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OZET

Insan Akciger Kanseri Hiicre Hattinda TRAIL ve Bortezomib'in Apoptoz Yolag
Genlerinin mRNA ve Protein Ekspresyonlar: Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi

Akciger kanseri goriilme siklig1 ve mortalitesi en yiiksek oranda goriilen bir
hastaliktir. Uzun yillardir yapilan ¢alismalarda cogu akciger kanserinde kullanilan
tedaviler basarisiz olmustur.

Bu caliymada; Kkiiciik hiicreli akciger kanser hiicre hatti olan A549
hiicrelerinde, TNF-bagimh apoptoz-uyarici ligand (TRAIL) ile uyarilan apoptoz
yolaginda gorev alan genlerin ekspresyon profillerinin ve bu genlerle ilgili protein
miktarlarinin incelenmesi; rekombinant TRAIL (rTRAIL) ve Bortezomib antitiimor
ajanlarin cesitli kombinasyonlarimin bu yolak gen ekspresyonunu ve protein
miktarlarim1 nasil etkilendiginin belirlenmesi amaclanmistir. Amacimiza yonelik
olarak insan akciger kanser hiicre hatti (A549)’nin hiicre Kkiiltiirleri yapilms, hiicre
kiiltiirleri 3 gruba ayrilarak siirdiiriilmiistiir. Ik grup kontrol grubudur. ikinci gruba
disardan rekombinant TRAIL proteini (rTRAIL) uygulamasi yapilmis, iiciincii grup
ise rTRAIL ve Bortezomib ile muamele edilmistir. Bunun sonucunda TRAIL bagimh
apoptoz yolaginda gorevli genlerin ekspresyon diizeyleri ve protein seviyeleri
belirlenmistir. TRAIL bagimh apoptoz yolaginda gorev alan genlerin ekspresyon
diizeyleri Real Time PCR, protein seviyeleri ise Western Blot yontemiyle
belirlenmistir. Ayrica Kkiiltiir hiicrelerinde apoptoz oram apoptoz assayle kontrol
edilmistir.

Calismamizda TRAIL ve Bortezomib uygulamasi yapilan hiicrelerde TRAIL,
TRAIL-R1, TRAIL-R2, TRAIL-R3, TRAIL-R4, OPG, Bcl-2, Bax, Bcl-XL genlerinin
RNA ve protein ekspresyonlar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamh bir farkhihk goriilmemistir.

Anahtar Kelimeler: Gen ekspresyonu, NSCLC, Real Time PCR, TRAIL, Western
Blot
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ABSTRACT

Researching Effects of TRAIL and Bortezomib on Apoptosis Pathway Genes mRNA
and Protein Expressions Human Lung Cancer Cell Line

Lung cancer is the most common disease with the highest incidence and
mortality rate. Many years of studies have failed in most lung cancer treatments.

In this study; examination of the expression profiles of genes involved in the
apoptosis pathway induced by the TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)
and the genes related to these genes in A549 cells. The aim of this study was to
determine how various combinations of recombinant TRAIL (rTRAIL) and
Bortezomib antitumor agents affected this pathway gene expression and protein
quantities. For this purpose, expression and protein profiles of TRAIL-related
apoptosis pathways were investigated which is plays important role on pathogenesis of
lung cancer. Also effects of antitumoral agents TRAIL and Bortezomib has been
investigated on apoptosis pathway. Human lung cancer cell line (A549) cell cultures
was make fora aim of the study and, the cell cultures divided into 3 groups; first
group is control, TRAIL protein applied externally to the second group, TRAIL
protein and Bortezomib applied to the third group. Then, protein and expression
levels of genes, which are functionary in apoptosis pathway, determined by Western
Blot method. Ratio of apoptosis controlled by apoptosis assays. The aim of study is to
acquire more information about effect of apoptosis pathway dependent TRAIL
induced on obtained data in emphysema and lung cancer and effects of antitumoral
agents on apoptosis pathways.

In our study, no significant statistical difference were observed between the
control and treatment groups for TRAIL, TRAIL- R1, TRAIL-R2, TRAIL-R3,
TRAIL-R4, OPG, Bcl-2, Bax, Bcl-XL gene and protein expressions.

Key Words: Gene expression, NSCLC, Real Time PCR, TRAIL, Western Blot
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1. GIRIS
Akciger kanseri goriilme sikligi ve mortalitesi en yliksek oranda goriilen bir
hastaliktir. Uzun yillardir yapilan ¢alismalarda ¢ogu akciger kanserinde kullanilan tedaviler
basarisiz olmustur. Akciger kanserleri histolojik Ozelliklerine gore iki ana gruba
ayrilabilirler: Kiigiik hiicreli akciger kanseri (SCLC) ve kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanseri (NSCLC; ornegin adenokarsinom, skuamoz hiicre karsinomasi ve biiyiik hiicreli

karsinoma gibi). Akciger kanser vakalarinin %85’den fazlasint NSCLC olusturmaktadir ve

bu vakalarin yaklasik %40°’1na cerrahi olarak miidahale edilememektedir (1-6).

Yapilan ¢aligmalarda kanser hiicre tiirlerinin %50°den fazlasinin TRAIL-bagimh
apoptoz yolagina direngli oldugu gosterilmistir. Farkli calismalar TRAIL bagimli apoptoz
yolagi direnciyle asagi yolak proteinler arasindaki iliskiyi ortaya koymustur (7-10).
Ornegin Bcl-2’nin  asir1  ekspresyonu ile TRAIL bagimli apoptoz inhibisyonu
iligkilendirilmistir. Aynt zamanda direngli hiicrelerin kemoterapdtik ajanlarla muamele
sonrast daha duyarli hale geldigi gosterilmistir(10-13). Son zamanlarda ¢esitli timor hiicre
tiplerinde  Bortezomib  gibi  proteozom  inhibitorleriyle = TRAIL’in  ¢esitli
kombinasyonlarinin, TRAIL ile uyarilan apoptoza duyarlilik sagladig: rapor edilmistir (10-
13).

Bu Tez calismasinda; kiigiik hiicreli akciger kanser hiicre hatti olan A549
hiicrelerinde, TNF-bagimli apoptoz-uyarici ligand (TRAIL) ile uyarilan apoptoz yolaginda
gorev alan genlerin ekspresyon profillerinin ve bu genlerle ilgili protein miktarlarinin
incelenmesi; rekombinant TRAIL (rTRAIL) ve Bortezomib antitimér ajanlarin gesitli
kombinasyonlarinin bu yolak gen ekspresyonunu ve protein miktarlarin1 nasil

etkilendiginin belirlenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Akciger Kanseri

2.1.1. Tanim

Akciger kanseri histolojik olarak SCLC ve NSCLC olarak iki sinifa ayrilir. Akciger
kanserinin en yaygin semptomlar1 oksiiriik, nefes darligi, solunum gii¢liigii ve kilo kaybi
gibi sistemik semptomlardir. NSCLC akciger dokusundan kaynaklanan ii¢ tip kanserden
olusmaktadir. Bu {i¢ tip kanser adenokarsinoma, skuamoz hiicreli karsinom ve biiyiik

hiicreli karsinomdur (1).

2.1.2. Epidemiyoloji ve Etiyoloji

Akciger kanseri diinya ¢apinda kanser kaynakli dlimlerin basinda gelmektedir.
Amerika’da yapilan istatistiklere gore her yil prostat, meme ve kolon kanserinin
toplamindan daha fazla sayida insan akciger kanseri sebebiyle 6lmektedir. Akciger kanseri
diinya ¢apinda 1985’den beri en yaygin kanser tiiriidiir; ayn1 sekilde goriilme sikligir ve
Olim orani en yiiksek kanser tiiriidiir. Gelismekte olan iilkelerde goriilen vakalarda diger
tilkelere gore bir bir artis goriilmektedir. Akciger kanseri vakalar1 1985 yilina gore %51

artig gostermistir (6, 9).

Noroendokrin karakteristikte hiicrelerden meydana gelen ve yiiksek derecede
malignant olan SCLC, vakalarin %]15’ini olusturur. Diger bir grup olan NSCLC;
adenokarsinoma, skuamoz hiicreli karsinoma ve biiyiik hiicreli karsinoma olarak ¢ alt
gruba ayrilir. Tiim akciger kanseri vakalarinin yaklasik %38’lik kismin1 Adenokarsinoma,
%20’kismin1  skuamoz hiicreli karsinoma, %3’lik kismini biiyiik hiicreli karsinoma
olusturmaktadir (6-7). Son birka¢ 10 yillik siirede adenokarsinoma goriilme siklig1 biiyiik
bir artig gostererek en cok goriilen NSCLC tiirii olarak skuamoz hiicreli karsinomanin
yerini almigtir. 2001-2007 yillar1 arasinda Amerika’da yapilan istatistiklere gore akciger

kanserinin 5 yillik hayatta kalma oran1 %15,6’dir (9).



Sigara i¢iminin yasa bagli 6liim oranini erkeklerde %70, kadinlarda biraz daha az
oranda artirmasi ile iligkilendirilmistir. Ayn1 sekilde sigara igimi erkeklerde akciger kanseri
ile iligkilendirilmistir. Sigara i¢imi akciger kanseri olusumuna neden olan diger faktorlere
gore agir basmaktadir. Akciger kanseri riski sigara i¢imi boyunca artis géstermektedir ve
giinlik olarak kag sigara igildigiyle iligkilidir. Yapilan calismalarda ortalama miktarda
sigara igen erkeklerde akciger kanseri riskinin 9-10 Kkat arttigi, agir igicilerde ise 20 kat

arttig1 bulunmustur (7-9).

Sigara dumani ¢esitli gazlardan ve partikiillerden olusan kompleks bir bilesiktir.
Sigara dumani ana duman ve yan akim dumani olarak iki bilesenden olugsmaktadir. Ana
duman sigaranin soluma yoluyla hava yoluna dogru giden dumandir ve sigara icen bireyin
maruz kaldig1r ana dumandir. Yan akim dumani ise sigaranin soluma aralarinda igin i¢in
yanmasiyla olusur. Sigara dumanindan nikotin ve suyun ¢ikarilmasindan sonra geriye kalan
kat1 pargaciklar katrani olusturur (6-8). Katran ile maruziyetin akciger kanser riskinin ana
kaynagi oldugu diistiniilmektedir. Ana dumanin bilesimi sigara icen bireyin soluma
yogunlugu, filtre tiirli, soluma hiz1 gibi farkli etmenler yiliziinden c¢ok farklilik
gostermektedir. Sigara dumani 4000’den fazla farkli kimyasal igermektedir. Ana sigara
dumani polisiklik aromatik karbonlar (PAH), aromatik aminler, N-nitrézaminler gibi
potansiyel karsinojenler ile benzen, vinil klorit, arsenik ve kromium gibi inorganik
kimyasallar icerir. PAH’lar ve N-nitrozaminler metabolik olarak aktivasyon sonucu
karsinojen hale gelirler. Ayn1 zamanda metabolik olarak detoksifikasyonla bu bilesenler
uzaklastirilir. Bu aktivasyon-detoksifikasyon arasindaki denge bireysel kanser riskini

olusturur (6-8).

Tiitiine 6zgti bulunan N-nitrézamin gibi karsinojenler ve sigara dumaninda bulunan
PAH’lar DNA’ya kovalent olarak baglanarak DNA eklentileri olustururlar. DNA tamir
mekanizmalar1 sirasinda bu eklentiler uzaklastirilabilir veya hasar goérmiis hiicreler
apoptoza yonlendirilir. DNA tamir mekanizmalarinin bu eklentileri ¢ikarmakta basarisiz
olmast sonucu kalict mutasyonlar ortaya c¢ikabilir. N-nitrézaminler kritik onkogenleri
diizenleyen mekanizmalar1 etkileyerek aktivasyona yol acabilir; bunun sonucunda

kontrolsiiz hiicre cogalmasi ve timorogeneze yol agabilir (6-8).



Sigara igen 9 bireyden bir tanesinde akciger kanseri gelismektedir. Uzun siireli
sigara igen bireylerde hig¢ sigara igmemis bireylere gore akciger kanseri olugma riskinin 10-
30 kat arttig1 6ne stiriilmistiir (7). Agir igiciler arasinda akciger kanseri gelisme riski %30
gibi yiiksek bir oranda iken, bu risk hig sigara igmeyen kisilerde %1°den azdir (9). Akciger
kanseri gelisme riski giinlilk sigara tiiketimi, sigaraya baglama yasi, sigara solunum
derecesi, sigaranin nikotin ve katran orani, filtresiz sigara kullanip kullanmama gibi bir¢ok
faktore gore degismektedir. Sigara icen biitiin bireylerde akciger kanseri gelisimi
goriilmemesi, kansere yatkinligin genetik faktorler gibi diger faktorlerden etkilendigini

ortaya koymaktadir(1,3, 7).

Sonug olarak akciger kanseri 6liimlerinin biiylik bir ¢ogunlugunun sigara i¢imi
oldugu goriisii yadsinamaz ve sigara igme oranlarinin azaltilmasi zorunludur. Akciger
kanserinin epidemiyolojisini ve nedensel faktorlerini anlamak, hastaligin 6nlenmesi i¢in ek
bir temel saglayabilir. Akciger kanserinde tiitliniin etiyolojik faktdr olarak rolii, iyonlastirict
radyasyon ve belirli mesleki maruziyetlerin kanserojen olarak kabul edilmesi gibi inandirici
sekilde belirlenmistir (1-2, 6-8).

2.1.3. Patoloji, Patogenez ve Patofizyoloji

Akciger kanserleri histolojik 6zelliklerine gore iki ana gruba ayrilabilirler: SCLC ve
NSCLC (6rnegin adenokarsinoma, skuamoz hiicre karsinomast ve biiyiik hiicreli
karsinoma). Akciger kanser vakalarinin %85’ini NSCLC olusturmaktadir ve bu vakalarin
yaklagik %40’ma cerrahi olarak miidahale edilememektedir (9). Adenokarsinoma ilk olarak
akcigerlerin periferal veya dis bolgelerinde goriilen ve yavas biiyliyen bir kanser tiirtidiir.
Siklikla sigara igimiyle meydana gelir fakat sigara igmeyen kisilerde de yaygin goriilen bir
kanser tiirtidiir. Skuamoz hiicreli karsinom genellikle akcigerlerin merkezinde ortaya cikar
ve sigara i¢en bireylerde gelisir. Biiyiik hiicreli karsinom ise akciger dokusunun herhangi
bir bolgesinde gelisir ve diger kanser tiirlerine gore daha hizli gelisim gosterir. NSCLC
akciger kanserlerinin %80-85’ini olusturmaktadir (10-12). SCLC neredeyse her zaman

brons ve havayollarinin merkezinde goriilmesi ve sigara kullanmayan bireylerde nadiren



goriilmesi ile NSCLC’dan ayrilir. SCLC diger organlara NSCLC’ya gore diger organlara
daha hizli metastaz yapar ve mikroskobik olarak daha kiiclik hiicrelerden olusmaktadir.
Metastaz yapmis NSCLC’ye gore SCLC tedavi edilmezse birka¢ hafta icinde oliimciil
olabilir.

Akciger kanserinin patogenezi diger kanser tiirlerindeki gibi karsinojenle karsilasma
sonrast baslangi¢, bunu takiben uzun periyotta gelisim ve ¢ok basamakli bir seyir hali
goriiliir. Sigara igiminin akciger kanserinin en biiyiik nedeni oldugu disiiniilmektedir.
Sigara icimi karsinogenezi baslatir ve ilerlemesini tesvik eder. Sigara i¢imi akciger
epitelyumunda alan etkisi yaratir, baslatici hiicrelerin olusmasmin ve transformasyon
olasiliginin artmasina sebep olur. Devam eden sigara maruziyeti kronik iritasyon ve sigara
dumaninda bulunan tesvik ediciler (nikotin, fenol ve formaldehit) sebebiyle yeni
mutasyonlarin birikmesine sebep olur(12). Sigara i¢imiyle kanser olusumu arasinda tipik
olarak uzun bir siire vardir, kanser olusumu icin 20-25 yillik bir siire gereklidir. Kanser
riski sigara aliskanlig1 birakildiktan sonra azalir fakat halihazirda bulunan baslatict hiicreler

diger karsinojenlerin varliginda akciger kanseri gelisimine sebep olabilir (11-12).

Sigara dumanina maruz kalip/kalmama sonucu belirli tipte akciger kanseri gelisim
riski veya bireysel olarak biyolojik terapilere cevap verip/vermeme gibi durumlar sebebiyle
akciger kanseri patogenezinde genetik bilesenleri vardir. Genetik yatkinliga sebep oldugu
One siirilen ¢ok sayida aday gen calismasi vardir. Bu calismalar akciger dokusunda
karsinojenlerin absorpsiyon, metabolizmasi, tiitin veya diger kaynakli karsinojenlerin
birikmesinde rol oynayan genler iizerine yogunlasmustir (10-12). Ornegin PAH’lar,
nitrozaminler ve aromatik aminler gibi bilesiklerin aktivasyonunu saglayan enzimleri
kodlayan genlerdeki polimorfizimler ile ilgili ¢ok sayida ¢aligma vardir. Bu bilesenlerin
metabolizmast faz 1 enzimleri (oksidasyon, rediiksiyon ve hidroliz) veya faz II
(konjugasyon) enzimleri araciligiyla yapilmaktadir. Siklikla galisilan enzimlerden bazilari
sitokrom P450 1A1 (CYP1Al), Glutatyon S-transferaz (GST), mikrozomal epoksit hidrolaz
(mEH), miyeloperoksidaz (MPO) ve nikotinamit adenin diniikleotit fosfat kinin
oksidorediiktaz (NQO1)’dir. CYP1AL polimorfizmleri ile akciger kanser riski arasindaki
iligki tartismalidir (12).



2.2. Apoptoz

2.2.1 Tamim

Apoptoz ¢ok hiicreli canlilarin gelisiminde ve hiicre homeostazisinin saglanmasinda
kilit rol oynayan programli hiicre oliimiidiir. Apoptoz dokularda gelisim ve yaslanma
sirasinda hiicre popiilasyonlarinin kontrol edilmesinde homeostatik mekanizma olarak
isleyen normal bir siirectir. Apoptoz ayn1 zamanda zararli etkenler veya hastalik tarafindan
hasar gérmiis hiicrelerin elenmesinde veya immiin sistem reaksiyonlar1 sonucunda savunma
mekanizmasi olarak kullanilabilir (17-20). Patolojik ve fizyolojik bir¢ok uyari ve durumun
apoptoza zemin hazirlamasina ragmen, biitiin hiicreler ayni uyariyla 6liime yonlendirilmek
zorunda degildir. Bazi hiicreler ilaclar veya radyasyon gibi DNA hasar1 yapan ajanlarla p53
bagimli yolak iizerinden apoptotik hiicre 6liimiine yonlendirilebilir. Baz1 hiicreler Fas ve
TNF reseptorleri gibi ligand baglanan ve hiicre i¢i yolaklarinda ki proteinlerle etkilesim
halinde olan reseptorler eksprese ederler. Diger hiicre tiplerinde ise hormonlar ve biiyiime
faktorleri gibi sag kalma faktorleri tarafindan bloke edilmis hiicre 6liim yolaklar1 vardir

(17-20).

Apoptozun hiicrenin fiziksel veya kimyasal ajanlara maruz kalmasi sonucunda
patolojik bir siirecin sonucu olarak hiicre oliimiiyle sonuglanan nekrozdan ayrilmasi
gereklidir. Nekroz sirasinda membran biitiinliigli bozulur. Mitokondri gibi intraseliiler
organellerin yapis1t bozulur ve biitlin hiicre igerigi ekstraseliiler siviya dagilir. Apoptozda
ise sitoplazma, organeller, niikleus ve plazma membraninda bir seri planli biyokimyasal
degisiklik meydana gelir (14-16). Kromatin kondense hale gelir, niikleusun periferine
dogru konumlanir ve niikleus kromatin pargalarini igeren kisimlara ayrilir. Mitokondri
zarinda apoptozla iligkili porlar olusmasina ragmen diger organeller yapisal olarak biitiin
halde kalir. Hiicre daha yuvarlak hale gelir ve diger komsu hiicrelerden ayrilir. Daha sonra
hiicre igerigi membran tarafindan sarilmis halde apoptotik cisimcikler halinde parcalara

boliiniir ve fagositozla bu cisimcikler pargalanir (15).



2.2.2 Apoptoz Yolaklar

Apoptoz yolaklar1 i¢ kaynakli ve dig kaynakli olmak tizere iki ana yolaga ayrilabilir.
Dis kaynakli apoptoz sinyal yolagin da, transmembran reseptdr aracili etkilesimlerle
apoptoz siireci baslatilir. Bu yolaga katkida bulunan 6lim reseptorleri Tiimor Nekrozis
Faktor (TNF) superailesindendir. Bu TNF reseptor ailesi liyeleri sisteince zengin benzer bir
ekstraseliiler bolge icerirler ve oliim bolgesi olarak adlandirilan 80 amino asitlik
sitoplazmik bir bolgeleri vardir. Bu 6liim bdlgesinin hiicre yiizeyinden, intraseliiler sinyal
yolaklarina liim sinyalinin iletilmesi gibi kritik bir gérevi vardir. Su an i¢in en iyi bilinen
ligand-6liim reseptorii giftleri FasL/FasR, TNF-o/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4’diir
(10-12, 14).

FasL/FasR ve TNF-o/TNFR1 yolaklari iizerinden dis kaynakli apoptoz yolaginda
gerceklesen bir dizi olay iyi bir sekilde tanimlanmistir. Bu modelde homolog trimer
ligandina baglanmig reseptor kiimesi vardir. Ligandin reseptére baglanmasi sonucu
reseptoriin intraseliiler 6liim bdlgesine baglanmasiyla sitoplazmadaki adaptor proteinler
gdrev almaya baslar (10-12). Ornegin Fas ligandinin Fas reseptdriine baglanmasi sonucu
FADD adaptor proteininin baglanmasiyla, TND ligandinin TNF reseptoriine baglanmasi ise
TRADD adaptor proteinin baglanmasiyla ve FADD ve RIP proteinlerinin reseptore
baglanmasiyla sonuglanir. FADD daha sonra 6liim domaininin dimerizasyonu araciliiyla
prokaspaz-8 ile etkilesime girer. Bu noktada 6lim indiikleyici sinyal kompleksi (death-
inducing signaling complex, DISC) olusur ve prokaspaz-8’in kendi kendini
katalizlemesiyle otokatalitik aktivasyon gerceklesir. Kaspaz-8 aktive olduktan sonra
apoptozun ileri agsamalar1 tetiklenmis olur. CFLIP olarak adlandirilan protein reseptdr aracili

apoptozu FADD ve kaspaz-8’e baglanarak inhibe edebilir (10-15).

Ic sinyal yolagi reseptdr aracili olmayan uyarilarla diizenlenen, intraseliiler
sinyallerin direk hedef {izerinde etkili oldugu ve mitokondri ile apoptozun baglatildig1 bir
sinyal yolagidir. i¢ yolagi uyaran uyaricilar pozitif veya negatif bir sekilde etki gosterebilen
intraseliiler sinyaller iiretirler. Negatif sinyaller; bliylime faktorleri, hormonlar ve sitokinler

gibi belirli sinyallerin yoklugunda apoptozun tetiklenmesine sebep olan hiicre o6lim



programlanmasinin baskilanmasinda bozulmaya yol acar. Radyasyon, hipoksi, hipertermi,
toksinler, serbest radikaller ve viral enfeksiyon gibi simirli sayida pozitif sinyaller vardir

(12, 14).

Biitiin bu uyaricilar mitokondrinin i¢ zarindaki bir porun (mitochondrial permability
transition pore) agilmasina sebep olur, bunun sonucu olarak mitokondriyal transmembran
potansiyeli kaybolur. Daha sonrasinda mitokondri hiicre membranlarinin arasinda
proapoptotik olarak bulunan iki ana grup proteinin sitosole salinmasi gergeklesir. Ilk grup
kaspaz bagimli mitokondriyal yolagi aktive eden sitokrom-C, Smac/DIABLO ve serin
proteaz HtrA2/Omi proteinleridir. Sitokrom-C apoptozom olusumuna yol agan Apaf-1
proteinine baglanarak aktive eder. Smac/DIABLO ve HtrA2/Omi proteinlerinin IAP’1
(apoptoz inhibitor proteinleri) inhibe ederek apoptozu tetikledigi gosterilmistir (10-14).

Ikinci grup proapoptotik molekiiller apoptoz sirasinda mitokondriden salman AIF,
endoniikleaz G ve CAD proteinleridir. AID proteini niikleusa translokasyon yapar ve
periferal niikleer kromatinin 50-300 kb arasinda fragmentlere ayrilmasinda goérev alir.
Endoniikleaz G’de niikleusa transloke olarak kromatinin oligoniikleotit DNA
fragmentlerine ayrilmasi i¢in kesim gorevi yapar. Daha sonradan mitokondriden salinan
CAD proteini ise niikleusta oligo niikleotit DNA fragmentlerinin daha fazla pargalanmasi

ve kondensasyonunda gorev alir (10-14).

Mitokondriyal apoptotik olaylarin kontrolii ve diizenlenmesi Bcl-2 ailesi proteinleri
ile yapilir. Bel-2 ailesi proteinleri mitokondriyal membran gegirgenligini kontrol ederek
antipoptotik veya pro-apoptotik olarak gérev alabilir. Bcl-2 ailesinde Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL,
Bcl-XS, Bcl-w, BAG gibi antiapoptotik; Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik ve Blk gibi
pro-apoptotik 25 farkli gen tanimlanmigtir (10-15).

2.2.3 TRAIL Apoptoz Yolag:

TNF-iligkili apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL) veya TNF ailesinin diger
iyeleriyle yiiksek homoloji gostermesinden dolayr Apo2L olarak adlandirilan bu protein,

hizl1 bir sekilde apoptozu uyarabilmektedir (15-17). insanlarda 281 aminoasitten meydana



gelir ve kisa bir N-terminal ug ile uzun bir ekstraseliiler C-terminal reseptor bolgesi vardir.
TRAIL viral ve onkogenik transforme hiicrelerin NK ve T hiicre aracili 6ldiiriilmesi veya
belirli T hiicrelerinin homeostazi gibi ¢ogu immiin sistem hiicrelerinde eksprese edilir (15-

19).

Sekil 2.1: TRAIL Apoptoz yolagt

TRAIL Yolag:

IkBs
Hiicre Degredasyonu

Sagkalimi

N

\\
\\\
LAY 3
VRN

Apoptoz

TRAIL proteini, TRAIL-R1 (DR4) ve TRAIL R2 (DRS5) olarak adlandirilan iki
reseptore baglanabilir. Bunun yaninda TRAIL proteini, apoptotik sinyalin iletilmesi gorevi

tistlenebilen TRAIL-R3 (DcR1) ve TRAIL-R4 (DcR2) olarak adlandirilan hiicreye bagli iki



reseptore ve osteoprotegerin (OPG) olarak adlandirilan ¢oziinlir durumdaki reseptorlere

baglanabilir (15-18).

TRAIL-R1 ve TRAIL-R2 reseptorleri yiiksek oranda sekans homolojisi gosterir ve
birbirinden farkli fonksiyonlar1 kesin olarak tanimlanmamuistir. Bu reseptorlerin sitoplazmik
bolgeleri CD95 ve TNF-R1 proteinleriyle anlamli bir homoloji gosterdigi rapor edilmistir
ve bu bolgeleri 6liim domaini olarak adlandirilir. Sisteince zengin bolgeler bu reseptorlerin
diger bir ortak ozelligidir. TRAIL-R1’deki bazi mutasyonlar mesane kanseri, kronik
lenfosittik 16kemi ve manto hiicreli lenfoma gibi gesitli kanserlerle iliskilendirilmistir (15-
19). TRAIL-R2’nin iki farkli splice varyant1 vardir ve birbirinden ekstraseliiler domaindeki
23 aminoasitlik farklilik vardir. Bu iki splice varyantinin farkli roller tstlenip tistlenmedigi
bildirilmemistir. Bu reseptoriin p53-bagimli yolakla upregiile edildigi gosterilmesine
ragmen etoposide, proteozom inhibitorleri ve 5-florourasil gibi antikanser ilaglariyla p53-

bagimsiz bir yolakla da upregiile edilebilecegi bildirilmistir (20, 21, 34).

Tuzak reseptorler (Decoy receptor) olarak da adlandirilan TRAIL-R3 (DcR1) ve
TRAIL-R4 (DcR2) reseptorleri diger iki reseptdriin aksine apoptotik sinyalin hiicre i¢ine
iletilmesini ger¢eklestiremezler. Her iki reseptor de (DcR1 ve DcR2) apoptoz indiikleyici
reseptorlerin ekstraseliiler bolgeleriyle yliksek oranda sekans homolojisi gosterirler. DcR1
reseptoriinde diger reseptorlerin intraseliiler ve transmembran bolgeleri yoktur (23-25). GPI
capastyla hiicre membranina baglanmis durumdadir. Yapilan c¢alismalarda DcRI1
reseptoriiniin asir1 ekspresyonu ile TRAIL-hassas hiicrelerde apoptozun engellenebilecegi
gosterilmistir. DcR2 reseptoriide apoptozu uyarabilme kapasitesine sahip degildir. DcR1
reseptoriiniin aksine DcR2 reseptoriinde intraseliiler 6liim domainin kisa bir pargasi vardir.
Yapilan ¢alismalarda bu reseptoriiniin asir1 ekspresyonu ile DcR1 reseptorii gibi apoptozu
engelleyici rol oynadig1 gosterilmistir. DcR2 reseptoriiniin Niikleer Faktor Kappa B (NF-
kB) gibi antiapoptotik genleri uyararak TRAIL-aracili apoptoza karst hiicreleri

koruyabilecegi gosterilmistir (22-25).

Osteoprotegerin (OPG) diger reseptorlerin aksine salgilanan bir reseptordiir. OPG

kemik yeniden yapilanmasinda osteoklast hiicrelerinin gelisimi ve aktivasyonunda kritik rol
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oynar ve bu aktivite TRAIL ile etkilesim sebebiyle degildir. OPG’nin yiiksek afinite ile
baglanan ligandi TNF-benzeri sitokin olan TRANCE/RANKL’dir ve bu ligand NF-«B
reseptoriine de baglanir. TRAIL-OPG arasindaki etkilesim heniiz net degildir (24-25).

2.2.3.1 TRAIL ve DISC Kompleksi

TRAIL proteinin TRAIL-R1 veya TRAIL-R2 reseptoriine baglanmasiyla 6lim-
indiikleyici sinyal kompleksi (DISC) olusumu igin trimerizasyon gerceklesir (26). FADD
208 aminoasite sahip bir adaptor proteinidir. Trimerizasyon sonucu FADD proteini DISC
kompleksine transloke olur ve bu proteinin 6liim domaini TRAIL-R1 veya TRAIL-R2’nin
6liim domainiyle direk etkilesim halindedir. Bu etkilesim sonucu FADD apoptotik sinyalin
iletilmesinde kritik rol oynayan prokaspaz-8 ve prokaspaz-10 ile etkilesim kurarak
otokatalitik aktivitelerini tetikler. DISC kompleksinin baslatici kaspazlar1 nasil aktive ettigi

tam olarak acgiklanamamustir (26-31).

Bu aktivasyon igin giincel olarak 3 hipotez vardir. Indiiklenmis-yakinlik modeli
olarak isimlendirilen ilk hipoteze gore; reseptor kompleksinin olusumu sonrasi FADD
adaptor proteini, kaspaz zymogen kristalleriyle yakin mesafede olmasi sebebiyle
kaspazlarin otokatalitik aktivasyonunu tetikledigi goriisiinii 6ne siirmektedir. Dolayisiyla
aktive olan bu kaspazlar birbirine yakin mesafede olmasi sebebiyle de birbirini aktive ettigi
One siiriilmiistiir. Yapilan deneylerle dimerizasyon domainine zorla yaklastiran kaspazlarin

DISC’de ki fizyolojik sartlara benzemedigi gosterilmistir (26-31).

SO4*", CI” ve Br gibi kosmotropik tuzlarla yapilan deneyler sonucunda yakinlik ile
indiiklenmis dimerizasyon hipotezini ortaya ¢ikarmistir. Bu hipoteze gore dimer olusumu
kaspazlarin aktivasyonuna yol acar ve adaptor protein kompleksi baglatici kaspazlarin
bolgesel olarak konsantrasyonunu artirarak dimerizasyonu tegvik ettigi one siiriilmiistiir.
Zymogen kristallerinin aktivasyonu i¢in kritik faktor kesilmesinin aksine dimerizasyondur

(26-31).
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One siiriilen diger bir hipotez ise uyarilmis konformasyon model hipotezidir. Bu
hipoteze gore; baslatici kaspazlarin aktivasyonu i¢in kritik faktor adaptor protein kompleksi
ile direk etkilesim halinde olan baglatici kaspazlarin aktif bolgesinin konformasyonudur. Bu
hipotez apoptozomda kaspaz-9’un aktivasyonu {lizerine yapilan ¢alismalarla ortaya
koyulmustur. Kaspaz-9’un aktif bdlgesinin aktivasyonu uyaran apoptozom tarafindan

kararli hale getirdigi gosterilmistir (26-31).

DISC’de kaspaz-8 ve 10’un aktivasyonu cFLIP (FLICE-benzeri inhibitor protein)
tarafindan inhibe edilebilir (36). FLICE kaspaz-8’e verilen eski isimdir. cFLIP’de kaspaz-8
ve 10 gibi iki efektor 6liim domaini vardir. CFLIPL, cFLIPs ve cFLIPr olarak isimlendirilen
bilinen 3 farkli splice varyanti1 vardir. cFLIPL ve cFLIPs, DISC ile efektor 6liim domainleri
arasindaki iligki kurar. Ayn1 zamanda cFLIPs’nin FADD ile yarigma halinde DISC
kompleksine baglanarak kaspaz-8’in aktivasyonu ve islenmesini engelledigi yoniinde
bulgular vardir. cFLIP.’in DISC kompleksinde CFLIPs ile benzer bir rol istlendigi one
stiriilmesine ragmen DISC kompleksindeki islevi hala tartismalidir (32-36). Bazi ¢alismalar
CFLIPL. nin cFLIPs’in apoptoz engelleyici molekiil olarak analogu oldugunu gdstermesine
ragmen bazi ¢aligmalar DISC kompleksinde prokaspaz-8’i aktive ederek proapoptotik bir
molekiil olarak davrandigini ortaya koymustur (32-36).

2.2.3.2 TRAIL ve Bcl-2 Ailesi

I¢ kaynakli apoptoz yolagi Bcl-2 ailesi iiyeleri tarafindan regiile edilir ve bu aile
tiyeleri Bcl-2 homoloji (BH) domaini olarak adlandirilan dort (BH1-BH4) karakteristik
domaine sahiptir ve buna gore {i¢ alt gruba ayrilabilirler (37-39). BH domainleri Bcl-2
ailesi tiyelerinin fonksiyonu icin kritik 6neme sahiptir ve bu domainlerin delesyonu gibi
olaylar hayatta kalma/apoptoz orani etkiler. Bcl-2 ve Bcl-XL gibi antiapoptotik proteinler
dort BH domainine de sahiptir. Proapoptotik Bel-2 proteinleri Bax ve Bad gibi birkag BH
domainine; Bid, Bim ve Bad gibi sadece BH3 domainine sahip olmas1 gibi BH domaini

ozelliklerine gore alt gruplara ayrilabilir (37-39).
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Bcl-2 veya Bcl-XL gibi antiapoptotik Bcl ailesi iiyeleri mitokondri dig membrani ile
iliski halindedir ve mitokondri biitiinliiglinlin korunmasii saglarlar. Bu antiapoptotik
proteinler gérevlerini; apoptoz sirasinda proapoptotik faktérlerin membranlarin arasindaki
bosluga salgilanmasini saglayan Bak, Bax ve Bok gibi proapoptotik faktorlerin, mitokondri
dis membraniyla iliski kurmasini engelleyerek yaparlar (28, 31, 37-38). Proapoptotik Bcl-2
ailesi iiyeleri sadece BH3 domainine sahip olan Bid, Bim ve PUMA gibi proapoptotik
proteinler tarafindan aktive edilirler. Bu o6zelliklerinin yaninda antiapoptotik Bcl-2

tiyeleriyle iliski kurarak onlar1 nétralize ederler (38).

Hiicreler mitokondriyal yolaga bagli olarak apoptoza girmelerine gore Tip 1 ve Il
olarak iki hiicre tiipline ayrilabilirler (23-25). Tip I hiicrelerde Bel-2’nin asir1 ekspresyonu
hiicre 6limiiyle iliskili mitokondri degisikliklerini bloke etmesine ragmen CD95 ve TRAIL
aktivasyonu ile apoptoza girebilirler. Bu durumun DISC’te ki kaspaz-8’lerin ¢ogunlugunun
aktive olmasiyla ileri asamalarda gerekli olan kaspazlarin aktive olmasi sebebiyle
gerceklesebilecegi one stiriilmiistiir. Tip II hiicrelerde yetersiz DISC olusumu gerceklesir ve
apoptoza ugrayabilmeleri i¢in mitokondri ile iliskili efektor kaspazlarin amplifikasyonu ile

yeterli miktarda aktivasyonu gereklidir (23-25).

Oliim reseptérii aracili dis apoptoz yolag1 ve mitokondri iliskili i¢ kaynakli apoptoz
yolaklar1 sadece BH3 domaini i¢eren Bid proteinini substurat olarak kaspaz-8’1 kullanmasi
sebebiyle birbiriyle baglantilidir. DISC’te kaspaz-8’in aktivasyonu ile Bid (p22) kesilmis
formu olan tBid (p15)’e doniisiir ve mitokondriye transloke olarak Bax ve Bak’i aktive
eder. Bu durum mitokondriden sitokrom-C ve diger proapoptotik faktorlerinin salinimini
tetikler. Yapilan caligmalarla kaspaz-10’unda Bid’i farkli bir bolgeden keserek daha kisa bir
Bid formu (p13) olusturdugu gosterilmistir (28, 31, 37-38). Farkli kesim yapilan bu Bid
proteinin Bak ve Bax ile etkilesimi belirsizdir. Bid proteininin Kazein kinaz 1 ve Il
tarafindan, kaspaz-8’in tanima bdlgesine yakin Thr (59), Ser (565) ve Ser (64) bolgesini
fosforile edilerek kaspaz-8 tarafindan kesilmesine karsi korudugu gosterilmistir. Bu

durumun yol agacagi fonksiyonel sonuglar1 hala tartismalidir (28, 31, 37-39).

13



Bax ve Bak proteinleri mitokondriyal yolakla apoptozun uyarilmasinda énemli rol
oynayan proapoptotik Bcl-2 ailesi liyelerinden oldugu gosterilmistir. Bax geni mutasyona
ugradig1 zaman veya inaktif oldugu durumlarda, TRAIL sinyal yolagimin erken safhalarinda
kaspaz-8 kesimi ve Bid islenmesinin olmamasi sebebiyle mitokondri zarinin
polarizasyonunun ger¢eklemedigi, bunun sonucu olarak kaspaz-9 kesimi ve sitokrom-C

salimiminin bloke edildigi gosterilmistir (35).

2.2.3.3 TRAIL ve NF-B yolag

NF-kB ailesi tiyeleri dogal ve kazanilmig bagisiklik, hiicre proliferasyonu, gelisim
ve apoptozda merkez rol oynayan; cREL, RelA (p65), RelB, pS0 ve p52 alt iinitelerinden
ikisinin dimerizasyonu ile olusan transkripsiyon faktorleridir. TNF/TNFR sisteminde TNF-
reseptor kompleksinin 6lim bolgesinde ligand baglanma yoluyla Reseptor-interacting
proteinin gorev yaptig1 (RIP) ve NF-xB ana diizenleyicisi (NEMO)/IKKy ile iligki
kurabilecegi gosterilmistir. Bunun sonucunda IkB kinaz a (IKKa) ve IKKp, inhibitdr-«B
protenlerini fosforile ederek degrede olmasini saglar ve bu degredasyon NF-xB

aktivasyonuna yol agar (39-41).

TRAIL aracili NF-xB aktivasyonunda da benzer bir mekanizmanin etkili oldugu
yoniinde ¢alismalar vardir. NF-xB’nin TRAIL-R1, TRAIL-R2 ve TRAIL-R4 tarafindan
aktive edildigi gosterilmistir. RIP proteininin TRAIL DISC kompleksinde bulundugu ve
TRAIL aracili IKK aktivasyonunu diizenledigi gosterilmistir. NF-xB’nin TNF aracili
aktivasyonunda; RIP’in TNF receptor-1 iligkili 6liim domain proteininin (TRADD) TNF-
R1 ile etkilesim kurarak gorev yapmasi i¢in, TRAF2 gibi adaptor protein olarak fonksiyon
goren cesitli sinyal molekiillerinin baglanmasini kolaylagtirarak sagladigi bildirilmistir.
TRAF2 proteininin IKK kompleksinin olusumunda 6nemli bir rolii oldugu yoniinde

bulgular vardir (39-41).

RIP ayn1 zamanda FADD ile iligki kurabilir ama NF-xB aktivasyonunda FADD’in

rolii tam olarak bilinmemektedir. FADD’1n asir1 ekspresyonunun NF-kB iligkili raportor
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genlerin ve NF-kB yolagindaki hedef genlerin upreguliisyonunu uyardigi rapor edilmistir.
TNF-aracili apoptozda FADD’in zorunlu olmadigi, kaspaz-8 ve NF-kB aktivasyonunda
kritik rolii oldugu yoniinde g¢alismalar vardir. Bu calismalarda NF-xB’nin TRAIL ile
aktivasyonunda; DISC’den ayr1 olarak FADD, TRADD, RIP ve kaspaz-10’un dahil oldugu

ikinci bir sitosolik sinyal kompleksinin gérev yaptigini one siiriilmiistiir (39-41).

Hiicre proliferasyonu ve apoptoz gibi ¢esitli hiicresel siire¢lerin kontroliinde protein
ubiquitinasyonu Onemli bir rol oynar. IKK aktive oldugu zaman Kappa B inhibitorii
(IxB)’yi fosforile eder, poliubiqutinlenmis IkB proteozomlar tarafindan degrede edilir.
IxB’nin degrede olmas1 sonucu NF-kB cekirdege transloke olarak hedef genleri aktive eder.
Ubiquitin yedi internal lizin rezidiisiine sahiptir. Bunun yaninda poliubiquitin zincirleri ise
cogunlukla Lys (48) veya Lys (63) ile baglanir. Lys (48) ile baglanmis poliubiquitinlerin
proteozomal degredasyona karsi daha fazla yatkin oldugu rapor edilmistir. Protein kinaz
aktivitesi veya protein trafigi baslica Lys(63) ile baglanmig poliubiquitin zincirleri

araciligiyla diizenlenir (39-42).

Proteozomlarin inhibisyonu sonucunda IxB degrede edilemez ve NF-«xB inaktif
halde kalir, bu sebeple TRAIL aracili apoptozun gerceklesmesi i¢in zemin hazirlayabilir.
Proteozom inhibitorlerinin uygulanmasit sonucu NF-kB sinyal yolaginin apoptozun
uyarilmasina katkida bulunacag: diisiiniilmektedir. Bununla birlikte yapilan caligmalar NF-
kB’nin inhibisyonunun TRAIL aracili apoptoz icin tek basmna yeterli olmadigi

gosterilmistir. (20)

NF-kB’nin antiapoptotik fonksiyonu RelA eksikligi olan farelerle yapilan
caligmalarda gosterilmistir (39-42). Bu fareler embriyonik asamada karacigerde TNF ile
uyarilmis hiicre apoptozu sebebiyle Olmiislerdir. Yapilan diger calismalarda NF-kB’nin
clAP-1, clAP-2, XIAP, cFLIP, Bcl-XL ve TRAIL-R3 antiapoptotik hedef genlerinin
ekspresyonunu upregule ettigi gosterilmistir. TRAIL aracili apoptozun inhibe edilmesinde
NF-kB’nin hedef genleri olan bu antiapoptotik genlerin en 6nemlisi cFLIP genidir. NF-xB
yolagi PKB/Akt ve MAPK gibi diger antiapoptotik yolaklar1 da hedef almaktadir. NF-

kB’nin antiapoptotik genleri hedef almasina ragmen hiicrenin apoptoz cevabi; hiicre
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icindeki kaspazlar tarafindan kontrol edilen proapoptotik sinyaller ile NF-xB tarafindan
kontrol edilen antiapoptotik sinyallerin dengesine baglidir. (20-21)

NF-kB aktivasyonunun apoptoz veya hayatta kalma taraflarindan hangisi tarafina
calisacagl cRel ve RelA’nin aktive olmus NF-kB molekiilii igindeki gorece miktarlar
arasinda iliski oldugu yoniinde bulgular vardir. RelA alt initesinin asir1 ekspresyonu
kaspaz-8, TRAIL-R1 ve TRAIL-R2 ekspresyonunu inhibe eder. cRel ekspresyon
seviyesinin artmasi ise ters bir etki yapar. cRel ekspresyonunun artmasi TRAIL-R1 ve
TRAIL-R2’nin ekspresyonunun artmasia yol agar. Yapilan ¢aligmalarda RelA eksikligi
bulunan fibroblast hiicrelerinin TRAIL aracili apoptoza duyarli oldugu, cRel eksikligi
bulunan fibroblastlarinsa TRAIL’e direngli oldugu gosterilmistir. RelA’nin proapoptotik
proteinlerin ekspresyonunu uyardigi, cRel’in antiapoptotik hedef genlerin ekspresyonunu

upregiile ettigi yoniinde ¢alismalar vardir (39-42).

TRAIL direngli hiicrelerde TRAIL reseptoriinden yayilan baskin sinyalin NF-
kB’nin aktivasyonu oldugu yoéniinde bulgular vardir. Apopotoza direncinin, NF-xB
aktivasyonu ile sonuglanan TRAIL kaskadini ortaya c¢ikardigi diisiiniilmektedir. Kolon
karsinomasi gibi bazi kanser tiplerinde bu aktivasyonunun timor metastazi ve invazyonunu
artirdigr gosterilmistir. Bu tip hiicrelerde NF-«B susturulmasimmin TRAIL aracili apoptoza

duyarli hale getirmedigi bildirilmistir (39-42).

2.2.3.4 TRAIL Yolag ve Bortezomib Iliskisi

Kanser hiicre hatlarinin %50’ye yakini1 TRAIL aracili apoptoza karsi direnglidir.
Hatta direncli tiimor hiicrelerinde TRAIL reseptorleri TRAIL tedavisi uygulandiginda
proinvazif veya prosurvival etkileri ortaya ¢ikarabilir (43-47). Bu prosurvival etki TRAIL
reseptorleri, FADD ve reseptor iliskili protein (RIP1), serin treonin kinazdan olusan ikincil
bir kompleks tarafindan meydana getirilir. TRAIL direnci ve istenmeyen apoptoz
engelleyici etkileri apoptoz sinyalini yeniden olusturan veya gii¢clendiren yeni hedeflenmis

terapilerle asilabilir. Bu etkiyi gosteren ajanlar arasinda Bortezomib gibi proteozom
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inhibitorleri TRAIL yolagini gesitli asamalarda etkileyerek hiicreleri TRAIL’e duyarli hale
getirmede etkili oldugu gosterilmistir (49-51). Bortezomib multipl myeloma ve manto
hiicreli lenfoma tedavisinde onaylanmis bir proteozom inhibitériidiir (44). Etkisini 26S
protecozomun 5 alt tnitesine geri doniisimlii olarak baglanarak kimotripsin-benzeri
proteolitik etkisini inhibe ederek gosterir. Sonug olarak poliubiquitinlenmis proteinlerin
etkisiz olarak degrede edilmesi ve birikimi sonucu hiicre siklusu durur ve apoptoz
aktivasyonu gerceklesir. ilk olarak yapilan ¢alismalarda bu antitiimdrel aktivitenin multipl
myeloma hiicrelerinde gosterilmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda 16kemik ve ¢esitli
solid timorlerde de bortezomibin timor hiicrelerini TRAIL aracili apoptoz yolagina karsi
duyarl hale getirerek, etkili sekilde antitiimorel aktivite gosterdigi farkli ¢aligmalar vardir

(52-61).

Bortezomib tedavisi genellikle hiicre yiizeyinde TRAIL-R1 ve/veya TRAIL-R2
reseptorlerinin ekspresyonunu siklikla artirdigi cesitli kanser tiplerinde gosterilmistir.
TRAIL upregiilasyonunun apoptoz duyarhiligindaki kritik rolii spesifik siRNA’larla
TRAIL-R2’nin susturulmasi ile yapilan g¢alismalarda NSCLC (Non-small Cell Lung
Carcinoma) hiicrelerinde bortezomibe karsi duyarliligin azaldigi caligmalarla gosterilmistir
(51, 58). Yapilan baz1 galismalar artmig TRAIL reseptor ekspresyonunun Bortezomib
duyarlihiginda kritik rolii olmayacagim gostermistir. (23-24) Ornegin beyin tiimérleriyle
yapilan bir calismada oOnce TRAIL reseptorlerine baglanmasi i¢in TRAIL proteini
eklenmis, daha sonra ortamdan uzaklastirilarak Bortezomib eklenmistir. Sonug olarak
bortezomibe duyarliligin devam ettigi gosterilmistir. Bu ¢alismada TRAIL ve
Bortezomib’in birlikte varliginin daha etkili sonuglar verdigi, bu sebeple Bortezomib’in

asag1 apoptoz sinyal yolaklarini da uyarabildigi yoniinde bulgular ortaya konmustur (51).

Bortezomib tedavisinin 6nemli etkilerinden birisi TRAIL aracili kaspaz-8 kesimi ve
aktivasyonunu artirdigi sentetik kaspaz inhibitorleri ve kaspaz-8’in genetik olarak
knockdown edilmesi ile yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (52-61). Bu c¢aligmalarda bu
mekanizmanin kaspaz-8’in poliubiquitinilasyonu ile olabilecegi gosterilmistir. Kaspaz-8
analogu olan cFLIP’in bortezomib tarafindan da regiile edilebilecegi gosterilmistir. FADD

ile prokaspaz-8’e baglanmada yarisan cFLIPL ve kaspaz-8’i inhibe eden cFLIPs, DISC’i
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inhibe eder ve apoptotik sinyali bloke eder. Bortezomib tedavisi ile cFLIPL ve cFLIPs
seviyelerini baz1 kanser tiirlerinde azalttigi, baz1 tiimdr hiicre hatlarinda ve primer kanser
hiicrelerinde sadece cFLIPL seviyesini azalttigi, bunun sonucu olarak artmigs TRAIL
duyarhiligr ile iligskili oldugu gosterilmistir. Bunun yaninda bazi c¢aligmalarda da
bortezomibin cFLIPL ve cFLIPs seviyelerini etkilemedigi, baz1 ¢alismalarda da artirdig
gosterilmistir. Bu farkli etkilerin uygulanan bortezomib konsantrasyonlari ve uygulama

stireleri arasindaki farkliliktan kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir (54-60).

NF-kB hiicre proliferasyonu ve apoptozun baskilanmasi gibi g¢esitli biyolojik
olaylarda diizenleyici olarak gorev alan transkripsiyon faktoriidiir. NF- «B aktivitesi bu
transkripsiyon faktoriinii baskilayan IkB tarafindan proteozom bagimli yolakla kontrol
edilir. Bortezomib IkB’nin degredasyonunu engeller ve NF-kB aktivasyonunu inhibe
ederek cesitli antiapoptotik  diizenleyicileri de igeren NF-kB hedef genlerinin
ekspresyonunda azalmaya yol acar. Ornek olarak NSCLC hiicrelerinde NF-kB
aktivasyonunun baskilanmasinda TRAIL’in kismen goérev aldigi gosterilmistir (51, 58).
Yapilan bir c¢aligmada glioblastoma hiicre hatlarinda yliksek NF-kB aktivitesinin,
bortezomibin TRAIL aracili apoptoza olan duyarliligi artirdig1 gosterilmistir (51).

NF-xB’nin hedef genleri; cFLIP, Bcl-XL, X-linked apoptoz inhibitorii (XIAP) gibi
apoptozu diizenleyen genlerdir. Bazi ¢aligmalarda bortezomib ile muamele sonucu azalmis
CFLIP ekspresyonunun NF-kB inhibisyonu ile iliskili olabilecegi bildirilmistir (54-60).
Pankreatik kanser hiicrelerinde bortezomib tedavisi ile NF-kB inhibisyonunun XIAP ve
Bcl-XL ekspresyonunu assagi-regiile ettigi ve TRAIL’e duyarliligi artirdigi ortaya
konulmustur. Multipl myeloma ve hepatoma hiicrelerinde de bortezomibin XIAP seviyesini
diisirdiigi  bildirilmistir (44, 47). Yapilan bu ¢alismalar bortezomible NF-xB
inhibisyonunun TRAIL duyarlilig ile iligkili olabilecegini gostermektedir.

Bax ve Bak gibi proapoptotik, Bcl-2, Mcl-1 ve Bcl-XL gibi antiapoptotik proteinleri
igeren Bcl-2 ailesi liyeleri arasindaki denge ile hiicre, i¢ yolak veya mitokondriyel apoptoz
yolagindan hangisine gidilecegine karar verir. BH3 homoloji domainine sahip olan Bim,

Bik, Puma ve Noxa gibi proteinler spesifik oliim sinyallerinin iletilmesi i¢in onemlidir.
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Bortezomibin Bcl-2 ailesi lyelerinin ekpresyonunu etkileyip TRAIL aracili apoptoza
duyarliligi artirarak mitokondriyel yolagi tetiklemektedir. Yapilan bazi g¢alismalarda
Bortezomibin Bcl-2 ve Bcl-XL ekspresyonu tizerinde etkili olmadigr gosterilmistir. Bel-
2’nin proteozomal degredasyona ugramasi sebebiyle proteozom inhibisyonu ile Bcl-2
seviyesinin artmasi beklenmektedir. Hepatoma hiicrelerinde Bortezomib uygulamasi
sonucunda Bcl-2’nin upregiile oldugu gosterilmistir (47). Hepatoseliiler karsinoma, renal
hiicreli karsinoma, néroblastoma ve glioblastoma kanser hiicrelerinde Bortezomibin Mcl-1

ekspresyonunu artirdigi gosterilmistir (47, 56, 58).

Cesitli kanser tiplerinde Bortezomibin Bax, Bak, Bim, Bik, Noxa ve Puma
proteinlerinin ekspresyonunu artirdigi gosterilmistir (50-60). Bik geni knockdown yapilmis
kolon kanserinde Bortezomib’in TRAIL’e olan duyarliligi kismen engelledigi ortaya
koyulmustur. Bik ve Bim genleri knockdown yapilmis hiicrelerde Bortezomib’in TRAIL
hassasiyetini biiylik oranda artirdigi gosterilmistir. Bortezomib’in Bid C-terminal ve N-
terminal ucunun kaspaz-8 ile kesiminde stabilize ederek etki gosterdigi 6ne siirtilmiistiir. N-
terminal ucun tBid aktivasyonu igin kritik oldugu, C-terminal ucun birikiminin ise
noroblastoma hiicrelerinde TRAIL duyarliliginda 6nemli oldugu bildirilmistir (53). TRAIL
ve Bortezmib ile muamele edilmis hiicrelerde bortezomibin C-terminal fragmentin
proteozomal degredasyonunu inhibe ederek mitokondriyel apoptoza daha etkili sekilde

yonlendirdigi diistintilmektedir.

Yapilan calismalar Bcl-2 ailesi proteinlerinin bortezomib ile TRAIL duyarliliginda
onemli bir hedef oldugunu gostermektedir. Bunun yaninda yapilan ¢aligmalarla Bcl-2 ailesi
proteinlerinin ekspresyonu iizerine Bortezomib’in etkisinin, degisken ve hiicre tipine gore

farklilik gosterdigi ortaya koyulmustur.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arac ve Gerecler
Bu ¢alismada kullanilan kimyasal maddeler, cihazlar ve teknik malzemeler temin

edildikleri firmalarla birlikte asagida belirtilmistir.

3.1.1. Kimyasal Malzemeler
e Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco)
e Fetal Bovin Serum (Gibco)
e Penicillin-streptomisin (Gibco)
e L-glutamin (Gibco)
e Phosphate buffered saline (PBS) (Gibco)
e Tripsin-EDTA (Lonza)
e [ITRAIL (Gibco)
e Bortezomib (Santa Cruz)
e Trizol (Invitrogen)
e Isopropanol (Merck)
e Etanol (Merck)
e Metanol (Merck)
e DEPC water (Gibco)
e Primerler (Macrogen)
e Bovin Serum Albumin (Sigma)
e Primer antibodyler (Invitrogen)
e Sekonder antibodyler (Invitrogen)
e Agaroz (Sigma)
e Tris-baz (Sigma)
e Glisin (Sigma)
o Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) (Sigma)
e Sodyum kloriir (NaCl) (Merck)
e Tris-HCI (Sigma)
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Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma)
Bromfenol mavisi (Merck)

Gliserol (Merck)

B-merkaptoetanol (Sigma)

Tween-20 (Sigma)

Akrilamid (Vivantis)

Bisakrilamid (Vivantis)
Amonyumpersiilfat (Sigma)

TEMED (Sigma)

Distile ve bidistile su

3.1.2. Cihazlar ve Teknik Malzemeler
Sogutmali santrifiij (Universal 16R)
Mikrosantrifiij (Techne force 16)

Su banyolar1 (Grant)

Hassas terazi (Sartorius)

Terazi (Shimadzu 321-33557)

pH metre (Inolab)

Kemiliiminesans goriintiileme sistemi (Biorad)
Otomatik pipetler (Gilbson, Biohit, Socorex)
Vorteks (Niive NM 110)

Etiiv (Dedeoglu )

Thermal Cycler (Applied Biosystems)

Real Time PCR (Qiagen)

Elektroforez gii¢c kaynagi (Biorad)

Dikey Jel Dokme Sistemi (Biorad)

Dikey elektroforez tanki (Biorad)

Blotlama Cihazi (Thermo)

Orbital calkalayici (Stuart)
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e Flow Sitometri (Beckmann Coulter)
e Invert Mikroskop (Nikon)
e [sik Mikroskobu (Nikon)
e Buzdolab1 (Argelik)
e Deepfreez (Siemens, Bosch)
e Otoklav (Trans)
Arastirmanin  yapildigi Molekiiler Biyoloji ve Genetik laboratuvari, C.U. Tip
Fakiiltesi T1ibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda bulunmaktadir.
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3.2 YONTEM

Tibbi Biyoloji Anabilim Dali hiicre hatt1 koleksiyonunda bulunan A549 hiicre hatti
(insan alveolar adenokarsinomik bazal epitel hiicre hatt1) -80°C’den ¢ikarilarak T75 flaskta
kiiltire edilmistir (62). Hiicreler yeteri kadar ¢ogaltildiktan sonra tripsinize edilerek 6-well
plate’lere aktarilmistir. Hiicreler bu platelerde yeterli hiicre doluluk oranina ulastiktan sonra
TRAIL ve Bortezomib uygulamalar1 yapilmistir. Bu uygulamalar sonrasi elde edilen
kiltlirlerden total mRNA ve protein izolasyonu yapilmistir. mRNA izolatlar1 cDNA’ya
cevrilerek agsagida bahsedilecek genlerin ekspresyon seviyelerini belirlemek i¢in Real Time
deneylerinde; protein izolatlar1 da asagida bahsedilecek protein seviyelerini belirlemek igin
Western Blot deneylerinde kullanilmistir. Apoptoz oraninin belirlenmesi ve ekspresyon
seviyelerinin dogrulanmasi i¢in Flow Cytometry’de hiicreler Annexin V ile boyanarak
yiriitilmiistir. Ayn1 zamanda kullanilan kimyasallarin sitotoksik etkilerinin olup
olmadigint ve hiicrelerin canliligint siirdiirdiigiinii gostermek icin, sadece 6lii hiicrelerin
boyanmasi esasina dayanan Hiicre Canlilik Testi (Cell Viability Assay) yontemi olan
Trypan Blue/hiicre sayim yontemi ile hiicre canlilik orani belirlenmistir (71). Western Blot,
Real Time PCR, Hiicre Canlilik Testi (Cell Viability Assay) ve Apoptoz Assayler iiger
tekrar halinde yapilmistir. Deney akis semast asagidaki gibidir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1: Deney Akis Semast

DENEY AKIS SEMASI

RNA izolasyonu,
cDNA gevrimi

Real Time Reaksiyonlari
ve sonuglarin alinmasi

\ 4

Hiicre hatlarinin Hiicre hatlarinin — Western Blot Uygulamast
killtiirii ve == | gruplanmasi,TRAIL ve ——- | Protein |zolasyonu > e sonuglarin alinmasi

pasajlanmasi Bortezomib uygulamasi

| Cell Viability Assay |l Car?h Hilere Oraninin
Belirlenmesi
b ADOPEOZ ASSAY —p| Kiltiirdeki Apoptoz

Miktarinin Belirlenmesi
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3.2.1 Hiicre Kiiltiira

3.2.1.1 Hiicre Kiiltiirii ve Alt kiiltiir

A549 hiicre hatt1 hiicreleri -80°C’den ¢ikarilarak ¢oziildiikten sonra, T75 flask icine
aktarihip 15 ml DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) kiiltiir mediumu {izerine
eklenmistir (62). DMEM kiiltiir mediumu kullanilmadan once igerisine %10 Fetal Bovin
Serum (FBS), %1 Penisilin/Streptomisin, 2mM L-Glutamin ilavesi yapilmistir. Hiicreler
37°C’de, %5 CO> ortaminda kiiltiire edilmistir. Flask iireme durumuna gére medium 3-4

giinde bir degistirilerek tekrar kiiltiire birakilmistir.

I1k kiiltiir sonras1, daha fazla hiicre elde edilebilmesi icin hiicreler alt kiiltiire alindu.
Alt kiiltiir i¢in flask igerisinde bulunan medium uzaklastirildi ve hiicreler steril PBS ile
yikandi. Daha sonra flask igine 3 ml Tripsin-EDTA eklendi, 10-15 dk 37°C sicaklikta
bekletilerek hiicrelerin serbest hale gecmesi saglandi. Invert mikroskop altinda tiim
hiicrelerin flask yiizeyi baglantisinin ortadan kalktig1 goriildiigii zaman, iizerine 2 ml
DMEM mediumu eklendi. Flaskta bulunan medium, tripsin ve hiicre siispansiyonu santrifiij
tipine aktarilarak; 1500 RPM’de 10 dk. santrifiij yapilarak siipernatant atildi. Pellet
tizerine 5 ml DMEM mediumu eklenip, steril pastdr pipeti ile homojenize hale getirildi.
Daha sonra bu hiicre siispansiyonu yeni flasklara esit sekilde paylastirilarak, iizerine
yukarda bahsedilen kiiltiir ortamindan 15 ml eklendi. Ureme durumuna gore 3-4 giinde bir
medium degistirildi. Bu sekilde hiicreler pasajlanmis, yeterli miktarda ve sayida hiicre

kaltira elde edildi.

3.2.1.2 Hiicrelerin 6-well plate’e aktarilmasi

T75 flasklar >%90 hiicre doluluk oranina ulastiktan sonra, hiicre hatlar1 TRAIL ve
Bortezomib uygulamalarinin yapilabilmesi ig¢in 6-well platelere aktarildi. Bu platelere
aktarim yapilmadan hiicre sayimi yapildi, daha sonra gerekli diliisyonlar yapilarak, esit

sayida hiicre biitiin kuyucuklara aktarildi.
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Tripsin islemlerinden sonra pellet steril bir 2 ml ependorf tiipiine aktarilildi. Uzerine
yukarida bahsedilen DMEM mediumundan 2 ml eklenerek hiicreler homojenize edildi.
Daha sonra bu hiicrelerden 10ul alinarak Thoma laminda hiicre sayimi yapildi. Hiicre
sayimi sonrasinda gerekli dilusyonlar yapilarak, 6-well plate’teki her bir kuyucuga 1x10°
hiicre aktarildi. Uzerlerine de 2 ml DMEM mediumundan eklenip; 37°C’de, %5 CO;
ortaminda kiiltiire edildi. Kuyucuklar >%80 doluluk oranina ulastiktan sonra TRAIL ve

Bortezomib uygulamalarina gegildi.

3.2.2 Hiicre hatt1 gruplarina rTRAIL ve Bortezomib uygulanmasi

Her bir uygulama 3 tekrar olarak yapildi; bunun igin 6-well plate’de 3 ayri kuyucuk
kullanild1 (Sekil 3.2). rTRAIL dozlar1 igin Morisette ve ark. (47), bortezomib dozlar1 i¢in
ise Taromi ve ark. (48) kullanmis oldugu asagida belirtilen dozlarda rTRAIL ve
Bortezomib uygulamasi yapildi (Cizelge 3.1).

Sekil 3.2: Ornek 6-well plate sablonu (A1-A2-B1: Ornek nol, B2-A3-B3: Ornek no2 vb.)

1000000
1900,000

()
)
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Cizelge 3.1: Uygulanan TRAIL ve Bortezomib konsantrasyonlari.

Grup Ornek Numarasi Uygulama
Kontrol grubu 1 Uygulama yok

2 10ng/ml TRAIL

Grup 1 3 30ng/ml TRAIL
4 10 ng/ml TRAIL + 10 nm Bortezomib

Grup 2 5 10 ng/ml TRAIL + 50 nm Bortezomib
6 10 ng/ml TRAIL + 100 nm Bortezomib
7 30 ng/ml TRAIL + 10 nm Bortezomib

Grup 3 8 30 ng/ml TRAIL + 50 nm Bortezomib
9 30 ng/ml TRAIL + 100 nm Bortezomib
10 10 nm Bortezomib

Grup 4 11 50 nm Bortezomib
12 100 nm Bortezomib

TRAIL uygulamasi; liyofilize olarak satin alinan rekombinant human TRAIL
(rTRAIL) proteini 1 mg/ml olacak sekilde steril distile su ile sulandirildi. Daha sonra
serumsuz DMEM mediumu ile gerekli konsantrasyonlarda (Cizelge 3.1) rTRAIL
soliisyonlar1 hazirlandi. Hiicreler 37°C, %5 CO> ortaminda 18 saat kiiltiire edildi. Bunun
sonrasinda hiicreler bu medium ile Tripsin-EDTA yontemiyle flasktan ayrilarak deneylerin

ileri asamalarinda kullanildi.

TRAIL ve Bortezomib uygulamasi; liyofilize olarak satin alinan rekombinant
human TRAIL (rTRAIL) proteini 1 mg/ml olacak sekilde steril distile su ile sulandirild.
Bortezomib i¢in ise DMSO ile stok ¢ozeltisi olusturuldu. Daha sonra serumsuz DMEM
mediumu ile gerekli konsantrasyonlarda (Cizelge 3.1) rTRAIL ve Bortezomib soliisyonlari
hazirlandi. Hiicreler bu medium ile 37°C, %5 CO: ortaminda 18 saat kiiltiire edildi. Bunun
sonrasinda hiicreler Tripsin-EDTA yontemiyle flasktan ayrilarak deneylerin ileri

agsamalarinda kullanildi.
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3.2.3. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Ilgili genlerin ekspresyon seviyelerininin Real Time deneylerinde belirlenmesi icin
hiicrelerden total mRNA izolasyonu Trizol (Invitrogen, ABD) ile iireticinin protokoliine
gore yapildi. Elde edilen RNA’lar ¢cDNA’ya cevrilerek Real Time reaksiyonlarinda
kullanildi.

Total mMRNA izolasyonu;

- Tripsin-EDTA yontemiyle platelerden ayrilan hiicreler 50 ml’lik falcon tiiplerine
aktarildi. Santrifiij ile slipernatant uzaklastirilarak tizerine 1 ml medyum eklendi.

- Soliisyon 1.5 mI’lik ependorf tiipline aktarilarak, 6000 rpm’de 2 dk tekrar santrifiij
yapilarak siipernant atildi. Uzerine 1 ml TRIzol Reagent eklenip pipetaj yapilarak,
buz tizerinde 15 dk bekletildi.

- +4°C’de 14000 rpm’de 10 dk santrifiij sonrasi1 siipernatant temiz bir ependorf
tiipiine alind1. Uzerine 200 ul kloroform eklenerek 15 sn vorteks yapilarak, 10 dk
buz iistiinde bekletildi.

- +4°C’de 14000 rpm’de 15 dk santrifiij yapildi. Yarisaydam olan silipernatantin
%70’1lik kismi yeni bir ependorf tiipiine aktarildi, lizerine esit miktarda (yaklasik
500 pl) isopropanol eklendi.

- 15 sn vortekslendikten sonra 10 dk buz iistiinde bekletildi. +4°C’de 14000 rpm’de
10 dk santrifiij yapildi ve RNA pelleti altta goriildii.

- Sonrasinda siipernatant atildi, tizerine %70 EtOH (-20°C, DEPC su ile
sulandirilmig) eklendi ve 15 sn. vortekslendi.

- +4°C’de 14000 rpm’de 5 dk santrifiij yapilip, siipernatant atildi. Kapag agik sekilde
15 dk buz iistiinde bekletildi, sonrasinda 20 ul DEPC su eklendi.

- Daha sonra spektrofotometre ile RNA miktar1 6l¢iildii.

- Elde edilen total mRNA cDNA sentezi i¢in kullanildi. Bir kismi ise -20°C’de

saklanda.
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cDNA sentezi;

Izole edilen total mRNA’nin Real Time reaksiyonlarinda kullanilabilmesi igin
cDNA sekline cevrilmesi gerekmektedir. Bunun icin ticari olarak satin alinan “High
Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit” (Applied Biosystems) kullanildi. Total
MRNA’dan cDNA eldesi i¢in iireticinin saglamis oldugu protokole gore asagidaki agsamalar
takip edildi;

e Ornek sayisina gore Cizelge 3.2 ‘deki gibi master mix hazirland.

Cizelge 3.2: Master mix i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlari.

Bilesenler Hacim/Reaksiyon (ul)
10x RT buffer 2.0
25x dNTP mix (100 mM) 0.8
10x Random Primer 2.0
Multiscribe Reverse Transcriptase 1.0
RNase inhibitorii 1.0
Nuclease free-H:0 3.2
Her reaksiyon i¢in toplam 10

e Her PCR tiipiine 10 pl master mix dagitildi.

e 10 pul RNA ornegi (20 pl reaksiyon icinde toplamda 2 pg olacak sekilde dilue
edilmis) 2 defa pipetaj yapilarak tiipe aktarildi.

e Tiipler Thermal Cycler cihazina koyularak asagidaki programa gore cCDNA sentez
reaksiyonu gerceklestirildi (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3: cDNA sentezi i¢in kullanilan sicakliklar.

1.adim 2.adim 3.adim 4.adim
Sicaklik (°C) 25 37 85 4
Siire 10 dk 120 dk 5dk o0

3.2.4. Real Time Reaksiyonlari

Daha once belirtilen uygulamalar sonrasinda TRAIL bagimli apoptoz yolaginda

gorev alan asagidaki genlerin ekspresyonlari belirlendi (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4: Ekspresyon seviyesi belirlenen genler

Genler Kisaltma
TNF-related apoptosis-inducing ligand TRAIL
TRAIL reseptorii DR4
TRAIL reseptorii 11 DR5
TRAIL reseptorii 111 DcR1
TRAIL reseptorii IV DcR2
Osteoprotegerin OPG
Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells | NFKB
B-cell lymphoma 2 Bcl-2
Bcl-2-associated X protein Bax
B-cell lymphoma-extra large Bcl-XL
Gliseraldehit-3-fosfat dehisrojenaz GAPDH

Her bir 6rnek, her bir gen i¢in ii¢ tekrar olarak ¢alisildi. Real Time reaksiyonlarinda

asagidaki primerler kullanildi (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5: Kullanilan primerler.

Primerler

TRAIL (63) | F 5’- AGTGAGAGAAAGAGGTCCTCAG-3’

R 5’- CCAGAGCCTTTTCATTCTTGGA-3’

DR4 (64) F 5’- GATCGATGTGGTCAGAGCTGG -3°

R 5’- TGTGGATCGAGGCGTTCC-3’

DR5 (64) F5 - GTGCCCTTGACTCCTGGG -3’

R 5’- AAGGTGTCCCTGTGGCCC -3’

DcR1 (64) F 5’- CAGTTCCTCCCATCTTCAGGC -3’

R 5’- GGCTGAATAAATCCCGTGACC -3’

DcR2 (64) F 5’- CTCCTACAAAGGGAAGCAGCC -3’

R 5’- CTAGGACCATTGGTAAGCTGCC -3°

OPG (65) F 5’- CGTCAAGCAGGAGTGCAATC -3’

R 5’- CCAGCTTGCACCACTCCAA -3’

NFKB (66) F 5 - ATGGCTTCTATGAGGCTGAG -3’

R5-GTTGTTGTTGGTCTGGATGC -3’

Bcl-2 (67) F 5°- CATGCTGGGGCCGTACAG-3’

R 5’- GAACCGGCACCTGCACAC-3’

Bax (68) F 5’- TGGAGCTGCAGAGGATGATTG -3’

R 5’- GAAGTTGCCGTCAGAAAACATG -3’

Bcl-XL (67) | F5- TGCATTGTTCCCATAGAGTTCCA-3’

R 5’- CCTGAATGACCACCTAGAGCCTT-3’

GAPDH (69) | F 5’- TGCACCACCAACTGCTTAGC -3’

R 5’- GGCATGGACTGTGGTCATGAG -3’

Real Time reaksiyonlar1 asagidaki asamalarla gergeklestirildi;

e Her bir gen i¢in ayr olarak, drnek sayisina gore Cizelge 3.6°daki gibi reaksiyonlar

hazirlandi. Ticari olarak satin alinan SYBR Green iiretici protokolii kullanildi.
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Cizelge 3.6: Real Time PCR reaksiyon bilesenleri.

Bilesenler Hacim/Reaksiyon (ul)
Power SYBR Green PCR master mix 12.5

Forward Primer (F) 1.25

Reverse Primer (R) 1.25

cDNA 2

dH20 8

Toplam 25

e 0.2 ml PCR tiiplerine her bir 6rnek icin ayr1 reaksiyonlar koyulur ve RotorGene Q
cihazinda Real Time reaksiyonlari asagidaki gibi gergeklestirildi (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7: Real Time PCR 1s1 dongiileri

l.adim 2.adim 4. adim (40 dongii)
Sicaklik (°C) 50 95 95 60* 72
Denaturasyon Yapigma Uzama
Siire 2.dk 10 dk 30 sn 30 sn 45 sn

e Yapisma (annealing) sicakligi her bir gen i¢in ayr1 ayri belirlendi. Her bir gen igin

gradient PCR yapild1 ve en uygun sicaklik yapisma sicakligi olarak kullanildi.

e Yukarida bahsedilen genlere ait ekspresyon diizeyleri endojen kontrol olarak

kullanilan Gliseraldehid-3-fosfat

normalize edildi.
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3.2.5. Protein izolasyonu

Ilgili genlerin protein ekspresyon seviyelerini Western Blot deneylerinde belirlemek
icin hiicrelerden total protein izolasyonu yapildi. Bunun i¢in ticari olarak satin alinan M-
PER (Mammalian Protein Extraction Reagent, Thermo Fisher) kullanildi. Total protein
izolasyonu i¢in yapilan islemler i¢in {iretici tarafindan saglanan asagidaki protokol

kullanildi.

e Plate i¢indeki medium dokildii ve flask medium artiklarimin uzaklastirilmasi igin
PBS ile yikand.

e Daha sonra plate i¢ine 1 ml M-PER koyuldu ve oda 1sisinda 5 dk ¢alkalandi.

e Siire sonunda lizat ependorf tiipiine aktarildi ve 14000 rpm’de 5-10 dk santrifiyj
edildi.

e Siipernatant yeni bir tiipe alindi ve deneylerin ileri asamalarinda kullanildu.

Izole edilen protein miktarmi belirlemek i¢in BCA Protein Assay Kit (Pierce)

kullanildi. Protein miktarlari asagidaki gibi belirlendi.

e Mikroplate kuyucuklarina 25pL standart protein diliisyonlar1 ve miktar1 6lctilmek
istenen protein koyuldu.

e Uzerine 200 uL WR (50:1, Reagent A:B) eklendi ve pipetajland.

e 37°C’de 30 dk inkiibe edildi.

e Oda sicakligina getirildikten sonra, 562 nm absorbans degeri plate okuyucuda
okundu.

e Standart protein diliisyonlar1 absorbans degerlerinden, standart bir grafik ¢izildi ve

ol¢iilmek istenen proteinin konsantrasyonu absorbans degerine gore bulundu.
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3.2.6. Western Blot Deneyleri

Ilgili genlerin protein ekspresyon seviyelerini belirlemek icin Western Blot Ydntemi
kullanildi (70). Kullanilan primer antibadiler her bir gene ait protein i¢in ayrt ayri alindi.

Western Blot yontemi agsamalar1 sirasiyla asagidaki gibidir.

e Izole edilen proteinlerden konsantrasyonlarina gore 60ug alind1. Uzerine 2x Laemmli
buffer’dan 10 pl eklendi. Daha sonra distile su ile 20 pl’ye tamamlandi. 95°C’de 10
dk inkiibe edildi.

e Proteinler denatiire edildikten sonra tamami %10 veya %12 SDS-PAGE jele
yiiklendi. SDS Jel stacking jel (iist) ve resolving (alt) jel olarak iki bolim olarak
dokildii. SDS-PAGE resolving jel (Cizelge 3.8) ve stacking jel (Cizelge 3.9)
asagidaki gibi hazirlandi.

Cizelge 3.8: Resolving jel.

Stok solusyonu %10 SDSJel %12 SDS jel
1M TrispH 8.8 3,75 ml 3,75 ml
%10 SDS 100 pl 100 pl
%30 Akrilamid-bisakrilamid 3,3ml 4ml
Distile su 2,7ml 2,05 ml
%10 Amonyum persiilfat 100 pl 100 pl
TEMED 4l 4l

Cizelge 3.9: Stacking jel.

Stok solusyonu Hacim
1M TrispH 6.8 0,63 ml
%10 SDS 50 ul
%30 Akrilamid-bisakrilamid 0,83 ml
Distile su 3,4ml
%10 Amonyum persiilfat 50 pl
TEMED 5ul
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e Yiiriitme 120V 80 dk olarak yapildi. Sonrasinda yiiriitme jeli, distile su ile (oda
sicakliginda) 5 dakika yikandi, sonrasinda 5-10 dk transfer buffer i¢ine alindi.

e Ayni anda PVDF membran 15 saniye metanole batirilip, sonrasinda 2 dakika distile
su ile etanol uzaklastirildi ve 10-15 dakika transfer tamponu ile muamele edildi.

e Whatmann kagidi-Jel-PVDF Membran-Whatmann kagidi seklinde sandvig sistemi
hazirlanarak transfer cihazina koyuldu, sandvig sistemindeki hava alindi.

e Sonrasinda transfer cihazinda 25V’da 15-25 dk transfer (blotlama) yapildi. Jelden
membrana proteinlerin gecip gecmedigi kontrol etmek igin, Reverseble protein
membran stain kit (Memcode) ile boyama yapilip protein goriintiilendi. Sonrasinda
PBS ile membran calkalanarak (10-15 dk) boya uzaklastirildi.

e Membran 60 dk membran yiizeyini kaplayacak kadar Blocking Buffer ile (%5 BSA
TBS-T) membran ¢alkalandi.

e Sonrasinda TBS + Tween20 (1000 ml TBS + 5 ml Tween 20, %10’luk) yikama
yapild1 (3 kere, 5’er dk).

e 10 pL primer antibody (her protein igin ayr1) %3 BSA igeren 10 ml TBS i¢inde dilue
edilir ve membranin istiine dokiildii. Membran 4°C’de yavasca ¢alkalanarak bir gece
inkiibe edildi.

e Sonrasinda TBS + Tween 20 ile yikandi (3 kere, 5’er dk).

e Sonrasinda 1 pL sekonder antibadi %3 Yagsiz siit tozu iceren 10 ml TBS-T iginde
dilue edilerek membran {stiine dokiildi. 2 saat oda 1sisinda inkiibasyon yapildi (1.
Saatin sonunda membran ters ¢evrildi).

e Sonrasinda membran tekrar TBS-T ile yikandi (3 kere, 5’er dk).

e West Pico Signal Detection Kit hazirland1 (1:1, Reagent A:B). Membran istiine

dokiildii ve Kemiliiminesans goriintiileme cihazinda drnekler goriintiilendi.

3.2.7. Hiicre Canhilik Testi (Cell Viability Assay)

Kullanilan ajanlarin (TRAIL, Bortezomib) sitotoksik etkilerinin olup olmadigini ve

hiicrelerin canliligin1 siirdiirdiigiinii gostermek icin, sadece Olii hiicrelerin boyanmasi
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esasina dayanan Cell Viability Assay kullanildi (71). Bunun igin sadece o6lii hiicreleri

boyayan Trypan Blue kullanildi. Deney asamalari sirasiyla agsagidaki gibidir.

e Hiicreler serumsuz medium ve 0.4% Trypan Blue solusyonu ile 1:1 oraninda dilue
edildi.

e Canliligin1 kaybetmis hiicreler mavi boyandi, canli hiicrelerde ise boyanma
goriilmedi.

e Hiicreler Trypan Blue ile 1:1 oraninda diliisyon yapildiktan sonra oda sicakliginda 1-
2 dk inkiibasyon yapildi. 30 dakikadan fazla inkiibasyon olursa Trypan Blue
toksisitesi yliziinden canlilik azalacaktir.

e Thoma lamina 10 pL 6rnek koyularak boyanmis ve boyanmamaig hiicreler sayildi.

e Eger hiicreler ¢cok yogunsa diliisyon orani degistirildi.

3.2.8. Apoptoz Assay

Annexin V — Pl Apoptosis Detection Kit (eBioscience) kullanilarak hiicrelerde

apoptoz varligi belirlendi. Ticari olarak satin alinan tiriiniin protokolii takip edildi.

e 10x Binding bufferdan 1ml, distile sudan 9ml alinarak 1x binding buffer hazirlandi.

e Hiicreler PBS ile 1 kere yikand1 ve 1x binding buffer eklendi.

e Hiicreler 1x binding buffer ile 1x10° konsantrasyonda olacak sekilde dilue edildi.

e 100 pl hiicre stispansiyonu i¢in 5 pul Annexin V boyasi eklendi.

e Hiicreler oda sicakliginda ve karanlikta 15 dakika inkiibe edildi.

e Hiicreler 1x binding buffer ile yikand1 ve 200 pl 1x binding buffer ile siispanse edildi.
e 5 ul Propidium iodide (PI) boyasi eklendi.

e Flow sitometride analiz edildi.
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3.2.9. istatistiksel Analiz

Biitiin deneyler 3 tekrar halinde gergeklestirildi. Elde edilen veriler Student t-test ile

degerlendirildi. Istatistiksel olarak anlamli p degeri <0,05 olarak alind.
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4. BULGULAR

4.1 Real Time PCR sonuclari

Biitiin Real Time PCR deneyleri 3 tekrar halinde gergeklestirildi. GAPDH
housekeeping geni kullanilarak biitiin ekspresyon seviyeleri normalize edildi. Real Time
verilerinin degerlendirilmesi ve istatistik analiz yapilmasi i¢in internet tabanli gen
ekspresyon yazilimi kullanildi (Qiagen) Real Time PCR sonuglari asagidaki gibidir
(Cizelge 4.1-4.10).

Cizelge 4.1: Real Time PCR sonuglari ile ilgili bilgiler.

10 ng/ml TRAIL |30 ng/ml TRAIL = 10 ng/ml TRAIL ve

g rol 10 nm Bortezomib
Gen x +SD x+SD x+SD x+SD
TRAIL 23.48 +£0.365 23.16 £0.911 22.92 +0.560 24.61 +£1.309
DR4 22.49 +0.822 22.26 £0.327 22.06 +0.043 21.98 +0.845
DR5 24.07 £0.806 24.27 £0.669 22.92 £1.085 24.41 +0.780
DcR1 22.77 £0.221 23.13+0.100 20.40 +0.564 23.21 +0.228
DcR2 26.01 +0.105 22.27 £1.409 23.85 +0.300 24.23 +0.636
OPG 24.74 +0.604 26.23 £1.387 23.72 +£0.216 24.63 +£0.450
NFKB 24.73 +£0.444 21.90 +0.705 22.86 £1.767 26.26 £0.615
Bcl-2 25.20+0.219 24.91 +£0.435 24.42 £0.725 25.71 £0.081
Bax 24.47 +£0.681 24.01 +£0.165 23.86 +£0.767 22.57 £0.436
Bcl-XL 24,17 £0.425 23.71 £0.112 23.13 +0.901 21.41 +0.416
GAPDH 24.06 £0.151 24.29 +0.766 23.69 +0.505 24,93 +£0.510
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Cizelge 4.2: Real Time PCR sonuglari ile ilgili bilgiler.

10 ng/ml 10 ng/ml TRAIL 30 ng/ml TRAIL = 30 ng/ml TRAIL

TRAIL ve 50 ve 100 nm ve 10 nm ve 50 nm
nm Bortezomib Bortezomib Bortezomib Bortezomib

Gen x+SD X+ SD x+SD x+SD
TRAIL 22.50 +0.726 23.90 +0.097 22.82 +0.667 23.96 +0.270
DR4 24.04 +0.095 23.25 +0.289 23.61 +0.916 20.23 £1.201
DR5 24.27 +0.393 24,70 £1.091 24,94 +0.232 21.93 +0.881
DcR1 22.12 +0.070 23.31 £0.622 23.48 +£0.976 22.64 +0.235
DcR2 26.82 +£0.237 25.71 +0.127 25.51 +0.569 25.78 £0.109
OPG 26.03 +1.768 24.89 +0.096 23.79 +£0.968 24.19 £1.149
NFKB 24.95 £1.337 25.17 +0.386 25.81 +0.845 23.83 +1.368
Bcl-2 24.56 +0.389 23.74 £1.873 26.01 +0.814 25.81 +0.461
Bax 26.88 +£1.374 25.04 +0.584 25.44 £0.615 24.80 £0.244
Bcl-XL 24.61 +0.476 24.25 +0.378 23.33+£1.133 23.56 +0.270
GAPDH 24.25 +0.671 23.66 £0.447 24.54 +0.337 24.01 +0.140

Cizelge 4.3: 10 ng/ml TRAIL ve 50 nm Bortezomib; 10 ng/ml TRAIL ve 100 nm Bortezomib; 30 ng/ml
TRAIL ve 10 nm Bortezomib; 30 ng/ml TRAIL ve 50 nm Bortezomib grubu i¢in istatistiksel veriler.

30 ng/ml 10 nm 50 nm 100 nm

TRAIL ve 100 Bortezomib Bortezomib Bortezomib
nm Bortezomib

Gen x+SD x+SD x+SD x+SD
TRAIL 23.32 +0.681 23.44 £0.215 23.42 £0.130 23.39+0.116
DR4 19.79 £1.432 22.59 +0.638 22.69 £0.513 22.53 +0.627
DR5 24.39 +0.846 24.07 £0.832 24.07 +£0.898 24.04 +0.835
DcR1 22.92 £1.715 22.81 £0.219 22.76 £0.253 22.84 +0.303
DcR2 22.26 £1.422 25.98 £1.422 25.92 +0.216 25.94 +0.228
OPG 24.83 +£1.564 24.83+£0.111 24.58 £0.349 24.66 £0.365
NFKB 25.46 +£1.241 24.72 +£0.351 24.72 +0.367 24.77 +£0.361
Bcl-2 24.09 +0.079 25.16 £0.197 25.12+0.217 25.09 +0.248
Bax 24.65 +1.799 24.40 +0.704 24.41 £0.742 24.41 +0.516
Bel-XL 23.76 +1.468 24.09 +0.281 24.03 +0.369 24.08 +£0.315
GAPDH 23.46 £0.570 24.05 +£0.170 24.03 £0.202 24.09 £0.175
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Cizelge 4.4: Kontrol grubu ile kargilagtirildiginda “fold regulation” ve p degerleri.

Gen Fold Regulation (Kontrol grubu ile karsilastiriima)
Ornek 2 Ornek 3 Ornek 4 Ornek 5 Ornek 6 Ornek 7 Ornek 8 Ornek 9 Ornek 10 Ornek 11 Ornek 12

Fold p-degeri Fold p-degerii Fold p-degerii Fold p-degerii Fold p-degerii Fold p-degerii Fold p-degeri Fold p-degerii Fold |p-degeri Fold p-degeri| Fold | p-degeri
Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation

TRAIL| 146 | 0412 @ 114 | 0550 | -1.20 | 0978 | 225 | 0056  -177 | 0086 & 220 | 0115  -145 | 0106 | -1.36 | 0163 102 0964 (102 0988 109 0,696
DR4 = 138 | 0647 = 104 | 0901 & 260 | 0102  -257 | 0203 | -222 | 0236  -156 @ 0463 = 462 | 0098 @ 429 | 0204 ~1.08 0814 -1.18 0670 -1.01 0,909
DR5 1.02 | 0.992 172 | 0413 | 145 | 0270 @ -1.01 | 0861 | -204 | 0349 = -132 | 0293 @ 424 | 0100  -1.88 | 0173 101 0,995 -1.02 0979 104 0,894
DcRL | -1.09 | 0992 = 401 | 0070 = 134 0316 179 | 0139  -1.92 | 0055 | -118 | 0966 = 105 0699 = -167 | 0829 1,04 o778 101 0958 -1.03 0,857
DcR2 | 1563 | 0157 = 347 | 0062 = 628 | 0058 -154 | 0118 @ -1.07 | 079 | 197 | 0183 = 113 0084 886 | 0105 101 0899 104 0647 107 0,327
OPG | -240 | 0604 & 157 | 0167 & 196 | 0154 = -215 | 0196 | -146 | 0271 = 268 | 0087 = 140 | 0367 & -161 | 0799 107 0868  1.09 0840 1.07 0,873

NFKB | 836 0.116 2.85 0159 | -157 | 0113 = -1.02 | 0635 = -1.79 | 0163 @ -152 | 0326 1.81 0348 = 251 | 0054 -1.00 0955 -1.01 0930 -1.00 0,972

Bcl-2 | 1.44 0.134 1.34 0.449 1.28 0.296 1.78 0.100 2.09 0384 | -126 | 0349 @ -158 | 0.113 1.43 0.275 102 0566 [1.04 0388 111 0,088
Bax 161 | 0334 | 118 | 0816 @ 6.79 0097 = -468 | 0126 = -1.96 | 0242 | -141 | 0414 | -1.31 | 0429 104 0.793 1.04 | 0939 1.02 | 0932 1.06 0.956
Bel-XL| 161 | 0194 = 159 | 0402 | 1232 | 0051 = -119 | 0857 | -140 | 0.405 249 | 0208 147 | 0125 105 0850 | 105 | 0.864 107 | 0744 | 1.08 0.732
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Cizelge 4.5: Ornek 2 ile karsilastirildiginda “fold regulation” ve p degerleri

Gen Fold Regulation (Ornek 2 ile karsilastiriima)
Ornek 3 Ornek 4 Ornek 5 Ornek 6 Ornek 7 Ornek 8 Ornek 9 Ornek 10 Ornek 11 Ornek 12

Fold p-degerii Fold p-degerii Fold |p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold | p-degeri| Fold p-degeri

Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation
TRAIL 1,28 0577 -175 0441 154 0,716  -2,58 0,247 1,50 0,733 2,12 0,276 1,99 0294 -144 0,414 -144 0410 134 0,445
DR4 132 0,360 1,88 0,100 -3,54 0,018 -3,07 0,022 2,15 0116 335 0,09 311 0,222 149 0370 -1,62 0,216 -1,39 0,474
DR5 1,68 0412 142 0,255 -1,03 0,866 -2,08 0,346 -1,34 0,281 415 0,100 1,92 0,166  -1,03 0,998 -1,04 0,986 1,02 0,885
DcR1 438 0,073 147 0,398 1.9 0,178 -1.76 0221 -1,08 0976 115 0,836 -1.53 0,833 105 0915 1,08 0,988 1,06 0,945

DcR2 451 0,210 -2,49 0,303 -24,14 0,152  -16,76 0,157 -7,94 0,179  -13,90 0,159 -177 0526 -1549 0,158  -15,03 0,158  -14,59 0,159
opg 377 0,203 471 0,146 111 0,785 1,64 0,978 6,42 0,083 337 0,290 149 0,835 2,58 0,539 2,61 0,525 2,58 0,539

NFKB -2:93 0,243 -13,15 0,107 -8,50 0,133  -14,93 0,107 -12,70 0,109 -4,63 0,175 -20,97 0,102  -8,38 0,117 -8,46 0,116 -838 0,117

Bel-2 -1,07 0,825 -1,12 0,719 124 0,471 145 0,449 -181 0,095 -2,27 0,054 -1,00 0,916 140 0,146 -1,39 0,154 1,30 0,219
Bax 137 0,355 421 0,121 -7.5% 0,031 -3,16 0,052 -2,28 0,083 -211 0,080 -2,78 0329 -156 0,381 -1,58 0,408 1,52 0,319
Bel-xL 1,01 0,776 7,66 0,061 -1,91 0216 -2,25 0,121 154 0411 1,10 0,640 1,84 0482 -154 0,195 -1,50 0,214 1,49 0,218
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Cizelge 4.6: Ornek 3 ile karsilastirldiginda “fold regulation” ve p degerleri

Gen Fold Regulation (Ornek 3 ile karsilastiriima)
Ornek 2 Ornek 4 Ornek 5 Ornek 6 Ornek 7 Ornek 8 Ornek 9 Ornek 10 Ornek 11 Ornek 12

Fold p-degerii Fold p-degerii Fold |p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold | p-degeri| Fold p-degeri

Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation
TRAIL 1,28 0,577  -1,37 0,657 1,97 0,157 -2,01 0,156 1,93 0,229 -1,65 0,196  -1,55 0,231 -1,12 0,552 -1,12 0,533  -1,05 0,649
DR4 1,32 0,360 2,49 0,055 -2,68 0,058 -2,32 0,074 -1,63 0,345 442 0,090 4,10 019% -1,13 0,858 -1,23 0,629 -1,05 0,995
DR5 1,68 0412 -1,19 0542 -1,73 0,393 -351 0,302 -2,26 0,323 247 0,361 -3,23 0,282 -1,73 0,413 1,75 0,411  -1,64 0,430

DcR1 438 0,073 -2,98 0,103 -2,24 0,155 -7,69 0,052  -4,72 0,076  -3,81 0,075 6,71 0122  -4,16 0,069 -4,06 0,071 -4,12 0,070

DcR2 451 0,210 1,81 0,256  -5,35 0,047 -3,71 0,061 -1,76 0,303  -3,08 0,070 2,56 0197 -3,43 0,063 -3,33 0,065 -3,23 0,067
opg 377 0,203 1,25 0,444  -3,38 0,032  -2,29 0031 1,71 0,188 -1,12 0906  -2,53 0,285 -1,46 0,162 -1,44 0,148  -1,46 0,152
NFKB 2:93 0,243  -4,48 0,119  -2,89 0,264  -5,09 0,118 -4,33 0,128  -1,58 0,557 -7,14 0,104  -2,85 0,157  -2,88 0,156  -2,85 0,158
Bcl-2 1,07 0,825 1,04 0,708 1,33 0,853 1,56 0,487  -1,69 0,360 -2,11 0,287 1,07 0882 -1,31 0,463 1,29 0,470 -1,21 0,519
Bax 137 0,355 5,76 0,100 -5,51 0,038 -2,31 0,083 -1,66 0172  -1,54 0,158  -2,03 0,658 -1,14 0,894 1,15 0912 -111 0,843
Bel-xL 1,01 0,776  [7,75 0,071  -1,89 0,389 -2,22 0,322 156 0,636  -1,08 0,626  -1,82 0504  -1,52 0411 1,48 0,424  -1,47 0,427
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Cizelge 4.7: Ornek 4 ile karsilastirldiginda “fold regulation” ve p degerleri

Gen Fold Regulation (Ornek 4 ile karsilastiriima)
Ornek 2 Ornek 3 Ornek 5 Ornek 6 Ornek 7 Ornek 8 Ornek 9 Ornek 10 Ornek 11 Ornek 12

Fold p-degeri Fold p-degeri Fold |p-degerii Fold p-degerii Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degerii Fold | p-degeri| Fold p-degeri

Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation
TRAIL 1,75 0,441 1,37 0,657 2,69 0,109  -1,47 0421 2,63 0162 -1,21 0523 -1,13 0590 1,22 0,963 1,22 0,973 1,30 0,856
DR4 188 0,100 -2,49 0,055 -6,67 0,016 -5,78 0,018  -4,06 0,033 1,78 0,240 1,65 0,367 -2,80 0,060 -3,05 0,044 -2,61 0,071
DR5 142 0,255 1,19 0,542  -1,46 0,124  -2,96 0,088 -1,91 0,017 2,93 0,127 -2,73 0,020  -1,46 0,280 -1,48 0,273  -1,39 0,356
Dcr1 ~147 0,398 2,98 0,103 1,33 0473 -2,58 0,089 -1,58 0455 -1,28 0,402 -2,25 0,845 -1,39 0,284 -1,36 0,316 -1,38 0,298
DcR2 2.49 0,303 -1,81 0,256  -9,69 0,051 -6,73 0,058 -3,19 0,115 -5,58 0,062 141 0,436 -6,22 0,059 -6,03 0,060 -5,86 0,060
opg 471 0,146 1,25 0,444  -4,23 0,063 -2,87 0,074 1,36 0,463 -1,40 0,611 -3,16 0,187 -1,83 0,161 -1,80 0,159 -1,83 0,158
NEKB 13:15 0,107 4,48 0,119 1,55 0,384 -1,14 0,888 1,04 0,740 2,84 0,248  -1,59 0,239 157 0,074 1,55 0,085 1,57 0,089
Bcl-2 112 0,719 1,04 0,708 1,39 0,344 1,63 0,429 -1,62 0,188 -2,03 0,105 1,11 0,712  -1,25 0,323 -1,24 0,339 -1,16 0,460

Bax 421 0121 |-5,76 0,100 -31,78 0,072 -13,30 0,078 -9,58 0,084  -8,90 0,084  -11,69 0,093  -6,56 0,099 6,65 0,100 -6,38 0,097

Bel-xL -7.66 0,061 7,75 0,071  -14,66 0,051 -17,23 0,049  -4,96 0,089  -8,40 0,057  -14,09 0,054 -11,77 0,052  -11,47 0,052 -11,39 0,052
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Cizelge 4.8: Ornek 5 ile karsilastirldiginda “fold regulation” ve p degerleri

Gen Fold Regulation (Ornek 5 ile karsilastiriima)
Ornek 2 Ornek 3 Ornek 4 Ornek 6 Ornek 7 Ornek 8 Ornek 9 Ornek 10 Ornek 11 Ornek 12

Fold p-degeri Fold p-degeri Fold |p-degerii Fold p-degerii Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degerii Fold | p-degeri| Fold p-degeri
Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation

TRAIL ~1.54 0,716  -1,97 0,157  -2,69 0,109  -3,97 0,023  -1,02 0997  -3,26 0,026  -3,05 0,029 2,21 0,054 |-2,21 0,051  -2,07 0,061

DR4 354 0,018 2,68 0,058 6,67 0,016 1,15 0,739 1,64 0,357 11,85 0,062 11,00 0,152 2,38 0,165 2,18 0,161 2,55 0,148
DR5 1,03 0,866 (1,73 0,393 1,46 0124  -2,03 0,348 -1,31 0,181 4,27 0,09  -1,87 0,118  -1,00 0872 1,01 0,891 1,05 0,748
Dcr1 195 0178 2,24 0,155 -1,33 0473 -343 0,056 -2,11 0,215 -1,70 0,170  -3,00 0548 -1,86 0129 181 0,140 -1,84 0,134
DcR2 24,14 0,152 5,35 0,047 9,69 0,051 144 0,265 3,04 0116 1,74 0,047 13,67 0,098 1,56 0112 1,61 0,100 1,65 0,071
opg 111 0,785 3,38 0,032 423 0,063 1,47 0589 5,76 0,047 3,02 0,146 1,34 0591 231 0,126 2,35 0,104 231 0,119
NFEKB 890 0,133 2,89 0,264  -1,55 0,384 -1,76 0376  -1,49 0,438 1,84 0,561  -2,47 0292 1,01 0,622 1,00 0617 1,01 0,627
Bel-2 1,24 0471 1,33 0,853 -1,39 0,344 1,18 0,506 -2,24 0,076 -2,81 0,052 -1,24 0,609 -1,74 0,107 1,72 0,110 -1,61 0,137
Bax /95 0,031 551 0,038 31,78 0,072 2,39 0,354 3,32 0,130 3,57 0,066 2,72 0,392 485 0,126 4,78 0,146 4,98 0,079
Bel-xL 191 0,216  |1,89 0,389 14,66 0,051 -1,18 0,664 2,96 0,204 1,75 0,210 1,04 0,794 1,25 0,778 1,28 0,715 1,29 0,699
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Cizelge 4.9: Ornek 6 ile karsilastirldiginda “fold regulation” ve p degerleri

Gen Fold Regulation (Ornek 6 ile karsilastiriima)
Ornek 2 Ornek 3 Ornek 4 Ornek 5 Ornek 7 Ornek 8 Ornek 9 Ornek 10 Ornek 11 Ornek 12

Fold p-degeri Fold p-degeri Fold |p-degerii Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degerii Fold | p-degeri| Fold p-degeri

Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation
TRAIL 258 0,247 2,01 0,156 1,47 0,421 3,97 0,023 3,88 0,055 1,22 0,441 1,30 0,296 1,80 0,051 [1,80 0,032 1,92 0,025
DR4 3.07 0,022 2,32 0,074 5,78 0,018 -1,15 0,739 1,42 0,453 10,27 0,064 9,54 0,155 2,06 0,202 [1,89 0,206 2,21 0,178
DR5 2.08 0,346 3,51 0,302 2,96 0,088 2,03 0,348 1,55 0,716 8,65 0,078 1,08 0,883 2,02 0,358 2,00 0,367 2,13 0,314
Dcr1 1,76 0,221 7,69 0,052 2,58 0,089 343 0,056 1,63 0,363 2,02 0,060 1,15 0519 185 0,072 1,90 0,071 1,87 0,074
DcR2 16,76 0,157 33,71 0,061 6,73 0,058 -1,44 0,265 2,11 0,177 1,21 0,333 9,49 0,104 1,08 0,754 1,11 0,631 1,15 0,501
opc 164 0,978 2,29 0,031 2,87 0,074  -1,47 0,589 391 0,053 2,05 0179  -1,10 0,755 1,57 0,152 1,59 0,114 1,57 0,141
NEKB 14,93 0,107 5,09 0,118 1,14 0,888 1,76 0,376 1,18 0,712 3,23 0,244  -1,40 0,442 1,78 0,136 1,77 0,147 1,78 0,147

Bel-2 1,45 0,449  -1,56 0,487 -1,63 0429 -1,18 0,506 -2,63 0,364  -3,30 0,346  -1,46 0,458  -2,04 0,387 2,02 0,389  -1,89 0,398
Bax 316 0,052 2,31 0,083 13,30 0,078  -2,39 0,354 1,39 0429 1,49 0,267 1,14 0591 2,03 0,233 2,00 0,259 2,08 0,165

Bel-XL 225 0,121 2,22 0322 17,23 0,049 1,18 0,664 347 0,172 2,05 0,069 1,22 0,607 1,46 0,291 1,50 0261 151 0,251
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Cizelge 4.10: Ornek 7 ile karsilastirildiginda “fold regulation” ve p degerleri

Gen Fold Regulation (Ornek 7 ile karsilastiriima)
Ornek 2 Ornek 3 Ornek 4 Ornek 5 Ornek 6 Ornek 8 Ornek 9 Ornek 10 Ornek 11 Ornek 12

Fold p-degeri Fold p-degerii Fold |p-degerii Fold p-degerii Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold | p-degeri| Fold p-degeri

Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation
TRAIL -1,50 0,733  -1,93 0,229 -2,63 0,162 1,02 0,997 -3,88 0,055 -3,19 0,063 -2,98 0,068 -2,16 0,114 -2,16 0,111 -2,02 0,127
DR4 215 0,116 (1,63 0,345 4,06 0,033 -1,64 0,357 -1,42 0453 721 0,074 6,70 0171 145 0525 1,33 0,633 155 0,452
DR5 1,34 0,281 2,26 0,323 191 0,017 131 0,181 -1,55 0,716 558 0,081  -143 0,327 1,30 0314 1,29 0,327 1,38 0,261
Dcr1 1,08 0,976 4,72 0,076 1,58 0455 2,11 0,215 -1,63 0,363 1,24 0,854 -1,42 0829 1,14 0,968 (1,16 0,980 1,15 0,989
DcR2 7,94 0,179 1,76 0,303 3,19 0,115 -3,04 0,116 -2,11 0,177  -1,75 0,222 4,50 0,139 -1,95 0,186 -1,89 0,197 -1,84 0,205

opg 642 0,083 1,71 0,188  -1,36 0,463  -5,76 0,047 -391 0,053 -1,91 0276  -4,31 0,101  -2,49 0,000 -2,46 0,089  -2,49 0,089

NFEKkB 12,70 0,109 433 0,128 -1,04 0,740 1,49 0,438 -1,18 0,712 2,74 0,270  -1,65 0312 1,52 0,307 1,50 0324 1,552 0,315
Bcl-2 181 0,095 1,69 0,360 1,62 0,188 2,24 0,076 2,63 0,364 -1,25 0516 1,80 0,193 1,29 0,290 1,30 0,265 1,39 0,161
Bax 228 0,083 [1,66 0,172 9,58 0,084  -3,32 0130 -1,39 0429 1,08 0861  -1,22 0,794 1,46 0,388 1,44 0,414 1,50 0,312
Bel-xL 1,54 0411 1,56 0,636 4,96 0,089  -2,96 0,204  -3,47 0172 -1,69 0320 -2,84 0271 -2,37 0,212 231 0,219  -2,30 0,220
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Cizelge 4.11: Ornek 8 ile karsilastirildiginda “fold regulation” ve p degerleri

Gen Fold Regulation (Ornek 8 ile karsilastirilma)
Ornek 2 Ornek 3 Ornek 4 Ornek 5 Ornek 6 Ornek 8 Ornek 9 Ornek 10 Ornek 11 Ornek 12

Fold p-degeri Fold p-degeri Fold |p-degerii Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degerii Fold | p-degeri| Fold p-degeri
Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation

TRAIL 212 0,276  |1,65 0,196 121 0523 3,26 0,026  -1,22 0,441 3,19 0,063 1,07 0,504 1,48 0,048 1,48 0,017 1,58 0,015
DR4 -3.35 0,109  -4,42 0,090 -1,78 0,240  -11,85 0,062  -10,27 0,064 -7,21 0,074  -1,08 0,931  -4,98 0,088 |-5,43 0,082  -4,65 0,092

DR5 415 0,100 -2,47 0,361 -2,93 0127  -4,27 0,096  -8,65 0,078  -5,58 0,081 -7,98 0,073  -4,28 0,101 -4,33 0,100  -4,06 0,104

Dcr1 115 0,836 3,81 0,075 1,28 0,402 1,70 0170  -2,02 0,060 -1,24 0,854 -1,76 0,880  -1,09 0,560 1,06 0,692  -1,08 0,618
DcR2 13,90 0,159 3,08 0,070 5,58 0,062 -1,74 0,047 -1,21 0,333 1,75 0222 7,87 0,108 -1,11 0,104 -1,08 0,339  -1,05 0,333
opg 337 0,290 1,12 0,906 1,40 0,611  -3,02 0,146  -2,05 0,179 191 0276  -2,26 0370 -1,31 0,391 1,29 0,390 -131 0,386
NFKB 463 0,175 1,58 0,557 -2,84 0,248 -1,84 0561 -3,23 0,244  -2,74 0,270  -4,53 0,208 -1,81 0,343 1,83 0,341 -181 0,345
Bel-2 2,27 0,054 2,11 0,287 2,03 0,105 281 0,052 3,30 0,346 1,25 0516 2,26 0127 1,62 0,093 1,64 0,086 1,75 0,056
Bax 211 0,080 [1,54 0,158 8,90 0,084  -3,57 0,066  -1,49 0,267  -1,08 0861 -1,31 0827 1,36 0,401 1,34 0,430 1,39 0,315
Becl-xL 1,10 0,640 1,08 0,626 8,40 0,057 -1,75 0,210  -2,05 0,069 1,69 0,320 -1,68 0,624  -1,40 0,098 1,37 0,126  -1,36 0,131
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Cizelge 4.12: Ornek 9 ile karsilastirildiginda “fold regulation” ve p degerleri

Gen Fold Regulation (Ornek 9 ile karsilastiriima)
Ornek 2 Ornek 3 Ornek 4 Ornek 5 Ornek 6 Ornek 7 Ornek 8 Ornek 10 Ornek 11 Ornek 12

Fold p-degerii Fold p-degerii Fold |p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold | p-degeri| Fold p-degeri

Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation
TRAIL 1,99 0,294 1,55 0,231 1,13 0,590 3,05 0,029 -1,30 0,296 2,98 0,068 -1,07 0504 1,38 0,087 1,38 0,040 1,48 0,030
DR4 311 0,222 -4,10 0,196 -1,65 0,367  -11,00 0,152  -9,54 0,155  -6,70 0171 1,08 0,931 -4,63 0,192 -5,04 0,184  -4,32 0,197
prs 1,92 0,166 3,23 0,282 2,73 0,020 1,87 0,118 -1,08 0,883 143 0,327 7,98 0,073 1,87 0,186 (1,84 0,193 1,97 0,160
Dcr1 1,53 0,833 6,71 0,122 2,25 0,845 3,00 0,548 -1,15 0,519 142 0,829 1,76 0,880 1,61 0,802 (1,65 0,824 1,63 0,811
Dcr2 L.77 0,526  -2,56 0,197 -141 0,436  -13,67 0,098 -9,49 0,104  -4,50 0,139 -7,87 0,108 -8,77 0,105 -8,52 0,106  -8,26 0,107
opg 149 0,835 2,53 0,285 3,16 0,187 -1,34 0,591 1,10 0,755 431 0,101 2,26 0,370 1,73 0,728 1,75 0,715 1,73 0,731
NEKB 20,97 0,102 7,14 0,104 1,59 0,239 247 0,292 1,40 0,442 1,65 0,312 453 0,208 2,50 0,037 2,48 0,042 2,50 0,044
Bcl-2 1,00 0,916 1,07 0,882 -1,11 0,712 1,24 0,609 1,46 0,458 -1,80 0,193 -2,26 0,27  -1,40 0,292 -1,38 0,302 -1,29 0,370
Bax 278 0,329 2,03 0,658 11,69 0,093 -2,72 0,392 -1,14 0,591 1,22 0,794 131 0,827 1,78 0,753 1,76 0,753 1,83 0,754
Bel-xL 1,84 0482 1,82 0,504 14,09 0,054 -1,04 0,794 -1,22 0,607 2,84 0,271 1,68 0,624 1,20 0,881 1,23 0917 1,24 0,926
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Cizelge 4.13: Ornek 10 ile karsilastirildiginda “fold regulation” ve p degerleri

Gen Fold Regulation (Ornek 10 ile karsilastirilma)
Ornek 2 Ornek 3 Ornek 4 Ornek 5 Ornek 6 Ornek 7 Ornek 8 Ornek 9 Ornek 11 Ornek 12

Fold p-degeri Fold p-degeri Fold |p-degerii Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degerii Fold | p-degeri| Fold p-degeri

Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation
TRAIL 144 0414 1,12 0,552 -1,22 0,963 2,21 0,054 -1,80 0,051 2,16 0,114 -1,48 0,048 |-1,38 0,087 1,00 0,964 1,07 0,675
DR4 149 0,370 1,13 0,858 2,80 0,060 -2,38 0,165 -2,06 0,202 -1,45 0525 4,98 0,088 4,63 0,192  -1,09 0,818 1,07 0,888
Dr5 1,03 0,998 1,73 0413 1,46 0,280 1,00 0,872 -2,02 0,358  -1,30 0,314 4,28 0,101  -1,87 0,186 -1,01 0,984 1,05 0,891
Dcr1 1,05 0915 4,16 0,069 1,39 0,284 1,86 0,129 -1,85 0,072 -1,14 0,968 1,09 0,560 -1,61 0,802 (1,03 0,846 1,01 0,935
DcR2 15,49 0,158 3,43 0,063 6,22 0,059 -1,56 0,112 -1,08 0,754 1,95 0,186 1,11 0,104 8,77 0,105 (1,03 0,720 1,06 0,390
oPG 258 0,539 1,46 0,162 1,83 0,161 -2,31 0,126  -1,57 0,152 2,49 0,090 131 0,391 -1,73 0,728 1,01 0,977 1,00 0,989
NEKB 838 0,117 2,85 0,157  -1,57 0,074 -1,01 0,622 -1,78 0,136  -1,52 0,307 181 0,343  -2,50 0,037 -1,01 0,969 1,00 0,984
Bcl-2 140 0,146 1,31 0,463 1,25 0,323 1,74 0,107 2,04 0,387 -1,29 0,290 -1,62 0,093 1,40 0,292 1,01 0,458 1,08 0,073
Bax 156 0,381 1,14 0,894 6,56 0,099 -4,85 0,126  -2,03 0,233  -1,46 0,388  -1,36 0,401 -1,78 0,753 -1,01 0,990 1,03 0,975
Bel-xL 154 0,195 [1,52 0411 11,77 0,052 -1,25 0,778 -1,46 0,291 2,37 0,212 1,40 0,098 -1,20 0,881 [1,03 0,793 1,03 0,742
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Cizelge 4.14: Ornek 11 ile karsilastirildiginda “fold regulation” ve p degerleri

Gen Fold Regulation (Ornek 11 ile karsilastiriima)
Ornek 2 Ornek 3 Ornek 4 Ornek 5 Ornek 6 Ornek 7 Ornek 8 Ornek 9 Ornek 10 Ornek 12

Fold p-degerii Fold p-degerii Fold |p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold | p-degeri| Fold p-degeri

Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation
TRAIL 144 0410 1,12 0,533 -1,22 0973 221 0,051 -1,80 0,032 2,116 0,111 -148 0,017 -1,38 0,040 (1,00 0,964 1,07 0,572
DR4 1,62 0,216 1,23 0,629 3,05 0,044 -2,18 0,161 -1,89 0,206 -1,33 0,633 543 0,082 5,04 0,184 1,09 0818 1,17 0,709
DR5 1,04 0,986 1,75 0411 1,48 0,273 1,01 0,891 -2,00 0,367 -1,29 0,327 433 0,100 -1,84 0,193 1,01 0,984 1,07 0,876
Dcr1 1,08 0,988 4,06 0,071 1,36 0,316 1,81 0,140 -1,90 0,071  -1,16 0,980 1,06 0,692 -1,65 0,824  -1,03 0,846  -1,02 0,912
DcR2 15,03 0,158 3,33 0,065 6,03 0,060 -1,61 0,100 -1,11 0,631 1,89 0,197 1,08 0,339 852 0,106  -1,03 0,720 1,03 0,744
opGg 261 0,525 1,44 0,148 1,80 0,159 -2,35 0,104 -1,59 0,114 2,46 0,089 1,29 0,390 -1,75 0,715 -1,01 0,977 -1,01 0,964
NEKB 846 0,116 2,88 0,156  -1,55 0,085 -1,00 0,617 -1,77 0,147  -1,50 0,324 183 0,341 -2,48 0,042 1,01 0,969 1,01 0,955
Bcl2 1,39 0,154 1,29 0470 1,24 0,339 1,72 0,110 2,02 0,389 -1,30 0,265 -1,64 0,086 1,38 0,302 -1,01 0,458 1,07 0,104
Bax 158 0,408 1,15 0912 6,65 0,100 -4,78 0,146  -2,00 0,259 -1,44 0414 -1,34 0,430 -1,76 0,753 1,01 0,990 1,04 0,966
Bel-xL 1,50 0,214 1,48 0,424 11,47 0,052 -1,28 0,715 -1,50 0,261 231 0,219 1,37 0,126  -1,23 0,917 -1,03 0,793 1,01 0,953
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Cizelge 4.15: Ornek 12 ile karsilastirildiginda “fold regulation” ve p degerleri

Gen Fold Regulation (Ornek 12 ile karsilastiriima)
Ornek 2 Ornek 3 Ornek 4 Ornek 5 Ornek 6 Ornek 7 Ornek 8 Ornek 9 Ornek 10 Ornek 11

Fold p-degerii Fold p-degerii Fold |p-degerii Fold p-degerii Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold p-degeri Fold | p-degeri| Fold p-degeri

Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation Regulation
TRAIL 1,34 0,445 1,05 0,649 -1,30 0,856 2,07 0,061 -1,92 0,025 2,02 0,127  -1,58 0,015 -1,48 0,030 -1,07 0,675 -1,07 0,572
DR4 1,39 0,474 1,05 0,995 2,61 0,071 -2,55 0,148 -2,21 0,178  -1,55 0,452 4,65 0,092 432 0,197  -1,07 0,888 -1,17 0,709
pr5 1,02 0,885 1,64 0,430 1,39 0,356  -1,05 0,748 -2,13 0,314 -1,38 0,261 4,06 0,104 -1,97 0,160 -1,05 0,891 -1,07 0,876
Dcr1 1,06 0,945 4,12 0,070 1,38 0,298 1,84 0,134  -1,87 0,074 -1,15 0,989 1,08 0,618 -1,63 0,811 -1,01 0,935 1,02 0,912
DcR2 14,59 0,159 3,23 0,067 5,86 0,060 -1,65 0,071  -1,15 0,501 1,84 0,205 1,05 0,333 8,26 0,107  -1,06 0,390 -1,03 0,744
opG 258 0,539 1,46 0,152 1,83 0,158 -2,31 0,119 -1,57 0,141 2,49 0,089 131 0,386 -1,73 0,731  -1,00 0,989 1,01 0,964
NEKB 838 0,117 2,85 0,158  -1,57 0,089 -1,01 0,627 -1,78 0,147 -1,52 0,315 181 0,345  -2,50 0,044 11,00 0,984 -1,01 0,955
Bcl-2 1,30 0219 1,21 0519 1,16 0,460 1,61 0,137 1,89 0,398 -1,39 0,161 -1,75 0,056 1,29 0,370  -1,08 0,073  -1,07 0,104
Bax 152 0,319 1,11 0,843 6,38 0,097 -4,98 0,079 -2,08 0,165 -1,50 0,312 -1,39 0,315 -1,83 0,754  -1,03 0975 -1,04 0,966
Bel-xL 149 0,218 1,47 0,427 11,39 0,052 -1,29 0,699 -1,51 0,251 2,30 0,220 1,36 0,131 -1,24 0,926  -1,03 0,742 -1,01 0,953
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4.2 Western Blot Sonuclari
4.2.1. TRAIL protein sonuglari

TRAIL protein seviyesinin belirlenmesi i¢in poliklonal, rabbit primer antibody ve
HRP bagli sekonder antirabbit antibody kullanildi. TRAIL proteini ~32 kDa bant
biiyiikliigiinde gozlendi (Sekil 4.1). Kontrol grubu ile karsilastirilduinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmamaistir (p<0.05)

Sekil 4.1: TRAIL western blot membran gériintiisii ve protein seviyesi grafigi
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4.2.2. TRAIL-R1 (DRA4) protein sonuglari

TRAIL-R1 protein seviyesinin belirlenmesi i¢in poliklonal, rabbit primer antibody

ve HRP bagli sekonder antirabbit antibody kullanildi. TRAIL-R1 proteini yaklagik ~57 kDa
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bant biiyiikligiinde gozlendi (Sekil 4.2). Kontrol grubu ile karsilastirildiinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (p<0.05)

Sekil 4.2: TRAIL western blot membran goriintiisii ve protein seviyesi grafigi
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4.2.3. TRAIL-R2 (DR5) protein sonuglari

TRAIL-R2 protein seviyesinin belirlenmesi i¢in poliklonal, rabbit primer antibody
ve HRP bagli sekonder antirabbit antibody kullanildi. TRAIL-R2 proteini yaklagik ~57 kDa
bant bliyiikligiinde gozlendi (Resim 4.3) . Kontrol grubu ile karsilastirildiinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamastir (p<0.05)
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Sekil 4.3: TRAIL-R2 western blot membran goriintiisii ve protein seviyesi grafigi .
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4.2.4. TRAIL-R3 (DcR1) protein sonuglar:
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TRAIL-R3 protein seviyesinin belirlenmesi i¢in poliklonal, rabbit primer antibody
ve HRP bagli sekonder antirabbit antibody kullanildi. TRAIL-R3 proteini yaklagik ~255
kDa bant biyiikliginde gozlendi (Sekil 4.4). Kontrol grubu ile karsilastirildiinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaistir (p<0.05)
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Sekil 4.4: TRAIL-R3 western blot membran goriintiisii ve protein seviyesi grafigi.
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TRAIL-R4 protein seviyesinin belirlenmesi i¢in poliklonal, rabbit primer antibody

ve HRP bagli sekonder antirabbit antibody kullanildi. TRAIL-R4 proteini yaklagik ~34 kDa

4.2.5. TRAIL-R4 (DcR2) protein sonuglari

bant biiylikliigiinde gozlendi (Sekil 4.5). Kontrol grubu ile karsilastirildiinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (p<<0.05)
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Sekil 4.5: TRAIL-R4 western blot membran goriintiisii ve protein seviyesi grafigi.
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4.2.6. Osteoprotegerin (OPG) protein sonuglari

OPG protein seviyesinin belirlenmesi i¢in poliklonal, rabbit primer antibody ve
HRP bagli sekonder antirabbit antibody kullanildi. OPG proteini yaklagik ~105 kDa bant

biiytikligiinde gozlendi (Sekil 4.6). Kontrol grubu ile karsilastirildunda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik bulunmamaistir (p<0.05)
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Sekil 4.6: OPG western blot membran goriintiisii ve protein seviyesi grafigi
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4.2.7. NFKB protein sonuclari

NFKB protein seviyesinin belirlenmesi igin p50 alt {initesine 6zgii poliklonal, rabbit
primer antibody ve HRP bagli sekonder antirabbit antibody kullanildi. NFKB proteini
yaklasik ~118 kDa bant biyikliginde gozlendi (Sekil 4.7). Kontrol grubu ile
karsilastirildunda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaistir (p<0.05)
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Sekil 4.7: NFKB western blot membran goriintiisii ve protein seviyesi grafigi.
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4.2.8. BCL-2 protein sonuglari

Bcl-2 protein seviyesinin belirlenmesi ig¢in p50 alt tinitesine 6zgii poliklonal, rabbit
primer antibody ve HRP bagli sekonder antirabbit antibody kullanildi. Bcl-2 proteini
yaklastk ~28 kDa bant biyiikliginde gozlendi (Sekil 4.8). Kontrol grubu ile
karsilastirildunda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (p<0.05)
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Sekil 4.8: Bcl-2 western blot membran goriintiisii ve protein seviyesi grafigi.
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4.2.9. BAX protein sonuclari

Bax protein seviyesinin belirlenmesi i¢in poliklonal, rabbit primer antibody ve HRP
bagli sekonder antirabbit antibody kullanildi. Bax proteini yaklasik ~28 kDa bant
biiyiikliigiinde gozlendi (Sekil 4.9). Kontrol grubu ile karsilastirildiinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik bulunmamaistir (p<0.05)
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Sekil 4.9: Bax western blot membran goriintiisii ve protein seviyesi grafigi.
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4.2.10. BCL-XL protein sonuglari

Bcl-XL protein seviyesinin belirlenmesi i¢in poliklonal, rabbit primer antibody ve
HRP bagl sekonder antirabbit antibody kullanildi. Bax proteini yaklasik ~21 kDa bant
biiyiikliigiinde gozlendi (Sekil 4.10). Kontrol grubu ile karsilastirildiinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmamisgtir (p<0.05)
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Sekil 4.10: Bcl-XL western blot membran goriintiisii ve protein seviyesi grafigi.
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4.3 Hiicre Canhilik Testi (Cell Viabilty Assay) ve Apoptoz Assay Sonuglari

Olii hiicreler Trypan Blue ile boyanarak mavi, canli hiicreler renksiz olarak

gozlendi. Mikroskop altinda thoma laminda sayim yapilarak canli hiicre miktart tespit
edildi (Sekil 4.11).

Sekil 4.11: Canli ve 6lii hiicrelerin mikroskop altindaki goriintiisii
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Bortezomibin artan dozlariyla birlikte hiicre canlilik oraninin azaldigi goriilmiistiir.
(Cizelge 4.16)

Cizelge 4.16: Bortezomib uygulamalar1 sonras hiicre canlilik oranlarinin histogram grafigi

1,20 Hiicre Canlilik Orani (%)
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00
S N N &SSO N
*_06“ &\«QY \(&,&‘?\’x o\/(o 8 ng\/ N(‘\’X%QO \900 &00 (&&@ ‘\Q}o@
'\90% %QQ% @f&v\ é\,@?\ \QY\V @«Qy\ &/&V\ . V\V QQ&Q’O Q@%o QQ@Q)O
& @ & & @ PR
N P

Annexin V ve PI boyalar ile boyanan hiicreler apoptoz assay igin flow sitometride
okutuldu. Elde edilen sonuglar asagidaki gibidir (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17: Bortezomib uygulamalar1 sonrasi apoptotik hiicre orani (%).
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5. TARTISMA

Akciger kanseri vakalarinin %85’inden fazlasini olugturan NSCLC’nin anlasilmasi;
antitimorel ajanlardan olan TRAIL ve Bortezomib’in TRAIL bagimli apoptoz yolaklarinda
etkisinin arastirilmast igin, akciger kanseri hiicre hatt1 kiiltiirii hiicrelerinden olan A549
hiicre hattinda TNF-bagimli apoptoz-uyarici ligand (TRAIL) ile uyarilan apoptoz yolaginda
gorev alan genlerin ekspresyon profilleri arastirilmistir. Bu genlerle ilgili protein
miktarlariin incelenmesi; rekombinant TRAIL (rTRAIL) ve Bortezomib antitimor
ajanlarin ¢esitli kombinasyonlarinin bu yolak gen ekspresyonunu ve protein miktarlarin
nasil etkilendiginin belirlenmesi amag¢lanmistir. Akciger kanseri kanser kaynakli 6liimlerin
basinda gelmektedir. Artan sigara kullanimiyla birlikte akciger kanseri vakalarinda artig
gozlenmektedir. Kanser vakalarinda apoptoz ve hiicre proliferasyonu arasindaki dengenin

bozulmasinin patogeneze katkida bulunabilecegi bildirilmistir (1-3).

Calismamizda TRAIL ve Bortezomib uygulamasi yapilan hiicrelerde A549 hiicre
hatti fTRAIL proteini ve Bortezomib’in farkli konsantrasyonlarina 18 saat maruz
birakilmistir. Bu maruziyet sonrasinda hiicre hattinda TRAIL, TRAIL- R1, TRAIL-R2,
TRAIL-R3, TRAIL-R4, OPG, Bcl-2, Bax, Bcl-XL genlerinin RNA ve protein
ekspresyonlar1 belirlenmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu genler igin
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (p>0,05). Uygulama yapilan gruplar
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda; uygulama yapilan ve kontrol grubu arasinda belirtilen
ekspresyon ve protein seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmemistir (p>0,05). Artan TRAIL ve Bortezomib diizeyleriyle birlikte hiicre canlilik
oraninin azaldigir gézlenmistir. Apoptoz assay deney sonuglar1 elde edilen veriler RNA ve

protein ekspresyon sonuglarini destekler niteliktedir.

Apoptoz normal doku homeostazinin devam ettirilmesi; hiicre c¢ogalmasi ve
farklilagsmas: arasindaki dengenin saglanmasinda Onemli bir role sahiptir. Apoptoz
dokularda gelisim ve yaslanma sirasinda hiicre popiilasyonlarinin kontrol edilmesinde
homeostatik mekanizma olarak rol alir. Apoptoz ayni zamanda zararli etkenler veya
hastalik tarafindan hasar gérmiis hiicrelerin elenmesinde veya immiin sistem reaksiyonlari

sonucunda savunma mekanizmasi olarak kullanilabilir (14-17). Normal hiicrelerin aksine
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kanser hiicreleri apoptozdan kagarak hayatta kalma yetenegine sahiptir. Kanser hiicrelerinin
apoptozu baskilayabilmesi igin farkli mekanizmalari vardir. Ornegin tiimér siipresdr geni
p53 mutasyonlart DNA tamir proteinlerinin aktivasyonunu inhibe ederek apoptoun
baslamasin1 engelleyebilmektedir. Bu sayede hiicreler kontrolsiiz olarak biiyliyiip
cogalmasina olanak saglamaktadir. Buna ek olarak kanser hiicreleri proapoptotik faktorlerle
(Bcl-2, Bcel-xI gibi) antiapoptotik faktorler (Bax, Bim ve PUMA gibi) arasindaki dengeyi
bozabilmektedir. Proapoptotik faktorlerin miktarinin artmasi Apoptozdan kaginarak kanser
gelisimini saglamasinin yaninda, sisplatin, paclitaxel gibi antikanser ilaclarina direng
saglamaktadir. Ayn1 zamanda sigara i¢iminden kaynakli olarak akciger kanseri gelisim riski

arasinda iliski oldugu bir¢ok ¢aligmada gosterilmistir (1, 6-8).

Kemoterapi gibi kanser tedavilerinin ana prensibi apoptotik yolagin uyarilmasidir.
Yapilan bazi c¢aligmalarda kanser hiicrelerinde TRAIL’in apoptozu indiikleyebildigi
gosterilmistir (16-18). Bununla birlikte kanser hiicrelerinin %50’den fazlast TRAIL bagimli
apoptoz yolagina kars1 direnglidir. Yine de TRAIL direncinin ve istenmeyen apoptoz
engelleyici etkilerinin apoptoz sinyalini yeniden olusturan indiikleyebilen veya giiglendiren
terapilerle asilabilecegi gosterilmistir. Bu etkiyi gosteren ajanlar arasinda Bortezomib gibi
proteozom inhibitorleri TRAIL yolagini gesitli agamalarda etkileyerek hiicreleri TRAIL’e
duyarl hale getirmede etkili oldugu bulunmustur (47-49).

TRAIL-R1 ve TRAIL-R2 reseptorleri yliksek oranda sekans homolojisi gosterir ve
birbirinden farkli fonksiyonlar1 kesin olarak tanimlanmamistir. TRAIL-R1’deki bazi
mutasyonlar mesane kanseri, kronik lenfosittik 16kemi ve manto hiicreli lenfoma gibi ¢esitli
kanserlerle iligkilendirilmistir (15-19). TRAIL-R2’nin iki farkli splice varyanti vardir ve
birbirinden ekstraseliiler domaindeki 23 aminoasitlik farklilik vardir. Bu iki splice
varyantinin farkli roller iistlenip tistlenmedigi bildirilmemistir. Bu reseptoriin p53-bagimh
yolakla upregiile edildigi gdsterilmesine ragmen etoposide, proteozom inhibitdrleri ve 5-
florourasil gibi antikanser ilaglariyla p53-bagimsiz bir yolakla da upregiile edilebilecegi
bildirilmistir (20, 21, 34).
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Ester ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada TRAIL ve Bortezomibin farkli
kombinasyonlarin1 farklt Glioblastoma hiicre hatlarinda c¢alismiglardir. Bu c¢alismada
TRAIL, DR4, DR5 ve DcR1 ekspresyonlari; Bcl-2, Bcl-XL protein seviyelerini
arastirmistir (79). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda uygulama sonrasinda Glioblastoma
hiicre hatlarinda ekspresyon ve protein seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmamistir. Aynt zamanda TRAIL direngli bu hiicre hatlarinda NF-xB
aktivitesinin yiiksek oldugu bulunmustur. Bu c¢alismadan elde edilen TRAIL, DR4, DRS,
DcR1, Bcl-2 ve Bcl-XL sonuglari galisma sonuglarimizla benzerlik gostermektedir. Bunun
yaninda yiiksek NF-«kB aktivitesinin farkli kanser hiicre hatt1 sebebiyle ortaya cikabilecegi
diistiniilmektedir. Calismamiz uygulama gruplar karsilastirildiginda; TRAIL i¢in 5. 6rnek
ile 6, 8 ve 9. Ornekler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur.
Sirastyla 6rnek 5 ile karsilastirildiginda 3.97, 3.26 ve 3.05 kat azalma goriilmiistiir (p<0.05)
Ayni sekilde 6. ornek ile 5, 11 ve 12. 6rnekler arasinda fark bulunmustur. Sirasiyla 6rnek
6’ya gore ekspresyon seviyesinde 3.97, 1.80 ve 1.80 kat artma gozlenmistir (p<0.05).
Ornek 8 ile 5, 10, 11 ve 12. drnekler arasinda da anlamli bir farklilk bulunmustur. Sirasiyla
ornek 8’e gore ekspresyon seviyelerinde 3.26, 1.48, 1.48 ve 1.58 kat artis goriilmiistiir
(p<0.05). Ornek 9 ile 5, 11 ve 12. &rnekler arasinda anlamli bir farklilik bulunmustur.
Sirasiyla 6rnek 9’a gore ekspresyon seviyelerinde 3.05, 1.38 ve 1.48 kat artis goriilmiistiir
(p<0.05). Ornek 10 ile 8; 6rnek 11 ile 6, 8 ve 9 arasinda anlamli bir farklilik bulunmustur.
Sirasiyla ekspresyon seviyelerinde 1.48, 1.80, 1.48, 1.38 kat azalma goriilmiistiir (p<0.05).
Omek 12 ile karsilastirildiginda 6, 8 ve 9. Ornekler arasinda anlamli bir farklilik
bulunmustur. Sirasiyla ekspresyon seviyelerinde 1.92, 1.58 ve 1.48 kat azalma goriilmiistiir
(p<0.05). Bu sonuglar TRAIL i¢in kontrol grubu ile karsilastirildiginda ekspresyon
seviyelerinin degismedigi; uygulama gruplar1 aralarinda karsilastirildiginda ekspresyon

seviyelerinin degistigini gostermektedir.

Tuzak reseptorler (Decoy receptor) olarak da adlandirilan TRAIL-R3 (DcR1) ve
TRAIL-R4 (DcR2) reseptorleri diger iki reseptdriin aksine apoptotik sinyalin hiicre igine
iletilmesini gerceklestiremezler. NSCLC hiicre hatlarinda yapilan calismalarda DcR1

reseptOriiniin asir1 ekspresyonu ile TRAIL-hassas hiicrelerde apoptozun engellenebilecegi

64



gosterilmistir. Yapilan calismalarda DcR2 reseptoriiniin asir1 ekspresyonu ile DcR1
reseptorii gibi apoptozu engelleyici rol oynadigi gosterilmistir (16-18). DcR2 reseptoriiniin
Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB) gibi antiapoptotik genleri uyararak TRAIL-aracili
apoptoza karsi hiicreleri koruyabilmektedir.

Qing-Lin Fan ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢calismada A549 hiicrelerini TRAIL’in
farkli konsantrasyonlar1 ile muamele ettiklerinde (1.98-1600 ng/ml) DR4 ve DR5
ekspresyon seviyelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda bir farklilik bulunmamistir
(80). Bu sonuglar ¢alismamiz sonuglari ile benzerlik gostermektedir. Bunun yaninda
calismamiz aksine DcR2 ekspresyonunun ¢ok az sekilde asagi regiile oldugu gdsterilmistir.

Bu durumun uygulanan farkli TRAIL dozlarindan kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Jens ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada A549’u igeren farkli NSCLC hiicre
hatlarinda TRAIL ve Bortezomib’in etkilerini incelemislerdir. A549 hiicre yiizeylerinde
DR4 ve DRS ekspresyonlarinin arttigint ve bu kombinasyonun hiicreler igin sitotoksik
etkileri oldugu gosterilmistir (81). Calismamiz sonuglarinda bu genlerin ekspresyonu igin
bir farklilik gézlenmemistir. Yapilan bu calismada bu reseptorlerin transkript seviyesinin
artmasina ragmen protein miktarlarinda bir degisim olmadigi bulunmustur. Bu sonuglar
calismamiz sonuglari ile uyumludur. Yapilan bu ¢alismada DcR1 ve DcR2 reseptorlerinin
mRNA transkripsiyon seviyeleri yiikksek bulunmasina ragmen hiicre yilizeyinde bu
reseptorlere  rastlanmamustir.  Calismamiz  ekspresyon  sonucglar1 ile  benzerlik
gostermektedir. Bunun yaninda ¢alismamiz ileri analizlerinde DR4 genine uygulanan farkl
Bortezomib konsantrasyonlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur.
(p<0.05) Bu sonuglar calismamiz sonuglari ile benzerlik gostermektedir. Bunun yaninda
calismamiz uygulama gruplart karsilagtirildiginda; DR4 i¢in 2. 6rnek ile 5 ve 6. drnekler
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur. Sirasiyla 6rnek 2 ile
karsilastirildiginda 3.54 ve 3.07 kat azalma goriilmistiir (p<0.05). 4. 6rnek ile 5, 6 ve 7.
ornekler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur. Sirasiyla 6rnek 4 ile
karsilastirildiginda 6.67, 5.78 ve 4.06 kat azalma goriilmiistiir (p<0.05). 6. ornek ile 2 ve 4.
ornekler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur. Sirasiyla 6rnek 6 ile

karsilastirildiginda 3.07 ve 5.78 kat azalma goriilmiistiir (p<0.05). 7. 6rnek ile 4 arasinda
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istatistiksel olarak anlaml1 bir farklilik bulunmustur. Ormek 6 ile karsilastirildiginda 4.06
kat artig goriilmistiir (p<0.05). 11. ornek ile 4 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmustur. Ornek 6 ile karsilastirildiginda 3.05 kat artis griilmiistiir (p<0.05).
DR5 i¢in 9. 6rnek ile 4. 6rnek arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur.
Ornek 9 ile karsilastirldiginda ekspresyon seviyesinde 2.74 kat artis goriilmiistiir (p<0.05).
Bu sonuglar DR4 ve DRS5 icin kontrol grubu ile karsilastirildiginda ekspresyon
seviyelerinin degismedigi; uygulama gruplar1 aralarinda karsilastirildiginda ekspresyon

seviyelerinin degistigini gostermektedir.

Osteoprotegerin (OPG) diger reseptorlerin aksine hiicre i¢inde ¢oziiniir durumda
olan bir reseptdrdiir. OPG kemik yeniden yapilanmasinda osteoklast hiicrelerinin gelisimi
ve aktivasyonunda kritik rol oynar ve bu aktivite TRAIL bagimsiz bir yolak sebebiyledir.
OPG’nin  yiiksek afinite ile baglanan ligandi TNF-benzeri sitokin  olan
TRANCE/RANKL’dir. TRAIL-OPG arasindaki etkilesim heniiz net degildir. Pearse ve ark.
yaptig1 bir c¢alismada, myeloma hiicrelerinde OPG azalmasinin hiicre hayatta kalimini
arttirdigr gosterilmistir (90) Calismamizda kontrol grubu ve uygulama yapilan gruplar
arasinda OPG agisindan bir fark bulunamamistir. OPG icin uygulama yapilan gruplar
arasinda karsilastirma yapildiginda 3. ornek ile 5 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmustur. Ornek 3 ile karsilastirildiginda 3.38 kat artma gériilmiistiir (p<0.05).
5. ornek ile 2 ve 3 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur. Sirasiyla
ornek 3 ile karsilastirildiginda 3.38 ve 5.76 kat artma goriilmiistiir (p<0.05). Bunun yaninda
6. ornek ile 3, 7 ile 5. 6rnek arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur.

sirastyla 2.29 kat artma; 5.76 kat azalma goriilmiistiir (p<0.05).

NF-kB hiicre proliferasyonu ve apoptozun baskilanmasi gibi ¢esitli biyolojik
olaylarda diizenleyici olarak gorev alan antiapoptotik transkripsiyon faktoriidiir. Yapilan
caligmalarda TRAIL ve Bortezomib uygulamasinin NF-kB  ekspresyonunu
baskilayabilecegi gosterilmistir. Sanaz ve arkadaslarinin yaptig bir ¢alismada (82) TRAIL
ve Bortezomib’in farkli konsantrasyonlarinda (0.001 uM — 1 pM arasinda) uygulanmasi
sonucu NF-kB ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir. Calismamizda bu genin ekspresyonu

icin kontrol ve uygulama gruplar1 arasinda fark bulunamamistir. Bu durumun uygulanan
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Bortezomib konsantrasyonlarindan ve uygulama siiresinden kaynakli olabilecegini
diisindiirmektedir. Ayn1 zamanda yapilan ileri analizlerde 10 ng TRAIL ile uygulanan
Bortezomib konsantrasyonlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur

(p<0.05). Bu sonuglar yapilan bu Sanaz ve arkadaslarinin yaptigi bu ¢alisma ile uyumludur.

Yapilan bir ¢calismada glioblastoma hiicre hatlarinda yliksek NF-xB aktivitesinin,
bortezomibin TRAIL aracili apoptoza olan duyarliligini artirdigr gosterilmistir (51). Bu
calismada Bortezomib uygulamasi ile NF-kB ekspresyonun azaldigi ve hiicrelerin TRAIL
bagimli apoptoz yolagina karsi duyarl hale geldigi gosterilmistir. Calismamiz sonuglari bu
calisma sonuclarinin aksini gostermektedir. Caligmamizda NF-«xB mRNA ve protein
ekspresyon seviyeleri TRAIL ve Bortezomib uygulamasi ile degismemis, bunun sonucu
olarak A549 hiicrelerinin TRAIL bagimli apoptoz yolagina direngli oldugu goriilmiistiir.
Bunun sebebinin daha kisa uygulama siiresi ve farkli konsantrasyonlardan kaynakli

olabilecegi diisliniilmektedir.

Bortezomibin Bcl-2 ailesi {iyelerinin ekspresyonunu etkileyip TRAIL aracili
apoptoza duyarlilig1 artirarak mitokondriyel yolag: tetikledigi gdsterilmistir. Yapilan bazi
caligmalarda Bortezomibin Bcl-2 ve Bcl-XL ekspresyonu iizerinde etkili olmadig
gosterilmistir. Bcl-2 ve Bcl-XI ekspresyonunun NSLC hiicre hatlarinda genel olarak
Bortezomib uygulamasindan etkilenmedigi bildirilmistir. Naoko ve arkadaslarmin yaptigi
bir ¢aligmada (83) Bortezomib uygulamasinin Bcl-2 ve Bcl-XL seviyesini degistirmedigi
bildirilmistir. Bu sonuclar ¢aligmamiz sonuclariyla benzerdir. Bunun yaninda yapilan ileri
analizlerde 10 ng/ml TRAIL ic¢in 10 ve 100 nm Bortezomib konsantrasyon uygulamalari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliik bulunmustur p<0.05). Ling ve
arkadaslarmin yaptig1 bir ¢aligmada ise Bortezomibin Bcl-2’nin asagi regiilasyonuna yol

actig1 gosterilmistir (84).

Bax ve Bak proteinleri mitokondriyal yolakla apoptozun uyarilmasinda 6nemli rol
oynayan proapoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerinden oldugu gésterilmistir. Bax geni mutasyona
ugradig1 zaman veya inaktif oldugu durumlarda, TRAIL sinyal yolagiin erken safhalarinda

kaspaz-8 kesimi ve Bid islenmesinin olmamasi sebebiyle mitokondri zarinin
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polarizasyonunun ger¢eklemedigi, bunun sonucu olarak kaspaz-9 kesimi ve sitokrom-C
saliniminin bloke edildigi gosterilmistir. Bax ve Bak gibi proapoptotik, Bcl-2, Mcl-1 ve
Bcl-XL gibi antiapoptotik proteinleri i¢eren Bcl-2 ailesi tiyeleri arasindaki denge ile hiicre,

i¢ yolak veya mitokondriyel apoptoz yolagindan hangisine gidilecegine karar verir.

Li XW ve arkadaslarmin yaptig1 bir ¢alismada A549 hiicre hattinda Bortezomib’in
etkisi arastirilmistir. Bu ¢alismada Bortezomib ve SDG kombinasyonu kullanilmis, bunun
sonucu Bcl-2 ve Bax ekspresyonunun istatistiksel olarak azaldigi gosterilmistir (78). Aym
sekilde Naumann ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, noroblastoma hiicrelerinde
Bortezomib uygulamasi sonucu p53 ve Noxa ekspresyonunun arttigi; bunun sonucu olarak
TRAIL bagimli apoptoz yolaginda Bax ve Bak aktivitesinin arttigi, hiicrelerde TRAIL
aracili apoptoz goriildiigiinii ortaya koymuslardir (45). Calismamiz sonuglarinda bu protein
ekspresyon seviyelerinin degismedigi bulunmustur. Bu farkliliklarin kullanilan SDG ve

farkli kanser hiicre hatlar1 sebebiyle olabilecegi diistinilmektedir.

Sonu¢ olarak rTRAIL ve Bortezomib’in apoptotik etkisi hiicre tipi, uygulama
konsantrasyonu, uygulama siiresi gibi farkli o6zelliklere gore degismektedir. Yapilan
calismalarda TRAIL ve Bortezomib uygulamasmin hiicreleri TRAIL bagimli apoptoz
yolagina duyarli hale getirip getirmedigi yoniinde farkli bulgular vardir. Farkli hiicre
hatlarinda ve kanser tiplerinde farkli sonuglar elde edilmistir. Caligmamizda elde edilen
sonuglar A549 hiicre hattinin; kontrol grubu ile karsilagtirildiginda belirtilen
konsantrasyonlar i¢in uygulanan rTRAIL ve Bortezomib’in hiicreleri TRAIL bagiml
apoptoz yolagina hassas hale getirmedigi; mRNA ve protein ekspresyon seviyelerini
degistirmedigi gorlilmiistiir. Bunun yaninda ileri analizlerle Bortezomib uygulanan farkli

gruplar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olabilecegi bulunmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda kullanilan A549 hiicre hatlar kiiltiire edildikten sonra yukarida sz

edilen gruplara ayrilmistir. Gruplar TRAIL ve Bortezomib’in farkli konsantrasyonlarinda

18 saat siire ile muamele edilmistir. Biitiin deneyler 3 tekrar olacak sekilde

gerceklestirilmistir. Daha sonrasinda elde edilen sonuglar agsagidaki gibidir;

1.

TRAIL ekspresyon seviyesi kontrol Ct degeri 23.48, standart sapmasi1 +0.365; 10
ng/ml TRAIL Ct degeri 23.16, standart sapmas1 +£0.911; 30 ng/ml TRAIL Ct degeri
22.92, standart sapmasi +0.560; 10 ng/ml TRAIL ve 10 nm Bortezomib Ct degeri
24.61, standart sapmasi +£1.309; 10 ng/ml TRAIL ve 50 nm Bortezomib Ct degeri
22.50, standart sapmas1 +0.726; 10 ng/ml TRAIL ve 100 nm Bortezomib Ct degeri
23.90, standart sapmas1 +0.097; 30 ng/ml TRAIL ve 10 nm Bortezomib Ct degeri
22.82, standart sapmasi +0.667; 30 ng/ml TRAIL ve 50 nm Bortezomib Ct degeri
23.96, standart sapmasi £0.270; 30 ng/ml TRAIL ve 100 nm Bortezomib Ct degeri
23.32, standart sapmasi +0.681 olarak bulunmustur. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (p<0,05)

DR4 ekspresyon seviyesi kontrol Ct degeri 22.49, standart sapmasi +0.822; 10
ng/ml TRAIL Ct degeri 22.26, standart sapmast £0.911; 30 ng/ml TRAIL Ct degeri
22.06, standart sapmas1 +0.043; 10 ng/ml TRAIL ve 10 nm Bortezomib Ct degeri
21.98, standart sapmasi +0.845; 10 ng/ml TRAIL ve 50 nm Bortezomib Ct degeri
24.04, standart sapmasi £0.095; 10 ng/ml TRAIL ve 100 nm Bortezomib Ct degeri
23.25, standart sapmasi +0.289; 30 ng/ml TRAIL ve 10 nm Bortezomib Ct degeri
23.61, standart sapmas1 +0.916; 30 ng/ml TRAIL ve 50 nm Bortezomib Ct degeri
20.23, standart sapmas1 £1.201; 30 ng/ml TRAIL ve 100 nm Bortezomib Ct degeri
19.79, standart sapmasi +1.432 olarak bulunmustur. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (p<0,05)

DR5 ekspresyon seviyesi kontrol Ct degeri 24.07, standart sapmast +0.806; 10
ng/ml TRAIL Ct degeri 24.27, standart sapmas1 +0.669; 30 ng/ml TRAIL Ct degeri
22.92, standart sapmasi +1.085; 10 ng/ml TRAIL ve 10 nm Bortezomib Ct degeri
24.41, standart sapmast £0.780; 10 ng/ml TRAIL ve 50 nm Bortezomib Ct degeri
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24.27, standart sapmas1 £0.393; 10 ng/ml TRAIL ve 100 nm Bortezomib Ct degeri
24.70, standart sapmas1 +1.091; 30 ng/ml TRAIL ve 10 nm Bortezomib Ct degeri
24.94, standart sapmasi +0.232; 30 ng/ml TRAIL ve 50 nm Bortezomib Ct degeri
21.93, standart sapmasi1 £0.881; 30 ng/ml TRAIL ve 100 nm Bortezomib Ct degeri
24.39, standart sapmasi +0.846 olarak bulunmustur. Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (p<0,05)

DcR1 ekspresyon seviyesi kontrol Ct degeri 22.77, standart sapmast +0.221; 10
ng/ml TRAIL Ct degeri 23.13, standart sapmas1 +£0.100; 30 ng/ml TRAIL Ct degeri
20.40, standart sapmasi +0.564; 10 ng/ml TRAIL ve 10 nm Bortezomib Ct degeri
23.21, standart sapmasi +0.228; 10 ng/ml TRAIL ve 50 nm Bortezomib Ct degeri
22.12, standart sapmas1 +0.070; 10 ng/ml TRAIL ve 100 nm Bortezomib Ct degeri
23.31, standart sapmas1 +0.622; 30 ng/ml TRAIL ve 10 nm Bortezomib Ct degeri
23.48, standart sapmasi +0.976; 30 ng/ml TRAIL ve 50 nm Bortezomib Ct degeri
22.64, standart sapmasi £0.235; 30 ng/ml TRAIL ve 100 nm Bortezomib Ct degeri
22.92, standart sapmasi +1.715 olarak bulunmustur. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamuistir (p<0,05)

DcR2 ekspresyon seviyesi kontrol Ct degeri 26.01, standart sapmasi +0.105; 10
ng/ml TRAIL Ct degeri 22.27, standart sapmast £1.409; 30 ng/ml TRAIL Ct degeri
23.85, standart sapmasi +0.300; 10 ng/ml TRAIL ve 10 nm Bortezomib Ct degeri
24.23, standart sapmas1 +0.636; 10 ng/ml TRAIL ve 50 nm Bortezomib Ct degeri
26.82, standart sapmas1 £0.237; 10 ng/ml TRAIL ve 100 nm Bortezomib Ct degeri
25.71, standart sapmast £0.127; 30 ng/ml TRAIL ve 10 nm Bortezomib Ct degeri
25.51, standart sapmast £0.569; 30 ng/ml TRAIL ve 50 nm Bortezomib Ct degeri
25.78, standart sapmas1 +£0.109; 30 ng/ml TRAIL ve 100 nm Bortezomib Ct degeri
22.26, standart sapmasi +1.422 olarak bulunmustur. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamuistir (p<0,05)

OPG ekspresyon seviyesi kontrol Ct degeri 24.74, standart sapmasi +0.604; 10
ng/ml TRAIL Ct degeri 26.23, standart sapmas1 +£1.387; 30 ng/ml TRAIL Ct degeri
23.72, standart sapmasi +0.216; 10 ng/ml TRAIL ve 10 nm Bortezomib Ct degeri
24.63, standart sapmasi +0.450; 10 ng/ml TRAIL ve 50 nm Bortezomib Ct degeri
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26.03, standart sapmas1 £1.768; 10 ng/ml TRAIL ve 100 nm Bortezomib Ct degeri
24.89, standart sapmasi +0.096; 30 ng/ml TRAIL ve 10 nm Bortezomib Ct degeri
23.79, standart sapmasi +0.968; 30 ng/ml TRAIL ve 50 nm Bortezomib Ct degeri
24.19, standart sapmasi +£1.149; 30 ng/ml TRAIL ve 100 nm Bortezomib Ct degeri
24.83, standart sapmasi +1.564 olarak bulunmustur. Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (p<0,05)

NF-kB ekspresyon seviyesi kontrol Ct degeri 24.73, standart sapmas1 +0.444; 10
ng/ml TRAIL Ct degeri 21.90, standart sapmas1 +0.705; 30 ng/ml TRAIL Ct degeri
22.86, standart sapmasi +1.767; 10 ng/ml TRAIL ve 10 nm Bortezomib Ct degeri
26.26, standart sapmasi +0.615; 10 ng/ml TRAIL ve 50 nm Bortezomib Ct degeri
24.95, standart sapmas1 +£1.337; 10 ng/ml TRAIL ve 100 nm Bortezomib Ct degeri
25.17, standart sapmasi +0.386; 30 ng/ml TRAIL ve 10 nm Bortezomib Ct degeri
25.81, standart sapmasi +0.845; 30 ng/ml TRAIL ve 50 nm Bortezomib Ct degeri
23.83, standart sapmasi £1.368; 30 ng/ml TRAIL ve 100 nm Bortezomib Ct degeri
25.46, standart sapmasi +1.241 olarak bulunmustur. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (p<0,05)

Bcl-2 ekspresyon seviyesi kontrol Ct degeri 25.20, standart sapmast £0.219; 10
ng/ml TRAIL Ct degeri 24.91, standart sapmasi £0.435; 30 ng/ml TRAIL Ct degeri
24.42, standart sapmasi +0.725; 10 ng/ml TRAIL ve 10 nm Bortezomib Ct degeri
25.71, standart sapmas1 +0.081; 10 ng/ml TRAIL ve 50 nm Bortezomib Ct degeri
24.56, standart sapmas1 £0.389; 10 ng/ml TRAIL ve 100 nm Bortezomib Ct degeri
23.74, standart sapmasi +1.873; 30 ng/ml TRAIL ve 10 nm Bortezomib Ct degeri
26.01, standart sapmasi +0.814; 30 ng/ml TRAIL ve 50 nm Bortezomib Ct degeri
25.81, standart sapmas1 +£0.461; 30 ng/ml TRAIL ve 100 nm Bortezomib Ct degeri
24.09, standart sapmasi +0.079 olarak bulunmustur. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (p<0,05)

Bax ekspresyon seviyesi kontrol Ct degeri 24.47, standart sapmas1 +0.681; 10 ng/ml
TRAIL Ct degeri 24.01, standart sapmas1 £0.165; 30 ng/ml TRAIL Ct degeri 23.86,
standart sapmast £0.767; 10 ng/ml TRAIL ve 10 nm Bortezomib Ct degeri 22.57,
standart sapmasi +0.436; 10 ng/ml TRAIL ve 50 nm Bortezomib Ct degeri 26.88,
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10.

11.

12.

standart sapmas1 +£1.374; 10 ng/ml TRAIL ve 100 nm Bortezomib Ct degeri 25.04,
standart sapmasi1 +0.584; 30 ng/ml TRAIL ve 10 nm Bortezomib Ct degeri 25.44,
standart sapmas1 £0.615; 30 ng/ml TRAIL ve 50 nm Bortezomib Ct degeri 24.80,
standart sapmasi1 £0.244; 30 ng/ml TRAIL ve 100 nm Bortezomib Ct degeri 24.65,
standart sapmasi +1.799 olarak bulunmustur. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamstir (p<0,05)

Bcl-XL ekspresyon seviyesi kontrol Ct degeri 24.17, standart sapmasi +0.425; 10
ng/ml TRAIL Ct degeri 23.71, standart sapmas1 +£0.112; 30 ng/ml TRAIL Ct degeri
23.13, standart sapmasi +£0.901; 10 ng/ml TRAIL ve 10 nm Bortezomib Ct degeri
21.41, standart sapmasi +0.416; 10 ng/ml TRAIL ve 50 nm Bortezomib Ct degeri
24.61, standart sapmas1 +£0.476; 10 ng/ml TRAIL ve 100 nm Bortezomib Ct degeri
24.25, standart sapmas1 +£0.378; 30 ng/ml TRAIL ve 10 nm Bortezomib Ct degeri
23.33, standart sapmasi +1.133; 30 ng/ml TRAIL ve 50 nm Bortezomib Ct degeri
23.56, standart sapmasi £0.270; 30 ng/ml TRAIL ve 100 nm Bortezomib Ct degeri
23.76, standart sapmasi +1.468 olarak bulunmustur. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (p<0,05).
Yapilan bu ileri analizlerde DR4 geni i¢in 10 ng/ml TRAIL + 10 nm bortezomib ile
10 ng/ml TRAIL + 50 nm bortezomib ve 10 ng/ml TRAIL + 100 nm bortezomib
arasinda; 30 ng/ml TRAIL + 10 nm Bortezomib ile 30 ng/ml TRAIl + 50 nm
bortezomib ve 30 ng/ml TRAIL + 100 nm bortezomib arasinda; 10 ng/ml TRAIL +
50 nm bortezomib ile 30 ng/ml TRAIL + 50 nm bortezomib ve 30 ng/ml TRAIL +
100 nm bortezomib arasinda; 10 ng/ml TRAIL + 100 nm bortezomib ile 30 ng/ml
TRAIL + 100 nm bortezomib ekspresyonlar: arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmustur (p<0,05).

NFKB geni i¢in; 10 ng/ml TRAIL ile diger orneklerin (4, 5, 6, 7, 8, 9)
ekspresyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur
(p<0,05). Bax geni icin kontrol grubu ile 10 ng/ml TRAIL + 10 nm bortezomib; 10
ng/ml TRAIL ile 10 ng/ml TRAIL + 50 nm bortezomib; 10 ng/ml TRAIL + 10 nm
bortezomib ile diger ornekler (5, 6, 7, 8, 9) ekspresyonlar1 arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0,05). Bcl-xI geni i¢in; 10 ng/ml TRAIL
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+ 10 nm bortezomib ile 10 ng/ml TRAIL + 100 nm bortezomib ekspresyonlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0,05).

13. Belirtilen genler i¢in yapilan Western Blot deneylerinde elde edilen protein
seviyeleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik goriilmemistir (p<0.05) Bu sonuglar real time pcr sonuglarini destekler
niteliktedir.

14. Yapilan hiicre canlilik testleri sonucunda artan rTRAIL ve Bortezomib seviyelerinin
hiicre canliligini azalttigr goriilmiistiir.

15. Flow sitometri sonuglart rTRAIL ve Bortezomib uygulamasinin hiicreleri apoptoza

yonlendirmedigi goriilmiistiir.

Calismamiz sonucunda A549 hiicre hattinin; belirtilen konsantrasyonlar igin
uygulanan rTRAIL ve Bortezomib’in hiicreleri TRAIL bagimli apoptoz yolagina hassas
hale getirmedigi; mRNA ve protein ekspresyon seviyelerini degistirmedigi goriilmiistiir.
Akciger kanserinde TRAIL bagimli apoptoz yolaginin daha iyi anlasilabilmesi i¢in daha
farkl1 konsantrasyonlarda ve farkli siirelerde uygulama yapilmasi gerekmektedir. Ayni
sekilde antitiimorel aktivite gosterdigi bildirilen diger farkli kimyasallar ve Bortezomib
kombinasyonlar1 ile bu yolagin kanserdeki roliiniin daha iyl anlasilabilecegi
diistiniilmektedir. Bunun yaninda farkli kanser hatlarinda, TRAIL yolagindaki farklh

hedeflerin ¢alisilmasi gerekmektedir.
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EKLER

CALISMALARDA KULLANILAN KIMYASAL VE SOLUSYONLARIN
HAZIRLANMASI
Hazirlanan soliisyonlar genel olarak konsantre stoklar halindedir. Calisma
konsantrasyonlarini elde etmek i¢in stoklardan belli oranlarda alinarak seyreltilir.
Konsantrasyon doniisiimlerinde basit¢e su formiilden yararlanilabilir.
M1 XV1=M2XV2
M1= Hazirlanan stok konsantrasyon (M, N veya %)
V1= Stoktan alinmasi gereken miktar (V)
M2= Calisma (son) konsantrasyonu (M, N veya %)

V2= Hazirlanacak olan ¢ozelti (¢alisma ¢ozeltisi) miktar (V)

EK-1. Western Blot Soliisyonlari

1.1 SDS soliisyonu (%10)
10 gr. sodium dodesil siilfat (SDS) tartilarak bir miktar distile suda ¢oziiliir. Daha

sonra iizeri 100 ml’ye tamamlanarak %10’luk SDS soliisyonu elde edilmis olur.

1.2 Western Blot Running Buffer (10x)

30.3 gr. Tris base, 114.2 gr. glisin tartilarak bir miktar distile suda ¢oziiliir. Daha
sonra 1 litreye tamamlanarak 10x stok soliisyonu elde edilir. Bu stok soliisyonundan 100 ml
alinir. Uzerine %10 SDS soliisyonundan 10 ml eklenir. Daha sonra distile su ile 1 litreye

tamamlanarak 1x running buffer (%0.1 SDS) elde edilmis olur.

1.3 Western Blot Transfer buffer (10x)

30.3 gr. Tris base, 114.2 gr. Glisin tartilarak bir miktar distile suda ¢6ziiliir. Daha
sonra 1 litreye tamamlanarak 10x stok soliisyonu elde edilir. Bu stok soliisyonundan 100 ml
alinir. Uzerine 100 ml metanol eklenir ve distile su ile 1 litreye tamamlanarak 1x transfer

tamponu (%210 metanol) elde edilmis olur.
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1.4 %30 Akrilamid soliisyonu
300 gr. akrilamid, 8 gr. bisakrilamid tartilarak bir miktar distile suda ¢oziiliir. Uzeri

1 1t’ye tamamlanarak %30 akrilamid stok soliisyonu elde edilir.

1.5 Tris-HCI (pH 6.8)
15.76 gr. Tris-HCI bir miktar distile suda ¢oziiliir. Daha sonra pH 6.8’¢ ayarlanir.

Uzeri 100 ml’ye tamamlanarak Tris-HCI soliisyonu elde edilir.

1.5 Tris-HCI (pH 8.8)
15.76 gr. Tris-HCI bir miktar distile suda ¢6ziiliir. Daha sonra pH 8.8’¢ ayarlanir.

Uzeri 100 ml’ye tamamlanarak Tris-HCl soliisyonu elde edilir.

1.6 Amonyum persiilfat (%10)
0.1 gr amonyum persiilfat tartilarak 1 ml distile suda ¢oziiliir. Her calismada taze

olarak hazirlanir.

1.7 2x Laemmli Buffer
%210 SDS 4 ml, Gliserol 2 ml, 1 M Tris-HCI (pH 6.8) 1.2 ml, distile su 2.8 ml olarak

karistirilir. 2 gr. bromphenol blue tartilarak bu karisima eklenir ve ¢ozdiiriiliir. Daha sonra

100 ml’ye tamamlanarak 2x Laemmli Buffer elde edilir.

1.8 TBS soliisyonu (10x)
24 g Tris base, 88 g NaCl bir miktar distile suda ¢oziiliir. pH 7.6’ya ayarlandiktan

sonra lizeri 1 litreye tamamlanarak 10x TBS soliisyonu elde edilir.
1.8 TBS-T soliisyonu (1x)

10x TBS soliisyonundan 100 ml alinir ve ilizerine Tween-20’den 1 ml (%0.1)

eklenir. Daha sonra 1 litreye tamamlanarak TBS-T (1x) soliisyonu elde edilir.
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