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OZET

Fibronektin ve kolajen IV gibi ekstraselliiler proteinler; hiicre geligimi, hiicre farklilagmasi, doku
olugumu, hiicre adezyonu ve yara iyilestirme gibi bir¢ok hiicresel olayda géorev almalarimin yani sira kanser
olusumunda, metastazin gelisiminde ve apoptoz da dnemli etkiye sahiptirler. Fibronektin ve kolajen 1V
ekstraselliiler proteinlerinin, doku ve hiicre tipine bagh olarak apoptotik mekanizmanin uyarilmasina ya da
baskilanmasina neden olduklari gésterilmistir.  Bu c¢alismada, fibronektine ya da kolajen IV proteine
baglanan kanser sigan embriyo fibroblast hiicreleri kullanilarak embriyonik dénemde gelisen kanserlerde
apoptotik mekanizma incelenmigtir. Bu nedenle, hiicrelerin fibronektine ve kolajen IV’e baglanma oranlari
belirlendikten sonra apoptotik indeksleri hesaplanmigtir. Bu hiicrelerin fibronektine baglanmasi ile geg
apoptozu indiikledigi tespit edilmistir ancak bu etki kolajen IV ‘e baglanan hiicrelerde gézlenmemistir.
Fibronektin ile uyarilan ge¢ apoptoz mekanizmasinda kaspaz-3 ve -9’un aktive oldugu ancak inhibisyon

calismalart kaspaz-3’iin mekanizmada daha etkili oldugunu gostermistir.

Anahtar kelimeler: Kanser, Hiicre Kiiltiirii, Fibronektin, Kolajen IV, Apoptoz.
ABSTRACT

Extracellular proteins such as fibronectin and collagen IV have a function in many cellular events
such as cell growth, cell differentiation, tissue formation, cell adhesion, wound healing as well as have an
important effects in the formation of cancer, the development of metastasis, and apoptosis. Extracellular
proteins of fibronectin and collagen 1V, depending on the type of tissue and cell have been shown to cause
stimulation or inhibition of apoptotic mechanisms. In this study, using fibronectin or collagen IV protein-

adhered cancer rat embryo fibroblast cells, cancer of the apoptotic mechanism in the embryonic period was
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investigated. Therefore, after the binding ratios fibronectin or collagen IV-adhered cells were calculated, the
apoptotic indices were determined. It was identified that these cells by binding to fibronectin induced late
apoptosis, but this effect was not observed on collagen IV adhered cells. During the mechanism of
fibronectin-induced late apoptosis, caspase-3 and -9 were activated, but inhibition studies were shown that

the mechanism of caspase-3 was more effective.
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GIRIS

Programli hiicre Oliimii olarak da bilinen apoptoz, embriyonik gelisimin ve doku
homeostazinin dengede tutulmasini saglayan genel bir mekanizmadir (1,2). Nekrozdan farkl
olarak, apoptoz; hormona bagimli doku atrofisi, timusta lenfosit olgunlagmasi, morfogenez
gelisiminin diizenlenmesi ve kanser gibi pek ¢ok biyolojik siiregte rol oynamaktadir (3-5). Buna ek
olarak, apoptotik hiicreler; kromatin yogunlasmasi, genetik materyalin par¢alanmasi (6), fosfotidil
serin molekiiliiniin translokasyonu, sitoplazmik hacmin kaybolmasindan dolay1 hiicrenin kiigiilmesi
ve hiicre zarina bitisik hiicrelerarasi ortama uzanan “apoptotik cisim” lerin olusmasi (7) gibi

morfolojik degisimler bakimindan nekrotik hiicrelerden farklilik gostermektedirler.

Apoptotik mekanizmanin hiicre i¢i uyaricilar1 arasinda yer alan kaspazlar, sistein proteaz
ailesine ait olup, aspartat kalintisindan sonraki protein kisminin kesiminden sorumludurlar (8,9).
Bu enzimler hiicre iginde aktif olmayan proenzim formunda sentezlenirler ve apoptoz
mekanizmasimin uyarilmasi ile diisiik yerel konsantrasyonda bulunan baglangi¢ kaspazlarinin
konsantrasyonlar1 hiicre i¢i protein-protein etkilesimi ile artmaktadir (10). Bu miktar artisi ile
birlikte, aktif hale gelen baslangi¢ kaspazlari, effektor prokaspazlarin pargalanmasina ve buna bagl
olarak da aktif kaspazlarin olusumuna ve kaspaz yolunun aktivasyonuna neden olmaktadirlar (10).
Kaspaz 8, 9 ve 10 apoptoz mekanizmasinin erken fazinda gorev yaparken, kaspaz 3, 6 ve 7 ise
sonu¢ asamasinda etkili olan enzimlerdir. Kaspaz 2’nin ise, hem erken hem de sonug¢ evresinde
effektor kaspaz olarak gorev yaptigi bildirilmistir (11). Kaspazlarin aktivasyonu ¢esitli pro- ve anti-

apoptotik sinyal iletim yolag: ile diizenlenmektedir.

Bu iletim yolaklar1 hiicre-ekstraselliiler protein ya da hiicre-hiicre etkilesimi sonucunda
uyarilmaktadir. Hiicre zarinda yer alan ve transmembran baglanma reseptdrleri olan integrinler
aracilikli ekstraselliiler proteinlere baglanma, hiicre tipine ve dokuya Ozellikli olarak hiicre
proliferasyonu, invasyon, yasam ya da pro- apoptotik sinyallerin baglatilmasindan sorumludur (12).
Ekstraselliiler matriks glikoprotein ailesine ait olan fibronektin iki tane 250 kDa’luk alt iiniteye

sahip olup distilfit baglari ile birbirlerine baglanmis bir yapiya sahiptir.
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Bu ¢aligsma, kanserli sican embriyo fibroblast hiicrelerinin (SRP7) fibronektin ve kolajen IV
ekstraselliiler proteinlerine baglanma kapasitelerinin belirlenmesi ve baglanmanin apoptoz

mekanizmasi lizerine etkilerinin incelenmesi amaci ile yiiriitiilmiistiir.

MATERYAL YONTEM
Hiicre Kiiltiirii

Sigan embriyo fibroblast SRP7 (H-ras onkogeni transform hiicreler) hiicreleri % 10 fetal
sigir serumu (FCS), 100 {inite/ml penisilin-streptomisin, %1 glutamin igeren dulbecco’s modified
eagle soliisyonu (DMEM) igerisinde 37 °C’ de kiiltiirde tutulmuslardir. Her 2 giinde bir hiicreler,
tripsin/EDTA  sollisyonu ile muamele edilerek 1:3 ile 1:6 oranlarn arasinda alt kiiltiirlere
ayrilmiglardir. SRP7 hiicre tipi hiicre kiiltlirii ortamina kolay adapte oldugu, hizli ¢ogalma
gosterdigi ve H-ras onkogenine bagli kanser gelisimi gostermesi nedeniyle bu calismada tercih

edilmistir (13).

Deney oncesi hiicreler toma lam yardimi ile sayilmiglar ve belirlenen sayilarda deney
kosullarma uygun ortamlara ekildikten sonra 24 saat % 5 CO, igeren atmosfer ortaminda inkiibe

edilmislerdir.

Baglanma Deneyi

Farkli konsantrasyonlardaki (5, 10, 20, 40 ve 50 pg/ml) fibronektin ve kolajen tip IV
ekstraselliiler proteinleri Ca™ igeren Tris soliisyonu (24 mM Tris/HCI, 137 mM NaCl, 2.7 mM
KCl, % 0.1 bovine serum albiimin (BSA), 2mM Glikoz) icerisinde hazirlanmistir. Daha sonra 96-
kuyulu plakalarin her bir kuyucugu 50 pl diliie fibronektin ya da kolajen tip IV soliisyonu ile
kaplanarak +4 °C’ de bir gece inkiibe edilmistir. % 2’lik 100 pul BSA (w/v) soliisyonu ile spesifik
olmayan baglanma oOnlendikten sonra, her bir kuyucuk 2 kez % 0.1’lik TBS soliisyonu ile
yikanmustir. Hiicreler 0.25 % tripsin/EDTA ile toplanarak, 12.5 x 10* hiicre/ml Mg™ ve Ca™ iceren
DMEM soliisyonu igerisinde siispansiyon haline getirildikten sonra 50 pl hiicre siispansiyonu 96-
kuyulu plakalara aktarilarak 37 °C ‘de inkiibe edilmistir. Yikama isleminden sonra, 50 pg/ml (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir)(MTT) her bir kuyucuga aktarilarak
hiicreler 37 °C 4 saat inkiibe edilmistir. Her bir kuyuya 100 ul DMSO eklenerek oda 1sisinda 10
dakika inkiibasyona tabi tutularak, hiicrelerdeki renk degisimi, EL x 808-IU Bio-Tek plaka
okuyucu da 540 nm dalga boyu ile belirlenmistir.
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DNA Ektraksiyonu ve Elektroforetik Analizi

Steril cam petriler, fibronektin (10 pg/ml ve 30 pg/ml), kolajen tip IV (10 pg/ml) ve poly-L-
lizin (5 pg/ml ) ile kaplanmis bir gece +4 °C ‘de inkiibe edilmistir. Daha sonra % 2 BSA ile 1 saat
37 °C “de inkiibe edilen petriler, iki kez % 0.1 BSA ile yikannustir. Tripsin ile muamele edilen
hiicreler, iki kez DMEM ile yikandiktan sonra 2 mM Ca™ ve 0.5 mM Mg" iceren DMEM
igerisinde siispansiyon edilmis ve 1 x 10° hiicre/ml protein kapli cam petrilere eklenmis 2 saat 37

OC “de inkiibe edilmistir.

Hiicre DNA’lar1 apoptotik DNA-Ladder kit (Roche) prosediiriine uygun olarak izole
edilmistir. Her birine 500 pl yikama soliisyonu eklenerek, 800 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis,
altta kalan sivilar atilmistir. Ekstre edilen DNA’larin filtreli tiipte toplanmasi amaci ile son santrifiij

isleminde alttaki s1v1 dokiilmeden 8 saniye 1300 rpm’de santrifiij edilmistir.

5 pl yiikleme ¢ozeltisi (Sigma, U.K.) ile izole edilen DNA o6rnekleri karigtirilarak % 1.2” lik
agaroz jel lizerine yiiklenmis, 1.5 saat 50 V’ da yiiriitiilmistiir. Yiiriitme islemi tamamlandiktan

sonra jel DNA goriintiileme cihazinda (Gel Logic 100, Kodak, EEC) goriintiilenmistir.

Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 Inhibitorii Varhginda Apoptozun Tespiti

96-kuyulu plakalar, fibronektin (10 pg/ml ve 30 pg/ml) ve poly-L-lizin (5 pg/ml ) ile
kaplanmus bir gece +4 °C ‘de inkiibe edilmistir. Daha sonra % 2 BSA ile 1 saat 37 °C “de inkiibe
edilen plakalar iki kez % 0.1 BSA ile yikanmustir.

Her bir kuyuya 1 x 10> hiicre/ml eklenmis, 2 saat 37 °C “de inkiibe edilmistir. 10 pM kaspaz-
3 ve 10 pM kaspaz-9 inhibitorii eklenerek plakalar 37 °C “‘de 1 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra
hiicre oliimiinii belirlemek amaciyla Cell Death Detection ELISA (Roche) kit’i kullanilmstir.
Plakalar 300 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilmis ve her bir kuyuya 200 pl liziz ¢ozeltisi eklenerek
oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir. 20 pl siipernatant alinarak streptavidin kapl
kuyucuklara konulmus, {izerine anti-histon-biotin, anti-DNA-POD ve inkiibasyon ¢ozeltisinden
olusan kompleks soliisyondan 80 pl eklenerek 300 rpm’ de 2 saat oda sicakliginda santrifiij
edilmistir. Plakalar 3 kez inkiibasyon ¢ozeltisi ile yikanmistir. ABTS tablet ¢oziilerek hazirlanan
karigimdan 100 pl kuyucuklara eklenmis 250 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra absorbans
degerleri 405 nm’ de ELx808-IU Bio-Tek plaka okuyucu da 6l¢iilmiistiir.
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SONUC TARTISMA
S5RP7 Hiicrelerinin Fibronektin ve Kolajen IV Proteinlerine Baglanma Kapasiteleri

SRP7 hiicreleri integrin aracilikli fibronektin ve kolajen IV proteinlerine baglanma
kapasiteleri MTT deneyi ile belirlenmistir. Farkli konsantrasyonlardaki (5, 10, 20, 40 ve 50 pg/ml)
fibronektin ya da kolajen IV proteini ile kaplanmis 96-kuyulu plakalara ekilen hiicreler inkiibasyon
stiresi bitiminde MTT ile muamele edilerek, baglanma gosteren hiicre sayilar1 plaka okuyucu ile

belirlenmis olup sonuglar Sekil 1°de verilmistir.

SRP7 hiicrelerinin fibronektin ve kolajen IV proteinlerine baglanma yiizdesi protein
konsantrasyonuna bagli olarak degisim gostermektedir. Hiicreler 5, 10, 20 ve 30 pg/ml
konsantrasyonundaki fibronektin proteinine sirasiyla, % 15, 22, 23 ve 27 oranlarinda baglandigi ve
bu oranin protein konsantrasyonunun arttirilmasi ile (40 ve 50 pg/ml) degismedigi tespit edilmistir

(Sekil 1).
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Sekil 1. 5RP7 Hiicrelerin Fibronektin ve Kolajen IV Ekstraselliiler Proteinlerine Baglanma Oranlarinin
MTT ile Belirlenmesi. 96 kuyulu plakalar 5, 10, 20, 40 ve 50 pg/ul fibronektin veya kolajen I'V diliisyonlar1
ile 24 saat + 4 °C’ de kaplanmustir. 12.5 x 10* /ml hiicre her bir kuyuya ekildikten sonra, MTT ile muamele

edilerek hiicre baglanma oran1 % olarak hesaplanmistir. Kontrol kuyucugu protein ile kaplanmamistir. Her

bir veri 2 bagimsiz deneyin ortalamasini gostermektedir (n=6).
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Bu hiicrelerin 30 pg/ml fibronektine maksimal oranda ( % 27) baglanma gosterdigi
belirlenmistir. Bu baglanmanin, fibronektin spesifik reseptorleri olarak bilinen o3, 0B ,05B1, agpPi,
avBl, avB; ya da o,Bs integrinlerinden bir ya da bir kaginin dereceli aktivasyonu sonucu
gerceklestigi diisiiniilmektedir. Literatiirde, integrinlerin aktivasyonuna ve hiicre tipine bagli olarak
degisen fibronektin baglanma oranlar1 tespit edilmistir. Fetiis fibroblast hiicrelerinin 5 pg/ml
fibronektine % 80 oraninda (14), HM1-IMSS (15) hiicresi 100 pg/ml fibronektine % 100 oraninda,
HCE hiicreleri 10 pg/ml fibronektine (16) % 600 oraninda, HCV29 hiicreleri benzer
konsantrasyondaki fibronektine % 70 oraninda, T24 hiicreleri % 10 (17) ve HUVEC hiicreleri ise
% 80 (18) oraninda baglanma gosterdigi tespit edilmistir.

SRP7 hiicreleri fibronektine oranla kolajen IV proteinine daha yiiksek bir oranda baglanma
gostermistir (Sekil 1). Hiicreler en diisiik kolajen IV konsantrasyonunda (5 pg/ml) % 141 baglanma
oranina sahipken bu oran en yiliksek konsantrasyonda (50 pg/ml) ancak % 160 olarak
belirlenmistir. SRP7 hiicrelerinin kolajen IV proteinine baglanmasinda of;, o,f; ve o3,
integrinlerin rol oynadigi ve fibronektin reseptdrlerine oranla kolajen IV reseptorlerinin daha
yiiksek aktivasyon derecesine sahip olduklar1 diisliniilmektedir. Fibronektin proteinine benzer
sekilde, kolajen IV proteinine baglanma orani hiicre tipine ve konsantrasyona bagli olarak farklilik
gosterdigi literatiir bilgisinde yer almaktadir. Buna gore, 50 pg/ml kolajen IV proteinine ovaryum
karsinoma hiicresi (NIH:OVCARS5) % 80 (19) oraninda, insan ndroblastoma hiicresi (SK-N-SH) %

45 (20) oraninda ve B16 fare melanoma hiicresi % 85 (21) oraninda baglanma gostermistir.

Fibronektin ve kolajen IV proteinlerine bagh SRP7 hiicre apoptozunun belirlenmesi

Apoptotik yolagin uyarilmasi sonrasinda genetik materyalde, 180 baz ¢ifti ve bunun
katlarina karsilik gelen noktalardan (interniikleozomal bdlgelerden) kirllma meydana gelir ve
merdiven goriintlisii ‘ladder pattern’ olusur. Bu bulgu, apoptozun o6zelliklede ge¢ apoptozun

karakteristik bir 6zelligidir.

Fibronektin (10 ve 30 pg/ml), kolajen IV (10 pg/ml) ve negatif kontrol olan poly-L-lizin (5
ug/ml) ile 24 saat kaplanan petrilere SRP7 hiicreleri ekim yapildiktan sonra petriler 2 saat 37 °C’de
inkiibasyona tabi tutuldular. Deney ve kontrol hiicrelerinden izole edilen genomik DNA % 1.2°lik

agaroz jelde yiiriitiilerek DNA goriintiileme cihazi (Kodak, U.K) ile goriintiilenmistir.

Sekil 2’de goriildigii iizere, 30 pg/ml fibronektine ve 5 pg/ml poly-L-lizine baglanan SRP7
hiicrelerde apoptotik DNA kirilmas1 gézlenmezken, 10 pg/ml fibronektine baglanan hiicrelerin

DNA’s1 kirillma gostermistir. Bu bulgular, fibronektin proteininin SRP7 hiicre apoptozunu diisiik
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dozda ve spesifik olarak uyardigini gdstermistir. Baska bir deyisle, SRP7 si¢an kanserli hiicreleri
fibronektin dozuna bagli olarak hiicre canliliginin devamliligi ve hiicre apoptozu arasinda se¢im
yaptigim1i ve buna bagli olarak anti- veya pro-apoptotik sinyal yolaklarim1 uyardigini
diisiindlirmektedir. 10 pg/ml kolajen IV’e bagl hiicrelerde ise apoptotik DNA goriintiisiine

rastlanmamustir (veri gosterilmemistir).

Literatiirdeki farkli hiicre tipleri kullanilarak yapilan caligmalar elde ettigimiz bulgular
destekler niteliktedir. Insan endotel hiicreleri (22) ve HL60 hiicrelerinde (23) apoptozun artan
fibronektin konsantrasyonuna bagli olarak azaldig1 gdsterilmistir. Mast hiicrelerinin aktiflesmesi ile
salgilanan chymase’in, fibronektinin bozulmasina neden oldugundan kalp diiz kas hiicrelerinin (24)
apoptotik faaliyetlerini uyardigi, integrin-bagli kinazin (ILK) apoptoz oranini arttirdigi ve
fibronektinin ILK’ye baglanmasi ile HL60 hiicrelerinde apoptozun artan fibronektin
konsantrasyonuna bagli olarak azaldig1 (23) gosterilmistir. Bunun aksine fibronektine baglanan

Oyster hemosit hiicreleri (25) ve tiroid hiicrelerinin (26) apoptoza gitmedigi belirlenmistir.

Kolajen IV proteine bagli SRP7 hiicrelerde ge¢ apoptoz tespit edilemezken fibronektine bagl
hiicrelerde DNA kirilmalar1 gézlemlenmistir bu nedenden ¢alismamizin bu asamasindan sonra

yalnizca fibronektin proteine bagli SRP7 hiicreleri kullanilmustir.

Sekil 2. Fibronektin’e Bagli 5RP7 Hiicrelerinde Apoptozun Belirlenmesi. Fibronektin (10 pg/ml, 30
pg/ml) ve 5 pg/ml poly-L-lizin kapli petrilere ekim yapilarak 2 saat inkiibe edilen SRP7 hiicrelerinin
DNA’lar1 Apoptotik DNA Ladder Kit prosediiriine uygun olarak izole edilip 1.5 saat 50 V akim ile % 1.2°lik
agaroz jel lizerinde yiiriitiilmiig, apoptotik DNA’lar DNA goriintiileme cihazi ile goriintiilenmistir. M: DNA
Markir, 1: Pozitif Kontrol, 2: poly-L-Lizin kapli yilizey + SRP7 Hiicreleri, 3: 30 pg/ml Fibronektin kapl
ylizey + SRP7 Hiicreleri, 4: 10 pg/ml Fibronektin kapli yiizey + SRP7 Hiicreleri
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Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 Enzimlerinin Fibronektine Bagh SRP7 Hiicre Apoptozu Uzerine Etkileri

Fibronektin (10 pg/ml, 30 pg/ml) ve 5 pg/ml poly-L-Lizin ile kaplanan hiicre kiiltiirii
plakalarina 24 saat sonra SRP7 hiicreleri ekim yapildiktan sonra 2 saat 37 °C’de inkiibe edilmistir.
Daha sonra farkli plakalara 10 uM kaspaz-3 (Ac-Asp-Glu-Val-Asp-CHO) (Sekil 3) ve 10 uM
kaspaz-9 (Z-Leu-Glu (OMe)-His-Asp (OMe)-CH,F) (Sekil 4) inhibitérleri ile 1 saat 37 °C’de
inkijbasyona tabi tutularak enzim aktivasyonunun baskilanmasi saglanmustir. Inkiibasyon
isleminden sonra kuyucuklara ABTS tablet ¢ozeltisi eklenerek 405 nm’de ELx808-IU Bio-Tek
plaka okuyucuda 6l¢iim yapilmustir.

Pozitif kontrol olarak kullanilan niikleozomal DNA parcalanma orani % 100 kabul edilerek
(O.D. 2.2) fibronektine bagli ve/veya inhibitér varligindaki SRP7 hiicrelerinin DNA parcalanma
oranlarinin yiizdeleri hesaplanmistir. Buna gore, ekstraselliiler protein igcermeyen kuyucuklara
ekilen hiicrelerdeki (kontrol hiicre) DNA par¢alanma orant % 36 bulunurken benzer sekilde poly-
L-lizin ile kapl kuyucuklara ekilen SRP7 hiicre DNA pargalanma oran1 % 40 olarak bulunmustur
(Sekil 3). Buna karst DNA fragmentasyon calismasindan elde ettigimiz bulgulara (Sekil 2) benzer
sekilde 10 pug/ml fibronektin {izerine baglanan SRP7 hiicre DNA parg¢alanma oran1 % 127 olarak
hesaplanmustir ki bu oran pozitif kontrolden daha yiiksektir (" P<0,001). Ancak fibronektin
konsantrasyonu 30 pg/ml’ye ¢ikarildiginda ise DNA pargalanma orani kontrol hiicre oranina yakin
bulunmustur (% 40). Bu bulguda, DNA fragmentasyon deneyinde elde ettigimiz sonuglarla birebir

ortiismektedir.

SRP7 hiicrelerinde fibronektinin uyardigi apoptoz mekanizmasi iizerinde kaspaz 3 enzim
aktivasyonunun etkisini arastirmak tizere fibronektine bagl hiicrelere 10 uM kaspaz 3 inhibitorii
(Ac-Asp-Glu-Val-Asp-CHO) eklenerek DNA parcalanma orani dlgiilmiistiir. Elde edilen sonuglar,
kontrol hiicrelerinde (% 54), poly-L-lizin’e bagh hiicrelerde (% 59) ve 30 ug/ml fibronektin’e bagl
hiicrelerde (% 59) DNA parcalanmasinda kaspaz 3 aktivasyonunun rol oynamadigini
gostermektedir. Bunun aksine 6zellikle 10 pg/ml fibronektin’e bagli SRP7 hiicre DNA parcalanma

oran1 kaspaz 3 enziminin inhibisyonu sonucunda % 50 oraninda baskilanmistir (**P<0,001).
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Sekil 3. Kaspaz-3 Inhibitérii Varliginda Cesitli Konsantrasyonlardaki Fibronektin’in SRP7
Hiicreleri Uzerine Apoptotik Etkilerinin Belirlenmesi. Deney 3 kez tekrarlanmis olup her bir

deneyde 3 bagimsiz kuyucugun ortalamasi alinmistir. n= 9 olarak verilmistir.

Bu nedenle 10 pg/ml fibronektin’e bagli SRP7 hiicre apoptoz mekanizmasinda kaspaz 3

enziminin aktive olarak bu hiicrelerde DNA fragmentasyonuna neden oldugu sanilmaktadir.

Insan monosit hiicrelerinde FN6 kullamlmasi ile baslayan apoptotik mekanizmada kaspaz-3
ve -9’un aktivasyonu gozlenmistir, inhibisyon calismasi sonrasinda apoptotik oranin azaldigi
belirlenmistir (27). Insan bronsiyal epitelyum hiicrelerinde (BEAS-2B ve 16-HBE) ise, fibronektin
proteini kaspaz-3 ve -7 aktivitelerini engelleyerek DNA pargalanmasinin azalmasina ve buna bagl
olarak apoptozun inhibisyonuna neden olmustur (28). Aymi sekilde, retina perisit kiiltiir
hiicrelerinde modifiye edilen fibronektin’in kaspaz-3 aktivitesi ve apoptoz da artis gézlenmistir

(29).

5RP7 hiicre integrinlerinin fibronektine baglanarak hiicre i¢ine gonderdikleri sinyal ya 6liim
reseptorlerinin aktivasyonu sonucunda oldugu gibi kaspaz 8 ve kaspaz 3’iin aktivasyonu ile DNA
fragmenasyonuna neden olur ya da mitokondrial yolda mitokondriden sitokrom c’nin salinimi
gergekleserek sitokrom c’nin Apaf-1 ve prokaspaz-9 ile birleserek apoptozomlar: olugturarak DNA
fragmentasyonuna neden olabilir (30). avp5 ve a6p1 integrinlerinin CCN1 substratina baglanmasi
ile kaspaz 8/10 aktive ettigi ve daha sonra bax proteininin diizenledigi bir mekanizma ile
mitokondrilerden sitokrom c¢’nin saliniminin gerceklesmesi ile kaspaz 9 ve 3’iin aktivasyonunun

meydana geldigi gosterilmistir (31).
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Bu nedenle fibronektine bagli SRP7 hiicrelerinde mitokondrial yolun son basamagi olan
kaspaz-9 aktivasyonunun rolii inhibitor varliginda incelenmistir (Sekil 4). 10 pg/ml fibronektine
bagli 5SRP7 hiicrelerinde DNA kirilmas1 pozitif kontrole gore anlamli bir artig gostermistir
(""P<0,001). Buna gére, kaspaz 9 inhibitérii (Z-Leu-Glu (OMe)-His-Asp (OMe)-CH,F) varliginda
kontrol, poly-L-lizine bagli ve 30 pug/ml fibronektine bagli SRP7 hiicrelerinin DNA pargalanma
oranlarinda belirli bir inhibisyon gozlenmemistir. Buna ragmen 10 pg/ml fibronektine baglanan
SRP7 hiicre DNA parcalanma orani % 120 iken, kaspaz 9 inhibitoriiniin eklenmesi ile bu oran %
86’ya diismiistiir ("*P<0,001). Kaspaz 9 enzimininde fibronektine bagli SRP7 hiicre apoptozunda

etkili oldugu diistiniilmektedir.

Kaspaz 9

E=3 Porzitif Kontrol
B3 Kontrol

34 gy &3 Poly-L-lizin
i @3 10 pg/ml Fn

%% 30 pg/ml Fn

OD Degerleri

KontroHKaspaz-9 Inh.

3 Poly-L-lizin+Kaspaz-9 inh.

10 pg/ml Fnt+Kaspaz-9 Inh.

S B8] 30 pg/ml Fn+Kaspaz-9 Inh.

Sekil 4. Kaspaz-9 Inhibitorii Varliginda Cesitli Konsantrasyonlardaki Fibronektin’in SRP7
Hiicreleri Uzerine Apoptotik Etkilerinin Belirlenmesi. Deney 3 kez tekrarlanmuis olup her bir

deneyde 3 bagimsiz kuyucugun ortalamasi alinmigtir. n= 9 olarak verilmistir.

zLEHD nin baslattigi kaspaz-9 inhibisyonunun, siispansiyon insan 16semi (HL60) hiicresinin
aksine fibronektinle baglh hiicrelerde kaspaz aktivasyonunun baskilanamadigi belirtilmigtir (23).
Hepatik stellat hiicrelerinde ise fibronektine baglanma hiicre yasam siiresini uzatirken kaspaz-3 ve -
9 aktivitelerini azalttigt gozlenmistir (32). Bunun aksine, fibronektinle bagh kalp diiz kas
hiicrelerinde kaspaz-8 ve -9 (33) ve insan beyin kanser hiicrelerinde ise kaspaz-3 ve -9

aktivitelerinde artis oldugu bulunmustur (34).

ELISA o6l¢iimiinde dogrusal araligi ge¢mis olan 10pg/ml fibronektin uygulanmis deney

tekrarlarinin, optik dansite degerleri ve pozitif kontrole gore pargalanma yiizdelerinin lineer
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grafikleri ¢izilerek degiskenler arasindaki dogrusal iliskinin ydniine bakildiginda; optik dansite

degerleri ile parcalanma yiizdelerinin korelasyon katsayilarinin esit oldugu gézlenmektedir (Sekil

5).
10 pg/ml Fibronektin
3.3 - 180
= 3 m - 160
g ., — ——.— ——a - 140
-2 a " - 120
:' 2 - 100
Ar 13 - S0
< - 60
=) - 40
= 0.5 T
0 0
0] 1 2 3 4 5 G 7 &
Deney Tekrarlan
¢ OD B o Parcalanma  =—Dodruzal (OD) ==Todruszal{®oParcalanma}
Sekil 5. 10 pg/ml fibronektin uygulanmis deney diizlemindeki OD ve % parcalanma arasindaki iliski.
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