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OZET

Akciger kanseri oliime sebebiyet veren kanserler arasinda hem erkeklerde
hem de kadinlarda birinci sirada yer almaktadir. Giiniimiizde akciger kanserine karsi
en yaygin olarak kullanilan tedavi sekilleri arasinda yer alan kemoterapi ve
radyoterapinin tiimdre karsi etkisini gdsterebilmesi, p53 tiimor baskilayici proteininin
varligim1 gerektirir. Sonug olarak, p53 proteini olmayan tiimorler, hem kemoterapi
hem de radyoterapiye karsi direnclilik gosterir. TRAIL gibi 6lim ligantlar1 kanser
hiicrelerinde p53°den bagimsiz olarak apoptozisi indiikleyebilmektedir ve bu nedenle
gen tedavisi i¢in potansiyel tedavi edici ajanlar olarak diisiiniilmektedir. Buna karsin,
akciger tiimorinii de kapsayan bazi tiimorlerde TRAIL’ a karst direnglilik
gbzlenmistir. Ayrica, TRAIL’in direnglilik mekanizmast da anlasilamamistir.
Simdiye kadar kanser hiicrelerinde TRAIL direncliligi ile TRAIL reseptor sentez
profili arasinda bir korelasyon gosterilememistir. Aksine, boyle bir korelasyonun var
olmadigma inanilmaktadir. Bu caligmada ilk olarak, akciger kanserli hastalar icin
potansiyel bir gen tedavi modeli oldugu diisiiniilen TRAIL 1n adenoviriis aracilig ile
verilimi test edildi. A549 akciger kanser hiicre hattinin TRAIL aracili hiicre 6liimiine
kars1 tamamen direngli oldugu belirlendi. Ayrica, IKK inhibisyonunu (AdIKKBKA)
kapsayan biitlinleyici bir gen tedavi metodu ile akciger kanser hiicreleri TRAIL’ a
karst duyarli hale getirildi. Ikincil olarak, akciger kanser hiicrelerinin TRAIL
reseptor kompozisyonu Real Time RT-PCR ve akis sitometrisi analizleri ile tespit
edildi. A549 akciger kanser hiicre hattindaki TRAIL direngliligi hiicre yilizeyindeki
TRAIL-R4 dekoy reseptor senteziyle iliskilendirildi.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri, adenoviriis, gen tedavi, TRAIL, IKK
inhibisyonu
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ABSTRACT

Lung cancer causes the highest rate of cancer related deaths both in men and
women. Currently, chemotherapy and radiotherapy are among the most commonly
used treatment modalities against lung cancer. Tumor supressor gene, p53, is
required in order for both of these treatment methods to work as anti-tumor agents.
As a result, tumors lacking p53 display resistance to both chemotherapy and
radiotherapy. Death ligands such as TRAIL induce apoptosis regardless of p53 status
of cancer cells and are considered as potential therapeutic agents for gene therapy.
However, TRAIL resistance observed in tumors including those of the lung seriously
challenged any gene therapy approach targeting cancer. In addition, the mechanism
of TRAIL resistance is not understood. On top of that, no correlation between
TRAIL receptor expression profile and TRAIL resistance has been demonstrated in
cancer cells yet. In contrast, it is believed that no such correlation exists. In this
study, first we have tested adenovirus delivery of TRAIL as a potential gene therapy
modality for patients with lung cancer. In our experimental settings, A549 lung
cancer cell line displayed complete resistance to TRAIL induced cell death. In
addition, a complementary gene therapy modality involving IKK inhibition
(AdIKKPBKA) sensitized lung cancer cell line (A549) to TRAIL. Second, TRAIL
receptor composition of lung cancer cells was revealed by novel Real Time RT-PCR
and flow cytometry analysis. Intriguingly, TRAIL resistance in A549 cell line was
correlated with an increase in TRAIL-R4 decoy receptor expression on cell surface.

Key Words: Lung cancer, adenovirus, gene therapy, TRAIL, IKK inhibition.
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GIRIS ve AMAC

Kanser genetik ve ¢evresel faktorlerin birlikte rol oynadigi, multigenik ve
multistep bir hastaliktir. Yapilan istatistiksel c¢aligmalar, kanserin toplumlarin
yaklasik tigte birinde goriildiigiinii, Oliimlerin ise yiizde yirmiden fazlasindan
sorumlu oldugunu gostermistir. Bunun yani sira gelismis llkelerin toplam saglik
harcamalarinin yiizde onundan fazlasinin kanser tedavileri i¢in kullanildigi
belirtilmistir. Giiniimiizde en fazla 6liime neden olan kanser tiirii akciger kanseridir.
Diinyada her yil yaklasik 1 milyon kisi akciger kanserinden olmektedir. Akciger
kanseri i¢in uygulanan radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi miidahale gibi tedavi
metodlarina ragmen tan1 konduktan sonra akciger kanserli bireylerin ancak % 15’1 5
yildan fazla yasayabilmektedir. Bu nedenle akciger kanserine kars1 daha etkin bir
tedavi yonteminin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) 6liim ligandi, ilk kez 1995
yilinda TNF (Tumor Necrosis Factor) siiper ailesinin yeni bir iiyesi olarak
tanimlanmistir. TRAIL ile etkilesim kurabilen bes reseptér mevcuttur; TRAIL-R1,
TRAIL-R2, TRAIL-R3, TRAIL-R4 ve osteoprotegrin. TRAIL-R1 ve TRAIL-R2
apoptozisi indiikleyen gergcek 6liim reseptorleri olarak fonksiyon goriirken, TRAIL-
R3 ve TRAIL-R4 apoptozisi indiikleyememekte ancak yalanci (dekoy) reseptor
olarak gorev yapmaktadir. TRAIL’in sadece kanser hiicrelerinde apoptozisi
indiiklemesi, normal hiicrelerde ayni etkiyi gostermemesi kanser tedavisinde
kullaniminm1 giindeme getirmistir. TRAIL 1n bir diger 6zelligi ise p53°den bagimsiz
olarak apoptozisi indiikleyebilmesidir. Kanser tedavisinde siklikla kullanilan
radyoterapi ve kemoterapinin tiimore karsit etkisini gosterebilmesi p53 timor
baskilayici proteinin varligint gerektirmektedir. Ancak insan tiimdrlerinin yaridan
fazlasinda, tiimor olusumu sirasinda p53 geninde mutasyonlar ortaya ¢ikmaktadir.

Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda timdr hiicrelerinin 6nemli bir kisminda
TRAIL’a karst direnglilik tespit edilmistir. Ancak ortaya ¢ikan bu direncliligin
mekanizmasi heniliz tam olarak bilinmemektedir. Calismamizda adenoviriis vektor
sistemi kullanilarak, A549 akciger kanser hiicre hattinin TRAIL’ a kars1 duyarli olup
olmadigmin belirlenmesi, bir direnclilik s6z konusu ise bu direncin kirilmasi igin
TRAIL ile birlikte NF-kB (Nuclear Factor Kappa B) inhibe edici biitiinlestirici bir
gen tedavi modelinin gelistirilmesi ve TRAIL direngliligine sebep olan molekiiler
mekanizmanin aydinlatilmasi1 amaglanmaktadir. TRAIL direngliligine neden olan
molekiiler mekanizmanin aydinlatilmas: ise gerek akciger kanseri gerekse diger
kanserlere karsi TRAIL aracili etkin gen tedavi modellerinin gelistirilmesini
saglayacaktir.



GENEL BIiLGILER

2.1.  Akciger Kanseri

Akciger kanseri, diinyada hem kadinlarda hem de erkeklerde en fazla 6liime
sebebiyet veren kanser tiiriidiir. Amerika Birlesik Devletleri’nde 2004 yili verilerine
gore akciger kanserinden Olenlerin sayis1 160,440 ve yeni belirlenen vaka sayisi ise
173,770’dir (1). Diinyada her y1l yaklasik olarak 1 milyon kisi akciger kanserinden
olmektedir (2). Ulkemizdeki durumu bildiren en kapsamli veri Saglik Bakanlig
Kanser Savas Dairesinin 1997 yilinda yayinlanan raporudur. Bu rapora gore akciger
kanseri giiniimiizde kalp ve damar hastaliklarindan sonra ikinci en 6nemli 6lim
nedenidir. Tiirkiye’deki tiim kanser ¢esitleri i¢inde en sik goriilen % 17.63 orani ile
akciger kanseridir. Akciger kanseri erkeklerde % 25.7 goriilme orani ile ilk sirada,
kadinlarda ise %3.9 ile meme ve uterus kanserlerinden sonra lciincii sirada yer
almaktadir (3). GATA Tibbi Onkoloji Bilim Dalr’nin 1995-99 yil1 hasta kayitlarina
gore ise goriilme orani erkeklerde %27.7 ve kadinlarda %7.2°dir (4).

Akciger kanseri kii¢iik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiiglik hiicreli
olmayan akciger kanseri (KHOAK) olmak iizere iki ana histolojik tipe ayrilir (5).
Akciger kanserlerinin yaklasik % 80’inini KHOAK, %20’sini ise KHAK
olusturmaktadir (6).

2.1.1. Kiigciik Hiicreli Akciger Kanseri

Akciger kanserinin en agresif tipidir. Bu tlimoriin vaskiiler infiltrasyon, yogun
hiler, mediastinal ilerleme ve erken hematojen yayilma 0zellikleri nedeniyle
hastalarin bes y1l yasama oram1 % 1’den azdir. Hiicreler kiigiiktiir, yogun olarak bir
arada bulunurlar. Sarkoma veya lenfomaya benzeyen bu kiiclik hiicreler fiiziform,
poligonal, yulaf (lenfosite benzeyen) vb seklindedir. Bu hiicreler faklilagsmamistir,
ilgili doku hiicrelerinden ve birbirinden ayrilmalar giictiir. Sigara icilmesiyle yakin
iliskisi vardir.

2.1.2. Kiigiik Hiicreli Olmayan Akciger Kanseri

Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinin yassi epitel hiicreli (epidermoid)
karsinoma (%25), adenokarsinoma (%30) ve biiyiik hiicreli karsinoma (%15) olmak
tizere li¢ alt tipi mevcuttur (7-11).

2.1.2.1. Yass1 Epitel Hiicreli (Epidermoid) Karsinoma

Skuamoz hiicre karsinoma adi da verilir. Erken tani, rezeksiyon endikasyonu ve bes
yillik sagkalim orani diger 3 gruba gore daha yiiksek oldugu gibi uzak metastaz
olasilig1 da en azdir. Cogunlukla santral lokalizasyonlu olup, periferik lokalizasyona
da sahiptir. Erkeklerde daha fazla goriilen, sigara ile kesin iligkisi bulunan,
iilkemizde en sik rastlanan akciger kanseri tipidir. Keratinize yassi epitel hiicreleri
ilgili doku hiicrelerinden belirli olarak ayrilirlar, farklilasmistir, kolayca taninir (7-
11).



2.1.2.2. Adenokarsinoma

Adenokarsinomalarin  3/4’t  akcigerde periferal lokalizasyonludur. Bu
tiimoriin kiiboid ve silindir hiicreleri glandiiler bir goriiniim olusturur. Kadinlarda
daha sik goriilen kanser tipidir.

Terminal bronsiyal ve alveolar bolgelerdeki Clara hiicrelerinden veya tip I
pneumositlerden kaynaklanan bronkoalveolar karsinom, adeno kanserin bir alt tipi
olmasina ragmen klinik, radyolojik ve tedavi 6zellikleri bakimindan farklidir (7-11).

2.1.2.3. Bityiik Hiicreli Akciger Kanseri

Epidermoid, adeno ve kiigiik hiicreli karsinom o6zelliklerinden higbirini
gostermeyip, biiylik niikleuslu, iyi sinirli ve farklilagmamis epitelyal kokenli malign
tiimorler olarak tanimlanirlar. Son yillarda bazi arastirmacilar bu tipi adenokarsinom
ve skuamdz karsinomun degisik bir bigimi olarak gérme egilimindedirler. Sigara ile
yakin iliskisi vardir (7-11).

Akciger kanserine karsi giliniimiizde uygulanan tedavi yontemlerinden,
cerrahi miidahale, radyoterapi ve kemoterapideki gelismelere ragmen, tan1 konduktan
sonra akciger kanserli bireylerin ancak % 15’1 5 yildan fazla yasayabilmektedir (12).
Bu nedenle, akciger kanserine karsi acil olarak yeni ve radikal bir tedavi sekline
ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.2. Akciger Kanserinde Genetik Degisimler

Karsinogenez ¢ok basamakli bir siirecte degisik karsinojenlerin (kimyasal,
fiziksel ve viral) genetik ve epigenetik etkileri ile gergeklesir. Kanserde olusan
genetik degisiklikler kromozomal diizeyde yada tek bir niikleotid diizeyinde (tek ya
da coklu baz degisiklikleri ya da DNA promotor bolge metilasyonu) olusabilir.
Kanser hiicresinin biiylime ve c¢ogalma silirecinde meydana gelen genetik
degisiklikler (onkogenler, tiimor baskilayict genler), konak¢i faktorleri (enzim
polimorfizmi) ve timor konaker etkilesimi (anjiogenez, invazyon, metastaz)
sonucunda tiimoral kitle olusur.

Karsinogenezisdeki temel genetik olaylar sOyle siralanabilir (13):

L. Onkogenlerin aktivasyonu

II. Tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu

II.  Hiicre dongiisii kontroliinde gorev alan genlerde ortaya cikan
degisiklikler

IV.  DNA tamirinde gorev alan genlerde ortaya ¢ikan degisiklikler
V. Biiytime faktorleri ve reseptorlerine iliskin degisiklikler
VI.  Metastatik ve metastaz baskilayic1 genlerdeki degisiklikler.

2.2.1. Onkogenlerin Aktivasyonu

Protoonkogenler degisik yollarla aktive olarak onkogen haline gelirler. Genin
yapisal bir bolgesinde ortaya ¢ikan degisiklik sonucu farkli fonksiyon goren bir
protein sentezlenir. Bir baska mekanizma da, genin ekspresyonunu diizenleyen
bolgede olusan bir degisiklik sonucu, yapisal olarak normal olmasina karsin siirekli
olarak uyarilma sonucu gen iiriiniiniin asir1 miktarda tiretilmesidir (13).



Ras proto-onkogen ailesi (K-Ras, H-Ras ve N-Ras), plazma membran
proteinlerini kodlar. Ras proteinleri, membranda bulunan Guanozin trifosfataz
(GTPase) aktivitesine sahiptir ve hiicre membranindan niikleusa sinyal
transdiiksiyonunda ve hiicre bliylimesinde rol oynar. Ras genleri nokta mutasyonlari
ile akciger kanserlerinin bir kisminda aktive edilirler. K-Ras, akciger kanserinde en
sik aktive edilen gen olup , genellikle kodon 12°deki, bazen de kodon 31 ve 61°deki
mutasyonuyla aktive olur (14). K-Ras mutasyonlarina akciger adenokarsinomlarinin
yaklasik %20-30’unda, tim KHOAK’lerinin %15-20’sinde, KHAK’lerinin ise ¢ok
kiiciik bir kisminda rastlanmaktadir (12, 14). N-Ras ve H-Ras’da mutasyonlar
oldukca nadirdir ve akciger kanserlerinin %1’inden daha azinda goriiliir. K-Ras
mutasyonu sag kalimda azalma, erken relaps ve kotii prognozla iligkilidir. K-Ras
mutasyonu sigara i¢imi ile iliskilendirilmektedir (15).

Myc proto-onkogen ailesi, hiicre bdliinmesinden sorumlu olan diger genlerin
transkripsiyonunu diizenlemede gorevli fosfoproteinleri kodlar. Nokta mutasyonlari
ile aktive edilen Ras onkogenlerinin aksine myc onkogenlerinin mutasyonlari
nadirdir. Aktivasyon, gen amplifikasyonu veya transkripsiyonel diizenlenmedeki
bozukluktan kaynaklanan proteinin asir1 ekspresyonunun bir sonucu olarak ortaya
cikar. KHAK’lerinin yaklasik %18-31, KHOAK ’lerinin ise %8-20’sinde myc
aktivasyonu izlenir (16).

Akciger kanserinde ERBBI1 (Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorii) ve
HER2/neu olduk¢a onemlidir (16). ERBBI bilinmeyen bir mekanizma ile asiri
eksprese edilip, akciger kanser hiicrelerinde aktive edilmektedir. Ozellikle yassi
hiicreli akciger kanserlerinde asir1 ekspresyonu goriiliir (13, 14). ERBB ailesinin
diger iiyesi Her2/neu, KHOAK’lerinin (6zellikle adenokarsinomalar) yaklasik
%30’unda eksprese edilmektedir (16).

Tiimor hiicreleri, normal hiicrelerde olmayan, hiicresel harabiyet ya da DNA
hasart gibi durumlarda fizyolojik bir yanit olan programli hiicre oliimiinden
kacabilme yetenegine sahiptirler. Normal apoptotik yolun en 6nemli katilimcilar
Bcl-2 protoonkogeni ile p53 tiimor baskilayici genin iriinleridir. Bel-2 hiicreleri
apoptozisten korur. Calismalar, Bcl-2 protein ekspresyonunun KHAK’lerinde
KHOAK’den ¢ok daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Bcl-2 protein ekspresyonu
KHAK’lerinin %70-90’1nda gosterilmis ve uzun siireli sagkalim ile iligkisi ortaya
konmustur (13, 14).

2.2.2. Tiimér Baskilayic1 Genlerin Inaktivasyonu

p53 tiimor baskilayic1 gen mutasyonlart akciger tlimdrigenezisinde dnemli rol
oynamaktadir ve KHOAK ’lerinin yaklasik %50’sinde ve KHAK’lerinin %70’inden
fazlasinda ortaya ¢ikmaktadir. Akciger kanserlerinde tanimlanmis mutasyonlarin
pek c¢ogu yanlis anlamli mutasyonlardir. Genin 157, 248 ve 278. kodonlarda
meydana gelen mutasyonlar akciger kanseri agisindan 6nem tasir. Akciger
kanserindeki p53 mutasyonlari sigara i¢imi ile baglantilidir. Bu mutasyonlarin ¢ogu
sigara dumanindaki karsinojenlerin neden oldugu diisiiniilen G-T transversiyonlaridir
(15, 17).



pl6-siklin D1/CDK 4-6-RB yolu hiicre dongiisiinlin G1’den S fazmna
gecisinde 6nemli gorevlere sahiptir. Bu yoldaki proteinlerin fonksiyon bozuklugu
mitojenik aktivite ile sonlanir. Bu yoldaki proteinlerden biri olan p16 geni promotor
hipermetilasyonu (%25), homozigot delesyonlar (%10) veya nokta mutasyonlari
(%40) 1le KHOAK’de yaygin olarak degismistir (18). RB (retinoblastoma) protein
yoklugu KHAK’lerinin hemen hemen hepsinde goriiliirken, KHOAK ’lerinin sadece
%10-30’unda goriiliir. Siklin D1, siklin bagimli kinaz 4 (CDK4) ile fosforilasyonu
uyararak RB aktivitesini baskilamaktadir; bu nedenle Siklin D1’in asir
ekspresyonunun KHOAK hiicrelerinin biiylimesini kontrol eden RB’nin yikiminda
alternatif bir yol oldugu diisiiniilmektedir. Siklin D1 KHOAK hiicrelerinin %27-
47’sinde asir1 eksprese edilir ve bazi olgularda kotii prognozun gostergesidir (16).

FHIT (Frajil Histidin Triad) geni 3p14.2 kromozom bdlgesinde lokalizedir.
Akciger kanserinde bu bolgenin hemizigot bazen de homozigot olarak delesyona
ugradigr  gosterilmistir. FHIT gen anomalileri KHAK’lerinin  %80’inde,
KHOAK lerinin ise %42’sinde gosterilmistir. FHIT allel kaybinin sigara i¢imi ve
kotii prognozla iliskili oldugu da gésterilmistir (19, 20).

2.2.3. Akciger Kanserindeki Diger Genetik Degisimler

2.2.3.1. Kromozom Abnormaliteleri

Kromozom lp, 1q, 2q, 3p, 4p, 49, 5q, 6p, 69, 8p, 8q, 11p, 11q, 14q, 17q, 18q,
ve 22q tiimor baskilayict genlerin siklikla lokalize olduklart bolgelerdir. Bu
bolgelerdeki homozigot delesyonlar ile tiimdr baskilayict genler inaktive olmaktadir.
Akciger kanserinde sik goriilen kromozom degisiklikleri 1p, 3p, 9p ve 17p’dedir.
Timor hiicre kiiltiirlerinde ve KHAK’de en sik goriilen mutasyon sekli kromozom
3’lin her iki kisa kolunda meydana gelen kayiplardir. 3p delesyonuna KHAK ’lerinin
%100’tinde, KHOAK ’lerinin ise %50’sinde goriilmektedir. 3p ve 9p kayiplart erken
donemde olusurken; 2q, 18q ve 22q kayiplart ge¢c donemde goriiliir. Yasst hiicreli
kanserlerde 4q, 9q, 21q bolgelerindeki kayiplar siktir (13).

2.2.3.2. Mikrosatellit Degisimler

Akciger kanserinde mikrosatellit degisiminin sikligt KHAK lerin yaklasik
%35’inde, KHOAK ’lerinin %22’sinde bildirilmektedir. Mikrosatellit degisimlerinin
daha c¢ok genc yasla, azalmis sagkalimla ve ileri tiimor evresi ile birlikte oldugu
belirtilmektedir (14).

2.2.3.3. Telomeraz Aktivitesi

Insan telomerleri kromozomlarn uglarinda yerlesmis TTAGGG dizi
tekrarlarindan olusan spesifik yapilardir. Normal bir hiicre boliinmesinde telomeraz
yoktur ve bu sayede telomerler hizla kisalir ve sonugta hiicre 6liimii gerceklesir. Bu
mekanizma hiicre omriinii belirleyen bir saat gibidir. Ancak kanser hiicresinde
telomeraz aktivitesi nedeniyle kisalan telomerlerin hemen hekzamerik yapilarla
tamamlandigr goriiliir. Bu durum hiicreyi dliimsiiz kilar. Tiim KHAK’lerinde ve
KHOAK ’lerinin %80-90’1nda artmis telomeraz aktivitesi mevcuttur. Bu durum hiicre
boliinme hizinda artis ve ileri evre ile iligkilidir (15, 21).



2.2.3.4. Hatahh Metilasyon

DNA metilasyonu, gen ekspresyonunu diizenlemede &nemli rol
oynamaktadir. DNA metilasyon anormallikleri insan neoplazmalarinda siirekli ise
karisan bir mekanizmadir. 5°CpG adaciklarinda promotor bolgenin hipermetilasyonu
transkripsiyonel olarak sessizlesebilir ve bdylece RB, pl16 gibi tiimoér baskilayici
genler inaktif hale gelebilir. KHOAK’lerinde pl6’nin hipermetilasyonu, pl6
ekspresyonunun baskilanmasin1 saglar ve bu akciger kanserinin gelisiminin erken
doneminde olur. Akciger kanserinde bir seri genin metilasyona gittigi goriilmiistiir.
Bu durum normal akcigerde yoktur. Yirmi iki hastay1r igeren kiiciik bir seride,
normal akciger dokusunda olmaylp KHOAK’de oldugu gozlenen metilasyon
oranlar1 pl6’da %41, DAP kinazda %23, glutatyon S transferaz’da (GSTP1) %09,
MGMT’de %?27°dir. Akciger kanserinde hipermetilasyonun diger bolgesel
yerlesimleri de bulunmustur. Bunlar 3p, 4q34, 1024 ve 17pl3°dedir. Ancak bu
bolgelerdeki tam gen hedefleri belirlenememistir (14, 15).

2.3. Kanserde Oliim Ligantlarinin Kullanim

Apoptozis; gelismis organizmalarda hiicreler arasi iligkilerin geregi olarak
gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlar1 bozulan hiicrelerin, gevreye zarar vermeden
programli Oliimiidiir. Embriyonik donemden baslayarak tiim yasam boyunca
programli hiicre 6liimii vardir. Apoptozisin kontroliindeki herhangi bir bozukluk
kanser bagta olmak tizere pek ¢ok hastaligin gelisimine neden olmaktadir (22, 23).

Giliniimiizde kansere karsi en sik kullanilan tedavi sekilleri kemoterapi ve
radyoterapidir. Bu iki tedavi metodunun da tiimore kars etkisini gosterebilmesi, pS3
tiimor baskilayicit proteininin varligim1 gerektirmektedir (24). Ancak, akciger
kanserlerinde % 80 oraninda p53 geninde mutasyonlara rastlanmaktadir (25). Sonug
olarak, p53 proteini olmayan tiimorler, hem kemoterapi hem de radyoterapiye karsi
direng gostermektedir (26). Ancak, 6liim ligantlarinin apoptozisi p53°ten bagimsiz
olarak indiikledigi gosterilmistir (27). Oliim ligantlar;, TNFalfa, FasL/CD96/ApolL,
TRAIL/Apo2L ve TWEAK/DR31/Apo3L’den olusan Tiimor Nekrozis Faktor (TNF)
ailesi tiyeleridir. Bu ligantlar 6liimii indiikleyici membran reseptorlerine baglanarak
kaspaz-8 veya 10’un  aktivasyonu aracilifiyla  apoptozisi  indiikleme
yetenegindedirler. Test edilmis olim ligantlarindan TNF (28) ve FasL (Fas
Ligand)’in (29) kanser hiicrelerinde etkili bir sekilde apoptozisi indiikledikleri
gosterilmistir. Fakat, sistemik toksisiteye neden olmalarindan dolayr bu ligantlarin
kanser gen tedavisinde kullanimi sinirlidir.



24. TRAIL

Direkt olarak apoptotik sinyali baslatabilme yeteneginde olan TRAIL, ilk kez
1995 yilinda TNF ailesinin yeni bir iiyesi olarak tanimlandi (30). Bu protein,
bagimsiz olarak bir diger grup arastirmaci tarafindan da kesfedildi ve Apo2 Ligand
(Apo2L) olarak isimlendirildi (31).

TRAIL’1n iki 6nemli 6zelligi mevcuttur. Bu 6zelliklerinden ilki TRAIL’1n
tiimdrojenik veya transforme olmus hiicrelerde secici olarak apoptozisi indiiklemesi,
buna karsin normal hiicrelerde apoptozisi indiiklememesidir. TRAIL 1 bu 6zelligi,
kanser tedavisinde uygulanmasina olanak saglamaktadir. ikinci 6zelligi ise, TNF
ailesi iiyelerinin aksine, aktive edilmis hiicrelerde siklikla sadece gecici olarak
eksprese edilmesidir (32).

2.4.1. TRAIL Geni ve Proteini
TRAIL geni yaklasik olarak 20 kb uzunlugundadir ve bes ekzondan olusur
(Sekil2.1) (33). Insanda 3q26 kromozom bdlgesinde lokalizedir (34).

TRAIL yada diger adiyla Apo2L sitoplazmik membran i¢inde integre olarak
bulunan 281 aminoasitten olusan sitotoksik bir liganddir. TRAIL bir tip II
transmembran proteinidir ve C-terminal ekstrasellular domaini diger TNF siiperailesi
tiyelerine yapisal ve fonksiyonel ozellikler bakimindan agik bir sekilde homoloji
gostermektedir. (34, 35). TRAIL mRNA’ s1 dalak, akciger ve prostat gibi insan
viicudunun pek c¢ok dokusunda ekprese edilmesine ragmen, beyin, testis ve
karacigerde eksprese edilmemektedir (36).
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Sekil 2.1. insan Apo2L/TRAIL geninin sematik gosterimi (33).

2.4.2. TRAIL Reseptorleri

Simdiye kadar TRAIL ile etkilesim kurabilen bes farkli reseptor
tanimlanmistir; TRAIL-R1, TRAIL-R2, TRAIL-R3, TRAIL-R4 ve Osteoprotegrin
(OPG) (Sekil 2.2) (37). Bu reseptorlerden iicii TRAIL-R1, TRAIL-R2 ve TRAIL-R4
TNF reseptor (TNFR) ailesinin diger tiyelerine homolog, klasik tip I transmembran
proteinleridir. Oliim reseptdrleri olarak adlandirilan TRAIL-R1 (38) ve TRAIL-R2
(39) intrasellular bolgelerinde sahip olduklar: 6liim domaini sayesinde apoptozis igin
sinyal gecisine izin vermektedirler. Aksine, TRAIL-R4 (40) tam olmayan bir 6liim
domaini icermektedir ve bu yiizden bir 6liim sinyali olusturma yeteneginde degildir.
Benzer sekilde, TRAIL-R3 (39), sitoplazmik domainden yoksundur ve bir glikozil-



fosfatidil inozitol (GPI) ankor araciligr ile hiicre yiizeyine baghdir, bu baglanma
apoptozise aracilik etmez (33). TRAIL-R3 ve TRAIL-R4 yalanci (dekoy) reseptorler
olarakda adlandirilmaktadir (41). TRAIL 1n besinci reseptorii bir yalanci reseptor
olarak hareket edebilen ve apoptozisi indiikleyemeyen osteoprotegrindir (42). OPG
fizyolojik sicaklikta TRAIL’a karst oldukca diisiik bir affiniteye sahiptir. Cizelge
2.1’de TRAIL/Apo2L’ nin reseptorleri ve kromozom lokalizasyonlar1 6zetlenmistir
(33).

Cizelge 2.1. TRAIL reseptdrleri ve kromozom lokalizasyonlari (33).

TRAIL Reseptorleri Insan
Genomunda
Kromozomal
Lokalizasyonlari
DR4, TRAIL-R1, TNFRSF10A 8p21

DR5, Apo2, TRAIL-R2, KILLER/DRS, TRICK?2, |8p22-p21
TNFRSF10B

DcR1, TRAIL-R3, TRID, TNFRSF10C 8p22-p21
DcR2, TRAIL-R4, TRUNDD, TNFRSF10D 8p21
OPG, OCIF, TNFRSF11B 8q24
OPG
TRAIL-R3
(DeR1)
TRAIL-R4
{DcR2)
TRAIL-R2
TRAIL-R1 DR

{DR4)

>
O ., | "

Dormain

(DL
Sekil 2.2. TRAIL reseptorlerinin sematik gosterimi (43).



2.4.3. TRAIL Sinyal Yolu
Memeli hiicrelerinde apoptotik programi baglatan iki ana sinyal yol
tanimlanmistir. Bunlar intrinsik ve ekstrinsik sinyal yollaridir (Sekil 2.3)

Hiicrede ekstrinsik yol TNF siiper ailesinin iiyeleri tarafindan
baslatilmaktadir. TNF siiperailesinin bir {iyesi olan TRAIL’1n TRAIL-R1/DR4 ve
TRAIL-R2/DRS5 reseptorleri birer 6liim domainine sahiptir. TRAIL ligand: ile bu
Olim reseptorlerinin iliskisi reseptor trimerizasyonu ve ardindan FADD (Fas-
associated death domain) olarak adlandirilan adaptér proteinin ¢agrilmasi ile
sonuclanir. FADD, biri 6lim domaini (DD) ve digeri 6liim effektér domaini (DED)
olmak tizere iki protein interaksiyon domaininden olusur. FADD, 6liim domainleri
arasindaki etkilesimler aracilig ile reseptore, 6lim effektdr domaini etkilesimleri ile
de pro-kaspaz 8 veya pro-kaspaz-10’a baglanir. Sonug olarak, 6liimii- indiikleyici
sinyal kompleksi (DISC) olarak adlandirilan bir reseptdr kompleksi olusur. Aktif
hale gelen kaspaz-8 veya kaspaz-10 hiicreyi apoptozise gotiiren kaspaz-3 gibi
effektor kaspazlari aktive eder. Bu durum hiicrenin geri doniisiimsiiz olarak
apoptozise gidisi ile sonuglanir.

Hiicrede intrinsik yol, DNA hasari, hiicre dongiisii kontrol noktas1 defektleri,
yagsamsal faktorlerin kaybi veya diger hiicresel streslere karsi yanitta apoptozisi
baslatmaktadir. Bu yol, Bcl-2 geni siiperailesinin pro-apoptotik kolunun
aktivasyonunu kapsar. Intrinsik yolda kritik bir adim, Bcl-2 gen ailesinin bir {iyesi
olan Bax’in aktivasyonu ve mitokondriye translokasyonudur. Bax’in mitokondriye
translokasyonu mitokondriyal transmembran potansiyelinin dagilimina ve sitozole
sitokrom c¢’nin salimimina yol agar. Sitozolde, sitokrom c adaptor Apaf-1’e
baglanarak apoptozom’un olusumunu saglar. Olusan apoptozom, basglatici bir kaspaz
olan kaspaz 9’u aktive eder. Kaspaz 9, derhal effektor kaspazlar -3, -6 ve -7’yi aktive
eder. Effektor kaspazlarin aktivasyonu ise hiicrenin geri doniisiimsiliz olarak
apoptozise gidisi ile sonuglanir. Ug Bcl-2 homoloji domaini igeren (BH1-3) Bax
veya onun homologu Bak gibi Bcl-2 ailesinin multi-domainli pro-apoptotik iiyeleri,
Bcl-2 veya ilave bir BH-4 domaini igeren Bcl-XL ile engellenebilmektedir. Bcel-2
ailesinden, Bid, Bik, Bim, NOXA ve PUMA gibi proteinler sadece BH-3 domainine
sahiptir. Bu proteinler aktivitelerini artirmak i¢in pro-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri
ile iligskiye girer. Kaspaz 8 tarafindan Bid bir kez kirpildiginda, Bid mitokondriye
transloke olur, Bax ve Bak’1 aktive eder. Boylece ektrinsik ve intrinsik apoptotik
yollar arasindaki ¢apraz ge¢is icin bir mekanizma saglanmis olur (33, 41, 44).
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Sekil 2.3. Apo2L/TRAIL araciligi ile ekstrinsik ve intrinsik yollarin aktivasyonu (43).

2.4.4. Kanserde TRAIL indiiklii Apoptosise Karsi Direnclilik Mekanizmalari

Simdiye kadar yapilan ¢aligmalar, pek ¢ok insan tiimor hiicre hattinin TRAIL
tarafindan indiiklenen apoptozise kars1 duyarli, fakat normal hiicrelerin pek ¢ogunun
direncli oldugunu gdstermistir. Ancak normal hiicreler ve belirli timor
hiicrelerindeki direngliligin nedeni tam olarak agiklanamamistir. Bu direnglilikle
iligkili potansiyel mekanizmalar diistiniilmektedir.

2.4.4.1. TRAIL Reseptorleri ve TRAIL Direncliligi

Simdiye kadar bes farkli TRAIL reseptorii tanimlanmistir. Bunlardan ikisi
agonistik TRAIL-R1 ve TRAIL-R2 6liim reseptorleri ve diger ii¢li antagonistik
yalanc1 reseptorler TRAIL-R3, TRAIL-R4 ve osteoprotegrindir. TRAIL-R1 ve
TRAIL-R2, TRAIL 1n baglanmasini saglayan ekstrasellular domainlerinden baska
TRAIL’1n baglanmasi ile birlikte apoptotik sinyali baslatabilen intrasellular 6liim
domainlerini icermektedir. Diger taraftan TRAIL-R3 ve TRAIL-R4  o6lim
domaininden yoksun olmalar1 veya fonksiyonel olarak tam olmayan bir 6liim
domainine sahip olmalar1 nedeniyle apoptotik sinyalin gec¢isine izin vermezler.
Uciingii dekoy reseptdr — Osteoprotegrin, TRAIL’1n ¢dziilebilir bir antagonistik
reseptOriidiir.  Osteoprotegrinin, TRAIL aracili apoptozis sinyal yolundaki
fonksiyonunun anlasilabilmesi i¢in daha fazla bilgiye ihtiya¢ duyulmaktadir (44).

Insanlarda, dekoy reseptdrler cesitli dokularda yaygin olarak eksprese

edilmektedir. TRAIL-R4 mRNA ekspresyonu periferal kan lokositleri, ovaryum,
prostat, timus, dalak, kolon ve ince bagirsagi da kapsayan tiim dokularda
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bulunmasina ragmen, TRAIL-R3 mRNA’s1 periferal kan I6kositleri, ovaryum, testis,
prostat, timus, dalak, karaciger, akciger, plasenta, kalp, bobrek ve kemik iliginde
belirlenmistir. Test edilen insan dokularinin pek ¢ogunun ayn1 zamanda TRAIL-R1
ve TRAIL-R2 agonistik liim reseptorlerinide eksprese ettigi belirlenmistir. Yalanci
reseptorleri ve Oliim reseptorlerini birlikte eksprese eden normal dokularin hemen
hepsi TRAIL-indiiklii apoptozise karst direngli olarak bulunmustur. Bazi kanser
hiicre hatlarinda da TRAIL-R3 veya TRAIL-R4’iin ektopik ekspresyonu nedeni ile
de TRAIL-indiiklii apoptozise karst duyarliligin azaldigr gozlenmistir. Bu yiizden
TRAIL-R3 ve TRAIL-R4 ekspresyonun TRAIL-indiiklii apoptozisten normal
hiicreler ve dokular1 koruyabilecegi diistinlilmektedir. Ancak, simdiye kadar
calisilmis kanserlerde TRAIL direngliligi ve dekoy reseptor ekspresyonu arasinda
herhangi bir baglanti kurulamamistir. Bir ¢alismada, TRAIL direngli melanoma
hiicre hattt WM3211’in TRAIL-R2 mRNA ekspresyonu belirlenmesine ragmen,
TRAIL-R3 ve TRAIL- R4 bulunamamistir. Aksine, i¢ TRAIL-duyarli melanoma
hiicre hattinda (WM9, WM793 ve WMI1205) TRAIL-R3, TRAIL-R4 veya
herikisinin birden eksprese edildigi gosterilmistir. Bir bagka c¢alismada ise, test
edilmis 18 noroblastoma hiicre hattinin sadece besi TRAIL’ a karsi duyarh
olmasina kargin bu bes hiicre hattinin hepsinin TRAIL-R3, TRAIL-R4 veya
herikisini birden eksprese ettigi belirlenmistir. Bu bulgular kanserde , TRAIL
direngliligine neden olan dekoy reseptorlerden baska bazi mekanizmalarinda var
oldugunu diisiindiirmektedir (44, 45).

2.4.4.2. DISC Olusumu ve TRAIL Direncliligi

DISC’in olusumu, TRAIL indiiklii apoptosisin sinyal yolunda erken donemde
gerceklesen molekiiler bir olaydir. TRAIL, TRAIL 6liim reseptorleri, FADD, kaspaz-
8 veya kaspaz-10 ve c-FLIP’i igeren birka¢ molekiil DISC olusumuna katilmaktadir.
DISC’in pek ¢ok bileseni TRAIL indiiklii apoptosis i¢in temeldir ve bu DISC
bilesenlerinin herhangi birinde fonksiyon bozuklugunun TRAIL direngliligine yol
acabilecegi diisiinilmektedir (45).

2.4.4.2.1. FADD

FADD, hem 6liim domaini hemde 6liim effektor domaini i¢eren bir adaptor
molekiildiir. FADD’1n 6liim sinyal transdiiksiyonundaki rolii ilk kez FasL-indiiklii
apoptoziste tanimlanmistir. TRAIL sinyallesmesinde FADD’in 6nemi bir hayli
karmasiktir. Farkli gruplar tarafindan TRAIL-duyarli hiicre hatlarina FADD
dominant negatif yap1 (FADD-DN) verildiginde, FADD bagimli ve digerleri FADD
bagimsiz TRAIL ile aktive edilmis apoptozis aktivasyonunu gostermeleri nedeniyle
birbirine zit sonuglar elde edilmistir. FADD yoksun hiicre hatlar1 kullanilarak
yapilmig bir ¢alisma, homozigot olarak FADD yoksun (FADD -/-) fare embriyonik
fibroblastlara gecici transfeksiyon ile TRAIL- R1’in asir1 ekspresyonunun bu
hiicrelerde apoptozisi indiikledigini gostermistir. Calismanin sonucuna bagli olarak
yazarlar FADD’1in TRAIL-R1 ve TRAIL-R2 aracili apoptozis i¢in gerekli olmadigini
belirtmislerdir. TRAIL duyarl hiicre hatlarinda gecici transfeksiyon yoluyla TRAIL-
R1 ve TRAIL-R2’nin asir1 ekspresyonunun saglanmasimnin TRAIL ligandindan
bagimsiz olarak apoptozise yol acabildigi daha 6nce gosterilmistir. Fakat bir bagka
calismada FADD -/- embriyonik fibroblastlar fare ve insan TRAIL 6liim reseptorleri
ile transfekte edildiginde TRAIL-indiiklii hiicre 6liimiine kars1 direngli oldugu, fakat
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retroviral bir yapi ile yeniden FADD olusturulan FADD -/- fibroblastlar fare TRAIL
olim reseptorleri ile transfekte edildiginde ise TRAIL-indiiklii apoptozise karsi
tamamen duyarli hale geldigi gozlenmistir. Bu ¢alismada ise sonug olarak FADD’1n
TRAIL- indiiklii apoptoziste temel oldugu ve onun fonksiyon kaybinin TRAIL
direngliligine sebep olabilecegi belirtilmistir (45).

2.4.4.2.2. Kaspaz-8

Kaspaz-8 ekspresyon kaybinin TRAIL direncliligine yol agabilecegi
diisiiniilmektedir. Bununla ilgili ilk kanit, Jurkat hiicrelerin, yabanil tipinde TRAIL’a
duyarli olmasina karsin, kaspaz-8 yoksun halde TRAIL’ a kars1 tamamen direngli
oldugunun gosterilmesidir. Ikinci olarak, spesifik kaspaz -8 inhibitér Z-IETD-FMK
pek ¢ok TRAIL-duyarl hiicre hattinda TRAIL indiiklii apoptozisi inhibe etmistir.
Buna karsin, Z-IETD-FMK o6zellikle yiiksek dozlarda diger kaspazlari inhibe
edebildiginden dolay1 siRNA gibi daha 6zgiin bir yaklagimin kullaniminin gerekli
oldugu diisiiniilmektedir. Bir bagka 6rnek calisma ise, Ewing’s tiimor, noéroblastoma,
beyin tiimorleri, melanoma ve kiiglik hiicreli akciger kanserini kapsayan birkag
kanser hiicre hattinda gerceklestirilmistir. Bu hiicre hatlarinda TRAIL-indiikli
apoptozise direnglilik, kaspaz-8 ekspresyonunun yoklugu ile iligkili  olarak
gosterilmistir. Ayrica, bu direngli hiicrelerde kaspaz-8 ekspresyonunun diizeltilmesi
onlar1 TRAIL’ a kars1 duyarli hale ¢evirmistir (44, 45).

2.4.4.2.3. C-FLIP

c-FLIP (cellular-FLICE inhibitory protein), kaspaz-8 ve kaspaz-10’a
homoloji gosteren, ancak proteaz aktivitesinden yoksun bir proteindir (38). c-FLIP
bir uzun (c-FLIPy) ve bir kisa (c-FLIPs) splice varyanttan olusur ve her ikiside 6liim-
reseptor indiiklii apoptozisten hiicreleri koruma yetenegindedir (32). c-FLIP. , iki
DED ve bir kaspaz- benzeri domain igerir. Fakat, katalitik aktivite i¢in temel olan
sistein dizisinden yoksun domaini nedeniyle kaspaz yolunu aktive edemez. c-
FLIPs’de iki DED domain igerir, fakat kaspaz-benzeri domainin hemen hemen
timiinden yoksundur. Hem c-FLIPy hemde c-FLIPs, DED-DED interaksiyonlari
araciligi ile ya FADD ya da kaspaz-8’e baglandiklar1 yer olan DISC’e ¢agrilabilirler.
Bu da kaspaz-8 aktivasyonunun inhibisyonu ve buna bagli olarak apoptozisin
inhibisyonu ile sonuglanir (45). Melanomalarda yapilan ¢alismalarda, TRAIL
direngli melanomalarda FLIP ekpresyonu bir hayli yiiksek olarak belirlenmesine
ragmen, TRAIL duyarli melanomalarda ekspresyonu ¢ok diisiik olarak belirlenmis ya
da hig¢ belirlenememistir. Ustelik, TRAIL direncli melanomalara aktinomisin-D’nin
verilmesi, TRAIL duyarhiligimin etkinligi ile korele olan FLIP’in hiicre ici
konsantrasyonlarinda azalma ile sonuglanmstir (44).

2.4.4.3. NF-xB ve TRAIL Direncliligi

Rel veya NF-xB, ilk kez miirin B lenfositlerde kappa hafif zincir geninin
ekspresyonunun bir regiilatorii olarak tanimlanmis, fakat hemen arkasindan pek ¢ok
farkli hiicrede de belirlenmistir (46). NF-xB, immiin diizenlemenin kontrolii,
inflamatuar yanitlar, hiicre biiylimesi ve apoptozise katilan bir transkripsiyon
faktoridiir (47). NF-xB farkli alt tinitelerin homo- veya heterodimerlerinden
olusmaktadir. Bu alt {initeler yapisal olarak birbirleriyle ile iliskili bir protein
ailesinin (Rel/ NF-kB proteinleri) iiyeleridir. Simdiye kadar bes farkli Rel/ NF-xB
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proteini tanimlanmistir; NF-kB1/p50, NF-xB2/p52, cRelA/p65, RelB ve cRel. Bu
proteinlerin tiimii Rel Homoloji Domaini (RHD) olarak ta adlandirilan korunmus bir
N-terminal bolgesi igerir (48, 49). RHD, DNA baglanmasi, dimerizasyon ve NF-
kB’nin intrasellular inhibitoérii olan IkB ile interaksiyonundan sorumludur. RelA,
RelB ve c-Rel NF-kB-aracili gen transaktivasyonu i¢in dnemli olan bir transaktive
edici domain igerir. P50 ve p52’nin 6nciil molekiilleri p105 ve p100’iin C-terminali
IxB ailesi tiyelerinde bulunan ankrin tekrarlarinin ¢oklu kopyalarini igerir (50).

Genellikle NF-kB’nin aktive olmus formu bir p65 ve bir de p50
altlinitesinden olugan bir heterodimerdir. Diger altiiniteler ise yine aktive olmus NF-
kB’nin bir parcasi olabilir ve NF-kB’nin bu formlar1 farkli hedef genleri aktive
edebilir (46, 51). Uyarilmamis hiicrelerde, NF-kB proteinleri sitoplazmada [KappaB
(IkB) olarak bilinen inhibitor bir protein ailesi ile iliskilidir. Simdiye kadar yedi IxkB
tanimlanmistir; IkB-alfa, IkB-beta, IkB-gama, IxB-epsilon, Bcl-3, p100 ve pl105
(48). IkB proteinler, IxB’nin fosforilasyonu ve ardindan ubiquitinasyonu i¢in hedef
olan bir N-terminal domaini, NF-xB ile iligkiye giren bir merkezi ankrin tekrar
domaini ve protein diizeyinin devamli korunmasindan sorumlu bir C-terminal PEST
domaini olmak {lizere birka¢ farkli domain igerir (52). Uyarilmamis hiicrelerde, NF-
kB sitoplazmada IkBa ve IkBp’ya bagh olarak bulunmaktadir. NF-kB yolunun
aktivasyonu ile aktif hale gelen spesifik kinazlar IxB kinaz (IKK) inhibitdr proteinler
kB’ leri fosforile eder. Bu fosforilasyon N-terminal sinyal yanit bolgesindeki Ser
ve Ser’® dan gerceklesir. Fosforile edilmis IkBo, pIkBo-ubiquitin E; ligaz tarafindan
poliubiquitinlenir ve hizli bir sekilde proteosom tarafindan pargalanir. IxB’lerin
parcalanmas1 NF-kB’nin serbest kalmasina yol agar (53, 54). Daha sonra NF-«B bir
transkripsiyon faktorii olarak hareket edecegi yer olan niikleusa transloke olur ve bir
anti-apoptotik faktor olarak fonksiyon goriir (Sekil 3.4) (55, 56).

TRAIL sinyallesmesi lizerine NF-kB’nin etkileri, NF-kB aktivasyonunun
hiicreleri TRAIL aracili apoptozisten korudugunu gosteren ve buna zit olarak NF-
kB’nin apoptozisi destekledigini gosteren c¢alismalar nedeniyle tartismalidir. Bu
farkliliklarin, NF-xB altiinitelerinin fonksiyon farkliliklar1 ve rélatif miktarlarindan
kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Ornegin, cRelA altiinitesinin asir1
ekspresyonu  TRAIL muamelesi sonrasi kaspaz-8, TRAIL-R1 ve TRAIL-R2
ekspresyonunu inhibe etmekte ve IAP1 ve IAP2 ekspresyonunu artirmaktadir. Diger
taraftan, cRel’in overekspresyonu TRAIL muamelesi sonras1 TRAIL-R1, TRAIL-R2
ve Bcl-Xg ekpresyonunu artirmakta ve cIAPl ve IAP2 ekspresyonunu inhibe
etmektedir. Aktive olmus NF-kB molekiillerinde cRel ve cRelA’nin rolatif
miktarlariin NF-kB’nin apoptozisi mi yoksa canliligi m1 tercih edecegini belirledigi
gozlenmistir. Bu ylizden, farkli NF-kB alt {initelerinin ekpresyonlarinin kontroliiniin
kanser tedavisi i¢in bir strateji olabilecegi diisiiniilmektedir (45). Diger taraftan,
TRAIL NF-xB yolunu aktive edebilmekte ve NF-kB’nin aktivasyonu ile TRAIL 1n
apoptozisi indiikleme kabiliyeti sinirlanmaktadir. Bu ylizden, NF-kB yolunun
inhibisyonunun TRAIL-aracili apoptozise karsit tiimor hiicrelerinin duyarliligini
arttirabilecegi diistiniilmektedir. NF-kB yolunun aktivasyonu 6zel kinazlar (IKK)
tarafindan inhibitdr proteinlerin fosforilasyonuna baghdir. IKKp, kinaz IKK’in
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katalitik domainlerinden biridir ve NF-kB’nin aktivasyonu ve in vivo apoptozisten
koruma i¢in temeldir. IKKfB’ nin bu kritik rolii terapotik yaklasimlar i¢in potansiyel
bir hedef olusturmaktadir (57).
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Sekil 2.4. TRAIL sinyal yolu ve NF-kB iligkisi (58).

2.4.5. TRAIL 1n Fizyolojik Rolii

Pek cok dokuda yaygin olarak sentez edilen TRAIL’1n biyolojik rolii tam
olarak anlasilamamistir, fakat ligandin transforme olmus hiicre hatlarinin bir
kisminda apoptozisi baglatma yetenegi, onun tiimor hiicre apoptozisinin fizyolojik bir
modiilatorii olabilecegini gostermektedir. Yapilan calismalarda TRAIL mRNA’s1
fotal akciger, karaciger ve bobrek, yetiskinlerde dalak, prostat, timus, ovaryum, ince
bagirsak, kolon, periferal kan lokositleri, kalp, plasenta, akciger, iskelet kasi ve
bobregi de kapsayan pek ¢ok insan dokusunda belirlenmistir.

14



Var olan bilgiler, bu apoptozisi indiikleyici ligandin, onkojenik
transformasyon ve viral olarak enfekte edilmis hiicrelere kars1 immiin cevapta dnemli
bir oyuncu olabilecegini diisiindiirmektedir. Sitotoksik CD4" T hiicreler ve NK
(Naturel Killer) hiicreler ile hedefi-6ldiirmede TRAIL’1in da dahil olduguna dair
bilgiler mevcuttur. TRAIL geni knockout fareler ile yapilan ¢alismalar, NK hiicreler
tarafindan saglanan antitiimor etkide ozellikle tiimor olusumu ve metastaza karsi
konakg¢1 savunmasinda TRAIL’1n roliinii dogrulamaktadir. Ayrica, TRAIL 1, viral
enfeksiyona karst IFN (Interferon)-bagimli konake¢ir savunmasiin erken evresinde
rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. (59, 60, 61).
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2.5. Gen Tedavisi

Gen tedavisinin temel amaci, hiicrelerin hastaliga yol acan eksik ya da
kusurlu genleri yerine, saglikli kopyalarinin hiicreye yerlestirilmesidir (62). Gen
tedavisi ilk kez 1970’li willarin basinda, bilim adamlarinin hatali genlerden
kaynaklanan kalitsal hastaliklarin tedavisi i¢in “gen cerrahisi” fikrini 6ne slirmesi ile
giindeme gelmis ve bu tarihten itibaren gen tedavi fikri giiniimiize kadar geliserek
ulasmstir (63). Ilk zamanlarda genetik hastaliklarin tedavisi amaciyla planlanan gen
tedavisi artik, kanser, AIDS gibi diger pek c¢ok hastaligin tedavisi igin de
kullanilmaya baslanmistir.

2.5.1. Gen Tedavisinde Kullanilan Vektorler
Gen tedavisinde en Onemli nokta genlerin etkili bir sekilde hiicrelere
aktarilabilmesidir. Ideal bir vektoriin sahip olmasi gereken dzellikler:

- Etkili olmas1 ve kolay tiretilebilmesi,

- Giivenli olmas1 yani toksik veya immunojenik olmamasi,

- Sirdiiriilebilir, diizenlenebilir ve tahmin edilebilir bir transgen
ekspresyonu saglamasi,

- Hiicre tipine gore vektoriin hedeflenebilmesi,

- Boliinen ve boliinemeyen hiicreleri enfeksiyona ugratabilmesi,

- Bolgeye 0zgiil olarak entegrasyon saglamasidir (64, 65).

Kanser gen tedavisinde tiimor hiicrelerine gen aktariminda kullanilan iki ana
tip vektdr s6z konusudur ki bunlar; viral vektorler ve fiziksel (viral olmayan)
vektorlerdir. Viral olmayan vektorler ciplak DNA, polikatyonik polimerler ve
lipozomlar1 kapsamaktadir. Bu vektorler enjeksiyon yada partikiil bombardimani
(gen silah1) aracilig1 ile dokulara verilebilir. Hiicrelerarast bosluga ulastiklarinda,
endositoz veya membranin gegici olarak delinmesi yoluyla sitoplazmaya hareket
ederler. Filizyon proteinler veya hedefleyici elementlerin eklenmesi ile transdiiksiyon
etkileri gelistirilebilir. Niikleusa DNA’y1 sokabilmek icin, ¢esitli proteinler ve
niiklear lokalizasyon sinyalleri kullanilanilabilir. Stabiliteyi gelistirmek icin ise viral
elementler eklenebilir. Fakat, tiim bu avantajlara ragmen, viral olmayan vektorler, in
vivo kullanimi siirlandiran oldukga yiiksek transdiiksiyon etkileri nedeniyle sikinti
olusturmaktadirlar.

Gen tedavide kullanilan bir diger grup vektorler viral vektorler yani
virlislerdir. Milyarlarca yillik evrim sonucunda viriisler, hedefledikleri hiicrelere
kendi genetik materyallerini aktarmak i¢in etkili yontemler gelistirmislerdir, ne yazik
ki bu islem duyarli organizmalarda hastalikla sonuclanmaktadir. Gen tedavide
kullanilan viral vektorler, viriislerin hastaliga yol agan bu gen pargalarinin ¢ikarilarak
yerine, hastaliklar1 iyilestirmek amaciyla rekombinant genlerin yerlestirilmesi ile
olusturulmaktadir. En ¢ok kullanilan viral vektorler, retrovirlisler, adenoviriisler,
adeno-iligkili viriisler (AAV) ve herpes virtislerdir (64, 66, 67).
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2.5.1.1. Retroviral Vektorler

Retroviriisler, revers transkriptaz genini iceren RNA genomuna sahip
virlislerdir. Hiicrelerin pek ¢ogunu enfeksiyona ugratabilirler fakat, niiklear
membrant gegemediklerinden dolayi, sadece hiicre boliindiigii zaman konakgi
genomuna entegre olabilmektedirler. Tiim retroviriisler, gag, pol ve env olmak iizere
3 temel protein igerir. Gag, kapsid, matriks ve integraz olusumunu saglayan yapisal
virion proteinleri, env ise yiizeyi lizerinde mevcut bulunan viral glikoproteinleri
kodlamaktadir. Insan gen tedavi ¢alismalarinda kullanilan retroviral vektdrlerin pek
cogu MLV (Moloney Murine Viriis) kokenlidir. Sadece uzun terminal tekrarlar
(LTR) ve paketleyici sinyal birakilarak, protein kodlayict dizilerin timi viriisten
cikarilabilmekte ve ilgili transgen yerlestirilebilmektedir. Retroviriisler uzun siireli
ekspresyon avantajlarinin yani sira, diisiik miktarda iiretilebilmeleri, sadece boliinen
hiicreleri enfeksiyona ugratabilmeleri ve 9 kb’lik DNA tasiyabilme kapasitesine
sahip olmalar1 nedeniyle baz1 dezavantajlar1 da tasimaktadirlar (64, 67, 68).

2.5.1.2. Adeno-Associated Viral Vektorler

Adeno-Associated viriisler, zarfsiz ikozahedral protein kapsidlerinden olusan
tek zincirli DNA viriisleridir (69). Sadece iki genden olusan, 4,7 kb’lik genoma
sahiptirler. Olusturulan rekombinant vektor herhangi bir viral geni kodlamaz, bu
nedenle yaygin olarak kullanilan diger viral vektorlere gore daha az
immiinojeniktirler. Sahip oldugu genlerden Rep, replikasyon ve genomun korunmasi
ile iligkili yapisal olmayan bir proteini, Cap ise ikozahedral kapsid proteinini kodlar.
Adeno-iligkili viriislerin hem boliinen hemde béliinmeyen hiicreleri enfeksiyona
ugratabilmesi ve hastalik yapict olmamasi1 avantajlar1 arasinda sayilirken, az
miktarda {iretilebilmesi ve DNA tasiyabilme kapasitesinin az olmasi dezavantajlari
arasindadir (70, 71).

2.5.1.3. Adenoviral Vektorler

Adenoviral vektorler, gen tedavide en yaygin olarak kullanilan viral
vektorlerdir. Adenoviriisler diiz ¢ift zincirli DNA’ya sahip zarfsiz virislerdir.
Bugiine kadar ¢ok sayida farkli tiirden 43 tanesi insandan olmak {izere 100’den fazla
serotipi izole edilmistir ve 6 alt grupta toplanmistir. Gen transfer vektorlerinin
iiretiminde en fazla C alt grubunun 2 veya 5 nolu serotipleri kullanilmaktadir (72).
Adenoviriisler, hekzon, penton baz ve fiber olmak {lizere 3 major protein ile birlikte
mindr proteinler VI, VIII, IX, Illa ve IVa2’dan olusan ikozahedral bir kapsid ile
karakteristik bir morfolojiye sahiptirler (73). (Sekil 2.5)

Adenoviriis genomu yaklasik olarak 36 kb’dir. Genomunda regiilator
fonksiyonlara sahip olan 4 erken transkripsiyonel bolge (E1, E2, E3 ve E4) ve
yapisal proteinleri kodlayan bir ge¢ transkript mevcuttur. Niikleusa girdikten sonra,
erken bolge 1 (Ela ve E1b)’ deki genler hizl1 bir sekilde transkribe olur. Uretilen bu
proteinler, viral replikasyon i¢in gereklidir (73, 74).

Adenoviriisler i¢in yiizey reseptorii olarak ii¢ tip hiicre ylizey molekiilii

tanimlanmistir: Coxsackie/Adenovirus Reseptéor (CAR), MHC-Io2 altiinitesi ve
glikoproteinler iizerindeki sialik asit sakkaritler (73, 67).
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Sekil 2.5. Adenoviriisiin yapisi (73)

Adenoviriistin  yasam dongiisii; Adenoviriise ait fiber ile hiicre ylizey
reseptOrii arasindaki etkilesim, penton baz proteininin ikinci bir hiicresel reseptore
baglanmasin1 ve buna bagli olarak reseptor aracili endositoz yoluyla adenoviral
partikiiliin hiicre icine alinmasini1 saglar. Viriis hiicre i¢ine girdiginde dis kapsid
proteinleri ayrisir ve endozomdan kagarak sitoplazmaya girer. Ardindan viriis
partikiilleri niikleer por kompleksine girer ve viral DNA viral gen ekspresyonunu
baslatmak i¢in niikleusa salinir. Enfeksiyondan yaklasik 7 saat sonra DNA
replikasyonu baslar, 20-24 saat sonra viriis olusumu tamamlanir ve hiicrenin 2-3 giin
igerisinde lizise ugramasiyla viriis partikiilleri agiga c¢ikar (75). (Sekil 2.6)

Adenovirtsler, stabilite ve infektivite gibi 6zelliklerini yitirmeksizin yaklasik
olarak 2 kb biiyiikliigiinde yabanci DNA’y1 alabilme kapasitesine sahiptir. Viral
genomun bir kisminin ¢ikarilmasi ile yabanct DNA alabilme kapasitesi 7,5 kb’ye
kadar ¢ikarilabilir. Viral genomda yapilan degisikliklere bagli olarak birinci, ikinci
ve U¢iincl jenerasyon olarak isimlendirilen {i¢ tip adenoviral vektor gelistirilebilir.
Kanserde adenoviriis aracili gen tedavide kullanilan vektorler birinci jenerasyon
adenoviral vektorlerdir ve bu vektorler E1 ve/veya E3 bolgelerinin ¢ikartilmasiyla
olusturulurlar (75).
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Sekil 2.6. Adenoviriisiin yasam dongiisii (76)

Adenoviriislerin gen tedavi yaklagimlarinda tercih edilme nedenleri;

1- Basit, hizl1 bir sekilde ve herhangi 6zel bir ekipman gerektirmeksizin hiicre
icine verilebilmeleri,

2-Yiiksek miktarlarda kolaylikla tiretilebilmeleri,

3- Boliinen veya boliinemeyen hiicreleri enfeksiyona ugratabilmeleri,

4- Konak¢1 genomuna entegre olmamalari,

5- Insanlarda ciddi enfeksiyonlara neden olmamalaridir.

Adenoviriislerin gen tedavisinde kullanimini sinirlandiran nedenler;
1- En fazla 7,5 kb’lik yabanci DNA alabilme kapasitesine sahip olmalari,
2- Gegici ekspresyon saglamasi,

3- CAR gibi adenoviral reseptorlere sahip olmayan tiimdr hiicrelerinin etkin
bir sekilde enfeksiyona ugratilamamasidir (76, 77, 78, 79).
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2.6. Akciger Kanseri ve Gen Tedavisi

Akciger kanserinin tedavisinde uygulanan yontemler hastalarin sag kalimini
ve yasam kalitesini arttirmada yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle akciger kanserine
kars1, gen tedavisi gibi yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesine yonelik ¢aligmalar
son yillarda 6nem kazanmistir.

Kanserde gen tedavisi birka¢ hedefe yonelik olarak uygulanabilmektedir. Bu
hedefler tiimor baskilayici genler, onkogenler, hiicre dongiisii diizenleyicileri veya
DNA tamir mekanizmalar1 olabilir. Bu hedefler esas alinarak en ¢ok kullanilan
yontemlerden biri “gen mutasyonunu diizelterek hiicreye apoptozis kararini
verdirecek mekanizmanin diizgiin sekilde harekete gegirilmesi” uygulamasidir. Daha
acik bir ifadeyle burada yapilan is kanser hiicresinde anormal onkogenin etkinliginin
normale c¢evrilmesi veya engellenmesi ya da tiimor baskilayici genin etkinligini
artirmak ve bu yolla yeniden apoptozis aleyhine bozulan dengenin diizeltilmesini
saglamaktir (80). Akciger kanserinde gen tedaviye yonelik {izerinde en fazla
calisilmig olan gen p53°tir.  Akciger kanserlerine bakildiginda % 50’sinden
fazlasinda bu genin mutasyonlarina rastlanmasi ve bir anti-onkogen olarak roliiniin
dogrulanmas1 nedeniyle preklinik c¢aligmalar ic¢in etkili bir hedef olarak
diistintilmiistiir. Klinik 6ncesi ¢alismalarda hem in vivo hemde in vitro olarak, p53
gen transferinin anti-tiimor aktivitesi gosterilmistir (81). 1996 yilinda, Roth ve
arkadaslari KHOAK’nde p53 verilimi ile ilgili ilk klinik ¢alisma sonuclarini
yayinlamislardir. Yabanil tip p53 geni tasiyan retroviral vektorlerin, ileri evre
KHOAK’li 9 hastanin tiimorlerine enjeksiyonu yapilmistir. Degerlendirilebilen 7
hastanin 3’linde tiimdrlerde gerileme gosterilmis, ayrica tekrarlayan enjeksiyonlara
ragmen Onemli bir toksisite kaydedilmemistir (77). Nemunaitis ve arkadaslar
tarafindan gergeklestirilen Faz 1 calismasinda ise konvansiyonel tedavilere yanit
vermemis ileri evre KHOAK li hastalarda, adenoviral aracili olarak p53 gen transferi
ile birlikte Cisplatin uygulamasi gerceklestirilmistir. 24 hastaya 6 ay boyunca p53’iin
yani sira enjeksiyonlarin 3 giin 6ncesinde Cisplatin uygulamasi yapilmistir. 2 hastada
kismi yamit ve 4 hastada ilerleme gozlenirken, 17 hastada ise ilerleme
gozlenmemistir (82).

Bcl-2 bilindigi gibi hiicreleri apoptozisten korumaktadir ve Bcl-2 protein
ekspresyonu KHAK’lerinde olduk¢a yiiksektir. Bel-2 mRNA’sin1 hedefleyen, anti-
sense oligoniikleotidler kullanilarak KHAK hiicre hatlarinda yapilmis ¢alismalarda
Bcl-2 diizeylerinin azaldig1r ve apoptozis ile hiicrelerin 6ldugi gosterilmistir (14).
Honda ve arkadaslar tarafindan yapilmis bir ¢calismada N-terminal olarak kesilmis
Bax (DeltaNBax)’1 eksprese eden adenoviriisler olusturulmus ve farede olusturulan
tiimore enjeksiyonu gergeklestirilmistir. Bax N-terminal olarak kesildigi i¢in Bcl-2
veya Bcl-xL tarafindan bloklanamamistir ve bdylece hiicrelerin apoptozise gitmesi
engellenememistir. Bu calismada kontrol gruba (Bax) gore tiimor biiylimesinin
onemli derecede baskilandig1 gosterilmistir. (83).

Hiicre dongiisiinde, malignant fenotip gelisiminden hiicreleri koruyan kontrol
noktalar1 mevcuttur. Burada siklin bagimli kinaz inhibitorler p16, p21 ve p27, G1-S
gecisini  negatif yonde diizenlemeden sorumlu elemanlardir. Bu genlerde
mutasyonlara siklikla rastlanmaktadir. Craig ve arkadaslarinin hiicre hatlarina
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adenoviral aracili pl6 aktarimi ile gergeklestirdikleri bir c¢alismada kanser
biiyiimesinin inhibe edildigi gosterilmistir. Benzer in vitro ve in vivo sonuglar p21 ve
p27 ile yapilan ¢alismalarda da gézlenmistir (77). Retinoblastoma ile in vitro olarak
yapilmis ¢aligmalarda yabanil tip RB’nin tiimoér hiicrelerine verilmesinin KHAK ’nin
gelisimini baskiladigi gosterilmistir (16).

Akciger kanserinde mutasyonlarinin yaygin olmasi nedeniyle arastirmacilar
onkogenler icerisinde Oncelikle K-ras onkogeni iizerine odaklanmislardir. Aktif
Ras’in fonksiyonunu inhibe edebilmek icin 2 yaklagim uygulanabilmektedir.
Bunlardan ilki antisense yapilarin kullanimidir. K-ras’1in antisense yapilart mutant K-
ras’1 eksprese eden KHOAK hiicre hatlaria verildiginde hiicre biiyiimesini inhibe
ettigi gosterilmistir. Ikinci bir yaklasim ise anti-K-ras ribozim adenoviral vektdrlerin
tretilmesidir. Akciger kanser ksenograftlarinin biiylimesi bu vektér araciligr ile
inhibe edilebilmistir. Retroviral vektorler ile anti-sense K-ras’in kullanimina yonelik
heniiz klinik bir calisma bulunmamaktadir (84).

Primer ve metastatik tiimorler, gelisebilmek i¢in yeni kan damarlari
olusturmak yani “anjiogenezis” yapmak zorundadirlar. Anjiogenezis inhibitorlerinin
bir kismiin (0rn; anjiostatin, endostatin gibi) tiimdrde yeni damar olusumunun
inhibisyonu yoluyla klinik Oncesi modellerde tiimdr gerilemesini indiikledigi
gosterilmistir. Bunun {izerine yapilan in vivo bir caligmada akciger kanseri
olusturulmus fareye mutant Raf geni tasiyan hedeflenmis lipozomlarin sistemik
enjeksiyonu gerceklestirilmis ve timor gerilemesi kaydedilmistir. (85).

Baska bir yontem de “intihar gen tedavisi” uygulamasidir. Bu ydntemde
klasik kemoterapinin en biiylik eksikligi olan kanser hiicresine kars1 ozgiilliik
saglanmas1 ana amagtir. Bu tedavide, normal olarak toksik olmayan bir ajanin toksik
bir maddeye degisimini katalizleyen enzimi kodlayan gen tiimor hiicrelerine
aktarilmaktadir. Bu enzimin etkisi ile ortaya ¢ikan toksik madde daha sonra timor
hiicrelerini  ortadan kaldirmaktadir. Bu yOntemin immiinoterapi ile birlikte
uygulandig1 ¢calismalar mevcuttur (80). En yaygin kullanilan strateji Herpes Simplex
Virus Timidin Kinaz (HSVtk) geninin memeli hiicrelerine verilmesidir. Bu enzim
toksik olmayan niikleosid analogu gansikloviri (GCV) toksik formuna doniistiiriir.
HSVtk gansiklovir yaklasiminin basaris1 “by-stander effect”in varligiyla 6nemli
derecede desteklenir. By-stander effekt transdiiksiyona ugramis hiicrelerden
transdiiksiyona  ugramamis hiicrelere gap junctionlar aracilifiyla toksik
metabolitlerin transferini kapsar. Basarili klinik 6ncesi c¢alismalarin ardindan
Sterman ve arkadaslar tarafindan daha 6nce tedavi almamis 21 hastaya adenoviral
aracilt HSVtk/GCV sistemi uygulanmistir. Toksisite gozlenmemis ve 20 hastanin
11’inde gen transferi gosterilmistir. Uygulamadan 4,5 y1l sonra sag kalim ile iliskili
tam timor gerilemesi 2 kiside gosterilmistir. Bu teknolojinin daha etkin bir sekilde
uygulanabilmesi ic¢in daha etkin verici sistemlere ihtiya¢ oldugu diisiiniilmektedir
(77).
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2.7. Akciger Kanseri ve TRAIL

TRAIL, tiimorojenik veya transforme olmus hiicrelerde segici olarak
apoptozisi indiiklemesi, buna karsin normal hiicrelere zarar vermemesi ve p53
mutasyonlar1 nedeniyle kemoterapik ajanlara veya iyonize radyasyona kars1 direncli
cesitli kanser hiicre hatlarinda apoptozisi indiikleyebilmesi nedeniyle kanserin
tedavisi i¢in potansiyel bir aday olarak goriilmektedir.

TRAIL ile yapilmis ¢caligmalarda test edilmis tiimor hiicre hatlarinin yaklasik
%50’sinin TRAIL aracili apoptozise kars1 direncli oldugu saptanmistir. NF-kB
aktivasyonun ise TRAIL’a kars1 direncglilikte olasi bir mekanizma oldugu
diisiiniilmiis ve yapilan ¢alismalarda TRAIL’1n reseptorleri aracilifiyla NF-kB’yi
aktive ettigi gosterilmistir. Lee ve arkadaslar tarafindan yapilmis bir ¢alismada, bir
Cin bitkisinden (Tripterygium wilfordii) elde edilen Triptolide kullanilmis, A549 ve
NCI-H1299 akciger kanser hiicre hatlarinin NF-kB aktivitesinin inhibisyonu yoluyla
TRAIL aracili apoptozise kars1 duyarli hale getirildigi gosterilmistir. Triptolide NF-
kB aktivasyonunda anahtar bir rol oynayan p65’in transaktivasyonunu
bloklamaktadir (86).

Jang ve arkadaslan tarafindan yapilmis bir calismada ise, TRAIL ve p53’iin
birlikte insan akciger kanser hiicre hatlarinda apoptozis lizerine etkileri
arastirtlmistir. KHOAK hiicre hatlarina (NCI-H157, NCI-H358, NCI-H460 ve A549)
p53 ve TRAIL’1n rekombinant vektorler ile verilmesi, A549 hiicrelerinde DR4 ve
NCI-H157°de DR4 ve DRS5 oliim reseptorlerinin ekspresyonlarinda artis ile
sonuclanmistir. Bu ¢alisma ile tiimor hiicre apoptozisinde p53 ve TRAIL iliskisinin
onemli oldugu gosterilmistir (87).

Seol ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir baska calisma ise, TRAIL’1n
adenovirlis aracili transferinin by-stander effekt ile sonu¢landigini gostermistir.
TRAIL’ 1n bu 6zelligi de tedavi edici degerini arttirmaktadir (88).

2004 yilinda yapilan bir calismada, akciger kanseri ve diger epitelyal
malignansilerde koruyucu ve terapdtik aktiviteye sahip, bir siklooksijenaz 2
inhibitorii olan Celecoxib ile birlikte TRAIL 1n etkisi KHOAK hiicre hatlarinda
aragtirtlmistir.  Celecoxib muamelesinin hiicre sag kalimin1 azalttigi, kaspaz
aktivitesini ve olim reseptorlerinin ekspresyonunu (6zellikle de DRS) indiikledigi
gbzlenmistir (89).

TRAIL ligandinin, kemoterapi ile birlikte akciger kanseri iizerindeki
etkilerini aragtirmak amaciyla, Jin ve arkadaglart NCI-H460 KHOAK hiicre kokenli
ksenograft fare modellerinde ¢alismislardir. Grubun in vitro olarak yaptig1 ¢alismada
Taxol’iin kaspaz aktivasyonunu ve TRAIL aracili apoptozisi arttirdigi belirlenmistir.
In vivo olarak ise TRAIL veya Taxol ile birlikte carboplatin kemoterapinin tek
basina tiimor ksenograftin gelisimini kismi olarak geciktirdigi, buna karsin ikisinin
birlikte uygulanmasinin timor gerilemesi ve tiimor gelisiminde daha uzun siireli bir
gecikmeye neden oldugu gosterilmistir (90).

22



Shi ve arkadaslarimin 2005 yilinda yapmis oldugu c¢alismada, TRAIL’1n
ekstrasellular domainini kodlayan rAAV2/5 vektor (rekombinant adeno-associated
viriis 2/5) ile A549 hiicre hattinin enfeksiyonu, TRAIL’1n iiretilmesi ve bu hiicrelerde
apoptozisin indiiksiyonu ile sonuglanmigtir. Ayni vektoriin tiimor xenograft nude
fare’ye transdiiksiyonu, timor biiyiimesinde Onemli derecede gerileme ve timor
tagityan hayvanlarin sag kaliminda artis ile sonuglanmistir (91).

Rekombinant insan TRAIL ligandinin ve apoptozisi indiikleyici reseptorleri
DR4 ve DR5’in III. evre KHOAK’li hastalarin tiimorlerinde ekspresyonunu
belirlemek amaciyla Spierings ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilmis ¢alismada
DR4, DR5 ve TRAIL sirasiyla tiimorlerin %99, %82 ve %91’°in eksprese edildigi
belirlenmistir (92).
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MATERYAL VE METODLAR

3.1. Hiicre Hatt1 ve Kiiltiir Sartlar

Bu calismada kiiciik hiicreli olmayan (adenokarsinoma) akciger kanseri hiicre
hattt A549 kullanildi. A549 hiicre hatti American Type Tissue Culture
Collection’dan (ATCC) temin edildi.

Uygun sartlar altinda gelen hiicreler %1 Penisilin-Streptomisin-Amfoterisin B
(PSA), %1 L-glutamin ve %10 Fetal Calf Serum (FCS) ile desteklenmis RPMI 1640
besiyerinde kiiltiire alindi. 37 °C’de %5 CO, varhginda iiretildi. Inverted
mikroskopta her giin kontrolleri yapildi. Pasaj islemi yapilarak ¢ogaltilan hiicreler
daha sonra yapilacak c¢alismalarda kullanilmak {izere, %5 DMSO (Dimetil
Siilfoksid)’lu besiyeri ile kriyojenik tiipler i¢ine alinarak -150 °C’de sakland.

Hiicre kiiltiiriinii kapsayan tiim g¢alismalar steril kabin icerisinde ve steril
malzemeler kullanilarak gerceklestirildi.

3.2. Besiyeri ve Kullanilan Soliisyonlar

RPMI 1640 Besiyeri Hazirlanmasi

RPMI-1640 Powder Medium (Sigma) 10,3 g

L-Glutamin (Biological Industries) 10,25 ml
Penisilin-Streptomycin-Amfoterisin B (Biological Industries) 10 ml
% 7,5 NaHCO; 26,7 ml
Bidistile su 960 ml

Bir sise toz RPMI-1640 besiyeri (10,3 g/L) 960 ml bidistile suda (ddH,O)
¢cOzdiirtildii. Toz besiyeri tamamen c¢oziindiikten sonra HCl yardimi ile pH’s1 4
olacak sekilde ayarlandi. Hazirlanan besiyeri 121°C’de 15 dakika otoklav edilerek
steril hale getirildi. Besiyeri soguduktan sonra yukarida belirtilen miktarlarda
sirasiyla, L-Glutamin, Penisilin-Streptomisin-Amphoterisin B ve % 7,5 NaHCO;
ilave edilerek karistirildi. 100’er ml’lik steril cam siselere boliinerek +4 °C’° de
saklandi. Yapilan ¢aligmaya uygun olarak bu besiyerine ilavesi ile %10 ve %20
FCS’li besiyerleri hazirlandi.

% 7,5 NaHCO; (Sodyum Bikarbonat) (Sigma)
100 ml distile suda (dH,O) 7,5 g NaHCOj; ¢ozdiiriildii ve 0.20 um’lik enjektor
filtresinden gegirilerek, -20 °C’de saklandi.

1XPBS

8 g NaCl (Riedel-de Haén), 0,2 g KCl (Merck), 1,44 g Na,HPO,.12H,0
(Riedel-de Haén) ve 0,24 g KH,PO, (Merck) tartilarak 1000 ml ddH,O’da
¢Ozdiiriildi. pH 7.4° e ayarland1 ve 121 °C’de 15 dakika otoklav edildi. +4 °C’de
saklandi.
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3.3. Akciger Kanser Hiicre Hattinin Rekombinant Adenoviral Vektorler ile
Transdiiksiyonu
A549 akciger kanser hiicreleri, TRAIL transferi gerceklestirilmeden Once,
GFP reporter genini eksprese eden adenoviral vektorler (Ad.EGFP: Enhanced Green
Fluorescent Protein) ile 100 MOI’den 20.000 MOI’e kadar artan dozlarda (MOI:
partikiil/hiicre) transdiiksiyona ugratildi.

100 mm’lik petri kab1 ylizeyini kaplayan A549 hiicre miktar1 yaklasik olarak
%90-95° e ulastiginda sayim islemine gecildi. 1XPBS ile yikama sonrasi Tripsin
EDTA 2X (Biological Industries ) ile tripsinizasyon yapilarak hiicreler santrifiij
tiiptine toplandi. Hiicre sayimi i¢in Thoma lam kullanildi ve sayim islemi steril
olmayan kosullarda gergeklestirildi.

Saymm islemi sonrasinda santrifiij tiipiindeki hiicre siispansiyonuna %10
FCS’li RPMI 1640 besiyeri eklenerek 24 kuyucuklu kiiltiir kabmnin ilk 12
kuyucuguna her bir kuyucuga 2’ser ml olacak sekilde pipetaj yapilarak aktarildi. 37
°C ve %5 COy’ li etiive kaldirildi.

Bir gecelik inkiibasyon sonrasi inverted mikroskopta hiicreler incelenerek

Ad.EGFP viriis transdiiksiyon asamasina gecildi. Cizelge 3.1’de Ad.EGFP viriis
transdiiksiyonunda kuyucuklara verilen viriis MOI degerleri gosterilmistir.

Cizelge 3.1: Kuyucuklara verilen Ad.EGFP MOI degerleri

Kuyucuk no 1 2 3 4 5 6
Ad.EGFP 0 100 500 1000 5000 10000
Kuyucuk no 7 8 9 10 11 12
Ad.EGFP 100 500 1000 5000 10000 20000

Kuyucuklara verilecek viriis MOI degerlerine uygun olarak Ad.EGFP viriis
soliisyonu serumsuz RPMI 1640 besiyeri ile belirli oranlarda seyreltilerek, buz
tizerinde tutuldu. Kuyucuklardan pastor pipeti yardimiyla besiyeri uzaklastirildi ve
IXPBS ile yiizeyin yikanmasi saglandiktan sonra hazirlanmis Ad.EGFP viriis
sollisyonlar1  kuyucuklara aktarilarak viriis transdiiksiyonu gerceklestirildi.
Transdiiksiyon sonrasi hiicreler 37 °C ve %5 CO;’ li etiive kaldirildi. Doku kiiltiirii
ortamindaki serum konsantrasyonu, enfeksiyondan iki saat sonra ayni miktarda (1
ml), % 20 FCS iceren RPMI 1640 besiyeri eklenerek %10’a ¢ikarildi. 37 °C
sicaklikta %5 CO;’ 1i etiive 48 saatlik inkiibasyon i¢in kaldirildi.

Enfeksiyonu takiben 48. saatin sonunda dijital fotograf makineli Olympus
(CKX41) marka floresan mikroskop altinda hiicreler fotograflandi.

Fotograflama islemi sonrasi hiicreler tripsinizasyon iglemi ile kaldirilarak

flow tiiplerine aktarildi ve BD FACS Calibur akis sitometri cihazinda okunarak GFP
(+) hiicrelerin orani tespit edildi.
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3.4. Akciger Kanser Hiicre Hattimin TRAIL’ a Kars1 Duyarhhiginin Belirlenmesi

Akciger kanser hiicrelerinin TRAIL’a kars1 duyarliligini belirlemek amaciyla,
A549 akciger kanser hiicreleri hTRAIL kodlayan adenoviral vektorler
(Ad5.hTRAIL) ile transdiiksiyona ugratildi. Negatif kontrol olarak ise beta
galaktosidaz proteinini kodlayan adenoviral vektoérler (AdCMVLacZ) (5000 MOI)
kullanildi.

3.4.1. Viriis Transdiiksiyonu

100 mm’lik petri kab1 ylizeyini kaplayan A549 hiicre miktar1 yaklasik olarak
%90-95’ e ulastiginda hiicre sayimi yapildi ve ardindan hiicreler 24 kuyucuklu doku
kiiltiirii kabina aktarildi. 37 °C ve %5 CO;’ i etiive kaldirildi.

Bir gecelik inkiibasyon sonrasi inverted mikroskopta hiicreler incelenerek

Ad.TRAIL viriis transdiiksiyon asamasina gegildi. Cizelge 3.2°de kuyucuklara
verilen virlis MOI degerleri gosterilmistir.

Cizelge.3.2: Kuyucuklara verilen Ad5.hTRAIL MOI degerleri

Kuyucuk no 1 2 3 4 5 6
AdS5.hTRAIL 0 100 500 1000 5000 10000
Kuyucuk no 7 8 9 10 11 12
AdS5.hTRAIL 0 100 500 1000 5000 10000

Kuyucuklara verilecek virlis MOI degerlerine uygun olarak Ad5.hTRAIL ve
AdCMVLacZ viriis soliisyonlar1 serumsuz RPMI 1640 besiyeri ile belirli oranlarda
seyreltilerek, buz iizerinde tutuldu. Kuyucuklardan pastor pipeti yardimiyla besiyeri
uzaklagtirildi ve 1XPBS ile yilizeyin yikanmasi saglandiktan sonra hazirlanmis
Ad5.hTRAIL ve AdCMVLacZ viriis soliisyonlar1 kuyucuklara aktarilarak viriis
transdiiksiyonu gergeklestirildi. Transdiiksiyon sonrasi hiicreler 37 °C ve %5 CO;’ li
etlive kaldirildi. Doku kiiltiirii ortamindaki serum konsantrasyonu, enfeksiyondan iki
saat sonra ayni miktarda (1 ml), % 20 FCS iceren RPMI 1640 besiyeri eklenerek
%]10’a ¢ikarildi. 37 °C sicaklikta %5 CO,’ li etiive 48 saatlik inkiibasyon i¢in
kaldirildu.

3.4.2. Canly/Olii Hiicresel Canlihk Deneyi

Transdiiksiyon sonrasi canli kalan hiicreleri 6lii hiicrelerden ayirmak igin,
Molecular Probes’un (Eugene, OR) Live/Dead Viability/Cytotoxicitlty Kit’i
kullanildi.

Viriis transdiiksiyonunu takiben 48. saatin sonunda kuyucuklardaki medium
pastor pipeti yardimiyla ¢ekildi ve her bir kuyucuga 1’er ml 1XPBS kondu. Yiizeyin
yikanmasi saglandiktan sonra yine pastor pipeti yardimiyla 1XPBS uzaklastirildi. 50
ml’lik kapakli santrifiij tiipiine 16 ml 1XPBS ve 4 pl CalseinAM konarak karistirild.
Hazirlanan CalseinAM-1XPBS karisimindan herbir kuyucuga 1’er ml kondu ve 40
dakika oda 1sisinda bekletildi.
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Siire sonunda dijital fotograf makineli Olympus (CKX41) marka floresan
mikroskop altinda her bir kuyucuktaki canli ve 6lii hiicreler fotograflandu.

3.5. Akciger Kanser Hiicre Hattimin TRAIL’ a Kars1 Direncliliginin Kirilmasi

Akciger kanser hiicrelerinin TRAIL’a kars1 direngliligin kirilmas1 amaciyla
IKKB’nin  dominant negatif mutant formunu kodlayan adenoviral vektorler
(AdIKKPBKA) ile A549 akciger kanser hiicre hatt1 transdiiksiyona ugratildi. Negatif
kontrol olarak AACMVLacZ (5000 MOI) kullanildi.

3.5.1. Viriis Transdiiksiyonu

AS549 hiicreleri petri kab1 ylizeyini %90-95 civarinda kapladiklarinda hiicre
sayimi yapildi ve ardindan hiicreler 24 kuyucuklu doku kiiltiirii kabina aktarildi. 37
°C ve %5 COy’ 1i etiive kaldirildi.

Bir gecelik inkiibasyon sonrasi inverted mikroskopta hiicreler incelenerek
virlis transdiiksiyonu asamasina gecildi. Cizelge 3.3’de kuyucuklara verilen viriis
MOI degerleri gosterilmistir.

Kuyucuklara verilecek virlis MOI degerlerine uygun olarak Ad5.hTRAIL ve
Ad.IKKBKA viriis soliisyonlar1 serumsuz RPMI 1640 besiyeri ile belirli oranlarda
seyreltilerek, buz iizerinde tutuldu. Kuyucuklardan pastor pipeti yardimiyla besiyeri
uzaklagtirildi ve 1XPBS ile yilizeyin yikanmasi saglandiktan sonra hazirlanmis
Ad5.hTRAIL ve Ad.IKKBKA virlis soliisyonlart kuyucuklara aktarilarak viriis
transdiiksiyonu gergeklestirildi. Transdiiksiyon sonrasi hiicreler 37 °C ve %5 CO;’ li
etlive kaldirildi. Doku kiiltiirii ortamindaki serum konsantrasyonu, enfeksiyondan iki
saat sonra ayni miktarda (1 ml), % 20 FCS iceren RPMI 1640 besiyeri eklenerek
%]10’a ¢ikarildi. 37 °C sicaklikta %5 CO,’ li etiive 48 saatlik inkiibasyon i¢in
kaldirildu.

Cizelge 3.3: Kuyucuklara verilen viriis MOI degerleri

Kuyucuk no 1 2 3 4 5 6
AdS5.hTRAIL 0 100 500 1000 5000 10000
Kuyucuk no 7 8 9 10 11 12
Ad.IKKBKA 0 100 500 1000 5000 10000
Kuyucuk no 13 14 15 16 17 18
AdS5.hTRAIL/ 0 1000 1000 1000 1000 1000
Ad.IKKBKA 100 500 1000 5000 10000
Kuyucuk no 19 20 21 22 23 24
AdS5.hTRAIL/ 0 5000 5000 5000 5000 5000
Ad.IKKBKA 100 500 1000 5000 10000

3.5.2. Canly/Olii Hiicresel Canlihk Deneyi

Transdiiksiyon sonrasi canli kalan hiicreleri 6lii hiicrelerden ayirmak igin,
Molecular Probes’un (Eugene, OR) Live/Dead Viability/Cytotoxicitlty Kit’i
kullanildi.
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Viriis transdiiksiyonunu takiben 48. saatin sonunda kuyucuklardaki medium
pastor pipeti yardimiyla ¢ekildi ve her bir kuyucuga 1’er ml 1XPBS kondu. Yiizeyin
yikanmasi saglandiktan sonra yine pastor pipeti yardimiyla 1XPBS uzaklastirildi. 50
ml’lik kapakli santrifiij tiipiine 25 ml 1XPBS ve 12,5 pl CalseinAM konarak
karigtirildi. Hazirlanan CalseinAM-1XPBS karisimindan herbir kuyucuga 1’er ml
kondu ve 40 dakika oda 1sisinda bekletildi.

Siire sonunda dijital fotograf makineli Olympus (CKX41) marka floresan
mikroskop altinda her bir kuyucuktaki canli ve 6lii hiicreler fotograflandi.

3.6. NF-xB Sinyal Yolunun Aktivasyon Durumunun Belirlenmesi

(Lusiferaz Deneyi)

A549 akciger kanser hiicre hattinin TRAIL muamelesi dncesi ve sonrasinda
NF-kB aracili transkripsiyonel indiiksiyonu 6l¢mek amaciyla hiicreler Ad.NF-kBluc,
Ad5.hTRAIL, Ad.IKKPBKA adenoviral vektorleri ile transdiiksiyona ugratildi.
Negatif kontrol olarak AdCMVLacZ kullanildi. Lusiferaz aktivitesine yonelik tiim
Olctimler (rolatif 11k birimleri), protein konsantrasyonuna normalize edildi. AdNF-
kBluc vektorii HSVTK geninin TATA benzeri promotorii ile birlikte ortak NF-xB
baglanma dizisinin dort tandem kopyasini tasimaktadir.

3.6.1. Viriis Transdiiksiyonu

A549 hiicreleri 100 mm’lik petri kabi yiizeyini %95-100 oraninda
kapladiklarinda 11 adet 35 mm’lik  kiiltiir kabina pasaj yapildi. Bir gecelik
inkiibasyon sonrast hiicreler petri kaplarinin yilizeylerini tamamen kapladiklarinda
viriis transdiiksiyonu i¢in bir adet 35 mm’lik kiiltiir kabindan hiicre sayimi yapildi.

Hiicre sayimini takiben viriis transdiiksiyon asamasina gecildi. Cizelge 3.4°de
petri kaplarina verilen viriis MOI degerleri gosterilmistir.

Cizelge 3.4: Petri kaplarina aktarilan viris MOI degerleri

Petri kabi no 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ad.NFxBluc | 5000 | 5000 | 5000 | 5000 | 5000 | 5000 | 5000 | 5000 | 5000 | 5000

AdS.hTRAIL - 1000 | 1000 | 1000 1000 - 5000 | 5000 | 5000 | 5000

AdJKKBKA - - 1000 | 5000 | 10.000 - - 1000 | 5000 | 10.000

Doku kiiltiirii petri kaplarina verilecek virlis MOI degerlerine uygun olarak
Ad5.hTRAIL, Ad.IKKBKA ve Ad.NFxBIluc viriis soliisyonlar1 serumsuz RPMI 1640
besiyeri ile belirli oranlarda seyreltilerek, buz iizerinde tutuldu. Petri kaplarindan
pastor pipeti yardimiyla besiyeri uzaklastirildi ve 1XPBS ile yiizeyin yikanmasi
saglandiktan sonra hazirlanmis virlis soliisyonlar1 aktarilarak viriis transdiiksiyonu
gerceklestirildi. Transdiiksiyon sonrasi hiicreler 37 °C ve %5 CO,’ 1i etiive kaldirildi.

28




Doku kiiltiirti ortamindaki serum konsantrasyonu, enfeksiyondan iki saat sonra ayni
miktarda (1 ml), % 20 FCS igeren RPMI 1640 besiyeri eklenerek %10’a ¢ikarildu.
37 °C sicaklikta %35 CO;’ 1i etiive 30 saatlik inkiibasyon i¢in kaldirildi.

3.6.2. Hiicre Lizat1 Hazirlanmasi
3.6.2.1. Kullamilan Soliisyonlar

1XReporter Lizis Tampon (Promega)
4 ml steril bidistile su ve 1 ml 5X Reporter Lizis Tampon karistirilarak oda
sicakligina getirildi.

3.6.2.2. islemler

30. saatin sonunda petri kaplart igerisindeki besiyerleri pastor pipeti
yardimiyla uzaklastirildi ve her birine 0,5 ml 1XPBS eklendi. Hiicrelerin yikanmasi
saglandiktan sonra 1XPBS uzaklastirildi. Her bir petri kabina 0,5 ml 1X Reporter
Lizis Tampon konarak, petri kaplar1 10 dakika oda sicakliginda ¢alkalayicida tutuldu.
Hiicrelerin tamamen kalkmas1 saglandi. Yapisik hiicreler pipet ucu yardimiyla
kaldirildi. Hiicre lizatlar1 toplanarak 1,5 ml’lik ependorflara alindi. Ependorflara
alinan hiicreler 13.000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. Dokeltiler yeni ependorflara
alinarak, lusiferaz okumalar1 yapilana dek -80 °C’de saklandi.

3.6.3. Lusiferaz Okumalari

-80 °C’den ¢ikarilan drnekler oda sicakliginda eritildi. 350 pl distile su, 50 pl
ornek ve 100 pl Lusiferin cihaza ait tiip igerisinde karigtirildi. Ayni sekilde
hazirlanan tiim Orneklerin, Luminescence Spectrometer (LS50B-Perkinelmer)’da
kullanim talimatina uygun olarak okumalar1 yapildi.

3.6.4. Protein Miktar Tayini
3.6.4.1. Kullamilan Soliisyonlar

Stok Bovine Serum Albumin (BSA)(10 mg/ml) (Sigma)
0,1 g BSA tartilip, son hacim 10 ml olacak sekilde bidistile su ile hazirlandi.
1 mI’lik ependorflara boliinerek, -20° C’de saklandi.

Protein miktar tayini, BSA (Bovine Serum Albumin) ile hazirlanan standart
grafik kullanilarak yapildi. Miktar tayini i¢in Bio-Rad marka Protein Assay Kit
kullanildi. Multiskan spectrum (Thermo Electron Corporation) ‘da 595 nm dalga
boyunda verdikleri absorbans degerleri okundu. Standart grafik, elde edilen degerlere
gore X ekseni protein miktarini (ug/ pl) ve Y ekseni absorbans degerlerini gosterecek
sekilde hazirlandu.

-80 °C’den ¢ikarilan hiicre lizatlar1 oda sicakliginda ¢6ziildii. Her bir 6rnekten
20 ul almarak 96 kuyucuklu petri kabmin ikinci sirasina koyuldu. Orneklerin
bulundugu her bir kuyucuga 40 pl Protein Assay Kit ve 140 pl bidistile su eklenerek
5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda Multiskan spectrum’ da 595 nm
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dalga boyunda absorbans degerleri okundu. Ornekler igerisindeki protein miktar:
hesaplandi. Standart grafikte 6rnegin verdigi absorbans degerine karsilik gelen pg/ pl
cinsinden BSA miktar1 6rnegin igerdigi protein miktarini vermektedir.

3.7. Anneksin V Boyama ile Apoptozisin Belirlenmesi

3.7.1. Viriis Transdiiksiyonu

A549 hiicreleri 100 mm’lik petri kab1 yiizeyini %95-100 oraninda
kapladiklarinda 10 adet 35 mm’lik  kiiltiir kabina pasaj yapildi. Bir gecelik
inkiibasyon sonrast hiicreler petri kaplarinin yilizeylerini tamamen kapladiklarinda
viriis transdiiksiyonu i¢in bir adet 35 mm’lik kiiltiir kabindan hiicre sayimi yapildi.

Hiicre sayimini takiben viriis transdiiksiyon asamasina gecildi. Cizelge 3.4°de
petri kaplarina verilen viriis MOI degerleri gosterilmistir.

Cizelge 3.5: Petri kaplarina verilen viriis MOI degerleri

Petri kab1 no 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ad5.hTRAIL/ 0 0 5000 | 5000 | 5000 | 5000 | 5000 | 5000 5000
Ad.IKKBKA 0 0 0 0 200 | 1000 | 5000 | 10000 | 20000
(Boyanmamisg (izotip
Kontrol) Kontrol)

Doku kiiltiirii petri kaplarina verilecek virtis MOI degerlerine uygun olarak
AdS5.hTRAIL ve Ad.IKKBKA viriis soliisyonlar1 serumsuz RPMI 1640 besiyeri ile
belirli oranlarda seyreltilerek, buz iizerinde tutuldu. Petri kaplarindan pastor pipeti
yardimiyla besiyeri uzaklastirildi ve 1XPBS ile ylizeyin yikanmasi saglandiktan
sonra hazirlanmis viriis soliisyonlar1 aktarilarak viriis transdiiksiyonu gergeklestirildi.
Transdiiksiyon sonrasi hiicreler 37 °C ve %5 CO;’ li etiive kaldirildi. Doku kiiltiirii
ortamindaki serum konsantrasyonu, enfeksiyondan iki saat sonra aynm1 miktarda (1
ml), % 20 FCS iceren RPMI 1640 besiyeri eklenerek %10’a ¢ikarildi. 37 °C
sicaklikta %5 CO;’ 1i etiive 48 saatlik inkiibasyon i¢in kaldirildi.

3.7.2. Anneksin V Boyama
3.7.2.1. Kullanilan Soliisyonlar

Anneksin V Baglanma Tamponu

NaCl (1M) (Riedel-de Haén) 14 ml
CaCl, (1M) (Sigma) 0.25 ml
HEPES/NaOH, pH 7.4 (1M) (Amresco) 1 ml
dH,O 85 ml
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I’er Molar olarak hazirlanmis NaCl, CaCl, ve HEPES/NaOH’dan yukarida
belirtilen miktarlarda alinarak, dH,O ile 100 m1’ye tamamlandi. +4 °C’de saklandi.

Propidium lIodide (PI) (Sigma)

Propidium Iodide’den 1 mg tartilarak 1 ml 1XPBS’de ¢6zdiiriildii. Hazirlanan
1 mg/ml’lik stok solusyondan 20 pl alinarak 980 pl 1XPBS’de sulandirildi
(20pg/ml). +4 °C’de saklandi.

3.7.2.2. islemler

48 saat once infeksiyona ugratilmis hiicrelerin bulundugu 35 mm’lik petri
kaplarindan besiyerleri buz iizerindeki numaralandirilmis tiiplere aktarildi. Kiiltiir
kaplarina 1’er ml 1XPBS kondu. Yiizeyin yikanmas1 saglandiktan sonra pastor pipeti
yardimiyla 1XPBS uzaklastirildi. 1’er ml 2XTRP ile tripsinizasyon yapildi. Hiicreler
petri kaplarindan toplanarak numaralandirilmis tiiplerdeki besiyerlerinin iizerlerine
aktarildi. Tipler 1600 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Dokeltiler uzaklastirildi ve
cokeltiler iizerine 2’ser ml 1XPBS eklenerek numaralandirilmis flow tiiplerine pipet
yardimiyla aktarildi. Tipler 1600 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Dokeltiler
uzaklastirildi. Cokeltilerin tizerlerine 195 pl Anneksin V baglanma tamponu ve 5 ul
Anneksin-FITC (Alexis) eklendi. 1 nolu kontrol tiipline (boyanmamis) Anneksin-
FITC eklenmedi. 15 dakika buz iizerinde karanlikta bekletildi. Siire sonunda tiiplere
2’ser ml 1XPBS eklenerek 1600 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Dokeltiler
uzaklagtirilarak, cokeltilerin iizerlerine 490 pul  Anneksin V baglanma tamponu
eklenerek hafifge karistirildi. Bu asamada FACS (Fluorescence Activated Cell
Sorting) analizi i¢in tiipler buz {izerinde cihaza gétiiriildii. Olgiimlerden hemen &nce,
1 nolu kontrol tiipii hari¢ tiim tiiplere 20 pg/ul PI (Propidium lodide)’den 10’ar pl
eklendi. Ornekler BD FACS calibur cihazinda kullanim talimatina uygun olarak
analiz edildi.

3.8. TRAIL Reseptor Ekspresyonlarinin Belirlenmesi
3.8.1. Real Time RT-PCR
3.8.1.1. Kullamilan Soliisyonlar

- TRIzol Reagent (Sigma)

- Kloroform (Sigma)

- Izopropanol (Sigma)

- % 75’lik Etanol

- dHO (niikleaz icermeyen)

3.8.1.2. RNA Izolasyonu

Hiicreler ¢ozdiiriildiikten sonra 3. pasaja kadar ¢ogaltildi. 3. pasajda hiicreler
petri kab1 yilizeyini (100 mm) %80-90 civarinda kapladiklarinda 6rnek hazirlama
asamasina gecildi. Petri kabindan besiyeri uzaklastirildi ve 5 ml 1XPBS ile yikandi.
1 ml TRIzol reagent petri kabina kondu. 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Pipet
yardimiyla petri kabinin yiizeyi yikanarak lizat 1,5 ml’lik ependorfa toplandi. Oda
sicakhiginda 2-3 dakika bekletildi. Uzerine 0.2 ml kloroform eklenerek agzi sikica
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kapatildi. 15 saniye boyunca siddetli bir sekilde havada sallandi. 15 dakika oda
sicaklhiginda bekletildi. 13.000 rpm’de 15 dakika +4 °C’de santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 olugsan 3 fazdan (en altta protein, ortada DNA ve en iistte
RNA) RNA’y1 igeren s1v1 faz temiz bir ependorfa alindi. Uzerine 0.5 ml izopropanol
cklendi ve 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. 13.000 rpm’de 10 dakika +4 °C’de
santrifiij edildi. Santrifiijj sonrast dokelti uzaklastirilarak, ¢okelti iizerine 1 ml
%75’1ik etanol eklendi ve hafifce karistirildi. 13.000 rpm’de 5 dakika +4 °C’de
santrifiij edildi. Dokelti otomatik pipetle tamamen uzaklastiridi ve 10-15 dakika oda
sicakliginda kurutuldu. RNA, kurutulduktan sonra {izerine 200 pl dH,O (niikleaz
icermeyen) ilave edilerek ¢oOzdiiriildii. Ependorfun agzi parafilmle kapatilarak 56
°C’lik su banyosunda 15 dakika tutuldu. Spektrofotometrede OD,6o/ODygo degeri
Olciildii ve konsantrasyonu belirlendi.

3.8.1.3. cDNA Eldesi

PCR icerigi
10X RT (Reverse Transkriptaz) tampon Sul
MgCl, (25 mM) 11 ul
dNTPs ( 10 mM, herbiri

25 mM, dTTP’l1) 2ul
10X Random Hekzamer (50 mM) Sul
RNAse inhibitor (20 u/ul) 3ul
Multiscribe RT (50 u/ul) 1,25 ul
dH,O (niikleaz icermeyen) 21l
RNA 1,7 wl

o

PCR Protokolii
25 °C 10 dakika
48 °C 60 dakika

Yukarida sunulan igeriklerde hazirlanan PCR reaksiyonu belirtilen siire ve
derecelerde Techne Genius marka PCR cihazinda gerceklestirildi.

3.8.1.4. Real Time RT-PCR

Reaksiyon i¢in herbir reseptore ( TR-1, TR-2, TR-3 ve TR-4 ) karsilik bir
Real Time RT PCR tiipii i¢inde asagida belirtilen miktarlarda reaksiyon hazirlandi.
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Kontrol olarak kullanilan 5. tiipe RNA 6rnegi konmadi. Ayrica kontrol tiipiine TR-2
reseptoriine ait primerler ve Taq probu eklendi (¢alisilan reseptorlerden herhangi biri
secilebilir). Reaksiyonda i¢ kontrol olarak, ikinci bir floresan boya bagli olan rRNA
primer ve problart kullanildi. Boylece rRNA’nin aymi reaksiyon icinde analizi
saglandi.

PCR I¢erigi

2X UMM (Universal Master Mix) 12,5 ul
Forward Primer 1 ul
Reverse Primer Il
Taq Probe 1 ul
dH,O (niikleaz icermeyen) 4,5 ul
cDNA Sul

Her bir TRAIL reseptorii i¢in yukarida sunulan iceriklerde ayr1  birer
reaksiyon tiipii hazirlandi. Cizelge 3.6’da TRAIL reseptorlerine ve internal kontrol
olarak kullanilan ribozomal RNA’ya (PE Applied Biosystems) ait primer dizileri
verilmigtir.

PCR Program

50°C 2 dakika

95°C 10 dakika

95°C 15 saniye

60 °C 1 dakika | 40 dongii

Yukarida sunulan igeriklerde hazirlanan reaksiyon Applied Biosystems marka
7500 Real Time PCR cihazinda, belirtilen siire ve derecelerde gerceklestirildi.
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Cizelge 3.6: TRAIL reseptorleri ve rRNA’ya ait primer dizileri

TRAIL-R1 5° 5°-TGT ACG CCC TGG AGT GAC AT -3
TRAIL-R1 3°’- 5’- CAC CAA CAG CAA CGG AAC AA -3
Rev

TRAIL-R1 Prob

57 6-FAM- TGT CCA CAA AGA ATC AGG CAA TGG ACA
TAA T-TAMRA-3’

TRAIL-R2 5° 5’-CAC TCA CTG GAATGA CCT CCT TT-3’
TRAIL-R2 3°- 5’-CTG CAG GGA CTTAGCTCCACTT-3
Rev

TRAIL-R2 Prob

57 6-FAM- TCA CAC CTG GTG CAG CGC AAG CAG -
TAMRA- 3’

TRAIL-R3 5’ 5-CCCTAAAGTTCGTCGTCGTCAT-3
TRAIL-R3 3°’- 5’- GGG CAG TGG TGG CAG AGT A-3
Rev

TRAIL-R3 Prob

5’- 6-FAM-TCC CGG TCC TGC TGC CAG TCC TAG C-
TAMRA- 3’

TRAIL-R4 5° 5’- ACA GAG GCG CAGCCTCAA -3
TRAIL-R4 3°- 5’- ACG GGT TAC AGG CTC CAG TAT ATT- 3’
Rev

TRAIL-R4 Prob

5’- 6-FAM-AGG AGG AGT GTC CAG CAG GAT CTC ATA
GAT C-TAMRA-3’

rRNA-Forward
Primer

5’- CGGCTACCACATCCAAGGAA-3’

rRNA-Reverse
Primer

3’- GCTCGTACTGCATGTCCCCT-3’

rRNA-probe

5’-FAM-TGGACTACCTATTGGGTCTCTTCGAGCCA-
TAMRA-3’

Analiz asamasinda kullanilacak standart egrinin olusturulmasi igin, ribozomal
RNA’dan tiireyen klonlanmis cDNA fragmenti kullanildi. TRAIL reseptorlerinin
oranlari, AACt metodu kullanilarak hesaplandi.
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3.8.2. Akis Sitometrisi Deneyi
3.8.2.1. Kullamilan Soliisyonlar ve Antikorlar

1XFACS Tamponu
0,18 g Sodyum bikarbonat (Sigma), 0,5 g BSA (Sigma) 0,5 g Sodyum azid
(NaN3) (Sigma) tartildi ve 500 ml 1XPBS i¢inde ¢ozdiiriilerek hazirlandi.

Antikorlar

Primer Antikorlar; Mab to TRAIL-R1 (human) (HS101) (Alexis)
Mab to TRAIL-R2 (human) (HS201) (Alexis)
Mab to TRAIL-R3 (human) (HS301) (Alexis)
Mab to TRAIL-R4 (human) (HS402) (Alexis)

Sekonder Antikor; Pab to Mouse IgG1 (Biotin) (Alexis)

Uciinciil Antikor; Streptavidin/R-PE (Alexis)

Isotip icin (Kontol); Pab to Mouse IgG1 (R-PE) (Alexis)

3.8.2.2. Islemler

Hiicreler ¢ozdiiriildiikten sonra gelisimleri takip edilerek 2 kez pasaj yapildi.
Son pasajin iistiinden 48 saat gectikten sonra A549 hiicreleri 100 mm’lik petri kabin1
%80-90 oraninda kapladiginda deneye baslandi. Hiicrelerin iizerinden besiyeri
uzaklagtirildi. 5 ml 1XPBS ile yikama islemi yapilarak 2 ml 2XTRP ile
tripsinizasyon yapildi. Hiicreler 2 ml %10 serumlu besiyeri ile topland1 ve 50 ml’lik
kapakli santrifiij tiiptine aktarildi. +4°C’de, 1500 rpm’de 5 dakika santriftij edildi.
Dokelti uzaklastirilarak ¢okelti  {izerine 620 pl 1X FACS tampon konarak
karistirildi. Buz iizerine kondu. Hiicre sayimi i¢in santrifiij tliptinden 5 pl alinarak
sulandirma katsayis1 20 olacak sekilde 95 ul dH,O ile 100 pl’ye tamamlandi ve
Thoma Lam’da hiicre sayim1 yapildi. Ortalama hiicre sayis1 35 olarak bulundu.

A549 hiicre sayist: 35x20x10" : ~7.000.000 hiicre/ml (Her bir tiip i¢in en az
1.000.000 hiicre olmali)

6 adet flow tiipii hazirland1. Tiipler Izotip, boyanmamis, TR1, TR2, TR3 ve
TR4 olarak adlandirild. izotipi ve boyanmamis rnegi igeren tiipler, kontrol gruplari
olarak kullanildi. Her bir tiipe 100 ul 6rnek ve 100 pul 1XFACS tampon kondu. TR1,
TR2, TR3 ve TR4 tiiplerine 5’er pl Alexis marka primer antikorlar eklendi (her bir
tiipe kendine 6zgii primer eklendi). Antikorlar eklendikten sonra tiipler hafifce
karistirildi. Ayni sekilde izotip tiipiine 5 pl Mouse IgG1(R-PE) (Alexis) eklendi.
Boyanmamis 6rnegi iceren tiipe ise antikor eklenmedi. Tiipler buz iizerinde 30
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dakika bekletildi. Siire sonunda tiim tiiplere 2’ser ml 1XFACS tampon eklendi ve
hafifce karistirildi. +4°C’de, 2000 rpm’de 8 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
dokelti tamamen uzaklagtirildi. Cokeltilerin iizerlerine 100’er ul 1XFACS tampon
eklendi ve ¢okelti hafifce vurularak karistirildi. Uzerlerine 2’ser pl Alexis marka
sekonder antikor kondu. Sadece boyanmamis 6rnegi iceren tiipe antikor eklenmedi.
Tiipler buz iizerinde 30 dakika bekletildi. Siire sonunda tiim tiiplere 2’ser ml
IXFACS tampon eklendi. Tiipler hafifce vurularak karistirildi. +4°C’de, 2000
rpm’de 8 dakika santrifiij edildi. Siire sonunda dokeltiler tamamen uzaklastirildi.
Tim tiiplere 100°er ul 1XFACS tampon eklendi. Boyanmamus tiip hari¢ tiim tiiplere
2’ser ul Ancell marka {igiinciil antikor (Stretavidin-R-PE) eklendi. Tiim tiipler hafifce
karistirilarak buz iizerinde karanlikta 20 dakika bekletildi. Stire sonunda tiiplere 2’ser
ml 1XFACS tampon eklendi. +4°C’de, 2000 rpm’de 8 dakika santrifiij edildi.
Tiplerdeki dokeltiler tamamen uzaklastirildi. Cokeltiler tizerine 500°er pul 1XFACS
tampon eklendi ve hafifce karistirildi.

Ornekler BD FACS calibur cihazinda kullanim talimatina uygun olarak analiz
edildi.
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BULGULAR

Bu ¢alismada, kii¢iik hiicreli olmayan adenokarsinoma tipi A549 hiicre hatti
kullanilarak, akciger kanserinde rekombinant adenoviriis aracilit TRAIL transferinin
potansiyel terapotik etkisi arastirilmistir.

4.1. A549 Akciger Kanser Hiicre Hattinin Adenoviral Vektorler ile
Transdiiksiyonu

AS549 akciger kanser hiicre hattina TRAIL transferi gergeklestirilmeden 6nce,
bu hiicre hattinin adenoviriislerle transdiiksiyona ugratilip ugratilamayacagini ve gen
transferinde kullanilacak optimum dozu belirlemek iizere, GFP reporter genini
kodlayan adenoviriisler AJEGFP ile transdiiksiyon gergeklestirildi. Akciger kanser
hiicreleri AAEGFP ile artan dozlarda infeksiyona ugratildiktan 48 saat sonra floresan
mikroskop altinda goriintiilendi. Viriis  transdiiksiyonu gerceklesmis hiicreler
floresan mikroskop altinda yesil floresan renk vermektedir. Hiicrelere ait goriintiiler
Sekil 4.1, Panel A’da verilmistir.

Virilis enfeksiyonlarmin etkisi floresan mikroskop altinda takip edilmesine
karsin, transdiiksiyon sonuglar1 kantitatif olarak yine enfeksiyonu takiben 48. saatte
akis sitometrisi kullanilarak analiz edilmistir. FACS analiz sonuglar1 grafik halinde
Sekil 4.1, Panel B’de verilmistir.

Tiim bu sonuglar hiicrelerin hemen hemen %100’lniin 5,000 DNA
partikiil/hiicre MOI’de AJEGFP ile etkili bir sekilde transdiiksiyona ugratildigini
gostermistir.

4.2. A549 Akciger Kanser Hiicre Hattinin hTRAIL ve IKKBKA Gen Transferi

Sonuclari

AS549 akciger kanser hiicre hattinin TRAIL’a kars1 direngli olup olmadigini
belirlemek tizere, A549 akciger kanser hiicre hatti hTRAIL genini kodlayan
adenoviriisler (AdShTRAIL) ile artan dozlarda enfekte edildi. Enfeksiyonu takiben
48. saatte canli hiicrelerin miktarim1 belirlemek amaciyla Molecular Probe’un
Canli/Olii Hiicresel Canlilik ve Toksisite kiti kullanildi ve floresan mikroskop altinda
hiicreler goriintiilendi. Bu kit igesinde mevcut olan Calsein AM, intraselliiler kalsein
estreraz icin bir florojenik substrattir. Canli hiicrelerde bu enzim araciligiyla Calsein
AM yesil bir floresan bilesik olan Calseine hidroliz edilmektedir. Yalnizca saglam
membrani olan canli hiicreler aktif esteraz icerdiginden, Calseinin florometrik
metodlarla belirlenmesi, canli hiicrelerin varligina isaret etmektedir. Hiicrelere ait
gorlntiiler Sekil 4.2°de verilmistir. A549 akciger kanser hiicre hatti, AAShTRAIL 1n
oldukca yiiksek dozlar1 (10,000 DNA partikiil/hiicre MOI) kullanilmasina ragmen
hTRAIL’1n sitotoksik etkilerine karsi tamamen direngli olarak bulundu.
AdCMVLacZ infeksiyonu (kontrol) tek basina canli hiicre miktarinda herhangi bir
azalmaya neden olmadi.
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Daha onceleri yapilan caligmalarda artmis IKK aktivitesi (93, 94) ve/veya
NF-xB aktivitesinin (95) ¢esitli timorlerde 6liim ligant1 ile indiiklenmis sitotoksiteye
kars1 en onemli engel oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle, hiicre canlilig1 iizerinde
IKK ve NF-kB inhibisyonunun etkisi, IKKp’nin dominant negatif mutant formunu
kodlayan adenoviriisler (AdIKKBKA) ile A549 akciger kanser hiicrelerinin
enfeksiyonu yoluyla test edildi. Enfeksiyonu takiben 48. saatte canli hiicrelerin
miktarm belirlemek amaciyla Molecular Probe’un Canl/Olii Hiicresel Canlilik ve
Toksisite kiti kullanildi. Sekil 4.3’de goriildiigii gibi, AAIKKBKA vektoriiniin 10,000
MOI dozunda bile (10,000 DNA partikiil/hiicre MOI) hiicre canliliginda herhangi bir
azalma gozlenmedi. Bu sonuglar, tek basina IKK inhibisyonunun A549 akciger
kanser hiicrelerinin canlilifin1 azaltmadigini ispatladi.

4.3. IKK Inhibisyonu ile NF-kB Yolunun Engellenmesi

AS549 akciger kanser hiicre hattinin, daha 6nce yapilmis bir calismada, IKKf
(AdIKKBKA) veya IkBa (AdIkBaSR)’'nin dominant negatif mutantlarinin
adenovirlis aracili transferi ile TNF 6lim ligandina kars1 duyarli hale getirildigi
gosterilmistir (96, 97). A549 akciger kanser hiicre hattt TRAIL aracili apoptozise
kars1 direngli oldugundan dolayi, burada A549 akciger karsinoma hiicre hattinin
TRAIL’a karsi duyarliligini saglamak amaciyla NF-xB yolagini hedefleyen IKK
inhibi edici stratejiler kullanildi. Bu nedenle, A549 akciger kanser hiicreleri
AdShTRAIL vektorii sabit olmak iizere (5,000 DNA partikiil/hiicre MOI),
AdIKKBKA vektoriiniin artan dozlar ile birlikte enfekte edildi. Enfeksiyonu takiben
48. saatte canli hiicre miktar1 Molecular Probe’un Canli/Olii Hiicresel Canlilik ve
Toksisite kiti kullanilarak belirlendi. A549 akciger kanser hiicreleri AdhTRAIL ve
AdIKKBKA’nin 5,000 DNA partikiil/hiicre MOI dozunda birlikte enfekte edildigi
zaman yaklasik %75 oraninda hiicre 6liimii meydana geldigi gozlendi. AJdIKKBKA
virlis miktart 10,000 DNA partikiil’hiicre MOI’e arttirildigi zaman 6lim orani
yaklagik %90’a ulasti. Buna karsin, AdIKKBKA yerine AdCMVLacZ enfeksiyonu
A549 akciger kanser hiicrelerini TRAIL’a karst duyarlilign arttirmadi. Tim bu
bulgular, A549 akciger kanser hiicrelerinde gozlenen TRAIL direncliliginin
adenoviral vektorler aracilifiyla olusturulan IKKBKA ekspresyonu ile kirildigini
gosterdi. Hiicrelere ait goriintiiler Sekil 4.4’de verilmistir.

4.4. A549 Akciger Kanser Hiicrelerinde NF-xB Aktivasyon Durumu
Hiicrelerin intrasellular NF-kB aktivasyon durumu iki farkli nedenle kritiktir.
Birincisi, yiiksek NF-kB aktivitesinin (95) kanser hiicrelerinde 6liim ligandi aracili
apoptozise kars1 direnclilik sagladiginin diisiiniilmesi ile iliskilidir. Tkincisi ise hem
TRAIL 6liim reseptorleri TRAIL-R1 ve TRAIL-R2 (98, 99) hemde TRAIL yalanci
reseptor TRAIL-R4’iin (100) NF-xB aktivitesini uyarmasidir. Tedavi Oncesi kanser
hiicrelerinin hem endojen hemde TRAIL aracili NF-xB aktivitesi bulundurmasi,
TRAIL’1 da kapsayan herhangi bir gen tedavisi i¢in olduk¢a dnemlidir. Bu nedenle
NF-xB aktivasyonunun boyutunu belirlemek i¢in, A549 akciger kanser hiicreleri NF-
KB promotorlii Lusiferaz reporter genini tagiyan bir rekombinant adenoviriis vektorii
(AdANF-kBluc) ve AdShTRAIL vektorii ile birlikte enfekte edildi. Lusiferaz testleri
infeksiyonu takiben 30. saatte gercgeklestirildi. Sekil 4.5° de goriildiigii gibi, NF-xB
aktivasyon orani agik bir sekilde AAShTRAIL’1n 5,000 DNA partikiil/hiicre MOI’de
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enfeksiyonunun bir sonucu olarak elde edildi. AAIKKBKA enfeksiyonunun NF-«xB
aktivasyonunu azaltip azaltmadigin1 kontrol etmek igin, A549 akciger kanser
hiicrelerinde AdNF-xBluc, AdShTRAIL ve AdIKKBKA’y1 igeren f{igli bir
enfeksiyon deneyi uygulandi. Ilging bir sekilde, TRAIL indiiklii NF-xB aktivitesi
AdIKKBKA vektorii ile enfekte edilmis A549 akciger kanser hiicrelerinde oldukca
azaldi. Diger taraftan, AdCMVLacZ viriis enfeksiyonu, AS549 akciger kanser
hiicrelerinde ne TRAIL aracili ne de endojen NF-xB aktivitesini inhibe etmedi
(Sekil 4.5).

4.5. NF-xB Inhibisyonu Altinda AdShTRAIL Enfeksiyonu Sonuclar

A549 akciger kanser hiicre hatti IKK inhibisyonu ile saglanan TRAIL-
indiiklii sitotoksisitenin mekanizmasi olan apoptozisi aciklamak amaciyla; akis
sitometrisi oncesi Anneksin V boyamasi yapildi. Anneksinler, kalsiyum varliginda
fosfolipidlere baglanan bir grup homolog proteinlerdir. Bu ¢alismada kullanilan
Anneksin V-FITC ise yine kalsiyum varliginda fosfatidilserine baglanan floresan bir
probdur. Apoptozise ugrayan hiicrelerde bir takim hiicresel degisimler olmaktadir ve
bu degisimlerden birisi de apoptozisin erken evrelerinde fosfolipid asimetrisinin
kaybidir. Canli hiicrelerde fosfotidilserin, Mg-ATP bagimli enzim aminofosfolipid
translokaz aracilign ile lipid tabakanin i¢ ylizline transport edilir. Apoptozis
basladiginda, normal olarak plazma membraninin i¢ kisminda bulunan fosfotidilserin
membranin dis kismina gegmektedir. Membranin dis kismina gegen fosfotidilserine
kalsiyumun varliginda Annexin V-FITC baglanabilmektedir. Propidium iodide
(Cy7Hs4l, Ny) ise niiklear bir floresan boyadir. Erken apoptozisi tanimlamada
Anneksin V-FITC ve Propidium iodide (PI) birlikte kullanilmaktadir. Anneksin V-
FITC pozitif, PI negatif erken apoptotik hiicreleri, Anneksin V-FITC negatif, PI
negatif canli hiicreleri ve Anneksin V-FITC pozitif, PI pozitif ge¢ apoptozisi yada
0lu hiicreleri tanimlamaktadir.

Materyal ve Metod boliimiinde de belirtildigi sekilde, boyama isleminden
once A549 hiicreleri, AAShTRAIL veya AdIKKBKA vektorleri tek basina ya da
birlikte olacak sekilde enfekte edildi. Apoptotik hiicre dliimleri enfeksiyonu takiben
48.saatte Anneksin-V-FITC boyama kiti kullanilarak akis sitometrisinde belirlendi.
Sekil 4.6, Panel A’da goriildiigli gibi sadece AAShTRAIL ve sadece AJIKKBKA ile
enfekte edilmis hiicrelerde Anneksin V ile minimum hiicre boyamasi belirlendi.
AdShTRAIL ve AdIKKBKA’nin birlikte A549 hiicrelerine enfeksiyonu yliksek
miktarda apoptotik hiicre 6liimii meydana getirmesine karsin (Sekil 4.6, Panel B),
diger taraftan AdShTRAIL ve AdCMVLacZ (negatif kontrol)’nin birlikte
enfeksiyonu hiicrelerde bdyle bir etki meydana getirmedi. Sonug olarak, sadece IKK
inhibisyonunun saglanmasi ile birlikte AAShTRAIL infeksiyonu A549 akciger kanser
hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liimiinii meydana getirdi.

4.6. A549 Akciger Kanser Hiicre Hattinda TRAIL Reseptor Ekspresyonlari
Daha oOnceki yillarda kanser hiicrelerinde TRAIL direngliliginin
mekanizmasini agiklamak i¢in biiyiik bir ugras1 verilmesine ragmen, kanser
hiicrelerinde  TRAIL reseptorlerinin ekpresyon profilleriyle TRAIL duyarlilig
arasinda bir baglanti  kurulamamistir (101). Calismamizda her bir TRAIL
reseptoriine Ozgiil olarak dizayn edilmis primer-prob setleri kullanilarak A549
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akciger kanser hiicrelerinde Real Time RT-PCR yapilmistir. Hiicre i¢i TRAIL
reseptorleri mRNA ekspresyonlart Sekil 4.7°de goriilmektedir. A549 akciger kanser
hiicrelerinde, TRAIL’a ait dért TRAIL reseptoriiniinde gen ekspresyonunun mevcut
oldugu belirlenmesine karsin, bu reseptorler arasinda TRAIL-R2 6liim reseptoriiniin
gen ekspresyonu en yiiksek olarak gozlendi. A549 akciger kanser hiicrelerinde
TRAIL-R1 ve TRAIL-R4 reseptor gen ekspresyonlart benzer oranlarda iken,
TRAIL-R3 yalanct reseptdor gen ekspresyonu ise diger ii¢ reseptor ile
karsilastirildiginda en diisiik olarak bulundu.

Hiicre i¢i gen ekspresyonu, hiicre yiizeyi protein ekspresyonu ile her zaman
ayni olamayabilecegi i¢in, hiicre ylizeyi gen ekspresyonunu belirlemek amaciyla her
bir TRAIL reseptor alt tipi i¢in spesifik antibodiler kullanilarak akis sitometrisi
analizleri gergeklestirildi. Bu deney dort TRAIL reseptoriiniinde AS549 akciger
kanser hiicrelerinin ylizeyinde ekprese edildigini gosterdi (Sekil 4.8). Real Time RT-
PCR sonuglarina gore TRAIL-R2 mRNA oran1 TRAIL-R1 mRNA’sindan ¢ok daha
yiiksekti, akis sitometrisi sonuglarina gore ise A549 akciger kanser hiicrelerinin
hiicre ylizeyinde bu iki reseptdr arasinda protein ekpresyonu oranlart ¢ok farkli
degildi (Sekil 4.8, Panel A). Buna karsin, A549 akciger kanser hiicrelerinin
yiizeyinde yiiksek miktarda TRAIL-R4 yalanci reseptor protein ekpresyonu gozlendi
(Sekil 4.8, Panel B). TRAIL-R3 dekoy reseptdr protein ekpresyonu dort reseptor
arasinda en diigiik diizeyde olmasina ragmen, hala hiicre yiizeyinde
belirlenebilmekteydi.
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Sekil 4.1. A549 akciger kanser hiicreleri birinci jenerasyon rekombinant adenoviral vektdrler ile etkili
bir sekilde transdiiksiyona ugratildi. Panel A, Floresan mikroskop altinda goriintiilenmis
EGFP pozitif hiicreleri, Panel B ise akis sitometrisi analiz sonuglarini vermektedir. DNA
partikiil/hticre MOI degerleri olarak uygulanmis viral dozlar panellerin {izerinde
belirtilmistir. Her bir enfeksiyon iki kez tekrarlanmustir.
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Sekil 4.2. Tek basma AdShTRAIL enfeksiyonu AS549 akciger kanser hiicrelerinin canliligim
etkilemedi. DNA partikiil/hiicre MOI degerleri olarak uygulanmis viral dozlar panellerin
iizerinde belirtilmistir. Her bir infeksiyon iki kez tekrarlanmistir.
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Sekil 4.3. Tek bagina AJIKKBKA enfeksiyonu A549 akciger kanser hiicrelerinin canlhiligini
etkilemedi. DNA partikiil/hiicre MOI degerleri olarak uygulanmis viral dozlar panellerin
iizerinde belirtilmistir. Her bir infeksiyon iki kez tekrarlanmustir.
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Sekil 4.4. AAIKKPKA viriis enfeksiyonu A549 akciger kanser hiicrelerini TRAIL aracili apoptozise
karst duyarlt kildi. Kullanilan viral dozlar her bir panelde gosterilmistir. Panel A
enfeksiyonun floresan mikroskop goriintiilerini, Panel B ise hiicre canliligimin kantitatif
olarak degerlendirmesini vermektedir. Degerler, ii¢ farkli deneyin sonug¢larmnin
ortalamasini gostermektedir.
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Sekil 4.5. A549 hiicrelerinde AdShTRAIL enfeksiyonu ile NF-kB aktivitesi arttirllmasina karsin
AdIKKBKA enfeksiyonu ile azaltildi. X ekseni enfeksiyonda kullanilmig viral vektorleri ve
DNA partikiil/hiicre olarak verilmis MOI degerlerini, Y ekseni ise her bir mikrogram (ug)
protein bagina diisen Rolatif Isik Miktar1 (RLU) olarak eksprese edilmis Lusiferaz
aktivitesini gostermektedir. Degerler alt1 bagimsiz verinin ortalamasini ifade etmektedir.
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Annexin V

Sekil 4.6. Panel A igerisinde Anneksin V-FITC boyamasi ve akis sitometrisi dncesi A549 akciger
kanser hiicrelerine uygulanan adenoviral vektorlerin g¢esitli kombinasyonlart verilmistir.
Her bir histogram icin degerlendirme 10% A549 akciger kanser hiicresi ile
simirlandirilmistir. Histogramlar anlasilir olmasi amaciyla iki farkli panelde gosterilmistir.
AdIKKBKA ve AdShTRAIL vektorleri sekil {izerinde aksi belirtilmedigi siirece 5000 DNA
partikiil/hiicre MOI olarak kullanilmistir. Enfekte edilmemis fakat FITC-Anneksin V ve PI
ile boyanmis A549 akciger kanser hiicreleri kontrol olarak kullanilmustir.
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Sekil 4.7. A549 akciger kanser hiicrelerinde mRNA oranlarina dayali TRAIL reseptor profili.
Ribozomal RNA primerleri ve problari her bir reaksiyonda internal kontrol olarak
kullanildi. Rolatif ekspresyon/25 pgs rRNA oranlar1 Y ekseni lizerinde gosterilmektedir.
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Sekil 4.8. A549 akciger kanser hiicrelerinde TRAIL reseptdrlerinin yiizey ekspresyon profili. Her bir
histogram i¢in degerlendirme 10* A549 akciger kanser hiicresi ile smirlandiriimustir.
Histogramlar anlasilir olmas1 amaciyla iki farkli panelde gosterilmistir.
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TARTISMA ve SONUCLAR

Akciger kanseri, diinyada hem kadinlarda hem de erkeklerde en fazla 6liime
sebebiyet veren kanser tilirlidiir. Glinimiizde kemoterapi ve radyoterapi, pek cok
kanserde oldugu gibi akciger kanserinde de en yaygin tedavi yontemleri arasindadir.
Ancak, bu iki tedavi metodunun da tiimore kars: etkisini gosterebilmesi, p53 timor
baskilayict proteinin varligin1 gerektirmektedir (24). Akciger kanserlerinde ise % 80
oraninda p53 geninde mutasyonlara rastlanmaktadir (25). Sonug olarak, p53 proteini
olmayan tiimdrler, hem kemoterapi hem de radyoterapiye karsi direng géstermektedir
(26). Ancak, 6liim ligantlarinin apoptozisi p53’ten bagimsiz olarak indiiklediginin
gosterilmesi  Oliim ligantlarinin  potansiyel kanser tedavi edici ajanlar olarak
degerlendirilmesini saglamustir (27). Oliim ligantlarindan biri olan TRAIL’1n normal
hiicrelere zarar vermemesi ve sadece kanser hiicrelerinde apoptozisi segici olarak
indiikleyebilmesi, TRAIL 1n sistemik olarak da kullanilabilmesi olasiligin1 giindeme
getirmistir (102).

Adenoviriisler, diiz ¢ift zincirli DNA’ya sahip zarfsiz viriislerdir. Normal
sartlar altinda insanlarda ciddi enfeksiyonlara sebebiyet vermemeleri, boliinen veya
boliinemeyen hiicreleri enfekte edebilmeleri, konak¢1 genomuna entegre olmamalari
ve ¢ok miktarda iiretilebilmeleri gibi 6zellikleri nedeni ile gen tedavisinde siklikla
tercih edilen viral vektorlerdir (75). Daha Once yapilan calismalarda, tamamen
farklilagmis ve polarize olmus hiicrelerde solunum yolu epitel hiicrelerine adenoviriis
aracilt gen transferinin diisiik etkisi hiicrelerin apikal yiizeyinde mevcut bulunan
Coxsachie adenovirilis reseptoriiniin (CAR) diisiik ekspresyonuna baglanmistir.
Sonug olarak, diisiik oranda CAR ekspresyonuna sahip hiicrelere adenoviriis aracili
gen transferi yapmak oldukea giictiir. (103) Calismamizda kullandigimiz A549 hiicre
hattinin ise yiiksek oranda CAR reseptor ekspresyonuna sahip oldugu gosterilmistir
(104). Bu nedenle, adenoviriis aracili TRAIL transferi i¢in bu hiicre hatt1 tercih
edilmistir.

Calismamizda ilk olarak, A549 akciger kanser hiicrelerine, transgenleri
aktarabilmemiz i¢in gerekli optimum adenovirilis dozunu belirlemek amaciyla yesil
floresan  proteinini  kodlayan  adenoviral = vektorler ile  transdiiksiyon
gerceklestirilmistir.  Virlis enfeksiyonunu takiben 48. saatte transdiiksiyonun etkisi
hem floresan mikroskop altinda hem de kantitatif olarak akis sitometrisi analizleri
ile degerlendirilmistir. A549 akciger kanser hiicrelerine hiicre basma 5,000
adenoviriis verildiginde bu hiicrelerin % 90-95 oraninda etkin bir sekilde
transdiiksiyona ugratildigi saptanmistir (Sekil 4.1). Bu sonug, A549 akciger kanser
hiicrelerinin adenoviriislerle etkin bir sekilde transdiiksiyona ugratilabilecegini ve bu
etkin dozun 5000 MOI oldugunu gdstermistir. Akciger kanser hiicrelerinin TRAIL’a
kars1 duyarliligin1 belirlemek amaciyla A549 akciger kanser hiicreleri artan dozlarda
TRAIL genini kodlayan adenoviral vektorler ile transdiiksiyona ugratilmistir. A549
akciger kanser hiicreleri, AdShTRAIL’1n oldukca yiliksek dozlar1 (10,000 DNA
partikiil/hiicre MOI) kullanilmasina ragmen TRAIL’1in sitotoksik etkilerine karsi
tamamen direngli olarak bulunmustur (Sekil 4.2). Lee ve arkadaslar tarafindan
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yapilan bir ¢alismada, TRAIL’1n A549 akciger kanser hiicrelerinde NF- kB yolunu
aktive ettigi gosterilmistir (86). Ayrica Sanlioglu ve arkadaslar1 tarafindan elde
edilen bulgulardan da yola ¢ikarak TRAIL’a kars1 direngliligin gelisiminden sorumlu
ana sinyal yollardan birinin NF-xB sinyallesmesi olabilecegi diisiintilmiistiir (105).
Daha once de deginildigi gibi, uyarilmamis hiicrelerde NF-kB sitoplazmada IkBa ve
IkBp’ya bagli olarak bulunmaktadir. NF-kB yolunun aktivasyonu ile aktif hale gelen
spesifik kinazlar (IKK), inhibitor proteinleri (IkB’ler) fosforile etmekte ve fosforile
edilmis proteinler poliubiquitinlenerek hizli bir sekilde proteozom tarafindan
parcalanmaktadir. IkB’lerin par¢alanmasi NF-kB’nin serbest kalmasina yol agmakta,
serbest kalan NF-xB niikleusa hareket ederek, bir anti-apoptotik faktor olarak
fonksiyon gérmektedir (53-56). Calismamizda IKK inhibisyonu saglanarak NF-kB
yolaginin engellenmesi yoluna gidilmistir. Tek basina IKKfB’nin dominant negatif
formunu kodlayan adenoviriisler ile artan dozlarda yapilan enfeksiyon sonucunda,
A549 akciger kanser hiicrelerinin canliliginda herhangi bir azalma gézlenmemistir
(Sekil 4.3). Fakat, Ad5.hTRAIL miktar1 sabit tutularak artan dozda AdIKKBKA
vektorii verildiginde ise, hiicrelerin TRAIL’a duyarli hale geldigi gozlenmistir (Sekil
4.4). Duyarlilik enfeksiyonda kullanilan AdIKKBKA’nin dozuna bagli olarak
bulunmustur. TRAIL ekspresyonundaki artis NF-kB aktivitesini uyarmasina karsin,
IKKBKA ekspresyonunda artis Lusiferaz gen testlerinde gosterildigi gibi TRAIL
indiiklii NF-kB aktivitesini azaltmistir (Sekil 4.5). Cevaplanmasi gereken bir baska
soru ise bu hiicrelerin gercekten apoptozis nedeniyle mi yoksa baska bir sebepten
dolaymmi1 o6ldiiglidiir. Apoptozisin varligint gostermek amaciyla Anneksin V ile
boyama yapilmistir. Anneksin V boyama akis sitometrisi sonuglar1 (Sekil 4.6) NF-
kB aktivitesinin baskilanmasimna yol agan IKK inhibisyonunun, TRAIL aracil
apoptozisin indiiksiyonu ile sonuglandigini goéstermistir. Bu sonucglar, NF-xB
aktivasyon yolunun, A549 hiicrelerinde TRAIL aracili apoptozisi engelleyici bir
etkiye sahip oldugunu ve bu yolun engellenmesinin TRAIL aracili apoptozise karsi
akciger kanser hiicrelerini duyarli hale getirmede 6nemli oldugunu géstermistir.

Insan tiimérlerinin en az % 50’sinin  TRAIL’a kars1 direnclilik gosterdigi
rapor edilmistir (102). Simdiye kadar TRAIL direncliligini agiklamak i¢in iki farkl
hipotez ileri siiriilmiistiir. ilk hipotez, TRAIL’ a baglanmak icin apoptozisi
indiikleyici TRAIL reseptorleri ile rekabete giren yalanci reseptorlerin varligidir. Bu
hipotez, yalanc1 reseptorlerin  Olim reseptorlerine baglanabilecek TRAIL
ligantlarinin sayisin1 azaltarak (TRAIL-R3 gibi), veya hiicrelere anti-apoptotik
sinyaller gondererek (TRAIL-R4 gibi) fonksiyon gordiiklerini savunmaktadir (106-
108). Fakat, RNase koruma testleri ile akciger kanser hiicre hatlarinda TRAIL
duyarliligt ve TRAIL-R1, TRAIL-R2 ve TRAIL-R3’iin ekspresyonlar1 arasinda
herhangi bir baglant1 gosterilememistir. Yine bu ¢alisma da A549 akciger kanser
hiicrelerinin TRAIL aracili gen tedavi yaklagimina direncli oldugu gosterilmis
olmasina ragmen, her nedense A549 hiicre hattinda TRAIL-R4 ekspresyonu
incelenmemistir (109). ikinci hipotez ise, TRAIL aracili apoptozisi engelleyici
apoptozis inhibe edici molekiillerin varligidir (110). Ornegin bir kaspaz 8 homologu
olan c-FLIP’in ekspresyon orani daha oOnceleri kanser hiicrelerinde TRAIL
direncliliginden sorumlu tutuluyordu (111). Fakat, Western Blot ile KHOAK hiicre
hatlarinda yapilan tarama sonucu TRAIL direngliligi ve c-FLIP’in ekspresyonu
arasinda herhangi bir iliski kurulamamistir (112). Beklenilenin aksine, TRAIL
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direngli hiicre hatlarinda (A549, Calul ve SkLul) c-FLIP’in diisiik oranlar
gozlenmesine karsin, TRAIL duyarl hiicre hatlarinda (NCI-H358) c-FLIP’in daha
yiiksek oranlarda eksprese edildigi gozlenmistir. Bundan dolayi, KHOAK’lerinde
TRAIL direngliliginden c-FLIP ekspresyon diizeyinden baska mekanizmalarinda
sorumlu olabilecegi sonucuna varilmistir. TRAIL direngliliginin gelisiminden
sorumlu ana sinyal yollardan birinin NF-kB sinyallesmesi olabilecegi
diisiiniilmektedir (105). Buna uygun olarak, TRAIL’1n kendi basina A549 akciger
kanser hiicrelerinde NF-kB yolunu aktive ettigi gosterilmistir. Bagka bir ¢aligmada
ise, artmig AKT aktivitesi KHOAK hiicre hatlarinin bir kisminda gézlenmis TRAIL
direngliliginden sorumlu tutulmustur (113).

Simdiye kadar, TRAIL direncliliginin  molekiiler = mekanizmasini
aciklayabilmek amaciyla yapilan pek ¢ok calismaya ragmen, TRAIL reseptorlerinin
ekspresyonlar1 ve TRAIL direncliligi arasinda herhangi bir iliski rapor edilmemistir
(109). Calismamizda A549 akciger kanser hiicrelerinde TRAIL reseptor gen
ekspresyon profilini belirlemek amaciyla, her bir reseptére 6zgli primer-prob setleri
kullanilarak kantitatif Real Time RT-PCR yapilmistir. Elde edilen sonuglar A549
akciger kanser hiicrelerinde, TRAIL reseptorlerinden dordiiniin de eksprese
edildigini gostermistir ve bu dort reseptdrden TRAIL-R2 o6liim reseptoriiniin
ekspresyon orani en yiiksek olarak belirlenmistir (Sekil 4.7). Bilindigi gibi hiicre
iceresindeki mRNA oranlarina dayali gen ekspresyonu, TRAIL duyarlilig1 ile daha
cok ilgili olan hiicre ylizeyi protein ekspresyonu ile ayni olmayabilir. Bu nedenle
A549 akciger kanser hiicrelerindeki hiicre yiizeyi TRAIL reseptdr protein
ekspresyonlarini belirlemek amaciyla her bir TRAIL reseptoriine 6zgii antikorlar
kullanilarak akis sitometrisi analizleri yapilmigtir. Hiicre yilizeyinde TRAIL
reseptorlerinin tiimii eksprese edilmesine karsin, 6liim reseptorleri ile dekoy reseptor
ekspresyon oranlart karsilastirildiginda, TRAIL-R4 yalanci reseptdr protein
ekspresyonunun digerlerine goére 6nemli oranda yiiksek oldugu gozlenmistir (Sekil
4.8). llging bir sekilde , Delgi-Esposti ve arkadaslari tarafindan yapilmis bir
caligmada, artmig TRAIL-R4 ekspresyonunun TRAIL aracili sitotoksisiteden hedef
hiicreleri  korudugu rapor edilmistir (100). Bu rapor gecici TRAIL-R4
ekpsresyonunun, hem bir yalanci reseptor hem de bir anti-apoptotik sinyal saglayici
olarak hareket ederek hiicreleri apoptozisten korudugunu iddia etmistir. Tiim bu
sonuglar, hiicre ylizeyi TRAIL-R4 ekspresyonunun, kanser hiicrelerinde TRAIL
duyarliligini kesin bir sekilde etkileyecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda A549 akciger kanser hiicre hattinda rekombinant adenoviriis
aracilt TRAIL 1n tedavi edici etkisi aragtirilmistir. A549 hiicre hattinda ortaya ¢ikan
TRAIL direngliligini yikmak i¢in IKK inhibisyonunu igeren komplementer bir gen
tedavi modeli test edilmistir. Ayrica, A549 hiicre hattinda ortaya ¢ikan TRAIL
direncliliginin molekiiler mekanizmas1 arastirilmis, TRAIL direncliligi ve TRAIL
yalanci reseptor gen ekspresyonu arasinda bir baglanti kurulmustur. Ancak, bu
baglantinin kesinlestirilmesi i¢in birka¢ primer hiicre hattin1 da igeren daha fazla
akciger kanser hiicre hattinda detayli olarak tarama yapilmasi gerekmektedir. Sonug
olarak, ekzojen TRAIL ekspresyonu ile birlikte NF-xB yolunun inhibisyonunu
kapsayan ikili bir gen tedavi stratejisinin, akciger kanserli hastalar icin tedavi edici
potansiyeli oldugu diistiniilebilir.
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