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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

INSAN EMBRIYONIK BOBREK 293 (HEK293) HUCRELERINDE AMILOID
BETA TOKSISITESINE KARSI ISI SOKU PROTEINI 70 (Hsp70)’IN ROLU

Sema YILDIZ

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Nesrin OZSOY ERDAS

Bu c¢aligmada insan embriyonik bobrek hiicre hattinda (HEK 293) amiloid beta ile
indiiklenen sitotoksisite iizerine Hsp70 saperonunun koruyucu roliiniin incelenmesi
amaglanmistir. Toksisite olusturmak i¢in HEK 293 hiicrelerine 24 saat siireyle 5-10
mikromolar konsantrasyonlarinda amiloid beta uygulanmistir. Hem normal hem de
amiloid beta ile muamele edilmis HEK 293 hiicrelerine 2 saat siireyle 2 mikrogram/mi
konsantrasyonunda Hsp70 uygulanmistir. Amiloid betanin hiicre canliligina etkisi MTT
yontemi ile Ol¢iilmistlir. Oksidatif hasar, lipid hidroperoksidasyon (LPO) diizeyleri
oOlgiilerek belirlenmistir. Ayrica Hsp70’in koruyucu etkisinin arastirtlmasi i¢in glutatyon
(GSH) diizeyleri, katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktiviteleri
kolorimetrik ELISA (enzim bagli immiin assay) kitleri araciligiyla Ol¢iilmiistiir.
Sonuglar istatistiksel olarak analiz edilmistir. Deney sonuglarina gére ¢alismada amiloid
beta uygulamasinin lipid peroksidasyonuna yol agarak hiicre toksisitesini indiikledigi
gozlenmistir. Bu gruplarda SOD, CAT enzim aktivitelerinde azalma oldugu
belirlenmistir. Glutatyon diizeylerinde azalma olmadigi dikkati ¢ekmistir. Hsp70’in
sitotoksisiteye kars1 etkisi degerlendirildiginde amiloid betanin sebep oldugu lipid
peroksidasyonunu azaltamadigi ancak uygulanan amiloid dozuna bagli olarak SOD ve
CAT enzim aktivitelerinde ve GSH diizeylerinde artisa sebep oldugu gdzlenmistir.
Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Elde edilen verilere gore;
ekzojen Hsp70 uygulamasinin HEK 293 hiicrelerinde amiloid betanin sebep oldugu
sitotoksisite ilizerine kismen koruyucu etkisinin oldugu ifade edilebilir.

Ocak 2018, 45 sayfa
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ABSTRACT

Master Thesis

THE ROLE OF HEAT SHOCK PROTEIN 70 (Hsp70) IN TOXICITY OF BETA
AMYLOID IN HUMAN EMBRYONIC KIDNEY 293 (HEK293) CELLS

Sema YILDIZ

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Nesrin OZSOY ERDAS

The aim of this study is to investigate the protective effects of Hsp70 chaperone on the
amyloid beta induced toxicity in the human embryonic kidney cell line (HEK 293) cells.
In order to induce toxicity in the HEK 293 cell line, 5-10 micromolar concentration of
amyloid beta was applied for 24 hours. Afterwards, both normal and amyloid beta
treated cells were treated with 2 microgram/ml concentration of Hsp70 for 2 hours. The
effect of amyloid beta on cell viability was evaluated by MTT assay. Oxidative damage
was assessed by measuring lipid hydroperoxide (LPO) levels. Furthermore, glutathione
(GSH) levels, catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) enzyme activities were
measured by colorimetric ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) kits, in order
to understand the protective effect of Hsp70. The results were analyzed using statistical
methods. The experimental results of this study indicate that amyloid beta application
causes lipid peroxidation and induces cell toxicity. In these groups, there was a
reduction of SOD and CAT enzyme activities. However, no reduction in glutathione
levels were found. Evaluating of the effects of Hsp70 against cytotoxicity, it was
observed that Hsp70 could not reduce the lipid peroxidation induced by amyloid beta.
Hsp70 caused an increase in SOD and CAT enzyme activities and GSH levels
depending on the dose of amyloid beta, however, no significant statistical difference
could be found. Experimental results suggest that exogenous Hsp70 application to HEK
293 cells has a partial protective effect against the amyloid beta induced cytotoxicity in
the HEK 293 cells.

January 2018, 45 pages
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1. GIRIS

Amiloid B (AP) proteini ilk olarak Alzheimer hastalarinin ve Down sendromlu
bireylerin beyinlerindeki plaklardan izole edilmistir (Murphy ve LeVine 2010).
Alzheimer hastalig1 sirasinda olusan bu senil plaklarin en 6nemli bileseni olarak

bilinmektedir (Domingues vd. 2007).

Amiloid birikiminin en yaygin oldugu boélgelerden birisi de bobrektir. Amiloid fibril
olusumu amiloidojenik Onciil proteininin hatali katlanmasiyla baglar. Hatal1 katlanan
varyantlar diizenli bir sekilde ayn1 yerde toplanarak protofilamentleri ve bunlar da kendi
aralarinda etkilesime girerek fibrilleri olustururlar (Dember 2006). Biitiin amiloid
hastaliklarinin karakteristigi antiparalel B-kivrimli tabaka konformasyonundaki protein
depositlerinin olugsmasidir (Schubert vd. 1995). Bu yapilarin hiicrelerin apoptozuna

neden oldugu diisiiniilmektedir (Taskiran ve Yilmaz 2007).

Amiloid  fibril  olusumunun, dokularda birikiminin ve doku hasarlayici
mekanizmalarinin  anlagilmast  yeni terapdtik  yaklagimlarin  olusturulabilmesi
bakimindan Onem tasimaktadir. Amiloid beta birikiminin 6nlenmesinde amiloid
proteinlerinin miktarinin azaltilmasi, onciil proteinin kararliligmin saglanmasi, beta
tabakasinin olusumunun ve fibril uzamasmin engellenmesi ve immiin tedavi gibi

basamaklar hedeflenmistir (Taskiran ve Yilmaz 2007).

Hsp’ler (1s1 soku proteinleri) genel olarak 1s1 stresi sirasinda sentezlenmesinin yani sira
diger c¢evresel stres faktorlerine ve  farmakolojik ajanlara  karsi1 da
sentezlenebilmektedirler. Bu nedenle stres proteini olarak da adlandirilirlar. Bu
proteinlerin molekiiler agirliklar1 7-110 kDa arasindadir. Intraseliiler, ekstraseliiler ve
hiicre membran1 yerlesimli olabilirler. Intraseliiler yerlesimli olanlar, hemen hemen her
hiicrenin sitoplazma, mitokondri ve ¢ekirdeginde bulunabilirler. Is1 soku proteinleri
fizyolojik rollerinin yani sira otoimmiin hastaliklar, enfeksiydz hastaliklar, kalp

hastaliklar1 gibi pek ¢ok patolojik durumda da rol oynamaktadir (Oncel 2012).



Hsp’ler molekiil agirliklarina gore dort ana gruba ayrilirlar: Hsp90 ailesi, Hsp70 ailesi,
Hsp60 ailesi ve kiigiik Hsp’ler (Oztiirk vd. 2009). Hsp70, molekiiler saperon olarak
bilinmektedir. Bu molekiil temel olarak yeni sentezlenen proteinlerin katlanmasi,
agregasyona ugrayan veya yanlis katlanan proteinlerin yeniden katlanmasini saglar
(Mayer ve Bukau 2005). Sitoplazma, ¢ekirdek, endoplazmik retikulum ve mitokondride
protein taginmasma katilir (Karaca vd. 2011). Oligomerizasyon ozelligi sayesinde
ekstraseliiler alanlardaki protein agregatlarini ¢ozer (Danzer vd. 2011). ATP’ye baglanir
ve ATPaz aktivitesi gosterir (Evans vd. 2010). 70 kDa’luk Hsp70, stressiz hiicrelerde
cok diisiik miktarlarda bulunurken stres durumunda miktar1 hizla yiikseldigi i¢in en sik
calisilan Hsp’dir. Dokularda Hsp70'in immiinoreaktivitesinin artmasi, ¢esitli sebeplerle
olusan toksik etkinin Hsp sentezini tetikledigini gosterir (Karaca vd. 2011). Hsp 70’in
sitotoksisiteye karst savunmada onemli rol oynadig: ileri stiriilmektedir (Danzer vd.
2011). Ancak Hsp70 sekresyonunun fizyolojik stimiilasyonu tam olarak

bilinmemektedir.

Bu ¢alisma, Hsp70’in, amiloid beta toksisitesi olusturulan HEK 293 (insan embriyonik
bobrek hiicresi) hiicre kiiltlirlerindeki koruyucu roliiniin belirlenmesi i¢in planlanmistir.
Calismada, 5-10 uM dozlarinda amiloid beta igeren HEK 293 hiicre kiiltiirlerine 2
png/ml olmak iizere tek doz Hsp70 uygulanarak, amiloid betanin olusturdugu toksik etki
tizerindeki koruyucu rolii incelenmistir. Hsp70’in hiicre canliligina olan etkisi MTT
yontemi ile, oksidatif hasar lipid hidroperoksidasyonu (LPO) diizeyi ol¢timii ile,
koruyucu etkisi de siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) enzim aktiviteleri ve
glutatyon (GSH) diizeyi olgiimii araciligiyla degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular
dogrultusunda, bobrek hiicrelerinde meydana gelen amiloid fibril birikimine karst umut

verici terapdtik yaklasimlar gelistirilebilecektir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 insan Embriyonik Bobrek Hiicresi (Human Embryonic Kidney 293 Cell, HEK
293)

HEK 293, biyoterapotik proteinlerin olusturulmasinda siklikla kullanilan bir hiicre
hattidir. HEK 293 hiicreleri serumsuz siispansiyon kiiltiirde kolayca olgunlasabilir ve
cogalabilir. Ayn1 zamanda ¢esitli nakil metotlar1 i¢in uygundur ve protein iiretiminde
oldukga etkindir. HEK 293 hiicreleri uzun yillardir protein arastirmalarinda
kullanilmaktadir. Giiniimiizde buna ek olarak HEK 293 hiicrelerinde ¢esitli terapdtik
ajanlar Uretilmis ve bu ajanlar FDA (U.S. Food and Drug Administration, Amerikan
Gida ve Ilag Dairesi) ile EMA (European Medicines Agency, Avrupa Ilag Ajansi)

tarafindan onaylanmistir (Dumont vd. 2016).

2.2 Amiloid Beta ve Toksisite

Amiloid beta, 39-43 aminoasitten olusan kii¢iik bir proteindir. Coziiniir ABso (amiloid
beta 40) ve ¢oziinmez APa42 (@amiloid beta 42) olarak iki dnemli izoformu vardir (Sun vd.
2015). Bunlar gama sekretaz ve beta sekretaz tarafindan iiretilen iki dominant peptittir
(Sengupta vd. 2016). APa2 agregasyona yatkin olan formdur. Normal kosullarda amiloid
betanin %90°1 AP formundayken %5’ten azt APs2 formundadir (Sun vd. 2015). In
vitro olarak APi40 daha stabildir ve fibril olusturmadan monomer formunu uzun siire
koruyabilmektedir. Arastirmacilar ayni zamanda APi42’nin fibril olusturmadan
monomer, trimer ve tetramer formlarin karisimi olarak bulundugunu gézlemlemistir. Bu
iki peptit kiiltiire uygulandiginda en ¢ok toksik etki gdsteren peptitlerdir. Ayrica bu iki
peptitin bulunduklar1 ortamdaki oranlar1 da toksisite acisindan 6nemlidir (Sengupta vd.

2016).

Amiloid beta hiicre iginde genelde sitosolde bulunur. Bunun yani sira endoplazmik
retikulumda, golgi cisimciginin orta kisminda ve mitokondride de bulunmaktadir.

Ayrica endositik endozom/lizozom gibi otofajik vakuollerde de vardir (Sun vd. 2015).



Amiloid betanin fizyolojik rolii hala kesin olarak bilinmemektedir. Olasi rollerinden biri
gama sekretaz enzimini inhibe etmesidir. Amiloid beta agregasyonu ayni zamanda
reaktif oksidatif tiir olusumuna neden olur. Protein oksidasyonu hiicre membraninda

hasara ve enzimlerde fonksiyon bozukluklarina yol agar (Sun vd. 2015).

Amiloid beta, miktara bagli toksisite olusturabildigi gibi yapiya bagli toksisite de
olusturabilir. Uzunluk, molekiiler agirlik ve mikroskobik o6zelliklerine gore kisa
oligomerler, amiloid betadan tiiremis dagilabilir ligandlar veya protofibriller seklinde
diizenlenebilir. Olgunlagan amiloid fibriller protofibrillerden olugsmaktadir. Bu yapilarin

agregasyonu ile norotoksisite ortaya ¢ikmaktadir (Sadigh-Eteghad vd. 2015).

Amiloid beta peptitinin hem teorik hem de deneysel olarak calisilmis gesitli toksisite
mekanizmalar1 mevcuttur. Bu mekanizmalar membranla direkt etkilesim sonucu
inflamatuar etki olusumu, metal-amiloid beta kompleksi olusumu nedeniyle oksidatif
stresin artigr, membranla etkilesim sonucu membran reseptorlerinin fonksiyonunda
bozulma veya membran porlarinin yapisinin ve iyonik homeostasisin zarar gérmesi
olarak aciklanmistir. Biriken amiloid beta peptitleri toksik oligomerler olusturarak
serbest radikal stirecini tetikleyebilir. Oksidatif strese makrootofaji ve lizozomal
apoptozun da eslik etmesiyle ilave hasar meydana gelir (Zhao vd. 2012). Membran
bozuklugu ve iyon disregiilasyonu da A toksisitesinin bilesenlerindendir. Caligsmalar
AP oligomerlerinin direkt olarak membran porlariyla etkilesimde bulunarak membran
permeabilitesini olumsuz etkiledigini gostermistir. Bu nedenle de iyon dengesi
bozulabilmektedir (Sengupta vd. 2016).

Amiloid betaya karst denenmis bazi terapotik yaklasimlar genelde gama sekretaz ve
beta sekretaz enzimlerinin inhibisyonunu saglayarak amiloid beta olusumunu azaltmaya
yoneliktir. Bu yaklasimlardan istenilen sonuglar elde edilememistir. Son olarak amiloid
betaya karst iki monoklonal antikorla immiinoterapi denenmistir. Ancak bu iki yol
ilerlemis hastaliklarda basarisizlikla sonuglandigi igin yeterli goriillmemistir.

Immiinoterapiyle birlikte denenebilecek yeni yaklagimlarin arayisi siirmektedir. Daha



basarili hayvan modelleri ve daha spesifik biomarkerlar yardimiyla amiloid beta

kaynakli hastaliklarin patogenesisi aydinlatilacaktir (Sun vd. 2015).

2.3 Amiloid fibril olusumu ve proteopati

Amiloid fibriller tipik olarak 5-15 nm genisliginde, dallanmamis uzunlugu yaklasik 1
mikron ve bazen de birkag mikron olan bir yapidadir. Fibril diigiimlerinin X-ray fiber
kirinimi ile 6l¢limii sonucu capraz-beta yapilar icerdigi goriilmistiir. Tek bir amiloid
fibril her alt linitede iki veya daha fazla beta- kivrimli tabakayla birlikte pek ¢ok capraz-
beta alt tinitesi i¢erebilir (Tycko 2015).

Amiloid fibril formasyonu bazen geri doniisiimsiiz bir siire¢ olarak kabul edilse de bu
goriis ¢cogunluk tarafindan kabul gérmemektedir. Fibril yogunlugu en yiiksek seviyeye
erisse bile beraberinde az miktarda ¢dziinebilir protein mevcuttur. Eger fibriller yeterli
miktarda ¢dzilinebilir proteine erisim saglayabilecekleri bir ¢ozeltiye konulursa biiytirler.
Eger fibriller yetersiz miktarda ¢oziinebilir proteinin oldugu c¢ozeltiye konulursa

¢ozlinebilir protein miktarini1 dengelemek amaciyla kiigiilecektir (Tycko 2015).

Yapilan laboratuvar deneyleri sonucu amiloid fibrillerin her zaman toksik olmadigi,
toksisitenin fibrillerin birbirleriyle olan iliskisiyle ve uzunluguyla alakali oldugu
diistiniilmektedir. Sonikasyona ugramis (yliksek frekansli ses dalgalariyla parcalanmis)
fibrillerin diiglim olusturan uzun fibrillerden daha toksik oldugu goriilmiistiir.
Molekiiler yap1 ve sitotoksisite arasindaki iliski heniiz tam olarak aydinlatilmamistir

(Tycko 2015).

Proteopatilerde, yapisal anomali gostermeye baglayan belirli proteinler hiicre ve
dokularda kiimelenerek fonksiyon bozukluklarina yol agar. Anormal veya hatali
katlanmis proteinler sitoplazmik, niiklear ve ekstraseliiler alanlarda biriktiginde organel

hasarlarina ve sinir sisteminde sinaptik fonksiyon bozukluguna yol agar (Ghavami vd.

2014).



Amiloid iligkili hastaliklarda amiloid fibriller dokularda birikerek ¢oziinemez yapilar
olusturur ve hatta bazen hiicrelerin yerini alirlar. Ornegin, lizozim amiloidosiste
bobregin biiylik kismi amiloid depositleriyle yer degistirebilir. Bunun yani sira, APP
(amiloid Oncii protein) veya peptitler araciligiyla diizenlenme sirasinda bazi kiigiik
oligomerik ara formlar toksik etki yaratarak hiicre Oliimiine neden olabilir. Diger
yandan giiniimiizde yapilan ¢alismalar sonucu amiloid yapilarin dogal sistemde sikca
bulundugu ve bu fonksiyonel amiloid yapilarin gii¢lerine gore destek, iskelet ve koruma
gorevi sagladigi gorilmektedir. Bu veriler dogrultusunda ayni beta-kivrimli yapiya
sahip olmalarina ragmen neden bazi amiloid fibrillerin toksik etki olustururken

bazilarinin olusturmadig1 merak konusu olmustur (Marshall vd. 2014).

Degisik toksik potansiyel bulunduran amiloid birlikleri yapisal katilik, stabilite ve yiizey
korumasi agisindan birgok ¢esitlilige sahiptir. Bazi kisa amiloidojenik peptitler
algoritmalar ve kristallografi ile tanimlandiginda bu peptitlerin amiloid fibril
olusturmaya en elverisli formlar oldugu goriilmiistiir. Bu peptitler kendi kendilerine
diizenlenebilen, iyi organize olmus ve kati fibriller olusturabilen ve hatta bazen kristal
yapida kiimeler olusturabilen yapidadirlar. Hiicrelere toksik etki yaptigi cok iyi bilinen
amiloid beta ayn1 zamanda oldukg¢a cesitli tiir ve fibril polimorflar1 olusturma

potansiyeline sahiptir (Marshall vd. 2014).

Amiloid fibrillerin stabilitesi goz Oniine alindiginda, amiloid fibrillerin kiimelenme
slirecinin geri dontisiimlii bir siire¢ oldugu goriilmektedir. Termodinamik veya kinetik
olarak daha stabil olan fibriller daha ge¢ ¢oziinlir ve dolayisiyla bu esnada fibril
uclarindan potansiyel sitotoksik iiriinler daha yavas ve az miktarda salinir (Marshall vd.

2014).

Amiloid fibrillerin ylizey yapilari da toksik potansiyellerinde etkili olabilir. Kiiglik
oligomerik tiirler ve fibriller pargalar lipid membranlar1 bozabilir. Fibril-fibril
etkilesimini destekleyen yiizey yapist veya protofilamentler arasindaki baglantilar

amiloid fibrillerin, depositlerin veya plaklarin stabilitesini etkiler. Bu da



depolimerizasyon yolu ile potansiyel toksik tiirlerin iiretimine yanstyabilir (Marshall vd.

2014).

2.4 Amiloidosis ve Bobreklerdeki Etkisi

Amiloidosis, protein katlanmasinda meydana gelen diizensizlik sonucu normalde
¢oOziinebilir olan protein fragmanlarinin bir araya gelerek anormal bir sekilde ¢oziinemez
fibriller olusturarak doku yapisin1 bozup hastaliga yol agmasi tablosudur. Insanlarda 30
farkli amiloid tipi bulunur. Amiloid fibrillerin temel 6zelligi antiparalel-beta kivriml

tabakalara sahip olmalaridir (Scarpioni vd. 2016).

Amiloidosis, ¢esitli doku ve organlardaki hiicre dis1 alanlarda biriken degisik formlarda
olusmus c¢oziinemez antiparalel beta-kivrimli protein fibrillerini kapsamaktadir.
Insanlarda amiloid hafif zincir, beta amiloid, transtiretin gibi yaklasik 60 protein tiirii
olas1 amiloidosis sebebi olarak gosterilmektedir. Farkli proteinler ve farkli organlar s6z
konusu olsa da amiloidosis vakalarinin ortak 6zelligi proteinlerin kaynak, fonksiyon ve
yapt ayrimi olmadan g¢apraz beta kivrimli yapilara doniismesidir (Di Crescenzo vd.

2013).

Bobrekler her kalp atisinda kanin 1/5’ini toksinlerden arindirmasiyla yasam igin son
derece Onemli organlardir. Eger fonksiyonlarini yerine getiremezlerse insan sadece
birkac giin hayatta kalabilir. Ne yazik ki bobrekler ilag, besinlerdeki toksik maddeler ve
cevresel kirleticiler gibi ekzojendz kimyasallar i¢in biiyiik bir hedeftir. Bu kimyasallar
nedeniyle meydana gelen nefrotoksisite vakalari tipta biiyiik 6nem tagimaktadir (Davies
2015).

Nefrotoksisite hiicre membranlarinda veya hiicre-hiicre baglantilarinda hasar, oksidatif
stres ve serbest radikallerin olusumu, yangi hasari ya da vaskiiler sistemin olumsuz
etkilenmesi seklinde sonuglar dogurabilir (Davies 2015). Nefrotoksisite biiyiik oranla
proksimal tiibiilde gerceklesmektedir. Bunun bir nedeni buradaki hiicrelerin metabolik

olarak oldukca aktif olmas1 ve bu sekilde oksidatif stres unsurlarina daha ¢ok maruz



kalmalaridir. Diger bir nedeni ise viicut sivilart ve idrar boslugu arasindaki kiiciik
coziinen madde gecisleri esnasinda hiicrelerdeki toksinlerin yogunlasmasidir. Ayrica
proksimal tiibiiller idrarla ilk karsilasan hiicreler oldugu i¢in burada toksin miktar1 diger

kisimlara gore daha fazladir (Davies 2015).

Bobrek hastaliklari, amiloidosis hastalarinda siklikla goriilen ve morbiditeye sebep olan
bir durumdur. Bobreklerde amiloid depositleri glomeriiller, tiibiiller, doku araliklart ve
damarlar gibi pek ¢ok yerde bulunabilir. Vakalarin % 97’sinde glomeriiler depositler
goriilmektedir. Renal amiloidosisin en yaygin tipi plazma hiicrelerinin dengesiz
dagilim ile iligkilidir ve immiinoglobiilinlerin bilesenlerinin birlesiminden olusur. 1971
yilinda monoklonal hafif zincir kimyasal olarak tanimlanan ilk amiloid proteini
olmustur. En sik goriilen amiloidosis monoklonal hafif zincir (AL) kaynakli olandir
(Khalighi vd. 2014). immiinoglobiilin hafif zincir ile olusan amiloidosis hastalarin %

85’ini etkilemektedir. Temel hedefi kalp ve bobreklerdir (Picken 2015).

Amiloidosisin teshisi iki asamadan olusur. Bunlardan birincisi amiloidosisin genel
teshisi, ikincisi ise amiloidin tiiriiniin belirlenmesidir. Renal patolojiyle amiloidin
belirlenmesi sadece doku depositleri ilizerinden yapilir ve tam anlamiyla olmasa bile

%85 oranda basar1 gostermektedir (Picken 2015).

2.5 Is1 Soku Proteinleri

Is1 soku proteinleri, ilk kez Ferruccio Ritossa (1962) tarafindan 1s1 sokuna maruz kalan
hiicrelerde tanimlanmustir (Oncel 2012). Sadece 1s1 ile degil, aglik ve toksisite gibi diger
fizyolojik stres durumlarinda da artar. Molekiiler agirliklarina gére smiflandirilirlar. iki
onemli memeli saperon sistemi 70 kDa ve 90 kDa agirliginda olan Hsp70 ve Hsp90
ailesidir (Jones vd. 2014).



Is1 soku proteinleri, proteinlerin katlanmasi, agilmasi ve yeniden katlanmasi ile ilgilenen
molekiiler saperon grubudur. Protein translasyonu sirasinda veya sonrasinda polipeptit
zincirleri bu saperonlar sayesinde aminoasit dizileri tarafindan belirlenen fonksiyonel
yapilarina ulasirlar. Bu siiregte proteinlerin hatali katlanmasi sik karsilasilan bir
durumdur ancak bu sekilde olusan zararli veya gereksiz liriinler genelde molekiiler
saperonlar ve diger kontrol mekanizmalar1 tarafindan ortadan kaldirilir. Stres
kosullarinda liziz gibi kontrol mekanizmalar1 gérevini yerine getiremediginde Hsp’ler
ve kosaperonlar1 devreye girerek yanlis katlanmalarin 6nlenmesine yardimei olur.

Ancak yine de hatal1 katlanan proteinler patojen hale gelebilir (Jones vd. 2014).

Stres kosullari altinda proteinlerin agilmasi, hatali katlanmasi veya kiimelenmesi stres
cevabinmi tetikler. Bu durum proteinlerin gen transkripsiyonunu artirir. Hsp gen
transkripsiyonu HSP gen sunucu (promoter) boélgelerinde HSF1 (1s1 soku faktorii 1) ve
HSE’lerin (1s1 soku elementi) etkilesimi ile yonetilir. Normal kosullarda HSF1 hiicre
sitoplazmasinda gizli monomerik bir molekiil olarak bulunur. Stres kosullarinda ise
MAPK (mitojenle-aktif protein kinaz) alt aileleri tarafindan (ERK1, JNK/SAPK, p38
protein kinaz) hiperfosforile edilir. Daha sonra DNA baglama kapasitesi olan fosforile
edilmis trimerlere doniiserek cekirdege tasinir. HSF trimerlerinin down regiilasyonu
Hsp’ler ve ¢ekirdekte bulunan “’1s1 soku baglayici protein 1°° tarafindan yapilir (Dubey
vd. 2015).

Hsp’lerin sentezi bitki, hayvan ve insanlarda siklikla ¢aligilan bir konudur. Ciinkii
Hsp’ler oksidanlar, toksinler, agir metaller, serbest radikaller, viriisler gibi strese yol
acan faktorler karsisinda cogalmaktadir (Mahmood vd. 2014). Farkli Hsp aileleri
tiyelerinin  kendilerine 6zgii rolleri vardir. Hsp27, Hsp60 ve Hsp70 protein
agregasyonunu engeller ve proteinlerin katlanmasma yardimci olur. Hspl00
agregatlardan proteinleri kurtarir. Hsp90 proteinlerin olgunlasmasi ve aktiflesmesinde
onemli rol oynar (Lu vd. 2014). Giinlimiizde yapilan cesitli ¢alismalarda Hsp60 ve
Hsp70 aym1 zamanda toksisite seviyelerini arastirmada biomarker olarak

kullanilmaktadir (Mahmood vd. 2014).



2.6 Hsp70

Hsp70, hiicre koruyucu 6zelligi, potansiyel anti-inflamatuar etkisi, genis doku dagilimi
ve diger molekiillerle etkilesim yetenegi sayesinde uygun bir terapotik hedef olmasi
sayesinde en ¢ok calisilan Hsp’lerden biridir (O’Neill vd. 2014). Hsp70 ailesi tiyeleri C-
terminal bolgesinde denatiire veya yabanci proteinlerin hidrofobik kisimlarinin
baglanmasi i¢in bir alan icerir. N-terminal bolgesinde ise ATP’nin (adenozin trifosfat)
ADP’ye (adenozin disfosfat) hidrolizini kolaylastiran ATPaz alani bulundurur. N-
terminalinde gergeklesen bu hidroliz ile C-terminalindeki konformasyon kolaylasir ve
boylece baglanmig denatiire protein stabilize edilir. Bu sekilde denatiire proteinin

yeniden katlandig1 kabul edilir (Jones vd. 2014).

Insanlardaki Hsp70 ailesinden endoplazmik retikulumda bulunan Hsp70-5 ve sitosolik
Hsp70-8 zorunlu gardiyan (housekeeping) genleridir. Mitokondriyal Hsp70-9 protein
homeostasisiyle ilgili olaylarda rol oynar. Hsp70-1 ve Hsp70-2 gesitli kanser
hiicrelerinde ¢esitli fonksiyonlara sahiptir. Hsp70-1 malignant tiimorlerin baglangiciyla

iliskilidir ve “’kanser hayatta kalma proteini’’ olabilir (Yu vd. 2015).

Hsp70 ailesi liyelerinin gorevleri hiicredeki konumlarina gore farklilik gostermektedir.
Fizyolojik kosullar altinda Hsp70’ler molekiiler saperon olarak davranir. Hiicre i¢inde
bulunan Hsp70’ler stres tarafindan indiiklenen 6liimciil hasara karsi koruma saglar.
Ayn1 zamanda bu Hsp70’ler c¢oklu-protein komplekslerinin diizenlenmesini, yeni
sentezlenen polipeptitlerin veya anormal proteinlerin katlanmasini ve tasinmasini
destekler. Hsp70’ler giiglii anti-apoptotik proteinlerdir ve apoptozu gesitli sekillerde
onleyebilirler (Radons 2016).

Hiicre i¢i Hsp70’ler proteomik homeostasiste kilit rol oynarken hiicre dis1 Hsp70’ler
immiinomodiilatér fonksiyonlara sahiptir. Bu roli MHC (major histokompatibilite
kompleksi) antijenleri araciligryla immiinojenik peptitlerin ¢apraz sunucusu olarak veya

NK (dogal o6ldiirticii) hiicreleri tarafindan olusturulan immiin cevabi stimiile ederek
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yerine getirirler. Bunlarin yan1 sira Hsp’ler pro-inflamatuar sinyal olusturmada ve anti-

inflamatuar etki gostermede de etkilidir (Radons 2016).

Hsp70’ler, hiicrenin hayatta kalmasi ve proteostasis iizerindeki fonksiyonlar1 ile saperon
aginin 6nemli elemanlarindandir. Bir¢ok calisma, Hsp70’lerdeki degisimlerin saglikli
veya hastalikli profillerle iliskisi oldugunu desteklemektedir. Bu nedenle de Hsp70’ler
degisik fizyolojik ve patolojik sartlar altinda potansiyel biomarker olarak veya genis bir

hastalik yelpazesinde ila¢ hedefi olarak goriilmektedir (Radons 2016).

2.7 Hsp70 ve Amiloid Proteostasisi

Denatiire proteinleri yeniden katlama yetenekleri goz oOniinde bulunduruldugunda,
Hsp’ler denatiire proteinlerin neden oldugu hastaliklarin tedavisinde bir basamak olarak
goriilmektedir. Cesitli toksisite calismalarinin sonucunda o6zellikle Hsp70’in hiicre

toksisitesinde potansiyel terapdtik tamamlayict oldugu diisiiniilmektedir (Jones vd.

2014).

Hsp70 amiloid beta homeostasisine miidahale ederek amiloid betanin toksik etkisine
karst koruyucu etki gosterir. Hem enzim araciligiyla amiloid beta degradasyonu
saglayarak hem de mikroglia ve astrositleri fagositoza tesvik ederek toksik etkiyi
ortadan kaldirir. Birgok hayvan modeli {lizerinde yapilan aragtirmalar sonucu Hsp70’in
merkezi sinir sisteminde norodejenerasyona karsi koruyucu rolii oldugu kanitlanmistir.
Alzheimer hastalifinin ortaya ¢ikmasinda Hsp70’in diizgiin fonksiyon gosterememesi
biiylik rol oynamaktadir. Amiloid betanin hiicre icinde yumaklar olusturmasi ve hiicre

disinda birikmesi bu fonksiyon bozukluguyla dogru orantili ilerler (Wang vd. 2014).

Hsp70 Alzheimer hastaliginda hiicre koruyucu roliinii birgok sekilde yerine getirebilir.
Bunlardan biri amiloid beta oligomerizasyonunu Onlemesidir. Yapilan ¢aligmalarda
Hsp70’in oligomerleri taniyarak konformasyonlarini degistirdigi gosterilmistir. Aciktaki
hidrofobik kisimlar Hsp70’in oligomeri tanimasi1 ve yeniden diizenlemesi i¢in “’etiket’’

gorevi gormektedir. Bunun yani sira Hsp70 amiloid betanin ortamdan temizlenmesini
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saglar. Amiloid beta beyinden fagositoz, enzim yollu degradasyon veya lenf nodlarina

ve kana taginarak temizlenebilir. Hsp70 bu yollar1 uyarmakla gorevlidir (Lu vd. 2014).

Hoshino vd. (2011), kontrol grubuyla kiyaslandiginda, Alzheimer hastalikli fare
modelinde yiiksek Hsp70 seviyesinin amiloid plaklarimi azalttigini gozlemislerdir.
Bunun yani sira artan Hsp70 miktar1 ile mikroglial hiicrelerdeki amiloid beta
peptitlerinin degradasyonunun da arttigi goériilmiistiir. Evans vd. (2006) monomerik
amiloid beta ile yaptiklar1 ¢alismalarda da Hsp70’in hatali katlanan proteinleri yeniden
katlayarak oligomerizasyonu azalttigimi gostermislerdir. Bu iki c¢alisma Hsp70 ve

amiloid beta arasindaki etkilesimi ortaya koymaktadir (Repalli ve Meruleo 2015).

Hsp70 ekspresyonu bobrek gelisimi esnasinda dokular arasindaki osmolalitede meydana
gelen degisimlerle yakindan ilgilidir. Ayrica Henle kulpunun ¢ikan kolunun
korunmasimi saglar. Hsp70’in az olarak eksprese edilmesi bobrek hastaliklariyla
yakindan iligkilidir. Hsp70 indiiksiyonu tikayici nefropatide meydana gelen bdbrek
tiibiillerindeki epitel hiicrelerinin apoptozunu ve fibrozisini diizenler. Bunun sonucunda
renal epitelyal hiicreler Hsp’ler sayesinde apoptotik hiicre 6liimiinden kurtulabilir. Ayni
zamanda Hsp70 sayesinde oksidatif hasara bagli zararlar ve yangi da Onlenebilir

(Mazzei vd. 2015).

Renal iskemi reperflizyon hasarinda (IRI), apoptoz, mikrovaskiiler disfonksiyon ve
immiinolojik aktivasyon gibi sorunlar olusur. Bu durumda renal Hsp70 geninde 43 kat
fazla ekspresyon gozlenmistir. Hsp70’in bobrekte koruyucu ve anti-inflamatuar roli
tam olarak anlasildiginda hastalarin tedavi imkanlarinda da Onemli gelismeler

kaydedilmesi beklenmektedir (Rao 2016).

Bu c¢alisma, amiloid beta toksisitesi sonucu bobreklerde olusan depositlerin yok
edilmesine ve toksik etkinin kaldirilmasia ydnelik olup, bobrek dokusunda meydana
gelebilecek hasarin giderilmesinde kullanilabilecek potansiyel terapotik yontemlere 151k
tutmas1 amaciyla tasarlanmistir. Bu sayede, olusan ¢esitli bobrek hastaliklarinin ve bu

hastaliklarin olusturdugu hasarlarin 6niine gegilebilecegi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle bu
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calismada insan embriyonik bobrek hiicre hattinda amiloid beta ile indiiklenen

sitotoksisite lizerine Hsp70 saperonunun koruyucu roliiniin incelenmesi amaclanmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

HEK 293 hiicre hatti Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii'nden elde edildi.
Amiloid beta (Sigma, USA), 5-10 uM konsantrasyonlarinda kiiltiirlere eklendi.
Koruyucu rolii arastirtlan Hsp70, Enzo (USA)’dan temin edildi. Hsp70, 2 ug/ml olmak
tizere tek doz kullamldi. Hiicre canliigt MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromid) yontemi ile tayin edildi. Oksidatif stres parametreleri
Glutathione (GSH) Assay Kit Il (Calbiochem, CA), Catalase Assay Kit (Calbiochem,
CA), Lipid Hydroperoxide (LPO) Assay Kit (Calbiochem, CA), Superoxide Dismutase
(SOD) Assay Kit II (Calbiochem, CA) kullanilarak kolorimetrik olarak ol¢iildii.

3.1 Deney Gruplarinin Hazirlanmasi

G1: Kontrol grubu (Dimetil stilfoksit, DMSO)
G2: 5 uM amiloid beta

G3: 10 uM amiloid beta

G4: DMSO + 2 pg/ml Hsp70

G5: 5 uM amiloid beta + 2 pg/ml Hsp70

G6: 10 uM amiloid beta + 2 pg/ml Hsp70
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Sekil 3.1 Deney gruplari

3.2 Hiicre Inkiibasyonu ve Lizatlarin Hazirlanmasi

HEK 293 hiicreleri kuyucuk basma 0.2 x 10° hiicre olacak sekilde 24’lii kuyucuk
plakasina ekildi ve ertesi giin amiloid beta uygulamasi yapilacak kuyucuklara 5 uM ve
10 uM amiloid beta icerecek sekilde amiloid betali besiyeri eklendi. DMSO kontrol
kuyucuklarina, eklenen amiloid beta miktar1 kadar DMSO eklendi ve hiicreler 24 saat
slireyle inkiibasyona birakildi. Bir sonraki asamada, hem normal hem de amiloid beta
uygulamasi yapilan HEK 293 hiicrelerine 2 pug/ml Hsp70 eklenerek 2 saat siireyle
inkiibasyona birakildi. Uygulamanin sonunda, hiicreler ilik PBS (fosfat tamponlu tuz
¢ozeltisi) ile yikandi ve yapilacak her enzim deneyi i¢in uygun ¢ozeltide hiicre lizatlari

hazirlandi.

3.2.1 Glutathione Assay Kit Il (Cat. No. 354103)

Hiicreler buz iizerinde 200 pl soguk tampon (1 mM EDTA (etilendiamin tetraasetik
asit) iceren 50 mM KH2PO4 (potasyum fosfat) ¢ozeltisi, pH 7.0) icerisinde hiicre
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kaziyicist ile kazindi ve sonike edildi. Ardindan 10.000 x g’de 15 dakika + 4 °C’de

santrifiij edildi. Stipernatant temiz tiipe aktarildi.

3.2.2 Catalase Assay Kit (Cat. No. 219265)

Hiicreler buz tizerinde 100 pl soguk tampon (1 mM EDTA igeren 50 mM KH2POg4
tampon, pH 7.0) igerisinde kazind1 ve sonike edildi. 10.000 x g’de 15 dakika + 4 °C’de

santrifiij edildi. Stipernatant temiz tiipe aktarildi.

3.2.3 Superoxide Dismutase Assay Kit 11 (Cat. No. 574601)

Hiicreler 150 ul soguk tampon (1 mM EGTA (bis-glikoleter N,NO,N1,N2
tetraasetikasit), 210 mM mannitol ve 70 mM siikroz iceren 20 mM HEPES (2-[4-(2-
hidroksietil) piperazin-1-iljetansiilfonik asit), pH 7.2) icerisinde kazindi ve sonike
edildi. 1500 x g’de 15 dakika + 4 °C’de santrifiij edildi. Deney i¢in siipernatant toplandi.

3.2.4 Lipid Hydroperoxide Assay Kit (Cat. No. 437639)

Hiicreler 150 pl HPLC (yiiksek performansli sivi kromatografisi) dereceli su icerisinde
kazindi. 200 pl Ekstrakt R-doyurulmus metanol eklendi ve vortekslendi. Ardindan 400
ul soguk deoksijene kloroform eklendi ve vortekslendi. 1500 x g’de 5 dakika 0 °C’de
santrifiij edildi. Alt tabakadaki kloroform pastor pipeti ile dikkatlice temiz bir tiipe
aktarildi.

Tim testler i¢in hiicre lizatlar1 hazirlandiktan sonra kitlerin deney protokolleri

kullanilarak testler yapildi.
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3.3 MTT Olciimii

Metabolik aktivite 6l¢iimii ile yapilan hiicre proliferasyon testi olarak MTT ydntemi
kullanildi (Mosmann 1983). Olgiim 24. saatte yapildi. 24. saatin sonunda hiicrelerin
tizerine 10 pl MTT cgalisma soliisyonu eklendi. 2 saatlik inkiibasyondan sonra
mikroskobik inceleme yapildi ve ardindan 100 pl liziz soliisyonu ilave edildi. Isiga
duyarli bir yontem oldugundan g¢alismalar karanlik ortamda gergeklestirildi. Plakalar,
mikroplaka okuyucuda 630 nm dalga boyunda okundu. Hiicre canlilig1 yiizdesi, deney

grubunun kontrol grubuna oranlanmasi ve sonucun 100 ile ¢arpilmasiyla hesaplandi.

3.4 Bradford Yontemi ile Protein Tayini

3.4.1 Reaktiflerin hazirlanmasi

3.4.1.1 1x boya reaktifi

1 1 boya soliisyonu metanol ve fosforik asit igerir.

3.4.1.2 BSA (Bovin Serum Albiimin) Standard, 2 mg/mi

2 ml tiipler icerisindeydi.

3.4.1.3 Bovin Gama-Globiilin Standard, 2 mg/ml

2 ml tiipler icerisindeydi.
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3.4.1.4 Bovin Serum Albumin Standard Set

2 ml tiiplerde 7 ayr1 konsantrasyonda (2, 1.5, 1, 0.75, 0.5, 0.25, 0.125 mg/ml) BSA
halindeydi.

3.4.1.5 Bovin Gama-Globiilin Standard Set

2 ml tiiplerde 7 ayr1 konsantrasyonda (2, 1.5, 1, 0.75, 0.5, 0.25, 0.125 mg/ml) gama-
globiilin halindeydi.

Protein standart1 6rnekler ile ayn1 tampon kullanilarak diliie edildi. Standartlar ve deney
karisimlart kuyucuklara yiiklendi. Her kuyucuga 1x boya reaktifi eklendi ve plaka
karistiricida karistirildi. Oda sicakliginda inkiibe edildi. Total protein miktari Bradford
(1976) yontemine gore belirlendi. Spektrofotometrik olarak 595 nm’de okutuldu.
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Sekil 3.2 Bradford total protein standart grafigi
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3.5 Lipid Hidroperoksidasyonu Ol¢iimii

3.5.1 Reaktiflerin hazirlanmasi

3.5.1.1 Ekstrakt R

100 mg Ekstrakt R ile 15 ml metanol karistirildi, 2 dakika vortekslendi. Metanol bulutsu

bir goriiniim ald1 ve katinin biiyiik kismi1 ¢6ziinmeden kaldi.

3.5.1.2 Trifenilfosfin

2.6 mg trifenilfosfil 1 ml kloroform-metanol karigiminda ¢o6ziilerek 10 mM ¢ozelti

hazirlandi.

3.5.1.3 Kromojen

Kitin i¢indeki FTS Reaktif 1 ve FTS Reaktif 2 esit miktarda karistirilarak vortekslendi.

Kullanilacak her bir tiip i¢in 50 pl kromojen hazirlandi.

3.5.1.4 Kloroform

100 ml kloroform nitrojen yardimi ile 30 dakika deoksijene edildi.

3.5.1.5 Metanol

100 ml metanol nitrojen yardimi ile 30 dakika deoksijene edildi.
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3.5.1.6 Kloroform-metanol karisim

2 dlgii deoksijene kloroform ile 1 6l¢ii deoksijene metanol karistirildi. Her bir deney

tiipl i¢in yaklagik 1 ml karisim eklendi.

3.5.1.7 Lipid hidroperoksit standartlari

24 temiz test tlipli hazirland1 ve A-H olarak ii¢ kez etiketlendi. Her test tiipiine 500 pl
kloroform eklendi. Tiiplere 450 pl kloroform-metanol karigimi eklendi. Ardindan 50 pl
kromojen eklendi ve vortekslendi. Tiiplerin agz1 polipropilen kapaklarla iyice kapatildi.
Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Lipid hidroperoksidasyonu Morrow ve Roberts
(1997) metoduna gore o6lgiildii. Spektrofotometrik olarak 450 nm’de okutuldu.
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3.6 Siiperoksit Dismutaz Miktar1 Tayini

3.6.1 Reaktiflerin hazirlanmasi

3.6.1.1 Deney tamponu (10X)

3 ml 10X deney tamponu 27 ml HPLC dereceli su igerisinde 1X’e diliie edildi. Son
deney tampon igerigi 50 mM Tris-HCI (pH 8) 0.1 mM DTPA (dietilen triamin penta
asetik asit) ve 0.1 mM hipoksantin seklindeydi. Radikal dedektériin diliisyonunda
kullanildi.

3.6.1.2 Ornek tampon (10X)

2 ml 10X ornek tampon 18 ml HPLC dereceli su ile 1X’e diliie edildi. Son 6rnek
tampon 50 mM Tris-HCI (pH 8) seklindeydi. SOD standartlarinin hazirlanmasinda,

ksantin oksidazin ve 6rneklerin diliisyonunda kullanildi.

3.6.1.3 Radikal dedektor

Tetrazolyum tuzunun soliisyonunu igerir. Ik kullanimda 50 ul almip bir tiipte 19.95 ml

deney tamponu ile diliie edildi. Etrafi aliiminyum folyo ile sarild1.

3.6.1.4 SOD (Standart)

Bovin eritrosit SOD (bakir/¢inko) igerir. Enzim buzun iizerinde ¢oziilerek kullanima

hazirlandi.
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3.6.1.5 Ksantin oksidaz

Ksantin oksidaz soliisyonunu igerir. Ik kullanimda bir sisesi ¢oziildii ve 50 ul bir siseye

aktarilip 1950 pl 6rnek tampon ile diliie edildi.

SOD standart ¢ozeltileri hazirlandi. 20 pl SOD standartlar1 1980 pl 6rnek tampon ile
diliie edildi. SOD stok soliisyonu olusturuldu. 7 adet temiz cam tiip alind1 ve A-G arasi
isimlendirildi. A-G standartlar1 hazirlandi. SOD standart kuyucuklarina 200 ul diliie
radikal dedektdr ve 10 ul standartlar (A-G) eklendi. Ornek kuyucuklarma 200 pl diliie
radikal dedektor ve 10 pl 6rnekler yiiklendi. Kuyucuklara 20 ul diliie ksantin oksidaz
eklendi. Biraz karigmasi i¢in 96 kuyucuk dikkatlice ¢alkalandi. Agzi ortiildii. Plaka 20
dakika oda sicakliginda galkalayici tizerinde inkiibe edildi. SOD aktivitesi Maier ve
Chan (2002) yontemine gore olgtildii. Spektrofotometrik olarak 450 nm’de okutuldu.

Tim standartlarin ve 6rneklerin absorbanslarinin ortalamalar1 hesaplandi.

Merck 574601 Siiperoksit Dismutaz Deney Kiti prosediiriine gore standart egri ¢izildi.
Standart egriden regresyon denklemi kullanilarak 6rneklerin SOD aktivitesi hesaplandi

(Sekil 3.4).
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3.7 Glutatyon Tayini

3.7.1 Reaktiflerin hazirlanmasi

3.7.1.1 MES (2-(N-morfolino)etansiilfonik asit) tampon 2X

Bu tampon 0.4 M MES, 0.1 M fosfat ve 2 mM EDTA (pH 6.0) igerir. Kullanmadan

once tampon esit hacimde su ile diliie edildi.

3.7.1.2 GSSG (glutatyon disiilfit) standarti

1 sise MES igerisinde 25 pM GSSG igerir. Standartlar kullanima hazirdi.

3.7.1.3 Kofaktor karisin

Liyofilize halde NADP* (nikotinamid adenin diniikleotid fosfat) ve glukoz 6-fosfat

igerir. Sisenin icerigi 0.5 ml su ile ¢6ziindi ve 1yice karistirildi.

3.7.1.4 Enzim karisim

Sise glutatyon rediiktaz ve glukoz 6-fosfat dehidrojenaz igeren 0.2 ml tampon igerir.

Sise 2 ml MES tampon ile diliie edildi ve iyice karistirildi.

3.7.1.5 DTNB (5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoik asit))

Her sise liyofilize DTNB igerir. Her sise 0.5 ml su ile iyice karistirildi.
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Standartin hazirlanmasi i¢in 8 adet temiz tiip alindi. A-H’ ye kadar tiipler hazirlandi.
Standart kuyucuklarmna 50’ser ul standartlar (A-H) eklendi. Ornek kuyucuklarina 50’
ser ul ornekler eklendi. Plakanin iistii kapag ile kapatildi. Deney karisimi 20 ml’lik sise
icerisinde sirasiyla MES tampon (11.25 ml), sulandirilmis kofaktor karisimi (0.45 ml)
enzim karigimi (2.1 ml), su (2.3 ml) ve sulandirilmig DTNB (0.45 ml) igerir. Plaka
kapagi uzaklastirildi ve taze hazirlanmis deney karisimi her kuyucuga 150°ser ul ilave
edildi. Kapag1 yeniden kapatildi. Karanlikta orbital karistiric1 iizerinde inkiibe edildi.
GSH diizeyi Foyer vd. (1994) yontemine gore Olgiildii. Spektrofotometrik olarak 450
nm’de 30 dakika icerisinde 5 dakikada bir olmak iizere 6 dl¢iim yapildi.

25. dakikada her standart ve Ornegin absorbansinin ortalamasi alindi. Merck 354103
Glutatyon Deney Kiti prosediiriine gore standart egri ¢izildi. Standart egriden tiim
ornekler icin total GSH degerleri hesaplandi (Sekil 3.5).
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3.8 Katalaz Miktar1 Tayini

3.8.1 Reaktiflerin hazirlanmasi

3.8.1.1 1X deney tamponu

Bu deney tamponu (100 mM potasyum fosfat, pH 7.0), 2 ml 10X deney tamponunun 18

ml HPLC dereceli su ile diliie edilmesiyle olusturuldu.

3.8.1.2 1X 6rnek tamponu

Bu deney tamponu (25 mM potasyum fosfat, pH 7.5. 1 mM EDTA ve 0.1% BSA
igerir), 5 ml 10X deney tamponunun 45 ml HPLC dereceli su ile diliie edilmesiyle
olusturuldu. Formaldehit standartlarini, katalazi (kontrol) ve oOrnekleri deney Oncesi

diliie etmek icin kullanildi.

3.8.1.3 Formaldehit standarti

4.25 M formaldehit igerir. Kullanima hazirdi.

3.8.1.4 Katalaz (kontrol)

Bovin karaciger katalaz (bovine liver catalase) liyofilize haldedir. 2 ml 1X 6rnek
tampon eklendi ve iyice vortekslendi. Enzim ana stogundan 100 pl alindi ve 1.9 ml 1X

ornek tampon ile diliie edildi. Her kuyucuga 20 pl dagitildi.
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3.8.1.5 Potasyum hidroksit

4 ml soguk HPLC dereceli suda ¢oziildii ve vortekslendi.

3.8.1.6 Hidrojen peroksit

8.82 M stok soliisyondur. 40 pl hidrojen peroksit 9.96 ml HPLC dereceli suda diliie
edildi.

3.8.1.7 Katalaz purpald

0.5 M hidroklorik asit i¢erisinde kullanima hazird:.

3.8.1.8 Potasyum periyodat

0.5 M potasyum hidroksit icerisinde kullanima hazird.

Deneyin final hacmi her kuyucuk i¢cin 240 pl’ dir. Tiim reaktifler deney baslamadan

once oda sicakligina getirildi. Deneyde 1X deney tamponu kullanildi.

3.8.1.9 Formaldehit standartlarinin hazirlanmasi

10 pl formaldehit standart1 9.99 ml 1X 6rnek tampon igerisinde diliie edildi. 4.25 mM

formaldehit stok soliisyonu olustu. A’dan G‘ye 7 adet standart tiipii hazirlandi.
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3.8.1.10 Formaldehit standart kuyucuklar:

20 ul formaldehit standartlar1 (A-G), 100 pl 1X deney tamponu ve 30 pl metanol

kuyucuklara eklendi.

3.8.1.11 Pozitif kontrol kuyucuklari (Bovin karaciger CAT)

100 pl 1X deney tamponu, 30 ul metanol ve 20 pl dilie CAT kontrol kuyucuklara
eklendi.

3.8.1.12 Ornek kuyucuklar

100 pl 1X deney tamponu, 30 pl metanol ve 20 pl 6rnek her kuyucuga dagitildi.

Reaksiyonu baglatmak i¢in her kuyucuga 20 pl diliie hidrojen peroksit eklendi. Bu islem
hizlica yapildi ve isleme baslama saati not edildi. Plakanin tzeri ortiildi. Oda
sicakliginda calkalayici lizerinde 20 dakika inkiibe edildi. Reaksiyonu sonlandirmak
icin her kuyucuga 30 pl potasyum hidroksit ve ardindan 30 pl katalaz purpald eklendi.
Plakanin istii ortiildii ve calkalayici tizerinde 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Her kuyucuga 10 ul potasyum periyodat eklendi, iizeri ortiildii ve 5 dakika oda
sicakliginda c¢alkalayici tizerinde inkiibe edildi. Katalaz aktivitesi Wheeler vd. (1990)

yontemine gore ol¢iildii. Spektrofotometrik olarak 560 nm’de okutuldu.

Merck 219265 Katalaz Deney Kiti prosediiriine gore standart egri ¢izildi ve deney

sonuclarina gore katalaz aktivitesi hesaplandi (Sekil 3.6).
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3.9 istatistiksel Analiz

Kontrol grubu ile uygulama gruplar1 arasindaki farkliliklarin istatistiksel onemi SPSS
15.0 programi kullanilarak degerlendirildi. Bu farkliliklar ve 6nem seviyeleri tek yonlii
varyans analizi (one way ANOVA) ile belirlendi. p<0.05 seviyesindeki sonuglar
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Coklu karsilastirmalarda Bonferroni, Dunnett ve

Tukey testleri uygulandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Deney sonuglarindan elde edilen veriler ortalama =standart hata (SEM) olarak

hesaplandi.
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4.1 Amiloid Betamin HEK 293 Hiicreleri Uzerindeki in vitro Sitotoksik Etkisinin
MTT Canhlik Testi ile Ol¢iimii

Hucre Canhlik Orani Grafigi
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Sekil 4.1 Hiicre yasayabilirligini gosteren grafik (= SEM)

Veriler kontrol grubu G1’in % degeri lizerinden ifade edilmistir. Degisik kiigiik harfler ortalamalar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 ifade etmektedir (p<0.05).

MTT deney sonuglarina tek yonlii varyans analizi (one way ANOVA) uygulandiginda p
degeri 0.005 olarak tespit edilmistir. Bu nedenle uygulama yapilan gruplardan en az
ikisi arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik vardir. Bu farkliligin hangi gruplar
arasinda oldugunu analiz etmek i¢in c¢oklu karsilastirma (Post-Hoc) test tiirlerinden
Bonferroni ve Dunnett testleri kullanilmistir. Dunnett testine gore G1 ile G3, G1 ile G4

ve G1 ile G6 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik vardir.
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4.2 HEK 293 Hiicre Kiiltiirlerinde LPO, SOD, GSH ve CAT Diizeyleri

4.2.1 Lipid peroksidasyonu ol¢iimii

LPO Miktari Grafigi
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Sekil 4.2 LPO miktarin1 gosteren grafik (= SEM)

Degisik kiiciik harfler ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 ifade etmektedir
(p<0.05).

LPO deney sonuglarina tek yonlii varyans analizi uygulandiginda p degeri 0.000 olarak
tespit edilmistir. Bu nedenle uygulama yapilan gruplardan en az ikisi arasinda
istatistiksel agidan anlamli bir farklilik vardir. Bu farkliligin hangi gruplar arasinda
oldugunu analiz etmek i¢in ¢oklu karsilastirma testlerinden Tukey ve Dunnett testleri
kullanilmistir. Bu testlerin sonuglarina bakildiginda G1 ile tiim gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik vardir. Ayrica G2 ile G5 arasinda da anlaml bir

farklilik oldugu gozlenmektedir.
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4.2.2 SOD aktivite tayini

ab, ¢

SOD aktivitesi (U/pg protein)
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Sekil 4.3 SOD aktivitesini gosteren grafik (£ SEM)

Degisik kiiciik harfler ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 ifade etmektedir

(p<0.05).

SOD aktivitesi deney sonuglarina tek yonlii varyans analizi uygulandiginda p degeri
0.025 olarak tespit edilmistir. Bu nedenle uygulama yapilan gruplardan en az ikisi
arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik vardir. Bu farkliligin hangi gruplar
arasinda oldugunu analiz etmek icin ¢oklu karsilastirma testlerinden Tukey ve Dunnett

testleri kullanilmistir. Bu testlerin sonuclarina bakildiginda G1 ile G2, G1 ile G3 ve Gl

ile G6 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik vardir.
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4.2.3 GSH miktar tayini

GSH Miktar Grafigi
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Sekil 4.4 GSH miktarini gosteren grafik (= SEM)

Degisik kiiclik harfler ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 ifade etmektedir
(p<0.05).

GSH deney sonuglarina tek yonlii varyans analizi uygulandiginda p degeri 0.000 olarak
tespit edilmistir. Bu nedenle uygulama yapilan gruplardan en az ikisi arasinda
istatistiksel agidan anlamli bir farklilhik vardir. Bu farkliligin hangi gruplar arasinda
oldugunu analiz etmek i¢in ¢oklu karsilagtirma testlerinden Tukey ve Dunnett testleri
kullanilmistir. Bu testlerin sonuglarina bakildiginda G1 ile G2 ve G1 ile G6 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilhik vardir. Ayrica G2 ile tim gruplar arasinda

anlaml bir farklilik gézlenmektedir.
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4.2.4 Katalaz aktivite tayini

Katalaz Miktari Grafigi
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Sekil 4.5 Katalaz aktivitesini gosteren grafik (= SEM)

Katalaz aktivitesi deney sonuglarina tek yonlii varyans analizi uygulandiginda p degeri
0.192 olarak tespit edilmistir. Bu nedenle uygulama yapilan gruplar arasinda istatistiksel

acidan anlamli bir farklilik yoktur.
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5. TARTISMA VE SONUC

Amiloid beta proteini, gesitli dokularda amiloid birikimine yol ag¢an proteinlerin kii¢iik
bir grubudur. Amiloid hastaliklarinda bu proteinlerin antiparalel B-kivrimli tabaka
konformasyonunda deposit olusturdugu gériilmiistiir. Ozellikle bu antiparalel- J

kiviimli yapinin oksidatif hasara neden oldugu ve toksik mekanizma olusturdugu
bilinmektedir (Schubert vd. 1995).

Amiloid fibril olusumunun hasar mekanizmalarinin arastirllmasimnin terapotik
yaklagimlar olusturulabilmesi bakimindan 6nemli oldugu ifade edilmektedir (Taskiran
ve Yilmaz 2007). Amiloidosis ve bobrek hastaliklari arasindaki iliski arastirilmus,
bobrek biyopsileri incelenerek depositlerin nasil hasarlar olusturdugu ortaya konulmus
ve tedavi stratejileri diistiniilmiistiir (Dember 2006). Bobrek, amiloid birikiminin en

yaygin goriilldiigii bolgelerden biridir (Scarpioni vd. 2016).

Yapilan arastirmalarda, amiloid beta toksisitesi ile ilgili mekanizmalar ileri siiriilmesine
ragmen bu mekanizmalar tam olarak anlagilamamistir. Amiloid betanin biiyiik kismi
hiicre dis1 ortama salindig1 i¢in toksisitenin hiicre dis1 ortamda basladigi, daha sonra
hiicre i¢i ortama ilerleyerek temel hiicresel siireci bozdugu ve hiicre 6liimiine sebep
oldugu ileri siiriilmiistiir (Rivera vd. 2017). Dember (2006), amiloidosisle iliskili bobrek
hastaliklarinda hiicreler arasinda suda erimeyen fibril olusumunun organda fonksiyon
bozukluguna sebep oldugunu ifade etmistir. Fonfria vd. (2005), amiloid beta
toksisitesinin hiicre 6liimiinii indiikledigini ortaya koymuslardir. Kadowaki vd. (2005),
amiloid birikiminin hiicrelerde apoptoza yol agan sinyal yolagini tetikledigini
gostermislerdir. Amiloid depositlerinin mitokondride fonksiyon bozukluguna yol acarak
reaktif oksijen tiirlerinin {iretimine sebep oldugunu ve hiicreleri bu yolla apoptoza
gotiirdliglinii ileri siirmiislerdir. Tagkiran ve Yilmaz (2007), amiloid birikiminin
molekiiler temeli ve yeni tedavi yaklagimlari konulu derleme makalelerinde viicudun
pek ¢ok doku ve organinda hiicreler arasinda depolanan ve ¢oziinmeyen protein
agregatlarinin hiicreleri 6lime gotiirdiigiinii ve pek ¢ok hastalikta amiloid gelisiminin

goriildiigiinii ifade etmislerdir. Yapilan aragtirmalarin sonuglarina gére amiloid beta
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birikiminin hiicre sagkalimini azalttig1 ve hiicreleri 6liime gotiirdiigii ortaya konmustur.
Caligmamizda uygulanan amiloid beta dozuna bagli olarak hiicre sagkaliminin
etkilendigi, ozellikle 10 uM dozunda amiloid beta uygulanan gruplarda hiicre

canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu gézlenmistir.

Hicrelerde stiperoksit radikalleri ve hidrojen peroksit (H202) birikimi toksisite
olusumunu tetiklemektedir. Amiloid beta, 6zellikle H>O> birikimini arttirarak toksisiteye
yol agmaktadir. H20O2, amiloid beta toksisitesinin onemli bir mediyatorii olarak
bilinmektedir (Behl 1997). Behl vd. (1994), amiloid betanin hiicrelerde H20- birikimini
arttirdigin1 ve lipid peroksidasyonuna yol acarak hiicreyi oliime gotiirdiigiinii ileri
stirmislerdir. Bu ¢alismada da arastiricinin bulgularima uygun olarak amiloid betanin
lipid peroksidasyonuna yol agarak hiicre toksisitesini indiikledigi gozlenmistir. Hem 5
uM hem de 10 uM konsantrasyonlarinda amiloid beta uygulanan gruplarda lipid
peroksidasyonunun arttii ve bu artisin da istatistiksel olarak anlamli oldugu

belirlenmistir.

SOD enzimi siiperoksit molekiillerinin H202 ve oksijene (O2) doniisiimiinii saglar
(Broxton ve Culotta 2016). CAT enzimi ise katalitik aktivite gostererek H2O2’nin suya
(H20) ve O2’ye ¢evrilmesinde rol oynar (Aebi, 1984). GSH, diisiik molekiiler agirlikli
bir antioksidan olup H202’nin H>O’ya indirgenmesinde gorev alir (Kalinina vd. 2014).
Amiloid betanin hem in vivo hem de in vitro olarak oksidatif strese sebep oldugu
gosterilmistir (Tabner vd. 2005). Vinothkumar vd. (2017), kognitif fonksiyon
bozuklugu olan kronik bobrek hastalarinda, amiloid a2 ekspresyonu ve oksidatif stres
ile ilgili arastirmalarinda, hastalarin plazma amiloid beta ve LPO diizeylerinin arttigini,
SOD, CAT ve GSH diizeylerinin azaldigin tespit etmislerdir. Bizim c¢alismamizda da
benzer sekilde, amiloid beta uygulanan gruplarda LPO diizeylerinin arttigi, SOD ve
CAT enzim aktivitelerinde azalma oldugu belirlenmistir. SOD enzim aktivitesindeki
azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Arastiricilarin bulgularindan farkl
olarak, glutatyon diizeylerinde ise azalma olmadigi dikkati ¢ekmistir. HEK 293
hiicrelerine 5 uM amiloid beta dozu uygulandiginda GSH diizeylerinde anlaml bir artis

oldugu da tespit edilmistir. Bu durum toksik maddeye kars1 glutatyonun cevabi olarak
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degerlendirilmistir. Ancak toksik maddenin dozu arttikga GSH diizeyindeki artisin da

azaldig1 belirlenmistir.

Son yillarda 1s1 soku proteinlerinin hiicre koruyucu ozellikleri sebebiyle terapotik
potansiyelleri 6nemli arastirma konular1 arasinda yer almaktadir ve pek ¢ok hastalikta
yeni tedavi stratejilerinin belirlenmesi konusunda umut vaad etmektedir. Evans vd.
(2010), Hsp70’in yeni yeni kesfedilen bir ilag hedefi olabilecegini vurgulamislardir.
Bobkova vd. (2014), fare modellerinde yaptiklar1 arastirmalar sonucu ekzojendz
Hsp70’in gesitli norodejeneratif hastaliklara ve taupatiye karsi potansiyel farmakolojik

ajan olabilecegini diistinmiiglerdir.

Hsp70, stressiz hiicrelerde ¢ok diisiik miktarlarda bulunurken stres durumunda miktari
hizla  yiikseldigi igin en sik c¢alisilan  Hsp’dir.  Dokularda  Hsp70’in
immiinoreaktivitesinin artmasi, ¢esitli sebeplerle olusan toksik etkinin Hsp sentezini

tetikledigini gostermektedir (Karaca vd. 2011).

Hsp70’in oligomerizasyon oOzelligi ile sitotoksisiteye karsi savunmada onemli rol
oynadig ileri siiriilmistiir (Danzer vd. 2011). Hsp70, Hsp sentezinin up regiilasyonunun
amiloid birikimi ile iligkili oldugu bilinen ¢esitli hastaliklarda 6nemli etki gosteren anti-
apoptotik proteinlerden biridir (Santos vd. 2008). Ozellikle Hsp70’in hiicre dis1 ortama
aktif olarak tasindigin1 gosteren birgcok kanita gore, patolojik tablolarda amiloid beta ve
Hsp70 ayni ortami paylagmaktadirlar. Buradan yola ¢ikilarak Hsp70’in amiloid beta
birlesme siirecini etkiledigi ve in vitro olarak oligomer olusumunu engelledigi
gbzlenmistir. Ayrica Hsp70’in varliginin N2a (ndro2a) hiicre kiiltlirlerindeki amiloid
beta peptit kaynakl toksisiteyi azalttigi goriilmiistiir. Bu sonuglar amiloid beta peptitin
zararh etkilerine kars1 potansiyel bir mekanizma oldugunu disiindiirmiistiir (Rivera vd.

2017).

Wang vd. (2011), fare modelleri iizerinde indiiklenmis Hsp70’in iskemik akut bobrek
hasarina etkilerini arastirmislardir. Yaptiklar1 in vitro c¢alismalar sonucu Hsp70’in

antiapoptotik mediyator olarak gérev yaptigini, in vivo ¢alismalar ile de Hsp70’in stres
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sonrast renal epitelyal hiicre sagkalimi i¢in ¢ok dnemli oldugunu gozlemislerdir. Ayni
zamanda memeli hiicrelerinde indiiklenen Hsp70’in apoptozu sinirlayarak organ
yapisin1 ve fonksiyonunu korumasi da iskemik akut bobrek hasarlarinda potansiyel

tedavi yontemleri i¢in yol gosterici olabilecektir.

Barisi¢ vd. (2002), kronik bir bobrek hastaligi olan endemik nefropatinin olas1 etiyolojik
ajani olan okratoksin-a lizerine Hsp70’in etkilerini gozlemlemislerdir. Domuz ve kopek
bobrek hiicre kiiltlirleri tizerinde, sirasiyla 2.5 pg/ml ve 1.5 pg/ml okratoksin-a
kullanilarak 6, 12, 24 ve 36 saatte yapilan Ol¢timler sonucu her iki hiicre hattinda da 1s1
sokuna ugradiktan sonra Hsp70 indiiklenmesi goriilmiistir. Ancak 1s1 sokuna
ugramadan once okratoksin-a ile muamele edilen kiiltiirlerde bu olay gézlenmemistir.
Bunun sonucunda da okratoksin-a’nin Hsp70’i indiiklemedigi g6zlenmistir. Bu ¢aligma
sonucu Hsp70’in koruyucu etkisinin hiicre ve dokulardaki eksikliginin de okratoksin-
a’nin zararli etkileri ve insanlardaki endemik nefropatinin sessiz baslangicini
aciklayabildigi goriilmistir. Mazzei vd. (2015), derleme makalelerinde, obstriiktif
nefropatide Hsp70’in hiicre koruyucu etkisini degerlendirmis ve ilaglarda kullanilma

potansiyeli oldugunu vurgulamislardir.

Xia vd. (2015), 6rdek bobreklerinde molibden ve kadmiyumun antioksidanlar ve
Hsp’lere olan etkilerini gozlemlemistir. 30, 60, 90 ve 120 gilinde topladiklar:
bobreklerde, mitokondrilerdeki antioksidan aktiviteleri ve Hsp ekspresyonlarini
belirlemislerdir. Yapilan deneyler sonucu lipid peroksidasyonu artis1 ve antioksidan
enzim aktivitelerinde inhibisyon sonucu oksidatif stres olustugu, aralarinda Hsp70’in de
bulundugu Hsp’lerde artis oldugu gozlenmistir. Bu artisin da 6rdek bobrek dokusunu

stresten koruyabilecegi diistiniilmiistiir.

Lipid peroksidasyonu oksidatif stresin sebep oldugu hasar siirecinin genelde sonraki
asamalarinda meydana gelen bir durumdur (Halliwell ve Chirico 1993). Bizim
calismamizda Hsp70'in toksisiteye karsi etkisi degerlendirildiginde, amiloid betanin

sebep oldugu lipid peroksidasyonunu down regiile edemedigi ancak uygulanan amiloid
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dozuna bagli olarak SOD, CAT enzim aktivitelerinde ve GSH diizeylerinde artisa sebep

oldugu gozlenmistir. Fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Son yillarda yapilan bir arastirmada Hsp70 uygulamasinin ¢ok genis bir konsantrasyon
araliginda zararh etkiler olusturmadigi ifade edilmistir (Andreeva vd. 2016). Dolayisiyla
eger ileriye yonelik giivenli bir terapotik ajan olarak tam anlamiyla kullanilabilirse doz
asimina bagl olarak kolay kolay yan etki olusmayacag1 goriilmektedir. Bu son derece
onemli bir agsama olarak kabul edilebilir. Bu nedenle bu yondeki arastirmalarin 6nemi

daha da artmaktadir.

Calismamizdan elde edilen sonuglara gére Hsp70’in hiicre sagkalimi ve oksidatif
parametreler iizerine farkli sonuglar gostermesinin uygulanan doz ve siireye bagli
oldugu diisiiniilmiistiir. Hsp70’in koruyucu roliiniin tam olarak anlasilabilmesi icin
ileriye yonelik farkli doz ve siire uygulamalarinin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Amiloid beta ile ilgili hastaliklarin tedavisi i¢in yeni terap6tik yontemlerin gelistirilmesi
miimkiindiir. Bu siireg ileride yapilacak olan in vivo ve in vitro ¢aligmalar ile daha iyi

anlasilabilecektir.
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