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OZET

TEZIN BASLIGI : PROTEINLERIN DiINAMIiGIiNiN iNCELENMESIi
YAZAR ADI : FIGEN SEKIN

Yapisal proteinler akiskan biyolojik yapilara biikiilmezlik ve peklik saglarlar.
Cogu yapisal protein fibréz proteindir, 6rnegin aktin ve tiibiilin monomerleri
globtiler ve ¢oziilgen proteinler olmalarina ragmen polimerlestikleri zaman hiicre
iskeletinin pargasi olan, uzun ve biikiilmez lifler olustururlar. Hiicre iskeleti hiicrenin

seklini ve bliylikligiinii korumasini saglar.

Aktin hiicrede globiiler (G) ve filament6z (F) yapida bulunmaktadir. Hiicre i¢i
aktin filamentleri yapisal goérevi yaninda hareket, kemotaksi, sekresyon ve hiicre
boliinmesi gibi pek ¢ok hiicresel islevde ilgilidir. Monomerik G-aktin molekiillerinin
ardigik siralanarak polimerlesmesi sonucu ortaya ¢ikan zincir (heliks) F-aktin ismini

almaktadir.

Calismada kullanilan aktin tavsan cizgili kas dokusundan saflastirildi. Elde
edilen aktinin miktar1 spektroskopik yontemle, safligi ise gel filtrasyon kromatografi
ve sodyum dodesil siilfat gel elektroforez (SDS-PAGE) ile test edildi. Aktin
polimerlesme ve depolimerlesmesi viskozimetrik yontemle, aktine baglanan
proteinlerden Alexa Fluor 595 kullanilarak floresan isaretleme yapildi ve Ol¢limler

gerceklestirildi.



SUMMARY

TEZIN BASLIGI : PROTEINLERIN DiINAMIiGIiNiN iINCELENMESIi
YAZARADI  : FiGEN SEKIN

Structural proteins in biological fluids provide rigidity and constipation. Most
structural proteins are fibrous proteins, such as actin and proteins even though they
are soluable tubules monomers and polymers globular cytoskeleton time as part of
the long and rigid fibers form. The cell cytoskeleton provides protection of shape and
size of the cells. Globular actin in the cell (G) and filaments (F) is located in a
building. Intracellular actin filaments by structural movement task, kemotax such as
secretion and cell division is related to many cellular functions. Monomeric G-actin
molecules as a result of the squential polymerization ranked emerging chain (helix)

is the name of F actin.

Used in the study actin, purified from rabbit skeletal muscle tissue. The
resulting amount of actin spectroscopic method, the purity come filtration
cromatography and sodium dodesil come electrophoresis (SDS-PAGE) and were
tested. Actin polymerization and deploymerization viskosimetric methods, binding
AEDANS and Alexa Fluor 595 by using the flouresans mark was made and

measurements were performed.
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1. GIRIS

Proteinler, aminoasitlerin zincir halinde birbirlerine baglanmasindan olusan
biiyiik organik bilesiklerdir. Aclik aninda en son tiiketilir. Kimyasal sindirimi midede

baslar.

Proteinler, amino asit yapitaslarindan olusan polimerlerdir. Her proteinin
kendisine has Ozelliklerinin olmasini saglayan 6zel amino asit dizilimleri vardir.
Proteinlerin islevlerinin ¢ogu, kendisini olusturan amino asitlerin 6zelliklerinin tayin
edilmesiyle anlasilabilir. Insandan viriise proteinlerin olusumunda en ¢ok kullanilan

22 ¢esit amino asit vardir.

Yapisal proteinler akiskan biyolojik yapilara biikiilmezlik ve peklik saglarlar.
Cogu yapisal protein fibroz proteindir, 6rnegin aktin ve tiibiilin monomerleri globiiler
ve ¢oziilgen proteinler olmalarina ragmen polimerlestikleri zaman hiicre iskeletinin
pargasi olan, uzun ve biikiilmez lifler olustururlar. Hiicre iskeleti hiicrenin seklini ve

biiyiikliigiinii korumasini saglar.

Aktin hiicrede globiiler (G) ve filament6z (F) yapida bulunmaktadir. Hiicre ici
aktin filamentleri yapisal gorevi yaninda hareket, kemotaksi, sekresyon ve hiicre
boliinmesi gibi pek ¢ok hiicresel islevde ilgilidir. Monomerik G-aktin molekiillerinin
ardigik siralanarak polimerlesmesi sonucu ortaya ¢ikan zincir (heliks) F-aktin ismini

almaktadir.

G-aktin molekiili N-terminalden asitlenme, fosforillenme ve ADP
ribozillenme gibi sentez sonras1 modifikasyonlara ugrayabilir ve Mg+2, Cu*? ve ATP
baglayabilir. Fizyolijik ortamda, magnezyum ve ATP varliginda, G-aktin
¢Oziiniirliigi  olmayan F-aktin olarak adlandirilan, bir ¢ift zincir filamenti
olusturacak bicimde polimerlesir, yine bazi proteinler F-aktine baglanip

depolimerlesmeyi engelleyebilir.



Organizmada 6nemli islevleri olan aktin bu islevleri yerine getirebilmek igin
hiicre iskeleti ve bazi membranlarin olusumunda biiyiik rol oynamaktadir. Aktin
filamentlerinin ii¢ boyutlu yapisi ve bu yapiya etkili kosul ve faktorler yaygin

bicimde incelenmektedir.

Hiicre iskeleti ya da plazma membrani ile dogrudan iligkisi olmayan bazi

proteinlerin de aktin monomer ve filamentlerine baglandig: bildirilmistir.

Bu veriler 1s1ginda aktin proteinin yapist spektrometrik, Viskozimetrik,
Elektroforetik yontemlerle incelenerek aktine baglanan AEDANS ve falloidin (Alexa

Fluor 595) kullanilarak floresan isaretleme yapildi ve 6l¢iimler gergeklestirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Aktin

Aktin, kiiresel sekilli yapisal bir proteindir. Heliks seklinde polimerize olarak
mikrofilament olarak da bilinen aktin filamentlerini olusturur. Okaryotik hiicrelerde,
hiicreyi boydan boya saran ag; aktin filamentleridir. Aktin filamentleri hiicreye
mekanik destek saglar, hiicrenin seklini belirler, hiicrenin hareket etmesine olanak
saglar (aktinden olusan lamellipodia, filopodia ve pseudopodia gibi yapilar
araciligiyla); baz tip hiicrelerarasi bariyerlerin olusumunda sitoplazma akintisinda ve
hiicre boliinmesi sirasinda hiicrenin ekvatorunda bogum olusmasinda rol alirlar. Kas
hiicrelerinde myosin adli proteinle birlikte, kasilma eyleminin gerceklestirilmesinde

asli bir rol alirlar (1).

Hiicre sitoplazmasinda aktin genellikle ATP' ye bagli olarak bulunur, ama
ADP' ye baglanmasi da miimkiindiir. ATP-aktin kompleksleri aktin filamenti
olusumunda daha hizli polimerize olurken daha yavas depolimerize olurlar. ADP-

aktin kompleksleri i¢in durum tam tersidir.

Aktin okaryotik hiicrelerdeki en yaygin olarak bulunan proteinlerden biridir
ve hiicre i¢i konsantrasyonu genelde 100 pM'dan fazladir. Aktin, evrimsel olarak,
tiirler arasinda en iyi korunmus proteinlerden biridir Alg ve insan hiicresindeki aktin
proteinler aminoasit icerigi ve dizilimi a¢isindan birbirlerinden % 5' ten daha az

farklilik gostermektedir (1).



2.1.1. Aktinin Biyolojik Yapisi

Ozellesmis kas hiicrelerinde kas liflerinin kasilmasinda aktif olarak gorev
istlenen ¢ok miktarda aktin filamenti bulunmaktadir. Yapilan caligmalar, kas
hiicreleri disindaki Okaryotik hiicrelerin hemen hepsinde ¢ok miktarda aktin
filametinin varligim1 ortaya c¢ikarmistir. Bu hiicrelerdeki aktin filamentleri, kas
liflerindeki aktin filamentlerine benzer iki aktin ipliginin sarmala benzer sekilde
birbiri lizerine sarilmasiyla olusur (Sekil 2.1).

Aktin molekulu

negatif uc

pozitif ug

Sekil 2.1. Aktinin goriiniimii;
A:Elektron mikroskobunda negatif isaretli aktin filamenti

B:Aktin monomerlerinin iist iiste sarilarak olusturdugu heliks yap1 (2)
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Kas lifleri haricindeki diger hiicrelerde aktin filamentleri daha dinamik bir
yaptya sahiptir (2). Omurgalilarin kas digi hiicrelerinde en az alti gesit aktin
sentezlenir, fakat bunlar benzer olduklarindan dolay1 laboratuvar g¢alismalarinda
birbirinin yerine gegebilirler. Tiim okaryotik hiicreler asagida belirtildigi gibi ii¢ tip

filament yapisi tasirlar.

Aktin
o-aktin y-aktin B-aktin
(Cizgili kas aktini) (Diiz kas aktini) (Sitoplazmik aktin)

Okaryot hiicrelerde filament vapisi.

Aktin filamentleri Mikrotiibiiller Ara filamentleri
(cap1 7-9,5 nm) (¢cap125 nm) (¢ap1 10-20 nm)



Aktin Filamentleri
. IR W A
. o .g’ ‘ c

25nm 25 um

Mikrotubuller

Sekil 2.2: Okaryotik Hiicrelerin Filament Yapilari (3).
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Aktin, okaryot hiicrelerde tiim proteinlerin % 5° ini kas proteinlerin de % 20-

25 kadarini olugturmaktadir (4).

Tim Okaryotlarda bulunan konvansiyonel aktinler ¢ok korunumlu stoplazmik
protein ailesini olusturur. Morfolojik bir karaktere sahip filamentlerde kendi
yeteneklerini ekleyen aktinleri tanimlamak (magnezyum iyonlar1 ve fizyolojik tuz
konsantrasyonu varliginda ) ve bu filament yetenegi ile myozinin ATPaz aktivitesini

uyarmak i¢in aktinin fonksiyonel 6zellikleri kullanilir (1).

Canli organizmada aktin, yapisal bir protein olmanin disinda hiicre hareketi,
kas kasilmasi, hiicre gogii gibi isleyislerle hiicrede mekanik siirecleri diizenler.
Hiicrede ayrica aktin, hiicre i¢i sinyal iletimi ve c¢esitli maddelerin taginmasi ile
enzimatik etkinligin diizenlenmesi gibi c¢ok temel gorevler iistlenir. Hiicredeki
isleyise gore aktin molekiilii sitoplazmadaki cesitli proteinlerle etkilesime gegerek
filament ag1, filament demetleri ya da filament iskeleti olusturura (5). Aktinin tiimii
olmasada ¢ogu sitokalasine, falloidine ve DNaz I' e baglanabilir. Konvansiyonel
aktinlerin ¢cogunlugu bu kriteri tamamlasada sinirli fonksiyonel benzerlik haricinde
homoloji zincirini ortak kullanan aktinin biiylik 6lctide farkli bir alt ailesi ortaya
cikmaktadir. Buna ek olarak ortaya ¢ikan ATP hidrolizi ve baglamada aktinle yapisal
esitlige sahip ve ii¢ boyutlu yapisi benzer olan ancak homoloji zincirini sinirh
kullanan (seker kinazlar ve ATPaz proteinleri i¢eren ) biiyiik bir grup protein vardir.
Bu son grup ayni zamanda prokaryotlarda da ifade edildiginden aktinler baz1 ATP
baglayan soylardan gelen ¢esitli gruplardan sadece birini temsil ediyor olabilir.
Prokaryotlarda filament yapisindaki proteinlerin bilinen son bilgileri ATP miyozin
aktivasyonu, DNAz baglanmasi, falloidin baglanmasi ve antijenik benzerlik

paylasimidir (1).

Aktin agirlikla hiicrenin stoplazma béliimiinde bulunur. Aktin izoformlari;
izoelektrik noktas1 5,4 olan a-aktin, B-aktin ve y-aktindir. Aktin, hiicrede ayni1 anda
hem globiiler aktin (G-aktin) olarak monomerik yapida, hem de ipliksi aktin (F-
aktin) olarak polimerik yapida bulunabilen tek proteindir (6). Hiicrede biyolojik
etkinlige sahip olan aktin ipliksi aktindir (1).



Monomer (globuler) aktin (G-aktin) 42.500 dalton agirliginda kiiresel bir

icermektedir (Sekill.3) ve tiirler

yapist 375 aminoasit
arasinda biiyiik benzerlik (homoloji) gostermektedir (4). Aktin birincil yapist dort

proteindir. Birincil

ayr1 subdomain'den olugmaktadir (7).

~wyx

QU TENLOUUIFA JOFSKJILELAWOINAOXOD LT
LSOO ua CASES AN kWAL =T N0>
JYCAAY IO ZE Y @I X > =2 DR WE> =T = JX -
CPOEIYUI-IAWUNOEQUWEOYWOEX-2pra>Ukxnypk
€O UDF =22 FEF~QOFSEE VWP -k« ZNh ==xd=0
ocnvveuelﬁLNEass||LEEKNLEH;EDNYEKx;wG
WOA-20-2X 2 0qu>LQeadordWAPLNIDLEXIHL~-ICh
L@ > IWERE S > oI A-YupEh =¥ QFUWNQWY
=_OAPHuSH=_uNPleLVN9GITLDSP...QGML_.MSPGCDK

MD_DFFQOKIDYHNO&SI.nLAKVCLALNFA..DG:.FP—U.PY_H

Sekil 2.3. Aktin aminoasit dizisi. (4)
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Birincil subdomain G-aktinin, 1-32, 70-144, 338-375, ikincisi 33-69,

tglinciisii  145-180, 270-333 ve dordiinciisii 181-269 amino asit kalintilarini
icermektedir (Sekil 2.4).

Her G-aktin molekiili bir ATP molekiilii baglayabilir. Filament i¢indeki
aktinler ise F-aktin olarak isimlendirilir. G-aktin iki alandan olusur. Bir alan
“domain” iki altbirim igerir. Ayni topolojiye sahip bes beta tabaka seridi genis olan 2.
ve 3. altbirimlerde uzanir. Dort altbirim ortasindaki oyuga, adenin niikleotidi ve ¢ift
degerlikli katyonlar (Mg?*, Ca®*, Sr**) yerlesir. Aktin baglayan proteinlerin aktin ile
olan etkilesiminde alt birimler 6zgiin hedef bolgelerini olusturur. Ornegin DNaz I ile
aktinin 2. alt birimi etkilesir (8). Alt birim 3 ve altbirim 1 filament iizerinde pozitif
ucu isaret eder. Iki aktin molekiilii arasindaki etkilesimi Sekil 2.4 -b’de goriildiigii

gibi 4 alt birim saglar (6,9).

negatif uc

pozitif ug

Sekil 2.4.a Kristalografi ¢calismalari ile elde edilen G-aktinin ii¢ boyutlu yapisi
(2).
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G-aktin molekiilleri N-terminalden asitlenme, ve ADP-ribozillenme gibi

sentez sonrasi modifikasyonlara ugrayabilir (10).

Sekil.2.4 b F-aktin molekiiliiniin X-151n1 kirinim yontemi ve elektron
mikroskobu ile olusturulan ii¢ boyutlu atom modeli (8).

G-aktin molekiilleri ATP, Ca*? ve Mg*? baglayabilir (7,11). Fizyolojik iyonik
sartlarda, magnezyum ve ATP varliginda G-aktin, ¢6zlinlirliigii olmayan F-aktine bir
cift heliks filamenti olugturmak lizere kovalent olmayan bir sekilde polimerlesir. F-
aktin, fibril yapida, 6.7 nm kalinliginda, 35.5 nm boyundadir. Hayvan hiicrelerinde
mevcut aktin molekiillerinin yaklasik % 50°si polimerlesmemis sekilde bulunur.
Polimerlesmemis bu aktinler, ya serbest monomer halinde ya da bazi proteinlerle
kiigiik kompleksler halindedir. Polimerlesmis aktin filamentleri polimerlesmemis
aktin molekiilleri arasinda dinamik bir denge vardir. Bu dinamizm hiicre yiizey

hareketide dahil pek ¢ok hiicresel islevin ger¢eklesmesine yardim eder (12-13).

Aktin monomerlerinin, birleserek aktin filamentlerini olusturmasi ve G-
aktinlerin, F-aktinlere doniisiimii basamakli bir olaydir. Ilk olarak, ii¢ aktin
molekiiliinlin niikleus olarak bilinen {i¢lii oligomer olusturmasi gerekmektedir. Bu
basamak niikleasyon olarak isimlendirilir ve aktin polimerizasyon grafiginde bir

gecikme fazi olarak goriiliir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. In vitro aktin polimerlesme egrisi. (Elongasyon;uzama)

Niikleasyon siireci termodinamik olarak geri doniisiimsiiz bir olaydir ve aktin
polimerlesmesinin hizini sinirlayici basamaktir. Bu basamaktan sonra, aktin nukleus
ya da filamentlerinin uglar1 hizla G-aktin baglanmasi gergeklesir. Ortamdaki G-aktin
konsantrasyonu belirli bir degerin altina diistiigiinde artik polimerde net bir biiylime
goriilmez. ”Kritik konsantrasyon” denilen bu konsantrasyonda birim zamanda
filamente eklenen ve filamentten ayrilan monomer miktar1 yaklasik olarak esittir.
Eger monomer konsantrasyonu, kritik konsantrasyonun altina diiserse aktin

filamentlerinin depolimerlesmesi baslar ve filament boyu kisalir (12,14-15).

Aktin monomerleri (G-aktin veya Globiiler aktin) hiicrelerde aktin polimerlerine
(aktin filamentleri, F aktin veya mikrofilamentler ) sekline ¢evrilir. Bu ¢evirmenin

zamanlamasi, kutuplulugu, konumu ve boyutu sinyal iletim kanallarinca



diizenlenerek hiicre yiizeyinde yerlesmis biiylik miktarda aktin baglayan

proteinlerce diizenlenir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Kovalent olmayan aktin bagh ligandlar (5).

Ligand

Aktin bagh kiiciik ligandlar;

Katyonlar ( Ca*?, Mg*?)
Adenin Niikleotidler (ATP, ADP )
Inorganik Fosfat AICI3

Aktin bagh Proteinler

Gelsolin Ailesi, Gelsolin Brevin

Adseverin

Fragmin; Capl2;severin DS151

Mbh 1; Makrofaj Capping faktor; gCap 39; Seinderin
Villin,

Elongasyon Faktor 1 (EF-1 ), Elongasyon Faktor 2 (EF-2)

Capping Proteinler

B aktin, Acumentin

Aginaktin, Hsc70

Band 4A, Ezrin, Radixin, EM10

B Cap73 (B aktin sadece), Cap 100

Ca G; gCap39; Macrofaj capping protein

Cap Z; B aktin; Cap 32; Cap34; Cap37; Capping Protein f3 2

DNaz I, Schwannomin, Merlin, Tropomoxlalin

Monomer bagh proteinler

Actobiadin

Aktoforin; ADF; Aktin Depolimerize Faktorii, Kofilin, Depaktin; COFI, ABP1p

ASP56

12



Timozin B 4, Timozin B 9; Timozin B 10; Fx
Profilin, PFY1
Vitamin D Bagli Protein (VDBP); Ozel Grup Bilesik;Ge globulin, Ge

Spektrin ailesi

X aktinin; Aktinogelin, Gelaktin

ABP-120

ABP-240

Distonin; ACF7

Distrofin; DMDR Protein; Distrofin baglantili protein(DRP)

Filamin; ABP 280, Aktin Bagli Protein (ABP), Fimbrin, L plastin, T plastin,
ABP -67, Makrofaj 70 kDa Protein

Iyon tastyicilar

ATP hassas K" kanal
CTFR
Na *kanal

Na™, K", ATPaz

Reseptorler

Adenil siklaz birleisk Proteinleri, CAPSrv2p
EGF resptor

Inositol 1,4,5,trifosfat reseptor

Integrin x2

Mineralokortikoid reseptor

Aktin baglayan Motifler

BTS/POZ motif

Kalpolin homoloji domain (CH)
Kofolin homoloji domain
I/LWEQ modiil (F aktin)

SH2 domain

SH3 domain

13



Ozel izoform baglanma
Kalponin

B Cap 73 (sadece P aktin)
Falloidin

Plastin ( B aktin sadece)
Timosin

Aktoforin

Aktin baglayan toksinler, ilaglar ve diger organikler

9 AC (Hidrofobik prop)

Aplitonin A

Otamin O (Katyon analog)
Cisplatin:transplatin

Sitokalasin

DCQ (molekiiler rotor)

Diaminokloro platinyum(II) (aktine DNA i¢in baglanir)
Yaglar

Doksorubisin

Gonyodomin A

Latrankulin, Misakinolid A

Pentoksifilin

SaytofizinlerTolitoksin

Swinholid A

MANS (hidrofobik prob)

Fallotoksinler

Virotoksinler, Fallotoksinler, Difteri Toksini

14

Sirasiyla filamentler farkli diizenlenir fakat aktin baglayan proteinlerin daha

ileri bir grubu tarafindan cap ve paket aktin filamentleri ¢capraz baglanabilir ve ayni

zamanda transmembranda ¢Oziinen sinyal reseptdrleri veya adhezyon tasiyicilar

tizerinden filamentler mebrana baglanir. Dakikadaki filament popiilasyonu igin

Olciilen yar1 dmriiyle aktin iskeleti ¢ogu hiicrede ¢ok dinamiktir. Her aktin monomeri

tutunma ve sokiilme dongiisii boyunca bir molekiil ATP hidrolizini katalizler.

Boylece; ozellikle siirekli hiicre tiirlerinde aktin filament yapida iken karakteristik



15
deseni (immunositokimya tarafindan incelen sabit hiicrelerde ) bu yapilar
olusturan bireysel filamentler siirekli degisir. Aktin filamentlerinin yeni yapisal
birimlerinin gelisimi eskilerin eskilerin sokiiliip yeni yapilarin tutundugu bir dongii
sonucunda gergeklesir. Aktin filamenttlerinin devri ve aktin iskeletinin
organizasyonunu belirleyen aktin baglayan proteinlerin belirli 6zellikleri, hormon,
biiyiime faktorii ve extra hiicresel matrix reseptorler lizerinden g¢evresel sinyaller

tarafindan ve ayn1 zamanda farklilagsmais i¢ sinyaller tarafindan modiile edilir.

Hiicre iskeleti mimarisinin bilinen modiilatorleri kalsiyum iyonlari, pH,
inositol lipidleri ve fosforilasyon igerir. Bu sinyal kanallarinin hedefleri aktin bagh
proteinler olabilir. Ancak aktin, ATPaz dongiislinde niikleotid degisimini engelleyen
veya katalizleyen monomer bagli proteinlerce ve pH'daki veya inorganik fosfat
kosantrasyonunda ki degisim tarafindan modiile edilir ya da aktinin ADP

ribolizasyonu, yerinde fosforillenmesi igin bir kanittir (5).

2.1.2. Aktin Filamentinin Olusumu

Aktin monomerleri kendi aralarinda etkilesip polimerleserek ¢ift sarmal aktin
filamentini olusturur. Filament iki asamada olusur ve aktin monomerleri, Once
gecikme fazinda g¢ekirdek yapiyr olusturmak iizere bir araya gelir. Cekirdek olarak
tarif edilen kalimli bilesik, ancak ili¢ G-aktin molekiiliiniin bir araya gelmesi ile
olusur. Aktin polimerlesmenin 6nemli bir 6zelligide filament uzamasinin yonelim
gostermesidir. Aktin filamentleri yapisal kutuplara sahiptir. Bu kutuplasmanin 6nemli
bir sonucu, filamentin iki ucunun farkli polimerlesme kinetigi géstermesidir. Yapilan
caligmalarda filamentlerin bir ucunun digerine gore daha hizi uzadig goriilmiis ve
uzama hizinin yiiksek oldugu uca pozitif ug, diisiik oldugu uca da negatif u¢ adi
verilmistir (Sekil 2.7). Polimerlesme ile baslayan uzama asamasinda filamentin bir
ucunda monomerlerin birlesmesinin yani sira diger ucta da ayrisma gozlenir. Bu
stirekli birlesme ve ayrigma siirecinde filament yogunlugu ile dengede bulunan
serbest aktin monomerlerinin derisimi, kritik derisim olarak tanimlanir. Sivri ugta
bulunan kritik derisim, sakalli ugtaki aktin monomer derisiminden 12 -15 kat daha

fazla olmasinin yani sira bu oran aktine baglanan proteinlerin c¢esidine gore ya da
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hiicre i¢i kosullara (pH, iki degerlikli tuz derisimi, sicaklik degisimi gibi) bagh
olarak degisir (16). In vivo aktin filamentlerinin uzamasi her zaman pozitif uglardan
gergeklesir. Boylece, filamentlerin pozitif uclarindan spesifik yonelim saglanir ve bu
yonelim de 6zellikle hareket icin gereklidir (12,14,17). Aktin filamentlerinin uzama

ve kisalmasi da ¢esitli aktin baglayan proteinler tarafindan diizenlenir.

Yapilan arastirmaya gore polimerlesme icin gerek duyulan serbest enerji
degerinin 20,5 kcal/mol oldugu bildirilmistir (18). Bu enerji ATP hidrolizi sonucu
ortaya c¢ikar. Aktin filamentinin uzama asamasinda, ATP bagli serbest G-aktin
monomerleri filamente eklendikten sonra F-aktin-ATP bilesigi filamentin hizli
polimerlesen ucunda koruyucu kapak gorevi goriir. ATP’nin hidrolizinin hizla
tamamlanmasi ile F-aktin-ADP-P; bilesigi olusur ve bundan 10 kat daha yavas olarak
Pi aciga cikar (Sekil 1.-6). Boylece, aktin molekiiliindeki yarikta olusan bi¢im
degisikliginden dolay1 ADP, F-aktin-ADP olarak filamentin depolimerlesen ucunda
kalir. Sitozolde ATP derisimi, ADP derisiminden daha fazla bulundugundan dolay1
aktin filamentinin depolimerlesmesi sirasinda, G-aktin-ADP, ADP/ATP degisimi
soncu G-aktin-ATP' ye doniisiir. Aktin filamentindeki bu dinamik kararsizlik,
filamentin sakalli ucuna baglanan kapak proteinler ile durdurulur boylece enerji

tilketimi azalir (16, 19).



DEPOLIMERLESME

ﬁPOLIMERLESMEﬁ

Sekil 2. 6. Aktin filamentin uzamasinmin ATP ile ilgisi (14).

- ‘

Serbest
alt tnite

Polimer igindeki
alt Gnite

Sekil 2. 7.Aktin filamentlerinin uzama yonii (14).
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Ayak degirmesi “Treadmilling”: aciklandigi gibi, bir aktin filamenti pozitif

ve negatif uglarmin uzama hizlan farklidir. [n-vitro sartlarda, hizli aktin
polimerizasyon basamagindan sonra, pozitif uca eklenen ve negatif uctan ayrilan
aktin monomerinin esit oldugu sabit faz gelir. Bu fazda pozitif uca eklenen
(polimerlesme) ve negatif uctan (depolimerlesme) ayrilan monomer hizi esittir. Net
polimer uzunlugunun degismemesi ve aktin monomer konsantrasyonunun
korunmasina ragmen, aktin molekiilleri siirekli olarak filamentin bir ucundan
digerine aktarilirlar. Bu siire¢, ayak degirmesi olarak adlandirilir (12). Ayak

degirmesi polimerlesmesin eslik eden ATP hidrolizi ile miimkiindiir.

2.2 Aktin Baglayan Proteinler

Aktin baglayan proteinlerin Sekil 1.8’ de verilmesine ragmen bu liste tam
degildir. Belirtilen islevsel gruplar, her biri birbirinden ¢ok az farkla ayrilan en az
birkag liye icermekle birlikte, listede sadece birer 6rnek verilmistir. Ayrica, baz1 aktin
baglayan proteinlerin gorevleri tam olarak bilinmediginden bu listeye alinmamuistir.
Heniiz tanimlanmayan aktin baglayan proteinlerin var oldugu da kesindir (11, 20).
Bu proteinler sitoplazmada aktin filamentlerinin 6zellikle yonelim ve konumlarini

diizenleyen proteinlerdir.

Aktin filamentleri ile etkilesen proteinler kasilma proteinleri, sarkomeri
olusturan iskelet proteinleri, interkalar disk proteinleri, hiicre iskeleti proteinleri ve
membrana bagli proteinler olarak smiflandirilabilir. Kasilma proteinleri olarak
anilanlar aktin, miyozin, tropomiyozin ve troponin molekiillerinin etkilesimi, ¢izgili
kasta kimyasal enerjinin mekanik enerjiye doniismesine neden olur. Aktin ve
tropomiyozinin, yapilarindaki yiiklii amino asitlerden dolayr molekiiller arasi
elektrostatik etkilesim iginde oldugu boylece tropomiyozinin, aktine yapisal destek

vererek isleyisini diizenledigi diistiniilmektedir.
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Kasilma islevinde diizenleyici rol oynadig: diistiniilen nebulin’in (500 - 900
kDa) in vitro c¢alismalar sonucunda aktin filamentinin uzanacagi yer icin kalip
olusturdugu ve aktin filamentinin boyunu sabit tuttugu, sinyal iletiminde gorevli

olabilecegi ve miyofilamentleri arafilamentlere baglayabilecegi one siirtilmektedir.

Bu proteinlerden bir kismi aktin filamentlerini birbirine ve hiicre iskeletinin
diger birimlerine baglayarak yapisal gorevleri yerine getirir. Diger bir kismi ise, aktin
filamentlerinin yonelimini dolayisiyla hiicre hareketlerini diizenler. Yo6nelim
mekanizmalarinda aktin filamentlerinin pozitif u¢lart 6nemlidir, proteinler genelde
bu uca tutunur ve aktin monomerlerinin eklenmesini ayarlarlar. Aktin filamentlerinin
negatif uculari polimerlesme ve depolimerlesme siireclerinde kismen inaktif

oldugundan bu ugclarin serbest birakildig: diistintilmektedir (12, 14, 21, 22).
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Sekil 2.8. Omurgali hiicrelerinde bulunan aktin baglayan proteinler (3).
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2.3. Ozgiin Droglarin Aktin Polimerlesmesine Etkileri

Pek ¢ok aktinin monomer ve filamentleri arasindaki dengeyle ilgili oldugu
bilinmektedir. Aktin polimerlesmesinde meydana gelen degisimler genellikle kiigiik
boyutlu ve gegici nitelikli olmalart nedeniyle kolayca belirlenmektedir. Bu
hareketlerin olusumunda aktin polimerlesme ve depolimerlesmenin oynadigi rol, bu
stirecleri belirli basamaklarda durduran, bdylece hiicre hareketllili§ini bozan

droglarin etkisiyle anlagilabilir (12, 14).

Cesitli kiif matarlarindan elde edilen bir metabolit ailesi olan sitokalasinler
(cytochalasin), omurgali hiicrelerin, fagositoz, Sitokinez, hiicre ylizeyindeki
uzantilarin olusumu ve epitel hiicrelerinin yapigmasi gibi pek ¢ok hareketini engeller
(10, 12). Fakat bu droglar, 6zellikle mikrotubullere bagli kormozomlarin mitoz
sirasinda kutuplara ¢ekilmesi ya da kas kasilmasi gibi aktin filamentlerinin kalimli
oldugu hareketleri etkilemez. Ciinkii, sitokalasinler aktin filamentinin hizla uzayan
pozitif ucuna, aktin monomerlerinin baglanmasini engeller ve bu yiizden sadece aktin

polimerlesmenin gerekli oldugu hareketleri durdurur (12, 14, 23).

Phalloidin, Amanita phalloides mantarinin tirettigi ¢ok zehirli bir alkaloyittir.
Sitokalasinlerin tersine, aktin filamentinin kalimlhiligimn arttirir ve depolimerlesmeyi
engeller. Yine sitokalasinlere oranla hiicre membranindan kolayca gecemez, bu
yiizden etkisini gorebilmek i¢in hiicre i¢ine enjekte edilmelidir. Bu gerceklestirildigi
zaman hem amoeba hem de kiiltiirdeki omurgali hiicrelerinde hareketi engelledigi
gortliir (12). Bu da hareket i¢in polimerlesmenin yaninda depolimerlesmenin de

gerekli oldugunu ve bu isteki dinamik dengenin 6nemini gostermektedir (14, 15).

Buna ilaveten, phallodin aktin filamentlerine spesifik olarak baglandigindan,
onun floresan isaretli konjugatlar1 hiicrelerdeki aktin filamentlerini goriintiilemek
icin siklikla kullanilmaktadir (25-27). Ayrica Clostridyum C2 ve Ayota toksini aktin
monomerlerini ADP ribozilleriyle F -aktin olusumunu engeller (28). Difteri Toksini

ise F-aktin iskeletini yikmaktadir (29).



3. GEREGC VE YONTEMLER

3.1. Kimyasal Maddeler

Adenin Tri Fosfat (ATP ) (Sigma)

ADP-riboz (Sigma)

Akrilamid (Sigma)

Amonyum Siilfat (Sigma)

Bis-Akrilamit (N.N'-Metilen-bis -akrilamit)(Sigma)
Brom Fenol Mavisi (Sigma)
Bromokloroindolfosfat (BCIP) (Sigma)

Blue dexran (Sigma)

Bovine serum albumin (BSA) (Sigma)
Ditiyotireitol (DTT) (Sigma)
Deoksiribontiikleaz I (Boehringer Mannheim)

4' 6-diamidino-2-fenillindo (DAPI) (Invitrogen)
DMEM F-12 (Dubelco's medium F-12) (Sigma)
Etilendiamin tetraasidik asit (EDTA) (Merck)
Fenilmetilstilfonilflorid (PMSF) (Sigma)
Ferritin (Sigma)

Glisin (Sigma)

Karbonik Anhidraz

Konalbumin

2-Merkaptoetanol (MET) (Sigma)
Nitrobluetetrazolium(NBT) (Sigma)
Rhodamin-phalloidin (Santa Cruz)

Si1gir serum albumini (BSA) (Sigma)

N°, N°, N°, N -Tetrametiletilendiamin (TEMED) (Sigma)
Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma)

Toluen (Merck)

Tripsin (Boehringer Mannheim)

Triton-X 100 (Merck)

Tween -20 (Sigma), Ovalbumin
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Amonyumpersiilfat (APS), Tris, Sukroz, Methanol, Asetik asit, Triklore asetik asit
(TCA), Aseton, CaCl,, NaN3, KCI, NaOH, KH,PO,4, K;HPO,4, NaHCO3, HCI, MgCl,
ve diger kimyasallar Sigma ve Merck firmalarindan alindi.Gobek kordonu damar
endotel hiicreleri (HUVEC, human umbilical vein endothelial cells) ATTC’den

alindi.

3.1.1. Florofor Isaretli Maddeler

Alexa Flour 594-falloidin (Sigma)

Falloidin TRICH (Sigma)

FITC.Izomerl (Sigma)
N-(iodoacetaminoethyl)-I-naphthylamine-5-sulfonic acid (1,5 AEDANS)
(Sigma)

3.1.2. Kromatografik Maddeler:
Sephacril S-100 (Phamacia)
Sephacril S-200 (Phamacia)

3.1.3. Cihazlar

Mini gel elektroforez tanki (Biometra)

Floresan Mikroskobu (Olympus BX51)
Ultrasantrifiij (Sorval)

Santrifiij (Hettich)

Laminar hava akim cihazi ELB 2472 (Heraus)
Etiiv (Sanyo)

Gel kurutucusu (Model 543) (Biometra)

Sivi sintilasyon cihazi (Tri carb1000 tr,Packard)
Su banyosu (37° C) (Heidolph)
Spektrofotometre (UV 1601 Schimadzu)

Sivi azot tanki (34 XT Taylor -Wharton)
Floresanspektrofotometre (Perkin Elmer LS 45)



Transfer cihazi ( BioRad )
Kromatografi cihazi1 (AktaPrem plus)

Homojenizator.

3.2 Cozeltiler

3.2.1 Fosfat Tamponu (PBS):

4,3 mM NaHPO,
137 mM NaCl
2,7 mM KCI
1,8 mM KH,PO,

3.2.2 Aktin Saflastirma

Fosfat-KCl Cozeltisi:

1000 mM KH,PO,
320 mM KOH
300 mM KCI

G-Aktin Tamponu:

5 mM K-Fosfat, pH:7,5
0,5 mM ATP

0,1 mM CaCl,

05 mM DTT

1 mM NaN;

F-Aktin Tamponu:

5 mM K-Fosfat. pH:7,5
10 mM NaCl
0,5 mM ATP
0,1 mM CaCl,



05 mM DTT
1 mM NaN;
3 mM MgCl,

Depolimerlesme Tamponu:

2 mM K-Fosfat, pH:7,5
0,5 mM ATP

0,1 mM CaCl,

05 mM DTT

I MM NaN;3

1 uM K-EDTA

3.2.3. SDS-PAGE (Poliakrilamid Gel Elektroforez ) i¢in
Kullanilan Eriyikler

Ayirma Jeli (PAGE Alt Jeli):

3 ml 1,5M Tris-HCI, pH:6,8

112,5 pl % 10 SDS

4,83 ml Akrilamid/bisakrilamid (30/0,8 w/w)
30 ul % 10 Amonyum persiilfat

15 ul 6,56 M TEMED

4,08 ml dH0

Yiginlama Jeli (PAGE Ust Jeli):

1,25 ml 1 M Tris-HCI, pH:6,8

50 ul % 10 SDS

0,84 ml Akrilamid/bisakrilamid (30/0,8 w/w)
40 pl % 10 Amonyum persiilfat

20 pl 6,56 M TEMED

3,92 ml dH,0
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PAGE Yiiriitme Tamponu:

3 g Tris

15 g Gilisin

| g SDS

dH0 ile 1000 m1’ye tamamlanur.

PAGE Yiikleme Tamponu:

3 ml 1M Tris-HCL, pH:6,8
1,6 ml % 99 Gliserin

2 ml% 10 SDS
0,4 ml1l4 M MET
0,2 ml % 0,1 Bromfenol mavisi
0,8 mldH,0

Jel Boyama Cozeltisi:

% 0,2 Coomassie parlak mavisi
% 50 Metanol
% 10 Asetik asit

Boya Cikarma Cozeltisi:

% 7 Asetik asit
% 30 Metanol

SDS PAGE'de Kullamilan Molekiil Agirhik Standartlar
Sigir Serum Albumini 66 kDa
ovalbumin 45 kDa

Karbonil Anhidraz 29 kDa



3.2.4 Bagisik Emdrim (Western Blot) icin Kullanilan Eriyikler

TBST (Tris Eriyikli Tuz) Tamponu:

10 mM Tris-HCI, pH: 8,0
150 mM NaCl
% 0,05 Tween-20

Alkalen Fosfataz Substrat Tamponu:

100 mM Tris-HCI, pH: 9,5
100 mM NaCl

5 mM MgCl,

% 0,4 NBT

% 0,4 BCIP

BSA (Sigir Serum Albumini ) Tamponu
TBST iginde % 0,05 BSA eritilerek hazirlanir.

Durdurma Tamponu
20 mM  Tris-HCI, pH: 8,0

5 mM EDTA

Aktarim Tamponu

50 mM Tris-HCI, pH: 8,0
380 mM EDTA

%01 SDS

%20  Methanol

Liziz Tamponu

1mM PMSF

1mM EDTA

% 0,5 Triton-X 100

10 mM  Tris-HCI, pH: 7,5
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3.2.5. Floresan Boyama icin Kullanilan Eriyikler

PBS (Tuz iceren Yikama Eriyigi)
1.44 g/l Na,HPO,2H,0
0,2 g/l KH2PO4
8,0 g/l NaCl

0,2 g/l KCI

800 ml bd su ile ¢oziilerek pH HCI 7,4 olacak sekilde ayarlanarak son

hacim 1 It 'ye tamamlanur.

Sabitleme Tamponu

% 2 Parafolmaldehit PBS eriyigi i¢inde ¢oziiliir

Membran Gegirgenligini Artiran Eriyik
% 0,1 Triton PBS eriyigi i¢inde ¢oziiliir.

Floresan Sinyalin Kalinhgim Artiran Eriyik
% 50 Gliserol
% 50 PBS

28
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3.3 YONTEMLER

3.3.1 Tavsan c¢izgili kas dokusundan aktin saflastirilmasi:

Tavsan ¢izgili kas dokusu ¢ikartildiktan sonra homojenize edilerek agirliginin
3 kat1 kadar fosfat-KCl ¢ozeltisi ile karistirildi. 12 kati hacminde distile su ile
yikandiktan sonra ¢oziilmiis proteinlerden ayristirildi. 5 hacim (0.5 M NaHCO3 ve
0.1 mM CaCl,) icersinde 30 dakika karistirilarak filtre edildi. Uzerine 10 hacim 0 °C
su eklenerek yeniden filtreden silizdiiriilen kas lifcikleri 2 hacim soguk aseton
icersinde 30 dakika karistirilarak tekrar filtreden gecirildikten sonra biiylik
c¢ogunlugu aktin igeren bu karisimdan aseton ugurularak blendirda pargalandi.
Boylece toz aktin “aseton dried powder” elde edildi. Bu asamadan sonra G-aktin ve
F-aktin saflastirilmasina gegilerek 1 gr toz aktin 20-25 ml G-aktin tamponunda (5
mM K-Fosfat pH:7.5, 0.5 mM ATP, 0.1 mM CaCl,, 0.5 mM DTT, 1 mM NaNj3)
¢ozildi. 0.2 um’lik filtreden gegirilen G-aktin icerisine 3 mM MgCl, ve 10 mM
NaCl ilave edilerek 30 dakika oda 1sisinda ve gece boyu 4 OC de polimerlesmesi
saglandiktan sonra 14 °C’de 80.000 x g’de santrifiijlenerek F-aktinler ¢coktiiriildii. F-
aktin peleti depolimerlestirme tamponuna (2 mM K-Fosfat pH:7.5, 0.5 mM ATP, 0.1
mM CaCl, 0.5 mM DTT, 1mM NaN3z, 50 mM Tris-HCI pH:7.4) alinarak cam
homojenlestiricide par¢alandiktan sonra 100.000 xg’de 45 dakika santrifiijlenerek {ist
stvidan G-aktin alindi ve bu kesim 1.6 x 60 cm gel filtrasyon (Sefakril S-100)
kolonundan gecirilerek saflastirildi. Aktin miktart Apgo 1%

hesapland1 (29-30).

= 1.25 esitliginden

Saflastirma asamalar1 icin akis semasi1 (Sekil 3.1) izlendi. Aktin miktari
spektroskopik yontemle (29), saflig1 gel filtrasyon kromatografi ve sodyum dodesil
stilfat gel elektroforezi (SDS-PAGE) ile test edildi (30).
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3.3.2. Gel Filtrasyon Analizi:

Calismada Sefakril S-100, S-200 (1.6 x 60 cm) (GE Healthcare) kolonlar
kullanilarak kromatografi cihazinda (AKTA prime plus) saflastirilan aktinin analizi
yapildi. Kolonun kalibrasyonu konalbumin (75 kDa), ovalbumin (43 kDa), karbonik
anhidraz (29 kDa), riboniikleaz (13.7 kDa), aprotinin (6.5 kDa) varliginda
gergeklestirildi. Kolondan ornekler 0.25 ml ve 0.5 ml olarak toplandi. Calisma G-
aktin ortaminda (5 mM K-Fosfat pH: 7.5, 0.5 mM ATP, 0.1 mM CaCl,, 0.5 mM DTT,
1 mM NaN3) gerceklestirildi.

3.3.3. Elektroforetik Analiz SDS-PAGE

Saflagtirilan aktin, Laemmli yontemine gore sodyum dodesil siilfat (SDS)
poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ile test edildi (29). Western Blot yontemi i¢in
cift tarafl jel ile ¢alisildi. Cam plakalar arasina silikon ayirag yerlestirilerek % 12’lik
ayirma jeli dokiildii. Diizgiin bir jel yilizeyi olusturmak tizere 1 cm’lik su tabakasi
olusturulup 30 dakika polimerlesme i¢in beklendi. Jelin {izerindeki su tabakasi
dokiilerek % 5’lik yigmmlama jeli eklendi. Zaman kaybetmeden, orneklerin
yiiklenecegi kuyulari olusturacak tarak cam plakalar arasina yerlestirildi ve
polimerlesme i¢in beklendi. Elektroforeze verilecek oOrnekler, denatiire edici
(yiikleme) tamponla 1:1 oraminda karistirilip 3 dakika kaynatildi. Elektroforez
aletinin (BioRad) anot ve katot hazneleri yiiriitme tamponu ile dolduruldu. Ornek
yiikkleme sirasinda bir kuyuya da molekiiler agirlik standartlar1 olarak, Fosforilaz b
(M, 97 kDa), BSA (M, 66 kDa), ovalbumin (M, 45 kDa) ve karbonik anhidraz (M, 29
kDa) kullanildi ve bu standartlardan olusan karisim yiiklendi. Yiginlama jeli i¢in 80
Volt, ayirma jeli i¢in 100 Volt gerilim uygulandi. Elektroforez sirasinda kullanilan
isaret boyasi (Brom fenol mavisi) jelin sonuna geldiginde akim kesildi. Jel,
elektroforez aletinden ve iki cam arasindan ¢ikartilarak Coomassie parlak mavsi ile
boyanmaya birakildi. Daha sonra jel, % 7 asetik asit ve % 30 metanol varliginda
fazla boya uzaklastirildi. Paralel olarak aktin Western Blot yontemi kullanilarak da
tespit edilmeye calisildi. SDS-PAGE ile ayrilmis proteinlerin TBS (Tris-buffered
saline) —Tween (TBST) and % 0.5 BSA ile 1 saat islem gormiis nitroseliiloz

(Millipore) membranlara aktarilmasindan sonra aktin-spesifik poliklonal antikor
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(Santa Cruz) ile inkiibe edilerek anti-antikor 1gG eklenmesini takiben 3-amino-

etil- karbonat substrat solusyonu ile durduruldu ( 31).

3.3.4.Viskozimetrik Analiz

Aktin polimerlesme ve depolimerlesmesi Well-Brookfield model L\VTDCP-40
cone/plate dijital viskometrede 24 °C’ ta 1-12 saat aralifinda viskoziteleri dlgiilerek
belirlendi (27). Icersinde 12 pM G-aktin olan drnekler 0.5 ml, icersine 10 mM NaCl
ve 3 mM MgCI; ilave edilen polimerlesme tamponunda (60 rpm de kayma gerilimi
450 s*) santipoise (cp) olarak 6lciildii. Depolimerlesme ise (2 mM K-Fosfat pH:7.5,
0.5 mM ATP, 0.1 mM CaCl, 0.5 mM DTT, 0.001 mM EDTA, 1 mM NaNsj)
varliginda calisild.

3.3.5 G-Aktininin Floresan Isaretlenmesi ve Polimerlesmenin

Izlenmesi

G-aktinin  isaretlenmesinde  substrat olarak N-(iodoacetaminoethyl)-I-
naphthylamine-5-sulfonic-acid(1,5 AEDANS) (Sigma) kullanildi. Tepkime, 60 mM
KCI,1 mM MgCl,, 20 mM Tris-Asetat pH:7,0 igerisine, 0,5/1 mol/mol oraninda
(1,5) AEDANS ve G-aktin 4 °C ta 50 saat karanlikta inkiibasyon sonrasi, 60 mM
KCI, 1 mM MgCl;, 20 mM Tris-Asetat pH: 7,0 igeren diyaliz tamponu igerisinde 2
x 2 saat 4 °C ta karanlikta diyalizlenerek baglanamayan AEDANS uzaklastirildi.
Diyaliz sonrast uyarma dalgaboyu 353 nm, salinim dalga boyu ise 490 nm olarak
ayarlanarak oOrnegin floresans spektrometre (Perkin Elmer LS 45) 0l¢liimi

gerceklestirildi.
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3.3.6 Hiicre Kiiltiiri

Calismada kullanilan HUVEC hiicrelerinde aktin ikeletini goriitiilemek igin
floresan mikroskobu kullanildi. Bunun i¢in hiicreler % 10 PBS ve antibiyotik (100
ug/ml streptomisin ve 100 U/ml penisilin ) igeren DMEM F-12 i¢inde 37 ° C'de
% 5 CO; 'lik kiiltiir ortaminda yetistirildi (32). Kiiltiir siseleri (Flask) ters mikroskola
3-4 giinde bir kontrol edildi. Belli bir yogunluga ulasan hiicrelerden HUVEC
hiicreleri, hiicre kaziyicis1 (cell scraper ) ardimi ile ylizeyden kaldirildi. Hiicreler, 15
ml'lik ucu konik, steril " falcon " tiiplerine aktarildi. 2000 devir/dakika 5 dakika
santrifiijlendi. Satrifiij sonrasi iist fazdaki medyum uzaklastirilarak hiicrelerin {izerine
taze medyum eklendi. Hiicre sayisima gore her bir yeni pasajda yaklagik 1-2 x 10°
hiicre olacak sekilde hiicreler yeni kiiltiir siselerine boliindii. 25 cm? lik flasklar i¢in
5 ml, 75 cm? ' lik flasklar icin 1 ml medyum eklenerek hiicreler kiiltiir ortamina
alindi. Bu sekilde 3-4 giinde bir kontrol edilen hiicrelerden belirli araliklarla yeni

pasajlar yapildi.

3.3.7. Floresan Mikroskobu ile inceleme Hazirhig.

Kullanilacak olan lamlar poli-L-izin ile kaplandi. Temizlenen lamlar 5 dakika
distile su ile % 10 oraninda seyreltilen poli-L-lizinde bekletildi ve 12 saat etiivde

( 60 ° C) kurutuldu.

Boyama isleminin sonunda floresan boyanin kalinligim1 artirmak amaci ile
gliserol-PBS karisimi (% 1) , polifenol diamin; PBS ;Gliserol ( 10 mg, 1 ml, 9 ml)
karisimi ya da gekirdek boyasi olan DAPI 'nin iginde bulundugu ,solmaya karsi
¢ozelti (invitrogen ) kullanildi (5).
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Florofor Uyarilma(nm)  Saliim (nm) Sonme Katsayisi
(x 10> M*tcmt)

DAPI 345 458 27

FITCH 494 518 67

TRICH 554 576 67

Alexa Fluor 594 581 609 90

Tablo 3-1 : Floroforlarin uyarilma salinmim degerleri.

3.3.8. Floresans Mikroskopisi

Floresans mikroskobunda hiicre iskelet yapisinin (aktin filamentlerinin)
goriintiilenmesi, F-aktine baglanan Alexa fluor 595 phalloidin kullanilarak yapildi.
Bu deneyde kullanilacak hiicreler i¢inde yuvarlak lamel bulunan 6 kuyulu hiicre
plaklarina ekildi. Lameller kuyulardan ¢ikarilarak PBS ile yikandi ve membran
gecirgenligini arttirmak amaci ile % 0.1 Triton X-100 / PBS ¢ozeltisinde 30 dakika
bekletildi. Tespit icin % 2 paraformaldehit / PBS ortaminda 1 saat inkiibe edildi ve
sonra boyama islemine gecildi. % 1 PBS-BSA i¢inde bulunan floresan isaretli
phalloidin varlifinda bir saat boyanan hiicreler {izerine boyanin kalimliligini
arttirmak amaci ile % 1 lik gliserol-PBS (mounting” solusyonu) ilave edildi ve lam
ile kapatildi. Olympus BXS51 floresan mikroskobunda hiicrelerin F-aktin iskeleti
uygun filtreler kullanilarak gortintiilendi (33 ).
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4. BULGULAR

4.1 Tavsan Cizgili Kas Dokusundan Aktin Saflastirilmasi

Tavsan ¢izgili kas dokusu ¢ikartildiktan sonra homojenize edilerek agirliginin
3 kat1 kadar fosfat-KCL c¢ozeltisi ile karistirildi.12 kati hacminde distile su ile
yikandiktan sonra ¢ozlilmiis proteinlerden ayristirildi. 5 hacim (0.5 M NaHCOj3; ve
0.1 mM CacCl,) igersinde 30 dakika karistirilarak filtre edildi. Uzerine 10 hacim 0 °c
su eklenerek yeniden filtreden siizdiiriilen kas lifcikleri 2 hacim soguk aseton
icersinde 30 dakika karistirilarak tekrar filtreden gecirildikten sonra biiyiik
c¢ogunlugu aktin igeren bu karisimdan aseton ugurularak blendirda pargalandi.
Boylece toz aktin “aseton dried powder” elde edildi. Bu asamadan sonra G-aktin ve
F-aktin saflastirilmasina gegilerek 1 gr toz aktin 20-25 ml G-aktin tamponunda (5
mM K-Fosfat pH:7.5, 0.5 mM ATP, 0.1 mM CaCl,, 0.5 mM DTT, 1 mM NaNj3)
¢ozildi. 0.2 pm lik filtreden gegirilen G-aktin igerisine 3 mM MgCl, ve 10 mM
NaCl ilave edilerek 30 dakika oda 1sisinda ve gece boyu 4 °C de polimerlesmesi
saglandiktan sonra 14 %C>de 80.000 x g’de santrifiijlenerek F-aktinler ¢oktiirtildii. F-
aktin peleti depolimerlestirme tamponuna (2 mM K-fosfat pH:7.5, 0,5 mM ATP, 0,1
mM CaCl, 0,5 mM DTT, 1 mM NaNsz, 50 mM Tris-HCI pH:7.4) alinarak cam
homojenlestiricide parcalandiktan sonra 100.000 x g’de 45 dakika santrifiijlendi. Ust
stvidaki G-aktin 1 x 80 cm gel filtrasyon (Sefakril S-100) kolonundan gegirilerek
saflagtirildi. Aktin miktar1 Aygo = 1.25 esitliginden hesaplandu.

4.2. Gel Filtrasyon Analizi

Calismada Sefakril S-100 (1.6 x 60 cm) (GE Healthcare) kolon kullanilarak
kromatografi cihazinda (AKTAprime plus) daha once saflagtirilan G-aktinin analizi
yapildi. Kolonun kalibrasyonu konalbumin (75 kDa), ovalbumin (43 kDa), karbonik
anhidraz (29 kDa), riboniikleaz (13.7 kDa) varhiginda gergeklestirildi. Kolondan
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ornekler 0.5 ml olarak toplandi. Calisma G-aktin ortaminda gergeklestirildi.
Saflagtirilan G-aktinin oldukga saf oldugu gozlendi. (Sekil 4.1)

mAu ok

35

Conalbumin 75.000 kDa

30

Ovalbumin 43.000 kDa
Ribonuclease 13.700 kDa

25

20

Carbonic
Anhydrase
29.000 kDa

Aprotinin 6.500 KDa

L L L L B a0 ) B bt L B L B B 0 0 ) LB L0 LB BB 1
50 40 -30 -20 -10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Sekil 4.1.a . Sefakril S 200 kolonunun kalibrasyonu

— v
mAuU

110
100—2 Aktin (45.000 kDa)
903
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50
403
30
203
104

-10
205
-30

Sekil 4.1.b Sefakril S 100 kolonunda aktin (42.000 kDa). Akis hiz1 0.6 ml/dak.

Ornek hacmi 1 ml.

ml
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4.3.Elektroforetik Analiz

Elde edilen aktinin saflik analizi Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamit gel
elektroforezi Laemmli yontemi kullanilarakta yapildi. Western Blot yontemi i¢in ¢ift
tarafli jel ile galisildi. BSA (M, 66 kDa ), ovalbumin (M, 45 kDa ) ve karbonik
anhidraz (M, 29 kDa) molekiiler agirlik standartlari olarak kullanildi. Proteinler
Coomassie Brillant Blue ile boyandi. % 7 asetik asit ve % 30 metanol varliginda

boya cikarilarak proteinler goriintiilendi. (Sekil 4.2)

66 kDa —

45 kDa —

29 kDa —

Sekil 4.2. Aktin safliginin SDS-PAGE elektoforezi ile analizi

A. Markirlar (5 ug),

B. Aktin (1 ug)
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4.4 Aktinin Western Emdrim Yontemiyle Goriintiilenmesi

Elektroforez islemi sonrasi, diger taraftaki boyanmamis gel; nitroseliiloz
membran ve 3MM Whatman filtre kagitlar1 arasina yerlestirildi. Olusturulan sandvig;
aktarim tamponu ile doldurulmus tanka (transblot) yerlestirildi. 63 volt gerilimde 16
saat gerceklestirilen aktarim isleminden sonra nitroseliilloz membran; 6zgiin olmayan
baglanmalar1 6nlemek i¢in % 0,5 BSA iceren Tris tamponlu tuz ¢ozeltisi (TBST) ile
oda sicakliginda 2 saat ¢alkalanarak doyuruldu. Membran; TBST ¢ozeltisi ile iki kez
yikandiktan sonra monoklonal anti-diphtheria toxin (FA) antikoru igeren iist siv1 ile
oda sicakliginda bir saat ¢alkalandi. Membran TBST ¢ozeltisi ile 3 kez yikand.
Alkalen fosfatazla birlesik fare karsiti immunglobulin 500 kez sulandirilarak ortama
ilave edilerek membran 1 saat oda sicakliginda calkalanarak bekletildi. Tekrar TBST
¢ozeltisi ile 3 kez yikandi. Alkalen fosfataz substrati BCIP (150 ug/ml) ve NBT (300

pg/ml) substrat tamponu iginde ¢oziildiikten sonra membran bu ortama alinarak oda

sicakliginda, karanlikta c¢alkalanarak bantlarin olusmasi saglandi. Membran 20 mM

EDTA igine alinarak tepkime durduruldu (Sekil 4.3 ).

—1 =2

kDa

aktin

Sekil 4.3 Bagisik Emdrim Yontemiyle Belirlenen Aktin. 1. Siitun SDS-PAGE G-
aktin (5 ug), 2. siitun membana aktarim sonras1 anti-aktin varliginda bagisik emdrim

analizi.
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4.5. G-aktinin Floresan Isaretlenmesi

G-aktinin  isaretlenmesinde  substrat olarak  N-(iodoacetaminoethyl)-I-
Naphthylamine -5-sulfonic acid (1,5 AEDANS) (Sigma) kullanildi. Tepkime, 60
mMKCI, 1 mM MgCl, 20 mM Tris-Asetat pH: 7,0 igerisine, 0.5 /1 mol/mol oraninda
(1,5) AEDANS ve G-aktin 4 °C’ta 50 saat karanlikta inkiibasyon sonrasi, 1 mM
KCI, 1 mM MgCl;, 20 mM Tris-asetat pH: 7,0 i¢eren diyaliz tamponu igerisinde 2 x
2 saat 4 °C’de karanlikta diyalizlenerek baglanmayan AEDANS uzaklastirildi.

Diyaliz sonras1 uyarma dalgaboyu 353 nm, salinim dalga boyu ise 479 nm
olarak ayarlanarak 6rnegin floresans spektrofotometre (Perkin Elmer LS 45) dl¢timii
gerceklestirildi (Sekil 4.4). Cozeltideki aktin miktarinin artisina bagh olarak floresan
verimin {i¢ kat artig1 buna bagli olarak polimerlesmede artis oldugu saptandi. (Sekil

4.5)

G-aktin Emisyon Spektrumu
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Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.4. G-aktin emisyon spektrumu
Eksitasyon 353 nm, emisyon 479 nm.
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FA ile G-aktin Polimerizasyonu

70 r

Floresan Verim

10 r

0 50 100 150 200

zaman (dakika)

Sekil 4.5. Aktin polimerlesmesine FA’nin etkisi. (¢-+), G-aktin (5 uM); (m-m), G-
aktin (2 uM) ; (A -A), G-aktin (1 uM); (x-x), G-aktin (0.5 uM); (-), G-aktin (0.1
uM).

4.6 Aktin Polimerlesme ve Depolimerlesme Kinetigi

G-aktin polimerlesmesi ve depolimerlesmesi viskozite dl¢timleri ile arastirildi.
G-aktin derisimi 5 mg/ml olarak belirlendi. G-aktin polimerlesme kosullarinda
viskozite (m) 12 saat siire sonunda 0.9’ dan yaklasik 1.45 santipozeye (cp) kadar
yiikseldi (Sekil 4.6). Aymi sekilde 12 uM F-aktinin zaman igerisindeki parcalanmasi
vizkozite Olclimleriyle saptandi viskozitede zaman icersinde 1.3 ten 0.7 diizeyine

kadar indi. (Sekil 4.7)
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1,451

1.3

1.1

09 & )

t (dakika)

Sekil 4.6. G-aktin polimerlesmesinin viskometrik analizi. Inkiibasyonlar
polimerlesme ortaminda belirli zamanlarda gergeklestirildi. (A-A), G-aktin (250
(g) ; (m-m), G-aktin (200 [Jg); (e-e), G-aktin (150 [g); ([J-0), G-aktin (100
[1g); (»-+), G-aktin (50 [Ig). 0.9 cp G- aktin i¢in 6l¢iilen viskozite degerine karsilik
gelmektedir.
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cp

D,B 1 1 1

t (saat)

Sekil 4.7. F-aktin depolimerlesmesinin viskozimetrik analizi F-aktin
kalimliginin viskozite 6l¢iimleri ile arastirildi. Grafik viskozite (santipoze) cinsinden
zamana kars1 ¢izildi. Inkiibasyonlar depolimerlesme tamponunda belirli zamanlarda
gerceklestirildi. (m-m), Polimerlesme ortaminda F-aktin (20 pmol), (e-+), F-aktin
(20 pg); ); (A-A), F- aktin (100 ug); (e-e), F- aktin (200 ug); (x-=), F- aktin (300
ug). 0,8 G- aktin igin 6l¢iilen viskozite degerine karsilik gelmektedir.
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4.7. Hiicrelerin Cogaltilmasi:

Calismada kullanilan HUVEC ve 3T-3 hiicreleri % 10 FBS ve antibiyotik
(100pg/ml streptomisin ve 100 U/ml penisilin ) iceren DMEM F-12 i¢inde 37 C° da ve
% 5 CO2 “li kiiltiir otaminda yetistirildi.

4.8. Hiicre Ici Aktin Iskeletinin Gériintiilenmesi

Hiicrelerde aktin iskeletini goriintiilemek i¢cin HUVEC’ler (insan gobek kordonu
endotel hiicreleri) ile calisilmasi uygun goriildii. 2 ml DMEM F-12 ortaminda 6' lik

kuyulardaki lameller {izerine 1 giin dnceden ekilen hiicrelerin yapismasi saglandi.

Hiicreler F-aktine baglanan "Alexa fluor 595 phalloidin" (Afp) ile isaretlendi.
Hiicre iskeletinin boyanmasina yonelik yapilan bu ¢alismada ilk olarak PBS tamponu
ile yitkama islemi sonras1 membran gegirgenligini arttirmak amaci ile 30 dakika % 0,1
Triton-X-100 PBS ortaminda bekledildi. Tespit ¢ozeltisi (% 2 paraformaldehit — PBS)
ile 1 saat bekletmeden sonra hiicreler % 1 PBS-BSA igeren Afp ile oda sicakliginda 1
saat siire ile boyandi. Boyama isleminin bitiminde floresan boyanin kalimliligim
artirmak amaciyla lamellerin iizerine % 1 lik gliserol-PBS ¢ozeltisi uygulanarak lam
tizerine yapistirildi. Olympus BX51 floresan mikroskobu ile yapilan incelemelerde
uygun biiylitme imersiyon ortaminda ve uygun filtre kullanilarak aktin iskeleti
goriintiilendi. (Sekil 4.8). Ayrica hiicre ¢ekirdegide DAPI ile boyanarak goruntiilendi
(Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. HUVEC hiicrelerinde aktin iskeletinin floresan mikroskobunda

goriintlilenmesi.

Sekil 4.9. HUVEC hiicrelerinde aktin iskeletinin ve c¢ekirdegin (mavi) floresan

mikroskobunda goriintiilenmesi.
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5. TARTISMA

Bu calismada tavsan ¢izgili kas dokusundan aktin saflastirildi. Miktar analizi
spektrofotometrik ve ELISA yontemiyle belirlendi. Kalitesi, elektroforez,
kromatografi ve immiin-blot teknikleriyle saptandi. ATP varliginda F-aktine
dontisim (polimerlesme) floresan isaretleme, vizkozite ve ultrasantriifiijleme gibi
teknikler kullanilarak yapildi. Amanitia phalloides mantarindan elde edilen falloidin
aktin flamentlerine baglanmaktadir. Falloidinin floresan konjugatlar1 hiicre i¢i aktin
filamentlerinin goriintiilenmesinde sik¢a kullanilmaktadir (25-27). Benzer yontemle

HUVEC hiicrelerinde F-aktin iskeleti floresan mikroskopta gosterildi.

Aktin Okaryotik hiicrelerdeki en yaygin olarak bulunan proteinlerden biridir.
Kas hiicrelerinde total proteinin % 20 si normal hiicrelede % 5’1 aktin proteinidir (4).
Aktin, evrimsel olarak, tiirler arasinda en iyi korunmus proteinlerden biridir Alg ve
insan hiicresindeki aktin proteinler aminoasit igerigi ve dizilimi agisindan
birbirlerinden % 5'ten daha az farklilik gostermektedir (1). Fizyolijik ortamda,
magnezyum ve ATP varliginda, G-aktin ¢Oziiniirliigi olmayan F-aktin olarak
adlandirilan, bir ¢ift zincir filamenti olusturacak bi¢cimde polimerlesir. yine bazi
proteinler F-aktine baglanip depolimerlesmeyi engelleyebilir. Aktin, hiicrede ayni
anda hem globiiler aktin (G-aktin) olarak monomerik yapida, hem de ipliksi aktin (F-
aktin) olarak polimerik yapida bulunabilen tek proteindir (6). Hiicrede biyolojik
etkinlige sahip olan aktin ipliksi aktindir (1). Okaryotik hiicrelerinde mevcut aktin
molekiillerinin yaklasik % 50°si F-aktin sekilde bulunur. Polimerlesmemis bu
aktinler, ya serbest monomer halinde ya da bazi proteinlerle kii¢iik kompleksler
halindedir. F-aktin/G-aktin molekiilleri arasinda dinamik bir denge vardir. Bu
dinamizm hiicre ylizey hareketide dahil pek cok hiicresel islevin gergeklesmesine
yardim eder (12,13). Aktin polimerlesmenin &nemli bir &zelligi de filament
uzamasinin yonelim gostermesidir. Aktin filamentleri yapisal kutuplara sahiptir. Bu
kutuplagsmanin 6nemli bir sonucu, filamentin iki ucunun farkli polimerlesme kinetigi
gostermesidir. Yapilan ¢aligmalarda filamentlerin bir ucunun digerine gére daha hiz1

uzadigr gorlilmiis ve uzama hizinin yiiksek oldugu uca pozitif ug, diisiik oldugu uca
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da negatif u¢ adi verilmistir ( 14). Aktin filamentlerinin negatif uculari kismen

inaktif oldugundan bu uglarin serbest birakildig diisiiniilmektedir (12, 14, 21, 22).

Organizmada 6nemli islevleri olan aktin bu islevleri yerine getirebilmek igin
hiicre iskeleti ve bazi membranlarin olusumunda biiyiik rol oynamaktadir. Aktin
filamentlerinin ii¢ boyutlu yapisi ve bu yapiya etkili kosul ve faktorler yaygin
bicimde incelenmektedir. Hiicre iskeleti ya da plazma membrani ile dogrudan iliskisi
olmayan bazi proteinlerin de aktin monomer ve filamentlerine baglandig:
bildirilmistir (11,20). Bu etkilesimler aktin organizasyonunda diizenleyici rol
almaktadir. Canli organizmada aktin, yapisal bir protein olmanin digsinda hiicre
hareketi, kas kasilmasi, hiicre gogii gibi isleyislerle hiicrede mekanik siirecleri
diizenler. Hiicrede ayrica aktin, hiicre i¢i sinyal iletimi ve cesitli maddelerin
taginmasi ile enzimatik etkinligin diizenlenmesi gibi ¢ok temel gorevler {iistlenir.
Hiicredeki isleyise gore aktin molekiilii sitoplazmada ki ¢esitli proteinlerle etkilesime
gecerek filament ag1, filament demetleri ya da filament iskeleti olusturur. Hiicre i¢i
baz1 proteinlerin trafiginin diizenlenmesinde o6zellikle hiicre iskeleti proteini (F-
aktinin) rol aldig1r bilinmektedir. Yapisal proteinlerden aktin filamentinin yogun
olarak bulundugu kalp kasinda da infeksiyonu izleyen siiregte, miyotoksik etkinin

ortaya ¢iktig1 belirtilmistir (34).

Polipeptid uzamasi sirasinda ribozomal translokasyondan sorumlu olan eEF-
2’nin aktin ile etkilesime girdigi gosterilmistir (BEKTAS, 1994., 1998., 2004). Baz1
toksinler ve droglar (sitokalasinler, phallodin ve difteri toksini) aktin filamentlerine
spesifik olarak baglanirlar. Sitokalasin D aktin iskeletini kirar (10,12), falloidin ise
sabitler. Difteri Toksini ise F-aktin iskeletini yikmaktadir (29). Ayrica Clostridyum
C2 ve Ayota toksini aktin monomerlerini ADP ribozilleyerek F-aktin olusumunu
engeller (28). Tiim bu etkilesimlerin analizi ve aktin dinamigindeki degisimlerin

gosterilebilmesi icin 6n deneyler bu calismayla yapilarak oturtulmus bulunmaktadir.
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