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ONSOZ ve TESEKKUR

“Tabiat, sirlarint bakmasini bilene agiklarmus.
Yorulmadan, bikmadan,

goriintise kapilmadan bakmaliyim ben de.”
<O0guz Atay, Tutunamayanlar>

Evrende var olan her cismin, tim uzamsal sinirlara karsi, birbirleri ile bir
sekilde kaotik ve indeterminist iliskiler yumagi igerisinde olmasi, ¢ogunun dile
getirmekten korktugu fakat geriye kalanlarin ise siki sikiya sarildigi bir teselli
kaynagidir. Kelimelerin yazilmasi, sonuglarin ve bulgularin degerlendirilmesi elbette
Ki binlerce saat harcanan bir ¢abanin iriiniidiir. Fakat kesinlikle, tezin yazimindan
ziyade, tezin nasil yazildigi daha 6nemlidir. En ufak detaylarin, en 6nemsiz goriilen
nesnelerin, biitiin adina ne derece 6énemli oldugu, biitiin bunlarin yasamlarimizi nasil
sekillendirdigi belki de tiim tezlerin farkina varilmayan alt metnidir ancak bir tez, tez
gibi yazilmalidir. Bu nedenle kendimi Antoine de Saint-Exupéry’den kiigiik alint1 ile
teselli etmek istiyorum; “Hi¢ kimsenin kitabimi 6zensizce okumasini istemem

dogrusu”.

Kanserli hiicre/hiicre topluluklari, aralarinda sir gibi sakladiklar1 bir amag
ugruna var olmaya caligan, ‘saglikli’’ hiicre normlarina uymayarak son anlarina dek
kararli bir bigimde yasama tutunan, gizli bir toplulugun tyesi gibidirler. Eger
fizyolojik faaliyetler, organizmalarin hayatta kalabilmek i¢in yirittiikleri eylemler
biitiinii ise, olaya kanser agisindan baktigimizda mutant hiicrelerin hayatta
kalabilmek i¢in bir takim modifiye fizyolojik yontemler kullanmalart gerektigini
diisinebiliriz. Bu yoniiyle mutant hiicreler, resme uzaktan bakildiginda, sahip
olduklar: tiim diren¢ mekanizmalari ile bir erek ugruna fiiliyat gosterdikleri hissiyati
uyandirirlar. Eger resme biraz yakinlasirsak, mekanizmalarin sinirlarinin keskin bir
bi¢cimde ayrilmadigini1 goriiriiz. Fakat resmin igerisine tam olarak girersek, bir resmin
var oldugu gergeginden siyrilip, resmin tiim biiyiisiinii bozan su fizyolojik ilke ile
kalakaliriz; “Tim fizyolojik olaylar, kimya ve fizik yasalari tarafindan dayatilir”.
Mutant hiicreler de bu evrensel yasadan bagimsiz olmadigindan, bozulmus bir takim
sinyalizasyon sistemlerine sahip hiicreler olarak tanimlanabilir. Elbette viicudun her
yanina dagilmis s6z dinlemez hiicrelere ulasabilmek, onlarin sahip oldugu tiim farkl

mutasyonlara cevap vererek tamamini Oliime siiriikleyebilmek ve tiim bunlari



yaparken de saglikli hiicrelere zarar vermemek, kesinlikle kanser tedavileri i¢in ‘her
seyin teorisi’ olurdu, ancak giiniimiiz itibariyle heniiz bu bilgiye varamadik. Her yil
milyonlarca insanin 6liim sebebi olan kanser, tiim bu yoénleri gbz 6niine alindiginda
ne kadar korkutucu olsa da, “gii¢leri ve hizlari, hala kurallar tizerine kurulu bir
diinyaya bagli”dir. Kor fareler ise bu kural tanimaz diinyayr anlamak igin

kullanabilecegimiz benzersiz organizmalardir.

Insanlik tarihi boyunca en biiyiik kesifler ve en cesur adimlar her zaman iki
akilc1 dinamo sayesinde atilmistir; merak ve kusku. Sokrates’ten Giordano Bruno’ya,
Ulug Bey’den Ali Kusgu’ya, Hypatia’dan Charles Darwin’e, Michael Faraday’dan
Carl Sagan’a kadar sayisiz diisiiniir, filozof ve bilim insani, sonu belirsiz engin
bilinmezlik okyanusunda, adina bilim dedigimiz o ufak adanin kumsalina birer ¢akil
tas1 koyarak aramizdan ayrildilar. Her birinin bilgisi bir digerini daha da yukariya
tagidi ve nihayetinde Isaac Newton, matematik¢i John Wallis’i ima ederek bu
durumu soyle dile getirdi; ‘Eger ileriyi gorebildiysem, bunu sizin gibi devlerin
omuzlarinda yiikselerek basardim’. Fakat yasam i¢ ice ge¢mis, kompanse edilebilen
farkli degiskenlerin olusturdugu koca bir fonksiyondur. Toplum da bu fonksiyonun
bir tirevidir. Her olgunun kor bir bigimde farkli olgu ve davraniglan etkiledigi de
g0z Oniline alinacak olursa, hayat diisiindiiglimiiz kadar karmasik ve bir o kadar da
basittir. Bu sebeple Isaac Newton’dan 6ziir dileyerek hayatimiza y6n veren, isin
geriye kalan kismmi yiiklenerek ileriyi gérmemi biiylik dl¢lide kolaylagtiran diger
insanlar1 da dahil etmek istiyorum; bilgisayarimi tasarlayan miihendisler, evimi
yapan isciler, bilgi kaynagimiz olan kitaplar1 basan matbaacilar, pirincimi {iireten
koyliiler, hastaligimi gideren hekimler ve toplumun bu i¢ ice gecmis karmasik
yapisinin farkinda olmadan devamliligini saglayan, buraya sigdiramadigim digerleri.

Eger ileriyi gorebildiysem, bunu tiim bu devlerin omuzlarinda yiikselerek bagardim.

Elbette insan hayatinda c¢ok daha belirleyici, yol gosterici ve ilham verici
Ozneler de var. Her 6zne kaotik olarak bir digerini etkilediginden, tarihsel bir siire¢
icerisinde siralamam gerekirse; biyolojiyi bana sevdiren, i¢gimdeki biyoloji merakini
alevlendiren ve eger istersem daha fazlasi olabilecegimi bana Ogreten biyoloji
ogretmenim Aysun SENER’e, hicbir sekilde beni sinirlamayan ve aksine her firsatta
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OZET

Yeralt1 yasaminin yiiksek derecede hipoksik olan kosullarina uyum saglamis
rodentler olan kor fareler, hipoksinin apoptotik siirecler {izerindeki -etkilerinin
anlagilabilmesi i¢in kullanilabilecek benzersiz organizmalardir. Kor farelerin birgok
anti-kanser 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmis olmasina karsi, p53 denetiminden ayri
olarak segici bir sekilde kanser hiicrelerini hedef alabilen TRAIL aracili hiicre 6liimii
dogalar1 ise heniiz ortaya ¢ikartilmamistir. Buna yonelik olarak, sunulan ¢aligmada,
Nannospalax nehringi’de TRAIL aracili hiicre 6liimiinde rol alan ligand (TRAIL),
reseptor (DR4, DRS5, DcR1, DcR2 ve OPG) ve bazi anti-apoptotik proteinlerin
(FLIP, clAP-1, clAP-2 ve XIAP) hipoksi altinda mRNA seviyelerinde meydana
gelen degisimlerin belirlenmesi ve biyoinformatik yontemler yardimiyla bu

proteinlere ait aminoasit dizilerinin ortaya ¢ikartilmasi amaglanmistir.

Bu amagla, Kars’in farkli popiilasyonlaridan toplanan erkek kor fareler
Hipoksi Grubu (n=5) ve Normoksi Grubu (n=4) olmak tizere iki gruba ayrilmistir.
Hipoksi Grubu’ndaki kor fareler, 52 saat boyunca tam karanlik kosullarda (24K:0A)
%7 oksijen + %93 azot gaz karisimina maruz birakilmistir. Normoksi Grubu’ndaki
kor fareler, tam karanlik kosullarda (24K:0A) normokside tutulmustur. Deney
sonunda kor farelerin beyin ve akciger dokularindan TRIzol yontemiyle RNA
izolasyonu yapilarak RT-PCR yontemi ile TRAIL, DR4, DRS, DcR1, DcR2, OPG,
FLIP, clAP-1, clAP-2 ve XIAP mRNA ekspresyonlarina bakildi ve elde edilen PCR
tirtinlerinden sekans analizleri yapilmistir. Agaroz jel elektroforez goriintiilerinden
elde edilen bant yogunluklarinin istatistiksel analizi sonucunda, gruplar aras1 anlaml
bir farka rastlanmamistir. Fakat bant goriintiileri gézlemsel olarak karsilastirildiginda
hipoksinin beyin dokusu DR4, DR5, DcR1, DcR2, OPG, FLIP, XIAP, clAP-1 ve
ClAP-2 mRNA ekspresyonlarinda belirgin bir artisga neden oldugu goriilmiistiir.
Yapilan biyoinformatik analizlerde ise Nannospalax nehringi’ye ait TRAIL, DR4,
DR5, DcR1, DcR2, OPG, FLIP, clAP-1, clAP-2 ve XIAP proteinlerini kodlayan
aminoasit bilgilerinde insan ve diger tiirlerden farkli aminoasit dizilerinin yer aldigi

belirlenmistir.

Sonug olarak, ortaya cikardigimiz bu proteinlere 6zgii farkliliklarin, kor

farelerin hipoksik kosullarda yasamak i¢in evrimlesmis bir takim adaptasyonlar
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oldugunu disiinmekteyiz. Ayrica, Nannospalax nehringi’de bu proteinlerin
aminoasit dizilerindeki farkliliklarin biyolojik 6nemine yonelik olarak yapilacak
calismalarin, timor kitleleri tizerindeki hipoksi stresi sonucunda TRAIL aracili hiicre
Oliimiine kars1 olusan direncin asilabilmesi agisindan yeni bir adim olabilecegini

diistinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, FLIP, 1AP, Nannospalax nehringi, TRAIL.
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SUMMARY

Blind mole rats, the rodents that adapt to the highly hypoxic conditions of
underground life, are unique organisms that can be used to understand the effects of
hypoxia on apoptotic processes. Although many anti-cancer properties of blind mole
rats are discovered, TRAIL-mediated cell death, which is able to selectively target
cancer cells separately from p53 control, is inherently unexplored. In the present
study, it was aimed to determine the changes in the mRNA levels of ligand (TRAIL),
receptor (DR4, DR5, DcR1, DcR2 and OPG) and some anti-apoptotic proteins
(FLIP, clAP-1, clAP-2 and XIAP) involved in TRAIL-mediated cell death in
Nannospalax nehringi under hypoxia and to identify amino acid sequences of these
proteins employing bioinformatics methods.

For this purpose, the male blind mole rats collected from different
populations of Kars were divided into two groups; Hypoxic Group (n=5) and
Normoxic Group (n=4). The blind mole rats in the Hypoxic Group were exposed to a
mixture of 7% oxygen + 93% nitrogen gas under full dark conditions (24K:0A) for
52 hours. The blind mole rats in the Normoxic Group were kept under normoxia in
full darkness (24K:0A). Later on, RNA of the brain and lung tissues of blind mole
rats were isolated by TRIzol method and expressions of TRAIL, DR4, DR5, DcR1,
DcR2, OPG, FLIP, clAP-1, clAP-2 and XIAP mRNA were investigated through RT-
PCR and sequence analyzes of the obtained PCR products were performed. No
significant difference was found between the groups after statistical analysis of the
band densities on the agarose gel electrophoresis images. However, when the band
images are compared visually, it was found that hypoxia caused a significant increase
in DR4, DR5, DcR1, DcR2, OPG, FLIP, XIAP, clAP-1 ve clAP2 mRNA expression
levels in brain tissue. In the bioinformatics analysis it was determined that amino
acid sequences encoding TRAIL, DR4, DR5, DcR1, DcR2, OPG, FLIP, clAP-1,
clAP-2 and XIAP proteins of Nannospalax nehringi have different amino acid

sequences from human and other species.

In conclusion, we think that the differences between these proteins are a
number of adaptations that blind mole rats have evolved to live in hypoxic

conditions. In addition, we also think that further studies on biological importance of
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the differences in the amino acid sequences of these proteins in Nannospalax
nehringi may be a new step in terms of overcoming resistance to TRAIL mediated

cell death as a consequence of hypoxia stress on tumor cell masses.

Keywords: Apoptosis, FLIP, IAP, Nannospalax nehringi, TRAIL.



1. GIRIS ve AMAC

Tiim canlilar soylarin1 siirdiirmek i¢in iirer ve meydana getirdikleri yeni
bireylere kalitsal miras olarak DNA birakirlar. DNA, su ana kadar bilinen biitiin
canlilar i¢in ortak olan bir kullanma kilavuzu olarak tiim metabolik ve davranissal
sorularin cevaplarini barindirir. DNA {izerindeki baz1 gen bolgeleri canliy1 olusturan
yapitaglarint kodlarken bazi bolgeler canli tarafindan ifade edilmezler. Bu ifade
edilmeyen bolgelerin bir kismu ise ifade edilen boélgelerin denetimini saglamaktadir.
Organizmanin yasamini sorunsuz bir sekilde tamamlamasi, tim g¢evresel etmenler bir
kenara birakilirsa, metabolik diizeyde uyum ve siki bir denetim gerektirir. Bunun
saglanmast icinse, DNA’nin saglikli bir sekilde faaliyetlerini siirdiirmesi
gerekmektedir. Fakat DNA bozulmayacak bir miikemmellikte degildir. Radyasyon,
viral ve bakteriyel ajanlar, ¢esitli kimyasallar ve UV (Ultraviyole) gibi bir¢ok etmen
DNA iizerinde hasarlara sebep olmakta ve sonugta DNA’nin hiicre iizerindeki
denetimini ve kodladigi yapitaslarinin islevlerini bozmaktadir. Bu tiir durumlar
sonunda, DNA’da hiicrenin kontrollii boliinebilirligi lizerine kodlanmis bolgelerde
mutasyonlar meydana gelirse, hiicre denetimsiz olarak béliinmeye baslayarak kanser

olarak isimlendirilen durum ortaya ¢ikmaktadir.

TRAIL (TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand), TNF (Tumor Necrosis
Factor) ligand ve reseptOr ailesine ait bir transmembran proteinidir. TRAIL, iki
islevsel ve li¢ yem reseptor olarak toplamda bes farkli reseptorii etkileyebilmekte ve
p53°den bagimsiz olarak apoptozisi indiikleyebilmektedir. Yapilan c¢aligmalarla
kanserli hiicreleri ortadan kaldirirken saglikli hiicrelere zarar vermemesi ile
TRAIL’in kanser tedavisinde umut vadeden yolaklardan biri oldugu gosterilmis ve
bircok arastirmaci tarafindan TRAIL’a karst direngli kanser hiicre hatlarinin
direnglilik mekanizmalari anlagilmaya ve agilmaya ¢alisilmistir. Hipoksik kosullar da
anti-apoptotik faktorlerin aktivasyonlarin1 arttiran ve bu yolla TRAIL aracili hiicre
oliimiinii baskilayabilen unsurlardan biridir. Bu yoniiyle hipoksinin, dolayli olarak

tiimor gelisimine katki sagladig: diistiniilebilir.

Kor fareler, hipoksinin olumsuz etkilerine kars1 direng kazanmis, yasamlarini
yeraltinda agtiklar1 tlinellerde geciren Spalacidae familyasina ait kazici

kemirgenlerdir. Kor farelerin yasadiklar1 galerilerin, bolge topraginin sertlik



durumuna ve iklimsel yagis periyoduna gore degisebilen oksijen yogunlugu, kis
donemlerinde %7 gibi olduk¢a hipoksik degerlere diisebilmektedir. Yeralti
yasaminin bu derece hipoksik ve karanlik olmasi, arastirmacilart bu canlilarin
dogasin1 kesfetmeye yoneltmis ve yapilan farkli calismalar ile kor farelerin,
hipoksinin olumsuz etkilerine kars1 koyabilecek bir¢ok evrimsel uyarlanmaya sahip

olduklar1 ortaya ¢ikartilmistir.

Kor fareler, oksijeni verimli kullanabilmek basta olmak iizere kendilerine has
bir¢ok farkli fizyolojik 6zellige sahiptirler ve bunlar arasindan en ilgi ¢ekici olanlari
sahip olduklar1 anti-kanser 6zellikleridir. Bu 6zelliklerinden dolayi, bir¢ok kanser
arastirmasinda ve kansere direnglilik yontemlerinin anlagilmasinda kullanilan 6nemli
bir organizma olarak yerlerini almislardir. Bu 6zelliklerden belki de en essizi, birgok
ileri evre insan kanserinde mutasyona ugrayan p53 geninin evrimlesmis bir formuna
sahip olmalaridir. TRAIL aracili hiicre 6liimiiniin p53 denetiminden bagimsiz olarak
programli hiicre dliimiine yol agtig1 bilinse de, TRAIL ligandinin baglanabildigi
DR5’in (Death Receptor 5) expresyonunun mutasyona ugrayan p53 tarafindan

baskilanabildigi bilinmektedir.

Giniimiize dek, TRAIL aracili hiicre oOliimiinii tetikleyerek kanser
tedavilerine yeni bir soluk kazandirmaya yonelik birgok yontem denenmistir. Fakat
bu yontemlerin birgogu kanser hiicrelerinin gelistirdigi birtakim direngler ile
karsilasmis ve bu alanda ¢alisan arastirmacilar1 farkli, girift yontemlere savurmustur.
Kor farelerde TRAIL aracili hiicre dliimiinde rol oynayan ligand, reseptor ve anti-
apoptotik yapilarin dogasi ise heniiz ortaya ¢ikartilmamistir. Bu yoniiyle, benzersiz
evrimsel Ozelliklere sahip kor fareler, TRAIL aracili hiicre 6liimiine karst olusan
direngliklerin anlasilmasinda ve de bu apoptotik yolun hipoksi ile iliskisinin
aydinlatilmasinda ilgili aragtirmacilara yeni bir sayfa acabilecek, -elverisli
organizmalardir. Kor farelerdeki TRAIL aracili hiicre o6liimii dogasinin ortaya
cikartilmasi, bu alanda yeni fikirlerin gelistirilmesi agisindan biiyiikk 6nem

tasimaktadir.

Yaptigimiz bu g¢alisma ile kor farelerde hipoksinin, TRAIL aracili hiicre
6liimiinde rol oynayan TRAIL ligandi ve bu ligandin baglanabildigi DR4 (Death
Receptor 4), DR5, DcR1 (Decoy Receptor 1), DcR2 (Decoy Receptor 2) ve OPG



(Osteoprotegerin) reseptorleri, hipoksi ile aktivite gostererek apoptozisi baskiladig
bilinen IAP (Inhibitor of Apoptosis Protein) ailesine iiye olan ClAP-1, clAP-2 ve
XIAP ile kaspaz-8’in negatif dominant1 anti-apoptotik FLIP (FLICE-Like Inhibitory
Protein) mMRNA ekspresyonlar1 {izerindeki olasi etkilerinin belirlenmesi ve bu

genlerin biyoinformatik analizlerinin sunulmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kor Farelerin Genel Ozellikleri

2.1.1.Kér Farelerin Morfolojik Ozellikleri

Kor fareler goriiniim olarak silindirik bir viicuda sahiptirler ve viicutlar1 koyu
gri killarla ortiiliidiir. Burun bdlgelerinin yanlarindan kulaga dogru uzanan beyaz
renkli uzun ve sert killar sayesinde dokunma duyusu saglanir. Ayaklari bes
parmaklidir. Kuyruklari ise kiigiik kisa bir ¢ikint1 halindedir (Resim 1) (Coskun ve
Ulutiirk 2004).

Resim 1. Kor farenin goriinimii (Nannospalax nehringi).

Kor farelerin en dikkat c¢ekici morfolojik o6zelligi, disaridan bakildiginda
gozlerinin olmayisidir. Von Baer yasasina uygun olarak, erken embriyonal donemde
optik cukurlar1 ve gbziin innerve edilmesi normal olarak devam eder (Sanyal ve ark.
1990). Fakat ergin bireylerin gozleri derilerinin altinda kalir ve atrofiktir. Yasadiklari
galerilerin karanlik olmasindan dolay1, kor farelerin gozleri tizerinde pozitif se¢ilim
baskisi olusturmamasinin  bir sonucu olarak, gozlerinin atrofiye ugradig

diistintilebilir. Tunceli, Bingdl ve Elazig bdlgelerinde yakalanan Nannospalax



nehringi’nin cinsiyetlere gore boy 6lgiileri ve agirliklari Coskun ve Ulutiirk (2004)
tarafindan gosterilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Nannospalax nehgringi tiiriiniin cinsiyetlere gore agirlik ve viicut olgiileri
(Coskun ve Ulutiirk 2004).

Disi Erkek
Agirhk Boy Agirhk Boy
En Biiyiik 2359 227 mm 2819 238 mm
En Kiiciik 115¢g 165 mm 115¢ 172 mm
Ortalama 163,42 g 190,57 mm 164,6 g 191 mm

2.1.2. Kér Farelerin Fizyolojik Ozellikleri

Kor farelerde gozlerin atrofik olmasina karsi, Rado ve ark. (1992) tarafindan
Spalax ehrenbergi iizerinde yapilan ¢alismada karanlik ya da aydinlik segenekleri
olan kor farelerin karanlik bolgede uyumayi tercih ettikleri gozlemlenmistir. Ayrica
yine Spalax ehrenbergi iizerinde Ben-Shlomo ve ark. (1996) tarafindan yapilan
calismada, kor farelerin lokomotor aktivitelerine ve bir melatonin metaboliti olan 6-
Sulphatoxymelatonin’in idrardaki sekresyonuna farkli fotoperiyotlarin etkileri
incelenmis ve fotoperiyotlara gore 6-Sulphatoxymelatonin’in sekresyonunun
farkliliklar gdsterdigi bildirilmistir. Insanlarda melatonin takviyesi uykusuzluk ve
yorgunluga sebep olurken, kor farelerde melatonin salinimi ile azalan lokomotor
aktivite arasinda iligki yoktur. Melatoninin ritmik salinimi memelilerde sirkadiyen
organizasyon i¢in gerekli bir unsur olsa da, bu kor farelerin sirkadiyen lokomotor

aktiviteleri i¢in gecerli degildir (Ben-Shlomo ve ark. 1996).

Kor farelerin sahip oldugu bir diger fizyolojik ozellikleri ise diisiik oksijen
basincina toleranslaridir. Galerilerinin atmosfer ile direk temas: olmadigindan gaz
difiizyonu toprak yolu ile olmaktadir. Topragin yapmis oldugu bu bariyer gorevi
sonucunda galerilerinin parsiyel oksijen basinci, yagisli aylarda bdlgenin toprak
sertligine gore de degisebilmekle beraber, %6-7 gibi oldukca hipoksik olabilmektedir
(Shams ve ark. 2005a). Kor farelerin hipoksiye bu denli direngli olmalarinin sebebi,
oksijeni daha verimli kullanabilmelerinden kaynaklidir. Kor farelerde oksijenin
viicuda ilk giris yeri olan akcigerlerin total hacmi, alveolar yiizey alani ve kapiller
yogunluk beyaz ratlara nazaran daha yiiksektir. Bunun bir sonucu olarak pulmoner
difiizyon kapasitesi %44 oraninda daha fazladir (Widmer ve ark. 1997). Cizgili



kaslarin total viicut kiitlesine oran1 kor farelerde beyaz ratlara kiyasla daha az
olmasma karsi, ¢izgili kaslardaki miyoglobin, mitokondri ve kapiller yogunluk

onemli olgiide yiiksektir (Widmer ve ark. 1997).

Bu canlilarin sahip olduklar1 hematolojik degerler de farkli bilim insanlar1
tarafindan arastirilmistir. Arieli ve ark. (1986) tarafindan yapilan ¢alismada, Israil’in
farkli toprak ozelliklerine sahip bolgelerinde yasayan Spalax ehrenbergi’nin dort
farkli kromozomal tiiriine ait (2n=52, 58, 54 ve 60) Hb (Hemoglobin) ve HCT
(Hematokrit) degerleri Sekil 1°de gosterilmistir. 52, 58 ve 54 kromozomal tiirleri
arasinda HCT degerleri istatistiksel fark gostermezken, daha kurak ve az yagish
bolgede yasayan 60 kromozom tiirline ait HCT degeri ise bu gruplara kiyasla
istatistiksel olarak daha dusiiktiir.
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Sekil 1. israil’in farkli toprak 6zelliklerine sahip bélgelerinde yasayan Spalax
ehrenbergi’nin dort farkli kromozomal tiiriine ait (2n=52, 54, 58 ve 60)
hemoglobin ve hematokrit degerleri (Arieli ve ark. 1986).

Globinler prostetik grup igeren ve bu sayede oksijeni geri doniisiimlii bir
sekilde baglayabilen makromolekiillerdir. Kan doku elemanlarindan olan
eritrositlerin ihtiva ettigi hemoglobin ve ¢izgili kas dokusunda bulunan miyoglobin
basta olmak ftizere, Ngb (Noroglobin) ve Cygb (Sitoglobin) de mevcuttur.

Noroglobinler basta beyin olmak {izere birka¢ dokuda bulunur ayrica retina dokusu



da yogun olarak néroglobin igermektedir. Ngb’nin esas gorevi ndral oksijen
homeostazina katkida bulunmak ve hipoksiye karsit koruma saglamaktir. Ngb diger
memeli tlirlerinden farkli olarak kor farelerin ayrica glia hiicrelerinde de
bulunmaktadir (Avivi ve ark. 2010). Cygb ise esas olarak fibroblastlar, fibroblastlarla
iliskili hiicreler ve sinir hiicreleri popiilasyonlarinda bulunur (Hankeln ve ark. 2005).
Hankeln ve ark. (2005) tarafindan, kor farelerin Ngb ve Cygb proteinlerini kodlayan
gen bolgelerinin, diger rodentler ve insanlardan farkliliklarini belirlemek amaciyla
Spalax carmeli’nin model organizma olarak kullanildig: bir arastirmada, her ne kadar
bu iki proteini kodlayan gen bolgelerinde farklilik bulunduysa da bu farkliliklarin
Spalax’lar igin adaptif bir evrim degisimi sonucunda olusmadigi bildirilmistir. Avivi
ve ark. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada ise, Rattus norvegicus ile kor fare tiirleri
olan Spalax judaei ve Spalax galili’nin, normoksik ve hipoksik kosullar altinda
beyin, karaciger ve kalp dokularindaki Ngb ve Cygb mRNA seviyeleri belirlenmistir.
Aragtirmacilarin sonuglarina gore, normoksik kosullar altinda Spalax tiirlerinin beyin
dokularinda Ngb protein miktar1 ile ifade edilen Ngb mRNA miktarinin ve kalp
dokularinda Cygb protein miktari ile ifade edilen Cygb mRNA miktarinin Rattus’a
kiyasla oldukca yiiksek oldugu ve bu farkin hayvanlara hipoksi uygulanmasi ile daha
da artt1g1 ortaya ¢ikartilmistir.

Ar ve ark. (1977) tarafindan Spalax ehrenbergi ve Wistar rat kullanilarak
yapilan arastirmada, her iki tiire ait canlilarin farkli hematolojik parametrelerin
yaninda, kalp ve ¢izgili kas Orneklerinin icerdigi miyoglobin miktarlar
belirlenmistir. Bu sonuglarin gosterdigi lizere, kor farelerin sahip olduklari bazi
hematolojik parametreler diger memeli tiirleri ile normal araliktayken, HCT, Hb,
RBC (Kirmizi Kan Hiicreleri) ve MCHC (Ortalama Eritrosit Hemoglobin
Konsantrasyonu) degerleri diger memelilere kiyasla yiiksektir (Dunaway ve Lewis
1965, Ar ve ark. 1977). Kor farelerin sahip olduklart MCV (Ortalama Eritrosit
Hacmi) degeri ise, 20 gram altt memeliler, lama ve ke¢i gibi diisiik eritrosit hacmine
sahip tilirler disinda diger memeli tiirlerinden daha disiiktiir (Dunaway ve Lewis
1965, Holland ve Forster 1966, Ar ve ark. 1977).

Arastirmacilarin bildirdigi degerlere gore Ar ve ark. (1977), kor fare kalp
kasinin i¢erdigi Mb (Miyoglobin) miktar1 ratlarin sahip oldugu degerlerden 6nemli



bir farklilik gostermemesine karsi, ¢izgili kaslarmin igerdigi Mb miktart ratlara

nazaran li¢ kat daha yiiksektir (Tablo 2).

Tablo 2. Normoksik kosullarda kor farelerin RBC, HCT, Hb, MCV, MCH ve
MCHC degerleri ile Wistar ratlara kiyasla, kalp ile ¢izgili kas 6rneklerinin
icerdigi miyoglobin miktarlar1 (Ar ve ark. 1977).

RBC HCT Hb MCV MCH MCHC
(10°/uL) (%) (9/100 mL) (pm®) (p9) (9/100mL)
14.0 45.6 15.0 36.0 11.9 33.1
Kalp Kasi Cizgili Kas (Cene Kasi)
Mb/islak doku Mb/kuru doku Mb/islak doku Mb/kuru doku
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Kor Fare Rat Kor Fare Rat Kor Fare Rat Kor Fare Rat
1.44 1.96 5.47 10.94 4.00 1.21 15.81 6.17

BPG (2,3-Bifosfogliserat) ise eritrositlerde bulunan glikoliz firiinlerinden
olup, hemoglobine geri doniisiimlii baglanabilme 06zelligine sahiptir. Uzun stireli
hipoksi durumlarinda BPG miktar1 artarak oksijen-hemoglobin saturasyon egrisinin
saga kaymasina sebep olur (Guyton ve Hall 2017). Ar ve ark. (1977)’a gore Spalax
ehrenbergi ve Wistar ratlarin, normoksi ve hipoksi durumlarinda kanlarinda sahip

olduklar1 BPG ve Hb miktarlari Tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 3. Normoksi ve hipokside Spalax ehrenbergi ile Wistar ratlarin kan BPG ve
Hb miktarlar1 (Ar ve ark. 1977).

Kor fare Rat
Normoksi Hipoksi Normoksi Hipoksi
BPG Hb BPG Hb BPG Hb BPG Hb
(umol/mL) | (umol/mL) | (umol/mL) | (umol/mL) | (umolmL) | (umolmL) | (umol/mL) | (umol/mL)
2.14 17.3 2.15 22.2 1.57 12.7 2.01 22.7

Arastirmacilar Tablo 3’te gosterilen degerleri analiz ederken, her iki tlirde hipoksi
kosullarinda Hb degerlerinin arttigini, ratlarin Hb degerlerindeki artisin istatistiksel

olarak anlamliyken kor fare Hb degerindeki artisin istatistiksel olarak anlamli



olmadigini bildirmislerdir. BPG degisimleri i¢in arastirmacilar, hem ratlarin hem de
kor farelerin hipoksi altindaki BPG degerlerindeki artisin anlamli olmadigini, her iki
tiirin hipoksi kosullar1 altinda yakin BPG degerlerine sahip olduklarini bildirmisler
ve kor farelerin hipoksiye karst BPG miktarlarii  artirmadiklarinin - altini

cizilmiglerdir (Ar ve ark. 1977).

Dokulara yeterli oksijenin ulastirilmasi i¢in ayrica uygun bir damarlanma
gereklidir. VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), fizyolojik bir siire¢ olarak
yeni kan damarlarimin olusturulmasinda kritik 6nemi olan, anjiyogenetik bir
faktordiir. Avivi ve ark. (1999) tarafindan yapilan ¢alismada kor fareler ve ratlar
hipoksik ve normoksik kosullar altinda tutularak, beyin ve ¢izgili kas dokularinda
ifade edilen VEGF ekspresyon profilleri karsilastirilmistir. Calisma bulgularina gore
hipoksi kosullarinda, ratlarin beyin VEGF mRNA seviyeleri normoksik degerlere
gore 1.6 kat artarken, ¢izgili kas VEGF mRNA seviyeleri ise normoksik degerlere
gore 2.2 kat artmistir. Hipoksi kosullarinda kor farelerdeki bu degerlerde ise beyin
icin 2.3 katlik bir artis gézlemlenirken, ¢izgili kaslarda VEGF mRNA diizeyinde
anlamli fakat diisiik bir azalmanin oldugu bildirilmistir. Yapilan farkli bir ¢alismada
ise kor farelerin normoksi altinda hem VEGF hem de HIF-1oo mRNA diizeylerinin
ratlara kiyasla 1.6 kat daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Avivi ve ark. 2005Db).

Kor farelere ait bu hematolojik wveriler incelenirken, hipoksiye karsi
hematolojik uyumlarinin tam olarak anlasilabilmesi ic¢in yukarida belirtilen tiim

fizyolojik veriler bir biitiin olarak degerlendirilmelidir.

2.1.3. Kor Farelerin Sahip Oldugu Anti-Kanser Ozellikleri

Kor fareler yeralt1 yasaminin zorlu kosullarina iyi bir sekilde uyum gostermis,
benzersiz canlilardir. Yeraltt yasaminin kor fareler lizerinde etkili olan en zorlayici
ozelligi ise hipoksik olmasidir. Oksijen ise bir¢cok dkaryotik canlinin hayatina devam
edebilmesi i¢in gerekli olan birkac elzem elementten biridir. Oksijen ener;ji
metabolizmasinda iglev goriirken, hiicre igerisinde yogunlugunun iyi kontrol
edilememesi ROS (Reactive Oxygen Species) artisini saglar. Hipoksik kosullar kor
fareler disindaki canlilarda ROS iiretimini arttirarak, bir¢ok zararl etkiye neden olur

(Lluis ve ark. 2005). Oksidatif strese neden olan ROS artisi, hiicrenin temel
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yapitaglari olan karbonhidrat, protein ve lipitlerin yani sira, hiicrenin kalitsal
materyali olan DNA’ya ve hiicre igerisinde birgok dnemli gorevi olan RNA’ya zarar
verir (Schiilke ve ark. 2012). Bu zararlardan korunmak igin hiicre igerisinde
antioksidan enzimler olarak bilinen ve elektron verme yetenekleri sayesinde oksidatif
stresi baskilayan yapilar mevcuttur. Transkripsiyonel faktor Nrf2 (Nuclear Factor
(Erythroid-derived 2)-Like 2) ise, hiicre igerisinde detoksifikasyon enzimleri ile
antioksidan proteinleri kodlayan genleri diizenleyen ARE (Antioxidant Response
Element) aracili hiicre savunma sistemini diizenleyerek, oksidatif strese karsi
hiicrede antioksidan cevabin olugsmasini saglayan savunma sistemidir (Lee ve ark.
2005). Nrf2 ayrica Gstpl (Glutathione-S-transferase pi 1), GPX (Glutathione
Peroxidase), HMOX1 (Heme Oxygenase 1), GSR (Glutathione-disulfide Reductase),
SOD1 (Superoxide Dismutase) ve CAT’in (Catalase) ekspresyonlarini diizenler
(Schiilke ve ark. 2012). Schiilke ve ark. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, kor fare
tirlerinden olan Spalax galili (S52) ve Spalax judaei (S60) ile Rattus norvegicus’un
antioksidan genleri ve bu genleri kontrol eden transkripsiyonel faktor Nrf2’nin
ekspresyon profilleri incelenmistir. Calismada deneysel olarak olusturulan oksidatif
strese ratlar ilgili antioksidan genlerini diizenleyerek cevap verirken, kor fareler bir
reaksiyon gostermemektedir. Ayrica normoksi altinda antioksidan gen mRNA
ekspresyonlarinin dokulara gore farklilik gosterdigi ve en yiiksek mRNA ekspresyon
degerlerine Spalax galili’nin sahip oldugu anlasilmaktadir (Sekil 2). Spalax galili ile
Rattus norvegicus arasinda, GPX karaciger mRNA ekspresyon miktari farki, yaklagik
800 katlik bir katlanma gostermektedir. Tiim bunlara ek olarak, arastirmacilar
tarafindan kor farelerin Nrf2 gen bolgesini kodlayan DNA dizisinin farkli bir
aminoasit dizisine sahip oldugu belirlenmis, bu farkliligin yiiksek antioksidan mMRNA
profilinden sorumlu oldugu ve pozitif evrimsel secilime isaret ettigi diisiiniilmiistiir

(Schiilke ve ark. 2012).
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Sekil 2. Spalax galili (S52), Spalax judaei (S60) ve Rattus norvegicus’un (rat)
normoksik karaciger, kalp ve beyin dokularina ait ROS savunma genlerinin

mRNA ekspresyon degerlerinin karsilastirilmasi (Schiilke ve ark. 2012).
(*) ile isaretlenmis degerler ¢ok kiigiik verileri ifade etmektedir.

Hiicre i¢i antioksidan savunmadan ayri olarak, hiicre genetik materyalinin
denetimini Ustlenen bazi yapilar bulunmaktadir. Bu yapilardan biri olan p53 ise,
DNA hasar1 ve hipoksi gibi ¢esitli stres kosullarinda hiicresel cevabin
olusturulmasini saglayarak, eger gerekli ise hiicre boliinmesinin durdurulmasi ya da
hiicrenin apoptoz yoluyla kontrollii olarak o6ldiiriilmesini saglayan bir timor
supressor gendir. pS3 mutasyona ugrayarak hiicrenin kontrolsiiz olarak boliinmesine
yardimct oldugundan, proto-onkogenler igerisinde degerlendirilir (Finlay ve ark.
1989). p53°’un ileri evre insan kanserlerinin biiylik boliimiinde mutasyona ugradigi
bildirilmistir (Greenblatt ve ark. 1994). Kor farelerde ise, insan p53°tide 174. ve 209.

pozisyonlara denk gelen bolgelerde Arjinin aminoasidi yerine Lizin aminoasidinin



geldigi ortaya cikartilmistir (Sekil 3). R174K bolgesi (Arg-174)

12
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kanserlerinin ¢ogunda siklikla mutasyonlarin meydana geldigi bolgedir (Ashur-
Fabian ve ark. 2004).

sP53
mE53
hE53

sP53
me53
hE53

sP53
mP53
hE53

sP53
me53
hP53

sP53
mP53
hES3

sB53
mpP53
hB53

sP53
mP53
hES53

sP53
mB53
hE53

~~~NEE FLSOE TESELWKLLE
MTAMEE SD S FLSOE TFS@LWELLE

~~~MEE FLSQE TFSRLWKLLP

50
EH

A ‘ELSS
VPLSS

L
1,

E P FRLE
PREA P FMAP
FEEAE 5 FRALE

PLSS

150
Ve SQKTYQ LCF 5 GTAKS “TY SPRLNEKSECO TCPVQLW
VE| SOQETYQ LGF 5 GTAKS TY SPELNKEFCO LEKTCPVOLW
VP| SOKTYO YGFRIGF 3 GTAKS TY SPRLNEEFCO TCEVOLW

200

D GLAPPQHLIR

151
TEP
W TEP
TEP

R VRAMAIYElS QHMTEVVKRC PHHERCS

GEER VEAMALYFES QHMTEV C PHHERCSD@D GLAPPQHLIR
VEAMAIYE@S QHHTE C PHHERCSD@D GLAPPQHLIR
250
VE GN TFRHSV VVPYEFFE TTIHY@Y MCNSSCMGGM
VE GM FRHS5V VWVPYEFFPE TTIHY MCHMSSCMGEEM
VE GM FRHSV VVPYEFFERG S TIHYRY MCHNSSCMGGM
251 300
NEEFILTIIT LEDSSGNLLG RESFEVEVCA CPGRDRERTEE ENERKE
MRERPILTIIT LEDSSGNLLG SFEVRVCA CPGRDRERTEE EN ?K(
NWERPILTIIT LEDSSGNLLG FEVRVCA CPGRDRERTEE E
3071
LF KR ALPESTSESF KREKFLDGE YFTLEIRG FFEWFRELNE
LP P&S E ALPEETSESE KKKPLDGE YFTLEIRG RFEMFRELNE
LF PGSEFR ALPEMTSESF KEKFLDGE YFTLEIRGI RFEMFRELMNE
398

RLELK RAHS SELEKEGOS TSRHE GPDSD*
ALELE G SEAHS 5 L KEGOS TSEH GEDSD*
ALELK RAHS S KKGQS TSRHE GFDSD*

Sekil 3. Spalax p53°ii (sp53), Fare p53’ii (mp53) ve Insan p53°ii (hp53) aminoasit
dizi kiyaslamasi (Ashur-Fabian ve ark. 2004).

Yakin bir zamana kadar, Kor farelerin sahip oldugu R174K bolgesince

evrimlesmis p53 formunun (Sp530), yalnizca mitokondriyal apoptoz yolaginda

onemli islevi olan Apaf-1'in (Apoptotic Protease Activating Factor 1) promotor

aktivasyonunu 3 kat arttirdign (Ashur-Fabian ve ark. 2004) bilinmekteydi. Fakat

yakin bir zamanda Ellis ve ark. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, sp53 proteininin

plazmitlerce p53-null insan akciger kanser hiicre hatlarina (H1299) aktarilmasi ile bu

hiicrelerde, kaspaz temelli hiicre Oliimiiniin yaninda otofajinin de gergeklestigi

gosterilmistir.
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Kontrolsiiz proliferasyonun bir diger nedeni ise hiicrelerin birbirleri
arasindaki sinyalizasyonun bozulmasidir. Saglikli hiicreler boliintirken, birbirleriyle
temas ettikleri anda biiylimeyi durdururlar ve bu durum ECI (Early Contact
Inhibition) olarak isimlendirilir. Kanserli hiicrelerde ise ECI ortadan kalktigindan
hiicrelerin proliferasyonu durmamaktadir. Gorbunova ve ark. (2012) tarafindan
yapilan ¢alismada ise, iki farkli Spalax tiirii olan Spalax judaei ve Spalax golani’nin
farkli dokularindan fibroblastlar alinmis ve ECI duyarliligi ag¢isindan Mus
musculus’unki ile karsilastirilmistir. Arastirmacilarin sonuglarina gére kor farelerin
fibroblastlarinda ECI meydana gelmemekte fakat ilging olarak belirli bir yogunluktan
sonra tiim hiicre hatt1 kendi kendini 6ldiirmektedir. Calisma ekibi ilk defa boyle bir
durum ile karsilastigindan bu durumu Kararlastirilmig Hiicre Oliimii (Concerted Cell
Death — CCD) olarak isimlendirmislerdir. Flow cytometry analizi ile 6liimlerin
biiyiik ¢ogunlugunun nekrotik hiicre Oliimiinden kaynaklandigi gosterilerek
interferon analizleri ile de bu toplu 6lime IFN-B’nin (Interferon-p) aracilik ettigi

ortaya ¢ikartilmistir (Gorbunova ve ark. 2012).

2.2. Hipoksi Nedir?

Evrim agacimin kollari, sayisiz yasam tarzina uyum saglamis, farkli
goriniimli canlilar1 barindirir. Tiim bu canlilarin canlilik 6zelliklerinin temeli ise
enerjinin doniistliriilmesine dayanir. Canlilar, enerji elde edebilecekleri molekiilleri
cesitli kimyasal reaksiyonlarla isleyerek, homeostazilerini saglamaya calisirlar.
Bir¢ok canli bu enerji iiretim siirecinde oksijene ihtiya¢ duyar ve oksijen olmaksizin

hayatlarini siirdiiremezler.

Diinyamiz, canlilar arasindaki karsilikli uyum neticesiyle, cografik bolgelere
gore degismekle birlikte, deniz seviyesinde ortalama %?20-21°lik (210 hPa ya da
mbar) oksijen yogunluguna sahiptir (Peacock 1998). Bunun bir sonucu olarak bircok
canlimin tolere edebildigi oksijen yogunlugu araligt oldukg¢a dardir. Hipoksi,
organizmada dokularin yeterli oksijen miktarindan yoksun kalma durumu olarak

tanimlanmaktadir (Harris 2002).

HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor 1), hiicre igerisinde iki helix-loop-helix

protein olan HIF-1B alt tnitesi ile HIF-lo alt {nitesinin olusturdugu bir



14

heterodimerdir. HIF-1p alt nitesi, esas bir niikleer protein olarak transkripsiyon
stirecinde gorev alirken, HIF-la alt iinitesi ise biiyiikk dl¢lide hipoksi tarafindan
uyarilir (Schofield ve Ratcliffe 2004). Esasinda HIF direkt olarak oksijen
yogunluguna kars1 bir duyarlilik gostermez. Bu o6zelligi HIF’e, hiicre i¢i oksijen
basincina duyarli sensor enzimler katmaktadir. Bu enzimler Non-haem Oksidasyon
Enzim Ailesi 2-Oksoglutarat ve Demir Bagimli Dioksijenaz’in bir sinifina ait PHD
(Prolyl Hydroxylase Domain proteinler) ve FIH (Factor-Inhibiting HIF-1) olarak
bilinen Asparaginyl Hydroxylase’dir (Pouyssegur ve ark. 2006). Bu sensor enzimler,
HIF-1a tizerinde iliskili boliimlere baglanarak HIF-1a’nin gekirdege go¢ etmesini ve
HIF-1p ile heterodimer olusturmasini tetikler (Metzen ve Ratcliffe 2004). Ardindan
bu yapi, DNA {izerinde hedef genlerin HREs (Hypoxia Response Elements)

bolgelerine baglanarak yanit meydana getirir (Weidemann ve Johnson 2008).

Tiimor dokusunun {i¢ boyutlu yapisinin i¢ kisimlarinda kalan hiicrelerin,
yagsamlarina devam edebilmeleri igin enerji iiretmeleri gerekmektedir. Bu durumdan
yoksun kalan hiicre gruplar1 hipoksiye maruz kalarak birtakim hipoksi faktorleri
sentezlerler ve bu bakimdan tiimér bitylimesinde hipoksi kilit bir rol iistlenmektedir
(Harris 2002). In vitro tiimor ¢alismalarinda, maruz kalma siiresi ve siddetine goére
etkisi degismekle birlikte hipoksinin; hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, HIF-1a
aracili p53 aktivasyonunun tetiklenmesi ve hiicre siklusu arresti gibi bir¢cok etkiye
sahip oldugu ortaya ¢ikartilmistir (Vaupel ve Mayer 2007). Organizma boyutunda
bakilacak oldugunda ise, canlinin yasama devam etmesi i¢in, azalan oksijen
basincina karst uyum gostermesi gereklidir. Bu adaptasyonlardan ilki dokulara
yeterli oksijenin ulastirilabilmesi i¢in eritrosit sayisinin arttirilmasidir. Eritropoietin
(Epo) kemik iligini uyararak eritrosit olusumunu (Eritropoez) indiikleyen bir
hormondur ve hipoksiye maruz kalma sonucunda agirlikli olarak bobreklerden
sentezlenir (Yigit 2011). Eritropoietin hormonunun salgilanmasini saglayan Epo geni
HIF-1’in etkiledigi hedef genlerden biridir. HIF-1’in bu 6nemli rolii kor farelerin
hipoksiye karsi gelistirdikleri adaptasyonda onemli bir yer tutar. Shams ve ark.
(2005b) tarafindan yapilan ¢alismada, Spalax’lar ile normoksik kosullarda yasayan
Rattus’larin karaciger ve bobrek eritropoietin ve HIF-la mRNA seviyeleri
karsilastirilmistir. Yetiskin Spalax bireylerinde her iki parametrede de Rattus’lara

nazaran iki kat fazla HIF-1ao mRNA ekspresyonu tespit edilmistir.
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Bir¢ok canlinin hipoksiye maruz kalmasi ile dokularda hasarlar olusmakta ve
uzun siiren siddetli hipoksi sartlar1 6liimle sonuglanmaktadir (Northington ve ark.
2001, Vaupel ve Mayer 2007). Kor fareler ise hipoksiye karsi olduk¢a direngli
canlilardir. Hatta kor farelerin diisiik oksijen basincina karsi olan direncleri, yiiksek
irtifa ve dalis yapan memelilerin diisiik oksijen basincina kars1 sahip olduklar1 direnci

oldukga asmaktadir (Ar ve ark. 1977, Yahav ve ark. 1988).

2.3. Kanser ve Kiiresel Kanser Tehdidi

Cok hiicreli canlilarda hiicreler, fizyolojik sinirlar icerisinde kontrolsiiz bir
boliinme egilimi gostermezler. Bolinme sinyali alan hiicreler ilgili sinyal
dogrultusunda boélinerek sayisini arttirirken, 6liim sinyallerini alan hiicreler ise
kontrollii bir sekilde kendilerini oldiirtirler. Fakat kanserlesmis hiicreler bu biyolojik
hiyerarsiye uymayarak sayilarini arttirir (Kontrolsiiz proliferasyon) ve disaridan
gelen Oliim sinyallerine cevap vermezler. Bunun sonucunda g¢evre veya uzak
dokulara yayilarak metabolik aksamalara sebep olurlar (Metastaz). Hiicrelere bu
kontrolsiiz proliferasyon ozelligini kazandiran, hiicre DNA’sinda meydana
gelebilecek mutasyonlardir. Hiicrelere mutant 6zelliklerini kazandiran etmenler ise

kabaca kimyasal, biyolojik ve fiziksel etkiler olarak siralanabilir.

Cagimizda kiiresel bir gelismeye paralel olarak ortaya ¢ikan yeni teknolojiler,
bu gelismelere bagli olarak ortaya ¢ikan ihtiyaglar ve yasam sekilleri gibi bir¢ok yeni
kazanim ayni zamanda birtakim olumsuz ¢evresel etmeni de beraberinde
getirmektedir. Bu cevresel etmenler bolgenin cografik, ekolojik ve teknolojik
ozelliklerine gore cok farkli 6zellikler gosterebilir ve canlilar tizerindeki etkileri goz

ard1 edilemeyecek derecede dnemlidir.

Gelismis tilkelerde yasayan insanlarin kanser sonucu 6liim oranlar1 zamanla
artmakla birlikte, ayn1 zamanda az gelismis {lilkelerde yasayan bireylere kiyasla
fazladir. DSO (WHO-World Health Organization) verilerine gore hazirlanmis, ¢ok
gelismis iilkelerdeki bireylerin kansere yakalanma insidanslar1 ve kaba 6liim oranlari
Sekil 4’te ve bazi ¢ok gelismis iilkelerdeki 1952-2013 yillar1 arasindaki kanser

kaynakli kaba 6liim oranlar sekil 5°te gosterilmistir.
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2012 yilinda her iki cinste en sik goriilen 10 kanser bolgesinin tahmini kaba 6liim oranlar1 (Insidans ve 6liim)

Insidans
M Olim Cok gelismis tilkeler Az gelismis iilkeler

Gogilis
Prostat
Akciger
Kolorektal
Mide
Karaciger

Serviks uteri

Corpus uteri
|
Pankreas
1]
Yumurtalik
Hl
200 100 0 100 200

Sekil 4. WHO, International Agency for Cancer Research on Cancer, GLOBOCAN
verilerine gore hazirlanmis, ¢cok gelismis lilkeler ile az gelismis tilkelerdeki
kanser insidanslar1 ve kaba 6liim oranlari
(http://globocan.iarc.fr/Default.aspx Erisim tarihi: 10 Subat 2017).
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Sekil 5. WHO, International Agency for Cancer Research on Cancer, Global Cancer
Observatory verilerine gére hazirlanmis, bazi gelismis devletlerin 1950-2013
yillar1 arasinda kadin ve erkek cinsiyetlerine gére kanser kaynakli kaba 6liim
oranlar1 (http://www-dep.iarc.fr/WHOdb/WHOdb.htm Erigim tarihi: 23
Ocak 2017).
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Tiirkiye’de yasayan bireylerin sahip oldugu kanser insidanslar1 ve kaba 6liim
oranlar1 da diinya ortalamasindan pek farkli degildir. Sekil 6’da, Tiirkiye ile Diinya
geneli kansere yakalanma insidanslar1 ve kaba 6liim oranlarmin bir karsilastirmasi
sunulmustur. Ulkemizde toplam 6liim nedenleri siralamasinda %21’lik oraniyla
kanser (Malign ve bening neoplazmlar) ikinci sirada yer almaktadir (TUIK Basm
Odas1 Haberleri 2016). Sekil 5 ve 6’da goriildiigii {izere, ¢ok gelismis tlkelerde
oldugu gibi Tiirkiye’de de gogiis, prostat, akciger ve kolorektal kanser insidanslar1 ve

6lim oranlarimin yiiksekligi dikkat cekicidir.

2012 yilinda her iki cinste en sik goriilen 10 kanser bolgesinin tahmini kaba 6liim oranlar1 (Insidans ve 6liim)

Insidans
B Olim Tiirkiye Diinya

Goglis

Prostat

Akciger

Kolorektal

Mide

Karaciger

Serviks uteri

Corpus uteri

1
Pankreas =
(1]
Yumurtalik
1]
50 40 20 0 20 40

Sekil 6. WHO, International Agency for Cancer Research on Cancer, GLOBOCAN
verilerine gore hazirlanmig, Tiirkiye ile Diinya geneli kanser insidanslar1 ve
kaba 6liim oranlar1 (http://globocan.iarc.fr/Default.aspx Erigim tarihi: 16
Mayis 2017).

Cevresel etmenlerin kanser kaynakli 6liimler iizerindeki etkisini ¢arpict bir
sekilde ortaya koyan Orneklerden biri, lilkemizin en gelismis sanayi bdlgelerinden
olan Kocaeli Dilovasi bolgesidir. Hamzaoglu ve ark. (2011) tarafindan Kocaeli
Dilovas1 bolgesindeki Oliim nedenleri lizerine yapilan g¢alismada, saptanan 505

olimden 161’inin (%32-33) kanser kaynakli oldugu bildirilmistir. Sekil 7°de ilgili
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calismada saptanan oliim nedenleri ile kanser kaynakli Sliimlerin kanser tiirlerine
gore dagilimlar1 gosterilmistir. Kocaeli Dilovasi bolgesinde, akciger kanserinden
oliim ortalamas1 2,6 kat, prostat kanseri 6liim ortalamasi 2,6 kat, ve mide kanseri
ortalamasi ise 2,3 kat diinya ortalamalarindan fazladir (Hamzaoglu ve ark. 2011).
Ayrica yine Hamzaoglu ve ark. (2014) tarafindan yapilan farkli bir ¢aligmada,
annelerin kolostrumu ve yeni dogan bebeklerin diskilarinda DSO tarafindan belirtilen

diizeyden daha yiiksek miktarda agir metal tespit edilmistir.

Akciger kanseri

Diger hastaliklar %015,3
%35,9
Mide kanseri Toplam
78,9 %32-33
Kolorektal kanser
%3,8
Prostat kanseri
%3,8
Diger kanserler
%1,2
Kardiyovaskiiler
hastaliklar \ Kanser harici diger
%14,1 respiratuvar
hastaliklar
%16,7

Sekil 7. Kocaeli Dilovasi bolgesinde tespit edilen 6liim nedenleri ve kanserlerin bu
6liim nedenleri igerisindeki yiizdelik dilimleri (Hamzaoglu ve ark. 2011).

Gilinimiizdeki kanser verileri demografik olarak degerlendirildiginde, gelecek
yillarda kanser insidansi ve 6liim oranlar1 hem Tiirkiye hem de diinya ¢apinda artarak
devam edecegi diistinilmektedir. GLOBOCAN verileri kapsaminda, kanserin
Tirkiye ve Diinya genelindeki tahmini insidansi ve mortalitesinin 2035 yilina kadar

olan degerleri sekil 8’de gosterilmistir.
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Sekil 8. WHO, International Agency for Cancer Research on Cancer, GLOBOCAN
verilerine gore hazirlanmis, 2035 yilina kadar Tiirkiye ve Diinya’da
beklenen kanser insidanslart ve 6liim oranlari
(http://globocan.iarc.fr/Default.aspx Erisim tarihi: 12 EKim 2017).

Bu veriler incelendiginde ontimiizdeki yillarda kanserin, Tiirkiye ve Diinya
genelinde en onemli saglik sorunlarindan biri olacagi aciktir. Kanser tedavileri
acisindan hali hazirda yaygin olarak kullanilabilen, etkili ve ucuz bir tedavi yontemi
bulunmamaktadir. Bu yoniiyle maliyeti az, yeni tedavi yontemlerinin bulunmasi

insanlik i¢in elzemdir.

2.4. Kanser Olusum Mekanizmalari

Kanserler c¢ogu zaman tek bir hiicreden koken alirlar. Bu hiicreyi
digerlerinden farkli kilan ise, farkli davranigsal 6zellikler gostermesidir. Saglikli bir
insan viicudunda ortalama 75 trilyon hiicre bulundugu disiiniiliirse, arasindan
bazilarinin birtakim etmenler sonucunda farkli davranig gostermesi olagan bile
karsilanabilir. Peki hangi 6zellikler fizyolojik sinirlar igerisinde davranan bir hiicreyi
digerlerinden farklilagtirarak, organizma i¢in bir tehdit unsuru haline getirmektedir?
Bu sorunun cevabi, ‘canlilik’ 6zelliginin biyolojik olarak en temel agiklamasinda

saklidir.

DNA, canllarin calisma prensiplerini agiklayan organik bir kullanma
kilavuzudur. Igerdigi ¢ok sayida niikleotidi, uygun enzimler ve aracti RNA’lar
yardimiyla proteine doniistiirerek veya direkt RNA olarak kopyalayarak yasamsal

faaliyetleri siirdiiriir ve kontrol eder. Yani hiicrelerin organizmanin yasam normlarina
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gore sahip olmasi gereken davranig sinirlarini belirleyen, DNA iizerindeki bilgilerdir.
Bu yiizden hiicre DNA’sindaki bilgilerin yanlis veya hatali aktarimi1 sonucunda ilgili
proteinin yapisi degisebilir, miktari artabilir/azalabilir veya protein hi¢ olugsmayabilir.
Kisacas1 kalitsal bilginin etkilenmesi dolayli olarak hiicrenin davraniglarii da

etkilemektedir.

DNA farkli etkiler yoluyla hasar alabilmekte ve bu hasarlardan bazilari, DNA
tizerindeki hasarlar1 denetleyen proteinlerden kagabilmektedir. Ayrica DNA’nin
hasar almasinin disinda, {izerindeki bilginin diizgiin bir sekilde aktarilip istenilen
proteine doniismesi i¢in, ¢esitli hiicre i¢i kosullarin da belirli sinirlar iginde tutulmasi
gerekmektedir. Kisacast DNA  {izerindeki bilginin diizgiin  bir sekilde
aktarilabilmesini etkileyen iki ana faktor vardir; genetik faktorler ve epigenetik
faktorler. Epigenetik faktorler kisaca, DNA {izerindeki degisimlerle iligkili
olmayarak kalitsal olarak aktarilan, gen ifadeleri tizerindeki degisikliklerdir. Genetik
ve epigenetik faktorler uygun kosullar altinda, direkt veya dolayl olarak, zamanla

DNA iizerinde birtakim farkliliklarin olugmasini saglayabilirler.

Kanserlesmis hiicrelerin genleri, fizyolojik sinirlarda hiicre ¢ogalmasi ve
doku homeostazin1 diizenleyen birtakim biyolojik yolu etkiler. Bu yollar hiicre
dongiisii, farklilasma ve apoptozistir. Bu yollarin her biri farkli ve benzersiz bir
molekiiler olay dongilisiine sahip olmakla birlikte, biyolojik olarak kesin smnirlarla
ayrilmazlar (Corn ve El-Deiry 2002). Kendi olay dongiileri igerisinde yer alan
molekiiler karakterler, diger dongiiler igerisinde de rol iistlenebilir. Bunun bir sonucu
olarak bu genler iizerinde meydana gelebilecek farkliliklar birden ¢ok yolaga etki
edebilir.

Kanserin olusmast icin, hiicrenin kalitsal materyali iizerinde bir dizi
mutasyonun birikmesi gerekmektedir (Sekil 9). Kanserli bir hiicrenin davranisi

izlendiginde, 6 karakteristik 6zellik gbze ¢arpmaktadir (Hanahan ve Weinberg 2000);

Kendi biiyiime sinyallerini olusturabilme
Biiyiime engelleyici sinyallere duyarsizlik

Apoptozisi atlatabilme

M w0 D ke

Siirsiz boliinebilme potansiyeli
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5. Devamli anjiyogenez

6. Doku isgali ve metastaz

Sekil 9. Kanserli bir hiicre hattinda zamanla farkli mutasyonlarin birikmesi.
Her farkly renk hiicre, farkli bir mutasyonu biriktiren hatti temsil etmektedir.

Bu ozellikler, temelinde kanser dokusunun 6zgiir bir sekilde hareket edebilmesini
saglamaktadir. Kanser hiicrelerinin bu hareket 6zgiirliiglinii kazanabilmeleri i¢in
biriktirmeleri gereken onemli mutasyonlar mevcuttur ve kanserli hiicrelerin sahip
olduklari bu mutasyonlar incelendiginde, proto-onkogen olarak isimlendirilen

genlerin biiylik rol aldiklar1 goriilmektedir. Mutasyon her ne kadar evrimin
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dinamolarindan biri olsa da, bir uyarlanma degil onarilamamis bir hasarin sonucu
oldugundan (Futuyma 2008), kanser 6rneginde oldugu gibi cogunlukla canliya zarar
verir. Kanser olgularinda 300 farkli genin benzer siklikta mutasyon gegirdigi, fakat
bu mutasyonlardan 20-30 kadarinin neredeyse tiim kanserlerde siklikla mutant
oldugu bilinmektedir (DSO 2008).

2.4.1. Kanser Olusumunda Proto-onkogenler ve Onkogenlerin Rolii

Canlilarda o6rgenlesme diizeyinin artmasi beraberinde, bu orgenligin ve
dogurdugu hiyerarsinin korunmasi adina birtakim denetim faaliyetlerini de zorunlu
kilar. Cok hiicreli canlilarda herhangi bir hiicre ya da hiicre grubu, fizyolojik sinirlar
icerisinde, gerekmedigi miiddetce ¢ogalamaz, farklilasamaz veya ortadan
kaldirilmas1 gerekiyorsa bundan kagamaz. Bu ii¢ kuralin herhangi birinin veya
tamaminin asilmasi organizmada aksakliklara sebep olarak canlinin hayatta kalma
sansin1 azaltir. Proto-onkogenler bu kilit noktalarda rol oynayan genlerdir. Bu
genlerin kanser acisindan 6nemi ise, lizerlerinde mutasyonlarin meydana gelmesi ile
kontrolsiiz hiicre {iremesinin bir sekilde Oniinii a¢masinda saklidir. Proto-
onkogenlerin mutasyona ugramasi ile bu genler onkogen olarak isimlendirilirler.
Onceleri yalmzca retroviriisler tarafindan olusturuldugu diisiiniilen onkogenlerin,
daha sonra retroviriis aktivitesine ek olarak delesyonlar, translokasyonlar, nokta
mutasyonlari, gen amplifikasyonlar1 gibi bir¢ok siire¢ igerisinde olusabildigi
anlagilmistir (Yokus ve Cakir 2012). Onkogenler hiicre davranisi iizerinde ¢ok farkli
etki gosterebilirler; 6rnek olarak bir hiicrenin DNA hasarindan kagmasini saglayabilir
(Finlay ve ark. 1989), kendi kendine siirekli boliinme sinyalleri olusturarak
kontrolsiiz proliferasyonu saglayabilir (Tamm ve ark. 2006) ya da hacmi artan kanser

dokusuna kan damarlarinin ulagsmasini saglayabilirler (Rak ve ark. 1995).

Hiicresel siireclerin ¢esitli yerlerinde gorev alan bazi proto-onkogenlerin

gorevleri Tablo 4’te gosterilmistir.
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Tablo 4. Baz1 proto-onkogenler ve fizyolojik sinirlar igerisindeki gorevleri.

Proto-onkogen Fizyolojik Gorevi
RAS Uc¢ formu bulunan (Hras, Kras ve Nras) RAS gen ailesi, hiicre biiyiimesi ve
farklilagsmasinda gorevli olup 50’ye yakin gen ile iligkilidir (Hesketh 1997a)
MYC Embriyonal gelisimin tiim basamaklar1, yetiskin dokularin proliferasyonu ve
apoptozisin uyarilmasinda gorev alir (Hesketh 1997Db)
Tumor Supressor p53 proteinin transkripsiyonu ve kontroliinde gorevlidir (Zhao
MDM2
ve ark. 2014)
Apoptozisin mitokondriyal yolunun diizenlenmesinde gorevlidir (Chipuk ve ark.
Bcl-2 2010)
CDK4 Hiicre siklusunun devamliliginin diizenlenmesinde gorev alir (Hesketh 1997¢)

2.4.2. Tiimor Supressor Genler

Timor supressor genler islevleri geregi hiicre boliinmesi lizerinde engelleyici
rol istlenen genlerdir. Baskiladiklar1 aktivite bakimindan bek¢i (Gatekeeper) ve
bakici1 (Caretaker) olarak iki tiptir. Bekg¢i tiimor supressor genler dogrudan
proliferasyonu baskilarken bakici tiimor supressor genler DNA {izerindeki
mutasyonlar1 tarayarak birikmesini oOnlerler (Cefle 2009). Farklilasmis timor
supressor genler ise mutant karakterler tasiyan hiicrelerin gogalmasina izin vererek,
ilgili mutant karakteri tasiyan kalabalik bir hiicre hattinin olusmasini ve bdylece
boliinmesi kontrol edilemeyen bu hattin, farkli mutajenik etkilere karsi daha da
duyarli olmasini saglamasi acisindan Onemlidir. Bakic1 timor supressor genlerde
meydana gelecek mutasyonlar ise DNA’y1 kararsizlastirarak bek¢i timdr supressor
genlerin ve onkogenlerin birikimini hizlandirir. Bazi arastirmacilar tarafindan ileri
stiriilen Mutatér Fenotip (Mutator Phenotype) kavrami tam olarak bu etkilesimi
ortaya koymaktadir. Mutator Fenotip olarak ifade edilen hiicrelerin, normal hiicrelere
kiyasla DNA {izerinde hasar biriktirme egilimleri daha fazladir. Bu egilim ayni
zamanda ilgili hiicre hattina karsi kullanilacak olan kemoterapik ilaglara karsi
direnglilik gelistirmesi yoniinden 6nemlidir. Bilinen bazi tiimor supressér genler

Tablo 5’te gosterilmistir (Loeb ve ark. 2008).
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Tablo 5. Baz1 tiimor supressor genler ve fizyolojik sinirlar igerisindeki gérevleri.

Tiimor Supressor Fizyolojik Gorevi
p53 Transkripsiyonel diizenleme, hiicre arresti ve apoptoziste rol oynar
Rb1 Hiicre dongiisiinde transkripsiyonel diizenleme islevi goriir
NF1 RAS-GAP aktivitesi
VHL Proteolizisin diizenlenmesi
E-Cadherin Hiicre adezyonunun diizenlenmesi
BRCA1, BRCA2 Transkripsiyonel diizenleme ve DNA tamiri

Tiimor supressor genleri onkogenlerden ayiran 6nemli bir 6zellik, bu genlere
bagli kontrolsiiz hiicre biiylimesinin, genetik olarak resesif olmasidir. Knudson’nun
(1971) retinablastomanin meydana gelmesinde Rb1 geninin her iki allelinin de
mutasyona ugramis olmasi gerektigini bulmasi, “Iki Mutasyon Hipotezi” olarak
bilinmektedir. Kisacasi heterozigot retinoblastoma bdlgesine sahip hiicre normalken,
bu heterozigotlugun kaybolmasi hastaliga neden olmaktadir. Bu yoéniiyle, timor
supressor genlerde meydana gelebilecek mutasyonlar yalnizca resesif alleller ile
ifade edildikleri zaman mutajenik etki gostermeleri bakimindan 6nemlidir. Ancak
delesyonlar sonucu resesif allel tek basina da ifade edilebilir ve mutasyonu igeren bu

allel, onkogenezi tek basina saglayabilir (Yokus ve Cakir 2012).

2.5. Anormal Hiicre Cogalmasinin Onlenmesi: Apoptozis ve Olusum

Mekanizmalari

2.5.1. Apoptozisin Organizma i¢in Onemi

Apoptozis, ¢ok hiicreli canlilarda, protistlerde (Deponte 2008) ve bitkilerde
goriilen (Havel ve Durzan 1996), nekrozdan farkli olarak, programli bir bigimde
gerceklesen intihar mekanizmalarindan biridir. Canlinin kontrollii gelisimini, hiicre
cogalmasi ve 6limii arasindaki dengeyi kurmasi ve istenmeyen hiicrelerin ortadan
kaldirilmas1 yoniinden, bir¢ok hastalik ve gelisim mekanizmasinin kritik noktalarini
tanimlamak adina 6nemi biiytiktiir (Kerr ve ark 1972). Metabolizma icerisinde yapim
ve yikim olaylarinin dengelenmesi, canlinin normal olarak gelismesi ve potansiyel
tehlikeli hiicrelerin ortadan kaldirilmasi acisindan 6nemlidir. Bu yapim ve yikim

arasindaki dengenin bozulmasi, yapilan sayisiz calismada goriildiigii gibi, bir¢ok
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onemli hastalifin temelini olusturmaktadir. Ayn1 zamanda apoptozis, embriyonik
donemden itibaren ¢ok hiicreli canlilarin morfolojik organizasyonu iizerinde biiyiik
roller iistlenir ve normal gelisimlerini siirdiirebilmeleri, onceden belirlenmis bazi
hiicrelerin programli bir sekilde yok edilmesine baglidir. Apoptozisin anlagilmasi
icin siklikla kullanilan model organizma olan 1mm uzunlugundaki Caenorhabditis
elegans, baslangigta 1090 olan toplam hiicre sayisini, genetik miras sonucu apoptoz
ile 131 hiicre azaltip ergin forma dontismektedir (Vaux ve ark. 1992). Omurgalilarda
ise merkezi sinir sisteminin organizasyonun diizenlenmesi, g6z lensinin orta
kismindaki hiicrelerin belirli bir programa gore olerek seffafligin saglanmasi,
menstruasyonda endometriyumun degistirilmesi, etkisiz veya otoimmun reaksiyon
veren T hiicrelerin ortadan kaldirilmasi, kurbagalarin metamorfoz evresinde
kuyruklarini kaybetmesi, parmak olusumunda aradaki dokunun ortadan kaldirilmasi
gibi bircok sayisiz islev apoptozisin rol aldigi bazi olaylara 6rnek gosterilebilir

(Coskun ve Ozgiir 2011).

Apoptozisin, morfolojik orgenlesme siiregleri disinda, bir homeostatik
diizenleme sistemi olarak islev gordiigii birgok Onemli gorevi de bulunmaktadir.
Fizyolojik veya patolojik birgok siire¢ apoptozisi tetikleyebilir. Apoptozis endeksinin
arttig1 fizyolojik siire¢lerden biri de yaslanmadir. Yaslanma, genetik bir programin
yaninda, homeostatik eksikliklere viicudun adapte olamama durumudur (Koyutiirk
2004). Yaslanma ilerledik¢e metabolizma icerisinde apoptotik defektlerin meydana
geldigi bilinmektedir. Yaslanma siireci igerisinde ayni zamanda hiicrelerin
biriktirdigi mutasyon sayis1 da artmaktadir. Kisacasi organizma, higbir karsinojenik
etkene maruz kalmasa bile yaslanma siirecinin sonunda kanserli hiicreler iiretebilir.
Kanser aragtirmalarinin 6nciilerinden olan ve ilk insan onkogenini (RAS) kesfederek
kanser arastirmalarinda biiyiik bir atilim yasatan Robert A. Weinberg’a gore ise,
yeteri kadar yasayan herkes mutlaka kansere yakalanacaktir
(http://www.nytimes.com/2010/12/28/health/28cancer.html Erisim tarihi: 01 Ocak
2017).
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2.5.2. Apoptozisin Olusumu

Enflamatuar cevap olusumuna sebep olan nekrotik hiicre dliimiinden farkli
olarak hiicrelerin programli bir sekilde ortadan kaldirilmasi, plazma membraninin,
icerigini paketler halinde, kendilerini sindirecek olan makrofaj ya da komsu
hiicrelere sunulmasi ile ayirt edilir. Apoptozisin olusmasi birgok farkli yolak ile
tetiklenebilmektedir. Programli hiicre 6liimleri genetik olarak belirlenmis bir sekilde
belirli hiicrelerin ortadan kaldirilmasi ile ya da ilgili hiicrenin disaridan uyarilmasi
veya hiicrenin kendi kendini tetiklemesiyle gergeklesebilir. Apoptozisin genel

ilerleme adimlari ise su sekildedir (Savitskaya ve Onishchenko 2015);

Indiiklenme veya tetiklenme

Pro-apoptotik proteinlerin aktivasyonu

Hedef proteinlere saldiran kaspazlarin kaskadi
Organellerin bozulmasi ve yeniden organizasyonu

Hiicrenin apoptotik baloncuklara bdliinmesi

© ok~ w N -

Fagositoz i¢in apoptotik baloncuklarin hazirlanmasi

Bir hiicre membrani eleman1 olan sfingomiyelin, sfingolipid tiirevidir ve
radyasyon, UV, olim reseptorleri etkisi, cesitli kimyasallar ya da SPT (Serine-
palmitoyl Transferase) enzimi sayesinde Seramid’e doniislir. Seramid’in
sfingomiyelinden sekillenmesi sonucu hiicre igerisinde hiicre arresti, hiicre
farklilagsmasi, yaslanma ve apoptozisin uyarilmasi icin bir tiir ikinci haberci rolii
tistlenmektedir. Olusan seramid, Rb (Retinoblastoma), p21 ve CDK2 (Cyclin
Dependent Kinase-2) araciligi ile hiicre arrestini saglar. Ayrica seramid pro-
apoptotik ozellik gosterdiginden, arastirmacilar tarafindan timor supressor lipit
olarak da adlandirilmaktadir (Taha ve ark. 2006). Hiicrelerin farklilasmasi ve
biiyiimesi 1ile iligkili olarak, biiyiime faktorii hiicrelerin yasamlarmi devam
ettirebilmesi i¢in gereklidir. Ekstraseliller ortamda hiicreler i¢in besin ve yapi
maddesi yoniinden bir sinirlama bulunmamaktadir. Fakat biiylime faktoriiniin
yetersizligi major glukoz tasiyicisi olan GLUT1 (Glucose transporter 1), LDL (Low
Density Lipoprotein) reseptorii, aminoasit tastyicilart ve demir alim reseptorlerinin
ylizey ekspresyonlarini azaltici bir etki gostermektedir (Lum ve ark. 2005). Bu

yoniiyle hiicrenin enerji iiretim yeri olan ve birgok durumda apoptoziste kilit role
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sahip mitokondri {izerinde olusan stres, birtakim pro-apoptotik proteinlerin
translokasyonunu saglayarak apoptozise sebep olabilmektedir (Vander Heiden ve
ark. 2001). Lenfositler ise programli hiicre 6liimiine ugramamak i¢in digsal sinyalleri
almalidir (Rathmell ve ark. 2000). Makrofajlar da dahil olmak iizere lenfositler ayni
zamanda timor hiicreleri basta olmak iizere, bazi hiicre tipleri iizerinde litik etkisi
oldugu anlasilan hiicrelerdir. Bu 6zelliklerinin en basta TNF adi verilen bir molekiille
sagladiklar1 dusiiniilmiis fakat daha sonra, TNF’nin birgok reseptér ve ligandi
igerisine alan bir aile oldugu anlagilmistir (Locksley ve ark. 2001). TNF ailesine ait
ligandlar apoptozise neden oldugu bilinen ve ¢cogu kanser aragtirmalarinda sitotoksik
etkilerinden dolayr siklikla iizerinde durulan molekiillerdir. Bu ligandlar hiicre
yiizeyinde ilgili reseptore baglanarak hiicre igerisinde kaspaz olarak bilinen bir grup
molekiilii uyararak hiicreyi apoptoza siirtiklerler. Kaspazlar (Caspases — Cysteine
Apartyl-spesific Proteases), programli hiicre oliimiinde rol oynayan intraseliiler
inaktif zimojen proteazlardir. Fare ve insanlarda 14 farkli iyesi belirlenen
kaspazlarin bazilari, biyokimyasal yapilarindan kaynakli olarak apoptoziste rol
oynamazken bir kism1 gorev alir ve bu kaspazlar aktivator kaspazlar olarak ifade
edilir. Baglatic1 kaspazlar (Initiator caspases) farkli aktivatorler ile aktiflesebilir ve
birbirleri {izerinden ilerleyen bir kaskad olustururlar. Bir kaspaz kaskadi, TNF ailesi
reseptorler veya apoptotik mitokondri faaliyetleri sonucu olusabilir (Reed 2000).
Baz1 apoptotik yollar kaspaz bagimliyken bir diger kismi kaspaz bagimsiz olarak

apoptoza neden olabilmektedir (Savitskaya ve Onishchenko 2015).

Goriildigi gibi hiicrenin apoptotik indiiksiyonu, hiicre i¢i ve hiicre dis1 bir¢ok
yolla saglanabilmektedir. Bundan dolayr apoptozisi indiikleyici yollar igsel
(Instrinsic) ve dissal (Extrinsic) yollar olarak da ayrilabilmektedir. Fakat bu yolaklar
kesin ve net siirlar ile ayrilamadiklarindan, igsel yollar digsal aktivatorleri birtakim
kosullar altinda etkileyebilmekte ve boylece daha karmasik bir mekanizma tablosu
sekillenmektedir (Yamaguchi ve Wang 2004, Beurel ve Jope 2006). Fakat yine de

apoptozis i¢in kilit rolii istlenen baz1 merkezler ve birtakim yollar vardir.
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2.5.2.1. Mitokondrinin Apoptozisteki Yeri

Mitokondri neredeyse tiim Okaryotik canlilarin sahip oldugu, besin
molekiillerinin kimyasal baglarindan aldiklar1 enerjiyi ATP molekiillerine aktararak
hiicrenin is yapabilme yetenegini saglayan organeldir (Karnkowska ve ark. 2016).
Mitokondri morfolojik olarak dista diiz bir zara, i¢ kisminda ise matrikse uzanan ve
krista olarak adlandirilan kivrimlara sahip bir i¢ zara sahiptir (Widmaier ve ark.
2014b). Bu sayede dis membran, ara membran alani, i¢ membran ve matriks olmak
tizere dort farkli bolgeye ayrilmaktadir. Mitokondri enerji tiretimi sorumlulugu
disinda hiicre boliinmesi, sinyalizasyon ve apoptozis gibi birgok dnemli metabolik
aktivitenin gergeklestirilmesinde de onemli rol oynar (McBride ve ark. 2006).
Mitokondrinin apoptozisteki roliiniin 6nemli olmasinin sebebi ise kendi igerisinde
birgok pro-apoptotik ve anti-apoptotik Ogeleri icermesinden kaynaklidir. Bazi
hiicrelerde (Tip-I Hiicreler) apoptozisin olugmasi i¢in mitokondri bir zorunluluk
olmasa da, bir diger hiicre tipleri i¢in (Tip-II Hiicreler) gereklidir (Westphal ve ark.
2011).

Hiicreye apoptotik 6liim sinyallerinin gelmesi veya hiicrenin herhangi bir
aksiyon sonucu kendini programli Oliime siiriiklemesi, mitokondri iizerinden
gerceklesen birtakim olaylara sebebiyet verebilmektedir. Erken apoptozis siirecinde
mitokondride gerceklesen degisimler ve aktiviteler gozlendiginde ETS (Elektron
Tasima Sistemi) aksamalarina bagli olarak oksidatif fosforilasyon ve ATP iiretiminde
bozulmalar goriilmektedir. ETS elemanlarindan olan sitokrom-c, cesitli apoptotik
indiiksiyonlarda etkilenen belirli yapilardan biridir ve bu etki sonucunda, ETS’nin
aksamasi ile ATP tiretiminde yasanan aksakliklar daha da anlasilir olmaktadir (Green
ve Reed 1998). Sitokrom-c’nin apoptozis i¢in Onemi, mitokondriden salinip
sitoplazmaya ge¢mesinin ardindan sitoplazmada inaktif halde bulunan Apaf-1
(Apoptotic Protease Activating Factor-1) (Zou ve ark. 1997) ve kaspaz-9 ile
birleserek, prokaspaz-3’ii kaspaz-3’e ¢eviren apoptozom {initelerinin olusumunu
tetiklemesidir (Zou ve ark. 1999). Kaspaz-9 apoptozom olusumuna katilmadan 6nce
aktif degildir (Prokaspaz-9), aktivasyonu sonunda kaspaz-9 apoptozomdan ayrilarak
efektor kaspazlar olan kaspaz-3, 6 ve 7’yi aktive eder. Kaspaz-3’iin aktivasyonu,

DNA fragmentasyonuna neden olan CAD’1 (Caspase-activated Deoxyribonuclese)
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baglayarak fragmentasyonu engelleyen ICAD’mn (Inhibitor of Caspase-activated
Deoxyribonuclese) kirilmasini ve boylece CAD’1n ¢ekirdege gociinii saglar (Nagata
2000). Sitokrom-c’nin mitokondriden salinmasi ise Bcl-2 (B-cell Lymphoma 2)
ailesi proteinlerin denetimi altindadir. Bcl-2 ailesi, anti-apoptotik (Veya Pro-
survival) (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, Bcl-W ve Al) ve pro-apoptotik (Bax, Bak ve Bok)
tiyelere sahiptir. Anti-apoptotik liyelerin disindaki {iyeler Bax (Bcl-2-associated X
Protein) grubu tyeleri (Bim, Bad, Bid, Bik, Bmf, Puma, Noxa ve Hrk) Bcl-2
homologu olduklarindan ve ortak olarak BH3 interaksiyon bolgesine sahip
olduklarindan BH3-only olarak da bilinirler (Willis ve Adams 2005). Pro-apoptotik
iyeler olan Bax ve Bak (Bcl-2 Antagonist Killer Protein), mitokondri permabilitesi
tizerinde membran porlarini diizenleyici etkileri sayesinde gegirgenligin artmasini ve
bdylece apoptozisin olusmasina yardimci olduklarindan dolayr diizenleyici islev
goriirler. VDAC (Voltage-dependent Anion Channel) voltaj duyarli kapilardir ve
mitokondrinin dis membraninda bulunurlar. VDAC1, VDAC 2 ve VDACS3 olmak
tizere ii¢ farkli formda bulunan kanallar, Bax ve Bak ile farkl etkilesim egilimlerine
sahiptirler. Bax ve Bad’m bu kanallar ile olan etkilesimleri sonucunda mitokondri
permabilitesi degismektedir (Keinan ve ark. 2010). Bu iki iiye mitokondri disinda
ER’da (Endoplazmik Retikulum) da tanimlanmistir, fakat buradaki fizyolojik
gorevleri tam olarak agik degildir (Westphal ve ark. 2011). Bcl-2 ailesinin anti-
apoptotik tyeleri ise sitokrom-c’nin translokasyonu (Sitoplazmaya) iizerinde
engelleyicidir (Kluck ve ark. 1997). Buna bagli olarak, ayn1 zamanda Bcl-2’nin asir1
ekspresyonu hiicrenin apoptoza ugramasini engellediginden (Yang ve ark. 1997) bir
proto-onkogen olarak degerlendirilmektedir (Scorrano 2009).

Mitokondriye etki eden cesitli apoptotik uyaranlar ara membran alanindan
Smac/DIABLO (Second Mitochondria-derived Activator of Caspase/Direct Inhibitor
of Apoptosis-binding Protein with Low pl), OMI/HtrA2 (High-temperature
Requirement A2), AIF (Apoptosis-inducing Factor) ve Endoniikleaz G’nin
translokasyonunu tetiklemis olurlar (Cregan ve ark. 2004). Smac/DIABLO ve
OMI/HtrA2 sitoplazmaya gegtiklerinde kaspaz-9’u tutan IAP grubu proteinleri
(clAP-1, clAP-2 ve XIAP) baglayarak kaspaz kaskadini indiiklerler (Savitskaya ve
Onishchenko 2015). Bu yiizden IAP ailesi proteinlerin artis1 apoptozisin olugsmasini
engellemektedir (Park ve ark. 2002). AIF ve Endoniikleaz G’nin sitoplazmaya
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gecmesi ise kaspaz bagimsiz DNA fragmentasyonuna sebep olmaktadir (Savitskaya

ve Onishchenko 2015).

2.5.2.2. Endoplazmik Retikulum ve Apoptozis

Okaryotik canlilarda bulunan, graniillii veya graniilsiiz yapida bulunabilen ER
hiicre igerisinde sentezlenmis protein paketlerini ve katlanmalarini yapan, bazi lipit
ozellikli molekiilleri sentezleyen, birtakim hidrofob molekiilleri detoksifiye eden ve
birgok hiicre i¢i aktivitede rol oynayan Ca’" iyonunun homeostazisini saglayan
organeldir (Widmaier ve ark. 2014a). Hipoksi, besin maddesi miktari, degismis Ca""
iyonu miktari, artan protein katlama trafigi ve yanlis katlanmis veya katlanmamis
protein yapilarinin ortamda birikmesine sebep olan patojen veya yangisal uyaranlar
ER stresi olarak bilinen bir durum yaratir. Hatali katlanmis proteinler BIP
(Immunoglobulin Heavy-Chain Binding Protein) olarak bilinen saperona tutunur ve
ardindan serbest BIP seviyesi diistiikce BIP ve diger saperonlarini kodlayan farkli
genlerin transkripsiyonu artar (Wang ve Kaufman 2014). Bu kontrol mekanizmasi
UPR (Unfolded Protein Response) olarak bilinir ve ER membraninda, saperonlarla
baglanan, katlanmamis ya da yanlis katlanmis proteinlere duyarli sensorler bulunur.
Bu sensorler ER liimeninde yer alan IRE1 (Inositol-requiring Enzyme 1) ve PERK'tir
(Protein Kinase R-like Endoplasmic Reticulum Kinase) (lurlaro ve Mufioz-Pinedo
2015). UPR aktivasyonunun artmasi sonucunda protein sentezinin bir siireligine
baskilanmasi ve otofaji gibi birtakim Onlemler tetiklenir. Bu Onlemlerin yeterli
olmadigr durumlarda ise (Uzamis UPR aktivasyonu) hiicre apoptoza siiriiklenerek
programli bir sekilde ortadan kaldirilir. Onkogenik hiperaktivasyon ya da timor
supressOr genlerdeki fonksiyon kaybina bagli olarak olusan yiiksek protein katlama
aktivitesi gibi nedenlerden dolayi, bir¢ok kanser tipinde artmig UPR aktivasyonu
goriilmektedir (Wang ve Kaufman 2014). UPR cevabinda yer alan sensorlerden
PERK, elF2a’y1 (Eukaryotic Translation-Initiation Factor a) fosforilleyerek bircok
proteinin sentezini baskilar. Fakat bu yol aym1 zamanda CHOP’u (C/EBP
Homologous Protein) aktive eden ATF4’iin (Activating Transcription Factor 4)
translasyonunu arttirarak TNF) ailesi ligand etkilesimli reseptdrlerden olan DRS’in,

upregiilasyonunu da saglamaktadir (Yamaguchi ve Wang 2004).
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Proteinlerin kontrolii disinda ER’nin en 6nemli gérevlerinden bir digeri hiicre
ici Ca™" homeostazisini saglamaktir. Hiicrede meydana gelen birgok fizyolojik siireg
icin Ca'™ anahtar aktivator ve diizenleyici iyondur. Bu sebeple, Ca'" derisiminde
meydana gelebilecek farkliliklar hiicrede diizensizliklere sebep olur. Sitozoldeki Ca**
iyonlari, ER membraninda bulunan SERCA (Sarco/endoplasmic Reticulum Calcium
ATPase) pompast araciligi ile ER icerisine tasmir. Ca™" yogunlugunu diizenleyen
SARCA mRNA’s1, bazi kanser tiplerinde fazla ifade edilmekte ve hiicrede diizensiz
Ca'" sinyalizasyonu gériilmektedir (Seo ve ark. 2016). Kanser hiicrelerinde SARCA
mRNA’sinin artan ifadesi, hiicrelerin apoptozisten kacabilmelerinin bir yolu olarak
da diisiiniilebilir ¢iinkii sitozolde artan Ca*" yogunlugu, apoptotik siireclerde kilit rol
oynayan mitokondrinin normal kosullar altinda igerdigi diisiik yogunluklu Ca*”
yogunlugunu da beraberinde yiikselterek, birtakim apoptojenlerin sitoplazmaya

geemesini saglar (Orrenius ve ark. 2003).

2.5.2.3. p53 ve DNA Hasarina Bagh Apoptozis

p53 insanlarda 17. kromozomun kisa kolu tizerinde TP53 geni tarafindan
kodlanan ve DNA kararliliginin saglanmasinda katkida bulunan bir transkripsiyon
faktoriidiir (Varley ve ark. 1997). Inaktivasyonundan hiperaktivasyonuna kadar
kanser, karaciger hastaliklar1 ve nérodejeneratif hastaliklar gibi cok genis bir hastalik
yelpazesiyle iligkili olmas1 (Fridman ve Lowe 2003, Amaral ve ark. 2010), alaninda
calisan birgok arastirmaci tarafindan iizerinde ¢ok¢a durulmasina neden olmustur
(Kogak ve ark. 2011). Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajansi’nin veri tabanina

gore, hemen her tiir insan kanserinde 24000 civar1 TP53 mutasyonu tanimlanmistir

(DSO 2008).

Yapisal olarak benzer fakat farkli stres kosullart altinda ayrica indiiklenebilen
p63 ve p73’i de igeren gen ailesinin iiyesi olan p53 proteini (Avivi ve ark. 2005a),
transkripsiyonel aktivasyon bolgesi olan N-ucu, heterodimerizasyonun saglandigi C-
ucu (Oligomerizasyon) ve ¢cogu onkogenik mutasyonlarin meydana geldigi merkez
kism1 olarak tii¢ bolgeye ayrilmaktadir (Prives ve Manfredi 1993). DNA’nin
kararliliginin saglanmasi, hasara ugrayan DNA bolgelerinin tamir edilmesi ve

hiicrenin programli hiicre 6ltimiine siiriiklenmesinde rol almasmin yani sira bir¢ok
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kanserde mutasyona ugramasi Ve sonucunda kanserli hiicrelerin ortadan
kaldirilmasina karst bir direng faktorii rolii {stlenmesinden dolayi, kanser
arastirmalarinda iizerinde siklikla durulmaktadir (Avivi ve ark. 2005a). Bu ozelligi
ile p53 giinlimiizde kullanilan yaygin kanser tedavi yoOntemlerinin kilit roliinii
tistlenmektedir (Levine 1997). Hiicre bollinmesi ile ortaya c¢ikabilecek hasarli
DNA’ya sahip hiicrelerin, kontrolsiiz olarak iiremelerinin 6niindeki en etkili tespit
mekanizmalarindan biri olan p53°lin mutasyona ugrayarak hata denetiminin ortadan
kalkmas1 ciddi bir sorundur ve bir¢ok ileri evre insan kanser hiicresinde p53’iin

mutasyona ugradigi bildirilmistir (Greenblatt 1994).

Bir transkripsiyon faktorii olan p53, hiicre siklusunda denetim yaparak gerekli
durumlarda hiicrenin boliinmesini engeller ve DNA tamiri i¢in zaman kazandirir.
Fizyolojik simirlar icerisinde belirli bir hizla iiretilip yine belirli bir hizla ortadan
kaldirilan p53 proteinin yarilanma omrii yaklagik 20 dakikadir ve bu yarilanma
stiresi, N-ucuna baglanarak p53’iin negatif diizenlenmesinde gorevli Mdm2/Hdm2
(Murine/Human Double Minute-2) araciligiyla saglanir. Mdm2, p53 N-ucunun
fosforillenmesini saglar (Kogak ve ark. 2011). Ubikuitinleme olarak bilinen bu
isaretleme p53 proteininin  proteazomlara yonlendirilmesine ve bdylece
parcalanmasina neden olarak p53 aktivasyonunu onler. DNA hasar1 ve hiicresel stres
durumlarinda ise Chk2 (Checkpoint kiase-2), ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3
Related Protein), ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) ve pl4 gibi proteinlerin
aktivasyonlar1 Mdm?2’yi tutarak fosforillenmeyi o6nler ve p53’tin aktivasyonuna
sebep olur (Gasco ve ark. 2002). p53’iin aktivasyonu sonucunda ise hiicre arresti
dolayli yoldan saglanir. Arrestin saglanmasi, DNA {izerinde meydana gelmis
hasarlarin belirlenmesi, eger miimkiinse diizeltilmesi, onarilamiyorsa hiicrenin
apoptoza ugratilarak hasarli DNA’nin kontrolsiiz ¢ogalmasinin énlenmesi amaciyla

yiiriitiilmektedir.

Mutant olmayan p53 (Wild Type p53) hiicreyi hiicre dongiisiiniin kontrol
noktalarindan olan (Checkpoint) G; kontrol noktasinda tutarak, hiicrenin S evresine
gegmesini engellemekte ve bu sayede DNA’st hasarli hiicreyi G1/Go evresinde
tutmaktadir (Levine 1997). p53 bu islevini, Gi1/Gy evresinde rol alan CDK’larin

(Cyclin  Dependent Kinases) islevini engelleyen p21’in transkripsiyonunu
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indiikleyerek gergeklestirmektedir (Harris 1996). Ek olarak, yapilan ¢aligmalar p21
eksik fibroblastlarin malignant olusum sergilemeden normal gelisim gostermelerinin
yani sira, bu hiicrelerin DNA hasarina maruz kalmasi ile G; arrestini saglamada
yetersiz kaldiklarini, fakat p21’in p53 aracili apoptozun saglanmasinda bir
zorunluluk olmadigini gostermektedir (Deng ve ark. 1995, Attardi ve ark. 1996). p53
G; fazindan bagka, hiicreyi G, fazinda meydana gelen sorunlar sonucunda G, kontrol
noktasinda da tutabilir. Fakat buradaki arrest, p53’iin E2F’ye baglanarak, mitoz igin
gerekli olan c-myc ve c-fos gibi proto-onkogenlerin transkripsiyonunu engelleyerek
saglanmaktadir (Gabriel 2007). p53°lin diizenleyebildigi pro-apoptotik proteinler ise
Bax, Apaf-1, Puma (p53-upregulated Modulator of Apoptosis), p5S3AIP1 (p53-
regulated Apoptosis Inducing Protein 1), Pidd (p53-induced Protein with Death

Domain) ve Noxa’dir (Gasco ve ark. 2002).

Kor fareler p53°iin evrimlesmis bir formuna sahiptirler. Ashur-Fabian ve ark.
(2004) tarafindan insan p53 geni (hP53) ile kor farelerinki (sP53) karsilastirilmis ve
kor farelerde, insan p53 geninin 174. pozisyonuna karsilik gelen kismin Arjinin
aminoasidi yerine Lizin aminoasidini icerdigi gosterilmistir. Bu bolge bir¢ok insan
kanserinde goriilen p53 gen hasarinda siklikla mutasyona ugrayan bolgedir
(Gorbunova ve ark. 2012). Kor farelerde farklilasmis bu {inite (Argl74Lys) aym
zamanda p53’iin, apoptozis transkripsiyon genlerinden olan Apaf-1, PTEN, Puma ve
Noxa tizerindeki etkinliini de azalttig1 bilinmektedir (Avivi ve ark. 2007). Sahip
olduklar1 bu egsiz farklilik kor fareleri kanser karsisinda oldukg¢a avantajli bir duruma

getirdigi sdylenebilir.

2.5.2.4. TNF Ustfamilyas1 ve Ligand-Reseptor Etkilesimli Apoptozis

1968 yilinda lenfositlerin {irettigi bir iiriin olan ve Lenfotoksin’in sitotoksik
etkilerinin oldugu kesfedilmistir (Williams ve Granger 1968). Bu kesfin ardindan,
1975 yilinda daha ¢ok makrofajlarca iiretilen ve TNF olarak adlandirilan farkli bir
ajanin da sitotoksik etkilerinin oldugu ortaya ¢ikartilmistir (Carswell ve ark. 1975).
Benzer sitotoksik ozellikleri olan ve daha sonra molekiiler yapilarmin da benzer
oldugu anlagilan (Aggarwal ve ark. 1985) bu iki madde, sirasiyla TNFa ve TNFp

olarak isimlendirilmistir. Gliniimiizde bu iki maddenin kesfedilen diger reseptorleri
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TNF Receptor Superfamily (TNFRSF) (Tablo 6), ligandlar ise TNF Superfamily
(TNFSF) (Tablo 7) olarak siniflandirilmaktadir.

Tablo 6. TNF Receptor Superfamily (TNFRSF)
(http://www.genenames.org/cgi-bin/genefamilies/set/782 Erisim tarihi: 18

Temmuz 2017).

Kisaltma Ad Diger Adlandirmalar Kromozom
EDAR Ectodysplasin A receptor ED5, EDAZ3, Edar, ED1R, EDA1R 2913
TNFRSF1A TNF receptor superfamily member 1A TNF-R, TNFAR, TNFR60, TNF-R-1, CD120a, TNF-R55 12p13.31
TNFRSF1B TNF receptor superfamily member 1B TNFBR, TNFR80, TNF-R75, TNF-R-II, p75, CD120b 1p36.22
LTBR Lymphotoxin beta receptor TNF-R-11l, TNFCR, TNFRSF3, TNFR2-RP, TNFR-RP 12p13
TNFRSF4 TNF receptor superfamily member 4 ACT35, 0X40, CD134 1p36.33
CD40 CD40 molecule p50, Bp50 20g13.12
FAS Fas cell surface death receptor CD95, APO-1 10g23.31
TNFRSF6B TNF receptor superfamily member 6b DcR3, DCR3, TR6, M68 20g13.33
CD27 CD27 molecule S152, Tp55 12p13.31
TNFRSF8 TNF receptor superfamily member 8 KI-1 1p36.22
TNFRSF9 TNF receptor superfamily member 9 CD137,4-1BB 1p36.23
TNFRSF10A TNF receptor superfamily member 10a | DR4, Apo2, TRAILR-1, CD261 8p21.3
TNFRSF10B TNF receptor superfamily member 10b | DRS5, KILLER, TRICK2A, TRAIL-R2, TRICKB, CD262 | 8p21.3
TNFRSF10C TNF receptor superfamily member 10c | DcR1, TRAILRS, LIT, TRID, CD263 8p21.3
TNFRSF10D TNF receptor superfamily member 10d | DcR2, TRUNDD, TRAILR4, CD264 8p21.3
TNFRSF11A | TNF receptor superfamily member 11a | RANK, CD265, FEO 18g21.33
TNFRSF11B TNF receptor superfamily member 11b | OCIF, TR1, OPG 8024.12
TNFRSF12A TNF receptor superfamily member 12A | FN14, TweakR, CD266 16p13.3
TNFRSF13B TNF receptor superfamily member 13B | TACI, CD267, IGAD2 17pl1.2
TNFRSF13C TNF receptor superfamily member 13C | BAFFR, CD268 22913.2
TNFRSF14 TNF receptor superfamily member 14 HVEM, ATAR, TR2, LIGHTR, HVEA, CD270 1p36.32
NGFR Nerve growth factor receptor TNFRSF16, p75NTR, CD271 17921.33
TNFRSF17 TNF receptor superfamily member 17 BCM, CD269, TNFRSF13A 16p13.13
TNFRSF18 TNF receptor superfamily member 18 AITR, GITR, CD357 1p36.33
TNFRSF19 TNF receptor superfamily member 19 TAJ-alpha, TROY, TAJ, TRADE 13g12.12
RELT RELT, TNF receptor FLJ14993 11913.2
TNFRSF21 TNF receptor superfamily member 21 DR6, CD358 6p12.3
TNFRSF25 TNF receptor superfamily member 25 RESZJRAMP’ WSL-1, LARD, WSL-LR, DDRS, TR, 1p36.31
EDA2R Ectodysplasin A2 receptor XEDAR, EDAAZR, EDA-A2R, TNFRSF27 Xql2

Ilk kesfinden sonra sitotoksik etkilerinin kanserli hiicreler iizerine etkili oldugu

anlagilan TNF ailesi ligandlarin, zamanla c¢ok daha farkli etkilerinin oldugu

anlagilmistir (Tablo 8). Bu etkiler arasinda kemik homeostazisi,

sagkalim,

farklilasma ve enflamasyon gibi bir¢ok fizyolojik siire¢ yer alsa da, ¢esitli

aragtirmacilar tarafindan en ¢ok arastirilan etkileri apoptozis olmustur (Tablo 8)

(Gaur ve Aggarwal 2003). Kanser hiicreleri kontrolsiiz iireyen topluluklar olmasina

ragmen, normal hiicrelerden ¢ok daha fazla apoptoza ugrarlar. Bu o6zelliklerinden

dolay1 kanser hiicreleri lizerinde sitotoksik etkileri olan maddeler, siklikla klinik



35

caligmalarda kullanilmaktadir (Pennarun ve ark. 2010). Bundan dolay1, apoptozisin
TNF arastirmalarinin neredeyse dinamosu sayilabilecek olmasinin sebebi, elbette ki

kanser arastirmalaridir.

Tablo 7. TNF Superfamily (TNFSF)
(http://www.genenames.org/cgi-bin/genefamilies/set/781 Erisim tarihi: 08

Aralik 2017).

Kisaltma Ad Diger Adlandirmalar Kromozom
TNF Tumor necrosis factor TNFSF2, DIF, TNF-alpha 6p21.33
LTA Lymphotoxin alpha LT, TNFSF1 6p21.33
LTB Lymphotoxin beta TNFSF3, p33 6p21.33
TNFSF4 TNF superfamily member 4 OX-40L, gp34, CD252 1925.1
CD40LG CDA40 ligand CD40L, TRAP, gp39, hCD40L, CD154 X026.3
FASLG Fas ligand FasL, CD178 1924.3
CD70 CD70 molecule CD27L 19p13.3
TNFSF8 TNF superfamily member 8 CD153 9¢32-g33.1
TNFSF9 TNF superfamily member 9 4-1BB-L 19p13.3
TNFSF10 TNF superfamily member 10 TRAIL, Apo-2L, TL2, CD253 3026
TNFSF11 TNF superfamily member 11 TRANCE, RANKL, OPGL, ODF, CD254 13q14
TNFSF12 TNF superfamily member 12 TWEAK, DR3LG, APO3L 17p13.1
TNFSF13 TNF superfamily member 13 APRIL, CD256 17p13.1
TNFSF13B TNF superfamily member 13b BAFF, THANK, BLYS, TALL-1, TALL1, CD257 13033.3
TNFSF14 TNF superfamily member 14 LIGHT, LTg, HVEM-L, CD258 19p13.3
TNFSF15 TNF superfamily member 15 'I'\'/Il_é,c\l/ZEg(;;STLlA, VEGI192A, MGC129934, 9932
TNFSF18 TNF superfamily member 18 AITRL, TL6, hGITRL 1g25.1
EDA Ectodysplasin A ,I/E_\IJD_ASD,)A(J_A'-'ZED HED, XHED, ED1-Al, ED1-A2, EDA- Xq13.1

Islevsel TNF reseptorleri (Apoptozise neden olan) hiicre membrani iizerinde
bulunurlar ve hiicre i¢i kisimlarinda, reseptor-ligand kompleksinin baglanmasi ile
gerceklesen konformasyon degisimini hiicre igine ileten, 6liim bdlgesi (Death
Domain — DD) olarak isimlendirilen yapiyr ihtiva ederler. Fakat tim TNF
reseptorleri DD boélgelerine sahip degildir. DD’den yoksun bu reseptorler (Yem
Reseptorler - Decoy Receptors) hiicre membranina gelen ligandlar1 baglayarak ligand
yogunlugunu azaltmaktadirlar (Pan ve ark. 1997, Sheridan ve ark 1997). Dahasi,
timorlerde artan malignansiye bagli olarak, yem reseptor ekspresyonun arttigina
(Roth ve ark. 2001, Lin ve Hsieh 2011) ve bu islevsiz reseptorlerin birtakim yollar

sayesinde apoptozise aracilik ettigine dair deliller vardir (Haridas ve ark. 1998).
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Tablo 8. TNF ligand ve reseptor etkilesimleri ile proliferasyon ve apoptozis
etkilesimleri (Gaur ve Aggarwal 2003).

(?) TNF ailesi dist veya bilinmeyen ligandlar ile etkilesen reseptorlerdir (Park ve ark.
2005, Polek ve ark. 2006, Walczak 2013).

Ligand Reseptor Apoptozis Proliferasyon NF-xB INK p42MAPK pP38MAPK
TNF-a TNFR1, R2 + + + + +
LT a TNFR1, R2 + + + + +
FasL Fas + +
VEGI DR3 + + =
TRAIL DR4, DR5 + + +
LTB LT-pR + + + - -

CD27L CD27 + + + + +

CD30L CD30 + + + +

4-1BBL 4-1BB + - + +

TWEAK | Fn-14 + + + +

LIGHT LT-BR, HVEM + + +

CD40L CD40 + + +

OX40L 0X-40 + +

RANKL RANK + + + + +
APRIL TACI + + +

BAFF TACI, BCMA + + +

GITRL GITR + + -

EDA-A1 | EDAR + + +

EDA-A2 | XEDAR +

? TROY - + + -

? DR6 - + +

? RELT ? + + ? ? ?

DD igeren reseptorlerden olan CD95, DR4, DR5, TNFR1, DR3 ve TNFR2’de ise
ayrica reseptoriin sitoplazma kisminda DD’lerden sonra yer alan adaptor proteinler
karisir. CD95, DR4, ve DRS reseptorlerine ilgili ligandlarin baglanmasi sonucu
DD’den sonra FADD (Fass-associated Death Domain) adoptor protein yolu
tizerinden kaspaz-8 aktivasyonu saglanarak kaspaz kaskadi baslatilmig olur. TNFR1
DR3 ve DR6 ise ligand baglanmasinin ardindan TRADD (TNFR-associated Death
Domain) adaptor proteini ile etkilesim kurmakta ve bunun sonunda TRAF2 (TNFR-
associated Factor-2) veya FADD iizerinden sinyal yolu olusabilmektedir. DR6 ayrica
GRB2 (Growth Factor Receptor-bound Protein-2) adaptor proteini ile de etkilesim
kurabilmektedir. DD’ye sahip diger reseptorler (EDAR ve NGFR) ise TRAF6
adaptOr proteini vasitasiyla sinyalizasyonlarint devam ettirir. DD’ye sahip olmayan
reseptorler ise TRAF1, 2, 3, 4, 5 ve 6 adaptor proteinleri yoluyla sinyalizasyonlarini
saglarlar (Aggarwal 2003). Ligand-Reseptor-Adaptor protein olarak kenetli yapi
DISC (Death-inducing Signaling Complex) olarak isimlendirilir. Adaptor proteinler

araciligi ile (DISC yapisi) sitoplazmaya ulasan sinyal, reseptorlere gore degismek ile
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birlikte, hiicrede apoptozis, proliferasyon ve farklilasma gibi birgok siireci tetikler.
TNF reseptorleri ile hiicreye ulasan sinyaller NF-xB (Nuclear Factor kappa-B), INK
(Jun N-terminal Kinase), MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) ve kaspaz
kaskadini i¢eren bir dizi yolu tetikleyebilir (Tablo 8).

2.5.2.4.1. Neden TRAIL? TRAIL ve Apoptozisdeki Onemi

Ileri evre kanserlerin ¢ogunda mutant oldugu bildirilen p53, birgok apoptotik
yolagin ugrak noktasidir ve bu sebeple ¢esitli ileri evre kanserlerde, apoptozis
indiiksiyonunun tizerinde mutant p53 kaynakli bir direnglilik dogmaktadir (Levine
1997). Bu direncin atlatilabilmesi i¢in p53°den bagimsiz olarak apoptozisi
indiikleyebilen sinyal yollarinin arastirilmasi son derece Onemlidir. TNF
Ustfamilyasi’nin diger yollardan farkli olarak kendisini &zel kilan nokta da tam
burasidir. TNFSF {iyeleri p53’den bagimsiz olarak apoptozisi tetikleyebilmekte ve bu
Ozellikleri sayesinde ileri evre kanser tedavilerinde 6nemli bir segenek olarak yer
almaktadirlar. Fakat giiclii sitotoksik etkileri ve p53°den bagimsiz bir yolla apoptozis
indiiksiyonunu saglamalarinin yaninda, kanser hiicrelerinden ziyade, saglikl hiicreler
tizerinde de etkili bir sekilde apoptozise sebep olmaktadirlar (Sanlioglu 2011). Bu
durum, iyi bir kemoterapik ajanin sahip olmasi istenilen 6zelliklerinden degildir.
Yapilan arastirmalar, bir TNF iiyesi olarak TRAIL reseptorlerinin apoptozisi
indiikleyebilen diger TNF reseptorlerinden daha yaygin bir doku yelpazesinde
bulundugunu (Spierings ve ark. 2004) ve diger iiyelerden farkli olarak mutant
hiicreler iizerinde, hiicre 0liimiinii cok daha segici bir sekilde tetikledigi, boylece
neredeyse yan etkisiz bir sekilde apoptoza neden oldugu gostermistir (Griffith ve
Lynch 1998, Bonavida ve ark. 1999, Ashkenazi ve ark. 1999, Mitsiades ve ark. 2001,
Duiker ve ark. 2006, Oldenhuis ve ark. 2008). TRAIL’in deney hayvanlarinda
sistemik kullanimi herhangi bir toksik etki gostermezken TNFSF {iyesi diger
ligandlarin sistemik kullanimi ciddi toksik etkilere sebep olmaktadir (Walczak ve
ark. 1999). TRAIL aracili hiicre 6liimii ayn1 zamanda hem mitokondri temelli hem de
mitokondriden bagimsiz olarak apoptotik sinyalizasyon saglar. TRAIL’in bu 6zelligi,
apoptozisin olusmasi i¢in zorunlu olarak mitokondrinin uyarilmas: gereken ve

gerekmeyen kanser hiicrelerini ayn1 anda indiikleyebildigi i¢in essizdir (Pennarun ve
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ark. 2010). Bu benzersiz 6zelliklerinden dolayr TRAIL, ileri evre kanser tedavileri

icin ahit sandiginin kapagini aralamistir.

2.5.2.4.2. TRAIL ve Reseptorleri

TRAIL, NK (Natural Killer) hiicreleri, monositler, periferal T-hiicreleri ve
dendritik hiicrelerce sentezlenebilen TNFSF iiyesi liganddir (Duiker ve ark. 2006).
Ligandin etkilesebildigi reseptorler ise DR4, DRS, DcR1, DcR2 ve OPG
reseptorleridir (Sekil 10). Bu reseptorlerden yalnizca DR4 ile DRS hiicre igerisine
olim sinyalleri ulastirabilir. DcR1, DcR2 ve OPG, TRAIL i¢in yem reseptorler
olarak adlandirilir ve TRAIL ile etkilesebilmelerine ragmen apoptoza neden
olmazlar. DcR1 ve OPG DD icermezler fakat DcR2 bu iki yem reseptorden farkli
olarak kesik ve fonksiyonel olmayan bir DD’ye sahiptir (Von Karstedt ve ark. 2017).

TRAIL reseptorleri arasindan en az ifade edilen reseptor DcR1’dir ve asiri
ekspresyonu apoptozis ile iligkili degildir. Dahasi NF-xB DcR1’1 upregiile
etmektedir (Bernard ve ark. 2001). DcR2 ise yaygin olarak ifade edilir ve islevsel
reseptorler olan DR4 ve DRS ile %58-70 arasinda benzerlik gostermektedir.
DcR2’nin de agir1 ekspresyonunun apoptozis ile iliskili olmamasmin yani sira,
DcR2’nin TRAIL ligand ile baglanmasi NF-xB’nin aktivasyonuna neden olmaktadir
(Falschlehner ve ark. 2007).

DR4 ve DRS5’in asir1 ekspresyonu ise apoptozisle dogrudan iliskilidir. TRAIL
37°C’de DR5’¢e kars1 en yiiksek baglanma afinitesine sahiptir. Bu tercih sebebinin,
fizyolojik kosullar altinda endojen TRAIL yogunlugunun sinirli olmasinin bir sonucu
oldugu disiiniilmektedir (Von Karstedt ve ark. 2017). OPG ise fizyolojik olarak
TRAIL disinda RANK (Receptor Activator of NF-xB) ile yarisarak kemik
homeostazinda rol alir ve osteoklastogenezin dengelenmesinde 6nemlidir. NF-»xB
reseptOr aktivatorii olarak anti-apoptotik gorev {istlenir. Ayrica immun cevabin
diizenlenmesinde gorev alan OPG’nin TRAIL ile etkilesimi ise tam olarak anlagilmis
degildir. Fakat TRAIL igin yem reseptor gorevi gordiigiinden (NF-»B aktivasyonu),
hiicre sagkalimi iizerinde etkili oldugu disiiniilmektedir (Kimberley ve Screaton

2004, Goswami ve Sharma-Walia 2016).
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OPG

O Sistein zengin alan

Transmembran protein
Il Oliim bélgesi (DD - Oliim Bélgesi)
W Kesik 6lim bolgesi
A TNF-related Apoptosis Inducing Ligand (TRAIL)

Sekil 10. TNF-related Apoptosis Inducing Ligand’in baglandigi reseptorler.

2.5.2.4.3. TRAIL Aracih Hiicre Oliimii Mekanizmasi

TRAIL, islevsel oliim reseptorlerine (DR4 ve DRS5) baglandiktan sonra,
membran yiizeyinde ii¢ par¢a halinde bulunan reseptorlerin trimerizasyonu sekillenir.
Trimerizasyonun sekillenmesi, reseptorlerin hiicre i¢i kisimlarinda bulunan DD’lerin
kiimelenmesine sebep olur ve bu oOlim bolgeleri araciligni ile TRAIL
sinyalizasyonunda gorev alan adaptor protein FADD da bu yapiya tutunarak DISC
sekillenmis olur. DISC yapisinin olusmasi prokaspaz-8’in aktif kaspaz-8’e
doniismesine neden olarak kaspaz kaskadini baglatir. Burada 6nemli olan bir molekiil
de prokaspaz-8’in negatif dominanti olan FLIP’tir (Cellular FLICE-like Inhibitory
Protein-FLIP). FLIP prokaspaz-8 ile yarigsarak adaptor protein FADD’1 mesgul eder
ve kaspaz kaskadiin baslamasini engellediginden anti-apoptotik bir rol iistlenir.
TRAIL ile baglanan 6liim reseptorlerinin olusturdugu DISC yapisinin, Prokaspaz-8’i
aktif kaspaz-8’e doniistiirmesi ile baslayan kaspaz kaskadi, diger TNFSF iiyelerinin

olusturdugu sinyalizasyondan farkli olarak hem mitokondri temelli i¢sel (Intrinsic)
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hem de digsal (Extrinsic) sinyalizasyon olusturur. Bu durum ise Tip-1 ve Tip-II
hiicrelerin her ikisinde de apoptozise neden olur. Tip-I hiicrelerde kaspaz-8
aktivasyonu efektor kaspazlar olan kaspaz-3, 6 ve 7’yi aktiflestirerek direk olarak
apoptozis tetiklenmis olur. Bu yoldan ilerleyen kaspaz kaskadi, aktin ve niikleer
laminler gibi bir¢ok hiicre i¢i proteinin parcalanmasini (Krammer ve ark. 2007) ve
ICAD’in (Inhibitor of Caspase-activated DNase) kaspaz-3 tarafindan CAD’a

doniistiiriilerek ¢ekirdege gogii ile de DNA fragmentasyonu olusumuna sebep olur
(Sekil 11) (Nagata 2000).

T~ _TRAIL

—_ DR4/DR5

Olum Bolgesi (DD

itq FADD
LL

Prokaspaz-8

tBid
S ___>’ —— Bak
/Kaspaz 3 ICAD
\_,,@ IAP

4
zG

p—
—

ndonuklea
—g

. 34"\ -
N Apoptozom

Sekil 11. TRAIL aracili hiicre 6liimii mekanizmasi.

Mitokondri permabilitesi iizerinde etkili pro-apoptotik ve anti-apoptotik
proteinler arasinda, hiicrenin sagkaliminin devamai i¢in bir denge bulunmaktadir. Bel-

2 ve Bcl-XL proteinleri anti-apoptotik islev goriirler ve permabilitenin arttirilmasini
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tetikleyen sinyalleri baskilarlar. Apoptozun olugmasi i¢in bu denge bozulmali ve Bel-
2 ailesi iiyeleri Bax (Bcl-2-associated X Protein) ve Bak’in (Bcl-2 Antagonist Killer
Protein) mitokondri kisimlarinda translokasyonlar1 saglanmalidir. Bu stimiilasyonun
olusmasi igin aracilik eden protein ise Bcl-2 ailesi iiyesi olan Bid’dir (BH3
Interacting-domain). DISC tarafindan aktive edilen kaspaz-8 Bid’i tBid’e (truncated
Bid) doniistiiriir ve bunun sonunda tBid mitokondriye go¢ eder. Mitokondriye gog
eden tBid, Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik iiyeleri Bax ve Bak’i indiikleyerek
mitokondri permabilitesinin arttirilmasin1 saglar (Happo ve ark. 2012). Artan
mitokondri permabilitesi sonucunda pro-apoptotik molekiiller olan sitokrom-c,
Smac/DIABLO, AIF, OMI/HtrA2 ve Endoniikleaz G sitoplazmaya geger. Buradan
itibaren ilerleyen yol igsel yol olan mitokondri aracili apoptozistir. Smac/DIABLO
ve OMI/HtrA2, sitoplazmada bulunan IAP ailesi iiyeleri cIAP-1, clAP-2 ve XIAP’1
baglar. IAP ailesi normal kosullarda sitoplazmada bulunan prokaspaz- 9’u tutarak
apoptozom olusumunu engellerler. IAP ailesi iyelerin tutulmasi ile kaspaz-9
apoptozom yapisina katilir ve ardindan, sitokrom-c ile sitoplazmik protein olan Apaf-
1’1t de tutarak apoptozom olusmas: tetiklenmis olur. Esasinda kaspaz-9’un
aktivasyonu kaspaz kaskadini tekrardan tetiklediginden bir pozitif geri besleme
(Positive Feedback) dongiistidiir. Apoptozomlar da kaspaz-8’den ayr1 olarak kaspaz-
3 aktivasyonunu bagimsiz olarak saglarlar. Kaspaz-3’iin aktivasyonu ile ICAD digsal
sinyalizasyonda oldugu gibi CAD’a doniistiiriilerek ¢ekirdege goc eder ve de diger
hiicre proteinlerine saldir1 baglar. Ayrica artan mitokondri permabilitesi ile
sitoplazmaya gecen AIF ve endoniikleaz G, kaspazlardan bagimsiz olarak ¢ekirdege
goc eder ve bagimsiz olarak DNA fragmentasyonuna neden olur (Yadav ve ark.
2014).

2.5.2.4.4. TRAIL Aracih Hiicre Oliimiine Karsi Diren¢ Olusturan Yollar

Yem reseptorlerden olan DcR1 ve DcR2, TRAIL aracili hiicre 6liimiine neden
olmamakla birlikte ayn1 zamanda hiicre yiizeyine gelen ligandlara baglanarak ligand
yogunlugunu azaltmaktadirlar. Yem reseptorlerin bu durumda, islevsel reseptorler
olan DR4 ve DRS ile yaristig1 soylenebilir. TRAIL’a direngli kanser hiicre hatlarinda
DcR2’nin ekspresyon profilinin yiiksek olmasi ve aksine TRAIL’a kars1 duyarh

hiicre hatlarinda ise DcR2 ekspresyonunun olmamasi bu hipotezi destekler
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niteliktedir (Sanlioglu ve ark. 2007a). Dahasi, TRAIL’a direngli kanser hiicre
hatlariin yem reseptorleri siRNA ile bloke edildiginde, bu hiicre hatlarinin TRAIL’a
karst duyarli hale geldigi gosterilmistir (Aydin ve ark. 2007, Sanlioglu ve ark.
2007b). TRAIL aracili hiicre 6liimiine direngligin olusmasi ayn1 zamanda DR4, DR5
ve DcR2 reseptorlerinin NF-»B’yi aktive etmesi ile de iligkilidir (Falschlehner ve
ark. 2007). NF-xB, 200’den fazla gen lizerinde diizenleyici islev gorerek gesitli stres
durumlarinda hiicrenin sagkalimini saglayan bir transkripsiyon faktoriidiir ve TRAIL
aracili hiicre Oliimiine karsi diren¢ olusumunda neredeyse anahtar rolii gordiigi

sOylenebilir.

NF-»B aktivasyonu DR4, DR5 ve DcRI1 reseptorlerinin TRAIL ile
baglanmasi1 sonucu aktive edilebilir. FADD’dan bagimsiz olarak, 6liim bolgeleri
araciligiyla RIP (Receptor-interacting Protein) NF-xB ile etkilesir ve aktivasyon
saglanarak anti-apoptotik uyarilar olusturulur (Falschlehner ve ark. 2007). Bu anti-
apoptotik uyarilarin  igerisinde FLIP geninin transkripsiyon kontrolii de
bulunmaktadir. NF-xB aktivasyonu sonucu FLIP transkripsiyonu artarak DISC’in
aktif kaspaz-8 olusturmasini engeller ve bu sayede hiicre proliferasyonunu destekler
(Kreuz ve ark. 2001). Cesitli kanser tiplerinde FLIP ekspresyonunun artis géstermesi
ve ayrica FLIP ekspresyonunun artan tiimorigenesis ile iliskili olmasiyla birlikte,
TRAIL aracili hiicre 6liimiine karsi bir direng unsuru olarak degerlendirilmektedir
(Day ve ark. 2008). NF-xB ayn1 zamanda Bcl-2 ailesi anti-apoptotik proteinler
tizerinde aktivite saglayarak TRAIL aracili hiicre 6liimii {izerinde baskilayic1 etki
gosterebilmektedir. Bcl-XL NF-xB tarafindan da kontrol edilir. Reseptor-RIP-
TRAF2-NF-»B etkilesimi sonucunda IAP ailesi proteinler ve Bcl-XL aktivasyonu
artmaktadir (Ravi ve ark. 2001).

TRAIL aracili hiicre 6liimiine kars1 direng olusturan 6nemli unsurlardan bir
digeri de reseptorler lizerinde meydana gelebilecek mutasyonlardir. Ligandin etki
ettigi islevsel reseptorler olan DR4 ve DRS5’i ifade eden kromozom bdlgesi
insanlarda 8p21-22 iizerinde bulunmaktadir. Cesitli tiimorlerde DR4 ve DRS5
lizerinde mutasyonlar meydana gelebilmekte ve en sik goriilen mutasyon DRS5’in
FADD baglanma bdlgesinde meydana gelmektedir. TRAIL’in islevsel reseptorlere

baglanmasi ile olusan DISC yapisi, hiicre igerisinde apopototik selaleyi baslatan
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yapidir ve FADD baglanma bdlgesinde meydana gelebilecek konformasyon sorunlari
6liim sinyallerini hiicre igerisine iletemeyecek duruma getirir. Ayn1 zamanda DR5
tizerinde meydana gelen mutasyonlarin DR4 reseptorii tizerinde dominant negatif bir
etki gosterdigi de bilinmektedir (Bin ve ark. 2007).

Son yillarda TRAIL aracili hiicre 6liimiinii engelleyen bu nedenlerin yanina,
etkileri yeni anlasilmaya baslanan SiglR de (Sigma 1 Receptor) eklenmistir. SiglR
inme ve norodejeneratif hastaliklarda rol oynayan ve ayni zamanda farkli kanser
tirlerinde yliksek ekspresyon profiline sahip bir saperondur (Crottés ve ark. 2016).
ER membrani iizerinde bulunan SiglR, ER’nin mitokondriye yakin ara bolgesinde
yogun olarak bulunur. Stres aracili olarak, farkli iyon kanallarmin aktivitesini ve
kalsiyum kanallari, protein kinazlar ve inozitol fosfatlar gibi sinyalizasyon
molekiillerinin  aktivasyonunu, translokasyona ugrayip birebir proteinler ile
etkileserek diizenler. Kanser hiicre hatlarina TRAIL uygulanmasi, farkli kanser
tiirlerinde yiiksek ekspresyon profiline sahip oldugu bilinen SiglR protein seviyesini
arttirmakta ve boylece TRAIL aracili hiicre 6liimiine kars1 bir direng olusturmaktadir.
Ayni zamanda bu saperonun susturulmasi ile TRAIL direngliligi gosteren farkl

kanser hiicre hatlar1 duyarli hale getirilmektedir (Das ve ark. 2016).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Calismada Kullanilan Cihazlar

e Glove box kabin

e Neopren glove box eldiveni

e Arduino UNO R3 kart1

e Grove O sensorii

e DHT22 sicaklik ve hem sensorii

o ESP8266 WiFi serial transceiver

e 150 Litre 200 Bar ¢elik tiip (HABAS)

e Karisim gaz regiilatorii (Ozsoy Pres, 403.05)

e Homojenizator (Scilogex, D160)

e Hassas terazi (Precisa, 205A SCS)

e Laminer hava kabini (Niive, LN090)

e Vortex (ISO Lab, MX-S)

e Derin dondurucu (Beko, 3400 CF)

e Thermalcycler (GenePro, TC-E-96G)

e Yatay Elektroforez (CBS Scientific, WSGE-014)
¢ Nanodrop spektrofotometre (UVS-99)

e UV-Jel goriintiileme cihazi (DNR, MiniLumi)

e Mikrodalga Firin (Beko, MD 1610)

e Mikrosantrifiij (Scanspeed, mini)

e 0,5-2,5ul, 2-20ul, 100-1000ul ayarlanabilir otomatik pipetler (Eppendorf)

3.1.2. Calismada Kullanilan Kimyasal ve Sarf Malzemeler

e Sevofluran (Sevorane)
e %7 Oy + %93 balans Azot karisim gazi (HABAS)
e TRI Reagent (Sigma)
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e Kloroform (Sigma)

e izopropanol (Sigma)

e Nuclease Free H,O (AppliChem)
e Etanol (Sigma)

e Agar (peglab)

e 50X TAE Elektroforez Tamponu (ThermoFisher)
e Etidyumbromiir (MP Bio)

e 100 bp Marker (Amresco)

e DNA Yiikleme Boyasi (Thermo Scientific)

e RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific)
e Taq Polimeraz Seti (Sigma)

e dNTP Seti (Thermo Scientific)

3.1.3. Cahismada Kullanilan Primerler

Calismada kullanilan TRAIL, DR4, DR5, DcR1, DcR2, OPG, FLIP, XIAP,
Tablo 9’da

ClAP-1 ve CclAP-2 F (Forward) ve R (Reverse) primerleri
gosterilmektedir.
Tablo 9. Calismada kullanilan primerler.
TRAIL F:. atgccttcctcaggggcecctgaaggacctc 54-58°C
R: ttagttaattaaaaaggctccaaagaagct
DR4 F:. atggcgccaccaccagctagagtacatc 54-58°C
R: tcactccaaggacacggtgtgccatctt
F: atgttacaagcttttctgctactgagtttc _2qo
i R: ctaggctgtagtgttctgataaacgaactt 24-38°C
DcR1 F:. atggcccggatccccaagaccctaaagttegtce 54-58°C
R: tcaaacaaacacaatcagaagcacaattagaac
DCR?2 F:. atgggactttggggacaaagcgtcccgaccge 54-58°C
R: tcacaggcaggacgtagcagagcctgcctcat
F: atgaacaagtggctgtgctgcgcactcctgg _cqo
QIFE R: ttataagcagcttattttcacggattgaacc SR
F: atggccctgagcactgtgtctgctgagg _2qo
ARl R: tcatgtgtgagacaggatgagtttcttcc SR
F: atggacaaaactgtctcccagagactc _2qo
SR R: tcatgagagaaatgtgcgcacagtccc SR
c-1AP-2 F:. atgacatggttcaagacagcgcctttcta 54-58°C
R: tcaggagagaaatgtgcgcactgtgccc
F: atgacttttaacagttttgaaggatctagaa _2qo
XIAP R: ttaagacataaaaatttttgcttgaacgtaa P4-58°C
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3.2. Metot

3.2.1. Kor Farelerin Yakalanmasi

Kor farelerin araziden toplanmasina yonelik etik kurul izni, Kafkas
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun (KAU-HADYEK) 17.12.2015
tarihli ve 2015/129 sayili sart1 uygun kararma binaen, T.C. Orman ve Su Isleri
Bakanligi Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Midiirliigii'ne yapilan bagvuru
sonucunda alinan 29.01.2016 tarihli ve 72784983-488.04-23381 sayil1 arastirma izni
ile saglanmistir. Arastirmada kullamilan kor fareler, Kafkas Universitesi kampiis
siirlart igerisinde 2 ve kampiis smirina yakin bulunan 1 farkli popiilasyondan
28.09.2016 - 09.10.2016 tarihleri arasinda yapilmis 5 arazi caligmasi sonucu

yakalanmustir.

Hayvanlar kapali galerilerde yasadiklarindan, galerinin sahibi olan hayvan
eger lireme odas1 olusturmus bir disi degilse, cinsiyet tahmini yapmak zordur. Bu
sebeple yakalanan disi kor fareler yakalanmalarindan hemen sonra kendi tiinellerine
tekrardan birakilmistir. Arastirmada kullanilan kor farelerin tamaminin tek bir
popiilasyonlardan yakalanmamalarinin sebebi ise, tek bir popiilasyon iizerinde iireme
baskisinin olusmasini engellemektir. Kor farelerin yakalandigir arazilerin uydu
gorlintiisii Resim 2’de, ilgili arazilerin koordinatlar1 ve arazi ¢alismasinin yapildigi

alanlarin yaklasik m? degerleri ise Tablo 10’da gosterilmisgtir.
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Resim 2. Kor farelerin toplandigi arazilerin uydu goriintiisii.

Tablo 10. Kor farelerin yakalandigi arazilerin koordinatlari ve arazi ¢alismasinin
yapildig: alanlarin yaklasik metre kare degerleri.

Koordinat Alan (m?)
1. Arazi Calismasi 3(3):(3)‘31:‘31431‘2“1)::% ~ 23.402 m?
2, 3 ve 4. Arazi Calismasi jgzgggzgg::g ~ 28.087 m?
5. Arazi Calismasi jgig;‘:gzzg::g ~15.354 m?

Hayvanlarin yakalanmasi i¢in ilk once kazdiklar1 tiinellerden ¢ikarttigi taze
toprak kiimeleri belirlenir. Taze olan toprak kiimeleri hava 1sisina gore degisim
gostermekle birlikte nemli olmalartyla ayirt edilebilir. Taze toprak kiimeleri
belirlenerek ¢apa (Resim 3A) yardimiyla kaldirtlir ve bir gubuk yardimiyla (Resim
3B) var olan tiinel yonleri belirlenir. Yonleri belirlenen tiinellerin {ist kismindaki
toprak, tiinel hava almayacak kadar kalin, capa ile miidahale edilebilecek kadar ince
bir sekilde temizlenir. Tiinelin yonii dogrultusunda yaklasim 40-50 cm boyunca
yapilan bu islem sonucu tuzak hazirlanmig olur. Bu penetrasyon islemi ile tiinel

igerisinde hava akimi, 1s1 ve ses gibi bir¢ok etmen degistiginden kor fare bir siire

sonra bu agik kism1 kapatmaya calisir.
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Resim 3. Kor fareleri yakalamak igin kullanilan ¢apa ve demir gubuk.

Kor fare bu acik kismi kapatmaya ¢alistigi sirada hayvana zarar vermeden agilan
galeri agzinin 30-40 cm gerisine ¢apa ile vurularak hayvanin kacis yoni kapatilir.
Inceltilmis iist toprak kism1 bir demir cubuk yardimi ile yine hayvana zarar vermeden

kirilarak kor fare canli olarak yakalanir.

3.2.2. Yakalanan Kor Farelerin Bakimi ve Beslenmesi

Kor fareler soliter, teritoryal ve saldirgan rodentlerdir. Ilk yakalandiklart
andan itibaren 3-4 haftalik siire¢ igerisinde oldukga streslidirler. Bu sebeple
kendilerini giivende hissedebilmeleri i¢in sessiz, nemli ve ortam sicakligi yaklasik
20-23°C arasinda seyreden laboratuvarda, kismen de olsa rahat hareket
edebilecekleri biiyiik boy sican kafesleri (42,5x26,5x18cm) igerisinde tutuldular.
Hayvanlarin kendilerini rahatlikla gomebilmeleri ve saklanabilmeleri i¢in kafesler
her temizleme isleminden sonra tamamen tozsuz talas ile dolduruldu. Temizliklerine
cok diigkiin olduklarindan talaglar1 kirlenmeye miisaade edilmeden 2-3 giinde bir
degistirilerek temizlendi. Nannospalax nehringi tamamen vejetaryen beslenen ve su
ithtiyaclarim1 yedikleri taze bitkilerden karsilayan canlilardir. Bu sebeple beslenme
moniileri giinliik olarak taze havug, turp, elma, salatalik, patates, mor havu¢ ve
haftalik olarak da misir ve bugdayi igerecek sekilde, ad libitum olarak olusturuldu.

Oldukga stresli ve sinirli olan kor farelerin laboratuvar kosullarina adaptasyonlarinin
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saglanmasi i¢in deney baslangicindan o6nce yaklasik 3 ay belirtilen kosullar altinda

bakimlar1 saglandi.

3.2.3. Deney Diizeneginin Tasarlanmasi

Kor farelerin hipoksiye maruz birakilmalar1 ve deney sonunda hayvanlarin
normoksiye maruz kalmadan analizler i¢in gerekli dokularin alinmasi i¢in, 1 cm
kalinliginda seffaf polipropilen malzemeden tasarlanan glove box kabini kullanildi
(Resim 4). Polipropilen glove box kabininin tamamlanmasi i¢in 8" ¢apli neoprene
eldiven kullanild1 (Resim 4). Neoprene eldivenin kabine takilmasi i¢in ise, eldiven
Olciilerine gore 3D yazicida tasarlanip iiretilen eldiven portu kullanildi (Resim 4C).
Karisim gaz tiiplerinden gelen hipoksik gaz, kabin gaz giris musluklarindan (Resim
4E) akitild1 ve acilan farkli bir tahliye vanasi ile ¢ikan gaz disariya verildi (Resim
4B). Yiiksek basingli karisim gaz tiiplerinden gelen gazin basincini diisiirmek ve
dakika litre akis hizini1 ayarlamak iginse karisim gaz regiilatorii kullanildi (Resim
4G). Gaz girisi basladiktan sonra kabinden kacak olmamasi i¢in kabinin her eklem
bolgesi li¢ kat gaz sizdirmaz ozellikli yag bazli silikon ile izole edildi. Kabin
kapagmin sizdirmazlig: ise, gaz sizdirmaz plastik conta ve sikistirma vidalarinin

yardimiyla saglandi.
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Resim 4. Deney diizeneginin tasarimi; A: Oksijen, nem ve sicaklik takip cihazi, B:
Kabin i¢i gaz tahliye vanasi, C: Eldiven portu, D: Kabin kapagi, E: Gaz
girig muslugu, F: 150 barlik %7 O, + %93 Azot karisim gaz tiipleri, G:
Karigim gaz regiilatori.

Deney diizenegine ayrica, her tiirlii ihtimale kars1 oksijen 1s1 ve nem miktarlarindaki
degisimlerin takip edilmesi maksadiyla, fiziksel programlama ve robotik gelistirme
platformu olan Arduino UNO R3 kart1 {izerine eklenerek kodlamas1 yapilan Grove
O, Sensoril (£%0,05-0,15 duyarlikll) ve DHT22 Sicaklik ve Nem Sensorii entegre
edildi. Bu sensdrlerden ayri olarak yine Arduino UNO R3 kart1 lizerine, WiFi aracili
olarak cevrimigi baglantinin saglanabilmesi i¢in ESP8266 WiFi Serial Transceiver
baglanarak verilerin internet tizerinden uzaktan takibi saglanmis oldu (Resim 4A).

Arduino UNO R3 kart1 lizerine yapilan kodlamalar EK1’de verilmistir.

3.2.4. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Deneyin Yapilmasi

Kor farelerin laboratuvar sartlarina uyumlarinin saglanmasi ig¢in, deney
gruplarinin  olusturulmasindan once, 3 ay boyunca belirtilen kosullar altinda

bekletildiler. Hayvanlarin ilk yakalandiktan sonra gostermis olduklar1 agresif
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davraniglar kaybolduktan sonra normoksi ve hipoksi grubu olmak {izere rastgele iki
gruba ayrildilar. Hipoksi grubunu olusturan kor fareler (n=5) tam karanlikta
(24K:0A), kafesleri ile birlikte %70 nem ve 20-23°C sicakliga sahip glove box kabin
icerisinde 52 saaat boyunca %7 oksijen + %93 azot karisim gazina maruz birakildi.
Hayvanlarin hipoksi altinda artacak olan dakika solunum hizlariyla tidal voliimleri
g0z Oniline alinarak ve kabin i¢i oksijen yogunlugunun %7 nin altina diigmesi veya
hiperkapni olusmasinin da engellenmesi i¢in, karigim gazinin kabin igerisine akis hizi
20 litre/dakika olarak belirlendi (Resim 4G). Normoksi grubunu olusturan kor fareler
ise (n=4) tam karanlikta (24K:0A), %70 nem ve 20-23°C sicakliga sahip laboratuvar
kosullarinda 52 saaat boyunca bekletildi. Deney siiresi sonunda, hipoksi kosullarini
degistirmeden dokularin alinmasi i¢in, kor fareler glove box kabininin igerisinde,
sevofluran ventilasyonu ile anestezi edilerek, batin 6n duvari insizyon ile acilip
diyaframdan kalbe ulasilarak sag ventrikiilden kan Ornekleri toplandi. Agilan
insizyon bolgesinden karaciger, kalp, bobrek, akciger, mide ve pankreas, foramen
magnumdan girilerek ise beyin dokusu alinip Tri Reagent igerisinde homojenize

edildi. Elde edilen homojenizatlar -20°C’de muhafaza edildi.

3.2.5. TRI Reagent ile Total RNA izolasyonu

Hayvanlarin 6ldiiriilmelerinin ardindan dokular hizlica pargalanip 1 mL TRI

Reagent igerisinde homojenize edilmistir.

1. 1 mL TRI reagent igerisinde konulan dokular, homojenizasyonun ardindan
stirekli pipetlenerek TRI reagent’in dokulara iyice niifus etmesi saglanmustir.

2. 5 dk. oda sicakliginda bekletilen homojenatlar ardindan -20°C’de bir gece
bekletilmistir.

3. Bir gece bekletilen homojenatlar buz iizerinde ¢ozdiiriilerek her ImL TRI
reagent i¢cin 200 pl kloroform eklenmis ve 15 saniye boyunca hizli bir sekilde
calkalanmustir.

4. Karigim 10 dk. boyunca oda 1sisinda bekletilmis ve bu siire sonunda 15
dakika boyunca 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

5. Santrifiij sonunda olusan list faz, orta ve alt fazin alinmamasina dikkat

edilerek yeni bir eppendorf tiipiine aktarilmistir.
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6. Yeni tiipe aktarilan {ist fazin tizerine, kullanilan 1 mL TRI reagent i¢in 500 pl
izopropanol eklenerek 10 dk. boyunca oda 1sisinda bekletilmistir.

7. Karigim, siire sonunda 8 dk. boyunca 13.000 rpm’de santrifiije edilmistir.

8. Santrifiij sonunda karisim yavas bir sekilde dokiilerek pelet elde edilmistir.

9. Elde edilen peletin iizerine, kullanilan 1 mL TRI reagent i¢in 1 mL %75’lik
etanol eklenerek vortexlenmis ve peletin etanol icerisinde ¢oziinmesi
saglanmustir.

10. Vortexlenen karisim 5 dk. boyunca 7.500 rpm’de santrifiij edilmistir.

11. Santriifij sonunda karisim yavas bir sekilde dokiilerek tekrar pelet elde
edilerek tiipler ters ¢evrilmis ve 15-20 dk. boyunca oda 1sisinda tiiplerin
kurumasi saglanmstir.

12. Kurutma isleminin ardindan pelet, 80 pul DNase/RNase icermeyen dH,O ile

iyice ¢Oziilerek homojenize edilmistir.

3.2.6. RNA Orneklerinin NanoDrop ile Spektrofotometrik Olarak Miktar ve
Kalite Tayini

Nanodrop cihaz1 ile RNA orneklerinin, RNA ¢ozeltilerinin hazirlanmig

oldugu dH,0 kor olarak okutularak, 280 nm dalga boyunda dl¢iimleri yapilmustir.

3.2.7. Total RNA Orneklerinden Geri Transkripsiyon (RT) yéntemi ile cDNA

Kiitiiphanesinin Olusturulmasi

cDNA kiitiiphanesinin olusturulmasi i¢in Thermo Scientific RevertAid First
Strand cDNA Synthesis Kit kullanilmigtir. Yiiriitiilen tiim basamaklar kit

protokoliinde belirtilen yonergeler dogrultusunda yapilmistir.

1. RNA oOrneklerinden esit yogunlukta alinmasi igin gereken miktar
belirlenmistir.

2. RNA ornekleri bir pipet yardimiyla buz iizerinde tekrardan homojenize
edilmis ve 1. basamakta hesaplanan Ornek miktarlar1 PCR tiiplerine
aktarilmastir.

3. PCR tiiplerine aktarilan Orneklerin iizerine 1 pl Oligo (dT)ig primeri
eklenerek son hacim steril dH,0 ile 12 ul’ye tamamlanmuistir.
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4. Karigim pipet yardimi ile homojenize edilerek santrifiij edilmistir (Tek spin).

5. Spinlemeden sonra karisim, 65°C’de 5 dk. boyunca inkiibasyona
brrakilmistir.

6. Inkiibasyonun ardindan her tiipe 2 pl dNTP (10mM) mix, 1 pl RiboLock
RNase Inhibitor (20 U/ul), 4 ul 5x Reaction Buffer ve 1 plRevertAid M-
MuLV RT (200 U/ul) eklendi.

7. Son olarak karisim sirasiyla 42°C’de 60 dk. ve 70°C’de 5 dk. boyunca

bekletilerek reaksiyonlarin tamamlanmasi saglanmistir.

3.2.8. TRAIL, DR4, DR5, DcR1, DcR2, OPG, FLIP, XIAP, clAP-1 ve clAP-2

Primerleri Kullanilarak PCR Reaksiyonlarinin Gerceklestirilmesi

TRAIL, DR4, DR5, DcR1, DcR2, OPG, FLIP, XIAP, clAP-1 ve clAP-2
genlerini ifade eden Reverse/Forward primerleri kullanilarak PCR reaksiyonlari
gerceklestirilmis, iirlinler agaroz jel elektroforezde vyiiriitiilerek ilgili bantlarin
goriilmesi saglanmistir. Agaroz jel elektroforezde bantlarin goriilmesinin ardindan
TRAIL, DR4, DR5, DcR1, DcR2, OPG, FLIP, XIAP, clAP-1 ve clAP-2 ile iiretilen

PCR iiriinlerinin sekans analizleri hizmet alim ile yapilmistir.

1. PCR tiiplerine 11 pl dH>0, 2,5 ul ANTP mix, 2,5 pul 10x PCR bufter, 2,5 ul
MgCl;, 1 ul cDNA 6rnegi konulmustur.

2. Reaksiyon olusturulacak PCR tiiplerine 1. basamakta belirtilen maddeler
eklendikten sonra ayr1 ayr1 TRAIL, DR4, DR5, DcR1, DcR2, OPG, FLIP,
XIAP, clAP-1 ve clAP-2 Reverse ve Forward primeri eklenmistir.

3. Primerlerin eklenmesinden sonra karisim pipetlenerek santrifiij edilmistir
(Tek spin).

4. Spinleme isleminin ardindan her PCR tiipiine 0,5 pul Taq DNA Polimeraz
eklenerek toplam hacim 25 ul’ye ¢ikartilmustir.

5. Tiipler tekrardan spinlenip thermal cycler cihazina yerlestirilmistir.

6. PCR programi, 94°C’de 3 dk., (94°C’de 1 dk., 58°C’de 1 dk., 72°C’de 1 dk.
30 defa tekrar edecek sekilde ayarlanmistir) ve 72°C’de 5 dk., seklinde

yapilmistir.
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Tim PCR iriinleri %1°lik agaroz jel elektroforezde 60 dakika boyunca
100V’da ytiriitilerek UV goriintiilemeleri yapildi.
Beklenen biiyiikliikte elde edilen bantlar sekans analizi i¢in ilgili firmaya

gonderilmistir (Hizmet alimi).

3.2.9. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Yiiriitiilmesi

Tim PCR iriinleri %1°lik agaroz jel elektroforezde 60 dakika boyunca

100V’da yiiriitiilerek UV goriintiilemeleri yapilmistir.

1.
2.

2 mL 50x TAE tamponu, dH,0 ile 100mL’ye tamamlanmuistir.

lgr agaroz tartilarak 1. basamaktaki karigimin iizerine eklendi ve mikrodalga
firinda agaroz eriyinceye dek, karigim araliklarla karistirtlarak 1sitilmistir.
Homojen olarak ¢oziinen agaroz ¢ozeltisinin her 20 mL i¢cin 1 mL
Etidyumbromiir karisima eklenerek elektroforez kasetlerine dokiilmiis ve
jelin olusmasi i¢in 30 dakika bekletilmistir.

Elektroforez kasetlerine takilan taraklar jel olusumunun ardindan nazikge
cikartilarak elektroforez tankinin igerisine konulmustur.

Elektroforez tankinin igerisine, elektrik iletkenliginin saglanmasi ig¢in 50x
TAE tamponundan, dH,O yardimiyla 1x TAE ¢ozeltisi hazirlanarak agaroz
jelin lizerini yaklagik 1cm asacak sekilde eklenmistir.

Agaroz jel kuyucuklarinin en basina ve en sonuna 1ul 100bp’lik marker +
2ul yiikleme boyasi, 6rnek kuyucuklarina ise 10ul PCR {irlinti + 2ul yiikleme
boyasi pipetlenerek konulmustur.

Tiim jel yiirtitmeleri 60 dakika boyunca 100V’de kosturulup ve son olarak

UV goriintiileme sisteminde bant fotograflar1 ¢ekilmistir.

3.2.10. Agaroz Jel Elektroforez Bant Goriintiilerinin Dansitometrik

Analizlerinin Yapilmasi ve Istatistiksel Degerlendirmeler

Elde edilen bant goriintiilerinin yogunluklar1 ImageJ 1.51j8 yazilimi yardimi

ile sayisal degerlere (Arbitrary Unit) doniistiirilmistiir. Elde edilen sayisal degerlere

IBM SPSS Statistics 20.0 yazilimi yardimiyla Independent-Samples-T Test’i
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uygulanmigtir. Sonuglar, ortalama =+ standart hata (X+SE) olarak belirlenmis ve

p<0.05 istatistiksel farklilig1 gostermistir.

3.2.11. Biyoinformatik Analizler

Elde edilen sekans sonuglarinin degerlendirilmesi i¢in ¢esitli biyoinformatik

araclar kullanildi.

NCBI (National Center for Biotechnology Information): Sekans analizi
sonucunda elde edilen baz dizilerinin veritabanindaki diger baz dizileri ile
karsilastirmak amaciyla BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) araci
kullanilmistir. Ayni1 zamanda elde edilen sonuglara gore dizi benzerliklerinin
belirlenerek, yakinlik gosteren tiirlerin ilgili baz dizilerinden kiitiiphane
olusturulmas1 amaciyla NCBI niikleotid veritabani kullanilmistir. BLASTp araci da
aminoasit diline gevrilen baz dizilerinin NCBI veritabanindaki benzer diziler ile

karsilastirilmas1 amaciyla kullanilmastir.

Clustalw2: Sekans sonuglart ve NCBI veritaban1 taramalar1 dogrultusunda
olusturulan baz ve aminoasit kiitiiphanelerinin dikey hizalamalarmin yapilmasi

amaciyla kullanilmistir.

Geneious: Sekans sonuglari ve NCBI veritaban1 taramalari dogrultusunda
olusturulan baz ve aminoasit kiitiphanelerinin dikey hizalamalarinin yapilmasi ve

sekans sonuglariin protein diline ¢evrilmesi amaciyla kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Deney Siiresince Glove Box Kabin I¢i O; Basinci ve Kor Fare Davramislar

Kor farelerde hipoksi kaynakli meydana gelebilecek beklenmedik solunum
hiz1 artis1 ve kabin igerisine disaridan hava girisi gibi kabin i¢i oksijen yogunluguna
etki edebilecek beklenmedik olumsuzluklarin anlasilmasi i¢in, tasarladigimiz O,
takip cihazi yardimiyla (Sekil 4A), anlik olarak kabin igi oksijen seviyesi

goriintiilenmis ve deney siiresince dl¢iilen O, yogunlugu Sekil 12°de gosterilmistir.

Oksijen (%)

L e O P A o e - Y= ¥
TR R R

E

Sekil 12. Deney siiresince takip edilen O, miktart.

10:00
0000
12:00
0000
U

Her ne kadar kor farelerin siddetli hipoksiye karsi, neredeyse duyarsiz
olduklar1 bilinse de, deney siiresince hayvanlar iizerinde meydana gelebilecek
olumsuz sonuclarin takibi amaciyla saatlik olarak refleks kontrolii yapildi. Kor
fareler hipoksiye maruz birakildigi siire¢ igerisinde, saatte en az bir kere olmak
kosuluyla, hayvanlar iizerinde gereksiz stres olusturmamaya dikkat edilerek,
davraniglar1 ve sese karsi refleksleri kontrol edildi. 52 saatlik deney siirecinde
hipoksi grubundaki kor farelerin higbirinde davranis degisikligi veya refleks kaybi

gozlemlenmedi.

L4:00
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4.2. Hedef Genlerin mRNA Ekspresyonlar1 ve Biyoinformatik Analizi

4.2.1. TNFRSF10A Geni (DR4) mRNA Ekspresyonu ve Biyoinformatik Analizi

Akciger ve beyin dokularindan izole edilerek tiretilen TNFRSF10A genine ait
PCR iirtinlerinin %1 agaroz jelde 100 voltta 60 dakika kosturulmas ile elde edilen
bant gorintiileri Resim 5°te gosterilmektedir. Bant goriintiileri lizerinde yapilan
dansitometrik analizlerden elde edilen sayisal verilerin istatistiksel analizleri
sonucunda, gruplar arasi anlamli bir farka rastlanmamistir. Ancak beyin dokusuna ait
jel resimleri gozlemsel olarak karsilastirildiginda Hipoksi Grubu’nda, Normoksi
Grubu’na kiyasla DR4 mRNA ekspresyon seviyelerinde bir artisin sekillendigi
goriilmektedir. Akciger dokusunda ise gen ekspresyon seviyesi agisindan gézlemsel

bir fark goriilmemistir.

— ) T G e RN e e w— et L p—

Resim 5. Normoksi ve %7 hipoksi altinda TNFRSF10A geni (DR4) akciger ve beyin
mRNA diizeyleri. AC: Akciger, B: Beyin, N: Normoksi, H: Hipoksi, M:
100bp marker. (%1 agaroz jelde 100 voltta 60 dakika kosturulmustur).

Nannospalax nehringi’ye ait TNFRSF10A gen sekansi EK2’de sunulmustur.
Yapilan BLAST taramasinda Nannospalax nehringi tiiriine ait TNFRSF10A gen
sekansinin mevcut olmadig1 goriilmiis ve en yakin benzerligin Rattus norvegicus’a
ait TNF superfamily member 10 (TNFSF10) ile oldugu bulunmustur (NCBI
Accession: NM_145681.2).

Nannospalax nehringi’ye ait TNFRSF10A geninin ifade ettigi aminoasit
dizisi (DR4) biyoinformatik yontemlerle incelendiginde belirgin motifleri tasimakta
oldugu goriilmiistiir. Yapilan ii¢ tekrarli sekans analizi sonucunda, Nannospalax

nehringi DR4 reseptorii sistein zengin alanlarinin Sekil 13’te verilen tiirler ile
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oldukca benzer olmakla birlikte sirasiyla Tirozin (Y), Glisin (G) ve Pirolin (P)
aminoasitlerince farklilik gosterdigi, Antikor-Polipeptit Baglanma Bolgesi’nde ise bu
tiirlerden farkli olarak Pirolin (P) aminoasidini igerdigi goriilmiistiir. Ayrica
Nannospalax nehringi’ye ait DR4 aminoasit dizisinin diger kisimlarinda, Homo
sapiens ve Macaca fascicularis’den farkli olarak sirasiyla Glutamin (Q), Histidin
(H), Pirolin (P) ve Losin (L) aminoasitlerini icerdigi de anlasilmistir (Sekil 13).

Nannospalax nehringi_ DR4
NP_003835.3 Homo sapiens
EHH64045.1 Macaca fascicularis

Nannospalax nehringi DR4
NP_003835.3 Homo_ sapiens
BV208897.1 Macaca_ fascicularis

Nannospalax nehringi_ DR4
NP_003835.3 Homo_ sapiens
BV208897.1 Macaca fascicularis

Nannospalax nehringi DR4
NP_003835.3 Homo_ sapiens
BV208897.1 Macaca fascicularis

Nannospalax nehringi DR4
NP_003835.3 Homo_ sapiens
BV208897.1 Macaca fascicularis

Nannospalax nehringi_DR4
NP_003835.3 Homo_ sapiens
BV208897.1 Macaca_ fascicularis

Nannospalax nehringi_ DR4
NP_003835.3_Homo_sapiens
BV208897.1 Macaca_ fascicularis

LLQVVPSSAATIKLHDQSIGT
——————— LLQVVPSSAATIKLHDOSTGT
VVPGSAAIIKVHDQSVGT
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CRD1 Structural Motif CRD1 Structural-
TTTRNTACQCKPGTFRNDNSAEMCRKCSRGCPRGMVKVKDCTPWSDIECVHKESGNGHNT
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TRTRNTACQCKPGTFRNDDSAEMCRKCSTGCPRGKVKVKDCTPWSDIECVHNESGNGHNV

* kkkkkkkkkhkkkhhhkohhkdhhdhhhhkhk dhkhkhkk hhkkkkkkkkkhdkhkhkhkhkohkkhkkhhok

-Motif Motif CRD3 Structural Motif

WVILVVT---LVVPLLLVAVLIVCCCIGSGCGGDPKCMDRVCFWRLGLLRGPGAEDNAHN
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WAILIVIVVILVVLLLLVAVLMFCRRIGSGASELALCLPKVFLWCLGLLRGPGAEDNAHN
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EILSNADSLSTFVSEQQMESQEPADLT‘VTVQSPGEAQCLLGPAEPEGSQRRRLLVPANG
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ADPTETLMLFFIHFANIVPFDSWDQLMRQLDLTKNEIDVVRAGTAGP'DALYAMLMKWVN
ADPTETLMLFFDKFANIVPFDSWDQLMRQLDLTKNEIDVVRAGTAGPGDALYAMLMKWVN
ADPTETMMLFEFDNFADIVPENSWDQLMRQLGLTNNE IHMVRADTAGPGDALYAMLMKWVN
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KTGRNASTHELLDALERMEERHAREKIQDLLVDSGKFIYLEDGTGSA-———
KTGRNAGTHTLLDALERMEERHAREKIQDLLVDSGKFIYLEDGTGEAVELE
KTGQDASTHTLLDALERIGERHAKERTQDLLVDSGKFIYVEDGTGSAVSLE

dkdk e akkkk khkkkhkkdks dhkhkkaskeohkkhhkkhhhkhkhdhdhdh s hhkhkhkhk

Sistein zengin alan

I Antibody-Polipeptit badlama bélgesi
Transmembran bélgesi
[ | Fosforilasyon bélgesi

Sekil 13. TNFRSF10A genine (DR4) ait aminoasit dizi hizalamasi.

4.2.2. TNFRSF10B Geni (DR5) mRNA Ekspresyonu ve Biyoinformatik Analizi

Akciger ve beyin dokularindan izole edilerek iiretilen TNFRSF10B genine ait
PCR iirlinlerinin %1 agaroz jelde 100 voltta 60 dakika kosturulmas: ile elde edilen

bant goriintiileri Resim 6’da gosterilmektedir. Yapilan dansitometrik analizlerden
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elde edilen sayisal verilerin istatistiksel analizleri sonucunda gruplar arasi anlamli bir
farka rastlanmamistir. Fakat jel resimleri gozlemsel olarak incelendiginde, hipoksinin
beyin dokusu DRS5 reseptorii mRNA seviyesinde belirgin bir artisa neden oldugu

gorilmustir.

Resim 6. Normoksi ve %7 hipoksi altinda TNFRSF10B geni (DR5) akciger ve beyin
mRNA diizeyleri. AC: Akciger, B: Beyin, N: Normoksi, H: Hipoksi, M:
100bp marker. (%1 agaroz jelde 100 voltta 60 dakika kosturulmustur).

Nannospalax nehringi TNFRSF10B gen sekansi EK3’te sunulmustur.

Yapilan BLAST taramasinda Nannospalax nehringi tiiriine ait TNFRSF10B gen

sekansiin mevcut olmadigr goriilmiis ve en yakin benzerligin Mus musculus’a ait

Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily Member 10b (DRS5) ile oldugu
bulunmustur (NCBI Accession: NM_020275.4).

Nannospalax nehringi’ye ait TNFRSF10B geninin ifade ettigi aminoasit
dizisi (DRS5) biyoinformatik yontemlerle incelendiginde belirgin motifleri tagimakta
oldugu goriilmiistiir. Reseptoriin 6liim bolgelerinin Nannospalax nehringi’de, Sekil
14°te verilen tiirlerle olduk¢a benzer olmakla birlikte ¢esitli aminoasit farkliliklarina
sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica Nannospalax nehringi’ye ait DR5 reseptorii
aminoasit dizisinin bu iki tirden farkli olarak, transmembran bolgesinde sirasiyla
Losin (L), Glisin (G) ve Glisin (G), sistein zengin alanda igerisinde ise biri antibody-
polipeptid bolgesine denk gelen, sirasiyla Glutamin (Q), Losin (L), Serin (S), Losin
(L), Arjinin (R), Glutamat (E) ve Serin (S) aminoasitlerince farklilik arz ettigi
belirlenmistir (Sekil 14).



Nannospalax nehringi DR5
NP _671716.2 Homo sapiens
NP _064671.2 Mus musculus

Nannospalax nehringi_DR5
NP _671716.2 Homo_sapiens
NP 064671.2 Mus musculus

Nannospalax nehringi_ DR5
NP _671716.2 Homo_sapiens
NP _064671.2 Mus musculus

Nannospalax nehringi_ DR5
NP_671716.2 Homo_sapiens
NP 064671.2 Mus musculus

Nannospalax nehringi_ DR5
NP _671716.2_Homo_sapiens
NP 064671.2 Mus musculus

Nannospalax_nehringi_ DR5
NP_671716.2_Homo_sapiens
NP _064671.2 Mus musculus

Nannospalax_nehringi_DR5
NP _671716.2 Homo sapiens
NP _064671.2 Mus musculus
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ALYQMLLKWRHQTGRSASINHLLDALEAVEERDAMEKIEDYAVKSGKFVYQN————————
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I Antibody-polipeptid baglanma b&lgesi
Polipeptid 1ligand baglanma bélgesi
Olim bdlgesi
Sistein zengin alan

I Transmembran bdélgesi

Sekil 14. TNFRSF10B genine (DR5) ait aminoasit dizi hizalamasi.

4.2.3. TNFRSF10B Geni (DR5) mRNA Ekspresyonu ve Biyoinformatik Analizi

Akciger ve beyin dokularindan izole edilerek iiretilen TNFRSF10C genine ait

PCR iirlinlerinin %1 agaroz jelde 100 voltta 60 dakika kosturulmasi ile elde edilen

bant goriintiileri Resim 7°de gosterilmektedir. Bant goriintiileri lizerinde yapilan

dansitometrik analizlerden elde edilen sayisal verilerin istatistiksel analizleri

sonucunda gruplar aras1 anlamli bir farka rastlanmamistir. EK olarak beyin dokusuna

ait jel resimleri gozlemsel olarak karsilastirildiginda hipoksinin DcR1 yem reseptorii

MRNA ekspresyon seviyelerinde belirgin bir artisa neden oldugu goriilmektedir.
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Resim 7. Normoksi ve %7 hipoksi altinda TNFRSF10C geni (DcR1) akciger ve
beyin mRNA diizeyleri. AC: Akciger, B: Beyin, N: Normoksi, H: Hipoksi,
M: 100bp marker. (%1 agaroz jelde 100 voltta 60 dakika kosturulmustur).

Nannospalax nehringi’ye ait TNFRSF10C gen sekansi ise EK4’te
sunulmustur. Yapilan BLAST taramasinda Nannospalax nehringi tiiriine ait
TNFRSF10C gen sekansinin mevcut olmadigir goriilmiis ve en yakin benzerligin
Rattus norvegicus’a ait Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily Member 10b
(DRSY) ile oldugu bulunmustur (NCBI Accession: FJ515907.1).

Nannospalax nehringi’ye ait TNFRSF10C geninin ifade ettigi aminoasit
dizisi (DcR1) biyoinformatik yontemlerle incelendiginde, NCBI veri tabaninda
Homo sapiens disinda, giivenilir ve benzer protein sekansina rastlanmadi. Ug tekrarl
sekans analizi yapilan Nannospalax nehringi TNFRSF10C geni verileri sonucu
olusturulan protein dizisi ile Homo sapiens DcR1 protein dizisi karsilagtirildiginda
ise, 30’u sistein zengin alanda, 11’i de antibody-polipeptit baglanma bolgesinde

olmak {izere birgok aminoasit farklilasmasinin var oldugunu belirlenmistir (Sekil 15).
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Nannospalax nehringi DcRl1 =~  ————————————————— ] MCPAGRY¥LS
NP_003832.2 Homo_ sapiens MART PKTLKFVVVIVAVLLPVLAYSATTARQEEVPQQTVAPQQQRHSFK-CPAGSHIS
*kkk - *
Nannospalax nehringi_ DcR1 KEDGSCKACIDGENYTSGPNVRVPSCLSCRVCGKEDKVIKSRCVKARNTECECKBGSFED
NP 003832.2 Homo sapiens EHTGACNPCTEGVDY TNEEN - NEBSCEEC TvVCESDO-KHKS SCTMTRDTVCQCKEGTFRN
- - - s, keik: k sk skk__ ok Kkkk: Kk kk s kk Kk rkek kikk Kok
Nannospalax nehringi DcR1 KDSTEICOTCSNCTDGGES DEVIRCTPRKANRKCVPNLENTOTPOHN —————— LGLLIGLLA
NP_003832.2 Homo_sapiens ENSPEMBEKCSRCPSGEVQ--VSNCTSWDJIQCVEEFGANATVETPAAEETMNTS PGTPA
- - - sk kaks kk_k Kk Kk kx s skk ss_ s ge Sy *  x
Nannospalax nehringi_DcR1 SVIS-—- = SE
NP _003832. 2_Homo_sapiens PAAEETMNTSPGTPAPAAEETMTTSPGTPAPAAEETMTTSPGTPAPAAEETMTTSPGTPA

Sistein zengin alan
I Antibody - Polipeptit baglama bdlgesi

Sekil 15. TNFRSF10C genine (DcR1) ait aminoasit dizi hizalamasi.

4.2.4. TNFRSF10D Geni (DcR2) mRNA Ekspresyonu ve Biyoinformatik Analizi

Akciger ve beyin dokularindan izole edilerek tiretilen TNFRSF10D genine ait
PCR iirtinlerinin %1 agaroz jelde 100 voltta 60 dakika kosturulmas: ile elde edilen
bant goriintiileri Resim 8’de gosterilmektedir. Bant goriintiileri {izerinde yapilan
dansitometrik analizlerden elde edilen sayisal verilerin istatistiksel analizleri
sonucunda, gruplar arasi anlamli bir farka rastlanmamistir. Fakat jel resimleri
gozlemsel olarak incelendiginde, hipoksinin DcR2 yem resptoric mMrRNA ekspresyon

seviyelerinde gozlemsel olarak bir artisa neden oldugu goriilmiistiir.

T D Seenn D GERND G v G

Resim 8. Normoksi ve %7 hipoksi altinda TNFRSF10D geni (DcR2) akciger ve
beyin mRNA diizeyleri. AC: Akciger, B: Beyin, N: Normoksi, H: Hipoksi,
M: 100bp marker. (%1 agaroz jelde 100 voltta 60 dakika kosturulmustur).

Nannospalax nehringi TNFRSF10D gen sekansi EK5’te sunulmustur.
Yapilan BLAST taramasinda Nannospalax nehringi tiiriine ait TNFRSF10D gen
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sekansinin mevcut olmadig1 goriilmiis ve en yakin benzerligin Rattus norvegicus’a
ait Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily Member 10b ile oldugu
bulunmustur (NCBI Accession: NM_020275.4).

Nannospalax nehringi’ye ait TNFRSF10D geninin ifade ettigi aminoasit
dizisi (DcR2) biyoinformatik yontemlerle incelendiginde, belirgin motifleri
tasimakta oldugu goriilmiistiir. Ug tekrarli sekans analizi yapilan Nannospalax
nehringi TNFRSF10D gen verileri sonucu olusturulan aminoasit dizisi ile Homo
sapiens ve Bos taurus DcR2 aminoasit dizisi karsilastirildiginda 7’si antibody-
polipeptid baglanma bolgelerinde olmak iizere 65 aminoasit farklilasmasinin var

oldugunu belirlenmistir (Sekil 16).

Nannospalax nehringi DcR2 = = —-———————————= ] [
NP_003831.2_H0m0_SapienS MGLWGQSVPTASSARAGRYPGARTASGTRPWLLDPKILKEVVFIVAVLLPVRVDSATIPR
NP _001095797.1 Bos_taurus = e i ~MGVVLWVKAASAMSVR

ek Xx

Nannospalax nehringi_ DcR2
NP 003831.2 Homo_ sapiens

CERGRYESE--GNCKPCREGIDYT SN—L sc LCTV
PAGSHRSEYTGACNPCTEGVDYTI CTV

NP_| 001095797.1 _Bos_taurus KDEIHQQSSAPL——ERSPQQKLCPPGFYMEEAIRGSAPCTDGIDYTNHSNTLPSCLLCTT

e ce . _.* .. * * e _* . * % **** *k Kk ** ***

CRD1 Structural Motif CRD2 Structural-
Nannospalax_nehringi_DcR2 CKEBKWNVEERCNETEN TVCRCEPGTFEDKDS PEECOECSN-CEBGE
NP_003831.2_H0m0_SapienS CKSGQTNKSSCTTTRD1VCQCEKGSFQDKNSPEMC'TCRTGCPRGMVKVSNCFPRSIIKC
NP 001095797.1 Bos taurus CKSGEEEKNRCTPTKDTECQCKPGTFRGEDAPEFCQKCSTGCPDGKIMVMDCTPWSNINC
- - Ehoas  fa Wy ¥ o daws ka¥_ o gosatlaka. .k o X N
-Motif CRD3 Structural Motif
I Antibody-Polipeptid baglanma bélgesi

Polipeptid ligand baglanma boélgesi

Sekil 16. TNFRSF10D genine (DcR2) ait aminoasit dizi hizalamasi.

4.2.5. TNFRSF11B Geni (OPG) mRNA Ekspresyonu ve Biyoinformatik Analizi

Akciger ve beyin dokularindan izole edilerek tiretilen TNFRSF11B genine ait
PCR iiriinlerinin %1 agaroz jelde 100 voltta 60 dakika kosturulmasi ile elde edilen
bant goriintiileri Resim 9’da gosterilmektedir. Bant goriintiileri tlizerinde yapilan
dansitometrik analizlerden elde edilen sayisal verilerin istatistiksel analizleri

sonucunda, gruplar arasi anlamli bir farka rastlanmamistir. Ancak jel goriintiisti
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gozlemsel olarak incelendiginde, hipoksinin beyin dokusu OPG yem reseptorii

mRNA seviyelerinde belirgin bir artisa neden oldugu goriilmiistiir.

Resim 9. Normoksi ve %7 hipoksi altinda TNFRSF11B geni (OPG) akciger ve beyin
mRNA diizeyleri. AC: Akciger, B: Beyin, N: Normoksi, H: Hipoksi, M:
100bp marker. (%1 agaroz jelde 100 voltta 60 dakika kosturulmustur).

Nannospalax nehringi TNFRSF11B gen sekansi EK6’da sunulmustur.
Yapilan BLAST taramasinda Nannospalax nehringi tiirtine ait TNFRSF11B gen
sekansmi mevcut olmadig1 goriilmiis ve en yakin benzerligin Rattus norvegicus’a
ait TNF receptor superfamily member 11B ile oldugu bulunmustur (NCBI
Accession: NM_012870.2).

Nannospalax nehringi’ye ait TNFRSF11B geninin aminoasit dizisi (OPG)
biyoinformatik yontemlerle incelendiginde gene ait belirgin motifleri tagimakta
oldugu goriilmiistiir. Ug tekrarli sekans analizi yapilan OPG reseptériin sistein zengin
alanlarmin Sekil 17°de belirtilen tiirlerden farkli olarak sirasiyla Glisin (G), Glisin
(G), Pirolin (P) ve Arjinin (R) aminoasitlerini igerdigi gortilmistiir. Farklilik arz eden
aminoasitlerden birincisi olan Glisin’nin sistein zengin alan icerisinde diger tiirlerden

farkli olarak Sistein’e karsilik geldigi goriilmistiir (Sekil 17).



Nannospalax nehringi OPG
NP_002537.3 Homo_ sapiens

NP _037002.1 Rattus norvegicus
NP 032790.3 Mus_musculus
AST16084.1 Felis catus

NP _001091525.1 Bos_ taurus
NP_001028813.1 Gallus_gallus

Nannospalax nehringi OPG

NP _002537.3 Homo sapiens

NP _037002.1 Rattus norvegicus
NP _032790.3 Mus_musculus
AST16084.1 Felis catus
NP_001091525.1 Bos_taurus

NP _001028813.1 Gallus gallus

Nannospalax nehringi OPG

NP _002537.3 Homo sapiens
NP_037002.1 Rattus_norvegicus
NP _032790.3 Mus_musculus
AST16084.1 Felis catus

NP _001091525.1 Bos_taurus

NP _001028813.1 Gallus_gallus

Nannospalax nehringi OPG
NP_002537.3:Homo_sapEens

NP _037002.1 Rattus norvegicus
NP _032790.3 Mus musculus
AST16084.1 Felis catus

NP _001091525.1 Bos_ taurus

NP 001028813.1 Gallus gallus

Sistein

-Motif
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DPETRRQLLCDKEAPGTYLKQHCTVRRKT
MNNLLCCALVFLDISIKWITQETFPPKYLHYDEETSHOLLCDKCPPGTYLKOHCTAKWKT
MNKWLCCALLVFLDIIEWTTQETFPPKYLHYDPETGRQLLCDKCAPGTYLKQHCTVRRKT
MNKWLCCALLVLLDIIEWTTQETLPPKYLHYDPETGHQLLCDKCAPGTYLKQHCTVRRKT
MNRLLYCALVFLDISIKWTTQETFPPKYLHYDPETSRQLMCDKCPPGTFLKQHCTARQKT
MNKLLCCALVFLDISIKWTTQETFPPKYLHYDPESSRQLMCDKCPPGTFLKQPCTARRKT
MNKFLCCTLVLLDISVKWSIQDISPPKYLHYDPGTSRQVMCNQCPPGSYVKQHCTAASPT
* .
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CRD1 Structural-

LCVPCPDYSYTDRIHTSDECVYCSPVCKELQTV'QECNRTHNRVCECEEGRYLELEFCLK
VCAPCPDHYYTDSWHTSDECLYCSPVCKELQYVKQECNRTHNRVCECKEGRYLEIEFCLK
LCVPCPDYSYTDSWHTSDECVYCSPVCKELQTVKQECNRTHNRVCECEEGRYLELEFCLK
LCVPCPDHSYTDSWHTSDECVYCSPVCKELQSVKQECNRTHNRVCECEEGRYLEIEFCLK
VCAPCPNHYYTDKWHTSDECLYCTTVCKELQYVKQECSRTHNRVCECEEGRYLEVEFCLK
VCAPCPDHYYTDTWHTSDECLYCSPVCKELQYVKQECSRTHNRVCECEEGRYLELEFCLK

VCAPYPDQYYAEDWNSNDECQYCSAVCKELQYIKQECTSTQDRVCECIEGWYLELEFCLK
sk Kk kg kg srLhkk kky Ahkkhkk o kkk | kyakkkkk kk kkkghkkkkk

CRD2 Structural Motif CRD3-

HRSCPPGLGVLQAGTPERNTVCKRCPDGFFSGETSSKAPCRKH'NCSSLGLLLIQKGNAT
HRSCPPGFGVVQAGTPERNTVCKRCPDGFFSNETSSKAPCRKHTNCSVFGLLLTQKGNAT
HRSCPPGLGVLQAGTPERNTVCKRCPDGFFSGETSSKAPCRKHTNCSSLGLLLIQKGNAT
HRSCPPGSGVVQAGTPERNTVCKKCPDGFFSGETSSKAPCIKHTNCSTFGLLLIQKGNAT
HRSCPPGFGVLHAGTPERNTVCKRCPDGFFSNETSSKAPCRKHTNCSAFGLLLSQKGNAT
HRSCPPGFGVLHPGTPERNTVCKRCPDGFFSNETSSKAPCRKHTNCSAFGLLLTQKGNAT
HTECPPGFGVAQPGTPESDTVCKSCPEGFFSNETSSKAVCQRHTNCSALGFKTALKGNAV

ko kkkk kk o kkkk gkkkk kkgkkkk kkkkkk ok kk kkk gk okkk

CRD2 Structural-

-Structural Motif

HDNVCSGNREA-TQNCGIDVTLCEEAFF—-————
HDNICSGNSES-TQKCGIDVTLCEEAFFRFAVPTKFTPNWLSVLVDNLPGTKVNAESVER
HDNVCSGNREA-TQNCGIDVTLCEEAFFRFAVPTKIIPNWLSVLVDSLPGTKVNAESVER
HDNVCSGNREA-TQKCGIDVTLCEEAFFRFAVPTKIIPNWLSVLVDSLPGTKVNAESVER
HDNVCSGNSES-PQKCGIDVTLCEEAFFRFAVPTKFTPNWLSILVDNLPGTRVNAESVEK
HDNICSGSSESSTHKCGIDMTLCEEAFFRFAVPTKLTPNWLSVLVDNLPGTKVNAESIER
RDNICQENTDTSPQKCGIDITLREEAMFRFAVPTRSTPNWLNTLADNLPGTKISTENIER

sk gk, sakkkk g kk kkk gk

——

-Motif

zengin alan

Sekil 17. TNFRSF11B genine (OPG) ait aminoasit dizi hizalamasi.

4.2.6. CFLAR Geni (FLIP) mRNA Ekspresyonu ve Biyoinformatik Analizi

Akciger ve beyin dokularindan izole edilerek iiretilen CFLAR genine ait PCR

tirtinlerinin %1 agaroz jelde 100 voltta 60 dakika kosturulmasi ile elde edilen bant

goriintiileri Resim 10°da gosterilmektedir. Yapilan dansitometrik analizlerden elde

edilen sayisal verilerin istatistiksel analizleri sonucunda, gruplar arasi anlamli bir

farka rastlanmamistir. Ancak jel goriintiisii gozlemsel olarak incelendiginde,

hipoksinin beyin dokusu FLIP proteini mRNA seviyelesinde belirgin bir artisa neden

oldugu goriilmiistiir.
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Resim 10. Normoksi ve %7 hipoksi altinda CFLAR geni (FLIP) akciger ve beyin
mRNA diizeyleri. AC: Akciger, B: Beyin, N: Normoksi, H: Hipoksi, M:
100bp marker. (%1 agaroz jelde 100 voltta 60 dakika kosturulmustur).

Nannospalax nehringi’ye ait CFLAR gen sekansi EK7°de sunulmustur.

Yapilan BLAST taramasinda Nannospalax nehringi tiriine ait CFLAR gen
sekansiin mevcut olmadigr goriilmiis fakat biiyiik 6l¢iide Rattus norvegicus’a ait
CASP8 and FADD-like Apoptosis Regulator ile benzer oldugu bulunmustur (NCBI
Accession: NM_001033864.2).

Nannospalax nehringi’ye ait CFLAR geninin ifade ettigi aminoasit dizisi

(FLIP) biyoinformatik yontemlerle incelendiginde Sekil 18’de verilen farkli

taksonlardaki tiirlerden belirgin bir farklilik gostermedigi belirlenmistir (Sekil 18).

Nannospalax nehringi_ FLIP
NP_003870.4 Homo_sapiens
NP_001029036.1_Rattus norvegicus
NP _997536.1 Mus musculus

NP _001012281.1 Bos_taurus
NP_001272571.1 Capra hircus

Nannospalax nehringi FLIP
NP_003870.4_Homo_sapiens
NP_001029036.1_Rattus_norvegicus
NP_997536.1_Mus_musculus
NP_001012281.1 Bos_taurus
NP_001272571.1 Capra hircus

Nannospalax nehringi_ FLIP
NP_003870.4 Homo_sapiens

NP _001029036.1 Rattus norvegicus
NP_997536.1 Mus musculus

NP _001012281.1 Bos_ taurus
NP_001272571.1_Capra_hircus

MALSTVSAEVIHQVEESLDEDEKEMMLFLCRDVTENLAPPNVRDLLDCLSERGQLSFAAL
————— MSAEVIHQVEEALDEBEKERL LElcEBvVAIDVVPPNVRDLLDILRERGKLSVGDL
MALSTVSAEVIHQVEESLDEDEKEMMLFLCRDVTENLAPPNVRDLLDCLSERGQLSFAAL
MAQSPVSAEVTHQVEECLDEDEKEMMLFLCRDVTENLAAPNVRDLLDSLSERGQLSFATL
————— MSAEVIHQVEEALDEEEKDTLLFLCRDVAADVVPLNVRDLLDILRERGKLSSVSL
————— MSAEVIHQVEEALDEDEKDALLFLCRDVAANAVPLNVRDLLDILRERGKLSSVNL

shkkkkkkkokk kk pokky sokkkkkkky o hkkkkkk Kk hkokyokk *

AELLYRVRRFDLLKRILKTDKAAVEDHLCRSPHLVSDYRVLLMEIGENLNQSDVSSLIFL
AELLYRVRRFDLLKRILKMDRKAVETHLLRNPHLVSDYRVLMAEIGEDLDKSDVSSLIFL
AELLYRVRRFDLLKRILKTDKAAVEDHLCRSPHLVSDYRVLLMEIGENLNQSDVSSLIFL
AELLYRVRRFDLLKRILKTDKATVEDHLRRNPHLVSDYRVLLMEIGESLDQNDVSSLVFL
AELLYRVRRFDLLKRVLNMDTPTVEALLRKHPHLISDYRVLMMEIGEDLDKSDVSSLMFL
AELLYRVRRFDLLKSILNMDTPTVEALLRRHPHLISDYRVLMMEIGEDLDKSEVSSLMFL

Kkkkkkkkhhhkhk ke * sk k Kk x kkkakkkkkk: kkkk k.

TKDYTGRGKVAKDKSFLDLVIELEKLNLIGSDQLNLLEKCLKSIHRIDLKTKIQKY————
MKDYMGRGKISKEKSFLDLVVELEKLNLVAPDQLDLLEKCLKNIHRIDLKTKIQKYKQSV
TKDYTGRGKVAKDKSFLDLVIELEKLNLIGSDQLNLLEKCLKSTHRIDLKTKIQKYTQSS
TRDYTGRGKIAKDKSFLDLVIELEKLNLIASDQLNLLEKCLKNTHRIDLNTKIQKYTQSS

MRDYTGRSKIAKDKSFLDLVVELEKLNLVAPDQLNLLEESLRNINRIDLKTKIQKYKQSA
MRDYTGRSKIAKDKSFLDLAVELEKLNLVAPDQLNLLEECLTNINRIDLKTKIQKYRQSA

skk kk _keskeokhkhhhk _ -hkhkkkhok - khkkakhk- * Kekhkhkk - kkhhkok

FADD interaksiyon bdlgesi ve Kaspaz-8 interaksiyon bdlgesi
0 DED1/DED2 Polipeptid Baglanma Arayiizil
Ucli aktif bslge

Sekil 18. CFLAR genine (FLIP) ait aminoasit dizi hizalamasi.
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4.2.7. XIAP Geni mRNA Ekspresyonu ve Biyoinformatik Analizi

Akciger ve beyin dokularindan izole edilerek iiretilen XIAP genine ait PCR
tiriinlerinin %1 agaroz jelde 100 voltta 60 dakika kosturulmasi ile elde edilen bant
goriintiileri  Resim 11°de gosterilmektedir. Jel goriintiileri iizerinde yapilan
dansitometrik analizlerden elde edilen sayisal verilerin istatistiksel analizleri
sonucunda, gruplar arasi anlamli bir farka rastlanmamistir. Bunun yaninda jel
resimleri gozlemsel olarak incelendiginde, hipoksinin beyin dokusu XIAP proteini

mRNA seviyelerinde belirgin bir artisa sebep oldugu goriilmiistiir.

Resim 11. Normoksi ve %7 hipoksi altinda XIAP geni akciger ve beyin mRNA
diizeyleri. AC: Akciger, B: Beyin, N: Normoksi, H: Hipoksi, M: 100bp
marker. (%1 agaroz jelde 100 voltta 60 dakika kosturulmustur).

Nannospalax nehringi’ye ait XIAP gen sekansi EK8’de sunulmustur. Yapilan
BLAST taramasinda Nannospalax nehringi tiiriine ait XIAP gen sekansinin mevcut
olmadigi goriilmiis ve en yakin benzerligin Rattus norvegicus’a ait X-linked inhibitor

of apoptosis ile oldugu bulunmustur (NCBI Accession: NM_022231.2).

Nannospalax nehringi’ye ait XIAP geninin ifade ettigi aminoasit dizisi
biyoinformatik yontemlerle incelendiginde, dizinin Sekil 19°da verilen tiirler ile
bliyiik Olciide benzerlik gosterdigi ve Zn*? baglanma bdlgelerinin korundugu
goriilmistiir. Fakat ti¢ tekrarli olarak yapilan sekans analizi sonucunda proteinin
peptit baglanma bdlgelerinin farklilik gosterdigi ve ayrica Nannospalax nehringi’de
diger tiirlerden ayri olarak sirasiyla Glutamat (E) ve Glutamin (Q) aminoasitlerinin

yer aldigi belirlenmistir (Sekil 19).



Nannospalax nehringi XIAP
NP_001158.2 Homo_sapiens

NP _071567.1 Rattus norvegicus
NP _001288568.1 Mus musculus
ACS566714.1 Cricetulus_griseus
NP _001090905.1 Sus scrofa

NP _001192521.1 Bos_taurus

NP 001271387.1 Canis_lupus

Nannospalax nehringi XIAP
NP_001158.2:Homo_sapIens
NP_071567.1_ Rattus norvegicus
NP 001288568.1 Mus musculus
ACS66714.1 Cricetulus griseus
NP _001090905.1 Sus scrofa

NP _001192521.1 Bos_taurus

NP _001271387.1 Canis_lupus

Nannospalax nehringi XIAP

NP _001158.2 Homo_ sapiens
NP_071567.1 Rattus norvegicus
NP _001288568.1 Mus musculus
ACS66714.1 Cricetulus griseus
NP 001090905.1 Sus scrofa

NP 001192521.1 Bos taurus
NM_001284458.1 Canis_lupus
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MTFNSFEGSRTVVPADTNK!IDEEFVEEFNRLKTFANFPSSSPVSASTLARAGFLYTGEG
MTFNSFEGSKTCVPADINK——EEEFVEEFNRLKTFANFPSGSPVSASTLARAGFLY.GEG
MTFNSFEGSRTVVPADTNK--DEEFVEEFNRLKTFANFPSSSPVSASTLARAGFLYTGEG
MTFNSFEGTRTFVLADTNK--DEEFVEEFNRLKTFANFPSSSPVSASTLARAGFLYTGEG
MTFNSFEGSRTCVPADTNK--DEEFVEEFNRLKTFANFPSSSPVSASTLARAGFLYTGEG
MTFNSFEGSKSCVPTDINK--DEEFVEEFNRLKTFANFPSSSPVSASTLARAGFLYTGEG
MTFNSFEGSKTCVPADIDK--DEEFVEEFNRLKTFANFPSSSPVSASTLARAGFLYTGEG
MTFNSFEGAKTCVPAGINK--DEEFVEEFNRLKTFANFPSSSPVSASTLARAGFLYTGEG

hokkkkkkk o oo * 2 2k skkkkkkkkkkkkkkkkkk khkkhhhhkhkhkkrkhkkk

DTVQCFSCHAAIDRWQYGDSAVGRHRRISPNCRFINGFYFENGAAQSTNPGIQNGQYKSE
DiivEcrsEHABBRECYGESAVGEHRKIEPNERF INGFY LENSATQS TNSGIQNGQYKVE
DTVQCFSCHAAVDRWQYGDSAVGRHRRISPNCRFINGFYFENGATQSTSPGIQNGQYKSE
DTVQCFSCHAATIDRWQYGDSAVGRHRRISPNCRFINGFYFENGAAQSTNPGIQNGQYKSE
DTVQCFSCHAAVDRWQYGDSAVGRHRQISPNCRFINGFYFENSATQATNPGIQNGQYKAR
DTVRCFSCHAAVDRWQYGDSAVGRHRKVSPNCRFINGFYLENSAVQPTNPGVQNGQYKAE
DTVRCFSCHAAVDRWQYGDSAIGRHRRVS PNCRFINGFYFENNAAQPTYSGVQNGQYKAE
DTVRCFSCHASTDRWQYGDSAVGRHRKVSPNCRFINGFYFENTAAQPTNPGIQNGQYNAE

Ahkkokhhhhh g ohhhhhhhhhohhdhh chhdhhhhhhhhhohdk & & & Kaokkkkk, *

NCVGNRN = ARases
NYLGSRDHFALDRPSETHADYLLRTGQVVDISDTIYPRNPAMYSEEARLKSFQNWPDYAH
NCVGNRNHFALDRPSETHADYLLRTGQVVDISDTIYPRNPAMCSEEARLKTFQONWPDYAH
NCVGNRNPFAPDRPPETHADYLLRTGQVVDISDTIYPRNPAMCSEEARLKSFQNWPDYAH
NYVGNRNHFALDRPSETHADYLLRTGQVVDISDTIYPRNPAMCSEEARLKSFQNWPDYAH
NYLGNRNHFVLERPSETHADYLLRTGQVVDLSDTIYPRNPAMCSEEARLKSFQNWPDYAH
NYLGNRNHFVLERPSETHAHYLLRTGQVVDLSDTVYPRNPVMCSEEARLKSFHNWPDYAH
NYLRNRDHFVLDRPSETHADYLLRTGQVVDISDTTYPENPAMYSEEARLNSFQNWPDYVH

* 2 ks

I Peptit baglanma bélgeleri

Zn+2

iyon baglanma bdlgesi

I Fosforilasyon boélgesi

Sekil 19. XIAP genine ait aminoasit dizi hizalamasi.

4.2.8. BIRC2 Geni (clAP-1) mRNA Ekspresyonu ve Biyoinformatik Analizi

Akciger ve beyin dokularindan izole edilerek iiretilen BIRC2 genine ait PCR

tirtinlerinin %1 agaroz jelde 100 voltta 60 dakika kosturulmas ile elde edilen bant
gorlintiilleri Resim 12’de gosterilmektedir. Bant goriintiileri {izerinde yapilan
dansitometrik analizlerden elde edilen sayisal verilerin istatistiksel analizleri
sonucunda gruplar arasi anlamli bir farka rastlanmamakla birlikte, jel goriintiisiiniin
gozlemsel olarak incelenmesiyle hipoksinin beyin dokusunda clAP-1 proteini mMRNA

seviyesinde belirgin bir artiga neden oldugu goriilmiistiir.
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Resim 12. Normoksi ve %7 hipoksi altinda BIRC2 geni (ClAP-1) akciger ve beyin
mRNA diizeyleri. AC: Akciger, B: Beyin, N: Normoksi, H: Hipoksi, M:
100bp marker. (%1 agaroz jelde 100 voltta 60 dakika kosturulmustur).

Nannospalax nehringi BIRC2 gen sekansi EK9’da sunulmustur. Yapilan
BLAST taramasinda Nannospalax nehringi tiiriine ait BIRC2 gen sekansinin mevcut
olmadigr goriilmiis ve en yakin benzerligin Mus musculus’a ait Inhibitor of
Apoptosis Protein 1 ile oldugu bulunmustur (NCBI Accession: U88908.1).

Nannospalax nehringi’ye ait BIRC2 geninin ifade ettigi aminoasit dizisi
(clAP-1) biyoinformatik yontemlerle incelendiginde, clAP-1 proteininin peptit ve
Zn*? iyon baglanma bdlgelerinin Sekil 20°de verilen tiirlerle biiyiik 6lgiide ortak
oldugu, fakat diger tiirlerde sirasiyla Lizin (K) ve Losin (L) aminoasitlerini igeren
peptit baglanma bolgelerine denk gelen dizilerin, farkli olarak Izolésin (I)

aminoasitleri igerdigi goriilmiistiir (Sekil 20).



Nannospalax nehringi_ cIAP-1
NP_001157.1 Homo_sapiens
NP_031491.2 Mus musculus
NP_001005449.1 Xenopus_tropicalis

Nannospalax nehringi cIAP-1
NP_001157.1 Homo_ sapiens
NP_031491.2 Mus_musculus
NP_001005449.1 Xenopus_tropicalis

Nannospalax nehringi cIAP-1
NP_001157.1 Homo sapiens

NP _031491.2 Mus musculus
NP_001005449.1 Xenopus_tropicalis

Nannospalax nehringi cIAP-1
NP_001157.1 Homo_sapiens

NP _031491.2 Mus musculus
NP_001005449.1 Xenopus_tropicalis

Nannospalax nehringi_cIAP-1
NP_001157.1 Homo sapiens
NP_031491.2 Mus musculus
NP_001005449.1 Xenopus_tropicalis

70

———————————————————— MVQD-SAFLAKLMKSADTFELKYDFSCELYRLSTYSAFPR
MHKTASQRLFPGPSYQNIKSIMED-STILSDW-TNSNKQKMKYDFSCELYRMSTYSTFPA
MDKTVSQRLGQGTLHOKLKRIMEK-STILSNW-TKESEEKMKFDFSCELYRMSTYSAFPR

———————————————— MANEILDRRPDLAKRLKSNPSMCKITLEFSCELYRLSTFSTFPS
sa: - s . ti. ikkkkkkkikkokokk

GVPVSERSLARAGFYYTGANDKVECFCCGLE - LDNWKQGDS PMEKHRKLYPSCHFVQTLN
GVPVSERSLARAGFYY[GVN FCEGLY-BINEKLGEs P1ORIKOMMPSESFIONLY
GVPVSERSLARAGFYYTGVNDKVKCFCCGLM-LDNWKQGDS PVEKHRQFYPSCSFVQTLL
NTHVSERNLAKAGFYYTGQDDKVKCFTCGLM-LDNWKKGDNAFEKHKKLYPSCSFIQNVP

. Kkkk kkskkkkkkk skkk kk Kkkk: kkkkk kk__ckkgsakkkk kok o

BANSLEASPRP-SEPSTAMSTMPBLSWVASSENTGYFSGSYSSFPSDPVNFRANGDCEAL
SASLGSTSKNT-SP----MRNSFAHSLSPTLEHSSLFSGSYSSLSPNPLNSRAVEDISSS

SASLQOSPSKNM-SP----VKSRFAHSSPLE-————— RGGIHSNLCSSPLNSRAVEDFS-S
SVNLGASLYSAFSPPASNSTPMPA--ASAENDKVEAITLKYSSIPQDPVTLRGIEDLSHV
* k- ke Kk =k

STSPYHFAMNTEKARLLTYETWPLSFLSPAKLAKAGFYYIGPGDRVACFACDGKLSNWER
RTNPYSYAMSTEEARFLTYHMWPLTFLSPSELARAGFYYHGPGDEVEcFACCGHEENEEP
RMDPCSYAMSTEEARFLTYSMWPLSFLSPAELARAGFYYIGPGDRVACFACGGKLSNWEP
RISEYM---YTEEARLNSFQEWSNMFLTPAELAKAGFYFVGPGDKVACFTCDGKLNNWEP

hkekke o * hkekookkokhhkhkookkhkhohhkhkkok *kk _kkk

KDDAMSEH@RHFPSCPFLKDL——————==== === === ———————mme
KpAMSEHRREEPNCPFLENSLE-TLRFSISNLSMQTHAARMRTFMYWPSSVPVQPEQLA
KDDAMSEHRRHFPHCPFLENTSE-TQRFSISNLSMOTHSARLRTFLYWPPSVPVQPEQLA
NDNAMSEHRRHF PNCPFVKSSTRVSSRFSVSNVSMQASSARLKTFASWPPRIPISPTRLA

skekkkkkokkkk kkkss |

Peptit baglama bélgesi

Zn'? iyon baglama bélgesi

Sekil 20. BIRC2 genine (clAP-1) ait aminoasit dizi hizalamasi.

4.2.9. BIRC3 Geni (clAP-2) mRNA Ekspresyonu ve Biyoinformatik Analizi

Akciger ve beyin dokularindan izole edilerek iiretilen BIRC3 genine ait PCR
tirtinlerinin %1 agaroz jelde 100 voltta 60 dakika kosturulmasi ile elde edilen bant
gorlintiileri Resim 13’de gosterilmektedir. Jel gorlintiileri {izerinde yapilan
dansitometrik analizlerden elde edilen sayisal verilerin istatistiksel analizleri
sonucunda gruplar arasi anlamli bir farka rastlanmamustir. Fakat jel resimleri
gozlemsel olarak incelendiginde hipoksi etkisiyle beyin dokusu clAP-2 proteini

mRNA seviyelerinde belirgin bir artigin meydana geldigi goriilmiistiir.
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Resim 13. Normoksi ve %7 hipoksi altinda BIRC3 geni (CIAP-2) akciger ve beyin
mRNA diizeyleri. AC: Akciger, B: Beyin, N: Normoksi, H: Hipoksi, M:
100bp marker. (%1 agaroz jelde 100 voltta 60 dakika kosturulmustur).

Nannospalax nehringi BIRC3 gen sekansi EK10’da sunulmustur. Yapilan

BLAST taramasinda Nannospalax nehringi tiiriine ait BIRC3 gen sekansinin mevcut

olmadig1 goriilmiis ve en yakin benzerligin Mus musculus’a ait Baculoviral IAP

Repeat-Containing 3 ile oldugu bulunmustur (NCBI Accession: NM_007464.3).

Nannospalax nehringi’ye ait BIRC3 geninin ifade ettigi aminoasit dizisi
(cIAP-2) iyoinformatik yontemlerle incelendiginde, proteine ait peptit ve Zn*? iyon
baglanma bolgelerinin Sekil 21°de verilen tiirler ile ortak olarak korundugu
goriilmistiir. Nannospalax nehringi’ye ait cIAP-2 proteininin aminoasit dizisi
incelendiginde, diger tiirlerden farli olarak sirasiyla Alanin (A), Arjinin (R) ve
Alanin (A) olarak dizilis gosteren dizi bdlgesinin, Lizin (K), Alanin (A) ve Pirolin
(P) seklinde siralandigi belirlenmistir (Sekil 21).

Nannospalax nehringi cIAP-2 ——MVQDSAFLAKLMKSADTFELKYDFSCELYRLSTYSAFPRGVPVSERSLKABGFYYT
NP _001156.1 Homo sapiens MNIVENSIFLSNLMKSANTFELKYDLSCELYRMSTYSTFPAGVPVSERSLARAGFYY.
NP_ ' 031490.2 _Mus_musculus MNMVQDSAFLAKLMKSADTFELKYDFSCELYRLSTYSAFPRGVPVSERSLARAGFYYT
skeak ** ***** shkkkhkhkkahkhkkhhkkakhkhkhkodhdk dhkkhhkhkkk % % ¥k
Nannospalax nehringi_ cIAP-2 GANDKVKCFCCGLMLDNWKQGDS PMEKHRKLYPSCNEFVQTLNPANSLEASIPPRPSLP
NP 001156.1 Homo sapiens GVNDEVECFCEGLEMBNEKRGES PTERHKKIPSCRFVQSLNSVNNLEATS ——QPTFP
NP 031490.2 Mus _musculus GANDKVKCFCCGLMLDNWKQGDSPMEKHRKLYPSCNEFVQTLNPANSLEA--SPRPSLP
*.*****************:**** ***:******-***:** .*.*** :*::*
Nannospalax nehringi cIAP-2 STAMSTMPLSFASSENTGYFSGSYSSFPSDPVNFRANQDCPALSTSPYHFAMNTEKARL—
NP _001156.1 Homo saplens SSVINSTHSLLPGTENSGYFRGSYSNSPSNPVNSRANQDFSALMRSSYHCAMNNENARLL
NP 031490.2 Mus _musculus STAMSTMPLSFASSENTGYFSGSYSSFPSDPVNFRANQDCPALSTSPYHFAMNTEKARLL
*:' .l : .:**:*** ****. **:*** %k ok ok ok * % ¥ &k ***.*:***
l Peptit baglanma bdlgeleri
zn'? iyon baglanma bslgeleri

Sekil 21. BIRC3 genine (clAP-2) ait aminoasit dizi hizalamasi.
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4.2.10. TNFSF10 Geni (TRAIL) mRNA Ekspresyonu ve Biyoinformatik Analizi

Akciger ve beyin dokularindan izole edilerek tiretilen TNFSF10 genine ait
PCR firiinlerinin %1 agaroz jelde 100 voltta 60 dakika kosturulmasi ile elde edilen
bant gorintileri Resim 14’te gosterilmektedir. TRAIL bant goriintiileri iizerinde
yapilan dansitometrik analizlerden elde edilen sayisal verilerin istatistiksel analizleri

sonucunda gruplar arast anlamli bir farka rastlanmamustir.

Resim 14. Normoksi ve %7 hipoksi altinda TNFSF10 geni (TRAIL) akciger ve
beyin mRNA diizeyleri. AC: Akciger, B: Beyin, N: Normoksi, H:
Hipoksi, M: 100bp marker. (%1 agaroz jelde 100 voltta 60 dakika kosturulmustur).

Nannospalax nehringi TNFSF10 gen sekansi EK11’de sunulmustur. Yapilan
BLAST taramasinda Nannospalax nehringi tiiriine ait TNFSF10 gen sekansinin
mevcut olmadig1 goriilmiis ve en yakin benzerligin Rattus norvegicus’a ait TNF
Superfamily Member 10 ile oldugu bulunmustur (NCBI Accession: NM_145681.2).

Nannospalax nehringi’ye ait TNFSF10 geninin ifade ettigi aminoasit dizisi
(TRAIL) biyoinformatik yontemlerle incelendiginde, ligandin Sekil 22’de verilen
tiirler ile biiyiik olciide benzerlik gosterdigi ve reseptdr baglanma bdolgeleri ile trimer
araylizlerinin tamamen korunmus oldugu goriilmiistir. Fakat Nannospalax
nehringi’ye ait ligand dizisinin belirli bolgelerinin Homo sapiens’e kiyasla gesitli
farkliliklar gosterdigi goriilmiistiir. Ug tekrarli olarak yapilan sekans analizi sonucu,
TRAIL aminoasit dizi igerisinde diger tilirlerden farkli olarak Nannospalax

nehringi’ye 6zgii Histidin (H) aminoasidinin yer aldigi belirlenmistir (Sekil 22).



Nannospalax nehringi_ TRAIL
NP _003801.1 Homo sapiens
NP_663714.2 Rattus norvegicus
NP_033451.1 Mus musculus

NP _001019867.1 Sus_scrofa

NP _001306830.1 Bos_ taurus

Nannospalax nehringi TRAIL
NP 003801.1 Homo sapiens
NP_663714 2_Rattus_norvegicus
NP_033451.1 Mus musculus

NP _001019867.1 Sus_ scrofa

NP _001306830.1 Bos taurus

Nannospalax nehringi TRAIL
NP_003801.1 Homo_ sapiens

NP_ | ' 663714.2 | _Rattus norvegicus
NP_ ' 033451.1 Mus _musculus

NP 001019867.1 Sus _scrofa

NP _ ' 001306830.1 Bos taurus

Nannospalax nehringi_ TRAIL
NP _003801.1 Homo sapiens

NP 663714.2 Rattus _norvegicus
NP_033451 l_Mus_musculus
NP_001019867.1 Sus_scrofa

NP _001306830.1 Bos taurus

Nannospalax nehringi_ TRAIL
NP_003801.1 Homo_ sapiens

NP _663714.2 Rattus norvegicus
NP_033451.1 Mus musculus

NP _001019867.1 Sus_scrofa

NP _001306830.1 Bos_ taurus
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MPSTGNLKGPSFSQHFTMTVICIVLLQVLLQALTVAVTYMYFNNEVKQLODNYSKIGLAC
MAMMEVQGGPSLGQ—--~-~TC ELKQMODKYSKSGIAC
MPSTGNLKGPSFSQHFTMTVICIVLLQVLLQALTVAVTYMYFNNEVKQLODNYSKIGLAC
MPSSGALKDLSFSQHFRMMVICIVLLQVLLQAVSVAVTYMYFTNEMKQLODNYSKIGLAC
MAVMQTPGGPSPGQ—---~-TCVLILIFTVLLQALCVALTYVYFTNELKQMODKYSKSGIAC
MAL KQAPGSRLGQ————ICMPILIFTVLLQAFGMAVFYMYFNKELKQMQNKYFKSGLAC

3 kg Kkkk. ke Kekk ckskkghkgok ok k.kk

FSKEDGDFWDSTDEGILNRPCLOLKROLYQLIEEVTLRTFEKTISTVPEKQLSTPPLPRG
FLKEDDSYWDPNDEESMNSPCWQVKWQLRQLVRKMILRTSEETISTVQEKQONISPLVRE
FSKEDGDFWDSTDEGILNRPCLOVKRQLYQLIEEVTLRTFEKTISTVPEKQLSTPPLPRG
FSKTDEDFWDSTDGEILNRPCLQVKRQLYQLIEEVTLRTFQDTISTVPEKQLSTPPLPRG
FLKEDDSFWDPTDDERMLS PCWQVKWQLRQFVRKMILRTYEETISTVSEKQQGI PHLERE
FLEEDDRSWDSRDDESIINPCWELKSQLYLFVKKMTLRTFEEMIPTNPEKQY-NPYLERE

* . % *k K s kk sak kk sa s kkk s ok ok kkk * *

RRPQRVAAHITGITRRSNLALIPISKDGKTLGQKIETWESSRRGHSFLNHVHLRNGELVI
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Sekil 22. TNFSF10 genine (TRAIL) ait aminoasit dizi hizalamasi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Apoptozis, hem tek hiicreli hem de ¢ok hiicreli canlilarda gozlenen, yok
edilmek istenen veya yok edilmeye programli hiicrelerin, programli bir bigcimde
ortadan kaldirilma/kalkma faaliyeti olup oldukga farkli ve girift basamaklar
tizerinden sekillenmektedir (Gordeeva ve ark. 2004). Birbirinden oldukga farkli canli
taksonlar1 arasinda goriilmesi ise apoptozisin, tek hiicreli canlilarin soy hatlarinin
korunmasinda ve ¢ok hiicreli canlilarin fizyolojik seyirlerinin  devaminin
korunmasinda ne denli 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir. Apoptozisin, ¢ok
hiicreli canlilarin gelisim siire¢lerindeki rolii bir kenara birakilirsa, canlilarin
organizasyon diizeylerinin artmasi ile biitiiniin pargalarinin sorunsuz bir bigimde
calistyor olmasi hayati 6nem tagimaktadir. Bu tiir sorunlar1 asabilmek adina canlilar,
birtakim ic¢sel ve dissal kontrol mekanizmalar1 kullanmaktadirlar. Kanser ise hiicre
diizeyinde kontrol ve apoptotik itaatin ne denli dnemli oldugunu ortaya koyan en
giizel ornektir. Kanser hiicrelerinin en goze carpan 6zelligi olan kontrolsiiz iireme,
denetim ve apoptotik emirlerden kagma yetenekleri ile dogrudan iligkilidir. Bu iligki
her ne kadar agik olsa da kanser hiicreleri normal hiicrelere kiyasla apoptoza
ugramaya daha egilimlidirler (Koornstra ve ark. 2003, Pennarun ve ark. 2010). Bu
sebeple kanserli hiicrelerle basa ¢ikmak igin birtakim sitotoksik ajanlar yardimiyla
hiicrelerin apoptozise siiriiklenerek ortadan kaldirilmas1 olduk¢a islevsel bir
yontemdir. Ancak birtakim hiicre i¢i hatalar bu islergeleri bozabilmekte ve boylece
apoptozise kars1 direng olusmasini saglamaktadir. Apoptotik direncliliklerden ziyade,
hedefe yonelik sitotoksik faaliyetlerin saglikli hiicreleri etkileyebilmesi de ayr1 bir
dezavantajdir. Bu yoniiyle ideal bir apoptotik yolak, secici bir bigimde hedefe
yonelik olmali ve hiicreler bazinda gelisebilecek direnclilikleri atlatabilecek
sinyalizasyon basamaklarin1  kullanmalidir. Apoptozisi indiikleyebilen TNF
ustfamilyas1 ligandlarin sistemik etkileri ise saglikli hiicreler iizerinde oldukga
sitotoksiktir. Bu ligandlarin sinyal akiglari ise ileri evre insan kanserlerinin ¢ogunda
mutant halde bulundugundan kanser gelisimine katki saglayan p53’iin denetimi
altindadir. TRAIL ise 2 islevsel (DR4 ve DRS5) ve 3 yem reseptor (DcR1, DcR2 ve
OPG) olmak fizere toplamda 5 reseptdre baglanabilen, TNF {istfamilyasina iiye
ligandlardan biridir ve p53 denetiminden bagimsiz bir yolla apoptozisi
indiikleyebilmektedir (Sanlioglu 2011). TRAIL’in baglanabildigi reseptorler diger
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TNF reseptorlerinden farkli olarak hem ¢ok daha genis doku yelpazesinde ifade
edilmekte olup hem de mutant hiicreler tizerinde oldukga segicidir (Spierings ve ark.
2004). TRAIL reseptorii eksik gelistirilen farelerde lenf nodu metastazlar1 gelistigi de
bilinmektedir (Pennarun ve ark. 2010). Bu agidan, TRAIL aracili hiicre 6liimiiniin
tetiklenmesi yoluyla kanser hiicrelerinin ortadan kaldirilmasi kanser tedavisi
aragtirmalarinda umut vadeden bir stratejidir. Fakat kanser hiicrelerinin sayica artigi
ile dokunun tii¢ boyutlu yapisimin derinliklerinde kalarak beslenme destegini
alamayan hiicrelerde, TRAIL aracili hiicre 6liimii iizerinde tartismali etkileri olan

hipoksi stresini ortaya ¢ikmaktadir.

Hipoksi organizmada dokularin yeterli oksijen miktarindan yoksun kalma
durumu olarak tanimlanmakta olup, hiicreler hipoksi aracili olarak farkl
transkripsiyon faktorlerinin aktivitesi sonucu hipoksik cevreye adaptasyonlarini
saglamaktadirlar (Harris 2002). Tiire gore degismekle birlikte, bir¢ok canlinin
hipoksiye maruz kalmasi sonucu dokularda hasarlar olusmakta ve uzun siiren siddetli
hipoksi sartlar1 6liime neden olmaktadir (Northington ve ark. 2001, Vaupel ve Mayer
2007). S6z konusu kanser hiicreleri oldugunda ise bu siddet, ilgili kanser hatti
tizerinde neredeyse bir dogal se¢ilim islergesi gormekte ve hipoksiye daha direngli
mutant hatlarinin hayatta kalmasini saglayan goreli bir avantaja dontismektedir. Solid
tiimorlerde anjiyogenetik malformasyon ve hatalar, tiimor kiitlesinin ii¢ boyutlu
yapist geregi, siddetli hipoksinin yogun olarak etki ettigi bolgelerin olugsmasina
neden olur (Dong ve ark. 2003). Normal dokulara ulagsan oksijen yogunlugu %5
civarindayken timoér dokularinda bu oran %1’in altima kadar inebilmektedir
(Harashima ve ark. 2017). Mutant hiicrelerin bir tiir segilime maruz kaldigi bu
bolgeler apoptotik direncin olustugu bolgelerdir. Bu bakimdan tiimér biiylimesinde
hipoksi kilit bir rol iistlenmektedir (Harris 2002). Hipoksiye maruz kalan solid tiimor
hiicrelerinin, kemoterapi ve radyoterapiye karsi direngli olduklar1 da bilinmektedir
(Park ve ark. 2002). TRAIL aracili hiicre 6liimii de hipoksi aracili olarak gelisebilen
direncliklerden bagimsiz degildir. Ek olarak, her ne kadar TRAIL aracili hiicre
Olimiiniin, transkripsiyon  faktdrii p53’ten bagimsiz  olarak  apoptozisi
indiikleyebildigi biliniyor olsa da, bu islergenin yiiriitilmesinin hipoksi ve p53
arasinda kurulan hassas bir dengede olduguna dair destekleyici veriler bulunmaktadir

(Mayes ve ark. 2005). Tiim bu bilgiler géz oniine alindiginda kisa vadede hipoksinin
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¢ogu canli tiirli lzerindeki oOliimciil etkileri daha anlasilabilir olmaktadir. Fakat
hipoksinin popiilasyonlar iizerindeki dogal secilimsel etkisi uzun vadede ele alinirsa,
tipk1 kanser hiicreleri iizerinde oldugu gibi, bu stresi barindiran habitatlarda
yasamaya adapte olmus, hipoksinin oliimciil etkilerine karsi evrimsel kazanimlara
sahip tiirlere rastlayabiliriz. Kor fareler ise bu evrimsel uyumun en iyi 6rneklerinden
biridir. Habitatlarinin kendilerini yaklasik 30-40 milyon yildan beri (Nevo ve ark.
1995) vyeraltinin siddetli hipoksik kosullarinca test ettigi rodentlerden olan
Spalacidae familyasina ait kor fareler, spontane kanser gelisimi gostermemelerinin
yaninda kimyasal ajanlarin dahi kanser olusturmasina miisaade etmeyen 21 yillik
Oomiirleri ile diger rodentlerden farklidirlar (Ellis ve ark. 2016). Bu evrimsel
yeteneklerinin yaninda kor fareler birgok fizyolojik ve anti-kanser o6zellik
barmdirirlar (Avivi ve ark. 2006). Kor fareler p53°in, ileri evre kanserlerde siklikla
mutasyona ugrayan bolgesi olan (Gorbunova ve ark. 2012) 174. pozisyondaki
Arjinin aminoasidi yerine Lizin aminoasidini igeren (Argl74Lys) bir formuna (sp53)
sahiptirler (Ashur-Fabian ve ark. 2004). Bu ozellikleri, hipoksiye kars1 gelistirdikleri
tiim fizyolojik ve morfolojik 6zelliklerinden farkli olarak anti-kanser yeteneklerini 6n
plana ¢ikarmakta ve bu canlilar1 kanser arastirmalari konusunda model organizma
konumuna getirmektedir. sp53’iin, insanlardaki izoformuna kiyasla, apoptozis iligkili
transkripsiyon genlerinden olan Apaf-1, PTEN, Puma ve Noxa tizerindeki etkisinin
az oldugu (Avivi ve ark. 2007) ve ayni zamanda kaspaz temelli hiicre 6liimiiniin
yaninda otofajiye de neden oldugu bilinmektedir (Ellis ve ark. 2016). Sahip olduklari
anti-kanser oOzellikleri ile kanser gelisimine dayanikliklar1 ortaya konulan kor
farelerin, kanser tedavilerinde umut vadeden TRAIL aracili hiicre 6limii dogalari
heniiz agiga ¢ikartilmamigtir. Kor farelerin sahip oldugu bu ozellikler bir yana,
TRAIL aracili hiicre oliimii {iizerinde hipoksinin etkilerini anlamaya yonelik
stiregelen tartigmalar da diger yana alinacak olursa kor fareler, hipoksinin TRAIL
aracili  hiicre  Olimii  lzerindeki etkilerini  anlayabilecegimiz  benzersiz

organizmalardir.

TRAIL’in kanser tedavilerinde umut vadeden bir yol olmasi, bir¢ok farkl
rekombinant TRAIL {iriintiniin ve TRAIL reseptor agonist antikorlarinin, apoptotik
etkileri ve biyoaktivitelerinin arastirilmasini tetiklemis olmakla birlikte, bunlardan

bazilarmin saglikli  hiicreler iizerinde sitotoksik etkiler gosterebildigi de
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belirtilmektedir (Von Karstedt ve ark. 2017). Jo ve ark. (2000) rhTRAIL’in
(Rekombinant insan TRAIL proteini), farkli karsinom hiicre kiiltiirleri {izerinde
apoptotik aktivasyonu saglarken ayni zamanda saglikli insan hepatosit hiicre
kiiltiirleri tizerinde de yiiksek oranda sitotoksik etki goOsterdigini belirtmistir.
Lawrence ve ark. (2001) ise, ligand stabilitesini ve biyolojik aktiviteyi arttiran ¢inko
icerigi yiiksek farkli bir rekombinant TRAIL in sebek ve insan hepatositleri tizerinde
cok daha az sitotoksik etki gosterdigini ve aymi zamanda higcbir klinik goriintiide
(Morfolojik, hematolojik, histolojik ve biyokimyasal) 6nemli bir degisiklige yol
agmadigimi bildirmistir. Ligandin ¢inko igeriginin biyolojik aktivite ve stabilizasyon
tizerinde bu denli 6nemli olmasinin sebebinin; ¢inkonun ligandin tersiyer yapisi
tizerinde etkili bir faktor olmasindan kaynaklandig: bildirilmektedir (Mahalingam ve
ark. 2009). Bu sebeple organizmada yan etki géstermeyen farkli TRAIL rekombinant
tirtinleri ve TRAIL islevsel reseptorleri olan DR4 ve DRS5’e baglanarak apoptozisin
indiiklenmesini saglayan farkli TRAIL-agonist antikorlar1 da cesitli klinik
denemelerde kullanilmaktadir (Allen ve ark. 2015). Ek olarak, ATF4 transkripsiyon
faktorii aracili olarak, DRS reseptorii dahil bir¢ok apoptoz iliskili geni diizenleyen bir
diger transkripsiyon faktorii CHOP’un uyarilmasi yoluyla islev goren TIC10
(ONC201) kemoterapik ajaninin, 2017 yili igerisinde ilk faz-1 Kklinik denemesi
gontlllii hastalar tizerinde yapilmis ve herhangi bir toksikasyon belirtisinin
goriilmedigi raporlanmistir (Stein ve ark. 2017). Bu yoniiyle TRAIL aracili hiicre
olimiinii tetikleyebilecek, yan etki gdstermeyen, biyoaktivitesi ve kararligi yiiksek
optimal ajan arayiglar1 giiniimiizde de devam etmektedir. Yaptigimiz literatiir
taramalarinda hipoksinin TRAIL diizeylerinde yaptig1 degisikliklere dair herhangi bir
aragtirmaya rastlayamadik. Yaptigimiz bu c¢aligma ile ilk kez TRAIL mRNA
ekspresyon seviyelerinde meydana gelen degisiklikleri Nannospalax nehringi’de
tespit etmis olduk. Ayrica, ilk kez hipoksi ve normoksi karsilastirmasi yaparak bu
uygulamalarin TRAIL’in mRNA ekspresyon seviyelerinde anlamli bir degisiklik
olusturmadigini belirlemis olduk. Tiim bunlarin yaninda, Nannospalax nehringi’ye
ait TNFSF10 geninin kodlamis oldugu TRAIL proteinini biyoinformatik yontemler
ile inceledik ve bu proteinin NCBI veri tabaninda kayitli olan Homo sapiens, Rattus
norvegicus, Mus musculus, Felis catus, Sus scrofa, Bos taurus ve Gallus gallus

tirlerine ait TRAIL protein dizilerine olduk¢a benzer oldugunu, fakat tim bu
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tirlerden farkli olarak bir Histidin (H) aminoasidi kodladigini tespit ettik. Bu
aminoasit farkliliginin biyolojik aktivite tizerindeki etkileri bundan sonraki yapilacak

olan ¢alismalar ile aydinlatilmaya muhtag¢ goriinmektedir.

TRAIL’in benzersiz 6zelliklerinin yaninda, ¢esitli kanserlerde TRAIL aracil
hiicre oliimiine karsi gelisen diren¢ mekanizmalari, bu konuda asilmasi gereken
zorluklarin basinda gelmektedir. Hiicre oliimii yolaginda yer alan molekiillerden
farkli olarak, 6liim bolgeleri igermeyen yem reseptorlerin varligit da TRAIL aracili
hiicre oliimiine karg1 diren¢ olusturdugu diisiintilen diger bir 6nemli noktadir.
TRAIL’in baglanabildigi yem reseptorler (DcR1, DcR2 ve OPG) islevsel
reseptorlerden (DR4 ve DRS) farkli olarak, apoptotik sinyalleri hiicre igerisine
iletebilecek oliim bolgelerinden yoksundurlar. Ayni zamanda yem reseptorleri ve
islevsel reseptorlerin hiicre yilizeyindeki mevcudiyetleri dinamik bir durum igerisinde
olup, hiicrenin liganda (TRAIL) maruz kalmasiyla degiskenlik gostermektedir.
Zhang ve ark. (2000) hiicre ylizeyine ulasan TRAIL molekiillerinin, DR4 reseptor
ekspresyonuna onemli bir etki gdstermezken DRS reseptdr ekspresyonunu azalttig
ve DcR1 ve DcR2 reseptorlerinin ekspresyonlarini arttirdigint ortaya koymuslardir.
Oliim bélgelerinden yoksun olan yem reseptérler hiicre yiizeyine ulasan TRAIL ile
baglanabildiginden ligand yogunlugunu azaltici bir etki de gostermektedir. Ayni
zamanda 6lim bolgelerinden yoksun olan yem reseptorler, anti-apoptotik tertipleri
diizenleyebilen transkripsiyon faktorii NF-xB’yi uyarirken bir taraftan da NF-xB
uyaristyla TRAIL reseptor sayisini etkileyen karigik mekanizmalarin pargasi olarak
da gorilmektedir (Griffith ve Lynch 1998). Bu sebeple yem reseptorlerin asiri
ekspresyonlari, farkli arastirmacilar arasinda tartismali olmakla birlikte apoptotik
direnglilik nedenlerinden biri olarak ileri sliriilmektedir (Mahalingam ve ark. 2009).
Pei ve ark. (2010) bes farkli insan kolon kanseri hattinin ifade ettigi TRAIL reseptor
yogunluklarini analiz etmis ve bu hatlarin DcR2 reseptor ekspresyonlariin hipoksi
altinda arttigmmi, DR4, DRS5 ve DcR1 protein ekspresyonlar1 iizerine ise bir etki
gostermedigini ortaya ¢ikartmiglardir. Ayn1 zamanda DcR2 reseptorii tizerindeki bu
diizenlemenin HIF-la aracili olarak gerceklestigini de ortaya koymuslardir.
Yaptigimiz ¢alisma ile ilk kez Nannospalax nehringi’de akciger ve beyin dokusunda
hipoksi altinda DcR1, DcR2 ve OPG mRNA ekspresyon seviyelerinde meydana
gelen degisiklikleri belirledik. Hipoksinin 6zellikle beyin dokusunda, DcR1, DcR2
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ve OPG mRNA ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli olmamakla
birlikte gozlemsel bir artisa neden oldugunu goézlemledik. Biyoinformatik analizler
sonucunda, NCBI veri tabaninda Homo sapiens disinda, giivenilir ve benzer protein
sekansina rastlanmamasi sebebiyle Nannospalax nehringi’ye ait tespit ettigmiz DcR1
yem reseptorii aminoasit dizisi yalnizca Homo sapiens ile karsilastirilmis ve iki tiiriin
reseptorlerinin oldukga farkli aminoasit dizilisine sahip oldugunu belirledik. Ayrica,
DcR2 yem reseptoriine ait aminoasit dizisi NCBI veri tabaninda kayithi olan Homo
sapiens ve Bos taurus tiirleri ile karislastirildi ve her iki tiirde ortak olan Antibody-
Polipeptid baglanma bolgelerinde, Nannospalax nehringi ile belirgin farkliliklara
sahip olduklar1 belirlendi. TRAIL ligandin1 baglayabilen diger bir yem reseptor olan
OPG reseptoriiniin NCBI veri tabaninda kayithh Homo sapiens, Rattus norvegicus,
Mus musculus, Felis catus, Bos taurus ve Gallus gallus tiirlerinden farkli olarak
sistein zengin alanlarinin dort fakli aminoaside sahip oldugunu gosterdik. Bu
anlamda ilk defa Nannospalax nehringi’ye ait DcR1, DcR2 ve OPG yem
reseptorlerinin biyoinformatik verisini literatiire kazandirmig olduk. Bununla birlikte
Nannospalax nehringi’nin yem reseptorleri tizerinde meydana gelen bu farliliklarin
biyolojik aktivitedeki olasi etkileri hakkinda yapilacak arastirmalara gereksinim
duyuldugu aciktir. Buna dair, literatiirde heniiz bir arastirma sonucuna

rastlanmamuistir.

Gilintimiize dek, TRAIL aracili hiicre 6liimii iizerine hipoksinin etkilerinin
aydinlatilmas1 konusunda arastirmacilar tarafindan bir¢ok calisma yapilmasina kars,
arastirmalarin 6znel kosullarinin bir sonucu olarak degerlendirilebilecek sebeplerden
dolay1 bir konsensiis saglanamamustir. Park ve ark. (2002) 24 saat boyunca hipoksiye
maruz birakilan kanser hiicre hatlarmin (A549 Insan akciger karsinom hiicreleri)
TRAIL aracili hiicre 6liime kars1 direng gelistirdiklerini ve anti-apoptotik Bcl-2, Bcl-
XL, clAP-1, clAP-2 ve XIAP gibi proteinleri arttirdigini ileri siirmiislerdir. Ayni
calismada DR4 protein yogunlugu degismezken, DRS protein yogunlugunun
hipoksiye maruz kalma siiresi uzadiginda arttigi da belirlenmistir. Bunun aksine
Weinmann ve ark. (2004) karsinom hiicre hatlarinda hipoksi altinda TRAIL aracili
hiicre 6liimii oraninin normoksik kosullardakinden farkli olmadigini1 ve Bcl-2 protein
miktarinin hipoksi altinda upregiilasyona ugramadigin1 gostermistir. Bu zit sonuglar,

hipoksi altinda  farkli  hiicre tiplerinin Bcl-2’yi  farkli  dogrultularda
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diizenleyebilmeleri ve hipoksiyi takiben uygulanan TRAIL proteininin muamele
stirelerindeki farkliliklardan kaynaklantyor olabilir (Park ve ark. 2002, Weinmann
ve ark. 2004). Baska bir calisma (Kim ve ark. 2004) HCT116 hiicre hatlarmin (Insan
kolon karsinom hiicreleri), hipoksi altinda TRAIL’in apoptotik etkilerine Bcl-2
miktarlarmi arttirarak cevap verdigini ve bu sayede hipoksi altinda TRAIL aracili
hiicre oliimiine kars1 apoptotik diren¢ olusturduklarin1 ortaya koymustur. Ayni
calisma, HCT116 hiicre hatlarinda Bax geninin susturulmasinin (Bax(-/-)) normoksi
kosullarinda TRAIL aracili hiicre 6liimiine kars1 giiglii bir direng olusturdugunu da
gostermistir. OSCC kanser hatlarinda (Oral Squamous Cell Carcinoma) normoksi
alinda TRAIL wuyarisina kirilma ile cevap veren Bid (tBid’e kirilmasi) ve
upregiilasyon ile cevap veren Bax’in, hipoksi kosullari altinda bu iki proteinin
seviyelerinin diistiigli gosterilmistir (Nagaraj ve ark. 2007). Diger taraftan hipoksiye
maruz birakilan ve TRAIL ile muamele edilen farkli kanser hiicre hatlarinin
normoksi altindaki hiicrelere kiyasla, TRAIL’a karsi daha fazla duyarlilik
gosterdikleri de bildirilmistir (Gobbi ve ark. 2010). Ozellikle TRAIL aracili hiicre
Oliimiine karsi direngli olan HeL ve U20S hatlarinin, normoksi altinda diisiik
dozlarda TRAIL’a kars1 apoptotik tepki vermezken, hipoksi altinda oldukca giiclii
tepki verdikleri gozlemlenmistir. Hipoksinin TRAIL reseptor ekspresyonlari iizerine
ettikleri ile ilgili sonuclar, farkli kanser hiicre hatlarindaki TRAIL reseptorlerinin
onemsiz degisimler gosterdigini, bununla birlikte genel olarak hipoksinin reseptor
ekspresyonu iizerinde bir etkisinin olmadigini ortaya koymaktadir. Ayn1 aragtirmada,
hiicresel hipoksi siireglerinde rol alan Protein Kinaz C’nin epsilon izoformunun
(PKCg) mRNA miktarin1 azaltmak i¢in kullanilan MG132 proteazom inhibitoriiniin
hiicreleri TRAIL aracili hiicre 6limiine duyarli hale getirdigi de gosterilmistir.
TRAIL aracili hiicre dlimiine duyarliligi azaltan PKCe’nun, HIF1-a aktivasyonu
araciligr ile downregiilasyonunun normoksik kosullar altinda hiicre hatlarinin
TRAIL’a karst duyarli hale gelmelerini arttirdign da belirtilmektedir. Normoksik
kosullar altinda yiiksek derecede HIF-la ekspresyonu gosteren p53-null HCT116
kolon karsinoma hiicre hatlarinin, TRAIL aracili hiicre 6liimiine kars1 asir1 duyarlilik
gosterdikleri, hipoksik kosullarda ise TRAIL aracili hiicre 6liimiinden korunduklari
anlasilmaktadir (Mayes ve ark. 2005). Harashima ve ark. 2017 karsinojenik hiicre

hatlarinda HIF-la’nin  siRNA’lar araciligiyla engellenmesinin  DRS  reseptor
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ekspresyonunda diisiis gergeklestirdigini bildirirken, bunun aksine Jeong ve ark.
(2010) HIF-1a inaktivasyonun TRAIL aracili hiicre 6limii oranmin arttirdigini
gostermistir. Cao ve ark. (2006) kanser hiicre hatlarindan farkli olarak, insan
hepatosit hiicre hatlarmin (HL-7702) hipoksi altinda TRAIL aracili hiicre 6liimiine
daha duyarli olduklarmi ve ayrica hipoksiye karsti DRS reseptor mRNA
ekspresyonlarin1  arttirarak  cevap  verdiklerini  gdstermistir.  Kemoterapi
uygulamasinin normal ve karsinom hiicre hatlarinda DRS5 reseptor ekspresyonlari
tizerindeki etkileri tartismalidir. Wu ve ark. (1997) p53 uyarict kemoterapik bir
ajanin p53 mutant hiicrelerde DRS reseptor ekspresyonunu azalttigint bildirirken,
Arts ve ark. (2004) ise kemoterapi uygulamasinin yumurtalik karsinom hiicrelerinde
DRS reseptor yogunlugunu arttirdigini belirtmektedir. Reseptdr yogunluklarinin
farkl sekillerde etkilendigini gésteren bu zit sonuglarin sebebinin kullanilan farkli
kemoterapik ilaglarin etki gdsterdigi farkli sinyalizasyon yollarindan kaynaklandigi
diisiinilmektedir. Bizim sonuglarimiz da, hipoksinin beyin dokusu DR4 ve DR5
mRNA ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte
gorsel olarak belirgin bir artisa neden oldugunu gdstermektedir. Akciger dokusunda
ise hipoksinin DR4 ve DR5 mRNA ekspresyonlarinda bir degisiklik olusturmadigini
tespit ettik. Yaptigimiz biyoinformatik analizlerde ilk kez Nannospalax nehringi’ye
ait DR4 reseptoriiniin sistein zengin alan, polipeptid-antibody baglanma bolgeleri ve
aminoasit zincirinin diger bolgelerinde NCBI veri tabaninda kayitli olan Homo
sapiens ve Macaca fascicularis tiirlerinden farkli aminoasit diziligine sahip oldugunu
belirledik. Ayrica yapilan biyoinformatik analizler sonucunda, Nannospalax
nehringi’ye ait DR5 yem reseptoriine ait protein dizisinin, NCBI veri tabaninda
kayitli olan Homo sapiens ve Mus musculus tiirlerinden farkli olarak antibody-
polipeptid baglanma bolgesi, Sistein zengin alan, transmembran bolgesi ve 6lim
bolgelerinde aminoasit farkliliklarina sahip oldugunu belirledik. Elde ettigimiz
sonuglar bu tiire ait DR4 ve DRS5 reseptorlerinin aminoasit dizilisinin 6zgilliigiini
ortaya c¢ikarmasi agisindan Onemli olmakla birlikte, reseptorlerin biyolojik

aktivitesinin arastirmaya muhta¢ oldugunu diistinmekteyiz.

TRAIL aracili hiicre 6liimiine kars1 direng ayni zamanda NF-»B’nin, anti-
apoptotik etki gosteren FLIP (Kreuz ve ark. 2001) ve IAP (Mitsiades ve ark. 2002)

proteinlerinin upregiilasyonlarin1  saglamasi1 sonucu da sekillenebilmektedir.
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Esasinda, hiicre i¢i proteolitik zimojen proteazlar olan kaspazlarin 6n formu pro-
kaspazlarin ~ beklenmedik  aktivasyonu hiicrenin  istenmeyen Olimi ile
sonuglanacagindan, kaspazlarin kontrol altinda tutulmalari biiylik 6nem tasimaktadir.
IAP’lar da hiicreleri bu istenmeyen oliimlerden koruyan homeostatik unsurlardan
biridir. Mantarlar, omurgali ve omurgasiz hayvanlar dahil bircok canli tiiriinde
evrimsel olarak korunmus homologlar1 bulunan IAP’larin, farkli insan tiimorlerinde
arttig1 belirlenmistir (Dong ve ark. 2001). IAP’larin hiicre i¢i protein miktarlar1 ve
mRNA  seviyeleri  arasinda  bir  korelasyon  goriilmemekle  birlikte
(Posttranskripsiyonel bir diizenleme gosterdigi anlasilmakla birlikte), hiicre i¢i XIAP
protein miktar1 renal kanserlerde ve melanoma hiicrelerinde yiliksek diizeyde
bulunurken merkezi sinir sistemi tiimorlerinde daha disik miktarlarda
bulunmaktadir. Hiicre i¢i cIAP-1 protein miktarlar1 ise kolon kanserlerinde daha
yiiksek diizeylerde tanimlanirken melanoma hiicrelerinde daha az diizeyde olduklari
bulunmustur (Tamm ve ark. 2000). Bu proteinlerin yiiksek ekspresyonlarinin farkl
tiimor hiicre hatlarinda TRAIL aracili hiicre 6liimiine diren¢ olusturdugundan yola
cikilarak, XIAP dahil diger IAP ailesi proteinlerin downregiilasyonu ile gogiis,
kolon, pankreatik, servikal, melanom ve l6semide bu direncliligin kirilabildigi de
bilinmektedir (Mahalingam ve ark. 2009). IAP ailesi proteinlerin ekspresyonlari
tizerinde ayni zamanda hipoksinin de etkili oldugu bilinmektedir. Dong ve ark.
(2001) hipoksiye maruz birakilan farkli hiicre kiiltiirlerinde cIAP-2 protein
miktarinin arttigin1 ve reoksijenasyon ile tekrar azaldigini gosterirken, diger IAP
tiyeleri olan cIAP-1, XIAP ve pro-apoptotik Bax ile anti-apoptotik Bcl-2 protein
miktarlari iizerinde bir farklilik olusmadigini gostermistir. Ayni aragtirmada dikkat
ceken bir diger nokta hiicrelerin hipoksik kosullara uyumunu saglayan transkripsiyon
faktoric HIF-1 ile clAP-2 arasinda bir korelasyon gozlenmemis olmasidir. Fakat
Harashima ve ark. (2017) clAP-2 ekspresyonunun, HIF-la’nin susturulmasiyla
arttigin1 bununla birlikte HIF-2a’nin susturulmasi ile ise azaldigini gdstermistir.
Bizim sonuglarimiz ise, hipoksinin kor fare beyin dokusu cIAP-2, clAP-1 ve XIAP
mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte, gozlemsel
olarak bir artisa neden oldugunu gostermektedir. Akciger dokusunda ise hipoksinin
clAP-2, clAP-1 ve XIAP mRNA seviyelerinde belirgin bir degisiklik

olusturmadigin1 gozlemledik. Diger taraftan, yaptigimiz biyoinformatik incelemede
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NCBI veri tabaninda kayitli olan Homo sapiens, Mus musculus ve Xenopus
tropicalis’in cIAP-1 protein zincirlerinin peptit baglanma bolgelerinde korunan Lizin
(K) ve Losin (L) aminoasitlerinin bulundugu bolgede Nannospalax nehringi’de
Izoldsin (I) aminoasitlerinin bulundugunu tespit ettik. Nannospalax nehringi’ye ait
clAP-2 aminoasit zinciri NCBI veri tabaninda kayitli olan Homo sapiens ve Mus
musculus ile karsilastirildiginda bu tiirlerden farkli olarak Lizin (K), Alanin (A) ve
Pirolin (P) aminoasitlerini icerdigini belirledik. Nannospalax nehringi’nin XIAP
proteininin aminoasit zincirinin Homo sapiens, Rattus norvegicus, Mus musculus,
Sus scrofa, Cricetulus griseus, Bos taurus ve Canis lupus tiirlerinden farkli olarak
Glutamat (E) ve Glutamin (Q) aminoasitlerini i¢erdigini belirledik. Nannospalax
nehringi’ye ait anti-apoptotik IAP proteinleri {izerindeki bu aminoasit dizilis
farkliliklarinin hiicre 6liimii tizerindeki etkileri hakkinda yapilacak aragtirmalarin;
mitojenik ¢ogalmanin engellenmesi acisindan degerli bir veri olabilecegini

diistinmekteyiz.

FLIP ise (cFLIP) IAP ailesi proteinlerden farkli olarak Kaspaz-8’in negatif
dominant1 olarak TRAIL’in islevsel reseptorlere baglanmasi ile olusan apoptotik
selaleyl engelleyen bir diger unsurdur ve bazi kanser hatlarinin FLIP aracili olarak
TRAIL aracili hiicre 6liimiinden kacabildigi bilinmektedir (Day ve ark. 2008). Ayn
zamanda FLIP’in hipoksi kosullari altindaki hiicreleri apoptozdan korudugu da
bilinmektedir (Wang ve ark. 2005). Bu bakimdan FLIP downregiilasyonunu saglayan
cesitli kemoterapik ajanlar, hiicrelerin TRAIL aracilt hiicre 6liimiine kars1 duyarh
hale gelmesini saglamaktadirlar. Ayrica yine NF-»B aracili olarak FLIP
transkripsiyonu kontrol edilmekte olup, proteozomlarin inaktivasyonunu saglayan
ajanlar yardimiyla da NF-xB baskilanarak birgok anti-apoptotik proteinle beraber
FLIP’in de downregiilasyona ugradigi bilinmektedir (Mahalingam ve ark. 2009).
Yaptigimiz ¢alismada, istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte, hipoksi altinda
beyin dokusunda FLIP mRNA seviyelerinin normoksiye kiyasla artmis oldugunu
bulduk. Ayrica yapilan biyoinformatik analizler sonucunda, Nannospalax
nehringi’ye ait FLIP proteininin NCBI veritabanindan elde edilen farkli tiirlerdeki
homolog FLIP proteinleri ile neredeyse ayni oldugunu ve spesifik olarak aminoasit

farklilig1 gostermedigini gordik.
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Sonu¢ olarak, tiimér dokularinda yapilan patolojik ve histolojik
degerlendirmeler, spesifik islev goren mutasyonlarin etkileyebildigi yolaklarin
genetik ve epigenetik sonuglarini kestirememekte ve bu sebeple tedavi stratejilerinin
hedefe yonelik olmaktansa cogunluga yonelik olmasina neden olmaktadir. Bu
yoniiyle, mutant hiicrelerin  genetik  diizeyde karakteristik  6zelliklerinin
degerlendirilmesi ve hattin ¢ogunluguna yonelik kemoterapik tedaviler uygulanirken
ayni zamanda hedefe yonelik tamamlayic1 yontemler ile birlikte sunulmasi 6nem
tasimaktadir. Kanserli hiicrelerin TRAIL aracili hiicre oliimiine siiriiklenerek ortadan
kaldirilmasi ise pek ¢ok aragtirmacinin ilgisini ¢ekmekte fakat farkli etmenler
aracilifiyla gelisebilen direnclilik mekanizmalar1 ile birgok soru isaretini de
beraberinde getirmektedir. TRAIL’in pek ¢ok arastirmaci tarafindan bu denli
tizerinde durulmasinin sebebi elbette, TRAIL’1n etkili ve kontrollii bir kemoterapik
ajan aday1 olarak goriilmesinin yaninda heniiz tam olarak anlasilamayan bu
dogasinin merak uyandiran ozelliklerini kesfetme giidiistidiir. Farkli aragtirmacilarin
cesitli timorlerde TRAIL ve reseptorlerinin yogunluklarini ortaya ¢ikarmaya yonelik
aragtirmalari, farkli sonuglar ortaya koyuyor olsa da, ilgili kanser hatlarinin sahip
olduklart mutasyon karakterleri goz oniine alinmadigindan yalnizca genel bir profil
sunabilmektedir. Tiimorlerin kagmilmaz kaderi olan hipoksi ise hiicrelerde farkli
mutasyonlarin birikmesine yol acabilen 6nemli bir unsurdur. Bu baglamda, hipoksiye
kars1 direngli canlilarda hipoksinin TRAIL aracili hiicre 6liimii {izerindeki etkilerini
ve evrimsel kazanimlarini takip etmek, s6z konusu direngliklerin iistesinden gelmek
igin farkli bir bakis agisi kazandiracaktir. Bu amagla, yaptigimiz bu ¢alisma ile ilk
defa, Nannospalax nehringi’de TRAIL ve baglandig islevsel (DR4 ve DRS) ve yem
reseptorlerin (DcR1, DcR2 ve OPG) ve ayrica TRAIL aracili hiicre 6liimiine karsi
direng olusturabilen anti-apoptotik IAP ailesi proteinler (CIAP-1, clAP-2 ve XIAP)
ile FLIP proteininin hipoksi ve normoksi altindaki mMRNA miktarlarint belirleyip,
biyoinformatik araglar yardimiyla da bu proteinlerin aminoasit dizilerinin bir
kiyaslamasini sunarak bilimsel literatiire katki saglamis olduk. Ayni zamanda bu
aragtirmanin, incelenen proteinlerin fizyolojik ve biyolojik islevleri hakkinda
yapilacak yeni arastirmalara bir 6n degerlendirme sunmus oldugunu ve belki de
mitojenik aktivite ile apoptotik aktivite arasindaki dengenin degerlendirilmesi

acisindan bir basamak olabilecegini diistinmekteyiz.
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7. EKLER

EK 1 - Arduino UNO R3 Kart1 Uzerine Yapilan Kodlamalar

[* e Kiutliphane Dosyalari------- */
#include <stdlib.h>
#include <DHT.h>

#define DHTPIN 2
#define DHTTYPE DHT22
DHT dht (DHTPIN, DHTTYPE) ;

[Kmmm - Oksijen sensérii-—------- */

const float VRefer = 3.3;

const int pinAdc = A5;

[Fmmmmm ESP8266 modiilii-—------- */

#define SSID "*FxFAxxkkkarrkn // SSID

fdefine PASS '"FAxFAxAAKkAxAN // Sifre
#define IP Mk kkkrkkkkikrxkkkxkx // ToT

String msg = "HXFAEX A KA AKAN // API Anahtari

float temp;
int hum;

int Vout;
float oxygen;
String tempC;
int error;

void setup ()

{
Serial.begin(115200);
Serial.println ("AT");
delay (5000) ;
if(Serial.find ("OK")) {
connectWiFi () ;
}

}

void loop ()
{
start:
error=0;
temp = dht.readTemperature();
hum = dht.readHumidity () ;
Vout = readO2Vout () ;
oxygen = readConcentration();
char buffer[10];
tempC = dtostrf(temp, 4, 1, buffer);
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EK 2 - Nannospalax nehringi’ye Ait TNFRSF10A (DR4) Gen Sekansi

ATGCCTTCCACCGGGAACCTGAAAACCCCCAGCTTCAGTCAGGGCTTCACGATGACG
GTGATCTGCATAGTGCTCCTGCAGGTGCTCCTGCAGGCCTTGACTGTTTTTGTGACT
TACATGTACTTCAACAACGAGGTGAAACAGCTACAGGACAATTACTCCAAAATCGGA
CTAGCTTGCTTCTCAAAAGAAGATGGGGATTTTTGGGACCCCAGTAATATTCTAGGT
CGAAGGCATCCCAAGAAAGTGACTAAACTGGTTAGGGTATGGCCTGGCTGCAGAAAC
CTCAGGGCATGGGTGACAGAAAGGCAGCTAGAACACAGCACCCTCAGGCCAAAAACC
CAGCCATAGACACCAGGTTTCATTGAGGGACTTGCTTTGTTCCCCCAAAATGAGATC
GCTGTAGGCTTTCAATGATCTAC
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EK 3 - Nannospalax nehringi’ye Ait TNFRSF10B (DR5) Gen Sekansi

ATGTACTTAATTTTTTCTTGTAGTAGTTTTTGTATCATATTATTGTATTATTTATAT
TATTACTGTTAAGTACTATGTTCTCTTATTAGAAGTTGAACACAGAACCTCTGAGAA
CACATATGCTACAAGTGTTCTAACACACCTCCAGCATCCCGGATTACCTTTGTTCCT
GAACAAGGCATAATTGGTAGGGTATGATAGGGCCTGCCTATCATCCTAACACTCCGG
TGATGGAGCCAGGAAGATCAAGAGTTCGAGGCCAGCTGGTTCACATAAGATCCCATA
TAATGTGCAGGATGGCTAAACTTGCTGAGAGCTGACTCTGTGGTCTCCTGTCCCAGA
TTCTAGCGATATTCATTACTAAGACCCTTGTCCGCAGCCTACTGAGGGTACATCTAA
CTTGAATCTAACACACTTGAAGTGAGTTTGCTGGTTTGGACACAGAGGGAGCATTAA
GTGCTACCTGGGGTGACCCTTGAGGACCACGCCCCCTGTAAGCATTTGACCATTGTG
AGAGTAAACACTGAAACTCA



102

EK 4 - Nannospalax nehringi’ye Ait TNFRSF10C (DcR1) Gen Sekansi

ATGTCCAGCAGGCCAGTACCTGTCCAAGGAGGATGGCTCGTGCAAAGCTTGCATAGA
TGGTGAAAACTACACCAGCGGTCCCAACGTCCGTGTGCCTTCCTGCCTTTCCTGCAG
GGTCTGTGGTAAGGAAGATAAAGTCATAAAAAGCCGATGCGTCCTGGAAAGCTAGAA
ACACAGAGTGTGAGTGCAAACCAGGCAGCTTTGAAGATAAAGACTCGACTGAGATCT
GCCAGACATGCTCTAACTGCACTGATGGGGGGGAATCAGATGAAGTGATCCCCTGCA
CCCCAAAGGCAAACCGGAAGTGTGTCCCCAATTTAAACACTCAAATACCTCAGCATA
ACCTAGGCCTCTTAATAGGGCTCTTGGCCTCGGTCATATCA
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EK 5 - Nannospalax nehringi’ye Ait TNFRSF10D (DcR2) Gen Sekansi

ATGGAGCCTCCAGGACCCAGCACGCCCACAGCCTCTGCCGCTGCCCGGGCAGATCAC
TACACCCCAGGCCTCCGGCCACTCCCGAAGCGCAGACTTCTATATAGCTTTGCGTTG
CTGCTTGCTGTGCTACAGGCTGTCTTTGTTCCAGTAACAGCTAACCCAGCCCATAAT
CGTCCAGCTGGCCTACAGCGGCCGGAGGAGAGCCCATCAAGAGGACCCTGTCTAGCA
GGCCAGTACCTGTCAGAAGGGAACTGCAAGCCTTGCAGAGAGGGTATTGACTACACC
AGCCATTCCAACCTCTGGATTCATGTATTCTCTGCACAGTCTGTAAGGAAGATAAAG
TCGTAGAAACCCGATGCAACATAACCACAAATACGGTGTGTCGATGCAAACCAGGCA
CCTTTGAAGATAAAGACTCCCCTGAGATCTGCCAGTCATGCTCTAACTGCACTGACG
GGGAAGAGGAACTGACTTCA
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EK 6 - Nannospalax nehringi’ye Ait TNFRSF11B (OPG) Gen Sekansi
ATGACCCAGAAACAAGACGTCAGCTCTTGTGTGACAAAGGTGCTCCTGGCACCTACC
TAAAACAGCACTGCACAGTCAGGAGGAAGACACTGTGTGTCCCTTGCCCTGACTACT
CTTATACAGACAGGGGGCACACGAGTGATGAATGCGTGTACTGCAGCCCCGTGTGCA
AGGAACTGCAGACCGTGCCCCAGGAGTGCAACCGCACCCACAACCGAGTGTGCGAAT
GTGAGGAAGGGCGCTACCTGGAGCTCGAATTCTGCTTGAAGCACCGGAGCTGTCCCC
CAGGCTTGGGTGTGCTGCAGGCTGGGACCCCAGAGCGAAACACGGTTTGCAAAAGAT
GTCCGGATGGGTTCTTCTCAGGTGAGACGTCATCGAAAGCACCCTGTAGGAAACACA
GGAACTGCAGCTCACTTGGCCTCCTGCTAATTCAGAAAGGAAATGCAACACATGACA
ATGTATGTTCCGGAAACAGAGAAGCAACTCAAAATTGTGGAATAGATGTCACCCTGT
GCGAAGAGGCATTCTTCA
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EK 7 - Nannospalax nehringi’ye Ait CFLAR (FLIP) Gen Sekansi

ATGATGCTGACTTCTCGTGGTTCCCGGAGCCCTGCTGAACGGATGGAGGCTGGCCCA
GAGCCTGACTTCTGCGGTTCTGAACATGGCCCTGAGCACTGTGTCTGCTGAGGTCAT
TCACCAGGTGGAGGAGTCTCTTGATGAGGATGAGAAGGAGATGATGCTCTTCTTGTG
TAGAGATGTGACTGAGAACCTGGCTCCACCCAACGTCAGGGACCTCCTGGATTGTTT
AAGTGAGAGAGGCCAGCTCTCCTTCGCTGCCTTAGCTGAGCTGCTGTACAGGGTGCG
GCGGTTTGACCTGCTCAAGAGGATTTTGAAGACAGATAAAGCAGCGGTGGAGGACCA
TCTGTGCAGAAGCCCTCACCTTGTTTCCGATTATAGGGTGCTGCTGATGGAGATTGG
GGAGAATTTGAATCAATCTGATGTATCCTCCTTAATTTTCCTTACAAAGGATTACAC
AGGCCGAGGCAAGGTAGCCAAGGACAAGAGTTTCTTGGACCTGGTGATTGAACTGGA
GAAACTGAATTTGATTGGTTCCGATCAGTTGAATTTATTAGAAAAATGCCTGAAGAG
CATCCACAGAATAGACTTGAAGACAAAAATCCAGAAGTAC
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EK 8 - Nannospalax nehringi’ye Ait XIAP Gen Sekansi

ATGAGGACTGGGGGTTTTTTGGATGCCCCCTTCCGGCTCCGCGAGACGGCGGGACCT
TGGCGGTCCCCCGAGCGGCGCGACGCTAATCGAGGGCTGCTCGGCTCGAGACCCGGC
CGGGGCCCGCCGCCCAGCAGAGTTGTGTTTTTCCTGATCGGGGCTCGGGCCGXCCCC
TGGGCCTCCGGGACCCTCCCCTCGGGAACCGTCGCCCGCGGCGGTTAGTTAGGACTG
GATTGCTTGGCGCGAAAAGGTGGACAAGTCGTATTTTCAAGAGAAGATGACTTTTAA
CAGTTTTGAAGGATCTAGAACTGTTGTACCTGCAGACACCAATAAGGAACAGTGAAG
AATTTGTAGAAGAGTTTAATAGATTAAAAACATTTGCTAACTTCCCAAGCAGCAGTC
AACCTGTTTCAGCATCAACATTGGCGCGAGCGGGGTTTCTCTACACTGGTGAAGGAG
ACACCGTGCAGAGGGTGTTTCAGTTGTCACGCGGCAGTAGATAGATGGCAGTATGGA
GACTCAGCTGTTGGAAGACACAGGAGAATATCCCCAAATTGCAGATTTATCAATGGT
TTTTATTTTGAAAACGGTGCCACACAGTCTACATCTCCTGGCATCCAAAATGGCCAG
TACAAATCTGAAAACTGTGTGGGAAACAGAAATCA
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EK 9 - Nannospalax nehringi’ye Ait BIRC2 (clAP-1) Gen Sekansi

ATGCACAAAACTACATCCCCAGAGAAAGACTTGTCCCTTCCCCTCCCTGTCATCTCA
CCATGAACATGGTTCAAGACAGCGCCTTTCTAGCCAAGCTGATGAAGAGTGCTGACA
CCTTTGAGTTGAAGTATGACTTTTCCTGTGAGCTGTACCGATTGTCCACGTATTCAG
CTTTTCCCAGGGGAGTTCCTGTGTCAGAAAGGAGTCTGGCTCGTGCTGGCTTTTACT
ACACTGGTGCCAATGACAAGGTCATTTAGTGCTTCTGCTGTGGCCTGATATTGCTAG
ACAACTGGAAACAAGGGGACAGTCCCATGGAGAAGCACAGAAAGTTGTACCCCAGCT
GCAACTTTGTACAGACTTTGAATCCAGCCAACAGTCTGGAAGCTAGTCCTCGGCCTT
CTCTTCCTTCCACGGCGATGAGCACCATGCCCCCTTTGAGCTGGGTTGCAAGTTCTG
AGAATACTGGCTATTTCAGTGGCTCTTACTCGAGCTTTCCCTCAGACCCTGTGAACT
TCCGAGCAAATCAAGATTGTCCTGCTTTGAGCACAAGTCCCTACCACTTTGCAATGA
ACACAGAGAAGGCCAGATTACTCACCTATGAAACATGGCCATTGTCTTTTCTGTCAC
CAGCAAAGCTGGCCAAAGCAGGCTTCTACTACATAGGACCTGGAGATAGAGTGGCCT
GCTTTGCGTGCGATGGGAAACTGAGCAACTGGGAACGTAAGGATGATGCTATGTCAG
AGCACCAGAGGCATTTCCCCAGCTGTCCGTTCTTAAAAGACTTGGGTCA
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EK 10 - Nannospalax nehringi’ye Ait BIRC3 (CIAP-2) Gen Sekansi

ATGCACAAAACTACATCCCCAGAGAAAGACTTGTCCCTTCCCCTCCCTGTCATCTCA
CCATGAACATGGTTCAAGACAGCGCCTTTCTAGCCAAGCTGATGAAGAGTGCTGACA
CCTTTGAGTTGAAGTATGACTTTTCCTGTGAGCTGTACCGATTGTCCACGTATTCAG
CTTTTCCCAGGGGAGTTCCTGTGTCAGAAAGGAGTCTAAAGGCTCGTGCCCCTGGCT
TTTACTACACTGGTGCCAATGACAAGGTCAAGTGCTTCGGGTGCTGTGGCCTGATGC
TAGACAACTGGAAACAAGGGGACAGTCCCATGGAGAAGCACAGAAAAAAGTTGTACC
CCAGCTGCAACTTTGTACAGACTTTGAATCCAGCCAACAGTCTGGAAGCTAGTATCC
CGCCTCGGCCTTCTCTTCCTTCCACGGCGATGAGCACCATGCCTTTGAGCTTTGCAA
GTTCTGAGAATACTGGCTATTTCAGTGGCTTTTCTTACTCGAGCTTTCCCTCAGACC
CTGTGAACTTCCGAGCAAATCAAGATTGTCCTGCTTTGAGCACAAGTCCCTACCACT
TTGCAATGAACACAGAGAAGGCCAGATTACTCA
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EK 11 - Nannospalax nehringi’ye Ait TNFSF10 (TRAIL) Gen Sekansi

ATGCCTTCCACCGGGAACCTGAAGGGCCCCAGCTTCAGTCAGCACTTCACGATGACG
GTGATCTGCATAGTGCTCCTGCAGGTGCTCCTGCAGGCCTTGACTGTGGCTGTGACT
TACATGTACTTCAACAACGAGGTGAAACAGCTACAGGACAATTACTCCAAAATCGGA
CTAGCTTGCTTCTCAAAAGAAGATGGGGATTTTTGGGACTCCACTGACGAGGGGATT
TTGAACAGACCTTGCTTGCAGGAACCTGTTTCTCAAGAGGCAACTGTATCAGCTCAT
TGAAGAGGTGACTTTGAGAACCTTTGAGAAAACCATCTCTACAGTTCCAGAAAAGCA
GCTAAGCACTCCTCCCTTGCCCAGAGGTAGAAGACCCCAGAGAGTGGCAGCTCACAT
TACCGGGATCACTCGGAGAAGCAACTTAGCCTTAATTCCAATCTCCAAGGATGGAAA
GACCTTGGGCTTAACAGAAGATAGAAACCTGGGAGTCCTCTCGGAGAGGGCATTCAT
TTCTCAACCATGTGCACTTGAGAAACGGAGAGCTGGTGATCCAGGAGGAGGGCCTGT
ATTACATCTACTCCCAAACGTACTACCGGTTCAAGGAGGCTAAAGAAGCTTCCAAGA
CAGTCTCGAAGGACGGAGGGAGGATCAAACAGATGGTGCAGTACATCTACAAATACA
CCAGCTACCCCGATCCCATACTGCTGATGAAGAGTGCCAGAAGGCATAGCTGCTGGT
CCAGAGAAGCTGAGTACGGACTGTACTCCATCTATCAGGGGGGGCTGTTCGAGCTCA
AAGAAAATGACAGGATTTTTGTTTCCGTGACGAATGAGCATTTGATGGACCTGGATC
AAGAAGCCAGTTTCTTTGGAGCCTTTTTAATTAACTAGACGACCTGCAATGATCAAA
CACACCCCTAAAATACTTTCCAGTAATATTCTAGGTCGAAGGCATCCCAAGAAAGTG
ACTAAACTGGTTAGGGTATGGCCTGGCTGCAGAAACCTCAGGGCAGATGTGACAGAA
AGGCAGCTAGAACACAGCACCCTCAGGCCAAAAACCCAGCCATAGACACCAGGTTTC
A
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