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OZET

Amac: TRAIL (TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand) ligandi, dliim reseptorlerine
baglandiginda hiicreyi apoptoza yonlendirebilen TNF ailesi {iyesi bir sitokindir.
Apoptotik sinyal iletme yetenegine sahip iki adet hiicre yiizeyi reseptorii bulunmaktadir.
TRAIL sinyal yolagina dair birgok nokta aydinlatilmis olmasina ragmen, reseptorlerin
regiilasyonu hala tam olarak anlagilamamigtir. Kanser hiicrelerini TRAIL aracilt
apoptoza yonlendirebilmenin ilk kosulu, DR4 ve DRS reseptorlerinin hiicre yiizeyinde
ifade edilebilmesidir. DR4’lin plazma membranina tasinma mekanizmas: kismen
anlasilmis olsa da, DR5’in hiicre yiizeyine nasil ¢iktig1 bilinmemektedir.

Yontem: Tez calismamizda, LNCaP ve HelLa hiicrelerinde HuR ve Vps39 proteinlerinin
ifadeleri, sirasiyla anti-HuR ve anti-Vps39 siRNA’larn ile baskilandiktan sonra, bu
hiicrelerden sitoplazmik, niiklear ve plazma membran fraksiyonlar1 elde edildi. Bu
fraksiyonlarda Western Blot ve ELISA yontemleriyle DRS reseptér miktar tayini
yapilarak HuR ve Vps39 baskilanmasinin DRS seviyeleri {izerindeki etkileri
degerlendirildi. siRNA ile transfeksiyon sonrast TRAIL-aracili apoptoz ve nekroptoz
oranlari, ELISA yontemi araciligtyla belirlendi.

Bulgular: HuR proteininin baskilanmasi, Western Blot ve ELISA (p=0,036) verilerine
gore LNCaP hiicre hattinda DR5’in hiicre ylizeyindeki ifadesini diisiirmiistiir. Benzer bir
sonu¢ HeLa hiicre hatti i¢cin de gecerlidir. HeLa hiicrelerinde ayni zamanda HuR
baskilanmasi sonucu DRS yiizey ifadesindeki azalmaya paralel olarak TRAIL aracilt
apoptoz engellenmistir. Vps39’a iligskin sonuglarimiza gore ise, bu proteinin baskilandigi
durumda her iki hiicre hattinda da niiklear DRS miktarinin degistigi, ancak Vps39’un
DR5’in hiicre yiizey ekspresyonunda direk etkili olmayabilecegi goriilmiistiir.

Sonug¢: Sonu¢ olarak, HuR proteini DRS5’in yiizey ifadesini etkilemektedir. Bu
mekanizmanin dogrulanabilmesi ve daha ayrintili bigimde aydinlatilabilmesi i¢in, farkl

hiicrelerde de gergeklestirilecek ileri caligsmalar 6nemli olacaktir.

Anahtar Kelimeler: TRAIL, DRS, yiizey ifadesi, HuR, kanser



ABSTRACT

Objective: TRAIL (TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand), which is a member of
the TNF superfamily of cytokines, can induce apoptosis when bound to its death
receptors. It has two apoptosis-initiating receptors. Although much about TRAIL
signaling pathway has been elucidated, details regarding to the regulation of its receptors
still remain highly elusive. The first requirement for the TRAIL-induced apoptosis to
occur in cancer cells is that these cells express the TRAIL death receptors DR4 and/or
DR5 on their surface. Unlike DR4, cell surface expression mechanism of which is
relatively well understood, translocation means of the DR5 receptor to the plasma
membrane is still unknown.

Methods: In the context of this thesis study, following suppression of the HuR and
Vps39 expressions via the anti-HuR and anti-Vps39 siRNAs, respectively, in LNCaP
and HeLa cell lines; cytoplasmic, nuclear, and membrane fractions were isolated. Effects
of HuR and Vps39 knockdown on DRS5 expression in different subcellular fractions
were evaluated by Western Blot and ELISA assays. Moreover, TRAIL-induced
apoptosis and necroptosis levels following siRNA transfections in the above-mentioned
transfected cells were determined via the ELISA method.

Results: HuR knockdown in LNCaP cells were found to decrease DRS surface
expression as shown by both Western Blot and ELISA (p=0,036). Similar results were
obtained from experiments performed on the HeLa cell line. HeLa cells also displayed
reduced apoptosis levels in parallel with the HuR knockdown-related decrease in surface
expression of DRS. Our results related to the Vps39 protein revealed that, nuclear DRS
expression was altered in both cell lines following its suppression, however that Vps39
may not be directly involved in the cell surface expression of DRS.

Conclusion: As a consequence, HuR protein influences the plasma membrane
expression of DRS5. In order for these results to be confirmed, and revealed in more

detail, further studies to be held also in different cell types will be significant.

Key words: TRAIL, DRS, surface expression, HuR, cancer
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1. GIRIS

TNF ailesi iiyesi olan TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand (TRAIL), immiin
sistemin Onemli bilesenlerinden biridir. Baglanabildigi bes farkli reseptor bulunmasi
bakimindan dahil oldugu ailenin diger {iyelerinden ayrilan TRAIL, degisik dokularda
cok yaygin ekspresyon gostermesi agisindan da 6zel bir molekiildiir. Ayrica bu alandaki
caligmalar, TRAIL/TRAIL-R sisteminin, apoptotik yolaklar yaninda anti-apoptotik
yolaklar1 da indiikleyebildigini gostermistir. Ancak, in-vitro ve in-vivo ortamlarda kanser
hiicrelerini dldiiriirken saglikli hiicreleri sag birakmak gibi ¢ok dnemli segici 6zelliginin
ortaya c¢ikartilmasi, TRAIL iizerine olan ilginin kanser arastirmalari alaninda
yogunlagmasina neden olmustur. Buna paralel olarak, TRAIL’1n diyabet, ndrodejeneratif
hastaliklar ve otoimmiinite gibi ¢ok onemli patolojilerde rol oynadigi gosterilmis olsa
da, TRAIL iizerine yiiriitiilen ¢aligmalarin ve yayinlanan makalelerin biiylik ¢ogunlugu
kanserle iligkilidir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan tiim diinyada 2012 yilindaki
Oliimlerin sayist 56 milyon kisi olarak verilmis, bunlarin 8.2 milyonunun kansere bagl
olarak hayatin1 kaybettigi ifade edilmistir. Yine ayni verilere gore 2012 yilinda 14
milyon kanser vakasi bildirilmistir ve bu saymin 6niimiizdeki yirmi sene i¢inde yilda 22
milyona ulagsmast beklenmektedir. Bu carpici tablo, kanserin gelisim mekanizmasinin
daha iyi anlagilmasi, yeni terapdtik yaklagimlarin gelistirilmesi, ve mevcut tedavi
yontemlerine karsi direncin kirilmasina yonelik aragtirmalarin 6nemini net bir sekilde

ortaya koymaktadir.

Bir dizi hiicre hattinda reseptor-selektif mutant olusturarak yiiriitiilen ¢caligmalar, TRAIL
reseptorlerinden DR5’in apoptoz sinyallesmesine katkisinin DR4’e kiyasla ¢ok daha
fazla oldugunu ortaya koymustur. DR4 ve DR5’in hiicresel kompartmentalizasyonlarinin
rapor edildigi ¢alismalar1 derleyen 2014 tarihli Nature yayinia gore, bir dizi timor
dokusunda ve kanser hiicre hattinda DRS5’in niiklear lokalizasyonuna daha sik
rastlanmaktadir. Yine 2014 yilinda yayinlanan bir ¢alismayla, DR5’e hiicre ¢ekirdeginde
rastlanmasina yeni bir aciklama getirilebilmistir. Buna gore, normalde hiicre ylizeyinde
bulunmasi gereken DRS hem niikleusa go¢ ederek TRAIL’in etkinligini diisiirmekte,
hem de ¢ekirdekte mikroRNA biyogenezine karisarak hiicreye ekstra sagkalim avantaji
yaratmaktadir. Bu bilgiler 151¢inda DR5’in hiicre yiizeyinde ifade edilmesinin hangi

1



mekanizmalarla kontrol edildigi sorusu biiylik 6nem kazanmaktadir. DR4 ve DRS5’in
plazma membranma entegrasyonlarinin farkli sekillerde gerceklestiginin gosterildigi
2004 yilindan bu yana literatiirde DR5’in ifade mekanizmasina iligkin bir ¢aligma
yaymlanmamistir. TRAIL’in ve reseptor agonistlerinin kanser tedavisinde kullanilmasi
diisiincesi bilim diinyasinda biiyliik heyecan yaratmis ve bu yonde faz caligmalari
baslatilmistir. Ancak arzu edilen sonuglarin elde edilememesi bilim insanlarini TRAIL
direncinin mekanizmalarini aragtirmaya yoneltmistir. Bu sayede TRAIL aracili apoptozu
etkileyen pek ¢ok faktdr agiga cikarilmis olmasina ragmen, DR5’in regiilasyonu tam
olarak anlagilamamistir. Etkili TRAIL tedavilerinin gelistirilebilmesi i¢in reseptor
biyolojisine dair literatiirdeki aciklarin kapatilmasi biiyiikk 6nem arz etmektedir. Bu
amacla, tez projemizde HeLa ve LNCaP hiicrelerini kullanarak DRS reseptdriiniin hiicre

ylizeyine ¢ikis mekanizmasini arastirdik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand)

TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) ilk defa 1995 yilinda tanimlanmis olan,
apoptozu indiikleyebilen, TNF ailesi tiyesi bir liganttir (Wiley ve ark. 1995). N-terminal
bolgelerinde korunmus diziler icermeyen TNF ailesi iiyeleri, C-terminal bolgelerinde
onemli derece korunmuslardir (Smith ve ark. 1994). TRAIL, C-terminal amino asit
dizisi TNF-alfa’ya %23, Fas ligand’a ise %28 (Wiley ve ark. 1995) oraninda benzerlik
gosterdigi i¢in bu isimle anilmaktadir. TRAIL, hem membran bagh formda (mTRAIL)
sentezlenebilir, hem de sistein proteazlar tarafindan proteolitik olarak kesilerek
coziilebilir formda (sTRAIL) bulunabilir (Wajant ve ark. 2001). TNF ailesinin diger
iiyelerinden farkli olarak, TRAIL’1n baglanabildigi bes farkli reseptér bulunmaktadir.
Bunlardan ikisi 6liim reseptoriidiir, ve TRAIL-R1 (DR4) ve TRAIL-R2 (DRS5) olarak
adlandirilirlar. Bu reseptorler, sitoplazmik kisimlarinda bulunan 6liim domaini (DD)
sayesinde ligand bagimli olarak apoptotik sinyal iletebilirler. TRAIL reseptorlerinden
diger ikisi ise fonksiyonel DD bulundurmaz. Bunlar ekstraselliiler bolgelerindeki yiiksek
homoloji sayesinde DR4 ve DRS5 ile ligand baglama agisindan rekabete girerek
TRAIL’1n apoptoz yetenegini etkiledikleri i¢in yalanci/tuzak reseptorler olup, TRAIL-
R3 (DcR1) ve TRAIL-R4 (DcR?2) olarak adlandirilmistir. DcR2, sitoplazmik bdlgesinde
fonksiyonel olmayan kesik bir DD igerirken (Marsters ve ark. 1997), DcRI’in
sitoplazmik bolgesi yoktur ve hiicre membranina sadece bir glikofosfolipid grubu ile
baglhdir (Degli-Esposti ve ark. 1997). TRAIL’1n baglanabildigi besinci ve son reseptor
ise, hiicre zarma baglh bulunmayan osteoprotegerin’dir (OPG/TRAIL-RS) (Pan ve ark.
1997, Griffith ve Lynch 1998).
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Sekil 2.1. TRAIL reseptorleri (Wang ve El-Deiry 2003)

2.2 TRAIL Sinyallesmesi

Membrana bagli veya ¢oziinebilir olarak sentezlenen TRAIL’in, fonksiyonel formu
reseptOrlerine homotrimerik olarak baglanir (Pitti ve ark. 1996). Trimerik ligandin
sistein birimleri tarafindan ¢inko (Zn) baglanmasi, hem trimerik yapinin stabilitesi, hem
de optimal biyolojik aktivitesi icin gereklidir (Bodmer ve ark. 2000). Ligand
baglanmasinin ardindan hizla reseptor trimerizasyonu gerceklesir. Birden fazla reseptor
trimerinin 6zellikle lipid raftlarda bir araya gelmesiyle biiyiik reseptor agregatlart olusur
(Song ve ark. 2007). Reseptor trimerlerinin molekiiler bilesiminin homotrimer mi
heterotrimer mi oldugu konusunda ¢eliskili veriler de mevcuttur (Kischkel ve ark. 2000,
van der Sloot ve ark. 2006, Bin ve ark. 2007). Reseptor trimerizasyonunu takiben FADD
proteini (Fas-associated death domain-containing protein), yapisindaki 6liim domaini
(DD) araciligiyla reseptor kompleksindeki DD bolgesine baglanir (Walczak ve Haas
2008). FADD molekiilii, diger fonksiyonel domaini olan DED (Death effector domain)
sayesinde prokaspaz-8’i baglar (Bodmer ve ark. 2000). FADD’a baglanan prokaspaz-8
molekiilleri DED domainleri sayesinde baska prokaspaz-8 molekiillerine baglanarak bir
zincir olustururlar (Dickens ve ark. 2012). Bdylece, apoptozun baslamasinda kritik
oneme sahip olan DISC kompleksi (Death-inducing signaling complex) olusur ve
prokaspazlarin kirpilarak aktif kaspaz-8’e doniisiimii gerceklesir (Pennarun ve ark.
2010). Kaspaz-8 aktivasyonu prokaspaz-3, 6, ve 7 gibi diger prokaspazlarin kirpilip

aktiflesmesine neden olur ve Tip 1 hiicreler boylece apoptoza yonelir. Tip 2 hiicrelerin
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apoptotik 6liimii ise hiicre i¢i apoptotik yolaklarin da agilmasinmi gerektirir. Bir Bcl-2
ailesi iiyesi olan Bid proteini kaspaz-3 tarafindan kirpilir ve tBid (truncated Bid) olusur
(Huang ve ark. 2016). tBid, mitokondri membraninda Bak ve Bax proteinleri ile
kompleks olusturarak membranin gegirgenligini bozar ve porlarin agilmasina neden olur
(Chalah ve Khosravi-Far 2008). Acilan porlardan salinan sitokrom c molekiilleri
sitoplazmada Apaf-1’e baglanir. CARD domaini (Caspase-recruiting domain) sayesinde
prokaspaz-9 baglayan Apaf-1, oligomerik bir yapi olusturarak apoptozom adi verilen
kompleksi meydana getirir. Bu komplekste prokaspaz-9’un kirpilarak aktif kaspaz-9’a
doniisiimii gergeklesir (Hu ve ark. 1999). Kaspaz-9 ise efektor kaspazlar aktiflestirerek

hiicrenin apoptoza gitmesine neden olur.

TRAIL/Apo-2r. (D)

DcR1 DcR2

Mitokondri

Prokaspaz -8 ! Prokaspaz-10

depaz -8

Apoptozom /Y

l / Kaspaz-3,-6,-7 \

Kaspaz-9 APOPTOZ

Kaspaz 10

Sekil 2.2. TRAIL aracili apoptoz yolag: (Safa 2012).

Apoptotik sinyal yolaklarinin yan1 sira, TRAIL’in apoptotik olmayan yolaklar1 da aktive
ettigi bilinmektedir. Ko-immiinopresipitasyon calismalari, ligand baglanmasini takiben

TRAIL reseptorleri iizerinde DISC kompleksinin yan1 sira RIP1, TRAF2 (TNF receptor-
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associated factor 2) ve NEMO (NF-«B essential modulator) proteinlerini igeren ikincil
bir kompleksin daha olustugunu gostermistir (Varfolomeev ve ark. 2005). Her iki
TRAIL reseptoriiniin de NF-xB yolagin1 aktive edebildigi gosterilmistir (Schneider ve
ark. 1997). MAPK (Mitogen-activated protein kinase) yolaklarinin da TRAIL
aracilifiyla acilabildigi bilinmektedir. TRAIL ile muamele edilen hiicrelerde hiicre
tipine de bagl olarak kaspaz bagimli veya bagimsiz bicimde JNK (c-Jun N-terminal
kinase) yolaginin aktive oldugu bildirilmistir (Muhlenbeck ve ark. 1998). Diger bir
MAPK yolagi olan p38’in de TRAIL aracilifiyla aktiflesti§ini gdsteren caligmalar
mevcuttur (Lee ve ark. 2002, Weldon ve ark. 2004). Bunun yani sira, ERK
(Extracellular-signal regulated kinase) proteinlerinin TRAIL araciliiyla aktiflestigi de
birden fazla ¢alismada rapor edilmistir (Belyanskaya ve ark. 2008, Vilimanovich ve
Bumbasirevic 2008). TRAIL’in aktiflestirebildigi bir diger apoptotik olmayan protein
TAK1 (TGF-p activated kinase 1)’dir. HeLa hiicrelerinde TAK1’in TRAIL aracili
aktivasyona ugradigi, TAK1 baskilanmasinin TRAIL aracili apoptozu kuvvetlendirdigi
gosterilmistir (Choo ve ark. 2006). Tiim bunlarin yaninda PKC (Protein kinase C)
(Trauzold ve ark. 2001), Akt (Protein kinase B) (Zauli ve ark. 2005) ve Src (Song ve
ark. 2010) kinazlarin da TRAIL muamelesi sonucu aktiflesebildigi bilinmektedir.

23 TRAIL-Aracih Apoptoza Diren¢

TRAIL molekiiliiniin diger 6lim ligandlarindan farkli olarak, transforme hiicreleri
apoptoza yonlendirip normal hiicrelere zarar vermediginin kesfedilmesi, 6zellikle kanser
aragtirmalar1 alaninda heyecan yaratmistir (Ashkenazi ve ark. 1999, Walczak ve ark.
1999). Oyle ki, bu molekiiliin reseptdr agonistlerinin terapide kullanimi icin faz
caligmalar1 baslatilmis ve halen devam etmektedir (Bellail ve ark. 2009). TRAIL’in
genel olarak normal ve saglikli hiicrelerde apoptotik etki gdstermeyip kanser hiicrelerini
oldlirmesinin, bununla birlikte baz1 kanser tiplerinin ve hiicre hatlarinin TRAIL aracili
apoptoza direng gostermesinin mekanizmasi olarak cesitli senaryolar ortaya atilmistir.
Bunlardan biri, normal hiicrelerde kanser hiicrelerine gore daha yiiksek miktarda DcR1
ve DcR2 ekspresyonu olmasidir (Sheridan ve ark. 1997). Bu yalanci reseptorler,
ortamdaki serbest TRAIL molekiillerini tizerlerine ¢ekerek apoptozu indiikleyebilen
DR4 ve DR5’e baglanmalarini etkileyebildikleri gibi, DR4 ve DRS ile heterotrimerik

kompleksler olusturarak bu reseptorlerin fonksiyonunu da degistirebilirler. Bazi kanser
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hiicre hatlarinda ise, DR4 ve DRS5’in siirekli olarak endositoz yoluyla hiicre igine
alinmas1 apoptoza direng ile iliskilendirilmistir (Zhang ve Zhang 2008). Bu durum da
TRAIL direncinin mekanizmalarindan  biridir. Hiicre ylizeyindeki reseptor
kombinasyonunun yani sira, bu reseptorlerin sitoplazmik birimlerinin diger proteinlerle
etkilesimi de TRAIL direncinin sebeplerinden biri olarak sunulmustur. cFLIP, MADD
(MAPK-activating death domain protein), GSK3, DDX3 ve cIAP-1 bu proteinler
arasinda gosterilmistir (Roth ve Reed 2004, Sun ve ark. 2008, Li ve ark. 2010).
Apoptotik sinyallerin reseptor seviyesinde baskilanmasinin yaninda, apoptoz yolaginin
ileri basamaklarinda rol alan proteinler araciligiyla da TRAIL molekiiliiniin etkisinin
baskilandig1 bildirilmistir. Bcl-2 asir1 ekspresyonu goriilen hiicrelerde ve XIAP kaspaz
inhibitorii kullanilan bazi tiimor hiicrelerinde TRAIL indiiklii apoptozun baskilandigini
rapor eden calismalar mevcuttur (Fulda ve ark. 2002, Schimmer 2004). Son olarak,
TRAIL’in Akt, ERK, NF-«kB gibi anti-apoptotik ve mitojenik yolaklar1 aktive
edebildiginin gosterilmesi (Secchiero ve ark. 2003, Kavurma ve ark. 2008) de yukarida

s0zii gegen senaryolara dahil edilebilir.

2.4  Hiicre ici DR5 Lokalizasyonu ve Fizyolojik Onemi

TRAIL reseptorlerinin sadece hiicre yilizeyinde degil, sitoplazmada da bulundugunu
gosteren caligmalar cesitli gruplar tarafindan yayinlanmistir (Spierings ve ark. 2003,
Sanlioglu ve ark. 2007, Ganten ve ark. 2009). Hiicre yiizeyindeki reseptdrlerin,
sentezlenip membrana yonlendirildigi, ve sinyal iletiminin bir parcasit olarak
internalizasyonla hiicre i¢ine geri alindigi bilindiginden, hiicre yiizey reseptorlerine

sitoplazmada rastlamak sasirtic1 degildir.

Oliim reseptérlerinin hiicre ¢ekirdeginde bulunmasi ise beklenmedik bir durumdur.
Ornegin melanoma hiicre hatlariyla yapilan bir ¢alismada, DR4’i{in ¢ekirdekte lokalize
olabildigi gosterilmistir (Zhang ve ark. 2000). Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicre
hatlar1 ile yapilan bir caligmada ise DRS5’in niiklear lokalizasyonu ilk kez rapor
edilmistir (Leithner ve ark. 2009). HeLa, HepG2 ve DU145 hiicre hatlariin kullanildigi
2011 yilina ait bir calismada ise HeLa ve HepG2 hiicrelerinde DR5’in yogun olarak
cekirdekte bulundugu, buna karsilik DU145 hiicrelerinde ylizeyde ifade edilirken
cekirdekte bulunmadigi belirtilmistir (Kojima ve ark. 2011). Ayn1 ¢alismada bu durum,



HelLa ve HepG2 hiicrelerinin TRAIL aracili apoptoza direng gostermesinin, DU145
hiicrelerinin ise TRAIL muamelesi sonrasi 0lmesinin sebebi olarak gdsterilmistir.
Kojima ve ark., DR5’in hiicre ¢ekirdegine importin B1 araciligiyla girdigini saptayarak
ilk kez bir 6lim reseptoriiniin niiklear lokalizasyon sinyali (NLS) aracili tagimmasini
rapor etmislerdir (Kojima ve ark. 2011). 2014 yilinda yaymlanan bir calismada
aragtiricilar DR5’in hiicre cekirdeginde spesifik bir roliiniin bulunup bulunmadigini

sorgulamiglardir.

Basta pankreas kanseri hiicre hatlari olmak iizere belli tliimor hiicrelerinde niiklear
DR5’in  mikroRNA sentezinde gorevli p68, NF45 ve hnRNPAI1 proteinlerine
baglandigini gostermislerdir (Haselmann ve ark. 2014). Yazarlar bu etkilesim sonucunda
DRS5’in let-7 ailesine iiye miRNA’larin olgunlagmasimi engelledigini ve séz konusu
molekiillerin hedef genlerinde ifade artisina neden oldugunu belirtmektedirler. HMGA2
ve Lin28B gibi tiimor gelisimiyle iliskilendirilmis let-7 hedef genlerinde TRAIL-
R2/DRS5 miktarina bagl degisimler gézlenmektedir. S6z konusu proteinlerin sentezinde
DRS ifadesinin inhibisyonu ile diislis gozlendigi, DRS asir1 ekspresyonu ile ise artis
goriildiigli bildirilmektedir. Bu c¢alisma ile, daha 6nce ¢ekirdekte bulundugu saptanan
DR5’in, ¢ekirdegin yapisal bilesenleri veya aktivitelerinden ziyade niikleoplazmada gen

ifadesinin diizenlenmesinde islev gordiigii ortaya ¢ikmustir.

Yukarida da bahsedildigi gibi TRAIL reseptorlerinin hiicre yiizeyindeki dagilimi,
hiicrenin TRAIL ligandina verecegi cevabi etkilemektedir. Kolon kanseri hiicre hattiyla
yapilan bir caligmada, hiicrelerin siirekli TRAIL ligandi ile muamele edilmesiyle
yaratilan TRAIL direncinin, ekspresyon oraninda degisiklik gozlenmeyen DR4
proteininin hiicre membranina taginamamasi nedeniyle ortaya ¢iktig1 saptanmistir (Jin ve
ark. 2004). Ayn1 y1l yaymnlanan bir ¢alisma, hiicre ici DR4 ve DRS trafigine 151k tutan
veriler sunmaktadir. Bu ¢alismaya gore DR4’iin HeLLa ve HCT-15 hiicre hatlarinda
membrana lokalizasyonu, klasik SRP (Signal Recognition Particle) aracili ER
(Endoplazmik  Retikulum) translokasyonu ile baslamaktadir. SRP kompleksi
bilesenlerinin “knockdown” edilmesi DR4’lin hiicre yiizeyinde ifade edilmesini ve
dolayisiyla DR4 aracili apoptozu engellemektedir. Ilging bir sekilde bu miidahale, hiicre
yilizeyindeki DRS5 ifade miktarin1 ve DRS aracili apoptozu etkilememektedir (Ren ve ark.



2004). Aradan on yil gibi bir siire gegmis olmasina ragmen DRS5’in hiicre yiizeyine nasil
ulastig1 aciklanamamistir. Hiicre yilizeyine varamayan DRS5’in TRAIL yolagini etkisiz
kilacaginin asikar olmasinin yaninda, iizerinde tasidigt NLS sayesinde importin B1
aracilifiyla cekirdege tasinip (Kojima ve ark. 2011) let-7 biyogenezini engelleyerek
hiicreye ekstra sagkalim ve ¢ogalma avantaji saglayacagi (Haselmann ve ark. 2014)

anlasilmaktadir.

plasma membrane
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Sekil 2.3. Hiicre i¢i DRS lokalizasyonu (Bertsch ve ark. 2014).

2.5 HuRve Vps39

2010 yilinda yayinlanan bir ¢calismaya gore Beta-Adrenerjik Reseptor (B,-AR), hiicre
zarina Human Antigen R (HuR) veya ELAVL1 (Embryonic lethal, abnormal vision,
Drosophila-like 1) isimli bir RNA-binding protein aracilifiyla tasinmaktadir
(Tholanikunnel ve ark. 2010). HuR proteini, c¢ekirdekte B,-AR mRNA’smna 3’-UTR
bolgesinden baglanarak sitoplazmaya beraber ¢ikmaktadir ve bu baglanma mRNA’nin
stabilitesini arttirmaktadir. HuR baskilandiginda ,-AR mRNA seviyesi diiserken, f-

AR protein miktar1 enteresan bi¢cimde artmaktadir. Zira literatiirde HuR’un ana
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fonksiyonu, mRNA stabilizasyonu ve translasyonel baskilanma olarak bildirilmektedir
(Brennan ve Steitz 2001). Bahsi gecen ¢alismada HuR baskilanmasi sonucu protein
seviyesi artan [,-AR’lin membrana gidemedigi ve c¢ekirdek etrafinda biriktigi
gozlenmistir. RNA FISH yontemi ile inceleme sonucunda, HuR proteininin
baskilanmadig1 hiicrelerde, B,-AR mRNA’s1 ve HuR’un birlikte lokalize olduklart ve

hiicre periferinde bulunduklar1 gézlenmistir.

B2-AR mRNA 3.
(Translasyon) - PM

HUR (-) RER

<= B2-AR mRNP {/VV) B2-AR

" Mikrotiibiil i Kinezin

Aktin
- Ribozom

Sekil 2.4. Hiicre yiizeyinde HuR aracili reseptor ifadesi (Tholanikunnel ve ark. 2010).

HuR proteininin benzer bi¢gimde DR5 mRNA’sina da baglanarak DR5’in ifadesini de
posttranskripsiyonel olarak diizenleyebildigi dogrudan ve dolayli olarak gosterilmistir.
DR4 ve DR5 mRNA’lar1 incelediginde, DR4 transkriptinin 1764 nt uzunlugunda
oldugu, 3’-UTR bolgesinin uzunlugunun ise 251 nt oldugu goriilmektedir. Buna karsilik
DRS5 mRNA’s1 4154 nt uzunlugundadir ve 2538 nt’lik uzun bir 3’-UTR bdlgesine
sahiptir.
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Sekil 2.5. DR4 ve DRS transkriptleri (Mert ve Sanlioglu 2017).

2011 yilinda HuR hedef genlerini belirlemek i¢in yapilan bir ¢alismada, DR5’in 3’-UTR
bolgesinde bir adet HuR baglanma bolgesi tanimlanmistir (ek veriler) (Uren ve ark.
2011). 2013 yilinda kiiciik hiicreli-dis1 akciger kanseri (NSCLC) hastalarinda artan 6liim
riskiyle iligkilendirilen DRS geni polimorfizmlerinde 4 énemli SNP’den bir tanesi 3’-
UTR’da bulunmustur (Schabath ve ark. 2013). Son olarak, 2008 yilinda LNCaP
hiicrelerinde HuR proteininin DRS mRNA’sma 3°-UTR bolgesinden baglanarak mRNA
molekiiliinii stabilize ettigi gosterilmistir. Bu ¢alismada hiicreler PS-341 (VELCADE,
bortezomib) adli proteozom inhibitorii ile muamele edildiginde DR5S mRNA’sinin yar1

Oomriiniin 2 kat arttig1 gdzlenmistir.

DRS transkripti uzun bir 3’-UTR ihtiva ettiginden, bu bdlgenin mRNA stabilizasyonuna
katkis1 olup olmadigi arastirilmistir. Reporter genin arkasina klonlandiginda 3°-UTR
bolgesinin, reporter gen transkriptinin stabilizasyonunu arttirdigi gortilmustiir. 3’-UTR
dizisi incelendiginde, HuR proteininin buraya baglandigi, bortezomib muamelesi ile bu
baglanmanin artti, ve HuR’un baskilanmasi sonucu DR5 mRNA yari-omriiniin
azaldig1 gosterilmistir (Kandasamy ve Kraft 2008). 2012 yilinda pankreas kanseri hiicre
hatlar ile yapilan bir ¢calismada HuR proteini baskilanan 3 hiicre hattindan ikisinde DR5
protein miktarinin 4 kat arttig1 belirtilirken, reseptoriin yiizey ekspresyonunun sadece

%10 oraninda arttig1 rapor edilmistir (Pineda ve ark. 2012). Tim bu bulgulardan
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cikarilabilecek sonug, HuR proteininin ,-AR 6rneginde oldugu gibi DR5 mRNA’sina

da baglanarak reseptdriin hiicre zarina lokalizasyonunda rol oynuyor olabilecegidir.

Ekstraselller
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Sekil 2.6. Hiicre i¢i DRS5 lokalizasyonunda rol oynayan muhtemel faktorler (Mert ve Sanlioglu 2017).

Yukarida bahsi gecen, DR4 ve DR5’in diferansiyel regiilasyonunun arastirildigi ve iki
reseptorlin hiicre yiizeyine farkli yolaklardan ulasti1 sonucuna varilan ¢aligmada (Ren
ve ark. 2004), HeLa ve kolon kanseri (HCT-15) hiicre hatlarinda 543 adet gen siRNA
yontemi ile susturulmus ve bu genlerin hiicre 6limii iizerine etkileri incelenmistir. Tablo

2.1°de, DR4 ve DRS aracili apoptozu en ¢ok baskilayan ve arttiran genler listelenmistir.

Tablo 2.1. DR4 ve DRS aracili 6liimii inhibe eden veya artiran siRNA’lar (Ren ve ark. 2004).
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Inhibit

DR4 DRS

Acc. number  Symbol SR Acc.number  Symbol SR

NM 003844 TNFRSF10A 3.25 ABOI8313 VPS39 1.69

NM_003844 TNFRSF10A 3.00 NM_002211 ITGBI 1.50
NM_006947 SRP72 295 NM_002759 PRKR 1.49
NM_002467 MYC 2.40 NM_004071 CLKI 1.47

NM_014226 RAGE 232 NM _003842 TNFRSFI10B 1.44

Enhance
Acc. number Symbol SR Acc.number Symbol SR
NM_002958 RYK 030 NM 139158 ALS2CR7 0.22

XM_087575 RIKEN like 030 NM 007284 PTK9L 025
AC087742 clone RP11-104019 033 NM 002110 HCK 026
NM_002576 PAKI 034 NM 003600 STK6 028
NM 005246 FER 035 NM 001229 CASP9 029

Tablodan da anlasildig: gibi, 543 gen igerisinde Vps39’un susturulmasi, DRS aracili
hiicre 6liimiinii en ¢ok baskilayan uygulama olmustur. Bu proteinin DR5 biyolojisinde
veya apoptozda oynadigi rol arastirilmamistir. Vps39 (Vacuolar protein sorting 39
homolog) (TLP, VAMS6, hVamb6p), ge¢ endozomlarla lizozomlarin birlegsmesinde
fonksiyon goren bir proteindir (Caplan ve ark. 2001). Ayni siRNA’larla yapilan baska
bir ¢caligmada, susturulmasi apoptozu en ¢ok baskilayan genlerden birinin Vps16 oldugu
saptanmigtir (Aza-Blanc ve ark. 2003). Vps proteinlerinin dogrudan mRNA
molekiillerine baglanarak, bu molekiillerin hiicre icindeki lokalizasyonlarinda rol
oynadig1 bilinmektedir. Ornek olarak, Drosophila embryolarmin gelisiminde énemli bir
yere sahip olan bicoid mRNA’sinin spatial dagilimi ve ekspresyonu, Vps36 tarafindan
gerceklestirilmektedir (Irion ve St Johnston 2007). 2012 yilinda yayinlanan bir
calismaya gore ise, Vps22’nin baskilanmasi, HIV-1 genomik RNA’smin hiicre ici
trafigini engellemekte ve viriis tiretimini sekteye ugratmaktadir (Ghoujal ve ark. 2012).
Tiim bu verilerden anlagilacagi gibi, Vps proteinleri ve 6zellikle Vps39, hiicre ylizeyine

DRS5 translokasyonunda gorev aliyor olabilir.
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Yukaridaki bilgiler 15181nda, DRS5 reseptoriiniin hiicre ylizeyine tasinmasinda transkriptin
3’-UTR bolgesinin ve buraya baglanan HuR proteini ile endozomal trafikte gorevli
Vps39 proteininin rolii olabilecegini hipotez olarak ileri siirdiik ve tez projemizde bu

rolii arastirdik.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Hiicre Kiiltiirii

Calismada kullanilan LNCaP ve HeLa hiicrelerinin 6zellikleri Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1 Calismada kullanilan hiicre hatlarinin 6zellikleri

Hiicre Hatt1 Kokeni TRAIL Duyarhhgi
HeLa Insan serviks kanseri )
LNCaP Insan prostat adenokarsinoma, lenf nodu metastazi | (-)

Kullanilan Soliisyonlar ve Cihazlar

-DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Biochrom FG0415), besiyeri
-RPMI 1640 (Gibco 11875093), besiyeri

-FBS (Biochrom S0115), Fetal Dana Serumu
-Penisilin/Sreptomisin/Amfoterisin (BI-03033113), antibiyotik/antifungal
-Gentamisin, antibiyotik

-Tripsin/EDTA (Biochrom L2163), tripsin

-PBS (8gr NaCl, 0.2gr KCI, 1.44gr Na,HPO,, 0.24gr KH,PO,, 11t, pH7.4), tampon

coOzeltisi

-Cell Scraper (Corning 353085), hiicre kaziyici

-10 cm petri kaplar1 (Corning 430167)

-Toma Lami (Marienfeld 0640131), hiicre sayim lami1
-CO; Inkiibatérii (SHEL LAB SCO5W)

-Heraeus HS12, Klas II hiicre kiiltiirii kabini
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Tez calismasinda insan serviks kanseri hiicre hatt1 HeLa ve insan metastatik prostat
kanseri hiicre hatti LNCaP kullanildi. HeLa hiicreleri DMEM besiyerinde, LNCaP
hiicreleri ise RPMI 1640 besiyerinde ¢ogaltildi. Her iki ortama da %10 Fetal Dana
Serumu, Penisilin/Streptomisin/Amfoterisin ve Gentamisin eklendi. Inkiibasyonlar %5
CO,, %95 nem ve 37°C sicaklik kosullarinda gergeklestirildi. Pasaj zamani gelen

hiicreler PBS ile yikandiktan sonra tripsinizasyonla kaldirilip yeni petri kaplarina ekildi.

3.2. siRNA Araciligiyla Gen ifadelerinin Baskilanmasi

Kullanilan Soliisyonlar ve Malzemeler

Tablo 3.2 HuR ve Vps39’un baskilanmasinda kullanilan siRNA’larin dizileri

siRNA Dizi

Anti-HuR | 5>-UGAACUACGUGACCGCGAATT-3’

Anti-Vps39 | 5°-GCAGGUCUUUGCUAAACUUTT-3"

-siRNA’lar: Negatif kontrol (Ambion AM4635), GAPDH pozitif kontrol (Ambion
4390850), HuR (Ambion 4390825-s4609), Vps39 (Ambion 4392421-s23599)

-Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen 13778), transfeksiyon ajani
-Opti-MEM (Gibco 31985062), bazal besiyeri

Hiicreler %70-80 yogunluga ulastiklarinda ters siRNA transfeksiyonu su sekilde
gerceklestirildi:

90nM siRNA ve 30ul Lipofectamine RNAIMAX 2ml opti-MEM ig¢inde karistirilip petri
kabina eklendi ve 20 dakika beklendi. Siire sonunda, tripsin ile kaldirilmis olan hiicreler
Lipofektamin/siRNA kompleksinin {izerine eklenerek inkiibatore kaldirildi. 48 saat

boyunca inkiibe edilen hiicreler scraper (hiicre kaziyici) yardimiyla toplandi.
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3.3. Hiicre Fraksiyonasyonu

Kullanilan Soliisyonlar, Malzemeler, ve Cihazlar

-Plazma Membran Protein izolasyon Kiti (Abcam ab65400)
-AllPrep DNA/RNA/Protein izolasyon Kiti (Qiagen 80004)
-Insiilin enjektorii

-Triton X-100

-B-ME, beta-merkaptoetanol

-Etanol

-Homojenizator (Kimble Kontes)

-Sogutmali Santrifiij (SIGMA 1-15PK)

siRNA ile transfekte edilen hiicreler, Plazma Membran Protein izolasyon Kiti’nde
mevcut olan ve proteaz inhibitdrii eklenmis homojenizasyon tamponu ile toplandiktan
sonra homojenizatér yardimiyla parcalandi. Lizatlar 10 dakika 700g hizda ve 4 °C
sicaklikta santrifiij edilerek hiicre ¢ekirdeklerinin dibe ¢okmesi saglandi. Temiz tiiplere
aktarilan dokelti bu sefer 10.000g hizda 4°C’de 30 dakika boyunca santrifiij edildi. Bu
asamada elde edilen dokelti sitozolik proteinleri icermektedir. S6z konusu sitoplazmik
fraksiyon alikotlanarak -80 °C’de saklandi. Dibe ¢okmiis olan ¢Okelti ise total membran
fraksiyonundan olusmaktadir. Hiicre zarindaki proteinleri organellerin membran
proteinlerinden ayirmak amaciyla, s6z konusu ¢okelti, kitin i¢erigindeki iist faz ve alt faz
soliisyonlar1 kullanilarak ¢oziildii. Bir dizi gradient santrifiijden sonra plazma membran

proteinleri saflastirildi ve Triton X-100 tamponunda ¢oziiliip -80 °C’de saklandi.

Yukarida s6z edilen hiicre ¢ekirdeklerinden AllPrep protein izolasyon kiti yardimiyla
proteinler ayristirildi. Bunun i¢in, niiklear ¢okelti kitin icerigindeki -ME eklenmis RLT
tamponunda pipetaj yardimiyla ¢ozdiiriildii. insiilin enjektdriinden 5’er defa gegirilerek
hiicre g¢ekirdeklerinin tamamen par¢alanmasi saglandi. DNA spin kolonuna yiiklenen
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ornekler 30 saniye kadar 8000g hizda santrifiij edildi. Boylece DNA’dan arindirilmis
olan niiklear proteinler, APP tamponu eklenip 10 dk oda sicaklifinda inkiibe edilerek
tuzla ¢oktiiriildi. Son hizda 10 dakika santrifiijden sonra %70 etanol ile yikanip tekrar

santrifiij edilen niiklear fraksiyonlar, kit icerigindeki ALO tamponunda c¢oziilerek

-80°C’de saklandu.

3.4. Protein Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Kullanilan Malzeme, Soliisyon ve Cihazlar
-BSA (AMRESCO 0332)

-Bradford Reagent (AppliChem A6932)
-96w Plate (Corning 3599)

-MultiSkan Spectrum (Thermo), ELISA okuyucu

Hiicre fraksiyonlarindaki protein miktarlarinin belirlenmesi ve buna gére SDS-PAGE
icin her ornekten esit miktarda yliklenebilmesi i¢cin Bradford Assay yapildi. lug/ul
konsantrasyondaki BSA standardindan 0, 0.5, 1, 2, 3, 4, ve 5 ul hacimler 3’li tekrar
olacak sekilde 96 kuyucuklu plate’e dagitildi. Orneklerden de 1ul hacim yine iiger tekrar
olacak sekilde dagitilip her kuyuya 100ul Bradford soliisyonu eklendi. ELISA
okuyucusunda 595nm dalga boyunda &lgiim gerceklestirildi. Uger tekrar1 yapilmis her
ornek ve standardin ortalamasi almip “blank™ degeri bu ortalamadan c¢ikartildi.
Standartlarin degerleri kullanilarak Excel programinda standard egrisi ve denklemi

olusturuldu. Bu denklemden faydalanarak 6rneklerdeki protein miktarlar1 hesaplandi.

3.5. SDS-PAGE i¢in Orneklerin Hazirlanmasi

Kullanilan Malzeme, Soliisyon ve Cihazlar

-SDS (Merck 8.22050.1000)

-Laemmli Tamponu (1ml gliserol, 3ml %10 SDS, 1,25 ml (1M) Tris-HCI pH6.7, 2pg
bromofenol mavisi filtrelenip alikotlandi ve -20°C’de saklandi. Kullanmadan 6nce

50ul/ml B-merkaptoetanol eklendi), ylikleme tamponu
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-Dry Block (BIOSAN TDB-100)

Bradford testi ile miktarlar1 belirlenen 6rneklerden 50-75ug’lik miktarlar temiz tiiplere
alindi. Uzerlerine 6rnek hacminin iki kati kadar yiikleme tamponu eklendi. Kuru 1s1
blogunda 5 dakika 95°C’de inkiibe edildi. Siire sonunda 6rnekler hizla buz iizerine

alindi.

3.6. SDS-PAGE Jelin Hazirlanmasi ve Elektroforez

Kullanilan Malzeme, Soliisyon ve Cihazlar
-Resolving (Ayirict) Tampon (1.5M Tris Baz, pHS8.8)
-Stacking (Hizalayic1) Tampon (0.5M Tris Baz, pH6.8)
-Yiirlitme Tamponu (1.5g Tris Baz, 9.4g Glisin, 5Sml %10 SDS, 11t)
-Acr:BisAcr (SIGMA A8887), Akrilamid:Bisakrilamid
-APS (SIGMA A3678), Amonyum persiilfat

-TEMED (Merck 1107320100)

-Pipet ucu (ExactaCruz sc-201732)

-Protein Marker (Marka?)

-Elektroforez camlar1 (GE 80-6178-99)

-Elektroforez tanki (Amersham SE600)

-Gii¢ kaynagi (BIO-RAD PowerPac 1000)
Asagidaki gibi hazirlanan ayristirma jeli dikey elektroforez camlarinin arasina dokiildii:

%10’1uk jel i¢in 11.55ml ddH,O, 7.5ml resolving buffer, 10.5ml Acr:BisAcr (29:0.8),
300ul %10 SDS, 300 pl APS kanstirildi. Uzerine 30ul TEMED eklenip tekrar

karigtirildi ve vakit kaybetmeden camlarin arasina dokiildi.
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Jelin iist kisminin diiz bir sekilde donmasini saglamak icin ilizerine %1 SDS eklendi.
Resolving jel (ayirict jel/alt jel) donduktan sonra lizerindeki %1 SDS dokiiliip saf su ile
yikandi. Uzerine, asagidaki gibi hazirlanan stacking jel (hizalayici jel/iist jel) dokiildii:

3ml ddH,O, 1.25ml stacking buffer, 625ul Acr:BisAcr (29:0.8), 50ul %10 SDS, 50ul
APS karigtirildi, iizerine hemen 5ul TEMED eklenip tekrar karistirildi. Donmasina firsat

vermeden alt jelin {lizerine dokiiliip hizla tarak yerlestirildi. 1 saat kadar donmasi

beklendi.

Ust jel donduktan sonra tarak cikartilip kuyular saf su ile yikandi. Dikey elektroforez
tankina yerlestirilen jelin lizerine ve tankin altina jele temas edecek sekilde yiirlitme
tamponu eklendi. Dikey poliakrilamid jele 6rnek yiiklemek i¢in iiretilmis ince uzun pipet
uclar ile yukarida tarif edildigi sekilde hazirlanan 6rnekler kuyulara yiiklendi. Ilk
kuyuya yiikleme tamponu, ikinci kuyuya protein marker ve son kuyuya tekrar yiikleme
tamponu yiiklendi. Yiiriitme tankinin kapag: kapatilip giic kaynagina baglandi. Ornekler
iist jeli gegene kadar 120V, alt jelde yiiriime i¢inse 150V akim uygulandi.

3.7. Proteinlerin PVDF Membrana Transferi

Kullanilan Malzemeler ve Solusyonlar

-Transfer Tamponu (14.5g Tris Baz, 7.5g Glisin, 500ml Metanol, 2It)
-Metanol (SIGMA 24229)
-PVDF Membran (Millipore IPVH00010)

-Transfer tank1 (BIO-RAD)

Transfer icin, sandvi¢ kasetinin siingerleri arasina transfer tamponunda 1slatilmis 3 kat
Whatman kagidi yerlestirildi. Uzerlerine, &rneklerin yiiriitiildiigii poliakrilamid jel
dikkatlice yerlestirildi. Jelin iizerine, saf metanolde 1 dakika kadar bekletilip aktive
edilen PVDF membran yerlestirildi. Membranin iizerine tekrar 3 kat 1slak Whatman
kagid1 yerlestirildi. Tiim bu asamalarda, jel ile membran arasi basta olmak {izere her bir
katman arasinda hava boslugu kalmamasina 6zen gosterildi. Sandvig kaseti sikistirilarak

transfer tankina yerlestirildi. Bu asamada dikkat edilmesi gereken nokta ise, kasetin diiz
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yerlestirilmesidir. Aksi takdirde proteinler jelden membrana dogru hareket etmek yerine
ters yonde, Whatman kagidina dogru hareket ederler. Transfer tankinin i¢i transfer
tamponu ile doldurulup kapagi kapatildi ve gii¢ kaynagina baglanarak gece boyu 72-75V

akim uygulandi.

3.8. Western Blot

Kullanilan Malzeme, Soliisyon ve Cihazlar

-Antikorlar: anti-GAPDH (BioLegend 631401), anti-HuR (Cell Signaling 12582S), anti-
Vps39 (Abbexa Abx037041), anti-DRS5 (Abcam ab8416), sekonder antikor (Advansta R-
05072), anti-Actin (Abcam ab156302)

-PBS-T (11t PBS, 1ml Tween20), yikama tamponu

-Calkalayict (Stuart SSL4)

Transfer islemi durdurulup kaset acildiktan sonra PVDF membran {izerindeki
proteinlerin sabitlenebilmesi i¢in saf metanolde 1 dakika kadar bekletildi. Ardindan,
membran iizerinde protein bulunmayan bdlgelerin bloklanabilmesi i¢in PBS-T
tamponunda ¢oziilmiis %1’lik BSA soliisyonuna daldirildi ve 2 saat boyunca inkiibe
edildi. Siire sonunda, bloklama soliisyonuyla 1/1500 oraninda seyreltilmis primer
antikorda 1 saat inkiibe edildi. Primer antikor uzaklastirildiktan sonra 2x30 dakika
yikama tamponunda yikanan membran | saat siireyle sekonder antikorda inkiibe edildi.
Siire bitiminde sekonder antikor uzaklastirildiktan sonra tekrar 2x30 dakika yikandi.

Tiim inkiibasyonlar ve yikamalar oda sicakliginda ¢alkalanarak gergeklestirildi.

3.9.  Strip-off Islemi

Kullanilan Soliisyonlar

-Strip-off soliisyonu (12.5ml Stacking (Hizalayici) Tampon, 20ml %10 SDS, 67.5ml
ddH,0, 704l Beta-merkaptoethanol)

Blotlanan membranlarin bagka bir antikorla tekrar isaretlenebilmesi igin Oncelikle
baglanmis antikorlardan temizlenmesi gerekmektedir. Bunun i¢in, hazirlanan strip-off

soliisyonu 55°C sicakliga getirildi. Strip-off soliisyonuna daldirilan membranlar
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calkalamali inkiibatérde yine 55°C’de 5-7 dakika c¢alkalandi. Ardindan soliisyon
uzaklastirilip membranlar yikama tamponunda 2x15 dakika calkalanarak yikandu.
Boylelikle membranlar bir sonraki isaretleme (6rnegin normalizasyon i¢in Aktin veya

GAPDH isaretlemesi) i¢in hazir hale gelmis oldu.

3.10. DRSELISA

Kullanilan Malzeme ve Solusyonlar:
-DRS ELISA Kiti (CUSABIO CSB-E13164h)

Oncelikle, her kuyuya esit miktarda protein yiikleyebilmek igin orneklerin protein
miktar1 Bradford Assay ile belirlendi. Kitin igeriginde bulunan, DRS5 antikoru ile
kaplanmig kuyulara standart ve orneklerden 100’er wl konularak 37°C’de 2 saat inkiibe
edildi. Siire sonunda kuyular bosaltilip kitin icerigindeki biotin bagli DRS antikorundan
100ul eklenerek 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Ardindan kuyular bosaltilarak kitin
icerigindeki yikama tamponu ile ticer defa yikandi. Her kuyuya kitin igerigindeki HRP-
avidin soliisyonundan 100’er ul eklenip 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Siire sonunda
kuyular beser defa yikanip kitin igerigindeki TMB soliisyonundan 90ul eklendi.
Karanlik ortamda ve 37°C’de, renk degisimi gergeklesene kadar inkiibe edildi. Siire
sonunda kitin igerigindeki stop soliisyonundan 50ul eklenerek ELISA okuyucusunda

450nm dalga boyunda 6l¢iim yapildi.

3.11. Apoptoz ve Nekroptoz Olciimii

Kullanilan Malzeme, Soliisyon ve Cihazlar

-Hiicresel DNA Fragmantasyon Kiti (Roche 11585045001)
-sTRAIL ligand (R&D Systems 375-TL)

-Stop Soliisyonu (0.16M Siilfiirik Asit)

-Cok Kanall1 Mikropipet

-Mikrodalga Firin (Ceba)
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Hiicreler kitin igerigindeki Bromodeoksiiiridin (BrdU) ile gece boyu inkiibe edilerek,
cogalan hiicrelerde yeni sentezlenen DNA’ya BrdU molekiiliiniin entegre olmasi
saglandi. Diiz tabanli 96 kuyuluk plate’lere yukarida tarif edildigi sekilde kaplanan
siRNA-+lipofektamin kompleksinin tizerine 10.000 adet BrdU isaretlenmis hiicre ekilip
48 saat inkiibe edildi. Siire sonunda hiicreler insan sTRAIL ligandi (100nM/ml) ile 4
saat muamele edildi. Ardindan, 96 kuyulu plate 250g hizda 10 dk santrifiij edilip dokelti
nekroptoz olglimii igin toplandi ve -20°C’de muhafaza edildi. Kitin igeriginde bulunan
inkiibasyon soliisyonundan her kuyuya 200ul dagitilip oda sicakliginda 30 dakika
beklenerek apoptotik vesikiillerdeki DNA parcalarmin agiga ¢ikmasi saglandi. Siire
sonunda plate tekrar 250g hizda 10 dk santrifiij edilip dokelti toplandi ve -20°C’de

saklanda.

Bos bir 96 kuyulu plate’e kitin icerigindeki anti-DNA soliisyonundan 100ul eklenerek
37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Kuyularda anti-DNA antikoru ile kaplanmayan bolgelerin
bloklanmasi i¢in kitin icerigindeki inkiibasyon soliisyonundan 200ul eklenerek oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda kuyular kit icerigindeki yikama
soliisyonu ile tiger defa yikandi. Yikamanin ardindan -20 °C’de saklanmis olan drnekler
kuyulara eklenerek 90 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire sonunda iicer defa
yikanan plate, iiclincii yikama soliisyonu uzaklastirilmadan mikrodalga firinda 500W
giicte 5 dakika 1s1t1ldi. Boylece DNA molekiilleri sabitlenip denatiire edildi. Kuyulardaki
yikama soliisyonu oda sicakligina geldiginde dokiilerek, kitin igerigindeki HRP konjiige
anti-BrdU soliisyonundan 100ul eklenerek 90 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda
kuyular tiger defa yikanip 100ul substrat soliisyonu eklendi ve karanlikta inkiibe edildi.
Renk degisimi gozlendiginde 25ul stop soliisyonu eklenip ELISA okuyucusunda 450nm
dalga boyunda ve 690nm referans dalga boyunda 6l¢iim gerceklestirildi.

3.12. (istatistiksel Analiz
Western blot filmleri tarayici yardimiyla bilgisayara aktarilip bant yogunluklari ImageJ
progranu ile analiz edildi. (istatistiksel yontemin ismi?) Tiim grafiklerin ¢iziminde ve

istatistiksel analizlerde GraphPad Prism 6 programi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1 HuR ve Vps39 siRNA’larinin en etkin dozlar belirlendi

HeLa ve LNCaP hiicreleri 60nM anti-GAPDH siRNA, 60nM negatif kontrol siRNA,
45/60/90 nM anti-HuR ve 45/60/90 nM anti-Vps39 siRNA ile transfekte edilip 72 saat
inkiibe edildi. Siire sonunda hiicrelerden toplanan lizatlarda gergeklestirilen Western
Blot analizleri sonrasinda, her iki hiicre hattinda da 90 nM HuR ve Vps39 siRNA’lar1
kullanildiginda, sirasiyla HuR ve Vps39 proteinlerinin ifadelerinin etkin bir sekilde
baskilanabildigi gozlendi. HeLa hiicrelerine ait sonuglar gosterilmektedir (Sekil 4.1).
Tez kapsaminda gerceklestirilen sonraki tiim deneylerde de 90 nM HuR ve Vps39
siRNA dozlar1 kullanildi.

45nM 60nM S0nM
HuR HuUR HuUR
SIRNA SIRNA SIRNA

Sekil 4.1: Etkin siRNA dozunun belirlenmesi. HeLa hiicrelerine farkli dozlarda HuR siRNA’s1
uygulandiktan sonra en etkin siRNA dozunun belirlenebilmesi i¢in hiicre lizatlarinda anti-Hur antikoru ile
Western Blot yapildi. NK: Negatif Kontrol (scrambled siRNA). PK: Pozitif Kontrol (anti-GAPDH
siRNA).

4.2 Hiicre Fraksiyon Kiti ile ayrilan membran fraksiyonunda HuR ve Vps39
proteinleri saptanmadi

Plazma membran protein izolasyon kiti ile ayristirlan HeLa hiicre membrani
fraksiyonlarinda anti-HuR ve anti-Vps39 antikorlar ile yapilan isaretlemelerin sonucu
Sekil 4.2°de gosterilmektedir. Sitoplazmik proteinler olan HuR ve Vps39’un, hiicrelerin
membran fraksiyonunda gozlenmemesi kitin iki faz1 ayirma konusundaki basarisina
isaret etmektedir. Membran fraksiyonlarinda, transmembran reseptdr olan DRS

ekspresyonu rahatlikla gosterilebilmistir (Ornegin Sekil 4.14, 4.16).
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WB: anti-HuR

WB: anti-Vps39

Sekil 4.2: Hiicre fraksiyonasyon kitinin etkinliginin test edilmesi. HeLa hiicrelerinin kit ile elde edilen
plazma membran fraksiyonlarinda hiicre membraniyla iligkili olmadig1 bilinen HuR ve Vps39 proteinlerini
taniyan antikorlarla Western Blot yapildi.

4.3 LNCaP hiicrelerinde HuR ve Vps39 siRNA’lari, hedef proteinlerini
sitoplazmada farkh oranlarda baskiladx

LNCaP hiicrelerinde siRNA transfeksiyonu sonrasi kit yardimiyla fraksiyonasyon
gergeklestirildi ve sitoplazmik, niiklear ve membran lizatlar1 olmak {izere ii¢ farkli lizat
elde edildi. siRNA transfeksiyonunun etkinligini belirleyebilmek i¢in sitoplazmik
lizatlardan anti-HuR ve anti-Vps39 antikorlar1 ile Western Blot yapildi. LNCaP
hiicrelerinde  HuR ve Vps39 proteinlerinin  baskilanma oranlar1  Sekil 4.3’te

gosterilmigtir.
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HuR+ HuR Seviyeleri

siRNA: N HuR Vps39  Vps39 bt
HuR ‘D
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£
3
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siRNA
HuR+ Vps39 Seviyeleri
siRNA: N HuR Vps39 Vps39 Lt
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&
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siRNA

Sekil 4.3: LNCaP hiicrelerinde HuR ve Vps39 seviyeleri. Sitoplazmik lizatlardan anti-HuR ve anti-Vps39
antikorlar1 ile yapilan isaretleme sonrasi elde edilen bantlar ImageJ programinda analiz edilerek bant
yogunluklarinin sayisal degerleri belirlendi. Grafikler bu degerler kullanilarak GraphPad Prism
programinda g¢izildi. Grafiklerde negatif kontrol degerleri 1 olarak hesaplanip diger degerler buna goére
oranlandi. N: Negatif Kontrol siRNA

Sekilde goriildiigi gibi, LNCaP hiicrelerinin anti-HuR siRNA ile transfekte edilmesi,
sitoplazmik HuR oranlarini yaklasik %60 oraninda baskilarken, anti-Vps39 siRNA’s1 ile
transfekte edilmesi, sitoplazmik Vps39 oranlarini yaklasik %40 oraninda baskilamistir.
Bunun yaninda, Vps39’un baskilanmasi, sitoplazmik HuR seviyelerinde c¢ok az bir
diisiise yol agmig, HuR’un baskilanmasi ise sitoplazmik Vps39 miktarlarii %20
civarinda azaltmistir. HuR ve Vps39 siRNA’nin birlikte uygulanmasi, hedef protein

acisindan tek uygulamalardan farkli bir sonu¢ vermemistir.
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4.4 HuR ve Vps39’un baskilanmasi, LNCaP hiicrelerinde sitoplazmik, niiklear, ve
membranda ifade edilen DRS miktarlar iizerinde farkh etki gosterdi.

Proje dahilinde cevap aradigimiz sorulardan biri, HuR protein ifadesinin
baskilanmasinin hiicrede DRS ekspresyon oranlarinda farkliliga neden olup olmayacagi
idi. Bu amagla, siRNA transfeksiyonu sonrasi elde edilen hiicre fraksiyonlarinin lizatlari
SDS-PAGE ile yiiriitiilip PVDF membrana aktarildiktan sonra membranlar anti-DRS

antikoru ile isaretlendiler.

Deneyler sonucunda, hem HuR hem de Vps39’un baskilanmasi sonucu, sitoplazmadaki
DRS5 miktarinin yaklasik iki kat arttign gozlendi (Sekil 4.4). iki protein ifadesinin ayni
anda baskilanmasi sonucunda ise DR5’in sitoplazmada normal seviyelerinin {i¢ katina
ciktigr goriildi. HuR un baskilanmasi, sitoplazmadaki DRS miktarini artirirken, hiicre
cekirdegindeki DRS miktarint azalttt (Sekil 4.5). Vps39 baskilandiginda ise, niiklear
DRS5 miktar1 da artig gosterdi. Sitoplazmadaki en yiliksek DRS ifadesi, HuR ve Vps39’un
birlikte baskilanmasi sonucu elde edildi. Membran proteinleri, hem miktarlariin az
olmas1 hem de yiiksek oranda hidrofobik bolgeler i¢cermeleri sebebiyle manipiilasyonu
kolay olmayan proteinlerdir. HuR ve Vps39 ifadelerinin baskilanmasi sonrasi
membrandaki DRS oranlarini belirlemek i¢in uygulanan Western Blot deney sonuglarina
gore, HuR’un baskilanmasi ile DRS5 proteininin hiicre membraninda ifadesinin
diistiigiinti, Vps39’un baskilanmasi sonrasinda ise diisiik oranda bir artig gergeklestigi

gorilmiistiir.
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HuR+ Sitoplazmik DRS seviyeleri

siRNA: N HuR Vps39 Vps39 4
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DRS
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Sekil 4.4: LNCaP hiicrelerinde HuR ve Vps39 baskilanmasinin sitoplazmik DRS seviyelerine etkisi.
Sitoplazmik lizatlarin yiiriitaliip transfer edildigi PVDF membranlarda anti-DRS antikoru ile isaretleme
yapildi. Yiikleme kontrolii olarak membran, strip-off sonrast anti-GAPDH antikoru ile isaretlendi. Bant
yogunluklar1 ImageJ ile belirlendi, GAPDH bantlar1 ile normalizasyon yapildiktan sonra grafikler
GraphPad ile ¢izildi. N: Negatif Kontrol siRNA.

Niiklear DRS Seviyeleri
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Sekil 4.5: LNCaP hiicrelerinde HuR ve Vps39 baskilanmasinin niiklear DRS seviyelerine etkisi. Niiklear
lizatlarin yiritiiliip transfer edildigi PVDF membranlarda anti-DRS antikoru ile isaretleme yapildi. Bant
yogunluklar1 Image] ile belirlendi, B-Aktin bantlar1 ile normalizasyon sonrast grafikler GraphPad ile
¢izildi. N: Negatif Kontrol siRNA.
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Membranda DRS5 Seviyeleri

siRNA: N HuR  Vps39 2.0+
DRS = 1.54
60kD S
e
) T 1.01
(=]
42kD 8 0.5
0.0~ r -
= & 2 D
¥ Ry &
&
siRNA

Sekil 4.6: LNCaP hiicrelerinde HuR ve Vps39 baskilanmasinin membran DRS seviyelerine etkisi. Plazma
membran fraksiyonlar1 SDS-PAGE ile yiiriitiilliip PVDF membrana aktarildiktan sonra ilk olarak anti-DRS5
antikoru ile, daha sonra strip-off islemini takiben anti-B-Aktin antikoru ile isaretleme yapildi. Bant
yogunluklart ImageJ ile belirlendi, B-Aktin bantlart ile normalizasyon sonrasi grafikler GraphPad ile
¢izildi. N: Negatif Kontrol siRNA.

LNCaP hiicrelerinde HuR ve Vps39 baskilanmasi sonrasi DRS5 miktarlarinin
sitoplazmik, niiklear ve membran fraksiyonlarindaki degisimleri ELISA yontemiyle de

tayin edildi (Sekil 4.7, 4.8).

Sitoplazmik DRS5 seviyeleri Niiklear DR5 Seviyeleri
1.5+ 1.59 r — »
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— —
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siRNA siRNA

Sekil 4.7: LNCaP hiicrelerinde HuR ve Vps39 baskilanmasinin sitoplazmik ve niiklear DR5 seviyelerine
etkisinin ELISA ile belirlenmesi. Niiklear ve sitoplazmik lizatlar kit igeriginde bulunan, anti-DRS5 antikoru
ile dnceden kaplanmig ELISA kuyularina tiger tekrar olacak sekilde yiiklendi. Kit prosediiriine uyularak
ELISA islemi gergeklestirildikten sonra grafik ¢izimi ve analizler GraphPad Prism programinda
gergeklestirildi. NC: Negatif Kontrol siRNA.
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Ug tekrarli ELISA sonuglarma gore, HuR veya Vps39’un baskilanmasi, sitoplazmik
DR5 miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratmamistir (Sekil 4.7).
Niiklear DRS ELISA sonuglarina gore ise, HuR baskilandiginda DRS miktarinda mock
siRNA’ya (negatif kontrol) kiyasla anlamli (p=0,0017) bir diisiis gézlenmektedir ve bu
sonu¢ Western Blot sonuglartyla uyumludur. Vps39 baskilanmasi sonucu ise negatif
kontrole kiyasla yine anlamli derecede (p=0,0268) diisiis gozlense de, bu sonu¢ Western
Blot sonucu ile uyumlu degildir. Her iki genin de susturuldugu durumda ELISA ile
Western Blot sonuglart uyumlu olup, DRS seviyesinde negatif kontrole kiyasla anlaml

oranda (p=0,0025) diislis gézlenmistir (Sekil 4.7).

Membranda DR5 Seviyeleri
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Sekil 4.8: LNCaP hiicrelerinde membran DRS seviyelerinin ELISA ile belirlenmesi. Plazma membran
fraksiyonlarina ait lizatlar kit iceriginde bulunan, anti-DRS5 antikoru ile onceden kaplanmis ELISA
kuyularima {iger tekrar olacak sekilde yiiklendi. Kit prosediirine uyularak ELISA islemi
gerceklestirildikten sonra grafik ¢izimi ve analizler GraphPad Prism programinda gergeklestirildi.
(p=0,036) NC: Negatif Kontrol siRNA.

HuR proteininin baskilandigi durumda hiicre zarindaki DRS miktarinda ise, Western
Blot sonuglar1 ile uyumlu olarak azalma goézlenmistir (Sekil 4.8). Gozlenen azalma

istatistiksel olarak da anlamlidir (p=0,036).

4.5 LNCaP hiicrelerinde HuR ve Vps39’un baskilanmasi, TRAIL aracili apoptoz ve
nekroptoz oranlarinda artisa yol act.
TRAIL’1n kanser hiicrelerinde hem apoptoz hem de nekroptoz aracilt 6liime sebebiyet

verebildigi bilinmektedir (Voigt ve ark. 2014). DR5’in her iki 6liim seklinde de 6nemli
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rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Calismamizda cevap aradigimiz sorulardan biri, HuR ve
Vps39 baskilanmasinin DR5’in hiicre ylizey ifadesini degistirerek hiicrelerde apoptotik

ve nekroptotik 6liim oranlarinda degisiklige yol acip agmayacagiydi.

HuR, Vps39 ve her iki genin birlikte susturulmasinin TRAIL aracili apoptoza ve
nektoptoza etkisi, “Cellular DNA Fragmentation ELISA” kiti kullanilarak Gere¢ ve
Yontem boliimiinde belirtildigi sekilde belirlendi. iki tekrarmn ortalamas: alinarak elde
edilen sonuglar sekil 4.9°da verilmistir. Deney sonuglarina gére, HuR ve Vps39’un ayri
ayrt veya birlikte baskilanmast LNCaP hiicrelerinde apoptozda artiga sebep olurken,
HuR’un ve Vps39’un ayr1 ayri baskilanmast sonucunda nekroptozda artis
gerceklesmistir. Bu sonuglar, TRAIL muamelesi sonucunda elde edilen apoptoz ve
nekroptoz degerlerinden TRAIL ile muamele edilmemis hiicrelerdeki spontan apoptoz
ve nekroptoz oranlar1 ¢ikarilarak da gosterilmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.9: LNCaP hiicrelerinde HuR ve Vps39 baskilanmasinin TRAIL aracili apoptoz ve nekroptoza
etkisi. BrdU isaretlemesinden sonra 96 kuyucuklu hiicre kiiltlirii kaplarina ekilen hiicreler siRNA ile
transfekte edildi. Her siRNA i¢in iki kuyucuk hiicre 100nM/ml sTRAIL ile muamele edilirken iki kuyucuk
hiicreye kontrol olarak TRAIL muamelesi uygulanmadi. Hiicre siipernatanlar1 ve lizatlar1 Gere¢ ve
Yontem kisminda tarif edildigi sekilde toplanarak, drneklerden ELISA islemiyle hiicre 6liimii belirlendi.
Grafiklerin olusturulmasinda GraphPad Prism programi kullanildi. N: Negatif Kontrol siRNA.
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Sekil 4.10: LNCaP hiicrelerinde TRAIL aracili apotoz ve nekroptoz. Sekil 4.9°da grafige dokiilmiis
sonuglar kullanilarak, TRAIL muamelesi sonucu elde edilen degerlerden kontrol (TRAIL uygulanmamis)
degerlerinin ¢ikarilmasi sonucu olusan grafikler. N: Negatif Kontrol siRNA.

4.6 HeLa hiicrelerinde HuR ve Vps39 siRNA’lar1, hedef proteinlerini sitoplazmada
farkh oranlarda baskilad.

HeLa hiicrelerinde siRNA transfeksiyonu sonrasi kit yardimiyla fraksiyonasyon
gerceklestirildi ve sitoplazmik, niiklear ve membran olmak {iizere ii¢ farkli lizat elde
edildi. siRNA transfeksiyonunun etkinligini belirleyebilmek icin sitoplazmik lizatlar
SDS-PAGE ile yiiriitiiliip elektroforezle ayrisan proteinler PVDF membrana aktarildi.
Membranlar anti-HuR ve anti-Vps39 antikorlar ile isaretlenerek Western Blot yapildi.
Isaretleme sonuglar1 filme aktarildiktan sonra bant yogunluklari ImageJ programinda
analiz edildi. Sayisal degerler GraphPad Prism programiyla grafige doniistiiriildii. HeLa
hiicrelerinde sitoplazmik HuR ve Vps39 proteinlerinin baskilanma oranlar sekil 4.11°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.11: HeLa hiicrelerinde HuR ve Vps39 seviyeleri. siRNA ile transfekte hiicrelerin sitoplazmik
lizatlarindan SDS-PAGE vyiiriitmesi sonras1 ornekler PVDF membrana aktarildi ve anti-HuR ve anti-
Vps39 antikorlar1 ile Western Blot isaretlemesi yapildi. N: Negatif Kontrol siRNA.

Sekilde goriildiigii gibi, HeLa hiicrelerinde anti-HuR siRNA transfeksiyonu sonrasit HuR
proteini miktarinda yaklasik %90 azalma, anti-Vps39 siRNA transfeksiyonu sonrasinda
ise yaklastk %50 azalma go6zlendi. Sonuclar LNCaP hiicreleriyle de paralellik

gostermektedir.

4.7 HuR ve Vps39’un baskilanmasi, HeL.a hiicrelerinde sitoplazmik, niiklear, ve
membranda ifade edilen DRS miktarlar iizerinde farkh etki gosterdi.

siRNA transfeksiyonu sonrasi elde edilen hiicre fraksiyonlarinin lizatlar1 SDS-PAGE ile
ylriitilip PVDF membrana aktarildiktan sonra membranlar anti-DRS5 antikoru ile
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isaretlendi. HuR, Vps39 ve her iki genin birlikte susturulmasmin farkli hiicresel
kompartmanlardaki DRS ekspresyonlarina etkisi Western Blot yontemiyle incelendi.

Sonuglar asagidaki gibidir:

Sitoplazmik DR5 seviyeleri
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Sekil 4.12: HeLa hiicrelerinde HuR ve Vps39 baskilanmasinin sitoplazmik DRS5 seviyelerine etkisi.
Sitoplazmik lizatlarin yiiriitiliip transfer edildigi PVDF membranlarda anti-DRS antikoru ile isaretleme
yapildi. Yiikleme kontrolii olarak strip-off sonrasi anti-GAPDH antikoru ile isaretlendi. Bant yogunluklar
Imagel ile belirlendi, GAPDH bantlar ile normalizasyon yapildiktan sonra grafikler GraphPad ile ¢izildi.
N: Negatif Kontrol siRNA.

Anti-HuR siRNA transfeksiyonu sonucu sitoplazmik DRS ekspresyonu yaklasik iki
katina ¢ikarken, Vps39’un veya HuR ve Vps39’un birlikte baskilanmasiyla DRS ifadesi
sitoplazmada yaklasik ii¢ kat artt1 (Sekil 4.12). Anti-HuR siRNA transfeksiyonu sonucu
HeLa hiicrelerindeki niiklear DRS seviyesi LNCaP hiicreleriyle de paralellik gostererek
azaldi (Sekil 4.13). Vps39 baskilandiginda ise sitoplazmada {i¢ kat artan DRS
ekspresyonu c¢ekirdekte 1,5 kat artigs goOsterdi. Her iki genin birlikte susturuldugu
durumda da, niiklear DRS ifadesinde artis gézlendi.

HeLa hiicrelerinin plazma membranindaki DRS miktari, LNCaP hiicrelerinde oldugu
gibi, HuR baskilanmasi sonucu azaldi (Sekil 4.14). Vps39’un baskilandigr durumda da

DRS5 ifadesinde daha diisiik oranda azalma gozlendi.
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Sekil 4.13: HeLa hiicrelerinde HuR ve Vps39 baskilanmasinin niikklear DR5 seviyelerine etkisi. Niklear
lizatlarin yiritiliip transfer edildigi PVDF membranlarda anti-DRS antikoru ile isaretleme yapildi. Bant
yogunluklar1 Image] ile belirlendi, f-Aktin bantlar1 ile normalizasyon sonrast grafikler GraphPad ile
¢izildi. N: Negatif Kontrol siRNA.
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Sekil 4.14: HeLa hiicrelerinde HuR ve Vps39 baskilanmasinin membran DRS5 seviyelerine etkisi. Plazma
membran fraksiyonlart SDS-PAGE ile yiiriitiilip PVDF membrana aktarildiktan sonra ilk olarak anti-DRS
antikoru ile, daha sonra strip-off islemini takiben anti-B-Aktin antikoru ile isaretleme yapildi. Bant
yogunluklar1 Image] ile belirlendi, B-Aktin bantlar1 ile normalizasyon sonrast grafikler GraphPad ile
¢izildi. N: Negatif Kontrol siRNA.

HuR ve Vps39 proteinlerinin susturulmasi sonrasinda hiicresel fraksiyonlarda DRS
miktarlarindaki degisiklikler, ELISA yontemi kullanilarak da belirlendi. Deney
sonuglarina gore, HeLa hiicrelerinin sitoplazmasindaki DR5 seviyeleri, HuR proteininin

baskilanmasi sonucu Western Blot sonuclari ile de uyumlu olarak artt1 (Sekil 4.15). Soz
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konusu artis Western Blot sonucundaki kadar belirgin olmasa da, istatistiksel olarak
anlamlidir (p=0,0255). Vps39 proteininin baskilanmasi da, sitoplazmik DRS5 miktarinda
Western Blot sonuglart ile uyumlu olarak artis ile sonuglandi (p=0,0061). Her iki genin
susturuldugu durumda ise, Western Blot sonucunun aksine DRS5 oranlarinda anlamli bir

degisiklik gozlenmedi.

ELISA ile olgiilen niiklear DRS seviyeleri, Western Blot yontemiyle elde edilen
sonuclarla benzerdi (Sekil 4.15). Anti-HuR siRNA transfeksiyonu sonucu DRS
miktarinda diisiis gozlense de, bu diisiis istatistiksel olarak anlamli degildi. Vps39
baskilandiginda ise niiklear DRS ifadesinde yaklasik iki kat artis gozlendi (p<0,0001).
HuR ve Vps39 proteinlerinin ayn1 anda baskilanmasi, ¢ekirdekteki DRS seviyesinde 1,5
kat artis ile sonuglandi (p=0,0022).

ELISA yontemiyle elde edilen hiicre membran1 DRS seviyeleri, her iki genin birlikte
susturuldugu durum disinda Western Blot sonucuyla uyumlu idi (Sekil 4.16). Anti-HuR
siRNA transfeksiyonu sonucu plazma membranindaki DRS ekspresyonunda negatif
kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli olmasa da diisiis gozlendi. iki proteinin
birlikte baskilanmasi membrandaki DRS5 ifadesinde diisiisle sonuglansa da, fark

istatistiksel olarak anlamli degildi.
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Sitoplazmik DRS seviyeleri Nuiklear DRS5 Seviyeleri
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Sekil 4.15: HeLa hiicrelerinde HuR ve Vps39 baskilanmasinin sitoplazmik ve niiklear DR5 seviyelerine
etkisinin ELISA ile belirlenmesi. Niiklear ve sitoplazmik lizatlar kit igeriginde bulunan, anti-DRS5 antikoru
ile dnceden kaplanmig ELISA kuyularina iiger tekrar olacak sekilde yiiklendi. Kit prosediiriine uyularak
ELISA islemi gergeklestirildikten sonra grafik ¢izimi ve analizler GraphPad Prism programinda
gergeklestirildi.N: Negatif Kontrol siRNA
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Sekil 4.16: HeLa hiicrelerinde membran DRS5 seviyelerinin ELISA ile belirlenmesi. Plazma membran
fraksiyonlarina ait lizatlar kit igeriginde bulunan, anti-DRS5 antikoru ile 6nceden kaplanmis ELISA
kuyularina {iger tekrar olacak sekilde yiiklendi. Kit prosediiriine wuyularak ELISA islemi
gerceklestirildikten sonra grafik ¢izimi ve analizler GraphPad Prism programinda gerceklestirildi. N:
Negatif Kontrol siRNA.
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4.8 HeLa hiicrelerinde Vps39’un baskilanmasi, TRAIL aracih apoptoz ve
nekroptoz oranlarinda artisla sonu¢landi.

siRNA aracili yaklagimlarla HuR ve Vps39 gen ifadelerinin baskilanmasinin HeLa
hiicrelerindeki TRAIL aracili apoptoz ve nekroptoza etkisi, LNCaP hiicrelerinde oldugu
gibi “Cellular DNA Fragmentation ELISA” kiti kullanilarak Gere¢ ve Yontem
boliimiinde belirtildigi sekilde belirlendi. Sekil 4.17°de verilen grafikler iki tekrarin
ortalamasiyla elde edilmistir. TRAIL muamelesi sonucunda elde edilen apoptoz ve
nekroptoz degerlerinden TRAIL ile muamele edilmemis hiicrelerdeki spontan apoptoz

ve nekroptoz oranlar1 ¢ikarildiginda Sekil 4.18°de gosterilen grafikler elde edildi.
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Sekil 4.17: HeLa hiicrelerinde HuR ve Vps39 baskilanmasinin TRAIL aracili apoptoz ve nekroptoza
etkisi. BrdU isaretlemesinden sonra 96 kuyucuklu hiicre kiiltlirii kaplarina ekilen hiicreler siRNA ile
transfekte edildi. Her siRNA ig¢in iki kuyucuk hiicre 100nM/ml sTRAIL ile muamele edilirken iki kuyucuk
hiicreye kontrol olarak TRAIL muamelesi uygulanmadi. Hiicre siipernatanlar1 ve lizatlar1 gere¢ ve yontem
kisminda tarif edildigi sekilde toplanarak, Orneklerden ELISA islemiyle hiicre o6limi belirlendi.
Grafiklerin olusturulmasinda GraphPad Prism programi kullanildi. N: Negatif Kontrol siRNA.
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Sekil 4.18: HeLa hiicrelerinde TRAIL aracili apotoz ve nekroptoz. Sekil 4.17°de grafige dokiilmiis
sonuglar kullanilarak, TRAIL muamelesi sonucu elde edilen degerlerden kontrol (TRAIL uygulanmamis)
degerlerinin ¢ikarilmasi sonucu olusan grafikler. N: Negatif Kontrol siRNA.

Deney sonuglarina gére, HuR proteininin baskilandigi HeLa hiicrelerinde TRAIL aracili
apoptoz oraninda yaklasik %90 oraninda diisiis gozlendi (Sekil 4.18). Vps39’un
baskilandig1 hiicrelerde ise apoptoz orani, mock siRNA transfekte edilmis hiicrelerin
yaklasik iki katma cikti. Iki genin birlikte susturuldugu hiicrelerde ise TRAIL aracili
apoptoz oraninda yaklasik %40 diisiis goriildii.

TRAIL muamelesi sonrasinda, HuR siRNA ile transfekte hiicrelerde nekroptoz orani
daha diisiiktii (Sekil 4.18). Vps39’un susturuldugu hiicrelerde TRAIL muamelesi sonucu
hem apoptoz hem de nekroptoz oraninda artis gozlendi. Her iki genin susturuldugu
hiicrelerde ise apoptoz orani negatif kontrole kiyasla %50 civarinda azalirken, nekroptoz

oraninda artig gozlendi.

4.9 293T hiicrelerinde asir1 ekspresyonu gerceklestirilen ve transkriptinde 3’-UTR

bolgesi bulunmayan DRS proteini hiicre yiizeyine ¢ikmaktadir.

DRS proteininin 3’-UTR dizisi olmadan da hiicre membranina lokalize olup
olamayacagini gormek icin, sadece kodlayan bolgenin klonlandigi, 3’UTR icermeyen
plazmidler ile 293T hiicreleri transfekte edildi. Sekil 4.19°da goriildigii gibi, DRS
proteini 3’-UTR bolgesi olmadan da hiicre membraninda yogun olarak eksprese

olabilmektedir.
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Sekil 4.19: 293 T hiicrelerinde DRS asir1 ekspresyonu. DRS geninin kodlayan bolgesini tagiyan plazmid ile
transfekte edilen 293 T hiicrelerinin sitoplazmik ve membran fraksiyonlarinda DRS5 ifadesi Western Blot
ile incelendi. Yiikleme kontrolii olarak GAPDH ve 3-Aktin antikorlari ile isaretleme yapildi. K: Kontrol
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5. TARTISMA

TRAIL molekiilii, kesfedilmesinden kisa bir siire sonra normal hiicrelere zarar vermeyip
kanser hiicrelerini 6ldiirebildiginin anlagilmasiyla, kanser arastirmalarinda ilgi odagi
olmustur (Ashkenazi ve ark. 1999, Walczak ve ark. 1999). Sonraki ¢alismalar, hiicre
tipine ve hiicrenin bulundugu evreye gore giiclii apoptotik etkisi olabilen bu molekiiliin,
bazi hiicrelerde sagkalim ve proliferasyonu da indiikleyebildigini gostermistir (Harith ve
ark. 2013). TRAIL, TNF ailesinin diger iiyelerinden farkli ozellikler sergiler; insan
dokularinda yaygin olarak ifade edilir, ve baglanabildigi bes farkli reseptor vardir. Bu
reseptorlerden yalnizca ikisi ~-TRAILR1 (DR4) ve TRAILR2 (DRS5)- apoptotik sinyal
iletme yetenegine sahiptir. Bu iki reseptor, yapisal ve fonksiyonel olarak birbirlerine
benzese de, transkripsiyonel, post-transkripsiyonel ve translasyonel regiilasyonlari
onemli farkliliklar gosterir. DR5’in transkripsiyonel regiilasyon mekanizmalarinin
onemli bir kism1 agiga ¢ikarilmis olmasina ragmen (Mert ve Sanlioglu 2017), hiicre ici
lokalizasyon mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilamamistir. Ilginctir ki, DRS
reseptOriiniin  niiklear lokalizasyon sinyali (NLS) barindirdigi, ve importin-f31
araciligiyla ¢ekirdege tasinabildigi gosterilmistir (Kojima ve ark. 2011). Cekirdekte ise,
Drosha, DGCRS ve diger regiilator proteinlerle etkilesime girerek let-7 mikroRNA ailesi
iiyelerinin olgunlagmasini engelledigi, bunun sonucunda da LIN28B ve HMGA?2 gibi
let-7 hedefi onkogenlerin ifadesinin arttig1 bilinmektedir (Haselmann ve ark. 2014). Bu
durum, DRS proteininin hiicre i¢i trafiginde etkili olan regiilasyon mekanizmalarinin
Onemini ortaya koymaktadir. Ancak DR5’in hiicre ylizeyine ¢ikis mekanizmasi heniiz
aciga cikarilamamistir. Tez projemizde, bu bilimsel problemin yanitlanmasina katkida

bulunmay1 amagladik.

Ileri siirdiigiimiiz hipotez, DR5’in hiicre yiizeyinde ifade edilmesinde DR5 mRNA’sinin
3’-UTR bolgesine baglandigi bilinen HuR proteininin, ve endozomal vezikiil
transportunda rol alan Vps39 proteininin rol alabilecegi yoniindeydi. Hipotezimizi test
edebilmek icin, HeLa ve LNCaP hiicre hatlarinda HuR ve Vps39 ifadelerinin siRNA
yontemi ile baskilanmasi sonrasinda farkli hiicre fraksiyonlarinda DRS ifadesindeki
farkliliklari, ve TRAIL aracili apoptoz ve nekroptoz oranlarindaki degisiklikleri
belirledik. Projemizde HeLa ve LNCaP hiicre hatlarim1 kullanmamizin sebebi, bu
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hiicrelerde DRS5 transkriptine HuR baglanmasinin (Kandasamy ve Kraft 2008) ve
DR5’in membrana lokalizasyonunun SRP bagimsiz olarak gergeklestiginin (Ren ve ark.
2004) gosterilmis olmasi idi. Bu hiicrelerde HuR ve Vps39 genlerinin baskilanmasi i¢in

siRNA transfeksiyonu gerceklestirdik (Sekil 4.3 ve 4.11).

DRS mRNA’sinin 3° UTR bélgesi, 2538 nt uzunlugundadir. Bu, TRAIL 1n diger 6liim
reseptorlii olan DR4’lin 251 nt’lik 3’UTR bdlgesinin yaklasik 10 katidir (Sekil 2.5).
Apoptoza direngli primer melanoma hiicrelerinde ve TRAIL muamelesi ile se¢ilmis
diren¢li melanoma hiicre hatlarinda, DR5S mRNA seviyeleri ile protein ekspresyon
oranlarinin uyumlu olmadigi, mRNA seviyelerinin gorece sabit kaldig1 durumlarda DRS
translasyonunun baskilanabildigi gdzlenmistir (Zhang ve ark. 2004). Ornegin TRAIL’a
direncli hale getirilen hiicre hatlarinda direngli olmayan hiicrelere gére DRS
ekspresyonu diisiik iken, mRNA seviyelerinde farklilik gézlenmemistir. Ayni ¢caligmada,
DRS transkriptinin 3’-UTR dizilerine baglanan proteinlerin bu regiilasyonda etkili
olabilecegi gosterilmistir. Listelenen bu proteinler arasinda HuR da yer almaktadir
(Kandasamy ve Kraft 2008, Yang ve ark. 2015). Vps39 proteininin siRNA ile
baskilandigi durumda ise DRS aracili apoptoz engellenmektedir (Tablo 2.1) (Ren ve ark.
2004).

HuR baglanmasinin LNCaP hiicrelerinde DRS5 mRNA’sinin  dmriinii  uzattigi,
baskilanmasinin ise DRS mRNA’sinin stabilitesini azalttig1 bildirilmistir (Kandasamy ve
Kraft 2008). Bu durumun LNCaP hiicrelerinde total DRS seviyelerini nasil etkiledigini
dogrudan gosteren bir ¢alisma olmasa da, ii¢ pankreas kanseri hiicre hattindan ikisinde
HuR baskilanmasi sonucu DRS5 protein miktarinda artis oldugu bildirilmistir (Pineda ve
ark. 2012). Calismamizda literatiirle uyumlu olarak, LNCaP hiicrelerinde HuR’un
baskilanmasiyla sitoplazmik DRS5 seviyesinde artis oldugu Western Blot yontemiyle
gosterildi (Sekil 4.4). Ayni Orneklerde uygulanan ELISA yonteminde ise DRS
miktarinda artig tespit edilemedi (Sekil 4.7).

Literatirde DRS5’in niiklear lokalizasyonuna dair ¢ok az c¢alisma mevcuttur.
Calismamizda, LNCaP hiicrelerinde HuR baskilandiginda sitoplazmada DRS proteininin
oraninin arttig1, ancak c¢ekirdekteki miktarinda artis olmadig1 gozlendi (Sekil 4.4 ve 4.5).
ELISA sonuglar1 da ayni dogrultuda idi (Sekil 4.7). HeLa hiicrelerinde HuR siRNA
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transfeksiyonu yaptigimizda da HuR proteininin etkili bicimde baskilandigi gézlendi
(Sekil 4.11). Bu durumda da, LNCaP hiicrelerinde oldugu gibi sitoplazmik DRS
seviyesinde hem Western Blot yontemiyle (sekil 4.12), hem de ELISA ile (sekil 4.15)
gosterilebilen bir artis gerceklesti. Sonuglara gore, sitoplazmada ekspresyonu artan
DRS5’in, LNCaP hiicrelerinde oldugu gibi HeLa hiicrelerinde de c¢ekirdege gidemedigi
anlagilmaktadir (Sekil 4.13 ve 4.15). Yukarida da belirtildigi gibi, DRS5 reseptorii niiklear
lokalizasyon sinyali (NLS) tasimaktadir ve HeLa hiicrelerinde importin-f1 araciligiyla
cekirdege goc¢ etmektedir (Kojima ve ark. 2011). S6z konusu calismada importin-f31
baskilanmasinin DRS5’in hiicre yiizey ekspresyonunu arttirdigi rapor edilmistir. Buna
karsin, sitoplazmada DRS5 miktarindaki artisin niiklear DRS5 seviyelerine neden
yansimadigi sorusu cevaplanmay1 beklemektedir. Sitoplazmada DRS miktar1 artarken,
cekirdege transportu igin gerekli importin-f1 molekiillerinin sayisinin sabit kaliyor

olabilecegi diisiiniilebilir.

HuR proteininin baskilanmasiyla DRS5 reseptoriiniin hiicre yiizey ekspresyonunda
Western Blot yontemiyle belirlenen degisimler LNCaP hiicreleri i¢in Sekil 4.6°da, HeLa
hiicreleri icin Sekil 4.14’te verilmistir. Membran proteinlerinin sitoplazmik proteinlere
kiyasla yogun oranda hidrofobik bolgeler igermeleri nedeniyle agregat olusturma
egiliminde olduklari, bu nedenle c¢ozliniirliiklerinin diisiik oldugu ve izolasyon ve
manipiilasyonlarinin  zor oldugu bilinmektedir. Buna ragmen, Western Blot
sonuclarindan anlagildig1 tizere HuR baskilanmasit durumunda hiicre membranindaki
DR5 seviyesi diismektedir. LNCaP hiicrelerinde ELISA sonuglari da bu bulguyu
desteklemektedir (p=0,036) (Sekil 4.8). HeLa hiicrelerinin ELISA sonuglarinda ise
membrandaki DRS ifadesinin istatistiksel anlamlilik bulunmasa da azaldigi gozlendi
(Sekil 4.16). Bu bulgular, DRS5 reseptoriiniin hiicre yiizeyine ¢ikis mekanizmasinda

HuR’un roliiniin olabilecegine isaret etmektedir.

Calismamizda, LNCaP hiicrelerinde HuR’un baskilanmas1 ile membranda ifade edilen
DRS5 seviyelerinde diisiis gozlendi (Sekil 4.6 ve 4.8). DRS, TRAIL’a duyarl hiicrelerde
TRAIL aracili apoptoz ve nekroptoz gibi 6liim mekanizmalarina aracilik eden giiclii bir
olim reseptoriidiir. Dolayistyla bu durumda ilk beklenen, bu hiicrelerde apoptoz ve

nekroptoz oranlarinda diigme gozlenmesi olabilir. Ancak sonuglarimiza gére, HuR un
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baskilanmasi ile membrandaki DRS miktarlarinda %10-20 dolayinda diisiis goézlenmis
olmasina ragmen, apoptoz ve nekroptoz oranlar1 yaklasik 2 kat artmistir (Sekil 4.10).
DRS, giiglii bir 6liim reseptorii olmasina karsin, bu yondeki arastirmalar, hiicrelerin
TRAIL’a duyarliligin1 belirleyen iki ana mekanizma oldugunu gostermistir. Bunlarin
biri hiicre ylizeyindeki TRAIL reseptor profilidir.
Hiicre yiizeyinde ifade edilen DR4 ve DRS 6liim reseptorlerinin, ve DcR1 ve DcR2
yalanci reseptorlerin oranlari, TRAIL duyarliligini belirlemede 6nemli rol oynar
(LeBlanc ve Ashkenazi 2003). DR4 reseptoriiniin de TRAIL aracili apoptozda 6nemli
rol iistlendigi ve deneylerimizde ne tiir etkiye sahip oldugunun bilinmedigi de dikkate
alinmalidir. Hiicre ylizeyindeki DcR1 ve DcR2 yalanci reseptér oranlarinin yiiksek

olmasi da hiicrelerde TRAIL’a dirence katkida bulunabilmektedir (Aydin ve ark. 2007).

Hiicre yiizeyindeki reseptor profili yaninda, hiicre i¢i antiapoptotik protein oranlarinin da
hiicrelerin TRAIL’a duyarliligini etkiledigi bilinmektedir (Lemke ve ark. 2014). HuR
proteininin; XIAP, apoptozom inhibitorii protimosin alfa, SIRT1, Bcl-2 gibi anti-
apoptotik faktorlerin mRNA’larina baglanarak ekspresyonlarini diizenledigi ve genel bir
anti-apoptotik etki gosterdigi literatiirde rapor edilmektedir (Abdelmohsen ve ark. 2007,
Durie ve ark. 2011). Bu durum, HuR baskilanmast sonucu TRAIL aracili apoptozda artis

gbzlenmesinin muhtemel sebebi olabilir.

HeLa hiicrelerinde HuR’un susturulmasinin TRAIL aracili apoptozu ciddi oranda
baskiladig1 gozlendi (Sekil 4.18). HeLa hiicrelerinde DR4 ylizey ekspresyonunun ihmal
edilebilir diizeyde oldugu bildirilmistir (Kojima ve ark. 2011) (supp. figiir). Dolayisiyla,
TRAIL aracili apoptoz sinyalinin bu hiicrelerde sadece DRS reseptorii iizerinden
iletildigi varsayilabilir. Sonuglarimiza gore HeLa hiicrelerinde TRAIL muamelesi,
hiicreleri apoptoza yonlendirmektedir. HuR susturuldugunda ise apoptotik hiicre oranlari

onemli Olglide azalmaktadir.

Vps39’un baskilanmasi ile, hem LNCaP hem de HeLa hiicrelerinde sitoplazmik ve
niiklear DRS seviyelerinde onemli degisiklikler gozlenmistir (Sekil 4.5 ve 4.13). Vps39
siRNA transfeksiyonu sonucunda LNCaP hiicrelerinde sitoplazmik DRS5 seviyesi
kontrole kiyasla iki katina, Vps39’un gorece daha iyi baskilandig1 HeLa hiicrelerinde ise

iic katmma c¢ikmaktadir. Vps39 proteininin endozomal vezikiillerin lizozomlarla
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flizyonunda gorevli oldugu bilinmektedir (Pols ve ark. 2013). Dolayisiyla Vps39’un
susturulmasi, internalize olan reseptorlerin degradasyonunu engelleyerek sitoplazmik
DRS seviyelerinde artisa yol aciyor olabilir. Western Blot yontemiyle saptanan séz
konusu artig, LNCaP hiicrelerinde ELISA ile dogrulanamasa da (Sekil 4.7), HelLa
hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,0061) (Sekil 4.15).
Sitoplazmik DRS artis1, HuR’1n baskilandigi durumun tersine, Western Blot bulgularina
gore cekirdekteki DRS seviyelerine de yansimaktadir (Sekil 4.5 ve 4.13). ELISA
sonuclart LNCaP hiicrelerinde Western Blot sonucuyla celisse de (Sekil 4.7), HeLa
hiicrelerinde Western bulgulariyla uyumlu ve istatistiksel olarak oldukc¢a anlamlidir
(p<0,0001) (Sekil 4.15). Hem HuR hem de Vps39 susturuldugunda sitoplazmik DRS5
seviyesi ylikselirken, HuR baskilanmasi ile ¢ekirdekteki DRS miktarinin artmamasi
fakat Vps39 baskilandiginda artmasi, projemizin yan sonuglarindan biridir ve bu

durumun daha detayl aragtirilmasi gerekmektedir.

Membran fraksiyonundaki DRS seviyeleri incelendiginde, Vps39 baskilanmasinin her
iki hiicre hattinda da kontrole kiyasla anlamli bir degisime neden olmadigi
goriilmektedir. Western Blot sonuglar1 ile ELISA verileri bu anlamda birbiriyle
uyumludur. DRS5 reseptoriiniin  hiicre ylizeyine ¢ikis yolaginda Vps39’un roli
olabilecegini diisiinmemizin temel nedeni, Vps39 susturulmasinin DRS aracili apoptozu
baskiladiginin rapor edilmis olmasiydi (Tablo 2.1). Ancak projemizin bulgulari buna
zitlik gostermektedir. Oyle ki, her iki hiicre hattinda da Vps39’un baskilanmasi ile
TRAIL aracili apoptoz ve nekroptozda kontrole kiyasla artis gdzlenmektedir (sekil 4.10
ve 4.18). Bu konu heniiz ¢ok az calistlmistir, ve farkli sartlardaki sonuclar ileri

deneylerle arastirilmalidir.

Projemizin ana hipotezi, DRS reseptoriiniin hiicre yiizeyine ¢ikiginin, mRNA’sina
baglanan HuR proteini araciligiyla etkilenebilecegi idi. Bulgularimiza gore, HuR
baskilanmasinin DRS5’in plazma membranina lokalizasyonunu kismen de olsa

engelledigi sdylenebilir.

Son yillardaki bulgular, mRNA’larin 3’-UTR uzunlugunun ve bu bdlgelere baglanan
faktorlerin protein lokalizasyonunda 6nemli rol oynadiklarini ortaya koymaktadir. DRS

mRNA’sinin olduk¢a uzun bir 3’-UTR bolgesi vardir. Sekil 5.1°’de POSTAR (POST-
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trAnscriptional Regulation coordinated by RNA-binding proteins) veri tabaninda yer
alan, DR5 mRNA’smna baglandigt deneysel olarak dogrulanmis proteinler

gosterilmektedir.

@@m@@
oo /s0®
o3

Sekil 5.1 DRS transkriptine baglanan proteinler (ELAVL1=HuR) (Hu ve ark. 2017).

Bu proteinlerden RNA islenmesinde ve translasyonda gorevli oldugu bilinenler
disindakilerin reseptor lokalizasyonunda rol oynayip oynamadigi arastirilmasi gereken
bir konudur. Projemizde s6z konusu proteinlerden sadece bir tanesinin muhtemel roli
arastirilmistir. Bununla birlikte, DR5’in 3°-UTR dizisinden bagimsiz olarak hiicre
ylizeyine taginiyor olabilecegine dair veriler de mevcuttur. S6z konusu ihtimali
destekleyen verilerden biri Sekil 4.19°da verilmektedir. Buna gore, DR5 3’-UTR dizisini
bulundurmayan, sadece protein kodlayan ¢cDNA dizisinin klonlandig1 plazmidlerle
transfekte edilen HEK293T hiicrelerinden, projemizde kullanilan fraksiyonasyon kitiyle
lizatlar elde edilmis ve Western Blot yontemiyle DRS ekspresyonu belirlenmistir.
HEK?293T hiicreleri, plazmid transfeksiyon deneyleri i¢in ¢ok uygun bir hiicre hatt1 olup,
SV40 large T-antijen icermesinden dolay1r transfekte edilen plazmidin giiclii

replikasyonuna olanak tanimaktadir.
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Proteinlerin ektopik asir1 ekspresyonlarinin yanlis hiicresel lokalizasyonlarda ifade
edilmelerine sebep olabilecegini goz ard1 etmemekle birlikte, asir1 ekspresyona zorlanan
DRS5 reseptorlerinin yogun bicimde hiicre membraninda yer aldiklar1 anlagilmaktadir.
Hiicre membranma tasinma yOnteminin ise hiicreler arasinda farklilik gostermesi

olasidir.

Ozefagus karsinoma hiicreleriyle yapilan bir ¢alismada, total DRS ifadesinin, hiicre
yilizeyindekinin yaklasik 10 kati oldugu rapor edilmektedir. Ayni ¢alismada, adherent
ozellige sahip bu hiicrelerin petri ylizeyine tutunmalar1 engellendiginde membrandaki
DRS miktarinin arttii, ancak Golgi vezikiillerinin trafigini engelleyen Brefeldin A
molekiilii ile muamelenin s6z konusu artis1 engelledigi bildirilmektedir (Liu ve ark.
2009). 293T hiicrelerinde gergeklestirilen baska bir ¢alismada, insan CMV viriisii ile
enfekte hiicrelerde bu virlise ait UL141 proteininin, DRS reseptoriiyle interaksiyona
girip endoplazmik retikulumda (ER) hapsolmasina neden oldugu ve hiicre yiizeyine
cikisini engelledigi gosterilmistir (Smith ve ark. 2013). S6z konusu ¢aligmalar, DR5’in
hiicre yiizeyine ¢ikisinda hiicre iskelet proteinlerinin ve ER/Golgi yolaginin rolii
oldugunu ima etmektedir. Her ne kadar DRS5 reseptoriiniin, DR4’iin aksine SRP (signal
recognition particle) aracili kotranslasyonel translokasyonla lokalize olmadigi agik
bicimde gosterilmis olsa da (Ren ve ark. 2004), SRP bagimsiz ER translokasyon
yolaklar1 da tanimlanmistir (Ast ve Schuldiner 2013).
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6. SONUC ve ONERILER

Tez calismamizda, DR5’in hiicre yiizeyine ¢ikis mekanizmasinda HuR ve Vps39’un
olas1 roliinii arastirdik. Sonuglarimiz, DRS mRNA’sina baglanan proteinlerden biri olan
HuR proteininin hipotezimizde ileri siirdiiglimiiz gibi DR5’in yiizey ifadesinde etkili
olabilecegini, ancak HuR’un baskilanmasinin DRS yiizey ifadesini beklendigi kadar
diisiirmedigini  gosterdi. Vps39 proteininin ise, DRS5’in hiicre ylizeyindeki

ekspresyonunda direk etkili olmayabilecegi gozlendi.

Tez sonuglarimizin, DRS5 reseptoriiniin  hiicre yiizeyine ¢ikis mekanizmasinin
aydinlatilmasinda bir basamak gorevi gorecegi inancindayiz. HuR ve VPs39’un tiim
hiicre fraksiyonlarinda birden fazla siRNA kullanilarak susturulabilmesi/biiylik oranda
baskilanabilmesi miimkiin olabilir. Bu durumun sonuclari nasil etkileyecegi test
edilmelidir. Buna paralel olarak, DR5’in hiicre yiizeyine taginmasinda rol alabilecek
diger molekiillerin de farkl hiicrelerde ¢alisilmasi 6nemli olacaktir. Hiicre membraninda
ifade edilen proteinlerle ¢alisma zorluklar1 dikkate alindiginda, Flow Sitometri ile
gerceklestirilecek membran DRS miktar tayinleri de, gerceklestirilebilecek ek analizler

arasindadir.
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