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OZET

Adenoviral yolla aktarilan TRAIL aracili gen tedavi yaklasimlari, ileri evre
prostat kanserlerinde apoptozisi indiikleyici giiglii potansiyel terapotik yaklagimlar
olarak degerlendirilmektedir. Ancak bazi prostat kanser hiicrelerinin TRAIL aracilt
apoptozise direngli oldugunun gozlenmesi nedeniyle, TRAIL direnglilik
mekanizmalarinin arastirllmas1 ve bu direngliligi kiracak yeni yaklasimlarin
gelistirilmesi, TRAIL’m ileride etkili bir tedavi yaklasimi olarak klinige
kazandirilmasi agisindan olduk¢a énemlidir.

Bu nedenlerden dolay1 ¢alismamizda ii¢ farkli ileri evre prostat kanser hiicre
hattinda (DU145, PC3, LNCaP) TRAIL’a direnglilikten sorumlu olabilecek
mekanizmalardan olan hiicre i¢i bazal ve TRAIL araciligiyla indiiklenen NF-kB
aktivitesinin, ve TRAIL o6liim ve yalanci reseptdr sentez oranlarmin hiicrelerde
TRAIL duyarlilig ile iligkisi arastirildi. Bunun yaninda, prostat kanserlerinde ilk kez
denenen AdShTRAIL ve AdIKKPKA ikili vektdr sisteminin hiicrelerde gozlenen
TRAIL direngliligini kirmaktaki etkinligi arastirildi.

Sonuglarimiz, TRAIL yalanci reseptér kompozisyonunun ve hiicre i¢i NF-kB
aktivitesinin prostat kanser hiicrelerinde TRAIL direngliligine katkida bulunan iki
onemli faktor oldugunu gostermistir. Bunun yaninda, IKKBKA aracili IKK inhibe
edici  stratejilerin, hiicrelerde TRAIL direngliligini  kirmada, direnglilik
mekanizmasina bagimli olmaksizin etkili oldugu goriilmiistiir. Arastirmamiz, prostat
kanser hiicrelerinde TRAIL yalanci reseptorlerinin sentez seviyesi ile TRAIL
direncliligi arasinda anlamli bir iliski agiga ¢ikarmistir. Bulgularimiz, AdShTRAIL
ve AdIKKPBKA ikili vektor sistemi ile prostat kanser hiicrelerinde TRAIL
direncliliginin kirilabilecegini gosteren ilk ¢alisma olmasi acisindan da énemlidir. Bu
bulgular 15181nda, IKK inhibisyonu altinda adenoviral yolla TRAIL gen aktarimu,
ileri evre prostat kanserinde TRAIL 1n terapotik indeksini genisletmede degerli bir
yaklagim olacaktir.

Anahtar Kelimeler: TRAIL, prostat kanseri, gen tedavisi, NF-kB, adenoviral
vektorler.
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ABSTRACT

Adenovirus-mediated gene therapy approaches using TRAIL arose as powerful
potential therapy modalities in advanced prostate carcinoma. However, as TRAIL
resistance was reported in some prostate cancer cells, investigation of resistance
mechanisms to TRAIL in advanced prostate carcinoma cells and development of new
therapeutic approaches are crucial for TRAIL to be used efficiently in clinical
settings in the future.

For this reason, unstimulated and TRAIL-induced NF-kB activities and TRAIL
death and decoy receptor patterns were investigated as possible resistance
mechanisms to TRAIL in three different advanced prostate carcinoma cell lines
(DU145, PC3, LNCaP). Furthermore, efficiency of a dual vector approach including
AdShTRAIL and AdIKKBKA in breaking down the TRAIL resistance in cells was
investigated.

Our results revealed that TRAIL decoy receptor composition and intracellular
NF-kB activity are two important factors leading to TRAIL resistance in advanced
prostate cancer cells. Furthermore, IKKBKA-mediated IKK inhibiting strategies
were efficient in breaking down the resistance to TRAIL in cells independent of the
resistance mechanisms. Our investigation has shown a significant correlation
between decoy receptor expression levels and TRAIL resistance in advanced prostate
cancer cells. Furthermore, this is the first study showing that a dual vector strategy
with AAShTRAIL and AJIKKBKA is efficient in eliminating TRAIL resistance in
advanced prostate cancer cells. Consequently, this dual vector approach appears to be
a novel potential treatment modality to increase the theraupetic index of TRAIL in
advanced prostate cancers.

Key Words: TRAIL, prostate cancer, gene therapy, NF-kB, adenoviral vectors.
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GIRIS VE AMAC

fleri evre prostat kanserinin tedavisinde kullanilan geleneksel tedavi
metodlarindan olan kemoterapi, etkinligini p53 tiimdr baskilayici protein araciligiyla
gerceklestirir. Ancak ileri evre prostat kanserlerinin 6énemli bir boliimiinde p53
geninde mutasyonlar oldugu bilinmektedir. TNF ailesi {iyesi 6lim ligantlarinin
(TNF-a, FasL, vb.) ise, apoptozisi p53 bagimsiz yollarla indiikleyebildikleri
bildirilmistir. Bu nedenle, bu ligantlarin ileri evre prostat kanserinin tedavisinde
kullanimlar1 giindeme gelmistir. Oliim ligantlar1 araciligiyla prostat kanser
hiicrelerinde apoptozisin indiiklenmesini amaclayan basarili c¢aligmalar yapilmis
olmasina ragmen, ciddi yan etkilerle karsilagilmasi, bu molekiillerin sistemik
kullanimlarini sinirlayan 6nemli bir faktor olmustur. Bir bagka TNF ailesi {iyesi olan
TRAIL’1n ise, digerlerinden farkli olarak tiimér hiicrelerinde apoptozisi indiiklerken
normal hiicrelerde apoptotik etki gostermedigi bildirilmistir. Bu nedenle, TRAIL 1n
sistemik kullaniminin giivenli olacag: diisiiniilmiis, ve bu yaklasimin giivenli oldugu
bircok caligma ile kanitlanmistir. TRAIL ile ilgili tim bu umut verici gelismelere
ragmen, bazi prostat kanser hiicrelerinin TRAIL’a direncli oldugu bildirilmistir. Bu
nedenle, heniiz tam olarak bilinmeyen TRAIL direnglilik mekanizmalariin agiga
kavusturulmas1 ve direngliligi kiracak yeni tedavi metodlarinin gelistirilmesi,
TRAIL’1n prostat gen tedavisine kazandirilabilmesi agisindan kritik Gneme sahiptir.

fleri evre prostat kanserinin, hastaligin tedavide en cok zorlanilan asamasi
olmasi nedeniyle, bu ¢aligmada ileri evre prostat kanser hiicre hatlar1 (DU145, PC3,
LNCaP) kullanildi. TRAIL’a direngli hiicre hatlarinda, direnglilige sebep olabilecek
mekanizmalar olan bazal ve TRAIL araciligiyla indiiklenen NF-kB aktivasyon
seviyesinin, ve TRAIL 06liim ve yalanci reseptér sentez oranlarinin hiicrelerde
TRAIL duyarlilig ile iligkisinin agiga ¢ikarilmasi amaglandi. Bunun yaninda, prostat
kanserlerinde ilk kez denenen bir ikili vektor (AdShTRAIL ve AdIKKBKA)
sisteminin, hiicrelerde gozlenen TRAIL direncliligini kirmaktaki etkinliginin
arastiritlmasi hedeflendi.



GENEL BILGILER

Prostat kanseri, prostat bezinde ¢ogunlukla adenokarsinoma olarak ortaya ¢ikan,
heterojen ve genellikle ¢ok odakli olarak seyreden bir hastaliktir [1]. Batili iilkelerde
erkekler arasinda en yaygin kanserdir, ve erkeklerde kanser sebebiyle oliimlerde
ikinci sirada yer almaktadir [2]. Amerika Birlesik Devletleri’'nde her yil ortalama
200,000 kisiye prostat kanseri tanisi konmaktadir [3, 4]. Prostat spesifik antijen
(PSA) taramalari, dijital rektal muayene, ve lokalize prostat kanserinin erken tedavisi
gibi metodlarla son yillarda prostat kanserinden Olim oranlarinda azalma
saglanmistir [4]. Ancak tiim c¢abalara ragmen, bugiin yetiskin bir erkek bireyin
yagsami siliresince prostat kanserine yakalanma riskinin 5’te 1 oldugu, bu vakalar
arasinda metastatik prostat kanseri nedeniyle oliim riskinin ise 30°da 1 oldugu
bildirilmistir [5]. Bu bulgular 1s18inda, 6zellikle ileri evre prostat kanserinde
hastalarin yagam siirelerini uzatabilmek i¢in mevcut tedavi yontemlerini tamamlayici
yeni tedavi stratejileri gelistirilmesi gerekmektedir.

2.1. Prostat Bezinin Yapisi

Insanda prostat bezi, mesanenin hemen altinda yer alir. Prostat bezinin orta
kismindan, idrar bosaltiminda rol alan iiretra geger. Prostati olusturan hiicrelerin
yaptig1 salgi, seminal stvinin bir béliimiinii olusturur. McNeal, insan prostati i¢inde
bes farkli morfolojik bolge tanimlamistir: periferik bolge, transizyon bolgesi, santral
bolge, preprostatik sfinkter ve anterior fibromiiskiiler stroma [6, 7]. Sekil 2.1°de,
bahsedilen farkli bolgelerden ticii gdsterilmistir.

Sekil 2.1. Insan prostat bezinin sematik gosterimi (sagital kesit) [8].

Prostat epiteli ic¢inde, morfolojik 0Ozellikleri, fonksiyonel durumlari ve
karsinogenezle iliskileri agisindan en az {i¢ farkli hiicre tipi ayirt edilebilir (Sekil
2.2). En yaygm olarak bulunan hiicre tipleri, salgi yapan luminal hiicrelerdir. Bu
hiicre tipleri androjen bagimhidir ve prostatik salgi maddelerini iiretir. Molekiiler
seviyede, luminal hiicreler androjen reseptor sentezi, sitokeratin 8 ve 18, ve hiicre
yiizey belirtegi CD57 ile tanimlanabilir [9-13]. ikinci dnemli epitelyal hiicre tipi,
bazal hiicrelerdir. Bu hiicreler, luminal hiicreler ile bazal membran arasinda bulunur,



ve prostat dokusunda luminal hiicreleri ¢evreleyen bir katman olusturur. Bazal
hiicreler, sitokeratin 5 ve 14, CD44, ve disiik seviyede androjen salgilar, ancak
prostatik salgi proteinlerini iiretmezler [9-14]. Bazal hiicrelerin ayni zamanda,
potansiyel kok hiicreler olabilecekleri diigiiniilmektedir. Bu hiicreler, muhtemel kok
hiicre profiline uygun olarak, DNA hasarma kars1 koruyucu molekiiller sentezler. Bu
molekiillere 6rnek olarak anti-apoptotik Bcl2 proteini verilebilir [14, 15]. Ugiincii
prostatik epitelyal hiicre tipi ise, embriyonik kokeni tam olarak bilinmeyen
noroendokrin hiicrelerdir. Bu hiicrelerin, luminal hiicrelerin biiyiimesini saglayan
parakrin sinyaller drettikleri diisliniilmektedir [16, 17]. Noroendokrin hiicreler,
androjen bagimsiz hiicrelerdir. Bazal katmanda dagimik olarak bulunurlar ve
kromogranin A, serotonin, ve ¢esitli ndropeptitler sentezlerler [8].

néroendokrin hiicre - \ bazal lamina

Sekil 2.2. Insan prostat bezini olusturan hiicre tiplerinin sematik olarak gésterilmesi [8].

Prostat dokusunda tanimlanan farkli hiicre tiplerinin koken iligkilerinin
bilinmesi, prostat kanserinin olusum mekanizmasimin agiga ¢ikarilmasi agisindan
onemlidir. Prostat kanser hiicreleri genellikle bazal hiicrelere spesifik molekiiller
sentezler. Ancak prostat kanserinde bazal hiicre katmani kaybedilir [18, 19]. Ayrica,
Prostat Spesifik Antijen (PSA) sadece luminal hiicreler tarafindan salgilandigindan,
kanser hiicreleri en azindan kismen Iuminal fenotipe sahiptir. Bu duruma muhtemel
bir agiklama olarak, neoplastik transformasyonda, luminal hiicrelerin bazal hiicre
fenotipine benzeyen daha az farklilasmis bir hiicre tipine doniistiigii ileri striilmiistiir

8.

2.2. Prostat Kanserinin Tanimi ve Simiflandirilmasi

Prostat kanseri, tiimoriin baskisi sonucu sik idrara ¢ikma, hematiiri,
hematospermi ya da postejakiilator agr1 gibi semptomlarla ortaya ¢ikan bir kanserdir
(Sekil 2.3). ileri evrede lenf nodlarmna, kemige ya da diger organlara metastazi
tipiktir.
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Sekil 2.3. Prostat kanserinin prostat bezinde yerlesiminin sematik olarak gosterilmesi

Prostat tiimorleri ¢ogunlukla adenokarsinomlardir. Prostat adenokarsinoma,
prostat bezinin epitel hatlarindan koken alir. Radikal prostatektomi oOrneklerinin
incelenmesi, olgularin %85’inde ¢ok merkezli gelisim oldugunu gostermistir. Prostat
kanseri oldukca heterojen bir kanserdir. Prostat kanser dokusunun histolojik
incelemesi sonucunda, ayni alanda benign bezler, prenoeplastik odaklar (PIN), ve
farklh derecelerde neoplastik odaklar birarada goriilebilir (Sekil 2.6). Bu heterojenite
ile ilgili olarak, Gleason bugiin iyi bir prognostik indikatér olarak kabul gormiis olan
bir derecelendirme sistemi gelistirmistir [20]. Bu sistemde glandiiler yap1
degerlendirilir. Gleason dereceleri 1 ile 5 arasinda degismekte olup, en sik goriilen
derece ile ikinci siklikta goriilen derecenin toplami Gleason skor’unu olusturur (Sekil
2.4). Gleason skor 2 ile 10 arasinda degigsmektedir. Birinci derece tiimérler normale
yakin bir oOzellik gosterirken, 5. derecede herhangi bir glandiiler yap1
goriilmemektedir. Kiiciik ve iyi diferansiye tiimdrler (1. ve 2. derece) genelde organa
smirli iken, bityiik (4 cm’’ten biiyiik) ve kétii diferansiye timorler (4. ve 5. derece)
genellikle lokal ileri evre ya da metastatiktirler. Gleason skor 2-4 iyi diferansiye
tiimdr, Gleason skor 5-7 orta derecede diferansiye tiimor, Gleason skor 8-10 ise kotii
diferansiye tiimori temsil eder [21].

Sekil 2.4. Gleason derecelendirme sistemi [22]



Prostat kanserinin evrelendirilmesinde, Tumor, Nod, Metastaz (TNM) sistemi de
siklikla kullanilmaktadir. Bu sistemde, lokal tiimor biiyiimesi, T1 ile T4 arasinda dort
evrede tanimlanir. T1 evresinde timdr dijital rektal muayene veya ultrasonla tespit
edilemez, ancak transiiretral rezeksiyon veya PSA testi sonrast biyopsi ile
tanimlanabilir. T4, tlimoriin komsu organlar1 tuttugu ileri evresini temsil eder. Nodal
evreler (NO-N1) ve metastatik evreler (M0-M1C), hastaligin sirasiyla lenf nodlarina
ve uzak bolgelere klinik yayilimini (metastaz) tanimlar [22].

Sekil 2.5. TNM evrelendirme sistemine gore lokal prostat timér biiylimesinin dort farkli evresi.
Noktali olarak gosterilen kisimlar, timdr dokusunu temsil etmektedir [22].

Prostat kanseri, genel anlamda Organa Sinirli Prostat Kanseri (OSPCa) ve Ileri
Evre Prostat Kanseri (IEPCa) olarak smiflandirilabilir. Prostat kanseri, genellikle
periferik bolgede olusur. IEPCa ise cogunlukla kemige ve lenf noduna olmak {izere
metastazla sonuglanir. Bunun yaninda erkeklerde, yas ilerledikce siklig1 artan, prostat
bezinde biiyiime ile karakterize olan iyi huylu bir hastalik olarak ifade edilen Benign
Prostatik Hiperplazi (BPH) gelisebilir. BPH genellikle transizyon bolgesinde ortaya
¢ikar. Bazal katmanin genislemesi ve stromal hiperproliferasyon ile tipiktir [8].



Sekil 2.6. Insan prostat dokusunun histolojik incelemesi. A ve B panellerindeki goriintiiler
hematoksilen-eozin boyama ile elde edilmistir. (A) Fotografta prostat dokusunun
heterojenitesi, ayni alanda bulunan Benign Prostat Hiperplazi (BPH), Prostatik Intraepitel
Neoplazi (PIN), ve iyi diferansiye adenokarsinoma (CaP) ile goriilebilmektedir. (B) Panel
A’dan bir bolgenin mikroskop altinda yiiksek biiyiitmede goriintiisii verilmistir.

2.3. Prostat Kanserinin Epidemiyolojisi

2.3.1. Yas

Prostat kanserinin gelisiminde, yas ¢ok dnemli bir faktordiir. Yasa bagh olarak
prostat kanseri nedeniyle Olim orani artar. Erkeklerde 65 ila 70 yaslarinda
100.000’de 358 olan prostat kanseri insidansi, 80 yas ve iizerinde 100.000°de 1035’e
¢ikar. Her iki grupta 6liim oranlar ise sirasiyla %21.2 ve %40 olarak bildirilmistir
[21].

2.3.2. Cografya ve Cevresel Faktorler

Prostat kanseri insidansinin cografik dagilimi oldukga heterojendir. Ornegin
Tayland’ta prostat kanserinden 6liim oranit 100.000°de 0.1 iken, Bati Hindistan’in
baz1 bolgelerinde 100.000°de 30’dur. Hastaliin genel insidansi da oldukea gesitlilik
gosterir. Prostat kanserinin goriilme sikligi Cin’de 100.000°de 0.8 iken, Kuzey
Amerika’da yasayan zenci populasyonda 100.000°de 100’diir. Diinya genelinde
gozlenen bu farkliliklarin agiklamasinda, ¢evresel faktorlerin irksal faktorlerden tam
olarak ayirt edilemeyecegi aciktir, ancak go¢ eden toplumlar {iizerine yapilan
calismalar, cevresel faktorlerin irksal orijinlerden daha 6nemli oldugunu ortaya
koymustur [21]. Ornegin Asya kokenli iilkelerde prostat kanseri insidansi ¢ok
diisiikken, Amerika Birlesik Devletleri’nde prostat kanseri insidansi bu iilkelere gore
onemli oranda yiiksektir. Amerika Birlesik Devletleri’nin Asya kokenli iilkelerden
yliksek oranda go¢ aldigi bilinmektedir. Bu nedenle, diyet ve gevresel faktorlerin,
diger epitel kanserlerde oldugu gibi, prostat karsinogenezinde de anahtar rol oynadigi
kabul edilmektedir [8].

2.3.3. Ailesel Yatkinhk

Kalitsal faktorler, prostat kanserlerinin oldukga kiigiik bir ylizdesinden (%10)
sorumlu tutulmakta ve erken yasta ortaya ¢ikan prostat kanseri ile
iliskilendirilmektedir. Ancak pozitif aile hikayesi, prostat kanseri i¢in en giiclii
epidemiyolojik risk faktorleri arasinda sayilmaktadir. Birgok kromozomal bolgenin
prostat kanserine yatkinlikta rol aldigi diisiiniilmektedir [8]. Prostat kanserine



yatkinligin poligenik mekanizmalar igerdigi, ve Mendelian kalitimin farkli modelleri,
eksik penetrans ve etnik varyasyonlar araciligiyla gerceklestigi diisiiniilmektedir.
Linkaj analizi yoluyla, 1, 10, ve 17 no.lu kromozomlarda ve X kromozomunda
bircok lokus prostat kanserinde ailesel yatkinlik ile iliskilendirilmistir. Ozellikle 1
no.lu kromozom iizerinde ¢alisilmistir. Bu kromozomun muhtemel prostat kanseri
yatkinlik genlerini barindirabilecek en az 3 alt bolge (HCP1, PACP, ve CAPB)
icerdigi ileri siiriilmiistiir [23]. Tablo 2.1°de prostat kanserine yatkinlik genleri olarak
tanimlanan genlerin listesi verilmistir.

Tablo 2.1. Prostat kanseri (PCa) gelisimi ile ilgili baglica yatkinlik genleri

Gen ismi Yatkinlik ile ilgili 6zellikleri

Andojen Reseptorii (AR) CAG tekrarlarinin PCa’ne yatkinlik ile ilgili
oldugu diisiiniilmektedir

MSR1 (Makrofaj Siipiiriicii Reseptor) Yedi 6nemli gen mutasyonu bulunmustur

ELAC2 Mutasyon tastyicilarinda PCa gelistirme riski
yliksektir

BRCA2 PCa’nin erken evrelerinde rol aldigt
diisiiniilmektedir

RNASEL (riboniikleaz L’yi kodlayan gen) | Mutant allel agisindan heterozigot erkeklerde
PCa gelistirme riski %50 artar

ETV6 (tiimdr supresor gen) Mutasyonel inaktivasyon PCa ile
sonuglanabilir

AMACR/P504S (alfa metil-CoA | Tanimlanan onyedi dizi varyanti, PCa’ne

Racemase) yiiksek riskle ilgili olabilir.

2.3.4. Steroid Hormonlarin Rolii

Steroid hormon reseptdr sinyal yollari, prostat karsinogenezinin her evresinde
onemli rol oynamaktadir. Erkeklerde androjen/estrojen oraninin yagla birlikte
azalmasi, prostat kanserinin ortaya c¢ikmasinda Onemli bir faktdr olarak
diistiniilmektedir [8].

2.4. Prostat Kanserinde Tan1 Yontemleri

Prostat kanseri heterojen bir hastaliktir ve 6zellikle ileri evrede ve metastatik
hastalikta mevcut tedavi yontemleri, hastalarin yasam siirelerini uzatmada yetersiz
kalmaktadir. Bu nedenle prostat kanserinin erken teshisi, tedavide yiiksek basari
agisindan son derece Onemlidir [24]. Bu amagla farkli tarama metodlar
kullanilmaktadir [25, 26]:

Dijital Rektal Muayene: Dijital rektal muayene, prostat kanseri taramalarinda rutin
olarak kullanilan bir tekniktir. Stipheli dijital rektal muayene, serum prostat spesifik
antijen (PSA) diizeyleri ile birlikte degerlendirildiginde taramalarda prostat kanseri
tan1 oranin1 yiikseltir. Elli yas iizeri goniillii erkeklerle yapilan iki ¢aligmada, dijital
rektal muayene, 0,5 m*’ten biiyiik intrakapsiiler tiimérlerin teshis edilme ihtimalini
1,5 ila 2 kat, ekstrakapsiiler tiimorlerin teshis edilme ihtimalini ise 3 ila 9 kat
artirmistir [27].



Prostat Spesifik Antijen (PSA): PSA, 33 kDa agirliginda bir prostatik salgi
glikoproteinidir. Kromozom 19 {izerinde hKLK3 geni tarafindan kodlanan, tripsin ve
kimotripsin benzeri aktiviteye sahip bir serin esterazdir. PSA sentezi androjen
bagimlidir, ve androjenler yoklugunda azalir. Prostat kanserinde, serum PSA
seviyeleri, benign prostatik hiperplazidekine oranla yiiksektir [21]. Ancak
farklilasmamis androjen bagimsiz prostat kanser hiicreleri PSA tiretemez. Bu durum,
hormona direngli hastalarm bir kisminda PSA artisinin  gdriilmemesini
aciklamaktadir [28]. Tek basina ¢ok giiclii diagnostik degeri olmamasia ragmen,
Gleason skor [29] ve klinik evrelendirme [30] ile birlikte degerlendirildiginde, PSA
seviyesinin Ol¢iilmesi prostat kanserlerinin histolojik derecesini belirlemede degerli
bir yontemdir [31].

Diger Tam Yontemleri: Prostat kanserinin tanisinda, dijital rektal muayene ve
serum PSA diizeylerine bakilmasi yaninda Transrektal Ultrason (TRUS) ve esliginde
Transrektal igne Biyopsisi (TIB) de yaygin olarak kullanilan yéntemlerdendir.
Yiiksek PSA seviyesi belirlenen veya dijital rektal muayenesinde normal dis1 durum
gozlenen hastalara, genellikle transrektal ultrason biyopsisi uygulanir [21].

2.5. Prostat Kanserinin Gelisiminde Molekiiler Mekanizmalar

Prostat kanserinin ortaya ¢ikisindan ve progresyonundan sorumlu mekanizmalar
tamamen aciga ¢ikarilamamistir, ancak tiimoér progresyonunda bir¢ok degisik
faktoriin (sinyal iletim yollarinda, anjiogenez ve adhezyon molekiillerinde
degisiklikler gibi) 6nemli rol oynadig: diistiniilmektedir (Sekil 2.7).

normalepitel  __ prostatik intraepitel invaziv o fiatitas
neoplazi (PIN) P Karsinoma >
bazal hicrelerin kaybi bazal jamina kayb androjen bagimsiziif
8pZl kayh 10q kayb1 13q kayb1 17p kaybi
NEX3.1 PTEN Rb pb3

Sekil 2.7. Insanda prostat kanseri gelisim basamaklari. Gelisim asamalari, spesifik kromozom
bolgelerinin ve aday tiimor baskilayici genlerin kaybi ile gergeklesir [8].

2.5.1. Prostat Kanserinin Erken Evreleri

Prostat kanserlerinde gerceklestirilen histopatolojik c¢aligmalar sonucu, insan
prostat kanserinin primer Onciisii olduguna inanilan spesifik bir lezyon tipi
tanimlanmustir (Sekil 2.6). Prostatik Intraepitelyal Neoplazi (PIN) adi verilen bu
lezyon tipi, atipik hiicresel 6zellikler ve niiklear polimorfizm ile belirgindir, ve diisiik
dereceli ve yiksek dereceli formlarm arasinda bir gegis formu olarak
nitelendirilmektedir. Yiiksek dereceli PIN’in, erken invaziv karsinomanin hemen



onceki asamasini temsil ettigi diistiniiliir. PIN lezyonlari, prostat epitelinde goriilen
BPH ve Atipik Adenomatdz Hiperplazi (AAH) gibi diger bazi histopatolojik
abnormalitelerinden yapisal ve sitolojik olarak ayirt edilebilmektedir. BPH ve AAH,
PIN’in tersine, prostat kanserinin oncii evreleri olarak diisiiniilmemektedir [32].

Prostat kanserinde siklikla goériilen molekiiler diizeyde degisikliklerden biri, 8.
kromozomun spesifik bolgelerinde gerceklesen delesyonlardir. Bu tiir diizensizlikler,
FISH, CGH, ve allelik dengesizlik analizi teknikleri ile prostat tiimorlerinin
%80’inde, bunun yaninda kolorektal ve akciger kanserlerinin belirli bir yiizdesinde
de belirlenmistir [33, 34]. Delesyonlarin 6zellikle 8p12-21 ve 8p22’ye karsilik gelen
iki bolgede meydana geldigi bildirilmistir [35]. 8pl2-21 kaybinin prostat
karsinogenezinde erken evrede ortaya ciktigi ve hem PIN hem de erken invaziv
karsinomada tanimlandigi bildirilirken, 8p22 delesyonlarmin ise ge¢ ddnemde
meydana geldigi bildirilmistir. 8p12-21 lokusunda bulunan NKX3.1 homeobox geni,
prostat kanseri gelisimi ile ilgili aday gen olarak bildirilmistir [36].

2.5.2. Prostat Kanserinin Progresyonu

Prostat kanserinin progresyonunda rol oynadigi diisiiniilen farkli kromozomal
diizensizlikler bildirilmistir. Ornegin 10q kromozomal bdlgesinde, daha ¢ok prostat
karsinomada tamimlanmig olan, PIN lezyonlarinda ise nadir olarak goriilen
delesyonlar bildirilmistir. 10923 bolgesinde bulunan PTEN/MMACI  timor
baskilayict geni, prostat kanser progresyonunda rol aldigi diisiiniilen genler
arasindadir. Prostat kanserlerinin yaninda glioblastoma, meme, ve endometrial
kanserler gibi birgok farkli kanser tiirlinde 10q23 bolgesinde kayiplar bildirilmistir
[8]. PTEN proteininin kaybinin, insan prostat karsinogenezinde anahtar rol oynadigi
disiiniilmektedir. Bu bulgu ile uyumlu olarak, Vliestra ve arkadaslari, bir¢ok prostat
kanser hiicre hattinda ve ksenograftta PTEN kayb1 oldugunu gdstermislerdir [37].

Prostat kanserinin gelisiminde 6nemli rol oynadig diisiiniilen bir bagka faktor,
Retinoblastoma (Rb) geninin bulundugu 13q kromozomal bolgesinde meydana gelen
kayiplardir. Prostat kanserlerinin  %50’sinde, 13q bdlgesinde delesyonlar
bildirilmistir [38]. Bookstein ve arkadaslari, Rb eksikligi olan prostat kanser
hiicrelerine retrovirlis aracili gen transferi yoluyla Rb proteinini kodlayan gen
aktardiklarinda timor olusumunun engelledigini gostermislerdir [39]. Sonraki
caligmalarda, organa sinirli ve ileri evre prostat kanserlerinde de Rb proteininin
yoklugu bildirilmistir [40]. Rb proteininin, Ozellikle androjene cevapta prostat
hiicrelerinde apoptozisi diizenleyici rol oynadig: bildirilmistir. Ancak bir ¢ok diger
calismada RbH gen mutasyonlar gosterilememistir [38, 41]. Bu durum, prostat
karsinonogenezinde, 13q’da Rb geni disinda diger bir genin delesyonunun daha
onemli olabilecegini gostermektedir.

Diger birgok tiimorde oldugu gibi, prostat kanserinde de hiicre dongiisiiniin
kontrolii ile ilgili genlerde meydana gelen degisikliklerin hastaligin progresyonunda
belirgin rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Normal sartlarda, prostat epitelinde oldukg¢a
diisiik oranda gergeklesen hiicre ¢ogalmasi, yine diisiik oranda gerg¢eklesen apoptozis
ile dengede tutulur [42]. Buna karsin, PIN ve erken invaziv karsinomalarda hiicre



¢ogalma oraninda 7 ila 10 kat artis oldugu, ileri evre ve/veya metastatik prostat
kanserlerinde de apoptozis oraninda yaklasik %60 azalma oldugu gosterilmistir. Bu
nedenle, organa sinirli hastaligin ilerlemesinde hiicre dongiisiiniin kontroliiniin
kaybedilmesinin 6nemli rol oynadig1, apoptoziste meydana gelen diizensizliklerin ise
ileri evre kanserde daha oOnemli oldugu diisiiniilmektedir. Hiicre dongiisiinii
diizenleyici rol oynayan genler arasinda, CDK4 inhibitorii olan p2 751 de fonksiyon
kaybi, prostat tiimorlerinde siklikla goriilmektedir, ve prognostik belirte¢ olarak
fonksiyon gorebilecegi bildirilmistir [8]. p27kip’ geni, 12p12-13.1 bdlgesinde
bulunmaktadir [43]. Bu bélgenin ileri evre prostat kanserinde siklikla delesyona
ugradigi bildirilmistir [44].

Yiiksek dereceli PIN’den erken invaziv karsinomaya geciste en kritik
faktorlerden birinin yaslanma oldugu bilinmektedir. Yaslanma ile hastalik ilerleyisi
arasindaki bu giiclii iliski, prostat epitelinin diisiik proliferasyon oranindan ve
transformasyonun olusabilmesi i¢in gegmesi gereken slireden kaynaklanabilir. PIN
lezyonlar1 ve prostatik karsinomada telomer uzunluklarinin azaldigi ve telomeraz
aktivitesinin arttig1 gdzlenirken, BPH’ta benzer bir durumdan s6z edilmemektedir
[45].

2.5.3. Metastatik Hastalhiga Gecis

Prostat kanserinde metastatik hastaliga gecisle birlikte androjen bagimliliginin
kaybolmas1 sik goriilen bir durumdur. Prostat kanser hiicrelerinin baglangictaki
androjen bagimliliklarini nasil kaybettikleri tam olarak agiga kavusturulmamustir.
Onceleri androjen bagimsiz tiimdr gelisiminin androjen reseptdr (AR) mRNA’smin
ve proteininin kaybi ile gerceklestigi diisiiniilmekteydi [46]. Ancak sonralari, AR
proteininin primer timorlerde, tekrarlayan lokal tiimdrlerde, ve hatta metastatik
tiimdrlerde oldukca homojen olarak sentezlendigi gozlenmistir [47-49]. Bu bulgular,
kanser hiicrelerinin AR sentezinin azaltilmasindan bagimsiz bir mekanizma ile
androjen bagimliligmm1  kaybettiklerini  gostermektedir. Hiicrelerin  androjen
bagimsizlig1 edinmesinde bir¢ok mekanizma rol oynayabilir. AR aktivitesinde,
fonksiyonunda, ve/veya Ozgiinliiglinde degisiklikler meydana gelebilir. Prostat
kanser hiicre hatlarinda ve primer tiimorlerde yapilan ¢aligmalarda, androjen reseptor
geninde hormon baglama bdlgesinde mutasyonlar bildirilmistir [50, 51]. AR
aktivitesini etkileyebilecek diger mutasyonlara 6rnek olarak, CAG tekrarlarinin
amplifikasyonu ve tiim genin amplifikasyonu verilebilir. CAG tekrarlarinin
uzunlugu, androjen fonksiyonu ile ters orantihdir [52]. Tim genin
amplifikasyonunun ise, hastaligin tekrar1 ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir.
Son olarak, androjen kaynaginin sinirl oldugu durumlarda (androjen sentezini inhibe
edici tedavi yaklagimlarinda oldugu gibi), hormon bagimliliklarinin, androjen
reseptoriiniin  IGF, FGF, ve/veya EGF gibi biiylime faktorleri ile sinerjistik
aktiviteleri ile agilabilecegi bildirilmistir [8, 53].

Ileri evre prostat kanserinde ve metastatik hastalikta, p53 tiimdr baskilayict
genini igeren 17p kromozomal boélgesinin delesyonu bildirilmistir [54, 55]. p53’in
immunositokimyasal lokalizasyonunun belirlendigi veya direk olarak mutasyon
analizi yapilan ¢aligmalarda, ileri evre prostat kanserinde ve tekrarlayan metastatik
hastalikta p53 geninde cesitli mutasyonlar tanimlanmistir [8, 56, 57].
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2.6. Prostat Kanserinin Tedavisinde Kullanilan Mevcut Yaklasimlar

Prostat kanserinde tanida belirlenen histolojik derecelere gore hastalar farkli
stratejiler ile tedavi edilmektedir. Hastaligin organa sinirli olarak seyrettigi erken
evrelerde, tedavide genellikle operasyon ve/veya radyasyon tedavisi uygulanir [58,
59]. Timoriin artik prostat bezi ile sinirli olmadigi, ancak metastatik yayilima dair
belirtiye rastlanilmayan asama, lokal ileri evre olarak tanimlanir. Lokal ileri evre
hastaligin tedavisinde amag, metastatik yayillim ve doku invazyonu riskini
disiirmektir. Bu evrede, tedavide genellikle radyoterapi ve hormon tedavisinin
birlikte kullanildig1 yaklasimlardan yararlanilir. Ancak, hastalik erken evrede teshis
edilemediginde ya da agresif formlarda, seminal vesikiillerin lokal invazyonu ile
karakterize olan ileri evrelere gegis, ve ¢ogunlukla kemige olmak iizere metastaz
gergeklesir. Metastatik hastaligin  tedavisinde amag, hastanin yasam siiresini
uzatabilmek, ve metastazin kemik agris1 gibi baglica semptomlarini dnleyerek ya da
kontrol altina alarak hastanin yasam kalitesini artirmaktir. Bu evrede hastalara
genellikle hormon tedavisi uygulanir [22]. Androjen sentezini bloke edici ajanlarla
muamele, hastaligin gelisimini bir siire geriletse de, bu tiimdrlerin hemen hemen
hepsinde androjen yoklugunda tiimor progresyonu devam eder [60, 61]. Bu asamada
hastaligin progresyonunu yavaslatmak amaciyla sitotoksik kemoterapi veya
glukokortikoidlerle birlikte uygulanan radyoterapiden yararlanilir [22].

Prostat kanserinin tedavisinde siklikla yararlanilan radyoterapi [62] ve
kemoterapi [63], kanser hiicrelerini apoptozis yoluyla dliime gotiirme prensibi ile
calisir. Bu tedavi metodlarinin apoptotik etkinligi, p53 tiimor baskilayici proteininin
varligint gerektirir [64]. Ancak diger bircok tiimdrde oldugu gibi, ileri evre prostat
kanserlerinde de, p53 geninde ilgili proteinin fonksiyonunu inhibe edici mutasyonlar
bildirilmistir [8, 56, 57]. Sonug olarak, fonksiyonel bir p53 genine sahip olmayan
tiimdrler, hem kemoterapiye hem de radyoterapiye direnglilik gosterir [65].

2.7. Prostat Kanserinde Gen Tedavisi

Prostat kanserinde mevcut tedavi yontemlerinin hastalarin yasam siirelerini
uzatmada yeterli olmamasi [66], yeni tamamlayici tedavi yaklagimlarinin
gelistirilmesini gerektirmektedir. Bu sebeplerden dolayi, prostat kanserinde gen
tedavisi ¢aligmalar1 baglamigtir [67]. Son yillarda, prostat kanserinde gen tedavisi
alaninda onemli gelismeler kaydedilmistir. Viral ve viral olmayan yontemlerle daha
etkin gen transferi, doku spesifik DNA promotor mekanizmalarinin gelistirilmesi, ve
yeni terapdtik genlerin kesfi, bu gelismelere 6rnek olarak verilebilir [68]. Prostat
dokusu, gen tedavi uygulamalar icin ideal bir dokudur. Gen transfer vektorlerinin
kolay ulasabilecegi bir doku olmasmin yaninda, kendine 6zgili antijenlere sahiptir
(6rn. PSA, PSMA). Prostat kanserinde gen tedavisi i¢in mevcut stratejiler,
immunotedavi ve sitolitik/pro-apoptotik yaklasimlar1 igermektedir [69]. Bu
yaklagimlarin basarisinda 6nemli bir faktor, etkin gen transferidir. Viral yontemler,
kanser gen tedavisi ¢aligmalarinda oldukca yaygin olarak kullanilmaktadir. Bir¢ok
diger kanserde oldugu gibi, prostat kanserine karsi gen tedavi stratejilerinin
gelistirilmesinde de, adenoviral vektorler etkin gen tedavi vektorleri olarak tercih
edilmektedir.
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2.7.1. Adenoviral Vektorler

Prostat kanseri gen tedavisi ¢aligmalarinda tedavi edici genlerin hiicrelere
aktarimi i¢in bugiine kadar ¢esitli farkli viral vektorler kullanilmistir. Bunlara 6rnek
olarak lentiviriisler [70], herpes simplex viriisler [71], adeno associated viriisler [72],
ve adenoviriisler [73] verilebilir. Semliki Forest viriisii ve Sindbis viriisii gibi diger
bazi virlis tiirlerinin de prostat kanser hiicrelerine gen aktariminda etkinligi
denenmistir [73]. Ancak bu viriisler, prostat kanser hiicrelerini etkin bir sekilde
transdiiksiyona ugratmakta etkisiz kalmistir. Antijenik 6zellikleri ve doku
transdiiksiyon  Ozellikleri nedeniyle adenoviriisler, kanser gen tedavisi
yaklagimlarinda ve klinik denemelerde tercih edilen viral vektorler haline gelmistir
(Sekil 2.8). Bunun yaninda, doku spesifik promotorlarin kesfi, adenoviriisleri klinikte
kullanim i¢in daha uygun hale getirmistir [74].

Bugiine kadar 49 farkli Adenoviriis serotipi izole edilmis ve 6 farkli grup altinda
toplanmustir. Gen transfer vektorleri olarak en sik kullanilanlar, C alt grubunun 5 ve
2 numarali serotipleridir [75].

Gen Tedavisi Klinik Denemelerinde Kullanilan Vektdrler /1\

Retroviris *27 (n=263)
Adenovirils %26 (n=262)
Ciplakiplazmit DNA %15 {n=162)
Lipozomlar %8,6 (n=8T)

Pox Viriisd %7,2 (n=73)

Vaccinia Viriisi %4,7 (n=53)

' Herpes Simlex Virisii %3 {n=32)
@ Adeno Associated Viriis %2,5 (n=27)
@ RNA Aktarimi %1,1 (n= 12}

) Digerleri %2,2 (n=22)
@ Belirlenmemis %1.1 (n=12)

Sekil 2.8. Gen tedavisi klinik denemelerinde kullanilan vektorler ve yiizdeleri [76].

Sekil 2.9. Adenoviriisler. (A) Adenoviriislerin Elektron Mikroskopu altinda goriintiisii [77]. (B)
Adenoviriisiin sematize edilmis goriintiisii [78].
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Adenoviriisler, yaklasik 70-100 nm capli bir protein kapsitten, ve kapsid i¢cinde
yaklasik 36 kb uzunlugunda tek kopya cift zincirli DNA’dan olusur. Adenoviriisler,
konak¢1 hiicre yiizeyine Coxsackie Adenovirus Receptor (CAR) reseptorleri
araciligiyla baglanir. CAR reseptorlerine baglanan adenovirlisiin reseptor aracili
endositoz yoluyla hiicre i¢ine alinabilmesi icin, ayni zamanda avf} integrinlere
baglanmasi gerektigi gosterilmistir (Sekil 2.10). Hiicreye girdikten sonra dis kapsidin
ayrigmasi ile viriis endozomdan kagar ve sitoplazmaya salinir. Daha sonra viral DNA
nukleus i¢ine birakilir. Viral DNA replikasyonu, enfeksiyondan yaklasik 7 saat sonra
baglar. Adenoviral genom nukleus i¢ine birakildiktan sonra, erken adenoviral
genlerin (E1-E4) sentezi baslar. Oncelikli olarak sentezlenen proteinler, Ela ve Elb
genleri tarafindan kodlanan proteinlerdir. Bu proteinler diger viral genlerin sentezini
ve genom replikasyonunu yonetirler. DNA replikasyonu basladiktan sonra viral
transkripsiyon ge¢ promotor yoluyla gergeklestirilir. Tam viriis olusumu
enfeksiyondan sonra 20-24 saat i¢inde gerceklesir, ve hiicre 2 ila 3 giin iginde lizise
ugrar [79].

Yardimer viriise bagimli olmayan adenoviral vektorlerin iiretiminde, hiicrelere
aktarilmak istenen DNA, genomda en az {i¢ bolge i¢ine yerlestirilebilir. Bunlar E1 ve
E3’te birer bolge, ve E4 ile genomun sonu arasinda kalan bir bolgedir. Birinci
jenerasyon adenoviral vektorlerde, terapotik gene yer agilmasi ve viral replikasyonun
onlenmesi amaciyla E1 bolgesi ¢ikarilmistir [75] (Sekil 2.11).

Adenoviriisleri hem in vitro hem de in vivo gen tedavi caligmalar i¢in uygun
yapan birgok farkli 6zellikleri vardir. Oncelikle, dogada yaygin olarak bulunurlar.
Cok farkli tipte insan hiicresini enfekte edebilir, ve diger mevcut vektorlere oranla
daha yiiksek seviyelerde gen transferi gerceklestirebilirler. Bunun yaninda,
insanlarda patojeniteleri diisiiktiir; genellikle nezle ile ilgili hafif semptomlara neden
olurlar. Ayrica insanlarda onkojenik etkileri bildirilmemistir. Adenoviriisler olduke¢a
genis DNA segmentlerini tasiyabilir ve boliinmeyen hiicreleri de transdiiksiyona
ugratabilirler. Adenoviral vektorlerin bir baska avantaji, genomlarinda yeniden
diizenlenme oraninin diisiikk olmasi, ve takilan yabanci genlerin viral replikasyon
siiresince genellikle degisiklige ugramadan muhafaza edilmesidir. Ayrica adenoviral
vektér genomlarinin, rekombinant DNA teknikleri ile manipiilasyonu kolaydir [75].
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Sekil 2.10. Adenoviriislerin hayat dongiisii. [75]
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Sekil 2.11. Adenoviral DNA’nin yapisi. Yaklasik 8 kb’lik yabanci DNA adenoviral vektorlere
yerlestirilebilir. Protein IX paketlenme icin gereklidir, ve vektor iiretiminde E1 bolgesine
gen yerlestirilmesini kisitlayici bir faktordiir.
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2.7.2. Kanser Gen Tedavisinde Oliim Ligantlarimin Kullanimi

Kanserde olim ligantlar1 ile gen tedavisi yaklagimlari, potansiyel tedavi edici
stratejiler olarak degerlendirilmektedir [80]. Radyoterapi ve kemoterapiden farkli
olarak, Oliim ligantlarinin apoptozisi p53’ten bagimsiz olarak indiikledikleri
gosterilmistir  [81]. Apoptozis, kompleks hiicre i¢i yollarin aktivasyonu ile
gerceklesen programli hiicre Oliimii olarak bilinir [82]. Embriyonik donemde ve
sonrasinda, homeostasinin anahtar bir mekanizmasidir. Programli hiicre 6liimiinii
bloke eden genetik aberasyonlar, tiimor olusumuna ve ilaca direnglilie neden olur.
Bu nedenle, tiimor hiicrelerinde apoptozisin spesifik olarak aktivasyonu, prostat
kanserinin tedavisinde oldukea etkili olabilir.

TNF (Tumor Necrosis Factor) ailesi iiyesi 6lim ligantlar1 kullanilarak prostat
kanser hiicrelerinde apoptozisin indiiklenmesinin amaclandigi bir¢cok c¢alisma
yapilmistir. Bu ¢alismalar arasinda, disaridan verilen Fas agonistleri, anti-Fas
antikorlarr, ve membrana bagimli FasL’larin kullanildig1 c¢alismalarda basari
saglanamamustir. Ote yandan, antisense oligoniikleotitler kullanilarak hiicre i¢i anti-
apoptotik c-FLIP molekiiliiniin sentezinin azaltildig1 bir calismada, metastatik ileri
evre prostat kanser hiicre hatti DU145’in anti-Fas monoklonal antikoruna karsi
duyarli hale geldigi gosterilmistir [83]. Ancak bu yaklasimla etkin hiicre 6limi
saglanamamigtir. Adenoviriisler araciligiyla FasL’mn hiicre i¢i sentezinin artirildigi
caligmalar sonucunda ise, kullanilan bir¢ok farkli insan prostat kanser hiicre hattinin
%70 ila %90’ min apoptozise ugradigi bildirilmistir [84]. Ayrica, hiicrelerdeki bu
yliksek 6lim orani, kismen apoptotik cisimcikler iginde ve hiicresel artiklar i¢inde
tasinan FasL araciligiyla gergeklesen by-stander etkiye baglanmistir. [85]. Ancak
LNCaP gibi baz ileri evre hiicre hatlarinin ise, FasL aracili hiicre 6liimiine direngli
oldugu gozlenmistir. Buna ragmen, direngli hiicrelerde dahi, Onceden IFNy
uygulamasinin ortotropik prostat primer tiimdrlerini rekombinant adenoviriis aracilt
FasL aktarimina duyarli hale getirdigi gosterilmistir [86].

FasL [87] ve bunun yaninda TNF [88] ile bir¢ok ¢aligma yapilmis olmasina ve
bu molekiillerin kanser hiicrelerinde apoptozisi etkin bir sekilde indiiklediklerinin
gosterilmis olmasina ragmen, bu molekiillerin kanser gen tedavisinde sistemik
kullanimlari, yol actiklar1 sistemik toksisite nedeniyle &nerilmemektedir. Ornegin
hayvanlara rekombinant Fas ligand veya anti-Fas mAb’in enjeksiyonu, hepatosit
dejenerasyonuna, nekroza ve kanamaya yol agcmustir [89, 90]. Fas kaynakli hasar,
yiksek seviyede Fas sentez eden hepatositlerde Fas-bagimli apoptozisin
indiiksiyonundan kaynaklanir [87]. TNF ise, 1985 yilindan bu yana medikal
onkolojide kullanilabilir durumdadir. Ancak TNF’in ileri evre kanser hastalarinin
tedavisinde sistemik kullanimi, yiiksek sistemik toksisiteye neden olmustur. Yiiksek
sistemik toksisite, maksimum tolere edilebilir dozun azalmasina, tiimorde nadiren
gerileme saglanabilmesine, ve organ bozukluklarina yol agmistir [91, 92]. TNF
inflizyonunun organizmada septik soka benzer 6liimciil inflamatuar cevaba neden
olmasinin temel nedeni, TNF’in vaskiiler endotelyal hiicrelerde ve makrofajlarda
proinflamatuar transkripsiyon faktérii NF-kB’yi aktive etmesidir [93].
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TRAIL

TRAIL, kisa siire 6nce iki bagimsiz grup tarafindan tanimlanan bir bagka TNF
ailesi iyesidir [94, 95]. Amino asit dizisi TNF-a’ya %23, Fas-liganda ise %28
benzerlik gosteren TRAIL’mn kesfi, oliim ligantlarmin kanser gen tedavisinde
kullaniminda yeni bir devrin baslangici olarak kabul edilmektedir [96], ¢iinkil
TRAIL’1n tiimor hiicrelerinde apoptozisi indiikledigi, ancak normal hiicrelerde
apoptotik etki gostermedigi bildirilmistir [97]. TRAIL 1n baglanabildigi bes farkli
reseptor bulunmaktadir; TRAIL-R1, TRAIL-R2, TRAIL-R3, TRAIL-R4 ve
osteoprotegrin [98, 99]. TRAIL-R1 ve TRAIL-R2 6liim reseptorleri olarak gorev
yapar. TRAIL bu reseptorlere baglandiginda apoptotik hiicre 6liimii indiiklenir.
TRAIL-R3, TRAIL-R4 ve osteoprotegrin ise yalanci reseptor olarak tanimlanir.
TRAIL bu reseptdrlere baglanabilmesine ragmen apoptotik hiicre yolu indiiklenmez
[100] (Sekil 2.12).

oG
(TR-3) (TR-4)
(TR-1) (TE-2)

DR4  DORs

‘ O sistemnce zengin birim
. alim birimi

Sekil 2.12. TRAIL reseptorlerinin sematik gosterimi. Hiicre yiizeyindeki sisteince zengin birimler
renkli oval sekillerle gosterilmistir [101].

DecR1 DeR2

TRAIL, TR-1 veya TR-2 oliim reseptorlerine baglandiginda, hiicrede dis
apoptotik yol aktive olur [102]. TRAIL’ 1n baglanmasi ile TR-1 ve TR-2, 6liim birimi
igeren adaptor molekiil Fas-Associated Death Domain-containing adaptor molecule
(FADD) araciligiyla, apoptozisi baslatic1 kaspazlar olan kaspaz 8 veya kaspaz 10’u
reseptore ¢ekerek aktive eder. Kaspaz 8 ve kaspaz 10 ise, hiicrenin apoptotik
Olimiini saglayan efektor kaspazlari, yani kaspaz 3, 6, ve 7’yi aktive eder. Bazi
kanser hiicre hatlarinda, kaspaz 3’iin TRAIL aracili aktivasyonu, i¢ apoptotik yolun
da indiiklenmesi ile artar [103-105]. Bu durumda, kaspaz 8 veya kaspaz 10, bir pro-
apoptotik Bcl-2 ailesi iiyesi olan Bid molekiiliinii kirarak aktive eder. Aktive olan
Bid molekiilii, Bax ve Bak molekiilleri ile etkilesime girerek, mitokondriden
sitokrom ¢ ve Smac/Diablo’nun salinmasini saglar. Sitokrom c, Apaf-1 ile birlikte,
baslatict proteaz kaspaz 9’u aktive eder. Kaspaz 9, kaspaz 3, 6, ve 7’nin
aktivasyonunu saglayan diger bir kaspazdir. Smac/Diablo, Inhibitor of Apoptosis
Protein (IAP) molekiillerine baglanir. Bu baglanma, IAP’lerin kaspaz 3’e
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baglanmasini engeller. Dolayisiyla kaspaz 3’{in aktif durumunun devami saglanmis
olur (Sekil 2.13) [106].

Dis apoptotik yol

ApoZL/TRAIL
DoR1, DoR2 —|¢
DR4. DRS 1 (mitokondrivel) apoptotik vol
EADD BId 77 BawBak — Bek2/Bol-XL
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Kaspaz 8. 10 ) ¥
Sitokrom ¢
Apaf-1
Smac/Diablo

Kaspaz 9

Kaspaz 3. 6.7 F——IAF

Apoptozis

Sekil 2.13. TRAIL tarafindan indiiklenen i¢ ve dis apoptotik yollar [106].

TRAIL’1n tiimdre kars1 fonksiyon goren bir ajan olarak aktivitesi kabul gormiis
olsa da, normal fizyolojik sartlardaki fonksiyonu tam olarak agiga ¢ikarilamamistir
[101]. TRAIL1n sitotoksik CD4" T lenfositleri tarafindan gerceklestirilen hedef
hiicre eliminasyon mekanizmasinda rol aldigina dair bulgular mevcuttur. Ayrica
TRAIL’1n natural killer (NK) hiicreler ve makrofajlar tarafindan timdr hiicrelerinin
oldiiriilmesinde de gorev aldig diistiniilmektedir [106]. TRAIL knockout farelerle
yapilan caligmalar, TRAIL’in NK hiicreleri tarafindan gergeklestirilen tiimdral
immun taramada rolii oldugunu onaylamaktadir [107-109]. Ayrica, kanser
hastalarindan alman tiimér hiicrelerinde makrofajlarin aktive oldugu, ve aktive olan
makrofajlarin TRAIL sentezini indiikledikleri gosterilmistir. Bu makrofajlarin ayrica
tiimdr hiicresi ylizeyinde TR-1 ve TR-2 &liim reseptorlerinin sentezini artirici
molekiiller salgiladiklar bildirilmistir [110].

TRAIL’1n bir¢ok transforme hiicre hattinda apoptozisi indiiklemesine ragmen,
normal dokularda apoptotik etki goOstermemesi, sistemik kullanimin1 giindeme
getirmistir [97]. TRAIL 1n ¢oziilebilir formu hayvan modellerinde test edilmis ve
sistemik kullanim sonucu herhangi bir toksisite goriilmemistir. Ancak, timor
biliylimesini engellemek i¢in yiiksek miktarlarda ¢oziilebilir TRAIL kullanilmasi
gerekmektedir. Coziilebilir TRAIL proteinine alternatif olarak ise, TRAIL’1 kodlayan
replikasyon defektif bir adenoviral vektor tiretilmistir [111]. Adenoviral vektorlerin
diisiik titrelerinin dahi hTRAIL geni tasiyan ¢ok sayida enfeksiy6z adenoviral vektor
icerdigi, bu nedenle in vivo ¢aligmalarda lokal uygulamasinin da avantajli olacagi
bildirilmistir [112]. Gelistirilen AdShTRAIL vektoriinde Cytomegalovirus (CMV)
promotoru kullanilmistir. CMV promotoru, giiclii ve siirekli ekspresyon saglar. Bu
promotorun kullanimi, TRAIL proteininin lokal konsantrasyonunu artirmak igin ek
bir mekanizma gorevi gormektedir [112].
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Coziilebilir TRAIL ve AdShTRAIL ile gesitli hiicre hatlarinda birgok calisma
gerceklestirilmistir. Ornegin TRAIL’a duyarli prostat tiimor hiicrelerine AdShTRAIL
enfeksiyonunun, Kaspaz 8§ aracili apoptozisi indiikledigi gosterilmistir [112]. Normal
prostat epitel hiicreleri ise AdShTRAIL uygulamasi sonucu apoptotik &liime
gitmemistir. Bir baska calismada, sekiz prostat kanser hiicre hatti (CWR22Rvl,
DU145, DuPro, JCA1, LNCaP, PC3, PPCI, ve TsuPrl) ve normal prostat epitel
hiicrelerinin primer kiiltiirlerinde (PrEC), ¢oziilebilir TRAIL 1n etkisi arastirilmigtir
[113]. Bu ¢aligmada 100 ng/ml ¢oziilebilir TRAIL uygulamasinin, DU145, DuPro,
LNCaP, TsuPrl, ve PrEC hiicrelerinde apoptozisi indiiklemedigi gosterilmistir.
Bunun yaninda, kemoterapotik ajan doksorubisin kullanildiginda hemen hemen tiim
hiicreler TRAIL aracili apoptozise duyarli hale gelmistir. Ote yandan, TRAIL
geninin  biitiinlinli  kodlayan bir adenoviral vektor (AdTRAIL-IRES-GFP),
doksorubisin uygulamasi olmaksizin prostat kanser hiicrelerini ve ayni zamanda
beklenmedik bir sekilde PrEC hiicrelerini de 6ldiirmiistiir [113]. Bu ¢alisma, doku
spesifik promotorlarla birlikte kullanildiginda AdTRAIL-IRES-GFP gen tedavi
yaklagiminin prostat kanserinin tedavisinde yararli olacagini gostermistir. Ancak bazi
prostat kanser hiicrelerinin TRAIL’a direncli oldugu gozlenmistir [114]. Ornegin bir
calismada, ALVA31, PC3, ve DU145 hiicre hatlarinin TRAIL aracili apoptozise
yiiksek derecede duyarli oldugu, TSUPr1 ve JCA1 hiicre hatlarinin ise orta derecede
duyarli oldugu, LNCaP hiicrelerinin ise direngli oldugu bildirilmistir. [114]. Aktif
lipid fosfataz PTEN’in yokluguna bagli olarak, LNCaP hiicrelerinin siirekli hiicre ici
Akt aktivitesi gosterdigi bildirilmistir. Akt, fosfatidilinositol (PI)3 kinaz/Akt hiicresel
yolunun negatif regiilatoriidiir. PI3-kinaz inhibit6rlerinin, LNCaP prostat kanser
hiicrelerini TRAIL’a duyarl hale getirdigi bildirilmistir. Ayrica, siirekli olarak aktif
Akt kodlayan adenoviriislerle enfeksiyonun, wortmannin ajaninin TRAIL aracili Bid
aktivasyonunu giiclendirme yetenegini engelledigi bildirilmistir. Bu durum, hiicre ici
stirekli Akt aktivitesinin TRAIL aracili apoptozisi inhibe ettigini gostermistir [114].

TRAIL’1n etkisinin ¢alisildigi birgok basarili in vitro c¢alismaya dayanarak
Walczak ve ark., TRAIL mn kullanildig1 ilk in vivo ¢alismayr gergeklestirmistir.
Caligmada, MDA-231 meme kanser hiicreleri enjekte edilmis SCID farelere 500 pg
insan TRAIL proteini ve 1 mg sican TRAIL proteini intravendz olarak verilmistir.
Deney sonucunda fare canliligi, doku biitiinliigli ve kan sayimi agisindan 6nemli
diizeyde toksisite goriilmemistir. Bunun yaninda, enjeksiyondan 9-12 saat sonra
timor tasiyan bolgelerde TRAIL’mm  indiikledigi  apoptotik oliim  acikga
goriilebilmistir [115]. Bir baska calismada, maymunlarda tekrarli TRAIL sistemik
uygulamasinin, klinik ve histopatolojik testlerde belirlenebilir diizeyde bir
degisiklige yol agmadig bildirilmistir [116].

Prostat Kanseri Hiicrelerinde Gozlenen TRAIL Direngcliligi

TRAIL mRNA’sinin, lenfositler, dalak, prostat, over, kolon, ve plasenta gibi ¢ok
cesitli hiicre ve dokularda siirekli olarak sentezlendigi gosterilmistir [94]. Bu durum,
birgok normal hiicre tipini 6zellikle TRAIL aracili apoptozisten koruyucu fizyolojik
mekanizmalarin varligia isarettir. Oysa TNF, lymphotoxin-a, ve FasL gibi diger
TNF ailesi iiyelerinin sentezleri, normal hiicreler iizerinde toksik etki
gosterebileceklerinden dolay1 siki bir regiilasyona tabidir. Normal hiicrelerde goriilen
TRAIL’a direnglilik mekanizmasi heniiz tam olarak aciga cikarilamadigi gibi, son

18



yillarda yapilan caligmalar, bazi prostat kanser hiicrelerinin TRAIL’a direngli
oldugunu gostermistir. TRAIL aracili apoptozisin ve direncliligin mekanizmasi,
Sekil 2.14’te gosterilmistir. Hiicrelerde TRAIL’a direngliligi aciklamak tizere iki
farkli hipotez gelistirilmistir. Ik hipoteze gdre, normal hiicrelerde 6liim reseptorleri
(TRAIL-R1 ve TRAIL-R2) ile rekabete giren yalanci reseptorler (TRAIL-R3 ve
TRAIL-R4) bulunur, ve bu reseptorler 6liim reseptorlerine baglanabilecek TRAIL
ligantlarmin sayisin diisiirerek veya hiicre i¢i anti-apoptotik yollar1 aktive ederek
(TRAIL-R4) TRAIL’a direnglilik saglar [117, 118]. TRAIL-R4 baglanmasi, anti-
apoptotik NF-kB sinyal yolunu aktive eder [119]. Ayrica, kanser hiicrelerinde
yalanct reseptorlerin - sentezinin promotor hipermetilasyonu sonucu azaldigi
gosterilmigtir [120]. Bu durum, kanser hiicrelerinde TRAIL’a farkli duyarhiliklara
sebep olur. Ancak TRAIL direncliligi ile yalanci reseptdr sentezleri arasinda kesin
bir iliski kurulamamistir [97]. Ayrica, TRAIL-R1 ve TRAIL-R2 gibi o&lim
reseptorlerinin de NF-kB yolunu stimiile edebildigi gosterilmistir [121, 122]. Bu
bulgular 1s18inda, anti-apoptotik yollarin indiiksiyonuna ragmen hiicrelerin
apoptozise gitme nedeni tam olarak anlasilamamustir. ikinci hipotez, TRAIL’a
direncli hiicrelerde apoptozisi inhibe edici molekiillerin sentezinin arttigini
savunmaktadir. Bu hipotez ile iligkili olarak, bir kaspaz 8 homologu olan c-FLIP’in
(cellular FLICE Inhibitory Protein) TRAIL 6liim ligantlar1 araciligiyla gerceklesen
apoptozisi engelledigi gosterilmistir [123]. Ayrica NF-kB aktive edici ajanlarin c-
FLIP sentezini artirdign  gosterilmistir [124]. Bunun yaninda, NF-kB
aktivasyonundaki artisin, TRAIL-R3’{in ve apoptozisi inhibe edici bir protein olan
Bel-xL’in  sentezini artirdigi bildirilmistir [125, 126]. NF-kB yollarinin, ayni
zamanda cIAP gibi apoptozis inhibitér proteinlerinin sentezini de artirici etki
gosterdigi bilinmektedir [127]. Bu bulgular 1s18inda, hiicre i¢i aktif NF-kB sinyal
yolunun en az dort farkl yolla hiicreleri TRAIL’a direngli kilabilecegi goriilmektedir
(Sekil 2.14).
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Sekil 2.14. Prostat kanser hiicrelerinde NF-kB sinyal yolunun bloke edilmesi yoluyla TRAIL’a
direncliligi kirmak i¢in gelistirilmis bir gen tedavi stratejisi [128].

TRAIL direngliliginde rol oynadig: diisiiniilen NF-kB transkripsiyon faktorleri,
Rel protein ailesi iiyesi molekiillerden olusan dimerlerdir. Bu proteinler Rel homoloji
birimleri ile karakterizedir. Rel homoloji birimleri, DNA’ya baglanmada,
dimerizasyonda ve IkB gibi inhibitoér proteinlerle etkilesimlerde gorev alir. 1kB
proteinleri, NF-kB ile fiziksel etkilesime girererek NF-kB’nin niiklear lokalizasyon
sinyallerini bloke eder ve NF-kB proteinlerini sitoplazmada tutar. Bu sayede, NF-
kB’nin nukleusta gegici ve kalici seviyelerini diizenler (Sekil 2.15) [129-131]. Birgok
hiicre tipinde, hiicre uygun uyariy1 alana dek NF-kB kompleksleri ¢ogunlukla
sitoplazmada tutulur ve transkripsiyonel olarak inaktiftir. IkB proteinleri, TNF gibi
inflamasyon indiikleyici sitokinlerin veya bakteriyel lipopolisakkaritlerin etkisiyle, N
terminal boélgelerinde bulunan iki serin biriminden fosforillenir. [129-131]. IkB
proteinlerinin fosforilasyonu, hizli bir sekilde ubiquitinlenmelerine ve sonrasinda
268 proteazomlar tarafindan parcalanmalarina yol agar. IkB proteinlerinin proteazom
bagimli pargalanmasi sonucu, NF-kB serbest kalir ve spesifik hedef genlerin
sentezini aktive etmek tizere hiicre c¢ekirdegine go¢ eder [129-131]. IkB’nin
fosforilasyonunda, IkB kinaz (IKK) molekiilleri gérev alir. Ug alt {initeden olusan bir
kompleks seklinde fonksiyon géren IKK kompleksinde, kinaz aktivitesinin IKKa ve
IKKf’dan olusan heterodimer tarafindan gergeklestirildigi gosterilmistir. IKKao ve
IKKB’ya ek olarak, IKK kompleksi ile iliskilendirilen bir baska protein, IKKy’dir.
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IKKy’nin, IKK kompleksinin ilgili sinyal yollar1 ile baglantisim1 kuran bir yapisal
protein oldugu diisiiniilmektedir [131-133].
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Sekil 2.15. NF-kB aktivasyon ve inhibisyon yollar1 [134].

Prostat Kanser Hiicrelerinde TRAIL Direncliligini Kirma Yontemleri

Kanser hiicrelerinde TRAIL direncliligini kirmaya yonelik olarak, farkh
stratejilerin  kullamildig1 birgok calisma gergeklestirilmistir.  Ornegin, toksik
seviyelerin altinda kemoterapétik ajanlarin kullaniminin, in vitro ve in vivo TRAIL
etkinligini artirdign bildirilmistir [103, 135-138]. Bir kemoterapdtik ajan olan
aktinomisin D’nin (Act D) BclXL anti-apoptotik proteininin sentezini azaltarak
Kaposi Sarkoma hiicrelerini TRAIL aracili apoptozise duyarli hale getirdigi
gosterilmistir [139]. Yine TRAIL ve Act D’nin birlikte kullanildig1 yaklasimlarla,
TRAIL’a direngli prostat kanser hiicrelerinde TRAIL’a duyarlilik saglanmustir [140,
141]. Bu hiicrelerde Act D’nin XIAP anti-apoptotik molekiiliiniin sentezini azalttig1
gosterilmistir. Bir bagka kemoterapotik ajan olan etopozitin, TR-1 ve TR-2 6lim
reseptorlerinin  sentezini artirarak meme kanseri hiicrelerinde TRAIL aracili
apoptozisin etkinligini onemli derecede artirdigi gosterilmistir [142]. TRAIL’1n
kanser hiicrelerindeki etkinligini artirmak i¢in kemoterapdtik ajanlarin yaninda baska
yaklagimlar da denenmistir. Ornegin, TRAIL’m etkinliginin, IFN-y [143], 7-
radyasyon [144, 145], ve siklooksigenaz inhibitorleri [146] ile birlikte
kullanildiginda artis gosterdigi bildirilmistir. Bu yaklasimlarin, genel olarak TRAIL
O0lim reseptorlerinin ve Kkaspazlarin sentezini artirarak, ve IAP ailesi iyesi
molekiillerin veya anti-apoptotik c-FLIP molekiiliiniin inhibisyonunu saglayarak
fonksiyon gordiigii gosterilmistir [106].
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Kanser hiicrelerinde TRAIL direncliligine sebep olan, ve diger bir¢ok direnglilik
mekanizmasin1 da tetikledigi bilinen hiicre i¢i NF-kB aktivitesini engelleyecek
yaklagimlarin da TRAIL’mn etkinligini artiracag ileri siiriilmiistiir [147]. NF-kB’yi
stimiile edici ajanlarin TRAIL-R3 yalanci reseptoriiniin [148], bunun yaninda Bcl-xL
[126], cIAP [127], ve cFLIP [124] gibi apoptozis inhibitorlerinin sentezlerini
artirdigi  bildirilmistir. Ayrica, TRAIL-R4 reseptoriinin NF-kB sinyal yolunu
indiikleyerek TRAIL aracili hiicre o6liimiinii engelledigi bildirilmistir [119]. Ayrica
TRAIL’1n, 6liim reseptorleri (TRAIL-R1 and TRAIL-R2) araciligiyla da NF-kB
yolunu aktive ettigi gosterilmistir [121, 122]. Tiim bu bulgular, NF-kB’yi inhibe
edici yaklagimlarin TRAIL’a direncli prostat kanser hiicrelerinde TRAIL duyarliligi
saglamada oldukega etkin olabilecegini gostermektedir. Prostat kanser hiicrelerinde,
NF-kB’nin regiilatorii olan IKK molekiiliiniin yiliksek aktivitesinin yiiksek NF-kB
aktivitesine yol ag¢tig1 bilinmektedir [149]. Dolayisiyla, etkin gen transferi saglayan
adenoviral vektorler araciligryla 6zellikle IKK’in katalitik alt {initelerini inhibe edici
genlerin aktarimi, TRAIL direngliligini kirmada oldukg¢a etkili olabilecek bir
stratejidir (Sekil 2.12). Bu stratejinin, daha 6nce akciger kanser hiicrelerinde TNF
aracil1 apoptozise direnci kirmadaki etkisi arastirilmis, ve IKKf nin dominant negatif
mutantinm kodlayan AdIKKPBKA adenoviral vektoriiniin, akciger hiicrelerini basarili
bir sekilde TNF’e duyarli hale getirdigi gosterilmistir [150, 151]. Bizim
calismamizda, AdIKKBKA’nin TRAIL’a direngli prostat kanser hiicrelerini
TRAIL’a duyarh hale getirme potansiyelini arastirildi.
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MATERYAL ve METODLAR

3.1. Hiicre Kiiltiirii

Calismada kullanilan DU145, PC3 ve LNCaP ve 293 hiicre hatlari, American
Type Tissue Culture Collection’dan (ATCC) temin edildi. DU145, PC3 ve LNCaP,
insan ileri evre prostat kanser hiicre hatlaridir. Hiicrelerin 6zellikleri Tablo 3.1°de
verilmistir. 293 hiicreleri, insan embriyonik bobrek hiicre hattidir. 293 hiicrelerinin
genomuna, replikasyon defektif adenoviral vektorlerin iretilebilmesi amaciyla,
adenoviral replikasyon icin gerekli olan E1A geni kalic1 olarak eklenmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan prostat kanser hiicrelerinin 6zellikleri (ATCC).

Hiicre Hatti | Kokeni Androjen
Bagimhihg
DU145 Insan prostat karsinoma, beyin metastazi (-)
PC3 Insan prostat adenokarsinoma, 4. derece ()
LNCaP Insan prostat adenokarsinoma, lenf nodu | (+)
metastazi

Kullamilan Solusyonlar:

Tripsin-EDTA (Biological Industries)
RPMI-1640 Besiyeri:
RPMI-1640 Toz Besiyeri (Sigma)
%10 Fetal Bovine Serum (FBS) (Biochrom KG)
2.2 g/l Sodyum Bikarbonat (Sigma)
1 mM L-glutamin (Biological Industries)
%1 penisilin-streptomisin (Biological Industries)

Besiyerinin hazirlanmasi icin, toz RPMI-1640 besiyeri 900 ml bidistile suda
¢oOziildii. Daha sonra ¢oziilmiis besiyeri iizerine 63 ml daha bidistile su eklendi.
Besiyerinin pH’s1t HCI ile pH4’e ayarland1 ve 121°C’de 15 dakika otoklavlandi.
Otoklavlama sonrasi besiyeri soguduktan sonra iizerine 26.7 ml Na Bikarbonat,
10,25 ml L-Glutamin, 11 ml Penisilin-Streptomisin, ve 110 ml FBS eklendi.
Hazirlanan besiyeri +4°C’de saklandi.

Hiicreler, 100 mm hiicre kiiltiirii kaplarinda (Sarstedt) RPMI-1640 besiyeri
i¢inde, 37°C sicaklik ve %5 CO;’li nemli ortamda iiretildi.
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3.2. Rekombinant Adenoviral Vektorlerin Uretimi
Kullanilan Solusyonlar:

RPMI-1640:
3.1’de tanimlandig1 gibi hazirlandi.

1 M Tris-Cl (Amresco):

24,2 g Tris 160 ml distile H,O’da (dH,0) ¢o6ziildii. Cozelti dH,O ile 200 ml’ye
tamamlandi. Solusyonun pH’s1 HCI ile pH 8’e ayarlandi. Otoklavlanarak steril hale
getirildi ve +4°C’de saklandi.

10 mM Tris-Cl (Amresco):
1 M Tris-Cl’den 7,5 ml alinarak solusyon dH,O ile 750 ml’ye tamamlandi.
Otoklavlanarak steril hale getirildi ve +4°C’de saklandi.

Yogun CsCl Solusyonu (Y-CsCl) (Gibco BRL):
42,3 g CsCl, 57,77 ml 10 mM Tris-Cl i¢inde ¢6ziildii. Solusyonun pH’s1  pH
8’e ayarlandi. Otoklavlanarak steril hale getirildi ve +4°C’de saklandi.

Hafif CsCl Solusyonu (H-CsCl) (Gibco BRL):
22,39 g CsCl, 77,61 ml 10 mM Tris-Cl iginde ¢oziildii. Solusyonun pH’si,
pH 8’e ayarlandi. Otoklavlanarak steril hale getirildi ve +4°C’de saklandi.

Birinci generasyon adenoviral vektorlerde, adenoviral proliferasyonu saglayan
E1A geni ¢ikarilmistir. Bu nedenle, adenoviral vektorlerin iiretimi i¢in, genomlarina
replikasyon icin gerekli viral E1A geni kalic1 olarak eklenmis olan 293 sayili insan
embriyonik bobrek hiicre hatt1 kullanildi.

3.2.1. insan 293 Hiicrelerinin Enfeksiyonu

Insan 293 hiicreleri, RPMI-1640 besiyerinde toplam 40 adet 150 mm’lik doku
kultiirii kabii kaplayacak sekilde iiretildi, ve hiicreler %80 yogunluga ulastiginda
serumsuz besiyeri ortaminda viriis enfeksiyonu gergeklestirildi. Enfeksiyondan iki
saat sonra hiicrelere mevcut besiyeri miktar1 kadar (10 ml) %20 FBS iceren besiyeri
eklenerek, besiyeri icindeki serum konsantrasyonu %10’a c¢ikarildi. Hiicrelerde
sitopatik etki belirgin hale geldiginde (enfeksiyondan yaklagik 30 saat sonra),
adenoviral vektorleri iceren hiicreler toplandi ve 250 ml’lik steril tiiplere aktarildi.
Hiicreler 4°C’de 4000 rpm’de 10 dakika santrifuj edildi. Santrifiij sonras1 dokelti
atild1 ve hiicreler 10 mM Tris-Cl iginde, her 150 mm’lik kap i¢in 0,5 ml olacak
sekilde ¢oziildii.

3.2.2. Adenoviriis Piirifikasyonu
Adenovirtsleri hiicrelerden ¢ikarabilmek icin 6rnekler 3 kez etil alkol-kuru buz

asamasindan gecirilip hizli donma-¢oziinme islemine tabi tutuldu. Lizatlar 3000
rpm’de 10 dakika santifiij edildi ve dokeltiler toplandi. Ultrasantrifiij tiiplerine 10 ml
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Y-CsCl koyuldu ve tizerine 10 ml H-CsCl eklendi. En iiste viral dokelti konuldu ve
ornekler Beckman SW28 rotoru ile 20,000 rpm’de, 4°C’de, 12 saat santifiij edildi.
Viral bantlar bir tiipe siringa yardimi ile toplandr ve miktarr, 10 mM’lik Tris-Cl,
pH 8.1 ile 4 ml’ye c¢ikarildi. Temiz bir ultrasantrifiij tiiptine 4ml Y-CsCl ve 4 ml
H-CsCl konup iizerine sulandirilmig virlis bandi yiiklendi. Bu tiipler SW41 rotoruna
yiiklenerek 20,000 rpm’de 4°C’de, 4 saat santrifiij edildi. Santifiij sonras1 viral
bantlar izole edildi ve konsantrasyonlar1 spektrofotometrik Asqy okuma ile belirlendi.
Viral vektorlerin ortalama titreleri, 10> DNA partikiilii/ml idi. Fonksiyonel titreler
ise 293 hiicrelerinde plak titreleme yoluyla 6lgiildii. Partikiil/plak olusturan birim
orani tipik olarak 50’ye esitti. AAShTRAIL [112], AdIKKBKA [151], AJEGFP
[150], AdCMVLacZ [152] ve AdNFkBLuc [151] adenoviral stoklari, yukarida
tanimlandig1 sekilde hazirlandi ve 10mM Tris, %20 gliserol iginde -80°C’de
saklandi.

3.3. Prostat Kanser Hiicrelerinin Rekombinant Adenoviral Vektorler ile
Transdiiksiyonu

Calismada kullanilan adenoviral vektorlerin 6zellikleri Tablo 3.2.’de verilmistir.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan adenoviral vektorlerin 6zellikleri.

Adenoviral Vektor | Ozelligi

AdShTRAIL Insan TRAIL genini kodlayan vektor

AdIKKBKA IKKf’nin dominant negatif mutantini kodlayan vektor

AdEGFP Yesil floresan veren ‘Enhanced Green Fluorescence Protein’
kodlayan vektor

AdCMVLacZ Beta galaktosidaz geni tasiyan, kontrol amagli kullanilan
adenoviral vektor

AdLucNFkB NF-kB aracil1 transkripsiyonel indiiksiyonu 6lgmek igin lusiferaz
belirte¢ genini kodlayan vektor

Kullanilan Solusyonlar:

Tripsin-EDTA (Biological Industries)
Fotal Bovine Serumlu (FBS) ve FBS’siz RPMI-1640 besiyeri:

3.1°de tanimlandigi gibi, %10 serumlu, %20 serumlu, ve serumsuz olarak
hazirlanda.

Prostat kanser hiicre hatlar1 DU145, PC3, ve LNCaP, RPMI 1640 besiyerinde
retildi. Hiicreler, Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP) reporter geni
(AdEGFP) sentez eden adenoviral vektorlerin artan konsantrasyonlar ile (0, 100,
500, 1000, 5000, ve 10000 MOI), 37°C’de FBS’siz RPMI 1640 besi ortami i¢inde
enfekte edildi. Doku kiiltiirii besi ortamindaki serum konsantrasyonu, enfeksiyondan
iki saat sonra %20 FBS konularak %10’a ¢ikarildi. Transdiiksiyon seviyesi,
enfeksiyondan 48 saat sonra floresan mikroskop altinda ve sonrasinda akis
sitometrisi ile EGFP(+) hiicrelerin oranma bakilarak belirlendi. Prostat kanser
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hiicrelerinde hTRAIL proteininin sentezini artirmak icin AdShTRAIL vektori
kullanildi. IKK aktivitesini ve bu yolla NF-kB aktivasyonunu bloke etmek i¢in, kinaz
inaktif IKKP kodlayan adenoviral vektorlerden (AdIKKBKA), tek basina ve
AdShTRAIL ile birlikte enfeksiyon deneylerinde yararlanildi. Dominant negatif
IKKB (IKKBKA) sentezi, diger IKK alt {initeleri ile etkilesime girerek fonksiyonel
olarak inaktif IKK kompleksleri olusturur. Transkripsiyon aktivasyon deneyleri,
lusiferaz reporter genine takili NF-kB regiilator bolgelerini tasiyan AdNFkBLuc
vektorleri araciligiyla gerceklestirildi. Deneylerde kontrol amagli olarak hiicreler
AdCMVLacZ virisii ile enfekte edildi.

3.4. NF-kB Transkripsiyon Aktivasyon Deneyleri

Kullanilan Kit:
Luciferase Assay System with Reporter Lysis Buffer (Promega)

Kullanilan Solusyonlar:

Radioimmunoprecipitation (RIPA) Tamponu:
100 ml 1XPBS
1 ml NP-40 (%]1)
1 ml %10 SDS (%0.01)

Prostat kanser hiicrelerinin NF-kB aktivasyon durumlarini belirlemek igin
AdNFkBLuc vektorleri kullanildi. AANFkBLuc vektoriinde, HSV viriisiine ait
timidin kinaz geninin TATA-benzeri promotoru ve bu promotora bitisik olarak, 4
kopya ortak NF-kB baglanma dizisini bulunmaktadir. Bu promotor, bir ates bocegi
(Photinus pyralis) lusiferaz belirte¢ geninin sentezini saglamaktadir. Endojen NF-kB
proteinlerinin kappa enhancer birimine baglanmasi ile transkripsiyon indiiklenir.
Deneysel asamalarda ilk olarak, 35 mm’lik doku kiiltiirii kaplarinda (Corning)
uretilen hiicreler 5000 MOI AdNFkBLuc viriisii ile enfekte edildi. Viral
enfeksiyondan 24 saat sonra, RIPA tamponu kullanilarak hiicre lizatlar1 hazirlandu.
Bunun igin, hiicreler énce 1XPBS ile yikandi. Uzerlerine 0,5 ml RIPA tamponu
eklendi. Doku kiltiiri kabi, +4°C’de 15 dakika sallanarak inkiibe edildi. Kalkan
hiicreler 1,5 ml’lik mikro santrifiij tiipiine aktarildi ve 45 dakika buzda tutuldu. Daha
sonra 15000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Bu islem sonunda toplam hiicre
lizatim igeren dokelti, temiz bir tiipe aktarildi. Hiicre lizatlarindaki protein
konsantrasyonlari, kolorimetrik Bradford Deneyi ile belirlendi [153]. Lusiferaz
deney sistemi kullanilarak, bu lizatlarda TRAIL varliginda ve yoklugunda NF-kB
aracili transkripsiyonel indiiksiyon &lgiildii. Olgiimlerde Perkin-Elmer LSB50
luminometre  cihazindan yararlanildi. Analiz asamasinda standart egri
olusturulmasinda BSA protein miktarlar1 kullanildi. Lusiferaz aktivitesine yonelik
tim olgiimler (RLU, Relative Light Unit = Rélatif Isik Unitesi), protein
konsantrasyonlarina normalize edildi.

3.5. Hiicre Canlilik Oranlarmin Belirlenmesi

Kullanilan Kit:
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Cellular Viability and Cytotoxicity Kit (Eugene, OR)

Farkli iglemler sonrasinda 6lii hiicrelerin canli hiicrelerden ayirt edilebilmesi i¢in
hiicre canlilik deneyi uygulandi. Bu deneyde, hiicre i¢i kalsein esteraz igin bir
florojenik substrat olan Calsein AM, yalmizca canli hiicrelerde, yesil floresan veren
bir bilesige (kalsein) doniisiir. Sadece membran biitlinliigii bozulmamis olan canli
hiicreler aktif esteraz igerdiginden, kalseinin florometrik metodlarla belirlenmesi
canli hiicreler i¢in bir belirte¢ gorevi goriir. Etidium homodimer-1 (EthD-1),
biitiinligli bozulmamig hiicre membranlarindan gecemeyen bir kirmizi fléresan
niikleik asit boyasidir. Membran biitiinliigii bozulmamig hiicreler EthD-1’i disar
verirken, hasarli membrani olan hiicreler boyay1 alir ve pozitif boyanir. Deneyde,
hiicreler PBS i¢inde EthD-1 ve Calsein AM solusyonlari ile 50 dakika inkiibasyona
birakildi ve fléresan mikroskop altinda canli/6lii hiicre oranina bakildi.

3.6. insan TRAIL Reseptorleri icin Kantitatif Ger¢cek Zamanh RT-PCR
3.6.1. Total RNA izolasyonu

Kullamilan Solusyonlar:
TRIzol Reagent (Life Technologies, Gaithersburg, MD)
Kloroform (Sigma)
[zopropanol (Sigma)
%75 Etanol
steril dH,O

100 mm capl doku kiiltiirii kaplarinda yaklagik 5-6 milyon hiicre olacak sekilde
iiretilen prostat kanser hiicreleri iizerine, 1 ml TRIzol Reagent eklendi. TRIzol
ajaninin eklenmesinden sonra kendiliginden doku kiiltiirii kabinin yiizeyinden kalkan
hiicreler, lizat halinde kiiltiir kaplarindan toplandi. Toplanan hiicreler homojen hale
getirilip oda 1sisinda 5 dakika bekletildi ve lizerine 0,2 ml kloroform eklendi.
Ornekler 13,000 rpm, 4°C’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra ii¢ farkli faza
ayrildi. En iistteki RNA faz1 temiz bir tiipe aktarildi, ve {izerine 0,5 ml izopropanol
eklendi. On dakika oda 1sisinda inkiibasyon sonrasinda, 13,000 rpm, 4°C’de 10
dakika santrifiij edildi. Dokelti uzaklastirildi ve 1 ml %75 etanol eklendikten sonra
tekrar 13,000 rpm, 4°C’de 5 dakika santrifij edildi. Olusan RNA ¢okeltisi 10 dakika
oda 1sisinda kurutuldu. Cokeltiye uygun miktarda steril dH,O eklendi ve ¢oziilmesi
icin 15 dakika 56°C su banyosunda tutuldu. Spektrofotometrede OD,40/ODyg¢ degeri
Olciildii ve konsantrasyonu belirlendi.

3.6.2. cDNA Eldesi

Kullamilan Kit:
TagMan Reverse Transcription Reagents (Applied Biosystems)

Kit icerigi:
10X Reverse Transkripsiyon Tamponu, MgCl, (25 mM), 10X Random Hexamer
(50 mM, 5nmol), Multiscribe Reverse Transkriptaz (50 U/ul), RNaz inhibitérii,
niikleaz icermeyen dH,O
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c¢DNA reaksiyonu:
10X Reverse Transkripsiyon Tamponu Sul

MgCl, 11 ul
dNTP’ler 2.5l
10X Random Hexamer 2.5 ul
RNaz inhibitorii 3ul
MultiScribe Reverse Transkriptaz 1.25 ul
Niikleaz icermeyen dH,O 14.75 pl
RNA 2 ug

Yukarida belirtilen oranlarda karistirilan igerikler, Applied Biosystems marka
Gergcek Zamanli RT-PCR aletinde 25°C’de 10 dakika, ve 48°C’de 60 dakika RT-PCR
reaksiyonuna tabi tutuldu.

3.6.3. TagqMan PCR Reaksiyonu

Kullanilan Solusyonlar:
Universal Master Mix (UMM) (Applied Biosystems)

TRAILRI1 ve TRAILR2 6liim reseptorleri i¢in Ger¢ek Zamanli Kantitatif RT-
PCR primer ve problarinin tasarimi, bir intron igerecek sekilde, daha Onceden
yayimlanmis TRAIL sekanslarina bakilarak (Human Genome Project BAC clone
RP11-1149023 ve RPRP11-875011) yapilmist1 [154]. Ancak TRAIL-R3 ve TRAIL-
R4 yalanci reseptorlerinin Gergek Zamanlh Kantitatif PCR igin primer ve prob
dizileri heniiz yayinlanmadigindan, bu reseptorlere ait primer ve problar da yukarida
belirtildigi sekilde tasarlandi. TRAIL reseptorlerine ait tiim primer ve problarin
dizileri, agagida verilmistir. Reaksiyonda i¢ kontrol olarak, ikinci bir fléresan boya
bagl olan rRNA primer ve problart kullanildi. Béylece TRAIL reseptorlerinin ve
rRNA’nin ayni reaksiyon i¢inde analizi saglandi. TagMan PCR reaksiyonunda, 250
ng cDNA kalib1, 12,5 pl 2XUMM, ve 0,5’er pl primer ve prob kullanilarak hem
TRAIL reseptorlerinin hem de rRNA’nin mesaj miktar1 ayn1 anda belirlendi. rRNA
primer ve problar1 PE Applied Biosystems firmasindan satin alindu.

TRAIL reseptorlerine ait primer ve prob dizileri:

TRAILR1-5' TGT-ACG-CCC-TGG-AGT-GAC-AT,

TRAILR1-3' CAC-CAA-CAG-CAA-CGG-AAC-AA,

TRAIL R1 Probe: 5'-6FAM-TGTCCACAAAGAATCAGGCAATGGACATAAT-
TAMRA-3';

TRAILR2-5' CAC-TCA-CTG-GAA-TGA-CCT-CCT-TT,

TRAILR2-3' GTG-CAG-GGA-CTT-AGC-TCC-ACT-T,

TRAIL R2 Probe: 5'-6FAM-TCACACCTGGTGCAGCGCAAGCAG-TAMRA-3';
TRAILR3-5' CCC-TAA-AGT-TCG-TCGTCG-TCA-T,

TRAILR3-3' GGG-CAG-TGG-TGG-CAG-AGT-A,

TRAIL R3 Probe: 5'6FAM-TCGCGGTCCTGCTGCCAGTCCTAGC-TAMRA 3';
TRAILR4-5' ACA-GAG-GCG-CAG-CCT-CAA,

TRAILR4-3' ACG-GGT-TAC-AGG-CTCCAG-TAT-ATT,
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TRAIL R4 Probe: 5> 6FAMAGGAGGAGTGTCCAGCAGGATCTCATAGATC-
TAMRA 3’.

TagMan PCR reaksiyonu, yukarida belirtilen primer ve problar kullanilarak,
asagida belirtilen sartlarda Applied Biosystems marka Gergek Zamanli RT-PCR
cihaz ile gergeklestirildi:

1) 50°C’de 2 dakika (1 dongii)

2) 95°C’de 10 dakika (1 dongii)

3) 95°C’de 15 saniye + 60°C 1 dakika (40 dongii)

Analiz asamasinda kullanilacak standart egrinin olugturulmasi igin, ribozomal
RNA’dan tiireyen klonlanmigs ¢cDNA fragmenti kullanildi. TRAIL reseptorlerinin
oranlar1, AACt metodu kullanilarak hesaplandi.

3.7. Anneksin V Boyama

Kullanilan Solusyonlar:

1M NaCl (Riedel-de Haen) :
5,844 g NaCl tartilarak, steril dH,O ile 100 ml’ye tamamlandi. +4°C’de
saklandi.

1M CaCl, (Sigma):
14,702 g CaCl, tartilarak, steril dH,O ile 100 ml’ye tamamlandi. +4°C’de
saklandi.

HEPES (Amresco):
26,030 g HEPES tartilarak, steril dH,O ile 100 ml’ye tamamlandi. +4°C’de
saklandi.

Anneksin V Baglanma Tamponu:
Stok solusyonlardan 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl,, ve 10 mM HEPES, 100 ml
steril dH,O icinde karistirilarak hazirlandi. +4°C’de sakland.

Propidium lodide (PI) (Sigma):
1 mg/ml stok solusyondan 20 pl alinip 980 pl 1XPBS icinde coziilerek son
konsantrasyonu 20 pg/ml olacak sekilde hazirlandi. +4°C’de saklandi.

Apoptozis olarak bilinen programli hiicre o6liimii, bir dizi hiicresel morfolojik
degisiklik ile karakterizedir. Apoptozisin en erken isaretlerinden biri, plazma
membraninda meydana gelen degisikliklerdir. Apoptozis siireci sirasinda, bir
membran fosfolipidi olan fosfatidilserin (FS), plazma membraninin i¢ kismindan dis
kismimna dénerek dis ortama sunulur. Anneksin V, Ca>" bagimh bir fosfolipid
baglayici1 proteindir (35-36 kDa). FS icin yiiksek afinitesi olmasi nedeniyle, hiicre
ylizeyinde FS sunulan erken apoptotik hiicrelere baglanir. FS translokasyonu
apoptozisin erken evrelerinde gerceklestiginden, Anneksin V boyama, DNA
fragmentasyonu gibi daha ge¢ evrede gerceklesen degisikliklere dayali olan
deneylere gore apoptozisi daha erken bir evrede belirleyebilir. Calismamizda, insan
Anneksin V proteinine karsi FITC takili fare monoklonal antikoru (Alexis
Biochemicals) kullanildi. Olii hiicrelerin erken apoptotik hiicrelerden ayirt
edilebilmesi i¢in, sadece Olii hiicreleri boyayan PI boyasi kullanildi. Anneksin V
baglanmas1 ve PI boyama, akis sitometrisi ile izlendi ve apoptotik hiicrelerin oranlar
yazilim programi yardimiyla belirlendi.
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Bunun i¢in, daha 6nce uygun vektorlerle enfekte edilmis hiicreler tripsinizasyon
ile kaldirilip 14 mI’lik Falkon tiiplerine topland1 ve 1XPBS ile yikandi. 1600 rpm’de
5 dakika santrifiij gergeklestirildi. Cokeltiler lizerine 195 pl Anneksin V baglanma
tamponu ve 5 ul Anneksin V-FITC monoklonal antikoru kondu. 15 dakika karanlikta
inkiibasyon sonrasi yine 1600 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve ¢okelti 190 pl
anneksin V baglanma tamponunda ¢oziildii. Akis sitometrisi ile analiz Oncesi 20
pg/ml PI boyasi eklendi ve analiz gergeklestirildi.

3.8. Akis Sitometrisi
Kullamlan Solusyonlar:

1X Akis Sitometri Tamponu:
0,18 g Na Azid (Sigma), 0,5 g Bovine Serum Albumin (BSA) (Sigma), 0,18 g
Na Bikarbonat (Sigma) tartilarak 500 ml 1XPBS’te ¢6ziildii. +4°C’de saklandi.

fleri evre prostat kanser hiicreleri, 24 kuyucuklu doku Kkiiltiirii kaplarma,
ortalama 2,5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi. Bu hiicreler ertesi giin
AdEGFP reporter vektorii ile enfekte edildi. Enfeksiyondan 48 saat sonra hiicreler
tripsinize edildi ve santrifiigasyon sonrast 1XPBS’te sulandirildi. BD
FACSCALIBUR cihaz1 ile akig sitometrisi analizi gergeklestirildi. Yiizeydeki
TRAIL reseptor proteinlerinin sentezini belirlemek icin, her bir TRAIL reseptor alt
tipi i¢in spesifik olan, isaretlenmemis monoklonal antikorlari i¢eren anti-TRAIL
reseptor akis sitometrisi seti (Cat. ALX-850-273-KI01) kullanildi. Setin i¢inde,
100’er pg TRAIL-RI1 (clone HS101, Cat. 804-297A), -R2 (clone HS201, Cat.804-
298A), -R3 (clone HS301, Cat. 804-344A) ve -R4 (clone HS402, Cat. 804-299A)
bulunuyordu. Saflastirilmig fare IgGl (MOPC 31C, Cat. ANC-278-010), izotip
kontrol olarak kullanildi. Deneysel asamalarda, hiicreler 35 mm’lik doku kiiltiirii
kaplarinda, ortalama 1-1,5x10° konsantrasyonda olacak sekilde {iretildi. Hiicreler
doku kiiltlirii kabmin yilizeyini %80 civarinda kapladiginda, tripsinizasyon ile
kaldirild1 ve hiicre saymmi sonrasinda 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Hiicreler
akis sitometri tiiplerine, 100 pl’de 1x10° hiicre olacak sekilde 100’er pl dagitildi. Bir
tlip boya almayan kontrol, bir tlip izotip kontrol, ve 4 tiip TRAIL reseptdrleri i¢in
ayrildi. 5 pg/ml konsantrasyonda kullanilan primer antikorlar ile hiicreler buz
iizerinde 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler iizerine 2’ser ml Akis
Sitometri Tamponu eklendi ve 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
asamasi, her antikor inkiibasyonu sonrasi ger¢eklestirildi. Hiicreler biotin bagl anti-
fare 1gG1 (Cat. ALX-211-202) sekonder antikoru ile 30 dakika, ve sonrasinda
Streptavidin-PE (Cat. ANC-253-050) ile 20 dakika inkiibe edildi. Antikor baglanma
oranlari, akis sitometrisi ile analiz edildi.

3.9. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz igin, GraphPad Software’den (San Diego, CA) Prism
programi kullanildi. Her bir deney i¢in istatistiksel sonuglar, sekil agiklamalarinda
verilmistir.
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BULGULAR

4.1. Prostat Kanser Hiicrelerinde Bazal NF-kB Aktivasyon Seviyeleri Farkh

Bulundu.

Tiimor hiicrelerinin apoptozise duyarliligimi etkileyen en 6nemli faktdrlerden
birinin hiicre i¢i siirekli NF-kB aktivasyonu oldugu ileri siiriilmiistii [128, 155-157].
Bundan yola c¢ikilarak, ¢aligmamizda kullanilan {i¢ farkli prostat kanser hiicre
hattinin (DU145, PC3, LNCaP) bazal NF-kB aktivasyon seviyeleri belirlendi. Bu
amagla, hiicreler NF-kB Lusiferaz Reporter Geni (AdNF-kBLuc) iceren bir
rekombinant adenovirus ile enfekte edildi. Enfeksiyondan 24 saat sonra, Reporter
Lizis Tamponlu Lusiferaz Deney Sistemi kullanilarak NF-kB Transkripsiyon
Aktivasyon Deneyleri gerceklestirildi. Deneyler sonucunda en yiiksek bazal NF-kB
aktivasyon seviyesinin DU145 hiicrelerinde oldugu gériildii (Sekil 4.1). Ikinci en
yiiksek seviye PC3 hiicrelerinde goriiliirken, en diisiik seviye LNCaP hiicrelerinde
goriildii. Enfeksiyondan 48 saat sonra gerceklestirilen lusiferaz deneylerinde, ¢ok
daha yiiksek oranda NF-kB aktivasyonu belirlenmesine ragmen, hiicreler arasindaki
NF-kB aktivasyon seviyesi siralamasi degismedi. Sonuglarimiz, DU145, PC3, ve
LNCaP hiicre hatlarinda hiicre i¢i siirekli NF-kB aktivasyon seviyelerinin farkli
oldugunu gosterdi.

4.2. Prostat Kanser Hiicreleri, Adenoviral Vektorler Tarafindan Esit Olarak

Transdiiksiyona Ugratildi.

Calismamizin ilk basamaginda prostat kanser hiicrelerinde bazal NF-kB
aktivasyon seviyelerinin farkli oldugu gosterilmisti. Gozlenen bu farkliliklarin
hiicrelerin adenoviruslar tarafindan farkli transdiiksiyonuna bagli olma ihtimalini
ortadan kaldirmak i¢in, hiicrelerin adenoviral vektorlerle transdiiksiyon etkinligine
bakildi. Hiicreler, Enhanced Green Fluorescent Proteini (EGFP) kodlayan
adenoviriislerle artan dozlarda enfekte edildi. Enfeksiyondan 48 saat sonra, EGFP
pozitif hiicrelerin yilizdesi floresan mikroskopi ile belirlendi (Sekil 4.2). Akis
sitometrisi analizi sonucu, her {i¢ prostat kanseri hiicre hattinda da esit seviyede viral
transdiiksiyon goriildii (Sekil 4.3). Bu deneyle aymi zamanda prostat kanser
hiicrelerinin adenoviral vektorlerle etkin transdiiksiyonu ic¢in gerekli optimum
enfeksiyon dozu da belirlendi. 5000 DNA partikiilii/hiicre MOI (Multiplicity of
Infection), hiicrelerin %90’mnin transdiiksiyona ugratilmasi i¢in yeterli oldu. 10000
DNA partikiilii/hiicre dozda ise, hiicrelerin hemen hemen %100’i enfekte oldu. Bu
sonuglar, her {i¢ hiicre hattinin da adenoviriislerle esit oranda ve etkin bir sekilde
transdiiksiyona ugratildigimi gosterdi. Dolayisiyla, prostat kanser hiicrelerinde bazal
NF-kB aktivasyon seviyelerinin farkli bulunmasimin, hiicrelerin adenoviriisler
tarafindan farkli transdiiksiyonuna bagli olmadig1 goriildii.
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4.3. Prostat Kanser Hiicreleri Degisken Derecede Adenoviriis Aracih TRAIL

Sitotoksisitesi Gosterdi.

Prostat kanser hiicreleri, TRAIL proteinini kodlayan AdShTRAIL veya kontrol
olarak AdCMVLacZ vektorleri ile artan dozlarda enfekte edildi. Enfeksiyondan 48
saat sonra, hiicre canlilik deneyleri gergeklestirildi. Floresan mikroskopi ile analiz
sonucu, prostat kanser hiicreleri arasinda LNCaP ve DU145’1n, hiicre bagina 10000
AdShTRAIL vektorii  verildiginde dahi Olmedikleri belirlendi (Sekil 4.4).
AdCMVLacZ enfeksiyonundan sonra da hiicre 6liimii gdzlenmedi (Sekil 4.5). Ote
yandan, PC3 hiicrelerinde, 5000 DNA partikiilii’hiicre MOI AdShTRAIL virtisii ile
enfeksiyon sonucu %63 oraninda hiicre 6liimii gozlendi. Viral vektdr dozu 10000
DNA partikiilii/hiicre MOI’a ¢ikarildiginda ise, %90 oraninda hiicre 6limii gozlendi
(Sekil 4.5). Bu sonuglara gore, DU145 ve LNCaP hiicre hatlar1 TRAIL’a yiiksek
derece diren¢li bulundu. PC3 hiicre hatti, DU145 ve LNCaP hiicrelerine oranla
onemli seviyede TRAIL duyarliligi gosterdi.

4.4. Prostat Kanser Hiicrelerinde Hiicre i¢ci NF-kB Aktivitesi, hTRAIL Sentezi
ile Artarken, IKKBKA Sentezi ile Azald1.

TRAIL yalanc1 reseptorii TRAIL-R4’iin ve TRAIL O6liim reseptorlerinin
(TRAIL R1 ve TRAIL-R2), NF-kB yollarmi aktive ettigi daha 6nce gosterilmisti
[121, 122]. Bu nedenle, hem TRAIL ile indiiklenen NF-kB aktivasyonu, hem de
hiicrenin endojen NF-kB durumu, prostat kanserinin TRAIL aracili tedavisinde
dikkate alinmasi gereken Onemli faktorlerdendir. Calismamizda, prostat kanser
hiicrelerinde TRAIL sentezi ile aktive olan NFkB aktivitesi arastirildi. Bu amacla,
DU145, PC3 ve LNCaP hiicreleri AANF-kBLuc ve AdShTRAIL vektorleri birlikte
kullanilarak enfekte edildi. Hiicre 6liimiiniin en az seviyede tutulabilmesi igin, hiicre
basia verilen AAShTRAIL dozu 1000 MOI’da sabit tutuldu. Enfeksiyondan 24 saat
sonra NFkB transkripsiyon aktivasyon deneyleri yapildi. Sonugta NFkB
aktivitesinin, sadece TRAIL’mn sentezinin arttig1 hiicrelerde yiikseldigi goriildii
(Sekil 4.6). IKK inhibe edici strateji araciligiyla NFkB inhibisyonunun derecesini
gorebilmek amaciyla, prostat kanser hiicre hatlart AdIKKBKA vektoriiniin artan
dozlan ile ve ayrica AANF-kBLuc ve AdShTRAIL vektorleri ile birlikte enfekte
edildi. TRAIL ile indiiklenen NFkB aktivitesinin her ii¢ hiicre hattinda da azaldigi,
hatta endojen NF-kB aktivitesinin de altina diistigii belirlendi (Sekil 4.6, A-C
Panelleri). Ote yandan, hiicreler kontrol olarak AdCMVLacZ viriisii ile enfekte
edildiginde benzer bir NFkB inhibe edici etki gbzlenmedi. Sonug olarak, prostat
kanser hiicrelerinde TRAIL sentezinin artisi, hiicre i¢i NF-kB aktivasyon
seviyelerinde artisa yol agti. Bunun yaninda IKK inhibe edici strateji, prostat kanser
hiicre hatlarinda hem TRAIL araciligiyla indiiklenen NF-kB aktivitesini, hem de
endojen NF-kB aktivitesini diigiiriicii etki gdsterdi.

4.5. IKKBKA Sentezi Yoluyla Fonksiyonel IKK inhibisyonu, Prostat Kanser
Hiicrelerini TRAIL Aracih Hiicre Oliimiine Karst Duyarh Hale Getirdi.
IKKB’ nin (AAIKKBKA) [128, 157] veya IkBa’nin (AdIkBaSR) [152] dominant

negatif mutantlarim1 kodlayan adenoviriislerle enfeksiyonun, akciger kanser hiicre

hatlarint TNF 6lim ligandina karsi duyarlilagtirmada basarili oldugu daha 6nce
gosterilmisti. Bazi kanser hiicrelerinde daha yiliksek bazal NFkB aktivitesi
oldugundan, NFkB bloke edici ajanlar, bu hiicreleri TRAIL 1n apoptozisi indiikleyici
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etkilerine karst duyarlilastirmada etkin bir strateji olabilir. Prostat kanser hiicre
hatlarinda IKK inhibisyonunun TRAIL’a direnglilige karsi etkisini aragtirmak
amaciyla, bu hiicre hatlar1 hem AdShTRAIL vektoriiniin 5000 MOI sabit dozu ile,
hem de AJIKKBKA viriisiiniin artan dozlar ile enfekte edildi. Deney sonucunda, her
iic hiicre hattinin da, hiicrenin baslangictaki endojen NFkB aktivasyonuna bagh
olmaksizin TRAIL’a duyarli hale geldigi goriildi (Sekil 4.7). DU145 ve LNCaP
hiicrelerinde, TRAIL sentezi varliginda hiicre basma 1000 MOI AdIKKBKA vektorii
verildiginde dahi %50 civarinda hiicre 6liimii gézlendi. PC3 hiicreleri TRAIL a zaten
duyarli oldugundan, DU145 ve LNCaP hiicrelerinin IKKBKA ile enfeksiyonu
sonucu TRAIL’a duyarlilasma derecesi, PC3 hiicrelerine oranla ¢ok daha fazla idi
(Sekil 4.8). Ote yandan, prostat kanser hiicreleri AJIKKBKA yerine AdACMVLacZ
viriisii ile enfekte edildiginde, hiicre Oliimii gozlenmedi. Bu sonuglar, IKK
inhibisyonu yoluyla NFkB’nin bloke edilmesinin, TRAIL direngliligi gosteren
prostat kanser hiicrelerini TRAIL’a duyarli hale getirmede etkin oldugunu
gostermektedir.

4.6. Prostat Kanser Hiicrelerinin Yalmzca AdIKKBKA Vektorleri ile

Enfeksiyonu Hiicre Oliimiine Yol A¢madi.

Daha onceki caligmalarda, prostat kanser hiicre hatlarinda gézlenen yiiksek
NF-kB aktivitesinin, IKK aktivitesindeki bir artistan kaynaklandigi 6ne siirlilmiistii
[149]. Bu nedenle, bu calismada IKK aktivitesi inhibisyonunun, tek basina prostat
kanser hiicrelerinin canlilik oran {izerine etkisi arastirildi. Bu amagla, prostat kanser
hiicreleri, IKK[B’nin dominant negatif mutantin1 kodlayan adenoviral vektorlerin
(AdIKKBKA) artan dozlartyla enfekte edildi. Enfeksiyondan 48 saat sonra, hiicre
canlilik oranlart floresan mikroskop altinda belirlendi. PC3 hiicrelerinde goézlenen
TRAIL sitotoksisitesinin tersine, prostat kanser hiicre hatlarinin higbirinde, hiicre
basma 10000 AdJIKKPBKA viriisii verildiginde dahi, hiicre canlilik seviyesinde
azalma goriilmedi (Sekil 4.9). Bu sonuglar, prostat kanser hiicrelerinin AdIKKKA
virlsleri ile tek basima enfeksiyonu sonucunda onemli derecede hiicre Oliimii
gerceklesmedigini gosterdi.

4.7. AdShTRAIL ve AdIKKBKA’nin Birlikte Enfeksiyonu Sonucu, Prostat

Kanser Hiicre Hatlarinda Apoptotik Oliim Gerceklesti.

Prostat kanser hiicrelerinde IKK inhibisyonu altinda TRAIL’mn indiikledigi
hiicre Oliimiiniin molekiiler mekanizmasininin a¢iga ¢ikarilmasi icin, DU145
hiicrelerinde Anneksin V boyama yoluyla apoptotik 6liim oranm 6l¢iildii. Bu amagla,
AdShTRAIL ve AJIKKBKA vektorleri ayri olarak ya da birarada DU145 hiicrelerine
enfekte edildi. Enfeksiyondan 35 saat sonra Anneksin V baglanma deneyleri
gergeklestirildi, ve baglanma oranlar akis sitometrisi ile analiz edildi. Sonugta
AdShTRAIL veya AdIKKBKA enfeksiyonu tek basina 6nemli derecede Anneksin V
baglanma gostermedi. Ancak, hiicreler AdShTRAIL ve AdIKKBKA ile birlikte
enfekte edildiginde, dnemli seviyede Anneksin V baglanmas1 gortildi (Sekil 4.10).
Bu durum, AdIKKBKA araciligiyla IKK inhibisyonu sonucu prostat kanser
hiicrelerinin apoptotik yollu hiicre &liimiine gittiginin gostergesidir. Ote yandan,
AdShTRAIL ile birlikte AACMVLacZ enfeksiyonu 6nemli seviyede Anneksin V
baglanma seviyesi gostermedi. Bdylece, IKK inhibisyonu yoklugunda DU145
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hiicrelerinin TRAIL’a olduk¢a direngli oldugu goriildii. Tiim bu sonuglar, IKK
inhibisyonu altinda TRAIL’1n indiikledigi hiicre 6liim mekanizmasinin apoptozis
oldugunu gosterdi.

4.8. Prostat Kanser Hiicre Hatlarinda Birbirinden Farkhh TRAIL Reseptor

Kompozisyonlar: Belirlendi.

Prostat kanser hiicre hatlarinda TRAIL reseptorlerinin sentez profillerinin
belirlenmesi i¢in, spesifik primer ve prob setleri kullanilarak Ger¢ek Zamanli RT-
PCR deneyi gergeklestirildi. Deneyler sonucunda, calisilan tiim hiicre hatlarinda
TRAIL-R2 sentez diizeyi, TRAIL-R1 sentez seviyesinden oldukea yiiksek bulundu.
TRAIL’a duyarli olan PC3 hiicrelerinde, TRAIL’a direncli olan DU145 ve LNCaP
hiicre hatlarina gére TRAIL-R2 sentez seviyesi daha yiiksek bulundu (Sekil 4.11).
PC3 hiicrelerinde ¢ok diisiik seviyelerde TRAIL-R3 sentezi goriilmesine ragmen,
TRAIL-R4 sentezi gozlenmedi. Ayrica, TRAIL’a direngli DU145 ve LNCaP
hiicrelerinde, her iki yalanci reseptorin de (TRAIL-R3 ve TRAIL-R4) 6nemli
seviyede sentez edildigi goriildii.

Gercek Zamanli RT-PCR, mRNA seviyesinde gen sentezinin miktar tayininde
yararli olmasma ragmen, hiicre icindeki gen sentezi, protein bazinda hiicre
ylizeyindeki reseptor sentezi ile mutlak uyumlu olmayabilir. Bu nedenle, prostat
kanser hiicrelerinin ylizeyinde hangi TRAIL reseptorlerinin sentez edildigi ve sentez
seviyeleri akig sitometrisi aracilifiyla belirlendi. Analiz sonucunda, PC3 hiicrelerinin
ylizeyinde TRAIL o6liim reseptorlerinin  (TRAIL-R1 ve TRAIL-R2) sentezi
belirlendi, ancak 6lgiilebilir yalanci reseptor sentezi gdzlenmedi (Sekil 4.12). DU145
(Sekil 4.12) ve LNCaP hiicrelerinde (Sekil 4.13) her iki tip TRAIL o6lim
reseptoriiniin de sentezinin oldugu, ancak PC3 hiicrelerinin tersine, bu hiicrelerde
onemli miktarda TRAIL-R4 yalanci reseptor sentezi gergeklestigi gozlendi. Ayrica,
LNCaP hiicrelerinin yiizeyinde diisiik seviyede TRAIL-R3 yalanci reseptor sentezi
belirlenmesine ragmen, DU145 ve PC3 hiicrelerinde bdyle bir durum goézlenmedi.
Sonug olarak, TRAIL’a diren¢li DU145 ve LNCaP hiicre hatlarinda TRAIL yalanci
reseptor sentez seviyelerinin, TRAIL’a duyarlilik gosteren PC3 hiicre hattina gore
belirgin oranda yiiksek oldugu goriildii.
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Sekil 4.1. Prostat kanser hiicre hatlarinda endojen NF-kB seviyeleri. Endojen NF-kB seviyeleri,
AdNFkBLuc aktivasyonundan 24 saat sonra lusiferaz aktivitelerinin Olgiilmesi ile
belirlendi. Enfekte edilen hiicre hatlari, x ekseninde verilmistir. Mikrogram protein basina
diisen Rolatif Istk Birimi (RLU, Relative Light Units) olarak ifade edilen lusiferaz
aktivitesi, y ekseninde verilmistir. Veriler, altt bagimsiz verinin ortalamasini (£ SEM)
temsil etmektedir. ANOVA ve Tukey ¢oklu karsilagtirma testi kullanilarak DU145 ile PC3
ve LNCaP hiicreleri arasindaki istatistiksel farklilik belirlenmistir. *p < 0.01
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Sekil 4.2. Prostat karsinoma hiicrelerinin birinci generasyon rekombinant adenoviral vektorler ile
transdiiksiyonu. Prostat kanser hiicreleri EGFP reporter geni igeren adenoviriislerle enfekte
edildikten 48 saat sonra viral transdiiksiyon oranlarmma bakildi. Sekilde, adenoviral
transdiiksiyonlarin floresan fotograflar1 goriilmektedir. Enfeksiyonda kullanilan viriislerin
MOI degerleri (DNA partikiiliv/hiicre), resmin {ist kisminda verilmistir.
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Sekil 4.3. Prostat kanser hiicrelerinin adenoviral vektorlerle transdiiksiyon etkinliklerinin akis
sitometri ile degerlendirmesi. Panel A’da DU145 hiicrelerinin, Panel B’de PC3 hiicrelerinin,
Panel C’de ise LNCaP hiicrelerinin AAEGFP ile transdiiksiyonlarinin akis sitometrik analiz
sonuglart gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Prostat kanser hiicrelerinin TRAIL duyarlilik seviyeleri. DU145, PC3 ve LNCaP hiicreleri,
artan konsantrasyonlarda AdShTRAIL ve kontrol olarak AJCMVLacZ adenoviral vektorleri
ile enfekte edildi. Enfeksiyondan 48 saat sonra hiicre canlilik deneyi gerceklestirildi. Sekilde,
AdShTRAIL ile enfeksiyon sonuglart goriilmektedir. Fotograflar FITC kanalinda ¢ekilmistir.
Seklin iist kisminda, uygulanan vektor dozlart MOI olarak (DNA partikiilii/hiicre) verilmistir.
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Sekil 4.5. Hiicre canlilik deneylerinin kantitatif sonuglari. LacZ siitunu, 10000 DNA partikiilii/hiicre
MOI konsantrasyonda AdCMVLacZ vektorii ile enfeksiyon sonuglarini gostermektedir.
Hiicre canlilik deneyleri tiger set halinde gergeklestirildi, ve ikiser kez tekrar edildi. Degerler,
alt1 bagimsiz verinin ortalamasini (£S.E.M) temsil etmektedir.
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Sekil 4.6. Prostat kanser hiicrelerinde hTRAIL ve IKKBKA sentezinin NF-kB aktivasyonu {izerine
etkisi. DU145 (Panel A), PC3 (Panel B) ve LNCaP (Panel C) hiicre hatlari, AANFkBLuc,
Ad5ShTRAIL, ve/veya AdIKKBKA’nin artan dozlart ile enfekte edildi. Kontrol olarak
AdCMVLacZ virtsleri kullanildi. Enfeksiyondan 24 saat sonra hiicrelerde NF-kB
aktivitesine bakildi. Kullanilan viral vektorler ve viral MOI degerleri (DNA
partikiilivhiicre), x ekseninde verilmigtir. y ekseninde lusiferaz aktivitesi (RLU/pg),
gosterilmektedir. Degerler, alt1 bagimsiz verinin ortalamasini (+S.E.M) temsil etmektedir.
Hiicrelerin AdNFkBLuc ile ve AANFkBLuc ve AdShTRAIL ile enfeksiyon sonuglari
arasindaki farkliliklarin agiga ¢ikarilmast i¢in “student’s t test” kullanilmigtir *p<0.05.
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Sekil 4.7. Adenoviral vektorler yoluyla IKKBKA sentezinin, prostat kanser hiicre hatlarinda TRAIL
direngliligi iizerine etkisi. DU145, PC3 ve LNCaP hiicre hatlari, 5000 DNA partikiilii/hiicre
sabit MOI’da AdShTRAIL ile birlikte, IKKf’nin dominant negatif mutantini (AdIKKBKA)
veya AdIKKBKA yerine kontrol olarak LacZ’yi (AdCMVLacZ) kodlayan adenoviral
vektorlerlerin artan dozlari ile enfekte edildi. Sekilde, AAShTRAIL ve AdIKKBKA’nin
birlikte kullanildigi enfeksiyondan 48 saat sonra gerceklestirilen hiicre canlilik deneyi
sonuglart goriilmektedir.
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Sekil 4.8. IKKBKA sentezinin TRAIL direngliligi tizerine etkisinin kantitatif olarak degerlendirilmesi.
DU145, PC3 ve LNCaP hiicreleri, AAShTRAIL ile birlikte AJIKKBKA ile, veya kontrol
olarak AdIKKBKA yerine AACMVLacZ adenoviral vektorleri ile enfekte edildikten 48 saat
sonra canli hiicre oranina bakildi. Sekilde, floresan mikroskop altinda 20x biiyiitmede canli
hiicre sayim1 sonuclar1 goriilmektedir. Uygulanan viral dozlar, x ekseninde MOI olarak
(DNA partikiilivhiicre) verilmistir. Degerler, alti bagimsiz verinin ortalamasini (+S.E.M)
temsil etmektedir.
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Sekil 4.9. Tek basina AdIKKBKA enfeksiyonunun prostat kanser hiicreleri iizerindeki etkisi. Prostat
kanser hiicre hatlar1, artan dozlarda AdIKKBKA veya kontrol olarak AdCMVLacZ
adenoviral vektorleri ile enfekte edildi. Enfeksiyondan 48 saat sonra hiicre canlilik deneyi
yapildi. Floresan fotograflarin iist kisminda, kullanilan viral dozlar MOI olarak (DNA
partikiili/hiicre) verilmistir. Deneyler, ii¢lii setler halinde ikiser kez tekrar edilmistir.
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Sekil 4.10. DU145 prostat kanser hiicre hattinda TRAIL ve IKKBKA aracili apoptozisin gosterilmesi.
DU145 hiicreleri, AAShTRAIL, AdIKKBKA, ve negatif kontrol olarak AdCMVLacZ
virtisleri ile belirtilen sekillerde enfekte edildi. Sekilde aksi belirtilmedikge viral vektorler
5000 DNA partikiilii‘hiicre MOI’da kullanilmistir. Enfekte edilen DU145 hiicreleri, FITC
ile konjuge Anneksin V ve Propidium lodide (PI) ile boyandi, ve akis sitometrisi ile analiz
edildi. Enfekte edilmeyen ancak FITC-Anneksin V ve PI boyali hiicreler kontrol olarak
kullanildi. Her bir histogramda, 10* DU145 hiicresi analize dahil edilmistir. Histogramlar,
aciklik amaciyla iki panel halinde gosterilmistir. Uygulama sartlari, Panel A’da
gosterilmigtir. Anneksin V baglanma deneyi, li¢ kez tekrar edilmistir.
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Sekil 4.11. Prostat karsinoma hiicre hatlarinda TRAIL reseptor mRNA diizeyleri. Prostat kanser
hiicrelerinde TRAIL reseptorlerinin sentez seviyelerini belirlemek i¢in total RNA’dan
kantitatif Gergek Zamanli RT-PCR deneyleri gerceklestirildi. Sentez oranlarinin
karsilastirilmasi i¢in standart egri yaratmak amaciyla klonlanmig bir ribozomal cDNA
fragmenti kullanildi. Sekilde, 25 pg ribozomal cDNA’ya karsilik gelen TRAIL reseptér
seviyeleri gosterilmektedir. Her TagMan deneyine i¢ kontrol olarak ribozomal RNA
primerleri ve problar1 eklenmistir. Sekildeki ok, PC3 hiicrelerinde TRAIL-R4 sentezinin
yokluguna isaret etmektedir.
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Sekil 4.12. DU145 ve PC3 hiicre yiizeylerinde TRAIL reseptorlerinin sentez seviyeleri. TRAIL
reseptorlerinin DU145 (Panel A) ve PC3 hiicre (Panel B) yiizeylerindeki sentez seviyeleri,
her bir TRAIL reseptorii igin spesifik monoklonal antikor kullanilarak belirlendi. Renkli
cizgiler, deneysel parametreleri gostermektedir. Gri: Izotip spesifik kontrol, Mavi: TRAIL-
R1, Kirmizi: TRAIL-R2, Kestane rengi: TRAIL-R3, Yesil: TRAIL-R4. Her histogram i¢in
10* hiicre analize dahil edilmistir. Herbir deney ii¢ kez tekrar edilmistir.
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Sekil 4.13. LNCaP hiicre hattinda TRAIL reseptdrlerinin hiicre yiizeyindeki sentez seviyeleri. LNCaP
hiicrelerinde TRAIL reseptorlerinin hiicre yiizeyindeki sentez seviyeleri, her bir reseptor
icin spesifik monoklonal antikor kullanilarak belirlendi. Renkli ¢izgiler, deneysel
parametreleri gostermektedir. Gri: Izotip spesifik kontrol, Mavi: TRAIL-R1, Kirmiz:
TRAIL-R2, Kestane rengi: TRAIL-R3, Yesil: TRAIL-R4. Her histogram igin 10* hiicre
analize dahil edilmistir. Herbir deney ii¢ kez tekrar edilmistir.
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TARTISMA ve SONUCLAR

Prostat kanseri, bati iilkelerinde erkekler arasinda en yaygin olarak goriilen
kanserdir, ve erkeklerde kanser sebebiyle 6liimlerde ikinci sirada yer almaktadir [2].
fleri evre prostat kanserinin tedavisinde mevcut tedavi yontemleri hastalarm yasam
stiresini uzatmada yeterli olmadigindan, 6lim ligantlarinin adenoviral yollarla prostat
kanser hiicrelerine aktarimi, mevcut yontemleri tamamlayici bir tedavi metodu olarak
disiiniilmektedir [128]. TRAIL o6liim ligand1 prostat kanserinin tedavisi igin {imit
verici bir molekiildiir. Ancak bazi prostat kanser hiicre hatlarinin TRAIL’a direngli
oldugu gosterilmistir. Bu direnclilikten ise, hiicrelerde belirlenen siirekli Akt kinaz
aktivitesinin sorumlu oldugu bildirilmistir [114]. Demarchi ve arkadaslar1 tarafindan,
NF-kB’nin Akt aracilifiyla aktivasyonunda IkB Kinaz’in (IKK) rol aldigi ileri
siriilmistiir [159]. Ayrica prostat kanser hiicrelerinde yiiksek IKK aktivitesinin
stirekli NF-kB aktivasyonu ile sonuclanabilecegi bildirilmistir [149]. Calismamizda,
bu bulgular 1s181inda prostat kanser hiicre hatlarinin IKKp’nin dominant negatif
mutantini  (AdIKKBKA) ve insan fonksiyonel TRAIL molekiiliinii kodlayan
(AdShTRAIL) adenoviriislerle birlikte enfekte edilmesinin prostat kanser hiicrelerini
TRAIL’a duyarlhi hale getirip getiremeyecegini test etmek istedik. Hipotezimizin
dogrulugunu arastirmak igin, ii¢ farkl ileri evre prostat kanser hiicre hatti kullandik
(DU145, PC3, LNCaP).

[leri evre prostat kanseri, tedavide en ¢ok zorluk yasanan hastalik evresidir. Bu
evrede tiimor hiicrelerinin androjen bagimliliklarim1 kaybetmeleri de, tedaviyi
zorlagtiric1 6nemli faktorlerdendir [60, 61]. Bu nedenle, mevcut tedavi yontemlerini
tamamlayici1 gen tedavi yaklasimlar1 gelistirmeyi amagladigimiz ¢calismamizda, ileri
evre prostat kanser hiicre hatlar1 kullanildi. Bu hiicrelerden DU145 ve PC3 androjen
bagimsiz, ve LNCaP androjen bagimli hiicre hatlaridir. Androjen bagimli ve
bagimsiz hiicre hatlarinin birarada kullanimi, androjen bagimlilik durumunun TRAIL
direngliligi ve TRAIL direngliligini kirma metodlarmin etkinligi tizerindeki etkisine
bakmamizi saglamistir. Bahsedilen durumlar arasinda bir iliski gozlenmemistir.

NF-kB transkripsiyon faktorlerinin, farkli hiicrelerde ¢ogunlukla apoptozisi
bloke edici diizenleyici molekiiller olarak rol aldiklar1 bilinmektedir. Prostat kanser
hiicrelerinde TRAIL direngliliginden sorumlu tutulan Akt kinaz enzimi, NF-kB
transkripsiyon faktoriiniin regiilatoriidiir [160, 161]. Dolayistyla Akt aktivasyonunda
artig, prostat kanser hiicrelerinde NF-kB aktivitesinde de artisa yol agmaktadir.
Ornegin Oya M. ve arkadaslar;, TRAIL’a direngli renal karsinoma hiicre hatlarinda
siirekli NF-kB aktivasyonu oldugunu gostermis, ve NF-kB’nin, TRAIL direnglilik
mekanizmasi altinda yatan anahtar molekiill oldugunu bildirmistir. Caligmada,
TRAIL’a duyarli renal karsinoma hiicre hatlarinda NF-kB aktivasyonu diisiik
bulunurken, TRAIL’a direngli renal karsinoma hiicre hatlarinda ise yiiksek NF-kB
aktivasyonu gosterilmistir [155]. Bu nedenle ¢alismamizda birinci basamak olarak,
DU145, PC3, ve LNCaP prostat kanser hiicre hatlarinda TRAIL direngliliginden
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sorumlu olabilecek endojen NF-kB aktivasyon diizeyleri NF-kB transkripsiyon
aktivasyon deneyleri ile belirlendi (Sekil 4.1). Deneysel sartlarimizda, en yiiksek
endojen NF-kB aktivitesi DU145 hiicrelerinde goriiliirken, bu hiicreleri PC3 ve
LNCaP hiicre hatlarinin izledigi goriildii. Hiicreler arasinda hiicre i¢i siirekli NF-kB
aktivasyon seviyeleri agisindan farklilik bulunmasinin yaninda, her ii¢ hiicre hattinda
da yiikksek NF-kB seviyesinin bulunmasi, TRAIL direncliligi acisindan 6nemli
olabilir. Palayoor ve ark. ile Gasparian ve arkadaglar1 da, Mobility Shift deneyleri
kullandiklar c¢aligmalarinda bizim bulgularimizla uyumlu olarak PC3 ve DU145
hiicrelerinde endojen NF-kB aktivitesini yiiksek bulurken, LNCaP hiicrelerinde NF-
kB aktivasyonunun daha diisiik oldugunu bildirmislerdir [ 149, 162].

Calismamizin bir sonraki agamasinda, prostat kanser hiicre hatlari, TRAIL’a
direnclilikleri agisindan incelendi. Hiicre canlilik deneyleri sonucunda, DU145 ve
LNCaP hiicrelerinin AdShTRAIL ile indiiklenen apoptozise direngli oldugu, PC3
hiicrelerinin ise 6nemli seviyede TRAIL duyarliligi gosterdigi goriildii. Bizim
bulgularimizin aksine, Nesterov ve arkadaglari, DU145 hiicre hattinin ¢oziilebilir
TRAIL’a yiiksek oranda duyarli oldugunu bildirmistir [114]. Bu calismada PC3
hiicre hatt1 da TRAIL a yiiksek oranda duyarli bulunmus, ancak baska bir ¢aligmada
PC3 hiicrelerinde orta derecede TRAIL duyarliligi gézlenmistir [163]. Bu ¢alismada
da c¢oziilebilir TRAIL proteini kullanilmigtir. Nesterov ve arkadaslarinin
caligmasinda LNCaP hiicre hattinin ise, bizim bulgularimizla uyumlu olarak
TRAIL’a direngli oldugu bulunmustur. Bunun yaninda, Voelkel-Johnson ve
arkadaslari, c¢aligmalarinda DU145 ve LNCaP hiicrelerinin Ad-IRES-TRAIL ile
indiiklenen apoptozise duyarli oldugunu gostermistir [113]. Ayrica, Beresford ve
ark.’nin yaptig1 bir caligsmada PC3 hiicrelerinin ¢oziilebilir TRAIL’a direngli oldugu
bildirilmistir [164]. Nesterov ve arkadaslari ile Thakkar ve arkadaslarinin ¢aligsmalari
ile bizim bulgularimiz arasindaki farkliliklarin, fonksiyonel calismalarda kullanilan
farkli TRAIL formundan kaynaklandig1 disiiniilebilir. Bahsedilen her iki ¢alismada
da in vitro olarak saflastirllmis ¢oziilebilir TRAIL kullanilmistir. Ayrica kullanilan
TRAIL molekiillerinin biri mayadan [114], digeri de E.coli’den saflastirilmistir
[163]. In vitro ¢aligmalarda kullanilan vektorlerin, in vivo ¢aligmalar i¢in de uygun
olmasi gerektigi aciktir. Ancak ¢oziilebilir TRAIL proteininin kan dolagimindaki yar1
omrii sinirhdir. Intravendz olarak verilen ¢oziilebilir TRAIL proteinin biiyiik bir
kismi, 5 saat icinde atilmaktadir, dolayisiyla tiimor olusumunu engellemek icin
ylksek miktarlarda kullanilmasi gerekir. Voelkel-Johnson ve arkadaslari ile
Beresford ve arkadaslarinin ¢aligmalarinda elde edilen bulgularla bizim bulgularimiz
arasindaki farkliliklarin ise, enfeksiyonda kullanilan viriisiin fonksiyonel titresinden
kaynaklandig diisiiniilebilir.

Caligmamizda, TRAIL’a direnglilik gosteren DU145 ve LNCaP hiicrelerinde
gozlenen yiiksek hiicre i¢ci NF-kB aktivasyonu, TRAIL direngliligi ile uyumlu
goriilmektedir. Ancak TRAIL’a direngli LNCaP’te hiicre i¢i NF-kB aktivasyonu,
DU145’a gore diisiik bulunmustur. PC3 hiicreleri ise, LNCaP hiicrelerine gore
yiiksek hiicre i¢ci NF-kB aktivasyonuna sahip olmasina ragmen g¢alismamizda
TRAIL’a 6nemli oranda duyarlilik gdstermistir. Bu bulgular, hiicrelerde TRAIL
direncliliginden tamamen hiicre i¢i NF-kB aktivasyon seviyelerinin sorumlu
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tutulamayacagini, bilinmeyen bagka faktorlerin de bu direnglilikte etkili oldugunu
gostermektedir.

Onceki calismalarda, TRAIL’a direncli tiimér hiicre hatlarinda TRAIL-R1 ve
TRAIL-R2 6liim reseptorlerinin ve TRAIL-R4 yalanci reseptor aktivasyonunun da
NF-kB sinyal yolunu stimiile ederek hiicre ici NF-kB aktivasyonunu artirabilecegi
bildirilmistir [121, 122, 156]. TRAIL indiiksiyonunun hem apoptotik hem de anti-
apoptotik yollar aktive edebilmesi, TRAIL’1n da Tumor Necrosis Factor (TNF) gibi
kendi apoptotik etkisini anti-apoptotik yollar1 indiikleyerek notralize ettigine isarettir.
Bu bulgular 1s1ginda g¢aligmamizda TRAIL’m indiikledigi NF-kB aktivasyon
seviyeleri aragtirildiginda, hiicrelere TRAIL aktariminin, her ii¢ hiicre hattinda da
endojen NF-kB aktivasyonunda artig meydana getirdigi goriildii (Sekil 4.6).

Son yillarda, kanser hiicrelerindeki apoptotik ligand direngliligini kirmak i¢in,
iyonize radyasyon ve kemoterapotik ajanlarin kullanimi gibi yontemler {izerinde
calistimistir. Ornegin Mitsiades ve ark., multiple myeloma (MM) hiicre hatlarinin,
TRAIL uygulamas1 oncesinde, TRAIL-R2 sentezini artiran Doxorubicin ile
muamelesinin MM hiicrelerinde TRAIL duyarliligini 6nemli oranda artirdigini
gostermistir [165]. Ayrica, genotoksik ajan etopozitin epitel hiicre kdkenli kanser
hiicre hatlarinda TRAIL-R1 ve TRAIL-R2 sentezini artirdigi, ve TRAIL’a duyarlilik
sagladig1 gosterilmistir [142]. Bunun yaninda, bir bagka apoptotik ligand olan TNF
tarafindan indiikklenen apoptozisin, NF-kB aktivasyonu ile engellenebilecegi
bildirilmis, ve farkli stratejilerle bu direnglilik kirilmaya c¢alisilmistir. Ornegin
akciger kanser hiicrelerinde adenoviriisler araciligiyla IKKBKA [150, 151] veya
IkBaSR [158] aktarimi gibi NF-kB aktivitesini inhibe edici yaklagimlarin etkisi
arastirllmistir. Bu caligmalarda, akciger hiicreleri basarili bir sekilde TNF’e duyarl
hale getirilmistir. Prostat kanser hiicrelerinde siirekli hiicre i¢i NF-kB aktivitesinden
IKK aktivitesindeki artisin sorumlu oldugu bildirildiginden [149], calismamizda IKK
inhibisyonunu igeren bir gen tedavi yaklagimi kullanarak prostat kanser hiicrelerini
TRAIL’a duyarli hale getirebilecegimizi diisiindiik. Sekil 4.7°de goriildiigli gibi,
TRAIL’a direncli olan DU145 ve LNCaP hiicre hatlari, IKKf’nin dominant negatif
mutantini sentez eden bir NF-kB inhibe edici vektor (AdIKKBKA) ile birlikte
enfekte edildiklerinde AdShTRAIL aracili apoptozise duyarli hale geldi. TRAIL’a
orta derecede duyarlilik gosteren PC3 hiicreleri ise, bahsedilen strateji ile TRAIL’a
tam duyarli hale geldi. Prostat kanser hiicrelerinin AdIKKBKA viriisii ile tek bagina
enfeksiyonu ise hiicre 6liimiine yol agmadi (Sekil 4.9).

Onceleri yapilan ¢alismalarda, TRAIL-R3 ve TRAIL-R4 yalanci reseptorlerine
ait mRNA’larmin  ¢ogunlukla normal hiicrelerde bulundugu, ancak tiimor
hiicrelerinde bulunmadig: bildirilmisti [117, 118]. Bu nedenle, TRAIL reseptdrlerinin
hiicrelerde dagiliminin, TRAIL araciligiyla indiiklenen apoptozisi regiile eden faktor
oldugu diisiiniilmiistii. Bu hipotezle uyumlu olarak, endojen TRAIL-R4 yalanci
reseptorleri olmayan melanoma hiicrelerinde TRAIL-R4 sentezinin transfeksiyon
deneyleri ile geri kazandirilmasinin, hiicreleri TRAIL’a duyarh fenotipten TRAIL’a
direngli fenotipe gecirdigi gosterilmistir [166]. Ancak, farkli orijinli kanser hiicre
hatlarinda yapilan g¢aligmalar, hiicre yiizeyindeki yalanci reseptorlerin sentezinin
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artmas1 veya azalmasi ile TRAIL duyarliligi arasinda bir iliski gosterememistir.
Ornegin insan melanoma hiicre hatlarinda TRAIL reseptdr mRNA’larmin seviyeleri
aragtirildiginda, TRAIL yalanci reseptorleri ile TRAIL’a direnclilik ya da duyarlilik
arasinda bir iliski gosterilememistir [167]. Bunun yaninda, melanoma, kolon
karsinoma, meme adenokarsinoma, ve akciger adenokarsinoma gibi tiimor hiicre
hatlarinda uygulanan regiiler RT-PCR deneyleri, TRAIL direngliligi ile TRAIL
yalanci reseptr gen sentezleri arasinda herhangi bir iligki aciga ¢ikarmamistir [97].
Calismamizda, TRAIL direngliligi ile ilgili olarak NF-kB disinda diger olasiliklari
arastirmak icin, ileri evre prostat kanser hiicre hatlari TRAIL reseptor sentez
diizeyleri acisindan incelendi. TRAIL reseptér gen sentezinin miktarini belirlemek
icin, her TRAIL reseptoriine spesifik prob setleri kullanilarak bir kantitatif Gergek
Zamanlt RT-PCR deneyi gerceklestirildi (Sekil 4.11). Deneyler sonucunda, sadece
TRAIL’a direngli hiicre hatlar1 olan DU145 ve LNCaP hiicrelerinde 6nemli seviyede
TRAIL-R3 ve TRAIL-R4 sentezi belirlendi. PC3 hiicrelerinde TRAIL-R4 reseptor
sentezinin olmamasimin nedeni heniiz bilinmemektedir. Ancak, yakin tarihli bir
calismada, TRAIL yalanci reseptorlerinin susturulmasina neden olan anormal
promotor metilasyonunun prostat kanseri de dahil olmak tizere birgok kanser tipinde
sik olarak goriildiigii (%60) bildirilmistir [120]. Griffith ve arkadaglarinin
calismalarinda TRAIL reseptor sentez diizeyleri, regiiler RT-PCR ile aragtirilmistir.
Regiiler RT-PCR deneyi her ne kadar bilgi verici olsa da, hiicre yiizeyinde sunulan
reseptor miktarlart hakkinda kantitatif bilgi saglayamaz. Ancak kanser hiicrelerinde
sentezlenen TRAIL 6liim reseptorlerinin ve yalanci reseptorlerin orani hiicrelerin
TRAIL’a direncliligini etkileyebilecek onemli bir faktordiir. Bu nedenle, reseptor
sentez seviyelerinin Ger¢gek Zamanli RT-PCR ile arastirilmasi gerekmektedir.

mRNA seviyeleri, her zaman hiicre ylizeyindeki protein sentez seviyelerini
yansitmayacagi icin, akig sitometrisi analizi ile hiicre yiizeyindeki TRAIL reseptor
sentez seviyeleri belirlendi (Sekil 4.12, 4.13). Sadece TRAIL’a direngli olan DU145
(Sekil 4.12, Panel A) ve LNCaP (Sekil 4.13) hiicrelerinde 6nemli miktarda
TRAIL-R4 sentezi oldugu goriildii. TRAIL’a duyarhi PC3 hiicrelerinde ise benzer bir
durum goézlenmedi (Sekil 4.12, Panel B). Ayrica, DU145 ve PC3 hiicrelerindekinin
tersine, TRAIL-R3 yalanci reseptoriiniin sadece LNCaP hiicrelerinde sentez edildigi
belirlendi (Sekil 4.13).

Yakin tarihli bir calismada, Perlman ve arkadaslari, rématoid artrit sinovial
fibroblastlarinda O6liim reseptorlerinin  yoklugunun TRAIL direngliligine sebep
oldugunu bildirmistir [168]. Bizim ¢alismamizda ise, 6liim reseptorleri yoklugundan
ziyade yalanci reseptorlerin  varligimin prostat kanser hiicrelerinde TRAIL
direngliligine sebep oldugu sonucuna varildi. Bu bulgularla uyumlu olarak,
TRAIL-R3 veya TRAIL-R4 yalanci reseptorleri ile transfekte edilen TRAIL’a
duyarl hiicrelerde apoptotik hiicre 6limiinde azalma gézlenmistir [117, 118]. Bunun
yaninda, TRAIL-R4 yalanct reseptoriiniin, hiicreleri TRAIL-aracili apoptozisten
korumada TRAIL-R3’e gore daha etkili oldugu bildirilmistir [117]. Bizim
calisgmamizda da, TRAIL’a direngli hiicre hatlar1 olan DUI145 ile LNCaP’te
TRAIL-R4 reseptor sentez seviyesi, TRAIL-R3 reseptor seviyesine gore oldukea
yiiksek bulunmustur (Sekil 4.12 ve Sekil 4.13).
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Sonuglarimiza gore, hem TRAIL yalanci reseptdr kompozisyonu, hem de hiicre
ici NF-kB aktivitesi, prostat kanser hiicrelerinde TRAIL direngliligine katkida
bulunan iki énemli faktordiir. Ayrica, hiicrelerdeki NF-kB aktivasyon diizeylerine,
reseptOr sentez profillerine veya androjen bagimlilik durumlarina bakilmaksizin, IKK
inhibe edici stratejilerin, TRAIL direncliligini kirmada oldukg¢a etkili oldugu
goriilmiistiir.  Calismamiz, prostat kanser hiicrelerinde TRAIL reseptor
kompozisyonu ile TRAIL direngliligi arasinda anlaml bir iligski ac¢iga cikarmistir.
Bunun yaninda, ¢alismamiz, AdShTRAIL ve AdIKKBKA ikili vektor sistemi ile
prostat kanser hiicrelerinde TRAIL duyarliligi kazandiran ilk c¢alisma olmasi
acgisindan da onemlidir. Bu bulgular 1s18inda, IKK inhibisyonu altinda adenoviral
yolla TRAIL gen aktarimi, prostat kanserli hastalarda TRAIL’1n terapotik indeksini
genisletmede degerli bir yaklagim olacaktir.
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