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KISALTMALAR

UV : Mor otesi

DNA : Deoksiribontkleik asit

CDK : Siklin bagimli kinaz (cyclin dependent kinase)

MPF : Mitoz baslatici faktér (mitosis promoting factor )

CAD : Kaspaz araciligiyla aktiflesen endoniikleaz (caspase-activated
endonuclease)

ICAD : CAD inhibitori (inhibitor CAD)

Apaf-1 : Apoptotic protease activating factor-1

TNF : Tumor nekroz faktori

TNFr : TNF reseptorii

DD : Olim bélgesi (death domain)

TRAIL : TNFr-apoptoz-tetikleyici lingand (TNFr-apoptosis-inducing ligand)

DISC : Olum-tetikleyici sinyal kompleksi (death-inducing signaling complex)

FADD : Fas-iligkili 6liim bolgesi (Fas-associated death domain)

DED : Olum-efektor bolgesi (death-effector domain)

RIP : Reseptor-etkilesim proteini (reseptor interaction protein)

FLIP : FLICE inhibitor proteini

FBS : Fetal bovine serum

PBS : Phosphate buffered saline

P1 : Propidyum iyodur

TBST : Tris buffered saline-Tween 20

Kaspaz : Sistein- aspatik proteaz (cysteine-aspartic proteases)

XIAP :X’e bagli apoptoz inhibitor protein
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1.0ZET

Noroblastoma, bebeklik ve erken ¢ocukluk ¢aginin en sik goriilen solid tiimoriidiir.
Pediatrik kanser tedavisindeki gelismelere ragmen yasama orant %40’larin altinda
kalmaktadir. Noroblastoma timorlerinde ylksek diizeyde tedavi rezistansit ¢ok kot
bir prognoz sergilemekte ve genellikle 6liimciil seyretmektedir. Bu nedenle diger
santral sinir sistemi tiimorlerinde oldugu gibi ndroblastomada da farkli tedavi
yaklagimlar1 ortaya ¢ikarilmasi gerekli goriilmiistiir. Yapilan c¢alismalarda kok
hicrelerin tumor hicrelerine dogru bir yonelisi oldugu ve TNF ailesinin bir (yesi
olan TRAIL proteinin; kanser htcrelerini apoptoza indiiklemesi ve normal hticreleri
etkilememesi yOniinden avantajlar1 oldugu bilinmektedir. TUmor hucrelerinin
kendilerini apoptozdan korumak igin kullandiklar1 XIAP inhibisyonu ile timor
hicrelerinin TRAIL’ e duyarliligi artmaktadir. Bu hiicresel yoneliste mezenkimal
kok hucrelerin igerisine transfer edilecek olan ve tumor hiicresini élddrici etkisini
artirmada 6nemli rol oynayan bir takim genler, antiapoptotik protein inhibitorlerinin
kullanilmasi yeni bir yaklagim olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu ¢alismamizda, adipoz
doku kokenli insan mezenkimal kok hucreleri kullanildi ve TRAIL vektori
mezenkimal kok hiicrelere transfeksiyon soliisyonlart ve Amaxa Nuclefactor 4D
(Lonza) cihaz ile transfekte edildi. N6roblastoma tumor hicrelerine XIAP inhibitora
embelin uygulandi. TRAIL transfeksiyonu yapilmis mezenkimal kdk hiicreleri, SK-
N-AS hiicreleri ve embelin uygulanmis SK-N-AS hicreleri ile birlikte kilture edildi.
Inkiibasyonlarin ardindan néroblastoma hiicrelerinin canlilig1 ve hiicre dongust flow
sitometride analiz edildi. SK-N-AS hicrelerinde NF-xB, mTOR sinyal yolagi
analizleri AlphaScreen teknolojisiyle Olculdi. Calismamizin sonucunda genetik
olarak TRAIL ekspresyonu artirilmis mezenkimal kok hiicrelerin néroblastoma
hiicreleri iizerinde apoptozu indiikleyerek hiicre canliligini etkiledigini, néroblastoma
hicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi ve NF-kB, mTOR  sinyal yolaklarin
etkiledigi gortilmektedir. TUm ¢aligmalar sonucundaki verilerimizin literatiirde
onemli bir yer tutacagina ve ndéroblastomanin tedavisinde klinik a¢idan da énem arz

edecegine inanmaktayiz.

Anahtar Kelimeler: Embelin, Mezenkimal Kok Hicre, Noroblastoma, TRAIL,
XIAP



2.SUMMARY

The Effect of X-linked Apoptotic Protein iinhibitor on the Neuroblastoma Cells
co-cultured with Mesenchymal Stem Cells

Neuroblastoma (NB) is the most common solid cancer in childhood. Despite the
improvement in Pediatric cancer treatments such as chemotherapy, radiotherapy, and
bone marrow transplantation, survival rate is stil less than 40%. Higher level of
resistance in Neuroblastoma tumors shows a very bad prognosis and generally
induces death. Thus, approaches for different treatments have been considered
necessary in Neuroblastoma tumors like other central neural system tumors.
Recently, the usage of stem cells has brought a new aspect for the effective therapy.
The stem cells are present in almost every tissue and are useful vehicle for cancer
therapy since they can be loaded with antitumor agents. In this direction, TNF-
related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) is a potent inducer of apoptosis in cancer
cells which can be inhibited by X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP). In
this study, human mesenchymal stem cells (MSCs) were used. The TRAIL gene
vector were transfected to MSCs by Lipofectamine 2000 reagent and Amaxa
Nuclefactor 4D. Embelin cultured with SK-N-AS cells for 24 hours. TRAIL
transfected mesenchymal stem cells were cultivated with SK-N-AS cells and was
induced with embelin. Thereafter cell survival of neuroblastoma cells were
determined with flow cytometry analysis. For the evaluation of the NF-xB, mTOR
signaling pathways in SK-N-AS cells, AlphaScreen Technology (Perkin Elmer) has
been used. The results showed that genetically modified MSCs secreting TRAIL
reduce the cell survival of cancer cells by inducing apoptosis and inhibiting the
proliferation. By demonstrated that XIAP inhibition sensitizes neuroblastoma cells
for TRAIL-induced apoptosis and the signaling pathways NF-«B and mTOR play a
significant role in this process.Our results may take important place in literature and

also in the clinic.

Keywords: Embelin, Mesenchymal Stem Cell, Neuroblastoma, TRAIL, XIAP



3.GIRIS ve AMAC

Gunumuizde kanser gibi pek ¢ok hastaligin nedeninin ; hiicre 6liimii ya da yasamu ile
ilgili oldugu bilinmektedir. Kontrolli hiicre 6lumi apoptoz ile hedefe yonelik
calismalar giin gectikge artmaktadir. Kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi yontemlerin
tek basina yetersiz kaldigi noroblastoma gibi solid tumdrlerde hicresel tedavi ve

kombine tedaviler giin gittikge umut kaynagi olmustur.

Literatiir 1s18inda Mezenkimal kok hicrelerin ve TRAIL ligandinin kanser
hlcrelerini apoptoza yonlendirdigini bilmekteyiz. TRAIL geninin adipoz doku
mezenkimal kok hucrelerine (AD-MKH) transferi sonucu mezenkimal kok hicrenin
tasidigi TRAIL geninin ifade edilmesiyle apoptozun artacagi diistiniilmektedir.
Timor hiicrelerinin kendilerini apoptozdan korumak i¢in kullandiklar1t X’e bagl
apoptozu inhibe eden protein( XIAP) inhibitori olan embelin, timor hucrelerinin
TRAIL’e duyarliligin1 artirmaktadir.

Yapacagimiz c¢alismada noroblastoma hiicrelerinde XIAP inhibitort olan embelinin
apoptoz etkinligini ve TRAIL geni aktarilmis adipoz doku kaynakli mezenkimal kdk
hicreler ile embelin uyuglanan néroblastoma hiicrelerinin birlikte kdltire edilmesi

sonucu tUmor hiicrelerinin apoptozunun artmasini amacglamaktay1z.

Calismamizda tiim bu siireclerde rol alan bazi hiicre i¢i sinyal yolaklarinin etkisini

invitro ortamda inceleyerek en etkin tedavi yontemini bulmayi planlamaktayiz.



4.GENEL BILGILER

4.1.Noroblastoma Tumorleri

Noroblastoma bebeklik ve erken c¢ocukluk c¢agmin; kiguk, yuvarlak hicreli
timorlerinden biridir [Yamamoto K,Hayashi Y, Hanada R, 1995]. Adrenal medulla
ve sempatik ganglionlarda gorilen ilkel noral krest hicrelerinden orjin alan bir
tumordir. ilk bir yil i¢inde beyin tiimérleri disinda en sik goriilen solid timérdiir ve
tim cocukluk ¢ag malignitilerinin %8-10’unu olusturur [Kushner BH,Cheung
NK,1988]. Insidans1 her y1l 7000 canli dogumda 1 olup bu insidans tiim diinya da
benzerdir. Erkek/kiz oran1 1/1 olup erkeklerde biraz daha fazla gorilmektedir.
Noroblastoma tiimorleri diisiik, orta ve yuksek risk olmak tzere U¢ farkli sekilde
simiflandirihir [Maris JM,Hogarty MD,Bagatell R,Cohn SL,2007]. Yuksek riskli
noroblastomada cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ve kemik iligi transplantasyonu gibi
pek ¢cok tedavi yontemleri izlenmesine ragmen, agresif bir siire¢ ve coklu ilag
direnciyle iliskili olarak hastalarin %701 6lmektedir [Van Noesel MM, Versteeg R,
2004].

Noroblastoma tlmarlerinin etyolojisi tam olarak bilinmemektedir, ¢esitli genetik ve
epigenetik faktorlerle ilskilidir.ikinci kromozomun kisa kolunda (2p)bulunan bir
protoonkogen olan MYCN amplifikasyonu ileri evre hastalik ve kotii sonuglarla
iligkilidir. Hastaligin diisiik evresindeki hastalarda ve bebeklerde MYCN
amplifikasyonu varsa bu hastalarda tiimor hizli progresyon gosterir ve prognoz
kotudur [Schwab M, Alitalo K, Klempnauer K-H, et al.,1983, Shimada H, Stram DO,
Chatten J, et al.,1995].

Noroblastoma tumor hicrelerinde B-hiicre lenfoma 2(Bcl-2) ve ekstra blylk B-hiicre
lenfoma (Bcl-XL) gibi baz1 antiapoptotik proteinlerin  overekspresyonu
gOzlenmektedir ve bu da tumor hucrelerine, apoptoza karsi yiiksek bir direng
kazandirmakta ve anti-timdral kemoterapi ilaglarinin etkinligini zayiflatmaktadir

[Van Noesel MM, Versteeg R. ,2004].



Noroblastoma tlimorleri farkli fenotopik 6zellikler gostermektedir. Bunlar neuronal
(N-tip), stromal (S-tip), intermediate (I-tip) olmak ftizere 3’e ayrilir. N-tip hucreler
yavas tutunma gosterip, kiimeler halinde ¢ogalirlar ve norotik bir siire¢ izleyerek,
norotransmitterlerin  sentezlenmesiyle iliskili enzimleri eksprese ederler. S-tip
hiicreler digerlerinin aksine tabanda yayilarak c¢ogalirlar ve norotransmitter
sentezinden sorumlu degillerdir. I-tip hticreler ise N ve S tipin ortak Ozelliklerini
gosterirler [Ross RA et al.1995].

4.2.Apoptoz

Hicre intihart olarak ta bilinen apoptoz organizmanin ihtiyag duymadigi ve
organizma icin tehlikeli olabilecek hicrelerin ortadan kaldirilmasinda homeostazin
diizenlenmesinde rol alan programli bir 6liim siirecidir.

Hucrelerde apoptoz ekstrinsik ve intrinsik olmak Uzere temelde iki yolak tzerinden
gerceklesir.. TNF ailesi hticre yizey reseptorleri ile iliskili apoptoz uyarici ligandlar
(TRAIL) ve Fas ligantlar1 bazi malign ve normal hiicrelerde kendilerine 0zgii
reseptorlerle birleserek 6lime neden olurlar [Baud V., Karin M., 2001, Ow Y-L P.,
Green R.D., Hao Z., Mak T.W.,2008]. Intrensik yolak olarak adlandirilan ikinci yol
ise mitokondri katilimli, Bcl-2 protein ailesi tarafindan iletilen ve kontrol edilen bir
yolaktir [Fennell DA., Cotter FE.,2000, Ricky W. Johnstone, Astrid A. Ruefli, and
Scott W.Fennell DA., Cotter FE.,2002]. Her iki yolakta da hiicrede karakteristik
biyokimyasal ve morfolojik degisiklikler meydana gelmektedir. Plazma
membraninin  tomurcuklanmasi, fosfotidil serin kalintilarinin  membranin  dig
yiizeyine yoOnelmesi, hiicre biliziismesi, kromatin yogunlagsmasi ve stoplazmik
membran parg¢alanmasi gibi degisikliklerdir [Dasari VR et al. 2010].

Sitokinler, hormonlar, toksinler, reaktif oksijen tiirleri, UV, ¢esitli fiziksel ajanlar ve
bliylime faktorlerinin azalmasi gibi pek ¢ok etken, Fas ve Timor Nekroz Faktor
(TNF) reseptorlerinin uyarilmasi apoptozisi baslatabilir [Baud V., Karin M.,2000,
Cryns VL, Yuan J,1998].
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Sekil 1.Apoptoz yolaklarinin diizenlenmesi [Cancer Journal for Clinicians Volume
55; Issue 3, 178-194, 2005]

4.2.1.Kaspazlar ve 6lum reseptorleri

Kaspaz (“caspase”)’lar, zimojen (inaktif prekirsor) olarak sitoplazmada bulunan ve
aktif merkezlerinde sistein yer aldigindan aspartat- sistein proteazlar olarak
adlandirilan bir grup enzimlerdir. Insanlarda belirlenmis olan 12 kaspazdan
7’si(kaspaz-2,-3,-4,-5,-6,-7,-8,-9 ve -10) apoptotik suregte rol aynamaktadir
[Vazquez A, Bond EE, Levine AJ, Bond GL.,2008].

Baglatic1 (initiator) kaspazlar, hicre-ici ya da hicre-dis1 sinyalleri proteolitik
aktiviteye ¢evirerek kaspaz kaskadini baglatir. Baslatici kaspazlar hiicre dis1 sinyaller
ile aktiflestiginde ekstrensek yolagi, hiicre igi sinyallerle aktiflesen baslatic
kaspazlar ise intrensek yolagi uyararak kaspaz kaskadin1 tetiklerler.
Cellat(executioner) kaspazlar hiicre icerisinde apoptoz mekanizmasini uyaran
spesifik polipeptitleri proteolitik olarak kesen kaspazlardir [Deng Y, Lin Y, Wu
X.,2002].



Apoptoz, oliim reseptorleri adi verilen birbiriyle yapisal olarak akraba olan birkag
reseptor tarafindan aktif olarak uyarilir. En iyi bilinen Ornekleri TNF o ve Fas
reseptorleridir. Bu hiicre ylzey reseptorleri, hlicre membranminda bulunur ve TNFR
ailesinin Uyesidirler Fas (APO-1, CD95) 6lim reseptoru lenfoid, hepatosit gibi bazi
timor hucrelerinde ve akcigerlerde miyokard da bulunur [Fischer U, Schulze-Osthoff
K, 2005].

Oliim reseptorleri hiicre zar1 igine tutunmus, bir ucu hiicre disina, bir ucu hiicre igine
bakan, hiicre i¢i tarafinda prokaspaz 8 in aktiflenmesini saglayan bir 6liim bolgesi
(death domain) bulunan reseptorlerdir. Hiicre zarinda bulunan kendileri i¢in 6zgiin
reseptorlere baglanan ligandlar reseptoriin trimerik (li¢ bilesenden olusan) bir yapiya
doniismesine yol acarlar ve hiicre i¢inde adaptér molekiiller adi verilen bir dizi
molekiille etkileserek prokaspaz 8 1 iki farkli biiyiikliikte parcaya boler ve inaktif
prokaspaz-8 aktif hale gelir [Da Silva F., Nizet V, 2009]. Baslatici kaspaz denen aktif
kaspaz 8, inaktif durumdaki proenzimler olan kaspaz 3, kaspaz 6 ve kaspaz 7 nin bir
zincir biciminde aktiflenmesine yol acar. Aktiflesen tim kaspazlar hiicre
makromolekdillerini pargalayarak apoptoz morfolojisinin olusumuna yol agarlar
[Earnshaw WC, Martins LM, Kaufmann SH.,1999]. Aktif kaspaz 8, B-hiicre
CLL/Lenfoma 2 Bcl-2 ailesi proteinlerinden biri olan BH3-iliskili domeyn &liim
agonisti(BH3-interacting domain death agonist-Bid) ‘ni  proteolitik olarak

aktiflesmesine yol agar.

Dis Aktif kaspaz 8, Bcl-2 ailesi proteinlerinden biri olan Bid’in de proteolitik olarak
aktiflesmesine yol acar. Bid, mitokondriden sitokrom c, bazi baska proteinlerin
(SMAC) ve kalsiyumun serbestlemesine yol acar. Boylece 6lim reseptorleri yolu
mitokondriyal yolu da aktiflestirir. Mitokondride dis zar potansiyelinin degismesi
Bcl-2 ailesi adi verilen bir protein grubu tarafindan diizenlenir. Bu proteinler
mitokondri dis zarina oligomerize olurlar. Olusan oligomerizasyon dis membran
permeabilitesini bozar[Cancer Lett.,2001].

Hicrede antiapoptotik aile Uyeleri olan Bcl-2, Bcl-x, yine ayni ailenin tiyeleri olan
Bad, Bim, Bmf, Bid ve BH-3 only proteinleri gibi proapoptotik proteinler tarafindan

baskilanir. Ailenin proapoptotik iiyeleri normal kosullarda inaktif durumdadir, bu



nedenle mitokondriyal zar gecirgenligi Bcl-2 ve benzerlerinin etkisi sayesinde
degismez. Ancak c¢esitli uyarilar (bliylime faktoriiniin uzaklagtirllmasi Bad’in,
kalsiyum artis1 Bim’in, UV 1sin Bmf’nin) proapoptotik grubun aktiflesmesine yol
acarlar, sonugta Bcl-2, proapoptotik aile tiyeleri tarafindan baskilanmir, Bcl-2
tarafindan inaktif durumda tutulan ve yine ayni aileden olan Bak ve Bax proteinleri
etkinleserek mitokondri dis zarinda permeabilite porlarin  olusumuna, zar
potansiyelinin degisimine yol agar. Bu da uygulamaci kaspazlarin aktivasyonu ve

apoptozla sonuglanir.

Zar gecirgenliginde artis sonucu mitokondri zar1 potansiyelinin bozulmasi dis zarda
hizli bir sismeyi izleyerek iki zar arasinda bulunan g¢esitli proteinlerin hticre
sitoplazmasina ¢ikmasina yol acar. Bu kacis, ya zarda olusan permeabilite por
araciligiyla ya da dis zarin patlamasiyla olusabilir. Temel olarak mitokondrideki
solunum zincirinde yer alan bir enzim olan sitokrom c, apoptoz indikleyici faktor
(AIF), SMAC ve ENDO G adli DNAz enzim, sitoplazmaya dagilir.

Sitokrom c, sitoplazmada inaktif monomerler halinde bulunan Apoptotik peptidaz
aktive edici faktor 1 (Apoptotic peptidase activating factor 1-APAF-1) molekillne
baglanarak apoptozom adi verilen yapinin olusumunu saglar[Ow Y-L P.et al., 2008].
Olusan apoptozom kompleksi kaspaz 9 u aktiflestirmek tizere keser, kaspaz -9diger
kaspazlar1 proteolitik bir zincir halinde aktiflestirerek apoptozun gergeklesmesini
saglar.Cellat kaspazlar (executioner caspases)’in aktivitesi ve/veya aktivasyonu
inhibitdr apoptoz proteinleri (Inhibitor of Apoptosis Proteins-1AP) denen bir grup
protein tarafindan baskilanir. IAP’lar kaspaz-3/-7 ‘nin aktivasyonunu inhibe edebilir
ya da apoptozomal kaspaz-9’un aktivasyonunu bloklar [Waterhouse NJ, Ricci JE,
Green DR. (2002).,Merino D, et al.,2006].

p53, DNA gardiyan1 olarak bilinen, kromozom 17p13.1 (zerinde lokalize olan
timor stpresor bir gendir. p53 sitoplazmada bulunan ve DNA nin ya da hiicrenin
agir bicimde hasar gormesi durumunda, DNA da belli genlerin aktivasyonuna,
boylece yapimlarinin artmasina (Bax, Apaf-1, Fas) belli genlerin de baskilanmasina

(Bcl-2, Bcl-X) yol acarak apoptozu tetikleyen bir transkripsiyon faktortdir. DNA



hasar1, hipoksi ya da onkogenlerin aktivasyonu, stirekli yapilan ama ubikitinleyici bir
protein (mdm?2) tarafindan belli bir hizda yikilan p53 {in fosforillenmesine,
fosforillenmede ubikutinlenmenin bozulmasina yol agar. Miktar1 artan p53 ¢ekirdege
gecerek ilgili genlerin ifade edilmelerini degistirerek hilicreyi apoptoza sokar[Beroud
C, Soussi T.,1998, Joza N, Susin SA, Dongez E, et al., 2001].

4.2.2.Apoptozda Ekstrensek Yolak

Apoptozun dig yolu TNF ailesi hiicre ylzey reseptorleri ile iligkili TRAIL ve Fas
ligantlar1 baz1 malign ve normal hicrelerde kendilerine 6zgu reseptorlerle birleserek
6lume neden olurlar. TNF ailesi reseptorleri (TNF-R1/CD120a, TNF-R2, DR3/Wsl-
1/Tramp, DR4/Trail-R2, CAR-1) ve Fas/CD95/APOL1 reseptoru belli bir amino asit
dizilimi ve homolojiyi paylasir[Baud V, Karin M., 2001, Motzer RJ, Escudier B,
Oudard S, et al. ,2008].

Bu proteinlerin hiicre dis1 kisimlar1 ligand baglanmasi i¢in onemlidir. Sitoplazmik
kisimlarmin kiyaslanmasi bu molekiillerde kismen korunmus olan bir 6lim
bolgesinin (DD) bulundugunu gosterir. Bu bolgeler apoptozun baslamasi igin gerekli
olan sitoplazmik sinyal proteinlerinin baglandigi yerlerdir. Duyarli ligandlarin
baglanmasiyla ii¢c TNFR ya da Fas molekiilii kompleks olusturmak Uzere bir araya
gelir ve TNFR ve Fas trimerlerinin sitoplazmik bolumleri sirasiyla TRAAD ve
FADD adli adaptor proteinlerine baglanirlar. Bu adaptdr proteinlerden birinin
ektopik yapimi apoptozu uyarabilmektedir. Bu proteinlerin hem DD hem de
proteazlarin 6liim olusturan bolgesine (DED) baglanan protein etkilesme bdlgesi
vardir. Reseptorlerin sitoplazmik kisimlari, adaptor proteinler ve proteazlar bir
“Oliimii Baslatan Sinyalleme Kompleksi (DISC)” olusturur. Proteazlarin aktivasyonu
apoptotik sinyali tretir. Apoptozu baslatma yeteneklerini tasarlayan TNFR ya da Fas
mutasyonlarinda sitoplazmik 6liim boliimii proteinlerinin baglanmasinin bozulmasi,
bu molekiillerin Fas ve TNFR’e bagh apoptozda 6nemli rol oynadiklarinin
gostergesidir[Baud V, Karin M., 2001]. Normalde, “Oliim Bolgesi Susturucusu
(SODD)” olarak adlandirilan protein ile uyarilmamis reseptorlerin sitoplazmik DD

uclart maskelenerek reseptorlerin - kendiliginden sinyal olusturmasi Onlenir.



Reseptoriin uyarilmasi ile SODD 6liim ucundan ayrilir ve DED igeren adaptoriin

baglanmasina izin verir [Porter AG., 1999, Reed JC., 1999, Motzer RJ., et al. 2008].

4.2.3 Apoptozda intrensek yolak

Intrensek yolak (mitokondriyal yolak); cesitli sinyaller tarafindan mitokondri dis
membraninin gegirgenliginde degisim olmasi sonucunda kaspaz-9” un aktiflesmesi
ile sonuglanan apoptotik aktivasyon surecidir. Bu sirecteki en kritik basamak,
spesifik polipeptidlerin mitokondrideki membranlar arasi alandan sitoplazmaya
salinmalaridir [Goldstein JC, Waterhouse NJ, Juin P, Evan GI, Green DR, 2000].
Membranlar arasi bdlgeden salinan proteinler arasinda en ¢ok, elektron transport
sisteminin bir bileseni olan ve normal kosullarda mitokondri i¢ membranina zayif
baglanmis konumda bulunan, sitokrom c 6n plana ¢ikmaktadir. Apoptotik siiregte
mitokondriden sitokrom c¢ salinmasi hizli, kantitatif bir siirectir ve kaspaz-9
aktivasyonu uzerinden apoptozun tetiklenmesine neden olur [Zou H, Henzel WJ, Liu
X, Lutschg A, Wang X., 1997]. Sitokrom c sitoplazmaya gectikten sonra oncelikle
adaptor Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-1) proteinine baglanir [Eischen
CM, Kottke TJ, Martins LM, et al., 1997]. Sonugta olusan 700 kDa biiyiikligiindeki
kompleks, coklu Apaf-1 ve kaspaz-9 molekiillerini igerir ve “apoptozom” olarak
adlandirilir [Zou H, Li Y, Liu X, Wang X. ,1999]. Bu kompleksin etkisiyle aktiflesen
kaspaz-9, kaspaz-3’ 1 aktiflestirerek intrensek yolak Gzerinden apoptozun

tetiklenmesine neden olur.

4.2.4 XIAP

IAP proteinleri, 70-80 amino asitlik tekrar dizileri olan baculoviral IAP repeat (BIR)
domainleri ile karakterize edilen sitozolik proteinlerdir,kaspazlara baglanir ve kaspaz
aktivitesini inhibe ederler [Crook N., Clem R., Miller L.,1993]. IAP proteinleri igin
BIR ve RING domainleri tanimlanmigtr. BIR domaini ; IAP proteinleri yapisinda 1-
3 arasinda degisen tekrarlar olarak yer alir, tim domainleri apoptozis ile iliskili
degildir, ancak proteinlerin anti-apoptotik 6zellik gosterebilmesi icin gerekldir
[Duckett C., L1 F.,Wang Y., Tomaselli K., Thompson C., Armatrong R., 1998].
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RING domaini proteinin karboksil ucunda yer alir. Ozellikle ubikutinlenmis hedef
proteinlerin degredasyonunun saglanmasinda rol alir [Joazeiro C., Weissman A.
2000]. insanlarda 8 farkli IAP proteini tammlanmustir .Bunlar ;XIAP (X-linked IAP),
c-1AP1, c-1AP2, ML-IAP ( melanoma IAP)/ Livin, ILP2 ( I1AP-like protein 2), NAIP(
neuronal apoptosis- inhibitory protein), Bruce / Apollon ve Survivin [Riedi S.,
Yigong S.,2004].

IAP proteinleri kaspaz inhibisyonu disinda , hiicre dongiisii regiilasyonunda, protein
degredasyonunda ve kaspaz bagimsiz sinyal kaskadlarinda rolii olan proteinle XIAP,
en iyi tanimlanmis AP proteinleridir. Hem ekstrinsik hem de intrinsik yol tizerinden
hlicreyi apoptoza goturur.BIR1, BIR 2, BIR 3 ve RING olmak Uzere 4 major
domainden olusur ve kaspaz inhibisyonunda yer alir [Holcik M., Korneluk R.,2001].
BIR domainleri XIAP proteinlerinin anti-apoptotik aktivite gostermesini ve kaspaz
inhibisyonunu saglamasi kaspaz inhibisyonu ve anti-apoptotik aktivite gostermesi
icin mutlak domainlerdir [Deveraux Q., Takashashi R., Salvesen G., Reed J.,1997].
BIR 2 domaini bunlar arasinda en etkili olan domain olarak rapor edilmistir
[Takashaski R., Deveraux Q., Tamm I., Welsh K., Munt N., Salvesen G.,Reed
J.,1998]. BIR3 domaini kaspaz-9’un inhibisyonundan tamamen sorumlu iken BIR1
ve BIR 2 domainleri de kaspaz-3 ve -7  yi inhibe eder [Riedi S., et al., 2001,Chai J.,
etal., 2001].

XIAP kaspaz inhibisyonunun yaninda hticre siklusu regulasyonu, NF-«xB aracili aktif
sinyal yolaklarinda ve transkripsiyonda da rol alir[Salvesen G., Duckett C., 2002].
Bugtine kadar XIAP seviyeleri patolojik olarak akut ve kronik l6semileri, prostat ve
akciger kanserleri, Hodgkin lenfoma ve bircok tumor tipi ile iligskilendirilmistir
[Carter B., et al.,, 2005,Hofmann H., et al., 2002]. B hucre kokenli Hodgkin
lenfomalarda da XIAP’nin asir1 ekspresyonu rapor edilmistir [ Kashkar H., 2003].
Tidm bunlarla birlikte XIAP proteinlerinde BIR domainlerini hedef sececek kigik
molekllli  antagonistlerle, inhibitoér proteinlerin inhibisyonu saglanarak timor
hicrelerinin apoptozise indiiklenmesi saglanabilirligi ve anti-tuméral bir aktivite
olusturulabilecegi rapor edilmistir. XIAP proteininin  kaspazlarla ve Smac

proteinlerle baglanmasinda rol alan BIR 3 domaininin aktif bolgesine kiiciik
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molekulli XIAP inhibitorlerinin baglanmasi ile yeni tedavi yaklagimlari ortaya ¢ikar
[ Mohr A, et al. ,2010].

4.3. Hiicre Yasam Dongiisii ve Kanser

Hiicrelerin ¢ogalmasi, hicre dongusi (cell cycle) adi verilen birbirini izleyen
evrelerin olusturdugu bir dizi olaylarin sonucu meydana gelmektedir. Hiicreler hiicre
dongusl ile iliskisine gore 3 gruba ayrilir. Deri ve gastrointestinal gibi siirekli
boliinen hiicreler, miyokard ve ndron gibi hiicre dongiisiinii terk etmis ve ileri
diferansiasyon gosteren hiicreler. Son olarak normal de bu dongii disinda kalan ancak
uyaranlarin etkisiyle proliferasyon asamalarna giren kemik iligi kok hiireleri ve
karacigerdir.Siirekli  boliinen hiicrelerde mitozdan sonra siklus G1-S-G2
(INTERFAZ) ve M (MITOZ) seklinde tekrarlanir.Bu siiregte hiicre uyarimi ve
blyliime meydana gelmekte veya bolinme sinyalleri almadiklar: siirece istirahat fazi
GO da durmaktadir [Vermeulen K, Berneman ZN, vanBockstaele DR., 2003].
Interfaz hiicre déngiisiiniin %90 nin1 kapsar ve 16-24 saat siirer.Mitoz bélinme ise 1-
2 saat surmektedir. Hiicre biiyiimesi G1 fazinda kisitlayict nokta (Rpoint) tarafindan
koordine edilir ve bu noktada hiicre duracak veya hiicre siklusunu tamamlayacaktir
[Vermeulen K, VanBockstaele DR, Berneman Z N.,2003, Ondag Cabadak H.,1987].
Kendi ¢evrelerini kontrol eder, sinyal alir ve biiylimeyi indiikler. Bu faz DNA sentezi
(replikasyonu) i¢in hazirlik yapilir. RNA ve protein sentezi gerceklesmektedir. DNA
sentezi baslamamistir. S fazinda ise DNA sentezlendikten sonra,G2 fazinda hiicre
bliylimeye devam eder ayni zamanda RNA sentezi,protein sentezi gerceklesir ve
hlicre mitoza hazirlanir. Mitoz; profaz, metefaz, anafaz ve telefozdan olusmaktadir.
Telefozda sitoplazmik boliinme tamamlanir ve ayn1 genetik materyalli iki yeni hiicre
meydana gelir [Bellamy COC.,1996, Lodish H, Berk A, Zipursky SL, Matsudaira P,
Baltimore D, Darnell JE, 2000, Vermeulen K., 2003,0ndag Cabadak H.,1987)].
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Sekil 2:Hiicre yasam dongiisii. Hiicre yasam dongiisiiniin mitoz (M), replikasyona
hazirlik (Gl), sentez DNA replikasyonu (S), mitoza hazirlik (G2) fazlart sekilde
gosterilmektedir [Vermeulen K., Bockstaele D., Berneman Z. 2003].

Hicre siklusunda bir faz tamamlanmadan sonraki faza gecilirse genetik materyal tam
ve dogru kopyalanmadigi i¢in hiicrede hasar meydana gelebilir. Hiicre siklusuna G1-
S gecisinde,G2-M gegisinde ve metefaz-anafaz gecisinde kontrol noktalar1 vardir. Bu
kontrol noktalarinda hiicrenin siklusa devam edip etmeyecegi karar1 verilir
[Vermeulen K., 2003]. G1-S kontrol noktasinda hiicrenin replikasyon i¢in hazir olup
olmadigi, G2-M kontrol noktasinda hiicrenin mitoz i¢in uygun olup olmadigi, M-G1
kontrol noktasinda kromozomlarin yerlesimi kontrol edilir [Alberts B., et al. 2007].
Radyasyon veya toksinle muamele edilen hiicrelerde DNA’da meydana gelen hasara
gore hiicre siklusu kontrol noktalart G1 den S fazina veya G2’denmitoza gegisi
engeller.DNA’da meydana gelen hasar DNA sentezinide inhibe edebilir. DNA’s1
replike olmamis hiicrelerde mitoza giris kinaz komplekslerinin inaktivasyonu ile

engellenir.
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DNA replikasyonu tamamlandi: m? Kromozomlar diizgiin
Kosullar mitoz icin uygun mu?  bir sekilde ayrld: m?

Kosullar DNA replikasyonu icin uygun mu?

Sekil 3.Hiicre yasam dongiisiinde kontrol noktalari[Vermeulen K., Bockstaele D.,
Berneman Z. 2003].

Hiicre siklusunda iki tip gen grubunun rolii vardir:

Onkogenler (Her 2, Ineu, ras, ¢ myc vb ) ve timor baskilayici genler p53 ve
(Retinoblastoma geni). Onkogenler, kanser gelisimini dogrudan ve dolayli olarak
etkileyen gen grubudur. Tiimor baskilayici genler ise kanser gelisimini baskilar. p53
geni islevini kaybederse hiicre biyumesinin kontroll ortadan kalkar ve DNA tamiri
olmadan hticre siklusu kontrolsiiz devam eder. Normal hiicrelerde DNA hasari
oldugunda, genomik kararliligi saglar ve hicre siklusunu G 'de inhibe eder ve
hiicreye tamir i¢in zaman kazandirir. Hasar tamir edilemiyorsa hiicre apoptozise

gider [Verneulen K., et al. 2003].

Hicre dongusu; siklinler (cyc=cln), siklin bagimli kinazlar (cdk) ve siklin bagiml
kinaz inhibitérleri (CDI) tarafindan kontrol edilir. Bu proteinlerin diizeyleri hiicre
dongiisiiniin farkli fazlarinda farkliliklar gosterir. Siklinbagimli kinazlar G1-S-G2 ve
mitoza gegisi kontrol etmektedir[Vermelen K., et al. 2008, Verneulen K., et al.

2003]. Memeli hiicrelerinin hiicre dongiisiinde islevleri bilinen onbir tane siklin
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bagimli kinaz (cdk1-11) ve 16 siklin siklin D (D1,D2 ve D3); siklin E (E1,E2), siklin
A (A1,A2) ve B (B1,B2) rol oynamaktadir [Vermelen K., et al. 2008, Verneulen K.,
et al. 2003,Kearns WG, Liu JM, 2001, Giacinti C, Giordano A 2006 ]. Hicre
dongusindeki meydana gelen hasalar kansere neden olabilir. Radyasyon v.b.
etkenlere maruz kalan hucrelerde hicre siklusunda hatalar gorilmektedir. Kanser
hlcrelerinin karakteristik 6zelliklerinden biri biiylime uyarimindan bagimsiz olarak
tekrar G1 fazina girmesidir. Rb fosforillenme/defosforillenme oransizliindan G1-S
fazlar1 gecislerindeki  degisiklikler hiicrelerin ¢ogalmasimi degistirebilir.insan
kanserlerinin bazilarinda (glioblastoma ve Retino- blastoma ) Rb mutasyonlar
saptanmigtir. TUmor virlsleri HDAC ile Rb'nin baglanmasini inhibe edebilir. Siklin
D' nin fazla eksprese oldugu bazi durumlarda ise E2F aktiflesmesinden sonra Rb
inhibisyonunu saglayan defosforillenme olmadiginda S fazina hatali ilerleme olabilir.
Kusurlu G siklin E-cdk2 kompleksi sentriollerin hatali replikasyonunu uyarmaktadir
[Kearns WG, Liu JM., 2001]. Huicrede iki veya daha fazla sentrioliin varlig1 anafazda
hatali kromozom ayrilmasina neden olur. Bazi insan kanserlerinde sentriollerin fazla
dublikasyonu da belirlenmistir. Insan kanserlerinde en sik goriilen mutant gen p53
'tlir. Normal bir hiicrede DNA hasar1 oldugunda, diizeyi artar ve hiicre siklusunu G
fazinda inhibe ederek DNA onarimi igin hiicreye zaman kazandirir. Hasar tamir
edilemiyorsa hiicre apoptozise gider . Hasarli hiicrenin 6liimii veya hiicre siklusunda
kalmasinin nasil saglandigi tam olarak bilinmemektedir.p53 mutasyonlarinda
hiicreler boliinmeye devam eder. Bu mutasyonlar sonucunda timdr baskilayict
fonksiyonlarinda kayip olurken diger yandan onkojenik fonksiyon ortaya ¢ikabilir
[Flatt PM, Pietenpol JA., 2000, Cheng M, Sexl V, Sherr C, Raussel M., Kearns WG,
Liu JM., 2001].

p53, p21 ya da pl6 gibi timor baskilayict proteinler hiicre yasam dongiisiinU
duraksatma aktivitesi gosterirken siklinler ve CDK’lar hicreyi bolinmeye
yonlendirdiklerinden onkogen olarak adlandirilir [Karp G., 2005, Vazquez A, Bond
EE, Levine AJ, Bond GL., 2008]. Cesitli kanser tiirlerinde bu tiimor baskilayici
proteinlerin eksikligi, siklin ve CDK’larin ise asir1 ekspresyonu sdz konusudur.
Kanserin karakteristik ozelliklerinden en 6nemlisinin kontrolsiiz hucre bolinmesi

oldugu diisiiniildiigiinde protein ekspresyon profilindeki bu degisimin Onemi
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anlasilmaktadir [Zhang H.,2007]. Benzer sekilde bir pro-onkogen olan RAS proteini
aktiflestiginde siklinD-CDK4 kompleksini aktiflestirerek hiicre dongiisiiniin
ilerlemesine neden olur. Insan tiimérlerinin %20-30° unda RAS aktiflesmesi
gorilmektedir. Kanser olusum mekanizmasinda ardisik mutasyonlar sonucu hiicre
dongiisiiniin  ¢ikmas1  goriilmektedir. Bu mutasyonlar genellikle DNA tamir
enzimlerinde (inaktiflesme), proto-onkogenlerde (aktiflesme-onkogene doniisiim) ve

timor baskilayici genlerde aktiflesme olarak ortaya ¢ikmaktadir [Maller JL.,1990].

4.4 Embelin

Kanser hiicrelerinde,apoptozu ve apoptotik yolaklar1 aktiflestirmek i¢in son yillarda
pek ¢ok kemoterapi ilaglart kullanildigi bilinmektedir.Cogu kanser ilact neden
olduklart DNA hasar1 tizerinden etki gostermektedir ve kanser hiicrelerinin DNA
tamir mekanizmalarindaki yetersizlikten yararlanarak hiicreleri apoptotik stirece
suruklemektedir [Kaufmann SH, Earnshaw WC., 2000].

Molekil agirligr 294.39g/mol ve molekiler formu (C17H2604) olan Embelin
Japon Ardisia bitkisinden tiiretilen dogal bir Grindur.Embelin (2,5-dihydroxy-3-
undecyl-1,4-benzoquinone) peptid olmayan,hticrelere gecirgen ve kigik molekdl
agirlikli bir XIAP inhibitértdir [Ahn KS.,2007]. Molekil tzerinde BIR3 domaini ile
etkilestigi gosterilmistir. Bu ajanin hiicre biiyiimesini inhibe ettigi, kaspaz 9’ u aktive
ettigi ve XIAP aracili olugan anti-apoptotik etkiyi yok ederek apoptozisi uyardigi
prostat kanseri hucrelerinde ve Jurkat hicre dizisinde gosterilmistir. Diger yandan
XIAP, bircok kanser tiriinde ve Hodgkin lenfoma hicrelerinde ylksek diizeyde
eksprese oldugu igin, hiicrelerin apoptozis direngli olmalarina aracilik eden 6nemli
bir molekuldur. Embelin ve TRAIL’ in kombinasyonu pankreatik kanserlerde hiicre
Olimiinii indiiklemistir. Cesitli kanser tiirlerinde gucli bir NF-kB inhibitorii ve giiglii
antioksidan etkiye sahiptir. Embelin NF-xB bagimli genlerde tiimér hiicrelerinin sag
kalimim, proliferasyonunu, invazyonunu ve anjiyogenezini down regule etmektedir
ve bu yizden kanser tedavisinde potansiyel olarak yararli bir ajan olarak
kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda insan solid tumérlerde hiicre apoptozu ve

biiyiime inhibisyonu goriinmiistiir. Mitokondriyal membran potansiyelini azaltarak
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apoptozda 6nemli rol oynar [Jantova SL., 2009]. XIAP antiapoptotik bir protein ve
cogu kanser tiirlerinde eksprese olmaktadir timor biylmesi ile iliskilendrilir. XIAP
¢ogu kanser hicrelerinin kemoterapi ve radyoterapi direncinde kritik bir rol oynar.

Embelin-XIAP iliskisinin kanser hiicrelerindeki etkisi bu yonlyle 6énem tasimaktadir.

4.5.Tumor Nekroz Faktor (TNF)-Aracih Apoptoz Uyaric1 Ligand (TRAIL)

45.1. TRAIL

TRAIL, 1995 yilinda tanimlanmis olan, 32kDa molekiiler agirliginda,281 aminoasit
uzunlugunda TNF siiper ailesi liyesi bir apoptotik liganttir [Wiley et al., 1995].
TNF-alfa’ya %23, Fas-liganda ise %28 amino asit benzerligi olan bir transmembran
proteindir [Nagane, Huang, and Cavenee, 2001]. TRAIL,3.kromozom 3026
pozisyonunda lokalize olan 5 ekzon ve 4 introndan olusan bir 20 kb’lik bir gendir.
Kisa bir stoplazmik N-terminal ve uzun ekstraseliiler baglanma domaini ile tip 2
transmembran proteinidir. TRAIL, Fas-L ve TNF ile yilksek homoloji gostermesine
ragmen secici olarak kanser hiicrelerinde apoptozu indiiklediginden ilgi ¢ekici bir
proteindir. TRAIL 5 farkli reseptore baglanabilmektedir bunlardan ikisi 6lim
reseptorii olarakta adlandirilan apoptoz indlkleyici reseptor TRAIL-R1(DR4) ve
TRAIL-R2(DR5),Apoptoz sinyali géndermede yeterisiz kalan Decoy reseptor
olarakta adlandirilan TRAIL-R3(DcR1) TRAIL-R4(DcR2) ve Osteoprotegrin
(OPG) qibi reseptorlere iliski kurarak  hiicrenin apoptoza gitmesini saglarlar
[Griffith TS., et al. 1998].

TRAIL, 6liim reseptorlerine baglandiginda (TR-1/DR4 ve TR-2/DRS5), hiicrede dis
apoptotik yolagin aktivasyonu gerceklesir (LeBlanc and Ashkenazi, 2003).
TRAIL’1n baglanmasi ile DR4 ve DRS5, 6lim birimi igeren adaptor molekil Fas-
Associated Death Domain-containing Adaptor molecule (FADD) araciligiyla,
apoptozu baslatici kaspazlar olan kaspaz-8 ve kaspaz-10’u reseptore ¢ekerek aktive
eder. Kaspaz-8 ve kaspaz-10 ise, efektor kaspazlar1 yani kaspaz-3,- 6, ve -7’ yi aktive
eder. Bazi hiicrelerde kaspaz-3’ iin TRAIL aracili aktivasyonu, i¢ apoptotik yolun da
indiiklenmesi ile sonuglanir [Deng Y, Lin Y, Wu X.,2002]. Bu durumda, kaspaz-8

veya kaspaz-10, bir pro-apoptotik Bcl-2 ailesi tyesi olan Bid molekiiliinii kirarak
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aktive eder. Aktive olan Bid molekdll, Bax ve Bak molekiilleri ile etkilesime girer
ve sonrasinda mitokondriden sitokrom ¢ ve Smac/Diablo salinir. Sitokrom ¢ ve Apaf-
1, baslatict proteaz kaspaz-9’ u aktive eder. Kaspaz-9, kaspaz-3,-6, ve-7’ nin
aktivasyonunu saglayan diger bir kaspazdir. Smac/Diablo, Inhibitor of Apoptosis
Protein (IAP) molekiillerine baglanir. Bu baglanma sayesinde IAP’lerin kaspaz 3’e
baglanmasi engellenir ve kaspaz 3’iin aktif kalmasi saglanir [Ashkenazi A, Dixit
VM. 1998].

X Apoptozom =
Smac/ /
DIABLO I
XIAP Apoptoz

TRAIL
TRA'L-R3/A|L-R1N TRAIL-R4
| |
| |
DISC iui ood
FLip u u,FADD T RIP
Bcl-2,BolX, 4 tBid jBid i/l i i cFLIP \
b N B [Tz e =
Bax,Bak ' Rt PO Gk \
v \_ Akt, JNK, Erk 7
. N
i aktif = Prokaspaz-8 Rt -
°l oSitC Kaspaz-8/10 ===
Apaf1 ° l
P aktif )
R XS — "Kaspaz-9 — aktif
S0 | Kaspaz3

Sekil 4. TRAIL sinyal ileti yolagi [Falschlehner C, Emmerich CH, Gerlach B,
Walczak H., 2007].

4.5.2.Hucrelerde gorilen TRAIL direnci
TRAIL 6lim ligandinin normal hicrelerde toksik etki gdstermeyip, kanser
hlcrelerini apoptozu tetiklemesine ragmen bazi malignat tiimdrlerde TRAIL direnci

gozlemlenmistir. TRAIL’ a direngliligin nedeni olabilecek iki farkli hipotez
gelistirilmistir. Bu hipotezlere gore, normal hucrelerde 6lim reseptorleri (DR4 ve
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DRS5) ile rekabete giren yalanci reseptorler (DcR1 ve DcR2) bulunur ve bu
reseptorler Oliim reseptdrlerine baglanabilecek TRAIL ligantlarimin  sayisini
diisiirerek veya hiicre i¢i anti-apoptotik yollar1 aktive ederek TRAIL’ a direnclilik
saglar .Bir diger hipotez ise TRAIL’a direngli hiicrelerde apoptozu inhibe edici
molekdllerin sentezinin arttigini savunmaktadir [Pan et al., 1997 a/b, Sheridan et al.,
1997, Medema et al., 1997, Irmler et al., 1997; Hu et al., 1997; Djerbi et al., 2001,
Golks et al., 2005].

4.5.3.Noroblastomada Hucresel Tedavilerin Roll

Tedavi direncinin ve 6liim oraninin bu kadar yiiksek oldugu bir hastalikta, hedefe
yonelik tedaviler arasinda yer alan hiicresel tedavi yaklagimlar1 uygulanmasi zorunlu
gibi goriilmektedir. Hi¢ siiphesiz ki, hiicresel tedaviler arasinda ise adini son
zamanlarda sik¢a duyar oldugumuz kok hiicreler ve kok hiicre tedavileri dnemli bir
yeri kapsar. Ozellikle mezenkimal stromal/kok hiicrelerin kanser terapisinde
kullanim1 literatiirde genis yer kaplamaktadir. Bu konuda “wild type” (WT) ve
“gene-modified” (GM) kemik iligi (BM) kdkenli mezenkimal kdk hiicrelerin anti-
tiimoral potansiyelleri bir ¢ok c¢alismada gosterilmistir Kok hiicre agisindan
bakildiginda, ilk olarak kemik iligi kokenli olanlarin yogun sekilde kullanilmalarina
ragmen, yag dokusu ise mezenkimal projenitOrler igin 6nemli bir kaynaktir. Yag
dokusu, mezenkimal kok hiicreler agisindan bol bulunmasi ve kolay elde edilip izole
edilebilmeleri agisindan bir ¢ok avantaja sahiptir[Black LL, 2007; Zuk PA, 2002;
Kern S., 2006].

4.5.4 AK-MKH’lerin TRAIL’ 1 kanser hiicresine tasimasi

Kok hicreler arasinda, hedefe yonelik olarak yapilan ¢alismalarda mezenkimal kok
hiicreler (MKH) bas siray1 almaktadir. Son ¢alismalar kemik iligi kokenli
mezenkimal kok hicrelerin timoér dokusuna yoneldigini ve entegre oldugunu
gostermektedir. Bu yiizden de immiin yanit ya olusmaz ya da ge¢ olusur. Bu da

MKH’lerin in vivo kullaniminda biiyiik avantaj saglamaktadir [Javazon EH.,
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BeggsKJ., Flake AW., 2004]. Ayrica MKH’lerin l6kositlere benzer sekilde gesitli
integrinler ve adezyon molekiilleri araciligi ile ekstravazasyon gosterdikleri
diistiniilmektedir. Yiizeylerinde eksprese ettikleri “very late antigen 4 (VLA-4)”,
endotel hiicrelerinde bulunan “vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)” ile
iligkilidir. P-selectin de bu siiregte dnemli rol oynamaktadir [Karp G., 2005, Ruster
B., Gottig S.,Ludwig RJ., 2006]. Tiimor hiicrelerinden ya da hasarli dokulardan
saliman cesitli sitokin/kemokin ve biiylime faktorleri, kok hiicrelerde bulunan
reseptorlere baglanarak MKH’lerin damar disina ¢ikmalarini ve hedefe yénelmelerini
saglamaktadir [Loebinger MR, Eddaoudi A, Davies D, Janes SM.,2009].Bu hiicresel
yoneliste MKH’lerin igerisine transfer edilecek olan ve tiimor hiicresini 6ldiiriici
etkisini artirmada Onemli rol oynayan bir takim genler de tedavide yeni bir
yaklasimdir. Bu hicreler 6zellikle kanser terapisinde iclerine yiklenen TRAIL,
cesitli interferonlar ve interlokinler gibi ajanlar1 kanserli bolgeye gotiirerek timor
hiicrelerini apoptoza ugratmaktadirlar. Bu konuda yapilan birgok g¢aligma umut

vericidir.

Aragstiricilar akciger metastatik kanser modelinde TRAIL yiiklenmis kemik iligi
kaynakli kok hiicrelerin metastatik kanser hiicrelerine yonelerek oldiiriicii etki yapip
yapmadigini incelemislerdir. TRAIL ile transfekte edilen mezenkimal kok hiicreler
akciger (A549), meme (MDAMB231), skuamdz (H357) ve servikal (HeLa) kanser
hlcrelerinde ko-kiiltiir sartlarinda apoptoz ve 6liim meydana getirmislerdir.

3

TRAIL eksprese eden mezenkimal kok hiicrelerin subkiitan “xenograft” deneyleri
timor biiylimesini ¢ok onemli oranda azaltmiglardir [0.12 cm3 (0.04-0.21) versus
0.66 cm3 (0.21-1.11); P < 0.001]. Arastiricilar daha sonra akciger metastazi
olusturduklar1 bir fare modelinde TRAIL eksprese eden mezenkimal kok hiicreleri
sistemik olarak verdiklerinde TRAIL’1n metastatik tiimorii tamamiyle temizledigini
(farelerin %38’inde/kontroldeki %0’a gore) gostermislerdir. Bu TRAIL eksprese

eden mezenkimal kok hiicreleri kullanarak timoOr ve onlarin metastazlarinin tedavi

edilebilecegini gosteren énemli bir ¢alismadir [ Loebinger MR., et al.,2009].

TRAIL potensiyel bir anti-kanser ajani olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte
bircok kanser htcresi primer olarak TRAIL’e rezistans gosterebilecegi gibi
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baslangigta hassas olan hiicreler de sonradan direng¢ kazanabilmektedirler. Boyle bir
diren¢ mekanizmasinin anlasilmasi kanser tedavisinde TRAIL’1in kullanilmasi
acisindan c¢ok Onemlidir. Diren¢ farkli sekillerde gelisebilir. DR4 ve DRS
reseptorlerinin mutasyonu dirence yol acabilir. Fas ile iligkili 6liim bdlgesi adaptor
protein (FADD) ve kaspaz-8 6liim uyaran sinyal kompleksinin olusturmak agisindan
gereklidirler ve bunlarin herhangi birindeki defekt TRAIL direncine yol agar. c-
FLIP’in artan ekspresyonu bir¢cok kanser tipinde dirence yol agabilmektedir. Ayni
sekilde Bcl-2, Bcl-XL’in artan ekspresyonu, Bax veya Bak fonksiyonunun kaybi,
apoptoz inhibitor proteinlerin (IAP) yuksek ekspresyonu ve ikincil mitokondri
kaynakli kaspaz aktivatorlerinin (Smac/DIABLO) mitokondriden sitoplazmaya az
citkmasi gibi faktorlerin tiimii TRAIL’e karst olusan apoptotik direng
mekanizmasinda tarif edilmistir [Zhang L., Fang B.,2005].

4.6. Sinyal ileti Yolaklar1 NF-kB ve mTOR ’un Rolii

NF-kB yolag: hiicrenin hayatta kalmasi1 ve proliferasyonuyla dogrudan ilgili bir sinyal
yolagidir. Hiicre canliligi yiiksek olan hiicrelerde daha aktiftir. I-kB (inhibitOr-kB)
proteinleri sitoplazmada NF-kB/Rel transkripsiyon faktorlerine bagl bulunmaktadir. Bu
durumda kompleks inaktif formdadir. I-xB fosforilasyonunun ardindan, I-xB’nin
proteazom aracili yikimi ile NF-kB/Rel kompleksi fosforillenmek ve ¢ekirdege gitmek
tizere salinarak aktif forma ge¢mektedir. 1-xB fosforilasyonunu sitokinler, biiyiime
faktorleri ve kemokinler gibi birgok hiicre digi sinyal molekiilleri uyarmaktadir. NF-
kB’nin salinmasinda I-kB’nin Ser32/36’dan fosforillenmesi 6nemlidir. Bu bdlgenin
fosforilasyonu NF-«B aktivasyonunun iyi bir belirtecidir[Oeckinghaus A, Hayden M,
Ghosh S.,2011 ].

MTOR, PI3K/AKT’nin asag1 dogru akim yolaginda fonksiyon gosteren anahtar bir
kinaz olarak tanimlanmistir ve bu yiizden inhibisyonu, potansiyel olarak 6nemli
terapOtik bir hedef olarak belirlenmistir. mMTOR apoptotik hticre 6luminin
dizenlenmesinde etkilidir. Apoptotik 6limde temelde p53, B-hicreli lenfoma 2
(BCL2), BCL2- antagonisti (BAD), p21, p27 ve c-myc gibi sinyal iletim hedefleri
belirleyicidir. mTOR aktivasyonu hiicre 6limini duzenleyen bu molekdlleri inhibe
eder [Faivre S, Kroemer G, Raymond E., 2006].
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Sekil 5. NF-kB ve mTOR sinyal ileti yolag: [Oeckinghaus A, Hayden M, Ghosh S.,2011 ].

22



5. GERECLER ve YONTEMLER

Calismamiz “Marmara Universitesi Saglik Bilimler Enstitiisii Girisimsel Olmayan

Klinik Arastirmalar Etik Kurulu” tarafindan degerlendirilmis, 21.12.2012 tarih ve 22

sayist ile onaylanmustir.

5.1. Kullanilan Geregler

5.1.1. Kullanilan hiicre hatti
ATCC’den ticari olarak PCS-500-011 katalog numarali AK-MKH ile CRL-2266

katalog numarali SK-N-AS ndéroblastoma hiicre hatti satin alindi ve kullanildi.

Calismalarimizda kullanacagimiz SK-N-AS hcreleri néroblastoma turlerinden S-tip

hlcrelere drnektir [Gatsinzi T., 2011].

5.1.2. Kullanilan cihazlar

Akis sitometrisi (Becton Dickinson FACS Calibur)
EnSpire multimode plate okuyucu (Pelkin Elmer)
Amaxa Elektroporasyon cihazi (Lonza)

Janus otomatik pipetleme cihazi (Pelkin Elmer)
Spektrofotometre (Shimadzu BioSpec Nano)

Masaiistii sogutmali tiip ve plate santrifiij (Beckman Coulter Allegra X-15R)
Masaiistii sogutmali eppendorf santrifiij (Beckman Coulter Microfuge 22R )

Laminar Flow (Scanlaf)

CO2 inklbator (Sanyo)

Hiicre sayim ve canlilik tayini cihazi (Roche Cassy)
-152°C derin dondurucu (Sanyo)

- 80°C derin dondurucu (Sanyo U7386S)
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e Floresans Mikroskop (Olympus)

e Faz kontrast Mikroskop (Zeiss)

e Inverted Mikroskop (Zeiss)

e inverted Mikroskop (Leica)

e Hassas terazi (Denver)

e pH metre (IKA)

e Etiv (Memmert)

e Buz makinasi (Scotsman)

e Plak okuyucu (Molecular Devices)
e Vorteks (IKA)

e Orbital shaker (IKA)

e Su saflagtirma cihazi (Aqua solution)
e Su banyosu (Memmert)

e Pipet takim1 (Eppendorf
e Otoklav (Sanyo)

o Elektroforez sistemi (Bio-Rad)
e Elektroforez sistemi i¢in gii¢ kaynagi (Bio-Rad)
e U.V goriintiileme cihazi (Intas)

e Hiicre kiiltiirii odast hava temizleme cihazi (Uvion Air Aura)

5.1.3. Kullanilan kimyasallar
e Embelin (Sigma)
e DMEM Ortam (Biochrom)

e Penisilin/Streptomisin (Biochrom)



Fetal Bovine Serum(FBS) (Biochrom)
L-Glutamin (Biochrom)

PBS (phosphate buffered saline) (Biochrom)
Tripan mavisi (Biochrome)

Dimetil sulfoksit (DMSO) (Sigma)
Tripsin/EDTA c¢ozeltisi (Biochrom)
Kalsiyum Klorir (Sigma)

Propidyum iyodr (P1) (Alexis)

Annexin

V-FITC (BD Pharmingen)

RNAz (Sigma)

WST-1 (Roche)

Izopropil alkol (Merck)

Annexin V/PI kiti (Becton Dickinson)
AlphaScreen SureFire 1-kBa (p-Ser32/36) Assay kiti (Pelkin Elmer)

AlphaScreen SureFire Mtorr (p-Ser/Thr) Assay Kiti (Pelkin Elmer)
High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche)

5.1.4. Cozeltiler

Luria Broth Besiyeri: 10 g toz haldeki LB tartilir, 1000 ml distile suda
¢Oziiliip otaklanir.

Annexin -V Binding Buffer (AVBB): 10mM HEPES/NaOH pH 7.4 olacak
sekilde ayarlanir. 140mM NacCl ve 2.5mM CaCl2 eklenir.

Propidium lodide Staining Mixture : 50 pg/ml PI stogundan AVBB ile
10X dilusyonlu karisim hazirlanir.

Fosfat Sitrik Asit Tamponu : 192 ml 0.2 M Na2HPO4 ile 8 ml 0.1 M sitrik
asit , pH 7.8 olacak sekilde ayarlanir.

DNA staining soltsyonu : 10 ml PBS igerisinde 200 pg PI ve 2 mg RNAz A

hazirlanir.
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5.2. YOntemler

5.2.1. Hucrelerin ¢ozulmesi

Sivi nitrojende ya da -152 °C’lik dondurucuda bekletilen hiicreler gerekli oldugunda
coziilerek kullanildi. Sivi nitrojen ya da -150°C’den alinan dondurulmus hiicreler
hizla 37°C’de ¢ozildii. Tiip igerisindeki siispansiyon 15ml’lik tiiplere aktarildi ve
Uzerine 10mL 6nceden 37°C’ye getirilmis biiylime ortami ilave edildi. Tip 1300
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan atildi. Pellet besiyerinde siispanse edildi
ve flasklara ekim yapildu.

5.2.2. Hiicrelerin pasajlanmalar ve ¢ogaltilmalari

Hicrelerin flask yiizeyini yaklasik olarak %70-80 kaplamalarinin ardindan hiicrelerin
pasajlanarak bir bagka flaska aktarilmasi islemleri yapildi. Hiicrelerin besiyeri ti¢ dort
giinde bir yeni besiyeri ile degistirildi. Hiicreler 4-5 pasajda bir dondurularak (%90
FBS, %10 DMSO) 6énce —80°C’lik derin dondurucuya, bir gecenin ardindan da sivi
nitrojende ya da -152°C’ye kaldirildu.

5.2.3. Hiicrelerin sayilmasi

Hiicrelerin bulundugu flaskin igerisindeki besi ortami atildi. Flask steril PBS ile
yikandi. Flasklara; 25cm?2 flask i¢in 0,5 mL, 75cm?2 flask i¢in 1 mL 6nceden 37°C’ye
isitilmig tripsin/EDTA ilave edildi. Flask inkiibatorde 4-5 dakika bekletildi. Flask
yiizeyinden ayrilan hiicreler 15ml’lik tiiplere toplandi. Tiiplere 5’er mL FBS igeren
biiylime ortamu ilave edildi. Tiipler 1300 rpm de 5 dakika santriflj edildi. Slipernatan
atildi. Pellet istenen miktarda, biiylime ortami igerisinde siispanse edildi. Hazirlanan
hiicre siispansiyonundan 10ul alindi bir tiipe koyuldu ve 10ul tripan mavisi ile
stispanse edildikten sonra Thoma lami ve lamel arasindaki bosluga, hazirlanan boyali
hiicre siispansiyonundan 10puL konuldu. Ters-faz 151k mikroskobunda 10x biiyiitmede
sayim yapildi. Mavi boyana hiicreler 6lii, boyay1 dislayan hiicreler canli olarak
degerlendirilerek Thoma laminin her biri 16 kiiclik kare iceren 4 farkli alan1 sayilarak
ortalamasi alindi. Hiicre sayisi/ml = Ortalama sayim degeri (64 karenin toplami/4) x

seyreltme faktor x 104 formulinden bir hiicre stispansiyonunun bir mililitresindeki
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hiicre sayisi belirlendi. Hiicre siispansiyonu seyreltilerek istenen konsantrasyonda
hiicre siispansiyonu elde edilirek ekim yapildu.

Ayrica “Cassy otomatize” hiicre sayim cihazi ile de sayim yapildi. 10ml “Cassy
tone” s1visi igerisine 10ul siispanse hiicre 6rneginden koyularak cihaza yerlestirildi

cihazda oOli ve canli oranmi okundu.

5.2.4. Hiicre canhlik testi (WST-1)

96 kuyulu platelere 5x 104 hiicre 100 pl medium igerisinde ekildi. 37°C’ de %5'lik
CO2’ de 24 saat inkube edildi. Bu inkiibasyondan 24 saat son hiicrelere Embelin
uygulandi (kuyulardaki son hacim 100ul olarak ayarlandi). Daha plateler 37°C’ de
%5'lik CO2'de 24-48saat inklbe edildi. 24-48 saat gectikten sonra kuyulara 10ul
WST-1 reaktifi eklendi. Takiben 37°Cde %5'lik CO2'de 4 saat inkube edildi. 1
dakika c¢alkalayicida c¢alkalandi ve 420nm-480nm arasinda okuma yapildi.
Hesaplama: Embelin uygulanan hiicrelerin absorbans degeri, kontrol grubunun
absorbans degerine boliindii ve ¢ikan sonu¢ 100 ile carpildi. (kontrol grubu %100
canli kabul edildi.)

Yiizde Canlilik = [Ornek ABSortalama / Kontrol ABSortalama] x 100

5.3. pEGFP-TRAIL Plazmidinin E. coli bakteri hiicrelerine aktarilarak

cogaltilmasi ve izolasyonu

pEGFP-TRAIL plazmidini (Plasmid 10953) igeren bakteri kiltirt, Addgene
firmasindan satin alindi. Plazmid, bakteriyal diren¢ geni olarak Kanamycin, segici
marker olarak da Neomycin antibiyotik direnc genlerini icermektedir. Bakteri kulturd
100 pg/ml Kanamycin iceren LB (Luria Broth) besiyerinde, 37°C’lik inkiibatorde
gece boyunca c¢ogaltilmaya birakildi. Diger giin bakterilerin ¢ogaldigr gozlendi ve
High Pure Plasmid Isolation Kiti (Roche - Kat. No: 11754777001) ile plazmid

izolasyonu gerceklestirildi.
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Sekil 6. pEGFP- TRAIL plazmidinin haritasi

5.4. pEGFP-TRAIL Plazmitinin BamH | ve EcoR | kesim enzimleri ile gift

kesim yapilarak dogrulanmasi

Izolasyonu yapilan plazmidin dogrulanmast BamH I ve EcoR I (Fermentas) kesim
enzim enzimleri kullanilarak, ¢ift kesim yontemi ile yapildi. 5 pl plazmid DNA’s1 (1
pg’in tizerinde olacak miktarda), 2 pl Buffer EcoR I, 1 pl EcoR I kesim enzimi, 2 pl
BamH | kesim enzimi, 10 pl DNaz/RNaz igermeyen su igeren tiip hazirland.
Hazirlanan tiip 37 °C’de 1 saatlik inkiibasyonun ardindan %1°lik agaroz jel
elektroforezinde 100 V’ta 40 dakika yiiriitiilerek goriintiilendi.
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5.5. pEGFP-TRAIL vektoriiniin Adipoz doku kaynakh Mezenkimal Kok

Hucrelere elektroporasyon yapilarak transfeksiyonu

Adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicrelerine pEGFP-TRAIL plazmidi Amaxa
Nucleofector cihazi ile transfekte edilmistir. Kiiltiir kaplarinda biiyiitiilen hiicreler,
tripsinlenerek kalirildi. Her kuyucuk i¢in 5x105 hiicre, 100 pl Nucleofector
soliisyonu igerisinde hazirlandi. Icerisine 2ug plazmid eklenip kiivetlere aktarildi.
Kiivetler cihaza yerlestirildi ve FF-104 programi ile transfekte edildi. Transfeksiyon

sonrast kiivetlere besiyeri eklenerek hiicreler 24 kuyucuklu plate’ lere ekildi.

5.6. Adipoz Doku Kaynaklh Mezenkimal Kok Hiicrelerle Noroblastoma

Hucrelerinin Birlikte Kultire Edilmeleri

Embelin uygulanmis ve uygulanmamis olan SK-N-AS hiicreleri 6 kuyulu plate’lere
kuyucuk basina 1x106 hiicre olacak sekilde DMEM besi yeri igerisinde ekildi ve 37
°C, %5 CO2 igeren nemli ortamda inkiibasyona birakildi. 24 saatlik inkiibasyonun
ardindan 0,4 pm por capli hiicre kiiltiiri insertleri (BD-353090) Uzerlerine
yerlestirildi. Insertlerin iizerlerine TRAIL vektdrii transfeksiyonu yapilmis ve
yapilmamis mezenkimal kok hicreler ekildi. Hicreler 24 saat 37 °C, %5 CO2 igeren

nemli ortamda ink{ibe edildi.

Deney gruplari su sekildedir:

24 Saat

wt-NB

wt-NB+wt-MKH
WtNB+TRAIL-MKH
WtNB+EMBELIN
WtNB-EMBELIN+wt-MKH
WtNB-EMBELIN+TRAIL-MKH
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Isimlendirme:

NB: Noéroblastoma (SK-N-AS)

wt-NB: Higbir transfeksiyon gergeklestirilmemis (wild type) SK-N-AS hiicresi
wt-MKH: Higbir transfeksiyon gerceklestirilmemis (wild type) adipoz doku
kaynakli mezenkimal kok hiicre.

TRAIL-MKH: TRAIL overekspresyonu yapan plasmid transfekte edilmis adipoz
doku kaynakli mezenkimal kok hiicre.

NB-Embelin: Embelin ile indiiklenmis SK-N-AS hicresi.

5.7. Akis Sitometrik Analizler

5.7.1. Annexin-V/PI1 apoptoz/nekroz analizi

Yapilan uygulamalarin ardindan kuyularin igerikleri ayr1 ayri tiiplere aktarildi.
Kuyucuklarin igerisindeki hiicreler 0,35” er ml tripsin ile kaldirildi. Sonra kuyucuklar
I’er ml PBS ile yikand1 ve kendi tiiplerine aktarildi. Bu hiicre siispansiyonu oda
sicakliginda 1300 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan atild1 ve hiicreler 1 ml
PBS ile yikandi. 1300 rpm’de 5 dakika santrifiijiin ardindan her bir pellet 1 ml
Annexin V binding buffer ile siispanse edildi. Tekrar 1300 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilerek siipernatan atildi. Pellet 100 pul Annexin V binding buffer ile siispanse edildi
ve her tiipe 5 pl Annexin V, 5 pl PI eklendi. Tiipler karanlikta 15 dakika inkiibe
edildi. Her bir tipe 400°er ul PBS ilave edildi ve akis sitometride FL1 ve FL2
filtreleri kullanilarak okuma gergeklestirildi. Sonuglar akis sitometrisi cihazinda

otomatik olarak hesaplandi.
5.7.2.Hiicre yasam dongiisii analizi
Annexin-V apoptoz/nekroz analizinde hiicre yasam dongiisii regiilasyonu igin ayrilan

stispansiyon 1300 rpmde 5 dakika santrifuj edildi. Pelletler 200%er uL PBS ¢ozeltisi
ile siispanse edildi ve her bir tiip igerigi V-tabanli 96 kuyucuklu platelerin
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kuyucuklarina aktarildi. Buz tizerinde 30 dakika fiksasyon icin beklendi. Plate 1300
rpomde 5 dakika +4°C’ de santrifiij edildi. Siipernatanlar aspire edildi. Plate yavasca
vortekslendi. Her bir kuyucuga 50 ser ul PBS ve 100’ er pl etanol ilave edildi. Buz
Uzerinde 15 dakika beklendi. Plak 1300 rpm de 5 dakika +4°C’ de santriftj edildi.
Stipernatanlar aspire edildi. Plak yavasca vortekslendi. Her bir kuyucuga 50° ser pl
RNAZz ilave edildi. RNAz aktivitesi i¢in plak 37°C’de 30 dakika inkube edildi. Plate
1300 rpmde 5 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Slpernatanlar aspire edildi. Her bir
kuyucuga 200’er pL PI eklendi. Oda sicaklifinda 15 dakika beklendi. Her bir
kuyucugun igerigi ayr1 ayn tiiplere aktarildi. Her bir tiiplin lizerlerine 300’er puL
Annexin V ve 1 mL PBS ilave edildi. Akis sitometrede okuma gergeklestirildi.
Sonuglar cihazin programi tarafindan otomatik olarak hesaplandi. Bu veriler

kullanilarak istatistiksel analiz yapildi.

5.8. Sinyal ileti Yolaklar1 Analizi

Noroblastoma hiicrelerinde etkilenen cesitli sinyal ileti yolaklarinin analizleri igin
AlphaScreen SureFire (Perkin Elmer) kitleri kullanildi. Bu ¢alismada farkli sinyal
ileti yolagi incelendi. Bunlar: I-kBa (p-Ser32/36) (Kat. No: TGRIKS500),mTOR (p-
S2448)(Kat. No: TGRMTS-L), Kokiiltiir sonunda her grup icin ayrt ayrt olmak
tizere, 1x107 hiicre 1 ml PBS’te siispanse edildi. Bunun igerisinden 10 pl/kuyucuk
olacak sekilde almarak 384 kuyucuklu plate’lere aktarildi. Uzerlerine 10 pl PBS
eklendi ve her kuyucuktaki son hacim 20 pl oldu. 5x lizis tamponundan eklendi her
kuyucuga 5’er ul eklendi. Plate 5-10 dk. 350 rpm’de calkalandi. Lizattan her bir
sinyal yolag1 ¢alismas igin 4’er ul alinarak farklikuyucuklara aktarildi. Uzerlerine 5
ul “Acceptor” karisimindan eklendi ve 2 dk calkalanarak oda sicakliginda 2 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan 2 pl “Donor” karisimindan eklendi. 2 dk.
calkalanarak oda sicakliginda 2 saat, karanlikta inkiibasyona birakildi. inkiibasyon

bitiminde EnSpire Multimode plate okuyucuda okutuldu.
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6. BULGULAR

6.1. Kullamlan Hiicre Hattinin Cogaltilmasi

Caligmada kullanilan SK-N-AS noéroblastoma kanser hucreleri ile adipoz doku
kaynaklt mezenkimal kok hiicreler yaklasik %70-80 olarak flask yiizeyini
kapladiklarinda pasajlama islemleri gerceklestirilmistir. Hiicrelerin bu yogunluga
ulagsma siireleri kanser hiicrelerinde 1-2 giin, kok hiicrelerde ise 3-4 giin olarak

gozlenmistir.

6.2. pPEGFP-TRAIL Plazmidinin ¢cogaltilmasi ve dogrulanmasi

E. coli bakteri kiiltlirlerinde 100 pg/ml Kanamycin igeren ortamda kontrol grubu
olarak ayrilan bakterilerin ¢ogalmadigi, plazmidi tasiyan bakterilerin ise ¢ogaldigi
gozlendi. Cogaltilip izole edilen pEGFP-TRAIL (Addgene-10953) plazmidi,
izolasyonun ardindan BioSpec Nano cihazinda o6lgiilerek konsantrasyonlari
hesaplandi. Izolasyonlar arasinda farklilik olmakla birlikte 1000-5000 ng/ul arasinda
degerler bulundu. Plazmidin dogrulugu ise BamH I ve EcoR I enzimleri ile ¢ift
kesim yontemiyle analiz edildi. 5607 bp biiyiikliiglindeki plazmidde bulunan BamH I
kesim noktasindan (2266 bp) EcoR I kesim noktasina (1355 bp) kadar 4696 bp ve
EcoR I kesim noktasindan (1355 bp) BamH I kesim noktasina (2266 bp) kadar 911

bp olmak tzere iki bant gézlendi.
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<Serial Cloner V2.5> —— <18 Ara 2012 sal 10:13>

Restriction analysis of Untitled Sequence #1 [Circular]

Incubated with EcoRI + BamHT 20003
2 fragments generated. 10000
7000
5000
1: 4.696 bp - From BamHI[2266] To EcoRI[1355] %%

o,
2: 911 bp - From EcoRI[1355] To BamHI[2266] | j209

1000
700
S00
400
300
200

Sekil 7. pEGFP-TRAIL plazmidinin BamH | ve EcoR | kesim enzimleri ile kesimi

sonucunda olusan bant buyukleri

5607 bp

5000 bp 4696 bp

1500 bp

911 bp

Sekil 8. pEGFP-TRAIL plazmidinin BamH | ve EcoR | kesim enzimleri ile
kesimi sonucunda olusan bantlarin agaroz jelde yurutilmeleri sonucundaki

goruntdleri
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6.3. Embelin Uygulanan SK-N-AS Hiicrelerinde IC50 Degeri

6.3.1.WST-1 canhlik tayini

0, 10, 30, 50, 75,100uM pM Embelin ile 24ve 48 saat inkiibe edilen SK-N-AS
hiicrelerinin canlilik oranlar1 WST-1 canlilbik testi ile tayin edildi. Ajanla
indiiklenmemis SK-N-AS hicrelerinin WST-1 reaktifiyle inkiibe edildikten sonra
plak okuyucuda verdigi (Kontrol grubu) absorbans degerleri %100 canlilik degeri
olarak kabul edilerek belirtilen konsantrasyonlarda (0, 10, 30, 50, 75,100uM)
Embelin uygulanmig diger hiicrelerin canlilik degerleri hesaplandi. Embelin’in SK-
N-AS hiicreleri tizerindeki canlilik testi sonuglarina gére, Embelin’in 90uM’dan daha
yiiksek konsantrasyonlarda hiicre 6liim oran1 %50°den ¢ok daha yiiksek oldugu tespit
edildi, 90 uM’dan daha diisiik konsantrasyonlarda ise hiicre canlilik oran1 %50°den
daha yiiksek ¢ikti. Bu sonuglar dogrultusunda IC50 degeri Embelin’in 90uM olarak
tespit edildi. Yapilan tiim bu ¢alismalar (her bir konsantrasyonda indiiklenmis ve
indiiklenmemis hiicre gruplar1 i¢in) dokuz kez tekrar edilerek ve ortalamalari

alinarak hesaplandi.

6.4.Akis sitometresi ile Annexin V-PIl apoptoz/nekroz analizi

SK-N-AS hicrelerinde WST-1 yontemi kullanilarak Embelin igin belirlenen 1C50
degeri, hiicrelere uygulanip 24 saat inkiibe edildikten sonra apoptotik/nekrotik hiicre
Oliimiiniin tipi, Akis Sitometrik Annexin V-Pl Apoptoz/Nekroz Analizi ile incelendi.
Her bir ornek icin akis sitometride 1x106 hiicre sayimi gergeklestirildi. TRAIL
ekspresyonu artirilmis adipoz doku kaynaklt mezenkimal kok hiicreler, “wild type”
olarak adlandirilan TRAIL plazmidi aktarilmamis MKH’ler ve embelin uygulanan
ndroblastoma hiicrelerindeki apoptoz oranlar1 Annexin-V/PI analizi ¢alismasi ile akis
sitometrisi cihazinda tayin edildi. Her asama i¢in 105 hiicre sayildi. Annexin V (-)
ve Pl (-) hiicreler saglikli, Annexin V (+) ve PI (-) hicreler erken apoptotik, Annexin
V (+) ve PI (+) hucreler gec apoptotik ve son olarak Annexin V (-) ve PI (+) hiicreler
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nekrotik olarak kabul edilmistir. Her bir alana diisen hiicre yiizdeleri hesaplandiktan
sonra ortalama yiizde degerler grafige gecirilmistir. Grafik siitunlarinda hem erken
apoptotik hem gec apoptotik hiicrelere ait yiizde degerleri toplanarak “apoptotik”
olarak adlandirilmistir. Annexin V (-) ve PI (-) hiicreler saglikli, Annexin V (+) ve PI
(-) htcreler erken apoptotik, Annexin V (+) ve Pl (+) hiicreler ge¢ apoptotik ve son
olarak Annexin V (-) ve PI (+) hiicreler nekrotik olarak kabul edilmistir. Her bir
alana diisen hiicre ylizdeleri hesaplandiktan sonra ortalama yiizde degerler grafige
gecirilmistir. Grafik siitunlarinda hem erken apoptotik hem gec¢ apoptotik hiicrelere

ait ylizde degerleri toplanarak “apoptotik™ olarak adlandirilmistir.

10

03
Adasal

Preopidiuim iodide
10¢
al

10!
asaaaml

100

102 103 10*
AnnexiaV FITC

100

Sekil 9. Kontrol SK-N-AS hiicreleri Annexin V analizi
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Kontrol hiicrelerinde akis sitometrik Annexin V analizlerinde canli hiicre sayisi
yiiksek ¢ikmistir. Sadece Annevin V uygulandigi i¢in Annexin V pozitifligi de diisiik

miktarda goriilmiistiir. Bulgular istatistiksel olarak gosterilmistir.

10°

4.32% 0,80%

Annaxin ¥V FITC

Sekil 10. Kontrol SK-N-AS hiicreleri Pl analiz

Kontrol hiicrelerinde akis sitometrik PI analizlerinde canli hiicre sayist yiiksek
cikmistir. Sadece PI wuygulandigi i¢in PI pozitifligi de diisiik miktarda

goriilmiistiir. Bulgular istatistiksel olarak gosterilmistir.
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Sekil 11. Kontrol SK-N-AS hiicreleri Annexin-Pl analizi

Kontrol hiicrelerinde akig sitometrik Annexin V-Pl analizlerinde canli hiicre sayisi
yiiksek c¢ikmistir. Annexin V ve PI pozitifligi de diisiik miktarda goriilmiistiir.

Bulgular istatistiksel olarak gosterilmistir.
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Sekil 12. Embelin ile indiklenen SK-N-AS hiicreleri Annexin V-PI analizi
Embelin ile indiiklenen hiicrelerde akis sitometrik Annexin V-PI analizlerinde canli

hiicre popiilasyonunun buna oranla apoptotik hiicre popiilasyounun varlhig

goriilmistiir. Bulgular istatistiksel olarak gosterilmistir.
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Sekil 13. Yabani tip MKH’lerle kokiiltiire edilmis yabani tip SK-N-AS hiicrelerinde

Annexin V — Pl analizi
MKH’lerle (MKH) birlikte Kkiiltiire edilmis yabani tip (NB) ndroblastoma

hicrelerinde akis sitometrik Annexin V-PI analizlerinde apoptotik hiicre

popiilasyounun varlig1 goriilmiistiir. Bulgular istatistiksel olarak gosterilmistir.
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Sekil 14. TRAIL vektorii tasiyan MKH’lerle kokiiltiire edilmis yabani tip SK-N-AS

hiicrelerinde Annexin-PI analizi

TRAIL vektorii tasiyan MKH’lerle birlikte kiiltiire edilmis yabani tip SK-N-AS
hiicrelerinde, akis sitometrik Annexin V-Pl analizlerinde apoptotik hiicre

poplilasyounun varligi goriilmiistiir. Bulgular istatistiksel olarak gosterilmistir.
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Sekil 15. Embelin ile indiiklenmis yabani tip SK-N-AS hcreleri ile yabani tip

MKH’lerin kokiiltiir sonras1 Annexin-Pl analizi
Embelin ile indiiklenmis SK-N-AS hicreleri ile birlikte kultire edilen yabani tip

MKH’lerin akis sitometrik Annexin V-Pl analizlerinde apoptotik hiicre

poplilasyounun varlig goriilmiistiir. Bulgular istatistiksel olarak gosterilmistir.
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Sekil 16. TRAIL vektori tastyan MKH’ler ve Embelin ile indiiklenmis yabani tip

SK-N-AS hiicrelerinin kokiltiir sonrasinda Annexin-Pl analizi

TRAIL vektorii tasiyan MKH’ler ile birlikte kiiltire edilen Embelin ile indiiklenmis
yabani tip SK-N-AS hicrelerinin akis sitometrik Annexin V-Pl analizlerinde
apoptotik hiicre popiilasyounun varligir goriilmiistiir. Bulgular istatistiksel olarak

gosterilmistir.
6.5. Akus sitometrik hiicre yasam dongiisii regiilasyon analizi

Embelin (90 uM) 24 saat inkibe edilen SK-N-AS hicrelerinin, hiicre yasam
dongusiinde meydana gelen degisim, akis sitometrik hiicre yasam dongiisii analizi ile
tayin edilmistir. Her bir Ornek i¢in akis sitometride 1x106 hiicre sayimi
gerceklestirilmistir. Embelin uygulanan noéroblastoma (SK-N-AS) hiicrelerin, TRAIL
ekspresyonu artirilmis adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler ve “wild
type” olarak adlandirilan TRAIL plazmidi aktarilmamis MKH’ler hiicreler ile birlikte

kiltiire edilmes, sonucu deisim,akis sitometrik hiicre yasam dongiisii analizi ile tayin
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edilmistir Her asama i¢in 105 hiicre sayildi Her bir hicredeki DNA pikleri
degerlendirilip GO/G1 ve G2/M belirlenmistir. Bu pikler arasinda kalan bdlge S fazi
olarak nitelendirilmistir. GO/G1 pikinden az DNA igerigine sahip hiicreler ise GO/G1
faz1 ve apoptotik hiicre olarak degerlendirilmistir. Pik alanlarina diisen hiicre
sayisinin sayilan toplam hiicre sayisina oranindan her bir faz i¢in hiicre yilizdeleri

hesaplanmis ve ortalama yilizde degerler grafige ge¢irilmistir.

ﬁ -
- GOAG
B
8-
: dpoptotic cells G2+

= phase

g
E }—<

1000
FL2-Area

Sekil 17. Kontrol SK-N-AS hiicreleri hiicre yasam dongiisii analizi

Kontrol hiicrelerinin yasam dongiisii analizlerine gore yasam donglistii fazlar

belirlenmis ve bulgular istatistiksel olarak gosterilmistir.
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Sekil 18. Embelin ile induklenen SK-N-AS hicrelerinde hiicre yasam dongiisii

analizi

Embelin ile indiiklen hiicrelerde yasam dongiisii fazlarindaki degisiklikler tespit

edilmis ve bulgular istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

f ¥ T y T
a0 1000
FL2-Arsa

Sekil 19. Yabani tip MKH’lerle kokiiltiire edilmis yabani tip SK-N-AS hiicrelerinde

Annexin V — Pl analizi
MKH’ lerle birlikte kiiltiire edilmis yabani tip SK-N-AS hcrelerinin, hicre yasam

dongiisii  fazlarindaki degisiklikler tepit edilmis ve bulgular grafik olarak

gosterilmistir.
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Sekil 20. TRAIL vektorii tasiyan MKH’lerle kokiiltiire edilmis yabani tip SK-N-AS

hicrelerinde Annexin-Pl analizi

TRAIL vektorii tastyan MKH’lerle birlikte kiiltiire edilmis SK-N-AS hiicrelerinin,
hiicre yasam dongiisii fazlarindaki degisiklikler tespit edilmis ve bulgular grafik

olarak gosterilmistir.

~ hpoptatic cslls G2

FL2-Area

Sekil 21. Embelin ile indiiklenmis yabani tip SK-N-AS hicreleri ile yabani tip

MKH’lerin kokiiltiir sonrasi Annexin-Pl analizi
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Embelin ile indiikklenmis SK-N-AS hiicreleri ile birlikte kilture edilen yabani tip
MKH’lerin hiicre yasam dongiisii fazlarindaki deisiklikler tespit edilmis ve bulgular
grafik olarak gosterilmistir.

§_' GO/G1

- Apoptatic calls GZ4M

FL2-Arsa

Sekil 22. TRAIL vektorii tastyan MKH’ler ve  Embelin ile indiiklenmis yabani tip

SK-N-AS hiicrelerinin kokultiir sonrasinda Annexin-Pl analizi
TRAIL vektorii tasiyan MKH’ler ile birlikte kiiltire edilen Embelin ile indiiklenmis

yabani tip SK-N-AS hiicrelerinin hiicre yasam dongiisii fazlarindaki deisiklikler
tespit edilmis ve bulgular grafik olarak gdsterilmistir.
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Sekil 23. Kokultir sonucunda SK-N-AS hiicrelerinde yapilan Annexin V-Pl

caligmalarinin grafikte gosterimi

+Anlamli degil NB+Embelin vs Kontrol

***n<0.001 NB-Embelin+wt-MSC, NB-Embelin+MSC-TRAIL vs Kontrol
**p<0.0012 wt-NB+wt-MSC vs Kontrol
**pP<0.0010 wt-NB+MSC-TRAIL vs Kontrol

SK-N-AS noroblastoma hucreleri mezenkimal kok hiicrelerle indirekt olarak
kokultlr edilmelerinin ardindan; noroblastoma hiicrelerinde akis sitometrisinde
Annexin V-PI analiziyle apoptotik hiicre tayinleri yapilmistir.Kontrol grubuna
(4,390+0,74) kiyasla kokiiltiir yapilan gruplarda apoptotik hiicre miktarinin artti
gozlemlenistir. Kokiiltire edilmeyen sadece Embelin uygulanan ndéroblastoma
hlcrelerinde apoptoz degeri kontrole gore anlamsiz ¢ikmustir.( 5,900£0,58)
(p<0.8972).Embelin ile indiiklenis SK-N-AS hiicreleri mezenkimal kok hucreleri ile
birlikte kokiiltiire edildiginde(31,63+1,53) (p<0,001) Embelin uygulanmayan SK-N
AS hicrelerinin mezenkimal kok hicre ile birlikte kilture edilen (16,29+0,15)

(p<0,0012) gruba gore daha fazla apoptoz gézlemlenmistir.
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TRAIL plazmidi tastyan ve TRAIL’1 daha fazla eksprese eden mezenkimal kok
hicrelerin (16,77£1,89) (p<0,001) TRAIL plazmidi tasimayan mezenkimal kok
hlicre grubuna(16,29+0,15) (p<0,0012g6re apoptoz dizeyi daha yiksektir. TRAIL
plazmidi tasiyan mezenkimal kok hiicreler ve Embelin uygulanan Noroblastoma
hicreleri kokiiltire edildiginde (21.98+0,53) (p<0,001) apoptoz oran1 TRAIL
plazmidi tasiyan mezenkimal kok hiicrelerle noroblastoma hucrelerinin kokaltir
edilmesine gore apoptoz oran1 daha yiiksektir.(16,77+1,89) (p<0,0010). Elde edilen

veriler anlamli bulunmustur.

Annexin V - Pl
a0

30

% Apoptoz

Sekil 24. XIAP inhibitori Embelin kullanilmis SK-N-AS hicreleri ile TRAIL
transfekte edilmis ve edilmemis MKH hiicrelerinin  kokdiltiir edilmesi sonucu

apoptoz oranlariin karsilastiriimasi.
+Anlamli degil wt-NB+Embelin vs Kontrol p<0.5835,

***p<0.0001 NB-Embelin+wt-MSC vs Kontrol
***p<0.0004 NB-Embelin+TRAIL-MSC vs Kontrol
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XIAP inhibitéri Embelin ile indiklenen noéroblastoma hiicrelerinde apoptoz orani
(5,900+0,58) (p<0,5835), kontrole gore (4,390£0,74) anlamsiz bulunmustur. TRAIL
transfekte edilmis(21.98+0,535)(p<0,0004) ve edilmemis mezenkimal kdk hiicrelerin
(31,63+1,53)(p<0,0001), embelin ile induklenen SK-N-AS hiicreleri ile birlikte
kokiiltire edildigindeki apoptoz degerleri embelin uyglanmig ndéroblastoma
hlcrelerine(wt-NB+Embelin)(5,900£0,58)(p<0,5835)gore daha anlamlidir.

Annexin V - Pl

% Apoptoz

Sekil 25. TRAIL transfekte edilmemis MKH hiicrelerine uygulanan embelinin
apoptotik etkisi ile TRAIL transfekte edilmis MKH hiicrelerine uygulanan embelinin

apoptotik etkisinin karsilastirilmasi.

+Anlamli degil wt-N+MSC-TRAIL,NB-Embelin+MSC TRAIL vs.Kontrol p<0.0825
** NB-Embelin+wt-MSC,wt-NB+MSC vs Kontrol

Embelin uygulanan noéroblastoma hicrelerinin mezenkimal kok hicre ile kultte
edilmesiyle elde edilen apoptoz vylzdesi (31,63+£1,53) (p<0,0019), Embelin
uygulanmayan ndroblastoma hiicresi ile TRAIL transfekte edilmemis mezenkimal

kok hicrenin birlikte kalturi(16,29+0,15) (p<0,0019)sonucuna goére daha yiksektir.
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TRAIL transfekte edilmis mezenkimal kok hiicrelerin embelin uygulanan
noroblastoma hicreleri ile kokultiire edilmesi sonucu elde edilen apoptoz
yuzdesi(21.98+0,53)(p<0,0825),TRAIL transfekte edilmis mezenkimal kok
hlcrelerin noéroblastomlarla yaptigi kokiltiir sonucunda elde edilen apoptoz
yuzdesinen(16,77+1,89) (p<0,0825)gore yuksektir.

Hiacre DOongusa
20+

kkk

% G2+M

Sekil 26. Kokultire edilmis hiicrelerin G2+M evresine etkisi

+Anlamli degil NB-Embelin+MSC vs Kontrol
+ Anlamli degil wt-NB+wt-MSC vs Kontrol
+Anlaml degil wt-NB+MSC-TRAIL vs Kontrol
***p<0.0006 wt-NB+Embelin
***p<0.004 NB-Embelin +TRAIL MSC

TRAIL vektoru aktarilmig ve aktarilmamis mezenkimal kok hiiceler ile embelin
uygulamis ve uygulanmamis noroblastoma hiicreleri kokiiltiire edildiginde hiicre
dongusitc G2+M evresinde kontrole grubuna (14,57+0,040) kiyasla embelin

uygulanan gruplarda G2+M evresinin azaldi gortilmistir. Embelin uygulanan

50



ndroblastoma hucrelerinde(10,11+0,280) (p<0,0006) ve TRAIL vektorii tasiyan
mezenkimal kok hicre ile embelin uygulanan néroblastoma hicresi kokultiire

edildiginde(9,918+0,53) (p<0,004) bulunan derler kontrole gére azlamustir.

TRAIL transeksiyonu yapilmamis mezenkimal kok hiicreler ile embelin uygulanmig
noroblastoma hiicreleri kokiiltiire edildigine gore kontrole kiyasla anlamli azalma
goriilmemistir(13,25+0,395). TRAIL transfeksiyonu yapilmis ve yapilmamis
mezenkimal kok hicrelerin néroblastoma hicreleri ile kokiiltiire edildiginde elde

edilen derler kontrole gére anlamsiz bulunmustur (13,53+0,450; 13,10+0,085).
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Sekil 27.Kokultir sonucunda hucre dongiisundeki apoptoz ytizdeleri
+Anlamli degil NB-Embelin+wt-MSC, wt-NB+wt-MSC,

wt-NB +MSC-TRAIL, wt-NB+Embelin vs Kontrol
***p< 0,004 NB- Embelin+ MSC- TRAIL vs Kontrol
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Kokiiltiir sonras1 yapilan hiicre dongiisii analizde apoptoz oranlar1 karsilastirilmistir.
Kontrole  (0,350+0,020) kiyasla  gruplarda (0,370£0,050;  0,350+0,010;
0,385+0,005; 0,535+0,125 ) apoptotik hiicre miktariin  degismedigi
gozlemlenmektedir. TRAIL vektorii tasiyan mezenkimal kok hiicreler ile embelin
uygulanan ndroblastoma hiicreleri kokiiltiire edildiginki apoptoz

miktar1(1,970+0,190) (p<0,004) kontrole ve diger gruplara gore artmustir.

6.6. NF-kB sinyal yolagi

Kullanilan kit Ser32/36’dan fosforillenerek ortama salinan [-xB seviyesini

olcmektedir. Bu durumda ortamda bulunan I-kB miktar1 ne kadar ytiksekse hiicredeki

NF-xB aktivitesi o kadar yiiksek olacaktir.

Sekil 28. I-«kB sinyal ileti yolagi analizi sonuglari
*****p<0,00001 wt-NB+Embelin,

NB-Embelin+wt-MSC, wt-NB+wt-MSC,
wt-NB+MSC-TRAIL, NB-Embelin+MSC-TRAIL vs Kontrol
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NF-kB yolag:i hiicrenin hayatta kalmasi ve proliferasyonuyla dogrudan ilgili bir
sinyal yolagidir. Hiicre canliligi yiikksek olan hiicrelerde daha aktiftir. Bu durumda
embelin ile indlklenen noroblastoma hiicrelerinde, fosforile olmus I-kB seviyesi
daha yiksek gorilmektedir (11,54+0,19) (p<0,00001) ve kontrol grubuna
(25,36+2,37) gore anlamlidir. Yabani tip MKH’lerle kokiiltire edilmis ve XIAP
inhibitorii kullanlilan noroblastoma htcrelerinde fosforile olan 1-xB seviyesi daha
diisiiktiir(6,419+0,31) (p<0,00001). TRAIL ekspresyonu artirilmis MKH’lerle
kokiiltiire edilmis yabani tip noroblastomalarda bu seviye daha diigmiis, hem TRAIL
ekspresyonu artirtlmis MKH’ler ve hem de XIAP inhibitorii kullanilan ngroblastoma
hiicrelerinin kokiiltiirii sonuglarinda ise fosforile olmus I-xB seviyesi (4,375%0,09;
6,419+0,31) (p<0,00001) diger gruplara gore en diisiik seviyedir. Bu da TRAIL 1n
indiikledigi apoptozda NF-kB aktivitesinin diistiigiinii gostermektedir. Hiicrelerin

oltime gidisiyle bu dogrudan etkilidir.
6.7.mTOR Sinyal yolag:
Kullanilan kit p-S2448°dan fosforillenerek ortama salinan Src tirozin kinazin

seviyesini 6lgmektedir. Kanser gelisimi sirasinda Src tirozin kinazin ekspresyonu

ve/veya aktivitesi artmaktadir.

MmMTOR Sinyal Yolagl
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Sekil 29. mTOR sinyal yolagi analizleri sonuglari
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*****p<0,00001 wt-NB+Embelin,
NB-Embelin+wt-MSC, wt-NB+wt-MSC,
wt-NB+MSC-TRAIL,
NB-Embelin+MSC-TRAIL vs Kontrol

TRAIL vektorii tastyan veya tasimayan mezenkimal kok hiicreler ndroblastoma
hicreleri ile kokiiltire edildiginde kontrole(11,40+0,20) gdre fosforilasyon
seviyelerinde(6,61+0,06; 8,15+0,10) (p<0,00001)azalmalar gorilmektedir. TRAIL
vektorii tagiyan veya tasimayan mezenkimal kok hiicreler embelin ile indiiklenen
noroblastoma hucreleri ile kokultire edildiginde kontrole (11,40+-0,20) gore
fosforilasyon seviyelerinde (3,91+0,10;5,09+0,11)(p<0,00001) anlamli azalmalar
gortlmektedir. Fosfoinozitid-3 kinaz (PI-3K) ailesi, bilyiime ve yasama sinyallerinin
iletiminden sorumlu proteinlerdir [Cheng M, Sexl V, Sherr C, Raussel M., 1988].
Reseptoriin uyarilmasindan sonra PI-3K, hiicre membraninda inozitol fosfolipidlerin
fosforilasyonunu katalizler. Fosfotidilinozitol trifosfat (PIP3), bu yolla olusan bir
lipid mediatordiir. PIP3, PIP3 bagiml kinazlar (PDK) ve protein kinaz B (PKB)’ nin
aktivasyonundan sorumludur. Protein kinaz B, Aktl ve Akt2 genleri tarafindan
kodlanan bir proteindir. Genler, viral v-akt onkogeninin insanda bulunan
homologlaridir. Sitokinler ve buytime faktorleri P1-3K ve PKB yolunu aktive ederek
hiicreler i¢in yasama sinyalleri olustururlar. Tiimo6r baskilayici proteinlerden PTEN
ise, PIP3 olusumunu inhibe ederek negatif diizenleyici rol oynar[Staal SP., 1987,
Nicholson KM, Anderson NG., 2002]. Protein kinaz B uyaris1 hiicre iginde ¢esitli
proteinlerin aktivitelerini etkilemektedir. Bunlardan biri, “mammalian target of
rapamycin (mTOR)” proteinidir. Kinaz aktivitesine sahip olan bu proteinin rapamisin
tarafindan inhibe oldugu gosterilmistir [Vogt PK., 2001]. S6 kinaz (S6K)
aktivasyonu ile S6 ribozomal proteinini aktive ederek, 5’TOP mRNA’larin
translasyonunu uyarir. Okaryotik inisiasyon faktorii 4E ile baglanan proteini (4E-BP)
inaktive ederek, 4E’nin serbest hale gelmesini saglar. Aktif hale gelen 4E ribozomal
proteinlerin translasyonunu uyarir. 5>TOP mRNA’lar, hiicredeki RNA miktarinin
%20’sini olusturur ve translasyon islevinde etkilidirler. 4E proteini de, bu mesajlarin

translasyonunda etkilidir. Sentezlenen proteinlerin, blyime faktorleri, onkoproteinler
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veya hicre dongusuniin dizenleyici proteinleri olmast mTOR’un 6nemini ortaya
koymaktadir. Rapamisinin, mTOR sentez artig1 goriilen tiimorlerde antitiimor etki
gOsterdigi bildirilmektedir [Nicholson KM, Anderson NG.,2002, Jefferies HB,
Fumagalli S, Dennis PB, et al.,1997, Schmelzle T, Hall MN.,199,Vogt PK.,]. mTOR
katabolik ve anabolik metabolizmalar arasinda anahtar islevi olan bir  kinazdir
[Faivre S, Kroemer G, Raymond E.,2006]. Rapamisin (sirolimus), 1975 yilinda Rapa
Nui’de toprak mahsullerinden dogal olarak tiretilmistir [Seghal SN, Baker H, Vézina
C., 1975]. Kanser gelisimi siirecinde Src tirozin kinazin ekspresyonu ve/veya
aktivitesi artmaktadir. Hiicrelerde inaktif halde bulunan endojen Src uyarilarla aktif
hale gegince, hem kinaz aktivitesi hem de SH domainleri iizerindeki kisitlayici
etkenler ortadan kalkar. Aktive olan protein, periferik alandaki adezyon bolgelerine
hareket eder. Src’nin katalitik aktivitesi ile tetiklenen sinyal iletimi mekanizmasi
hlicre buylmesi, adezyon ve migrasyon gibi fizyolojik islevleri yiiriitmektedir. Buna
gore, kanser hiicrelerinde Src aktivasyonunun kontroliiniin ortadan kalkmasi timor

biiyiimesini hizlandirabilir ve hiicrelerdeki invazyon potansiyelini uyarabilir.
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7. TARTISMA

Kansere kars1 gelistirilen yeni tedavi yaklagimlarina ragmen c¢ocukluk ¢agi kanser
Oliimlerinin yaklagik %15’inden n&roblastoma tlimorleri sorumludur. Biyolojik
davranisinda degiskenlik sunmasi nedeniyle, agresif bir yol izlemesinden dolay1
prognoz sagaltimi sorunlu olabilmektedir. Noroblastomada tedavi siireci ameliyat,
kemoterapi, radyoterapi gibi farkli yontemlerin uygulanmasiyla uzun bir dénemi
kapsamaktadir. Buna ek olarak noroblastoma rekiirrensleri yliksek diizeyde tedavi
rezistanst ve ¢ok kotli bir prognoz sergilemekte ve genellikle Gliimciil
seyretmektedir. ileri donem ndroblastoma tastyicilarinda goriilen, agresif bir tedaviye
ragmen kotii sonuglar alinmasi, yeni tedavi yaklagimlarini gerekli kilmaktadir. Diger
kanser tirlerinde uygulanan gen tedavi yaklasimlari ndroblastoma i¢in de
uygulanabilir géziikmektedir [Maris JM, Hogarty MD, Bagatell R, Cohn SL.,2007].
Gen tedavilerinde yasanan en biiyiik zorluklardan birisi, canli viicudunda vektorl
istenilen dokuya tasimaktir. Bu konuda kok hiicrelerin, kanser hiicrelerine dogru
gosterdikleri migrasyon, kok hiicreleri kanser hiicrelerine karsi tasiyici olarak
kullanilabilir kilmaktadir [Kabos P, Ehtesham M, Kabosova A, Black KL, Yu JS.
,2002].

Bir apoptoz indiikleyici ligand olan Tiimdér Nekroz Faktor Iliskili Apoptoz
Indiikleyici Ligand “Tumor Necrosis Factor (TNF)-related apoptosis-inducing
ligand” (TRAIL), hiicre membranindaki reseptoriine baglandiginda FADD gibi
iligkili domeynler iizerinden kaspaz-8 aktivasyonuyla hiicrenin apoptoza gitmesine
neden olmaktadir. Ayrica TRAIL normal hticrelerde toksik etki gostermezken
kanser hiicrelerinde apoptozu uyardigi igin de tedavide umut vericidir [Daris VR., et
al. 2010]. Apoptozda ekstrinsik ve intrinsik yollar arasindaki etkilesim Bid proteinin
kaspaz-8 tarafindan aktiflesen tBid araciligiyla saglanir. Bid ayrica diger hiicre ylizey
Olim reseptorleri olan TNF ve TRAIL araciligiyla da aktiflesebilmektedir. Yapilan
calismalarda, Bid’ proteini “knock out” yapilmis fare hepatositlerinde, TNF veya
anti-Fas ile apoptoz indiiklenmeye ¢alisildiginda, bu farelerde apoptozun olusmadigi
gozlemlenmisitir [Luo X. Budihardjo I. Zou H., Slaughter C., and Wang X., 1996].
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Bir kemoterapotik ajan olan aktinomisin D’nin (Act D) Bcl-XL anti-apoptotik
proteininin sentezini azaltarak Kaposi Sarkoma hiicrelerini TRAIL aracilt apoptozise
duyarl hale getirdigi gosterilmistir [Curr Opin Pharmacol, 2004]. Yine TRAIL ve
Act D’nin birlikte kullanildigr yaklasimlarla, TRAIL’a direngli prostat kanser
hicrelerinde Act D’nin XIAP anti-apoptotik molekiiliiniin sentezini azalttig
gosterilmistir. Bir bagka kemoterapdtik ajan olan etopozitin, TR-1 ve TR-2 6lim
reseptorlerinin  sentezini artirarak meme kanseri hiicrelerinde TRAIL aracili
apoptozun etkinligini 6nemli derecede artirdigi gosterilmistir [Curr Opin Pharmacol,
2004]. TRAIL’imn kanser hiicrelerindeki etkinligini artirmak i¢in kemoterap0tik
ajanlarin yaninda bagka yaklasimlarin, genel olarak TRAIL 6liim reseptdrlerinin ve
kaspazlarin sentezini artirarak, ve IAP ailesi liyesi molekiillerin veya anti-apoptotik

c-FLIP molekiiliiniin inhibisyonunu saglayarak fonksiyon gordiigii gosterilmistir.

Literatiirler 1s1g81inda mezenkimal kok hiicrelerin her ne kadar kanser hiicrelerine gogii
ve kanser hiicrelerini kontrollii 6liim sekli olan apoptoza yonlendirdigi bilinse de,
TRAIL geninin AD-MKH’lere transferi sonucunda mezenkimal kok hiicrenin bu
goclinden yararlanilarak kanser hiicresine gitmesi ve tasidigi TRAIL geninin ifade
edilmesiyle apoptozu artirmasi daha etkin olacaktir. Bizim ¢alismamiz sonucunda da,
mezenkimal kok hicrelerin, hem kontrol grubuna hem de embelin ile induklenen
noroblastoma kanser hiicrelerine gore apoptozu artirdigi goriilmiistiir. Mezenkimal
kok hicrelere TRAIL plazmidi transfekte edilmesiyle birlikte, yabani tip olarak
adlandirdigimiz, TRAIL plazmidi transfeksiyonu yapilmamis kok hiicrelere gore
apoptozu artirdigi tespit edilmistir. Noroblastoma da bunlarin igerisinde olmak iizere
baz1 kanser tiirlerinde TRAIL rezistans1 da tespit edilmistir. TRAIL direncinde
yalanci reseptorler denilen “Decoy receptor” (DcR)’ler ile 6liim reseptorlerinin orani
etkilidir. TRAIL, DcR1 ve DcR2’ye baglandiginda ileti gerceklesemeyecegi icin
DcR’lerin fazla olmast TRAIL’a bagli apoptozu yarismali olarak engellemektedir.
Ayrica birgok calisgmada TRAIL direnci ile anti-apoptotik molekiillerin etkilesimi de
incelenmistir. Bu anti apoptotik molekiillerin basinda c-FLIP (Cellular FLICE-
inhibitory protein) ve IAP (inhibitor of apoptosis protein) gelmektedir. c-FLIP;
FADD (zerindeki kaspaz-8 baglanma bdolgesini isgal ederek kaspaz kaskadi’nin

aktivasyonunu ve bdylece oliim sinyalini bloklayarak gergeklestirirken, IAP ise
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kaspaz-9/-3 ve kaspaz-7’nin aktivasyonu veya aktivitesini bozarak gergeklestirir. IAP
ailesinin iiyeleri arasinda; X-linked 1AP (XIAP), c-1AP1, c-1AP2 ve Survivin gibi
molekiiller bulunurlar. Bazi kanser tiirleriyle yapilan c¢alismalarda XIAP’in
seviyesinin  yiikksek olmasinin TRAIL’1n indiikledigi apoptozu blokladigi
gosterilmistir. XIAP, down-regiile edildiginde hiicreler TRAIL’a kars1 duyarli hale
gelerek apoptoz miktarlarinda belirgin artiglar gézlenmistir. XIAP 1 si-RNA ile
susturuldugu glioma hiicreleri ve TRAIL geni transfekte edilmis kordon kanmi kok
hicrelerinin birlikte ko-kiiltiire edilmesiyle yapilmis bir ¢alismada, XIAP’in down-
reglilasyonu kaspaz-3 ve kaspaz-9’un aktivasyonuna yol agarak glioma hiicrelerinde
apoptozu tetiklemistir. Apoptoz; mitokondri zar kaybi, Bax ve Bad’in up-
regulasyonu, Akt ve p-Akt molekillerinin down-regilasyonu ile FACS, TUNEL gibi
cesitli yontemlerle gosterilmistir [Dasari VR., et al., 2010].

Yaptigimiz calismada, Embelin ile noroblastoma hicrlerinde XIAP’mn inhibe
edilmesinin ardindan TRAIL ile uyarilan hiicrelerin daha fazla apoptoza gittigi
gorilmektedir. Bu sonuglar da bize, bizim kullandigimiz hiicrelerin de XIAP
tizerinden TRAIL’a kars1 direng gosterdigini ifade edebilir. Embelin kiigiik molekdil
agirlikli spesifik bir XIAP inhibitoriidiir, meme kanseri ve diger solid tiimorlerde
hiicre proliferasyonunu inhibe eder, apoptozu dizenler [Allensworth JL., et al.,
2012]. Embelinin meme kanseri hiicrelerinde hiicre dongusi G2+M evresini inhibe
ettigive apoptotik hiicre sayisinin arttigr gézlemlenmistir [Yang LI., et al.2012].
Yapilan ¢alismalar embelinin hiicre proliferasyonu ve apoptozla ilgili siklin D1,c-
Myc ve survivini down regile ettigi gozlenmistir.Siklin D1 hiicre dongiisiic GO-
Glfazinda 6nemli rol almaktadir [Nasmyth K., 19969]. Siklin D1 NF-xB kontrolu
altinda oldugundan diisiik siklin D1 embelin tarafindan inhibe edilmis NF-xB
gostergesidir. Benzer sekilde survivin ve c-Myc nin inhibisyonuda NF-xB’ nin
embelin tarafindan inhibisyonunun gostergesidir. Yapilan ¢alismada embelinin kolon
kanserinde c-Myc ekspresyonunu azalttigini,hiicre dongiisiinii,anjiyogenezi ve
apoptozu regiile ettigi goriilmiistiir [Einsenman RN., 2001, Nesbit CE, Tersak JM,
Prochownik EV.,1999,Baudino TA., et al., 2002, Bertl E, Bartsch H, Gerha C.,2006].
Embelin prostat kanseri hicrelerinde kaspaz aktivasyonunu saglayarak hiicre

blylmesinin inhibisyonunu ve hicre 6lumini saglamistir [Danquah M.,2009]. Anti-
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apoptotik proteinlerden olan BCL-2 ailesi proteinleri ise yine TRAIL tarafindan
induklenen apoptozu inhibe ederler. Anti-apoptotik proteinler, phosphatidylinositol-
3-kinase (PI3K), Akt, Nuclear factor-kappa B (NF-kB) veya inhibitér kappa B (IkB)
ailesi transkripsiyon faktorleri tarafindan kontrol edilir [Mellier G, Huang S, Shenoy
K, Pervaiz S., 2010].

TRAIL reseptorlerinden DR4 ve DR5’in NF-«kB sinyal yolu ile iliskisi bilinmektedir.
TRAIL direngli hicrelerde NF-xB’ nin aktivasyonu sonucunda hiicre
proliferasyonunda ve sag kaliminda artis gozlenmektedir. Tiimor hiicrelerinde 6liim
reseptorleri sinyallerindeki defekt sonucunda NF-kB’ye bagli olarak hiicre
proliferasyonu, metastazi ve invazyonunda artis gézlenmektedir. Ravi ve arkadaslar
NF-kB’nin tumor hiicrelerindeki bu etkisinde NF-kB-alt {initelerinden olan “RelA
(p65)” ve “c-Rel”in rol oynadigini 6nermislerdir. TRAIL uygulanmasinin ardindan
RelA’da over-ekspresyon, kaspaz-8, DR4 ve DRS5 ekspresyonlarinda azalma
g0Ozlenirken c-1AP1 ve c-IAP2’de artis gozlenmekte ve biiyiik 6l¢lide anti-apoptotik
bir siirecle sonu¢lanmaktadir. Bunun tersine ise TRAIL’1n uygulanmasindan sonra c-
Rel’in over-ekspresyonu ile de DR4, DR5 ve Bcl-Xs’nin artmast; c-1AP1, c-IAP2 ve
survivin’in inhibisyonu ve pro-apoptotik siirecin baslamasi goriilmektedir [Mellier
G., et al. 2010].

Sinyal iletimi yollarin1 ve sinyal proteinlerini hedef alan onkojenik mutasyonlara sik
olarak rastlanmaktadir. Sinyal iletiminde meydana gelen degisimler hiicrenin
cogalma ve/veya yasama islevlerinin kontroliinii ortadan kaldirir. Boylelikle,
onkojenik sinyal iletimi timdr gelisimi ile invazyon/metastaz siirecinde etkin rol
oynamaktadir. |I-kB  (inhibitoér-kB)  proteinleri  sitoplazmada  NF-kB/Rel
transkripsiyon faktorlerine bagli bulunmaktadir. Bu durumda kompleks inaktif
formdadir. I-xB fosforilasyonunun ardindan, I-xB’nin proteazom aracili yikimu ile,
NF-kB/Rel kompleksi fosforillenmek ve ¢ekirdege gitmek iizere salinarak aktif
forma gecer. I-kB fosforilasyonunu sitokinler, biiyiime faktorleri ve kemokinler gibi
bir¢ok hiicre dis1 sinyal molekiilleri uyarmaktadir. NF-kB’nin salinmasinda I-xB’nin
Ser32/36’dan fosforillenmesi Onemlidir. Ve bu boélgenin fosforilasyonu NF-xB

aktivasyonunun iyi bir belirtecidir. Yaptigimiz sinyal yolaklari analizlerinde, I-
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kB’nin hiicredeki miktari, NF-xB aktivitesi ile ve dolayisiyla hiicre canliligiyla
ilgilidir. Bu durumda yabani tipteki MKH’lerle birlikte kokiiltire edilmis
noroblastoma hiicrelerinde, fosforile olmus I-xB seviyesi daha yiiksek goriilmektedir.
Hem TRAIL ekspresyonu artirilmis MKH’ler ve hem de XIAP inhibitorii kullanilmis
noroblastoma hiicrelerinin kokdiltiirii sonuglarinda ise fosforile olmus [-kB seviyesi
diger gruplara gore en diisiik seviyedir. Bu da TRAIL 1n indiikledigi apoptozda NF-
kB aktivitesinin diistigiinii gostermektedir. Antikanser ajanlar olarak mTOR
inhibitorlerinin ortaya ¢ikist ana molekiilden ziyade rapamisin analoglar ile
baslamigtir. Guncel olarak bu analoglar temsirolimus, everolimus, ridaforolimus ve
deforolimustan  olugsmaktadir., mTOR inhibitorlerinin  kanserli  hastalarda
giivenilirlikleri ve etkinlikleri kanitlanmistir. mTOR inhibitorleri ile yapilan klinik
calismalar uzun siireli objektif timér yanit1i saglamistir [Motzer RJ, Escudier B,
Oudard S, et al., 2008, Atkins MB, Hidalgo M, Stadler WM, et al., 2004].

MTOR inhibitorii ilaglarin meme, lenfoma, akciger, mide ve sarkom kanserlerini
icine alan ¢esitli solid tiimorlerde etkinligi gosterilmistir [Yuan R, Kay A, Berg WJ
and Lebwohl D., 2009]. PI3K/ AKT/ mTOR sinyal yolaginin diizensizligi birgok
kanser tipinin patogenezinde rol oynamaktadir. mTOR Oncesi ve sonrasi sinyal
yolaklarimin her ikisi de insan kanserlerinde yaygin olarak bozulmustur. mTOR,
PI3K/AKT’ nin asag1t dogru akim yolaginda fonksiyon gdsteren anahtar bir kinaz
olarak tanimlanmistir ve bu ylizden inhibisyonu, potansiyel olarak énemli terapotik
bir hedef olarak belirlenmistir. mTOR apoptotik hiicre dlimdinin dizenlenmesinde
etkilidir. Apoptotik 6lumde temelde p53, B-hucreli lenfoma 2 (BCL2), BCL2-
antagonisti (BAD), p21, p27 ve c-myc gibi sinyal iletim hedefleri belirleyicidir.
MTOR aktivasyonu hicre dlumuni dizenleyen bu molekilleri inhibe eder [Faivre
S, Kroemer G, Raymond E., 2006].

Yine baska ¢alismalarda mTOR’un tiimdr hiicre motilitesinde, anjiyogenezinde ve
kanser metastazlarinin regiilasyonunda 6nemli rol oynadigi gosterilmistir [Zhang L,
Fang B.,2005]. Kanser hiicrelerinde, hipoksi anjiyogenezin en gii¢lii uyaricisidir.
Hipoksiye hiicresel cevabi diizenleyen en onemli proteinler HIF’lerdir. HIFa ve

HIFb sublnitlerinden olusur. Hipoksik durumlar HIF’leri aktive eder, bu da
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anjiyogenez igin gerekli ¢esitli biiyiime faktorlerinin ekspresyonunu uyarir. Bu
faktorler arsinda VEGF, temel fibroblast biiyii- me faktori (bFGF) ve trombosit
blyiime faktori (PDGF) bulunmaktadir. Besin ve biiyiime faktorleri bol miktarda
bulundugunda, mTOR aktive olur, bu da protein sentezi, hiicre biliylimesi ve hiicre
gelisimine neden olur. p53 geni DNA hasar1 ve diisiik besin seviyeleri gibi hiicrede
stresi indiikleyen sartlar altinda aktive edilen kritik bir tiimor baskilayici proteini
kodlamaktadir. Bu proteinler siklikla malignitelerinde eksiklige veya mutasyona
ugramiglardir ve fonksiyonlarini kaybetmeleri kemoterapiye direncle iliskilidir.
Yakin zamandaki bulgular mTOR sinyalinin p53 tarafindan inhibe edildigini ve
p53°deki fonksiyon kaybinin mTOR aktivasyonuyla sonuclandigini  gdstermektedir
[Vazquez A, Bond EE, Levine AJ, Bond GL.,2008]

Calismamizdan elde edilen bulgular istatistiksel olarak one way Anova ile
degerlendirildiginde; TRAIL ekspresyonu artirilmis mezenkimal kok hiicrelerin,
embelin uygulanan noéroblastoma hiicreleri zerinde apoptozu indikleyerek hiicre
canliligini  etkiledigini ve bu yolla hicre proliferasyonunu inhibe ettigini
gostermektedir. Diger bir ¢alismada NF-kB ve mTOR sinyal ileti yolaklar1 analiz
edilmistir.Hem sinyal yolaklariyla ilgili yapilan ¢aligmalar, hem de Annexin V-PI
tayin yonteminin bulgulari; TRAIL ekspresyonu artirilmis mezenkimal kok

hicrelerin néroblastoma hiicreleri tizerinde apoptozu indiikledigini desteklemektedir.
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TEZ KONTROL CiZELGESI

Evet | Hayir

Metin A4 (21x29.7 cm) boyutunda 70-100 gr birinci hamur beyaz kagida hazirlandi mi? +
Her sayfanin solunda 4 cm, saginda 2.5 cm, Ustlinde ve altinda 3 cm bosluk birakildi mi? +
Ciktilar kaliteli ¢ikti veren bir bilgisayar kullanilarak, kagidin ¢ift yiziine alindi mi? +
Yazi karakteri olarak Times New Roman kullanildi mi? +
Tez basligi ve ana basliklar 14 punto, diger yazilar 12, gerektiginde 9-10 punto yazildi mi? +
Noktalama isaretlerinden sonra bir karakter ara verildi mi? +
Satir araligl ve paragraf araligl standartlarina uyuldu mu? +
Ana ve ara basliklar uygun puntoda ve 6zelliklerde yazildi mi? +
Kisaltma ve simgeler uygun sekilde yapildi mi? +
Sekil, resim ve tablolar listesi uygun sekilde hazirlandi mi? +
Varsa, alintilar uygun sekilde yazildi mi? +
Varsa, dipnotlar uygun sekilde yazildi mi?

Sayfa numaralandirmalari uygun sekilde yapildi mi? +
Turkge 6zet tezin icerigini yansitiyor mu? +
Turkge 6zetin kelime sayisi agisindan uygun uzunlukta mi? +
Tiirkge 6zete 6nerilen sekilde anahtar kelimeler konuldu mu? +
ingilizce 6zete tezin basligi konuldu mu? +
Tirkce ve ingilizce dzet birbiri ile uyumlu mu? +
ingilizce 6zetin kelime sayisi agisindan uygun uzunlukta mi? +
ingilizce 6zete anahtar kelimeler konuldu mu? +
Sekil, resim ve tablolar uygun élgllerde hazirlandi mi? +
Sekil, resim ve tablolarin Ust, alt baslk ve aciklamalari uygun sekilde yazildi mi? +
Tez dis kapagina 2x2 cm olgllerinde liniversitenin mavi renkli amblemi yerlestirildi mi? +
Kapakta yalniz tez bashgi 14 punto ve koyu renk, diger yazilar 12 punto ile yazildi mi? +
Kaynaklar metin icinde dogru sekilde kullanildi mi? +
Tez sonunda kaynaklar listesi uygun sekilde yazildi mi? +
Tezde kullanilan bitiin kaynaklar elde mevcut mu? +
Ekler uygun basliklarla, tezdeki sunus sirasina gore, ayri sayfalardan baslamak tzere verildi mi? |+
Beyan uygun formatta yazildi mi? +
Ozgecmis uygun formatta yazildi mi? +
Tez onay formu eklendi mi? (Savunma sinavi sonrasinda) +
Tez uygun sekilde ciltlendi mi? (Savunma sinavi sonrasinda) +




