mitokondrial piruvati ve-
ketoglutarat dehidrogenazi (89- 91) ve piruvaparedroksibitirat translokazlari (92)
inhibe ederek enerji metabolizmasini baaalwu 6nermektedir. Dahasi, apoptotik
cezalandirma mitokondrial sitokrom c’nin sitozo&ismasi ile belirgin hale gelmektedir
(2, 3). Bu da bozulmumitokondrial fonksiyon eksojen sitokrom ¢ eklenimiksbiyik
oranda diizeltilebilmektedir (93). CunkiiK4 ile muamele edilen hiicrelerde
mitokondrial dgisiklikler sekilsel diizeyde apoptoz ile uyumludur ve bgigi&liklerin
KiKA’nin yarattgi desisiklikleri mi yansittig yoksa apoptozun sonuglari mi ojgitam
olarak acik dgildir. Jouvet ve ark (2000)’'nin sonuclarina goKK hicresel
solunumunu belirgigekilde azaltmgtir ve bu C6 hiicrelerinde geri déitiinstiz apoptotik
olumu ile paralel gitmektedir. Mitokondrial sitakn c’nin salinimi apoptotik hicre 6limu
icin sart dezildir fakat c¢esitli hiicre tiplerinde apoptotik tetikleyiciye panlidir (94-97).
Aslinda sitozole salinimi olamaksizin aggmitokondrial sitokrom c seviyeleri
goOzlenmigtir (14, 97). MSUD metabolitlerine maruziyettems®a meydana gelen hicresel
solunum hasarinin tetikleyici mi yoksa apoptotilcteliolimunin sonucu mu olglu agik

desildir.



Bu calsmanin sonuglarina gére Bcl-2 proteinin v@arkre kaspazlarin inhibisyonu
Rat 1 fibroblastlari KKA'nin zarar verici erkisinden tam olarak korumaruolsa bile kismi
koruma sglamasi, kaspaz Banli yolaklarin da aktive oldiunu gostermektedir.

Staurosporine uzun sureden beri pek ¢ok hiicreoletep balaticisi olarak
kullaniimaktadir ancak mekanizmasi heniiz tamamé&gilmamstir. Etki
mekanizmasinin kemoterapétik ilaglar ve hiicre olimdiikleyicisi olan apoptotik etkili
ajanlardan farkl etki mekanizmasi offluna dair yayinlar ggalmaktadir (19, 20).

SSP tarafindan indiklenen apoptozdan en az ikinysbrumliu oldgu
gorinmektedir. Biricici, staurosporine ile indiké mitokondrial membran
permeabilitesi (MMP) Uzerine olan glgikliklerdir. Staurosporine ile 6 saatlik
muameleden sonra sitokrom c ile Smac/DIABLO’ nuonzile salinimi ve kaspaz-3
aktivasyonu ile kendisini gosterir. StaurosporiNMP’deki desisiklikleri nasil etkiledgi
tam olarak acik deldir. Melanoma hicrelerinde, Bcl-2 proteinigira Gretilmesi SSP
uygulanmasi sonrasinda gorilen DCm'i inhibe edeaplkiptoz kinefiinde belirgin bir
yavalamaya neden olmgtur. Bcl-2'nin giri Gretilmesi SSP ile indiklenen apoptozu
sadece kismen durdurgtur bu da bgka bir yolgzin daha oldguna saret etmektedir. Bu
ikinci yol, daha yavabir kinetige sahip gérinmektedir. Gerspektrumlu kaspaz
inhibitdéri SSP ile indiklenen L1210 hiicre élumueiken safhasini (<3 saat)
bloklayabilmesine r@men daha ge¢ (<12 saat) safhayi geciktirnggn{R0). MCF-7 hiicre
dizileri ile yapilan cakmalar kaspaz-igamli ve —b& msiz yolaklarin rol algini
gOstermektedir (19).

Bcl-2'nin varligi SSP’ye bgli gelisen hiicre 6luminde koruyucu etki gostermektedir.
Kaspazlarin inhibisyonunun hiicre sirvisini pozitthde etkilemesi, tamamen olmasa da

SSP’nin kaspaz-tgamli yollardan fonksiyon gorditin digindiarmektedir.

3) JNK ve Kaspazinhibitorlerinin Kullanimlarinin Onemi

Apoptoz ile giden hiicre 6lumleri, doku hasarlaaitkdirtarilabilecek hiicrelerin
sayisinin azalmasina neden @dugin sinirlandiriimasi tim organizmanin yararina
olabilecek bir durumdur. Bizim ¢calnamizda hem JNK hem de kaspaz inhibitdrlerinin
¢esitli hticre 6lumadnd indukleyen ajanlara kekismen de olsa koruyucu etkileri ofglu
gosterilmgtir. Bu inhibitdrlerin klinikte kullanimi agisindeaileri diizeyde arguriimalar
gelecekte doku harari ile giden hastaliklarin klseyrinin iyilestiriimesinde faydah

olabilir gérinmektedir.
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