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OZET

Catalgol, B. (2009). Cilt Fibroblast Hiicrelerinin UV Kaynakli Hasarinda Protein
Oksidasyonu ve Protein Regiilasyonunun Roliiniin Incelenmesi. Istanbul Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmasétik Toksikoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Fotohasar ultraviyole radyasyonun (UVR) sonuglar1 olan ciltteki degisiklerle boy
gosteren ¢ok yonlii bir problemdir. UVR’un en yaygin ve bilinen kaynag1 giinestir ve
glines 15181 diinya ylizeyine ulagsan baslica bileseni ultraviyole A (UVA)’dir. UVA
hasarinin en 6nemli mekanizmalarindan birisi 6zellikle singlet molekiiler oksijen olmak
iizere reaktif oksijen tiirlerinin olusumudur ki bunlar insan cilt fibroblast hiicrelerinde
matriks metalloproteinaz-1 (MMP-1) gibi genlerin ekpresyonunu indiikler. Doku
inhibitér metalloproteinaz-1 (TIMP-1) ile dengesiz olarak MMP-1 ekspresyonunun
artis;, bag dokusunun bozulmasma yol agar ve fotohasarda olusan gozle goriliir

degisiklikler i¢in muhtemel mekanizmadir.

Bu ¢alismada, protein oksidasyonu ve siddetli protein oksidasyonu ile olusan proteazom
inhibisyonunun UV A radyasyona cevap olarak MMP-1 ekspresyonunu indiikledigi
gbzlenmistir. Ayrica proteazom inhibisyonunun MMP-1 ekspresyonunda rol oynayan
muhtemel transkripsiyon yolaklarindan (avian sarkom-17) c-jun ve fosforile c-jun (pi-c-
jun) akiimiilasyonu ve takiben aktivator protein-1 (AP-1) aktivasyonuna neden oldugu
saptanmistir. Proteazom inhibisyonunun rolii capraz-bagli proteinler, proteazom
inhibitorii laktasistin ve proteazom, metiyonin siilfoksid rediiktaz (Msr) overeksprese
hiicrelerle  dogrulanmistir.  Sonuglar  siddetli oksidasyon sonrasi proteazom

inhibisyonunun UV A sinyal cevabinda 6nemli rolii oldugunu gdstermektedir.
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ABSTRACT

Catalgol, B. (2009). Protein oxidation and protein regulation in UV induced damage of
skin fibroblast cells. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of

Pharmaceutical Toxicology. Doctoral Thesis. Istanbul.

Photodamage is a multifaceted problem which refers to changes in the skin that are the
results of ultraviolet irradiation (UVR). Sun is the most prevalent, well known source of
UVR and the major component of sunlight that reaches the earth’s surface is the
ultraviolet A (UVA) region. One of the most important mechanisms in the UVA
damage is the generation of reactive oxygen species especially singlet molecular oxygen
that mimics the induction of the expression of genes such as matrix metalloproteinase-1
(MMP-1) in human dermal fibroblasts. The imbalanced overexpression of MMP-1 with
respect to tissue inhibitor metalloproteinase-1 (TIMP-1) leads to breakdown of

connective tissue and is the possible mechanism for visible changes in photodamage.

In the present study, we observed that protein oxidation and consequently proteasome
inhibition caused by severe protein oxidation mediates the upregulation of MMP-1
expression in response to the stimulation of UVA irradiation. We also found out that
the proteasomal inhibition led to c-jun and phosphorylated c-jun (pi-c-jun) accumulation
and consequently activator protein-1 (AP-1) activation which are possible transcription
pathways play role in MMP-1 expression. We also confirmed the role of proteasome
inhibition by using cross-linked proteins, proteasome inhibitor lactacystin and
proteasome, methionine sulfoxide reductase (Msr) overexpressed cells. The results
demonstrate that proteasome inhibition following severe oxidation has a crucial role in
the signal response of UVA.

Key Words: Ultraviolet A, protein oxidation, proteasome, matrix metalloproteinase-1,
c-jun

In the present study, the part took place in Stuttgart Hohenheim University was
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1. GIRIS VE AMAC

Solar UV A radyasyon insan cildinde in vivo olarak ve cilt hiicrelerinde in vitro
olarak gerceklesen maruziyetlerde ¢esitli sinyal mekanizmalarmin indiikleyicisidir. Bu
mekanizmalardan en onemlisi ekstraseliiler protein degradasyonuna neden olan ve bu
yolla ciltte hasara neden olan matriks MMP-1 ekspresyonunda meydana gelen artistir.
Bu artista, biyokimyasal yolak agisindan bakildiginda indiikleyici ilk basamak olarak
UVA radyasyonun neden oldugu singlet oksijen radikalinin rolii 6n planda
tutulmaktadir. Singlet oksijen radikali olusumunun, oksidatif stresi takiben aktivator
protein-1 gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna ve ardindan MMP-1
ekspresyonu artisina neden oldugu bilinmektedir. Fakat bu sinyal modelinde, singlet
oksijen olusumu ile transkripsiyon faktorii AP-1 aktivasyonu arasindaki yolak tam

olarak aydinlatilamamustir.

Bu konuda kollajen degradasyonunun yer aldigi cilt dermis tabakasindaki
fibroblast hiicrelerinde okside protein olusumu ilgi odagidir. Normal kosullar altinda,
okside proteinler proteazom enzimleri tarafindan degrade edilmektedir. Proteazom
enzimleri, 6zellikle sitozol ve ¢ekirdekte lokalize olmustur. Proteazomal sistemde 20S
proteazom olarak bilinen ana yapi, ¢esitli peptidler tarafindan regiile edilmektedir, fakat
ayni zamanda hicbir regiilator olmadan da proteinleri degrade etme 6zelligine sahiptir.
Bir¢ok hastalik ve oksidatif hasar durumlarinda, proteazom aktivitesinin azaldigi
gozlenmistir. Proteazom aktivitesi inhibisyonunda da baglica sebebin protein

oksidasyonu sonucu protein agregatlarinin olusumu oldugu diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismada amacimiz, cilt fibroblast hiicrelerinde UV A radyasyon hasarinda
singlet oksijen kaynakli mekanizmayla protein oksidasyonu olusumunu ve proteazom
aktivitesindeki  azalmayr gozlemlemektir. Bu sekilde intraseliiler protein
degradasyonunun azalmasi ile transkripsiyon faktori AP-1 ve kollajen
degradasyonunda gorevli enzim olan MMP-1 ekspresyonlar1 arasinda baglanti

olusturarak UV A kaynakli hasarda 6nemli rolii olan bir yolag1 aydinlatmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ultraviyole A Toksisitesi
Fotobiyoloji, biitlin elektromanyetik spektrumdaki enerjilerin yan etkilerini ele
alan ¢ok sayida disiplini kapsamaktadir. Bu enerjilerin icerisinde UVR bir¢ok alanda
kullannmiyla giinliik hayatta en c¢ok karsilasilan sekildir. UVR’un en yaygin ve iyi
bilinen kaynagi giinestir ayrica fototerapi ve fotokemoterapi de potansiyel kaynaklar

arasindadir (Tyrrell 1996).

UVR, 200-400 nm arasinda uzanan 1s1k dalga boylar1 spektrumudur. Ultraviyole
C (UVC), 200-290 nm arasinda olan ve UVR arasinda en kuvvetli olamidir. UVC,
diinyay1 saran atmosferde tamamiyla absorbe oldugu icin yerylizii yiizeyine
ulasmamaktadir. UVC radyasyonun giinliik hayatta diger baslica kaynaklari; hastane
operasyon odalarinda kullanilan antiseptik lambalar, doku ve hiicre kiiltiirii kabinleridir.
Ultraviyole B (UVB), 290-320 nm arasinda olan ve diinya ylizeyine ulasan en kuvvetli
ultraviyole 1s1iktir. UVA, 320-400 nm arasindadir ve UVB radyasyondan yaklasik 1000
kat daha zayiftir. Fakat diinya ylizeyine UVB radyasyona oranla 100 kat daha fazla
ulagmaktadir (Tyrrell 1996).

Ozon tabakasi, 1980’lerden beri gosterdigi incelme ile ilgileri iistliine ¢ekmistir.
Cevre koruma acentesi (EPA), ylizy1l basina ozon tabakasindaki incelme oranmi %8
olarak hesaplamaktadir. Ozon atmosferde UV 15181n baslica absorbanidir ve UVC 15181n
tamamiyla diinya yiizeyine ulasmasini bloke ederken, UVB 15183 %95’ini ve UVA
1518 %5 gibi ¢ok az bir kismini bloke etmektedir. Ozon tabakasi inceldiginde,
yeryiiziine ulagsan UVB 15181n artmasiyla cilt kanseri riskinin artacagi ileri siiriilmektedir

(Coldiron 1992).

Solaryum gibi yapay UVR kaynaklarini bronzlasmak amagl kullanan bireyler
UVR toksisitesine karsi ¢cok biiyiik risk altindadir. Bircogu bronzlasmis cildin daha
sagliklt ve geng goriinlime sebep oldugunu diistinmektedir. Halbuki tam tersine, UVR

cildin daha hizli yaslanmasini tetiklemektedir.

Insanlar1 giinese karsi daha hassas olmalarini saglamanin en biiyiik zorlugu,
UVR kaynakli etkilerin hemen farkedilir sekilde olmamasidir. Giinesten korunma

aliskanlig1 ¢ocukluktan oturtulmalidir ve giines koruma faktorii en az 15 olan kremlerin



18 yasma kadar ciddi bi¢imde kullanilmasi cilt kanseri ihtimalini %78 azaltmaktadir

(Truhan 1991).

Genellikle insanlar, minimal eritem dozlarinin (MED) 4 kat1 dozda giines 1s181na
maruz kaldiklarinda agrili giines yaniklariyla karsilasirlar. MED, 24 saat igerisinde tek
tip eritem olusumuna yetecek kadar minimum enerji miktaridir. 8 kat MED maruziyeti,
deride su toplanmasma neden olmaktadir. Yapilan bir ¢alismada, MED’un New
Jersey’de haziran ayinda giin ortasinda 10-35 dk arast maruziyete denk oldugu

bildirilmistir (Taylor ve ark. 1990).

2.2. Ciltte UVA Radyasyonun Etkileri

Cilt, solar UVR gibi hasar verici cevresel faktorlere karsi viicudun ilk
savunmasidir. Cildin UVR’a cevaplari olarak, D vitamini sentezi, eritem, sitokin tiretimi
artis1 ve melanizasyon sayilabilir. Cilt epidermis, dermis ve subkutis olmak {izere {i¢ ana
tabakadan olusmaktadr. Sekil 2.1°de goriildiigii gibi dermis epidermisin altinda
bulunmakta ve epidermisin koruyucu dis tabakasi i¢cin mekanik destek saglamaktadir.
Cildin tabakalarina bakildiginda 151g1n dalga boyu biiyiidiik¢e ciltte daha derinlere niifuz
edebilir. UVB, UVA’ya oranla daha diisiik dalgaboyunda oldugu i¢in UV A kadar derine

yani, dermis tabakasina kadar penetre olamaz (Sekil 2.1).
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Sekil 2-1: Cildin tabakalarinda UV penetrasyonu



UV radyasyonun ciltte olusturdugu fotohasar, kompleks ve cok yonlii bir
problemdir. Molekiiler ve biyokimyasal diizeyde meydana gelen degisiklikleri, cilt
yapisinda gozle goriiliir klinik degisiklikler takip etmektedir.

Kronik UV maruziyetiyetinden kaynaklanan ciltle ilgili hasarlardan biri olarak
bazal hiicre karsinoma ve skuamoz hiicre karsinomay1 (SCC) igeren non-melanoma cilt
kanseri (NMSC) gosterilmektedir. Bunlar en ¢ok karsilagilan kutan6z bozukluklardir ve
insanda goriilen en yaygin kanser tipleridir (Weinstock 1994). Bazal hiicre kanseri,
karsilagilan giines 1s181yla paralel olarak diinya capinda en sik goriilen kanserdir
(Chuang ve ark. 1990). Bu tipe analog olarak, SCC’da da risk faktorii uzun stireli UVR
maruziyetidir. Psoralens ve UVA (PUVA) ile muamele gérmiis hastalarda yapilan
calismada, UVA ve SCC arasinda direkt baglanti oldugu ispatlanmistir. SCC olusma
riskinin PUVA ile tedavi edilmis hastalar i¢in 30 kat fazla oldugu gézlenmistir (Kwa ve
ark. 1992). Yapilan bir calismada non-melanoma cilt kanserinin %80’inin 50 yas
istliinde ortaya c¢iktigi gosterilmistir. Bu da bu hastaligin gelisimi i¢in hayat boyu
kiimiilatif giines 1511 maruziyetinin direkt etkili oldugunu ispatlamaktadir (Vitasa ve
ark. 1990). Ayrica UVR ve habis melanoma iligkisini destekleyen kanitlar da mevcuttur
(Austoker 1994; Garland 1992; Skolnick 1991; Mawn ve ark. 1993).

Melanoma genellikle deride bulunan pigment hiicreleri olan melanositlerin
kontrolsiiz liremesiyle olusan habis tiimordiir (Jerant ve ark. 2000; Horner ve ark. 2008).
Her yil diinya capinda genellikle erkeklerde ve beyaz tenlilerde olmak tizere 160.000
yeni melanoma vakasi teshis edilmekte (Parkin ve ark. 2005) ve giinesli iklimde
yasayan popililasyonlarda daha yogun olarak goriilmektedir. Diinya saglik orgiitii
(WHO) raporuna gore her yil 48.000 melanoma kaynakli 6liim meydana gelmektedir
(WHO 2006). Melanoma olusumu i¢in yapilan risk analizindeki dnemli faktorler, giines
1s1gma maruziyet siire ve sikli§ini, giinese maruziyetin hangi yaslarda meydana

geldigini ve derideki pigmentasyonun derecesini kapsamaktadir.

UVR sonras1 gozle goriniir klinik degisiklikler, ince ve kalmn kirigikliklari,
sarkma, benekli pigmentasyon, telangiektasia ve purpurayr kapsamaktadir. UVR’un,
ciltte meydana gelen siiregsel yaslanma ile olusan degisikliklerin %90’ indan sorumlu

oldugu tahmin edilmektedir (Tyrrell 1996).

Eritem, UVR’un hizla olusan baslica klinik belirtisidir ve vazodilatasyonun bir

sonucudur. Ciltte eritem olusumunu belirleyen faktorler, UVR dalgaboyu ve sahsin cilt



tipi ve pigmentasyonudur. Eritemojenik dalgaboylari olarak 250-290 nm aralig en etkili
bulunmus ve dalgaboyu arttikca etkinin azaldig1 gozlenmistir (Freeman ve ark. 1989).
UVA radyasyon, UVB’ye oranla eritem olusumunda 1000 kat daha az etkili olmasina
ragmen, yeryiiziine UVB’ye oranla 10-100 kat daha fazla oranda ulasir ve kiimiilatif
etki ile eriteme neden olur. UVA maruziyetinden sonra olusan eritem bifaziktir.
Radyasyon sonrasi hizla belirir, 4 saatte azalir ve 6-24 saat arasi tekrar artig gosterir

(Diffey ve ark. 1987).

UVR, epidermal melanin pigmentasyonunda artisa neden olmaktadir. Melanin
foto-oksidasyonu ve melanositlerin igerisinde yer alan melanozomlarin dendritlere
dagilimindan kaynaklanan pigment koyulasmasma UVA ve goriiniir 151k sebep

olmaktadir.

2.3. Hiicresel ve Molekiiler Diizeyde UVA Radyasyonun Etkileri
Hiicresel diizeyde, UV enerji absorpsiyonunun ardindan, bazi kimyasal
degisiklikler meydana gelir ve serbest radikaller olusabilir. Bu radikal olusumu ile

cesitli genlerin ekspresyonlar etkilenir.

Ozellikle karsinojenik etkilerde rol oynadig: diisiiniilen molekiiler olaylar, p53
timor baskilayicit geninin mutasyonunu (Ford ve ark. 1994; Nagano ve ark. 1993;
Tornaletti ve Pfeifer 1994) ve protoonkojen indiiksiyonunu (Roddey ve ark. 1994)

kapsamaktadir.

UVR, viicutta kromofor olarak adlandirilan bir¢ok hiicresel bilesen ile etkilesir.
Deoksiribo niikleik asid (DNA) bu bilesenlerin baslicas1 olarak bilinmektedir. DNA’ya
olan etki artan dalgaboyuyla azalmaktadir. DNA’nimn UVR maruziyeti ile olusan baglica
foto-tirtinler; siklobiitan primidin dimeri, pirimidin (6-4) primidon, adenin dihidrodimer,
timin-adenin dimeri, sitozin fotohidratlaridir (Gasparro ve Fresco 1986; Mitchell ve ark.
1991). UVA radyasyon, bahsedilen foto-iiriinlerin olusumunda ¢ok etkili degildir ve
DNA hasarmni genellikle tek zincir kirilmalar1 (single strand break, SSB) seklinde
indiikler (Peak ve ark. 1987). Bu kirilmalar, direkt olarak foton-DNA etkilesiminden
ziyade, reaktif oksijen tiirleri gibi reaktif ara maddelerin olusumuyla meydana gelir
(Tyrrell ve Pidoux 1989). UVA sonucunda, genellikle singlet oksijen (‘O,) (Klotz ve
ark. 2001), stiperoksid (O, "), ve hidrojen peroksid (H,O,) (Peak ve Peak 1989) olustugu
gozlenmistir ve DNA hasar1 olusumunda hidroksil (OH") radikali 6n planda

tutulmaktadir.



Fotokimyasal {irtinlerin ¢ogu, hiicresel aktiviteleri farkli yonlerden bozarlar. Bu
yeni kimyasal yapilar, enzimatik prosesleri indiikler, tamir mekanizmalarmni baslatir,
yeni gen ekspresyonlarini indiikler veya metabolik aktiviteyi degistirir. Foto-iiriinlerle
baglantili olarak ortaya ¢ikan diger hiicresel cevaplar, yeni proteinler, sitokinler,
bliylime faktorleri ve melanin sentezi olarak siralanabilir. Tablo 2.1’de memeli

hiicrelerde UVR maruziyeti sonrasi indiiklenen proteinlerin listesi sunulmaktadir.

Tablo 2-1: UVR maruziyeti ile memeli hiicrelerinde indiiklenen proteinler

Proteazlar Stres kaynakli proteinler
Kollajenazlar Hem oksijenaz-1
Plazminojen aktivatorii Metallotiyonein

Gen ekspresyonu regiilasyon faktorleri Biiytime faktorleri
c-fos TGF-p
c-jun FGF
HIV-1 promotor Signal transdiiksiyon proteinleri

Sitokinler Fosfolipaz A,

IL-1a ve IL-1B Raf-1

GM-CSF Src tirozin kinaz

IL-6 Digerleri

IL-10 Ornitin dekarboksilaz
TNFa ICAM-1

Indiiksiyon, sentezlenen protein miktar1 veya enzim aktivitelerinde artis seklinde gozlenmistir. Fos: FBJ miirin
osteojenik sarkom, HIV-1: insan immiin yetmezlik viriisii-1, IL: interlokin, GM-CSF: graniilosit makrofaj-koloni
stimiile eden faktor, TNF: timor nekroz faktdr, TGF: tiimor biiyiime faktorii, FGF: fibroblast biiylime faktorii, Raf-1:

3611 miirin sarkom, Src: Sarkoma, ICAM: hiicreler aras1 adezyon molekiilii

Proteinlerin fotokimyasi da bash basina arastirilan bir konudur. Triptofan ve
tirozin 290 nm iistli dalgaboyunu absorbe eden ve bir¢ok proteinin yapisinda bulunan
fotoaktif amino asidlerdir. 290 nm {izerinde, amino asidlerin ¢apraz baglanmasi
ozellikle dermal proteinlerde gdézlemlenir. Proteinlerle baglantili olan kromoforlar,
nikotinamid adenin diniikleotid (NADH), tetrahidropterin ve riboflavin gibi kofaktorleri
de igermektedir (Cunningham ve ark. 1985a; 1985b). Proteinler, DNA’da oldugu gibi,
hiicredeki kromoforlarin fotokimyas1 sonucu olusan reaktif tiirlerin hedefi olabilirler.
Triptofan, sistein ve histidin, foto-oksidasyona en duyarli amino asidlerdir. Oksijen

varliginda, triptofanin eksite olan triplet halinden oksijene enerji transferi olur ve bu da



'0, olusumuna neden olur. 'Oy’in triptofan, sistein ve histidin ile olusturdugu ilk
iirtinler, hiicrede stabil olmayan hidroperoksidler ve endoperoksidlerdir. Bu {iriinlerin
bozunmasi, proteinlerde, doymamis yaglarda ve niikleik asidlerde daha ileri diizeyde
kimyasal degisimlere neden olan reaktif radikallerin olusumuna neden olur (Creed
1984a; 1984b). Yapilan bir calismada, membranlarin radyasyona maruziyeti ile olusan
doymamis membran yaglarmin oksidasyonu, membran proteinlerinin biyolojik model
sistemlerde lipid oksidasyonu i¢in foto-hassasiyeti arttirdigin1 gostermistir (Kochevar
1990). Canli fibroblastlarda yiiriitiilen diger bir ¢alisma da, fizyolojik olarak anlamli
dozda UVA ile membrandaki degisiklikler kanitlanmaktadir (Gaboriau ve ark. 1993).
Keratinositler ve fibroblastlarin UVA ve UVB radyasyona maruziyeti sonucu membran
fosfolipidlerinden arasidonik asid (AA) salinimimin arttigi gézlenmistir (Hanson ve
DeLeo 1993). Bu UVR’a karsi olusan hiicresel cevapta, AA metabolizmasi ig¢in
kullanilan siklooksijenaz yolagiin iirlinleri 6nemli sayilmaktadir. UVA kaynakli AA
salinimi, fosfolipaz A, ve fosfolipaz C aktivasyonu ile gerceklesmektedir (Cohen ve
DeLeo 1993). Protein fotokimyasi ile ciltte olusan kronik foto-hasarin direkt
baglantisin1 gosteren bir ¢galigmada, tiiysiiz farelerde UV A radyasyona kronik maruziyet
ile ¢oziinmeyen kollajenlerin par¢alanmasinda artis gozlenmistir (Kligman ve Gebre
1991). Protein fotokimyasi ile baslatilan kronik fotohasara diger bir 6rnek ise insanlarda
lenste goriilen solar kataraktlardir. Lens proteinlerindeki triptofan, UVR kaynakl
kataraktin olusumuna neden olan baslica kromofor olarak diisliniilmektedir (Zigman
1993). Triptofan foto-iiriinlerinden olan hidrojen peroksid (H,O,) ve siiperoksid (O, ")’in
lens proteinleri ile reaksiyon olusturdugu ileri siiriilmektedir (Sommerburg ve ark.

1998).

Urokanik asid, stratum korneumda bulunan ve histidince zengin bir protein olan
filaggrinin pargalanma iriintidiir. 290 nm iizeri dalgaboylarindaki radyasyonu absorbe
eder. Fotoeksitasyonla, trans yapidan cis yapiya izomerize olur ve bu sis-urokanik asid,

UV kaynakli karsinojenezde 6nemli rol oynar (DeFabo ve Noonan 1983).

Cilt yapisindaki melanin, UV ve goriiniir 15181 absorbe etmektedir. Melaninin
radyasyona tabi tutulmasi sonucunda elektron spin rezonans teknigiyle tayin edilebilen

serbest radikaller olustugu gozlenmistir (Plonka 2009).



2.4. Oksidatif Stres ve Olusturdugu Hasarlar

UVR sonucu bir¢ok yapiyla fotokimyasal reaksiyon sonucu olustugu varsayilan
serbest radikaller, UVR ve serbest radikal olusumu arasinda bir¢ok calisma yapilmasina
neden olmustur. Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir veya daha fazla ortaklanmamis
elektron bulunduran, ortaklanmamis elektronunu bir bagka molekiile vererek veya baska
bir molekiilden elektron alarak daha kararli hale gelme egiliminde olan atom veya
molekiillerdir. Serbest radikaller, organizmada bir¢ok sebeple devamli olusabilir ve
zararlar1 antioksidan sistem tarafindan indirgenmektedir. Organizmada antioksidan
sistemler ile serbest radikaller arasindaki dengenin radikaller yoniinde bozulmasi ve
bunun sonucu hiicre hasar1 olugsmasi durumuna oksidatif stres denilmektedir. Oksidatif
stres, hiicrede belli basli yapilar olan DNA, lipid ve proteinlere zarar verir (Sies 1997;
Halliwell ve Gutteridge 1999). Bu yapilara zarar vermesiyle hiicre yapisinin
bozulmasinda ve buna bagl rahatsizliklarin olusmasinda oksidatif stresin rolii biiyiik

onem kazanmistir (Fiers ve ark. 1999).

Reaktif tiirlerin hiicresel bilesenlerle reaksiyonu sonucu belli bagh iiriinler
olusmaktadir. Bu iirlinler oksidatif stresin hasar derecesinin tayininde biyolojik
gostergeler olarak kullanilmakta ve oksidatif stres ¢aligmalarina kolaylik saglamaktadir.
Lipid peroksidasyonu sonucu baglica arastirilan iiriin  malondialdehid, DNA
oksidasyonu sonucu 8-hidroksi deoksiguanozin ve protein oksidasyonu sonucu ise

protein karbonillerdir (Griffith ve ark. 2002).

2.5. Protein Oksidasyonu

Protein oksidasyonu, proteinlerin organizmada c¢ok miktarda bulunmasindan
dolayi, 6nemli bir oksidatif modifikasyondur. Hiicresel metabolizmanin yan {iriini
olarak veya c¢evresel kaynaklardan iiretilen aktif reaktif tiirler, proteinlerdeki amino
asidlerde modifikasyonlara sebep olur ve protein fonksiyonunda/enzimatik aktivitede
kayba neden olurlar (Grune ve ark. 1997). Bir oksidanin neden oldugu protein
oksidasyonunun derecesi birgok faktore baghdir. Ayrica oksidatif protein hasari,
oksidatif DNA hasarina oranla daha komplekstir, ¢iinkii DNA’daki 4 baz yerine
proteinlerde 20’den fazla farkli oksidasyon iiriinlerinin olusumuna neden olabilecek

amino asid vardir (Grune 2000).

Oksidatif protein modifikasyonlar1 farkli yollarla gerceklesebilir. Bunlar (i)

reaktif tiirlerin protein ile direkt etkilesimi ya da (ii) reaktif tiirlerin lipid, karbohidrat ve



niikleik asid gibi diger hiicresel bilesenlerle olusturdugu iirtinlerle proteinlerin etkilesimi
seklindedir (Davies 2003). Bu tarzda reaktif ve protein olmayan bilesikler proteinlerle
reaksiyona girerek genis bir dizi yapilar olustururlar (Levine 2002; Grune ve ark. 2001).
Protein oksidasyonu siirecinde reaksiyonlarin ¢ogu belli bir kistma yOneliktir. Protein
oksidasyonu reaksiyonlar1 genellikle protein anayapisini modifiye eden ve amino asid
yan zincirleri modifiye eden seklinde ayrilmistir (Stadtman ve Levine 2000; Dean ve

ark. 1997).

Protein anayapisindaki modifikasyonlar, polipeptid zincirlerin fragmentasyonu
ile karakterize edilir. Teminal amino asidden derivatize olmus peptid fragmanlari
olusur. Oksidatif polipeptid zincir fragmentasyonu, oksijenle reaksiyon veren a-karbon
merkezli radikalin, ilk olarak peroksil tiirleri ve sonrasinda da hidroperoksid
olusturmasiyla baglar. Bu a-karbon hidroperoksidlerin bozunmasi, karboksi- ve amino-
merkezli amino asidlerin tiirevi olan ketoagil ve amidlerin olusumuyla peptid zincir
ayrilmasina neden olur (Davies 1987; Davies, Delsignore ve ark. 1987; Davies ve

Delsignore 1987; Davies, Lin ve ark. 1987; Stadtman 1993; Giulivi ve Davies 1993).

Protein oksidasyonunun diger bir O6nemli sonucu, akiimiilasyonuna izin
verildiginde genellikle hiicre icin toksik hale gelen biiyiikk protein agregatlarmin
olusumudur. Bu akiimiilasyon, protein agregatlarmin proteaz enzimleri i¢in zayif
substratlar olmalarindan kaynaklanmaktadir. Birgok deneysel model, agregatlar1 protein
oksidasyonun gostergesi olarak kullanmaktadir. Agregatlar inert iirlinler degillerdir
fakat 6zellikle protein devri olmak iizere hiicre metabolizmasimi aktif olarak etkilerler.
Bu ¢oziinmeyen agregatlar, karbon merkezli radikallerin amino asid yan zincirlerinin
kovalent baglanmasi ile olusabilir. En ¢ok incelenen kovalent yapilardan biri, iki tirozil
radikalleri arasinda olusan 2,2’-bifenil kovalent bagidir (Shringarpure ve Davies 2002;
Grune ve ark. 2004). Bununla birlikte proteinlerin kismi ¢dziilmesini takiben olusan
non-kovalent etkilesimlerin neden oldugu protein yiizeyinde hidrofobik pargalara
maruziyetin de agregat olusumunun nedenlerinden oldugu disiiniilmektedir. Bu tarz
non-kovalent etkilesimler okside kalintilarin aralarindaki genelde capraz bag ile
sonuglanan hidrofobik ve elektrostatik reaksiyonlar1 kapsamaktadir (Davies 1987;
Davies, Lin ve ark. 1987; Shringarpure ve Davies 2002). Bir¢ok arastirmaci, yaslh
hiicrelerde proteinlerin ¢apraz baglanmasi sonucu olusan lipofusin, seroid ve ileri

derecede glisilenmis iirlin (AGE) olarak bilinen ¢6ziinmeyen, floresans materyal
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olusumunu ileri siirmektedir (Yin 1992; 1996). Bunlardan lipofusin ile ozellikle
yaslilikla baglantili ¢calismalar yapilmis ve akiimiilasyonu yaslanmanin iyi bilinen bir

biyomarkorii olarak kabul edilmistir (Sitte, Huber ve ark. 2000).

Proteinlerde anayapinin modifikasyonu yaninda, amino asid yan zincirlerinin de
serbest radikal hasarinda hedef olduklar1 bilinmektedir. Yapilarinda siilfiir iceren amino
asidler sistein ve metiyonin oldukca hassastirlar (Chao ve ark. 1997). Yan zincirlerin
oksidasyonu, sisteinden sistin, metiyoninden metiyonin siilfoksid, histidinden aspartat,
tirozinden 3,4-dihidroksifenilalanin, 16sinden hidroksilosin, triptofandan N-formil-
kinurenin gibi farkli {riinlerin olusumuyla sonuglanir. Sistein yapisindaki siilthidril
gruplarmin oksidasyonu genellikle protein veya peptidlerin agregasyonuna neden olan
intra- veya interseliiler disiilfidlerin olusumuna neden olur (Shringarpure ve Davies
2002). Aromatik yapilar da serbest radikal hasarma kars1 baslica hedeflerdir, bu yiizden
oksidatif modifiye olan tirozin, fenilalanin ve triptofan genellikle oksidatif hasar
gostergesi olarak tayin edilmektedir (Grune ve ark. 1997). Lizin, arjinin, prolin veya
treonin oksidasyonu karbonil tiirevlerinin olusumuyla sonucglanabilir (Shringarpure ve
Davies 2002). Protein karbonilleri okside proteinlerin tayininde en sik kullanilan tirtinler
arasindadir (Levine ve ark. 1994). Ayrica protein karbonillerin oksidatif stresin
gostergesi olarak kullanimi, oldukg¢a erken olusumlarindan ve stabilitelerinden dolay1
tercih edilmektedir. Karbonil gruplarin protein havuzuna katilmasinda, protein olmayan
hiicresel bilesenlerin oksidasyonundan kaynaklanan tirtinlerde kismen sorumludur (Buss

ve ark. 1997; Alamdari ve ark. 2005).

2.6. Protein Tamir Sistemleri

Proteinlerin oksidasyonunu takiben, canli hiicreler hasarli polipeptidleri
kurtarmaya ve fonksiyonlarin1 onarmaya calisirlar. Bdyle bir islem yeni protein
molekiillerinin  sentezine oranla enerji acisindan daha avantajiidir. Protein
modifikasyonlarinin ¢ok ¢esitli olmasindan dolayi, tamir mekanizmalar1 genelde en sik
ve kolay tamir edilebilir modifikasyonlar i¢in gecerlidir. Bu yiizden memeli hiicreleri
sadece smirli direkt tamir mekanizmalar: igermektedir ve genellikle okside proteinlerin
cogu selektif proteolize ugrarlar. Disiilfid baglar ve metiyonin siilfoksidler enzimatik
olarak protein disiilfid izomeraz, tiyoredoksin/tiyoredoksin rediiktaz sistemi ve Msr ile
tamir edilebilir (Purig ve Gilbert 1994; Holmgren 1989; Levine ve ark. 1996; Levine ve

ark. 1999; Vogt 1995). Bu calismada da incelenen Msr enzimi, metionin siilfoksidleri
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metiyonine rediikler (Grune ve ark. 1997). Oksidatif hasar gormiis proteinlerin
aktivitelerini tekrar kazandirmanin yaninda, olusan rediikte metiyoninler antioksidan
etki gostererek diger oksidanlarin nétrlenmesine de yardimci olur (McDuffee ve ark.
1997; Sommerburg ve ark. 1998). Ozellikle MsrA olarak bilinen enzimin yapilan
calismalarda, fibroblastlarin yashlik slirecinde ve keratinositlerin kronik veya yiiksek
doz UVA maruziyetinde azaldigi gozlenmistir (Scharffetter-Kochanek ve ark. 1993;
Jung ve ark. 2007). Ayrica Msr sisteminin oksidatif stres kaynakli hiicre 6liimiine kars1
onemli rolii farkli hiicre serilerinde rapor edilmistir (Naru ve ark. 2005; Herrmann ve

ark. 1993; Hantke ve ark. 2002; Ogawa ve ark. 2006).

Hiicreler ayrica proteinleri oksidatif parcalanmadan sonra tekrar insa etme
kabiliyetine sahip, 1s1 sok ve stres proteinleri gibi farkli proteinler igerirler (Noonan ve

ark. 2007).

2.7. Proteoliz

Oksidatif olarak modifiye olmus proteinler yukarida da bahsedildigi gibi
genellikle tamir edilemezler ve organizmadan proteolitik  degradasyonla
uzaklastirilmalar1  gerekmektedir. Proteinlerin degradasyonu, normal hiicresel
fonksiyonu saglamak i¢in gerekli bir fizyolojik islemdir. Bu yiizden hiicreler non-
fonksiyonel proteinleri agregasyona baglamadan uzaklastirmak i¢in 1yi diizenlenmis
intraseliiler proteolitik sistemler gelistirmislerdir. Memeli hiicrelerinde hiicre igerisinde
dagilmis halde bir seri proteazlar bulunmaktadir (Sekil 2.2). Bu proteazlara 6rnek
olarak; katepsinler, kaspazlar, kalpainler, mitokondriyel lon proteaz verilebilir. Bunun
yaninda okside proteinlerin degradasyonundan sorumlu olan baslica proteolitik sistem
ise proteazomal sistemdir (Bader ve Grune 2006; Mehlhase ve Grune 2002; Bohley ve
Seglen 1992; Mellgren 1987).

Proteazomal sistem

Membran proteazlar sitozol
-niikleus

-endoplazmik retikulum

Lizozomal
katepsinler

Kalpainler

Kaspazlar

Geligen proteazlar

Cesitli mitokondriyel proteaziar

Sekil 2-2: Hiicre Icerisinde Farklh Kompartmanlardaki Proteazlar
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Mitokondri ve endoplazmik/sarkoplazmik retikulumdaki bir¢ok protein ve
endositoz, pinositoz veya fagositozla alinan yabanci proteinler lizozomlarda katepsinler
denilen bir seri proteazla degrade olmaktadir (Roberg ve Ollinger 1998). Lizozomlar
hiicredeki proteolitik mekanizmalarin baslica bileseni olarak bilinmesine ragmen,
lizozomal proteazlarin oksidatif hasarli proteinleri tanimasi ve selektif olarak degrade
etmesi smirhidir.  Substratin  oksidatif hasar derecesinin yaninda, lizozomal
kompartmandaki asidik kosullar degradasyon oranmi etkileyebilir. Yapilan
calismalardan; endosite olan diisiik dansiteli lipoproteinlerden apolipoprotein B
proteininin makrofaj lizozomlarinda zayif degradasyonu ve akiimiilasyonu (Jessup ve
ark. 1992), endosite olmus okside albuminin yar1 démriiniin hasarsiz proteine oranla daha

uzun olusu (Grant ve ark. 1993) 6rnek olarak gosterilebilir.

Kalpainler, sitozolik Ca**-bagimli sistein proteazlardir ve tiim dokularda yiiksek
oranda mevcuttur. Kalpainler, hiicre iskeletinin yakininda lokalize olur ve genelde
protein-kinazlar, fosfatazlar, membran reseptorleri, transport proteinleri ve regiilator
proteinleri gibi hiicre iskeletindeki proteinleri degrade ederler. Oksidatif stres ile
intraseliiler Ca”" konsantrasyonu artisi ile baglantili kalpain aktivitesinde artis oldugunu
gosteren C6 glioma hiicrelerinde, hepatositlerde ve oligodendrositlerde (Ray ve ark.
1999; Miyoshi ve ark. 1996; McCracken ve ark. 2001) yapilmis caligmalar mevcuttur.
Bulunan sonuglar, oksidatif stres sonucu artan Ca®>” degerlerinin kalpain aktivasyonunda

baslica faktor oldugunu dogrulamaktadir.

Mitokondrinin intraseliiler serbest radikal olusumunda 6nemli bir hedef olusu,
mitokondriyel proteinlerin oksidasyon kaynakli devrinin fazla olusunu aciklamaktadir
(Davies 1995). Mitokondri, mitokondriyel proteinlerin selektif degradasyonunu
katalizleyen iyi gelismis proteolitik yolaga sahiptir (Dice ve Goldberg 1975) ve
ozellikle bu proteazlardan bir tanesi oksidatif modifiye proteinlerin uzaklastirilmasinda
onemli rol oynar. Bota ve Davies (2002), okside akonitazin lon proteaz tarafindan
selektif degradasyonunu rapor etmislerdir. Lon proteaz, mitokondriyel matriks serin tip
proteazdir ve mitokondriyi oksidatif stres ve yaslanma ile akiimiile olan protein

hasarindan korur (Bota ve ark. 2002).

Kaspazlar, hiicre iskeletindeki proteinlerin degradasyonunun yaninda, poli-

ADP-riboz polimeraz (PARP) ve lamin B gibi niikleer proteinlerin degradasyonundan
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sorumludur (Chan ve Mattson 1999; Sleiman ve Stewart 2000). Bu siireg, genelde
oksidatif stres sonras1 meydana gelen apoptozisteki protein yikimiyla baglantihidir ve

hedef enzimi inaktive etmeyi amaclar.

Sekil 2.3°de oksidatif stresin proteinler iizerindeki etkileri, tamir ve uzaklastirma

sistemleri 6zetlenmistir.
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Proteazomal Sistem
esitozol
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Sekil 2-3: Oksidatif stres gelisimi ve protein havuzuna etkisi.

2.8. Proteazomal Degradasyon
Tiim proteolitik sistemlerin yaninda, okside sitozolik ve niikleer proteinlerin

uzaklastirilmasidan sorumlu baglica proteolitik sistem proteazomdur (Grune ve ark.
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2003). Proteazomun oksidatif hasarli proteinlerin degradasyonunda rol oynadigini
dogrulamak icin bir dizi deneyler gerceklestirilmistir. Izole proteazomun inhibisyon
profilleri, memeli hiicrelerde proteazomun roliinii dogrulamistir. En acgik cevap,
immunopresipitasyon c¢alismalarindan gelmis, hiicre lizatlarinin okside proteinleri
degrade kabiliyetlerinde dramatik azalma gozlenmistir (Grune ve ark. 1996).
Sonrasinda, proteazom C2 esansiyel alt iinitesinin baslangi¢ bdlgesine karsi anti-sens
oligodeoksiniikleotidler kullanilmis, bu yaklasim ile proteazom igerigi biiyiik olciide
azaltilmistir. Anti-sens ile muamele edilmis Clone 9 karaciger epitel hiicrelerinde ve
K562 insan eritrolokemi hiicrelerinde oksidatif stres sonrasi proteazom aktivasyonunun
baskilanmis oldugu gozlenmistir (Grune ve ark. 1995; 1998). Ilaveten, proteazom
spesifik inhibitorii laktasistin ile okside proteinlerin degradasyonunun azalmis oldugu
gozlenmistir (Sitte ve ark. 1998). Canli hiicrelerde oksidatif proteinlerin
degradasyonunda proteazomun roliinii ispatlamak i¢in en kesin yontem proteazomdan
yoksun mutantlarin kullanilmas1 olabilir. Fakat, proteazom hiicre farklilagsmasi, hiicre
siklusu bagimli siklin devri, hiicre boliinmesi ve antijen liretimi gibi hayatsal hiicre
fonksiyonlarma sahip oldugu i¢in bu denemeleri yapmak imkansizdir (Ciechanover

1994; Coux ve ark. 1996).

Sitozol ve c¢ekirdekte yer alan proteazomal sistem, 20S proteazom merkezi
yapist ve cesitli regiilator bilesenlerden olusur. Digerlerinin arasinda, 19S (PA700) ve
11S (PA28) olarak adlandirilan yiiksek molekiil agirlhikli regiilatdrler en c¢ok
incelenilenlerdir. 20S kompleksi, 670-700 kDa molekiil agirligina sahiptir ve zincir
basina 7 homolojik monomer ile fi¢c1 seklinde yapi olusturan iki set 14 alt iiniteden
olusur (Sekil 2.4, Jung ve ark. 2009). Her alt iinitenin molekiil agirlig1 18-35 kDa
arasindadir. I¢ halkalar proteazomun katalitik merkezlerini iceren B alt iinitelerden, dis
halkalar ise regiilator baglanmasindan sorumlu o alt iinitelerden olusur (Coux ve ark.
1996; Rivett 1993; 1998). 20S proteazom, proteinleri adenozin trifosfat (ATP) ve
ubikutinden bagimsiz bir sekilde degrade etmektedir. Genellikle 20S proteazom
merkezi yapmin bu sekilde okside proteinlerin degradasyonu i¢in yeterli olduguna

inanilmaktadir.

19S kompleksinin 20S kompleksinin her iki ucuna baglanmasi ile 26S denilen
bir yap1 olusur. Bu biiyiikk proteaz, hiicrelerde ATP ve ubikutin (Ub) bagimh

proteolizden sorumludur. 19S regiilatoriiniin multi-Ub-konjuge proteinlerin taninmasi
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ve proteazom igerisine girisi kolaylastirmak icin baslica fonksiyonlar1 vardir. Bu
yiizden, 19S regiilatérii multi-Ub-zincir baglama proteinleri, poli-Ub-hidrolazlar1 ve
ATPazlar1 igerir. Ub, ubikutinasyon mekanizmasiyla hiicresel proteinlere kovalent
baglanan kiigiik peptiddir. Olusan poliubikutin zincirleri, degrade olacak hiicresel
proteinlere baglanir ve substratin 26S proteazomdaki 19S regiilator tarafindan
taninmasimdan sorumludur. Ub konjugasyonu, E1, E2 ve E3 olarak adlandirilan bir seri
enzimlerle katalizlenmektedir. Konjugasyonun baslangic asamasinda Ub, Ub aktive
edici enzim olan E1’in sisteini ile ATP-bagimli tiyolester olusumuyla aktive olur. Aktif
Ub, Ub’i hedef proteine tasimak i¢in E3 enzimlerinden biriyle etkilesime girmeden
once, E2 enzimlerinden bir tanesine transfer olur (Glickman ve Ciechanover 2002;

Koegl ve ark. 1999; Voges ve ark. 1999; Wilkinson 2000).

iistten goriiniim dnden goriiniim arkadan gériiniim

Sekil 2-4: Memeli 20S proteazomun yapisi

11S regiilator de, 20S proteazomun uglarma baglanabilir ve bu baglanmanin
florojenik peptidlerin degradasyonunda 3-25 kat artisa neden oldugu diisiiniilmektedir.
20S/11S kompleksinin olusumu, proteazom regiilasyonu ve alt {inite ekspresyonu
seklinde sinerjik etki gostermektedir. Bu proteazom yapisi major histokompatibilite
kompleksinde sunulabilen peptidleri iiretme yetenegine sahiptir (Hoffmann ve

Rechsteiner 1994; Ustrell ve ark. 1995; Kania ve ark. 1996).

Oksidasyon protein yapisinda kismi par¢alanma ve denaturasyona neden olur ve
bunlar1 yilizey hidrofoblugunda artis takip eder. Okside proteinlerin 20S proteazom
tarafindan degradasyon isleminde, hidrofobik kisimlar tercih edilir (Pacifici ve ark.
1989; Pacifici ve ark. 1993; Guilivi ve ark. 1994; Davies 2001). Okside proteinlerin

artan degradasyonu, oksidasyonun derecesine ve lokasyonuna baghdir. Normal
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derecede bir oksidasyon proteinin proteazomal degradasyonun artirirken, cok siddetli
okside olmus ve capraz-bagl proteinler proteazom i¢in zayif susbstratlardir (Sitte,
Huber ve ark. 2000; Friguet ve Szweda 1997). Kismi olarak parcalanmis ve bu yiizden
hidrofobluk kazanmis olan okside proteinler, Ub ile modifikasyona gerek duymayabilir.
Buna bagli olarak bir¢ok ¢alisma, okside proteinlerin 20S proteazom tarafindan ATP ve
ubikutinden bagimsiz degradasyonunu dogrulamaktadir. Serbest 20S kompleksleri
hiicrelerde yiliksek miktarda mevcuttur (Shringarpure ve ark. 2001; 2003). Proteoliz
esnasinda, parcalanmis durumda olan protein substratlar1 dis halkalar1 agarak silindir
yapiya girerler ve aktif merkezlerin yer aldig1 i¢ boslukta degrade olurlar. Bu
mekanizma, proteinlerin agir derecede okside olma durumunda olusan agregatlarin
proteazomal degradasyon i¢in zayif substratlar olusunu aciklamaktadir. Agregatlarin
boyutlar1 silindirin i¢ kismma penetrasyonlarina izin vermemektedir. Ayrica bu
agregatlar proteazomun dig halkasini1 tikayabilir ve katalitik aktivitesini inhibe

edebilirler (Coux ve ark. 1996; Giulivi ve ark. 1994).

Proteinlerin kabul edilen proteazomal parcalanmalari, bazik, hidrofobik ve
asidik amino asidlerin karboksil kisimlarindan gerceklesmektedir. Bunlar sirasiyla
tripsin-tarzi,  kimotripsin-tarzi, ve  peptidil-glutamil-hidrolaz  aktivite = olarak

adlandirilmaktadir (Coux ve ark. 1996).

Proteazomun sitozolik aktivitesinin yaninda, kromatin biitiinliiglinii saglamak
icin niikleustaki roliinii agiklayan bircok calisma mevcuttur. Niikleustaki oksidatif
modifikasyonlar esnasinda kromatin yapisindaki histon proteinleri baslica hedef
yapilardir ve oksidatif hasarli histonlar proteazom ile degrade olarak kromatin
yapisindan uzaklastirilir. Niikleer proteazom fonksiyonu, oksidatif strese yanit olarak
PARP-1 enzimi ve poli(ADP-riboz) ile arttirilir. PARP-1 aktivasyonu ise DNA hasar1
ile indiiklenir ve DNA tamirinde rol oynadig1 diistiniiliir (Merker ve ark. 2003; Arnold
ve Grune 2002; Ullrich ve ark. 1999; Mayer-Kuckuk ve ark. 1999; Ullrich ve Grune
2001).

Oksidatif stres siirecinde proteolitik sistemlerin 6nemi géz Oniine alindiginda,
farkli organizmalarda proteolizi 8lgmek maksath cesitli yontemler gelistirilmistir. Izole
proteinlerde ve hiicrelerde, proteinlerin radyoaktif materyal ile isaretlenmesini takiben

proteolitik aktivite 6l¢iimii yapilabilir (Catalgol ve Grune 2009). Ayrica, florojenik
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peptid  olan  siiksinil-16sin-10sin-valin-tirozin-metilkumarin ~ (suc-LLVY-MCA)

proteazom aktivitesi 6l¢timii i¢in siklikla kullanilan bir substrattir (Grune ve ark. 1995).

2.9. Proteazom Inhibisyonu

Proteazom inhibitorleri son zamanlarda bir¢ok c¢alismaya konu olmustur.
Proteazom inhibisyonu, siklinler, siklin-bagimli kinaz inhibitdrleri ve tiimor baskilayict
genler gibi kanser gelisimini ve metastazin1 Onleyici hiicre siklusu regiilator
proteinlerinin uygunsuz ve artmis sekilde olan proteazomal degradasyonunu bloke eder.
Proteazomun hiicre fonksiyonlarindaki rolleri, kanser ve kanser benzeri hastaliklarin
tedavisinde inhibitorleri onemli hale getirmekte ve klinikte yer almalarmni saglamaktadir
(Wu ve ark. 2008; Adams ve ark. 1999; Stenner ve ark. 2008; Teicher ve ark. 1999;
Hideshima ve ark. 2001; Adams ve Elliott 2000).

Proteazom inhibitorlerinin mekanizmasini anlamak icin, proteazom yapisini
ayrintili sekilde incelemek onemlidir. Proteazomlar, treonin proteazlar olarak ta bilinen
proteolitik enzimlerdir. Niikleofilik aktif kisim olarak, B-alt iinitelerinde bulunan N-

merkezli treoninleri kullanirlar (Kisselev ve Goldberg 2001).

Proteazom inhibitdrleri, kimyasal yapilarina gore dogal ve sentetik olmak iizere
ikiye ayrilirlar (Tablo 2.2, Kisselev ve Goldberg 2001). Sentetik inhibitorler bir peptid
ile aldehid, benzamid, vinilsiilfon ve boronat gibi reaktif bir grubun birlestirilmesiyle
elde edilir. Klinikte en cok kullanilan PS-341 ya da daha cok kullanilan adiyla
bortezomib, boronat tiirevi bir inhibitordiir. 20S proteazom yapisindaki N-merkezli
treonin ile boron iizerindeki p-orbitali arasindaki psddo-kovalent bag olusumuna neden

olur ve bu sekilde inhibisyon gosterir (Adams ve ark. 1998).

Tablo 2-2: Proteazom icin spesifik proteaz inhibitorleri

Dogal inhibitorler Sentetik inhibitorler
Epoksiketonlar Peptid-aldehid
Peptid-makrosiklen Peptid-benzamid
Tiyolester (y-laktam) Peptid-a-ketoaldehid
Epipolitiyoksidioksopiperazin Peptid-vinilsiilfon

Laktasistin Peptid-boronat
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Dogal inhibitorlerden olan laktasistin, deneysel islemlerde oldukca fazla
kullanilan bir inhibitordiir. Hiicrenin laktasistine olan gecirgenligi fazladir fakat bunun
yaninda laktasistini Streptomyces Lactacystinaeus bakterisinden izole etmek zordur.
Laktasistin, hem kimotripsin-benzeri hem de tripsin-benzeri proteazom aktivitelerini
inhibe eder. Laktasistinin proteazom ile etkilesimi Sekil 2.5°te gosterilmistir (Fenteany
ve ark. 1995; Dick ve ark. 1996). Laktasistin suda clasto-laktasistin-p-lakton yapisina
bozunmaktadir. B-lakton, proteazom yapisindaki N-terminal treonine kovalent baglanir
ve ester bagi olusturarak geri doniisiimsiiz inhibisyona neden olur (Jung ve ark. 2009).
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Sekil 2-5: 20S proteazom-laktasistin etkilesimi.

Proteazom inhibisyonuna farkli bir agidan bakildiginda, tedavi amagl kullanilan
inhibitérler yaninda, fazlaca okside olmus ve capraz-bag olusturmus substratlarin
proteazomu inhibe etmesi istenmeyen bir durumdur. Ozellikle yaslanma ile olusan ve
lipofusin diye bilinen protein agregatlarimin bu siirecte rolii biiytiktiir (Sitte, Huber ve

ark. 2000).

2.10. Matriks Metalloproteinazlar

UV radyasyonun neden oldugu gen ekspresyonlar1 denildiginde ilk akla gelen
MMP enzimleri olmaktadr. MMP’lar ekstraseliiler matriksin dinamik olarak
sekillenmesinde ©Onemli rol oynayan Zn-bagimli endoproteinazlardir. MMP’lar;

kollajenazlar (MMP-1, -8 ve MMP-13), jelatinazlar (MMP-2, -9), matrilisin (MMP-7),
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stromelisinler (MMP-3, -10, -11), makrofaj elastaz (MMP-12) gibi farkli ¢esitleri
icermektedir (Tablo 2.3) (Watson ve Tierney 1998). MMP-1 ise bunlarin igerisinde en
fazla rastlanilan MMP’dir ve ciltte dermal fibroblastlar tarafindan tretilmektedirler.
MMP-1 ayrica cilt hasar1 ve yaslanmasi ¢aligmalarinda baslica odaklanilan enzimdir.
MMP-1 ekspresyonunda meydana gelen artig ve en ¢ok bilinen inhibitorii olan TIMP-1
ekspresyonunda azalma ile matriks bilesenlerinden olan tipl kollajen degradasyonunda
artis gozlenir ve bu da ciltte gozle goriiliir degisikliklere neden olur (Kahari ve

Saarialho-Kere 1997).

Tablo 2-3: Matriks metalloproteinazlarin cesitleri

Enzim adi MMP numarasi Degrade ettigi proteinler
Kollajenaz 1 Fibriler kollajenler I, 11, II11, VIII, X
8 Proteoglikan
13 Fibriler kollajen
Jelatinaz A 2 Denature kollajenler (jelatinler)
Jelatinaz B (tip
IV kollajenaz) 9 Tip IV kollajenler, elastin
Stromelisin-1 3 Proteoglikan merkez protein,

Tip IV kollajenin helikal olmayan
bolgeleri, laminin, fibronektin

Stromelisin-2 10 Prokollajenler I, II, III,
jelatinaz B, kollajenaz
Stromelisin-3 11 Stromelisin-1 ile ayn1
Matrilisin 7 Stromelisin-1 ile ayn1
Metalloelastaz 12 Stromelisin-1 ile ayn1
MT-MMP-1 14 Projelatinaz A

2.11. Transkripsiyon Faktorleri

Transkripsiyon faktorleri, gen ekspresyonunun diizenlenmesinde temel
mekanizmay1 olusturduklar1 i¢in detayli olarak incelenen proteinlerdir. Bu faktorler
genellikle iki bolgeden olusur: Proteinin bir bdlgesi 6zgiil olarak DNA’ya baglanur,
digeri ise, transkripsiyon sistemindeki bilesenleri de kapsayan proteinlerle etkileserek
transkripsiyonu uyarir. Giliniimiizde, Okaryot hiicrelerde, kompleks c¢ok hiicreli
organizmalardaki dokuya 6zgili ve uyarilabilir gen ekspresyonunun karmasikligindan

otlirii birgok transkripsiyon faktorii tanimlanmistir (Eresen 2006).
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Fotokimyasal reaksiyonlar, UVR’a cevap veren genlerin aktivasyonunu
kontrolde rol oynayan transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna neden olur. Yapilan

calismalarda, bir¢ok transkripsiyon faktoriiniin bu sekilde aktive oldugu gézlenmistir.

Insan cilt hiicrelerinde UVA radyasyonun AP-1 ve niikleer faktér kappa-B
(NFxB) transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna neden oldugu bilinmektedir (Sitte,

Merker ve ark. 2000; Grune ve ark. 2004; Fenteany ve Schreiber 1998).

AP-1 transkripsiyon faktorii IL-2, (interferon gamma) IFN-y, IL-5, (CD95
ligand) CD9SL, MMP-1, TGF-B gibi oOnemli genlerin promotor bdlgelerine
baglanmaktadir (McMurray ve ark. 2001; Mori ve ark. 2000; Melino ve ark. 2000;
Behren ve ark. 2005; Kuo ve ark. 2007). AP-1 jun ve fos alt {initelerinin dimerlerinden
olugsmaktadir ve bu proteinler proteazom ile degrade olmaktadir (Wu 2002; Stancovski
ve ark. 1995; Jariel-Encontre ve ark. 1997). Proto-onkoprotein c-jun’un proteazom ile
degradasyonu o bolgesi tarafindan kontrol edilmektedir. Bu bdlge, ubikutinasyon i¢in ve
degradasyonu icin gerekli olan cis-6zelliginde bir sinyaldir. C-jun N-terminal kinaz-1
gibi (JNK-1) mitojen aktif protein kinazlarla (MAPK) c-jun fosforilasyonu arttirir,
ubikutinlenmeyi azaltir ve c-jun stabilitesini artirir. Ayrica AP-1 aktivasyonu i¢in bu

fosforilasyonun gergeklesmesi gerekmektedir (Jariel-Encontre ve ark. 1995).

Bu calismada oOzellikle AP-1 iizerinde durulmustur ciinkii hem AP-1’in
yapisinda bulunan c-jun proteinin proteazomal degradasyona ugradigi bilinmektedir ve
ayrica AP-1 transkripsiyon faktori, MMP-1 gen ekspresyonunda birincil rol

oynamaktadir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Agaroz (Universal)

Akrilamid (%30)

6-amino-kapronik asid
7-Amino-4-metilkumarin (MCA)
Amonyumperoksodisiilfat (APS)
Anti-c-jun rabbit polyclonal (H-79)
Anti-dinitrofenil

Anti-pj-c-jun mouse monoclonal (KM-1)
Anti 20S proteazom, rabbit pAb
Anti-tavsan-IgG-POD

Asetik asid

B-merkaptoetanol

Bio Rad Bradford

Bio Rad DC Protein Reaktif A

Bio Rad DC Protein Reaktif B

Bio Rad DC Protein Reaktif S

Borik asid

Bromfenol mavisi

Cignal AP1 Reporter Assay Kit

Dimetilstilfoksid (DMSO)

Disodyum hidrojen fosfat 12 hidrat (Na,HPO4.12H20)

Dinitrofenil (DNP)

DL-Ditiyotreitol (DTT)

peqGOLD 35-1010
Roth 3029.1

Roth 3113.1

Sigma A9891

Roth 9592.2

Santa Cruz sc-1694
Sigma D9656
Santa Cruz sc-822
Biomol PW8155
Sigma A1949
Fluka 13669
Sigma M7522
Biorad 500-0006
Biorad 500-0113
Biorad 500-0114
Biorad 500-0115
Roth 6943.1

Sigma B5525
Superarray CCS-011G
Sigma D8418
Merck 6573

Sigma A6661

Sigma 43815
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Dulbecco’s modifiye eagle’s besiyeri (DMEM)

Esansiyel olmayan amino asidler (NEAA)

Etidyum bromiir

Disodyum Etilendiamintetraasetik asid (Na,EDTA)

Penisillin/Streptomisin

Fetal Sigir Serumu

Formaldehid (%37)

Gentamisin (G418)

Gliserin

Glisin

Goat Anti-Rabbit IgG, H&L Chain specific
Guanidin HCI

HEPES

IQ SYBR Green Supermix

JNK Inhibitérii T

JNK Inhibitori IT (SP600125)
Laktasistin

20xLumiGLO ve 20x Peroksid
Metanol

MgCl, x 6H,O

Mg(CH3COO), x 4H,0

Mouse Monoclonal anti-GAPDH
Nonidet P40
N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin (TEMED)
O’GeneRuler DNA Ladder Low Range

o-fenilendiamin
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Biochrom FG0445
Invitrogen 11140-050
Sigma E1510

Roth 8043.1
Biochrom A2212
Biochrom S0615
Merck 1.04003
Sigma G8168

Roth 3783.1

Roth 3908.3
Calbiochem 401315
Roth 0037.2

Sigma 3375

Biorad 170-8882
Calbiochem 420116
Calbiochem 420119
Sigma L6785

Cell Signaling 7003
Sigma M3641

Roth 2189.1

Sigma M2545
Novus NB300-221
Roche 11 332 473 001
Sigma T9281
Fermentas SM1208

Sigma P5412



Opti-MEM Serumu Azaltilmis Besiyeri
PageRuler Protein Ladder

Pefablok

Ponceau S

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO4)
Potasyum kloriir (KCI)

Primerler

Rabbit Anti-Mouse IgG, H&L Chain specific
[S35]Met-label

Sakkaroz

Sigir serum albumini (BSA)

Sitrik asid

Sodyum azid

Sodyum borohidrid (NaBHy)

Sodyum deoksikolat

Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO,)
Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum hidroksid (NaOH)

Sodyum kloriir (NaCl)

Solvable

SUC-LLVY-MCA

Stilflirik asid

SureFECT Transfeksiyon reaktifi

Siit tozu

Tetrametilendiamin (TEMED)

Tiyazolil Mavisi Tetrazolyum Bromiir (MTT)

Invitrogen 31985-062
Fermentas SM0661
Biomol 50985-3
Sigma P3504

Riedel 33110

Sigma P9333
Biomers.net
Calbiochem 402335
Hartmannanalytic 100063
Roth 4621.1

Fluka 05470

Sigma C2404

Sigma S8032

Sigma S9125

Sigma C1254

Sigma S8282

Roth 2326.2

Merck 6462

Merck 1.06400
Perkin Elmer 6NE9100
Sigma S6510

Aldrich 339741
Superarray SA-01
Roth T145.3

Sigma T9281

Sigma M2128
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Trikloroasetik asid (TCA)
Tris baz

Tris HCI1

Tripsin / EDTA (10x)

Tween 20

Ultima Gold

3.2. Kullamilan Arac¢ ve Gerecler
Cam pipet (5, 10, 20, 25 ml)
Cam plak

Diyaliz membram

Eppendorf tiip (0,5; 1,5; 2 ml)
Falkon (15, 50 ml)

Film kasedi

Flask (T75)

Floresans mikroskop
Florometri, Synergy HT Mikroplak Okuyucu
Goriintii gelistirict

Goriintli durdurucu

Goriintii fikse edici

Gii¢ kaynagi

Hiicre kaziyict

Hiicre kiiltiirli inkiibatorii
Hiicre sayim lam

Isik mikroskobu

Kapiler pipet ucu 1-200 pl

96 kuyulu mikroplak

Merck 1.00807
Roth 4855.2
Sigma T3253
Biochrom L2153

Merck 8.22184

Perkin Elmer 6013327

Roth

Biorad

QuixSep
Sarstedt
Sarstedt

Kodak

Sarstedt
Olympus BX-60
Biotek

BioRad

BioRad

BioRad

BioRad

Sarstedt
Heraeus
Neubauer
Olympus BX-60
Biozym 728304

Sarstedt



Jel blotlama filtre kagid1

Laminar kabin

Kodak X-Omat blue (XB) Film

Mini protean tarak (5,10)

Multikanal pipet

Nitroseliiloz membran

Nunc Maxisorb 96 kuyulu mikroplak
PCR tiip

Kantitatif PCR

Petri kab1 (35, 60 mm)

Pico prias vial

PVDF membran

Santrifiij

Stv1 Sintilasyon sayim cihazi

Spacer plak (1; 1,5 mm)
Spektrofotometre SmartSpec Plus
Semimikrovoliim Polistiren Kiivet
Su banyosu

Trans-Blot SD Elektroforetik Transfer

UV tanki

Roth 4926.1

NuAire

PerkinElmer 8941114001

BioRad

Eppendorf

Biorad 1620115
eBioscience

Corbett Research 3423
RotorGene

Sarstedt

Perkin Elmer 6000192
Roth T830.1
Eppendorf

Perkin Elmer

BioRad 1653311
BioRad 170-2525
BioRad 223-9955
Memmert

BioRad 170-3940

Dr. Grobel Almanya
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3.3. Deneysel Islemler
3.3.1. Hiicre Kiiltiirii

3.3.1.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Reaktifler ve Inkiibasyon Kosullar

Besiyeri: Normal fibroblast hiicrelerinin iiretimi esnasinda hazir olarak temin
edilmis olan (Dulbecco modifiye edilmis Eagle besiyeri) DMEM besiyerine, %10’u
hacimde fetal sigir serumu ve %5°1 hacimde penisilin/streptomisin eklenerek hazirlandi.
Besiyeri, 4 °C’de muhafaza edilerek besiyerindeki fenol kirmizisi belirtecinin renginde

degisiklik saptanana kadar kullanildi.

Transfeksiyon yapilmis olan fibroblast hiicrelerinin iiretiminde ise yukarida tarif
edilen besiyerine ilaveten 400 pg/ml seklinde hazirlanan G418 gentamisin
antibiyotikten transfeksiyonu korumak amaciyla 1 ml besiyerine 8 pul eklendi. Bu
antibiyotik daha asidik karakterde oldugu icin hiicrelerin besiyeri daha sik kontrol

edildi.

Tripsin: 10x olarak hazir temin edilen tripsin ¢ozeltisi 1/5 olacak sekilde

seyreltilerek 10’ar ml’lik pargalar halinde -20 °C’de saklandi.

Fosfat Tamponu: 0,2 g KCI, 0,2 g KH,PO4, 8 g NaCl, 1,45 g Na,HPO, bidistile

suda ¢oziilerek 1 I’e tamamlandi.

Diger Inkiibasyon Cézeltileri: Proteazom inhibisyonunu saglamak igin
kullanilan laktasistinin 0,2 mg’1 400 pl suda c¢oziilerek 1328 uM olacak sekilde ana stok
hazirlandi. Son konsantrasyon 20 uM olacak sekilde 1 ml besiyeri igerisine 15 pl ana

stoktan eklendi.

JNK-1 enziminin inhibisyonu i¢in kullanilan inhibitorler de sirasiyla 1 mM ve
0,1 M ana stoklar1 hazirlanarak son konsantrasyonlar1 JNKi I inhibit6rii i¢cin 80 pM
olacak sekilde 1 ml besiyerine 80 pul ana stoktan, JNKi II (SP600125) inhibitorii i¢in
100 uM olacak sekilde 1 ml besiyerine 1 pl ana stoktan eklendi.

3,3’-(1,4-naftilidin) dipropiyonat (NDP)’m H,O, molibdat c¢d6zeltisi ile
oksidlenerek elde edilen 3,3°-(1,4-naftilidin) dipropiyonat-1,4-endoperoksid disodyum
(NDPQO;), Prof. Dr. Lars Oliver Klotz (Diisseldorf, Almanya) laboratuvarindan

saglanmigtir.
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Sodyum azid (NaN3), 600 mM stok ¢ozeltisi 1,95 g bidistile suda ¢oziiliip 50
ml’e tamamlanarak hazirlandi. Bu ana stoktan son konsantrasyon 20 mM olacak sekilde
100 pl almarak 3 ml’e fosfat tamponu veya DMEM besiyeri ile tamamlandi ve

hiicrelerle UV radyasyon esnasinda ve radyasyon sonrasi 3 saat boyunca inkiibe edildi.

Lipofusin, eritrositlerin lize edilmesinden sonra UV radyasyona maruziyeti
sonrasi olusan ve agrege olmus polimerlerin floresans pigmenti olarak bilinen maddedir.
Fibroblast hiicreleri, 0,6 mg protein icerigi olan lipofusin ile 3 giinde bir yenilenerek 2

hafta boyunca inkiibe edildi.

3.3.1.2. Hiicre Kiiltiirii Asamalar

Hiicre Uretimi: Cilt fibroblast hiicreleri (Sekil 3.1), DMEM besiyerinde 37 °C
ve %5 CO, igeren Ozel hiicre kiiltliri inkiibatorlerinde kiiltiir edildi. Tiim deneylerde
pasaj numaralar1 22-26 arasi hiicreler kullanildi. T75 flasklara genellikle 1x10° sayida
ekilen hiicreler 2 hafta sonrasinda konfluent hale gelerek 3x10° sayiya yiikseldi. Bu
hiicreler deneylerde kullanilmak iizere tripsinle kaldirilarak sayildi, 3x10° sayida hiicre
60 mm’lik petri kaplarma aliarak 1x10° say1ya ulasana kadar iki hafta boyunca iiretildi

ve deneylerde kullanildi.

Sekil 3-1: Cilt fibroblast hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii

Proteazom s altiinite ve MsrA overekspresyonlanmig fibroblastlar sirasiyla
Prof.Dr. Efstathios Gonos’un (Yunanistan) (Chondrogianni ve ark. 2005) ve Prof. Dr.

Bertrand Friguet’in (Fransa) (Picot ve ark. 2005) laboratuvarlarindan saglanmstir.

Tripsinleme: Hiicreler 151k mikroskobu altinda incelendikten sonra besiyeri
uzaklastirildi. Fosfat tamponu ile iki kez yikandi. T75 flask i¢in 1,5 ml 2xtripsin ilave
edildi, 3-4 dakika inkiibatorde tutuldu, gozle ve mikroskop altinda hiicrelerin

kalktigindan emin olmak igin bakildi. Tripsin aktivitesini inhibe etmek i¢in 10 ml
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besiyeri eklendikten sonra pipetle 3 kez karistirildiktan sonra falkona alindi. Hiicreler

hemasitometre ile sayilarak petri kaplarina paylastirildi.

UVA Radyasyon Uygulamasi: %90 konfluent oldugu gozlenen hiicreler 2 defa
fosfat tamponu ile yikandi. 60 mm’lik petriye 3 ml fosfat tamponu konularak 0, 10, 20,
30, 40, 50, 60 J/cm”> UVA radyasyona maruz birakildi. UVA radyasyon kaynagi UVA
bolgesinde (320-400 nm) enerji spektrumu yayan TL15W/05 lamba idi. Yayilan doz
UV-MAT dozimetresiyle hesaplandi. Lambalar disa radyasyon yayilmasini dnleyici bir
tank icerisinde (Sekil 3.2) monte halde olarak kullanildilar. Ayrica hiicreler radyasyon
esnasinda 37 °C’ye ayarlanmis su banyosu lizerinde tutuldu. Tim analizler UVA
radyasyonu takiben 3 saat hiicre inkiibatoriinde besiyeri i¢inde inkiibasyon sonrasi
gerceklestirildi. izole proteazom fosfat tamponu igerisinde 40, 75, 120 ve 250 J/cm®
UVA radyasyona maruz birakildi.
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Sekil 3-2: UVA radyasyonun gerceklestirildigi tank

3.3.2. MTT Canhhlik Tayini

3.3.2.1. MTT Canhhlik Tayininde Kullanilan Cozelti ve Reaktifler
MTT Céozeltisi: 10 mg MTT, 1 ml fosfat tamponunda ¢oziilerek hazirlandi. 4
°C’de muhafaza edildi.

Coziindiirme Karnsmimi: 10 g SDS, 994 ml DMSO + 0.6 ml asetik asid

icerisinde ¢oziilerek hazirlandi. Oda sicakliginda muhafaza edildi.
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3.3.2.2. MTT Canhlik Tayininin Uygulanisi

Hiicreler UVA radyasyon sonrasi 20 cm” petri kabmnda 3 ml besiyerine 100 ul
MTT ¢ozeltisi konularak 2 saat boyunca 37 °C’de ve %5 CO, igeren hiicre
inkiibatoriinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi besiyeri alinarak hiicrelere 1 ml
¢cOziindiirme karisimi ilave edildi. 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 96
kuyulu mikroplaga 3’er defa 50 pl alinarak 590 nm filtre ve 660 nm referans filtre ile
absorbans mikroplak okuyucuda 6l¢iildii. Kontrol 6rneklerinin verdigi absorbans degeri

%100 canli olarak kabul edilirken, diger 6rnekler bu degere gore hesaplandi.

3.3.3. Bradford Yontemiyle Protein Tayini

3.3.3.1. Bradford Yontemiyle Protein Tayininde Kullanilan Cozelti ve Reaktifler
Boyama Reaktifi: 1 hacim Bio-Rad ana stok ile 4 hacim bidistile su

karistirilarak hazirlandi. Oda sicakliginda 2 hafta sakland:.

Protein Standart Cozeltileri: 14 mg sigir serum albumini (BSA), 1 ml 6rnek
tamponu igerisinde ¢6ziildii. Bu ana stoktan konsantrasyonlar1 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0;
1,2; 1,4 mg/ml olacak sekilde BSA standart ¢ozeltileri taze olarak hazirlandi ve bu
cozeltiler Bradford ve ayn1 zamanda Lowry protein tayininde standart egri ¢izimi i¢in

kullanildz.

3.3.3.2. Bradford Yontemiyle Protein Tayini Uygulamsi

Bu yontem liziz tamponu olarak SDS gibi deterjan yapida bilesikleri igermeyen
orneklerde kullanildi. 96 kuyulu mikroplaklara, ticer tekrarli olacak sekilde 4 pl standart
BSA ¢ozeltisi veya ornek ¢ozeltisine, 200 pl 1/5 oraninda seyreltilmis Bio-Rad boyama
reaktifi ilave edildi. 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 590 nm filtre ve

750 nm referans filtre kullanilarak absorbans mikroplak okuyucuda 6l¢iildi.

3.3.4. Lowry Yontemiyle Protein Tayini

3.3.4.1. Lowry Yontemiyle Protein Tayininde Kullanilan Cozelti ve Reaktifler

A’ Reaktifi: Kit icerigindeki S reaktifi, A reaktifi icerisinde 1/50 oraninda diliie
edildi. Her deney giinii taze olarak hazirland1.

Protein Standart Cozeltileri: Bradford yonteminde anlatildig1 sekilde

hazirlandi.
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3.3.4.2. Lowry Yontemiyle Protein Tayini Uygulamsi

Bu yontem liziz tamponu olarak SDS gibi deterjan yapida bilesikleri igeren
orneklerde kullanildi. 96 kuyulu mikroplaklarda, iicer tekrarli olacak sekilde, 5 pl
standart BSA ¢ozeltisi veya ornek ¢ozeltisine, 25 pul A’ reaktifi ve 200 pl B reaktifi
ilave edildi. Mikroplaka okuyucu igerisinde karistirildiktan sonra oda sicakliginda 15
dakika inkiibasyona brrakildi. 750 nm filtre kullanilarak absorbans mikroplak
okuyucuda ol¢iildii.

3.3.5. Protein Karbonil Tayini

3.3.5.1. Protein Karbonil Tayininde Kullanilan Cozelti ve Reaktifler
Lizis Tamponu: 200 pl 500 uM (1,19 mg / 10 ml bidistile su) HEPES, 40 pl
250 mM (0,39 g / 10 ml bidistile su) DTT ve 9,76 ml bidistile su karistirilarak her

deney giinii taze hazirlandu.

Dinitrofenil (DNP) Tamponu: 57,3 g guanidinhidrokloriir (6 M) ve 6,8 g
KH;PO4 (0,5 M) 100 ml bidistile suda ¢oziilerek hazirlandi. -20 °C’ de saklandi.

DNP Cozeltisi (10 mM): 2 mg DNP, 1 ml DNP tamponunda ¢6ziilerek her

deney giinii taze hazirland1.

Kaplama Tamponu: 0,71 g Na,HPO,, 0,6 g NaH,PO, karistirilarak ve 4,1 g
NaCl 500 ml bidistile suda ¢oziilerek pH 7,0’ye ayarland:.

Bloklama Cozeltisi: 10 ml 11 mg/ml rediikte BSA, 90 ml % 0,1 Tween 20

iceren fosfat tamponu ile karistirilarak deney giinii taze hazirlandi.

Gelistirici Cozelti: 0,71 g Na,HPO, ve 0,5 g sitrik asid bidistile suda ¢oziilerek

100 ml’e tamamlandi.

Reaksiyon Sonlandiric1 Cozelti: 13,33 ml H,SO,4 bidistile su ile 100 ml’ye

tamamlandi.

Anti-DNP-Antikoru (tavsan): Bloklama c¢ozeltisinde 1:1000 olacak sekilde

diliie edildi. Deney giinii taze hazirlandi.

Anti-tavsan-IgG-POD-Antikoru : Bloklama c¢ozeltisinde 1:10.000 olacak

sekilde diliie edildi. Deney giinii taze hazirlandi.
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Substrat Cozeltisi (20 mg tablet o-fenilendiamin): 20 mg’lik tablet 1 ml
gelistirici ¢ozeltide ¢oziildii ve iizerine 19 ml gelistirici ¢ozelti ve 8 ul H,O, eklendi.

Deney giinii taze hazirlandi.

% 0,1 Rediikte BSA: 2,5 ¢ BSA 150 ml fosfat tamponu ile 5 litrelik beher
icerisinde ¢oziilerek 0-4 °C’ye kadar sogutuldu. 0,5 g NaBH4/ml PBS ¢6zeltisinden her
3 dakikada bir 10 defa BSA ¢o6zeltisine eklendi ve 1 saat boyunca buz iistiinde inkiibe
edildi. Tiim ¢6zelti dializ membranina konuldu ve soguk fosfat tamponuna kars1 4 °C’de
diyaliz yapildi. 2 saatte bir diyaliz tamponu degistirildi. Gece boyu diyalizden sonra
BSA ¢ozeltisinin pH’1 7,4’e ayarlandi. Protein miktar1 Bradford yontemi ile tayin edildi.
-80 °C’de sakland:.

Okside BSA: 1 g BSA, 16,86 ml fosfat tamponu ve 3,14 ml hipoklorik asid ile 2
saat boyunda calkalayici lizerinde inkiibe edildi. -80 °C’de saklandi.

Karbonil Standart Egrisi icin Hazirlanan Cozeltiler: Hazirlanan stok okside
BSA ¢o6zeltisi 53,48 mg protein/ml ve 24,85 nmol karbonil/mg protein seklindeydi. Bu
stok cozeltiden 74,8 ul, 925,2 ul fosfat tamponu ile karistirilarak 1 ml’ye diliie edildi.
Bu sekilde hazirlanan c¢ozeltideki karbonil miktar1 99,404 nmol karbonil/4 mg
protein/ml olarak saptandi. Hazirlanan stok rediikte BSA ¢ozeltisi 14,25 mg protein/ml
ve 0 nmol karbonil/mg protein seklindeydi. Bu stok ¢ozeltiden 421 pl, 1079 pl fosfat
tamponu ile diliie edildi. Bu sekilde hazirlanan ¢6zeltideki karbonil miktar1 0 nmol
karbonil/4 mg protein/ml olarak saptandi. Bu standart egri ¢iziminde kullanilacak olan
okside ve rediikte BSA ¢ozeltileri her deneydeki drneklerin protein miktarmna gore
tekrar hazirlandi. Bu ara stoklardan nmol karbonil/mg protein cinslerinden 0 i¢in; 0 pl
okside BSA ve 121 ul rediikte BSA, 0,2 i¢in; 1 ul okside BSA ve 120 pl rediikte BSA,
0,4 i¢cin; 2 pl okside BSA ve 119 pl rediikte BSA, 0,6 i¢cin; 3 pul okside BSA ve 118 ul
rediikte BSA, 0,8 i¢in; 4 pl okside BSA ve 117 ul rediikte BSA, 1,0 icin; 5 pul okside
BSA ve 116 pl rediikte BSA, 1,2 i¢in; 6 ul okside BSA ve 115 pl rediikte BSA, 1,4 i¢in;
7 pl okside BSA ve 114 pl rediikte BSA, 1,6 i¢in; 8 ul okside BSA ve 113 pl rediikte
BSA, 1,8 i¢in; 9 pl okside BSA ve 112 ul rediikte BSA, 2,0 i¢in; 10 pl okside BSA ve
111 pl rediikkte BSA karistirilarak hazirlandi ve bu ¢ozeltiler her deney giinii taze

hazirlanarak standart egri ¢izimi i¢in kullanildi.
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3.3.5.2. Protein Karbonil Tayini Uygulanis

Sitozoldeki protein karbonil miktarimi tayin icin ilk olarak, hiicre membranlar1
lizis tamponu ile parcaland1. Hiicreler fosfat tamponu ile yikandiktan sonra 1x10° hiicre
icin 150 pl lizis tamponu kullanildi. Hiicreler hiicre kaziyici ile kaldirildiktan sonra
eppendorf tiiplere alind1 ve soguk odada 1 saat boyunca vortekslendi. 13.000 rpm, 4
°C’de 20 dakika boyunca santrifiij edildi. Siipernatant yeni bir eppendorf tiipe aktarildi
ve miktar tayininde kullanildi. Protein karbonil tayininde, ilk olarak tiim Orneklerin
protein konsantrasyonlar1 Bradford yontemiyle tayin edildi ve tiim Ornekler en az
protein miktar1 olan 6rnege gore fosfat tamponu ile seyreltildi. En az 1 mg/ml protein
miktar1 ile c¢alisilmaya O6zen gosterildi. En diisiik protein miktarma gore standart
cozeltiler ve drnekler fosfat tamponu igerisinde hazirlandi. 1,5 ml’lik eppendorf tiiplere
15 pl standart, 6rnek ya da kor i¢in fosfat tamponu konuldu. Biitiin tiiplere, 45 pl taze
hazirlanmig DNP ¢o6zeltisinden eklendi ve vorteksle iyice karistirildi. Her 10 dakikada
vortekslenerek, 45 dakika karanlikta inkiibe edildi. 5 pl inkiibasyon ¢ozeltisi ile 1 ml
kaplama tamponu karistirilarak giizelce vortekslendi. Nunc Maxisorb 96 kuyulu
mikroplaklara 3’er tekrarli olacak sekilde 200 pl yiiklendi ve 4°C’de bir gece
inkiibasyona brrakildi. Ertesi giin, plaktaki ¢ozeltiler dokiilerek kuyular 1 defa soguk
fosfat tamponu ile yikandi. Bloklama icin her kuyuya, multikanal pipetle 250 pl
bloklama ¢o6zeltisi eklendi ve karanlikta oda sicakliginda 1,5 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi, plaktakiler dokiildii, her kuyuya multikanal pipetle 200 pl Anti-
DNP-antikoru eklendi ve 1 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Plaktakiler dokiilerek kuyular
3’er defa % 0,1 Tween 20 iceren fosfat tamponu ile yikandi. Her kuyuya multikanal
pipetle 200 pul Anti-tavsan-IgG-POD-antikoru eklendi ve 1 saat oda sicakliginda ve
karanlikta inkiibe edildi. Plaktakiler dokiilerek kuyular 3’er defa % 0,1 Tween 20 iceren
fosfat tamponu ile yikandi. Her kuyuya multikanal pipetle 200 pl substrat ¢ozeltisi
eklendi ve 15 dakika 37 °C’de inkiibe edildi. Plaktakileri dokmeden her kuyuya
multikanal pipetle 200 pl reaksiyon sonlandirici ¢ozelti eklendi. Absorbans mikroplak

okuyucuda 492 nm filtre ve 750 nm referans filtre kullanilarak 6l¢iildii.

3.3.6. Proteazom Aktivitesi Tayini

3.3.6.1. Proteazom Aktivitesi Tayininde Kullanilan Cozelti ve Reaktifler
Lizis Tamponu: 8,56 g sakkaroz, 0,6 g HEPES, 0,2 g MgCl, ve 0,04 g EDTA
bidistile suda ¢oziilerek pH 7,4’e ayarlandi ve 100 ml’e tamamlandi. -20 °C’de sakland:.
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DTT Cozeltisi: 0,31 g DTT soguk bidistile suda ¢oziilerek 2 ml’ye tamamlandi.
-20 °C’de sakland:.

Proteoliz Tamponu: 13,63 g Tris baz, 1,68 g KCl, 0,8 g Mg(CH3;COO),x4
H,0, 0,76 g MgClLx6H,0 bidistile suda ¢oziilerek pH 8,2°e ayarland1 ve 250 ml’e

tamamlandi. -20 °C’de saklandi.

Suc-LLVY-MCA (2 mM): 10 mg peptid 6.55 ml DMSO’da ¢oziilerek
hazirland1. -20 °C’de saklanda.

Metilkumarin (MCA) Standartlari: 88 mg MCA 5 ml DMSO’da ¢oziilerek
100 mM konsantrasyonda birinci stok ve bu stoktan 10 pl almip 9,99 ml seyreltme
tamponuyla (%10 DMSO iceren 1/3 diliie edilen proteoliz tamponu) 100 pM
konsantrasyonda ikinci stok hazirlandi. Bu ikinci stoktan konsantrasyonlar1 0,5; 1; 2; 5;
10 mg/ml olacak sekilde MCA standart ¢ozeltileri taze olarak hazirlandi ve bu ¢ozeltiler

proteazom aktivitesi tayininde standart egri ¢izimi i¢in kullanildi.

izole proteazom: Hough ve ark. (1987) tarafindan tarif edilen dietilaminoetil
kromatografisi yontemine gore izole edilen proteazom Peter Voss (Diisseldorf,

Almanya) laboratuvarmdan saglanmistir.

3.3.6.2. Proteazom Aktivitesi Tayini Uygulamsi

Sitozoldeki proteazom aktivitesini tayin i¢in ilk olarak, hiicre membranlari lizis
tamponu ile parcaland1. Hiicreler fosfat tamponu ile yikandiktan sonra 1x10° hiicre i¢in
300 pl lizis tamponu ve 0,5 pl DTT karisimindan olusan ¢ozelti kullanildi. Hiicreler
hiicre kaziyici ile kaldirildiktan sonra eppendorf tiiplere alind1 ve 10 defa 20G igne ucu
ve sirigadan gecirilerek membranlar parcalandi. Sivi nitrojen ve 40 °C su banyosunda
dondurma ve ¢6zme seklinde 3 kez tekrarlanarak sitozolik enzimin daha 1yi sekilde
aciga cikarilmasi saglandi. 13.400 rpm, 4 °C’de 30 dakika boyunca santrifiij edildi.
Stipernatant yeni bir eppendorf tiipe aktarildi ve aktivite tayininde kullanildi. Proteazom
aktivite tayini Tablo 3.1°de gosterildigi sekilde kuyularin hazirlanmasindan sonra
mikroplakta tayin edildi. Reaksiyon 37 °C’de, 30 dakika boyunca yiriitiildii. Bu
reaksiyon sonucu olarak 20S proteazoma ait kimotripsin benzeri aktivite 6l¢iildii.
Reaksiyon sonucunda agiga ¢ikan metilkumarin peptidin floresans1 365 nm eksitasyon
ve 460 nm emisyon dalgaboylarinda 6l¢iildii. Metilkumarin standart c¢ozeltilerinin

floresanslarinin direkt 6lgiimiiyle hazirlanan standart egriye gore proteazom aktivitesi
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dakika ve mg protein basina nmol MCA aci8a ¢ikisi olarak hesaplandi. Hesaplama i¢in

orneklerin protein miktarlar1 Bradford yontemi ile tayin edildi.

3.3.7. immunoblot Yontemi

3.3.7.1. immunoblot Yonteminde Kullanilan Cézelti ve Reaktifler

Lizis Tamponu: 0,079 g Tris HCI, 11,98 g Pefablok, 0,45 ml Nonidet P-40,
0,05 g SDS bidistile suda ¢oziilerek pH 7,5’e ayarlandi ve 50 ml’e tamamlandi. -80
°C’de saklandi.

Tablo 3-1: Proteazom aktivite tayininde 96 kuyulu mikroplakta bir kuyunun dizaym

icerik Miktar
Hiicre lizat1 10 pl
Proteoliz tamponu 33,3 ul
DTT 0,2 ul

H,0 66,5 ul
Laktasistin 4,5 ul

10 dakika oda sicaklhiginda inkiibasyon
Suc-LLVY-MCA 10 pl

Son Hacim 120 pl

Tris (1 M): 12,1 g Tris baz, 90 ml bidistile suda ¢oziildii. Cozeltinin pH’1 HCI1
ile 6,8’e ayarland1 ve ¢ozelti bidistile su ile 100 ml’ye tamamlandi. 4 °C’de saklandi.

Tris (1,5 M): 18,2 g Tris baz, 80 ml bidistile suda ¢oziildii. Cézeltinin pH’1 HCI
ile 8,8’e ayarland1 ve ¢ozelti bidistile su ile 100 ml’ye tamamlandi. 4 °C’de saklandi.

SDS (%10): 50 g SDS, bidistile suda ¢oziilerek 500 ml’ye tamamlandi. Oda

sicakliginda sakland:.
APS (%10): 0,1 g APS, bidistile suda ¢oziilerek 1 ml’e tamamlandi. Bir hafta
icinde tiiketildi.

5x Elektroforez Tamponu (250 mM Tris / 1,9 M Glisin / %0,5 SDS): 30 g
Tris baz, 143 g Glisin ve 5 g SDS tartilarak 900 ml bidistile suda ¢oziildii. Cozeltinin
pH’1 8,5-8,7°’e ayarland1 ve c¢ozelti bidistile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Oda
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sicakliginda saklandi. Deney i¢in bu ¢ozelti 1x olacak sekilde 1/5 oraninda bidistile su

ile seyreltildi.

4xSDS Ornek Tamponu (0,25 M Tris / %8 SDS / %40 Gliserol / % 0,03
bromfenolmavisi): 2,5 ml 1 M Tris baz (pH 6,8); 0,8 g SDS; 4 ml gliserol; 2 ml %100
B-merkaptoetanol; 3 mg bromfenolmavisi bidistile suda c¢oziilerek 10 ml’ye

tamamland1. 4 °C’de saklandi.

Yiikleme Tamponu: 3,125 ml 1 M Tris pH 6,8; 0,5 ml %10 SDS bidistile suda

coziilerek 50 ml’ye tamamlandi.

Ayirma Jeli (%12): 3,3 ml bidistile su; 2,5 ml 1,5 M Tris pH 8,8; 4 ml %30
akrilamid/bisakrilamid; 100 pl %10 SDS; 100 pl %10 APS; 4 ul TEMED karistirilarak
hazirlandi. Hizli bir sekilde cam plaklarin arasina dokiilerek 45 dakika polimerizasyona

birakild..

Toplama Jeli (%5): 2,7 ml bidistile su; 500 ul 1 M Tris pH 6,8; 670 ul %30
akrilamid/bisakrilamid; 40 pl %10 SDS; 40 ul %10 APS; 4 ul TEMED karistirilarak
hazirlandi. Hizli bir sekilde 10 kuyulu taraklar yerlestirildikten sonra cam plaklarin

arasina dokiilerek 30 dakika polimerizasyona birakildi.

Katod Tamponu: 3,03 g Tris baz ve 5,25 g 6-aminokapronik asid 200 ml
metanolde ¢oziilerek bidistile su ile 1000 ml’e tamamlandi. pH 9-10’a ayarlanarak, oda

sicakliginda sakland:.

Anod Tamponu 1: 3,6 g Tris baz, 200 ml metanolde ¢o6ziilerek bidistile su ile

1000 ml’e tamamlandi. pH 10-11’e ayarlanarak, oda sicakliginda saklandi.

Anod Tamponu 2: 36,3 g Tris baz, 200 ml metanolde ¢dziilerek bidistile su ile

1000 ml’e tamamlandi. pH 10-11’e ayarlanarak, oda sicakliginda sakland:.

Ponceau S: 0,1 g ponceau S, 500 ul asetik asidde ¢oziilerek bidistile su ile 50

ml’e tamamlandi. Oda sicakliginda saklandi.

10xTBS: 48,4 g Tris baz, 160 g NaCl bidistile suda ¢6ziilerek konsantre HCI ile

pH 7,6’a ayarlandi1 ve 2 1’e tamamlanda.
IxTBST: 100 ml 10xTBS ve 500 pl Tween 20 bidistile su ile 1 1’e seyreltildi.

Bloklama Cozeltisi: 5 g siit tozu IxXTBST c¢o6zeltisinde ¢oziilerek 100 ml’e

tamamlandi.
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Antikor Seyreltme Cozeltisi: 1 g siit tozu 1XTBST ¢ozeltisinde ¢oziilerek 100

ml’e tamamlandi.

Kemiluminesans Substrat: 250 ul 20xLumiglo, 250 ul 20xPeroksid ve 4,5 ml

bidistile su karistirilarak karanlikta hazirlandi.

3.3.7.2. Immunoblot Yéntemi ile Protein Ekspresyonu Tayini

Hiicreler fosfat tamponu ile yikandiktan sonra 1x10° hiicre i¢in 150 pl lizis
tamponu kullanildi. Hiicreler hiicre kaziyici ile kaldirildiktan sonra eppendorf tiiplere
almdi ve 10 defa 20G igne ucu ve swrigadan gecirilerek membranlar parcalandi.
Ornekler 15 dakika buz iizerinde tutulduktan sonra 14.000 rpm, 4 °C’de 10 dakika
boyunca santrifiij edildi. Siipernatant yeni bir eppendorf tiipe aktarildi ve immunoblot
yonteminde kullanildi. ilk olarak tiim Orneklerin protein konsantrasyonlar1 Lowry
yontemiyle tayin edildi ve tiim 6rnekler en az protein miktari olan 6rnege gore 4xSDS
ornek tamponu ile seyreltildi. En az 30 pg protein miktar: ile ¢alisilmaya 6zen

gosterildi.

Western blot aparatlar1 arasma dokiilmiis olan ayirma jeli polimerize olduktan
sonra, 10’luk tarak kullanilarak toplama jeli dokiildii. Bu jel de polimerize olduktan
sonra tarak cikartilarak Ornekler yiiklendi. Bir kuyuya protein molekiil agirliklarini
gosteren ladder yiiklendi. Proteinler 75 dakika boyunca 100 Voltta yiirlimeye birakidi.
Sonrasinda jelden membrana transfer islemine gecildi. 3 adet filtre kagidi ve
nitroseliiloz membran katod tamponunda, jel ve 3 adet filtre kagid1 anod 1 tamponunda
ve 3 adet filtre kagidi anod 2 tamponunda islatildiktan sonra aparata Sekil 3.3°de
gosterildigi gibi yerlestirildi ve 60 mA’de 60 dk transfer edildi. Hazirlanan membran
ponceau S cozeltisi ile 15 dk inkiibe edildikten sonra proteinler goriiniir hale gelene
kadar distile su ile yikand1 ve membran kemilunesans deteksiyon sonrasinda molekiiler

agirlik tayini icin fotokopisi ¢ekilerek fosfat tamponu igerisinde 4 °C’de saklandi.

Kemiliiminesans deteksiyon i¢in; membran ilk olarak 60 dakika boyunca
bloklama ¢6zeltisinde inkiibe edildi. Anti-20S-proteazom antikoru i¢in 1:200, anti c-jun
antikoru i¢in 1:200, anti pj-c-jun antikoru i¢in 1:200 ve anti-GAPDH antikoru i¢in
1:5000 seyreltme antikor seyreltme c¢ozeltisi kullanilarak yapildi. Bu antikorlarla
membranlar, 60 dakika boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi membranlar 1xXTBST
ile 3’er kez 5’er dakika yikandi. C-jun ve 20S-proteazom antikorlar1 i¢in sekonder

antikor olan goat anti-rabbit 1gG 1:5000, p;-c-jun ve GAPDH antikorlar1 i¢in sekonder
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antikor olan rabbit anti-mouse IgG 1:5000 oranlarinda antikor seyreltme ¢ozeltisi ile
seyreltildi. Membranlar sekonder antikorlarla da 60 dakika boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrast1 membranlar 1xTBST ile 3’er kez 5’er dakika yikandu.
Kemiluminesans substratla 1 dk inkiibe edildikten sonra filmle goriintiileme islemine

gecildi.

() Katod plak

Transfer &
Yiimii

Sekil 3-3: Immunoblot yonteminde proteinlerin jelden membrana transferi icin kurulan
diizenek

Filmle goriintiilemede, kodak film ile 1 dk film kasedinde tutulduktan sonra 2 dk
gelistirici, 30 sn durdurucu ve 2 dk fikse edici ¢ozeltilerde tutulduktan sonra filmde

proteinleri gosteren bandlar elde edildi.

3.3.8. Siv1 Sintilasyon Yontemi

3.3.8.1. Siv1 Sintilasyon Yonteminde Kullanilan Cozelti ve Reaktifler
%20 TCA: 4 g TCA bidistile suda ¢oziilerek 20 ml’e tamamlandi. 4 °C’de

sakland..

%10 BSA: 0,2 g BSA bidistile suda ¢oziilerek 2 ml’e tamamlandi. 4 °C’de

sakland..

1 N NaOH: 2 g NaOH bidistile suda ¢oziilerek 50 ml’e tamamlandi. 4 °C’de

sakland..

Deterjan Kokteyli: 1 g Na deoksikolat, 0,2 g SDS, 2 ml Triton X-100, 315,2
mg Tris HCL, 74,44 mg EDTA bidistile su ile 200 mI’e tamamland1. 4 °C’de saklandi.

338: 50 pl (0,5 mCi) ’lik parcalara ayrilarak -20 °C’de saklandu.
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3.3.8.2. Siv1 Sintilasyon Yontemi ile Proteoliz ve Protein Agregatlar Tayini

6 petri kab1 yani 6x10° hiicre iki kez fosfat tamponu ile yikandi. 0,5 mCi olan
%3S, 19 ml besiyerinde seyreltildi. Her petri kabma 3 ml *°S ¢ozeltisi eklendikten sonra
16 saat boyunca hiicre kiiltiirii inkiibatoriinde inkiibasyona birakildi. Kalan 1 ml **S
¢ozeltisi sayim icin (A) kullanilacagindan saklandi. Hiicrelerin 16 saat *S ¢ozeltisi ile
inkiibasyonu sonrasi tim *°S ¢ozeltileri saymm icin (B) bir falkonda toplandi. Tiim
petriler 2’ser defa fosfat tamponu ile yikandi ve l.yikkama (C) ve 2.yikama (D)
cozeltileri saymm icin falkonda toplandi. UVA radyasyon i¢in petrilere 3’er ml fosfat
tamponu eklendi ve 30 J/cm® UVA radyasyona maruz birakildi. Kontrol 6rnekleri de
ayni siire i¢in inkiibatorde tutuldu. Radyasyon sonrasi fosfat tamponlari kontrol ve UVA
ornekleri ayr1 olmak iizere sayim i¢in (E,F) falkonlara alindi. Petrilere 3’er ml besiyeri
eklenerek 3 saatligine inkiibatorde tutuldu. Bu inkiibasyon baglatilmadan 6nce eklenen 3
ml’lik besiyerlerinden 100’er pl ayr1 eppendorflara sayim i¢in alindi. Bu asamadaki
saymm bize 0. saattaki proteolizi verdi. 3 saatlik inkiibasyon sonrasinda tekrar 100’er pl
ayr1 eppendorflara sayim i¢in alindi. Bu asamadaki sayim bize 3. saattaki proteolizi
verdi. 0 ve 3. saattaki protelizi tayin i¢in 100’er pl besiyerlerine 50 pl BSA ve 100 pl
TCA c¢ozeltileri eklendi. 14.000xg, 4 °C’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi.

Siipernatant yeni bir eppendorf tiipe aktarildi ve sayimda kullanild:.

Protein agregatlar1 tayini i¢in, petri kaplarma 500’er pl soguk fosfat tamponu
eklendi ve hiicreler hiicre kaziyici ile kaldirildiktan sonra eppendorf tiiplere alindi. Bu
hiicre silispansiyonlarinin her birinden toplam protein saymmi i¢in 100’er pl ayri
eppendorflara alindi. Bu 100 pl siispansiyonlara 100 ul Perkin Elmer doku ¢dziiciisii
(Solvable) eklenerek 60 °C’de 10 dk boyunca vortekslendi ve sayim icin kullanildi.
Kalan 400’er pl hiicre siispansiyonlar1 3.000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve pelletlere
200 pl deterjan kokteyli eklendi. 15 dk boyunca buzda tutulduktan sonra 13.000xg, 4
°C’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi. Siipernatant yeni bir eppendorf tiipe aktarildi
ve deterjanda ¢Ozilinebilen proteinlerin tayini i¢in sayimda kullanildi. Pelletlere 150 pl
IN NaOH eklenerek 60 °C’de 10 dk boyunca vortekslendi ve deterjanda ¢éziinmeyen
proteinlerin (protein agregatlarinin) tayini i¢in sayimda kullanildi. Sayim i¢in her
ornekten 20 pl almarak 2 ml sintilasyon kokteyli igerisinde 6zel kapakli sintilasyon

tiipleri igerisinde sayim gerceklestirildi.
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Hesaplamada ilk olarak sivi sintilasyon aletindeki % verim dikkate alinarak bu
degerin %90°1n ilizerinde olmasia 6zen gosterildi. Gosterilen degerlerden dakikadaki
parcalanma (DPM) degeri hesaplamada kullanildi. Petri basma olan proteini (C)

hesaplamak i¢in;

C = (A x seyreltme faktorii) — (B x seyreltme faktorii + C x seyreltme faktorii +
D x seyreltme faktorii + E (F) x seyreltme faktorii)

Bulunan C degeri %100 olarak kabul edilerek herbir 6rnegin hesabi yapild.
Ayrica hesap, herbir Ornek i¢cin kendi toplam protein miktarlar1 gdézoniinde

bulundurularak yapildi.

3.3.9. Kantitatif PCR (qPCR) Yontemi

3.3.9.1. Kantitatif PCR Yonteminde Kullanilan Cozelti ve Reaktifler
hMMP-1 Sag Primer (100 pmol/ul): 5’-ctg ctt acg aat ttg ccg ac-3’ dizisinde
olan primer 249 pul bidistile suda ¢6ziiliip -20 °C’de saklandi.

hMMP-1 Sol Primer (100 pmol/nl): 5’-gca gca tcg ata tge ttc ac-3’ dizisinde
olan primer 181 pl bidistile suda ¢oziiliip -20 °C’de saklandi.

hTIMP-1 Sag Primer (100 pmol/ul): 5’-gat gga ctc ttg cac atc act-3’ dizisinde
olan primer 192 pul bidistile suda ¢oziiliip -20 °C’de saklandi.

hTIMP-1 Sol Primer (100 pmol/ul): 5’-tgg ata aac agg gaa aca ctg-3’ dizisinde
olan primer 172 pl bidistile suda ¢6ziiliip -20 °C’de saklandi.

h18srRNA Sag Primer (100 pmol/nl): 5’-gga cat cta agg gca tca ca-3’
dizisinde olan primer 216 ul bidistile suda ¢oziiliip -20 °C’de saklandu.

h18srRNA Sol Primer (100 pmol/pl): 5’-aca cgg aca gga ttg aca ga-3’
dizisinde olan primer 194 ul bidistile suda ¢oziiliip -20 °C’de saklanda.

S50xTAE: 121 g Tris baz, 28,5 ml asetik asid ve 50 ml 0,5 M Na,EDTA’da

coziilerek pH 8’e ayarlandi ve bidistile su ile 500 ml’e tamamlandi.
IXTAE: 10 ml 50xTAE c¢ozeltisi bidistile su ile 500 ml’e seyreltildi.
Etidyum Bromiir: 10 mg/ml olarak hazir olarak temin edildi.

Jel Tamponu: 12,5 pl etidyum bromir 250 ml 1xTAE ile karistirilarak

hazirlandi.
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Agaroz Jel: 1,25 g agaroz terazi iizerinde 50 g’a gelene kadar jel tamponu ile

tamamlandi. Coziilene kadar mikrodalga firinda birkag kez kaynatilda.

5xDNA Yiikleme Tamponu: 2,5 ml gliserin + 4 mg bromfenol mavisi 10 ml’e

bidistile su ile tamamlandi. 4 °C’de saklandi.

Standart c¢cDNA’larin Hazirlamsi: 3.3.9.2°de anlatildig1 sekilde RNA ve
cDNA’lar hazirlandiktan sonra, elde edilen cDNA’lar primerlerle asil birlesme ve
ayrilma reaksiyonunun gergeklestigi sicakligi dogrulamak ve cDNA’lar1 gogaltmak
amacli normal qPCR’da yiirtimeye birakildi. Bu reaksiyon i¢in 1Q Sybr green kitinde
tarif edildigi lizere ornek basina 12,5 ul sybr green, 10,5 pl H,O, 0,5 pl sag primer ve
0,5 ul sol primer karistirilarak reaksiyon karisimi hazirlandi. Reaksiyon karigimima 1 pl
cDNA eklenerek qPCR’da yiiriimeye birakildi. PCR reaksiyonu 95 °C’de 3 dk, 40
tekrar seklinde (95 °C’de 10 saniye, 62 (MMP-1) — 64,3 (TIMP-1) — 61 (18srRNA)
°C’de 15 saniye ve 72 °C’de 20 saniye) tutularak yiriitiildii.

Agaroz jel polimerize olduktan sonra, 20 pul PCR’dan elde edilen iiriinlere 5 pl
5xDNA yiikleme tamponu eklenerek jele yiiklendi. Bir kuyuya 25-700 baz c¢iftini
gosteren DNA ladder yiiklendi. 60 voltta 75 dk yiriitiildii. Jeldeki bantlar UV kamera

altinda goriintiilendi.

Bantlar, UV kamera altinda bisturi ile kesildi. Kesilen bantlar 2 ml’lik eppendorf
tiiplere konuldu ve jelden dsDNA ekstraksiyonu qiagen kit kullanilarak yapildi. Jel
parcalar1 tartildi, 3 kat1 hacimde QG tamponu eklendi. Jel ¢oziilene kadar 50 °C’de 2
dk’da bir vortekslenerek inkiibe edildi. 1 hacim izopropanol eklenerek karistirildi.
Ornekler 2 ml tiip iizerindeki QIAquick spin kolona uyguland: ve 13.000 rpm 1 dk
santrifiij edildi. Stipernatant atildi, kolona 0,75 ml PE tamponu uygulandi ve 13.000
rpm 1 dk santriftij edildi. Kolon yeni bir tiipe yerlestirilerek 13.000 rpm 1 dk santrifiij
edildi. Kolon yeni bir 1,5 mI’lik eppendorf tiipe yerlestirildi, DNA’y1 eliie etmek i¢in 50
ul eliisyon tamponu eklendi ve 13.000 rpm 1 dk santrifiij edildi.

Elde edilen DNA’nm konsantrasyonunu tayin i¢in 1/50 konversiyon faktorii ile
260 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢tim yapildi. Spektrofotometrede okunan ml’deki
pg DNA miktari, pl’deki kopya sekline doniistiiriildii. Bunun i¢in asagidaki formiil
kullanildi:
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(a g / ul DNA / [baz ¢iftindeki plazmid uzunlugu x 660]) x 6,022 x 102 =Y
molekiil / pl

660 = ¢ift halka DNA’nin ortalama molekiil agirlig:
6,022 x 10** = avagadro sayis1

Yapilan hesaplamaya gore elde edilen deger ana stok olarak alindi. Buna gore
10°, 10* ve 10’ konsantrasyonlarda stoklar hazirland1 ve -20 °C’de saklandi. Her deney
giinii 107 stogu kullanilarak bidistile su ile 100, 10], 102, 103, 104, 105, 10° standart
cozeltileri hazirland1 ve diger 6rneklerle birlikte PCR’da yiiriitiildi.

3.3.9.2. Kantitatif PCR Yontemi ile mRNA Ekspresyonlarinin Analizi
qPCR i¢in UVA radyasyonu sonrasi 3 saat besiyerinde inkiibasyonu takiben
hiicrelerden RNA izolasyonu yapild.

RNA izolasyonu: Qiagen marka hazir kit kullanilarak iiretici firmanmn tarifine
gore yapildi. 2 ml RLT tamponuna 20 pl B-merkaptoetanol eklendi. Hiicrelerin besiyeri
uzaklastirildiktan sonra iki defa fosfat tamponu ile yikandi. Her petriye 350 ul RLT + B-
merkaptoetanol ¢ozeltisinden eklendi. Hiicre siispansiyonlar1 eppendorf tiiplere alind.
350 ul %70 etanol eklendi ve pipetleme ile iyice karistirildi. 700 pl hiicre siispansiyonu
ve etanol karisimi 2 ml’lik tiipe takili olan spin kolona aktarildi. 13.000 rpm 1 dk
santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve kolona 700 ul RW1 tamponu eklendi. 13.000 rpm
1 dk santrifiij edildi. Siipernatant atild1 ve kolona 700 pul RPE tamponu eklendi. 13.000
rpm 1 dk santrifiij edildi. Siipernatant atildi1 ve kolona 700 pul RPE tamponu eklendi.
13.000 rpm 1 dk santrifiij edildi. Kolon temiz bir tiipe alind1 ve 13.000 rpm 1 dk
santrifiij edildi. Kolon temiz 1,5 ml’lik kapakli eppendorf tiipe alindi, iizerine eliisyon
icin 50 pl Rnaz icermeyen su eklendi, 13.000 rpm 1 dk santrifiij edildi. RNA
konsantrasyonunu tayin i¢in 1/40 konversiyon faktorii ile 260 nm’de spektrofotometrik

olarak dl¢tim yapildi.

c¢DNA Sentezi: RNA’nin konsantrasyonuna gore 1 pg’a tekabiil eden hacim
alind1. Uzerine 15 pl’e tamamlayacak sekilde RNAz ve DNAz icermeyen su konuldu.
Qiagen kit igerisinde bulunan 5xreaksiyon karisimindan 4 pl ve reverse transkriptazdan
1 pl eklendi. Reaksiyon termal cycler’da 5 dk 25 °C, 30 dk 42 °C, 5 dk 85 °C olacak
sekilde yiirtitildii.
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PCR Reaksiyonunun Yiiriitiilmesi: 1Q Sybr green kitinde tarif edildigi tlizere
ornek basma 12,5 pl sybr green, 10,5 ul H,O, 0,5 pl sag primer ve 0,5 pl sol primer
karistirilarak reaksiyon karisimi hazirlandi. Reaksiyon karigimina 1 pl cDNA eklenerek
qPCR’da yiirimeye birakildi. PCR reaksiyonu 95 °C’de 3 dk, 40 tekrar seklinde (95
°C’de 10 saniye, 62 (MMP-1) — 64,3 (TIMP-1) — 61 (18srRNA) °C’de 15 saniye ve 72
°C’de 20 saniye) tutularak yiiriitiildii. Kantitatif olarak elde edilen sonuglar 18srRNA

mRNA degerlerine oranlanarak hesaplama yapildi.

3.3.10. Otofloresans Goriintiileme

Fibroblast hiicrelerinin lipofusin ile inkiibasyonu sonrasi floresans mikroskobu
altinda floroizotiyosiyanat (FITC) filtre kullanilarak floresans goriintiileri alindi. Ayrica
otofloresansi kantifikasyon i¢in ayni1 hiicreler 360 nm eksitasyon ve 590 nm emisyon

dalgaboylarinda florometri ile de tayin edildi.

3.3.11. Yesil Floresans Protein ile Transfeksiyon Yontemi

3.3.11.1. Yesil Floresans Protein ile Transfeksiyon Yonteminde Kullamlan Cozelti
ve Reaktifler

Deneysel Transfeksiyon Cozeltisi: 100 pl opti-MEM besiyeri (serum orani
%3-5 oraninda) ve 4 pl Cignal reporter hafifce karistirilarak hazirlandi.

Negatif Kontrol Transfeksiyon Cozeltisi: 100 pl opti-MEM besiyeri ve 4 pl
Cignal negatif kontrol hafifce karistirilarak hazirlandi.

Pozitif Kontrol Transfeksiyon Cozeltisi: 25 pl opti-MEM besiyeri ve 1 pl
Cignal pozitif kontrol hafifce karistirilarak hazirlandi.

SureFECT Cozeltisi: Her petri i¢gin 0,3 pl SureFECT 25 pl opti-MEM
besiyerinde seyreltildi, hafifce karistirildi ve 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

3.3.11.2. Yesil Floresans Protein ile Transfeksiyon Yontemi ile AP-1 Aktivasyonu
Tayini

Deneysel transfeksiyon c¢ozeltisi ve pozitif kontrol transfeksiyon c¢ozeltisine
SureFECT c¢ozeltisinden esit hacimlerde konuldu, hafif¢e karistirildi ve komples
olusumunu saglamak i¢in oda sicakliginda 20 dk inkiibe edildi. Diger tarafta hiicreler
fosfat tamponu ile yikandi, tripsinlendi, sayildi, opti-MEM besiyeriyle inaktive edildi,
santrifiij edildi ve 300.000 hiicre/ml olacak sekilde opti-MEM, %5 FBS ve %1 NEAA

ile tekrar suspende edildi. 2,5 ml hiicre siispansiyonu ile 500 pl kompleks ¢ozeltisi 35
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mm’lik petri kabinda birlestirildi ve hafif¢e karistirildi. 37 °C’de %S5 CO, iceren hiicre
kiiltiirli inkiibatorii icinde 16 saat boyunca inkiibe edildi. Hiicrelerin besiyeri %5 FBS,
%1 NEAA, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin igeren opti-MEM ile
degistirildi. 24 saat sonrasinda deneyler yapildi. UVA radyasyon sonrasi 3 saat inkiibe
edildikten sonra ve 24 saat laktasistin inkiibasyonu sonrasi standart floroizotiyosiyanat
(FITC) filtre (470 £ 20 nm eksitasyon ve 515 nm emisyon filtreleri) kullanilarak

floresans mikroskopta goriintiiler incelendi.
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4. BULGULAR

4.1. UVA Radyasyon Sonrast MTT Canhilik Tayini Degerleri
3.3.1.2°de anlatildigi gibi UVA radyasyona maruz birakilan fibroblast

hiicrelerinde 3.3.2’de anlatilan protokole uygun olarak yapilan MTT canlilik tayini

ardindan elde edilen sonuglar Sekil 4.1°de gosterilmistir.

10-60 J/cm® dozlarda uygulanan UVA nin hiicrelerde kontrol grubuna (0 J/cm®)

kiyasla %20’nin iizerinde 6liim oranina neden olmadig1 gozlenmistir.

UVA radyasyon sonrasi hiicre canliligi

100 |
80 [
S
ic
5 40
20 [
0
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UVA (J/cm?)

Sekil 4-1: UVA radyasyonun fibroblast hiicrelerinde canhhga etkisi.

Tiim degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.

4.2. Protein Karbonil Tayini Degerleri
3.3.1.2°de anlatildigi gibi UVA radyasyona maruz birakilan fibroblast

hiicrelerinde 3.3.5’de anlatilan protokole uygun olarak yapilan protein karbonil tayini
ardindan elde edilen sonuglar Sekil 4.2°de gosterilmistir.

10-60 J/cm® dozlarda uygulanan UVA’nin hiicrelerde kontrol grubuna (0 J/cm®)
kiyasla protein karbonil diizeylerinde 6nemli Olgiide (p<0,05) artisa neden oldugu

gozlenmistir.
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Sekil 4-2: UVA radyasyonun fibroblast hiicrelerinde protein karbonil olusumuna etkisi.
Tiim degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.

One-way ANOV A Bonferroni’s Multiple Comparison testine gore:

*Kontrol grubundan dnemli 6l¢iide farkli (p<0,05)

4.3. Proteazom Aktivitesi Tayini Degerleri
3.3.1.2°de anlatildigi gibi UVA radyasyona maruz birakilan fibroblast
hiicrelerinde 3.3.6°da anlatilan protokole uygun olarak yapilan proteazom aktivite tayini

ardindan elde edilen sonuglar Sekil 4.3°de gosterilmistir.

10-60 J/cm® dozlarda uygulanan UVA’nin hiicrelerde kontrol grubuna (0 J/cm®)
kiyasla proteazom enzimi aktivitesinde 6nemli 6l¢iide (p<0,05) azalmaya neden oldugu

gozlenmistir.
Proteazomal Aktivite

03Ff

Proteazomal aktivite
(nmol MCA/dk x mg protein
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Sekil 4-3: UVA radyasyonun fibroblast hiicrelerinde proteazom aktivitesine etKkisi.
Tiim degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.

One-way ANOV A Bonferroni’s Multiple Comparison testine gore:

*Kontrol grubundan dnemli 6l¢iide farkli (p<0,05)
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4.4. Proteazom Protein Miktar Tayini Degerleri
3.3.1.2°de anlatildigi gibi UVA radyasyona maruz birakilan fibroblast

hiicrelerinde 3.3.7°de anlatilan protokole uygun olarak yapilan immunoblot yontemi
ardindan elde edilen sonuglar Sekil 4.4’de gosterilmistir.
30 J/em® dozda uygulanan UVA’nin hiicrelerde kontrol grubuna (0 J/cm?)

kiyasla proteazom enzimi miktarinda 6nemli degisiklige neden olmadig1 gézlenmistir.
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Sekil 4-4: UV A radyasyonun fibroblast hiicrelerinde proteazom enzimi miktarina etkisi

Student t testine gore: p>0,05

4.5. NaN; Inkiibasyonu ile Proteazom Aktivitesi Tayini Degerleri
3.3.1.1’de anlatildig1 sekilde 20 mM konsantrasyonda NaNs3 inkiibasyonu

yapilan fibroblast hiicrelerinde 3.3.6’da anlatilan protokole uygun olarak yapilan

proteazom aktivite tayini ardindan elde edilen sonuclar Sekil 4.5°de gosterilmistir.

Singlet oksijen inhibitorii olarak bilinen NaN3’in 40J/cm’ dozda uygulanan UVA

radyasyonun neden oldugu proteazom inhibisyonunu azalttig1 gézlenmistir.

4.6. NDPO; Uygulamasi ile Proteazom Aktivitesi Tayini Degerleri
3.3.1.1’de anlatildig1 sekilde NDPO, inkiibasyonu yapilan fibroblast

hiicrelerinde 3.3.6’da anlatilan protokole uygun olarak yapilan proteazom aktivite tayini
ardindan elde edilen sonuclar Sekil 4.6’da gosterilmistir.
Singlet oksijen kaynagi olarak bilinen NDPO,’in hiicrelerde kontrol grubuna (0

mM NDPO,) kiyasla proteazom aktivitesinde onemli 6lgiide (p<0,05) inhibisyona

neden oldugu goézlenmistir (Sekil 4.6.A). Hiicrede goriilen bu inhibisyon, izole
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proteazomda gozlenmemis ve kontrol olarak kullanilan NDP inkiibasyonu ile ayni

degerlerde seyretmistir (Sekil 4.6.B).

UVA radyasyon esnasinda
NaNj etkisi
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Sekil 4-5: NaN; uygulamasinin UVA radyasyonun fibroblast hiicrelerinde neden oldugu
proteazom inhibisyonuna etkisi.

Tiim degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.

Student t testine gore: *Kontrol grubundan 6nemli l¢iide farkli (p<0,05)

A Fibroblastlarin '0, ile B 10,’nin izole proteazom
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Sekil 4-6: NDPO, uygulamasinin fibroblast hiicrelerinde ve izole proteazomda proteazom
aktivitesine etKkisi.

Tiim degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
Student t ve one-way ANOVA testlerine gore:
*Kontrol grubundan dnemli 6l¢iide farkli (p<0,05)
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4.7. izole Proteazom ile Aktivite Tayini Degerleri
3.3.1.2°de anlatildig1 gibi UV A radyasyonu yapilan izole proteazomun 3.3.6’da
anlatilan protokole uygun olarak yapilan proteazom aktivite tayini ardindan elde edilen

sonuglar Sekil 4.7°de gosterilmistir.

10-60 J/cm® dozda uygulanan UVA radyasyonun hiicrelerde neden oldugu
proteazomal inhibisyon (Sekil 4.3), izole proteazoma daha yiiksek dozlarda UVA

uygulamasi yapildiginda gézlenmemistir.

Izole proteazom iizerinde
UVA’nin etkisi
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Sekil 4-7: UV A radyasyonun izole proteazomda enzim aktivitesi iizerine etkisi.

Tiim degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
One-way ANOVA testine gore: p>0,05

4.8. Proteoliz Tayini Degerleri
3.3.1.2°de anlatildigi gibi UVA radyasyona maruz birakilan fibroblast

hiicrelerinde 3.3.8.’de anlatilan protokole uygun olarak yapilan sivi sintilasyon

yontemiyle proteoliz tayini ardindan elde edilen sonuclar Sekil 4.8’de gosterilmistir.

30 J/em® dozda uygulanan UVA’nm hiicrelerde kontrol grubuna (0 J/cm?)

kiyasla genel proteolizde 6nemli 6lgiide (p<0,05) azalmaya neden oldugu gozlenmistir.

4.9. Protein Agregatlar Tayini Degerleri
3.3.1.2°de anlatildigi gibi UVA radyasyona maruz birakilan fibroblast

hiicrelerinde 3.3.8.’de anlatilan protokole uygun olarak yapilan sivi sintilasyon
yontemiyle deterjanda ¢oziinme Ozelligine dayali protein agregatlari tayini ardindan

elde edilen sonuglar Sekil 4.9’da gosterilmistir.
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30 J/em® dozda uygulanan UVA’nm hiicrelerde kontrol grubuna (0 J/cm?)
kiyasla proteinlerin deterjandaki ¢oziiniirliigiinde 6nemli Olgiide (p<0,05) azalmaya
(Sekil 4.9.A) ve ¢oziinmeyen agregat olusumunda O6nemli dl¢iide (p<0,05) artisa (Sekil
4.9.B) neden oldugu gozlenmistir.

Fibroblastlarda UVA’nin
protein degradasyonuna etkisi
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Sekil 4-8: UV A radyasyonun fibroblast hiicrelerinde proteoliz iizerine etkisi.
Tiim degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.

Student t testine gore: *Kontrol grubundan 6nemli l¢iide farkli (p<0,05)
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Sekil 4-9: UVA uygulamasinin fibroblast hiicrelerinde proteinlerin deterjanda ¢6ziinme
ozelligine ve protein agregat olusumu iizerine etkisi.

Tiim degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.

Student t testine gore: *Kontrol grubundan 6nemli l¢iide farkli (p<0,05)
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4.10. MMP-1 ve TIMP-1 mRNA Ekspresyonlar Tayini

3.3.1.2°de anlatildigi gibi UVA radyasyona maruz birakilan fibroblast
hiicrelerinde 3.3.9.’da anlatilan protokole uygun olarak yapilan kantitatif PCR
yontemiyle mRNA ekspresyonlar1 tayini ardindan elde edilen sonuglar Sekil 4.10°da

gosterilmistir.

10-60 J/cm® dozlarda uygulanan UVA’nin hiicrelerde kontrol grubuna (0 J/cm®)
kiyasla MMP-1 mRNA ekspresyonunda onemli 6lciide (p<0,05) artisa (Sekil 4.10.A)
ve TIMP-1 mRNA ekspresyonunda 6nemli dlgiide (p<0,05) azalmaya (Sekil 4.10.B)

neden oldugu gbézlenmistir.

A Fibroblastlarda MMP-1 Ekspresyonu B Fibroblastlarda TIMP-1 Ekspresyonu
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Sekil 4-10: UV A uygulamasimin fibroblast hiicrelerinde MMP-1 ve TIMP-1 mRNA
ekspresyonuna etkisi.

Tiim degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
One-way ANOV A Bonferroni’s Multiple Comparison testine gore:
*Kontrol grubundan dnemli 6l¢iide farkli (p<0,05)

4.11. Lipofusinin Hiicre Sitoplazmasina Alimi Tayini
3.3.1.1°de sekilde

hiicrelerinde 3.3.10’da anlatilan protokole uygun olarak yapilan otofloresans tayini

anlatildigi lipofusin inkiibasyonu yapilan fibroblast

ardindan elde edilen sonuglar Sekil 4.11°de gdsterilmistir.

Lipofusinin 2 haftalik inkiibasyon sonrasi sitoplazmaya alindig1 ve floresansin

kontrole kiyasla dnemli 6l¢iide (p<0,05) artisa neden oldugu gézlenmistir.
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Sekil 4-11: Lipofusinin hiicre sitoplazmasina alimim gosteren floresans mikroskobi
goriintiileri ve kantifikasyonu.

Tiim degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
Student t testine gore *Kontrol grubundan 6nemli 6l¢iide farkli (p<0,05)

4.12. Lipofusin Inkiibasyonu Sonrasi Proteazom Aktivite Tayini Degerleri

3.3.1.1’de anlatildig1 sekilde lipofusin inkiibasyonu yapilan fibroblast
hiicrelerinde 3.3.6’da anlatilan protokole uygun olarak yapilan proteazom aktivite tayini

ardindan elde edilen sonuglar Sekil 4.12°de gdsterilmistir.

Lipofusinin sitoplazmaya alimmnin ardindan fibroblast hiicrelerinde kontrol
grubuna kiyasla proteazom enzimi aktivitesinde 6nemli Olciide (p<0,05) azalmaya

neden oldugu gozlenmistir.

4.13. Lipofusin Inkiibasyonu Sonrast MMP-1 ve TIMP-1 mRNA Ekspresyonlar
3.3.1.1’de anlatildig1 sekilde lipofusin inkiibasyonu yapilan fibroblast

hiicrelerinde 3.3.9°da anlatilan protokole uygun olarak yapilan kantitatif PCR

yontemiyle mRNA ekspresyonlar1 tayini ardindan elde edilen sonuglar Sekil 4.13°de

gosterilmistir.

Lipofusinin sitoplazmaya alimmin ardindan fibroblast hiicrelerinde kontrol
grubuna kiyasla MMP-1 mRNA ekspresyonunda 6nemli Olciide (p<0,05) artisa ve
TIMP-1 mRNA ekspresyonunda 6nemli Olglide (p<0,05) azalmaya neden oldugu

gozlenmistir.
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Sekil 4-12: Lipofusinin fibroblast hiicrelerinde proteazom enzimi aktivitesi iizerine etkisi.

Tiim degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
Student t testine gore: *Kontrol grubundan 6nemli l¢iide farkli (p<0,05)

A Lipofusin alimi1 sonrast MMP-1 B Lipofusin alimi sonras1 TIMP-1
ekspresyonu ekspresyonu
400 | * 1501
7B 300 Zw
S 3 S 3 100}
= A =15
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Lipofusin Inkiibasyonu (hafta) Lipofusin Inkiibasyonu (hafta)

Sekil 4-13: Lipofusinin fibroblast hiicrelerinde MMP-1 ve TIMP-1 mRNA ekspresyonlari
iizerine etkisi.

Tiim degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
Student t testine gore: *Kontrol grubundan 6nemli l¢iide farkli (p<0,05)

4.14. Laktasistin Inkiibasyonu Sonrasi Proteazom Aktivite Tayini Degerleri

3.3.1.1’de anlatildig1 sekilde laktasistin inkiibasyonu yapilan fibroblast
hiicrelerinde 3.3.6°da anlatilan protokole uygun olarak yapilan proteazom aktivite tayini

ardindan elde edilen sonuglar Sekil 4.14’de gdsterilmistir.
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Ger1 doniisiimsiiz proteazom inhibitorii olarak bilinen laktasistinin hiicrelerde
kontrol grubuna kiyasla proteazom aktivitesinde 6nemli 6l¢iide (p<0,05) inhibisyona

neden oldugu gozlenmistir.

Laktasistin inkiibasyonu ile
proteazom inhibisyonu
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Sekil 4-14: Laktasistinin fibroblast hiicrelerinde proteazom enzimi aktivitesi iizerine etkisi

Tiim degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
Student t testine gore: *Kontrol grubundan 6nemli l¢iide farkli (p<0,05)

4.15. Laktasistin inkiibasyonu sonrast MMP-1 ve TIMP-1 mRNA Ekspresyonlar:
3.3.1.1’de anlatildig1 sekilde laktasistin inkiibasyonu yapilan fibroblast

hiicrelerinde 3.3.9°da anlatilan protokole uygun olarak yapilan kantitatif PCR

yontemiyle mRNA ekspresyonlar1 tayini ardindan elde edilen sonuglar Sekil 4.15°de

gosterilmistir.

Laktasistinin fibroblast hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla MMP-1 mRNA
ekspresyonunda Onemli Olgiide (p<0,05) artisa ve TIMP-1 mRNA ekspresyonunda

onemli Olciide (p<0,05) azalmaya neden oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4-15: Laktasistinin fibroblast hiicrelerinde MMP-1 ve TIMP-1 mRNA
ekspresyonlari iizerine etkisi.

Tiim degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
Student t testine gore: *Kontrol grubundan 6nemli l¢iide farkli (p<0,05)

4.16. ps Transfeksiyonu Sonrasi Proteazom Aktivite Tayini Degerleri
Vektor ve Bs transfeksiyonu yapilan fibroblast hiicrelerinde 3.3.6°’da anlatilan

protokole uygun olarak yapilan proteazom aktivite tayini ardindan elde edilen sonuglar

Sekil 4.16’da gosterilmistir.

Bs transfeksiyonu yapilan hiicrelerin vektor ile transfeksiyon yapilan kontrol
grubu hiicrelerine kiyasla proteazom aktivitesinde onemli 6l¢iide (p<0,05) artis oldugu

gozlenmistir.

4.17. Bs Transfeksiyonu Yapilan Hiicrelerin UVA Radyasyon Sonrasi MTT
Canhlik Tayini Degerleri

Vektor ve PBs transfeksiyonu yapilan ve 3.3.1.2°de anlatildig1 sekilde UVA
radyasyona maruz birakilan fibroblast hiicrelerinde 3.3.2°de anlatilan protokole uygun
olarak yapilan MTT canlilik tayini ardindan elde edilen sonuclar Sekil 4.17°de
gosterilmistir.

30 J/em® dozda uygulanan UVA’nin vektér ve Ps transfeksiyonu yapilan

hiicrelerde normal fibroblast hiicrelerinde oldugu gibi kontrol grubuna (0 J/cm?) kiyasla

%20’ nin lizerinde 6liim oranina neden olmadig1 gozlenmistir.
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Sekil 4-16: Bs transfeksiyonun fibroblast hiicrelerinde proteazom enzimi aktivitesi iizerine
etkisi.

Tiim degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.

Student t testine gore: *Kontrol grubundan 6nemli l¢iide farkli (p<0,05)
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Sekil 4-17: Bs transfeksiyonun fibroblast hiicrelerinde UV A radyasyon sonrasi canhihiga
etkisi.

Tiim degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.

One-way ANOVA testine gore: p>0,05

4.18. Bs Transfeksiyonu Yapilan Hiicrelerin UVA Radyasyon Sonrasi MMP-1
mRNA Ekspresyonu

Vektor ve PBs transfeksiyonu yapilan ve 3.3.1.2°de anlatildig1 sekilde UVA

radyasyona maruz birakilan fibroblast hiicrelerinde 3.3.9°da anlatilan protokole uygun
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olarak yapilan kantitatif PCR yontemiyle mRNA ekspresyonlar: tayini ardindan elde

edilen sonuglar Sekil 4.18’de gosterilmistir.

30 J/em® dozda uygulanan UVA’nm vektor transfeksiyonu yapilan hiicrelerde
kontrol grubuna (0 J/em?®) kiyasla MMP-1 mRNA ekspresyonunda 6nemli 6lciide
(p<0,05) artisa neden oldugu ve Bs transfeksiyonu yapilan hiicrelerde bu artisin azaldigi

gozlenmistir.

B5-Altiinite overekspresyonunun
UV A kaynakli MMP-1 iizerine etkisi
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g 3
§ 8 200}
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Sekil 4-18: ps transfeksiyonun fibroblast hiicrelerinde UVA radyasyon sonras1t MMP-1
mRNA ekspresyonuna etKisi.

Tiim degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
One-way ANOVA testine gore:

*Kontrol grubundan (0 J/em? vektdr) dnemli dlgiide farkls (p<0,05)
& Kontrol grubundan (30 J/em? vektdr) dnemli dlgiide farkls (p<0,05)

4.19. MsrA Transfeksiyonu Yapilan Hiicrelerin UVA Radyasyon Sonrasi1 MTT
Canhlik Tayini Degerleri

3.3.1.2°de anlatildig1 sekilde vektdr ve MsrA transfeksiyonu yapilan ve UVA
radyasyona maruz birakilan fibroblast hiicrelerinde 3.3.2°de anlatilan protokole uygun
olarak yapilan MTT canlilik tayini ardindan elde edilen sonuglar Sekil 4.19°da

gosterilmistir.

30 J/em® dozda uygulanan UVA’nin vektor ve MsrA transfeksiyonu yapilan
hiicrelerde normal fibroblast hiicrelerinde oldugu gibi kontrol grubuna (0 J/cm?) kiyasla

%20’ nin lizerinde 6liim oranina neden olmadig1 gozlenmistir.
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Sekil 4-19: : MsrA transfeksiyonun fibroblast hiicrelerinde UV A radyasyon sonrasi
canlhihga etkisi.

Tiim degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
One-way ANOVA testine gore: p>0,05

4.20. MsrA Transfeksiyonu Sonrasi Proteazom Aktivite Tayini Degerleri

Vektor ve MsrA transfeksiyonu yapilan ve 3.3.1.2°de anlatildig1 sekilde UVA
radyasyona maruz birakilan fibroblast hiicrelerinde 3.3.6’da anlatilan protokole uygun
olarak yapilan proteazom aktivite tayini ardindan elde edilen sonuglar Sekil 4.20°de

gosterilmistir.

30 J/em® dozda uygulanan UVA’nin vektdr transfeksiyonu yapilan hiicrelerde
kontrol grubuna (0 J/cm®) kiyasla proteazom aktivitesinde dnemli dlgiide (p<0,05)
inhibisyona neden oldugu ve MsrA transfeksiyonu yapilan hiicrelerde bu inhibisyonun

azaldig1 gozlenmistir.

4.21. MsrA Transfeksiyonu Yapilan Hiicrelerin UVA Radyasyon Sonras1t MMP-1
mRNA Ekspresyonu

Vektor ve MsrA transfeksiyonu yapilan ve 3.3.1.2°de anlatildig1 sekilde UVA
radyasyona maruz birakilan fibroblast hiicrelerinde 3.3.9°da anlatilan protokole uygun
olarak yapilan kantitatif PCR yontemiyle mRNA ekspresyonlar: tayini ardindan elde

edilen sonuclar Sekil 4.21°de gosterilmistir.

30 J/em® dozda uygulanan UVA’nin vektdr transfeksiyonu yapilan hiicrelerde

kontrol grubuna (0 J/em?) kiyasla MMP-1 mRNA ekspresyonunda 6nemli &lgiide
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(p<0,05) artisa neden oldugu ve MsrA transfeksiyonu yapilan hiicrelerde bu artigin

azaldig1 gozlenmistir.

UVA sonrasi MsrA overeksprese
hiicrelerde proteazom aktivitesi
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Sekil 4-20: MsrA transfeksiyonun fibroblast hiicrelerinde UVA radyasyon sonrasi
proteazom aktivitesine etkisi.

Tiim degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
One-way ANOVA testine gore:
*Kontrol grubundan (0 J/em? vektdr) dnemli dlgiide farkls (p<0,05)

4.22. UVA, Lipofusin ve Laktasistinin c-jun Ekspresyonu ve Fosforilasyonu
Uzerine Etkisi

3.3.1.2’de anlatildigi gibi UVA radyasyona maruz birakilan, 3.3.1.1°de
anlatildig1 sekilde lipofusin ve laktasistin inkiibasyonu yapilan fibroblast hiicrelerinde
3.3.7°de anlatilan protokole uygun olarak yapilan immunoblot yontemiyle protein

ekspresyonlar1 tayini ardindan elde edilen sonuglar Sekil 4.22°de gosterilmistir.

30 J/em® dozda uygulanan UVA’nin kontrole (0 J/cm®) kiyasla, lipofusinin
sitoplazmaya aliminin ardindan kontrole kiyasla ve laktasistinin kontrole kiyasla
fibroblast hiicrelerinde c-Jun ekspresyonunda ve fosforilasyonunda (pi-cJun) artisa

neden oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4-21: MsrA transfeksiyonun fibroblast hiicrelerinde UVA radyasyon sonras1t MMP-1
mRNA ekspresyonuna etKisi.

Tiim degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.

One-way ANOVA testine gore:

*Kontrol grubundan (0 J/em? vektor) dnemli dlgiide farklt (p<0,05)

& Kontrol grubundan (30 J/em? vektor) dnemli dlgiide farkls (p<0,05)

Proteazom inhibisyonunun c-jun ekspresyonu ve fosforilasyonu
iizerine etkisi
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Sekil 4-22: UVA, lipofusin ve laktasistinin c-jun ekspresyonu ve fosforilasyonu iizerine
etkisi.
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4.23. UVA ve Laktasistinin AP-1 Indiiksiyonu Uzerine Etkisi

3.3.1.2’de anlatildigi gibi UVA radyasyona maruz birakilan, 3.3.1.1°de
anlatildig1 sekilde laktasistin inkiibasyonu yapilan fibroblast hiicrelerinde 3.3.11°de
anlatilan protokole uygun olarak yapilan yesil floresans protein ile transfeksiyon
yontemiyle AP-1 aktivasyonu tayini ardindan elde edilen sonuclar Sekil 4.23°de

gosterilmistir.

30 J/em® dozda uygulanan UVA’nin kontrole (0 J/em?) kiyasla ve laktasistinin
kontrole kiyasla fibroblast hiicrelerinde AP-1 aktivasyonunda artisa neden oldugu

gozlenmistir.

Proteazom inhibisyonu ve AP-1 indiiksiyonu

Kontrol 30J/cm? Laktasistin

Kontrol 30J/cm? Laktasistin

Sekil 4-23: UVA ve laktasistinin AP-1 aktivasyonu iizerine etkisi.

4.24. Laktasistin Kaynakh MMP-1 mRNA Ekspresyonunda JNK inhibitorlerinin
Etkisi

3.3.1.1’de anlatildig1 sekilde laktasistin ve JNK inhibitorleri ile inkiibasyonu
yapilan fibroblast hiicrelerinde 3.3.9°da anlatilan protokole uygun olarak yapilan
kantitatif PCR yontemiyle mRNA ekspresyonlar1 tayini ardindan elde edilen sonuglar
Sekil 4.24°de gosterilmistir.

Laktasistinin fibroblast hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla MMP-1 mRNA
ekspresyonunda onemli Olgiide (p<0,05) neden oldugu artisin, JNK inhibitorleri ile

birlikte laktasistin uygulanan hiicrelerde 6nemli 6l¢iide (p<0,05) azaldig1 gézlenmistir.
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JNK inhibitorlerinin proteazom
kaynakli MMP-1 ekspresyonuna etkisi
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Sekil 4-24: JNK inhibitorlerinin laktasistin kaynaklh MMP-1 mRNA ekspresyonuna etkisi.

Tiim degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
One-way ANOVA testine gore:

*Kontrol grubundan dnemli 6l¢iide farkli (p<0,05)

 Sadece laktasistin uygulanan gruptan énemli 6lgiide farkli (p<0,05)



62

5. TARTISMA

Oksidatif stres son yillarda bir¢cok toksikolojik olguda karsimiza c¢ikmaktadir.
Yapilan cok sayida calisma ¢esitli hastaliklarda (Halliwell ve ark. 1992; Southorn
1988), kimyasallarin toksisitesinde (Basu 2003; Pohl 1993) oksidatif stresin roliinii

dogrulamaktadir.

Oksidatif stres serbest radikal ve reaktif oksijen tiirlerin olusumu ile
organizmada yer alan enzimatik antioksidanlarin degisiklige ugramasi ve nonenzimatik
antioksidanlarmn yetersiz gelmesi sonucu olusan bir durumdur. Oksidatif stresin
sonuglar1 arasinda protein oksidasyonu, organizmada proteinlerin yiiksek miktarda

bulunmasindan dolay1 6nemli bir modifikasyondur (Grune 2000).

UV radyasyon ozellikle giines 1s1gindan kaynaklanan maruziyet dolayisiyla cilt
yapisinda olusturdugu hasar agisindan onemlidir. UVA radyasyon ozon tabakasini

asarak diinyaya ulasan UV radyasyonun biiyiik oranini kapsar.

UV radyasyonun kollajen degradasyonu ve ekstraseliiller matriks yapinin
bozulmasi ile olusan kirigiklik, sarkma, pigmentasyon ve melanoma gibi ciltteki
etkilerinin en 6nemli kaynaklarindan birinin singlet oksijen, hidrojen peroksid gibi

reaktif tlirler oldugu diistiniilmektedir (Tyrrell 1996).

Bu c¢alismada, UVA radyasyonun singlet oksijen olusumu sonrasi protein
agregatlarinin olusumu ile sonuglanan protein oksidasyonu ile proteazom aktivitesinde
azalmaya neden oldugu gozlenmistir. Bu proteazom inhibisyonunun da UV A kaynakli
MMP-1 ekspresyon diizeylerindeki artista 6nemli rol oynadig: diisiiniilmektedir. Bu
sonuclardan yola ¢ikarak proteazom inhibisyonu ve MMP-1 mRNA ekspresyonu
arasindaki transkripsiyon yolagi da aydinlatilmis ve mekanizmanin rolii tam olarak

dogrulanmastir.

UVA radyasyon ve dermis tabakasindaki fibroblast hiicreleriyle calisiimaya
karar verilmistir. Bunun nedeni, UVA’nin 2.2’de bahsedildigi gibi ciltte en ¢ok hasar
olusturan UV ¢esidi olmast ve UVA’nin dalga boyundan dolay:1 cildin daha alt
tabakasma yani dermal tabakasina ulagsmasidir. Dermal tabakada fibroblast hiicrelerin

cogunlugu olusturmasi ve bu hiicrelerin kollajen degradasyonunda baslica rol oynayan
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matriks metalloproteinaz-1 enzimini sentezlemesi, calismada bu hiicrelerin kullaniminin

dogrulugunu gostermektedir.

Hiicreye uygulanan UVA dozu se¢imi icin ilk olarak MTT canlilik testi
uygulanmistir. 60 J/cm® doza kadar olan uygulamada hiicrelerin 6liim oranmnm %20’nin
iizerine ¢ikmadig1 gozlenmistir (Sekil 4.1). Fakat doz artirildiginda 6liim oraninin da
hizli bir sekilde arttig1 gdzlenmis ve 0-60 J/em® doz araliginda calisilmaya karar
verilmistir. Yapilan bir ¢alismada 50 J/em® UVA dozunun 1 minimal eritemal doza

tekabiil ettigi bildirilmistir (Luy ve ark. 1994).

UV uygulama esnasinda besiyerinde tutulan hiicrelerin, besiyerinde bulunan
fenol kirmizisindan dolayr hidrojen peroksid olusumunun arttigi bir caligmada
gozlenmistir (Luy ve ark. 1994). Bu yiizden 3.3.1.2°’de anlatildig1 sekilde UVA
radyasyon esnasinda hiicreler besiyerinde degil de fosfat tamponu igerisinde
tutulmustur. Fosfat tamponunun UV uygulama siiresi i¢erisinde hiicrede hasar olusturup
olusturmadigmni saptamak i¢in de sadece fosfat tamponuyla en fazla 60 J/cm® dozda
uygulama i¢in gerekli 50 dakikalik siire sonunda MTT canlilik testi uygulanmis ve

hiicrelerin tamamen saglam kaldig1 gozlenmistir.

UV lambadan kaynaklanan sicakligi azaltmak i¢in tankin igerisinde bulunan
havalandirmadan kaynaklanabilecek sogukluk stresini engellemek icin  UVA
uygulanmasi esnasinda hiicreler 37 °C’ye ayarlanmig olan su banyosu iizerinde
tutulmustur. Boylelikle ayni zamanda viicut sartlar1 da mimkiin oldugu kadar

saglanmaya calisilmistir.

Calisilan dozlarda UVA radyasyonun protein karbonilleri miktarinm artigina
neden oldugu gozlenmistir (Sekil 4.2). Protein oksidasyonun gostergesi olarak protein
karbonillerinin kullanimi, karbonillenmis proteinlerin oldukca erken olusumu ve
stabilitesi sayesinde genis kabul gormektedir. Ayrica karbonillerin tayini icin ELISA

yontemi genellikle kullanilan bir yontemdir (Levine ve ark. 1994).

Onceki ¢aligmalarda proteazomun okside proteinlerin degradasyonunda énemli
rolii oldugu gosterilmistir (Grune ve ark. 1995; 1996). UVA radyasyon sonrasinda da
proteazomun bu sekilde etkili olup olmadigini saptamak i¢in, UVA uygulama sonrasi
fibroblast hiicre sitoplazmasinda proteazomal aktivite susbstrat olarak florojenik peptid
kullanilarak ol¢tilmiistiir. Suc-LLVY-MCA proteazom aktivitesi tayininde kullanilan

spesifik bir peptiddir ve diger proteoliz enzimleriyle reaksiyonu minimum diizeydedir
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(Grune ve ark. 1995). UVA uygulamasi ile proteazomal aktivitede 30 J/cm® dozda en az
seviyeye inen, Onemli dlciide bir azalma gozlenmistir (Sekil 4.3). Bu etkinin proteazom
aktivitesinde ya da miktarindaki inhibisyondan kaynaklandigini anlamak icin
immunoblot yontemiyle proteazom miktari tayin edilmis ve azalmanm miktarda degil

de (Sekil 4.4) katalitik aktivitede oldugu dogrulanmistir.

Konuyla ilgili ¢alismalarda saptanan UVA radyasyon sonrast 'O, olusumu
g6zOniine alinarak, singlet oksijenin UVA kaynakli proteazom inhibisyonuna rolii
singlet oksijen notrleyici NaNs kullanilarak test edilmistir. Sonuglar singlet oksijenin
fibroblastlarda UV A kaynakli proteazom inhibisyonunda etkisini gostermektedir (Sekil
4.5). Bu sonuglar sicaklik etkisiyle NDPO,’ un bozunmasiyla 'O, olusturulmasiyla
yapilan deneylerle de dogrulanmistir. Bu sonuglarin tersine, izole proteazomda ne
NDPO; ne de UVA hiicreye gore daha yiiksek dozlarda bile proteolitik aktivitede
inhibisyona sebep olmamustir (Sekil 4.6). 1zole proteazomda elde edilen bu ilging sonug,
singlet oksijen olusumu sonrasi proteazom aktivite inhibisyonuna arada olusan bagka bir
yapinin neden olabilecegi hipotezini aklimiza getirmistir. Bu noktada, singlet oksijen
olusumu ardindan, UVA radyasyonun protein agregati olusumuna neden olabilecegi
ilgimizi ¢ekmistir ve canli hiicrelerdeki proteazom inhibisyonu protein agregatlarinin
olusumuyla agiklanabilmektedir (Sekil 4.9, Grune ve ark. 1996; Powell ve ark. 2005).
Protein agregatlar1 ileri derecede protein oksidasyonu sonucu proteinlerin capraz
baglarla baglanarak olusturdugu yapilardir. Bu agregatlarin 06zellikle yaslanma
siirecinde akiimiile oldugu ve yashliktan kaynaklanan bir¢ok hastaligin sebebini
olusturdugu bilinmektedir. Proteazomun proteinleri halka yapisiyla degrade etme
mekanizmas1 goz Oniine alindiginda, protein agregatlarmin biiyiik yapisindan dolayi
proteazom yapisinin i¢ine sigmamasi ve ayrica proteazomun agiz kismini tikayarak

proteazomal inhibisyona neden olmas1 modelimize agiklik getirmektedir (Sekil 5.1).

Farkli caligmalardan elde edilen sonuglar, UV A radyasyonun ciltte sebep oldugu
gozle goriilir degisikliklere kollajen polimerizasyonu ve degradasyonunun sebep
oldugunu gostermektedir. Bu etkilerin UVA maruziyeti halinde in vivo kosullarda
olusan 'O, ile ortaya ¢iktig1 ve cildin dermal tabakasinda artis gdsteren MMP-1
ekspresyonunu indiikledigi bilinmektedir (Scharffetter-Kochanek ve ark. 1993). 60
Jlem”ye kadar dozda UVA uygulamasi sonrasmda MMP-1 ve TIMP-1

ekspresyonlarinda gozlenen degisiklikler bu konuda yapilmis olan 6nceki ¢aligmalarla
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benzerlik gostermektedir (Sekil 4.10, Naru ve ark. 2005; Herrmann ve ark. 1993; Polte
ve Tyrrell 2004; Hantke ve ark. 2002).

Protein Agregati

Sekil 5-1: Protein agregat yapisimin proteazom enzimini tikayarak inhibisyonu.

Bu noktaya kadar elde edilen sonuglar UVA radyasyonun neden olabilecegi
primer etkileri gdstermistir. Bu noktadan sonra, elde edilen sonuclar1 dogrulamak
amaciyla birtakim deneyler yapilmis, proteazom inhibisyonu ve mRNA ekspresyonlar1

arasindaki baglanti ispatlanmaya caligilmistir.

UVA uygulama sonucu protein agregatlarmin proteazom inhibisyonuna sebep
olabilecegini gosteren sonucglardan yola ¢ikarak, hiicreler floresans pigment olarak
bilinen lipofusin ile inkiibe edilmis ve hiicrelerin lipofusini sitoplazmaya aldiktan sonra
proteazom aktivitesinde inhibisyon (Sekil 4.12), MMP-1 mRNA ekspresyonunda artig
ve TIMP-1 mRNA ekspresyonunda azalma gozlenmistir (Sekil 4.13). Bu sonuglar UVA
uygulamasi ile elde edilen sonuglar ile uyusmakta ve protein agregatlarinin proteazom

inhibisyonundaki roliinii ve kollajen degradasyonundaki etkisini de dogrulamaktadir.

Bir basamak sonrasimndan yani direkt proteazom inhibisyonundan bagslamak icin
hiicreler irreversibl olarak proteazom inhibitorii olan laktasistin ile inkiibe edilmistir.
Laktasistin 20S proteazomun katalitik altiinitelerine baglanarak proteaz aktivitesini
inhibe etmektedir (Fenteany ve Schreiber 1998). Laktasistin ile proteazomal aktivitenin
%50’y1 asan inhibisyonunun ardindan (Sekil 4.14), MMP-1 mRNA ekspresyonunda
artts ve TIMP-1 mRNA ekspresyonunda azalma gozlenmistir (Sekil 4.15). Burada
proteazomal aktivitenin MMP-1/TIMP-1 mRNA diizeylerinde onemli bir regiilator
oldugu ispatlanmistir. Bu yiizden, UVA’nin yiiksek proteazomal aktiviteye sahip
hiicrelerde mRNA diizeylerini bu kadar degistirmemesi beklenmektedir. Bu baglamda,
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UVA’nin proteazomal aktivitesi overekspresyonla artirilmis fibroblastlardaki etkisi
calisilmistir. PBs-altiinite overekspresyonunun hiicresel proteazomal aktiviteyi arttirdigi
daha onceki bir ¢alismada da gosterilmis olup (Chondrogianni ve ark. 2005) bizde de
%60 oraninda artis gostermistir (Sekil 4.16). Vektor ile transfekte olan hiicreler 30
Jlem® UVA ile MMP-1 mRNA diizeylerinde 3 kat artisa neden olurken Bs-altiinite
overekspresyonu olan hiicrelerde  MMP-1 mRNA diizeylerinde Onemli artis
gozlenmemistir (Sekil 4.18). Bu sonu¢ ta proteazomun MMP-1 mRNA diizeyi

regiilasyonundaki roliinii dogrulamaktadir.

Protein oksidasyonu siirecinde, okside proteinleri degradasyonun yaninda tamir
mekanizmalar1 da mevcuttur. UVA uygulamada proteinlerin oksidasyonunun agregat
olusumu asamasina gelmeden tamir edilmesinin de MMP-1 ekspresyonunda olumlu
sonug olusturacag diisiiniilmiistiir. MsrA, insan cildinde tanimlanmais, oksidatif protein
hasarmi tamir etme yeteneginde olan bir enzimdir (Ogawa ve ark. 2006). Yapilan
calismalarda, WI-38 fibroblastlarda yaslanma prosesinde, keratinositlerin kronik ve
yiiksek dozda UV A maruziyeti ardindan MsrA’nin ekspresyonu ve aktivitesinde azalma
gosterilmis (Picot ve ark. 2004; 2007), bu azalmanin oksidatif protein hasarmdaki
artistan kaynaklandigi saptanmistir. Ayrica, cesitli hiicre tipleri igin Msr sisteminin
oksidatif stes kaynakli hiicre 6liimiindeki koruyucu rolii rapor edilmistir (Picot ve ark.
2005). Bizim calismamizda, MsrA enziminin asir1 ekspresyonuyla oksidatif protein
hasarinm tamiri de UVA kaynakli proteazom inhibisyonunu (Sekil 4.20) ve MMP-1
mRNA ekspresyonu artigini1 6nlemistir (4.21).

Son asama olarak, proteazomal inhibisyonun MMP-1 ve TIMP-1 mRNA
diizeylerine hangi yolakla baglant1 olusturdugu arastirilmistir. UV radyasyon kaynakl
MMP-1 ekspresyonu artisinin transkripsiyon faktorleri olan AP-1 ve NF-xB
aktivasyonu ile arttigina dair ¢cok sayida kanit bulunmaktadir (Vile ve ark. 1995; Fisher
ve ark. 1996; Wan ve ark. 2001). Ayrica AP-1 ve NF-kB DNA baglanma aktivitelerinin
UVA tarafindan stimiile oldugu insan fibroblastlarinda ve keratinositlerinde
gosterilmistir. AP-1 transkripsiyon faktorii, Jun ve Fos proteinlerinden olusmaktadir
(Angel ve Karin 1991). C-jun proteini bir protoonkojen olarak bilinmektedir ve
degradasyonunda proteazomun 6nemli rol oynadigi goézlenmistir. Bu calismada 30
J/em® dozda UVA, laktasistin ve lipofusin c-jun miktarinda artisa neden olmustur (Sekil

4.22). Bu artis proteazom inhibisyonu sonucu c-jun’un degrade olamamasindan
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kaynaklanmaktadir. Aymi sekilde uygulama sonucu c-jun fosforilasyonundaki artig AP-
1 aktivasyonunu ongormektedir. UVA ve laktasistin uygulamasi sonrasi AP-1 DNA
baglanma aktivitesinde de artis gozlenmistir (Sekil 4.23). AP-1 aktivasyonu tayininde
lipofusin, GFP-floresans spektrumu ile benzerlik gosterdiginden test edilememistir. C-
Jun proteini fosforilasyonunun laktasistin kaynakli MMP-1 mRNA ekspresyonunda rolii
JNK inhibisyonu ile dogrulanmistir (Sekil 4.24).

UVA

v T~

102

\/
MsrA —— Okside proteinler ....... > protein agregatlari

: \ 1
v '
proteazom
JNK /

AP-1 |_'pro-MMP1

Sekil 5-2: UVA uygulama sonrasi protein agregatlari ve proteazomun rolii.

Yapilan ¢alismada aydinlatilan yolak 6zet olarak Sekil 5.2°de gosterilmistir. Bu
tez ¢alismasinda elde edilen sonuglar ile UVA radyasyonun ciltte olusturdugu hasar
mekanizmalarindan biri her yoniiyle aydinlatilmaya calisilmistir. Fransa’da proteazom
inhibisyonuna yonelik mekanizmayla etki gosteren gones koruma kremleri liretilmeye
baslanmistir. Bu acgidan da bakildiginda bulgularimizin  klinikteki  katkisi

gozlenmektedir.
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