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KANSEROGENESIS’DE RAS VE P53 PROTEINLERININ ROLU
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Volkan KILIC

Anadolu Universitesi
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Biyoloji Ana Bilim Dali

Danisman: Yard. Doc. Dr. Hiilya ZEYTINOGLU
2001, 53 Sayfa

Timor baskilayic1 p53 geni insan tiimér olusumundaki en yaygn
mutasyona ugramls gendir ve transkripsiyonel faktorii kodlar. Iyonize
radyasyon ve onkogénik aktivasyonla aktive edilir.

pS3 proteini gesitli insan kanserlerinde ortaya ¢ikan mdmz2 proteini ile
bir kompleks olusturur. Bu nedenle ras onkogeninin p53 iizerine etkisi ve UV
ismiyla aktive edilen onun diizenleyicisi mdm2’nin ekspresyonu, normal ve
ras transform rat embriyo fibroblast hiicre hatlarinda arastinimstir.
Western-Blot analizi hiicrelerin ras tranformasyonunun UV ile uyarilan p53
geninin ekspresyonu ile inhibe edildigini gﬁstermistir. Bu bulgu ras
transformasyonunun p53 ve onun etki yolunu tam baskilamasina neden

oldugu fikrini akla getirmektedir.

Anahtar Kelimeler: p53, mdm2, H-Ras, DNA hasan, Hiicre Kiiltiirii
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A STUDY ON THE ROLE OF RAS and P53
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The tumor suppressor pS3 gene encoding a transcriptional factor is
the most widely mutated gene in human tumorigenesis and activated by
' ionizing radiation or oncogenic activations. P53 protein forms a complex with
Mdm2 protein which is overexpressed in a variety of human cancers. pS3
inactivation is also involved in the ability of ras oncogene to cause cell
transformation. Therefore, effects of ras oncogene on p53 and its regulator
Mdm?2 expression activated by UV light were investigated in both normal
and ras transform rat embryonal fibroblast cell lines. Western Blot analyses
showed that ras transformation of the cells inhibited the expression of p53
gene induced by UV. This finding suggest that ras transformation cause

complete suppresion of pS3 and its pathway.

Key words: p53, mdm2, H-Ras, DNA damaging, Cell Culture
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1. GIRIS

Hiicre gogalmasi, biiylimesi ..rklilagmasi ve yaglanmasi belirli sayidaki
hormon biiyiime faktorleri ve sitokinler tarafindan kontrol edilmektedir. Soz
konusu molekiiller hiicrelerdeki reseptorlerin ligandlan olarak gorev gorirler ve
hicre igi sinyal yollarim harekete gecirerek ¢ekirdek ile haberlesmeyi
saglamaktadirlar. Ligandlarla harekete gegirdikleri hiicre igi sinyal yollan
arasindaki 1ligki farkls hiicre sistemlerinde degisiklik gosterir ve farkh bir geligimi
saglamaktadir. Kanser hiicrelerinde ise hiicre i¢i sinyal yollarimin kontroliinde
bozulmalar meydana gelmektedir. S6z konusu kontroliin  bozulmas:
protoonkogenlerin ‘mutasyonu yada normalin {zerinde ifade edilmeleri sonucu
olmaktadir [1-3]. Diger 6nemli bir mutasyon ise p33 ve Rb (retinoblastoma) gibi
antionkogen yada tiimor-baskilayici genlerde meydana gelmekte ve yukarida s6z
edilen onkogenlerin hiicre gogalmasindaki etkilerini gosterebilmelerine olanak
saglamaktadir [3-7].

ras protoonkogeni sinyal yollarinm biiyik bir kisminda molekiiler bir
anahtar olarak rol dynarnakta ve hiicrelerin farklilagmas1 yada ¢ogalmasim kontrol
etmektedir. Insan kanserlerinin yaklastk %30’unda ras geninin mutasyona
ugradig tespit edilmistir [1,8-9]. p53 geni ise tiimér baskilayici genler iginde en
¢ok cahgilani olup insan kanserlerinde yaklastk %50 sinde fonksiyonunu
kaybettigi bulunmustur [10]. Bundan dolay1 ras onkogeni ile p53 geninin rol

aldig sinyal yollan arasmdaki etkilesimin aydinlatilmasi oldukga 6nemlidir.
1.1. ras Genleri ve Proteinleri

Onkogenik potansiyele sahip 3 tane ras geni bulunmaktadir. H-ras, N-ras
ve K-ras olan bu genler yiiksek oranda birbirine benzeyen ve 21 kd molekiiler
agirhginda olan 4 tane protein kodlamaktadir. Harvey (H) ve Kirsten (K) murine
sarkoma virﬁslerihin transforme edici proteinleri sirastyla v-H-ras ve v-K-ras
olarak isimlendirilmektedir ve normal hiicresel Ras’larin (c-H-ras ve c-K-ras)

onkogenik formlaridir. N-ras olarak belirtilen noroblastoma-ras ise higbir



retroviriisde bulunamamigtir. K-ras geni ise alternatif olarak splayzinge ugradigi
icin K-rasA ve K-rasB olarak iki protein izoformu kodlamaktadir [1,11-13].

Ras ailesinde, H-ras, K-ras ve N-ras’a ek olarak onkogenik potansiyeli
daha disiik olan iki gen daha kesfedilmistir. Bunlar R-ras ve M-ras olup ras
proteinlerine yakla§1k olarak %55 oraninda benzerlik gostermektedirler [14-15].

21 kd molekitler agirhginda ve 188-189 aminoasit igeren ras proteini
plazma zarmin i¢ ylzeyinde lokalize olmaktadir ve burada hiicre reseptoriinden
gelen bir sinyalin sitoplazma igerisindeki diger molekiillere aktariimasin
saglamaktadir. Bu islevini yerine getirebilmesi i¢in sentez edildikten sonra gesitli
modifikasyonlar gecirdigi bilinmektedir. Bunun igin ilk olarak isoprénilizasyon,

daha sonra metilasyon ve prenilasyon gegirmektedir [1,16-18]
1.1.1. Ras Aktivasyonu

Ras proteini G-proteinleri ailesinin kiigiik bir iiyesi olup sitoplazma
igerisinde inaktif formu olan GDP-bagimhi ve aktif formu olan GTP-bagiml
formlar: arasinda bir dongi igerisindecir [1,11-12,19-22].

Bir bityiime faktoriiniin hiicre ylizeyindeki reseptoriine baglanmasindan
sonra reseptoriin dimerizasyonu meydana gelmektedir ve boylece tirozin kinaz
reseptorii otofosforilasyon sonucu aktive olmaktadir. Bu aktivasyon Sekil 1’de de
sematize edildigi gibi inaktif ras-GDP ‘den GDP’nin ayrilmasini saglayan Guanin
Nikieotid Degistirme Faktorleri (GNDF) igin bir aktivasyon sinyali olusturur ve
daha sonra ras proteinine GTP’nin baglanmasim saglar. Boylece aktif ras-GTP bir
serin-tironin  kinazlar olan raf-1 ve MEKKI, fosfoinositide3-kinaz (P13-K),
RalGDS ve Rac-Rho gibi ¢esitli efektor molekﬁlleri aktive ederek farkli sinyal
yollarini harekete gegirir [1,23-26]. Bu sinyal yollarinin sonucu olarak 6rnegin fos
ve junm gibi belirli genlerin aktivasyonu yada aktin gibi hiicre iskeleti
elemanlarinda degisiklik meydana gelebilmektedir [27-29]. Ras sinyal yolu gegici
olarak aktive olrhaktadlr. Ciinkii ras’in kendine 6zgi olan guanin trifosfataz
(GTPaz) aktivitesi ile baglhi GTP molekiilini hidroliz ederek yavas yavas
kendisini inaktif forma yani GDP-bagimh forma doéniistiriir. Ras’mn bu GTPaz

aktivitesini arttiran ¢esitli GTPaz-aktive edici proteinler (GAP) bulunmaktadir
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[1,8-9,11-12,30]. Sonug olarak normal ras proteinleri GNDF ve GAP

molekullerinin kontroli altinda aktif ve inaktif formlart arasinda bir dongi

igersindedir.
SINYAL
RasGDp
(Inaktif Form) %
GDP GDP
GTP GTP
(Aktif Form)
RaSGTP
EFEKTORLER
(RAF] MEKK, PI3K, RalGDS, Rac/Rho)
HUCRESEL CEVAP
Cogalma Farklilagma Hiicre Integrin Anjlogenesis

Dongiisi Sinyal Yolu

Sekil 1.1. p21™1n aktivasyonunun kontrol mekanizmasi ve aktif p21™’1n olusturdugu
hiicresel cevap



Normal ras’;n aksine onkogenik ras proteinleri devaml olarak aktif GTP
bagiml formlarmdai kalirlar ve devamli olarak efektér molekiilleri aktive ederek
¢ogalma sinyalim iletirler [1,9,31]. Cesitli ¢aligmalarla mutant ras proteininin
GAP proteinlerinden etkilenmedigi gosterilmistir [8,12,32-33]. Dogal yada
uyarilmig kanserlerde ras geninin analizi sonucu genellikle 12, 13, 59, 61 ve 63.
aminoasitlerde nokta mutasyonu oldugu gorilmigtir [1,13,30,34-35). Bu
bolgelerin pil’in GTP’ye baglandig1 yerlerde bulundugu ve bundan dolayr GAP
aktivitesine dayamkl oldugu bulunmustur [9,11,32,36]. Insan tiimorlerinde,
mutant 7as genlerinin analiz ¢aligmalarn: gesitli kimyasal kanserojenler tarafindan
ras’in  etkilendigini ileri siirmektedir [9]. Ayrica deneysel olarakta
dimetilbenzantrasen (DMBA), 12-O-tetrat kanosil-forbol-13asetat (TPA) gibi
¢esitli kimyasal ajanlarin ras genlerinde mutasyona ve tiimére neden olduklan
gosterilmigtir [37].

Yukarida s6z edilen mutasyonlarin yam sira normal ras geninin yiiksek
oranlarda ekspresyonunun gesitli kiiltiir hiicrelerinin transformasyonuna neden

oldugu bildirilmistir [38].
1.1.2.  Ras’in Fonksiyonlari

Ras proteinlerinin fonksiyonlari hakkinda ¢esitli hiicre tiplerinden elde
edilen oldukca farklt bulgular bulunmaktadir. Fakat yinede bu farkli hiicre
tiplerinde ras proteininin uyardigy farkli sinyal yollarimn mekanizmasinin
aragtirilmast genig olarak caligilmaktadir. Yukarida da bahsedildigi gibi normal
ras proteinleri hiicre digindan gelen bir uyaryla aktive olmakta ve hiicrenin farkli
metabolik yollarint etkilemektedir. Ras proteinlerinin fonksiyonlarimt Sekil 1°de

de belirtildigi gibi asagidaki bagliklar altinda agiklamak mimkiindiir:
1.1.2.1. Hiicre Cogalmas: ve Farkhilasmasindaki Rolii

Ras proteinlerinin tirozin kinaz reseptorleri ve diger tirozin kinazlarin

baslattifi sinyal yolunda aktif p21-GTP formuna doniserek hiicreyi mitoza



sevkettigi bilinmektedir [39-40]. Hicrelerin ras onkogeni ile transformasyonu ise
dinlenme fazinda olan hiicreleri bityiime faktorlerine gerek duymadan ¢ogalmaya
sevkettidi gesitli calismalarla rapor edilmistir [41-42]. ras geninin normalin
lizerinde ekspressiyonu hiicrelerde anormal mitoza, aktin organizasyonunun
bozulmastna, hiicrelerin birbirine olan bagimlilifimin kaybma ve hiicre zarinda
yogun mikrovilli olusumuna neden oldugu gosterilmistir [43-45].

Cesitli ¢aligmalardan elde edilen sonuglar ras proteininin sinyal
iletimindeki ikincil mesaj sistemlerinde de anahtar bir rol oynadigim
belirtmektedir. Ornegin ras’m aktif oldugu hiicrelerde bradykinin, bombesin, EGF
gibi bitytime faktor reseptorleri araciligiyla fosfolipaz-C aktivitesinde artis oldugu
[46] hiicrelerin PDGF uyarisina cevap vermedigi ve hiicre igi depolardan
kalsiyum iyonlarim sitoplazmaya birakmayr durdurdugu gézlenmistir [47]. Ras’in
uyardig1 sinyalin iletilmesini takiben gesitli hiicresel genlerin aktive olarak
proteinlerinin sentezi ¢esitli caligmalarda rapor edilmistir. Glikoz tastyict genleri,
transin, c-myc, jun ve fos proteinlerinin ras transfekte olmus hiicrelerde arttigt
bulunmustur [48—49].

Ras proteininin hiicre gogalmasindaki ve miyoblast gibi ¢esitli hiicrelerin
farklilagmasini engelleme [45,47,50-51] roliinin yam sira ilk kez Bar-Sagi ve
Feramisco [52] tarafindan PC12 fokromositoma hiicre hattinda sinir hiicresi
farklilagmasini uyardlgl gosterilmigtir. Daha sonra normal H-ras geninin
ekspressiyonu sonucu mutant ras genlefi iceren hiicrelerin tiimorojenik
. fenotiplerini baskiladifi ve bdylece bir tiimor baskilayict gen olarak rol oynadig

ileri siralmugtar [53].
1.1.2.2. Hiicre Dongiisiindeki Rolii
Ras’in rol aldigt MEK kinaz yolunun ve PI3-K’nin aktivasyonu ile siklin

D1 artis1 hiicrelerin G1 kontrol noktasindan S fazina gegisinde olduk¢a &neml:

oldugu belirtilmistir [1,54].



1.1.2.3. Integrin Sinyal Yolu

1ntegrinler‘ ekstraselluler matriks proteinleri i¢in adhezyon reseptorleri
olup aym zamanda gog, ¢ogalma ve apoptosisi de igine alan gesitli hiicresel
fonksiyonlarla ilgili sinyalleri meydana getirirler [55]. S6z konusu sinyalleri bir
sitoplazmik tirozin kinaz olan fokal adhezyon kinazlar (FAK) aracilig1 ile mitojen
aktive edici protein kinazlar1 (MAP) aktive ederek iletir. Yapilan bazi ¢aligmalarin
sonuglart integrin bagimh MAP kinaz yolunun aktivasyonunun - ras-bagiml

oldugunu ileri siirmektedir [56,57).
1.1.2.4. Anjiogenesisteki Rolii

Onkogentk ras mutasyonlarimin timér metastast ve angiogenesisdeki rolii
hakkinda elde edilen bulgular ras’in direkt bir etkisi oldugunu gostermektedir. Su
ve arkadaslar1 [58] tarafindan yapilan bir caligmada onkogenik ras geninin
aktivasyonu sonucu timér metastasina neden olan 6nemli metallo proteinazlarin
sentezinin arttlg;m gostermiglerdir. Yine Zabranesky ve arkadaglart [59]
tarafindan yapllah bir ¢ahsmada melanoma, akciger ve meme karsinoma
hiicrelerinde, ras aktivasyonundan sonra metastatic timorlerde de azaldig
g6zlenen trombospondin sentez seviyesinin diisti§i rapor edilmigtir. Ayrica bir
anjiogenik bilylime faktorii olan VEGF sentezinin K-ras ve H-ras ile transforme

edilmis epitelyal hiicrelerde arttig bulunmustur [60].
1.2. p53 Antionkogeni ve Proteini

P33 geni omurgasizlar harig bir ¢gok hayvanda kesfedilmis olan bir timoér
baskilayict gen olup hiicrelerde yabani tipinin kaybt veya inaktif duruma dismesi
halinde kanser meydana gelme olasilig1 artmaktadir. Insan tiimorlerinin yaklagik
%50’ sinde p53 geninin normal fonksiyonunu kaybettigi bilinmektedir [61-63].
Normal p53 geninin kodladig protein zincire 6zgiil bir transkripsiyon faktér olup

bazi 6zgiil genleri aktife edebilmektedir [64].



p53 proteini 5 altiiniteden meydana gelen bir homo-oligomerlerdir [65]. In
vivo kosullarda p53; proteini, multible serin ve threonin amino asitlerinden birden
fazla kinaz enzimi ile fosforile edilmektedir. /n vitro galismalarda, insan ve fare
p53’ tnin DNA-protein kinaz (DNA-PK), kazain kinaz ve MAP kinazlar
tarfindan fosforile edildigi rapor edilmigtir [66-69].

Normal p53 proteini igerdigi {i¢ tane loop-plaka-sarmal motif elementleri
ile DNA ¢ift ipligine major oluktaki genellikle GGGCGG bolgelerinden
baglanarak baz genieri transaktif eder yada baskilar [70]. Kansere neden olan p53
mutasyonlari  genellikle bu bolgelerde gergeklestigi i¢in p53 DNA’ya
baglanamamakta ve boylece p53 baskilama fonksiyonunu yitirmektedir. Bir
allelde meydana gelen bir mutasyon kisa bir zaman sonra ikinci allelin kaybina da
neden oldugundan p353 ekspresyonu tiimiiyle kaybolmaktadir [71].

Kolorektal, | servikal, hepatoselliiler, prostat kanseri, astrositoma,
melanoma, Non-hogkin limfoma, multible miyeloma ve kronik miyelojen I6semi
gibi kanserlerinde tesbit edilen 53 mutasyonunun diger bazi genlerin
mutasyonumi takiben gec bir sathada meydana geldigi ve bundan sonra tiimor
olugtugu gorilmiistir. Bununla birlikte akciger, meme ve boyun kanserlerinde
oldugu gibi ilk safthalarda olusan p53 mutasyonu sonucu gelisen timorler de
bulunmaktadir [72]. Farelerde yapilan g¢aligmalarda, normal p53 genlerini
bulunduran hayvanlar normal gelisimlerini stirdiirmiigler, fakat 53’ 4 heterozigot
olarak tasiyan hayvanlar 3-5 hafta sonra timor gelistirmislerdir. p53 allelerini hig
tagimayan hayvanlar ise daha erken timor gelisimi gostermislerdir [73-74].

p353 fonksiyonu kaybina yol agan rrﬂlekanizmalann basinda, 175, 245, 248,
249, 273 ve 282 kodonlarinda meydana gelen nokta mutasyonlar olmak tizere
delesyonlar, gen tekrar diizenlenmesi ve smlayzihg mutasyonlar1 bulunmaktadir
[75-77]. Soéz konusu mutasyonlarin belli bir orammn dominant negatif
mutasyonlar oldugu, yani fonksiyonel olarak inaktif olan p53’ {in, transfer edildigi
hiicrelerdeki normal p53° i de inaktif edebildigi gosterilmistir [71,78]. Benzer
sekilde, mutant p33 ve aktif ras genlerinin birlikte transfer edildigi primer kulttr
hiicrelerinde, normal p53 proteinleri ile oligomer olusturmak yoluyla onlar1 da
inaktif hale getirdikleri ve boylece transformasyona neden olduklan ileri

sirilmektedir [71].



1.2.1. p53’iin fonksiyonlar

pS3 proteininin hiicre dongiisiiniin durdurulmas: ve programlanmig hiicre
olima (apoptosis) igin oldukga onemli rollere sahip oldugu bilinmektedir. S6z
- konusu aktiviteler kanser gibi genetik hasara ugramis hiicrelerin replikasyondan
elemine edilmesine olanak saglamaktadir [79]. p53 geni, Ozellikle hiicre
donguisint kontrol etmesi bakimindan kanser aragtirmalarinin ilgi odagt olmustur.
Calismalarin bir ¢ogu Gy/G; fazlarinda 'hﬁcrenin cogalmaya gitmesi veya
engellenmesinin kontrolinii [80-82] yada p53 ile apoptosis ve farklilagma

arasindaki iligkiyi agiklamayr amaglamaktadir [83-84].
1.2.2. p533’ii aktif eden sinyaller

Normal kosullar altindaki hiicrelerde, p53 daha ¢ok inaktif olarak
bulunurken DNA hasar1 hiicresel genetik materyalin ¢ogalmasi ve aktarilmasinda
gerekli olan elemanlarin hasari, riboniikleotidlerin ve oksijenin azalmasi, sicak
soku ve nitrik okside maruz kalma gibi gesitli stres kosullarinin olugsmasiyla hizli
bir sekilde aktivite kazanmaktadir [85-87]. Bunlarin disinda myc, ras ve
adenoviris E14 gibi onkogenik proteinler p53 aktivasyonuna neden olan faktorler
icerisinde yer almaktadir [87-88].

UV 13 yada benzer kanserojen ajanlara maruz birakilan gesitli
hiicrelerde p53 proteininin biriktigi, GADD45 geninin (growth arrest and DNA
damage-inducible)  transkripsiyonunun artifn ve DNA replikasyonunun
engellendigi rapor edilmistir [88-89]. p53 geni tas;méyan fareler ﬁzerinde yapilan
in vivo ¢aligmalar, hiicrelerin radyasyon ve ki;nyasa] uyaricilara daha hassas

olduklarini gostermistir [90].
1.2.3. p53’iin apoptosisteki rolii
p33 geni olmayan hiicrelerin radyasyona maruz kaldiklari zaman

apoptosise gittikleri gozlenirken, normal hiicrelerin radyasyondan sonra kisa bir

siire igin yasadiklar tespit edilmistir [91]. Ayrica, myc, EI4A ve H-ras gibi



onkogenler ile serumdan mahrum kalmanin p53° e bagli olarak apoptosise neden
oldugu ileri sﬁrﬁlmelctedir[92-95].

1nsanda bax geni p53 ile direk baglantili olan bir pro-apoptotik protein
olup p53-bagimh apoptosisi bloke eden bc/2 genini inhibe etmektedir. Yiiksek
seviyede normal p53 sentezleyen hiicrelerde, Bax seviyesi artarken Bcl2
seviyesinde azalma olmakta ve dolayist ile hiicre apoptosise gitmektedir [96].

p53’ in uyardig: apoptosis ile G, fazi durdurma mekanizmalarinin farkli
oldugu sicakliga duyarli olan p53 alleli ile transenfekte edilen eritrolosemik
hiicrelerde Qallsllmistlr. Hucrelerin segici sicakliklarda, G;, apoptosis yada
farkhlagmaya gittikleri, fakat besi ortamlarina sitokin eklendigi zaman, hiicrelerin
apoptosis ve farklilagsmalarinin bloke edildigi halde G,’de durma mekanizmasinin
normal olarak devam ettigi rapor edilmistir [97]. p53° tn transkripsiyon faktori
olma ozelliginin, p53’ e bagh apoptosis i¢in gerekli oldugu [98] ve p53’in
mitokondriyal enzimlerle apoptosise yol agan ve elektron taginimi igin ¢ok énemli
olan sitokrom C den bagimsiz olarak apoptosisi gergeklestirdigi ileri striilmiigtiir
[99].

1.2.4. p53 ve farkhlasma

p53 geninden tamamen yoksun olan fare embriyolarimin gelisme
gostermeleri p53° Un, embriyogenesis mekanizmasinda gerekli olmadigim
dusiindiirmektedir [100].

Abelson viriisii ile transenfekte edilmis p53 negatif hiicrelerde, normal p53
proteininin sentezlenmesiyle hiicrelerin farklilagmalarimn birer igareti olan B220
antijeninin ve sitoplazmik immiinoglobin | afir zincirinin sentezinin arttif
goriilmiigtir [78). 'Ayrica Friend virisii ile transforma edilen eritrolosemik
hiicrelerde, p53 alleli ekspresse edildiginde, eritroid farklilagmasinin isareti
sayilan globin RNA ve proteinin sentezlendigi bildirilmigtir [101].

p53’ Un SV4O orijinli replikasyon igin gerekli olan helikaz enziminin
aktivitesine, ig:erdiéi son 27 aminoasit ile bir sekilde karlstlgl ve replikasyonu
engelledigi ileri sirilmektedir. Buna ilaveten p53 proteininin, DNA polimeraz 6

enzimi ile rekabet i¢inde oldufu ve protein A’ya baglandig: bildirilmektedir
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[71,102-104]. Buna ilaveten, p53° in tek iplikli DNA uglarina baglandigi ve
kuvvetli DNA-DNA ve RNA-RNA cift iplik olusumunda rol aldig1 gosterilmigtir

CIPI/WAF]

[26]. p53° in kontrol ettigi diger bir gen de p21 olup uranii G;-S

gecisinde onemli olan cdk (Cyclin dependent kinase) aktivitesini engellemektedir.
p21CIP1/WAF] ile p53 arasindaki etkilesimin hiicrenin gogalmasimin kontroliinde

onemit rol oynadig1 disiiniilmektedir [105].
1.3. Mdm2 eni ve Proteini

Murine double minute 2 (Mdm2) geni double minute kromozomda yer
alan, amplifikasyona ugramis bir gen olup Balb/c3T3 hiicrelerinin transforme tipi
" olan 3T3DM’lerde gorilen kromozom ¢esitidir. Cesitli insan timoérlerinde ifade
edilen mdm?2, diger timor-baskilayict proteinlerin aktivitelerini noétrallestirdigi
icin yeni bir proto-onkogen ¢esidi olarak ele alinmaktadir [106]. Mdm?2’nin,
timor baskilayic1  proteinler igindeki ana hedefinin p53 proteini oldugu
gosterilmistir [107]. Mdm2 proteinin sentezi p53-Mdm2 etkilesimine neden
olmakta ve boylece p53’tin G, deki aktivasyonu kaybedilmektedir [108].

Mdm2 90 kDa molekiiler agirlikta, p53 ile baglanabilme &zelligi tastyan
bir proteindir. Birinci promotor, genin yukan boélgesinde ve ikinci ise promotor
birinci intronda yer almaktadir. Farede Mdm2 proteini 439 aminoasitten ibaret
olup 14-130 bolgesi p53 baglanma bélgesidir. Bunun insanda 19-102 bolgeler
oldugu tesbit edilmistir [109-110].

Bu etkilesim tizerine ileri siiriilen diger bir modélde, DNA’ da meydana
gelen bir hasar, Mdm?2 ile p53 arasinda olusacak kompleksi engellemekte veya en
azindan geciktirmélctedir. Bu durumda p53 etkisi ile, cogalma inhibitér genleri
(cip1 gibi) harekete gegip hiicre dongiisiini engellemektedir ve bu sekilde hasarli
DNA’ min replikasiyonunu engellemektedir [111].

Mdm2’ nin promotérleri, pS3 proteini tarafindan baskilanmaktadir.
Mdm?2’nin promotérleri alternatif olarak transkripte edilmelerinden dolay: farklh
kodonlarn iginde baglayan translasyon, Mdm2 proteiﬁinin de farkh olusmasina
neden olmakta ve sonugta pS53 ile baglanmasim etkilemektedir [106]. p53 ve

Mdm2 arasinda lu sik1 kontroliin kayboldugu transforme ve kanserli hiicrelerde
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mdm2 geninin transkripsiyonunun alternatif siplayzing ile oldugu ve Mdm2
proteininin p53 ile baglanma 6zelliginin kayboldugu rapor edilmistir [112-114].

1.3.1. Mdm2-p53 kontrol mekanizmasi

Mdm2 p53’ i negatif olarak kontrol eden bir proteindir [107-122]. Mdm?2
olmayan ve p53 igeren fare embriyolarinin 6ldugi tespit edilirken, p53 geni
alindiktan sonra, s6z konusu embriyolarin normal yaglarinda oldiikleri tespit
edilmigtir [123]. Bu negatif kontrol i¢in il;'i model ileri stiriilmektedir. Birincisi,
Mdm2 sitoplazmik proteozoinlarda p53’ lin parcalamasimi saglar ve boylece her
hangi bir stressle karsilagmayan hiicrelerde p53 seviyesi diigitk tutulmaktadir
[124]. Mdm2 E3 ubiquitin-protein ligaz ile birleserek kazandig ligaz aktivitesi ile
p53’> in ubiquiti‘nasyonuna neden olur ve bu da p53° Gn proteozomal
degradasyonu ile sonuglanmaktadir }*/¢,125-126]. |

Tkinci mekanizma ise p53’tin transkripsiyonal aktivasiyonunun negatif
olarak kontrol edilmesidir. Mdm2, p53’e koaktivatérlarinin baglanmasim yada
yeni  bir  p53-bagimh  gen  ekspresiyonunu  engelleyerek  p53’in
transaktivasiyonunu ve boylece apoptosis yetenegini engellemektedir [124]. Aym
zamanda Mdm2’nin pS53’an transrepressyon fonksiyonunu engelleyebilecegi
dustnilmektedir. Diger yandan pS3 ozgul olarak mdm? genine baglanir ve
transkripsiyonunu :uyanr ve bir negatif feed-back mekanizmasina yol agmaktadir
[106].

| Mdm?2 ve p53 arasindaki etkilesimi 6zellikle genotoksik bir faktére maruz
birakilan hiicrelerde yapilan g¢alismalar gostermektedir. UV 1gmlarina maruz
birakilan C127 hiicrelerinde, p53 stabilizasyonuﬁve Mdm?2 indiiksiyonu arasinda
oldukga belirgin bir gecikme oldugu gozlenmigtir [111]. Dolayisiyla, p353
proteininin transkripsiyonal aktivasyon hedefi olan diger proteinlerin aym
kosullardan etkilenmig olma olasilift bulunduu one siriilmiigtir. Gamma
radyasyonunun bazi hiicrelerde Mdm2 mRNA’sinin hizl artigina neden oldugu ve
G1 fazinda durdurulan hiicreleri béliinmeye sevk ettigi rapor edilmigtir [108].
Mdm?2’nin inditklenmesine bagli olarak p53 genindeki upiquitinasyonun artti1 ve

dolayisiyla p353 liriiniin azalmasina yol agtig1 bildirilmigtir [125].
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Iyonize radyasyona maruz kalma sonucu, hiicrelerdeki p53 proteininin
stabilize olmasimn, Mdm2’nin bir fosforilizasyon-fosforilizasyon mekanizmas:
tarafindan baskilanmasiyla oldugu bulunmugstur. DNA hasan ile aktif olan p53
once serl5 ve thri8 de fosforile olmakta ve boylece Mdm2’nin etkisinden
kurtularak stabilize hale gelmektedir [126-127]. Insanda, DNA-fosfokinaz veya
ona bagh kinazlar p53’un fosforilizasyonuna neden olmakta ve boylece Mdm2 ile
p53’ tin birleymesinde rol oynamaktadir [106,128]

Mdm2’nin p53 izerine bu sekilde negatif kontrolii olmasina ragmen,
noroblastoma dahil bazi insan tiimorlerinde, p53° tin Mdm2’nin neden oldugu
degradasyona dayanikli oldugu ve sonug olarak s6z konusu hiicrelerde anormal
seviyede devamli olarak birikim gosterdigi gozlenmistir. Bu dayamkliliginin ise
aynen fosforilizasyon-fosforilizasyon mekanizmasinda oldugu gibi p53’in
gecirdigi kovalent modifikasyonlarla ilgili oldugu rapor edilmigtir [124].

Mdm?2’ nin apoptosis i¢in bir negatif regiilator olarak is gordiiga diger bazi
caligmalarda gosterilmigtir. Ornegin; insan glioblastoma hitcrelerinde, yiksek
seviyelerde Mdm?2 sentezinin bu bhiicrelerde cisplatin ile saglanan apoptosisi
azalttif1 gorilmistir [129].

Haupt ve ark. [125] c-myc onkogeninin aktivasyonundan sonra aktiflesen
p53 ve ona bagli apoptosisin Mdm2 ile inhibe edildigini rapor etmistir. mdm2 bir
onkogen olarak kabul edilmekte wve hiicrelerde normalin Gzerinde sentezi
transformasyona neden olmaktadir. Mdm2 ile transforme olmus NIH3T3 ve Rat 2
hiicrelerinde, Mdm2’nin yiiksek seviyede sentez edildifi ve insanda Mdm2
geninin lokalize oldugu 12q13-14 bolgesinin, insan sarkomalarinin bir ogunda
amplifike oldugu ‘anlagilmistir [130-131]. Mdm?2 proteinin yitksek seviyede
olmasi genin amplifikasyonuna bagli oldugu gibi— bazi kanserh hiicrelerde, mdm?2
geninin amplifikasyonuna bagli olmadan da protein seviyesinin yuksek oldugu
tespit edilmigtir [132-133].

Mdm2’ nin onkogenik aktivasyonlar sonucu kontrol edildigi yapilan yeni
galigmalarla gosterilmistir. Ries ve ark. [134] Ras onkoproteininin baglattigi Raf/
Mek/ MAP kinaz yolunun Mdm2’ nin aktivitesini p19 adinda bir protein varlig
ile kontrol ettigini ileri siirmiiglerdir. Burada, p19 Mdm2’ yi inhibe ederek p53° @

par¢alanmaktan koruyarak hiicre déngisiini durdurmakta ve apoptosise neden



olmaktadir. Fakat pj9 dan yoksun hiicrelerde Raf/ Mek yoluyla Mdm?2 artarak
pS3 pargalanmakta ve boylece tiimor gelisimi gézlenmektedir.

Burada p19,‘ Mdm2-E3 kompleksine baglanarak ligaz aktivitesini bloke
eder ve proteozomal parcalanma meydana gelmemektedir [79,135]. Ras/ Raf/
Mek yolu p19 ve p53’ iin yamn: sira E2F-1 aktivasiyonunun artmas: yoluyla p16 ve
pZ]CIP

p53 dongiisiinii igeren fare hiicrelerinde prematiire oliimler goriilmektedir [135-
137].

proteinlerinin artigina neden olmaktadir. Bunlarin kontroli ile p19-Mdm?2-

p19’ un bir transkripsiyon faktorii ole;n Dmp1 tarafindan uyarildig: ve fare
fibroblast hicrelerinin p53-bagimh hiicre dongiisiinii durdurarak ile cevap verdigi
Honda ve. ark. [126] tarafindan rapor edilmistir. Fakat Dmpl-yoksun hiicreler
pasajlandifi zaman p19, Mdm2 ve p53 seviyeleri normal hiicrelere gore diigiis
gostermis ve 6liim gozlenmistir. Yine bu Dmp1’ mn yoksun hiicreler onkogenik H-
ras ile moriolojik olarak transforme olabilmiglerdir [126].

p>53 mutasyonu ile birlikte Mdm2 nin yiiksek seviyede sentezlendigi
durumlar da bulunmaktadir [106]. Arastirilan 104 insan kanser vakasindan 12
tanesinin yainizca p53 mutasyonu, 10 tanesinin yiksek seviyelerde Mdm2 sentezi
veya amplifikasyonu ve 1 tanesinin hem yitksek seviyede Mdm2 sentezi ve hem
de p53 mutasyonunu rapor edilmig:x [138]. Yumusak doku kanseri lizerine
yapilan bagka bir c¢aligmada ise p53 mutasyonu ve Mdm2 yiksek seviyede
sentezinin prbgnosis ile baglantili oldugu tespit edilmistir [139]. Sezary sendrom
tzerine yapilan bir baska c¢aligmada, p53 mutasyonu ve yiksek seviyede Mdm2
sentezlenmesi malignansiye hiicresine yol agtig1 ileri stirilmistiir [140].

Elde edilen tim bu bulgularin aksine, yapilan bazi ¢aligmalarda p353 ile
mdm?2 arasinda benzer bir iligki bulunmadig: ve ;ndmZ’nin tek bagina, hiicreleri
transforme edebildigi bulunmustur. Mdm?2’nin transforme edebilme yeteneginin
N-terminal kuyrugunda meydana gelen delesyon sonucu ortaya ¢iktig1 gerek sidik
kesesi gerekse yumurtalik kanserlerinde yakimn bir zamanda gosterilmigtir [141].
Ilk onceleri, mdm2’nin tek basina hiicreleri transforme edebilme yetenegi, p53
normal tipini sentezleyen hiicrelerde ortaya konmus [106] ve takibeden
calismalarla, bu onkogenik 6zelligin ¢ogalmay1 baskilayan p53°i inhibe etme

yoluyla gergeklestigi ileri sirilmistir [142]. Yiksek seviyelerde sentez edilen
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Mdm2 proteininin, p53 proteinine sahip olan ve olmayan meme bez hiicrelerinde
S fazina girmeleri sonucu poliploidi ve kanserlesme belirtilerinin ortaya
¢ikmasina neden oldugu belirtilmistir [143].

Mdm2 proteininin gerek ribozom biyosentezinde gerekse translasyonal
regiilasyonda yer aldig dustnilmektedir. Bunun genellikle Mdm2 proteininin 5S
rRNA’ ya baglanan‘ LS5 proteini ile etkilesimine bagl oldugu ileri stiriilmektedir.
Mdm?2 proteinini yiiksek seviyede sentez eden hiicrelerde, Mdm2, L5 ve 5STRNA
¢l kompleksinin yanisira, Mdm2, pS3, LS ve SSTRNA dértlii kompleksinin
bulundugu gosterilmistir. SSTRNA-L5 protein komplesinin memeli hiicreleri
nukleoplazmasinda saklanmasi ribozom sentezi igin kaynak olusturmaktadir ve
ayrica SSTRNA, ¢ekirdek ile sitoplazma arasindaki gegisini saglamaktir. Boylece,
ribozom biyosentezinin kontrolinde, Mdm?2’nin sézkonusu L5 fonksiyonlarim

kontrol etme yoluyla rol aldig: disiiniilmektedir [144-145].
1.3.2. Mdm2 ve terminal farklilasma

MdmZ géninin beyin, kas veya testis gibi dokularda yiksek seviyelerde
transkripte edildi§i ve [106] miyoblast hiicrelerinde, MyoDI geninin
transkripsiyonunu baskilama yoluyla farklilagmay: engelledigi tesbit edilmistir
[146]. Ayrica C2C12 miyoblast hiicrelerinin farkhlagmas: sirasinda Mdm?2’nin,
p53 proteininden bagimsiz olarak arttigi tespit'edilmistir [147].

Alkhlaf ve ark. [148] tarafindan yayinlanan bir makalede Mdm?2 epidermal
hicrelerde ekspresse edildigi. zaman p53°e bagimli kalmadan farklilagmaya yol
agabildigini ve timorlesmeye neden olmadigm vsavunulmustur. Keratinosit
hiicrelerinin farklilagmasi sirasindaki Mdm2’niﬁ artist ve p53’in azalisi soz
konusu hiicrelerin farklilagma programinda bir rolii olabilecegini gostermektedir

[149].
1.4 Calismanin Amaci

Yukarida verilen literatiir bilgileri, bir hiicrenin onkogenik aktivasyonu

dahil anormal stres kosullarindan o6zellikle p33 geninin ve onun kontroliini
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saglayan mdm2 gibi bazi genleri aktive ederek kurtuldugunu yada apoptosis
mekanizmasini salindirdiginmi1 gdéstermektedir.

S6z konusu mekanizmalarin ras onkogeninin aktivasyonu ile nasil
etkilesim gosterdigi hakkinda heniiz ¢ok az bilgi bulunmaktadir bundan dolay: bu
¢aligmada, ras’in neden oldugu kanserogenezin engellenebilmesi bakimindan H-
ras ile transformasyona ugratilmig kanserli hiicreler ile onlarin normal karsilig
olan hiicrelerde, UV ve DMSO gibi hiicreye ve DNA’ya hasar veren ajanlara
_ maruz kalindiktan sonra p53 ve mdm2 genlerinin ekspresyonunun Western Blot

yontemi tle aragtirilmast amaglanmigtir.
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2. MATERYAL ve METOD
2.1. Kullanilan Materyaller
2.1.1. Antikorlar

Fare B-aktin antikoru (Sigma), fare IgG antikoru (Santa Cruz sc -2008),
fare MDM2 antikoru (Santa Cruz sc -965), p53 antikoru (Santa Cruz sc -99), H-

ras antikoru (Santa Cruz sc-032) kullanllmlsflr.
2.1.2. Kimyasal maddeler

Akrilamid kansimi  (%30) (Sigma), Aprotinin (Sigma), Dulbecco’s
Modification of Eagles Medium (DMEM) (Sigma), ECL (Enhanced
Chemiluminicance) solisyonlar1 (A, B) (Amersham), Fetal Bovine Serumu
(Sigma), Protein Marker (Sigma), Penisilin/Streptomisin soliisyonu (Sigma), Puks
saline A (PSA) (Sigma), Tripsin-EDTA soliisyonu (Sigma), Dimetilsulfoksid
(DMSO) (Sigma) kullaniimigtir.

2.2, Hiicre Kiiltiirii

Deneyde kullanilan 5RP7 ve F2408 rat embryo fibroblast hiicreleri, Osaka
Fermentasyon Enstitiisit ‘den hediye edilmigtir. Hucreler flasklara bir milyon
hiicre olacak gekilde, thoma laminda sayilarak ekilmigtir. Rat embriyo fibroblast
hiicreleri normal bityiime ortami olan %10 FBS (Foetal Bovine Serum), %1 L-
glutamin ve 100 Unite/ml penisilin/streptomisin igeren Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) iginde, 37 °C ve %5’lik CO, igeren CO; inkiibatériinde
(Hearouse) bityitilmiislerdir. Pasajlama i¢in tripsin ile muamele edilen hicreler

yeni flasklarina aktariimistir.
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2.3. Hiicre Biiyiime Egrisi

SRP7 ve F2408 hiicreleri, yukarida belirtilen besi ortamlarini her flaska bir
milyon hiicre olacak sekilde ekilerek 24, 48, 72, 96 saat periyotlarla inkiibe
edilmiglerdir. Hiicrelerin besi ortami her giin yenisi ile degistirilmistir. Her periyot
sonunda sayim yapilmast i¢in 1 ml Tripsin-EDTA ile 37 °C de inkiibe
edilmiglerdir. Hiicreler bu asamada hiicre sayim aleti (Coulter Counter) ile
saytlmistir. Bu islem tli¢ kez tekrarlandiktan sonra, ii¢ ayr sayimin ortalamasi

alinmigtir.
2.4. Hiicrelerin May-griinwald-Giemsa ile Boyanmasi

Hiicreler bulunduklar: besi ortamindan uzaklagtirildiktan sonra soguk PBS
ile tig kez ylkanmlstl‘r. Soguk metanolle 3 dakika fikse edildikten sonra hiicrelerin
istine May-griinwald boyasi ilave edilmis ve 4-5 dakika bekletilmistir. Sonra
boyanin yarist alinarak geri kalan boya kismina esit miktarda distile su ilave
edilmig ve 1 dakika bekletilmigtir. Daha sonra bir kez distile su ile yikadiktan

sonra hiicrelerin istiine Giemsa boyasi eklenerek ve 7-8 dakika bekletildikten
. sonra distile su ile yikanmigtir [150].

Boyanan hiicre preparatlari Olympus BX50 fotomikroskobu altinda,

degisik biyiitmelerde incelenerek Ol mpus PM-30 otomatik fotomikrografi araci

ile fotograflanmgtir.

2.5. Hiicrelerin UV Isim1 ve DMSO ile Muamelesi

F2408 hucreleri %10’luk FBS besiyerinde- final konsantrasyonu %1, %2,
%3 ve %4’luk olacak sekilde dimetilsiilfoksit (DMSO) igeren besi ortaminda yada
3,6,9,15 dakika 240 nm dalga boyundaki UV 1ginina maruz birakildiktan sonra 12
saat sureyle blyutilmislerdir.

UV is1nina maruz birakilacak hiicrelerden ilk once besiyeri uzaklagtirilmis
ve ardindan hicreler 1x PBS (137 mM NaCl, 2.7mM KCl, 15 mM KH,PO,, 8
mM Na,HPO,) ile yikanmustir. Hicreler 3, 6, 9 ve 15 er dakika olmak tizere UV
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1s18inda birakildiktan sonra %10’luk FBS eklenerek 12 saat inkiibasyona birakilds
[151]
SRP7 hicreleride yukarida belirtildigi gibi UV 1simina maruz birakildiktan

12 ve 24 saat sonra protein ekstraksiyonu igin lizis edildi.
2.6. Western Blot Analizi
2.6.1 Toplam protein ekstraksiyonu

Toplam protein ekstraksiyonu Sambrook [152] gore yapilmigtir.
Hiicrelerden soguk bir ortamda besi ortami uzaklastiriimistir. Flask yiizeyine
yapistk olarak bulunan hticreler soguk PBS tamponu (137 mM NaCl, 2.7mM KCl,
15 mM KH>PO4, 8 mM Na:HPOQ,) ile yikandiktan sonra tizerine lizis solisyonu
(50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, % 0.02 sodyum azid, % 1 NP-40, 100 pg/ml
fenilmetilstilfonilflorid (PMSF), 1ug/ml aprotonin) eklenip buz iizerinde, her 5
dakikada bir calkalanarak toplam 20 dakika bekletilmistir. Daha sonra lizize
ugrams hiicreler, hiicre styiricr ile flasklardan siyrlarak dikkatli bir sekilde
" toplanarak ependorf tilpiine aktarilmis ve 13000 g’ de +4°C’de 10 dakika santrifiij
(Heraouse) edilmistir. Siipernatant kism alinarak ~20°C’de saklanur.

Protein konsantrasyonu Bradford yontemi kullamlarak spektrofotometre

(Schimadzu) ile tespit edilmistir [152].
2.6.2. Jel elektroforezi (SDS PAGE)

Herbir 6rnekten alinan 40 pg protein, 10 @1 2X jel yukleme tamponu (% 4
SDS, %20 gliserol, 100 mM Tris-Cl (pH 6.8), 200mM DTT, % 0.2 Bromfenol
blue) ile kangtirilmigtir. Protein ve jel yitkleme tamponu karisimi 100°C’de 4-5
dakika kaynatilarak denatiire edilir. Protein omekleri % 12’lik bir SDS
poliakrilamid mini jelde (OWL) yiiriitiiliir. Elektroforez, once toplayici jel igin 80
V sonra ayirict jel igin 120 V elektrik akimi uygulanarak, Tris-Glisin elektroforez
tamponu (0.25 M Tris, 1.92 M glisin) iginde gergeklestirilmistir. Molekiiler agirhk

standard1 aymi jelde, protein 6rneklerinin hazirlandig: gibi hazirlanarak ayri bir
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situnda yuratilir. Bromfenol blue boyasi, jelin sonuna gelene kadar akim
uygulanmistir. Western blott icin kullanilmayacak jeller ya da western blottan
sonraki jeller, Coomasie brilliant blue boyas: ile en az 2 saat boyanarak, daha
sonra Destain tamponu (% 20 metanol, % 13.3 glasiyal asetik asit) ile yikanarak

% 7 glasiyal asetik asit iginde saklanmgtir [153].
2.6.3. Western blot

Nitroselliloz (0,45 um) filtreden jellé aym boyutta bir par¢a kesilmigtir ve
distile su ile hava kabarmklan kalmayacak sekilde 1slatilmistir. Yine jelle ayni
boyutlarda alt1 adet 3MM Whatman kagid: kesilmistir ve transfer tampon (39mM
glisin, 48mM Tris-base, %0.037 SDS, %20 metanol) igersine ahnmstir.
Elektroblotterin alt Unitesine, transfer tampon ile islatilmig i¢ tane 3MM
Whatman kagidi yerlestiriimistir ve bunun ustiine nitrosellilloz filtre aym gekilde
yerlegtirilir. Daha 6nce hazirlanan je! distile su ile yikanarak nitroselliiloz filtrenin
listine yerlestirilmistir. Daha sonra geriye kalan ti¢ Whatman kagidida jelin
tistiine yerlestirilmistir ve Ustiine elektro blotterin st tinitesi kapatilmigtir. Protein
transferi iginl gerekli 0.65 mA/cm® elektrik akimi 2 saat boyunca uygulanmustir.
Proteinlerin transferinden emin ‘olmak icin bir gece boyunca kurutulan
nitrosellitloz filtre, Ponceu S boyasinda, 2-5 dakika bekletildikten sonra distile su

ile bolca yikanarak fotografi gekilmistir [153].
2.6.4. Antikor ile isaretleme .

Kuru filtre, yikama tamponunda (150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl (pH
7.4), %0.02 Tween 20), 5-10 dakika 1slatildiktan sonra bloklama tamponunda (%5
yagsiz sit tozu) 1 saat hafifce calkalanarak bloklamir. Bloklama solisyonu
uzaklagtirilarak filtrenin iistiine yikama soliisyonuna birinci antikor eklenerek (ras,
MDM2, p53 ve B-aktin i¢in 1:500) 2 saat hafifge galkalayarak inkiibe edilmigtir.
Filtre, dort defa 5’er dakika yikandiktan sonra % 5 ya@siz siit tozu iginde 10
dakika tekrar bloklanmigtir. Filtre, HRP (Horse redish peroksidaz) isaretli ikinci

antikor olan IgG ile (anti-mouse igin 1:1000) % 0.2 yagsiz sit tozu igine
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eklenerek 1 .saat inkiibe edilmistir. Daha sonra filtre, alti defa 10° ar dakika
Tween-20’li yikama soliisyonunda ve iki defa 10’ ar dakikalik Tween-20° siz

ytkama tamponunda yikanmistir [153].

2.6.5. Dot blotting

Test edilmesi istenilen protein omegi filtreye damlatilmis ve kurumasi
beklenmistir. Kuruyan filtre daha ¢nce anlatilan bloklama ve antibody ile iglem
yapildiktan sonra bir seri yikama igleminden gegirilmistir (Western blotting
isleminde oldugu gibi). Daha sonra 2. antibody ile muamele edildikten sonra ECL
soliisyonlari ile aranan proteinin olup olmadii ve 1. antibodi’ye baglanip

baglanmadig tespit edilmigtir.
2.6.6. ECL ile belirleme

Karanlik odada, filtrenin sollisyonu iyice uzaklastinlmistir. Amersham
yontemine gore ECL A ve B soliisyonlan karngtirildiktan sonra soliisyon filtrenin
iistine eklenmigtir ve 1-2 dakika bekletilmigti. ECL soliisyonlani iyice
uzaklastiriidiktan sonra filtre stre¢ filmiyle sarldiktan sonra kasetteki camin
lstiine yerlestirilmigtir ve iistiine X-ray filmi (Sigma Z37,037-1) konulduktan
sonra 5 saniye ile 15 dakika arasinda bekletilmistir. Siire dolduktan sonra X-ray

filmi kasetten alinmis ve banyo edilmisgtir.



[icre sayssr < 1 milyon

i~

.

21

3. BULGULAR
3.1. Hiicrelerin Biiyiime Ozellikleri

F2408 ve SRP7 hucreleri sayilan 1x10° olarak materyal metodda
belirtildigi gibi 4 flask olarak kaltiir edilmis ve 24-96 saatleri arasinda sayimlari
yapilmistir. Elde edilen sonuclar Sekil 3.1 de grafikle gosterilmektedir. Buna gore
normal rat embriyo fibroblast hiicresi olan F2408 hiicreleri flaskin yiizeyini
kaplayana kadar yani kontakt inhibisyon etkisini gosterdii zaman olan 48 saat
sonunda biyimeyi durdurmuglar ve 96 saattete yaklagik 4x10° olan hiicre
sayisinda kalmiglardir. Bunun aksine, H-ras transforme rat embriyo fibroblast
hiicrelert olan 5RP7’ler devamli olarak iki kat cogalma gosterip, 96 saatin

sonunda yaklagik 8x10° sayisina ulasmustir.

‘-‘Z._Tw...ﬁz
§ 24 Saat

Sekil 3.1. %10°luk FBS besiyerinde biiyiitillen SRP7 ve F2408 hiicrelerinin zamana gore biiylime

oranlart
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3.2. Hiicrelerin Morfolojik Ozellikleri

Hiicrelerin inkibasyonundan sonra onlarin morfolojik (’Sielliklerinin
incelenmesi amaciyla May-gritwald-Giemsa boyastyla boyanmigtir. Buna gore:

F2408 hicrelerinin tek tabakali diizen gosterdikleri, hucrelerin buyik
¢ogunlugunun poligonal sekilli, kiigiik bir boliiminiin ise 13si ve Gggen sekilli
oldugu belirlenmistir. Ayncal mitoz gegirmekte olan kiiresel sekilli hiicrelerede
rastlanmistir (Sekil 3.2.A ve B).

Hiicrelerinin tek ¢ekirdekli olduklérl, cekirdegin hiicrenin merkezine
yerlesmis bir konumda ve oval bigimli oidugu tespit edilmigtir. Cekirdekgigin
gorilmedigi hiicre gekirdeklerinde kromatin taneciklerinin hiicrelerin  bir
bolimiinde homojen olarak dagilirken bir boliimiinde bir bitiin olarak yer aldig:
gozlenmistir (Sekil 3.2.A ve B). _

Igsi sekilli hiicrelerin hiicrenin karsihikh kutuplarinda yaklagik olarak
uzunluklari birbirine benzeyen uzantilara sahip olduklan goriilmiistiir. Poligonal
sekilli hiicrelerin etraflarindaki hiicrelerle baglantt kurabilmek igin hiicrelerin her
yoninden uzantilarin ¢iktify belirlenmigtir. May-grawald-Giemsa boyama teknigi
uygulanan F2408 hiicrelerinde cekirdegin sitoplazmaya gore daha agik renkte
boyandig: goralmistir (Sekil 3.2.A ve B).

S5RP7 hiicreleri ile aym biytime teknigi uygulanan F2408 hiicrelerinin
¢ekirdek ve sitoplazmalarinin 5RP7 hiicrelérinin ¢ekirdek ve sitoplazmalarina

gore daha agik renkte boyandifi saptanmugtir (Sekil 3.2.A ve Sekil 3.3.A).
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Sekil 3.2.A May-griinwald-Giemsa ile boyanmus normal rat embriyo fibroblast hiicresi olan F2408
hiicrelerinin 15tk mikroskobunda 20X biiyiitmede goriintiisii (1 giinliik)
B. May—grﬁnwald—Giemsa ile boyanms normal rat embriyo fibroblast hiicresi olan F2408
hiicrelerinin 15tk mikroskobunda 40X biiyiitmede goriintiisii (1 giintik)



H-ras transforme olmus rat embriyo fibroblast hicreleri olan SRP7
hucreleri flasklara ekildiklerinin 1. giininde tek tabakali diizen gostermekte
ekimlerinden 24 saat sonra ise ¢ok tabakali diizen gosterme egiliminde olduklan
tespit edilmistir. Hiicrelerin igsi ve yuvarlak, az sayida hiicrenin ise poligonal
sekle sahip olduklar1 saptanmistir. Pcligonal gekilli hicrelerin tek ve yuvarlak
bigimli ¢ekirdege sahip oldukia;. bu ¢ekirdegin hiicrenin merkezinde
konumlandig1 gozlenmigtir. Poligonal hiicrelerde de gekirdek¢igin goriilmedigi
kromatinin ise bir biitiin olarak ¢ekirdegin merkezinde yer aldif1 gozlenmistir
(Sekil.33.A ve B), | |

Igsi hiicrelerin karsihkh iki kutupta uzantiya sahip olduklari goriiliirken
poligonal hiicrelerin uzantilarinin diger hicrelerle kaynagmis bigimde oldugu
belirlenmistir. Yuvarlak sekilli hiicrelerin ¢ekirdek ve sitoplazmalart mitoz
gecirmedikleri igin ayirt edilememistir. Hiicre ¢ekirdeklerinin koyu pembe renkte
boyandig gorilurken sitoplazmanin gekirdege gore daha acik renkte boyandigs
gorilmistir.

Sayilart hizla artan SRP7 hiicrelerinin ¢ok tabakali hale gelerek bir koloni
olusturduklan tespit edilmigtir. Koloniyi olusturan hiicrelerin hepsinin yuvarlak
sekilli olduklar saptanmustir. Sitoplazma orammin biiyitk oranda azaldig tespit

edilmigtir (Sekil 3.3.A. ve B).
3.3. Antikorlarin Dot-Blot Yontemiyle Test Edilmesi

Deneylerde kullanilacak olan 4 dzgiil antikor ile onlarin HRP isaretli ikinci
antikorlarinin birbirlerine baglanmalart ve ECL siéteminin calisip calismadig
materyal metotda belirtildigi gibi dot-blot yénterr;iyle test edilmigtir. Sekil 3.4.’de
gosterildigi gibi p53, MDM2, B-aktin ve ras antikorlar1 kendilerine 6zgtl olan fare

immunoglobini ile reaksiyon vermistir.
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Sekil 3.3.A. H-ras transforme olmus rat embriyo fibroblast SRP7 hiicrelerinin 151tk mikroskobunda
20X biiyiitmedeki gorimiimii (1 ginliik)

Sekil 3.3.B. Koloni olusturmus H-ras transforme olmus rat embriyo fibroblast SRP7 hiicrelerinin
151k mikroskobunda 40X bityiiunedcki gorinimii (2 giinlik)



ras

Sekil 3.3. Dot-blot yontemi ile ras, MDM2 ve p53 antikorlar kendilerine Gzgiil olan fare

immunoglobini ile reaksiyonun gésterilmesi

3.4. F2408 hiicrelerinde UV ve DMSO muamelesinden sonra p53, MDM2 ve

B-aktin proteinlerinin seviyesi

Normal hicreler olan F2408 hiicreleri DNA hasani meydana getirebilmek
icin Materyal Metotda belirtildigi gibi UV 1sinlaria maruz birakilmiglardir. Daha
sonra bu hiicrelerde, olass DNA hasann sonucu p53 ve MDM2 genlerinin
ekspressiyonu Western Blot yontemiyle aragtirlmistir. Sekil.3.5.A’da gosterildigi
gibi MDM2 proteini igin higbir sinyal alinamazken p53 proteini 3,6 ve 9 dakika
UV 1ginina maruz birakilan hiicrelerde artan bir sekilde tespit edilmistir. 15 dakika
UV 1sinina maruz birakilan hiicrelerde higbir sinyal alinamamustir. Jeldeki herbir
kuyucuga yiiklenen toplam protein miktarimi kontrol etmek igin aym ornekler
paralel bir jelde yirutiildiikten sonra B-aktin proteinin miktar: tespit edilerek p53
ile karsilagtirlmigtir. Sekil. 3.5.A.da goriuldagn gibi 9 dakika UV ile muamele

edilen hiicrelerin protein 6rneginde P-aktin tespit edilemezken ¢ok azda olsa p53

proteini igin band gorilmektedir. B-aktin (48 kD)ve p53 (53 kD) i¢in elde edilen

| protein bandlann molekiler agirhik standarti (Marker) ile karsilastinilarak uygun

molekuler agirhikta oldugu tespit edilmigtir.
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Sekil 3.5. Normal rat embriyo fibroblast hiicrelerinde farkh siirelerdeki UV 1smi muamelesi ve
farkh konsantrasyonlarda uygulanmis DMSO’ nun 12. saat sonunda MDM?2, B-aktin ve
p33.protein seviyelerinin western-blot ile gosterilmesi (A).

Nitroseliloz membrana transferden sonra toplam proteinin Ponceao S boyvama ile
gosterilmesi (B). |
N: UV s ve DMSO etkisinde birakitlmamis normal rat embrivo fibroblast

hiicrelerinden izole edilen toplam protein seviyesinin gosterilmesi
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Hiicrelerde DNA hasarina neden olan bir faktor olarak UV’nin etkisini
hem kontrol etmek hem de olasi kendi etkisini aragtirmak i¢in hiicreler
DMSO’nun farkli konsantrasyonlar: ile muamele edilmigtir. Sekil 3.5.A’da
gortldagi gibi %1, %2, %3 ve %4’lik DMSO ile hiicrelerin muamelesi p53 ve
MDM2 proteinlerinin sentezlenmesine neden olmamigtir. Fakat buna kargin sekil
3.4.B’de verilen, her bir rnekteki toplam protein miktartm gosteren nitroseluloz
filtreye baktigimizda %3 lik ve %4’ ik DMSO ile muamele edilmis 6rneklerde 1.
ornekle ayni miktarda protein olmasina ragmen f-aktin seviyesi %3’lik de
azalmis ve %4’lilkkde tamamen kayboldugu gbrﬁlmﬁstﬁr.

Higbir ajana maruz birakilmamig normal hiicrelerden elde edilen toplam
proteinlerde pS3 ve MDM?2 proteinine bakildiginda beklenildigi gibi herhangi bir

bant tespit edilemezken f3-aktin seviyesi normal bir sekilde tespit edilmisgtir.

3.5. SRP7 hiicrelerinde UV ve DMSO muamelesinden sonra pS3, MDM2 ve

B-aktin proteinlerinin seviyesi

H-ras transforme olmus rat embriyo fibroblast hiicreleri olan S5RP7
hiicreleri de DNA hasari meydana getirebilmek igin Materyal Metotda belirtildigi
gibi UV 1gmlanna maruz birakilmiglardir. Daha sonra bu hiicrelerde DNA hasari
sonucu p53 ve MDM2 genlerinin ekspressiyonu Western Blot yontemiyle
arastirilmistir. Ancak Sekil 3.6.A’da gorildiigii gibi ayni blot lizerinde beta-aktin
. tespit edilirken p53 ve MDM2 proteinleri igin higbir sinyal tesbit edilememistir.
Bu hiicreler F2408’den farkli olarak yukarida belirtilen siirelerle UV isinmna
maruz birakildiktan 24 saat sonra lizis edilerek proteinleri analiz edildiginde yine
p53 ve MDM2 i¢in bir sinyal almamamugtir. -l

Kontrol amactyla yapilan beta-aktin igin elde edilen bantlarin sekil
3.6.B’de verilen herbir 6rekteki toplam protein miktan ile karsilastirildiginda
paralel olmadig1 gézlenmistir. UV 151m1 ile muamele edildikten 12 saat sonra elde
edilen 6rneklerde 9. ve 15. dakika UV 1ginina maruz brrakilmis B-aktinin tamamen
yok oldugu goriilmektedir. Bunun aksine benzer siire ile muamele edilmis
hiicrelerden 24 saat sonra elde edilen protein Orneklerinde bu yok olma

gozlenmemektedir.



29

Ayrica H-ras ile transformasyona ugratilmis SRP7 hiicrelerinde H-ras
proteinin varlifi Western Blot ile arastinldiginda Sekil 3.6.C’de gorildigi gibi

hi¢ sinyal alinamamugtir.
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Sekil 3.5. H-ras transform rat embriyo fibroblast (SRP7) hiicrelerinde, farkh siirelerde UV 15mm
muamelesinden sonra 12. ve 24. saatlerde MDM2, p33 ve B-aktin protein seviyelerinin
western-blot ile gosterilmesi (A).

Nitroselitloz membrana transferden sonra toplam proteinin Ponceao S boyama ile
gosterilmesi (B).

Ras protein seviyesinin western-blot ile gésterilmesi (C).

N: UV 1smina maruz birakdmanus H-ras transfekte edilmis rat embriyo fibroblast

hiicrelerinden izole cdilen toplam protein seviyesinin gasterihmesi
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4. TARTISMA VE SONUC

p33 timoér baskilayict gen mér olusumundaki en yaygin mutasyona
ugratilmig gendir. Insan timérleri: 1 yaklasik %50’sinde p53 geninin normal
fonksiyonunu kaybettigi goriilmektedir [126]. ras protoonkogen ise sinyal
yollarinin buyiik bir kisminda molekiiler bir anahtar olarak rol oynamakta ve
hiicrelerin farkhlagmasi ya da ¢ogalmasim kontrol etmektedir. Insan kanserlerinin
yaklagik %30’unda ras geninin mutasyo_na ugradifz tespit edilmigtir [154-155]. Bu
kadar 6neme sahip p33 ve ras genlerinin Girtnlerini incelemek amactyla F2408 ve
5RP7 hiicrelerinden yararlanilmigtir. Calismamizda kullandigimz F2408 hiicreleri
rat embriyo fibroblast hiicresidir. Bu hiicreler flaska ekildiklerinde 2. giinden
sonra kontakt inhibisyondan dolayr biiyimelerinin durmasi nedeniyle normal
hiicrelerie benzerlik gosterir. H-ra& transforme edilmis rat embriyo fibroblast
hiicresi olan SRP7’ler ise stirekli mitoz halindedir ve normal hiicrelerde goriilen
kontakt inhibisyondan etkilenmemesi ve yigin olugturmasi kanserli hiicrelerde
oldugu gibi bu hicrelerde de gériilen tipik belirtilerdir [44.-45, 156].

Flask uzerinde fikse edilerek boyanan normal ve transform hiicreler
mikroskop altinda incelendifinde morfolojik olarak farkliliklar gostermigtir.
F2408 hicreleri flask ylizeyine yayinmus olarak daha ¢ok poligonal sekil
gosterirken S5RP7 hiicreleri tipik transform hiicre morfolojisi olan daha
yuvarlagims: ve igsi goriniimiindedirler [44-45]. Morfolojik 6zelligin diginda
May-Grinwald-Giemsa boyanmasi agisindan da F2408 ve 5RP7 hicreleri
arasinda farkliliklar gozlenmistir. Bu boyama ile SRP7 hiicrelerinin F2408
hiicrelerine gore daha koyu boyanmasi transform hiicrelerin asidik igeriklerinin
arttigim dogrulamaktadir [150]. )

Bu ¢alismada p53, mdm?2, ras ve B-aktin proteinlerinin UV 151m1 ve DMSO
muamelesi sonucu hiicrelerdeki diizeyleri Western Blot yontemiyle incelenmisgtir.
Galismamiz da, F2408 hicrelerinin farklh strelerle UV 1smina maruz
birakilmasiyla bu hiicrelerin DNA’larinda hasar meydana getirilerek p53°un aktif
hale gelebilecegi diginiilmigtir. Sonugta UV muamelesinden sonra 3,6 ve 9.
dakikalardaki periyotlarda 12 saatli. 'nkitbasyon siiresinden sonra p53 proteinin

duzeylerinde periyodik olarak :rtigin  gozlenmes; sOzkonusu normal
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fibroblastlarda p53’iin baglattifi yolun normal olarak galistigim gostermektedir.
Buna benzer sonuglar gegitli hiicre tiplerinde de elde edilmistir [157-158]. Ancak
UV 1s1nina 15 dakika birakilmig olan F2408 hiicelerinde p53 gozlenememigtir. Bu
durum uygulanan 15 dakikalik siirenin UV’nin hiicre iizerine gok kuvvetli zararl
oldugu ve p53 de dahil birgok molekiilii pargaladigini ditgiindiirmektedir. Normal
olarak p53’in ¢ok kisa émiirlii oldugu ve protein seviyesinin higbir strese maruz
kalmayan hiicrelerde ¢ok diisiik oldugu bilinmektedir [126, 157-158, 159]. Bizim
yaptigimiz ¢alismada bunlara benzer olarak normal F2408’lerde p53 tesbit
edilememistir. Buda ¢ahgilan sistemin  beklenilene uygun oldugunu
gostermektedir.

Ayni hiicreler hem UV’nin etkisini hemde ¢ok sik kullamilan bir ¢6ziicii
olan DMSO’nun olas: etkisini kontrol etmek amaciyla DMSO’nun %!, %2, %3
ve %4’lik konsantrasyonlarinda muamele edildiklerin de pS53 proteini
gozlenememigtir. Bu sonugta en azindan DMSO’nun UV’nin meydana getirdigi
zarar gibi DNA’ya herhangi bir zarar vermedigini yada p53’in baglattifn yolu
aktive etmedigini gostermektedir {157, 160-161].

mdm2, pS3 proteini tarafindan aktif edilen bir gen oldugu igin hiicre
igerisinde p53 protein konsantrasyonu arttikga mdm?2 proteininin artarak p53°a
pargaladig: ¢esitli galigmalarla ileri stirilmusgtiir [107, 157, 162]. Burada, UV ve
DMSO’ya maruz birakilan F2408 hiicrelerinden elde edilen proteinlerde 12 saat
sonra Mdm?2 proteini tesbit edilememigtir. Aymi sekilde SRP7 hiicrelerinde de
gorulememistir,.  DMSQO’ya  maruz  birakilmig  hiicrelerde  p53’in
gozlenememesinin yamsira mdm?2’ninde gozlenememesinin nedeni, mdm2’nin
p53 ile aktif edildifinden onun bulunmadifi ortamda Mdm2’nin
bulunamayacagidir [106]. '

Mdm?2 ve p53 arasindaki etkilesimde UV iginlarina maruz birakilan C127
hiicrelerinde, p53 stabilizasyonu ve mdm?2 indiiksiyonu arasinda oldukga bir
gecikme oldugu gozlenmigtir [111]. Gamma radyasyonunun bazi hiicrelerde
mdm2 mRNA’smun hizli artigina neden oldugu ve Gl fazinda durdurulan
hiicreleri bolinmeye sevk ettigi rapor edilmigtir{(108]. UV 1s1mina maruz birakilan
F2408 hiicrelerinde gozlenen p53 dolayisiyla bu proteinlerin mdm?2’yi aktif hale

getirmesi ve béylece Mdm?2 proteininin gozlenmesi gerekizken p53 diizeyinin ¢ok
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disik olmast heniiz mdm2’yi aktif hale getirecek diizeye gelmedigini
dissiindirmektedir. ‘

UV smmin F2408 hicrelerine etkisinde B-aktin protein seviyesine
bzkildiginda tim etki sirelerindeki protein seviyeleri esittir. Ancak DMSO’nun
B-aktine etkisinde ise artan konsa:i-asyonlara bagl olarak P-aktin seviyesi
digtiigin gozlenmigtir. Buda bize UV nin s6z konusu siireler igerisinde ancak
DNA’ya zarar verebildigini aizz bunun aksine DMSO’nun yiksek
konsantrasyonlarda bir hiicre iskeleti elemani olan P-aktine zarar verdigini
gostermektedir. Yapilan gesitli ¢aligmalarla DMSO’nun bir ¢oziicii kontrolii
olarak test edilmesi onun %]1’lik dozlarinin genotoksik olmadigimi yada p53
ekspressiyonunun uyarmadi rapor edilmigtir [161].

F2408’lerinde, UV’den sonra 12 saatlik inkiibasyonda tespit edilen p53
protein bantlart 5RP7 hiicrelerinde gozlenememigtir. Aymi sonug inkiibasyon
stiresi 24 saate kadar uzatilmasina ragmen SRP7 hiicrelerinde higbir gekilde pS3
ve mdm2 tespit edilememistir. Mdm2’nin yiiksek seviyede sentez edildigi ve
insanda mdm?2 geninin lokalize oldugu 12q13-14 bélgesinin, insan sarkomalarimn
bir ¢gogunda amplifike oldugu anlasilmigtir [130-131]. Mdm2 proteinin yiiksek
seviyede olmas: genin amplifikasyonuna bagh oldugu gibi bazi kanserli
hiicrelerde, mdm?2 geninin amplifikasyonuna bagh olmadan da protein seviyesinin
yikksek oldugu tespit edilmigtir [132-133]. mdm2’ nin onkogenik aktivasyonlar
sonucu kontrol edildigi yapilan yeni galigmalarla gosterilmistir [134]. Ancak
5RP7 hucrelerinde mdm?2 gézlenememigtir.

UV’ye maruz birakilan SRP7 hicrelerinde B-aktin protein ceviyesi
incelenmis ve doz siirelerine bagh olarak 12 saat inkiibasyona birakildif»-da B-
aktin seviyelerinde 9 ve 15. dakikalarda digis gostermis ancak 24 saat
inkiibasyona birakilan hiicrelerde ise 9. dakikada p-aktin seviyesi digerleri ile aym
seviyeye gelmig, 15. dakikada ise $-aktin gozlenememistir. Bu sonuglar DMSO ya
»+aruz birakilmig hiicrelerdeki B-aktin sonuglanyla paralellik gostermektedir.

UV’ye maruz birakilan 5RP7 hiicrelerinde ras protein seviyesine bakilmig
ve iigbir bant gézlenememigtir. SRP7 hiicrelerindeki H-ras onkogeninin daha iy1
&-agtinlmast igin yeni bir H-ras antikoru ile ¢aligilmasi gerekmektedir. Hig sinyal

alinamayan mdm?2, ras proteininden i.xularn spesifik antikorlarinin kontrolii dot
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blot yontemiyle yapimigtir ve bu antikorlardan sinyal alinmistir. Bu da
caligmamizda kullamilan antikorlarin aktivitesi verimliliinden kaynaklanan
stipheleri ortadan kaldirmigtar.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile aktif ras proteininin embriyonal fibroblast
hiicrelerinde UV  tarafindan uyanlan p53 geninin ekspressiyonunu
baskilayabilecegi ve bu yolla transformasyona neden olabilecegi ileri
stirilmektedir. Ras aktivasyonunun hangi mekanizma yada molekiiller aracilif ile
yada direkt mi bu baskilamaya neden oldugu ayrica aragtirilmasi gereken bir konu
olup kanserogenesisde ras proteinlérine karsi tedavi geligtirme igin ¢ok yararli

olacaktir.
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