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OZET

Oku B.

Difteri Toksini etkisinde K562 ve HL-60 hiicrelerinde programlanmis hiicre oliimii
(apoptoz) siirecinde rol alan baz1 proteinlerin mRNA diizeyinde gen ekspresyon

oranlarinin belirlenmesi ve karsilastirilmasi

Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Biyofizik ABD. Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul. (2006).

DT, NAD varhginda eEF2’yi ADP-ribozilleyerek inaktiflestirir, bdylece protein
sentezinin durmasina yol agar. K562 gibi bazi hiicre soylarinda, DT protein sentezini
etkin bicimde durdurmasina karsin, sitotoksik bir etki gostermemektedir. DT protein
sentezinin inhibisyonunun yam sira hiicre iskeletinin yikimina ve niikleozomlararasi
DNA kirilmasma yol agar Bu ¢alismada, protein sentezinin inhibisyonu ile toksine bagli
hiicre 6limii arasindaki iliski mRNA diizeyinde agiklanmaya calisilmistir. Bu amagla
DT varliginda ve yoklugunda DT’'ne duyarh HL-60 ve DT’ne direngli K562
hiicrelerinden DT verildikten sonra 0., 1., 3., 6. ve 12. saatlerde 6rnekler alinip RNA
izolasyonu yapildi. Daha sonra cDNA elde edildi ve apoptozla iliskili Bcl-2, Kaspaz 3,
Kaspaz 9 ve Sitokrom C genlerinin ekspresyonlart gercek zamanli Q-PCR yontemi
kullanilarak incelendi. Bu ¢alismada, K562 hiicrelerinde DT varlhiginda Sitokrom C
geninin ekspresyonunun azaldigi, HL-60 hiicrelerinde ise ¢ok daha fazla azaldig:
gozlenmistir. K562 hiicrelerinde DT varhiginda Bcl-2 geninin ekspresyonunun arttidi,
HL-60 hiicrelerinde ise DT varliginda Bcl-2 geninin ekspresyonunun yok denecek kadar
azaldig1 gozlenmistir. DT varliginda 0. ve 3. saatler arasinda Kaspaz 3’iin
ekspresyonunda anlamli bir artis gozlenmistir. Ancak bu calisma protein diizeyinde
baska yontemlerle de dogrulanmalidir. Her iki hiicre tipinde de Kaspaz 9 geninin
ekspresyonunda Kaspaz 3’e gore gen ekspresyonu ¢ok daha azdir. HL-60 hiicrelerinde
DT varliginda Kaspaz-9 geninin ekspresyonunun yok denecek kadar az oldugu
gozlenmistir. K562 hiicrelerinde ise Kaspaz-9 gen ekspresyonunda anlamli bir
degisiklik gbzlenmemistir. Ayrica yapilan canlilik tayini sayimlarinda hem K562 hem
HL-60 hiicrelerinde DT uygulanmis hiicrelerde 6liim yiizdesi kontrol hiicrelere gore
daha yiiksek ¢ikmistir. Bu ¢alismanin verilerinin, mRNA diizeyinde ekspresyonuna
baktigimiz genlerin protein diizeyinde de aynm zaman diliminde ve aymi miktarda DT
varhiginda farkli yontemlerle karsilastirilmast uygun olacaktir. Caligmamizin
sonuglarinin bundan sonraki arastirmalarin planlanmasina zemin hazirlayacak Oncii
veriler olarak degerlendirilmesi uygun olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Difteri Toksini, Apoptoz, Kaspazlar, Kantitatif PCR, Bcl-2

Bu ¢alisma Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan T-
823/27122005 no’lu proje olarak desteklemistir.
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ABSTRACT

Oku, B. Determination and comparison of mRNA level gene expression rates of several
proteins which play role in programmed cell death (apoptosis) in DT exposed K562 and
HL-60 cells. istanbul University, Institute of Health Science, Biophysics Department.
Istanbul. 2006.

DT catalyzes transfer of ADP-ribose moiety of NAD into a covalent linkage with eEF2.
ADP-ribosylation results in inactivation of eEF2 and respectively inhibition of protein
synthesis. The inhibition of protein synthesis due to ADP-ribosylation of eEF2 has been
regarded as the primary, if not sole event in DT-induced cytotoxicity. DT induces
programmed cell death aside from its inhibitory effects on protein synthesis. Cells
exposed to such toxins reveal internucleosomal DNA cleavage and also increase in
caspase-3-like activity, which are characteristics of apoptosis. Indeed, DT inhibits
protein synthesis, without exerting any cytotoxic effect in cell lines like K562. The
findings suggest that protein synthesis inhibition itself is necessary, but may not be
sufficent to induce apoptosis, and additional mechanisms likely come into play to
unfold the cytotoxic effect. The clarification of these mechanism(s) is necessary in order
to gain further insight into the sequence of DT-promoted events leading to cell death.
We isolated total RNA and prepared cDNA from our cell cultures. We analysed the
expression of the Casp-3, Casp-9, Bcl-2 and Cytochrome C genes using real-time
quantitative PCR (QPCR) method. We observed that in both K562 and HL-60 cell lines
the gene expression of Cytochrome C protein decreased when DT was added. Also we
observed that in K562 cell lines the expression of Bcl-2 protein increased while in HL-
60 cell lines the expression of Bcl-2 decreased when DT was added. We could not
observe any significant difference in the expression of Casp-9 in K562 cell lines but in
HL-60 cell lines the expression of Casp-9 gene decreased when DT was used. We also
observed that the death percent in both cell lines were higher when DT was added. Also
we observed that in both of the cell lines the expression of Casp-3 protein increased in
the first 3 hours. This study provided new insights about the expression of Casp-3,
Casp-9, Bcl-2 and Cytchrome C genes but should be examined by protein protocols as
well.

Key Words: Diphtheria Toxin (DT), Apoptosis, Caspases, Q-PCR, Bcl-2

This study was supported by The Research Support Unit of Istanbul University as the
project no T-823/27122005.



1. GIRIS VE AMAC

Programlanmis hiicre olimii (apoptoz) morfolojik, biyolojik ve genetik
degisimlerle karakterize bir hiicre Sliim seklidir. Cok hiicreli organizmalarda yasam
stiresini doldurmus ya da genetik hasar gérmiis hiicrelerin 6liimiinti saglayarak tiirtin ve
gelecek nesillerin yasaminin devaminda ¢ok nemli roller iistlenir (1,2). Hiicre &liimii
embriyonal gelisim siirecinde, dokularmm yeniden yapilanmasinda gereksinim

duyulmayan hiicrelerin tasfiyesi asamasinda gorev alan fizyolojik bir olaydir.

Apoptoz; biiziilme, DNA fragmentasyonu, kromatin kondensasyonu ve hiicrenin
fagositozla ortadan kaldirilmasi asamalarini icermektedir (4). Apoptotik ve anti-
apoptotik proteinlerin pek ¢ogu mitokondri ile iliskilidir (6). Oliimciil sinyal sonucunda
denge apoptoz yoniinde degisirse mitokondri zar gecirgenligi artmakta ve sitokrom C
gibi proteinler sitoplazmaya gegmekte ve apoptozomlari olusturmaktadir (29). Yiiksek

molekiil agirlikli bu yapilar kaspaz aktiflesme siirecini baglatmaktadir.

Mitokondri membraninda apoptotik proteinlerin agiga cikmasi Bcel-2 ailesine
mensup anti-apoptotik ve apoptotik temsilcileri arasindaki dengeye baghdir (30-35).
TNF, FAS ligandi, hiicrelerdeki reseptorlerine baglanmasiyla aktiflesen yolagin yam
sira kimyasal, 1sinlama, hipoksi ve DNA hasar1 gibi kosullarda aktiflesen yolaklar
mitokondrilerde bulugmaktadir. Bu farkli yolaklarin asamalari ve ayrintilar1 heniiz

ortaya konamamistir.

Difteri toksini (DT), NAD’yi ADP-riboz ve nikotinamide ayrigtirdiktan sonra
ADP-ribozu elongasyon faktorii 2 (eEF2) iizerine transfer ederek protein sentezinin
inhibisyonuna sebep olmaktadir (52). Difteri toksininin, amino ucundaki 21 kD’luk A
fragmam1  (FA) 149. glutamik asit {izerinden ADP-ribozun aktarimini
gerceklestirmektedir. Difteri toksininin B fragmani (FB) (39 kDa) holotoksinin hiicreye
baglanmasimi saglar. Endositozla hiicre igine alinan FA ise ADP-riboziltransferaz
etkinligiyle protein sentezini inhibe eder. Ortaya cikan sitotoksik etki protein sentezini
durdurur. Ancak DT’nin ayrica DNA kirilmas1 ve hiicre iskelet yikimma sebep olmasi
bu bulguyu sorgulamamiz gerektigini diistindiirmektedir. Ayrica toksine karsi direngli
olan bazi hiicrelerde (K562 gibi) protein sentezinin inhibe olmasina karsilik sitotoksik

etkinin olmamasi bu diisiincemizi desteklemektedir.



Bu ¢alismada DT nin bu etkisinin dolayli incelenebilmesi ve apoptotik siirecte
aldigi roliin ortaya ¢ikarilmasi i¢in apoptotik siirecte rol alan Kaspaz-3, Kaspaz-9, Bcl-
2, Sitokrom C gibi proteinlerin mRNA gen ekspresyon oranlarina bakildi. Calismanin
amac1 DT nin sitotoksik etkisine 1sik tutmaktadir. Bu amaca yonelik olarak ¢calismanin
DT ne duyarli (HL-60) ve direngli (K562) hiicrelerde karsilastirmali olarak yiiriitiilmesi
ongorillmiistiir. Bunun i¢in K562 ve HL-60 hiicrelerinde mRNA ekspresyon oranlarina
bakilarak kontrol hiicrelerle karsilastirildi. Bu islem i¢in kiiltiir ortaminda tiretilen K562
ve HL-60 hiicrelerinden, DT varliginda ve yoklugunda RNA izolasyon kiti kullanilarak
RNA izolasyonu yapilmistir. Uygun primerler varliginda Q-PCR teknigi kullanilarak

ekspresyon diizeylerine bakilmistir.

Sonug olarak bu galismada apoptoz ve toksin ile ilgili bu proteinlerin toksin
varliginda mRNA diizeylerindeki degisim olup olmadigi ve bu degisimin boyutu ortaya
konmaya amaglanmistir. Apoptotik proteinlerin DT varliginda nasil etkilendigi mRNA
diizeyinde daha 6nce ¢alisiimamistir. Bu ¢calismada apoptoz ve DT ile ilgili proteinlerin
DT varliginda mRNA diizeylerindeki degisim olup olmadigi ve bu degisimin boyutu

ortaya konulmaya ¢alisilmistir.

Bu ¢alismanin  DT’nin  sitoplazmik etkilerinin  mRNA  diizeyinde
aydinlatilmasinin Stesinde apoptoz siirecine iliskin bilgi dagarcigimiza énemli katkilar
saglamasi, immiinotoksin olarak kanser tedavisinde uygulama bulan bu teorinin ya da
tedavinin bu amagla daha bilingli bir bigimde degerlendirilmesi i¢in bundan sonraki
arastirmalarin planlanmasina zemin hazirlayacak dncii veriler olarak degerlendirilmesi

uygun olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Hiicre Oliimii

Hiicre oliimii ¢ok uzun yillar boyunca saglik ve yasam bilimlerinde cevre
kosullar1 ya da hiicre dig1 etmenlerin etkileri altinda gelisen, kontrol dis1 bir siire¢ olarak
goriilmiistiir. Bu goriis hiicre dliimiiniin genelde patolojik kosullarda gézlenmesinden de
destek almistir. Giintimiizde hiicre 6limtintin siddet icerikli, hiicrenin i¢ dengesinin ve
yapisal biitlinliigliniin hizla ortadan kalkisiyla seyreden bu tiirli nekroz terimiyle
tanimlanmaktadir. Nekroz, hiicre sismesi ve hiicre parcalanmasi ile karakterize, ani agir
iskemi, mekanik travma gibi biiyiik ¢evresel degisikliklerin neden oldugu patolojik ve

pasif bir siirectir.

Hiicre olimui  diger yandan embriyonal gelismede, dokularin yeniden
yapilanmasinda da gézlenen, artik gereksinmeyen hiicrelerin tasfiyesine hizmet eden
fizyolojik bir olaydir. Hiicre Sliimiiniin bu ikinci tiirii hiicresel etmenlerin kontrolii
altinda diizenle gerceklesen aktif bir siirectir (1,2). Apoptoz ya da programlanmis hiicre
olumii (3) olarak bilinen bu siire¢ son yillardaki calismalarda ana hatlariyla acikliga
kavusturulmustur. Programlanmis hiicre &liimiiniin - sundugu tipik tablo hiicre
biiziilmesi, nukleozomlararasi DNA pargalanmasi, kromatin yogunlasmasi ve hiicrenin
son asamada fagositozla ortadan kaldirilacak olan membranla cevrili apoptotik
kalmtilara doniismesini kapsamaktadir (programlanmis hiicre 6liimii tip 1) (4). Buna
karsilik, lizozom etkilesmesiyle devreye giren ve hiicrenin altyapilarinin 6z sindirimi ile

sonuglanan siire¢ (4,5) programlanmis hiicre Sliimii tip 2 olarak tanimlanmaktadir.

2.1.1 Hiicre Oliimiinde Morfolojik Degisiklikler

Apoptozda, tek bir hiicrede goriilen hiicresel biiziismenin nedeni, Na, K, CI
tastyici sisteminin durmasi ile hiicre i¢i ve disi arasindaki sivi hareketinin olmamasidir
(13). Apoptotik uyarim alan hiicrenin hacmi yariya diiser, ¢evre ile olan baglantilar
kesilir ve mikrovilluslari kaybolur. Plazma membranminin sekli bozulur ve
kabarciklanmalar olusur (zeiozis yapisi). Transglutaminaz enziminin etkisiyle zarda
tomurcuklanma ve parcalara ayrilma goriiliir. Hiicre zarinda igten disa fosfatidilserin
translokasyonu olur. Plazma ve cekirdek kondensasyonunu takiben sitozolik Ca++
diizeyinde onemli bir artis olur ve sonrasinda kromatin kondansasyonu olur yani

nukleozomlar arasi baglanti bolgeleri ayrilir. 180-200 baz ¢ifti uzunlugunda pargalar



agaroz elektroforezinde merdiven goriintiisii olusturur (18). Interniikleozomal DNA
par¢alanmasma  kalsiyum artisma duyarhh  endoniikleazlarin  sebep oldugu
dusiiniilmektedir. Hiicrenin parcalanmasiyla nilkleer materyal igeren zarla cevrili
apoptotik cisimcikler olusur. Normalde hiicre zarinda iki kath lipit tabakada fosfolipit
asimetrisi vardir. I¢ tabakada bulunan fosfatidilserin (PS) ve fosfatidiletanolamin ve dis
tabakada fosfatidilkolin (PC) asimetrik dagilmistir. Bu asimetri ATP’ye bagl translokaz
ile aktif olarak korunmaktadir. Apoptoz sirasinda ya ATP translokaz yetmezligi ya da
diger enzim sisteminin aktivasyonu PS’nin dig yiizey tabakaya yerlesmesiyle
sonuclanir. Bu, apoptotik cisimcigin fagositozu icin uyaridir (8). Apoptotik cisimcikler,
sitokin salgilanmasin1 ve inflamasyon olusumunu uyarmaksizin, makrofajlar veya

komsu hiicreler tarafindan fagosite edilir. Apoptoz 30-60 dakikada tamamlanir (13).

Nekrozda, apoptozdan farkli olarak hiicrede biiziisme yerine sisme olur.
Hipertermi, oksidatif fosforilasyon-Krebs dongiisii ya da glikolizisin inhibisyonu,
otolizis, hipoksi veya ¢esitli toksinler patolojik hiicre 6limii yani nekroza sebep olur
(19). Hiicre tarafindan genlerle programlanmayan ve cesitli dis etkenlerle gergeklesen
nekrotik hiicre 6liimiinde enerji kayb1 sebebiyle hiicre zarmin gegirgenligi bozulur ve
fazla miktarda sodyum ile su hiicre icerisine girdigi icin hiicre siser. Ayrica
mitokondirilerde degisme go6zlenir, diger organeller plazma iginde dagilir. Sisme
sonucunda hiicre zar1 patlar ve biitiinliigtinii kaybeder, proteolitik enzimler iceren

plazma hiicreler arasi bosluga sizar, doku ¢evresinde inflamasyon olusturur (20,21).

Wum A=) engulfed dead cell phagocytic call

Sekil 2-1: Hiicre oliimii (61).

(A)’da nekroz (B) ve (C)’de ise apoptoz ile 6lmiis hiicrelerin elektron mikroskobu goriintiileri verilmis. (A)’da hiicre
patlamig gibi goriiliiyor, (B) ve (C)’de ise kiigiilme var. (Courtesy of Julia Burne.)



2.1.2 Programh Hiicre Oliimii (Apoptoz) Mekanizmasi

Apoptoz, Yunanca’da apo(ayri) ve ptozis(diisen) kelimelerinin birlestirilmesiyle
olugmustur ve sonbaharda yaprak dokiimii demektir (6,7,8,9). 1972 yilinda ilk kez Kerr,
Wyllie ve Currie tarafindan fizyolojik hiicre liimii ifadesi tanimlanmistir (10). Wyllie
ve Kerr glukokortikoidlere maruz kalan timiis hiicreleri {izerinde yapilan deneysel bir

calisma ile apoptozu gostermistir (6).

Apoptoz mekanizmasi, uyarana ve hiicre tipine gore degisir. Apoptozu etkileyen
hiicre i¢i uyaranlar biiytime faktorleri, onkojenler, tiimor siipresor genler olmak iizere ii¢
ana grupta toplanabilir (6). Biiylime faktorlerinin geri ¢ekilmesi, sitokinler, hiicre ici
kalsiyum miktarindaki artis, TNF, TGF-B, Fas/FasL sisteminin aktive olmasi, DNA
hasar1 nedeniyle bir tiimor stipresdr gen olan p53'tn aktive olmasi, viral-bakteriyal
enfeksiyonlar ve glukokortikoidler gibi uyaranlar apoptozda etkilidir (6,8,12,13).
Ozellikle protoonkojenlerin (c-myc gibi) ¢ogu apoptozun regiilasyonunda yer alir (14).
Ayrica hipertermi, radyasyon, sitotoksik antikanser ilaclari ve hipoksi gibi nekroz
olusturabilen etkenler de hafif dozlarda apoptoz meydana getirirler (6). Apoptozda,
hiicre 6liimil gevreye rahatsizlik vermese de, bazen apoptoz dolayli olarak ¢evre dokuda

nekrozu baglatabilir ya da nekroz apoptoz gelismesine yol agabilir (13).

2.1.3 Apoptozun Gen Regiilasyonu

Apoptoz mekanizmasi ilk kez Caenorhabditis elegans isimli nematodun gelisim
asamalarinda belirlenmistir. C elegans’in gelisim siirecinde 1090 somatik hiicre olusur;
ama bunlardan 131 hiicre oliir. Bu programli hiicre dlumiinii gerceklestiren ced-3 ve
ced-4 genlerinden biri ya da her ikisi de mutasyona ugradigi zaman bu 131 hiicre
yasamaya devam etmektedir (16,22,23). Ced-3 geni bir sistein proteazi sifrelemektedir
ve memelilerdeki sistein proteazlardan ICE’ye; Ced-4 ise kalsiyuma bagl bir proteini
sifrelemekte ve memelilerde apaf-1’e benzemektedir. Ced-9'un insandaki homologu
Bcl-2 proto-onkojen gen ailesi ise apoptozu durdurmaktadir (17,23,24). Oliim sinyali,
gen ekspresyonu ile diizenlenebilmesine ragmen, siire¢ genotoksik hasar (kemoterapi,
radyasyon vb) veya sitokinlerin olmamasi gibi (eritropoietin vb) farkli uyaranlarla
harekete gecirilebilir. DNA tek veya cift iplik parcalart ve niikleotid azligi, DNA-bagh
transkripsiyon faktor p53 ile baslayan bir dizi olay1 aktive eder ve hiicre apoptotik yola

girer (8).



Insanda apoptozun diizenlenmesi, p53 ile baslayan ve kaspazlara kadar devam
eden bir siirectir. Bir tiimor siipresor gen olarak c¢alisan pS3 mutasyona ugradigi ya da
bulunmadigi zaman hiicre yasami uzar. Genotoksik olaylarla olusan hiicre hasari, bir
transkripsiyon regiilator geni olan p53'ii aktive eder. p53 protein iiriinii, DNA’ya
dogrudan baglanarak hasari tamdiktan sonra, ya Gl’de hiicre siklusunun durmasini
indiikleyerek tamir igin gerekli zamanm kazandirir ya da hasar fazlaysa apoptoza
yonlendirir. Ayrica p53°’iin Bax/Bax, Bax/Bcl-2, Bcl-2/Bcl-2 gruplarinin oranlarini
diizenledigi diistiniilmektedir (8).

Programli hiicre 6liimiiniin regiilasyonu Bcl-2/Bax gen ailesi ile saglanir (8,26).
Bcl-2 ailesinin 20 {iyesi belirlenmistir (27); bunlardan bazilar1 Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w,
Boo, Mcl-1 gibi apoptoz inhibitorudiir (antiapoptotik), bazilari ise apoptozu uyarir
(proapoptotik genler). Proapoptotik genler Bax (Bax, Bak ve Bok) ve BH3 (Bik, BIk,
Hrk, BNIP3, Bad, Bid gibi) diye ikiye ayrilir (15). Mitokondiri ve ¢ekirdek zarlarinin
veya endoplazmik retikulum zarinin tizerinde bulunan Bcl-2/Bax gen ailesinin tirtinleri
homodimer ya da heterodimerler seklinde kompleks olusturarak cahlisirlar (8,21). Bcl-2
ile Bax etkilesiminde Bcl-2 nin oran1 daha fazla ise hiicre yasamin siirdiiriir, Bax daha
fazla ise hiicre oliime gider (18). Apoptotik ya da anti-apoptotik proteinlerin pek
¢ogunun mitokondriyle iliskisi oldugu bilinmektedir. Apoptotik siire¢te mitokondrinin
merkezi bir rol oynadigir bulunmustur (6). Mitokondiriler ¢ift zarli organellerdir. Bcl-2,
24-26 kDa' luk protein kodlayan bir proto-onkogendir ve bu protein, mitokondirinin
sitoplazmaya doniik dis zan {izerinde ve endoplazmik retikulumun bir béliimii olan
¢ekirdek zarinda bulunur (28). Bu proteinler, iyon alis-verisini diizenler ve zarin
par¢alanmasima kars1 koruyucu etki yaparlar. Antiapoptotik bir gen olan Bcl-xL’in
mitokondiriyal hasar1 engelleyerek mitokondiriyi korudugu ileri siiriilmektedir. Bu
sayede apoptoz inhibisyonu gergeklesir (15). Bcl-2 ailesi ayn zamanda reaktif oksijen
diizeylerinin apoptoz iizerindeki etkilerini pro-oksidan gibi davranarak kontrol eder
(13). Bax proteinleri sitoplazmada da bulunur. Oliimciil sinyal ya da komut sonra Bax
proteinleri, mitokondiri zarinin permeabilite geg¢is poruna dogru yonelip buraya
baglanirlar. Bu baglanma, mitokondri membraninin secici iyon gegirgenligini
(permeabilitesini) azaltabilir. Zardaki bu degisiklikler nedeniyle sitokrom C ve AIF gibi
mitokondiri zar1 iginde yer alan faktdrler sitoplazmaya gegerler. AIF, dogrudan
kromatin kondansasyonunun ve niikleer fragmentasyonun meydana geldigi ¢ekirdege

dogru yonelir. Sitoplazmadaki sitokrom C apoptozun en son basamaginda gérev alir.



Sitokrom-C, bir sitoplazma proteini olan Apaf-1' i aktive eder (8). Sitokrom C‘nin
Apaf-1'e baglanmasi prokaspaz-9'u aktive eder ve olusan bu komplekse apoptosom
denir (29). Prokaspaz-9'un aktivasyonu, bir seri kaspaz aktivasyonunu bagslatir (8).

Apaf-1 ayn1 zamanda ATP‘ye de baglanir (21).

caspase activated

nuclear DNA
~ degradation
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Sekil 2-2: apoptoz (1).

Mitokondri membraninin apoptotik proteinlerin agiga c¢ikacagi bicimde
degismesi Bcl-2 protein ailesinin karsit etkinlikteki temsilcilerinin arasindaki dengeye
baghidir (30-35). Bcl-2 geni, insanda B hiicrelerinden kaynaklanan lenfoma hiicrelerinde
yiriitiilen ¢aligmalarda bulunmugstur. Bcl-2 geni bu hiicrelerde translokasyonla Ig-agir
zincir lokusundaki artirici dizilerin denetimi altina girerek, siirgit etkinlik kazanmakta,
bdylece bu hiicrelerin smirsiz ¢ogalmalarma (liimsiizlesmelerine) neden olmaktadir.
Bcl-2 gibi, bu ailenin bagka temsilcileri de anti-apoptotik etkinlige sahiptir. Ancak, Bax
gibi diger temsilciler ise apoptoz baslatici etkinlikleriyle taninmaktadir. Mitokondrinin
dig zan ile iligkili bir konumda bulunan bu proteinler arasindaki denge Sliimciil uyari
tizerine apoptoz yoniinde degismekte ve Bax bir dizi proteinle (ANT, VDAC vb)
etkileserek mitokondri gegirgenliginin artmasina (MDT (mitokondri permeabilitesi)) yol

acmaktadir. Bcl-2 ailesinin karsit etkinlikteki temsilcilerinin arasindaki dengeyi



aralarinda gerceklesen etkilesim saglanmaktadir. Bu etkilesim bu proteinlerin 6zgiin o-
sarmal (BH (Bcl-2 homolojisi)) dizilerinin olusturdugu hidrofobik cepler iizerinden

gerceklesmektedir (36,37).

Bax conformationnal change BH3-only prateins
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Sekil 2-3: Mitokondri membrani (1).

Mitokondrini dig membrani gegirgenliginden sorumlu mekanizmalar hala tartigmalidir. Aslinda pek ¢ok modeller
gozlemlenmistir: A) Gegirgenlik Gegig Deligi (PTP). PTP voltaj bagimh anyon kanallar1 (VDAC), Adenin Niikleotid
translokator (ANT) gibi pekgok protein igerir. PTP’nin agilmasiyla apoptotik mitokondrial faktorler salinir. B) Bir
onceki modelin bir varyasyonu da Bcl-2 ailesinin Bax gibi proapoptotik tiyeleri VDAC ve/veya ANT ile etkilegime
girerek mitokondri gegirgenligini degistirir. C) Proapoptotik proteinlerin salmimi pro ve antiapoptotik Bcl-2 ailesi
iiyeleri arasindaki dengeye baglidir.

Belirtildigi gibi, mitokondri ¢esitli liimciil uyaranlarin tetikledigi yollaklarin bir
kavsak noktasini olusturmaktadir. Bu tiir uyaranlara, érnegin TNF yada FAS ligandi,
hiicredeki reseptorlerine (CD95 / Fas / Apo-1 sistemi) baglanmasiyla aktiflesen yollagin
yant sira glikokortikoitlerin, ¢esitli kimyasallarin etkisiyle, ya da i1sinlama, hipoksi ve
DNA hasar1 gibi farkli kosullar altinda aktiflesen farkli stiregler de mitokondri
kavsaginda bulugsmaktadir. Bu farkli yolaklarin asamalar1 heniiz ayrintiyla

tammlanmamustir ve etkileri yol actiklari (apoptotik yada 6z sindirime dayah (otofajik)

oliim tiirlerine gore siniflandiriimaktadir.



Programli hiicre 6liimii mekanizmasinda {ic temel grup rol alr: Oliim
reseptorleri, adaptor proteinler ve proteolitik enzimler (kaspazlar) (13,21). Oliim
reseptorleri, TNF reseptdr gen ailesine aittir. Bu reseptdr polipeptidlerin sitoplazmik
boliimleri, 6liim alani (Oliim Domaini) adi verilen bir aminoasit dizisini icerir ve
adaptor proteinlere baglanirlar (13). 6 tane oliim reseptori (CD95 (APO-1/Fas),
TRAILRI1, TRAILR2, TNF-R1, DR3 ve DR6) bilinmektedir (38). Adaptér proteinler,
reseptorle gelen sinyal sonucunda kaspazlara baglanip onlar1 aktive ederler. Bu
reseptorlerin en ¢ok bilinenleri TNF reseptorii-1 (TNFR1) ve Fas (CD95) karacigerde
bol miktarda bulunur. Fas'in etkisiyle kaspaz dizisi (kaskadi) aktive olur ve kaspazla
aktive olan DNaz (CAD) araciligi ile DNA yikimina neden olur (13). Memeli
hiicrelerinde sistein proteaz ailesinden olan kaspazlarin aktif merkezinde sistein yer alir
ve sitoplazmada inaktif prokiirsorler olarak bulunur. Diger adi ile ICE proteazlardir ve
bir proteaz aktivasyon dizisi baslatarak sitoplazmik proteinlerin yikiminda rol
almaktadir, bu sirada nukleazlar da aktive olarak DNA fragmentasyonu ve RNA
degradasyonu gerceklesmektedir (12). Sitokrom C’nin sitoplazma igine salinmasi ile
apoptozun son basamaklarindan sorumlu enzim sistemi olan kaspazlar aktive olur.

Simdiye kadar sitozolde bulunan 14 kaspaz tanimlanmistir (39,40).

Apoptoz  siireci  uyaranlarin  tetikledigi  farkli  yolaklarin  {izerinden
gerceklesebilmektedir. Genelde bu yolaklar kaspaz adi verilen 6zgiin bir sistein proteaz
sisteminin aktiflesmesiyle sonuglanmaktadir (41). Normalde &nciil enzim (simojen)
biciminde hiicrede bulunan kaspazlar &liimciil uyaranlarm baglattigi zincirleme

aktiflesme siireci aciga ¢ikmaktadir.

Kaspazlar birbirini izleyen bir seri olaylar dizisinde diger prokaspazlari aktive
ederler. Kaspazlar; sitokin iiretimine katkida bulunanlar (kaspaz 1,4,5,11,12,13,14),
proteolizisin baslaticilar1 (kaspaz 2,8,9,10) ve uygulayicilari (efektor kaspazlar) (kaspaz

3,6,7) olarak simiflandirilirlar (13,15).
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Tablo 2-1: Belli bash kaspazlar.

Kaspaz-1 (ICE)

Kaspaz-2 (ICH-1, Nedd-2)

Kaspaz-3 (CPP32. Apopain. Yama)
Kaspaz-4 (ICH-2. TX. ICEre,)
Kaspaz-5 (ICErel,,. TY)

Kaspaz-6 (Mch2)

Kaspaz-7 (ICE-LAP3, Mch3, CMH-1)

Kaspaz-8 (FLICE. Mch5, MACH)
Kaspaz-9 (Mch6, ICE-LAPG)
Kaspaz-10 (Mch4)

Kaspaz-11 (ICH-3)

Kaspaz-12

Kaspaz-13 (ERICE)

Kaspaz-14 (MICE)

Oliim sinyali veren baslatici kaspazlar, adaptdre baglanirlar ve 6liime
yonlendirirler. Oliimii esas gerceklestiren uygulayici (effektor) kaspazlari aktiflestirirler.
Uygulayic1 kaspazlar, baslatici kaspazlarm akisin1 aktive ederler (13). Apoptotik
programin merkezi bileseni kaspazlardir (11). Kaspaz aktivasyonu hiicreye 6zgiidiir ve
kaspaz inhibitorlerinin (IAP) effektdr kaspazlari inhibe ederek apoptozu engelledigi
gosterilmistir (13). Ayrica TAP ailesinin kaspazlardan ayri olarak, transkripsiyon
faktorlerin modiilasyonu ve hiicre siklusunun kontroliinde de yer alarak apoptozu inhibe
ettigi bilinmektedir. Bu inhibitorler malign hiicrelerde asir1 olarak gozlenirler (8).
Kaspazlar, proteinleri yalmzca aspartik asit bulunan bdlgelerden keser, bu sebeple c-
asp-ases adint almiglardir. Boylece kaspazlarin kisitli proteolizisi nedeniyle, hiicrede

lizis sekillenmez ve apoptotik cisimcikler olusur (8,11).

Oliimciil sinyal ya da komut geldiginde bu proteinler arasindaki denge apoptoz
yontinde degismekte ve sitokrom c gibi mitokondriye 6zgii, proteinler sitoplazmada
agiga cikarak apoptoz siirecini baslatan kompleksler olusmaktadir: 6rnegin, sitokrom c,
Apaf-1, dATP ve prokaspaz 9’un birlikte olusturdugu “apoptozom™ adi verilen yiiksek

molekiil agirliklt kompleks kaspaz aktiflesme siirecini baslatmaktadir (42-46).

Apoptozom, XIAP adi verilen diizenleyici proteinin denetimi altindadir (47).
XIAP kaspaz 3 ve kaspaz 9’un aktiflesmis tiirlerini baglayarak kaspaz aktiflesme

siirecini engellemektedir. XIAP’in bu engelleyici etkisi mitokondrinin i¢ ve dis zarlar
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arasinda konumlanmis proteinler (smac/DIABLO) tarafindan ortadan kaldirilmaktadir
(48.,49). Kaspaz aktiflesmesinden bagimsiz olarak, mitokondriden agig1 ¢ikan diger bazi
proteinler ise AIF ve endo G (endoniikleaz G) programlanmis hiicre 6liimii 1 tipi
apoptoz siirecinde gozlenen kromatin kondensasyonuna ve DNA parcalanmasina yol

agmaktadir (50,51).

2.2. Difteri Toksini (DT)

Difteri, Corynebacterium diphtheriae'min etken oldugu akut bir infeksiyon
hastaligidir. Hastaligin patogenezinde difteri basilinin olusturdugu toksinin lokal ve
jeneralize etkisi rol oynamaktadir. C. diphtheriae; sporsuz, kapsiilsiiz, hareketsiz, aerop,
pleomorfik boyanan, 2-6 um boyunda ve 0,5-1 um eninde gram pozitif gomak seklinde
bir bakteridir. Boyal preparatlarda Cin harfleri gibi duruslar tipiktir. Gram boyasi
yaninda Neisser veya Albert boyalar1 gibi daha spesifik boyalarla boyandiginda basil
gdvdesi sari- kahverengi, basilin u¢ kisimlarinda bulunan metakromatik cisimcikler

(Babes- Ernst cisimcikleri) mor boyanir.

DT, difteri basilinin hiicre dig1 bir {irtinii olup, protein yapisindadir; 1s1, 1s1k ve
bekleme ile toksin 6zelligini yitirir, toksoid hale doner. Toksinin etki mekanizmasi
soyledir. Difteri hastaliginin patogenezinden sorumlu olan DT bakterinin hiicre disi bir
tirtinii olup, 62.000 dalton molokiil agirliginda bir polipeptiddir. Bu toksin; A (aktif) ve
B (baglanma) olmak iizere iki alt kisimdan olusur. B kismi1 memeli hiicrelerindeki
reseptorlere baglanarak, A kismimin hiicreye girisini saglar. Toksinin A kismi toksik
etkilidir, toksik etkisini ribozomlarda polipeptid molekiiliiniin uzamasinda rol alan
eEF2’yi inaktive ederek gdosterir. Protein sentezinin bu sekilde durmasi hiicrenin
Oliimiine yol acar. DT giiclii bir toksindir, insan viicudunda biitiin hiicrelere toksik etkili
olmakla birlikte; kalp (myokardit), sinirler (demiyelinizasyon), ve bobrek (tiibiiler

nekroz) iizerine daha fazla toksindir.

DT gerek yapt ve gerekse etkisi acisindan oldukca iyi tanimlanmis bakteri
toksinlerinden biridir (52). 1960’1 yillarm sonlarindan beri bu toksinin NAD’nin
varligimda eEF2’yi ADP-ribozilleyerek inaktiflestirdigi, bdylece protein sentezinin

durmasina yol agtig1 bilinmektedir.

Smirli bir proteolitik sindirim ve bir zincir i¢i S-S baginin indirgenmesiyle
difteri toksini iki parcaya ayrismaktadir. Toksinin N-terminal boliimiine karsilik gelen

ve A fragmenti (FA) olarak adlandirlan parca ADP-riboziltransferaz etkinligine
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sahiptir. Buna karsin, B fragmenti (FB) holotoksinin hiicreye baglanmasim
saglamaktadir. Toksinin ikinci asamada endositik bir siirecte iki parcaya ayrilmasindan

sonra FA sitoplazmaya ulagmaktadir (53, 54).

Enzimatik agidan etkin parca olmasi (ADP-riboziltransferaz etkinligine sahip),
hiicre icine ulasarak protein sentezini durdurmasi nedeniyle onyillar boyunca FA
sitotoksik etkiden tek basina sorumlu parca olarak goriilmiistiir. Ayni sekilde, sitotoksik
etkinin de yalnizca protein sentezinin inhibisyonuna dayandigi diisiincesi genel kabul
gdrmiistiir (55,56). Ancak, protein sentezinin inhibisyonu ile toksine bagl hiicre Sliimii
arasindaki iligki tam agiklhiga kavusmus degildir. Calismalar DT nin protein sentezinin
inhibisyonunun yami sira hiicre iskeletinin yikimma ve niikleozomlararast DNA

kirilmasina yol agtigini da gostermektedir (57).

Bu olaylar protein sentezi inhibisyonunu belirli bir ara ile izlemekte,
programlanmis hiicre Sliimii tip I’de gbzlenen olaylarla 6zlesmektedir. FA nin bunlarin

otesinde DNaz I tipi bir endoniikleaz etkinligine sahip oldugu da gésterilmistir (57-59).

Diger yandan, K562 ve Vero gibi bazi hiicre soylarinda, DT protein sentezi etkin
bi¢cimde durdurmasina karsin, sitotoksik (hiicreleri 6ldiiriicii) bir etki gostermemektedir.
Bu bulgular DT’nin sitotoksik etkisinin yalnizca protein sentezinin durmasiyla
aciklanamayacagini, protein sentezinin durmasinin sitotoksil siirecteki dnemli ancak tek
asama olmadigint diistindiirmektedir. Protein sentezini durduran risin gibi toksinler ile
blastisidin-S, kasugamisin, sikloheksimit gibi antibiyotiklerin sitotoksik etkileri ise daha
iyi tammmlanmigtir. Biitiin bu etmenlerin, DT nin aksine, ortak paydalarinin ribozom ile
etkileserek neden olduklar ribostatik etki (ribozomal stres) iizerinden SAPK / JNK
(stress activated protein kinase/ C-Jun N-terminal kinase) yolagim aktiflestirmek

oldugu gosterilmistir (60).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Cahismada Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

DMEM: 0,85 g/l NaHCOs, 3,574 g/l Hepes, 0,584 g/l L-Glutamin, 13,65 g/l
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) karisimi hazirlandiktan sonra seyreltik
HCl ile pH=7.2 olacak sekilde ayarlandi. Medyum filtreden gecirilerek sterilize edildi
ve 4°C’de saklandi. Kullanilacagi zaman 10 ml Fetal Dana serumu, 1 ml penisilin

10.000 U/ml, Streptomisin 10.000 mg/ml DMEM karigimi ile 100 ml’ye tamamlanda.

EDTA: 0,5M’lik EDTA ¢ozeltisi damitik su iginde 10 N’lik NaOH ile pH™1
8,0’a ayarlanarak yapildi.

Etidyum Bromiir (EtBr): 5 mg/ml c¢ozelti, 0,5 gr EtBr’iin 50 ml damitik suda

¢oziilmesiyle hazirlandi. Cozelti koyu renkli sisede oda sicakliginda saklandi.

PBS (Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi): 8 gr NaCl, 0,2 gr KCl, 1,44 gr
Na,HPO, ve 0,24 gr KH,PO, 800 ml damitik suda ¢ozuliip HCI ile pH’s1 7.4’e
ayarlandi. Cozeltinin hacmi  damitik suyla 1 litreye tamamlandiktan sonra

otoklavlanarak sterilize edilip oda sicakliginda saklandi.

RNA Ornek Yiikleme Tamponu: %50 (w/v) gliserol, ImM EDTA (pH=8,0),
%25 (w/v) bromofenol mavisi ve % 0,25 (w/v) ksilen siyanol FF igerecek sekilde

hazirlandi.

Tripan mavisi: 100 ml PBS ile 400 mg tripan mavisi karistirilarak elde edildi
ve +4°C’de saklandi.

Tris-asetat EDTA- TAE (10X): 1 litrede 242 gr Tris baz, 57,1 ml glasiyel
asetik asit ve 100 ml 0,5M EDTA, ddH,O ile 1 litreye tamamlanarak otoklavlandi ve

oda 1si1sinda saklandi.

3.2 Calismada kullanilan cihazlar

Aseptik sistem siizme cihazi (Millipore)
Buzdolabi ve Derin Dondurucu (+4°C ve -20°C Argelik)

CCD kamera-bilgisayar donanimi (Mitsubishi-Macintosh)



CO, tertibath hiicre inkiibatdrii
Calkalamali su banyosu

Ceker ocak

Derin Dondurucu

Distile su cihazi

Elektroforez aleti

Gii¢c Kaynagi

Hassas terazi

Laminar akim sistemli steril ¢alisma tezgahi
Magnetik karistirici
Mikroskop

Masaiistii mini santrifiij
Masaiistii santrifiij +4°C
Otoklav

Otomatik Pipetler

PH metre

Real-Time PCR cihazi
Santrifiij

Sivi1 azot tanki
Spektrofotometre
Spektrofotometre

Steril kiiltiir siseleri (25 veya 75’lik flasklar)
Steril santrifiij tiipleri
UV-transluminator

Vorteks

(Hereaus, B-5060 EK-CO2)

(Memmert)

(Kermanlar)

(-80°C Memmert)

(Kermanlar)

(Stratagene)

(Stratagene)

(Shimadzu)

(Hereaus, E1-2448)
(MK 318 Niive)
(Olympus I.M.)

(Hettich-Eppendorf)

(Heraeus)

(Kermanlar)

(Gilson-Eppendorf)

(Corning)

(Light cycler-Roche)
(Hettich Universal 2S)
(34xT Taylor-Whartoni)

(Biotech Photometer WPA)

(Spectronic 21D, Milton Roy)

(Falcon)
(Falcon)
(Fotodyne)

(MS1 Minishaker)
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3.3 Cahsmada Kullanilan Yontemler

Cahisma grubunu Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Biyofizik
Anabilim Dali ve Histoloji Anabilim Dali hiicre bankalarindan elde edilen HL-60 ve
K562 hiicreleri olusturmustur. Bu hiicreler, daha 6nceden %10 DMSO ve %90 serum
varliginda kriyo tiipler igerisinde, sivi nitrojen ortaminda saklandiklarindan g¢alisma
oncesi tekrar kiiltiir icin hazirlanmalar1 gerekti. %10 Serum, Streptomosin ve penisilin
iceren %1 oraninda antibiyotik ve Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
iceren kiiltiir ortaminda 37°C’ta ve %5 CO, varliginda nemli ortam kosullarinda
yeterince cogaltildi. Elde edilen hiicrelerin yarisina Difteri Toksini verildi, diger yarisi
ise kontrol olarak kullanildi. Difteri toksini verildikten hemen sonra 0., 1., 3., 6. ve 12.
saatlerde alinan hiicrelerden RNA izolasyon kiti kullanilarak total RNA elde edildi. Bu
orneklerden daha sonra cDNA sentezi yapildi. Son olarak da bu ¢cDNA’lar kullanilarak,
programli hiicre oliimiinde (apoptozda) rol alan Bcl-2, Sitokrom C, Kaspaz-3 ve
Kaspaz-9 genlerinin ekspresyonu gercek zamanli (real-time) kantitatif polimeraz zincir

reaksiyonu (Q-PCR) kullanilarak incelendi.

3.3.1 Hiicre Kiiltiirii

3.3.1.1 Sterilizasyon

Calismaya baslamadan Once ve calisma sirasinda kullanilacak olan materyal
otoklavlanarak, ¢ozeltiler ise elek boyutu 0,22 um olan filtreden steril bir kap igine
siiziilerek sterilize edildi. Laboratuvar tezgahlarinin {izeri ve laminar akim kabinlerinin
ici %70 izopropil alkol ile silinmek suretiyle temizlendi. Cam malzemenin

sterilizasyonu 150-180°C kuru 1sida 1-1,5 saat tutulmasiyla saglandi.

3.3.1.2 Hiicre Cozme

Hiicreler bulunduklari medyum icinde kriyojenik bir ajan (DMSO ya da gliserol)
eklenerek sivi azot iginde sinirsiz siireyle dondurulabilir. Sivi azot tankindan
¢tkardigimiz hiicre saklama tiipleri 37°C’lik su banyosuna yerlestirildi. 3 dakika iginde
¢oziilen tiipler kurulanip alkolle silindikten sonra laminar akim altinda hiicreler pipetle
karistirilip alindi ve iginde 9 ml medyum bulunan santrifiij tiiptine konup karistirildi.
Dakikada 1.500 devirle 5 dakika cevrildikten sonra {ist sivi atildi ve dipteki peletin
tizerine serumlu kiiltir medyumu konuldu ve pipetle karistirilditan sonra T-flask igine
aktarildi ve iizerine 19 ml serumlu medyum konuldu. 24 saat sonra flasktan 10’ar ml

medyum almip pasaj yapildi.
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3.3.1.3 Hiicrelerin pasaji
Pasaj islemi, Kkiiltiir siselerinde ¢ogalan hiicrelerin belirli bir yogunluga
ulastiklar1 zaman yani konfluent duruma gelmeden seyreltilip baska Kkiiltiir siselerine

aktarilmasi iglemidir.

Kiilttir kaplari (flasklar) invert mikroskopla haftada en az 2 defa kontrol edildi.
Pasajlama zamani gelen Kkiiltiir kaplarindaki hiicreler steril pipet ile flasklardan
toplanarak kapakli ve konik tabanli 15 mI’lik steril santrifiij tiiplerine konarak 1.500
rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra {ist siv1 atilarak
tiiptin dibine ¢okmiis hiicreler tizerine 5 ml medyum konarak steril pastor pipetleri
yardimiyla hiicre siispansilyonu haline getirildi. Bu pipetaj islemi sirasinda medyumun
kopiirtillmemesine dikkat edildi. Hiicreler hemositometrik kamarada sayilarak
kaydedildi. Daha sonra hiicreler yeni flasklara ekildi. 25 cm®lik flask i¢in 5 ml, 75
cm?lik flask icin 10 ml medyum konuldu. Hiicre ekiminde ekilecek hiicre sayisinin
5x10* hiicre/ml ile 5x10° hiicre/ml arasinda olmasima dikkat edildi. Flasklarin kapaklari
inkiibator havasinin girebilecegi sekilde hafif aralik birakilarak 37 °C, %5 CO, ve %95
hava karisimi saglayan inkiibatore yerlestirildi. Hiicre kiiltiirii medyumumuzu fizyolojik
arahktaki pH degerlerini (pH=7,0-7,4) stirdiirecek sekilde sodyum bikarbonat ile
tamponladigimizdan %35 karbondioksit igeren gaz ortaminda tutulmalar1 gerekiyordu.
Asit pH’larda medyum sar1 bazik pH’larda ise koyu kirmizi renkte goriiliir. Flasklar her
2 veya 3 giinde bir, renkleri kirmizidan sariya doniistiigiinde mikroskopta da kontrol

edilerek, hiicrelere pasaj yapildi.

3.3.1.4 Hiicre Sayim1 ve Canhlik Tayini

Hiicreler santrifiij edildikten ve yeniden siispanse edildikten sonra, siispansiiyon
steril bir santrifiij tiplinde tripan mavisi ile 1:1 oraninda hafif¢ce karistirildi. 5 dakika
beklendikten sonra bir damla karisim kapiller etkiyle hemositometre kamarasina kondu.
Hemositometrenin bir kenar1 boyunca 5 kare igindeki 6lii (boyanmis) ve toplam hiicre
miktarlar1 sayildi. Her sayimda 4 kare sayildi ve aritmetik ortalamalar alinarak elde
edilen say1 dnce 10* ile carpilarak 1 ml’deki hiicre sayisi bulundu. Daha sonra da bu

carpim siispanse edilen hacim miktari ile ¢arpilarak toplam hiicre sayisi belirlendi.
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3.3.1.5 Hiicrelere Difteri toksini verilmesi
Bu ¢alismada Refik Saydam Enstitiisiinden saglanan 1 mg/ml’lik Difteri Toksini
stogundan 20 pl alip 180 pl bidistile su eklenip 100 ng/ml yeni bir stok elde edildi.

12 saatlik deneyimize baslarken bir tanesi kontrol olarak kullanilacak K562
hiicreleri igin, bir tanesi Difteri Toksini verilecek K562 hiicreleri icin, br tanesi kontrol
olarak kullanilacak HL-60 hiicreleri i¢in ve bir tanesi Difteri Toksini verilecek HL-60
hiicreleri i¢in olmak iizere steril 6 kuyucugu bulunan hiicre plakalarindan toplam 4 tane
alimip her bir kuyucuga 5’er ml DMEM medyumu konuldu. Hangi kuyucuklara hangi
hiicrenin ekilecegi, hangi kuyucuklara Difteri Toksini verilecegi, hangi saatte hangi
kuyucuktan hiicre alinacagi belirlendikten sonra hiicre pasaji yapip saydigimiz
hiicrelerden her kuyucuga 1’er milyon hiicre gelecek sekilde hiicre ekildi. Difteri toksini
verilecek kuyucuklara 10’ar pul yeni Difteri Toksini stogundan verildi. Yani hiicrelere

200 ng/ml Difteri Toksini verilmis oldu.

Daha sonra sirasiyla 0., 1., 3., 6., ve 12. saatlerde ve her defasinda kontrol
olarak kullanilan K562 hiicreleri bulunan hiicre plakasindaki bir kuyucuktan, Difteri
Toksini verilen K562 hiicreleri bulunan hiicre plakasindaki bir kuyucuktan, kontrol
olarak kullanilan HL-60 hiicreleri bulunan hiicre plakasindaki bir kuyucuktan ve Difteri
Toksini verilen HL-60 hiicreleri bulunan hiicre plakasindaki bir kuyucuktan olmak
iizere 4’er Ornek hiicre steril pipet yardimiyla kuyucuklardan toplanarak kapakh ve
konik tabanl 15 mI’lik steril santrifiij tiiplerine konarak 4.000 rpm’de 5 dakika boyunca
santrifiij edildi. Santrifiij 6ncesi her 6rnekten 100 pl alinarak sayim yapildi ve canhlik
tayini i¢in steril bir santrifiij tiiplinde tripan mavisi ile 1:1 oraninda hafif¢e karistirildi. 5
dakika beklendikten sonra bir damla karisim kapiller etkiyle hemositometre kamarasina
kondu. Hemositometrenin bir kenar1 boyunca 5 kare igindeki 6l (boyanmis) ve toplam
hiicre miktarlari sayildi. Santrifiij isleminden sonra {ist siv1 atilarak tiipiin dibine ¢cokmiis
hiicreler tizerine 200 pl PBS (Fosfat tamponlu tuz eriyigi) i¢inde siispanse edildi. Daha

sonra hemen RNA izolasyonuna gecildi.
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3.3.2 RNA lzolasyonu

Uretilen hiicrelerden total RNA izolasyon kiti (High Pure RNA Tissue Kit-
Roche) kullanilarak RNA elde edildi. Difteri toksini verildikten hemen sonra sirasiyla
0., 1., 3., 6. ve 12. saatlerde 4’er drnek almarak her defasinda ayri ayri RNA izolasyonu

yapildi.

200 ul PBS (Fosfat tamponlu tuz eriyigi) i¢inde siispanse edilen hiicreler 2
ml’lik Dnaz ve RNaz Free tiipler igine konuldu. Sonra aym tiipler i¢indeki her 6rnek
tizerine 400’er pl Kkitte bulunan lizis baglanma tamponu eklenip Dnaz ve Rnaz-Free
pipet uglari ile iyice pipetaj yapildi. Kitten ¢ikan toplama tiipleri igine filtreli tiipleri
yerlestirildi. Daha sonra 2 ml’lik tiipler i¢indeki karigimlar ayr ayri hazirladigimiz
filreli tiiplerin filtreleri tizerine pipetle aktarildi. Daha sonra 25 saniye boyunca 10.000
rpm’de oda sicakliginda masadiistii santrifiijde 6rneklerimiz cevrildi ve santrifiij sonucu
toplama tiiplerinde biriken sivi atildi ve filtreler geri aym toplama tiipleri icine
yerlestirildi. Her 6rnek i¢in 90 pl DNaz inkiibasyon tamponu ve 10 pl DNaz 1 olacak
sekilde 1,5 mI’lik Dnaz-RNaz Free tiip i¢inde bir karisim hazirlandi ve bu karisimdan
100°er pl almip i¢inde ornek bulunan filtre {izerine dokiildi. 15 dakika boyunca oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. 15 dakikalik siirenin sonunda her bir 6rnek igin ayr
ayri filtreler tizerine 500°er ul kitte bulunan yikama tamponu I pipetle aktarildi ve bu
sekilde 25 saniye boyunca 10.000 rpm’de oda sicakliginda masaliistii santrifiijde ¢evrildi
ve toplama tiiplerinde biriken sivilar dokiildii. Daha sonra her bir 6rnek igin ayr ayri
filtre tizerine 500’er pl kitte bulunan yikama tamponu Il eklendi ve bu sekilde 25 saniye
boyunca 10.000 rpm’de oda sicakliginda masaiistii santrifiijde ¢evrildi ve toplama
tiiplerinde biriken sivilar dokiildii. Daha sonra her bir 6rnek igin ayr1 ayr filtre tizerine
200’er ul yikama tamponu Il eklendi ve bu sekilde 2 dakika boyunca 13.400 rpm’de
oda sicakhiginda masaiistii santrifiijde ¢evrildi ve toplama tiiplerinde biriken sivilar ve
toplama tiipleri atildi. Filtreli tiiplerin herbiri biriktirme tiiplerinden ayrildiktan sonra
1,5 ml’lik Dnaz-RNaz Free tiipler icine yerlestirildi. Son olarak, RNA eldesi igin,
filtreler tizerine 30’ar pl eliisyon tampon sivisi eklendi ve bu sekilde ornekler 1 dakika
boyunca 10.000 rpm’de oda sicakliginda masaiistii santrifiijde ¢evrildi. 1,5 ml Dnaz-
RNaz Free tiipler icinde biriken RNA’lardan 2°ser pl agaroz jelde goriintiilemek icin
ayrildiktan sonra, izole edilen RNA’lar hemen daha sonra kullanilmak iizere -80°C’ye

kaldirilda.
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3.3.3 Agaroz Jel Elektroforezi:
Elde edilen RNA’larin miktar1 ve kalitesi, %1°lik agoroz jel elektroforezinde

goriintiilendi.

3.3.3.1 Agaroz Jel Hazirlanmasi ve RNA Goriintiilenmesi

Elektroforez jel tepsisine taraklar1 yerlestirildi. Daha sonra 0,5gram agaroz
tartilarak 50 ml TAE soliisyonu iginde bir beherde ¢6ziindiiriildii. Soliisyon mikrodalga
firinda homojenize olana dek kaynatildi. Bunu takiben 56°C’a kadar sogutularak
icerisine 10 mg/ml stok olarak hazirlanmis etidyum bromiir soliisyonundan 3 pl ¢eker
ocak altinda eklendikten sonra sivi haldeki agaroz elektroforez tepsisine dokiildii. Jelin
donmasi1 beklendi. Jel donduktan sonra tepsi 1X TAE soliisyonu igeren yatay

elektroforez tankina yerlestirildi ve taraklar ¢ikarildu.

RNA o&rneklerinin jel kuyucuklarma ¢okmesini saglamak amaciyla 6X brom
fenol mavisi de igeren yiikleme tamponu soliisyonundan 1 pl, 2 pl total RNA ve 4 pl
ddH,O karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Tiim 6rnekler yiiklendikten hemen
sonra tankin elektrotlar1 giic kaynagina baglandi ve 80-90 V altinda &rnekler jelde
vaklasik 15-30 dakika yiiriitiildii. Islem sonunda jel U.V. 15181 altinda CCD kamera ile

goriinttilenerek printer ¢iktilar1 alindi.

3.3.4 RT-PCR ile cDNA sentezi :
RNA goriintiilerine bakarak cDNA sentezinde ne kadar RNA alinmasi
gerektigine karar verildi. RNA miktarlarim esitlemek icin baz1 6rneklere deiyonize su

eklendi.

toplam RNA : 10pl (1 pg/ub),
random primer 21 ul (0,3 pg/ul),
Su : 11 pl.

Toplam —22;11

Her bir 6rnek i¢in ayr1 ayri 1,5 ml Dnaz-RNaz Free tiipler i¢ine 6nce 0,1-5 ug
toplam RNA, 0,2 pg random hekzamer konuldu ve daha sonra toplam karigimi1 22 pl’ye

tamamlayacak kadar deiyonize su eklendi ve karisim 70°C’de 5 dakika inkiibe
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edildikten sonra buza konuldu. Bu arada beklerken her bir 6rnek basma asagidaki

miktarlar gelecek sekilde bir karisim hazirlandi.

5x Ters Transkriptaz tamponu 18 ul,
10 mM dNTP karigimi 14 ul,
RNaz inhibitor (20 U/ul) 21l
Su 23,5 ul,
Ters Transkriptaz (200 U/ul) 21,5 ul.
Toplam —18pl

Sirayla her bir 6rnek icin ayrt ayr1 8 pl kadar reaksiyon tamponu, 4 ul kadar
10mM dNTP (FERMENTAS) karisimi, 20U Ribonuclease Inhibitor (FERMENTAS),
200U RevertAid M-MuLV Ters Transkriptaz (FERMENTAS) enzimi ve daha sonra
her 6rnek icin toplami 18 pl’ye tamamlayacak kadar deiyonize su eklendi. Buzda
beklemekte olan her 6rnek iizerine bu karigimdan 18 pl eklendi. Daha sonra PCR
makinasinda once 25°C’de 10 dakika ve daha sonra 42°C’de 60 dakika bekletildi. Son
olarak reaksiyonu durdurmak i¢in 70°C’de 10 dakika 1sitildi ve 10 dakikanin sonunda

ornekler buza konuldu. Daha sonra cDNA ornekleri -20°C’ye kaldirildi.

3.3.5 Ger¢ek Zamanh Kantitatif PCR ile Gen Ekspresyonu Analizi:
Deneylerimizde Kaspaz-3, Kaspaz-9, Bcl-2 ve Sitokrom-C genlerinin

amplifikasyonunu belirleyebilmek i¢in SYBR Green [ boyasi kullanildi.

SYBR Green | floresan 1s1may1 saptamak i¢in en sik kullanilan boyadir. SYBR
Green |, ¢ift iplikli DNA’ya baglanir. Ortamdaki ¢ift iplikli DNA sayis1 arttikga, yani

amplifiye olan cDNA miktar1 arttik¢a elde edilen floresan miktar1 da artar.

PCR sonucu elde edilen iiriinlerin gercek PCR iirtinii olup olmadigi erime egrisi
(melting curve) yontemi ile kontrol edildi. Erime 1sis1 (T,,), genin amplifikasyon
tirtinliniin %50’sinin denatiire oldugu sicakhk degeridir ve bu deger genin dizisine ve
%GC oranina bagl olarak farklilik gosterir. Erime egrisi yontemi de bu &zellikten
yararlanarak, PCR sonunda elde edilen amplifikasyon egrilerinin gen {irtinii mii yoksa

primer dimer ya da ortam kirliligine bagh bir egri olup olmadigin1 belirler.
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3.3.5.1 Primerler

cDNA kullanilarak, Difteri Toksini verilmis hiicrelerle ve verilmemis kontrol
hiicrelerinde apoptoz mekanizmasinda rol alan Kaspaz-3, Kaspaz-9, Bcl-2 ve Sitokrom
C genlerinin ekspresyonu incelendi. Bu amagla asagidaki tablodaki primer setleri
Sequencher Version 4.1.4 demo bilgisayar programi kullanilarak dizayn edilip

kullanilda.

Tablo 3-1: Gen ekspresyonu incelenecek genlerin primer dizileri.

Uriin
Primer .
Primer dizileri Boyu GiNo
Boyu
bg
5’-ATT GTG GAA TTG ATG CGT
F 22 be
G-3°
Casp-3 218 b¢c 51464381
5°-AGT TCT GTA CCA CGG
R 21 be
CAG G-3
5’-TGA GGA CCT TCG ACC
F 21 be
AGC-3
Casp-9 124 b¢ 51459255
5’-ACG TAC CAG GAG CCA
R 21 be
CTC-3
5’-AGG AAG TGA ACATTT
F 21 be
CGG TGA C-3
Bcl-2 174 14121606
5’-GCT CAG TTC CAG GAC
R 21 be
CAG GC-¥
5-
F AGGCCCCTGGATACTCTTACA 21 be
Sitokrom CAG-3
126 14121650
-C 5.
R TCAGTGTATCCTCTCCCCAGA 21 be
TG-3

Bcl-2, Sitokrom C, Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 genlerinin amplifikasyonu Light
Cycler (Roche Diagnostics) aleti kullanilarak yapildi. Kantitatif degerlendirme



22

yapabilmek amaciyla ekspresyonu sabit oldugu varsayilan “housekeeping” gen (internal

kontrol) olarak B2-mikroglobulin geni asagidaki primerler kullanilarak amplifiye edildi:
B2-micF 5' TGC CGT GTG AAC CAT GTG AC 3
B2-micR 5'ACCTCCATG ATG CTG CTT ACA ¥
Kaspaz-3, Kaspaz-9, Bcl-2 ve Sitokrom-C genlerinin ekspresyon orani,

houskeeping (her dokuda ayni diizeyde anlatima giren) genlerinkine oranlandi.

3.3.5.2 STANDART EGRI’NiN HAZIRLANMASI

Daha 6nceki ¢alismalarimiz igin pGEM vektoriine klonlanmis olan f2-mikroglobulin

geni standart egri hazirlanmasinda kullanildi.

Apal,10 143
Bsp1201,10 Spel
Aatll,16 EcoRI
Nspl,22 Notl
Sphl,22 Sbfl
.Ncol,37 Pstl
iStyl,37 BspMI
§;Notl,42++ Accl
H Nspl, 116 Hincll
g Sall
2784,NgoMIV, Ndel
2784,Nael Ecl136ll
2681,BsaAl, = Sacl
2678,Dralll }, B2-mikro-globulin BstX|
Afllll
v .Sapl,473 Miul
3000 Afisos (RS
{BspLU111,595 5%

i Nspl,596

7
500

~
2500
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Sekil 3-1: pGEM vektoriine klonlanmis olan f2-mikroglobulin geni.
Klonlanmig B2-mikroglobulin geni kullanilarak, 1000 fentogram dilusyondan

baslanarak 10’ar kat azalan 4 diliisyon kullanilarak 4 standart olusturuldu.
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3.3.5.3 Gercek Zamanh Kantitatif PCR:

Primerler (Spmol/ul) Il
Sybr Green mix 2X (Roche) 5 pl
cDNA 2 ul
Toplam 10 ul

Not: Sybr Green karigimi: Takara Ex Taq Hot start, ANTP karisimi, Mg +2 ve
Sybr Green I boyasi i¢cermektedir.

Kaspaz-3, Kaspaz-9, Bcl-2 ve Sitokrom C genlerinin amplifikasyonunun tespiti

icin asagidaki kantitatif PCR kosullar1 kullanildi.

Tablo 3-2: Q-PCR Kosullar:.

Program 1: Denatiirasyon

Segment Sicaklik Zaman Egim

1 95°C 10 saniye 20

Program 2: Amplifikasyon

Segment Sicaklik Zaman Egim
1 95°C 5 saniye 20
2 55°C 10 saniye 20
3 72°C 10 saniye 20
4 77°C 5 saniye 20

Program 3: Erime Egrisi analizi

Segment Sicaklik Zaman Egim
1 95°C 0 20
2 65°C 15 20
3 95°C 0 0.1

Program 4: Sogutma

Segment Sicaklik Egim

1 40°C 20
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4. BULGULAR

Calisma grubunu Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Biyofizik ve
Histoloji Anabilim Dali hiicre bankalarindan elde edilen K562 ve HL-60 hiicreleri
olusturmustur. Bu hiicreler, %10 DMSO ve %90 serum varliginda kriyo tiipler
icerisinde, sivi nitrojen ortaminda saklandiklarindan ¢alisma Oncesi tekrar kiiltiir i¢in
hazirlanmalar1 gerekti. %10 Serum, Streptomosin ve penisilin iceren %1 oraninda
antibiyotik ve Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) igeren Kkiiltiir ortaminda

37°C’de ve %5 CO, varliginda nemli ortam kosullarinda yeterince ¢ogaltildi.

Difteri toksini verilen hiicrelerle, verilmeyen kontrol hiicrelerinden 0., 1., 3., 6.
ve 12. saatlerde alinan her bir 6rnek icin aninda total RNA izolasyon kiti kullanilarak
RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen RNA’larin miktar1 ve kalitesi %1°lik agoroz jel
elektroforezinde goriintiilendi (Sekil 4.1).

Sekil 4-1: Tiim RNA orneklerinin % 1’lik agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmesi.
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Daha sonra ¢cDNA elde edildi ve bunlarin 6zgiinliikleri bir house keeping gen

olan HPRT ile kontrol edildi(Sekil 4-2).

=
i)
=
i
500 bp —
242 BF — — 256 bp HPRT
500 bp —
242 BF — — 256 bp HPRT

Sekil 4-2: cDNA sentezi kontrolii icin HPRT geni kullanildi.

Hedeflenen genlerin ekspresyonlar1 ger¢cek zamanli PCR (LightCycler, Roche

Diagnostics) kullanarak incelendi.

Ayrica, Light Cycler’da elde edilen iiriinlerin 6zgiinliiklerinin kontrolii
amaciyla, her iiriin i¢in ayr1 ayr1 erime egrisi analizi sonuglar1 ve grafikleri kontrol
edildi. Sekillerde de goriilebilecegi gibi hedef bolgeler disinda (B2-mikroglobulin,
CASP-3, CASP-9, Bcl-2 ve Sitokrom C) spesifik olmayan bir amplifikasyona

rastlanmadi. Her gene ait erime egrisi tek tek degerlendirildi (Tablo 4.1).

Tablo 4-1: PCR fragmanlarimizin Erime Egrisi (Tm) degerleri.

Calisilan genler Erime Egrisi
Kaspaz-3 81°C
Kaspaz-9 83,5°C
Bcl-2 86,5°C
Sitokrom C 79 °C

p2-mikroglobulin 85°C
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Sekil 4-3: 1, 2, 3 ve 4 no’lu ornekler icin P2-mikroglobulin erime egrisi degerleri ve

grafikler.
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Sekil 4-4: 5, 6, 7, 8, 10, 12 no’lu 6rnekler icin f2-mikroglobulin, Bcl-2 ve Sitokrom C gen
iiriinlerine ait erime egrisi degerleri ve grafikler.
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Sekil 4-5: 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 no’lu 6rnekler icin p2-mikroglobulin, Kaspaz-3 ve
Kaspaz-9 genleri iiriinlerine ait erime egrisi degerleri ve grafikler.
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Sekil 4-6: 1, 2, 3nolu 6rnekler icin p2-mikroglobulin erime egrisi degerleri ve grafik.
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Sekil 4-7: Genlerin ekspresyon dereceleri.

Bu sonuglar elde edildikten sonra, orneklerin Kaspaz-3, Kaspaz-9, Bcl-2 ve
Sitokrom C gen ekspresyon dereceleri standart egri (curve) degerleri kullanilarak
(pGEM+p2-mikroglobulin plasmid) ve internal kontrol ($2-mikroglobulin) genlerinin

ekspresyon dereceleri ile oranlanarak goreceli ifade birimleri (GIB) hesaplandi.

Standart egri de B2-mikroglobulin ile hazirlandig i¢in GIB degerleri asagidaki

formiil kullanilarak hesaplandi:

GIB = Hedef gen ekspresyonu / B2-mikroglobulin ekspresyonu
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Calisma grubunda elde edilen Kaspaz-3, Kaspaz-9, Bcl-2 ve Sitokrom C

goreceli ekspresyon degerleri Tablo 4-2 ve Tablo 4-3’te verildi.

Tablo 4-2: Tiim orneklerde Kaspaz-9 ve Kaspaz-3 genlerinin gercek zamanh Kkantitatif
PCR (Q-PCR) sonrasinda hesaplanan goreceli ekspresyon degerleri.

Kaspaz-9 Kaspaz-3

01- K562 DT (0.saat) 0,002452064 0,271611021
02- K562 K (0.saat) 0,001240501 0,408191925
03- HL-60 DT (0.saat) 0,003669055 0,393975584
04- HL-60 K (0.saat) 0,005569112 0,335714286
05- K562 DT (1.saat) 0,001294643 0,783234127
06- K562 K (1.saat) 0,005209004 0,487901626
07- HL-60 DT (1.saat) 0,000189632 0,707634001
08- HL-60 K (1.saat) 0,008080402 0,520938023
09- K562 DT (3.saat) 0,000300983 0,717199017
10- K562 K (3.saat) 0,029495017 0,240990864
11- HL-60 DT (3.saat) 0,000343176 0,555100311
12- HL-60 K (3.saat) 0,018634957 0,828147907
13- K562 DT (6.saat) 0,019361121 0,327741715
14- K562 K (6.saat) 0,001876433 0,411532951
15- HL-60 DT (6.saat) 0 0,292936674
16- HL-60 K (6.saat) 0,002236744 0,409634055
17- K562 DT (12.saat) 0,000618022 0,321337489
18- K562 K (12.saat) 0,012076839 0,508155129
19- HL-60 DT (12.saat) 0 0,146802326

0 0,213932532

20- HL-60 K (12.saat)




Tablo 4-3: Tiim orneklerde Bcl-2 ve Sitokrom C genleri icin, ger¢cek zamanh kantitatif

PCR (Q-PCR) sonrasi hesaplanan goreceli gen ekspresyon degerleri.

Bcl-2 Sitokrom C

01- K562 DT (0.saat) 0,021982128 0,788708367
02- K562 K (0.saat) 0,018945218 0,830807047
03- HL-60 DT (0.saat) 0,011534805 0,39602649
04- HL-60 K (0.saat) 0,015491379 0,624413793
05- K562 DT (L.saat) 0,001632062 0,240983948
06- K562 K (1.saat) 0,000631354 1,165895838
07- HL-60 DT (L.saat) 0,00766663 0,08733255
08- HL-60 K (1.saat) 0 0,161269325
09- K562 DT (3.saat) 0,055901383 0,622989408
10- K562 K (3.saat) 0,031034483 3,188300701
11- HL-60 DT (3.saat) 0 0,01437421
12- HL-60 K (3.saat) 0,028946474 3,700791066
13- K562 DT (6.saat) 0,016276916 0,222652885
14- K562 K (6.saat) 0,022604273 0,254526958
15- HL-60 DT (6.saat) 0,003209248 0,063851881
16- HL-60 K (6.saat) 0,017838676 0,138572906
17- K562 DT (12.saat) 0,018727273 0,489197861
18- K562 K (12.saat) 0,00959144 0,184587116
19- HL-60 DT (12.saat) 0,022912173 0,380431433
20- HL-60 K (12.saat) 0,017295498 0,166296766
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Sekil 4-8: Kaspaz-9 geni ekpresyonunun tiim hiicre gruplarinda goreceli ekspresyon
degerlerinin zamanla degisimini gosteren grafik.
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Sekil 4-9: Kaspaz-3 geni ekpresyonunun tiim hiicre gruplarinda goreceli ekspresyon
degerlerinin zamanla degisimini gosteren grafik.



gen ekspresyon diizeyi

0.saat

1.saat

Sit-C

3 saat 6saat

Zaman

12saat

—e— K562 DT

—m— K562 C
HL-60 DT

—>¢—HL-60 C

32

Sekil 4-10: Sitokrom C geni ekpresyonunun tiim hiicre gruplarinda goreceli ekspresyon
degerlerinin zamanla degisimini gosteren grafik.
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Sekil 4-11: Bcl-2 geni ekpresyonunun tiim hiicre gruplarinda goreceli ekspresyon
degerlerinin zamanla degisimini gosteren grafik.



Tablo 4-4: Hiicre sayimi sonuclari ve canlilik tayini sonuclari.

hiicre sayis1 toplam olii  yiizde 6liim
01- K562 DT (0.saat) 1.252.500 88 4 4,55
02- K562 K (0.saat) 967.500 88 2 2,27
03- HL-60 DT (0.saat) 1.177.500 96 6 6,25
04- HL-60 K (0.saat) 930.000 93 2 2,15
05- K562 DT (1.saat) 1.200.000 82 1 1,22
06- K562 K (1.saat) 1.042.500 93 1 1,08
07- HL-60 DT (1.saat) 900.000 79 4 5,06
08- HL-60 K (1.saat) 900.000 81 2 2,47
09- K562 DT (3.saat) 1.290.000 77 5 6,49
10- K562 K (3.saat) 1.117.500 98 4 4,08
11- HL-60 DT (3.saat) 1.252.500 153 31 20,26
12- HL-60 K (3.saat) 1.170.000 77 13 16,88
13- K562 DT (6.saat) 1.005.000 164 16 9,76
14- K562 K (6.saat) 1.162.500 200 39 19,5
15- HL-60 DT (6.saat) 1.357.500 334 91 27,25
16- HL-60 K (6.saat) 1.237.500 169 29 17,16

33
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hiicre sayisi
1600000
1400000
1200000
—e— K562 D
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—m— K562 K
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HL-60 D
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0
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Sekil 4-12: Hiicre sayimi sonuclarinin zamanla degisimi.
ylizde 6lim
——K562D
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1.saat

3 saat
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Sekil 4-13: Hiicrelerin 6liim yiizdelerinin zamanla degisimi.
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5. TARTISMA

Difteri Toksini (DT), toksik etkisini ribozomlarda polipeptid molekiiliiniin
uzamasinda rol alan dkaryotik elongasyon faktorii 2 (eEF2)’yi inaktive ederek ya da bir
baska deyisle NAD’nin varh@inda eEF2’yi ADP-ribozilleyerek inaktiflestirip protein
sentezinin durmasina yol agar (52). DT, protein sentezi inhibisyonu yant sira hiicre
iskeletinin yikimima ve niikleozomlararast DNA kirilmasina sebep olur (57). Ancak,
protein sentezinin inhibisyonu ile toksine bagl hiicre Sliimii arasindaki iliski tam
acikliga kavusmus degildir. K562 hiicre soyunda, DT protein sentezi etkin bi¢imde
durdurmasina karsin, sitotoksik (hiicreleri dldiiriicil) bir etki gostermez. Bu da DT nin
sitotoksik etkisinin yalmzca protein sentezinin durmasiyla agiklanamayacagim

diisiindiirmektedir.

Programlanmis hiicre oliimii (apoptoz), ¢ok hiicreli organizmalarda gereksiz,
hasarl1 ya da zararli hiicrelerin inflamatuvar yanit olmaksizin yok edip organizmanin ig
dengesinin devamliligini saglayan fizyolojik bir olaydir (1,2). Apoptoz; biiziilme, DNA
fragmentasyonu, kromatin kondensasyonu ve hiicrenin fagositozla ortadan kaldirilmasi
asamalarimi igerir (4). Bu siirecte, kaspaz ailesi iiyeleri ile Bcl-2/Bax ailesindeki

genlerin ekspresyonlart Snemlidir.

Bu c¢alismada difteri toksininin apoptotik siiregte aldig1 roliin ortaya
cikarilabilmesi i¢in apoptotik siirecte rol alan Caspase-3, Caspase-9, Bcl-2 ve Sitokrom
C genlerinin mRNA diizeyindeki ekspresyon degisiklikleri incelenmistir. Bu amacla
Difteri Toksinine direngli K562 hiicreleri ile Difteri Toksinine duyarli HL-60
hiicrelerinde s6z konusu genlerin mRNA diizeyinde ekspresyonlart ger¢ek zamanli

kantitatif PCR yontemiyle DT varliginda ve yoklugunda incelenmistir.

Bulgular tartismaya gegmeden 6nce, kullanilan yontemin ekspresyon analizi ile
ilgili olas1 sorunlarimi tartismakta yarar vardir. Bu calismada s6z konusu genlerin
mRNA diizeyinde ekspresyonlart gercek zamanl kantitatif PCR yontemiyle incelenmis
ve elde edilen veriler protein diizeyinde dogrulanmamistir. Bu nedenle verilerin, bundan
sonraki arastirilmalarin  planlanmasimma zemin hazirlayacak Oncii veriler olarak

degerlendirilmesi uygun olacaktir.
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Bu ¢alisma sonucunda; K562 hiicrelerinde DT konmus hiicrelerdeki Sitokrom C
geninin ekspresyonunun DT konmamis kontrol hiicrelerinkine gore daha az oldugu
gozlenmistir. HL-60 hiicrelerinde ise DT konmus hiicrelerde Sitokrom C geninin
ekspresyonu kontrol hiicrelerinkine gore ¢ok daha fazla azaldig gézlenmistir. Bu durum
K562 hiicrelerinin DT ne direngli olmas1t HL-60 hiicrelerinin duyarli olmasi ile ilgili
olabilir. K562 hiicrelerinde DT konmus hiicrelerdeki Bcl-2 geninin ekspresyonunun DT
konmamis kontrol hiicrelerinkine gore daha fazla oldugu gozlenmistir. HL-60
hiicrelerinde ise DT varliginda Bcl-2 geninin ekspresyonu yok denecek kadar az,
Sitokrom C ekspresyonu ise kontrol hiicrelerine gore ¢ok diisiik bulunmustur. Bcl-2
antiapoptotik bir gen oldugundan apoptoza giden hiicrelerde mRNA sentezinin az
olmasi beklenen bir sonugtur. Apoptozda mitokondriden salinarak Kaspaz yolaginin
aktiflesmesine sebep olan Sitokrom C ekspresyonunun bu ¢alismada diisiik ¢ikmasi bu
yolagin cahsmadifi anlamma gelmeyebilir. Ciinkii mitokondri i¢indeki mevcut
Sitokrom C’nin sitoplazmaya salinmasi konusunda mRNA diizeyi yeterli bilgi
vermemektedir. Bunun igin protein diizeyinde ¢alisilmasi yararli olacaktir ya da burada
apoptotik siire¢ mitokondri iizerinden degil de diger bir yolaktan Kaspaz aktivasyonu

sonucu olusmus olabilir.

HL-60 hiicrelerinde DT konmus hiicrelerdeki Kaspaz-9 geninin ekspresyonunun
DT konmamis kontrol hiicrelerinkine gore yok denecek kadar az oldugu gozlenmistir.
Apoptotik bir gen olan Kaspaz-9’un ekspresyonu K562 hiicrelerinde ise DT varliginda
kontrol hiicrelerinkine gére gecikmeyle ama yaklasik olarak ayni miktarda olmustur.
Ayrica hem K562 hem HL-60 hiicrelerinde DT varhginda Kaspaz 3 geninin
ekspresyonu 0. ve 3. saatler aralifinda anlamh bir sekilde artmaktadir. Her iki hiicre
tipinde de Kaspaz 9 geninin ekspresyonunda Kaspaz-3’e gore gen ekspresyonu ¢ok
daha azdir. Tiim bu ¢alismalarda mRNA diizeylerindeki artis 3.saatlere denk gelmekte
olup bunun iizerinde diistiniilmesi daha fazla 6rnekte ¢alisilmasi sonuglar1 daha anlamh

kilacaktir.

Bu ¢alismanin verilerinin, mRNA diizeyinde ekspresyonuna baktigimiz genlerin
protein diizeyinde de ayni zaman diliminde ve aym1 miktarda DT varlhiginda farkl

yontemlerle karsilastirilmasi uygun olacaktir.

Difteri Toksininin B fragmaninin, Bcl-2 ailesinin temsilcileri ile onemli dizi

benzerligine sahip oldugu ortaya konmustur (38). Bu benzerlikler Bcl-2 proteinlerinin
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apoptotik temsilcilerinin mitokondri zarinda kanallar actig1 diisiincesinin ilk kanitlar
olarak degerlendirilmistir. Ancak, DT nin hiicre i¢indeki akibeti bilinmemektedir. Bu
durumda FB mitokondri zar gegirgenligini arttiriyorsa bunun sonucunda mitokondriden

Sitokrom C’nin salinmasiyla apoptoz gergeklesecektir.

Calismamizda elde edilen ekspresyon degerleri, her hiicrede ifade edilen ve
‘housekeeping’ gen olarak kabul edilen diger bir gen ile karsilastirilarak géreceli olarak
hesaplanmistir. Bununla beraber, bulgular boliimiinde de tartisildig1 gibi hedef gende
gogaltilan triiniin biiylikliigli, hedeflenen genom bolgesi ve diger PCR reaksiyonu
degiskenlerine bagh olarak, PCR etkinligi de ekspresyon degerleri iizerine etkili
olmaktadir. Bu sonugta, ¢cogaltilan {irliniin digerlerinden bilytikliigii ve/veya diger PCR

degiskenleri rol oynamis olabilir.

Buna bagh olarak, hiicre soyu ile laboratuar kosullarinda elde edilen sonuglarin
farkliliklar icermesi beklenebilir. Mevcut kosullarda, protein diizeyinde ekspresyonun
incelenmesi sorunun aydinlatilmasina yardimci olacaktir. Bu verilerin mutlaka
apoptotik hiicrelerde hem mRNA hem de protein ekspresyonu diizeyinde dogrulanmasi
gereklidir. Bu nedenle, verilerimizin diger kosullarda da dogrulanmasi, kanser

arastirmalari i¢in de 6nemli bir konuyu giindeme getirecektir.

Calismamizin sonug¢larinin bundan sonraki arastirmalarin planlanmasina zemin

hazirlayacak 6ncii veriler olarak degerlendirilmesi uygun olacaktir.
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