T.C.
AKDENIZ UNIiVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBIi BiYOKIMYA ANABILIM DALI

TUMOR NECROSIS FACTOR-RELATED APOPTOSIS-
INDUCING LIGAND (TRAIL) VE EPOKSOMISIN’IN
OSTEOSARKOM HUCRELERINDE APOPTOZIS
UZERINE ETKILERI

UZMANLIK TEZIi

Dr. Ferhat HANIKOGLU

Antalya, 2014



T.C.
AKDENIZ UNIiVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBIi BiYOKIMYA ANABILIM DALI

TUMOR NECROSIS FACTOR-RELATED APOPTOSIS-
INDUCING LIGAND (TRAIL) VE EPOKSOMISIN’IN
OSTEOSARKOM HUCRELERINDE APOPTOZIS
UZERINE ETKILERI

UZMANLIK TEZI

Dr. Ferhat HANIKOGLU

Tez Damismam : Prof. Dr. Tomris OZBEN

“Kaynakga gosterilerek tezimden yararlanilabilir.”

Antalya, 2014

Bu calisma, Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimi
tarafindan 2011.04.0103.042 Proje No ile desteklenmistir.



TESEKKUR

Uzmanlik egitim siirecimde her asamada biiylik emegi ve destegi i¢in, ayrica
tez c¢alismamda kendisinin kurmus oldugu Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari’nin
imkanlarindan yararlanmami sagladigi i¢cin degerli danisman hocam saym Prof.Dr.

Tomris OZBEN’e,

Boliimiimiiziin  degerli hocalarindan Tibbi Biyokimya Anabilim Dali

Bagkanimiz sayin Prof.Dr. Giiltekin YUCEL’e,

Asistanlardan yardimimi hi¢bir zaman esirgemeyen, degerli hocamiz

Prof.Dr. Sebahat OZDEM’e,

Hiicre kiiltiiri ¢aligmalarimda bilgi ve deneyimlerinden faydalandigim degerli

asistan arkadaslarim Aysegiil CORT ve Ertan KUCUKSAYAN’a,

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’ndaki

biitlin degerli hocalarima ve sevgili asistan arkadaslarima,

Bugiinlere gelmemde biiyiik emegi gegen rahmetli anneannem Tiirkan INAL’a

ve tiim aileme,

Sabirla, sevgiyle ve essiz bir enerjiyle bana destek olan sevgili esime en igten

tesekkiirlerimi sunarim.



ICINDEKILER

Sayfa
Simgeler ve Kisaltmalar Dizini iv
Sekiller Dizini vi
1. GIRIS ve AMAC 1
2. GENEL BILGILER 2
2.1. Osteosarkom ve Epidemiyolojisi 2
2.2. Osteosarkom Etyolojisi 2
2.3. Osteosarkom Tedavisi 3
2.4. MG-63 ve Saos-2 Osteosarkom Hiicreleri 4
2.5. Apoptozis 4
2.5.1. Hiicre 6liimiiniin iki sekli: Apoptozis ve nekrozis 5
2.5.2. Apoptozisin asamalar1 6
2.5.3. Apoptozisin dnemi 6
2.5.4. Apoptozisde meydana gelen biyokimyasal ve morfolojik degisimler 7
2.5.5. Apoptozis yolaklar1 8
2.5.6. Kaspazlar 12
2.5.7. Bcel-2 ailesi 16
2.6. TRAIL 19
2.7. Ubikitin-Proteazom Yolag1 20
2.8. Proteazom inhibitdrleri ve Epoxomicin 22
3. MATERYAL VE METODLAR 24
3.1. Hiicre Kiiltiirii 24
3.1.1. Hiicre dizileri (MG-63 ve Saos-2) ve kullanilan ilaglar 24
3.1.2. Hiicrelerin deneylere hazirlanmasi i¢in gerekli ¢ozeltiler 24
3.1.3. Hiicrelerin ¢ogaltilmasi 25
3.1.4. Hiicrelerin dondurulmasi 25
3.1.5. Hiicrelerin ¢oziilmesi 25



3.2. Calisma Gruplar1 ve Deneyler
3.3. Hiicre Canlilik ve Sitotoksisite Deneyleri
3.3.1. MTT ile sitotoksisite dl¢timleri
3.3.2. WST-8 ile sitotoksisite dl¢iimleri
3.4. Apoptozisin belirlenmesi ve kaspaz aktivite dlgtimleri
3.4.1. TUNEL Deneyleri
3.4.2. Kaspaz Deneyleri
3.4.2.1. Hiicre lizatlarinda Kaspaz-3 aktivitesinin 6l¢iimii
3.4.2.2. Hiicre lizatlarinda Kaspaz-8 aktivitesinin 6l¢iimii
3.4.2.3. Hiicre lizatlarinda Kaspaz-9 aktivitesinin dl¢iimii
3.5. Bax Deney Y ontemi
3.6. BRADFORD Protein Tayin Yontemi
3.7. Istatistiksel Analiz

4. BULGULAR

4.1. Osteosarkom Hiicrelerinde Epoxomicinin Sitotoksisitesi

4.2. Osteosarkom Hiicrelerinde TRAIL’1n Sitotoksisitesi

4.3. TRAIL ve Epoxomicinin Kombine Dozlarinin Sitotoksisitesi
4.4. MG-63 ve Saos-2 Hiicrelerinin Morfolojik Goriintiileri

4.5. TUNEL Apoptotik Indeks Degeri

4.6. Kaspaz Bulgular1

4.7. Pro-apoptotik Bax Proteini Diizeyleri

5. TARTISMA
6. SONUCLAR
7. OZET

8. ABSTRACT

9. KAYNAKLAR

26
27
27
28
29
29
31
31
32
34
35
37
37

38
38
39
41
43
47
50
52

54

60

62

64

65



AIF
Apaf-1
APO-1
ATCC
ATP
Bcl-2
BH

BT
CAD
CED
DED
DIABLO
DMEM
DMSO
DNA
DR
EMEM
FADD
FasL
FasR
FBS

FDA

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZIiNi

Apoptozis Inhibe Edici Faktor
Apoptotik Proteaz Aktive Edici Faktor-1
Apoptozisi Tetikleyen Reseptor-1
American Type Culture Collection
Adenozin Trifosfat

B Hiicreli Lenfoma-2

Bcl-2 Homologu

Bilgisayarli Tomografi

Kaspaz Ile Aktive Edilen DNAaz

C Elegans kaspaz

Oliim Efektor Birimi

Diisiik pI Ile Direk Olarak IAP Baglayan Protein
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Dimetil Siilfoksit

Deoksiriboniikleik Asit

Oliim Reseptorii

Eagle's Minimal Essential Medium
Fas lliskili Oliim Birimi

FasR Ligandi

Oliim Reseptorii

Fetal Sigir Serumu

Amerikan Food and Drug Administration



IAP
ICAD
Kaspaz
MRG
mRNA
MTT
NADPH
NF-kB
NGF

OS

PBS
rhTRAIL
Smac/Diablo
tBid

TNF
TRAIL
TRAIL-R

TUNEL

UV

WST-8

Apoptozis Inhibitdr Proteinleri

Kaspaz Ile Aktive Edilen DNAaz inhibitor
SisteinAspartat Spesifik Proteaz

Manyetik Rezonans Goriintiileme

Mesajc1 Riboniikleik asid
[3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrasodyum bromid]
Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat
Niikleer Faktor Kappa B

Sinir bliyiime faktorii

Osteosarkom

Fosfat Tuzu Tamponu

Recombinant Human TRAIL

Mitokondriden Tiiretilen Ikinci Aktivator
Kirilmis Bid

Tiimor Nekrozis Faktor

TNF ile iliskili Apoptozis indiikleyici Ligand
TRAIL reseptoru

Terminal deoxynucleotidyl Transferase (TdT)-mediated dUTP

nick end labeling
Ultra Viyole Radyasyon

2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-

2H-tetrazolium monosodyum tuzu



2.1.
2.2,
2.3.
2.4.
2.5.
2.6.
3.1.

4.1.

4.2.

4.3.
4.4.
4.5.

4.6.

SEKILLER DiZINi

Apoptozisin ekstrinsik ve intrinsik yolaklar
Prokaspazin temel yapis1 ve kaspaz aktivasyonu
Memeli kaspaz ailesi ve C. Elegans kaspaz CED-3
Bcl-2 protein ailesi

Ubikitin-proteazom yolag1

Epoxomicin (C3HsoN4O7) agik formiili

DNA fragmanlarinin 3’-OH ucunun biotin ile isaretlenmesi ve
HRP baglanmasi

Farkli dozlardaki epoxomicin ile24, 48 ve 72 saat inkiibe edilen
MG-63 hiicrelerinin% canliligi. Deneyler 6 kez tekrarlandi (n=6)
ve degerler ortalama+SD olarak gdsterildi. 24 saatlik inkiibasyon
sonucu canlilik degerleri grafik lizerinde sayisal olarak verildi

Farkli dozlardaki epoxomicin ile 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilen
Saos-2 hiicrelerinin% canliligl. Deneyler 6 kez tekrarlandi (n=6)
ve degerler ortalama+SD olarak gosterildi. 24 saatlik inkiibasyon
sonucu canlilik degerleri grafik lizerinde sayisal olarak verildi

Saos-2 hiicrelerinde TRAIL sitotoksisitesinin doz-zaman grafigi
MG-63 hiicrelerinde TRAIL sitotoksisitesinin doz-zaman grafigi

(a) MG-63 hiicrelerinde TRAIL (T), epoxomicin (E) ve TRAIL-
epoxomicin kombine (E-T) uygulamalarinda canlilik ytizdeleri,
(b) Saos-2 hiicrelerinde TRAIL (T), epoxomicin (E) ve TRAIL-
epoxomicin kombine uygulamalarinda canlibik yiizdeleri.
Harflerin yanindaki rakamlar ila¢ dozlarmmi gostermektedir. Her
calisma alt1 kez tekrarland1 (n=6) ve degerler ort.+=SD olarak
verildi

MG-63 ve Saos-2 osteosarkom hiicrelerinin 10X biiyiitme ile elde
edilen mikroskobik goriintiileri. Canli MG-63 ve Saos-2 hiicreleri
adherent ve igsi sekilli hiicrelerdir. Olii hiicreler ise medyum
ylizeyinde yiizen yogunlagsmis yuvarlak noktalar olarak 11k
mikroskobunda goriilmektedir

Vi

Sayfa
12

13
14
17
21
22
31

38

39

40
40
42

43



4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

4.12.

10° hiicre/ml hiicre yogunlugunda petriye ekilen ve herhangi bir
madde ile inkiibe edilmeyen MG-63 kontrol hiicre grubunun, 24
saatlik medyum i¢indeki inkiibasyonu sonucu 4X biiylitme ile elde
edilen mikroskop goriintlisii. Canli MG-63 hiicreleri morfolojik
olarak igsi sekilli ve adherent hiicreler olarak goriilmektedir. Olii
MG-63 hiicreleri ise yapisamayan, morfolojik yapisini kaybetmis,
koyulasip, yuvarlaklagsmis, medyum ylizeyinde yiizen hiicreler
olarak goriilmektedir

10° hiicre/ml hiicre yogunlugunda petriye ekilen MG-63
hiicrelerinin, 100 ng/ml TRAIL ile 24 saatlik inkiibasyonu sonucu
4X biiyilitme ile elde edilen mikroskop goriintiisii. Petriye yapisan
canli hiicre yogunlugu kontrol grubuna gore azalmig olarak
goriilmektedir

10° hiicre/ml hiicre yogunlugunda petriye ekilen MG-63
hiicrelerinin, 100 nM epoxomicin ile 24 saatlik inkiibasyonu
sonucu 4X biyiitme ile elde edilen mikroskop goriintiisii. Petriye
yapisan canli hiicre yogunlugu kontrol grubuna gore azalmis olarak
goriilmektedir

10° hiicre/ml hiicre yogunlugunda petriye ekilen MG-63
hiicrelerinin, 100 ng/ml TRAIL + 100 nM epoxomicin kombine
dozu ile 24 saatlik inkiibasyonu sonucu 4X biiyiitme ile elde edilen
mikroskop goriintlisti. Canli hiicre yogunlugu diger gruplara
kiyasla oldukca azalmis olarak goriilmektedir. Olii hiicreler
yuvarlaklasip yogunlasmistir

10° hiicre/ml hiicre yogunlugunda petriye ekilen ve herhangi bir
madde ile inkiibe edilmeyen Saos-2 kontrol hiicre grubunun 24
saatlik inkiibasyon sonucu 4X biiyiitme ile elde edilen mikroskop
gortintiisii. Canl1 Saos-2 hiicreleri morfolojik olarak igsi sekilli ve
adherent hiicreler olarak goriilmektedir. Olii Saos-2 hiicreleri ise
yapisamayan, morfolojik yapisini kaybetmis, yuvarlaklagmis,
medyum ylizeyinde yiizen hiicreler olarak goriilmektedir

10° hiicre/ml hiicre yogunlugunda petriye ekilen Saos-2
hiicrelerinin, 100 ng/ml TRAIL ile 24 saatlik inkiibasyonu sonucu
4X biiyiitme ile elde edilen mikroskop goriintiisii

vii

Sayfa
43

44

44

45

45

46



4.13.

4.14.

4.15.

4.16.

4.17.

4.18.

4.19.

4.20.

10° hiicre/ml hiicre yogunlugunda petriye ekilen Saos-2
hiicrelerinin, 100 nM epoxomicin ile 24 saatlik inkiibasyonu
sonucu 4X biiyiitme ile elde edilen mikroskop goriintiisii

10° hiicre/ml hiicre yogunlugunda petriye ekilmis Saos-2
hiicrelerinin, 100 ng/ml TRAIL + 100 nM epoxomicin kombine
dozu ile 24 saatlik inkiibasyonu sonucu 4X biiyiitme ile elde edilen
mikroskop goriintlisii. Canli hiicre sayis1 olduk¢a azalmis olarak
goriilmektedir

Kontrol, TRAIL (100 ng/ml), epoxomicin (100 nM) veyaTRAIL
(100 ng/ml) + epoxomicin (100 nM) ile 24 saat inkiibe edilen Saos-
2 hiicrelerinin apoptotik indeks ylizdeleri

Kontrol, TRAIL (100 ng/ml), epoxomicin (100 nM) veya TRAIL
(100 ng/ml) + epoxomicin (100 nM) ile 24 saat inkiibe edilen MG-
63 hiicrelerinin apoptotik indeks yiizdeleri

40X ve 10X (sag alt kosedeki resim) biiylitmede TUNEL
boyamalarindan ornek resimler. Apoptozis gelismekte olan birkag
hiicre 6rnek olarak ok ile gosterilmektedir

MG-63 hiicrelerinde kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktivite
bulgular1

Saos-2 hiicrelerinde kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktivite
bulgular1

MG-63 ve Saos-2 hiicrelerinde pro-apoptotik Bax protein diizeyleri
(n=6, degerler ort.£SD olarak verildi)

viii

Sayfa
46

47

48

48

49

51

52

53



1. GIRIS ve AMAC

Osteosarkom en sik goriilen primer malign kemik tiimoridir (1).
Osteosarkom hastalarinda, kemoterapinin dezavantajlarindan ve yaklasik olarak
hastalarin yarisiin kemoterapdtiklere karsi direngli olmasindan dolayr (2), daha
etkin ve giivenli bir tedaviye ihtiya¢ duyulmaktadir. Kemoterapétik ilaglarm ¢ogu
hem normal hiicrelere, hem de kanser hiicrelerine hasar verirler. Kemoterapdtik
ilaglarin olusturdugu hiicre hasar mekanizmalarindan birisi, ¢esitli basamaklar
iizerinden kaspaz aktivasyonu ile apoptozisin aktive edilerek hiicre O0liimiine yol
acilmasidir. Apoptozis yolaklarmin 1yi anlasilmasi, kanser hiicrelerinde direkt olarak
apoptozisi indiikleyecek yeni tedavilerin gelistirilmesini saglayabilir. Apoptotik
mekanizmalarin rasyonel bir sekilde manipiile edilmesi, kanser tedavisinin basarili
olmasini saglayabilecektir. Bu nedenle alternatif bir tedavi yontemi, sadece malign
hiicrelerde kaspazlar1 direkt aktive edecek tedaviler gelistirmek olabilir.

TRAIL [Tiimoér Nekrozis Faktor (TNF) ile iliskili Apoptozis Indiikleyici
Ligand]’m normal doku ve organlara zarar vermemesinden dolay1 timor
tedavilerinde yeni bir donem acacagi disiiniilmekte ve bircok tiimérde TRAIL
denenmektedir (3,4). Bazi osteosarkom tiplerinin TRAIL’e karst direngli oldugu
bilinmektedir (5). Cesitli kanser hiicrelerinde proteazom inhibitorlerinin TRAIL
hassasiyetini arttirdigini bildiren yaymlar vardir (6,7). Ancak TRAIL’e direngli
osteosarkom hiicrelerinde proteazom inhibitdrlerinden, epoxomicinin (epoksomisin)
bu direnci nasil etkiledigi daha once calisilmamistir. Ayrica yaptigimiz literatiir
taramasinda epoxomicinin osteosarkom hiicreleri {izerine etkisini arastiran bir
calismaya rastlamadik. Bu sebeple yaptigimiz bu ¢calismada TRAIL ve bir proteazom
inhibitorii olan epoxomicinin osteosarkom hiicreleri iizerindeki potansiyel sitotoksik
etkilerini incelemeyt ve TRAIL ile epoxomicinin birlikte uygulanmalarmnin

osteosarkom hiicrelerindeki TRAIL direncine etkisini ortaya ¢ikarmay1 planladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Osteosarkom ve Epidemiyolojisi

Osteosarkom (OS) osteoid liretmesi ile karakteristik olan primer bir malign
kemik tiimoriidiir. Primer kemik maligniteleri arasinda OS en sik goriilendir (1). OS
olgularinin tanisinda bilgisayarli tomografi (BT) yararli olmakla birlikte, hastalarin
ayrintili degerlendirmesinde (yumusak doku uzanimi, eklem uzanimi, sinir-damar
komsulugu vs.) manyetik rezonans goriintiilleme (MRG), 6zellikle dinamik MRG ¢ok
degerlidir. BT ve dinamik MRG degerlendirmeleri yapilan hastaya OS 6n tanisiyla
biyopsi (tru-cut) yapilir. Patolojik incelemede anaplastik stromal hiicrelerin ve
onlarn tirettigi osteoidin gosterilmesi ile kesin tan1 konulur (8).

Hastalarin yaklasik %60°1 25 yasin altindadir. Ergenlik doneminde goriilme
siklig1 pik yapan bu tiimor, iskelet biiylimesinin hizli oldugu yaslarda siktir. OS, pik
insidansint 18 yas civarinda yapmakta ve genellikle cocuklar1 ve addlesanlari
etkilemektedir (1, 9).

Klinikte en sik olarak agr1 (%90), kemikte sislik (%350), hareket kisitliligi
(%45), patolojik kirik (%38), ates ve gece terlemeleri goriiliir. Bazen uzun kemiklerin
hizl1 bliylimesi ve eklem eflizyonu nedeniyle eklem sisligi de goriilebilir. En 6nemli
tutulan alanlar yiik binen ekleme yakm tiibiiler kemiklerin metafizleri olup, femur
distali (%50), tibia proksimali (%25) ve humerus proksimali (%10), fibula
proksimali (%35)’dir. Nadiren diafizlerden de tiimdr baslayabilir. Ulkemizde
hastalarin cogunda (%91) OS, ekstremiteye yerlesmektedir (8).

2.2. Osteosarkom Etyolojisi

OS’un etyolojisi tam olarak aydmlatilamamistir. Cevresel etmenlerin OS’a
yol actigina dair giiclii kanitlar yoktur. OS’a neden oldugu bilinen tek ¢evresel ajan
iyonize radyasyondur. Radyasyon maruziyeti, OS’larin yaklasik %2’sinde vardir
(10). Alkilleyici ilaglar da nadiren osteosarkoma yol acabilmektedir. Osteoblastom,
osteokondrom gibi neoplastik; Paget hastaligi, kronik osteomiyelit, metal protez
varligi gibi non-neoplastik durumlarin osteosarkoma neden olabilecegi

distiniilmiistiir (11).



2.3. Osteosarkom Tedavisi

1970’lerden 6nce OS sadece cerrahi ampiitasyon yapilarak tedavi edilen,
survi kisa, hastalarin %80’inin metastatik hastaliklardan 6ldiigii bir hastalikti. OS,
kemoterapinin tedaviye girmesinden dnce yalniz cerrahi yapilan hastalarda 5 yillik
yasam sanst %10-20 olan en agresif ve Oliimciil kemik tiimorleri grubunda yer
altyordu (12). Ayrica OS’un tedavi zorluklarindan biri de radyoterapinin sagaltici
ozelliginin bu hastalik i¢in olmamasidir. Ciinkii bu tiimdr i¢in radyoterapinin etkili
olabilmesi i¢cin 80 gray ve ilizeri dozlar gerekir ki, bunun uygulanmasi da olasi
degildir (8).

Son 30 yilda, tiimor davramisinin daha iyi anlasilmasi, yeni gelistirilen
tedaviler, cerrahi teknikler ve implant tasarimlar1 ile osteosarkomlu hastalarin
sagkaliminda 6nemli bir artis olmustur (13). Giiniimiizde OS tedavisindeki tedavi
protokolii adjuvan, neo-adjuvan kemoterapi ve wuzuv koruyucu cerrahidir.
Kemoterapinin cerrahi tedaviye dahil olmasi ve tedavi protokollerinin gelismesi ile
prognozda iyilesmeler gdzlenmistir. Metastaz yapmamis, cerrahi olarak tiim lezyonu
cikartilmis kemoterapi alan hastada 5 yillik yasam yiizdesi %60-70’e yilikselmistir
(14,15). Osteosarkomda en sik kullanilan kemoterapdtik ilaglar metotreksat,
doksorubisin, sisplatin ve vinkristindir. Fakat bu kemoterapdtiklerin normal doku ve
organlara sitotoksik etkilerinin olmasi ve ayni zamanda vakalarin siklikla
kemoterapiye direncli olmasi tedavinin major problemleridir (16,17). Kemoterapiye
direngli osteosarkom hastalar1 i¢in yeni, giivenli ve daha efektif anti-kanser
tedavilerinin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir. Bu amagcla son yillarda bir¢ok tiimoriin
tedavisinde denenen TRAIL’m osteosarkomda da denendigi caligmalar mevcuttur
(18-20). Bu ¢aligsmalarin ¢ogunda, osteosarkom hiicrelerinin, TRAIL 1n apoptozisi

indiikleyici etkisine kars1 direncgli oldugu tespit edilmistir (19).



2.4. MG-63 ve Saos-2 Osteosarkom Hiicreleri

Epitelyal morfolojiye sahip olan Saos-2 (osteogenik sarkoma) hiicreleri, 1973
yilinda Fogh ve arkadaslar1 tarafindan, 11 yasindaki primer osteosarkomlu beyaz bir
kiz c¢ocugundan elde edilmistir (21). 1987°de Rodan ve arkadaslari, Saos-2
hiicrelerinin bir¢ok osteoblastik 6zelliginin oldugunu, osteoblast benzeri hiicreler ve
kemikle ilgili molekiiller i¢in siirekli bir kaynak olusturabilecegini belirtmislerdir
(22). Saos-2 hiicreleri, 1yi tanimlanmis ve kisa ikilenme 6mrii sayesinde ¢ok miktarda
iiretilebilen kanser hiicreleridir. Saos-2 hiicreleri, normalde osteoblastik hiicrelerin
yapabildigi gibi tam olarak differansiye olabilirler. Saos-2 hiicreleri mineralizasyona
hazir bir ekstraseliiler matriks iiretebilirler. Bu 6zelligi sayesinde Saos-2 hiicreleri,
insan hiicrelerinin osteoblastik doniistimiiniin son evrelerinin incelenmesinde degerli
bir model olustururlar (23).

Fibroblastik morfolojiye sahip olan MG-63 (osteogenik sarkoma) hiicreleri,
1977 yilinda Billiau ve arkadaslar1 tarafindan, 14 yasindaki primer osteosarkomlu

beyaz bir erkek ¢cocugundan elde edilmistir (24).

2.5. Apoptozis

Apoptozis terimi, Kerr ve ark. tarafindan programli hiicre Olimiinii
tanimlamak i¢in kullanmilmistir (25,26). Apoptozis ‘apo’ =ayri, ‘ptosis’ =diismek
kelimelerinin birlesmesiyle olusmustur (27). Apoptozis kelimesi ilk kez Homeros
tarafindan sonbaharda yaprak dokiimiinii tanimlamak i¢in kullanilmis bir sézctiktiir
(25,28). Malignite, protoonkogenlerde, tiimor supresor genlerde, apoptozisi
diizenleyen genlerde ve DNA onarim genlerinde meydana gelen mutasyonlar sonucu
ortaya c¢ikar. Bu mutasyonlar sonucunda, biiyiime sinyallerinin kendiliginden
iretilmesi, biliylime baskilayici sinyallerin inhibisyonu, hiicrenin apoptozise
girmemesi ve apoptozis mekanizmasinin bozulmasi sonucu hiicrenin sonsuz
replikasyon yetenegi kazanmasi, malignite olusumunun temel mekanizmalarini
olusturur. Apoptozis, yaslanmis, hasarli ya da gereksiz hiicrelerin organizmadan
uzaklastirilmasia olanak saglayan ve genetik olarak kontrol edilen programli hiicre
olimiidiir. Apoptozis, hiicre degisimi, doku yenilenmesi ve hasarli hiicrelerin

uzaklastirilmasi i¢in gerekli bir mekanizmadir (29,30).



2.5.1. Hiicre oliimiiniin iki sekli: Apoptozis ve nekrozis

Apoptozis ve nekrozis, farkli sartlarda indiiklenen, morfolojik ve
biyokimyasal Ozellikleri farkli olan, hiicre Olimiiniin iki degisik seklidir (31).
Nekrozis, geri doniisiimsiiz hasar sonucu olusan ve hiicrenin 6liimiine yol acan pasif
bir olaydir. Nekrozis, asir1 stres kosullar1 veya toksik ajanlarin neden oldugu akut
hiicresel disfonksiyonun bir sonucudur ve hizli ATP tiiketimi kendisine eslik eder
(30). Nekrozisle 6len hiicreler, siserek lizize ugrar. Ag¢iga ¢ikan hiicre igerikleri,
komgsu hiicreleri etkileyerek ve proinflamatuar hiicreleri lezyon alanma ¢ekerek, daha
ileri doku hasarina sebep olur ve inflamatuar bir yanit olusturur (30,32).

Apoptozis, morfolojik ve biyokimyasal olarak farkli, yaslanmis, hasarli ya da
gereksiz hiicrelerin organizmadan uzaklastirilmasina olanak saglayan ve genetik
olarak kontrol edilen programli hiicre oliimiidiir. Apoptozis, hiicre degisimi, doku
yenilenmesi ve hasarli hiicrelerin uzaklastirilmasi i¢cin yaygm bir mekanizmadir
(29,30). Nekrozis patolojik bir olaydir; apoptozis ise fizyolojik veya patolojik
uyaranlarla olusabilir. Apoptosizin nekrozise gore birgok avantaji vardir. Apoptotik
hiicreler, fagositler tarafindan temizlenip, intraseliiler olarak parcalanirlar. Boylece
inflamatuar yanitin indiiksiyonu Onlenerek ¢evre dokular hasardan korunur (32).
Apoptozis, hiicre biiziilmesi, kromatin kondansasyonu, membran kabarciklarinin
olusumu (blebbing), oligoniikleozomal DNA fragmantasyonu, komsu hiicreler veya
fagositler tarafindan fagosite edilen apoptotik cisimlerin olusumu ile karakterize
edilen, 1y1 diizenlenmis kompleks bir prosestir (30,32-36).

Apoptotik siireg, hem eksternal hem de internal faktorler tarafindan
baslatilabilir (37,38). Internal faktodrler siklikla reseptdr aracilidir ve FAS reseptorii,
TNF ailesi reseptorleri ve purinerjik reseptor P,z apoptozisle ilgilidir. Biiylime
faktorlerinin eksikliginin ve hormon konsantrasyonlarinin degisiminin lenfosit,
memeli ve prostatik hiicreler gibi hassas hiicrelerde, apoptozisi baslattigi
gosterilmistir. Apoptozisi indiikleyen eksternal tetikleyiciler, DNA hasarini, oksijen
veya besin eksikligini ve viral enfeksiyonlar1 icermektedir. Oksidatif stres, iyonize ya
da UV (ultraviyole) radyasyon, kemoterapotik ajanlar, yiiksek 1s1, bliylime faktorleri,
hormon azalmasi, glukokortikoidler, sitokinler gibi bir¢ok uyaran ve onarillamayan

DNA hasar1 apoptozisi baslatabilir (29,36).



DNA’ya hasar veren uyaranlara maruz kalindiginda, bir hiicrenin apoptozis
ya da nekrozis tarafindan oldiiriilecegi, DNA hasarmnin tipine, maruziyetin siliresine
ve konsantrasyonuna baghdir. Ayrica apoptozis kurtarici molekiillerinin varligma ve
tetikleyici molekiillerin fonksiyonuna da baghdr (38). ATP’nin hiicre i¢i
konsantrasyonu, hiicre 6lim seklinin secilmesinde Onemlidir. ATP’nin yiiksek
konsantrasyonda olmas1 apoptozisin baskin olmasina sebep olurken, ATP nin diisiik

konsantrasyonda olmasi1 hiicrenin nekrozise dogru kaymasina sebep olur (28).

2.5.2. Apoptozisin asamalari

Apoptozis 3 asamaya ayrilabilir. Ilk asamada, hiicre apoptotik bir sinyal alur.
Hiicreye, hem i¢ten hem de distan gelen cesitli uyaranlar, apoptotik yolaklar1 aktive
edebilir. Bunlara 6rnek olarak, hiicre yiizey reseptorlerinin baglanma ile uyarilmasi,
esansiyel biiylime faktorlerinin ortamdan uzaklastirilmas: ya da hiicrelerin ¢esitli
kimyasal ajanlara maruz birakilmasi verilebilir. Bunlara ek olarak, hiicrelerin UV ya
da 1yonize radyasyona, 1siya ve osmolarite degisikliklerine maruz kalmalari,
apoptozisi uyarabilir.

Apoptozisin ikinci asamasinda hiicreler tiim bu c¢esitli sinyalleri toplar ve
apoptozisi devam ettirir ya da ettirmez. Bu olaylar aktivasyon-inaktivasyon,
serin/treonin ve tirozin kinaz, fosfataz ve seramidleri de igeren lipid ikincil
mesajcilarin sentezi, degismis gen ekspresyonlart ve kaspaz olarak bilinen 6zel
proteazlarin aktivasyonu gibi bir¢ok sinyal yolaklarimi igerir. Apoptozisin devami
icin son karar, apoptotik ve hayati faktorlerin (Bcl-2 grubu proteinleri igerir) goreceli
diizeyleri, hiicrelerin metabolik durumlar1 ve hiicre siklus durumu gibi bir¢ok faktore
baghdir. Son caligmalar bircok apoptotik uyaranin mitokondri tarafindan alinip
degerlendirildigini gostermistir. Apoptozisin son asamasinda genel yikici bir sinyal
yolag1 aktive olur ve apoptozis ile ilgili karakteristik morfolojik degisiklikler

tetiklenir (25,37).

2.5.3. Apoptozisin 6nemi

Apoptozis, yasamin gerekli bir parcasidir. Bagisiklik sisteminde, gelisme ve
hiicresel homeostazis gibi bir¢ok biyolojik siirecte, istenmeyen ya da fazla tiretilmis
hiicrelerin yok edilmesi icin, apoptozis gereklidir. Apoptozisin regiilasyonunun

bozulmasi, kanser, otoimmiinite, ndrodejenaratif hastaliklar, hemopoietik



bozukluklar ve infertilite gibi klinik bozukluklarla iligkilidir (28,39). Belirli beyin
noronlarindaki kontrolsiiz apoptozis, Alzheimer ve Parkinson gibi hastaliklarin
olusumunu destekleyebilir, tam tersine DNA hasarina maruz kalmis hiicrelerin
apoptozis ile yok edilememesi ise kanser olusumuna neden olabilir (40).

Fizyolojik hiicre O6limii, insan viicudunun biiylimesinde ve siirekli
yenilenmesinde onemli bir rol oynar. Sinir sistemi gelisiminde, uygun baglanti
olusturamayan ndronlar bu yolla 6liir. Fizyolojik hiicre 6liimii, enfekte hiicrelerin
sitotoksik T lenfositler tarafindan ortadan kaldirilmalarinda, oto-reaktif immiin
hiicrelerin yok edilmelerinde, sindirim sisteminin, kikirdak ve kemik gelisimlerinde
de dnemli rol oynar. Normalde gerceklesmesi gereken fizyolojik hiicre 6liimii inhibe
olursa, uygunsuz fizyolojik hiicre 6liimii gerceklesebilir ve bu da bir¢cok hastaligin
temelini olusturur. Ornegin, Alzheimer ve Parkinson gibi dejeneratif noral
hastaliklarda, bazi grup noronlarda prematiir hiicre O6limii izlenir. AIDS
hastaligindaki T lenfosit 6liimii de bir gesit fizyolojik hiicre 6liimii formudur. Immiin
sistemde hiicre 6liimii inhibisyonu, oto-reaktif B ve T lenfositlerin varligini devam

ettirmesine ve buna bagli olarak da oto-immiin hastaliklara neden olur (41).

2.5.4. Apoptozisde meydana gelen biyokimyasal ve morfolojik degisimler

Apoptozis ya da programli hiicre Olimii hiicre biizlismesi, kromatin
kondansasyonu, niiklear fragmentasyon, membran cepcikleri ve apoptotik cisim
olusumu gibi morfolojik degisimler ile tanimlanir. Biyokimyasal olarak apoptotik
hiicreler, mitokondriyal transmembran potansiyelin azalmasi, hiicre i¢i asidifikasyon,
reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi, fosfotidilserinin membranm i¢ yiiziinden dis
tarafina ¢ikmasi1 gibi olaylarla karakterize edilir (26,42,43). Apoptozisin
baslangicinda ¢ok hafif degisiklikler meydana gelirken hiicre membran biitiinliigii
korunmaktadir. Daha sonra hiicre, profesyonel fagositler (makrofaj ve dendritik
hiicreler) tarafindan in vivo olarak alinan, membranla ¢evrili fragmentlere (apoptotik
cisim) parcalanir. Apoptozisin ge¢ doneminde, apoptotik cisimlerin plazma
membrani, biitiinliglinii kaybeder ve bu olay sekonder nekroz olarak tanimlanir (44).
Apoptotik hiicrelerin bir baska 06zelligi, transglutaminazlarin ekspresyonu ve
aktivasyonu ile meydana gelen yogun protein ¢apraz baglanmalaridir. Kalsiyum ve
magnezyuma bagli endoniikleazlar tarafindan DNA’ni kirilmasi, 180-200 baz ciftlik
DNA parcalarmin olusumu ile sonuc¢lanir. Bu kiriklar, UV 15181 altinda etidyum



bromid boyasiyla agaroz jel elektroforezinde “DNA merdiveni” olarak tanimlanan
karakteristik merdiven goriintiisiinii verir (45). Sitozolik serbest kalsiyum ve
magnezyumun artmasit ve sitozolikk pH’in ve potasyumun azalmasi apoptozise
katkida bulunmaktadir (46). Fosfotidil serinin plazma membraninin dig tarafina
ctkmasi apoptozise ugrayan hiicrelerde gerceklesen bir olaydwr. Fosfotidilserinin
membranin dis tarafinda bulunmasi, biiyiik olasilikla, nekrozda olusan
inflamasyondan farkli olarak, inflamasyona neden olmadan apoptotik hiicrelerin
ortamdan uzaklastirilmas1 i¢indir. Fosfotidilserin, membranm i¢ tarafindan dis
tarafina aminofosfolipid translokazlar tarafindan gecirilir. Bu mekanizma tamamen
anlasilamamistir. Apoptozis sirasinda membranin dig tarafinda fosfotidilserinin
goriilmesinin, hem aminofosfolipid translokaz aktivitesinin kaybindan, hem de
fosfolipidlerin spesifik olmayan membran boyunca hareketinden kaynaklandig: ileri
stirtilmiistiir (47). Notral ya da asidik sfingomiyelinazlarin aktivasyonu, apoptozisin
pek cok modelinde meydana gelmektedir. Bu olay sfingomiyelinden seramidin
iretimine yol acgar. Seramid, pro-apoptotik sinyal kaskadini aktive eder.
Transglutaminazlar tarafindan proteinlerin ¢capraz baglanmasi, hiicrenin par¢alanmasi
esnasinda, apoptotik cisimlerin olusmasinda etkilidir (46).

Apoptozis, aym zamanda mitokondriyal fonksiyonun kayb1 ile de
karakterizedir. Apoptozisle dlen hiicreler, plazma membran biitiinliigiinii korurlar.
Ancak apoptotik hiicrelerin plazma membranlarindaki degisim, fagositik hiicreler
tarafindan almmalar1 i¢in sinyal verir ve bdylece degradasyon siireci tamamlanir.
Hiicreler, apoptotik cisimlere pargalanarak fagositik hiicreler tarafindan fagosite
edilirler. Apoptozisin 6nemli bir 6zelligi 6len hiicrelerin inflamasyona yol agmadan
ortadan kaldirilmasidir. Buna karsin nekrotik hiicreler, erken membran biitiinliiklerini
kaybederler. Bu da sitoplazmik igeriklerinin dis ortama sizmasi ve o bdlgede

inflamasyon gelismesi ile sonuglanir (48).

2.5.5. Apoptozis yolaklar

Apoptozisi indiikleyen iki ana yolak vardir. Bunlardan biri, hiicre ylizeyindeki
olim reseptorlerine ligand baglanmasi ile baglar. Ekstrinsik ya da sitoplazmik yolak
olarak bilinen bu yolak, TNF, Fas veya TRAIL reseptorleri ile meydana gelir.
Ikincisi, intrinsik ya da mitokondriyal yolak olarak adlandmrilir ve g¢esitli

stimiilasyonlarla mitokondriden sitokrom c¢ salimimiyla, 6liim sinyalinin aktive



oldugu yolaktir (49). Apoptozisde ekstrinsik ve intrinsik yolaklar Sekil 2.1°de
gosterilmektedir (4). Bu apoptotik yolaklara ek olarak endoplazmik retikulum-
indiiklii apoptozis ve kaspaz bagimsiz apoptozis olmak lizere iki yolak daha vardir
(44). Ayrica T hiicre aracili sitotoksisite ve perforin granzim bagimli hiicre 6liimii
yolagi da vardir. Perforin/granzim yolagi, apoptozisi, ya granzim A ya da granzim B
yoluyla aktive eder (30,50). Perforin ve granzim B, tiimor hiicrelerinde ve
intraseliiler patojenlerle enfekte olmus hiicrelerde, apoptozisi beraberce indiikler.
Perforin hiicreleri gecirgen yaparak granzimin sitozole ge¢isini saglar ve granzim de
kaspaz-3’1i aktive eder. Ekstrinsik, intrinsik ve granzim B yolaklar1 ayni ucta
birlesmektedir. Bu yolak, kaspaz-3’iin kirilmasi ile baslar ve DNA fragmentasyonu,
hiicre iskeleti ve niiklear proteinlerin degradasyonu, apoptotik cisimlerin olusumu,
fagositik reseptorler icin ligandlarin ekspresyonu ve sonug olarak fagositik hiicreler
tarafindan alimi ile sonuclanir (45). Ekstrinsik yolakda rol oynayan O&liim
reseptorleri, TNF reseptor siiper ailesinin tiiyeleridir. Bu ailenin {iyeleri hem
sisteinden zengin hiicre dis1 birimlere, hem de 6liim birimi olarak bilinen hiicre
disinda bulunan sitoplazmik kisimlar1 olan birimlere sahiptir. Oliim reseptorlerinin
kendi ligandlar1 ya da agonistik antikorlar1 tarafindan tetiklenmesi, reseptoriin
trimerize olmasi ve adaptor proteinlerin ise karigmasi ile sonuglanir. Ekstrinsik
yolakta apoptozis, hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorlerine baglanan, 6liim ligandlar1
ile indiiklenen kaspazlar tarafindan kontrol edilir (30,51-57). Oliim reseptorleri,
ekstraseliiler Olim sinyallerininin varhigini algilarlar ve saatler icinde hiicrede
apoptozise yol acacak kaspazlari aktive ederler (40,58). Oliim reseptdrlerinin,
sitoplazmada bulunan homolog sekans iceren 6liim domaini, hiicrelerde apoptozisi
baslatir (59). Oliim reseptorleri CD95 (Fas ya da Apo 1), TNFR1 (p55 ya da
CD120a); olim reseptorii 3 (DR3 aym1 zamanda Apo3, WSL-1, TRAMP, ya da
LARD olarak da bilinir); DR4; ve DRS (ayn1 zamanda Apo2, TRAIL-R2, TRICK 2,
ya da KILLER olarak da bilinir) ve DR6’d1r (40,60). P75 sinir biiyiime faktor (NGF)
reseptorii de 6liim domaini igermektedir (61). NGF harig, 6liim reseptorlerini aktive
eden ligandlar, TNF gen siiper ailesine baghdir (62). CD95 ligand1 (CD95L) CD95’e
baglanir; TNF ve limfotoksin-o TNFR1’e baglanir; Apo3 ligand1 (Apo3L, TWEAK
olarak da bilinir) DR3’e baglanir; Apo2 ligand1 (Apo2L, TRAIL olarak da bilinir)

DR4 ve DR5’e baglanir (40). Ligand baglanmasi iizerine reseptorler, adaptor protein



ile sitozolik bir kompleks olusturur ve prokaspaz-8 ve -10 ile etkileserek bu
kaspazlarin aktivasyonunu saglar (45,63). Kaspaz-8 dogrudan kaspaz-3’i aktive
ederek apoptozise yol acgar (64). Kaspaz-8 aktivasyonuna onciiliik eden olaylar, 6liim
reseptorlerinden birinin ligasyonu ile baglar, bunu reseptdr trimerizasyonu ve adaptor
molekiiliin reseptdriin sitoplazmik domainine baglanmasi1 takip eder (49,65).
Multimerik bir protein olan, adaptér molekiil, molekiiler bir yap1 iskelesi olarak
davranir ve bdylece bircok prokaspaz-8 molekiiliinii yanyana getirir. Bu da aktif
kaspaz 8’in serbestlesmesine yol acar. Aktif kaspaz-8, prokaspaz-7 ve -3’ii yikarak
aktiflestirir. Aktif kaspaz-3 de prokaspaz-6’y1 yikar (49,66). Sitoplazmada kaspaz-3
tarafindan inhibitériinden ayrilan, kaspaz bagimli endoniikleaz, niikleusa girer ve
DNA’y1 oligoniikleozomal fragmanlara (180bp) parcalar (30,67). Bircok o6liim
reseptorleri i¢in farkli ligand ve adaptdr molekiilleri olmasma ragmen, aktive olan
yolaklar benzerdir (49,65).

Intrinsik yolakta, mitokondriden sitokrom ¢ salinimi apoptozisi indiikler ve
bu yolak hiicre yiizey reseptorleri ile iliskili degildir (30). Mitokondri apoptozis
sinyal yolaginda, Onemli bir diizenleyici organeldir. Cogu Oliim sinyali,
mitokondrinin geri doniisiimsiiz olarak fonksiyonunun bozulmasma yol agar.
Boylece mitokondri membranlari arasinda bulunan sitokrom ¢, apoptozis inhibe edici
faktor (AIF), Smac/DIABLO, Endo G ve Omi/HtrA2 gibi proteinler apoptotik hiicre
olimiinde aktivasyonlari gosterecekleri sitozole ya da niikleusa gecer (68).

Intrinsik yolak, Bcl-2 ailesinin kontrolii altindadir ve mitokondri membranlari
arasindan sitokrom ¢ ve Smac/DIABLO’nun salinmasi ile baslar. Smac/DIABLO
apoptozis protein inhibitdrlerine baglanarak fonksiyon gosterir. Bu yiizden, apoptozis
protein inhibitorlerinin, kaspaz-3, -7, -9’nin aktivitelerini durdurmasi engellenir (63).
Mitokondri dis membraninda lokalize anti-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerinin
konformasyon ve/veya aktivasyonundaki degisikliklerin bir sonucu olarak, sitokrom
¢, mitokondri’deki membranlar aras1 bosluktan sitoplazmaya salinir ve sitoplazmada,
apoptotik proteaz aktive edici faktor-1’e (Apaf-1) baglanir (49,69,70). Bcl-2 ailesi,
hiicre canliligmin ve apoptozisin gerekli aracilaridir. Bcl-2 ailesinin hem anti-
apoptotik (Bcl-2, Bel-XL, Mcl-1, Bfl-1/A1, Bcl-W, Bcl-G), hem de pro-apoptotik
(Bax, Bak, Bok, Bad, Bid, Bik, Bim, Bcl-XS, Krk, Mtd, Nip3, Noxa, Bcl-B) tiyeleri

tanimlanmistir. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerinin oranmi,
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biiylime faktoriinden yoksunluk, hipoksi, radyasyon, antikanser ilaglar, oksidanlar ve
asir1 kalsiyum gibi cesitli apoptotik etkenlere direng, ya da hassasiyetleri belirler.
Bcl-2 ailesi proteinlerinin dimerizasyonu ve ekspresyonu, sitokrom c¢ salmimini
diizenler. Bcl-2 proteinleri ayni zamanda sitokrom c’den bagimsiz olarak da
kaspazlarla etkilesebilir. Anti-apoptotik protein Bcl-XL, kaspaz adaptoru Apaf-1’e
baglanir ve onu inaktive eder. Apaf-1, sitokrom c ve Datp i¢in baglanma yerleri igerir
ve diger Apaf molekiilleri ile oligomerize olur. Apaf-1, kaspaz-9 ve sitokrom c,
apoptozom olarak adlandirilir. Olusan kompleks, ATP veya dATP’ye bagimlh
konformasyonel degisikliklere ugrayarak, Apaf-1’in, prokaspaz-9’a baglanmasini
saglar (30). Bu etkilesim, zimojen formundaki prokaspaz-9’da konformasyonel
degisikliklere yol acarak, proteolitik aktivitesini artirir. Mature kaspaz-9, multimerik
kompleksten ayrilir ve daha uzaktaki kaspaz-3, -7 ve -6’y1 aktive eder (49,71).

Iki kaspaz aktivasyon yolag: arasinda etkilesim oldugu ve bunun cevaplari
amplifiye ettigi bildirilmistir (49,72). Antineoplastik ilaglara direnci 6nlemek igin,
antikanser ilaglarin hangi apoptotik yolagi aktive ettigini bilmek ¢ok Onemlidir.
Degisik neoplastik hiicrelerde yapilan ¢alismalar, bir¢ok antikanser ilacinin, Fas’a
baglanan FasL sentezini indiikleyererek ve oOlim reseptor yolagini aktive ederek
apoptozisi baslattigimi gdostermistir (49,73,74). Doksorubisin, etopozid, tenipozid,
metotreksat, sitarabin, sisplatin, ve Bleomisin, FasL. mRNA’sin1 arttirdig1 gosterilen
kanser ilaglar1 arasindadir (49,73,74). Oliim reseptér yolaginin kemoterapinin
indiikledigi apoptoziste Onemli bir rol oynadigma dair olan ilk diisiinceler,
mitokondriyel yolagin bulunmasindan sonra olduk¢a degismistir. Yapilan ¢aligsmalar,
antikanser ilaglarinin ¢ogunlugunun sitokrom c/Apaf-1/kaspaz-9 yolagi ile apoptozisi

baslattigini ortaya koymustur (49,75).
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Sekil 2.1. Apoptozisin ekstrinsik ve intrinsik yolaklari.

2.5.6. Kaspazlar

Kaspazlar, apoptozisde onemli rol oynayan sistein igeren, aspartik asit-
spesifik, sistein-proteaz ailesidir (76). Kaspaz aktivasyonu, apoptozisde anahtar bir
basamaktir ve bir¢ok uyaran kaspazlar1 aktive eder (27). Apoptozise, kaspazlar denen
spesifik proteazlarin aktivasyonu ve fosfotidilserin ¢ikisina yola acan membran
fosfolipid asimetrisinin kayb1 eslik eder (36). Kaspazlar, aspartat substrat spesifiteleri
ile birlikte, sistein aktif bolgeleri ile karakterize edilirler (77). Kaspazlar, kataliz i¢in
sistein kullanmalar1 ve sadece aspartat rezidiilerinden sonra kirmalar1 yOnleriyle
diger proteazlardan farklidir. Bu alisilmadik aspartat substrat spesifitesi, sadece bir
proteaz olan granzim B’de de bulunur (37). Kaspazlar, tiim hiicrelerin niikleer
matriksinde, mitokondride membranlar aras1 boslukta ve sitoplazmada zimojen
olarak bulunurlar (30,33).

Kaspazlar, tek bir polipeptid zinciri ve inaktif bir zimojen olarak
sentezlenirler (37). Sekans analizleri ve x-ray kristallografisi, tiim kaspazlarin ortak
bir yapisi oldugunu gostermistir. Her zimojen, bir N-terminal prodomain, korunmus

bir QACXG motif i¢ginde aktif bolgesinde sistein bulunan biiylik alt birim ve C
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terminalinde kii¢iik bir alt birim icermektedir. Aspartat kirilma bolgeleri, biiyiik alt
iinite ile prodomain arasinda ve biiyiik ve kiiciik alt iinite arasinda bulunur (78).
Aktivasyon sirasinda her polipeptid zinciri, 20 kDa’luk bir biiyikk (p20) ve 10
kDa’luk bir de kiiciik alt tiniteye (p10) ayrilir ve daha sonra dimerize olur. Enzimatik
aktivitenin tam olmasi i¢in, 2 kiigiik 2 biiyiik alt tinite gereklidir (37). Cogu pro-
kaspazda, biiylikk ve kii¢iik alt {inite arasinda, yaklasik 10 aminoasitlik kiigiik
baglayici bir dizi vardir (79). Kaspazlar, spesifik aspartik asit rezidiilerinden kirilarak
hizli bir sekilde aktive edilir (44,80). Her prokaspaz c¢esitli uzunluklarda bir
prodomain, biiylik ve kiigiik alt iinite igerir. Efektor kaspazlarda 30°dan daha az
amino asid bulunurken, baslatic1 kaspazlar ve inflamatuvar kaspazlarda 100 amino
asidin iizerinde prodomain bulunmaktadir. Uzun prodomain 6zellikle 6liim efektor
birimi (DED) ve kaspaz toplama birimi (CARD) gibi farkli motifler icermektedir.
Oliim indiikleyici birim (DID) adi verilen yeni bir motif tanimlanmistir. CARD
birimi, kaspaz-1, -2, -4, -5 ve -9’da bulunurken, prokaspaz-8 ve prokaspaz-10,
DED’in, iki ¢ift kopyasmi icermektedir. Bu birimler, prokaspazlar ve onlarin
adaptorleri arasmdaki homofilik etkilesimde aracidir. Buna karsin uygulama
kaspazlarmin kisa prodomaini protein-protein etkilesimlerinde araci degildir (81).

Prokaspazin temel yapisi ve kaspaz aktivasyonu Sekil 2.2°de gosterilmektedir (82).

Prodomain Biiyiik alt linite Kiiglik alt linite
l_ )
Asp X Asp X

Kaspaz
inhibitorleri

(T
T
Aktif kaspaz

Sekil 2.2. Prokaspazin temel yapis1 ve kaspaz aktivasyonu.

13



Kaspazlar,  sekans  benzerliklerine  gére  gruplandirilir. Sekans
kimliklendirmesine gore kaspazlar 3 gruba ayrilir ve bu gruplandirma fizyolojik
fonksiyonlar1 ile uyumludur. Grup 1: inflamatuar kaspazlar (kaspaz-1, -4, -5); Grup
2: Efektor, uygulama kaspazlar (effector, downstream) (kaspaz-3, -6, -7); Grup 3:
baslatic kaspazlar (inititator, upstream) (kaspaz-2, -8, -9, -10) (45,79).

Sekans homolojisi Yapi Substratlari Fonksiyonu

Prodomain  Proteaz birimi

— Kaspaz 4 (TX/ICH-2/ICE_IT) (W/L)EHD (0

b Kaspaz -5 (TY/ICE,11I) (WLEHD ()

|
“~ Kaspaz .13 (ERICE)

. Sitokin
Mkaspaz -11 (ICH-3) aktivasyonu
Mkaspaz .12
| Kaspaz .1 (ICE) WEHID (O
. Kaspaz -14 (MICE) .
I" Kaspaz .3 (CPP32/apopain/Yama) DEVD (1) — Apoptozis
1
L Kaspaz =7 (Mch3/ICE-LAP3/CMH-1) DEVD (1) ::Sg:;azgf'
Kaspaz =6 (Mch2) VEHD (II1) —
[ Kaspaz -8 (MACH/FLICE/MchS) LETD  (I11)
L— Kaspaz 10 (Mchd) Apoptozis
- Kaspaz =2 (ICH-1/mNedd2) DEHD  (IN) :as'at'lc'
aspaziar
[ Kaspaz =9 (ICE-LAP6/Mch6) LEHD (1IT) —
CED3 DETD (I

Buyuk alt Gnite  Klgtik alt tnite
T T T T T 1
500 400 300 200 100 0

Amino asit

Sekil 2.3. Memeli kaspaz ailesi ve C. Elegans kaspaz CED-3.

Kaspaz-3, -6, -7 gibi efektor (uygulama) kaspazlari, apoptozis ile iliskili
karakteristik degisikliklerin meydana gelmesine yol agan substrat kirilmalarini
olusturan kaspazlardir. Kaspaz-8 ve -9 gibi baslatici1 kaspazlar ise efektor (uygulama)
kaspazlarmi aktive eder (83). Bazi kaspazlar diger proteinlerle etkileserek aktive
olurlar. Ornegin kaspaz-8, Fas iliskili 6liim birimi (FADD) ile, kaspaz-9 ise sitokrom
c, dATP (veya ATP) ve apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 (Apaf-1)’m etkilesimi
ile aktive olur. Bir baska aktivasyon mekanizmas1 da kaspazlarin diger kaspazlarla
aktivasyonudur. Ornegin hem aktif kaspaz-8 hem de kaspaz-9, kaspaz-3’ii aktive

ederler (37).
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Kaspaz ailesinin bir¢cok iiyesi, primer yapilari ve substrat oOzgiilliikleri
(spesifiteleri) farkli olmasima ragmen, aym 6zellikleri paylasir (49,66). insan kaspaz
ailesinin 12 iiyesi mevcuttur ve bunlardan 6 tanesi (kaspaz-3, -6, -7, -8, -9, ve -10)
apoptoziste rol alir (49). Baslatici (inititator, upstream) (kaspaz-8, -9, ve -10)
kaspazlar, pro-apoptotik sinyallere cevaben proteolitik kaskadi baslatirlar. Memeli
kaspaz ailesi ve C. Elegans kaspaz CED-3, Sekil 2.3’de gosterilmektedir (81).

Efektor (effector, downstream) (kaspaz-3, -6, ve -7) kaspazlar ise, aktive
olduktan sonra cesitli hiicresel proteinleri pargalarlar. Efektor kaspazlar, etkilerini
cesitli stratejiler kullanarak gosterirler: @) Apoptozisin inhibitorlerini inaktive ederek,
b) Hiicre yapisin1 bozarak, ¢) Enzimin katalitik kismi ile diizenleyici bolgesini ayirip
enzim aktivitesini bozarak. Kaspaz-8 ve -9, baslica baslatic1 kaspazlardir. Aktive
olduktan sonra kaspaz-8 ve -9, efektor kaspazlar1 yikma ve aktive etme yetenegi
kazanir. Kaspaz-3, -6, ve -7, en onemli efektdr kaspazlardir ve aktive olduklar1
zaman, apoptotik hiicrelerdeki polipeptidlerin cogunu proteolize ugratirlar (49, 66).

Kaspaz-3, spesifik bir endoniikleaz olan, kaspaz ile aktive edilen DNAaz
(CAD)’1 aktive eder. Interniikleozomal DNA yikilimina, kaspaz-3 tarafindan aktive
edilen CAD denilen bir endoniikleazin salinimi yol agar (49,84). Cogalan hiicrelerde
CAD, inhibitorii olan, kaspaz ile aktive edilen DNAaz inhibitér (ICAD) ile birlikte
bulunmaktadir. Apoptotik hiicrelerde aktive edilmis kaspaz-3, ICAD’1 kirarak CAD’1
serbest birakir. Daha sonra CAD, ¢ekirdekte kromozomal DNA’y1 yikar ve kromatin
kondensasyonuna neden olur (45). Apoptotik kromatin kondensasyonu, apoptozis
indiikleyen faktor, topoizomeraz Il ve iki proteaz aktive edici faktér, CAD ve asinus
denen kromatin kondensasyon faktoriiniin etkileri sonucu olusur (49,85). Ek olarak
asinus ve helikardin kirilmasi, kromatin kondensasyonuna neden olur. Normalde
niikleusun yapisal biitlinliigiinii saglayan laminlerin ve niikleer/mitotik aparat
proteininin kirilmasi, niikleus fragmentasyonuna yol agar. Apoptotik hiicrelerdeki
diger proteolitik kirilmalar, DNA onarmmini bozar ve hiicre yasamini inaktive eder
(49,60).

ROCK-1 ve PAK-2 gibi kinazlarin yan1 sira gelsolinin gibi bir¢ok substratin
kirilmasi, apoptozisin karakteristik bir 6zelligi olan membran tomurcuklanmasina

neden olur. Kaspazlar, bir ara flament olan sitokeratin 18 ve vimentin gibi hiicre
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iskeleti i¢in gerekli olan bircok proteini de kirarlar. Bu kirilmalar, hiicre seklindeki
apoptotik degisimlere yol agarlar (86).

Kaspaz-3, ayni zamanda hiicre iskeletinin tekrar organize olmasini ve
hiicrenin apoptotik cisimlere parcalanmasini indiikler. Bir aktin baglayici protein
olan gelsolin, aktive kaspaz-3’lin anahtar substratlarindan biridir. Gelsolin,
karakteristik olarak aktin polimerizasyonu i¢in 6nemli bir rol oynar. Kaspaz-3
gelsolini parcalar ve gelsolinin kirilmasi kalsiyumdan bagimsiz bir sekilde aktin
flamentlerini kirar. Bu olay hiicre iskeletinin, hiicre i¢i tasmmanin ve sinyal

iletiminin bozulmasi ile sonuglanir (45).

2.5.7. Bel-2 ailesi

Bcl-2 ailesi tiyeleri apoptozisde anahtar rol oynar. Bcl-2 protein ailesi hem
anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-X1, Bcel-w, Mcl-1, Al, NR-13, BHRF1, LMW5-HL,
ORF16, KS-Bcl-2, EIB-19K, ve CED-9) hem de pro-apoptotik (Bax, Bak, Bik, Blk,
Hrk, BNIP3, BimL, Bad, Bid, ve EGL-1) fonksiyona sahip proteinleri icermektedir
(87). Bcl-2 protein ailesi Sekil 2.4°de gosterilmektedir (88).

Bcl-2 geni ilk olarak, kromozom 14 ile 18 arasindaki translokasyon alaninda
bulunan konumu sonucu kesfedilmistir ve ¢ogu folikiiler lenfomalarda bulunur.
Baslangicta onkogen olarak kabul edilen Bcl-2’nin, hiicre sikliisunun ilerlemesi ya da
hiicre ¢ogalmas1 lizerinde arttiric1 etkisinin neredeyse hi¢ olmadigi saptanmistir.
Cesitli uyaranlar sonucunda Bcl-2’nin asir1 ekspresyonunun, hiicrelerde apoptozisin
baslamasini engelledigi belirlenmistir (48). Bcl-2 niikleus, endoplazmik retikulum ve
mitokondri dis membraninda bulunur. Benzer sekilde, Bcl-XL ‘nin de mitokondri dis
membraninda lokalize oldugu gosterilmistir (89). Bcl-2 proteinleri 4 sekans alani
icermektedirler. Bunlar Bcl-2 homologu (BH) olarak adlandirilir (68). Bcl-2 ailesi
BH ye gore 3 farkli grupta siiflandirilabilirler. Bel-2 ve Bel-X1 gibi anti-apoptotik
iiyeler BH1’den BH4’e kadar tiim birimleri icerebilirler.

Pro-apoptotik iiyeler 2 gruba ayrilabilirler: 1. grupta Bax ve Bak gibi BHI1,
BH2 ve BH3 birimleri igerenler; 2. grupta ise Bad ve Bim gibi sadece BH3 birimi
icerenler yer alir. Bu kategorilere istisna olusturan Bcl-Xs, Bel-X1’nin diziliminin bir

kismindan ibaret olan bir pro-apoptotik proteindir ve BH3 ve BH4 birimleri igerir.
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Sekil 2.4. Bcl-2 protein ailesi.

Bu sekanslarin fonksiyonel ve yapisal 6nemleri vardir. Pro-apopitotik aile
iyelerinin BH3 birimi, anti-apoptotik proteinlerin BH1, BH2 ve BH3 birimleri
tarafindan olusturulan hidrofobik yarik ile etkilesime gecebilir ve bu etkilesim
onemli bir diizenleyici mekanizma olabilir (68,90,91).

Pro-apoptotik proteinlerdeki BH3 birimi, Bcl-2 proteinleri ailesinin 6ldiirticti
etkisi i¢in gereklidir. Bu proteinlerin aktivitesi, homo ve heterokompleks olusumu ile
diizenlenmektedir. Bu modelde, pro-apoptotik proteinlerle anti-apoptotik proteinler
arasinda kompleks olusumu, aktivitelerini inhibe eder ve apoptozisi engeller.
Boylece protein konformasyonundaki posttranslasyonel modifikasyonlar ve
degisimler, cesitli proteinler arasindaki afiniteyi degistirir ve kompleks olusumunu

diizenler (92).
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Birden ¢ok birim igeren proapoptotik proteinler, mitokondri membranindaki
kanallar1 indiikleyebilmeleri sayesinde, mitokondrinin bitiinliigiinii degistirme
yetenegine sahiptir. Anti-apoptotik ve birden cok birim iceren proapoptotik Bcl-2
ailesi tiyeleri arasindaki oran, hiicrenin 6liim uyaranina hassasiyetini belirlemekte
yardimeidir (91). Ortaya cikan kanitlar, Bid’in mitokondrinin fonksiyonunun
bozulmasimmi1 ve kaspaz aktivasyonunu saglayarak, cesitli apoptozis yolaklarinda
onemli rol oynadigim1 gdstermistir. Fas gibi 6liim reseptorleri, Bid’1 kiran kaspazlari
aktive eder. Kirilmis Bid’in C terminal kisminin (tBid) daha sonra mitokondriye go¢
ettigi ve mitokondride sitokrom c ve diger proteinlerin salinmasini indiikledigi 6ne
siriilmiistiir. Bak eksikliginde, kirilmis Bid tarafindan sitokrom c’nin saliniminin
gerceklesmemesi, kirilmig Bid ile Bak’in etkilesiminin, en azindan in vitro olarak
onemli bir olay oldugunu gostermistir (93). Bcl-2, Bax ve Bcl-XL, C terminal
uclarinda, bir membran ¢apasi olarak gorev yaptigina inanilan hidrofobik bir kisim
icerirler (89).

Mitokondri apoptozisde 6nemli bir rol oynar. Ozellikle bu organelden
apoptozis indiikleyici faktér ve sitokrom c salinir. Daha sonra Apaf-1-kaspaz-9
kompleks olusumu ile kaspaz-9 aktivasyonu tetiklenir. Bcl-2 ailesi iiyeleri, sitokrom
¢ salmimmin diizenlenmesinde rol oynar. Bcl-2 ve Bcel-XL, sitokrom c salimini
baskilarken, Bax bu olay1 stimiile eder (87). Bax pro-apoptotik bir Bcl-2 ailesi
iiyesidir, sitozolde bulunur ve apoptozis esnasinda mitokondriye transloke olur. Bax,
Bcl-2’nin apoptozisi bloke etme yetenegini baskilar (94). Son zamanlarda Bax’im,
sitokrom ¢ salinimini ve kaspaz aktivasyonunu indiikledigi in vitro ve in vivo olarak
gosterilmistir. Bu salmimin mitokondriyal permeabilite gecisinin indiiksiyonuna
bagli oldugu rapor edilmistir. Bax saglikli hiicrelerde daha ¢ok sitozolde bulunur ve

apoptotik bir uyaran oldugunda mitokondriye transloke olur (68).
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2.6. TRAIL

TRAIL ilk kez 1995 yilinda TNF ailesinin bir {iyesi olarak tanimlandi.
TRAIL ya da diger adiyla Apo2L,281 aminoasitten olusan sitotoksik bir liganddir.
TRAIL ile etkilesebilen 5 reseptor tanimlanmistir. Bu reseptorler, iki apoptozis
indiikleyici reseptor TRAIL-R1(DR4), TRAIL-R2(DRS) ile bunun yaninda tuzak
yada yalanci reseptor olarak da adlandirilan, apoptozis sinyali gondermede yetersiz
kalan iki bagh reseptor olan TRAIL-R3(DcR1), TRAIL-R4(DcR2) ve ¢oziilebilir bir
reseptdr olan osteoprotegerin (OPG)’dir. TRAIL, proapoptotik reseptorler olan
TRAIL-R1 ve TRAIL-R2 reseptorlerine baglanarak apoptozise yol acar ve bu
reseptorlere ayrica Oliim reseptorleri (Death Receptor-DR) [TRAIL-RI(DR4),
TRAIL-R2(DRS5)] de denir. TRAIL’in, hiicre 6liimiine yol acmayan, fonksiyonel
olmayan, 6lim domaini tagimayan solubl reseptor OPG veya tuzak reseptorlere
(TRAIL-R3,TRAIL-R4) baglanmas1 apoptozise yol agmaz (95). Normal hiicrelerde
biiyiik bir yogunlukta TRAIL-R3 ve TRAIL-R4 bulunurken, 6liim reseptorlerinin
sadece transforme hiicrelerde bulundugu tespit edilmistir (96). Bunun sayesinde
TRAIL i iki dnemli &zelligi vardir. Ik 6zelligi tiimér hiicrelerini ve transforme
hiicreleri se¢ici olarak tanimasi ve bu anormal hiicrelerde apoptozisi indiiklemesidir.
Diger 6nemli 6zelligi ise, TRAIL’in normal hiicrelerde apoptozisi indiiklememesi ve
normal hiicrelere sitotoksisitesinin minimal olmasidir (4).

TRAIL-R1 ve/veya TRAIL-R2, ekstrinsik apoptozis yolagni indiikler.
Caligmalarda kullanilan ve bizimde kullandigimiz TRAIL-R1 ve TRAIL-R2’yi
spesifik olarak indiikleyen TRAIL’in diger ismi recombinant human TRAIL
(thTRAIL) olup, kisaca TRAIL olarak kullanilmaktadir. TRAIL’in TRAIL-R1 ve
TRAIL-R2’ye baglanmasi, 6liim domaini igeren adaptor molekiil Fas ile iliskili 6liim
domaini yoluyla apoptozis baslatict olan kaspaz-8 ve kaspaz-10’u aktive eder.
Kaspaz-8 ve -10, swrasiyla efektdr kaspazlar1 (-3, -6, -7) aktive eder. Baz1 kanser
hiicrelerinde kaspaz-3’iin, TRAIL indiiklii aktivasyonu, daha ¢ok intrinsik apoptozis
yolagi ile arttirilir. Bu durumda kaspaz-8 ve -10, Bcl-2 ailesi liyesi proapoptotik
Bid’i bolerek aktive eder. Bid, mitokondriden Smac/Diablo ve sitokrom ¢ salinimini
indiiklemek i¢in, Bax ve Bak gibi pro-apoptotik aile tiyeleri ile etkilesir. Sitokrom c,
Apaf-1 ile birlikte baglatic1 kaspaz-9°u aktive eder. Kaspaz-9°’da, kaspaz-3, -6 ve -7’1
aktive eder (58). TRAIL mRNA’s1 c¢esitli normal dokularda eksprese edilirken,
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TRAIL proteinin fonksiyonel ekspresyonu daha ¢ok immun hiicrelerde (T hiicrelersi,
natural killer hiicreleri gibi) gozlenmektedir. TRAIL 1n fizyolojik rolii tam olarak
anlagilamamasma ragmen TRAIL’den yoksun fareler, otoimmiin hastaliklara
hassasiyet diginda biiyiik bir anormallik gostermemislerdir. Bu TRAIL’ 1 baslica
immun sistemde roliiniin oldugunu diisiindiirmektedir (55).

Yapilan pek ¢ok calismada TRAIL’in, akciger, meme, kolon ve prostat gibi
cesitli tiimor hiicre dizilerinde apoptozisi indiikledigi gosterilmistir. TRAIL hayvan
ksenograftlarinda in vivo olarak da test edilmistir. Fare ve primatlarda ksenograflar
TRAIL ile tedavi edildiklerinde tiimor biiylimesi inhibe olmus ve normal hiicrelerde
herhangi bir yikici etki géstermeksizin, malignant hiicrelerde apoptozis indiiklenerek
tiimoriin gerilemesi ile sonu¢lanmistir (97). Son yillarda yapilan faz-1 ve faz-II klinik
calismalarda, TRAIL-R1 ve TRAIL-R2’yi spesifik olarak uyaran rhTRAIL’in
normal hiicrelerde 6nemli bir yan etki olusturmadan kanser hiicrelerinde apoptozisi
indiikledigi gosterilmistir (98-100). Mezenkimal kokenli birgok kanserde TRAIL ile
yeni tedavi yaklasiklar1 arastirilmaktadir (7, 101). Ayrica yine son zamanlarda
yapilan ¢alismalar ile TRAIL 1n kanser metastazlarinin tedavisinde de etkili oldugu
gosterilmistir (98,102). TRAIL 1n bu ozellikleri kanserde yeni tedavi yaklasimlari

gelistirilmesi i¢in oldukc¢a timit vericidir.

2.7. Ubikitin-Proteazom Yolagi

Hiicre i¢inde olusan anormal proteinler (yanlis katlanmis) veya zamanla
olusan istenmeyen proteinler, ubikitinlerle isaretlenir ve proteazom kompleksi (26S
proteazom) araciligiyla yikilir (103,104). Ubikitin, 76 aminoasit igeren bir protein
olup hedef substratlara ubikitin aktiflestirici enzim (E1), ubikitin konjuge edici enzim
(E2) ve ubikitin ligaz (E3) denen 3 enzimin sirastyla etkinlesmesi ile baglanan ve
onlar1 proteoliz i¢in proteazom kompleksine yOnlendiren kiiciik bir hiicresel
proteindir (Sekil 2.5). Ubikitin molekiilii anormal bir hiicrenin malign hiicreye
doniisiimiiyle ilgili hiicre i¢i sinyaller, hiicre proliferasyonu, bagisiklik yanit1 ve
transkripsiyonun diizenlenmesi gibi bir¢ok molekiiler homeostatik mekanizmaya
katilir (105).

Proteazom kompleksi (26S), hiicre sikliisiiniin regiilasyonunda ve ubikitin

tarafindan isaretlenen proteinlerin yikiminda 6nemli rol alan bir proteaz kompleksidir
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ve okside olmus, yapis1t bozulmus hiicresel proteinleri aminoasit bilesenlerine kadar
parcalayarak protein turnoverini saglar (106). Substrat proteinin 26S proteazomal
yikima yoOnlendirilebilmesi i¢in en az dort ubiquitin molekiiliinden olusan bir
poliubiquitin zinciri ile baglanmis olmas1 gereklidir. Bir proteinin ubikitin-proteazom
yolag1 araciligi ile yikilmasi iki asamayla olur: Once hedef substrat ¢oklu ubikitin
zincirlerine kovalent olarak tutunur, sonra ise tutunan protein, ubikitini serbest

birakacak sekilde yikilir (107) (Sekil 2.5).

Substrate
E2

El
AMP+PPi E2

Ub: Ubiquitn
E1: Ubiquitin-activating enzyme Proteasome
E2: Ubiquitin-carrier protein
E3: Ubiquitin-protein ligase

Sekil 2.5. Ubikitin-proteazom yolag1.

26S Proteazom, bir 20S ana yapidan ve iki 19S diizenleyici yapidan olusan
40’dan fazla alt birim igeren 2400 kDa’luk bir proteaz kompleksidir (108).
Proteazom kompleksinin calisma sekli ve rolii son yillarda aydimnlatilmaya
calisilmaktadir. Okside olmus ya da yapist bozulmus proteinlerin yaninda ayni
zamanda bir¢ok pro- ve anti-apoptotik protein de, proteazom kompleksinin substrati

olarak tanimlanmustir (7).
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2.8. Proteazom Inhibitérleri ve Epoxomicin

Epoxomicin (epoksomisin), bortezomib, MG132 ve lactacystin (laktasistin)
en 1yl bilinen ve en Onemli proteazom inhibitorleridir. Bunlar cesitli etki
mekanizmalar1 ile ubikitin proteazom yolagim1i proteazom iizerinden inhibe
etmektedirler. Proteozom inhibitorleri ile yapilan calismalar hiicre i¢i proteinlerinin
yaklasik %80-90’1mnin yikimi i¢in proteazomun gerekli oldugunu gostermistir. 26S
proteazom tarafindan yikilan proteinler arasinda poliamin biyosentez enzimleri;
ornitin dekarboksilaz, S-adenozilmetiyonin dekarboksilaz, hiicre yasaminda anahtar
rol oynayan proteinlerden transkripsiyon faktorii c-Fos, M-, S-, G1- faz1 spesifik
siklinleri, siklin-bagimli kinaz inhibitorleri, hiicre apoptozisinde rol alan 6nemli
proteinler, p53, NF-«kB inhibitorii IkB ve onkogenler bulunmaktadir (109-111).

Epoxomicinin vivo ve in vitro olarak anti-inflamatuar etkinligi iyi bilinen
hiicre i¢ine gecebilen selektif irreversible bir proteazom inhibitoriidiir (106).
Epoxomicin, Actinomycetes bakterilerinden izole edilmis epoxy-keton yapisinda
dogal bir proteazom inhibitérdiir (112) (Sekil 2.6). Epoxomicinin dogal, yiiksek
derecede selektif ve irreversible olmasi Onemli Ozelliklerindendir (106,113).
Epoxomicin, proteazomal proteazlara selektif olmasma ragmen diger bazi proteazom
inhibitorleri, ornegin MGI132 ve lactacystin, proteazomal proteazlara selektif
degildir. Bunlar proteazomal proteazlar1 geri doniisiimlii olarak inhibe etmesinin
yaninda katepsin B, kalpan, papain, kimotripsin ve tripsin gibi diger baz1 proteazlari

da inhibe etmektedirler (106,114).
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Sekil 2.6. Epoxomicin (CysHsoN4O7) acik formiilii.
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Proteazom inhibitorleri bircok calismada kanser hiicrelerine karsi yeni bir
tedavi segenegi olarak denenmektedir (115,116). Bortezomib/PS (Velcade),
Amerikan Food and Drug Administration (FDA) tarafindan 2003 yilinda Multiple
Myeloma hastalarinda kullanilmak {izere onaylanan ilk anti-kanser etkili proteazom
inhibitorii olmustur (117). En son olarak 2012 yilinda, epoxomicin tiirevi olan epoxy-
keton yapilt irreversible proteazom inhibitorii Carfilzomib yapilan klinik faz
calismalar1 sonucu basarili olarak bulunmus ve plazma hiicre kanseri olarak bilinen
Multiple Myeloma hastaliginda kullanilmak iizere FDA tarafindan onay almistir
(118,119). Bu gelismeler proteazom inhibitdrlerinin anti-kanser ve pro-apoptotik
etkilerinin arastirilmasmi daha da cazip hale getirmektedir.

Ayrica literatliirde proteazom inhibitorlerinin Ewing sarkomu, kolon
karsinomu, renal hiicreli karsinom gibi bir¢cok kanser tipinde TRAIL hassasiyetini
arttirdigini bildiren ¢alismalar vardir (120). Ornegin bir proteazom inhibitdrii olan
bortezomibin Ewing Sarkomu’na karsit etkinligini, epoxomicininin kolon
karsinomuna karst TRAIL ile birlikteki etkinligini arastiran ¢alismalar mevcuttur
(6,7). Ancak literatiirde epoxomicinin osteosarkom hiicrelerindeki etkilerini ve
TRAIL hassasiyeti lizerindeki etkisini arastiran bir caligmaya rastlamadik. Bu
nedenle epoxomicinin osteosarkom hiicrelerinde apoptozis ve hiicre sitotoksisitesi
iizerindeki etkilerini ve epoxomicinin TRAIL’a direncli MG-63 ve Saos-2 hiicre

dizilerinde TRAIL hassasiyetini arttirip arttirmadigini arastirdik.
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3. MATERYAL ve METODLAR

3.1. Hiicre Kiiltiirii

3.1.1. Hiicre dizileri (MG-63 ve Saos-2) ve kullanilan ilaglar

MG-63 hiicreleri American Type Culture Collection (ATCC)’den, Saos-2
hiicreleri ise Ankara Sap Enstitlisii’nden temin edilmistir.

Saos-2 hiicreleri,%10 fetal sigir serumu, %1 penisilin-streptomisin ¢ozeltisi
iceren steril Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) besiyerinde 37°C’de,
%5 CO; ve %95 nemlendirilmis hava iceren karbondioksit inkiibatoriinde kiiltiir
edilerek ¢cogaltild1 ve deneylerde kullanild1.

MG-63 hiicrelerini %10 fetal sigir serumu, %1 penisilin-streptomisin ¢ozeltisi
iceren steril Eagle's minimal essential medium (EMEM) besiyerinde 37°C’de, %35
CO;, ve %95 nemlendirilmis hava i¢eren karbondioksit inkiibatoriinde kiiltiir edilerek
cogaltild1 ve deneylerde kullanildi.

Recombinant human TRAIL, R&D Systems (USA&Canada)’den,

Epoxomicin ise Cayman Chemical Company (USA)’den temin edildi.

3.1.2. Hiicrelerin deneylere hazirlanmasi icin gerekli ¢cozeltiler

1. DMEM ve EMEM: ATCC’den alindi. Kullanilacagi zaman 50 ml steril,
inaktive edilmis FBS (Fetal Sigir Serumu) ve 5 ml steril penisilin-
streptomisin ¢ozeltisi eklendi. +4°C’de sakland:.

2. FBS (Fetal Sigir Serumu): 500 ml Sigma’dan inaktive edilmis olarak temin
edildi. 10’ar ml’lik tiiplere boliinerek —20°C’de sakland.

3. Penisilin-streptomisin: Biological Industries’den 100 ml alindi.
Kullanilmadig: siirece -20°C’de sakland.

4. DMSO (Dimetil Siilfoksit): Sigma’dan 100 ml alind1. Oda 1s1sinda saklanda.

5. Hiicre dondurma c¢ozeltisi: %5 DMSO iceren medyum steril bir tiipte
hazirland1 ve hiicre pelleti tlizerine 1 ml eklendi. Bu soliisyon hiicreler
dondurulacagi zaman taze olarak hazirland1.

6. Tripan mavisi ¢cozeltisi (%0.5’lik): Biological Industries’den hazir olarak

alindi. Oda 1sisinda sakland..
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7. Tripsin-EDTA: Biological Industries’den hazir olarak alindi. Coziilerek
kisimlara ayrildi ve -20°C’de saklandi.

3.1.3. Hiicrelerin cogaltilmasi

Hiicreler %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ¢6zeltisi igeren steril
besiyerlerinde 37°C’de, %5 CO; ve %95 nemlendirilmis hava igeren karbondioksit
inkiibatoriinde kiiltiir edilerek ¢ogaltildi. Hiicreler ¢ok yogunlastiklari zaman
yapistiklar1 flasktan kaldirilarak yeni flasklara pasajlandi Ik olarak medyum
flaskdan uzaklastirildi ve atildi. 25 cm®lik flasklar igin 1 ml Tripsin-EDTA eklendi
ve hiicreler kalkana kadar inverted mikroskop altinda gozlendi. Flaska 6-8 ml uygun
medyum eklenerek santrifiij tlipline aktarildi ve 150 x g’de 5-7 dakika santrifiij
edilerek pellet elde edildi. Bu pellet medyum ile tekrar siispanse edilerek yeni
flasklara dagitildi. Hiicreler, 37°C’de, %5°lik CO; ve %95 nemlendirilmis hava
iceren karbondioksit inkiibatoriinde uygun medyum icinde inkiibe edilerek iiretildi.
Haftada iki ya da iic kez konfluent olmadan ya da yilizeyden kalkmadan alt
kiiltlirleme yapild1.

3.1.4. Hiicrelerin dondurulmasi

Daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak {izere hiicrelerin bir kismi stoklandi.
Bunun i¢in hiicreler uygun sekilde donduruldu. Hiicreler, Tripsin-EDTA ile flasktan
uygun sekilde kaldirildi ve medyum eklenerek 150 x g’de 5-7 dakika santrifiij edildi.
Siipernatan atild1 ve kalan pellet, %95 tam hiicre medyumu ve %5 (v/v) dimetil
siilfoksid (DMSO)’dan olusan dondurma medyumu igerisinde tekrar siispanse edildi.
Hiicre siispansiyonlari, cryo tiiplere dagitildi ve kademeli dondurma yapmak i¢in
izopropil alkol iceren dondurma kabi (freezing container) i¢inde 4 saat —80°C’de

tutuldu. 4 saatten sonra cryo tiipler sivi nitrojen tankina transfer edildi.

3.1.5. Hiicrelerin ¢oziilmesi

Dondurulan bu hiicreler deneylerde kullanilmak iizere hiicreye ihtiyag
oldugunda ¢oziildii. Bu islem asagidaki sekilde gerceklestirildi. Hiicreleri igeren vial
37°C su banyosunda hafif¢e sallanarak ¢oziildii. Kontaminasyon olasiligini azaltmak
icin suyun ylizeyinde tutuldu. Cozdiirme islemi hizli bir sekilde yapildi (Yaklasik 2

dakika). Igerigi ¢oziiliir ¢oziilmez vial su banyosundan uzaklastirild1 ve vialin dig1
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%70’lik alkolle silindi. Bu asamadan sonraki islemler siki aseptik kosullar altinda
yapildi. Vial igerigi tiipe bosaltilip lizerine damla damla medyum eklendi. 150 x g’de
7 dakika santrifiij edildi ve siipernatan atildi. Hiicre iceren pellet uygun medyumla
tekrar stispanse edildi ve kiiltiir flasklarina dagitildi. Hiicreler, 37°C’de ve %5’lik
CO; ve %95 nemlendirilmis hava igeren karbondioksit inkiibatoriinde inkiibe

edilerek uretildi.

3.2. Cahsma Gruplarn ve Deneyler

Deney 1. Epoxomicine karsi Saos-2 ve MG-63 hiicrelerinin hassasiyetinin
belirlenmesi

Saos-2 ve MG-63 hiicrelerinin epoxomicinin 50-1000 nM arasinda degisen
farkli dozlar1 ile 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonu sonrasi, MTT ve WST-8
sitotoksisite testleri ile epoxomicin hassasiyetleri degerlendirildi. MG-63 ve Saos-2

hiicreleri i¢in epoxomicinin lethal doz 50 diizeyleri (LDs() dozlar1 hesaplandi.

Deney 2. TRAIL’a karst Saos-2 ve MG-63 hiicrelerinin hassasiyetinin
belirlenmesi

Saos-2 ve MG-63 hiicrelerinin, TRAIL’in 25-1000 ng/ml arasinda degisen
farkli dozlar1 ile 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonu sonrasi, MTT ve WST-8
sitotoksisite testleri ile TRAIL’a kars1 hassasiyetleri degerlendirildi.

Deney 3. TRAIL ve epoxomicinin kombine dozlarina kars: sitotoksisite
ve canllik testleri

Bu deneylerde Saos-2 ve MG-63 hiicrelerinde, farkli doz kombinasyonlarinda
birlikte uygulanan TRAIL (25-100 ng/ml) ve epoxomicinin (25-100 nM) 24 saatlik

hiicre canlilig1 lizerine etkisi arastirild1.

Deney 4. Apoptozis ve Kaspaz deneyleri

Bu deneylerde asagidaki gibi gruplara ayrilmis OS hiicrelerinde, TUNEL
testi, pro-apoptotik protein olarak Bax proteini diizeyleri, efektdr kaspaz olarak
kaspaz-3, baslatici kaspaz olarak ise kaspaz-8, intriksik yolak aktivasyonunu

gosteren kaspaz olarak kaspaz-9 aktiviteleri 6l¢iildii.
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Saos-2 hiicreleri icin gruplar:

Grup 1. Saos-2 kontrolhiicre grubu

Grup 2. Sadece 100 ng/ml TRAIL ile inkiibe edilen Saos-2 hiicre grubu

Grup 3. Sadece 100 nM epoxomicin ile inkiibe edilen Saos-2 hiicre grubu

Grup 4. 100 ng/ml TRAIL + 100 nM epoxomicin ile inkiibe edilen Saos-2 hiicre
grubu

MG-63 hiicreleri icin gruplar:

Grup 1. MG-63 kontrol hiicre grubu

Grup 2. Sadece 100 ng/ml TRAIL ile inkiibe edilen MG-63 hiicre grubu

Grup 3. Sadece 100 nM epoxomicin ile inkiibe edilen MG-63 hiicre grubu

Grup 4. 100 ng/ml TRAIL + 100 nM epoxomicin ile inkiibe edilen MG-63 hiicre
grubu

3.3. Hiicre Canlilik ve Sitotoksisite Deneyleri

3.3.1. MTT ile sitotoksisite ol¢iimleri

Epoxomicinin MG-63 ve Saos-2 hiicrelerinin yaklasik %50’sini oldiirticii
dozu (LDsg), MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrasodyum bromid] testi
ile belirlendi ve 24, 48 ve 72. saatlerdeki LDsy degeri bulundu.

MTT, canli hiicreler tarafindan parcalanarak koyu mavi renkte formazan
iriinii veren agik sar1 renkli bir maddedir. Olusan mavi rengin yogunlugu hiicre

canliligmin bir dlciitiidiir.

Kullanilan MTT kiti asagidaki 3 maddeyi igermektedir;

1. Reaktif A: MTT, (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrasodyum
bromid), 50 mg/kuyucuk.

2. Soliisyon B: PBS pH 7.4, 15 ml

3. Soliisyon C: 0.04 N HCl igeren izopropanol, 100 ml

Sitotoksisite deneyleri ile canlilik diizeyi 6l¢limii, inkiibasyon giiniine bagli
olarak 3 ile 5 giin arasinda siirdii. Deneylerin birinci giinii hiicreler flasklardan tripsin
ile kaldirildi. Uygun medyum eklenerek 150 x g’de 7 dakika santrifiij edildi. Pellet 1
ml medyum ile tekrar siispanse edildi. Hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak

hiicreler sayildi. Biitliin MTT calismalarinda, 20.000 hiicre/kuyu olacak sekilde

27



ayarlanarak hiicreler kuyulara 100 pL medyum icerisinde ekildi. Hiicrelerin kuyulara
ekilmesinden 24 saat (hiicrelerin kuyucuklara yapismasi i¢cin gereken siire) sonra
kuyulardaki medyum atilarak, belirlenen dozlardaki TRAIL ve/veya epoxomicin
iceren medyum kuyulara uygulandi. Her TRAIL ve/veya epoxomicin dozlar1 i¢in en
az 6 kuyucuga ekim yapildi ve her doz 6 farkli ¢alisma yapilarak degerlendirildi.
Hiicreler, belirlenen dozlardaki maddeler ile 24, 48 ve 72 saat siiresince 37°C’de, %5
CO; ve %95 nemlendirilmis hava iceren karbondioksit inkiibatoriinde inkiibe edildi.
Daha sonra bu hiicrelerde TRAIL ve epoxomicin hassasiyeti, MTT sitotoksisite kiti
calisilarak belirlendi.

Farkli TRAIL ve/veya epoxomicin dozlari ile farkli zaman stirelerinde inkiibe
edilmis hiicre i¢eren her kuyuya 0.01 mL A+B soliisyonundan (MTT+PBS) eklendi
ve 4 saat 37°C’de ve %5’°lik CO, ve %95 nemlendirilmis hava iceren karbondioksit
inkiibatoriinde inkiibe edildi. Inkiibasyon siirecinin sonunda, canli hiicre igeren
kuyularda MTT den olusan MTT formazan, kuyunun dibinde siyah, ince kristaller
olarak goriildii. 0.1 mL soliisyon C’den her kuyuya eklendi ve pipetaj yapilarak
karistirildi. Soliisyon C’deki izopropanol, formazani ¢dzerek absorbans 6l¢iimii i¢in
uygun homojen mavi bir soliisyon meydana gelmesini sagladi. Soliisyon C
eklendikten sonra 1 saat icinde, dalga boyu olarak 570 nm ELISA plak
okuyucusunda plagin okumasi yapildi.

Kontrol (sadece hiicre) ve TRAIL ve/veya epoxomicin uygulanmis kuyularin
ortalama absorbans degerlerinden sadece medyum iceren kuyularin ortalama
absorbans degerleri ¢ikartildi. Yasayan hiicre yiizdesi; sadece hiicre iceren kontrol
grubunun ortalama absorbans degerlerinin ilaglarla inkiibe edilen hiicrelerin ortalama
absorbans degerleri ile karsilastirilmasiyla hesaplandi. Sonuglar % kontrol olarak

ifade edildi. Deneyler alt1 kere tekrarlandi.

3.3.2. WST-8 ile sitotoksisite ol¢iimleri

Bu yontem ekstraselliiler WST-8 [2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-
5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolium monosodyum tuzu]’in mitokondride {iretilen
NADH araciligiyla azaltilmasi prensibine dayanir. WST-8’in iirettigi formazon
kristalleri suda ve hiicre kiiltlirii medyumunda direkt olarak ¢6ziindiigii i¢cin ¢oziicii

soliisyona gerek yoktur. Bu kitin icinde sadece WST-8 reaktifi bulunmaktadir.
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Sitotoksisite deneyleri ile canlilik diizeyi 6l¢limii, inkiibasyon gliniine bagl
olarak 3 ile 5 giin arasinda siirdii. Deneylerin birinci giinii hiicreler flasklardan tripsin
ile kaldirildi. Uygun medyum eklenerek 150 x g’de 7 dakika santrifiij edildi. Pellet 1
ml medyum ile tekrar siispanse edildi. Hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak
hiicreler sayildi. Biitiin WST-8 calismalarinda, 20.000 hiicre/kuyu olacak sekilde
ayarlanarak hiicreler kuyulara 100 pL medyum igerisinde ekildi. Yapigmalari i¢in 24
saat beklendi. 24 saat 37°C’de inkiibasyon sonrasi kuyulardaki medyumlar atilarak
yenilendi. Her TRAIL ve/veya epoxomicin dozlar1 i¢in en az 6 kuyuya ekim yapildi
ve her doz 6 farkli c¢aligma yapilarak degerlendirildi. Hiicrelerin kuyulara
ekilmesinden 24 saat sonra medyum atilarak, belirlenen dozlardaki TRAIL ve/veya
epoxomicin i¢eren medyum kuyulara uygulandi. Hiicreler, belirlenen dozlardaki
maddeler ile 24, 48 ve 72 saat siliresince 37°C’de, %5 CO; ve %95 nemlendirilmis
hava igeren karbondioksit inkiibatoriinde inkiibe edildi. Gerekli inkiibasyon
siirelerinden sonra hiicrelerin bulunduklar1 kuyucuklara 10 pl WST-8 soliisyonu
eklendi ve 4 saatlik inkiibasyon periyodundan sonra 450 nm dalga boyunda
spektrofotometrik 6l¢iim yapildi. Bu yontemde hiicre sayisi ile absorbans arasinda
dogru bir oranti bulunmaktadir. Absorbans degerlerine gore hiicre canliliklar:
degerlendirildi. Kontrol (sadece hiicre) ve TRAIL ve/veya epoxomicin uygulanmis
kuyularmin ortalama absorbans degerlerinden sadece medyum igeren kuyularin
ortalama absorbans degerleri ¢ikartildi. Yasayan hiicre yiizdesi; sadece hiicre igeren
kontrol grubunun ortalama absorbans degerlerinin ilaglarla inkiibe edilen hiicrelerin
ortalama absorbans degerleri ile karsilastirilmasiyla hesaplandi. Sonuglar % kontrol

olarak ifade edildi. Deneyler alt1 kere tekrarlandi.

3.4. Apoptozisin Belirlenmesi ve Kaspaz Aktivite Ol¢iimleri

3.4.1. TUNEL deneyleri

Apoptozisin belirlenmesi, Terminal deoxynucleotidyl Transferase [(TdT)-
mediated dUTP nick end labeling (TUNEL)] prensibine dayanan bir ticari kit
(Calbiochem. Cat.No. QIA33) ile yapild1.

Prensip: Bu kit, lam iizerine fikse edilmis hiicrelerde apoptotik niikleuslarin

DNA’smin tanimlanmasmma imkan vermektedir. Bu deneyde TdT(Terminal
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Deoksiniikleotidil Transferaz), apoptotik sinyallere cevaben olusan DNA
fragmanlarinin 3’-OH ucuna biotin ile isaretlenmis deoksiniikleotidlerin eklenmesini
katalizler. Streptavidine baglanmig haldeki horseradish peroksidaz (HRP)
biotinlenmis niikleotidlere baglanir. Diaminobenzidin, DNA fragmantasyon
bolgelerinde isaretlenmis Ornekler ile reaksiyona girerek ¢dziinmeyen renkli bir
substrat olusturur. Apoptotik hiicrelerde metilen yesili (Metil green) koyu
kahverengine doniisiir (Sekil 3.1).

Reaktifler:

1. Proteinaz K: 10 mM Tris igerisinde 2 mg/ml Proteinase K, pH 8

2. 5X TdT Denge Tamponu: 1 M Sodium Cacodilate, 0.15 M Tris, 1.5 mg/ml
BSA(s1g1r serum albumin), 3.75 mM CoCl,, pH 6.6

3. TdT enzimi

4. TdT isaretleme reaksiyon karigimi

5. Durdurma Tamponu: 0.5 M EDTA, pH 8

6. Bloklama Tamponu: PBS (Phosphate buffered saline) icerisinde %4 BSA

7. 50X Konjugat: Peroksidaz streptavidin konjugati: 50-kat konsantre soliisyon

8. DAB Taletleri: 3,3’Diaminobenzidine (0.7 mg/tablet)

9. H,0,/Ure Taletleri: H,Oy/iire (1.6 mg/tablet)

10. Metil Green boyast: %0.3 Metil green

Hiicreler belirlenen dozlardaki maddelerle 24 saat inkiibe edildikten sonra
10°/ml dansitesinde %4 formaldehit (1X PBS) ¢ozeltisi icerisinde oda sicakhgmda
10 dakika bekletilerek lam {izerine fikse edildi. Ardindan oda 1sisinda 20 dakika
Proteinaz K ile inkiibe edildi ve TBS ile yikand1. Ornekler 20 dakika siire ile 1 pg/ul
DNase I ile inkiibe edilip TBS ile yikandi. Endojen peroksidazlarin inaktivasyonu
icin drnekler 5 dakika siire ile %3 H,0; ile inkiibe edilerek TBS ile yikand1. Ornekler
TdT Denge Tamponu ile oda 1sisinda 20 dakika kadar inkiibe edildi. Ardindan
ornekler iizerine TdT ile isaretlenmis DNA fragmanlarin1 optimize etmek ic¢in
isaretlenmis ve isaretlenmemis deoksiniikleotid karigimi iceren TdT isaretleme
reaksiyon karisimi eklendi ve durdurma tamponu ile reaksiyon durduruldu ve TBS
ile yikandi. Ardindan 6rnekler 10 dakika DAB soliisyonu ile inkiibe edildikten sonra

distile su ile yikand1. Ornekler metilen yesili ile muamele edilerek 6nce %100 etanol
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eklenip ardindan ksilen icine alindi. Bu islemden sonra 1sik mikroskobunda
incelenmek iizere lamlar lamel ile kapatildi. Isik mikroskobu ile tiim numuneler
degerlendirildi. Apoptozise ugramis hiireler DAB ile koyu kahverengi olarak
gozlenirken, apoptozise ugramayan hiicreler ise acik kahverengi olarak belli belirsiz

boyandilar.

Niikleozomal DNA Fragmani

TdT
Biotin-dNTP
isaretlenmemis-dNTP
~Biotin
‘Streptavidin

% (GRPHRP

Streptayidin-HRP

H?gz renksiz

ggh dziinmez .
: > Ernmoien (Kahverengi)

Sekil 3.1. DNA fragmanlarinin 3’-OH ucunun biotin ile isaretlenmesi ve HRP
baglanmasi.

3.4.2. Kaspaz deneyleri

3.4.2.1. Hiicre lizatlarinda Kaspaz-3 aktivitesinin ol¢iimii

Saos-2 ve MG-63 hiicrelerinde kaspaz-3 aktivite tayini ticari bir kit (Cat.
KHZ0022. BioSource International, Inc.) ile yapild1.

Prensip: Kaspaz-3, DEVD aminoasit sekansi ile tanimlanir. DEVD-pNA
(Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilide) substratinin kaspaz-3 tarafindan kirilmasi1 sonucu

aciga ¢ikan serbest pNA 400-405 nm’de absorbans artisina neden olur.

Reaktifler:

1. Hiicre Lizis Tamponu (25 ml ya da 100 ml): Tris tamponlu salin iceren
deterjan igerir.

2. 2x Reaksiyon Tamponu (2 ml ya da 16 ml): Tamponlanmis salin, gliserol ve

deterjan igerir.
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3. Substrat (125 pl ya da 1000 pl): DMSO igerisinde 4 mM pNA kromoforuna
konjuge sentetik peptid (sekans: DEVD) igerir.

4. Dilusyon Tamponu (25 ml ya da 200 ml): HEPES, Tris ve NaCl igeren
tampon soliisyonu igerir.

5. DTT (100 pl ya da 800 ul): 1 M dithiothreitol igerir.

MG-63 ve Saos-2 hiicrelerinin kontrol, 100 ng/ml TRAIL, 100 nM epoxomicin,
100 ng/ml TRAIL + 100 nM epoxomicin kombine doz gruplarinin 24 saatlik
inkiibasyonlarini takiben hiicreler sayilarak her drnek peletinde 3x10° hiicre olacak
sekilde ayarlandi. Hiicreler 50 pL sogutulmus lizis tamponu ile resiispanse edilerek
10 dakika buz iizerinde inkiibe edildi. Ardindan 10,000 x g’de 1 dakika santrifiij
edildi. Sitozolik ekstrakt olan siipernatan yeni tiipe aktarilarak buz {izerine alindi.
Protein konsantrasyonu Bradford yontemi ile belirlendi. Her bir sitozolik ekstrakt 50
puL lizis tamponunda 50-200 pug konsantrasyonunda protein olacak sekilde diliie
edildi. Olgiilen 6rneklerin sayisi belirlenerek her drnekte 2x reaksiyon tamponundan
50 pL cam tiiplere aktarildi ve iizerine 1.0 M DTT den 10 pL eklendi. Her 6rnege 2x
reaksiyon tamponundan 50 pL aktarildi. 4 mM DEVD-pNA substratindan 5 pL
eklenerek 37°C’de 2 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon karanlkta
gerceklestirildi. 400 nm’de mikroplate okuyucuda okuma yapildi.

Kaspaz-3 aktivitesi seviyesindeki katli artis apoptozisin uyariminin
yapilmadig1 hi¢cbir madde ile inkiibe edilmeyen kontrol hiicreleri ile karsilastirilarak

belirlendi.

3.4.2.2. Hiicre lizatlarinda Kaspaz-8 aktivitesinin ol¢iimii
Saos-2 ve MG-63 hiicrelerinde kaspaz-8 aktivite tayini ticari bir kit
(ApoTarget kit, code: KHZ0061: BioSource International, Inc.) ile yapildi.

Prensip: Kaspaz-8, IETD(Ile-Glu-Thr-Asp) amino asid sekansini tanir. Bu
sekans, inaktif 32 kDa’luk kaspaz-3 prekiirsorunun (172-175. amino asidler) kirilma
noktalarindan birine karsilik gelir. Substrat olan IETD-pNA, p-nitroanilide (p-NA)
kromoforu ve sentetik bir tetrapeptid olan IETD’yi icermektedir. IETD-pNA (Ile-

Glu-Thr-Asp-p-nitroanilide) substratinin kaspaz-8 tarafindan kirilmasi sonucu agiga
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cikan serbest pNA, 405 nm’de absorbans artisina neden olur. Bu artisin kontrol ile

karsilastirilmasi, kaspaz 8 aktivitesini verir.

Reaktifler:

1. Hiicre Lizis Tamponu (100 mL): deterjan iceren tris tamponlu serum
fizyolojik.

2. Reaksiyon Tamponu (16 mL): serum fizyolojik, gliserol ve deterjan igeren
tampon.

3. Substrat (1000 pL): DMSO igerisinde 4 mM pNA kromoforuna konjuge
edilmis 4 mM sentetik peptid (IETD sekansi).

4. Dilisyon Tamponu (200 mL): HEPES, Tris ve NaCl iceren tampon
soliisyonu.

5. DTT (800 uL): 1 M dithiothreitol

MG-63 ve Saos-2 hiicrelerinin kontrol, 100 ng/ml TRAIL, 100 nM
epoxomicin, 100 ng/ml TRAIL + 100 nM epoxomicin kombine doz gruplarmnin 24
saatlik inkiibasyonlarmi takiben hiicreler sayilarak her 6rnek peletinde 3x10° hiicre
olacak sekilde ayarlandi. Kontrol hiicrelerinde apoptozis uyarimi yapilmadi. Hiicreler
50 pL sogutulmus lizis tamponu ile tekrar siispanse edilerek 10 dakika buz iizerinde
inkiibe edildi. Ardindan 10,000xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Sitozolik ekstrakt olan
siipernatan, yeni tiipe aktarilarak buz iizerine alindi. Protein konsantrasyonu Bradford
yontemi ile belirlendi. Her bir sitozolik ekstrakt, 50 pL lizis tamponunda 50-200 pg
konsantrasyonunda protein olacak sekilde (1-4 mg/mL) diliie edildi. Calisilacak her
bir 6rnek i¢in, reaksiyon tamponundan 50 pL cam tiiplere aktarildi ve iizerine
kullannmdan hemen 6nce DTT (dithiothreitol) eklendi (son konsantrasyon 10 mM
olacak sekilde, 1.0 M DTT Stok reaktifinden reaksiyon tamponunun 1 ml’sine 10 pL.
eklendi). Her 6rnege 10 mM DTT igeren Reaksiyon tamponundan 50 pL aktarildi. 4
mM IETD-pNA substratindan (son konsantrasyon 200 uM) 5 uL eklenerek 37°C’de
2 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon karanlikta gerceklestirildi. 405 nm’de
mikroplak okuyucuda okuma yapildi.

Kaspaz-8 aktivite seviyesindeki artis apoptozis uyariminin yapilmadig: hi¢cbir
madde ile inkiibe edilmeyen kontrol hiicrelerinin kaspaz-8 aktive seviyesi ile

karsilastirilarak belirlendi.
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3.4.2.3. Hiicre lizatlarinda Kaspaz-9 aktivitesinin ol¢iimii

Kaspaz-9 oOlciimleri ticari bir kit (katalog no. KHZO0102. BioSource
International, Inc.) ile yapild:.

Prensip: Kaspaz-9 proteaz deneyi, LEHD (Leu-Glu-His-Asp) amino asid
sekansmi tanir. Substrat olan LEHD-pNA, p-nitroanilide (p-NA) kromoforu ve
sentetik bir tetrapeptid olan LEHD amino asid sekansini (Leu-Glu-His-Asp)
icermektedir. LEHD-pNA(Leu-Glu-His-Asp-p-nitroanilide) substratinin, kaspaz-9
tarafindan kirilmasi sonucu agiga ¢ikan serbest pNA, 405 nm’de absorbans artigina

neden olur. Bu artigin kontrol ile karsilastirilmasi, kaspaz-9 aktivitesini verir.

Reaktifler:

1. Hiicre LizisTamponu (100 mL): deterjan igeren tris tamponlu serum
fizyolojik.

2. Reaksiyon Tamponu (16 mL): serum fizyolojik, gliserol ve deterjan igeren
tampon.

3. Substrat (1000 puL): DMSO igerisinde pNA kromoforuna konjuge edilmis 4
mM sentetik peptid (sekans: LEHD).

4. Dilusyon Tamponu (200 mL): HEPES, Tris ve NaCl iceren tampon
soliisyonu.

5. DTT (800 pL): 1 M dithiothreitol.

MG-63 ve Saos-2 hiicrelerinin kontrol, 100 ng/ml TRAIL, 100 nM
epoxomicin, 100 ng/ml TRAIL + 100 nM epoxomicin kombine doz gruplarmin 24
saatlik inkiibasyonlarmi takiben hiicreler sayilarak her 6rnek peletinde 3x10° hiicre
olacak sekilde ayarlandi. Kontrol hiicrelerinde apoptozis uyarimi yapilmadi. Hiicreler
50 pL sogutulmus lizis tamponu ile tekrar siispanse edilerek 10 dakika buz iizerinde
inkiibe edildi. Ardindan 10,000xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Sitozolik ekstrakt olan
siipernatan yeni tiipe aktarilarak buz iizerine alindi. Protein konsantrasyonu Bradford
yontemi ile belirlendi. Her bir sitozolik ekstrakt, 50 pL lizis tamponunda 50-200 pg
konsantrasyonunda protein olacak sekilde (1-4 mg/mL) diliie edildi. Calisilacak her
bir 6rnek i¢in, reaksiyon tamponundan 50 pL cam tiiplere aktarildi ve iizerine
kullanimdan hemen 6nce DTT eklendi (son konsantrasyon 10 mM olacak sekilde,

1.0 M DTT stok reaktifinden reaksiyon tamponunun 1 ml’sine 10 pL eklendi). Her
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ornege 10 mM DTT iceren reaksiyon tamponundan 50 pL aktarildi. 4 mM LEHD-
pNA substratindan (son konsantrasyon 200 puM) 5 pL eklenerek 37°C’de 2 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon karanlikta gerceklestirildi. 405 nm’de mikroplak
okuyucuda okuma yapild1.

Kaspaz-9 aktivite seviyesindeki artis apoptozis uyariminin yapilmadigi hicbir
madde ile inkiibe edilmeyen kontrol hiicrelerinin kaspaz-9 aktive seviyesi ile

karsilastirilarak belirlendi.

3.5. Bax Deney Yontemi

Bax olctimleri ticari bir kit (katalog no. 900-138 Assay Designs) ile yapildi.

Prensip: Standart ve Orneklerde bulunan Bax proteini, mikroplak kuyu
ylizeyine immobilize edilmis olan monoklonal Bax antikoruna baglanir. Kit, insan
rekombinan Bax-a standardi icermektedir. Kisa bir inkiibasyonu takiben, fazla 6rnek
ve standardlar yikanarak uzaklastirilir. Bunu takiben biyotinlenmis monoklonal Bax
antikoru eklenir. Bu antikor, plak {izerinde yakalanmig Bax’a baglanir. Kisa bir
inkiibasyonu takiben, fazla antikor uzaklastirilir. Streptavidin ile konjuge edilmis
HRP eklenir. Streptavidin ile konjuge edilmig HRP, biyotinlenmis monoklonal Bax
antikoruna baglanir. Baglanamayan fazla streptavidin ile konjuge edilmis HRP atilir.
Substrat eklenir. Kisa bir inkiibasyonu takiben, enzim reaksiyonu durdurularak

olusan renk 450 nm’de okunur.

Reaktifler:

1. Bax Antikoru (10 mL): Sar1 renkli Bax’a karsi biyotinlenmis monoklonal
antikor. 3-16 amino asitli bu antikor sadece insanlarda aktivite gosterir.

2. Deney Tamponu (100 mL): Deterjan ve protein igeren tris tamponlu serum
fizyolojik (TBS).

3. Bax Konjugat: (10 mL): HRP konjuge edilmis mavi renkli Streptavidin
soliisyonu.

4. Yikama Tamponu (100 mL): Deterjan igeren tris tamponlu serum fizyolojik

(TBS). 950 mL deiyonize su ile diliie ederek kullanilir.
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5. Insan Bax standard:: rekombinant insan Bax (20.000 pg/ml) soliisyonu. 6
standard polipropilen tiip hazirlanir. Birinci tiipe 900 pl, iki-altinct tiiplere
500 pl deney tamponu konur. Birinci tiipe 20.000 pg/ml standarttan 100 pl
konur ve vortekslenir. Birinci tiipten 500 pl ikinci tiipe transfer edilir ve
vortekslenir. Altinci tiipe kadar bu islem tekrarlanir.

6. TMB Substrati (10 mL): 3,3’,5,5 Tetrametilbenzidin (TMB) ve H,O,
soliisyonu,

7. Durdurma soliisyonu (10 mL): 1N Hidroklorik asit soliisyonu.

8. Hiicre Lizis Tamponu (100 ml): 100 mM PBS, pH 7.3, 150 mM NaCl, ]| mM
EDTA, %0.5 Triton X-100 and %0.005 Tween 20. Kullanmadan hemen 6nce
Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF, son konsantrasyon 1 mM) ve Protease
Inhibitor Cocktail (PIC, 0.5 pL/mL) eklenir.

Hiicreler 1 ml’de 4x10° hiicre olacak sekilde ayarlandiktan sonra lizis
tamponu ile parcaland1 ve deney tamponu ile diliie edildi. Yiizeyi Bax antikoru ile
kaplanmis kuyulara her 6rnek ve standarttan 100 puL pipetlendi. Kor kuyularina 100
puL deney tamponu kondu. Daha sonra plak kapatilip, 1 saat siiresince plak
calkalayicisinda 500 rpm’de inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben kuyular bosaltildi ve
400 pl yikama soliisyonu ile 5 defa yikandilar. Seri yikamalarin ardindan, 100 pL
Bax’1 taniyan biyotinlenmis sar1 antikor, kor hari¢ biitiin kuyulara pipetlendi. Plak
kapatildi ve 1 saat plak calkalayicisinda 500 rpm’de inkiibe edildi. Inkiibasyonu
takiben kuyular bosaltildi ve 400 ul yikama soliisyonu ile 5 defa yikandilar. Seri
yikamalarin ardindan streptavidin konjuge HRP’den 100 pL, kor hari¢ biitiin
kuyulara pipetlendi Plak kapatildi ve 30 dak 500 rpm’de inkiibasyona birakild:.
Inkiibasyonu takiben kuyular bosaltildi ve 400 pl yikama soliisyonu ile 5 defa
yikandilar. Biitlin kuyulara 100 pL substrat eklendi ve oda 1sisinda 30 dakika 500
rpm’de inkiibe edildiler. Biitiin kuyulara durdurma soliisyonundan 100 puL eklenerek
450 nm’de okuma yapaildi.

Standart ve numunelerin ortalama optik dansitelerinden (OD), kore ait
ortalama OD cikartilarak ortalama net OD bulundu. Standartlara ait OD degerlerine
karsilik Bax konsantrasyon grafigini ¢izilerek, numunelerin Bax konsantrasyonlarmni

bu grafikten hesaptik.
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3.6. BRADFORD Protein Tayin Yontemi

Protein dl¢timleri ticari bir kit (Coomassie Plus Kit No. 22236) ile yapild:.
Coomassie Plus Kit, protein kantitasyonunda kullanima hazir, hizli bir kolorimetrik

yontemdir.

Standart ve Deney Reaktiflerinin Hazirlanmasi

Sigir albumin standardi, degisik oranlarda dilue edilerek farkli
konsantrasyonlarda protein standartlar1 elde edildi. Coomassie Plus Reaktifi,
kullanilmadan hemen Once sise alt st edilerek karistirildi. Kullanilacak miktar

ayrildi ve kullanmadan 6nce oda 1s1sina getirildi.

Deneyin Yapihsi

Standard ve orneklerden 10 pl, mikroplak kuyularmna pipetlendi. Her kuyuya
300 ul Coomassie Plus Reaktifi eklendi ve 30 saniye plak karistiricisinda karistirildi.
Plak karistiricidan alindi ve oda 1sisinda 10 dakika bekletildi. Plak okuyucusunda
standard ve orneklerin absorbanslar1 595 nm’de 6lgiildii.

Standartlarin absorbanslarindan koriin absorbansi ¢ikartilarak net standart
absorbanslar1 hesaplandi. Net standart absorbanslarina karsi standart konsantrasyon
grafigi cizildi. Orneklerin protein konsantrasyonlar1 bu grafikten yararlanarak

hesaplanda.

3.7. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler icin SPSS 18.0 istatistik programi ve lojistik regresyon
model ile lethal doz 50 diizeyleri (LDsp) hesaplanmasi i¢cin Graphpad Prism version
5.0 programi kullanildi. Her bir deney i¢in kullanilan istatistik yontemi ve
aciklamalar ilgili deney boliimiinde ayrintili olarak anlatildi. Calismalarimizda her
deney alt1 kez (n=6) tekrarland1 ve veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak

sunuldu. P<0.05 istatistik olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Osteosarkom Hiicrelerinde Epoxomicinin Sitotoksisitesi

Canlilik ¢alismalar1 igin MG-63 ve Saos-2 hiicrelerinde bagimsiz 6 deney
yapildi ve sonuglar ortalamat+SD olarak gosterildi. Yaptigimiz sitotoksisite
deneylerinde osteosarkom hiicrelerini epoxomicin ile 50-1000 nM doz araliginda, 24,
48 ve 72 saat siiresince inkiibe ettik. Yaptigimiz One Sample Kolmogorov Smirnov
testleriyle gruplarin kendi igerisindeki veriler birbiriyle uyumlu c¢ikt1 (P>0,05).
Buldugumuz deney sonuclarina gore, Graphpad Prism version 5.0 programi
kullanarak yaptigimiz lojistik regresyon model ile %95 giiven araliginda (%95 CI)
epoxomicinin, MG-63 ve Saos-2 hiicreleri lizerindeki 24, 48 ve 72 saatlik LDs
(kanser hiicrelerinin %50’sini 6ldiiren doz) dozlarin1 hesapladik (121).

MG-63 hiicrelerinde epoxomicinin LDsy dozlarmi, farkli epoxomicin
dozlariyla 24 saatlik inkiibasyon sonrasi 272 nM (%95 CI; 235-315), 48 saatlik
inkiibasyon sonrasi 124 nM (%95 CI; 100-151) ve 72 saatlik inkiibasyon sonras1 12
nM (%95 CI; 3-44) olarak bulduk (P<0.001, Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Farkli dozlardaki epoxomicin ile 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilen MG-63
hiicrelerinin % canlilifi. Deneyler 6 kez tekrarland1 (n=6) ve degerler ortalama+SD
olarak gosterildi. 24 saatlik inkiibasyon sonucu canlilik degerleri grafik ilizerinde
sayisal olarak verildi.
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Saos-2 hiicrelerinde epoxomicin LDsg dozlarini, farkli epoxomicin dozlariyla
24 saatlik inkiibasyon sonrasi 355 nM (%95 CI; 238-532), 48 saatlik inkiibasyon
sonrasi 255 nM (%95 CI; 172-376) ve 72 saatlik inkiibasyon sonrast 7 nM (%95 CI;
2-30) olarak bulduk (P<0.001, Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Farkli dozlardaki epoxomicin ile 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilen Saos-2
hiicrelerinin % canlilifi. Deneyler 6 kez tekrarlandi (n=6) ve degerler ortalama+SD
olarak gosterildi. 24 saatlik inkiibasyon sonucu canlilik degerleri grafik iizerinde
sayisal olarak verildi.

4.2. Osteosarkom Hiicrelerinde TRAIL’1n Sitotoksisitesi

MG-63 ve Saos-2 hiicrelerinin hiicre canliliklari, farkli konsantrasyonlardaki
TRAIL (25-1000 ng/ml) ile 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlarindan sonra
degerlendirildi.

Saos-2 hiicreleri yaptigimiz ¢alismada MG-63 hiicrelerine géore TRAIL’in
apoptozisi indiikleyici etkisine daha direngli olarak bulundu. Saos-2 hiicrelerinin 24
saatlik inkiibasyonlarda denedigimiz en yiiksek dozdaki (1000 ng/ml) canlilik orani
%69.55+9.4 (ort.£SD) olarak tespit edilirken, MG-63 hiicrelerinin ise ayni doz ve
siiredeki canlilik orani %54.44+4.6 olarak tespit edildi (p<0.05). Bagka bir deney
sonucu olarak, en yiiksek dozda (1000 ng/ml) ve en uzun inkiibasyon siiresinde (72

saat) bile Saos-2 hiicrelerinin canlilik degerleri %50 nin altina belirgin olarak inmedi
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(%52.33+7.57) (Sekil 4.3). MG-63 hiicreleri icin ise ayn1 canlilik orani (%52.2+6.5)
ayni stirede 500 ng/ml TRAIL dozunda tespit edildi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. Saos-2 hiicrelerinde TRAIL sitotoksisitesinin doz-zaman grafigi.
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Sekil 4.4. MG-63 hiicrelerinde TRAIL sitotoksisitesinin doz-zaman grafigi.

Hiicre canliliginda %10-15 oraninda belirgin bir diisiis, her iki hiicre
grubunda da 24 saatlik 100 ng/ml TRAIL uygulanan gruplarda goriildi (Sekil 4.3 ve
4.4). Her iki hiicre dizisinde de, 24 saatlik 100 ng/ml TRAIL uygulanan grubun
hiicre canlilig1, kontrol grubunun 24 saatlik hiicre canliligina gore istatistiksel olarak

anlaml diizeyde diisiik bulundu (p<0.01, her iki hiicre dizisi i¢in). 100 ng/ml TRAIL
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dozu daha onceki caligmalarda da kombinasyonlar ile ilgili mekanizmalar
arastirilirken kullanilan ve tavsiye edilen dozdur (1, 16). Bundan dolayr TRAIL ve
epoxomicinin kombine inkiibasyonlarinda, 100 ng/mITRAIL dozunu ve yine
belirledigimiz LDsy dozunun altinda hiicre 6liimiine neden olan 100 nM epoxomicin
dozu uyguladik. Kontrol, TRAIL, epoxomicin ve TRAIL ve epoxomicin gruplarinda
kaspaz-3, -8, -9 aktivite Olgiimlerini, Bax proteini diizeyi Olglimiinii ve TUNEL

deneylerimizi yaptik.

4.3. TRAIL ve Epoxomicinin Kombine Dozlarinin Sitotoksisitesi

Saos-2 ve MG-63 OS hiicrelerini, TRAIL 1 (25-100 ng/ml) ve epoxomicinin
(25-100 nM) farkli doz kombinasyonlarinda 24 saat inkiibe ettik vebu inkiibasyon
siiresi sonunda hiicre canliliklarint MTT canlilik testi ile inceledik. Sonucglarimiza
gore, her 1iki osteosarkom hiicresinde de TRAIL ve epoxomicinin tiim
kombinasyonlari, bu dozlarin tek uygulanmalarma oranla ¢ok belirgin olarak hiicre
Oliimiini artird1. Biitliin kombinasyon dozlar1 bu dozlarin tek tek uygulamasina gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde sitotoksik bulundu (p<0.05). En disiik doz
kombinasyonu olan 50 nM epoxomicin + 25 ng/ml TRAIL (E50-T25)
kombinasyonunda bile MG-63 osteosarkom hiicrelerinin hiicre canliliginin
%64.6+4.2°e, Saos-2 osteosarkom hiicrelerinin hiicre canliligmmin %68.5+5.3’e indigi
tespit edildi (E50-T25 grubu, E50 ve T25 gruplariyla karsilastirildiginda her iki
hiicre grubu i¢inde Sekil 4.5’te goriildiigi gibi *p<0.001).

MG-63 hiicrelerinin, 100 nM epoxomicin + 100 ng/ml TRAIL (E100-T100)
kombinasyonunda 24 saatlik inkiibasyon sonrasi hiicre canliligi oldukc¢a azaldi
(%24.1+3.5).E100-T100 kombinasyonu, sadece 100 ng/ml TRAIL (T100) uygulanan
grubun hiicre canliligi (%85+1.6) ya da sadece 100 nM epoxomicin (E100)
uygulanan grubun hiicre canliligi (%70.8+4) ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak ¢ok anlamli diizeyde diisiik bulundu (**p<0.0005) (Sekil 4.5). Ayni sekilde,
Saos-2 hiicrelerinin de 100 nM epoxomicin + 100 ng/ml TRAIL (E100-T100)
kombinasyonunda 24 saatlik inkiibasyon sonrasi hiicre canliligi (%50.3+6.4) sadece
100 ng/ml TRAIL (T100) uygulanan grubun hiicre canlilig1 (%88.84+5.2) ya da
sadece 100 nM epoxomicin (E100) uygulanan grubun hiicre canlilig1 (%79.742.5) ile

41



karsilastirildiginda istatistiksel olarak c¢ok anlamhi diizeyde diisiik bulundu
(**p<0.0005) (Sekil 4.5).

Bu iki ilacin birlikte etkisi ayrica izobol teknigi ile degerlendirildiginde de
bu iki ilag arasinda potansiyalizasyon ya da bagka bir degisle sinerjizm oldugu agikca
goriilmektedir (122). Bu sinerjizmin potansiyel apoptotik mekanizmasini arastirmak
icin belirledigimiz ortak dozu (E100-T100), kaspaz deneyleri, pro-apoptotik Bax
protein diizeyi Ol¢climii ve apoptozisin belirlenmesi i¢in TUNEL metodu ile

yaptigimiz deneylerimizde kullandik.
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Sekil 4.5. (a) MG-63 hiicrelerinde TRAIL (T), epoxomicin (E) ve TRAIL-
epoxomicin kombine (E-T) uygulamalarinda canlilhik yiizdeleri, (b) Saos-2
hiicrelerinde TRAIL (T), epoxomicin (E) ve TRAIL-epoxomicin kombine
uygulamalarinda canlilik yiizdeleri. Harflerin yanindaki rakamlar ila¢ dozlarini
gostermektedir. Her calisma alt1 kez tekrarland1 (n=6) ve degerler ort.+SD olarak
verildi.
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4.4. MG-63 ve Saos-2 Hiicrelerinin Morfolojik Goriintiileri

MG-63 ve Saos-2 hiicrelerinin inverted mikroskop ile ¢ekilen resimleri

yaptigimiz canlilik testlerinin sonuglarini destekler niteliktedir.

— —
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Sekil 4.6. MG-63 ve Saos-2 osteosarkom hiicrelerinin 10X biiyiitme ile elde edilen
mikroskobik gorlintiileri. Canli MG-63 ve Saos-2 hiicreleri adherent ve igsi sekilli
hiicrelerdir. Olii hiicreler ise medyum yiizeyinde yiizen yogunlasmis yuvarlak noktalar olarak
151k mikroskobunda goriilmektedir.

Sekil 4.7. 10° hiicre/ml hiicre yogunlugunda petriye ekilen ve herhangi bir madde ile inkiibe
edilmeyen MG-63 kontrol hiicre grubunun, 24 saatlik medyum igindeki inkiibasyonu sonucu
4X biiylitme ile elde edilen mikroskop goriintiisii. Canli MG-63 hiicreleri morfolojik olarak
igsi sekilli ve adherent hiicreler olarak goriilmektedir. Olii MG-63 hiicreleri ise yapisamayan,
morfolojik yapisim1 kaybetmis, koyulasip, yuvarlaklagmis, medyum yiizeyinde yiizen
hiicreler olarak goriilmektedir.

43



Sekil 4.8. 10° hiicre/ml hiicre yogunlugunda petriye ekilen MG-63 hiicrelerinin 100 ng/ml
TRAIL ile 24 saatlik inkiibasyonu sonucu 4X biiyiitme ile elde edilen mikroskop goriintiisii.
Petriye yapisan canli hiicre yogunlugu kontrol grubuna gore azalmig olarak goriilmektedir.

G N " ) REANY _
Sekil 4.9. 10° hiicre/ml hiicre yogunlugunda petriye ekilen MG-63 hiicrelerinin 100 nM
epoxomicin ile 24 saatlik inkiibasyonu sonucu 4X biiyiitme ile elde edilen mikroskop
goriintiisii. Petriye yapisan canli hiicre yogunlugu kontrol grubuna gore azalmig olarak

goriilmektedir.

7
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Sekil 4.10. 10° hiicre/ml hiicre yogunlugunda petriye ekilen MG-63 hiicrelerinin 100 ng/ml
TRAIL + 100 nM epoxomicin kombine dozu ile 24 saatlik inkiibasyonu sonucu 4X biiyiitme
ile elde edilen mikroskop goriintiisii. Canli hiicre yogunlugu diger gruplara kiyasla oldukg¢a
azalmis olarak goriilmektedir. Olii hiicreler yuvarlaklasip yogunlasmislardir.
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Sekil 4.11. 10° hiicre/ml hiicre yogunlugunda petriye ekilen ve herhangi bir madde ile inkiibe
edilmeyen Saos-2 kontrol hiicre grubunun 24 saatlik inkiibasyon sonucu 4X biiyiitme ile elde
edilen mikroskop goriintiisii. Canli Saos-2 hiicreleri morfolojik olarak igsi sekilli ve adherent
hiicreler olarak goriilmektedir. Olii Saos-2 hiicreleri ise yapisamayan, morfolojik yapisini
kaybetmis, yuvarlaklagsmis, medyum yiizeyinde yiizen hiicreler olarak goriilmektedir.

45



Sekil 4.13. 10° hiicre/ml hiicre yogunlugunda petriye ekilen Saos-2 hiicrelerinin, 100 nM
epoxomicin ile 24 saatlik inkiibasyonu sonucu 4X bilyiitme ile elde edilen mikroskop
gorlntusii.
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Sekil 4.14. 10° hiicre/ml hiicre yogunlugunda petriye ekilmis Saos-2 hiicrelerinin 100
ng/ml TRAIL + 100 nM epoxomicin kombine dozu ile 24 saatlik inkiibasyonu
sonucu 4X biiyiitme ile elde edilen mikroskop goriintiisii. Canli hiicre sayis1 oldukca
azalmis olarak goriilmektedir.

4.5. TUNEL Apoptotik indeks

Kontrol, sadece TRAIL (100 ng/ml), epoxomicin (100 nM) veya TRAIL +
epoxomicin kombine dozu (100 ng/ml TRAIL + 100 nM epoxomicin) uygulanan
MG-63 ve Saos-2 hiicre gruplarinda 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda TUNEL
methodu ile apoptotik hiicreler boyandi. Apoptotik Indeks (AI), daha onceki
calismalarda yapildig1 gibi (123) her grup i¢in lam fiizerinde rastgele secilen iyi
boyanmis bes bolgede sayim yapildi ve asagidaki formiile gére her grubun Apoptotik
Indeksi yiizde (%) olarak hesaplandi

Al (%) = (TUNEL-pozitif boyanan hiicre sayis1 / Total hiicre sayis1)x100

Kombine doz (T+E grubu) uygulanan gruplarda, Saos-2 hiicreleri igin
apoptotik indeks %46+4.9 (Sekil 4.15), MG-63 hiicreleri icin ise %75.2+4.3 olup
(Sekil 4.16) belirgin bir sekilde yiiksek bulundu. Bu sonuclar daha 6nce yapilan
kaspaz aktiviteleri dl¢climleriyle ve hiicre canliligi testleri ile de uyumlu olarak

bulundu. Ayrica kombine doz uygulanmasi sinerjik etki gosterip, her iki hiicre
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grubunda da, sadece 100 ng/ml TRAIL uygulanan grupla karsilastirildiginda
(p<0.001) veya sadece 100 nM epoxomicin uygulanan grupla karsilastirildiginda
(p<001) hiicre apoptozisini yiiksek oranda indiikledigi tespit edildi.

Saos-2
100

Apoptotik indeks (%)
88

Sekil 4.15. Kontrol, TRAIL (100 ng/ml), epoxomicin (100 nM) veyaTRAIL (100
ng/ml) + epoxomicin (100 nM) ile 24 saat inkiibe edilen Saos-2 hiicrelerinin
apoptotik indeks yiizdeleri.
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Sekil 4.16. Kontrol, TRAIL (100 ng/ml), epoxomicin (100 nM) veya TRAIL (100
ng/ml) + epoxomicin (100 nM) ile 24 saat inkiibe edilen MG-63 hiicrelerinin
apoptotik indeks yiizdeleri.
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Sekil 4.17. 40X ve 10X (sag alt kdsedeki resim) biiylitmede TUNEL boyamalarindan
ornek resimler. Apoptozis gelismekte olan birka¢ hiicre O6rnek olarak ok ile
gosterilmektedir.
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4.6. Kaspaz Bulgulan

MG-63 ve Saos-2 hiicrelerinin kontrol, 100 ng/ml TRAIL, 100 nM
epoxomicin ve kombine doz (100 ng/ml TRAIL + 100 nM epoxomicin) deney
gruplarinda kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 Ol¢iimii yapildi. Bu deneyler i¢in 24
saatlik inkiibasyonlar yapildi. Her petride ortalama 3x10° hiicre olacak sekilde ekim
yapildive her gruptan 6 petri ¢alisild1.

MG-63 hiicre gruplarinda kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktivitesi i¢in
Kruskal-Wallis Test ile yapilan istatistik sonucunda deney gruplar1 arasindaki farklar
istatistiksel olarak ¢ok anlamli bulundu (p degerleri sirasiyla p<0.0001, p<0.0002,
p<0.0001). MG-63 hiicrelerinin sadece 100 ng/ml TRAIL ve kombine doz uygulanan
gruplarinda kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktivitelerindeki artiy Mann Whitney
Test ile yapilan istatistik sonucunda kontrol grubuyla karsilastirildiginda kontrol
grubuyla aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p degerleri <0.005).
100 nM epoxomicin uygulanan grupta ise kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivitesindeki artis
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Ancak 100 nM
epoxomicin uygulanan grubun kaspaz-8 aktivitesindeki artis, Mann Whitney Test ile
yapilan istatistik sonucunda kontrol grubuyla karsilastirildiginda, aralarinda anlamli
bir fark bulunmadi (p=0.92).

MG-63 osteosarkom hiicrelerinde, kombine doz uygulanan grupta kontrola
gore kaspaz-3 aktivitesi 4.12+0.23, kaspaz-8 aktivitesi 4.30+0.22 ve kaspaz-9
aktivitesi 3.0+0.71 kat artmus olarak bulundu. Kombine doz uygulanan grubun
kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktivitelerindeki artis, diger biitlin gruplarla tek tek
karsilastirildiginda bu artiglar istatistiksel olarak olduk¢a anlamli bulundu (p<0.005)
(Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. MG-63 hiicrelerinde kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktivite bulgulari.

Saos-2 hiicre gruplarinda kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktivitesi i¢in
Kruskal-Wallis Test ile yapilan istatistik sonucunda bu gruplar arasindaki farklar
istatistiksel olarak ¢ok anlamli bulundu (p degerleri sirasiyla p<0.0001, p<0.0004,
p<0.0001).

MG-63 hiicrelerinde oldugu gibi Saos-2 hiicrelerinde de 100 nM epoxomicin
uygulanan grupta kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivitesindeki artis, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Ancak 100 nM epoxomicin uygulanan
grubun kaspaz-8 aktivitesindeki artiy minimum olup, Mann Whitney Test ile yapilan
istatistik sonucunda, kontrol grubuyla karsilastirildiginda aralarinda anlamlt bir fark
bulunmadi (p=0.29). Bu veri epoxomicinin apoptozisi Ozellikle intrinsik yolak
iizerinden aktive ettigini kanitlar niteliktedir. Ayrica elde ettigimiz sonuglardan,
TRAIL 1 bilindigi gibi apoptozisi ekstrinsik yolaktan aktive ettigi gibi minimal
olarak intrinsik yolag1 da aktive ettigi goriilmektedir (Sekil 4.19).

Saos-2 osteosarkom hiicrelerinde, kombine doz uygulanan grupta kontrol
gore, kaspaz-3 aktivitesi 2.28+0.23, kaspaz-8 aktivitesi 2.42+0.16 ve kaspaz-9
aktivitesi 1.53+0.22 kat artmis olarak bulundu. Kombine doz uygulanan grubun
kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktivitelerindeki artis, diger biitiin gruplarla tek tek
karsilastirildiginda bu artislar istatistiksel olarak oldukca anlamli bulundu (p<0.005).
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Sekil 4.19. Saos-2 hiicrelerinde kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktivite bulgular1.

4.7. Pro-apoptotik Bax Proteini Diizeyleri

Kontrol (herhangi bir madde uygulanmayan), sadece TRAIL (100 ng/ml),
epoxomicin (100 nM) veyaTRAIL + epoxomicin kombine dozu (100 ng/ml TRAIL
+ 100 nM epoxomicin) uygulanan MG-63 ve Saos-2 hiicre gruplarinda 24 saatlik
inkiibasyon sonrasinda Bax proteini diizeyleri 6lciildii.

MG-63 ve Saos-2 hiicrelerinde sadece 100 ng/ml TRAIL uygulanan grubun
intrinsik yolagin major aktivatorii olan pro-apoptotik Bax proteini diizeyleri kontrol
grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p
degerleri sirasiyla p=0.8, p=0.07). Her iki hiicre icin de, sadece 100 nM epoxomicin
veya kombine doz uygulanan gruplarda, Bax protein diizeylerinin kontrol grubu ve
sadece TRAIL uygulanan grup ile karsilastirildiginda anlamli olarak arttigi tespit
edildi (p<0.001). Kombine dozlarda bu artis daha da belirgin olup diger gruplara
gore daha anlamli olarak artmis bulundu (p<0.001) (Sekil 4.20).

52



MG-63
—_ 6000+
£
(3]
= 5000+
5 I
- 4000+
]
=]
= 30004
g ==
-g 20004
- =
@
0' T T
N
(‘\éo Q\é& § «x“’
XS ¢ $
$ N
N &
\\/ "\
g &
BN oF
KR

Bax (pg/mg total protein)

Saos-2
10000-
8000+ =
6000+
40004 ==
2000+ —
0' - T T T
& &é\ e“@ <
¢ < o
S N
N &
\\, "\
&
BN oF
KR

Sekil 4.20. MG-63 ve Saos-2 hiicrelerinde pro-apoptotik Bax protein diizeyleri (n=6,

degerler ort.+SD olarak verildi).
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5. TARTISMA

Yaptigimiz bu calismada bir proteazom inhibitorii olan epoxomicinin ve
TRAIL’1n MG-63 ve Saos-2 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisini doz ve zaman
bagimli olarak inceledik. Yaptigimiz deneylerdeki hiicre canliligr diistisiinii destekler
nitelikteki kaspaz aktivetesi artiglar1 ile epoxomicinin en sik rastlanan malign kemik
kanseri olan osteosarkoma hiicreleri i¢in potent bir sitotoksik, pro-apoptotik ve anti-
kanser etkili ajan oldugunu gosterdik.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda proteazom inhibitorleri deri, over, akciger,
kolon, prostate, mesane, pankreas tiimorleri, Ewing’s sarkomu ve multiple myeloma
gibi birgok kanser tiiriinde anti-kanser ajan olarak arastirilmis ve umut vaadeden
sonuglar vermistir (6,116,124,125).

Bortezomib/PS (Velcade), 2003 yilinda FDA tarafindan anti-kanser ilag
olarak plazma hiicre kanseri olan Multiple Myeloma’da kullanilmaya
baslanmasindan sonra epoxomicinin bir tiirevi olan carfilzomib yapilan klinik
calismalar sonucu basarili bulunmus ve Multiple Myeloma hastalarinin tedavisinde
2012 yilinda FDA tarafindan onay alarak klinik uygulamaya giren ikinci proteazom
inhibitori olmustur (106,117,118).

Faz-1 ve faz-11 klinik caligmalarda, TRAIL’1n normal hiicrelerde dnemli bir
yan etki olusturmadan kanser hiicrelerinde apoptozisi indiikledigi gosterilmistir (98-
100). TRAIL’1n normal hiicrelere 6nemli dl¢iide sitotoksik olarak etki etmeksizin
sadece kanser hiicrelerini apoptozise ugratabilmesi, yeni tedaviler i¢in umut
vermektedir. TRAIL gibi sadece kanser hiicrelerine zarar veren bir ajanin
kemoterapotik ilaclarla birlikte kullanilmasi, tedavinin etkinligini arttirarak,
kemoterapotik ilaclarin dozunun azaltilmasi acisindan yeni bir tedavi stratejisi
olabilir. Kullanilan kemoterapétik ilaglarin hastada olusturdugu yan etkilerden
dolayi, en azindan bu ilaglarin dozunun azaltilmasi, hastanin yasam kalitesini
yiikseltebilir. Literatiirde, kanser tedavisinin etkinligini arttrmak amaciyla,
kemoterapoétiklerle TRAIL i birlikte kullannmmin hem in vivo, hem de in vitro
olarak apoptozisi arttirdig1 bildirilmistir (126,127). In vivo ve in vitro olarak birgok
kanser tiirtinde yapilan ¢alismalarda, cesitli kanser ilaglarinin TRAIL ile birlikte

apoptozisi tetikledigi, tiimor biiyiimesini durdurdugu ve hatta gerilettigi
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gosterilmistir. Ayrica son yillarda mezenkimal kdkenli bir¢ok kanserde TRAIL ile
yeni tedavi yaklagimlari arastirilmaktadir (7,101). Fakat bazi1 kanser hiicrelerinde
TRAIL’1n apoptozis indiikleyici etkisine karsi direng gelismistir. Kanser hiicrelerinin
TRAIL’e direncliliginin farkli sebepleri olabildigi bilinmektedir. AD Sanlioglu ve
ark. yaptiklar1 bir ¢alismada prostat kanser hiicre hatlarinda TRAIL’a direnglilik
mekanizmalarini arastirmis ve prostat kanser hiicrelerinde TRAIL yalanci reseptor
dagiliminin (TRAIL-R3 ve TRAIL-R4) ve NF-kB aktivitesinin bu hiicrelerdeki
TRAIL direncine katkida bulundugunu ortaya koymuslardir (54). Ayrica kanser
hiicrelerindeki TRAIL direngliliginin, farkli TRAIL reseptor sentez oranlarina bagl
olabilecegi, hiicre i¢i anti-apoptotik molekiillerin yliksek sentez oranlarina veya pro-
apoptotik protein sentezinin az olusuna veya azalmis Bax proteini diizeylerine de
bagli olabilecegi yapilan ¢aligsmalarda gosterilmistir (51-54, 128-130).

Kemoterapdtik ilaglar ve radyasyonun, hem in vivo hem de in vitro olarak,
TRAIL’in indiikledigi apoptozisi arttirdigi yapilan bircok calismada bildirilmistir
(131-133). Kemoterapdtiklerin -~ tiimér  hiicrelerinin = TRAIL’a  duyarliligmi
arttrmasinin, molekiiler diizeyde TRAIL-R1 ve/veya TRAIL-R2 reseptor
ekspresyonlarinda meydana gelen artisa bagli oldugu gosterilmistir. Bu reseptorler,
Bcl-2, Bel-XL veya FLIP gibi anti-apoptotik molekiillerin azalmasini, ya da Bax,
Bak, kaspazlar veya FADD gibi pro-apoptotik molekiillerin artmasini saglar (62).
Multiple myeloma hiicre dizilerinde, doksorubisin ile 6n muamelenin TRAIL 1n
apoptotik etkisini arttirdigi, bu etkinin de TRAIL-R2 ekspresyonundaki artis ile
gerceklestigi gosterilmistir (134). Prostat kanser hiicre dizilerinde paklitaksel,
vinkristin, vinblastin, etoposid, doksorubisin ve kamptotesinin, TRAIL-R1, TRAIL-
R2, Bax ve Bak diizeylerini arttirarak ve kaspaz aktivasyonunu tetikleyerek
apoptozisi arttirdigr gosterilmistir (135,136). Mitokondriyal yolagm, bu ilaglar ve
TRAIL arasindaki sinerjistik etkiyi arttirdigi bildirilmistir. Multiple myeloma fare
modellerindeki in vivo calismalarda, kemoterapdtik ilag ve TRAIL’in birlikte
kullaniminin apoptozisi ve yasam siiresini arttirdigi bildirilmistir (136).

Onceki ¢alismalarda, osteosarkom hiicrelerinin bircogunun TRAIL’in
etkisine karsi direncli oldugu gosterilmis ve bu direnci asmak ic¢in osteosarkom
hiicrelerinde doksorubisin, sisplatin, metotreksat gibi bazi kemoterapoétikler veya

iyonize radyasyon veya bifosfonat gibi maddeler, TRAIL ile kombine tedavi
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modelleri olarak denenmistir (1,17,137). Alternatif bir tedavi yonteminin bulunmasi
acisindan TRAIL ile yapilan ¢alismalar 6nemlidir. Brooks ve ark. bir proteazom
inhibitorii olan bortezomibin, renal hiicreli karsinomda, TRAIL direncini kaspaz-8’1
yilksek oranda aktive ederek astigmi gostermistir (120). Ayrica yapilan baska
calismalarda da proteazom inhibitorlerinin birgok kanser tiirlinde TRAIL direncinin
istesinden gelerek, TRAIL’mn indiikledigi apoptozisi arttirdigr rapor edilmistir
(7,138). Ancak TRAIL’a direngli osteosarkom hiicrelerinde proteazom
inhibitdrlerinden, epoxomicinin bu direnci nasil etkiledigi daha once ¢aligiimamaisti.
TRAIL'in kanser hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin artirilmasi yeni tedavi
yontemlerinin gelistirilmesine olanak saglayabilir. Bundan dolayr daha once
osteosarkom hiicrelerinde denenmeyen epoxomicinin tek olarak ve TRAIL ile
kombine olarak osteosarkom hiicreleri iizerine olan etkilerinin ortaya c¢ikarilmasi
yeni tedavi stratejilerinin gelistirilebilmesi agisindan 6nemlidir. Ayrica literatiirde
proteozom inhibitdrleri birgok kanser tiiriinde tedavi agisindan denenmistir, fakat bir
proteozom inhibitérii olan epoxomicin osteosarkom hiicreleri iizerindeki etkisini
arastiran bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Li ve ark., TRAIL ve bir proteazom inhibitorii olan MG132’in kombine
sekilde sinerjik etki gostererek, OS732 osteosarkom hiicrelerine uygulanmasmin, bu
hiicrelerde apoptozisi DRS5ekspresyon artigina, kazpaz-3 ve kaspaz-8 aktivitesi
artisgina bagl olarak arttirdigini rapor etmislerdir (139). Bu ¢alismanin paralelinde,
TRAIL’in ve proteazom inhibitorlerinin tek baslarina kanser ilact olarak umut
vadetmelerinin yani sira kombinasyonlarmin da sinerjik etki gosterebileceklerini
bizde yaptigimiz ¢aligma ile gosterdik. TRAIL (100 ng/ml) ve epoxomicin (100 nM)
kombinasyonunun apoptozisi yliksek oranda arttirdigini TUNEL metodu ile
belirledik. Ayrica bir¢ok doz kombinasyonlarinda kanser hiicrelerinin dliimiinde
TRAIL ve epoxomicinin sinerjik etki gosterdigini yaptigimiz canlilik testleri ile
ortaya koyduk. Ornek vermek gerekirse, MG-63 ve Saos-2 hiicreleri icin 50 ng/ml
TRAIL ve 50 nM epoxomicin (E50-T50 grubu) uygulanan gruplarda, bu dozlar
kanser hiicrelerinde sirasiyla >%50 ve >%35 sitotoksisiteye sebep olmusken, bu
dozlar tek olarak uygulandiginda sitotoksik etkileri minimal oldu. MG-63 ve Saos-2
hiicreleri i¢in E50-T50 grubu, E5S0 grubuyla veya T50 grubu sitotoksisite agisindan
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karsilastirildiginda, p degerleri biitiin karsilastirmalarda p<0.001 olarak bulundu
(Sekil 4.5).

TRAIL reseptorlerinin up-regiilasyonunun (6zellikle DR4 ve DRS) ve Bax,
Bid, Bak gibi Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik iiyelerinin sentezinin artigmnin, timor
hiicrelerinin TRAIL’m indiikledigi apoptozise karsi hassasiyetinin arttmasinda
onemli rol aldig1 yapilan caligmalar ile gosterilmistir (1, 140). Yaptigimiz deneylerde
epoxomicinin sub-LDsy dozda, osteosarkom hiicrelerinde yiiksek diizeyde kaspaz-3
ve kaspaz-9’li aktive ederek intriksik yolagi uyardigini1 ve Bax proteini diizeylerini
anlamhi diizeyde arttirarak osteosarkom hiicrelerinin TRAIL’a karst olan
hassasiyetini arttirdigmi tespit ettik. Intrinsik yolagmn aktivasyonun giiglendirilmesi,
TRAIL sensitivitesinin arttirilmasina olanak saglamstir.

Bax, pro-apoptotik bir Bcl-2 ailesi iiyesidir ve saglikli hiicrelerde sitozolde
latent olarak bulunur ve ¢esitli sinyaller sonucu aktive olmasiyla birlikte
mitokondriye transloke olur. Bax, transloke olarak pro-apoptotik mitokondrial
proteinlerin (Smac/DIABLO ve sitokrom ¢ gibi) sitozole salgilanmasini ve bunlarin
intrinsik apoptotik yolagi aktive etmesini saglar (94). Son zamanlarda Bax’m,
sitokrom ¢ salinimini ve kaspaz aktivasyonunu indiikledigi in vitro ve in vivo olarak
gosterilmistir (68). Bax aracili sitokrom c¢ salimimi apoptozom formasyonun
olugmasina, kaspaz-9 aktivasyonuna ve kaspazlarin downstream aktive olup kaspaz-3
aktivasyonuna neden olarak intrinsik apoptozise yol agmasina sebep olur. Yapilan
calismalar da Bax proteini ekspresyonu olmayan (Bax-deficient) hiicrelerde
sitokrom-c salinimi ve kaspaz-9 aktivasyonu olmamis ve intrinsik yolak {izerinden
apoptozis gergeklesmemistir (141,142). Epoxomicinin, intrinsik yolak {izerinden
apoptozise yol ac¢tigini calismalarimizda Bax protein diizeyini arttirdigini ve kaspaz-
9, kaspaz-3 aktivasyonunu arttirdigini gostererek ispatladik. Yiiksek diizeyde Bax
proteininin ekspresyonu intrinsik yolagin aktivasyonu ve kaspaz aktivasyon
zincirinin devamliligi i¢in gereklidir. Bax ve Bak proteini agisindan double knockout
yapilan hayvan ¢alismasinda TRAIL 1n sitokrom c¢’yi indiikleyemedigi ve intrinsik
yolak tlizerinden apoptozisin gerceklesmedigi, murin embriyonik fibroblast
hiicrelerinde gosterilmistir (143).

Yapilan caligmalar, Bax translokasyonun pro-apoptotik mitokondrial

Smac/DIABLO’un salinimi i¢in gerekli oldugunu ve TRAIL-kaspaz-8—tBid—Bax
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kaskadinin olusmasi kaspazlarin IAP ailesi tarafindan inhibisyonunun azaltmasi ve
apoptozisin devaminin saglamasi agigindan gerekli oldugunu gostermistir (144,145).
IAP ailesinin, Bax sayesinde inhibisyonu gdsterilmis ve bu TRAIL’a hassasiyetini
arttrmistir. Deng ve ark., Bax bagimli intrinsik yolagin Smac/DIABLO iizerinden
olim reseptorleri aracili apoptozise yani ekstrinsik apoptozise katki sagladigini
gostermislerdir (142). Bizim yaptigimiz calismada da, Bax artis1 paralelinde
osteosarkom hiicrelerinde TRAIL hassasiyeti artmustir.

Le Blanc ve arkadaslarmin yaptig1 caligmada, Bax-eksik (deficient) insan
kolon karsinomu hiicreleri, TRAIL’in indiikledigi apoptozise direngli olarak
bulunurken, Bax-eksprese eden insan kolon karsinomu hiicreleri ise, TRAIL
tedavisine karsi sensitif bulunmustur (141). Baska bir c¢alismada arastrmacilar
tarafindan, Bax proteini eksprese edemeyen kanser hiicrelerine, Bax proteini
eksprese etme yetenegi kazandirildiktan sonra, TRAIL sensitivitesinin arttigi1 rapor
edilmistir (142). Bizim ¢alismamizda, TRAIL ve epoxomicin kombinasyonunun Bax
proteini diizeylerini yiiksek oranda arttirmasi, TRAIL direncinin kirilmasinda énemli
bir adim olmustur. Artmis Bax proteini, IAP ailesinin etkisini azaltmakta ve kaspaz
aktivasyonunu amplifiye ederek TRAIL 1 indiikledigi apoptozise hiicreleri hassas
hale getirmektedir. Kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktivasyonu sirasiyla ekstrinsik ve intrinsik
apoptozis yolaklar1 i¢in en Onemli rolii oynamaktadir (146). Artmis kaspaz-8
aktivasyonu az da olsa Bid ve Bax iizerinden mitokondriyal sitokrom c salinimina
sebep olarak intrinsik yolag: aktive eder (147,148). Bu intrinsik ve ekstrinsik yolagi
tamamen birbirinden ayirmanm miimkiin olmadigini, az da olsa etkilesimin oldugunu
gosterir. Kim ve arkadaslari, TRAIL’a direngli ve duyarli hiicre dizilerinde yapmis
olduklar1 ¢aligmalarda, TRAIL’a direncin, reseptor diizeyi veya FLIP diizeyleri ile
iligkili oldugunu bulmuslardir. Ayn1 arastirmacilar, doksorubisinin, TRAIL’e direngli
hiicrelerde, TRAIL-R2 reseptor seviyelerini arttirarak, direngli hiicreleri TRAIL
indiiklii apoptozise hassaslastirdigini gostermislerdir. Doksorubisin ve TRAIL’1n
birlikte uygulanmasinm, direngli hiicrelerde kaspaz aktivasyonlarini arttirdigini
gozlemlemislerdir. Buna zit olarak, doksorubisin ve TRAIL tek basma
uygulandiklarinda ise kaspaz aktivasyonlar1 gozlenmemistir (149). Bizim yaptigimiz
calismada ise kombine dozlarda TRAIL ve epoxomicin, kaspaz-8, -9 ve -3

aktivitesini, sadece TRAIL veya sadece epoxomicinin uygulanmasiyla
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karsilastirildiginda yiiksek oranda arttirdigini tespit ettik. Bagka bir deyisle, kombine
doz, hem intrinsik hem ekstrinsik apoptotik yolagi sinerjik bir sekilde aktive ederek
osteosarkom hiicrelerinde TRAIL direncini azaltmistir. Yaptigimiz bu c¢alismada
hiicre canlilig1 testlerimiz, TUNEL ve kaspaz deneylerini destekler bilgiler sundu.
Ayrica yaptigimiz epoxomicin doz ¢aligmalart ve epoxomicinin osteosarkom

hiicreleri lizerine etkileri ileri de yapilacak deneylere 151k tutabilecek niteliktedir.
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6. SONUCLAR

Calismamizda epoxomicinin osteosarkom hiicreleri iizerindeki sitotoksik

etkinligi belirlendi. Epoxomicinin apoptozis iizerine etkileri arastirildi. Yeni bir

tedavi stratejisi ortaya ¢cikarmak amaciyla TRAIL ile etkilesimi arastirildi.

1)

2)

3)

4)

S)

6)

Buldugumuz deneysel verilere gore sonuclarimizi su sekilde 6zetleyebiliriz:

Epoxomicinin osteosarkom hiicrelerindeki zaman-doz bagimli olarak
sitotoksik etkisi belirlendi ve lethal dozlar1 (LDso) saptandi. MG-63 hiicreleri
icin LDsy dozlar1 24 saatlik inkiibasyon sonrasi 272 nM (%95 CI; 235-315),
48 saatlik inkiibasyon sonrasi 124 nM (%95 CI; 100-151) ve 72 saatlik
inkiibasyon sonrast 12 nM (%95 CI; 3-44) olarak bulundu. Saos-2 hiicreleri
icin LD50 dozlar1 24 saatlik inkiibasyon sonrasi 355 nM (%95 CI; 238-532),
48 saatlik inkiibasyon sonrasi 255 nM (%95 CI; 172-376) ve 72 saatlik
inkiibasyon sonras1 7 nM (%95 CI; 2-30) olarak bulundu. Bu doz ¢aligmalar1
ileri yapilacak olan sitotoksisite ¢alismalarina 151k tutacak niteliktedir.

1000 ng/ml’ye kadar degisen dozlarda TRAIL ile 24, 48, 72 saatlik
inkiibasyonlar sonucu, osteosarkom hiicrelerinde canlilik yiizdeleri
hesaplandi. Saos-2 hiicreleri yaptigimiz ¢alismada MG-63 hiicrelerine gore
TRAIL’m etkisine daha direngli bulundu.

TRAIL ve epoxomicin, yaptigimiz kombine doz sitotoksisite ¢aligmalarinda
sinerjik etkili olarak bulundu.

Yaptigimiz apoptozis ve kaspaz deneyleri sonucu epoxomicinin pro-apoptotik
Ozelligini biiyiik oranda intrinsik yolak tlizerinden, TRAIL 1n ise ekstrinsik
yolak tizerinden gergeklestirdigini tespit ettik.

Intrinsik yolak aktivasyonunun kilit noktasinda olan Bax proteinlerinin
epoxomicin uygulamasiyla arttigt ve bu artist TRAIL ile kombine
dozunsinerjik etki gosterek daha da arttirdigini tespit ettik. Bu Bax artisi,
kaspaz aktivasyonlarinin artisina sebep olup, her iki osteosarkom hiicresinde
de apoptozisin artmasina neden oldugunu tespit ettik.

TRAIL’a direnglilikleri farkli olan bu osteosarkom hiicrelerinde,
epoxomicinin, TRAIL ile sinerjistik etki gostermesi, TRAIL ve epoxomicinin

beraber uygulanmasmin TRAIL’m diisiik dozda uygulanmasmi saglamasi
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yoniinden O6nemlidir. Bu sonuglara goére epoxomicinin TRAIL’e direngli
hiicrelerde TRAIL hassasiyetini arttirdigini tespit ettik.

7) Yaptigimiz  ¢alisma  epoxomicinin  osteosarkom  hiicrelerine  etki
mekanizmasinin anlasilmasma katki saglamistir. Epoxomicinin hem tek
basmma hemde TRAIL ile kombine olarak osteosarkom hiicreleri iizerine
sitotoksik etkili oldugunu tespit ettik. Epoxomicinin osteosarkom hiicrelerine
etkisinin daha 1iyi anlasilabilmesi i¢in in vivo calismalar literatiire katki

saglayacaktir.
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7. OZET

Tumor Necrosis Factor-Related Apoptosis-Inducing Ligand (TRAIL) ve

Epoksomisin’in Osteosarkom Hiicrelerinde Apoptozis Uzerine Etkileri

Osteosarkom hastalarinda, kemoterapinin dezavantajlarindan ve bazi
hastalarda gelisen direngten dolayi, yeni ve daha giivenli bir tedaviye ihtiyag
duyulmaktadir. Tiimor tedavilerinde yeni bir donem acgacagi diisiiniilen TRAIL
bircok tiimorde denenmektedir. Osteosarkom hiicrelerinin TRAIL’a kars1 direncli
oldugu bilinmektedir. Baz1 kanser hiicrelerinde proteazom inhibitdrlerinin TRAIL
hassasiyetini arttirdigimi  bildiren yayinlar vardir. Ancak TRAIL’e direngli
osteosarkom hiicrelerinde proteazom inhibitorlerinden epoxomicinin (epoksomisin)
bu direnci nasil etkiledigi daha once calisilmamistir. Ayrica yaptigimiz literatiir
taramasinda epoxomicinin osteosarkom hiicreleri lizerine etkisini arastiran bir
calismaya rastlamadik. Bu nedenlerden dolayr epoxomicinin osteosarkom
hiicrelerinde apoptozis ve hiicre sitotoksisitesi iizerindeki etkilerini ve epoxomicinin
TRAIL’a direncli MG-63 ve Saos-2 hiicre dizilerinde TRAIL hassasiyetini arttirip
arttirmadigini arastirdik.

Epoxomicin ve/veya TRAIL ile inkiibe edilen hiicrelerde hiicre canliliklar1
kolorimetrik yontem prensibiyle 6l¢iim yapan MTT ve WST-8 kitleri ile tespit edildi.
Kaspaz-3, -8 ve -9 aktiviteleri ve pro-apoptotik Bax protein diizeyleri
spektrofotometrik kitler ile oOlgiildii. Apoptozis olusumu immunokimyasal olarak
TUNEL metodu ile degerlendirildi.

MG-63 ve Saos-2 hiicre canliliklar1 tizerindeki TRAIL ve/veya epoxomicin
etkisini, doza ve zamana (24, 48, 72 saat) bagimli olarak degerlendirdik. MG-63
hiicrelerinde epoxomicin LDsy dozlarini, 24 saatlik inkiibasyon sonrasi 272 nM,48
saatlik inkiibasyon sonras1 124 nM ve 72 saatlik inkiibasyon sonrasi 12 olarak
bulduk. Saos-2 hiicrelerinde ise epoxomicin LDsy dozlarini, 24 saatlik inkiibasyon
sonrast 355 nM, 48 saatlik inkiibasyon sonrasit 255 nM ve 72 saatlik inkiibasyon
sonrast 7 nM olarak bulduk. TRAIL ve epoxomicinin kombine olarak uygulandig:
grupta kaspaz-3,-8,-9 aktiviteleri ve Bax proteini diizeyleri, sadece TRAIL veya

epoxomicin uygulanan gruplar ile karsilastirildiginda, anlamli diizeyde artmis olarak
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bulundu (p<0.01). Bulgularimiz, TRAIL ve epoxomicin kombinasyonlarmin diisiik
dozlarinin bile sinerjistik etki gostererek, osteosarkom hiicrelerindeki TRAIL
direngliliginin azalmasinda etkili oldugunu ortaya koydu.

Calismamizda, epoxomicinin osteosarkom hiicreleri iizerine sitotoksik etkili
oldugunu tespit ettik. Bulgularimiz, osteosarkom hiicrelerinde TRAIL direncinin
epoxomicin ile kirilabilecegini gosteren ilk arastirma olmasi agisindan da énemlidir.
Yaptigimiz arastrmanin, TRAIL ile gelistirilebilecek tedavi yaklagimlarina katki

saglayacagini kanisindayiz.

Anahtar kelimeler: Osteosarkom, TRAIL, Epoxomicin, Apoptozis, MG-63, Saos-2.
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8. ABSTRACT

Effects of TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand (TRAIL) and

Epoxomicin on Apoptosis in Different Types of Osteosarcoma Cells

Osteosarcoma (OS) is one of the most frequent primary malignant tumors of
bone. Despite recent improvement in therapy, there is inherent or acquired resistance
to chemotherapeutic agents in some OS cases. In addition, the other disadvantages of
the chemotherapeutic agentsare their cyctotoxic effects to normal tissues and organs.
Novel therapeutic approaches are needed for improvement of OS treatment. The
purpose of our study was to determine the effects of epoxomicin on TRAIL
resistance in MG-63 and Saos-2 osteosarcoma cells with an attempt to find novel
anti-cancer agents that target cancer cells or confer synergy with TRAIL.

We determined the cytotoxic effect of epoxomicin and TRAIL in Saos-2 and
MG-63 OS cell lines using MTT and WST-8 assays. We measured apoptosis markers
such as caspase -3, -8, -9 activities and pro-apoptotic Bax levels. We demonstrated
apoptosis immunochemically using TUNEL assay. We foundLDsy doses of
epoxomicin on MG-63 cells viability as 272 nM, 124 nM and 12 nM after
incubations for 24, 48, and 72 h, respectively (P<0.001). We found LDs, doses of
epoxomicin on Saos-2 cells viability as approximately 355 nM, 255 nM and 7 nM
after incubations for 24, 48, and 72 h, respectively. Incubation with TRAIL and
epoxomicin for 24 h significantly increased caspase -3, -8, -9 activities and Bax
levels compared to the cells incubated separately with TRAIL or epoxomicin
(p<0.01). We determined cell viabilities of MG-63 and Saos-2 upon incubation with
different doses of TRAIL and Epoxomicin. This dose study gives us useful
information for further apoptosis studies.

Our data demonstrated that combining TRAIL with epoxomicin enhanced
apoptosis and overcome TRAIL resistance which promises improvement in future

OS treatment modalities.

Key words: Osteosarcoma, TRAIL, Epoxomicin, Apoptosis, MG-63, Saos-2.
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