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OZET

ONSU K.A. (2019). Istanbul Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii. Aktin Modelinde Protein-
Ligand Etkilesimlerinin Yeni Yaklagimlar Cercevesinde Incelenmesi. Biyofizik Anabilim Dals.
Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul.

Okaryotik hiicrelerde en ¢ok bulunan protein olan aktin; globular (G-monomer) ve
flamentoz (F-zincir) olmak {izere iki farkli formda bulunmaktadir. Monomer aktin 43 kDa
agirhiginda olup, birincil yapist 375 aminoasit ve dort ayri alt iinite (subdomain) icermektedir.
G-aktin sentez sonrasi; asitillenme, ADP-ribozillenme ve fosforillenme gibi modifikasyonlara
ugrayabilir. Aktin draglarla (falloidin, cucurbitacin, kolsisin), membran, sitoiskelet ve plazma
proteinleriyle ve protein sentez faktdrlerinden elongasyon faktorii 1 ve 2, ribozomlar, tRNA ve
apoptoz ile baglantili DNaz I ile etkilesime girdigi bilinmektedir. Aktin bu etkilesimler sonrasi
bircok hiicresel fonksiyonda (hiicre iskeleti, hareket, bolinme, tasima, sinyalizasyon, apoptoz ve
protein sentezi) islev gormektedir.

Protein-ligand etkilesimlerinin incelenmesi; ilag molekiillerinin hiicresel hedeflerle
etkilesimi, siiresi ve disar1 atilimi siireclerinin belirlenmesi amaciyla hiicresel termal kayma
(CETSA ve TSA) yontemleri kullanilmaktadir. Bu yontemler hedef ve kisiye yonelik ilag
tasariminda ve protein-ligand baglanma afiniteleri konusunda kullanilabilir. Proteinlerin termal
stabilitesi, ligand ve drag baglanmasiyla artmakta ve denatiirasyon egrileri (erime 1s1s1; Tm) saga
kaymaktadir.

Cucurbitacin kabakgiller ailesinden saflastirilan triterpenoid formlu bir molekiildiir. F-aktin
ve G-aktin ile etkilestigi gosterilmis fakat baglanma bolgesi ve afinitesi saptanamamigtir. Ayrica
dogal veya sentetik cucurbitacinin kanser tedavisinde kullanilabilecektir. Bu ¢alismada, protein-
ligand etkilesimleri yeni bir yaklagim olan TSA, aktin modelinde incelenmistir. Cucurbitacin |-
aktin arasindaki iligki immiim floresan tekniklerle de gosterildi; hiicre iskeletininde bozuldugu,
aktin kiimelenmelerinin oldugu goriildi. Cucurbitacin | iizerine yogunlasan c¢aligmanin TSA
sonuglar1 G-aktinin termal kalimliliginin (Ty,) artmasi ve toplam floresan siddetindeki azalmayla
aralarindaki etkilesimi gostermektedir.

In vitro ve in vivo etkilesimler ila¢ tasarlanmasinda veya ilag etkilesim mekanizmalarinin
anlasilmasinda 6nemli bir husus teskil ettiginden ¢alismalarimizin klinik oncesi ¢alismalarda
fayda saglamasi miimkiindiir.

Anahtar Kelimeler: Aktin, baglanma kinetigi, protein-ligand etkilesimleri, termal kayma
deneyi, cucurbitacin 1.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.
Proje No: TYL-2018-30522
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ABSTRACT

ONSU K. A. Investigation of Protein-Ligand Interactions Using New Approaches on
Actin Model. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of
Biophysics. Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul 2019.

Actin, the most abundant protein in eukaryotic cells, can be found in two forms;
globular (G-monomer) or filamentous (F-chain). Monomer actin with molecular weight
43 kDa consists of 375 aminoacids and four subunits (subdomain). Post-synthesis, G-
acin undergoes modifications like ADP-ribosilation, acetilation and phosphorilation.
Actin interacts with; drug molecules (phalloidin, cucurbitacin, colchicines), many
proteins of membrane, cytoskeleton and plasma and protein synthesis factors
(elongation factors 1 and 2, ribosomes, tRNA and apoptose related DNAse I). Globular
and filamentous actin takes part in many cellular functions (cytoskeleton, mobility,
division, transportation, signalization, apoptosis and protein synthesis) after such
interactions.

Cellular thermal shift assay (CETSA and TSA) are methods used for researching
protein-ligand interactions. They can be utilized to determine intracellular interactions,
time of effect and disposal periods of drugs, to design drugs and reveal data on protein-
ligand binding affinities. Protein thermal stability increases with ligand/drug binding
and a righ shift in denaturation curves (melting point; Tp,).

Cucurbitacins are triterpenoid formed molecules extracted from family
cucurbitaceae. Actin is shown to interact with cucurbitacins however the binding sites
are mostly unknown. Natural or synthetic cucurbitacins can be used in cancer treatment.
This study examines protein-ligand interactions with TSA, a novel approach, in actin
model, specificially G-actin with cucurbitacin. immunofluorescence techniques revealed
that cytoskeleton degrades and aggregates with cucurbitacin 1. TSA results show
increase in T, and decrease in fluorescence intensity showing interactions between actin and
cucurbitacin .

In vivo and in vitro interactions are used for drug design and to research drug
activity mechanisms so the results can ve used for potential pre-clinic research.

Keywords: Actin, binding kinetics, protein-ligand interactions, thermal shift assay,

cucurbitacin 1.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. TYL-2018-30522



1. GIRIS VE AMAC

Aktin hucre icinde en ¢ok bulunan protein olup, hiicrede hareket, tasima ve
bolinme gibi 6nemli gorevlerde rol almaktadir (Cooper 1987, Wehland ve ark. 1997).
Aktinle etkilesime gecen molekiiller aktin iskeletinin goriintilenmesinde, hicre ici
yapilarin aydinlatilmasinda ve ¢esitli ilaglarin tiretiminde kullanilmaktadir. Bu amacla
kullanilan gesitli molekiiller mevcuttur, 6rnegin falloidin, filamentoz aktine (F-Aktin)
yiiksek ilginlikle baglanarak filament kirilimini durdurmaktadir. Ayrica falloidin ¢esitli
florofor boyalarla isaretlenerek hiicre iskeletinin gorintilenmesinde kullanilmaktadir
(De La Cruz ve ark. 1994). Jasplakinolid ise aktin baglayan baska bir molekiil olup,
benzer sekilde aktin filamentine baglanir ancak polimerlesmeyi engellememektedir
(Bubb ve ark. 1994). Deksametazon ise aktinle etkilesen baska molekiiller ile aktin
tizerinde dolayli etki yapmaktadir (Steeley ve ark. 1992).

Termal Kayma Deneyi floresan spektrofotometrik bir yontemdir. Bu yontem ¢ok
sayida protein-ligand karigiminin hizli, diisiik maliyetli ve yiiksek ciktili sonuglarini
elde etmek igin kullanilmaktadir (Molina ve ark. 2013). Son dénemde ¢ok sayida
protein-ligand c¢alismalarinda kullanilmaktadir. Bu yOntemle taranabilen drag
kiitiiphaneleri protein calismalarinda hedef secimi agisindan kolaylik saglamaktadir.
Literatirde termal kayma calismalari daha ¢ok F-aktin {izerinde gergeklestirilirken
monomer aktinle yapilan ¢aligmalar sinirlidir. Aktinin bag kurdugu ¢ok sayida molekiil
(DNAZz I, Gelsolin, Profilin, ADF/Cofilin) ve bu molekiillerle baglanma kurabildigi ¢ok
sayida baglanma bolgesi (FH2, RPEL, WH2) mevcuttur. Bu baglanma bdlgelerine
birden fazla molekiil baglanabildigi gibi birden fazla bdlgeye baglanabilen molekiiller
de bulunmaktadir.

Aktin ile in vivo yapilan ¢alismalarda dolayli yollarla baglanan molekiillerin in
Vitro caligmalarda aktin baglanma bolgeleriyle etkilesmemesi beklenmektedir. In vitro
TSA deneyinde aktinin yaninda bagka bir protein bulundurmayarak konulan draglarin
dogrudan etki edip etmedigi belirlenecektir. Ortaya ¢ikarilacak dogrudan etkilesimler
s0z konusu molekillerin aktine baglanma bdlgelerinin arastirilmasini  miimkiin
kilacaktir. G-aktin calismasinin TSA protokoline uygulanabilirligi, F-aktin (zerinde
etkilesimi bilinen molekiillerle monomer aktin deneyi yapilarak literatlrle uyumu test

edilecektir. Literaturde ¢esitli hiicre hatlarinin aktin iskeleti ile cucurbitacin | etkilesimi



floresan boyama ile gosterilmistir, calismamizda literatiirle kontrollii olarak farkli hiicre
hattinda farkli zaman dilimlerinde floresan goriintiileme yapilacaktir.

Calismamizde, aktin ile iliskisi daha az bilinen strausporine ve yakin dénemde
on plana ¢ikan cucurbitacin I ile monomer aktin etkilesimleri arastirildi. Strausporine
molekiilii yukarida belirtildigi Uzere TSA protokoliinde incelendi. Cucurbitacin |
Uzerine odaklanan galisma, aktin monomeri ile dogrudan etkilesimi in vitro termal
kayma deneyiyle, ligandin aktin iskeletindeki etkisi floresan mikroskobu yontemiyle
HUVEC hiicreleriyle in vivo ¢alisildi. Calisma sonucunda TSA protokoli ile aktin
monomerinde uygulanabilirligi test edildi ve potansiyel ilaglardan biri olan cucurbitacin
| ile alakal literatiir zenginlestirildi. Sonuglardan yola ¢ikarak monomer aktin baglanma

caligmalarinda ve ilag arastirmalarinda 6n agic1 bulgular eldilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Aktin

Okaryot hiicrelerdeki toplam proteinin % 5-10’unu, kas hiicrelerinin ise %
20’sini aktin olusturmaktadir. Aktin; kas kasilmasi, hiicre gocii ve hiicresel seklin
belirlenmesi gibi mekanik siireclerde rol almakta, yapisal proteinlerle
etkilesmektedir. Ayrica diizenleyici proteinlerle etkileserek; hucre igi sinyal iletimi,
hiicre i¢i tasima ve ¢esitli enzim etkinliklerinin diizenlenmesini de i¢eren temel
gorevleri yerine getirmektedir (Henessey ve ark. 1993). Polimerize aktin stres
iplikgikleri olusturmaktadir, bu durumda miyozin, topomiyozin, alfa-aktinin ve
filamin gibi yardimei proteinlerle etkilesmektedir (Wehland ve ark. 1997). Hiicre
hareketliliginde (Cooper 1987) ve hiicre biiyiimesinde (Wehland ve ark. 1997) aktin
proteininin etkili oldugu gosterilmistir. Aktin, memelilerde her biri farkli genlerle
kodlanan 6 adet izoforma sahiptir. Tim izoformlarin aminoasit izoformlari
farklidir. iki izoform; y ve B neredeyse tiim hiicrelerde mevcuttur, a-SM ise sadece
diiz kas hiicrelerinde goziikmektedir ve kas kasilmalarinda yer almaktadir (Tsai

2003).

negatif ug

pozitif ug

Sekil 1: G-aktin moleklinin t¢ boyutlu atom modeli

(Alberts ve ark. 1994)



Hiicre iskeletini olusturan ve hiicresel dongiideki pek ¢ok gorevde rol alan aktin;
globular (G) (Sekil 1) ve flamentoz (F) olmak tizere iki farkli yapida bulunmaktadir.
Hayvan hiicrelerinde normal sartlardaki (G:F) orani 1:1 olarak belirlenmistir (Alberts ve
ark. 2002). Filament aktinin yapitaglar1 olan monomer aktin (G-aktin) yapisal olarak
tirler aras1 korunmustur. Monomer aktin 43 kDa agirliginda olup 375 aminoasitten
olusmaktadir, birincil yapisinda 4 alt birim gézlenmektedir (Vartiainen 2008). Iki
domain ve dort altbirimden olusan aktin; domainleri arasinda oyuk kismi
bulunmaktadir. Bu oyuga iki degerliki katyonlar (Ca*?, Mg*™®) ve adenin niikleotidi
yerlesmektedir (Micthson 1992, Carlier ve Pantoloni 2007). Aktine baglanan proteinler
altbirimlerdeki 6zgiin hedef bolgeleri ile etkilesir. Iki aktin molekiilii arasindaki
etkilesim 4. Altbirimde gerceklesir (Janmey ve ark. 2007, Geeves ve ark. 2005). Hiicre
O0lumi ve doku zedelenmesinde aktin kana karisabilir. Aktin-toplama sistemi

dolasimdaki aktinin depolimerizasyonu ve ortadan kaldirilmasindan sorumludur

2.1.1. F-Aktin

Fizyolojik kosullarda magnezyum ve ATP ile etkilesen aktin, kovalent olmayan
bir baglanma ile polimerlesir ve F-aktin yapisina bir ¢ift heliks filamenti olarak
eklemlenir. Bu polimerlesme birden fazla basamak icermektedir; ilk basamak,
niikleasyon asamasi, li¢ aktin molekiilii bir araya gelerek niikleus olarak adlandirilan
tclii oligameri olusturmasidir; ikinci asamada ATP bagli G-aktin ATP hidrolizi ile
filamente eklenir. Filamente baglanan ve ayrilan monomer miktar1 normal sartlar altinda
dengededir. Serbest aktin monomer miktarinin diismesi durumunda depolimerlesme ve
filament boyu kisalir (Sayers ve ark. 1985). F-aktin olusumundaki aktin; yiiksek
baglanma ilginligiyle art1 (sakalli)) uca, daha diisiik ilginlikle eksi (sivri) uca
baglanmaktadir. Artt ucun daha hizli uzamasi yonelim hareketlerinde kullanilmaktadir.
Aktin monomerinin ¢ok diisiik derisimde bulunmasi durumunda eksi uctan
depolimerlesen aktin art1 u¢a eklemlenerek “Treadmilling” olarak adlandirilan islemi

gerceklestirir (Alberts ve ark. 2002).
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Sekil 2: Aktin filamentinin uzamasi, “Treadmilling” islemi

Okaryotik hiicrelerde aktin filamentleri hiicre hareketliligi, fagositoz ve doku
invazyonu benzeri gorevlerde yer alirlar (Mizuno ve ark. 2002). Lamellipodyum
protrusyonu, hiicrenin kol uzatarak hareketliliginin saglanmasi, yara iyilesmesi ve
immiin hiicrelerinin aktiflesmesinde olusmaktadir. Protrusyonda kullanilan aktin
monomerlerinin digaridan alinmadigi, treadmilling islemiyle gerceklestigi gosterilmistir
(Cramer 1999).

Aktin isleyisinde degisikliklere yol acan sitokalasin, falloidin ve jasplakinolid
benzeri ajanlar mikrofilamentin gorevlerinin aydinlatilmas1 ig¢in kullanilmistir;
sitokilasinler aktin polimerizasyonunu baskilarken, phalloidin ve jasplakinolid aktin
polimerizasyonunu indiiklemekte ve filamentlerin stabilitesini arttirmaktadir (Mizuno

ve ark. 2002).
2.2. Protein Ligand Etkilesimleri

2.2.1. Protein Baglanma Denklemleri

Substratlarin  kimyasal degisim ile bir formlarin1 degistirip iiriin olarak
adlandirilan yaprya ulagmalart i¢in biyolojik katalizorler olan enzimlerin molekiiliin
aktif bolgesiyle ikili yap1 olusturup reaksiyonun baslamasi igin gerekli olan formasyona
gecirmesi gerekir. Molekiiler etkilesimlerde baglanmay1 gosteren kiiciik molekiil ligand,
biiyiilk molekiiliin baglanilan bolgesi aktif bolge veya reseptdr olarak adlandirilir.
Molekiillerin birden fazla baglanma bdlgesi bulur; bu bolgelere ligand 6zel olarak
baglanabilir veya ligandlar baglanmak i¢in yarisabilir. Reseptor-ligandlarin iligkisinin
kinetik hesaplanmasi; aktif bolge i¢in olusacak yarisa veya bir ligandin baglanacagi
birden fazla aktif bolgenin varligina gore degisiklik gosterir (Copeland 2004). Tek

ligandin tek aktif bolgeye baglanmas1 durumunda kullanilacak en basit hesap;
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Denklemine gore yapilir, Burada Ky ayrisim katsayisini [RL] reseptor-ligand
bilesiginin konsantrasyonunu, [R]f ve [L]f ise serbest konsantrasyonlarini
gostermektedir. Ky ile sistemin doyma noktasi tespit edilir ve Gibbs serbest enerjisinin

asagidaki denklemle hesaplanabilir:

AG = —&Tin
Baglanma — —RTin <m>

AC"Baglanma = _RTln(Ka)
o 1
Biyokimyasal deneylerde Kqy hesaplanarak molarite (zerinden spesifik ligand

konsantrasyonlarinin reseptor ile yar1 doygunluk seviyeleri Olciilebilir.

2.2.2. Protein Baglanmaya Etki Eden Faktorler

Protein-ligand bilesikleri islevsel olarak iki sinifa ayrilabilir; spesifik
baglanmalar yiiksek ilginlikte ve diisiik baglanma kapasitesinde, spesifik olmayan
baglanmalar diisiik ilginlikte ve yiiksek kapasitededir. Spesifik olmayan baglanmalar;
inhibitorler veya 1siyla gerceklesen denatiirasyona bagli olarak ortamin ve molekiiliin
kimyasal yapisiyla degisebilmektedir. Bu ozellikleriyle; baglanilan ortamin sicaklik,
pH, protein konsantrasyonu ve baglanma siiresi optimize edilerek baglanmanin ideal
kosullar1 bulunabilir (Blondeau ve Robel 1975).

Baglanmanin arastirilmasi ilag tasariminda kullanilmaktadir. Canli sistemlerde
ilacin hedef bolgeye ulasmasi; lifofilik (lipid ve su arasindaki gecis), iyonik (suda
¢Oziiniirliigl), elektronik (ylizeysel yiik dagilimi) ve sterik (sekil) 6zelliklerine baglidir.
Baglanma kinetiginin diflizyon ile arastirilmasi, dinamik doyumluluga ulastig
kosullarin bulunmasi ilag gelistirilmesinde 6nem tasimaktadir (Bligh 1988). Medikal
kimya sektoriinde protein-ligand etkilesimlerinde baglanma sirasindaki posizyon
(docking) ilag gelistirmesi amaciyla arastirilmaktadir. Aktif ligandin baglanmasi, yeni
ligandlarin taranmast ve baglanma ilginlikleri tahmini bilgisayar programi ve

simiilasyonlar1 kullanilarak incelenmektedir (Leach ve ark. 2006). Medikal cihaz



sektoriinde materyal yiizeylerin biyo-molekii tutunmasiyla degistigi kabul edilmektedir.
Partikul seviyesine inildikge ve partikil boyu kugtldikee ilgili proteinin kompozisyonu
ve organizasyonu Onemli derecelerde degismektedir. Nanopartikiillerle modifiye edilen
yuzeylerin protein tutunmasini segici sekillerde degistirebildigi bilinmektedir. Yiiksek
konsantrasyon ve baglanma ilginligine sahip proteinler oncelikle partikiil yilizeyine
baglanmakta ancak ayni kolaylikla yiizeyden ayrilip, diisiik konsantrasyonda diisiik
ilginlikli proteinlerle degisebilmektedir. Burada protein biyomiihendislik ¢alismalari
protein dengesini degistirecek kosullarin bulunmasi isi devreye girmektedir (Lynch ve
Dawson 2008). Bu sebeple protein yiizeyinde gerceklesen degisikliklerin proteinin
biyolojik yapisini fazlasiyla etkiledigi bilinmektedir.

2.3. Protein-Protein Etkilesimleri

Protein-protein etkilesimleri (PPI) baglanma ilginligi ve baglanma kaliciligina
gore cesitli biyolojik islevlerde rol alir. Proteinler islevsel dordiincii yapiya ulasmak i¢in
protein-promoter baglanmasma ihtiyag duyar. Yapida olusacak degisiklikler bu
baglanmada olusturacaklar1 kayma sebebiyle ciddi farkliliklara yol agabilir (Lynch ve
Davson 2008). In vivo ¢alismalarda protein promoter baglanma kinetigi; hiicrenin
bolgesi, molekiil konsantrasyonlart ve ortam kosullartyla degismektedir. Baglanma
ilginliginin gergeklestigi kosullarin protein-protein etkilesimi c¢ergevesinde ¢oziilmesi
biyolojik islevlerinin ¢dziilmesi igin gereklidir (Nooren ve Thomton. 2003). ilag tasima
arastirmalart ve protein karakterizasyonu deneylerinde protein etkilesimleri
kullanilmaktadir. Materyaller fizyolojik ortama girdikten sonra proteinlerle etkilesir. Bu
etkilesim, yiizey alani, protein konsantrasyonu ve ortam kosullarina baglidir ayrica
proteinin ii¢ boyutlu yapisindaki farklilagmayla kontrol edilebilmektedir (Lynch ve
Dawson 2008).

PPI’lar 6zdes (homo-oligomer) ve 6zdes olamayan (hetero-oligomer) zincirlerle
olusabilmektedir. Homolog proteinlerden olusan oligomerler yapisal simetri icerisinde
(Goodsell ve Olson 2000) izolog veya heterolog olarak organize olabilirler (Monod ve
ark. 1965). Izolog diizendeki monomerler aym yiizey yapisina sahip cift-katlanma
simetriye sahiptir, heterolog diizende farkli arayiizlere baglanarak sonsuz aggregasyona
ulasabilirler.

Yapisal olarak bilesikler zorunlu veya zorunlu olmayan sekillerde olusurlar.

Zorunlu PPI’larda transkripsyon baslaticilar ¢ogunlukla dengeli yapida bulunmazlar.



Daha fazla gozlemlenen zorunlu olmayan etkilesimler reseptor-ligand, antikor-antijen,
enzim-inhibitdr gibi yapilardir. Bu tarz protein-protein yapilari bozunum-yapilma
dengesinde bulunan zayif baglanmalar olustururlar ve bu dengedeki yapisal birlesik
halinde bulunma siirelerine gore birbirilerinde ayrilirlar. Genellikle yapisal veya islevsel
olarak zorunlu etkilesimler kalici, sinyal iletimi gibi diizenli olarak gerceklesen
etkilesimler gegici baglanmalar olusturur. Gegici yapilarin kuvveti ¢evresel faktorlere
bagli olarak degisebilir; in vitro PPI dengesi, olusturulacak ortamin kosullar
dolayisiyla, in vivo’ya gore blyik farkliliklar gosterebilir (Nooren ve Thomton. 2003).

Oligamer yapilarin olusumu; konsantrasyon ve Gibbs serbest enerjisi
ayarlanarak optimize edilebilir. Proteinlerin  karsilastigi  kosullar  (yiizeysel
erigilebilirlik); bolgesel konsantrasyonlar ve bolgesel fizyolojik ortama (Efektor
molekiil varligi, pH, sicaklik) gore farklilik gosterebilir. Deney ortami diizenlenerek
molekiil etkilesimleri in vivo kosullardan ¢ok daha gii¢lii olusabilir. Gegici protein
bilesikleri ilaclarla veya dogal toksinlerle bolgesel kosullarin degistirilmesiyle kalici
hale getirilip hiicresel islevler sekteye ugratilabilir (Noreen ve Thomton 2003).

Proteinler aminoasit zincirlerinden olusur. Aminoasitlerin dizilimi; yapiy1, sekli
ve islevi belirler. Aminoasitlerin ikincil yapilar1 B-yaprak ve a-sarmal olusumlaridir.
Ikincil yapilarin olusturdugu iigiinciil dizilimler proteinin aktif oldugu dérdiinciil yapry:
belirler. Dordiinciil yap1 hidrofobik etkilesimlere kontrol edilir ve ¢ekirdek kismi sikica
korunur. Ayrica dogal yapidaki yararh etkilesimleritici elektrostatik etkilesimlerden
kaynaklanan entropi kaybin1 dengelediginden proteinler sira dis1 kararliliktadir (Lynch
ve Dawson 2008).

2.4. Aktin Baglanma

Aktin baglayan c¢ok sayida protein bilinmektedir ve yenileri yapilan
arastirilmalarla kesfedilmektedir. Aktin baglayan proteinler (ABP) temelde yedi gruba
ayrilir: (1) G-aktini tutuklayarak polimerlesmenin engellenmesinde rol alan proteinler
(DNAz 1), (2) kalimliligi arttirip depolimerlesmeyi engelleyen proteinler
(tropomiyozin), (3) filamenti depolimerlestirip F-aktin G-aktin ge¢isini hizlandiran
proteinler (kofilin), (4) filament ucuna baglanip negatif uctaki monomer degisimini
engelleyen proteinler (CapZ, falloidin), (5) filament demetlerini olusturup ve li¢ boyutlu

iskeletin kurulmasinda rol alan gapraz baglanan proteinler (Arp 2, Arp 3), (6) F-aktini



iki parcaya ayirip boyunun kisalmasini saglayan proteinler (gelsolin), (7) F-aktin
tzerinde hareket eden motor proteinleri (miyozin ailesindeki proteinler).
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Sekil 3: Aktin baglayan proteinler ve etkileri

(Feher 2017)

Aktin, plazma membran proteinlerinden bazilar1 ve protein sentez faktorleri
olan; elongasyon faktorii 1 (¢eEF1) ve elongasyon faktorii 2 (eEF2) ile etkilesime girdigi
bilinmektedir (Bektas ve ark. 1998). Ayrica aktin; falloidin, deksametazon, sitokalasin,

jasplakinolid, cucurbitacin ve kolsisin gibi draglarla etkilestigi de bilinmektedir.

2.4.1. Aktin Baglayan Proteinler

F-aktin tarafindan ger¢eklesen nukleotit hidrolizi G-aktin ile F-aktin arasindaki
gecisin duzenlenmesindeki ana etkenlerdendir. ATP durumu ADP durumuna goére daha
kararlidir. Aktin monomerleri in vitro olarak ATP durumunda sakalli uca eklenir,
filamentte hidroliz olur ve ADP durumunda sivri ugtan hizlica ayrilir. Bu istikrarli-
durum mekanizmasini polimerizasyon ve depolimerizasyon olayi filament treadmilling
olarak adlandirilir (Wegner ve Isenberg 1983). Bununla birlikte treadmilling, hiicrelerde

gbzlenen filament olusum dinamigini aciklamaz. Cok sayida ABP hiicre iskeleti
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dinamiginde rol oynamaktadir. Bu proteinler; monomer dizilimi, sakalli ve sivri uglarin
kapatilmasi, filament kirpilmasi ve gapraz-baglanmasi gibi ¢ok sayida farkli gorev
ustlenir. G-aktin ile ABP etkilesimleri X-ray kristalografisi ile ortaya ¢ikarilmistir.
Sayisiz F-aktin baglayan protein elektron mikroskobu ile smmirli ¢oziintirliikte
incelenmistir.

Aktin baglayan proteinler i¢inde Snemli bir grup filamentlerin de novo
olusumunu diizenler (Popp ve ark. 2003). Cekirdeklenmeyi saglayan Arp2/3
kompleksinin ailesinde c¢ekirdeklenme arttiran faktorler, bulunmaktadir. Bu molekiiller
polimerizasyonun zamanini ve yerini kontrol ederek aktin aglarinin yapilarini denetler.
Cekirdeklendirme molekiilleri (formin disinda) WASP-homology 2 (WH2) domaini
tizerinden aktin ile iliskilenirler. Forminler ise formin homology 2 (FH2) domaini ile
iliskilenmeleri ve ¢ekirdeklenme Gtesinde sakalli u¢ uzamasinda yer almalar1 sebebiyle
0zel bir konumdadir (Goode ve Eck 2007).

G-aktin baglayan proteinler genis yelpazede isleve sahiptir, farkli yapisal
ailelerde bulunur ve degisik niikleotitleri tercih eder. Bu gesitlilige ragmen, proteinlerin
cogu aktin yarigina baglanir ve tipik olarak bu yarik i¢ine amfifilik helezon olarak
yerlesir (Dominiguez 2004). Sarmallarin genel konumu iyi korunmugken, polipeptit
zincirlerinin yonsellikleri korunmamistir. Toksofilin, FH2 ve WH2 domainlerinde
sarmallariin yonselligi arkadan ©One dogrudur, gelsolin, ADF/kofilin ve RPEL

domainleri ters yonde baglanmaktadir.

2.4.1.1. B-Timosin/WH2 Domain

WH2 domaini; aktin monomer dizilenmesinde, sitoiskelet olusumunda, aktin
cekirdeklenmesinde rol alan proteinler barindirmaktadir (Dominiguez 2010). WH2
domaini 17-27 aminoasit uzunlugunda kisa bir birimdir. N-ucu aktinin hedef baglayan
yarigina baglanacak bir sarmal yap1 olusturmaktadir. Bu sarmal sonras1t WH2 domainin
korunan dort-yapili uzatilmig bolgesi bulunmaktadir, bu bolgede gelsolin baglanmakta,
G1 ve G2 arasindaki baglanti kurulmaktadir. B-timosin ailesinin en iyi bilinen Gyesi
TP4, 43 aminoasitlik kisa bir polipeptitdir ve WH2 domaini ile yapisal iliskisinden
bulunmaktadir (Paunlona ve ark. 2002). Tp4, G-aktin ucglarina monomer ilavesini
engellemekte, etkili bir aktin-monomer-dizileme proteini olarak kullanilmaktadir. Tp4-

aktin kompleksleri, c¢ekirdeklenme veya uzamasina katilamazlar. TR4'in profilinle
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rekabetei olarak aktin tamponu olarak islev gordiigli diisiiniilmektedir (Pollard ve ark.
2003).

2.4.1.2. WH2 Domaini ve Iplik¢ik Uzamasi

WH2-temelli ¢ekirdeklendirici proteinler uzamay:1 arttirmamaktadir. Ancak,
WH2-iceren Ena/VASP ise ¢ekirdeklenmede Onemli bir rol almayip uzamayi
arttirmaktadir (Drees ve Gertler 2008). Ena/VASP proteinleri merkezinde 6n-zengin
bolge ve WH2 alakali G-aktin ve F-aktin baglayan (GAB ve FAB) alanlara sahiptir.
Profilin tarafindan iiretilen formin aracili uzatmanin uyarilmasiyla benzer sekilde
(Holmes 2003), profilin-aktininin Ena / VASP'ye bagli uzamayi uyarabilecegini ortaya
koynmustur (Dominiguez 2010). Profilin-aktin, 6n-zengin ve GAB bdélgeleri barindiran
VASP ile olusan tiglii kompleks gostermektedir ki 6n-zengin bolgeye katilan profilin-
aktin kompleksleri uzayan filamentlerin sakalli ucuna dogrudan yerlesebilir. Bu 6zelligi

sayesinde hem aktin hem profilini ayni anda baglayabilmektedir.

2.4.1.3. FH2 Domain

Forminler; hiicre hareketleri, morfogenez ve sitokinez gibi hiicresel sireclerde
aktin aglariin toplanmasina aracilik eder (Galkin ve ark. 2002). Polipeptit zincirinin
ortasindaki FH1 domaini profilin baglayici on-zengin bolge igerir. Profilin-aktin
yapisinin FH1 domaini vasitasiyla olusumu, formin aracili filament uzamasini
hizlandirir (Kovar ve ark. 2006). FH2 domaini, iki filamentli montaj islevi,

cekirdeklenme ve uzamadan sorumludur (Xu ve ark. 2004).

2.4.1.4. DNAz |

Aktin ve DNAz 1 yiiksek iligkili yap1 olustururlar (Mannherz ve ark. 1980).
Aktinin kristal yapisinin ilk kez belirlenmesinde kullanilan yapi aktin-DNAZz |
kompleksi olmustur. DNAz | programlanmis hiicre 6liimii (apoptoz) ile baglantilidir

ancak yapinin tiim fizyolojik islevi tam olarak ¢éziilmemistir.

2.4.1.5. Gelsolin

Gelsolin; aktini kesen ve kapatan, icerisinde adseverin, villin, capG, advillin ve
supervillin buduran protein ailesindendir. Alti homolog domainden olugmakta,

diizenlemesi Ca*?, fosfoinositidler ve tirozin fosforilasyonu ile saglanir. Ca™ olmayan
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inaktif gelsolin kompakt bicimde molekiil ici etkilesimlere stabilize halde, aktin-
baglayan bolgeleri kapali sekilde bulunur. G1 ve G4 domainleri, iki onemli aktin
baglama bolgesini igerir. Gelsolin ile aktin filamentinin yan tarafina baglandigi durum
aktin baglayan bolgelerini ortaya ¢ikarir, G1 ve G4 domainlerinin aktin promoterleri ile
iki yerden baglanip kordineli bir kiska¢ hareketiyle filamenti keser. Gelsolin birincil
olarak sitoplazmiktir ancak biraz daha uzun olan izoformu plazmada bulunur ve
homeostatik mekanizmadaki aktin-toplayan sistemde yer alir (Lee ve Galbraith 1992).
Gelsolin aktin filamentlerini kesip monomerik aktin ile ABP arasinda yiiksek iligkili bir

formasyon olusur. Bu yap1 dolasimdan karaciger yardimu ile hizlica temizlenir.

2.4.1.6. Profilin

Profilin ve TP4 hiicresel aktinin biiyiikk kisminin (yaklasik % 50) sakalli ug
polimerizasyonun kritik konsantrasyonunun (~0.1 pM) 200 ile 1000 kat1 arasindaki
durumda (~20-100 uM) polimerize olmamis halde muhafazasini saglar. ATP-aktin
diisiik miktarlarda mevcuttur (0.1-1 uM) ve Tp4-aktin polimerizasyonu yetersizdir.
Profilin-aktin (5-40 uM'lik hicre i¢i konsantrasyonda mevcuttur, polimerizasyon igin
aktin monomerlerinin ana kaynagini olusturur (Pollard ve Borisy 2003). Birden fazla
ozellik, profilin'in filament montajinda merkezi bir rol oynamasini saglar (dosRemedios
ve ark. 2003): (1) Profilin, aktin tizerindeki ADP’nin ATP ile degistirilmesini katalize
eder ve polimerizasyona hazir ATP-aktin monomer havuzunu yeniler. (2) filament
cekirdeklenmesini engeller (3) profilin bagli monomerlerin sivri uglar1 yoniinde
uzayamaz, ancak filament sakalli uclar1 serbest monomerleri ile uzatabilir, (4) aktin ile
giiclii ilginligi nedeniyle profilin, aktin'e baglanmak i¢in TP4 ile etkili bir sekilde
rekabet eder ve (5) profilin ayn1 zamanda hem 6nciil-zengini sekanslara hem de aktinle
baglanip ikisiyle iiclii kompleks olusturulmasindaki ilginligibu yapilarla bireysel
baglanmasindan yiiksektir (Ferron ve ark. 2007). Onciil-zengin sekanslar1 hiicre iskelet
proteinlerinde bol miktarda bulunur ve profilin-aktin yapisini hiicresel havuzdan
filamente diizenlenmis bir sekilde kanalize eder. Dolayisiyla profilin-aktin yapilarinin
formilinin 6ncll-zengin FH1 domaininden alinmasi uzama oranini arttirir (Kovar ve

ark. 2006). Cogu ABP gibi profilin de aktinin hedef baglayan yarigina baglanir.
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2.4.1.7. ADF/Kofilin

Bu ailenin Gyeleri tim Okaryotlarda mevcuttur, filament depolimerizasyonu
yoluyla aktin monomerlerinin geri doniisiimiinde rol alirlar, bu islem sirasinda,
membran biiziilmesi ve sitokinez gibi, sitoiskeletin hizli devinimleri de gerceklesir
(Bernstein ve Bamburg 2010). Bu ailede aktin-depolimerizasyon faktorii (ADF),
kofilin-1 (kas olmayan htcreler), kofilin-2 (kas htcreleri) ve iki ADF domaini iceren
twinfilin bulunmaktadir. Bu ailenin 6nemine ragmen, aktin ile olusturduklar1 yapilarin
ilk olarak twifilinin C-ucundaki ADF domaini Uzerinden belirlenmesi yakin zamanda
gerceklesmistir (Dominiguez 2010). Niikleotit degisim faktorii olarak ATP-aktini net
bir sekilde tercih eden profilinin aksine, ADF/kofilin ADP-aktine daha ylksek ilginlikle
baglanir (Carlier ve ark. 1997). Buna ragmen twifilin-aktin yapist ATP durumunda
belirlenmistir ve twifilinin diger tiyelere gore farkli isleve sahiptir; aktin monomerlerini

kilitleyerek filamentin sakalli ucunu kapatir.

2.4.1.8. RPEL Domain

Aktinin; sitoplazmik islevi ¢ogunlukla ortaya ¢ikarilmisken cekirdekteki rolii
hakkinda daha az bilgi mevcuttur. Bu rollerden bir tanesi myocardin transkripsyonel ko-
aktivatori (MAL) dizenlenmesidir (Lorrenz ve ark. 1997). MAL sitoplazma ile nikleus
arasinda gidip gelerek serum cevap transkripsyon faktoru (SRF) aktivitesini diizenler.
MAL N-ucu pespese 3 G-aktin baglayan RPEL domaini igerir (bu motif RpxxxEL
olarak adlandirilmaktadir). Aktin, RPEL domainlerine baglanmasi sonucunda MAL
aktivitesi cekirdekteki birikmesinin engelleyerek inhibe edilir, sonu¢ olarak Mal-SPF
kompleksinin olusmasi sonucu transkripsyon aktivitesi baskilanir. Sistem RhoA'nin G-
aktin/F-aktin oranindaki degisiklikleri yoluyla diizenlenir; Artan miktarda sitoplazmik
G-aktin, inaktif aktin-MAL kompleksinin olusumuna neden olurken, polimerizasyon
sonucu olusan G-aktin seviyeleri, niikleer birikim i¢cin MAL'1 serbest birakir (Miralles
ve Visa 2006). RPEL motifi aktin-baglayan yariga baglanir ve igeriye bir sarmal

yerlestirir, ama bu sarmalin oryantasyonu WH2 domaininin tersi durumundadir.
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2.4.2. Aktine Baglanan Dogal Molekiiller ve Draglar
Aktin iskeletiyle etkilestigi bilinen ve dogal yollarla olusan kiigiik molekiiller
izole edilerek hiicre dongiisii ve sitoiskeletin calisma prensiplerinin incelenmesi

yapilmaktadir (Maloney 2008).

2.4.2.1. Makrolidler

Marin organizmalardan izole edilen bir grup makrolidin aktin ile etkilesip
polimerizasyonu bozmaktadir. GUcli anti-timor aktiviteleri sebebiyle molekdler sonda
olarak aktinin hiicresel islevlerini aydinlatmada ve antikanser ilaglarinda
kullanilabilirler. Latriinculin A ve B, siingerler ve deniz tavsanlar tarafindan iiretilen
deniz makrolidleridir (Yarmola ve ark. 2000). Niikleotid baglayan yarik bolgesinde
baglanip ancak aktin polimerizasyonunu inhibe ederler. Her iki toksin de aktin yapisinin
belirlenmesinde kullanilmistir deniz makrolidleri ile aktin yapilarinin ¢ok sayida tiirevi
belirlenmistir ve stereokimyasal ¢esitliliklerine ragmen, bu molekiillerin ¢ogunun aktin

hedef baglayici yarigina baglandigi goriilmiistiir.

2.4.2.2. Patojenler

Salmonella, Shigella ve Listeria benzeri insan patojenlerinin bazilar1 konak hiicrenin
sitoiskeletini enfeksiyon sirasinda bozar veya ele gecirir (pasif isgal mekanizmasi).
Toksoplazmagondii gibi bazilarinda ise kendilerine 6zgii aktin iskeleti bulunur (aktif
isgal mekanizmasi) (Gouin ve ark. 2005). T. gondii’de en fazla ifade edilen protein
isgal sirasinda konaga salgilanan ve G-aktin baglayan toksofilindir. Toksofilin, anti-
paralel bir aktin dimeri ile yiiksek ilginlikli yap1 olusturur ve bagh aktinin hedef
baglayan yarigina bir sarmal ekler. Diger patojenik bakteriler aktini ADP-ribozilleyerek
hiicre iskelet organizasyonun bozulmasi sonucu hiicre 6liimiine yol agan toksinler
salgilarlar (Wegner ve Isenberg 1983). Clostiridum botulinum C2 toksini ve Clostridium

perfingenin Arg177 modifikasyonu yapan iota-toksini bu duruma bir érnektir.

2.4.2.3. Cucurbitacin

Cucurbitacin kabakgiller ailesinden izole edilmis triterpenoid formlu bir
proteindir. Daha sonra farkli bitkilerde de bulunan bu organik molekiiliin farkli ¢esitleri
ortaya ¢ikarilmistir. Cucurbitacin  moleklli  bir ¢alismada Gonysylus Keithii

(Thymelaecacae) tiiriinden izole edilmis (Fuller 1994) baska bir c¢alismada ise
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cucurbitacin B, D ve F turleri Cayaponia ailesinde izole edilmistir (Jacobs 1990). Aktin
ile dogrudan veya dolayli olarak etkilestigi bilinmektedir, aktin ile iliskisinin ¢oziilmesi,
hiicresel mekanizmalarin arastirilmasinda 6n agici olabilecegi i¢in, 6nem tasimaktadir
(Maloney 2008). Dogal ilag olarak gbrev yapmasi tizerine ¢alismalar yiiriitiilen sentetik
veya sentezlenmis cucurbitacinin farkli tlirlerinin kanser tedavisinde kullanilma
potansiyelini ortaya koymustur, baz1 cucurbitacin tiirlerinin 16semi kanser hiicrelerinde
F-aktin (Zhang ve ark 2011) ve melanom hiicrelerinde G-aktin (Haritunians ve ark.
2008) ile etkilestigi gosterilmistir.

Cucurbitacin ailesinin iyelerinin STAT3 yolag1 {izerindeki etkileri g¢okga
calisilmigtir. Sezary sendromu deride, lenf bezlerinde ve periferal kanda lokalize tiimor
hiicreleriyle agresif kutanéz CD4+ T hiicreleri kaynakli bir lenfomadir. Yapilan
caligmada 30 mM Cucurbitacin | ile tiimér hiicrelerinin ¢ogunun (% 73-91) 6ldiirildigi
gosterilmistir ve bunun sebebinin STAT3 yolaklarinin baskilanmas: oldugu
belirtilmistir (Van Kester ve ark. 2008). STAT 3 yolaklarin1 baskiladigini bilerek
STAT3 sinyalizasyonu yogunluguyla bilinen bas ve boyun skuaméz karsinoma
hiicrelerinde apoptoz olusturulmustur (Chen ve ark. 2010). STAT yolaklarinin
bastirilmast tiimor hiicrelerinde dogrudan 6liime degil ancak tiimorjenik kapasitenin
azalttigina ayrica kanserli dokularin olusturdugu kiiresel formasyonu kirarak radyo- ve
kemo-dayanikliligin diisiiriip tedavilerin etkisini cucurbitacin I varliginda artabilecegi

belirtilmektedir (Hsu ve ark. 2011).

2.4.2.4. Cucurbitacin |

Cucurbitacin I ve E, diger tiirlerinden farkli olarak asetillenebilmektedir. Aktin
iskeleti organizasyonunda hiicre lizatlartyla yapilan ¢alismada G-aktin/F-aktin orani
cucurbitacin I ile 2 saat miidehale sonrasi 0,2’den 2,5’e¢ ¢ikarmistir (Knetch ve ark.
2010). Ayn1 calismada saflastirilmig aktin {izerinde cucurbitacin I ile ayirt edilebilir bir
gozlem yapilamamistir. F-aktin stabilitesini arttiran jasplakinolid ayni deneyde beklenen
sonuclar vermistir. Bu durum gostermektedir ki cucurbitacin I molekiilii aktin
organizasyonu lizerindeki etkisini dolayl1 yollardan yapmaktadir (Knetch ve ark. 2010).
Calismada 200 nM cucurbitacin | ile B16-F1 hiicreleri 4 saat muamele edilmis ve
falloidin-FITC ile floresan boyama yapilmis, aktin iskeletinde parcalanmalar ve

kiimelenmeler gozlemlenmistir (Knetch ve ark. 2010).
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2.4.2.5. Deksametazon

Deksametazon, bagisiklik sistemi {izerindeki etkisi sebebiyle imflamatuvar
hastaliklarin tedavisinede kullanilan glukokortikosterod ailesine dahildir (Xing 2006).
Deksametazon, yiizeyel monolayer hicrelerin  multipotent  kdk  htcrelerine
farklilagmasinda askorbik asit ve B-glycerophosphatla beraber standart protokolde
kokteyl olarak uygulanarak doku miihendisliginde kullanilir (Langenbach 2013).
Deksametazon aktin iliskisi arastirmacilarla incelenmistir. Insan trabekiiler hiicre (TM)
hattinda hiicre dis1 matris (ECM) proteinleri tizerinde deksametazon etkisi test edilmistir
(Steeley ve ark. 1992). Deksametazon uygulanan TM hicrelerinde migrasyon ve
cogalma hiz1 azalmig, kolajen ekspresyonu baskilanmis ve dolayisiyla trabekiiler ag
olusumunu smirlandirmistir. Bu mikrofilament degisikligi deksametazon ile integrin
gibi membran reseptorlerinin ve a-aktinin, vinculin, talin gibi baglanti proteinleri
arasindaki baglanma iligkisi bilindiginden beklenen bir sonugtur, deneyin sonucunda
ECM ile hiicre iskeleti arasinda baglanti kurulmast Onemlidir. Ayni deneyde
deksametazon kullanarak glikoprotein salglanmasi degistirilip glucoma baslatilabilecegi
gosterilmis, steroidler ile baslatilan glukomanin klinik glukomayla paralellik tagimasi
g0z Oniine alinarak model yaratilabilecegi belirtilmistir.

Capraz baglh aktin iskeleti (CLAN) ile avp3 sinyalizasyonu iceren B3 integrin
aktiflesmesiyle olusan yapilarla baglantis1 incelenmistir (Filla ve ark. 2011).
Deksametazon baglantili  yapilarin  olusumu sirasinda avB3integrinlerinin  hem
aktiflestigi hem de {iretiminin ¢ogaldig1 gézlemlenmis glukokordiosit sayesinde olusan
CLAN yapilarinin B3 integrin sinyalizasyonuyla iceriden-disa sinyalizasyon
mekanizmasina bagli olabilecegi belirtilmistir.

[la¢ olarak kullanilan deksametazon IL-6 ve IL-8 ile etkileserek sitokin iiretimini
baskiladigi ancak ¢ocuklukta rastlanan nefrotik steroid duyarli bobrek inflamasyonu
hiicreleri iizerinde normal sartlarda gosterdigi apoptoz etkisini gostermedigi
belirtilmistir (Xing 2006).

Diz kaslarda bulunan aktin izoformu a-SM ile deksametazonun etkilesmesini
g6zlemlemek igin tendon iyilestirmesi deneyi yapilmistir (Tsai ve ark. 2003). Sonuglar
mRNA ekspresyonunun baskilanmasin1 ve dolayisiyla a-SM  seviyelerinin diisiip
migrasyonda azalmaya yol actigim1 gostermektedir. Baska bir deneyde deksametazon
RNA dizeyinde etki gostererek hiicre iskeletinde tubulin-o tiretimini arttirmistir (Xing
2006).
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Deksametazon bazi deneylerde aktinden ziyade mRNA iizerinde etki gosterip,
baz1 deneylerde ise aktinde dolayli yollarla baskalagima yol agmasi dogrudan aktinle
etkilesimde olmayabilecegini gostermektedir. Apoptoz {lizerindeki farkli etkileri

deksametazonun hala aydinlatilmasi gereken mekanizmalar1 oldugunu gostermektedir.

2.4.2.6. Sitokalasin

Sitokalasinler kiif mantarlarindan elde edilen metabolit ailesidir. Omurgali
hiicrelerde; sitokinez, fagositoz, hiicre yiizeyinde uzanti olusumu ve epitel hiicrelerin
yapismasi benzeri pek ¢ok hiicresel hareket ve faaliyeti engeller (Rawd, 1989). Bu olay1
sadece aktin polimerlesmesinin ger¢eklesecegi durumlarda F-aktinin sakalli ucuna
baglanarak polimerlesmenin durdurulmasi sayesinde gergeklestirir ve kalimli F-aktin
yapisinda bir degisiklige yol agmaz (Aktories ve ark. 1986, Goddette ve Frieden 1986).
Sitokalazin D, aktinin hedef baglayici yarigina baglanir.

Kiicik ve dogal molekiillerden sitokalasin 1970’lerde yapilan g¢aligmalarda
aktininsitokinez asamasindaki roliiniin a¢iklanmasinda yardimer olmustur, ¢aligmalarin
sonucunda cekirdek bdolinmesi durdurularak sitoplazma boélinmesi ve cekirdek

boliinmesinin ayr1 islemler oldugu gosterilmistir (Maloney 2008).

2.4.2.7. Falloidin

Fallotoksinler zehirli mantarlardan izole edilmis ¢ift devirsel hepta peptitlerdir
(Cooper 1987). Bu ailenin temel temsilcisi sayilan falloidin, Amantiaphalloides
mantarindan elde edilen bir toksindir ve aktine 6zgii bir molekiil olarak kullanilir
(Wehland ve ark. 1977). Sitokalasinler gibi falloidin de aktine baglanip
polimerizasyonu etkileyen dogal ve organik bir molekiildiir. Falloidin etkili bir F-aktin
stabilizatoriidiir ve aktin baglayan protein modeli olarak, aktin polimerizasyonu dahil,
cok sayida biyolojik islevin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilmistir (Cooper 1987). Ayni
zamanda ¢esitli boyalarla baglanarak hiicre icerisinde aktin goriintiilenmesinde
kullanilmaktadir (De La Cruz ve ark. 1994). Filament-falloidin baglanma kinetigi
analizini yapilarak rodamin bagh falloidin ve isaretsiz falloidin {izerinde benzer
sonuglara ulagsmistir (De La Cruz ve ark. 1994). Falloidin-filament baglanma ilginligi
monomere kiyasla ¢ok yiiksektir. Baglanma sonucu polimerizasyon kritik

konsantrasyonu 10 ile 30 kat arasinda artip F-aktin oranini arttirir. Filamente baglanma
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orani falloidin bagina iki monomerdir (Cooper 1987). Falloidinin hiicre membranindan
serbestce gecemez ve iceriye fagositoz yoluyla alinir (Cooper 1987).

Fare hepatositi lizerindeki caligmalar falloidinin aktin mikrofilament dengesini
arttirdigi, sitoksalasin D’nin ise bu dengeyi zayiflattifim1 gostermistir. Elektron
mikroskobu ve floresan mikroskobu sonuglari; iki molekulinde mikrofilament
organizasyona etki edip, 6zellikle disa uzanan kollarla, hiicre seklini degistirmis ancak
organel diziliminde degisiklige yol agmamistir (Prentki ve ark. 1979). Elektron
mikroskobuyla; sitokalasin, falloidin ve pH etkisinin filamentlerin uglariyla etkilesimi
arastirilmistir. Sitokalasin sivri ucta ATP ve ADP filamentleriyle daha siki etkilesime
geemis, uclara monomer eklemesini baskilamistir. Ancak en yiiksek konsantrasyonda
bile sivri ugtaki uzama yavas olsa da gergeklesmistir. Falloidin iki ucta da ¢ozilmeyi
baskilamis ve bunun sebebi yapisal degisikliklere baglanmistir (Sampath ve ark. 1991).
Kiiltiir hiicrelerine falloidin enjekte edip hiicre i¢i aktin dagilimini floresan boyama
yontemiyle incelenmistir (Wehland ve ark. 1997). Denge polymerize aktin tarafina
kayip ve filament stabilitesinin arttirmigtir. Cok diisiik konsantrasyonlarda mevcut
filament degisikligine yol agmayip sitoplazmik G-aktini kiiclik adaciklar seklinde
polimerlestirmistir. Hiicre hareketi ve aktin baglantis1 baska arastirmacilar tarafindan da
gosterilmistir (Cooper 1987). Hiicre ortamina falloidin verilmesi durumunda membrana
yakin tarafta aktin yogunlugunu artmis, hiicre igerisine dogrudan verildiginde ise tim

hiicrede aktin dagilimini etkileyip hareketliligi kisitlamistir.

2.4.2.8. Jasplakinolid

Jaspin sp. deniz slingerinden izole edilen jasplakinolid F-aktin dengeleyici role
sahip (Mizuno ve ark. 2002) dogal siklik bir peptitdir (Holzinger ve Meindl 1997).
Aktin dengeleyici 6zelligine ragmen falloidinden hiicre membranindan gegebilmesi
ozelligiyle ayrilmaktadir (Mizuno ve ark. 2002). Jasplakinolid; sitotoksik o6zelligi,
antelmintik, antifungal, bocek oldiirlicii ve secici antimikrobal aktivitesiyle genis
biyolojik islev yelpazesinde gorev alir (Holzinger ve Meindl 1997). Ayrica antitiimor
aktivitesi de bulunduran kemoterapik bir ajan olarak 6ne ¢ikmaktadir (Mizuno ve ark.
2002). Jasplakinolid 6nceki ¢aligmalarinda; meme kanseri tedavisinde kullanilabilecegi,
prostat kanser hiicre hatlarinda antiproliferasyon 6zellik gosterdigi, karsinoma hiicre
hatlarinda sitoiskelet degisikligi olusturdugu gosterilmistir (Holzinger ve Meindl 1997).

Jasplakinolidin ¢alisma mekanizmasinin secici olarak aktin hedefledigi; mikrotiibiil,
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DNA, RNA veye protein sentezi iizerinden dogrudan veya dolayli etki gosterdigi
belirtilmigtir (Cramer 1999).

Jasplakinolid, kritik konsantrasyonu diisiirerek polimerizasyonun uygun
olmayan kosullarda dahi ger¢eklesebilmesini ve F-aktin miktarinin artmasini
saglamaktadir (Visegrddy ve ark. 2004). Jasplakinolid kalsiyum-aktin yerine
magnezyum-aktin ile baglama ilginligine sahiptir (Bubb ve ark 1994). Jasplakinolid ii¢
monomer arasinda baglanmip c¢ekirdeklesme sirasinda ihtiyag duyulan monomer
sayisint 4’ten 3’e diisiiriir. Bu durum ihtiya¢ duyulan monomer konsantrasyonunu
azaltarak filamentlesmenin baslama hizini arttirir, monomer ayirict molekiillerin varlig
da bu durumu giiclendirir. Ancak orantisiz ¢ekirdeklesme her zaman filament
uzamasina doniismez ve daginik polimerlesmeye yol acip yetersiz monomeraktin stresi
olusturarak diizensiz iplik¢ik adalarinin olugsmasina sebep olabilir (Bubb ve ark. 2000).
Floresan isaretli jasplakinolid ile muamele edilen plasmodium falciparum parazitinin
sitoiskeletinde F-aktin cekirdeklesmesi artisi gozlemlemistir (Mizuno ve ark. 2002).
Arastirmacilar Gondiive E.histolyrica/E.invadens iizerinde yapilan deney sonucuyla
tutarli olarak jasplakinolidin aktin polimerizasyonunu kolaylagtirdigini gdstermistir.
Jasplakinolidin prostursyon iizerindeki etkisi aktin odakli incelemistir. F-aktin dengesini
arttirtp  depolimerlesmeyi azaltip treadmilling islemini durdurmasi sebebiyle
jasplakinolidi hiicre iskeleti inhibitorii kiigiik molekiiller listesine dahil etmistir (Cramer
1999). Jasplakinolid ile hiicre blylmesi ve aktinin sitoplazmadaki formasyonununu
Micrasterias yesil algini model alarak incelemistir (Holzinger ve Meindl 1997). Onceki
calismalarla uyumlu olarak, polimerizasyon artisi ve filament ¢oziiliimiiniin
durmasindan kaynakli oldugu belirtilmistir (Bubb ve ark. 1994). Falloidin hiicre
icerisindeki geri dondirilemez aktin kiimelenmesine sebep olmus, organel dagiliminin
bozup hiicresel temel ihtiyaclar1 zarara ugratmis, hiicre biiylimesini durdurmus ve yapi

olusumunu bozmustur.

2.4.2.9. Falloinid-Jasplakinolid Karsilastirmasi

Jasplakinolid-aktin iliski falloidinden daha az bilinmektedir. Calismalar bu iKi
kiigiik molekiiliin rekabet¢i sekilde F-aktine baglandigimi gostermistir (Visegrady ve
ark. 2004). Yiiksek konsantrasyonda (200 nM) jasplakinolid uygulandiginda, rodamin-
falloidin baglanmasinin azaldigini gosterilmistir (Bubb ve ark. 2000). Yapilan DSC

calismasinda, filamentlerdaha diisiik jasplakinolid konsantrasyonunda (15 nM
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jasplakinolid, 26 nM falloidin) daha yiksek T, degisimi (20,4 °C jasplakinolid, 12 °C
falloidin) gostermis, falloidinin filament tlizerinde daha az dengeleyici 6zellik gosterdigi
(Visegrady ve ark. 2004) eski literatiire uygun olarak gosterlmistir (Bubb ve ark 1994).
Jasplakinolid, falloidinin aksine hiicre membranindan gegebildiginden (Visegrady ve
ark. 2004) ilag olarak falloidinden yiliksek potansiyel gdstermektedir (Bubb ve ark
1994).

2.4.2.10. Strausporine

Strausporine protein kinaz inhibitorii olarak kullanilan (Mobley ve ark. 1994)
mikrobal bir alkaloitdir (Verme ve ark. 1989). Noralepitel hiicrelerde hizli, diizenli ve
strdurdlebilir epitelden mezakimale gegis (EMT) indiikledigi bilinmektedir (Hugo ve
ark 2009). Insan kanser tiirlerinin ¢ogu sinyal iletim mekanizmalarindaki dzgiin parcalar
ile karakterize edilir (Courage ve ark. 1996). Kadinlarda kanser liimlerinin % 18’ini
olusturan meme kanseri 6limciilliiglinii metastaza ulastiginda saglar, metastazin énemli
bir ayagi ise EMT’dir (Hugo ve ark. 2009). Klinik calismalar protein kinaz
baskilanmasinin tiimor olusumundaki 6nemini ortaya koymustur (Corage ve ark. 1996).
Protein kinazin 6nemli baskilayicilarinda strausporine hem bu 6zelligiyle hem de EMT
indiikleyici etkisiyle potansiyel bir kanser ilacidir. (Courage ve ark. 1996).

A549 hiicreleri strausporine ve 5 analoguyla muamele edilmis; strausporinenin
hiicre biiylimesi iizerinde analoglarindan c¢ok daha baskilayici olmus, sitotoksisite
testlerinde 1Cso degeri 0,65 nM c¢ikmustir (Courage ve ark. 1996). Kobay fareleri
tizerinde protein kinaz C etkisininin 1 pM strausporine ile baskilanmistir (Verme ve ark.
1989). Strausporine kullanilarak protein kinaz C aktivitesinin sayisal degerlerinin ortaya
cikarilmasi, gegici aldigi rollerin tespiti ve pankreatik hiicrelerde kalsiyum yolaklar
incelenmesi mimkindur. Strausporine kullanarak hiicre morfolojisindeki degisiklikleri
aktin iskeletindeki kaymalar ve protein fosforilasyonu cercevesinde fare astrosit
hicrelerinde incelemistir (Mobley ve ark. 1994). 100 nM strausporine 20 dakikada aktin
mikro filamentlerinin demet kalinligin1 ve uzamasini azaltmis ve 60 dakikada biitiin
mikrofilament demetlerinin kirilarak hiicre boyunca kasilmalara yol agmistir. EMT
indiiklemesi ¢alismas1 yapan Hugo ve arkadaslari (2009) strausporinenin F-aktin
demetlerindi hizli depolimerlestirerek  hiicre-hiicre tutunmalarinda dengesizlik
olusturdugunu  gostermistir. Strausporine aktin ile dolayli yollarla; integrin

sinyalizasyonu ve Kofilin fosforilizasyonu bagli kaderin delokalizasyonuna,
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polimerizasyon dengesinin bozulmasina, mezakimal go¢ ekspresyonuna ve F-aktin/G-
aktin oraninin G monomere kaymasina sebep olmustur. Strausporine; E-kaderin
transkripsiyonunu baskilayan snail ailesinin hedef alinmakta, bu aileden Snaill proteini
ile meme kanseri PMC42 hiicre hattinda in vivo EMT olusturmaktadir (Hugo ve ark
2009).

2.4.3. Protein-Ligand Arastirmalarindaki Bashica Yontemler

2.4.3.1. Atomik Gig¢ Mikroskobu

Molekiiler teshis siireci, biyolojiye bilimine 6zel olarak, baglanan partnerlerin
arasinda olusan kovalent baglanmalar incelenip bulunur. Bu sekilde protein-protein,
protein-kucik molekuller, protein-DNA yapilari ortaya g¢ikarilabilir. Biyofiziksel bir
yontem olan atomik gii¢ mikroskobu bu baglanmalarin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilir.
Fizyolojik ortamda inceleme yapabilmesi molekiiller arasinda iligkilerin biyolojik
incelenmesini olanakli kilmaktadir. Bu yontem ile protein-ligand etkilesimlerinin

termodinamigi agiga ¢ikarilabilmektedir (Chilkoti ve ark. 1995).

2.4.3.2. Manyetik Rezonans

Protein-ligand etkilesimlerinin incelenebildigi bir baska biyofiziksel yontem ise
niikleer manyetik rezonanstir. Normal sartlarda kii¢iik molekiillerin karigimlardaki
yapisinin incelenmesinde kullanilan NMR yontemi protein veri bankalarinin taranmasi
ve protein-ligand etkilesimlerinin arastirilmasi igin kullanilir. Olusan ti¢ boyutlu yapinin
incelenebilmesini olanakli kilmas1 bu yontemin 6nemli bir avantajidir. NMR, olusan
yapiyl serbest ve bagli durumlarin yarattigi kimyasal kaymalardan ve dipol-dipol
etkilesimlerinden yararlanarak gorsellestirir. Kii¢iikk molekiillerin protein tizerindeki
etkisi ilag kesfi amaciyla farmasotik alanda popiilerlesen bir konudur ve bu yontemle
sayis1 10’a kadar ¢ikabilen kiigiik molekiil tek bir protein tizerinde incelenebilmektedir

(Clarkson ve Campbell 2003).

2.4.3.3. Floresan Spektrofotometrik Yontemler

Dogal formlarinda proteinler tedavide veya endiistride kullanim i¢in ¢ogunlukla
fazla dengesiz bulunur. Cogu protein ortam kosullar1 diizenlenmeden kristalizasyon gibi
biyofiziksel yontemlerde kullanilamaz. Yukarida bahsedilen protein tarama yontemleri

detayli arastirmalara izin vermesinin yaninda genis ¢apli taramalara izin vermeyecek
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derecelerde verimsizdir. Bu sebeple proteinlerin hizli ve ucuz sekilde taranmasi igin
yontemler gelistirilmistir. Lavinder ve arkadaslar1 (2009) makalesinde termal tarama
(HTTS) olarak adlandirdiklar1 yontem, SYPRO orange boyasiyla ve RT-PCR cihaziyla
TSA deneyleri ile paralel protokol kullanmaktadir. HTTS; TSA ve DSC isimleriyle
anilabilen termoflor yontemleri ¢ogunlukla ilag tespiti veya protein dengesini arttiracak

tampon gelistirilmesi amaglariyla kullanilirlar (Lavider ve ark. 2009).

2.4.3.4. Termal Kayma Deneyi

TSA (termal kayma deneyi-thermal shift assay) ve CETSA (hicresel termal
kayma deneyi-cellular thermal shift assay) zaman, sicaklik ve derisim degerlerine bagl
protein baglanma noktalari, ayrisim sabitleri, mobilite ve baglanma ilginligi tespit eder.
Cesitli proteinlerin ve draglarin kendilerine 6zgli erime egrileri 6l¢iip olusan belirgin
degisimler tizerinden draglarin ortamdaki proteinlerle baglanma iliskilerinin tespit
edilebilir. Termal kayma metodu ve hiicresel ortamda 6lgclim yapan hucresel termal
kayma methodu saflastirilmis proteinin baglanma analizini yapan metodlardir (Molina
ve ark. 2013).

Termal kayma deneyi genis Kkiitiiphanelerin hizli taramasinin yapilmasi
kullanilir, ancak protein saflastirilmasindaki zorluklar ve secici antikorlarin sayisinin
azlig1 baz1 problemlere yol agabilmektedir. Dart ve arkadaslar1 yaptig1 calismada kiiciik
lusiferazlar (Nanoluc) kullanilarak termal kayma deneyinin gecirgen zarli hiicreler gibi
kompleks yap1 ve ortamlarda da kullaniliminin miimkiin oldugunu gostermistir.
NanoLuc termal dengesinin memeli proteinlerden ¢ok daha yiiksek olmasindan dolay1
deneydeki hedef proteinin verecegi sonu¢ degistirmemektedir. Hedef protein
isaretlenerek normalde deneyin izin vermeyecegi ortamlarda biiyiik ve saflagtirllmamis
proteinlerin incelenebilecegi belirtilmi,bu metoda NaLTSA ismi verilmistir (Dart,
2018). Kemoreseptorler kimyasal sinyallere baglanarak flagellar motorun c¢aligmasini
yani bakteri kemotaksisini baglaratak canlinin daha uygun kosullara yonelmesinde rol
alirlar. Bu yapilarin ii¢ fonksiyonel bolgesi mevcuttur. Ligand baglanan, baglayici ve
sinyal domainleri. LBD bdlgelerinin ¢ozilmesi proteinlerin nasil ¢alistigini anlamak
icin gereklidir. Bu bolgeler FRET bazli deneyler ile bulunabilmistir, makalede termal
kayma deneyi kullanilarak da bulunabilecegi savunulmaktadir (Manson, 2018). Termal
kayma protokoliiniin prokaryot canlilarda da protein-ligand etkilesimlerinin

belirlenmesinde kullanilabilecegini gostermistir (Manson, 2018).
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2.4.3.5. Yuzey Plazmon Rezonans

Yizey plazmon rezonans (SPR) biyolojik sistemilerin ger¢cek zamali
incelenmesi i¢in biyokimya, biyoloji ve medikal sektorlerinde kullanilan optik temelli
biyosensor teknolojisidir. Ylzey plazmon yuzeysel elektromanyetik bir dalga olarak
yayilmas1 metal-dielektrik ylizeyle etkilesimine baglidir. Metal yilizey genligi azalan bir
dalga ile uyarilmasi durumuna yiizey plazmon rezonansi denir. SPR Teknolojisi
biyosensor temelli calismalarda sik¢a kullanilmaktadir. Baglanma durumunda metal
yiizeyin etkilesim acisinda degisikliklere yol agarak alinan degerleri degistirir, bu veriler

tizerinden baglanma kinetikleri tespit edilebilir (Tang ve ark. 2010)
2.4.3.6. Izotermal Titrasyon Kalorimetresi

Izotermal titrasyon kalorimetresi (ITC) iki kimyasalin karistirilmasi sirasinda olusan
kimyasal reaksiyonun enerjisinin Ol¢iilmesi islemidir. Bu 6l¢iim iizerinden baglanma
ilginligi, entropi ve entalpi gibi degerle hesaplanabilir. Sistem kimyasallardan birini
iceren sensorlii hiicreye siringa kullanilarak diger kimyasalin titrasyon yapilmasi ve bu
sirada aciga ¢ikan oOl¢iimlerin bir referans kuyusuyla karsilastirilarak hesaplanmasina
dayanir. ITC aragtirmacilara sagladigi kinetik veriler lizerinden baglanma ve dolayisiyla
yapisal ¢ikarimlarin yapilabilecegi bir yontem olarak molekiil dizayninda kullanilabilen

bir yontemdir (Leavitt ve Freire 2001).
2.4.3.7. MALDI-TOF Kiitle Spektrografisi

Kitle spektrofotometresi 6rneklerin yukli molekullere iyonize ederek Kkitle/yik
oraninin hesaplanmasinda kullanilan analitik bir yontemdir. Yontemde MALDI (matris
destekli lazer desorpsiyonu/iyonizasyon) iyon yontemini belirtirken, TOF (Ucus siiresi)
kitle analizini belirtir. MALDI-TOF yonteminde molekiller lazer ile iyonize edilerek
analit molekillerini fragmantasyon veya dekompozisyon olmadan gaz formuna
gecisinin saglanmasi lizerinden hesaplamalar yapilmasini igerir. Cok biiyiik molekiiller
normal sartlarda parcalanmaya agikken bu yontemle incelenebilir. MALDI-TOS
yontemiyle ¢ok sayida biyomolekiiliin ayn1 zamanda kinetik analizlerinin yapilmasini

saglayacak goriintiileme protokoliine sahiptir (Medzihradszky ve ark. 2000).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Geregler

3.1.1. Kimyasal Maddeler

Aktin (Sigma)

Adenozin 5’-trifosfat (ATP) (Glentham, Sigma)

Amonyum persilfat (APS) (Sigma)

Anti-Aktin (Sigma)

Bis-akrilamit (N, N’-metilen-bis-akrilamit) (Sigma)

Dimetilsulfoksit (DMSO) (Sigma)

Etilen diamintetra asetik asit (EDTA) (Sigma)

Molekiiler agirlik belirteci (BlueRey prestained protein belirteci-Jena Bioscience)
Nitrobluetetrazolium- Bromokloroindolfosfat (NBT-BCIP) (Invitrogen)

N, N, N’, N’ tetrametilendiamin (TEMED) (Sigma)

Proteaz inhbit6r kokteyli (Sigma)

Protein fosfataz (PP2A) (Sigma)

S1gir serum albiimini (BSA) (Sigma)

Sodyum dodesil silfat (SDS) (Sigma)

Triton X-100 (Merck)

4-(2-hidroksimetil)-1-piperazineetansilfonik asit (HEPES) (Sigma)

Tris, asetik asit, metanol, etanol, etilen glikol, izopropil alkol, CaCl, TCA, NaCl, KClI,
MgCl,, NaN3, HCI, Na2HPO,4, NaHCO3, KH2POy4, , Na,O7P,, NaF, NaH,PO, K;HPO,4
Na3VO, ve diger kimyasal malzemeler “Sigma” ve “Merck” firmasindan alindi.
Calismada kullanilan toz aktin (aseton powder), 1.U Istanbul Tip Fakiiltesi Biyofizik
ABD’deki stoktan temin edildi.

3.1.2. Diyaliz Malzemeleri

Seliiloz diyaliz membrani (Sigma)

3.1.3. Hiicre Kultara Malzemeleri

Dubelco’s Medium F-12 (DMEM F-12) (Biosera)
Fetal Sigir Serumu (FBS) (Gibco)
Penisilin-streptomisin (Gibco)



3.1.4. Drag Molekdilleri
Cucurbitacin I (Sigma)
Deksametazon (Sigma)
Falloidin (Sigma)

Japlakinolid (AdipoGen)
Strausporine (CALBIOCHEM)

3.1.5. Floroforlar

DAPI (4’,6-diamino-2-fenillindo) (Invitrogen)
Falloidin-TRIC (Sigma)

SYPRO Orange (Molecular Probes)

3.1.6. Tamponlar ve Sollsyonlar

3.1.6.1. Aktin Saflastirma

Fosfat-KCI Cozeltisi:
320 mM KOH

1000 mM KH,PO,

300 mM KCl

G-Aktin Tamponu:

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

0,1 mM CaCl,

1 mM NaN3

0,5mM ATP

F-Aktin Tamponu:

5 mM K-Fosfat. pH:7,5
0,5mMDTT

10 mM NacCl

0,1 mM CaCl,

1 mM NaN3

3 mM MgCl,

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

0,1 mM CaCl,

| mM NaNj;

1 utM K-EDTA

0,5mM ATP

3.1.6.2. SDS-PAGE

Ayirma Jeli (PAGE Alt Jeli):

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

4,08 ml dH,0

30 pl % 10 Amonyum persiilfat

4,83 ml Akrilamid/bisakrilamid (AA/BA) (30/0,8 w/w)
112,5 ul % 10 SDS

15 ul 6,56 M TEMED

Yikleme Jeli (PAGE Ust Jeli):

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

3,92 ml dH,0

40 pl % 10 Amonyum persiilfat

0,84 ml Akrilamid/bisakrilamid (AA/BA) (30/0,8 w/w)
50 ul % 10 SDS

20 ul 6,56 M TEMED

PAGE Yurutme Tamponu:

39 Tris

19 SDS

15 g Glisin

dH,0 kullanilarak 1 litreye tamamlanr.
PAGE Yukleme Tamponu:

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

0,8 ml dH,0

1,6 ml % 99 Gliserin

0,4 ml 14 M MET
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0,2 ml % 0,1 Bromfenol mavisi
2 ml % 10 SDS

TBST Tamponu:

10 mM Tris-HCI, pH: 8,0

% 0,05 Tween-20

150 mM NaCl

3.1.6.3. Western Blot

Transfer Tamponu
3.03 g Tris-baz

% 0.01 SDS

14.41 g Glisin

dH0 kullanilarak 1 litreye tamamlanir.

Alkalen Fosfataz Substrat Tamponu:

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

100 mM NaCl

% 0,4 NBT

% 0,4 BCIP

Liziz Tamponu:

10 mM Tris-HCI, pH: 7,5
1 mM EDTA

1 mM PMSF

% 0,5 Triton -X 100

3.1.6.4. Floresan Boyama

PBS
8,0 g/l NaCl

1,44 g/l NaHPO4.2H,0
0,2 g/l KCI

0,2 g/l KH,HPO,
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800 ml dH,O’da c¢ozulip HCI ile pH: 7,4’e ayarlanir. dH,0 kullanilarak 1 litreye

tamamlanir.



3.1.7. Cihazlar

Derin dondurucu (-80 °C) (NUAIRE)
Distile su cihaz1 (GFL)

Diyaliz cihazi (Milipor)

Etlv (Sanyo)

Floresan mikroskop (Olympus BX51)

Jel kurutucusu (Model 543) (Biometra)
Laminar hava akim cihazi ELB 2472 (Heraus)
Masaustu minisantrifiij (Hettich-Eppendorf)
Mini gel elektroforez tanki (BioRad)
Mikroskop gorintileme sistemi (DP2-BSW)
Otoklav cihazi (HIRAYAMA)

Real-time PCR cihaz1 (BioRad)

pH metre cihazi (Hanna)

Sanrifij (Hettich)

Sivi azot tanki (hiicre kiltlird) (34 XT Taylor-Wharton)

Su banyosu (Heidolph)
Ultrasantrifiij (Sorvall, Beckman)
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3.2. YOntemler

3.2.1. Tavsan Iskelet Kasindan G-Aktin saflastirmasi

Tavsandan elde edilmis c¢izgili (iskelet) kas dokusu kiyma makinasindan
gecirilerek 1-2 mm’lik liflere doniistiirtildi. Tartilarak agirh@inin 3 kati1 kadar fosfat-
KCL c¢ozeltisi igerisine homojenizasyonu saglandi. Cozelti igerisindeki proteinlerin
ayristirtlmasi i¢in hacminin 12 kat1 distile su (dH20) ile filtrelenerek 4 seferde yikandi.
Elde edilen filtrelenmis doku kalintis1 5 kat hacimdeki 0,1 mM CacCl, ve 0,5 M NaHCO3
cozeltisinde 30 dakika kanistirilip filtreden gegirildi. Hacminin 10 kati kadar 0°C’ye
ayarlanmis buzlu su le yikanarak filtrelendi. Son olarak 30 dakika boyunca soguk
asetonda karigtirilip siiziildii, bu islem 4 kere tekrarlanip aseton uguruldu. Blender ile
parcalanarak “aseton dried powder” elde edildi.

Toz aktin, F-aktin/G-aktin saflagtirilmasi i¢in gram basina 20 ml G-aktin
tamponunda (5 mM K-fosfat, 0,5 mM DTT, 0,1 mM CaCl,, 1 mM NaN3s, 0,5 mM ATP,
pH: 7,5) 4 °C’de 1 saat boyunca yavasca karistirilarak ¢oziildii. Cozelti 0,2 pm’lik
filtrelerden gecirilip icerisine 0,5 mM DTT, 3 mM CaCl,, 1 mM NaCl eklenmis G-aktin
tamponunda 30 dakika oda 1sisinda bekletilip 4 °C’de gece boyu inkibe edilerek G-
aktin polimerlesmesi saglandi.

COozelti, F-aktin ¢oktiirlilmesi amaciyla, 14 °C’de 80.000 x g’de (20.000 rpm)
2,5 saat santrifiijlendi. Pelet iizerine polimerlesme (depolimerizasyon) tamponu (2 mM
K-Fosfat (pH: 7,5), 0,5 mM DTT, 0,1 mM CaCl,, 1 mM NaNs, 0,5 mM ATP, 50 mM
Tris-HCI (pH: 7,4)) eklendi ve F-aktin cam homojenizatorile parcalandi. 45 dakika
100.000 x g’de (26.000 rpm) Bekman ultrasantrifiij cihazinda santriftjlendi.
Stipernatant son derisimi 50 mM KCI, 2 mM MgCl; ve 1 mM ATP’ye ayarlanip 4
°C’de polimerlesmeye birakildi. Devaminda KCL konsantrasyonu 0.6 M’ye ¢ikarilip
aktin baglayan proteinler uzaklastirildi. 4 °C’de 1 saat karistirtlip 100.000 x g’de
(45.000 rpm) 2 saat 4 °C’de santrifijlendi. Pellet Gzerine 3 ml G-tamponu eklenerek
homojenize edildi, F-aktinden G-aktine doniisiim saglandi. Cozelti 1 litre G-
tamponunda sirasiyla 1-3-6 saat ve gece boyu diyalizlendi. Diyalizden alinan homojenat
4 °C’de 100.000 x g’de (45.000 rpm) santrifujlendi. Alternatif olarak jel filtrasyon
kromotografisi uygulanarak saflik arttirildi. G-aktin miktart asagidaki sekilde
hesaplandi;

G-aktin (mg/ml) = OD,go / 1.1 X dillisyon faktor
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Aktin miktar1 Aygy 1%=1.25 (Bektas ve ark. 1994).
Saflik analizi SDS poliakrilamid jel elektroforezi ve Western Blot kullanilarak yapilda.

G-aktin s1v1 nitrojende dondurularak -80 °C’de, F-aktin 4 °C’de muhafazaya alindu.

3.2.2. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

G-aktine SDS-PAGE protokoliiyle (Laemmli 1970) saflik tayini yapildi. Cift
katmanli jel dikey olarak hazirlanip polimerlestirildi. Jel elektroforez tankina yiiriitme
tamponu doldurulup; yilikleme c¢ozeltisiyle karistirilan Ornekler belirteg (Blue Rey
Presitained Protein Belirteci) denatirlendikten sona jele yuklenip yuratalda.

Elektroforez islemi bromfenol mavisini jelin en alt kismma ulastiginda
durdurularak jel taktan alindi. Jel dikkatlice protein ve marker icerecek boyutlarda
kesilip coomassie parlak mavisi Kkullanilarak oda sicakliginda bir saat siireyle
boyanmaya birakildi. Boyama sonrasi jel % 10 asetik asit icerikli boya c¢ikarma
soliisyonu ile 45 dakika yikanarak baglanmayan boya uzaklastirildi. Yalnizca protein ve

marker isaretlenerek gorsellesme saglandi.

3.2.3. Western Blot

Boyanmamis jeller transfer tamponunda islatilmis nitroselilloz membran ve
3MM Whatmann filtre kagitlarinin arasina yerlestirildi, transfer tankinin siingerleri
arasinda aktarim kasetlerinin icerisine sandviglendi, soguk aktarim tamponu dolu tanka
yerlestirildi. 4 °C’de 90 dakika 90 Voltta aktarim tamamlandi. Nitroseliiloz membran
Ozgiin olmayan baglanmalarin engellenmesi ig¢in % 5 BSA-TBST eklenerek 2 saat
calkalandi. TBST’yle ii¢ sefer yikanip proteine uygun birincil antikor (anti-aktin)
eklenerek gece boyunca 4 °C’de birakildi. TBST ¢ozeltisi ile {i¢ sefer yikanip ikincil
antikorda bir saat oda sicakliinda calkalandi. Membran ii¢ sefer TBST yle yikanip
karanlik ortamda NBT/BCIP (Alkalenfosfataz substrati) uygulandi. Bantlar olustuktan

sonra distile su igerisinde tepkime durduruldu.

3.2.4. Hucre Kultaru
Aktin iskeletinin cucurbitacin I varligindaki degisiminin floresan mikroskopiyle
gbozlemlenmesi amaciyla insandan izole edilmis, endotel, yapisan, embryo gobek bagi

hiicresi (HUVEC, ATCC® CRTL-1720™) kullanildi.
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3.2.4.1. Hucrelerin Cogaltilmasi

HUVEC hiicreleri % 10 FBS ve % 1 penisilin/streptomisin DMEM F-12
icerisinde 37°C % 5 karbondioksitli etiivde cogaltildi. Hiicreler 75 em®lik flasklarda
biiyiitiildii, yiizey kaplama orani ters mikroskopla giin asir1 kontrol edildi, % 80’e
ulastiginda hiicre kaziyiciyla kaldirilip 15 ml’lik streil falkon tiiplere alindi. Falkon tiip
4 dakika 700 x g’de santrifiijlenip, siiprenatant atildi. Pelet besiyerinde ¢oziildii.
Hiicreler sayilip ihtiya¢ duyulan miktarda flaska 13 ml besiyeri ve 2 x 10 hiicre olacak
sekilde ekildi. Kalan hiicreler dondurularak depolandi. Bu islem deney bitene kadar

devam ettirildi, sonra tiim hiicreler dondurularak depolandi.

3.2.4.2. Hiicrelerin Dondurulmasi

Huicreler cryotiiplere 3 x 10° olacak sekilde 1,8 ml besiyeri, 200 pl hiicre kiiltiirii
dizeyi DMSO eklenip 24 saat -80 °C’de donduruldu. -196 °C’lik sivi azot tankina

konularak depolanda.

3.2.4.3. Hiicrlerin Sayilmasi ve Canhlik Tayini

Pelet halindeki hiicreler seyreltme faktorii olarak adlandirilacak (ml) miktarda
besiyerinde ¢ozildi. 10 ul cekilip Thoma lami ile lamel arasina yerlestirildi, ters 1s1k

mikroskobunda sayildi. Tiim kareler sayilip agagidaki formiille hesap yapildi.

(Sayilan Hiicre)

2 x 10* x seyreltme faktorii

Hicre Sayis1 =

Falkon tlplerden 100 pl hiicre gekilerek ayni miktarda % 4’luk tripan mavisi ile
karistirlldi. 5 dakika inkiibasyon sonrast Thoma lami yardimiyla boyanmamis hiicreler

sayildi. Hiicre canlilig1 asagidaki formiille hesaplandi.

(Sayilan Hiicre) x 100
(Toplam hiicre)

Hiicre canliligl(%) =

3.2.4.4. Hucrelere Drag Uygulanmasi

Hiicreleri ¢ogaltilmak i¢in 6 kuyulu kiiltiir plakalar1 kullanilarak kuyulara
atesten gegcirilerek sterilize edilmis lameller yerlestirildi. Kuyulara 3 x 10° hiicre, 2 ml

besiyeri igerisine ekildi. Bir gece ¢ogaltilip iist sivilar1 gekilerek steril PBS ile yikandi.



32

Toplam 1 ml olacak sekilde besiyeri-madde karigimlart uygun konsantrasyonlarda

eklendi. Bir kuyu kontrol amaciyla besiyeri ile hazirlandi.

3.2.5. Floresan Goruntulenmesi

Drag uygulanan hicreler 12 saat bekletilip, aktin iskeletinin floresan boyanma
islemi baslatildi. Aksi belirtilmedigi siirece her basamakta {ist sivilar ¢ekilip PBS ile ii¢
kere yikama yapildi. Besiyeri uzaklastirilip 1 ml PBS-Tritonx100 (% 0,1) eklenerek oda
sicakliginda 15 dakika bekletildi. 1 ml PBS-paraformaldehit (% 2) icerisinde 1 saat +4
°C’de bekletildi. PBS-BSA (% 1) ¢ozeltisi eklenip etiivde 1 saat bekletildi. Bu asama
iist s1v1 gekilip PBS ile yikama yapilmadan 750 pl PBS-BSA/phalloidin-FITC (1:1500)
eklenip folyoya sarildi, etiivde 1 saat beklerek hiicre iskeletinin boyanmasi saglandi (F-
aktin). Ust siv1 ¢ekilerek PBS ile yikanan kuyulardan alinan lameller DAPI kullanilarak,
hiicre c¢ekirdeginin boyanmasi amaciyla, lam {zerine kapatildi, oje yardimiyla
sabitlendi. Aliiminyum folyoya sarilan lam gece boyu bekletilip Olympus DP-72
kamera sistemi ile DP2-TWAIN yazilim programinda goriintiilendi. DAPI uyarilmasi
345 nm, salimi 458 nm, FITC ise 554 nm uyarim ve 576 nm salimm ile floresan

mikroskopta (Olympus BX51) gorintilendi.

3.2.6. Termal Kayma Deneyi

Termal kayma deneyi BioRad CFX96 ger¢ek zamanli PCR cihazinda yapildi,
goriintiileme amaciyla SYPRO orange floresan boya kullanildi. 96 lik ELISA
kuyularinda 3 tekrar olarak calisildi. Kuyulara 10 pg aktin, 1,25 pl HEPES, 2,5 pl
SYPRO Orange (50x), drag konsantrasyonu eklendi son hacim 25 pl’ye su ile
tamamlandi. Rt-PCR cihazinda 35-90 °C sicaklik araliginda 0,5 °C’lik periyotlarla
floresan yogunlugu; 450-490 nm uyarim, 560-580 nm salinim dalga boylarinda 6l¢uld.

3.2.7. Veri Analizi
Termal Kayma Deneyi verileri CFX manager ve Graphpad programlari

kullanilarak gergeklestirildi. Sonuglar floresan yogunluk ve sicaklik verileriyle ¢izilerek
2 asamali gecis (two state transition) sigmoidal egrisi olusturuldu. Boltzmann esitligi
kullanilarak veriler lizerinden gecis egrisinin doniim noktasi yani T, degeri hesaplandi.
Western Blot ve floresan mikroskopi gorintuleri ise ImageJ program kullanilarak veri

haline getirildi.






34

4. BULGULAR

4.1. G-Aktin Safligimin Belirlenmesi

Saflastirilann aktin Gere¢ ve Yontemlerde anlatildigi sekilde toz aktinden
(aseton powder) elde edildi. Aktin SDS-PAGE ve anti-aktin varliginda western blot
yontemiyle gorsellestirildi (Sekil 4).

kDa A B A

~180
~135

~100
~T5

~63

~48

~35

~25

Sekil 4: Tavsan cizgili kasindan saflastirilan aktinin elektroforez ve WB analizi.

A) Molekiller agirlik belirteci (5 pg), B) Molekiiler elik kromotografisi ile saflastirilan G-aktinin
SDS/PAGE goriintiisii (2 pg), C) G-aktinin (B’nin) WB analizi

Polimerlesme/depolimerlesme basamaklar1 sonrasi ultra-santrifijlenme ve
molekiiler elik kromotografisinden ayristirilan 42,5 kDa civarindaki proteinin iyi

saflastirilmig (% 95) aktin oldugu goriilmektedir.

4.2. Termal Kayma Deneyi ile Drag Aktivitesi Belirlenmesi

Aktin monomeri ile ligandlarin baglanma Kinetiklerinin tespit edilmesi icin
termal kayma deneyi yapildi. Aktin miktar1 sabit tutuldu ve ligandlarin farkli
konsantrasyon kullanildi. RT-PCR cihazindan alinan verilerden Excel ve Graphpad
kullanilarak Boltzmann denklemi iizerinden ligand varligindaki G-aktinin yar1 yariya
denatiire oldugu (Tn) degerleri hesaplandi. Kontrol kuyusuna aktin ve boya, negatif
kontrole sadece boya, pozitif kontrole ise sadece aktin konuldu. Kontrolden alinan

okumalar (floresan verim) drag varligindaki kuyulardaki okumalarla karsilastirildi.
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Negatif kontrol boyanin protein olmadan 151ma yapmadigini, pozitif kontrol ise boya
eksikliginde proteinin 1s1ma yapmadigini gosterdi. 3 tekrar calisilip kuyularin
degerlerinin ortalamasi alindi. Sonuglar termal denge T, degisiklikleri Uzerinden
gozlemlendi. Floresan verim denatiirasyon esnasinda aktin {izerinde aciga ¢ikan
hidrofobik bolgelere baglanan floresan boyanin polarizasyonu sonrasinda belirlendi.
Yogunlugunun azalmig olmasi proteinin hidrofobik bdlgesine baglanan boyanin,

baglanacagi bolgelere erisimin kisitlandig seklinde yorumlanda.

4.2.1. G-aktin Niikleotit Etkilesimleri

Termal kayma deneyi protokoliinde iki konsantrasyon (200 nM ve 1 puM)
calisilan ATP, ADP ve GTP niikleotitlerinin 3 kuyuda tekrarlarinin ortalama T
degerleri ve kontrole (sadece G-aktin (10 puM) ve boya) kiyasla konsantrasyona bagli
degisimi gosterilmistir (Tablo 1). Sonuclar G-aktin polimerlesmenin baslamasi igin
baglanmaya ihtiya¢ duydugu ATP molekiiliiniin termal dengeyi 7, 7,4 °C arttirirmustir.
ADP ve GTP ise termal dengede degisim 4-5 °C diizeyinde olmustur.

Tablo 1: ATP, ADP ve GTP’nin G-aktin etkilesimlerinin termal dengeye etkisi

Maksimum Genlik

Ligand Ortalama T,,(°C) | T, Farki (°C) [A.U] Genlik Farki [A.U.]
Kontrol 58,1 766,3

200 nM ATP 65,1 7,0 729,5 -36.8

1uM ATP 65,5 7,4 719,5 -46,8

200 nM ADP 62,6 4,5 761,4 4,9

1uM ADP 62,9 4,8 798,4 32,1

200 nM GTP 62,3 4,2 844,4 67,1

1uM GTP 62,9 4,8 705,5 -50,8

Ligand icermeyen G-aktin kuyularinda yapilan 1sima daha yiiksek floresan
degerlere ulasirken tabloda (Sekil 5) goriildigi tizere egimi diisiik olarak daha diisiik
floresan degerler veren ATP’li kuyulardan diisiik T, degeri gostermistir. ATP
konsantrasyonun artmasiyla egimin artisginin ATP niikleotitinin G-aktin termal

dengesini konsantrasyon arttik¢a kuvvetlendirdigine isaret etmektedir.
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Sicakhk [°C]

Rolatif Floresan Yogunluk

Kontrol [Aktin +Boya)
— 200 nM ATP
— 1 uM ATP

Sekil 5: Aktin-ATP etkilesiminin TSA yontemiyle gosterimi.

Kontrol (mavi), 0,2 uM ATP (yesil), 1 pM ATP (kirmizi), aktin 10 pM.

GTP ve ADP ile kontrol degerleri karsilastirildiginda floresan verim ve egim/Tn,
degerleri benzer seviyelerde ¢ikmistir. Tr, degerleri benzer ¢ikan iki niikleotit genlik
seviyelerindeki farkliliklar grafige yansimistir (Sekil 6). Yaklasik Ty, degisimi 4,5-5 °C

civarinda gorilmiistiir.
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Sekil 6: Aktin-ADP ve GTP etkilesimlerinin TSA yontemilyle gosterimi

A) Kontrol (mavi), 0,2 pM ADP (yesil), 1 uM ADP (kirmizi). B) Kontrol (mavi), 0,2 uM GTP (yesil), 1
UM GTP (kirmuzi), aktin 10 pM.
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4.2.2. Falloidin

Falloidin distile su icerisinde mg/ml olarak ¢ozildi. 1,2 mM ana stok ve 1,2 uM
ara stok hazirlandi. Ara stoktan 50 nM ve 100 nM falloidin konsantrasyonu
hesaplanarak 10 pg aktin iceren kuyulara eklendi. Ortalama T, ve Maksimum genlik

degerleri bulunup kontorl ile karsilastirildi (Tablo 2).

Tablo 2: Falloidin ile G-Aktin etkilesiminin termal dengesine etkisi

T., Farki Maksimum Genlik Farki
Ligand Ortalama T, (°C) | (°C) Genlik [A.U.] [A.U.]
Kontrol 57,95 617,08
50 nM Falloidin 68,02 9,96 663,35 -433,270]
100 nM Falloidin 61,06 3,00 594,995 -616,4

Falloidin ile yapilan deneylerde farkli sonuglar elde edilmistir. 50 nM falloidin
varliginda termal dengede yaklasik 10 derecelik artis gosterilen deneyin sonuglart bu
yontemin G-aktin incelenmesinde kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. RT-PCR

sonuglarindan elde edilen rolatif floresan yogunluk grafigi ¢ikarildi (Sekil 7).

//
V4
=

45 50 55 &0 &5 70 75 a0 85
Sicakhik[*C]

Kontrol (Aktin +Boya)
= 50 nM Falloidin
= 100 nM Falloidin

Sekil 7: Aktin-Falloidin etkilesiminin TSA yontemiyle gosterilmesi

Kontrol (mavi), 50 nM falloidin (yesil), 100 nM falloidin (kirmiz1), aktin 10 uM.
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4.2.3. Aktin Baglayan Draglar

Deksametazon etanol icerisinde mg/ml olarak ¢oézuldi. 2,5 mM ve 2,5 uM ara
stok hazirlandi. Jasplakinolid DMSO igerisinde mg/ml olarak ¢6zildi. 0,1 mM ana stok
ve 1 uM ara stok hazirlandi. Strausporine DMSO icerisinde mg/ml olarak ¢ozuldu. 10
mM ana stok ve 200 nM ara stok hazirlandi. Ara stoklardan tablo 4’te verilen son
konsantrasyonlar hazirlanarak TSA deneyi yapildi. Ortalama T, ve maksimum genlik

degerleri bulunup kontrol ile karsilastirildi (Tablo 3).

Tablo 3: Aktin baglayan draglarin (Deksametazon, Jasplakinolid, Strausporine) termal

dengeye etkisi
Maksimum Genlik Farki
Ligand Ortalama T, (°C) | T, Farki (°C) |Genlik [A.U.] |[A.U.]
Kontrol 58,06 930,70
100 nM Deksametazon |63,36 5,30 928,46 -2,24
100 nM Jasplakinolid 62,19 4,13 1434,92 504,22
20 nM Strausporine 65,48 7,42 371,50 -559,2

RT-PCR cihazindan elde edilen rolatif floresan yogunlugunun sicakliga bagh

degisiminin draglar tizerindeki etkisi grafikte gosterildi (Sekil 8).

N
/R
w4
A

0 %/

30 40 50 80 70 80 80
Sicakhik [°C]

Rolatif Floresan Yogunluk

= Kontrol (gktin + boya)
— 0,1 pM Jasplakinolid
1,1 pi Dexamethasone
— 1,02 pM Strausporine

Sekil 8: Aktin-Drag etkilesimlerinin TSA yontemiyle gosterilmesi

Kontrol (mavi), 100 nM Jasplakinolid (kirmizt), 100 nM Dexamethasone (yesil), 20 nM Strausporine (mor),
10 pM aktin.
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4.3. Cucurbitacin I molekultiniin K4 Degerinin Hesaplanmasi

Cucurbitacin I DMSO igerisinge mg/ml ¢6ziildii. 2 mM hazirlanan ana stok
tizerinde yapilan ara stoklar tizerinden farkli konsantrasyonlarda 10 uM aktin varliginda
TSA deneyi yapilarak ortalama T, degerleri ve aksimum genlik tespit edilerek kontrol
degeri ile karsilagtirildi (Tablo 4). Cucurbitacin I 100 nM konsantasyona ulasana kadar
Tm degerinde diizenli yiikselis gostermektedir. Onceki deneylerin sonuglariyla da

uyumlu olarak 100 nM sonrasi konsantrasyonlarda Tp, degerleri azalmaktadir (Tablo 4).

Tablo 4: Cucurbitacin | etkisinde G-aktin termal kalimhihg

Maksimum Genlik Farki
Ligand Ortalama T,,(°C) | T, Farki (°C) |Genlik [A.U.] [[A.U.]
Kontrol 57,80 303,47
1 nM Cucurbitacin | 55,78 -2,02 229,61 -73,86
2 nM Cucurbitacin | 55,80 -2,00 234,11 -69,36
5 nM Cucurbitacin | 57,23 -0,57 294,00 -9,47
10 nM Cucurbitacin | 58,52 0,72 320,72 17,26
20 nM Cucurbitacin | 58,97 1,17 351,42 47,95
25 nM Cucurbitacin | 61,05 3,25 491,88 188,41
50 nM Cucurbitacin | 63,10 4,11 540,03 236,56
100 nM Cucurbitacin | 64,10 5,38 530,20 226,73
150 nM Cucurbitacin | 65,48 7,49 515,17 211,70
200 nM Cucurbitacin | 63,40 5,60 499,75 196,28
500 nM Cucurbitacin | 59,69 1,87 444,36 140,89
1 UM Cucurbitacin | 58,54 0,74 408,88 105,41
5 UM Cucurbitacin | 58,28 0,48 314,25 10,78

Artan derisimlerde (25-200 nM) cucurbitacin  I’'min aktin  molekullerine
baglanma ilginliginde ve dolayisiyla T degerlerinde artis gozlemlenmistir. 200 nM
konsantrasyonda daha diisiik Tr, degerleri gézlemlenmistir. Rolatif floresan yogunlugu

grafigi ¢izilmistir (Sekil 9).
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Sekil 9: Aktin-Cucurbitacin I etkilesiminin TSA ydntemiyle gosterilmesi.

Kontrol (mavi), Cucurbitacin I sirayla; 25 nM (yesil), 50 nM (kirmizi), 100 nM (mor), 150 nM (turuncu),
200 nM (sar1), aktin 10 uM.

Kq 0lcumi 100 nM konsantrasyona kadar elde edilen T, degerleri kullanilarak

yapildi. Sonuglar lineer yiikselis olarak tablolandirilip Ky degeri bulundu (Sekil 10).

Cucurbitacin | (Kd)

Tm (°C)

10° 10" Kd 102 10°

Konsantrasyon (nM)

Sekil 10: Cucurbitacin ile G-aktin baglanmasinda K, degerinin hesaplanmasi.

Deney sonucunda yar1 logaritmik tablo iizerinden yapilan dl¢iimler Ky degerinin 1-100nM arasinda
(yaklasik) 30 nM oldugu belirlendi.
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4.4. Floresan Mikroskobu Gorintuleri

Floresan mikroskobunda 12 saat strede 4 konsantrasyonda Cucurbitacin | ile
aktin iskeleti degisimin goriintiilendi.. Protokol Gere¢ ve Yontemlerde belirtildigi
sekilde falloidin-FITC ve DAPI kullamlarak gorsellik saglandi. Floresan
mikroskobunda sadece FITC iizerinden detayli aktin goriintiilenmesi alindi DAPI
boyanmasiyla c¢ekirdegin durumu ve aktindeki degisikliklerin lokalizasyonu

gozlemlendi (Sekil 11).

Sekil 11: Cucurbitacin | etkisinde HUVEC’lerin hiicre iskeleti gorintusu.

Yukaridan asagiya; Cucurbitacin I: kontrol, 50 nM, 100 nM, 200 nM, 400 nM. Situn; A) Falloidin-FITC,
B) Falloinid-FITC ve DAPI.
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Floresan sonuglar1 yiikselen konsantrasyonlarda F-aktin kirilmasina sebep
oldugu ve hiicre igerisinde G-aktin ¢okiintiileri olusturdugunu gostermektedir. DAPI ile
boyanan c¢ekirdekte bir degisiklik gozlemlenmemistir. Denenen en yiiksek
konsantrasyonda hiicre igerisindeki F-aktin miktarindaki kirilma toksisiteye isaret
etmektedir. Konttrolde DAPI hiicre igerisine tam anlamiyla ulasilamis ve boyama az
miktarda gozlemlenmistir, bunun sebebi  F-aktin fazlaligindan dolay1 c¢ekirdege
ulagamamasi olabilir, bu durum en diisiik konsantrasyonda tamemen boyanmis hiicre
cekirdeginin gozlemlenmesinin F-aktinin bu noktadan itibaren miktarinin azaldigina

yorumlanabilir.
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5. TARTISMA

G-aktin, aktin proteininin monomer formudur, hiicre igerisinde cok sayida
gorevi olan aktin filament olusumunda yapitasi olarak rol alir. Proteinler baska
molekiillerle etkileserek dordiinciil yapilarina ulasir ve biyolojik islevlerini yerine getirir
(Lynch ve Davson 2008). Proteinlere baglanan ufak molekiiller yapilarinda
degisikliklere, dolayisiyla islevlerini yerine getirebilme 6zelliklerinde farkliliklara yol
acabilir. Proteinin baglanma bolgelerine olusacak en ufak degisiklik proteinin tamamen
islevsiz kilabilir veya islevini yapacagi baglanmanin olusmasinda rol alabilir. Bu
yontemle midehale edilen aktin molekilleri Gzerinden hiicre dongusu ve iskeleti
calisilmaktadir (Maloney 2008). Ilag calismalar1 bu prensip iizerinden yapilir ve hedef
protein ile arasindaki kinetik baglanmanin bulunmasi bu arastirmalarda onemli bi
asamadir (Noreen ve Thomton 2003). Termal kayma deneyi (TSA) bir araya konulan
protein ve molekiillerin baglanma ilginliklerinin zamani sicaklik ve derisim degerlerine
bagli olarak tespit edilmesini saglayan hizli ve yiiksek ¢iktili bir yontemdir (Molina ve
ark. 2013). Termal kayma deneyleri SYPRO orange varliginda RT-PCR cihazi
kullanilarak yapilamaktadir (Lavinder ve ark. 2009).

Aktin hiicredeki rolii nedeniyle ilag ¢aligmalarinda hedeflenen bir proteindir.
Aktin filament ile etkilestigi bilinen c¢ok sayida molekiil mevcuttur, 6rmek olarak
elongasyon faktorii 1 ve elongasyon faktorii 2 verilebilir (Bektas ve ark. 1998). Bu
molekiiller arasinda ozellikle falloidin, F-aktin ile baglanma agisindan son derece
yiiksek ilginlige sahiptir. Aktin filamentini hedefleyen pek ¢ok molekiil gibi monomer
ile arasindaki iliski daha az bilinmektedir. F-aktin ve G-aktin etkilesimi diferansiyel
kalorimetrik tarama yontemiyle (DSC) falloidin varliginda incelemistir (Le Bihan ve
Gicquaud, 1991). F-aktine doygunluk seviyesinde uygulanan falloidin; T, degerini 69,5
°C’den 83,5 °C’ye ¢ikarmis ancak bu kalorimetrikentalpi degismemistir. Burada onceki
deneylerin aksine falloidin ile G-aktin arasinda iligki gozlemlenmis, Tr, degeri 59,5
°C’den 75 °C’ye c¢ikmustir, 1s1 dolayisiyla polimerlesmenin baslamasi sebebiyle bu
farkliligin olusabilecegi belirtilmistir. Gegis entalpisi kalorimetrik olgtimii Van der
Waals etkilesimleri ve hidrojen baglar1 iizerinden olustugundan, degisim
gozlemlenmemesinin falloidin kaynakli yapisal degisikliklerin bu baglanmalarla

alakasiz oldugu sonucu ¢ikarilmstir.
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Aktin etkilesimi 1iyi bilinen bir bagka kiiclik molekiil jasplakinoliddir.
Jasplakinolid in vitro deneylerde filament stabilitesini kuvvetlendirirken in vivo aktinin
sekilsiz kiimelenmesine sebep olmasindaki sebebi incelemek i¢in hiicre igerisinde
falloidin varliginda polimerizasyon kinetiginin incelenmistir (Bubb ve ark. 2000). 24
saatte in vivo filamentinin yiiksek oranda olusmasi i¢in 50-200 nM jasplakinolid yeterli
olmustur. Jasplakinolid; hilicre icerisinde serum cevap faktor ve aktin dizenleyici
proteinlerin etkisine bagli olarak farkli biyokimyasal sonuglar verebilmekte ve F-aktin
ile birden fazla baglanma bolgesinde etkilesebilmektedir. Jasplakinolidin, aktin
depolimerizasyonu engelleyen farmasotik bir ajan olabilecegi belirtilmistir (Bubb ve
ark. 1994). Kisa zaman dilimlerinde aktin-filament ¢Ozulimunin, uzun zaman
dilimlerinde ise iplik¢ik kiimelenmesini ve aktin organizasyonunu temel dagiliminin
incelenmesi amaciyla kullanilabilecegi belirtilmistir (Cramer 1999). Jasplakinolid
mevcut olarak hiicre zarindan serbestce gecerek aktin iskeletiyle etkilesebilen en bilinen
molekiildiir, cucurbitacin molekiilleri boyut olarak kiigiik olmalar1 sebebiyle bu alandaki
caligmalarin Oniinli agabilecegi belirtilmistir (SOrensen ve ark. 2012). Calisma
cucurbitacin E iizerine odaklanmis ve bu molekiiliin F-aktine Csy257 aminoasitinde
baglandig1 ancak G-aktine baglanmanin gergeklemedigi belirtilmistir (Sorensen ve ark.
2012).

Termal kayma deneyimizde niikleotitler ile yapilan 6n ¢aligmalar monomer ile
etkilesimi ¢ok daha iyi bilinen ATP ve ADP molekiillerinde beklenen sonuglar
alimmistir. ATP molekiilii aktin filamentlesmesinde enerji olarak kullanilmakta ve
filamente eklenecek G-aktine baglanmaktadir. TSA sonuglar1 bu baglanmayi agikca
goOstermekte ve yiukselen konsantrasyonlarda yikselen T, degerleri ile uyumlu sonuglar
vermistir. Ayni sekilde filamentten ¢oziinme sirasinda ortaya cikan G-aktin/ADP
yapisindaki baglanma ilginliginin diisiik olmasi filamentlesmenin devami i¢in ADP’yi

birakip ATP baglanmaya meyilli aktin monomerinin yapmasi beklenen bir davranistir.

F-aktin ile etkilesimi bilinen molekiillerin G-aktin ile etkilesimlerinin
arastirildiglr deney diizeneginde literatiirden farkli sonuclar elde edilmistir. Falloidin
tizerinden yapilan ¢alisma literatiirdeki kadar yiiksek T, degerlerine isaret etmese de G-
aktin ile baglanma ilginliginin arastirllmasinin TSA deneyiyle yapilabilecegine isaret
etmektedir. Cucurbitacin I molekiilii ile yapilan deneylerde monomer aktin ile baglantisi

olusturulan rolatif floresan egrilerinde ve elde edilen degerlerde goriilmektedir. Ancak
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in vitro TSA deneyinde 200 nM konsantrasyon sonrasinda diizgiin sonuglar elde
edilememistir. Cucurbitacin 1 ile birden fazla monomerin etkileserek floresan
mikroskopta olusturdugu kiimelenmelere benzer ¢okmelere sebep olup SYPRO orange
boyasinin baglandig1r hidrofobik boélgelere ulasamamasindan kaynaklandigi seklinde
yorumlanabilir, bu sebeple deneyin bir kisminda istenilen sonuglara ulasilamamaistir.
Deney sonuglarinda uygun alinan veriler (<200 nM) kullanilarak hesaplanan Kq degeri
bulunmustur bu 6lgiim, yliksek konsantrasyonlarda diizglin veri elde edilememesi
sebebiyle diisiik konsantrasyonlar iizerinde hesaplanip yorumlanmistir. Ancak diisiik
konsantrasyonlardaki veriler tizerinden cucurbitacin | ile G-aktin etkilesiminin oldugu
goriilmektedir, yiiksek konsantrasyonlarda olusan bozulmalar sadece TSA yOnteminin
bu molekiiler etkilesimde kullanilabilirligini ve bu deneyde hesaplanan Ky degerini
tartismaya acik birakmaktadir. Benzer sekilde F-aktin ile etkilestigi bilinen diger kiiclik
molekiillerle yapilan calisma diisiik konsantrasyonda baglanmay1 gosterebilecek T

degerler vermistir.

Cururbitacin 1, 4 saat boyunca B16-F1 hiicrelerine 200 nM konsantrasyonda
uygulanmis ve gorsellestirilmistir (Knetch ve ark. 2010) ve c¢alismamiz 200 nM
konsantrasyonu da icerecek sekilde yapilmistir. Yapilan calismalar cucurbitacin I
molekilinin ICsp degerinin Hela hiicrelerinde 1Csy degerinin yaklasik 45 nM, MCF 7
hlcrelerinde yaklastk 65 nM U20S hiicrelerinde ise yaklagik 24 nM oldugunu
gostermektedir (Wang ve ark. 2017), bu durum cucurbitacin I molekiiliiniin farkli hiicre
hatlarinda diislik konsantrasyonlarda da toksik etki gostertigine isaret etmektedir. Ayni
calisgmada (Wang ve ark. 2017) floresan calismalar1 yapailarak hiicre iskeleti
goriintiilenmis, cucurbitacin I’'nin cucurbitacin B’ye ve E’ye kiyasla daha uzun siirede
(4 saat) etki gosterdigi belirtilmistir. Cucurbitacin I molekiiliiniin  farkl
konsantrasyonlarinin varliginda biiytlitiilen HUVEC hiicreleri lizerinde yapilmis olan
floresan mikroskobu deneyinin sonuglar1 ise bu molekiiliin dogrudan veya dolayli
etkilesime gectigini kanitlamaktadir. Kullanilan konsantrasyonlarda TSA deneyinde
elde edilen diisiik konsantrasyonlarda bile hiicre iskeletinde bozulmaya yol actifinda
etkilesimin gerceklestigine kanit olarak sunulabilir. Ancak aktin iskeletinin yiiksek
konsantrasyonlarda ¢ok daha fazla kirilma ve kiimelenme gosteriyor olmasi TSA
verilerinde olusan hatalarin bahsedildigi iizere kiimelenme sebebiyle olusmus
olabilecegi yorumunu desteklemektedir. Hiicre c¢ekirdegine etkisi gozlenmeyen

Ccucurbitcin I’'min  yiliksek konsantrasyonlarda aktin filamenti yapisinda ciddi
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bozulmalara yol agmasi hiicre igerisine alindiktan sonra yiiksek konsantrasyonlarda
hiicre yapisin1 geri donililemeyecek derecelerde bozulmaya yol agmasi literatiirle
uyumlu olarak apoptoz yolagini aktiflestirmesine yol agabilecegine isaret etmektedir.
Ayni zamanda cucurbitacin B iizerine yapilan calismada molekiiliin, RNA ile
etkilesmesi  sebebiyle pankreas kanserinde tiimor olusumunun engellendigi
gosterilmistir (Zhou ve ark. 2019). Bu sonug¢ cucurbitacin I ile alakali ¢aligmalarin
genetik diizeyde de arastirilmasinin molekiiliin ¢calisma mekanizmasini anlamak ig¢in

gerekli olduguna isaret etmektedir.

Sonug olarak TSA ile aktin monomer {izerinde yapilan ¢alismanin 6niinde gesitli
engeller bulunmaktadir. Calismada aktin ile etkilestigi bilinen molekiillerin en az bir
konsantrasyonda etkilesimi kanitlayacak degerler vermesi hizli ila¢ taramalar1 igin
kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak yiikselen konsantrasyonlarda alinan verilerin
tutarli ¢ikmiyor olmasi bu protokol kullanilarak aktin monomeri ile molekiillerin
etkilesiminin kinetik tablosunu ¢ikarmanin yoruma agik sonuglar verecegini
gostermektedir. Deneyde arastirilmak istenen molekdl olan cucurbitacin | hem iv vivo
hem in vitro kosullarda aktin ile etkilesime gectigi gosterilmistir. Bu ¢alisma
cucurbitacin I ile aktinin etkilestigi ve hiicre igerisinde ciddi sonuglara yol actigi
gosterilmis ancak baglanma kinetiklerinin bulunmasin baska yontemlerden alinacak
verilerle desteklenmesi gerektigini ortaya koymustur. Ancak sonug olarak cucurbitacin |
hiicre icerisine girerek hiicre iskeletinde bozulmalara yol agtigindan aktin

calismalarinda kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.
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