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OZET

Beyhan-Yilmaz, M. Bovine herpesviriis-I’in Farkh Kanser Hiicre
Hatlarinda Apoptotik ve Otofajik Etkilerinin Arastirilmasi, Tekirdag Namk
Kemal Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tiimér Biyolojisi ve Immiinolojisi
Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi, Tekirdag, 2022. Kanser tedavisinde viroterapi
olarak adlandirilan, onkolitik viriislerin kanser hiicrelerin yikimi i¢in kullanimi kanser
tedavisinde alternatif bir yol olarak oOnerilmektedir. Onkolitik viriis, segici olarak
kanser hiicrelerinde lizise, apoptozise neden olmakta ve immun sistem hiicrelerini
uyararak immiinoterapiye katki de sunmaktadir. Cok sayida viriis bu amacgla aday
gosterilirken avantaj ve dezavantajlar1 tiim detaylariyla yogun bir sekilde
aragtirtlmaktadir. Yapilan arastirmalarda farkli tiirlerde patojen olan hastalik etkeni
vahsi virlis adaylarimin secilmesi, genetik yapilari iizerinde degisiklikler yapilarak
rekombinant formlarinin olusturulmasi ve kullanimui siirecleri sonrasinda bazi viriisleri
onkolitik etkisinin énemli oldugunu gdostermistir. Projede 6nerilen BHV-1 patojen
olarak hastalik meydana getirdigi konag1 sigirdir. Insanlarda herhangi bir hastalik
etkeni olarak tanimlanmamistir. Son yillarda BHV-1 iizerine yapilan bazi
arastirmalarda onkolitik potansiyelinin olabilecegi Onerilmektedir. Bu calismada,
sigirlarda patojen olan Bovine herpesvirus-1 (BHV-1) ’in farkli kanser hiicre
hatlarinda neden olabilecegi 6liim yolaklarindan apoptotik ve otofajik onkolitik
etkilerinin arastirilmasi amaclandi. Bu amacla, meme kanseri hiicre hatti (MDA-MB-
231), akciger hiicre hatt1 (A549), prostat kanseri hiicre hatlar1 (DU145 ve PC3) ve
servix kanseri hiicre hatti (Hela)’'nda yapilacak apoptotik ve otofajik yolaklar
aragtirildi. Hiicre hatlar1 farkli titrelerideki biriis enfeksiyonuna ve zamana bagh
degisiklikler degerlendirildi. Viriisii enfeksiyonuna bagli miktar ve zamana bagh
hiicre kayiplarinin arttig1, apoptotik hiicre sayisinin artifi tespit edildi. Enfekte
hiicrelerde bazi markirlarin (BCL-2, ATG7, p62, kaspaz-8 ve kaspaz-9) ekspresyon
seviyesinin zamana ve doza bagl olarak degistigi degerlendirildi. Bu kanser
hiicrelerindeki 6liim mekanizmalarinin aydinlatilmasi amaciyla daha fazla apoptotik

markirlarin ve otofajik markirlarin kullanilmasi ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: BHV-1, apoptozis, otofaji, onkolitik viriis

Destekleyen Kurumlar: Tekirdag Namik Kemal Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi
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ABSTRACT

Beyhan-Yilmaz, M. Investigation of Apoptotic and Autophagic Effects of Bovine
Herpesvirus-1 in Different Cancer Cell Lines, Tekirdag Namik Kemal University
Institute of Health Sciences, Department of Tumor Biology and Immunology
Master's Thesis, Tekirdag, 2022. The use of oncolytic viruses for the destruction of
cancer cells, called virotherapy in cancer treatment, is recommended as an alternative
way in cancer treatment. Oncolytic virus selectively causes lysis and apoptosis in
cancer cells and contributes to immunotherapy by stimulating immune system cells.
While many viruses are nominated for this purpose, their advantages and
disadvantages are intensively researched in all details. Studies have shown that the
oncolytic effect of some viruses is important after the selection of wild virus
candidates that are pathogenic in different species, the creation and use of
recombinant forms by making changes on their genetic structures. The BHV-1
pathogen proposed in the project is the bovine host. It has not been identified as a
disease agent in humans. In recent years, some studies on BHV-1 have suggested that
it may have oncolytic potential. In this study, it was aimed to investigate the apoptotic
and autophagic oncolytic effects of bovine herpesvirus-1 (BHV-1), which is a
pathogen in cattle, in different cancer cell lines. For this purpose, apoptotic and
autophagic pathways in breast cancer cell line (MDA-MB-231), lung cell line (A549),
prostate cancer cell lines (DU145 and PC3) and cervical cancer cell line (Hela) were
investigated. Cell lines with different titers of infection and time-dependent changes
were evaluated. It was determined that the amount and time-dependent cell losses
increased due to virus infection, and the number of apoptotic cells increased. It was
evaluated that the expression level of some markers (BCL-2, ATG7, p62, caspase-8
and caspase-9) in infected cells changed depending on time and dose. There is a need
to use more apoptotic and autophagic markers to elucidate the death mechanisms in

these cancer cells.
Keywords: BHV-1, apoptosis, autophagy, oncolytic virus
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

100DKIDso: Enfekte Hiicre Kiiltiiriinin Tamaminda Enfeksiyon Olusturan Viriis
Sulandirma Orani

293T: Embriyonik Bobrek Hiicreleri

A549: Akciger Kanseri Hiicre Hatti

ACE: Angiotensin-Converting Enzyme

AIDS: Acquired Immune Deficiency Syndrome

AIF: Apoptoz Indiikleyici Faktor

AMPK: 5'-Adenozin Monofosfat (AMP) ile Aktive Edilmis Protein Kinaz
AQ/EtBr: Akridin turuncusu/Etidyum bromiir

APAF-1: Apoptoz iliskili Proteaz Aktive Eden Faktor 1

ATGs: Otofaji Ile Iliskili Proteinler

ATP: Adenosine Triphosphate

BAK: BCL-2 Homologu Antagonist/Katil

B-ALL: Prekiirsor B Lenfoblastik Losemi

BAX: BCL-2 Baglantili Oliim Indiikleyici

BCIC: Meme Kanseri Kok Hiicresi

BCL-2: B Hiicreli Lenfoma-2

BCL-XL: Ekstra Biiyiik B Hiicreli Lenfoma Proteini

BHV-1: Bovine herpesvirus-1

BID: BH3 Etki Alam Ile Etkilesen Oliim Agonisti

BOS-1: TAM’lar1 Tiimor Bolgesine Goc¢ Ettiren Kanser Hiicreleri Tarafindan
Salgilanan Koloni Uyarict Faktor

Ca*%: Kalsiyum

CAD: Kaspaz Tarafindan Aktive Edilmis DNAaz

CAF: Kanserle iliskili Fibroblastlar

CARD: Kaspaz Aktivasyon ve Toplama Bolgesi

CAR-T: Kimerik Antijen Reseptorii

CAYV: Chicken Anemia Virus

CDs: Yiizey Farklilagma Antijenleri
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CMA: Saperon Aracili Otofaji

COOH: Karboksil Grubu

CPE: Sitopatik Etki

CXCLj3: Kemokin Ligandi 13

Cyt-C: Sitokrom C

dATP: Deoksiadenozin Trifosfat

DC: Dendritik Hiicre (Dendritic Cell)

DD: Oliim Domaini (Death Domain)

DISC: Oliim Tetikleyen Iletici Kompleks
DKIDso: Enfekte Hiicre Kiiltliriiniin En Az Yarisinda Enfeksiyon Olusturan Viriis
Sulandirma Orani

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO: Dimetil Diilfoksit

DNA: Deoksiribo Niikleik Asit

DRs: Oliim Reseptorleri

DU-145: Androjen-duyarl prostat kanser hiicreleri
EDTA: Etilendiamin Tetraasetik Asit

EGF: Epidermal Biiyiime Faktorii

EGFR: Epidermal Biiylime Faktorii Reseptorii
ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
EMA: Avrupa ilag Ajansi

EMT: Epitelyal Mezensimel Gegis

ER: Endoplazmik Retikulum

FADD: FAS iliskili Oliim Bolgesi

FAS-L: FAS Ligandi

FBS: Fetal Dana Serum

FDA: Birlesik Devletler Gida ve Ila¢ Dairesi
FOXP3: Transkripsiyon Faktorii

GMCSF: Graniilosit Makrofaj Koloni Uyaric1 Faktor
GRASP65: 65 kDa’luk Golgi Birlestirici Protein 1
Gs: Glikoproteinler



Hela: Servikal kanser hiicreleri

HEp-2: Insan Epidermoid Larinks Karsinom
HMGRB;:: Yiiksek Mobilite Grup Kutusu 1

HSC70: Is1 Sok Proteini 70

HSP: Is1 Sok Proteini

HSVs: Herpes Simpleks Viriisler

ICAD: Kaspaz Tarafindan Etkinlestirilen DNAaz Inhibitorii
IFNs: interferonlar

IFN-y: interferon-gamma

IKK: KB Kinaz Inhibitorii

ILs: interlokinler

IMRT: Yogunluk Modiilasyonlu radyasyon tedavisi
iDC: iImmatiir Dendritik Hiicre

JAK-STAT: Janus Kinaz/Sinyal Donistiiriictileri ve Transkripsiyon

JNK: C-jun N-ucu Kinaz1

KB: Insan ag1z epidermoid karsinoma hiicreleri
LAMPs: Lizozomal Iliskili Zar Proteinleri
LC3: Mikrotiibiil Ile iliskili Protein 1A/1B-Hafif Zincir 3
LT:Litre

Mis2: Makrofaj Tipleri

MAPK: Mitojenle Aktive Edilen Protein Kinaz
MCF-7: Meme kanseri hiicre hatt1
MDA-MB-231: Meme Kanseri Hiicre Hatt1
MDBK: Sigir Bobrek Hiicre Hatti

MDM2: E3 Protein Ubikuitin Ligaz

MDSC: Miyeloid Tiirevli Baskilayic1 Hiicreler
MHC: Major Histocompatibility Complex
miRNA: Mikro RNA
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MOMP: Mitokondriyal D1 Zar Gegirgenligi
mRNA: Mesenger RNA

mTOR: Mammalian Target of Rapamycin
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mTORC1: mTOR kompleksi-1

MTT: 3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
MV: Measles Viriis

Nis2: Notrofil Tipleri

NDV: Newcastle hastalig1 viriisii

NF-KB: Niikleer Faktor- Kappa B

NGF: Sinir Biiytime Faktori

NH:: Amino Grubu
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P53: Tiimér Inhibe Edici Protein
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pDC: Plazmasitoid Dendritik Hiicre
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RAS: G-Proteini Tiiriinde Bir Proto-Onkogen ve Bunu Kodlayan Gen

RB: Retinoblastoma
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ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri
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SNARESs: Vezikiiler Filizyon Siirecini Yoneten Proteinleri

TA: Tiimo6r Antijenleri
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TAM: Tiimérle lgili Makrofajlar

TfR: Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii

TGF-B: Transforming Growth Faktor Beta

THs: Yardimci T hiicreleri

TK: Timidin Kinaz

TNF: Tiimor Nekroz Faktor

TNFR: Tiimor Nekroz Faktor Reseptorii

TNFR1: Timo6r Nekroz Faktorii Reseptori

TNF-a: Tiimor Nekroz Faktorii-o
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1. GIRIS

Kanser diinya capinda 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir.
GLOBOCAN’m verilerine gore 2020 yilinda 10 milyon insan kanser nedeni ile
hayatin1 kaybetmistir (Sung ve dig. 2021). Kanser, insan genomunda goriilen
mutasyonlarin hiicre fonksiyonlarinda degisikliklere neden olmasiyla meydana
gelmektedir (Trafialek ve Kolanowski 2014; Cumberbatch 2015). Kanserlesmis
hiicreler, saglikli hiicrelerin aksine iist iiste bir dizilim gostererek hiicre iligkilerini
bozarak onemli genlerin inaktive olmasina neden olmaktadir. Bununla birlikte hiicre
dongiisiinde anormal proliferasyon meydana gelir (Alberghina ve dig. 2012). Saglikli
hiicrelerde hiicre boliinmesi ve hiicre biiyiimesinden sorumlu proto-onkogenler,
genetik mutasyonlar sayesinde onkogenlere doniiserek kanserli hiicrelerin daha hizli
bir sekilde biiyiiyilip ¢ogalmasini saglar. Hiicrelerde tiimor baskilayici genlerin
yoklugu da kanserlesmis hiicrenin kontrolsiiz ¢ogalmasina katki sunar. Bu sebeple
kanserlesmis hiicreler, hiicrelerin onarim mekanizmalarindan kurtularak bagka
dokulara (kan dolasimi yoluyla) metastaz yapabilmektedir. Yine kanserlesmis
hiicreler immiinseleksiyon, immiin tanima i¢in gerekli molekiillerin kaybi, T hiicre
cevabimin olmamasi, immiin yanitlarin baskilanmasi, antijenin maskelenmesi ve
lenfosit adezyonu igin gerekli molekiillerin kayb1 gibi yollar ile immiin sistemden
kagmaktadir. Epigenetik faktorler de kanserlesmede onemlidir, DNA metilasyonu,
histon modifikasyonlar1 gibi mekanizmalar da kanser olusumunda 6nemli rollere

sahiptirler (Portela ve Esteller 2010; Sharma ve dig. 2010).

Giiniimiizde kanser tedavisi i¢in cerrahi operasyon, kemoterapi, radyoterapi,
hormonel tedaviler, sitokin tedavisi, antianjiyogenik tedavi, immiinoterapi, CAR-T
hiicre terapisi gibi bir¢ok tedavi yontemi kullanilmistir. Bu tedavi yontemleri
arasinda dikkat ¢ekenlerden biri de terapdtik faydalari yapilan caligmalarla ortaya
konulan viroterapidir (Kelly ve Russell 2007; Toth ve dig. 2010). Onkolitik
viroterapi, kanser hiicrelerini 6ldiirmek i¢in kendini kopyalayabilen viriislerin
kullanildig: tedavi tiiriidiir. Ancak her viriis bu tedavi i¢in uygun degildir. Onkolitik
viriisler, kanser hiicresi i¢in patojenik olmalari, kanserli hiicreleri spesifik
hedefleyebilmeleri, hedefledikleri kanser hiicrelerini Gldiirebilmeleri ve genetik

mithendisligiyle degistirilerek anti-kanser faktorleri ifade edebilir hale getirebilmeleri
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gibi ozellikleri bulunur (Russell ve dig. 2012; Maroun ve dig. 2017). Bircok
onkolitik viroterapide kullanilacak viriisler kesfedilmis olsa da hala bir¢ok viriis
viroterapide kullanilmasi i¢in kesfedilmeyi beklemektedir. Bu tedavinin prensibi
viriislerin kendi mekanizmalariyla ya da genetik miihendisligiyle viriisiin genomunda
yapilacak degisiklikler ile saglikli hiicrelere zarar vermeden sadece kanserli hiicreleri
hedef alarak enfekte ederek bu hiicreleri dldiirme yeteginine dayanir (Cervantes-
Garcia ve dig. 2008). Onkolitik virtisler, tiimor hiicrelerini direkt olarak o6ldiirebilen
viriislerdir. Bu viriisler sahip olduklari niikleik asit tipine bagli olarak DNA viriisleri

ve RNA viriisleri olmak tizere ikiye ayrilir (Bommareddy ve dig. 2018).

Onkolitik viriis aracili kanser tedavisi ti¢ onemli mekanizma iizerinden isler.
Bu mekanizmalardan ilki onkolitik viriislerin tiimdrlii alandaki kanser hiicreleri ve
endotel hiicreleri direkt enfekte edebilmeleridir. Ikinci mekanizma Kanser hiicrelerini
otofaji, nekroptozis, apoptozis gibi hiicre 6liimiine zorlamalaridir. Ucgiincii
mekanizma ise, immiin sistemden kagarak hayatta kalan kanser hiicrelerine sitotoksik
etki gostermeleridir (Breitbach ve dig. 2007; Breitbach ve dig. 2013). Kanser
viroterapisinde birka¢ vahsi tip onkolitik virlis kullanildi. Bunlar arasinda bir de
insan viriisii olan Reoviriis bulunmaktadir. Reoviriis disinda ¢ocuk felci viriisii olarak
bilinen Coxsackieviriis, konakg¢ist kanatlilar olan Newcastle hastaligi virisi,
konakgis1 bocekler, atlar, inekler ve domuzlar olan Vezikiiler stomatit viriisii (VSV)
ve konakgis1 sicanlar olan Parvoviriis H1 gibi viriisler bulunmaktadir (Danthi ve dig.
2010; Errington ve dig. 2008; Au ve dig. 2011; Zamarin ve Palese 2012; Lichty ve
dig. 2004).

Bovine herpesviriis-1 (BHV-1) sigirlarda st solunum yolu enfeksiyonu ve
genital sistem enfeksiyonlar1 ile karakterize hastaliklara neden olur. Viriisiin
konaktaki kulucka stiresi 8-16 giin araligindadir. Konaga giris yapan BHV-1 nazal
epitele yerlesir ve burada primer ¢ogalmasini tamamlar. Nazal epitellerden ayrilan
viriisler nazofarenksteki trigeminal sinirin duyusal akson terminallerine ilerler. BHV-
I’in niikleokapsidi trigeminal gangliona gecer. Buraya yerlesen viriis immiin sistem
yanitint geciktirir. Viral enfeksiyon beraberinde genital sistem hastaliklari, tireme
bozukluklari, abortlara neden olmaktadir. BHV-1 sigirlarda, immiin sistem

inhibisyonun neden olur. Bu inhibisyon CD4" hiicrelerin azalisina ve apoptozise
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neden olmaktadir (Hushur ve dig. 2004; Rodrigues ve dig. 2010; Kampa ve dig. 2004;
Prysliak ve dig. 2011). Bu virlis saglikli insan hiicrelerine giris i¢in gerekli
ligand/reseptorleri  bulundurmadigindan  saglikli  insan hiicrelerini  enfekte
edememektedir. Ancak konak hiicresinde neden oldugu hiicre oliimleri ve ayni
genusta yer alan ilk onkolitik viriislerden olan Insan herpesviriis-1 ve Insan
herpesviriis-2 ile yapilar1 benzedigi icin bu virlisiin onkolitik viroterapi i¢in aday
viriis olarak goriilmektedir. Daha Once yapilan calismalarda ozellikle akciger
kanserinde BHV-1"in enfeksiyonunun gerceklestigi ancak saglikli insan hiicrelerinde
enfeksiyonun gergeklesmedigi gosterilmistir. Bunun en onemli sebeplerinden biri
sadece kanser hiicreleri yiizeyinde eksprese olan bazi reseptorlere ligand
baglayabilmesidir. Bununla birlikte BHV-1’in kanser hiicrelerini enfekte edebildigi
gosterildi fakat hangi hiicre yolaklarmi kullanarak kanser hiicrelerini 6liime zorladig:
heniiz aydinlatilamamistir (Geraghty ve dig. 1998; Campadelli-Fiume ve dig. 2000;
Winkler ve dig. 1999).

Bu tez ¢alismasinda, sigirlarda patojen olan Bovine herpesviriis-1’in (BHV-1)
insan kokenli akciger, meme, prostat ve rahim agzi kanseri hiicrelerindeki onkolitik
etkilerinin incelenmesi ve viriis enfeksiyonunan bagl hiicre apoptotik ve otofajik

6lim yolaklarinin arastirilmast amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Tiimér immiinolojisi

Immiin sistem, organizmaya disaridan giren baska bir organizmayi, proteini,
partikiilii ayirt edebilir ve enfekte olmus hiicrelere (kendi hiicrelerine) saldirarak o

hiicreleri yabanci organizmalardan arinmasini saglar.
2.1.1. Tiimor Mikrocevresindeki Hiicreler
T Lenfositler

T lenfositler yardimc1 T hiicreleri, sitotoksik T hiicreleri ve diizenleyici T
hiicreleri olmak {iizere ii¢c gruptan olusur. T lenfositler adaptif anti-tiimor tepkisini
ortaya ¢ikaran hiicrelerin basinda gelir. T lenfositler IL-2 ve IFNy iiretimi CD4"
hiicreleri aktive ederken CD4" hiicrelerde CD8" hiicreleri aktive ederek kanser-
immiino diizenleme asamalarindan eliminasyonuna yol agar. CD4" yardimci T
hiicresi alt kiimeleri olan Th2/17 1L4/5/13/17A/17F/21/22 sitokinlerinin {iretiminden
sorumludur. Bu yardimc1 T hiicreleri doku iltihab1 ve protiimorojenik etki gosterirler.
Bununla birlikte CD8" T hiicresi periferik immiin yanit1 yoneten CD25 ve FOXP3
proteinlerinin ekspresyonunu saglayan immiin sistemin baskilanmasinda gorev alan
diizenleyici T hiicreleri (tregler) tarafindan diizenlenir. Tiimor mikrogevrede treglerin
seviyesi diger T lenfositlerine gore yiiksektir. Treglerin ana amaci antitimér etkiyi

baskilamaktir (Fridman ve dig. 2012; Pacella ve Piconese 2019; Zhang ve dig. 2020).
B Lenfositler

Timor mikrogevresinde B lenfosit birikimi, timorli dokunun sinirina
lokalize halde bulunur. Tiimor sinirina lokalize olmayan B lenfositler i¢i bosalmis
lenf diigiimlerine ve ii¢linciil lenfoid dokulara lokalize olur. Tiimdr mikrogevresinde
B lenfositler, hem antitiimor etkisi gosterebilir hem de tiimor tesvik edici olarak
gorev alir. Antitlimor etkisin T hiicrelerinin uyarilmasini artiracak etki ile gosterir.
Mide, rahim agzi, akciger, yumurtalik vb. kanser tiirlerinde CD20" (timdr infiltre
eden) B hiicreleri iyi prognoza neden olur. B lenfositin antitiimor etkisine ragmen,

protiimor etkisine de neden olabilir. Bazi ¢alismalarda CXCLi3 (kemokin)’lerin
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toplanmasina neden oldugu B hiicrelerinin lenfositler tarafindan iiretilen ve diger
hiicreler i¢in zehirli olan bir protein (lenfotoksin) iireterek timorlii prostat hiicrelerini
tesvik ettigi gosterildi (Dilillo ve dig. 2010; Ammirante ve dig. 2010; Shalapour ve
dig. 2015).

NK (Dogal Oliidiiriicii) Hiicreler

NK (dogal oldiiriicii) hiicreler, kanser hiicrelerini graniil salinimi ile tani ve
perforin-granzim yoluyla kanser hiicrelerini 6ldiiriir. Bununla birlikte NK hiicreleri
sadece kanser hiicrelerini direkt 6ldiirmekle kalmaz sitokin ve kemokin {iretimine de
katilir. Sitokin ve kemokin ireterek, antitimor immiin yaniti tetikler. Yapilan bir
calismada NK hiicresinin NKp4s (dogal sitotoksik reseptorii) aktivasyonu ile
[FNy’nin ekspresyonunun artmasini sagladigini ve bu artmanin fibronektin-I’in (bir
polipeptide baglanmis bir veya daha fazla karbonhidrat zincirine sahip olan bir
glikoprotein) ekspresyonunu sagladigi gosterildi. Fibronektin-I, tiimdr hiicrelerinde
fazlaca eksprese edilir. Fibronektin-I’in ekpresyonunun artirilmasi metastatik timor
kolonisinin yayilimin dnledigi kanitlandi (Zingoni ve dig. 2017; Glasner ve dig. 2018;
Sungur ve Murphy 2014).

Dendritik Hiicreler (DC)

Dendritik hiicreler, mikropla iliskili molekiiller ya da hiicresel hasarla ilgili
molekiiller olmadiginda yani dendritik hiicre siinyal almadiginda immiinolojik
teloreans ya da baskilamay: etkilemeyen immatiir halde iDC (immatiir dendritik
hiicreler) bulunur. Dendritik hiicrelere sinyal geldiginde, MHC’ye (major doku
uygunluk kompleksi) benzer antijenler ile etkilesime girip, bu antijenleri T
hiicrelerine sunan miyeloid hiicrelerdir. Dendritik hiicreler en iyi antijen sunumu
(APC) yapabilen hiicrelerdir. Dendritik hiicre alt tiplerinin ¢esitli gorevleri bulunur.
Bu gorevler; Dendritik hiicre isleme ve antijen sunma, sitotoksik T hiicre (CD8")
bagisikligi ve hiimoral bagisikligi aktive eden CD14"lerin aktivasyonu (CD14"ler
DC’leri antijen sunumuna hazirlar), IFN-I’in yiiksek ekpresyonunun saglanmasi
(IFN-I’in salgilanmasini saglayan plazmasitoid (pDC)) (Banchereau ve Steinman

1998; Martinek ve dig. 2019).



Makrofajlar

Timor mikrogevresinde en ¢ok bulunan hiicreler kansere bagli inflamasyonun
diizenlenmesini saglayan timorle iliskili makrofajlardir (TAM). Yapilan ¢alismalar
tiimdr mikrogevresindeki TAM’larin tiimor tesvik edecek sekilde galistigini gosterdi.
Makrofajin alt tiplerinden M;’ler (proinflamatuar makrofaj) IFNy, TNFa ve yabanci
partikiiler gibi sitokinler tarafindan yonlendirilir. Mi’ler yardimc1 T hiicresi-1 (Thi)
yanitim1 artirtr. Makrofajin diger alt tipi My, 1L4/13 sitokinlerin salinimini takiben
timor gelisimin saglar. Mo, T hiicresi bagisikligini engeller ve bu engelleme
sonucunda da tiimor gelisimine devam eder. Yapilan bir¢ok calismada TAM’larin
genelde hepatoseliiler karsinom ve yumurtalik kanserinde T hiicre bagisikligini bloke
ettigi gosterildi. TAM’lar ingibitor bir molekiil olan B7-Hs ve VISTA (immun check-
point) araciligiyla PD-L>’nin (T hiicre aktivasyonunu inhibe eder) ekspresyonuna
neden olur. Genel olarak tiimor mikrogevresindeki makrofajlar tiimér gelisimini
tesvik eder. Ayrica TAM’lar BOS-1 (TAM’lar1 timor bolgesine gog ettiren kanser
hiicreleri tarafindan salgilanan koloni uyarici faktor) salgilanmasiyla iligkilidir. BOS-
I’in salgilanmasi EGF’yi (epidermal biiyiime faktorii) serbestlenir ve kanser
hiicrelerinin metastazini tetikler (Mantovani ve dig. 2017; Murray ve dig. 2014;

Kryczek ve dig. 2006; Sun ve Ingman 2014; Pathria ve dig. 2019).
Nétrofiller (EU)

Notrofiller, bagisiklik sistemine saldiran bakterilere karsi savasan beyaz kan
hiicreleridir. Bu hiicreler dolasimdaki beyaz kan hiicrelerin %60’ 11 olusturur. Timor
mikrogevresinde notrofillerin alt tiplerinden N; antitimor etkisi  gosterirken, N>
protiimoérojenik etkisi bulunur. Kanserle iligkili fibroblastlar (CAF’lar) TGF-B
salgilayarak protiimorojenik nétrofillerin aktivasyonunu saglarken, antitiimérojenik
notrofillerin baskilanmasii saglar. IL1J salgilanmasi tiimorle iliskili nétrofillerin
aktivasyonunu saglar. Tumorle iligkili ndtrofiller aktive olduktan sonra NK
hiicrelerinin inhibisyonunu saglar. NK hiicrelerinin inhibisyonu kanser metastazini
artirir (Lecot ve dig. 2019; Fridlender ve dig. 2009; Granot ve Joblonska 2015; Sade-
Feldman ve dig. 2016).



Kanserle iliskili Fibroblastlar (CAF)

Kanserle ilisikili fibroblastlar, timoér mikrogevresinde en aktif rol oynayan
hiicrelerdir. CAF’lar EMT gecisini saglayan TGF-B’nin (transformasyon biiylime
faktorii-beta) salinmasini saglar. CAF’lar tiimor kolonilerine mezenkimal 6zellikler
kazandirir bu da tiimor kolonilerinin gelismesini saglar. CAF’lar IL6 salinimini
tesvik eder. IL6’da CAF’larin timoér hiicrelerinin  immiin sisteme direncini
saglayacagi iletisimi kurmasini saglar (Biffi ve Tuveson 2018; Gascard ve Tlsty

2016).
Myeloid Kaynakh Baskilayici Hiicreler (MDSC)

Myeloid kaynakli baskilayici hiicreler (MDSC), tiimor mikrogcevresinde
bulunan ve tiimdrlii hiicrenin tespitini zorlastiran inhibitor bagisiklik hiicrelerinin alt
tiplerinden biridir. Myeloid kaynakli baskilayici hiicrelerden monositik-MDSC’ler
antitiimor etkileri bastirir ve immiinolojik yanitlar1 engelleyerek metastazi tesvik eder

(Epideryal-mezankimal gecisi (EMT)).

Invazyonu tetikler ve monositlik MDSC’ler de bu gegisin kotroliinii saglar.
Bununla birlikte diger bir tip myeloid kaynakli baskilayici hiicrelerden graniilositik-
MDSC’ler EMT gecisini engeller. MDSC, koloni sitimiile edeci faktoér’ii (CSF-1)
inhibe ederek tiimor infiltrasyonunu saglar (Nagara ve dig.2013; Holmgaard ve dig.

2016; Sistigu ve dig. 2017).
2.1.2. immiin Gozetim

Immiin gozetim, bagisiklik sisteminin kanserli ya da kanser dncesi hiicreleri
tanimast ve invazyona baslamadan bu kanserli hiicreleri yok etmektir. Timor
hiicreleri immiin gozetim dogru sekilde islemesine ragmen bazi durumlarda
gelisimlerine devam edebilirler. Kanser immiino-diizenleme ii¢ asamadan olusur. Bu

asamalar eliminasyon, denge ve kagistir.



Kanser-immiino Diizenleme
Eliminasyon

Kanser-immiino diizenlemede eliminasyon, organizmada olusan kanserli
hiicrelerin ortadan kaldirilmasi i¢in immiin sisteminin bir siirecidir. Bu siire¢ kanser
hiicrelerine dogustan gelen ve adaptif bagisiklik uyarilarini1 kapsar. Dogustan gelen
bagisiklikta, makrofajlar ve kanserli doku c¢evresinde bulunan stromal hiicreler
tarafindan salinan sitokinler IL-12, IFN-y gibi inflamatuar sitokinlerin salinmasini
saglayacak bagisiklik hiicrelerini inflamatuar alanina toplar ve bu da NK (dogal
oldiiriicti hiicreler), NKT (dogal 6ldiiriicii T hiicreleri), ve sitotoksik T hiicrelerini
aktive eder. Ayn1 zamanda adaptif immiin sistemde NK hiicreleri dendritik hiicrelerin
olgunlasip kanserli bolgeye tiimor bosaltict lenf diiglimlerine (TDLN) gogiinii saglar.
NK ve makrofajlar perforin, TRAIL, ROS gibi sitotoksik mekanizmalar: aktive eder.
Bu mekanizmalar tiimér hiicresini apoptozise gotiiriir. Ayni zamanda sitokin
tiretimine neden olur. Sitokin {iretimi ayrica hem tiimor antijenleri (TA) serbestler
hem de sitotoksik T hiicrelerine antijen sunumu ile sonuglanir. Serbestlenen TA’lar
kendilerine 6zgii T lenfositlerini tiimor bolgesine ceker ve anjiyogenez engellenir. T
lenfositlerin apoptozise gitmeyen tiimor hiicrelerine saldirmasina neden olur ve

kanserli hiicre dliir (Smyth ve dig. 2000; Takeda ve dig. 2001; Zitvogel ve dig. 20006).
Denge

Eliminasyon asamasinda kismi temizleme oldugunda devreye denge asamasi
girer. Bu evrede gelisen tiimor ile bagisiklik arasinda gecici bir denge olugmasidir.
Bu siire¢ boyunca tiimor hiicreleri hareketsiz kalabilir ya da gelismeye devam
edebilir ama bu gelisim hiz1 yavaglayarak olur. Denge asamasi devam ederken
immiin hiicreler miimkiin oldugunda tiimor kolonilerini yok etmeye devam eder. Bu
asamada immiin sistem tarafindan bir baski uygulanir. Bu baski, tiimor gelimisini
immiin sistem tarafindan kontrol altina alindigin1 gosterir. Bununla birlikte immiin
sistemin temizleyemedigi tiimdr kolonileri olabilir. Bu durumdaki timor hiicreleri
immiin sisteme diren¢ gostererek immiin hiicrelerden kagabilir (Swann ve Smyth

2007).



Kagis

Bu asamada, bagisiklik hiicreleri tiimor gelisimini durduramaz. Timor
hiicreleri invaziv ve metastatik 6zellik kazanmaya baglar. Kagis asamasi bes farkli
asamada gerceklesir. Bunlar; MHC ekspresyonunun azalmasi ya da T hiicrelerine
antijen sunumunun gerceklesmemesi, antiapoptotik protein ekspresyonunun artarak
hiicre oliimiinii engellemesi, antijen islemede yetersizlik, interferon sinyal yolunda
meydana gelen kusurlar ve bagisiklik baskilanmasi igin timoér mikrogevresine
immiin sistemi baskilayan hiicrelerin go¢ etmesidir (Swann ve Smyth 2007; Jahangir

ve dig. 2020).
2.2. Kanserde Tedavi Yontemleri

Diinya ¢apinda o6liimlerin en biiylik nedenlerinden biri olan kanser tedavisi
oldukca zor ve hastalarin hayat kalitesini etkileyen bir siireci kapsar. Kanser,
ylizyillardir insanligin ugrastig1 bir hastalik olsa da modern bir hastalik olarak kabul
edilir. Kanserde en biiylik zorluklar yiizlerce farkli gendeki mutasyonlarin timor
gelisimine katkida bulunmasi, metastaz, epitelyal hiicreleri, stromal hiicreleri ve kan
hiicrelerini etkileyebilmesi ve kanserin stabil kalmadan siirekli yeni mutasyonlar
biriktererek gelismesidir (Duffy 2013; Zehir ve dig. 2017). Kanser tedavisi i¢in
kanserin kokeni, lokalize oldugu bolge ve nasil ilerledigine gore secilir ve farklilik
gosterir. Kanser i¢in birgok tedavi yontemi bulunmaktadir. Bunlardan bazilari,
cerrahi, kemoterapi, radyoterapi, immiinoterapi, gen tedavisi ve viroterapidir (Dorai

ve Aggarwal 2004).
2.2.1. Onkolitik Viriisler ve Viroterapi

Viroterapi, viriislerin kanser tedavisinde terapotik olarak kullaniimasina
imkan taniyan 6nemli bir mekanizmadir. Evrim siireci boyunca oOliimsiizlesmis
hiicreler, hiicre 0liim mekanizmalarina direng gosterebilme, immiin gozetimden
kagma gibi yetenekler kazandiran bir dizi mutasyon geg¢irir. Bu hiicrelerin kazandigi
yetenekler onlar1 onkolitik viriisler i¢in ideal hedefler haline getirebilir ve bu viriisler
kanserli hiicreleri enfekte etmek i¢in, bu hiicrelerin gecirdigi bir dizi mutasyona

ugramis bosluklar1 hedef almaktadir. (Hanahan ve Weinberg 2011). Onkolitik
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viroterapinin basarili olmast hem tiimoér hedefli olmasina hem de immiin yanitin
devamliligina baghdir. Onkolitik viriisler (OV), saghkli hiicre zarlarinda
tutunacaklart bir reseptdr bulunmadigindan bu hiicreleri enfekte edemezken kanser
hiicre yiizeyinde eksprese olan bircok reseptdre (6rnegin, CD46, CD54, CDS5S5,
CD155, integrinler) spesifik tutunabilirler (Russell ve dig. 2012). JAK-STAT
(Janus kinaz sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon faktorii), IFN (interferon) vb.
sinyal yollar1 kanser hiicrelerinde inhibe olabilmektedir bu da onkolitik virtislerin
hiicrelere tutunup girmesine ve bu hiicrelerde hayatta kalmasini kolaylastirir. Kanser
hiicrelerinde aktive olan onkogenlerin ve anormal protein ekspresyonu viral
ekspresyonu ve bununla birlikte onkolitik aktiviteyi arttirabilmektedir. Kanser
hiicreleri, hiicre siklusunun diizenlenmesi, hiicresel proliferasyon, pro-onkogenlerin
onkogenlere doniligmesi ve tiimor baskilayici genlerin inhibe olmasi gibi sebeplerden
saglikli hiicrelerden ayrilir. Bu anormallikler viral replikasyonu kolaylagtirmak i¢in
zemin hazirlar (Hanahan ve Weinberg 2011; Adair ve dig. 2012; Elde ve dig. 2009;
Fend ve dig. 2017; Kaufman ve dig. 2015). Onkolitik viriisler kanser hiicre ylizeyine
tutunup hiicre icinde yasamini siirdiirdiikten sonra tlimor hiicrelerini parcalar ve bu
pargalanma PAMP (hastalik etkenlerine eslik eden molekiiler yapilar), HSP (1s1 sok
proteini), HMGB1 (Yiiksek mobilite grup kutusu 1) gibi DAMP’larin (hasarla iliskili
molekiiler yapilar1) serbestlesmesine neden olur. Bu durum NK (dogal dldiiriicii)
hiicreler ile makrofajlarin sitokin salgilatmasiyla sonug¢lanir. Ayni zamanda timorlii
hiicre lizisinden sonra TTA (tiimorle iliskili antijen) ve TSA’larin (timore spesifik
antijen) salinmasi APC’ler (antijen sunan hiicre) tarafindan CD4" hiicrelere
sunulmasina neden olur. CD4" hiicreler de adaptif bagisiklig1 aktive eder ve adaptif
bagisikligin aktive edilmesi CD8" hiicrelerin direkt kanserlesmis hiicreleri ortadan
kaldirmak i¢in ortama toplanmasi ile sonuclanir (Sekil 2.1) (Kaufman ve dig. 2015;

Felt ve dig. 2015; Saha ve dig. 2016; Harrington ve dig. 2019; Kanerva ve dig. 2013).
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Sekil 2-1 Onkolitik viriisler tarafindan lokal ve sistemik anti-tiimor bagisikliginin

uyarilmasi (Goradel ve dig. 2021).

Onkolitik viroterapide ilk olarak bir Picornaviriis olan Rigvir (ECHO-7)
kullanildi. Rigvir ile yapilan ¢aligmalarda olumlu sonuglar alindi ve Rigvir basta
Letonya olmak iizere bir¢ok iilkede 2004 yilinda onaylanmis ilk onkolitik viroterapi
iriinii olmustur. Rigvir’den sonra ikinci olarak tasarlanan onkolitik viriis olan H101
(oncorine) 2005 yilindan beri Cin’de solid tiimor tedavisinde kullanilmaktadir
(Alberts ve dig. 2018). Onkolitik viriis arastirmalarinin sonuglarinda elde edilen
onkolitik ajanlardan biri de, GMCSF (Graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktor)
transgenini kodlayan Insan herpes simplex-1 (HSV1) viriisii ile tasarlanmis onkolitik
viriis Talimogene laherparepvec (T-VEC) dir. T-VEC ile yapilan klinik faz III
calismalarinda 3. ve 4. evre kanser hastalarinda %19-20’lik kalic1 yanit sagladi. Bu
caligmalar ile birlikte GMCSF onkolitik virlis olmadan kanser hastalarina deri

altindan enjekte edildi ve etkinligin T-VEC’e gore diistiigli gozlemlendi. Bu sonuglar
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T-VEC’in 2015 yilinda FDA tarafindan onay almasina neden oldu ve bdylece FDA
onayli ilk onkolitik viroterapi iiriinii oldu. Bu onay ile birlikte bilim insanlar
viroterapinin umut vaad ettigini diisiindii ve ¢aligmalara hiz kesmeden devam etti.
Daha sonrasinda yeni bir ¢alisma olarak pembrolizumad bir viriis ile birlestirilerek
kanser hastalarma verildi ve %62-65 oraninda koruyuculuk saglandi ve tedaviyi
takiben tiimorlii bolgede sitotoksik T hiicre gogli goriildii (Santos ve dig. 2020;
Andtbacka ve dig. 2019; Ribas ve dig. 2017). Ayn1 zamanda yapilan ¢aligmalarla
timorii geriledigi de gosterilen kizamik viriisii de kanser immiinoterapisinde
kullanildi. Bu ¢alismalardan birinde onkolitik kizamik viriisiiniin Burkitt lenfomay1
geriledigi gosterildi (Bluming ve Ziegler 1971). Onkolitik viriisler kanser
tedavisinde antitimor immiin yaniti aktive ettigi icin ger¢ek bir immiinoterapi

yontemi olmustur.

Herpesviriis

Herpesviriisler, Herpesviridae ailesine mensup ¢ift sarmalli DNA genomuna
sahip, zarli viriisleridir. Bu viriisler onkolitik viroterapide her zaman ilgi cekici
olmustur. Ornegin, 1988’de tasarlanan NV1020 viriisii viral genomunda ICPO
(transkripsiyonel baslangi¢c bolgesi) ve ICPs (RNA polimeraz-II'nin aracilik ettigi
transkripsiyon hizinin diizenleyici proteini) gen bolgelerinda delesyonlar bulunur.
Bununla birlikte bu virlise TK (Timidin kinaz) ekspresyonunu diizenleyen o4
eklenmistir. Bu bolgenin eklenmesi bu viriisii tedavide ilaglara duyarli oldugu icin
giivenli hale getirir. Bu virlisle yapilan klinik ¢aligmalarda kolerektal kanserlerde
(kalin bagirsakta (kolon) ve kalin bagirsagin son kisminda (rektum) goriilen
kanserler) metaztaz1 6nledigi goriildii (Geevarghese ve dig. 2010). Onkolitik viriis
olarak kullanilan HSV-1 ile yapilan ¢alismada Martuza ve dig. (1991)’de insanlarda
beyin veya omurilikte olusabilen primer kot huylu beyin tiimorii olan
glioblastomanin TK (timidin kinaz) boélgesinde olusan bir mutasyonu tasiyacak
sekilde tasarlanan HSV-1 tarafindan glioblastoma hiicrelerinin yok edilebilecegi
gosterildi. Bununla birlikte kanser tedavisinde sikca HSV-1’in kullanilmasi igin
calismalara bagland1 ve diger bir onkolitik HSV’de, Todo ve dig. (2001)’de
tasarlanan G47A’dir. Bu onkolitik virlis ii¢ farkli mutasyona sahiptir. HSV-G207

viriisiiniin y34.5 ve a47 ve ICP6 genlerinin silinip bu genler yerine E.coli LacZ geni
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eklenir. y34.5 ve 047 genleri disinda bu viriisten silinen ICP6 geni, viral DNA
sentezini gerceklestiren riboniikleotid rediiktaz enziminin alt birimini kodlar. Bu
viriis yoksunlugunda viriis ¢ogalamaz. 2015 yilinda ilk FDA onayli rekombinant
HSV-1 viriisi Talimogene laherparepvec (T-VEC) tasarlandi. Talimogene
laherparepvec, HSV-1 viral genlerinden y34.5 ve 047 geninde delesyon sahiptir.
Delesyonu saglanan genlerden y34.5, HSV-1’in enfekte ettigi hiicrelerde viral
enfeksiyon sonrasi viral proteinlerin sentezini durdurmasini onler ve bu gen yerine
insan GM-CSF (Graniilosit makrofaj koloni stimiile edici faktor) geni eklenmistir.
Bu modifiye viriis sadece tiimor hiicrelerinde ¢ogalma egilimindedir bu da bu
onkolitik virtisii kanser tedavisinde giivenilir hale getirir. T-VEC’de silinmis diger
bir gen olan 047 geninin HSV-1"deki islevi ise, antijen sunumunu saglayan ylizey
reseptorlerinin azalmasina neden olur. Bu gen bolgesinde delesyon olusmasinin iki
onemli sonucu vardir. Ik sonug, bu bdlgedeki silinme antitiiméral etkinligi artirir.
Ikinci sonucu ise, US11 (tagument proteininin ekspresyonunu saglayan gen) geninin
ekspresyonunun artmasidir. Bu genin ekspresyonunun artisi tiimor hiicrelerinde viral
replikasyonun artisina neden olur. Bu bolgeye eklenmis GM-CSF ile yapilan
calismalar gosteriyor ki tiimor hiicrelerinde antritimoéral etkinligin artmasi ile
sonuglanir. Yine ayni ¢alismalarda tiimor hiicrelerinin taniyan CD8" ile CD4" ve
FoxP3 hiicrelerde artis oldugu gozlendi (Barve ve dig. 2008; Kaufman ve dig. 2010;
Andtbacka ve dig. 2015; Coffin 2016).

HSV-1 disinda HSV-2’nin de onkolitik viroterapide kullanimi i¢in ¢aligmalar
yapilmistir. Yapilan ¢alismalardan biri ICPio (HSV-2 riiboniikleotid rediiktaz)
delesyonu ile tasarlanan HSV-2 viriistiir (Fu ve dig. 2007; Li ve dig 2007). Bu
calismada yumurtalik kanserinde HSV-1’den daha etkin oldugu da gdsterilmistir.
Diger bir calisma ise, Li ve dig. (2007)’de siklofosfamidin (kemoterapétik ilag -
bagisiklik sistemini baskilar) ile kombinasyonunu igerir. Bu c¢alismada viriis ve
siklofosfamidin  birlikte akciger kanseri olan farelerde antitimor etkileri

kanitlanmustir.
Bovine herpesviriis-1 (BHV-1)

Bovine Herpesviriis-1 Herpesviridae nin Alphaherpesvirinae alt familyasinin

bir iyesi olup, sigilarda rhinotracheitis ve pnomoni gibi solunum yollar
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enfeksiyonlarina, vulvovajinitis, balanopostitis, konjonktivitis ve gebelerde abort ve
embriyonal dliimlere neden olan zarfli, ¢ift sarmali norotropik bir DNA viiriisiidiir.
BHV-1 150 nm boyutunda olup 162 kapsomerden (150 hekzamer ile 12 pentamer)
olusan ikozahedral niikleokapsite sahiptir. Genom uzunlugu ise, 135 kb (kilobaz)
uzunlugundadir. Viral zarf ile niikleokapsit arasinda virlise dayaniklilik saglayan
yapisal tegiiment proteinleri bulunur (Hushur ve dig. 2004; Hostnik ve dig. 2021).
BHV-1’in genomunda uzun bir segment (Ur- 102-104 kb uzunlugu arasinda) ters
tekrar bolgeleri (24 kb uzunlugunda) ve bir kisa segment (Us- 10.5-11 kb
uzunlugunda) bulundurur (Sekil 2.2) (Wyler ve dig. 1989).
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Sekil 2-2 A) BHV-1 genomunun organizasyonu. B) BHV-1’in viral yapis1 (Murphy
ve dig. 1999).

BHV-1 konak hiicre zar1 ile etkilesime girerek hiicrelere giris yapar. Bu
etkilesim, virlis ve hiicre ylizeyindeki reseptor-ligand iliskisini gerektirir. Konaga
BHV-1’in girisi icin BHV-1"in glikoproteinlerinden gB, gC, gD, gE, gH, gK, gL’ ye
ithtiya¢ vardir (Tablo 2.1) (Schroder ve Keil 1999). Bu glikoproteinlerden gB ve gC
konak hiicre yiizeyindeki heparan siilfat reseptoriine baglanir (Tyler ve Nathanson
2001). Viral gB ve gD konak hiicre ylizeyindeki reseptorlere giicli bir sekilde
tutunmasini saglar (Li ve dig. 1995; Connolly ve dig. 2001).
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Tablo 2-1 BHV-1’in énemli proteinleri ve bu proteinlerin islevleri (Biswas ve dig.

2013).

Protein Adi

Gorevi

BICP4

Bazi gen promotorlerinin transaktivatorii

gB (glikoprotein gB)

Baglanma, giris, yayilim, fiizyon

gC (glikoprotein gC) Baglanma
gD (glikoprotein gD) Giris, yayihim
gl (glikoprotein gB) Yayilim
gH (glikoprotein gH) Yayilim

Vhs (Konak hiicrede protein

sentezi durdurma)

Konak hiicre protein sentezinin hizlica

durdurulmasi

VP16 (o TIF-alfa genlerinin

BHV-1 erken (IE) genlerinin transaktivatorii

dontstiiriiciisii)
BICPO Viral promotorlerin aktivatorii
VP8 Protein kinazi; o TIF tasarimi
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BHV-1 konaga giris yaptiktan sonra, replike olabilmek i¢in konak hiicre
proteinlerini kullanir ve mikrotiibiiller boyunca ¢ekirdege aktarilir. BHV-1 niikleer
zarf boyunca tomurcuklanir ve yeni virionlar zarflanir (Hunter 2001). Zarflanan
virionlar hiicre i¢i keseciklere alinir ve bu kesecikler yardimiyla sitoplazmaya geger.
Sitoplazmaya gecen virionlar buradan sitoplazma zarina gecer ve hiicreden salinir

(Knipe ve dig. 2001).

Sigirlarda BHV-1 enfeksiyonu apoptozise, inflamasyon ve yiiksek diizeyde
viriis yayilimina sebep olur. BHV-1 gen ekspresyonu 3 farkli asamada gergeklesir
(hemen erken (IE), erken (E) veya ge¢ (L)). IEtul (hemen erken transkripsiyon
linitesi-1), viral gen ekspresyonu ve DNA replikasyonunun gerceklesmesi igin
BICPO ve BICP4 proteinlerini kodlar. [Etu2 ise, BICP22 proteinin kodlar. Baz1 zarfli
viriislerde viral zarfla niikleokapsit arasinda bulunan ve virlise ek bir dayaniklilik
saglayan yapisal protein VP16/GTIF (tegument proteini), tegumentte bulunan ve IE
promotorlerinin hedefli olarak aktivasyonunu saglayan bir proteindir. VP16 proteini
konak hiicresinde bulunan hiicresel proteinlerden Octl ve HCF-1 (transkripsiyon
faktorleri) ile baglanir ve bir kompleks olusturur. Olusan bu kompleks IE
promotorlerindeki bazi dizilere baglanir. Yine BHV-1 gen ekspresyonunun
asamalarindan olan E (erken gen ekspresyonu) genleri BHV-1 DNA’sinin replike
olmasini saglayan yapisal proteinleri kodlarken L (ge¢ gen ekspresyonu) genleri ise,
bulasici viriis partikiillerini olugsmasini saglayan proteinleri kodlar (Sekil 2.3) (Wirth
ve dig. 1991; Bratanich ve dig. 1992; Jones 1998; Inman ve dig. 2004;Jones 2009).
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BHV-1

Zarf glikoproteinleri
Litik dongiu Teisiingit
———————
Kapsid
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. proteinler i

Sekil 2-3 BHV-1’in yasam dongiisii (Turin ve dig. 1999).

BHYV-1’in Onkolitik Etkileri

BHV-1’in HSV-1 ve HSV-2 ile bir¢cok biyolojik benzer o6zelligi vardir
(Winkler ve dig. 1999; Rampling ve dig. 2000; Kemeny ve dig. 2006). BHV-1’in
yapist ve yasam dongiisiit HSV-1’e benzer, BHV-1, HSV-1’in reseptorii olan heparan
stilfat ve nektin-1’e baglanabimesine ragmen HSV-1 ve HSV-2’nin giris reseptorii
olan nektin-2'ye baglanamaz. Ancak insan kanser hiicrelerinin yiizeyinde
ekspresyonu fazla olan timor migrasyonu ve timor invazyonu ile iligkili bir reseptor
olan CDI155’e baglanabilir. Bu da BHV-1'in HSV-1 gibi onkolitik etki
gosterebilecegini yani saglikli insan hiicrelerini enfekte edememesine karsin insan

kanser hiicrelerini enfekte edebildigini gostermektedir (Geraghty ve dig. 1998;
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Campadelli-Fiume ve dig. 2000). Ge¢mis yillarda da BHV-1’in onkolitik etkileri
olabilecegine dair caligmalar yapilmistir. BHV-1’in onkolitik etkilerine dair ilk
kanitlara 1960’1 yillarin basinda yayinlanan bir raporda yer verilmistir. Bu rapora
gore BHV-1 ile enfekte edilen Hela (servix kanseri hiicresi) hiicre hatti, HEp-2 (tip-I
kollajenin hepaselliiler karsinoma hiicresi) hiicre hatt1 ve KB (agiz epidermal
karsinomu hiicresi) hiicre hattinda sitopatik etkisi oldugu gosterilmistir (Hammon ve
dig. 1963). Yapilan calismalarda insan meme kanser hiicrelerini enfekte edebildigi
gosterilen BHV-1’in hiicrelerde gosterdigi litik etkinin diger viriislerde oldugu gibi
tip I interferon (tip I IFN) ile iliskilendirilememistir (Rodrigues ve dig. 2010).
Cuddington ve dig. (2013)’in yaptig1 ¢alismada BHV-1’in alt tiplerinden bagimsiz
bir sekilde meme kanseri hiicreleri ile BCIC (meme kanseri kok hiicresi) hedef aldigi
ve bu hiicrelerin kiimeleserek cogalmasini engelledigini gdsterdi. Bununla birlikte
MCF-7 hiicre hattt BHV-1 ile enfekte edildiginde tiimdr olusturma kapasitesi
baskilandigin1 ortaya koydu. Cuddington ve Mossman (2014)’in yaptig1 diger bir
calismada ise, bazi1 kanser hiicre hatlarim1 enfekte eden BHV-1’in, hiicre
hatlarinin %72’°sinde hiicre canliligini azalttigi ve BHV-1"in litik dongiistine izin
verdigi gosterildi (Sekil 2.4).

BHV-1
Tiimér hiicresi

N ELE

Malign 6ncesihiicre
Kanser kék hiicre

(™) i
B %
& &
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Nﬁ. 4 @ "=,
/ pC (c)

Sekil 2-4 Onkolitik virlis olarak BHV-1’in 6zellikleri (Cuddington ve Mossman
2014).
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Adenoviriis

Adenoviriisler, Adenoviridae ailesine mensup zarfsiz, ¢ift sarmalli DNA
virisleridir. Viroterapide en ¢ok kullanilan onkolitik viriislerden biridir. Onkolitik
adenoviriisler, eski donemlerden beri klinik ¢alismalar1 yapilan viriisler arasindadir.
Yapilan c¢alismalarda ONYXO015 viriisiinden E1IA ve E1B genlerinin delesyonu ile
tasarlanan H101 bas boyun kanseri i¢cin Cin’de onaylandi. Bir baska g¢alismada
A24RGD (DNX2401) (integrin baglayict olarak tasarlanmig adenoviriis) apoptotik
yanitlar gelistigini gosterdi (Yu ve Fang 2007; Jiang ve dig. 2019).

Retroviriis

Retroviriisler, hiicreleri lizise ugratmadan yayilim gosterir ve mitotik
hiicreleri enfekte edebilme yetenegine sahiptir. Bir retroviriis olan Toca-511 sitozin
deaminaz1 ekspre edecek gen eklenerek tasarlandi. Toca-511°e eklenen bu gen 5-
florositozini (antifungal bir ilag) S5-florourasile (bir kanser ilact) doniistiiriir.
Tasarlanan bu retroviriisiin klinik ¢alismalarda hafiza T hiicrelerinin neden oldugu
uzun hayat siiresine ve antitiimdr etkisine neden oldugu gosterildi. Ayn1 zamanda
Toca-511 giliniimiizde malign glioma ic¢in klinik denemelere baslandi ve ilk

raporlarda antitlimor etkisi olduguna dair kanitlar sunuldu (Cloughesy ve dig. 2016).
Measles Viriisii (MV)

Measles (kizamik) viriisii (MV), Paramyxoviridae ailesinin bir mensubu olup
zarfli ve tek sarmalli bir RNA viriisiidir. MV nektin-4, CD150 ve CD46
reseptorlerini  kullanarak konakgr hiicrelere giris saglar. CD46 tiimor hiicre
yilizeyindeki eksresyon seviyeleri arttigl icin MV tiimor hiicrelerini spesifik olarak
enfekte edebilir (Anderson ve dig. 2004). Kanserli hiicreler MV tarafindan
olusturulan viral enfeksiyona diger hiicrelere gore daha duyarlidir. Bunun sebebi ise,
kanserli hiicrelerin kusurlu interferon sistemine sahip olmalaridir. Onkolitik MV ile
yapilan bazi ¢alismalarda, notrofiller ve dendritik hiicreleri uyararak bagisiklik
tepkisine yol actigi, bununla birlikte tlimorlii hiicrelerde lizisi artirdigi ve antitimor
bagisiklik tepkisini uyardig: gosterildi (Grote ve dig. 2003; Guillerme ve dig. 2013).

MYV onkolitik terapisinin biiylik bir dezavantaji vardir. Diinya genelinde kizamik
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hastalig1 gecirildigi i¢in toplum bagisikligi kazanildi ve bu bagisiklik nedeniyle
onkolitik virlis timor hiicresine ulasmadan immiin sistem hiicreleri tarafindan
temizlenir. Bunun istesinden gelmek icin ¢esitli stratejiler uygulanir. Bunlardan
simdiye kadar en etkili olan1 bu onkolitik viriisiin mezenkimal kok hiicre iginde
organizmaya verilmesidir. Bdylece virlis immiin sistem hiicreleri tarafindan
taninmadan timorlii dokuya ulasabilir. Onkolitik MV’nin klinik denemelerinde
yumurtalik kanser ve multipl miyelom (plazma hiicresi ad1 verilen bir tiir beyaz kan
hiicresinden olusan kanser tiirii) vb. kanser tiirlerinde olumlu sonuglar elde edilmistir

(Mader ve dig. 2009; Galanis ve dig. 2010; Dispenzieri ve dig. 2017).
Newcastle Hastalig: Viriisii (NDV)

Yapilan c¢aligmalarda vahsi tip Newecastle viriisiiniin (NDV), apoptotik
yolaklar ile tiimdr hiicrelerini 6liime stiriikledigi gosterildi. Ancak bu viriisii klinige
uyarlayan bir ¢calisma yapilmamistir. Bununla birlikte klinik 6ncesi deneylerde umut

vaad etmektedir (Zamarin ve Palese 2012).
Reoviriis

Reoviriis, Reoviridae ailesinin bir liyesi olup, zarfsiz ve ¢ift sarmalli RNA
viriisiidiir. Reoviriisler Ras sinyal yolagini aktivasyonunu saglar. Bu sinyal yolag
tliimor hiicrelerinde yukari regiile edilir. Realysin, reoviriisiin onkolitik viroterapi igin
gelistirilmis vahsi bir versiyondur. FDA (Amerikan Gida ve ilag¢ Dairesi) ve EMA
(Avrupa Ilag Ajans1) Reoviriisiin bir versiyonu olan Realysin’in mide, yumurtalik,
pankreas kanser vb. birgok kanser tilirlinde, yasami tehdit eden ya da engellilik
yaratan nadir hastaliklarin teshisi, onlenmesi ya da tedavisi i¢in kullanilan beseri
tibbi iiriinlerden biri yani yetim ilag olarak tanimlandi (Gong ve dig. 2016; Fukuhara

ve dig. 2016).
Vaccinia Virisii

Vaccinia (as1) viriisii, Poxviridae ailesine mensup ¢ift sarmalli DNA
viriistidiir. IFN-I (tip-] interferon) duyarlilifi sebebiyle kanser hiicrelerini
oldiirebilme yetenegi oldugu i¢in onkolitik viroterapide kullanilacak dogal onkolitik

bir virlistiir. Onkolitik viroterapi i¢in vaccinia viriisiiniin bir¢ok avantaji vardir. Bu
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avantajlardan en Onemlileri yaklasik 8 saat yasam dongiisii, hipoksik (oksijen
yoksunlugu) ortam vb. stres ortamlarinda ¢ogalabilme yetenegidir. Hiicre zarindan
giris icin spesifik bir reseptorii bulunmaz bu da viriis-konak zar fiizyonunu
kolaylagtirir (Chung ve dig. 1998; Puhlmann ve dig. 2000; Wang ve dig. 2004).
Bununla birlikte vaccinia viriisiiniin transkripsiyonu i¢in konak hiicre proteinlerine
ihtiyac1 yoktur ve tiim viral eylemleri stoplazmada gergeklestirir. Vaccinia virilisiinde
yapilan ilk calismalarda TK(timidin kinaz) bolgesinde delesyona sahip versiyonu
kullanilmigtir. Bu virlisiin saglikli dokuya zarar vermemesi icin yeni bir viris
tasarlandi ve bu vaccinia viriisinde Fi4sL ve As6R genlerinde mutasyon ile
tasarlanmistir. Bu genlerden Fi4sL geni vaccinia virliste salgi sinyal peptidi
kodlarken As6R geni ise, hemaglutinin {iretiminde gorevlidir. Badrinath ve dig.
(2016)’de yaptiklar1 calismada JX-549, TK gen delesyonu olusturulup, silinen gen
yerine GM-CSF eklenerek tasarland1 ve klinik denemelerinde faz-I’de antitiimoral
aktivitesi gosterdi. Heo ve dig. (2013)’de yaptig1 ¢alismada JX-549 hepatoseliiler
karsinomada (karacigerin epitelial kokenli en sik goriilen primer malign tiimor)
antitiimor etkilerini kanitlad1 (Hiley ve dig. 2010; Heo ve dig. 2013; Park ve dig.
2015; Yaghchi ve dig. 2015).

Vezikiiler Stomatit Viriisii (VSV)

Vezikiiler stomatit virlisinin konak segiciligi interferon sinyallesme
yoksunluguna baghdir. Tiimor hiicrelerinde de interferon sinyalleri yetersizdir.
Onkolitik viroterapi i¢in tasarlanan VSV asir1 interferon P eksprese edecek sekilde
tasarlanmistir. Bunun sebebi ise, normal hiicreleri enfeksiyondan korurken timor
hiicrelerinde immiin yanita neden olmasidir. Karaciger kanseri i¢in klinik ¢aligmalara

devam edilmektedir (Lichty ve dig. 2004).
Coxsackieviriis

Coxsackieviriis, Tumor dokularinda giicli immiin yanita neden olur. Bu
viriistin klinik denemelerinde vahsi bir tipi olan coxsackieviriis A21 kullanild1 ve
deneyler sonucunda 3. ve 4. evre melanomlu hastalarda kanserin geriledigi

bildirilmistir (Kemball ve dig. 2010).
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Onkolitik Viriislerin Neden Oldugu Hiicre Oliim Yollarindan Apoptozis ve
Otofaji

Apoptozis

Apoptozis diger adiyla programli hiicre 6liimii; hiicre dongiisii, bagisiklik
sisteminin igleyisi, hormona bagli atrofi (normal biiyiikliikteki bir organin sonradan
kiigiilmesi), embriyonik gelisim ve kimyasala bagli oliim gibi siireclerde rol
oynamaktadir. Apoptotik hiicreler normal hiicreye gore bazt farkliliklar
gostermektedir. Bu farkliliklardan en belirgini 151k mikroskobunda saglikli
hiicrelerde goriilmeyen biiziilme ve piknozun (kii¢iilme) goriilmesidir. Apoptotik
hiicrede biiziilme gerceklesirken hiicre c¢ekirdegi yogunlasir ve bu yogunlasmanin
ardindan hiicre c¢ekirdegi parcalanir (karyorrhexis). Cekirdegin pargalanmasi ile
birlikte apoptotik hiicre komsu hiicrelerden ayrilir bu olay hiicrede uzantilarin
olusmasina sebep olmaktadir ve daha sonra hiicre apoptotik cisimciklere ayrilir.
Apoptotik cisimcikler, hiicrenin paketlenmis organellerini ve ¢ekirdek pargalarmi
iceren zarla kaph kiigiik cisimciklerdir (Elmore 2007; Saraste ve Pulkki 2000; Kerr
ve dig. 1994).

Apoptotik hiicre zarlarinda normal hiicre zarinda goriilmeyen bir takim
degisikler apoptotik hiicreleri fagositik hiicreler tarafindan taninmasi i¢in dnemlidir.
Normal hiicrede i¢ zarda bulunan fosfotidil serin molekiilii apoptotik hiicrelerde dis
zara go¢ eder bu go¢c aminofosfolipid transferaz enzimi aktivitesi ile
gerceklesmektedir. Bu go¢ sayesinde apoptotik hiicreler fagositik hiicreler tarafindan
taninir ve makrofajlar, parankimal hiicreler veya neoplastik hiicreler tarafindan
fagosite edilir ve fagolizozom icinde ortadan kaldirilir (Elmore 2007; Saraste ve
Pulkki 2000; Kerr ve dig. 1994). Apoptozis gerceklesirken nekrozda (dogal hiicre
6lim yolagi) goriilen enflamasyon goriilmemektedir (Saraste ve Pulkki 2000). Bunun

en dnemli sebepleri ise;

oApoptotik hiicrelerde hiicre is¢i materyal hiicre disina salinmamast,
oKomsu hiicreler tarafindan par¢alanmalar1 ve

opro-enflamatuar sitokin iiretmemeleridir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Elmore%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17562483
javascript:;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Elmore%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17562483
javascript:;
javascript:;
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Apoptotik cisimciklerde DNA’lar 50 kb’lik pargalara boliiniir. Bu islem igin
kaspaz proteinleri CAD’lar1 (DNaz) aktiflestirilir daha sonrasinda ise niikleozomal
birimlerin bozunmasi ve DNA’nin tamamen pargalanmasi ile siire¢ devam eder.
Apoptotik cisimcikler fagositik hiicreler tarafindan yutulduktan sonra DNaz-II
enzimi tarafindan DNA bozunur ve siire¢ tamalanir (Nagata ve dig. 2003; Elmore
2007). Apoptozis, hiicre dist ve hiicre i¢i sinyaller tarafindan ydnlendirilen cesitli
eksentrik ve insentrik sinyaller tarafindan kontrol edilir (Jan ve Chaudhry 2019).
Apoptozis mekanizmasi iki ana siireg ile 6liimii yonetir; mitokondriyal yolak ve 6lim

reseptori yolagi ile 6liim gergeklesir (Sekil 2.5) (Green ve Llambi 2015).

[ ig:sel yol ] [ Dissal yol ]
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Sekil 2-5 Apoptozis, iki ana alternatif yolla ¢aligir: 6liim reseptorii aracili (veya

ekstrinsik) ve mitokondriye bagimli (veya intrinsik) (Loreto ve dig. 2014).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Elmore%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17562483
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jan%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31380246
https://cshperspectives.cshlp.org/search?author1=Douglas+R.+Green&sortspec=date&submit=Submit
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Dissal Yol -Ekstrinsik Yol

Ekstrinsik yol 6liim reseptorii yolu olarak da adlandirilir. Bu yol hiicre dis1
uyaranlar ile tetiklenir ve Oliim reseptorlerinin O6liim ligandlarina baglanarak
baslattig1 bir yolaktir. Bu reseptorler Tiimor nekroz faktorii (TNF) gen ailesinde yer
almaktadir ve yaklagik 20°den fazla proteinden olusarak hiicrede 6liim, sagkalim,
bagisiklik regiilasyonu, farklilasma gibi hiicresel olaylar1 diizenlerler (Fulda ve

Debatin 2006).

Oliim reseptorleri, hiicrenin 6liim sinyali almasini takiben bu sinyali hiicre
yilizeyinden hiicre icine kadar ileten yaklasik 80 amino asitlik sitoplazmik bir alan
olan Olim bolgesi adi verilen bolgeyi tanimlar. En iyi karakterize edilen Sliim
reseptorleri arasinda CD95 (APO-1 / Fas), TNF reseptorii 1 (TNFRI), TNF ile iliskili
apoptozisi indiikleyen ligand-reseptér 1 (TRAIL-R1) ve TRAIL-R2 bulunur (Fulda
ve Debatin 2006). Hiicre dis1 uyaranlarin tetiklendigi bu yolak, TNF, FAS-L (CD95L)
veya TRAIL o6lim ligandlariin bir bagka hiicrenin zarinda bulunan kendi
reseptorlerine baglanmalari ile baslatilir (Fulda ve Debatin 2006). TNF, FAS-L veya
TRAIL uyaranlarin sitotoksik T veya NK hiicrelerinin zarlarinda {i¢lii protein yapilar
olarak ifade edilmektedir. Bu uyaranlar, patojenle enfekte olmus hiicrenin zarinda
bulunan reseptorlerine baglanip 6liim kaskadini baglatirlar. Ligandlarin reseptorler ile
etkilesime ge¢mesiyle birlikte reseptorlerin sitoplazmik ucunda bulunan DD (death
domain) boélgeleri, adaptor protein FADD ile prokaspaz-8 proteinlerini bir araya
getirip 6liim tetikleyen iletici kompleksin (death inducing signaling complex- DISC)
olusumunu saglar. Prokaspaz-8 DISC olusumundan sonra kesime ugrar ve kaspaz-
8’¢ doniigiir. Bu aktivasyon olay1 kaspaz -3, -6, -7’yi aktive ederek apoptozis

kaskadinin tamamlanmasini saglamaktadir (Sekil 2.6) (Fulda ve Debatin 2006).
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Sekil 2- 6 Dissal yolak (Elmore 2007)

TRAIL Oliim Ligand1

TRAIL (Apo-2L); TNF-a ve FasL (CD95) ligandlarmin olusturdugu hiicre
dist uyaranlarin tetikledigi apoptozis yolunda gorev yapan ligand ailesinin bir
tiyesidir. TRAIL ligandlar1 hiicre zarina lokalize olmus olarak bulunmaktadirlar
bununla birlikte zarda ¢oziinmiis halde de bulunabilmektedirler. Diger hiicre dis1
uyaranlarin hiicre icine iletimini saglayan ligandlar gibi TRAIL ligandlariinda DD
alan1 iceren sitoplazmik uzantilar1 bulunmaktadir ve bu uzantilar sayesinde hiicre
icine sinyal iletimini saglamaktadir (Bretz ve dig. 1999; Jin ve dig. 2004). TRAIL 1n
TRAIL-R1 (DR4), TRAIL-R2 (DRS5), TRAIL-R3 (DcR1), TRAIL-R4 (DcR2) ve
Osteoprotegerin olmak iizere bes farkli reseptorii bulunmaktadir. Bu reseptdrlerden
TRAIL-R1,R2 6lime neden olan reseptorler iken TRAIL-R3, R4 ve osteoprotegerin

oliim onleyici reseptorlerdir (Jin ve dig. 2004).


https://www.jbc.org/search?author1=James+D.+Bretz&sortspec=date&submit=Submit
https://www.jbc.org/search?author1=Zhaoyu+Jin&sortspec=date&submit=Submit
https://www.jbc.org/search?author1=Zhaoyu+Jin&sortspec=date&submit=Submit
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Hiicreye disaridan gelen uyarilar ile 6liim ligandlari reseptorleriyle etkilesir
ve bu etkilesim sonucunda DISC olusumu igin sinyaller hiicre i¢i 6liim alanlarina

iletilir (Leblanc ve Ashkenazi 2003).

Ekstrinsik yolakta, hiicre dis1 sinyallerin TNF benzeri ligandlar ile hiicre igine
iletimi saglanir. TRAIL ligandi TRAIL reseptorlerlerinden DR4 ve DRS5’e
baglanmasiyla apoptozis indiiklenir. TRAIL'in reseptoriine baglanmasi, reseptoriin
trimerizasyonu ve reseptdriin hiicre i¢i DD'sinin kiimelenmesi ile sonuglanir. Bu
kiimelenmeyi takiben Oliime neden olan kompleks (DISC) olusumu gergeklesir.
DD'lerin trimerizasyonu, FADD'in toplanmasina ve FADD’1n toplanmasi da kaspaz-
8 ve -10'un baglanmasma ve aktivasyonuna yol agar. Aktif kaspaz-8 ve -10 daha
sonra efektor kaspaz-3'i parcalar ve hiicre dliimii gergeklesir (Wang ve El-deirly

2003).
Fas Oliim Ligandi (CD95-L)

CD95 ligand1 olan Fas-L, bir¢ok dokudan (dalak, timus, akciger, testis, kalp
ve ince bagirsak vb.) eksprese edilen tip-II transmembran proteinidir (Martins ve dig.
1999). Sitotoksik T hiicreleri, NK hiicreleri ve monositlerin yiizeyinden eksprese
edilir Fas reseptorii (CD95, APO-1) ise tip-I membran proteini olmakla birlikte sinir
biiylime faktorii (NGF) ve tiimor nekroz faktorii (TNF) ile ayn1 ailedendir (Ahmad ve
dig. 2001).

Fas reseptor-ligand etkilesi Fas’in timerizasyonu ve bunu takiben Fas 6lim
alant’a (FADD) sinyalin ulagsmasina neden olmaktadir (Ferrer ve dig. 2001). FADD,
DISC olusturmak iizere kaspaz-8-10’un ASP bolgelerinden kesilmesini saglayarak
aktiflesmelerini saglar. DISC, efektor kaspazlar olan kaspaz-3-6-7’in proteoliz
yoluyla 6liim sinyalini baglamasina neden olan kaspaz-8 ve kaspaz-10'un otokatalitik
islemesine ve aktivasyonuna aracilik eder. Fas sinyali ayn1 zamanda mitokondrinin
membran gegirgenligini destekleyen BID’ in ekspresyonu ile mitokondriden cyt-
c’nin salinimini takiben olusan apoptozom adi verilen sitozolik kaspazlari aktive
edici kompleksin kofaktorii olarak gorev yapmaktadir (Sekil 2.7) (Yamada ve dig.
2017).


https://jlb.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Ahmad%2C+Rasheed
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Ferrer%2C+I
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Sekil 2- 7 Fas kaynakl1 apoptotik sinyal yolu (Kaufmann ve dig. 2012).

Tiimor Nekroz Faktori

Timor nekroz faktdrii (TNF) proinflamatuar bir sitokin olup, septik sok,

sitokin indiiksiyonu, hiicre proliferasyonu, hiicre efarklilagmasi ve hiicre Olim

yollarindan apoptozis gibi

hiicresel mekanizmalarda rol oynamaktadir (Lin ve dig.

1999). TNF ligand ailesi ile TNF reseptorii (TNF-R) ailesi liyelerinin etkilesimi ile

hiicresel mekanizmalar aktiflesir. TNF reseptorleri TNF-R1 (TNF reseptor tip 1;
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CD120a; p55 / 60) ve TNF-R2 (TNF reseptor tip 2; CD120b; p75 / 80) olmak iizere
iki fakli reseptorii kapsamaktadir. Bu reseptorler hiicre membraninda bulunan
TNF’yi (memTNF) ¢oziiniir olarak sitoplazmada bulunan TNF’ye (sTNF) baglar
(Wajant ve dig. 2003). TNF-R1 ve TNF-R2, gen ekspresyonunu kontrol eden I-kB
kinaz (IKK), c-Jun N-terminal kinaz (JNK) ve p38 veya p42 / 44 mitojenle
aktiflestirilmis protein kinaz (MAPK) yolaklar1 ile birlikte hiicre i¢in 6nemli olan
hiicre i¢i bir¢ok sinyali baglatir (Varfolomeev ve Ashkenazi 2004). Ayrica TNF,
sitotoksik l6kositlerin patojenle enfekte olmus hiicreleri 6ldiirmesine aracilik etmek
icin FasL ve Apo2L / TRAIL gibi “profesyonel” oliim ligandlariyla birlikte ¢alisir
(Varfolomeev ve Ashkenazi 2004).

TNF reseptorii-1 (TNF-R1) digsal apoptotik yolakta fas, DR4 ve DRS
liganlan ile etkilesir. Bu reseptoriin varliginda kompleks I olusur ve bu kompleksin
olusumu TRADD aracili sinyalizasyonun baslamasim1 tetikler. TRADD
sinyalizasyonun baslamasi IKK/NF-«kB yolaginin aktivasyonunu saglar. Bu yolagin
sktivasyonu saglandiktan sonra TRADD baz1 biyokimyasal modifikasyonlar sonrasi
kompleks I ve TNF-R1’den ayrilarak sitozelde serbestlenir. Bu serbestlenme FADD
ve kaspaz-8’in sitozolik bir kompleks olan kompleks-II"ye baglanmasini tetikler ve
bu da dissal apoptotik yolagini baslamasina neden olur (Sekil 2.8) (Varfolomeev ve

Ashkenazi 2004).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867404001667
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867404001667
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867404001667
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Sekil 2- 8 TNF ile indiiklenen hiicre 6liimii sinyali (Webster ve Vucic 2020).

Icsel Yol- intrinsik Yol

Apoptozis’in igsel yolagi diger adi ile mitokondriyal yolak dogrudan ya da
spesifik kinazlar ile uyarilan proapoptotik bir protein olan Bax’in aktivasyonu ile
baglamaktadir. Bax’1 bir takim olaylar dizilimi (oksidanlar, Ca*? yiikselmesi, pH
degisiklikleri) aktive edebilir (Radogna ve dig. 2007). Mitokondri yiizeyinde bulunan
Bcl-2 proteini de i¢sel apoptotik yolakta 6nemli roller oynamaktadir (Kannan ve Jain
2000). Bununla birlikte onkoproteinler de bazi i¢ stresler (dogrudan DNA hasari,
hipoksi, sagkalim faktorlerinin yoklugu vb.) ile intrinsik yolag: baslatabilmektedir.

Timor Onleyici bir transkripsiyon faktorii olan p53°de herhangi bir i¢ stres
sinyali ile birlikte pro-apoptotik Bax, Bak, PUMA ve Noxa proteinlerinin ekspresyon
seviyesini yiikseltirken anti-apoptotik Bcl-2 ve Bcel-xL proteinlerinin ekspresyonun
diismesine sebep olmaktadir. Bu durum da hiicrelerin instrinsik yolagin baslamasina
sebep olmaktadir. Buna Ek olarak, p53 tiimor baskilayici proteini ekstrinsik yolda rol

oynayan reseptorlerden RAS (CD95) ve TRAIL-R2’nin (TRAIL reseptorii-2)


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Radogna%2C+Flavia
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0928468000000535
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ekspresyonunu da artirabilmektedir. Sonu¢ olarak p53 proteini sadece instrinsik

yolda degil ekstrinsik yolda da gorev almaktadir (Johnstone ve dig. 2002).

Instrinsik yolagin en dnemli organeli mitokondridir. Pro-apoptotik ve anti-
apoptotik proteinlerden bazilar1 mitokondri dis zar ylizeyine lokalize halde
bulunurlar. Hiicreye herhangi bir igsel stres sinyali geldiginde mitokondri dis zar
yiizeyinde bulunan pro-apoptotik proteinlerin ekspresyonu p53 tarafindan artirilir bu
da mitokondri dis zar yiizeyinde bulunan porlarin agilmasina neden olur. Mitokondri
zarinda agilan porlar iyonlarin ve ¢éziinmiis halde bulunan molekiillerin mitokondri
i¢ zarindan ge¢cmesini kolaylastirir. Mitokondri i¢ zar1 gegirgen hale geldikten sonra
mitokondriyal matrikse su akis1 gerceklesir bu su akisini takiben organelin sigsmesi ve
bozunmasi gerceklesir. Mitokondri bozunmasi elektron tasima sisteminde (ATP
tiretimi) onemli bir faktor olan sitokrom C ve SMAC’m sitoplazmaya ge¢mesine
neden olur (Giorgio ve dig. 2005). Mitokondriden sitoplazmaya gecen sitokrom C
adaptor molekiiliine yani Apaf-1’e baglanir. Bu etkilesim Apaf-1 proteininde
modifikasyonlara neden olur ve bu modifikasyonlar heptamerik bir yapi1 olan
apoptozisom olusumuyla sonuglanir. Apoptosizom olusumu sitozolde serbest
bulunan prokaspaz-9’un asp bolgesinden kesilerek aktiflesmesine ve onu takiben
efektor kaspaz 3-6-7’den birini aktif olmasini saglar. Bu da hiicrenin d6liimi ile

sonuclanir (Sekil 2.9) (Lopez ve Tait 2015).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867402006256
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867405004563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lopez%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25742467
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Sekil 2-9 Apoptozisun mitokondriyal kontrolii (Cell signaling technology 2020).

Kaspazlar

Bu proteinler, hiicrede 6liimii ve enfeksiyonu diizenleyen sistein proteaz ailesi
tiyelerindendir (Mcilwain ve dig. 2013). Ayn1 zamanda diger proteazlara gore bazi
farkliliklar1 bulunur. Kaspazlar diger proteazlarda bulunmayan yaklagik 90 amino
asitlik kiiciik bir protein etkilesim alan1 olan kaspaz alim domaini (CARD)

bulundurur ve bu domain

apoptozis, enflamasyon ve dogustan hiicre
sinyallesmesinde protein-protein etkilesimlerinde gorev alir. Kaspazlar iki alt
birimden (biiyiik alt birim (p20) ve kiiciik alt birim (p10)) olusur ve hiicrede asp
bolgelerinden kesime ugrayana kadar zimojen halde bulunurlar. Hiicreye apoptotik
bir sinyal ulasti§1 zaman bu proteinler proteolitik bir yikima maruz kalir ve biiytik alt
birimi ile kii¢iik alt birimi birbirinden ayrilir bu ayrilma kazpazin aktif hale gelmesini

saglar (Kumar 2007; Li ve Yuan 2008).


https://cshperspectives.cshlp.org/search?author1=David+R.+McIlwain&sortspec=date&submit=Submit
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Kaspazlarin bir¢ok iiyesi bulunmasina ragmen apoptotik hiicre ¢liimiinde rol
oynadig1 kesinlesmis bazi kaspazlar bulunmaktadir. Bunlardan ekstrinsik yolakta
baslatict olarak gorev alan kaspaz-8 ve 10 ile instrinsik yolakta baglatici olarak gorev
alan kaspaz-9 ve apoptotik Oliimii sonuglandiracak olan efektor kaspazlar 3, 6 ve
7°dir. Efektor olarak ¢ok kaspaz 3 gorev alirken, yapilan ¢alismalarla kaspaz 6 ve

7’nin de efektdr olarak rol oynadigi kabul edilmistir (Kumar 2007).

Efektor kaspazlar olarak adlandirilan kaspaz -3, -6, -7 diger kaspazlar gibi
hiicreye oliim sinyali ulasana kadar zimojen halde bulunurlar. Aktiflesmelerinin
ardindan homodimer bir yap1 olusturur ve katalitik aktiveleri artar (Shi 2004). Bu
proteinlerin aktiflesmesi icin aspartat kalintilarinin asp bdlgelerinden kesilmesi
gerekir (Troy ve dig. 2011). Bu proteinler herhangi bir pro-domaine ihtiyag
duymaksizin, adaptor bir molekiile baglanmalarina gerek olmadan aktiflesebilirler.
Kendiliginden dimerlesen efektor kaspazlar aktiflesmek i¢in sadece baslatici kaspaz
sinyallerine ihtiya¢ duyarlar, sinyal gelir gelmez proteolitik bir kesim sonucu biiyiik
ve kiiciik alt birimi birbirinden ayrilir ve efektor kaspazlar aktif hale gelir (Matsuura
ve dig. 2016). Bu proteinlerin aktiflesmesini takiben hiicrede spesifik substrat
yikimlari, organel bozulmalari, hiicre bilesenlerinde bozulma gibi etkiler meydana
gelir. Ayn1 zamanda kaspaz ile aktive edilmis DNaz inhibitorii (ICAD) bozunur bunu
takiben kaspaz ile aktive edilmis DNaz (CAD) hiicre i¢inde salgilanmaya baglar
bununla es zamanli olarak hiicrede zarf proteinlerinin bozunmasi, adezyon
molekiillerinin proteolizizi, hiicre iskeleti diizenleyicisi ROCKI’in (rho-iliskili,
sarmal bobin igeren protein kinaz 1) proteolizizi gibi olaylar meydana gelir. Bu
olaylar aktin hiicre iskeletinde bozunma, plazma membranin daralmasi, tiibilin ve
mikrotiiblil ile iliskili motor proteinlerin yikimlanmasi ile sonuglanir. Efektor
kaspazlarin hiicrede meydana getirdigi diger bir olay orgiisii ise, GRASP65 gibi
golgi aygitindan salgilanan proteinlerinin golgi aygitindan ayrilmasini saglayarak

golgi aygitinin yikimlanmasina neden olmasidir (Sekil 2.10) (Bruce ve dig. 2002).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shi%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15273300
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123855046000075
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1937644816300570
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Sekil 2- 10 Efektor kaspazlarin apoptozisdeki rolleri (Bruce ve dig. 2002).

ER parcalanmasi

Baslatict kaspazlardan biri olan kaspaz-8 programlanmis hiicre O6liimii
apoptozis disinda enflamasyon sirasinda sitokin aktivasyonunda rol oynayan bir
sistein proteazdir. Kaspaz-8 de diger kaspazlar gibi hiicreye 6liim sinyali gelmedikce
zimojen halde ve pro-kaspaz seklinde bulunur. Kaspaz-8’in aktivasyonu igin diger
kaspazlar gibi belli bolgelerinden kesime ugramasi gerekir. Hiicrede kaspaz-8’in
otoaktivasyon yolu ile aktive olabilirken, bagska molekiiller ile trans-uyarilma ile de
aktiflesebilir (Kruidering ve Evan 2008). Bu protein ekstrinsik yolak yani ligand-
reseptor iligkili apoptozis yolda gorevlidir. Eksentrinsik yolakta gorev alan
reseptorlerin ligandlart ile etkilesmesi sonucu sinyal alan FADD damainin hiicre

icine sinyali iletmesi ve bu sinyal ile kaspaz-8’in aktive olmasini saglar. Kaspaz-8’de


https://iubmb.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Kruidering%2C+Marieke
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ya efektor kaspazlara iletir, ya da Bcl-2 ile etkilesen proteini pargalayarak
mitokondirinin zar gecirgenliginin artmasini1 ve ardindan sitokrom C’nin sitozole
salinmasini saglayarak apoptotik oliimiin gerceklesmesine katkida bulunmaktadir

(Sekil 2.11) (Kruidering ve Evan. 2008).
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Sekil 2- 11 Kaspaz-8’in apoptozis de rolii ( Pozzesi ve dig. 2014).

Kaspaz-8 gibi baslatict bir kaspaz olan prokaspaz-9’da diger kaspazlar gibi
CARD alani bulundurur. Ancak aktivasyonu i¢in iki alt birime bdliinmesi gerekmez.
Bu proteinin aktivasyonu i¢in sitozolde monomer olarak bulunan ve ayni zamanda
zimojen olan adaptdr Apaf-1 proteinin CARD boélgesine kendi CARD bolgesini
baglamasi gerekmektedir Bu baglanma sirasinda enerji (dATP) gerekir (Pagliari ve
dig. 2010). Instrinsik yolakta mitokondriden salinan sitokrom C’nin Apaf-1’e
tutunmast prokaspaz-9’un CARD bolgesini Apaf-1’in CARD boélgesine baglamasini
tetikler ve sitozolde apoptozom olusumu gergeklesir. Bu olusum kaspaz-9’un

aktivasyonunu saglar. Aktivasyonu takiben kaspaz-9’a ulasan sinyal ile kaspaz-9


https://iubmb.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Kruidering%2C+Marieke
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efektor kaspazlarin alt birimlerine ayrilmalarini saglar ve apoptozis gerceklesir (Sekil

2.12) (Jha ve Kitsis 2011).

Pro-kaspaz 9

'y 2 .
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Sekil 2- 12 Apoptozom olusumu ve kaspaz-9 aktivasyonu (Pagliari ve dig. 2010).

BCL-2 Ailesi

BCL-2 ailesi proteinleri igsel apoptotik yolakta mitokondri dis zar
gecirgenligini diizenler. Bu protein ailesi apoptozu tetikleyebilmekle birlikte
apoptozu inhibe de edebilir. Bu protein ailesi, proapoptotikler, antiapoptotikler ve
sadece BH3 proapoptotikler olmak iizere 3’e ayrilir. Bu proteinlerin tizerinde 4 farkli
BH alani1 bulunur. Her protein bu 4 BH alanin tamamini bulundurmamakla birlikte
bu alanlardan en az birini bulundurur (Sekil 2.13) (Kale ve dig. 2018; Maji ve dig.
2018).

BCL-2 proteinlerinin apoptozis i¢in biiylik bir 6nemi vardir. Bu proteinlerin
ekspresyonlar1 apoptiziste hiicrenin sagkalimini ya da hiicrenin 6liimiinii belirler.
Antiapoptotik  BCL-2 proteinleri mitokondri basta olmak iizere endoplazmik

retikulum ve plazma zarinda integral protein olarak bulunur. Proapoptotikler ise,
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sitozolde serbest halde ya da hiicre iskeletine yerlesmis halde bulunur. Bununla
birlikte hiicreye apoptotik bir sinyalin ulasmasi ile bu proapoptotik proteinler
bulunduklart alandan mitokondri dis zarina dogru harekete baslar ve mitokondri dis
zarina yerlesir. Bu yerlesim i¢in bir dizi degisiklige ugramalar1 gerekir (Gross ve dig.
1999). Bazi antibiyotikler, UV, biiylime reseptorlerinin eksikligi, endoplazmik
retikulum stresi ve DNA hasar1 gibi hiicresel farkliliklarda proapoptotik
proteinlerden en O6nemlileri Bax ve Bak proteinleri mitokondri i¢ zarina gegisi
saglayamazlar. Ancak igsel yolak icin bu proteinlerin aktive olmasi gerekir. Bu
proteinler zimojen halde iken sitozolde serbest olarak yada mitokondri dis zarina
gevsek bir sekilde bagli bulunurlar. Apoptotik sinyallerin hiicreye gelmesi ile birlikte
bu proteinler bir dizi degisikligi takiben aktive olur ve i¢ zara lokalize olurlar. I¢
zarda bu proteinler dimer olusturur ve i¢ zar yiizeyinde por olusumuna neden olurlar
bu porlardan sitokrom C salinir ve i¢ zar ile dis zar arasina gecer. Bunu takiben
sitokrom C ve smac sitozole gecer. Bu proteinlerin sitozole ge¢mesi sitozolde
apoptozomun olusumuna neden olur. Apoptozom kompleksi apaf-1, sitokrom C ve
prokaspaz-9’dan olusur. Bu yap1 efektdr kaspazlarin kesimine ve aktivasyonuna
neden olur. Bu aktivasyon hiicreyi apoptozis ile dliime siiriikler (Sekil 2.13) (Pihan

ve dig. 2017).
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Sekil 2-13 Apoptozun BCL-2 ailesi tarafindan diizenlenmesi. a) BCL-2 protein
ailesi, apoptozun diizenlenmesindeki islevsel rollerine ve tasidiklart BCL-2 homoloji
(BH) alanlarinin sayisina gore ii¢ gruba ayrilir. b) BCL-2 proteinlerinin apoptotik
rolleri (Pihan ve dig. 2017).
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APAF-1

Apoptotik proteaz aktive edici faktor-I (apaf-1) igsel apoptotik yolun
aktivasyonu i¢in gelen sinyalleri takiben mitokondriden salinan sitokrom C (cyt-c)
ile pro-kaspazi aktive edebilmek icin sitozolde olusacak apoptozom kompleksinde
yer alir (Shakeri ve dig. 2017). Bu protein iizerinde ii¢ fomkiyonel alan igerir. Bu
alanlar prokaspaz-9’u kendi iizerine baglayabilmek i¢in bulunan CARD alani, CED-
4 alant ve C-terminal WD-40 tekraridir (Bratton ve dig. 2001). Apaf-1 ve cyt-c
etkilesimi icin enerji (ATP) gereklidir. Sitozolde bu etkilesimin gerceklesmesi
apoptozom adi verilen kompleksin olugsmasina neden olur (Sekil 2.14) (Koch ve
Lendon 2000). Apoptozom holoenzim olusturmak icin kendine kaspaz-9’u baglar ve

bu baglanma sonucunda efektor kaspazlar aktive edilir (Cain ve dig. 2002).

@c Mitokondriyal sitokrom C salinimi
dATP hidroliz

Kaspaz 9’un Apaf-1’in CARD baélgesine
C baglanmasi

Kaspaz 3/TAP baglanmasi

Kaspaz 3

Prokasgaz 9 XIAP

Sekil 2- 14 Memeli apoptozomunun olusumu (Cain ve dig. 2002).


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0300908416303649?via%3Dihub
https://www.embopress.org/action/doSearch?ContribAuthorStored=Bratton%2C+Shawn+B
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0300908402013767
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0300908402013767
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P53 Proteini

pS3 proteini hasar gérmiis ya da baska bir organizmanin istilasina ugramis
hiicrelerin hiicre dongiisiine girmelerini engelleyerek apoptozise zorlar (Haupt ve dig.
2003). p53 bir¢cok hiicre mekanizmasinda yer alir. Bu mekanizmalar arasinda en
Oonemlileri, hiicre dongiisiiniin susturulmasi, hiicre yaslanmasi, DNA onarimi ve
hiicre 6liimiidiir (Aubrey ve dig. 2018). p53 proteini, pek ¢ok genin transkripsiyon
faktorii olarak islev goriir. Bunlar, sadece BH3 domaininde proapoptotik proteinleri
(Puma, Noxa, Bad, Bax, Bak, p53AIP1); oliim reseptorleri (Fas, Dr4, Killer /
Dr5); ve apoptozis yiiriitme faktorleri (Apafl, kaspaz 6, Bnip3L) (Chen 2016). p53
kendi inhibitorii olan mdm?2 ile birlikte zimojen olarak bulunur. Ancak hiicre stres
sinyalleri aldiginda mdm?2 inaktive olur ve p53 ile ayrilir ve p53 aktive olur (Haupt
ve dig. 2003). Aktive olan p53, sitozolde ubiuitinasyona ugrar ve sitozolde birikmeye
baslar ve BCL-xL’a baglanir ve puma ekspresyonunu diizenler. Daha sonra sitozolik
p53 Bax oligomerizasyonunu ve mitokondriyal translokasyonu diizenler.
Mitokondride p53 bax ve bak’in oligomerizasyonundan sorumludur. P53 bax ve
bak’in ekspresyonunu artirdiktan sonra Bcl-2 ve Bcl-XL mitokondri i¢ zarinda
siklofilin D ile kompleks olusturarak mitokondrinin zar biitiinliigiiniin bozulmasina
neden olur ve p53 birikimi dolayisiyla igsel apoptotik yolak aktive olur (Sekil 2.15)
(Chen 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aubrey%20BJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29149101
http://perspectivesinmedicine.cshlp.org/search?author1=Jiandong+Chen&sortspec=date&submit=Submit
http://perspectivesinmedicine.cshlp.org/search?author1=Jiandong+Chen&sortspec=date&submit=Submit

39

Smac/DIABLO

Sitokrom C

|

Kaspaz
aktivasyonu

l

APOPTOZIS +—

e e e e e e e e

Nilklens W ~~°°7

Sekil 2- 15 P53’1in apoptozisdaki rolleri (Chen 2016).

Apoptozis ve Kanser Iliskisi

Apoptozisin kanserli hiicrelerdeki durumunu ortaya koymak icin yapilan bazi
calismalarda apoptozisin kanser gelisimine katkida bulunabilecegi Ongoriilmiistiir
(Lowe ve Lin 2000). Kanser hiicrelerinin hayatlarint devam ettirebilmek icin
organizmada kullandiklart en 6nemli yolak kanser inaktivasyonudur (Brown ve
Attardi 2005). Protoonkogenlerin onkogenlere doniigiimii, hiicrenin siirekli biiylime
sinyali almasi, invazyon ve metastaz gibi kanserlesme olaylarinin hepsi apoptotik
yolaklar1 aktive etmektedir. Ancak kanserli hiicrelerin ¢ogalabilmeleri i¢in apoptozisi
baskilamasi gerekir. Bunun i¢in de genellikle proapoptotik proteinlerin yikimlanmast,
kaspaz proteinlerinin islevsizlestirilmesi, antiapoptotik proteinlerin  yukari
regiilasyonu ve BAX/BAK kayb1 yolunu tercih ederler (Letai 2017). Kanser hiicresi

icin apoptozise ugramamak tiimoriin baslamasi, ilerlemesi ve siirdiiriilmesi i¢in en


http://perspectivesinmedicine.cshlp.org/search?author1=Jiandong+Chen&sortspec=date&submit=Submit
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onemli olaydir. Kanser hiicrelerinin apoptozisden kacabilmesi i¢in proapoptotik ve
antiapoptotik proteinlerin dengesinin bozulmasi, kaspaz fonksiyonunun azalmasi ve

oliim sinyal mekanizmasinin bozulmasi gerekmektedir (Wong 2011).
Onkolitik Viriisler ve Apoptozis

Onkolitik  viriisler, kanser hiicrelerini hedefleyebilen ve oOldiirebilen
virislerdir. Bu viriisler apoptozu tetkleyebilir. Bununla birlikte onkolitik viriislerin
tirettikleri viral proteinler apoptozu indiiklemekle birlikte, apoptozu baskilayabilir ya
da gecikmesine sebep olabilir. Enfekte hiicrelerde viriisler apoptotik cisimcikler ile
taginabilir ve bu tasinma ile konakta viriis enfeksiyonu belirtileri olmadan tiim
konag1 enfekte edebilir (Roulston ve dig. 1999). Baz1 ¢alismalar onkolitik viriislerin
proapoptotik proteinlerin ekspresyonuna neden olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ayni
zamanda onkolitik viriislerin IFN-I’in (interferon I), GM-CSF’in (graniilosit
makrofaj koloni uyarici faktdr) ve bazi sitokinlerin (6zellikle IL-12 (interlokin 12))
uyarilmasi ile antijen sunumuna neden olarak bagisiklik sisteminin aktive ettigi
gosterilmigtir (Washburn ve Schirrmacher 2002; Wong ve dig. 2010; Ahn ve Bekaii-
Saab 2017).

Ornegin, Rubella (Kizamikgik) viriisiiniin neden oldugu apoptozun p53,
BCL-2 proteinlerinin inaktive oldugu goriilmiistiir. Bu da Rubella viriisiiniin digsal
apoptotik yolagr aktive ettigini dislindiirmiistir (Hofmann ve dig. 1999).
Adenoviriisler ¢ogu kanser hiicresinde hem p53 bagimli hem de p53 bagimsiz
apoptozu indiikleyebilir (Marcellus ve dig. 1996). Ayni1 zamanda 293T (insan
embriyonik bobrek hiicreleri) hiicre hattinda kaspaz-8’i aktive ederek digsal
apoptotik yolagi baslatabilmektedir. Bovine ephemeral fever virus kaspaza bagh
apoptozu tetikler. Tavuk anemi viriisi, timor hiicrelerinde secici olarak apoptozu
indiikleyebilen kaspaz indiikleyici bir ajan olan apoptin iireterek antiapoptotik bir
protein olan BCL-2’nin baskilanmasini saglar ve apoptozun indiikler (Danen van
Oorschot ve dig. 1997). Vezikiiler sitomatit virlisii (VSV), digsal yolakta gorevli
olan FAS reseptoriinii aktive ederek apoptozu indiikler. Parvoviriisler, direkt olarak
timor hiicrelerini  hedefleyebilen ve parcalayabilen mekanizmalara sahiptir.
Parvoviriisler tarafindan tretilen NS1 proteini ile dogrudan apoptozisi indiikler

(Gaddy ve Lyles 2007; Loktev ve dig. 2012).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wong%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21943236
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Otofaji

Otofaji, kendi kendini sindirme anlamina gelen ve hiicredeki sitoplazmik
bilesenlerin lizozomlar tarafindan bozunmasina neden olan bir mekanizmadir. Tiim
Okaryotik hiicrelerde gergeklesen otofajinin baslatilmasi i¢in hiicre i¢i ya da hiicre
dis1 birkag uyaran olmasi yeterlidir (Li ve dig. 2020). Otofaji; aclik, hiicre 6liimii,
tiimdOr inhibisyonu, hiicre gelisimi gibi sinyallerde rolii olan proteinlerin yanlis
katlanmasi, kiimelenmis olarak bulunmalar1 ve mitokondri, endoplazmik retikulum,
peroksizom gibi organellerin gorevlerini yerine getiremedikleri durumlarda bu
yapilart ortadan kaldirilmasini ya da parcalanmasini saglayan fizyolojik bir siirectir
(Mizushima 2005; Mizushima 2007). Bu mekanizmanin hiicre Olimii ile
iligkilendirilmesinin yaninda hiicredeki besin eksikligi sirasinda hiicrenin enerji
akiginda 6nemli bazi proteinlerin saglanmasini siirdiiriilmesini de gorev alarak hiicre
sagkaliminda da 6nemli rolleri bulunur (He ve dig. 2018). Otofaji, ATG (otofaji ile
iligkili gen ailesi) ve bir dizi gen tarafindan kontrol edilmekte ve bu genler hiicre ve
doku tiplerine gore tiimor gelisimine ya da timoér baskilanmasina neden

olabilmektedir (Jiang ve dig. 2019).

Otofajide 6nemli proteinlerden biri olan rapamisin memeli hedefi (mTOR),
hiicredeki stres, kanserli hiicrelerin gelismesi ve ilerlemesi, hiicre proliferasyonu ile
baglantilidir. Bu protein ayr1 gorevleri olan iki ayr1 kompleksten (mTORCI1 ve
mTORC2) olusur (Populo ve dig. 2012). Saglikli hiicrelerde mTORCI1 kinazin
aktiflesip ATG13’1 hiperfosforile etmesi ve bunun sonucunda da ATG13’iin ULK-
FIP200 kompleksine katilamamasi saglanir. Fakat hiicreler hiicre i¢i ya da hiicre dis1
bir strese maruz kaldiklarinda mTORCI inhibe olur. mTORC]1’in inhibisyonu ve
aktivasyonu AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK) tarafindan diizenlenir (Kim
ve dig. 2011). AMPK’nin artmasi mTORCI1’i inhibe eder ve bu inhibisyon
sonucunda da otofajiyi aktive eden Unc-51 benzeri kinaz (ULK) defosforilize olarak
aktive olur. Daha sonra ULK1 PAS (6n-otofagozomal; fagofor toplanma alani)
yapisina tutunur. Aktive olmus ULK kompleksi sinif III PI3K’nin aktivasyonuna
neden olur. Bu aktivasyon sonrasi Beclin-1 PAS {izerine diger ATG proteinlerinin
toplanmasina neden olur. Bu toplanma otofajide otofagozom olugmasini saglar (Torii

ve dig. 2016; Itakura ve dig. 2008; Maiuri ve dig. 2010; Li ve dig. 2020).


https://molecular-cancer.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12943-020-1138-4
https://molecular-cancer.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12943-020-1138-4
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Otofagozom olusumunu takiben pro-LC3, ATG4B tarafindan LC3-I"e doniistiiriiliir.
Bu doniisiim sonrast ATG3 ve ATG7’nin fosfotidiletanolamin (hiicre zarlarmni ve
organel zarlarmi olusturan fosfolipit) ile etkilesime girerek LC3-I’in LC3-II"ye
boliinmesini saglar ve LC3-1I’de otofagozomal igeriklerin lizozomal enzimlerce
bozunmasi islemi gerceklesir (Stolz ve dig. 2014; Wild ve dig. 2014). Bu lizozomal
enzimler bozunan amino asitleri ve amino asitler ile birlikte bozunan diger
molekiilleri makromolekiil olusturarak metabolizmaya geri kazandirir (Glick ve dig.

2010).

Glinlimiize kadar tanimlanmig {i¢ farkli otofaji mekanizmasi mevcuttur. Bu
mekanizmalar; Makrootofaji, saperon aracili otofaji (CMA) ve mikrootofajidir.
Saperon aracili otofaji yapilan ¢alismalar ile sadece memelilerde gozlendigi ortaya
konulmusken makrootofaji ve mikrootofaji memeli, bitkiler ve mantarlar ile birlikte
diger okaryotik canlilarda da goriilebilmektedir. Saperon aracili otofaji ve diger
otofaji tiirleri arasindaki bir diger fark ise makrootofaji ve mikrootofaji organel
icerigi bulunan sitoplazmanin bozunmasina neden olur fakat saperon aracili otofaji

sadece ¢Oziiniir proteinlerin bozunmasinda rol oynamaktadir ( Sekil 2.16 ) ( Todde ve

dig. 2009).

a Makrootofaji Lizozom b Mikrootofaji ve endozomal c Saperon aracili otofaji

mikrootofaji
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Maya, Caenorhabditis eleg Drosophila melanog s Maya, Caenorhabditis elegans, Drosophila Kuslar (sadece isaretleyiciler), fare,
zebra bahg, fare, insan meelanogasier,zebra bahg, fare, insan insan

Sekil 2-16 Memelilerde otofaji mekanizmalarinin sematik gosterimi (Kaushik ve

Cuervo 2018).
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Otofaji ve Kanser Iliskisi

Otofajik mekanizmalar, hiicrede stres aninda hiicresel hemeostazin korunmasi
icin hasarli organellerin ve yanlis katlanmig proteinlerin par¢alanmasini saglar.
Ancak kanserli hiicrelerde iki farkli rolii iistlenir. Otofajik mekanizmalar, timor

baskilanmasinda rol alirken, tiimor tegvikinde de rol oynayabilir.

Beclinl proteinin ekspresyonunu saglayan =~ BECNI1 geninin eksikligi
genellikle meme, prostat, hepatoseliiler karsinom, servikal skuamoz hiicreli karsinom
ve yumurtalik kanserlerde goriiliir. BECN1 geninin iretilmesine sebep oldugu
beclinl proteini otofajide fagofor olusumunda rol oynar bu rolii ile otofajinin
baslamasinda gorev alir. Bu proteinin eksikligi direkt olarak otofajinin ¢aligmamasi
ya da sinyallerinin azalmasina neden olur. Otofajinin gerceklesmedigi hiicrelerde
hiicre proliferasyonunda artig gozlenir. Bu sonuglar da beclinl’in kanser hiicrelerinde
timor baskilayict olarak gorev aldigini gosterir. Ayn1 zamanda bazi calismalarda
baz1 kanser tiplerinde ATG proteinlerin azaldigi bildirildi. Bununla birlikte
beclinl’in apoptozis ile iligkisini saglayan protein bax etkilesim faktorii-1 (bif-1) ile
etkilesimi kanser hiicrelerinde tiimor inhibisyonunu saglayarak otofajinin pozitif
regiilasyonuna neden olur. Bu proteinin, beclinl ile etkilesiminin bozulmasi
otofajinin de bozulmasina ve kanser hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu saglar

(Liang ve dig. 1999; Qu ve dig. 2003; Coppola ve dig. 2008).

Otofaji, tiimorlii dokularda hiicre dliimiinti indiikleyebildigi gibi, metabolit
substratlar1 ve hiicre ici bilesenleri geri kazandirarak tiimorlii dokunu enerji ihtiyacini
karsilar. Yapilan bazi ¢alismalarda ortaya konuldu ki otofajinin bozulmasi hiicrede
strese neden olur ve bu da hiicre sagkaliniminin olumsuz etkilenmesine sebep olur.
Baz1 kanser tiplerinde otofajinin gerceklesmesi tlimorlii dokunun strese direng
gelistirmesini saglar. Bu direng ile birlikte tiimor hiicresinin sagkalimi artar. Bu tip
kanser hiicrelerinde otofajinin bozulmasi ya da inhibisyonu tiimorlii hiicrelerin hiicre

Olimiine gidisiyle sonuglanir (Degenhardt ve dig. 2006).
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Onkolitik Viriisler ve Otofaji

Bazi ¢alismalarda onkolitik viriislerin otofajik hiicre 6liimiine neden oldugu
gosterilmistir. Ornegin adenoviriis kaynakli bir onkolitik viriis olan Telomelysin’in
(OBP-301) epidermal biiytime faktorii reseptor ekseni E2Fi-miR-7-EGFR yolaginda
miR-7’nin yukar1 regiilasyonunu saglayarak hiicre canliligin1 engeller ve EGFR’nin
(epidermal biiytime faktorii) asagi regiilasyonunu saglayarak otofajik hiicre dliimiinii
indiikler. Bununla birlikte beclin-1’in ekpresyonunun artmasi otofajik hiicre 6limiinii
indiikleyerek onkolitik viriislerin terapotik etkisini artirir. Bir baska caligmada
adenovirilis genomuna Ad5/11 kimerik fiberi ile beclin-1 cDNA’s1 kodlanmistir. Bu
onkolitik virilis 16semi hiicrelerinde direkt olarak otofajik hiicre 6liimiinii indiikledigi
gosterilmistir. Bir bagka calismada ise, beclin-1 ekspresyonunu saglayan Vaccinia
onkolitik virlisii 16semi ve myelomda anti tiimor etkisi gostererek otofajik hiicre
6liimiinii indiikledigi ortaya konulmustur (Tazawa ve dig. 2012; Tong ve dig. 2013;
Li ve dig. 2018). Zhang ve dig. (2017)’de yaptiklar1 ¢alismada ise, herhangi bir
onkolitik virlis enfeksiyonu sonrasi her hiicrede otofajik hiicre Oliimiiniin
gbzlendigini ve bu hiicre Oliimiiniin timoér olusumunu etkiledigini gostermistir.
Furukawa ve dig. (2017)’de yaptiklar1 ¢alismada Herpes simpleks viriis-1 onkolitik
viriisiinde y34.5 geni delesyona ugratildi. Bu onkolitik viriis bir deri kanseri olan
skuamoz hiicreli karsinomu hiicrelerinde LC3 birikimine neden oldugu gosterilmistir.
Bu birikimde otofajik hiicre 6liimiine neden olur (Frukawa ve dig. 2017; Zhang ve

dig. 2017; Jiang ve dig. 2019).
3. MATERYAL VE METOT
3.1. Kullanilan Arag¢ ve Gerecler

Bu tez calismasi Tekirdag Namik Kemal Universitesi, Veteriner Fakiiltesi
Viroloji Laboratuvari, Hiicre ve Doku Kiiltiirii Laboratuvar1 ve Genomik-Proteomik
Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. Tez caligmasi boyunca kullanilan cihazlar

tablo 3.1.’de belirtirmistir.



Tablo 3- 1 Tez ¢alismasi boyunca kullanilan cihazlar ve markalari.
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Cihazlar Markalan
Biyogiivenlik Kabini Heal Force
Invert Isik Mikroskop ZEISS

ELISA Reader BioTek/Epoch

Santrifiij Elektro.mag

Pipetor Isolab
Multi Kanal Otomatik Pipet VWR
Tek Kanal Otomatik Pipetler Thermo

Manyetik Isitict WiseStir/MSH-20A
Vorteks WiseMix/VM-10
CO; Inkiibatér Heal Force
Hassas Terazi Uni Bloc/ATX224

Thoma Lami

BOROX
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3.2. Uygulanan Yontemler

3.2.1. Hiicreler ve viriisler

Bu tez calismasinda, BHV-1 referans (Cooper) susu kullanildi. BHV-1
referans (Cooper) susu MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney) hiicre hattinda
cogaltild1 ve titre edildi. Viriis denemeleri i¢in, insan akciger kanseri hiicre hatti
(A549), insan prostat kanseri hiicre hatlar1 (PC-3 ve DU145), insan servix kanseri
hiicre hatt1 (Hela) ve insan meme kanseri hiicre hattt (MDA-MB-231) olmak iizere
bes farkli kanser hiicre hatt1 kullanildi (Tablo 3.2). Hiicreler %10 fetal bovine serumu
(FBS/Capricorn Scientific, Cat no: FBS-11B) ilave edilmis Dulbecco'nun modifiye
Eagle's Medium (DMEM High Glucose with L- Glutamine, with Sodium Pyruvate/
Copricorn Scientific, Cat no: DMEM-HPA) igeren hiicre liretme vasati ile 37
°C’de %5 CO:s; ‘li etlivde inkiibe edildi.



Tablo 3-2 Calismada kullanilan kanser hiicreleri ve 6zellikleri.
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Hiicre
Organizma Doku Hiicre Tipi Hastahk
Hatlan
MBA-MB- Gogiis, meme ) )
Homo sapiens _ Epitel hiicre | Adenokarsinom
231 bezi
Kemik
metastazi ) 4. evre
PC-3 Homo sapiens . Epitel hiicre ‘
kokenli adenokarsinom
prostat
A549 Homo sapiens Akciger Epitel hiicre Karsinom
Rahim,
Hela Homo sapiens | serviks, rahim Epitel hiicre | Adenokarsinom
agzi
DU-145 Homo sapiens Prostat Epitel hiicre Karsinom

3.2.2. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Stok hiicrelerin bulundugu kriyoviyaller dondurucudan ¢ikarildi ve 37 °C

bekletilerek hiicrelerin ¢oziinmesi saglandi. Coziinen hiicreler bir santrifiij tiipiine

almarak +4 °C’de 1200 rpm’de 3 dk boyunca santrifiijlendi. Hiicrelerin santrifiij

tiipliniin dibine ¢okerek pellet olusturmasinin ardindan tiipteki siipernatant sivisi

atildi1 ve pellet 1 ml DMEM ile siispanse edilerek hiicre kiiltiirii flasklarina aktarildi.

Hiicre tiretme medyumu eklenen hiicreler 37 °C %5 CO; ‘li etiivde inkiibasyona

birakilarak hiicrelerin ylizeye tutunmasi saglandi. Giinlilk mikroskobik kontrolleri

yapildi.
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Monolayer tabakalandirilan hiicrelerin flask ylizeyini kaplamalarini takiben
gerceklesecek hiicre liimlerini ve dejenerasyonunu Onlemek igin pasajlama islemi
yapildi. Pasajlama islemi i¢in hiicre kiiltiirii flasklarinin igerisindeki medyum
dokiilerek uzaklastirildi.  Hiicreler arasi baglarin  yikimlanmasi  saglayan
tripsinizasyon islemi icin 37 °C’de bekletilen Trypsin/EDTA ¢ozeltisi (Biowest, ID
no: MSO0BT100M) eklendi ve birkag defa tiim yilizeye gelecek sekilde flask
calkalanip Trypsin/EDTA ¢ozeltisi dokiilerek uzaklastirildi. Bu islem iki defa yapildi
ve 37 °C %5 CO: ‘li etiivde 5-10 dk inkiibasyona birakildi. Hiicre kiiltiirii flask
yilizeyinden ayrilan hiicrelerin lizerine bir miktar medyum eklendi ve pipetaj yaparak
tiim hiicrelerin medyum igerisine toplanmasi saglandi. Ardindan hiicreler yiizey alani
daha genis bir flask igerisine aktarildi ve iizerine hiicre liretme medyumu eklendi.
Inkiibasyona birakilan hiicrelerin her giin mikroskobik kontrolleri yapildi ve

gerektiginde hiicreler tekrar pasajlandi.
Hiicrelerin Sayimi ve Diger Testler icin Hazirlanmasi

Hiicreler virlis denemeleri, titrasyon testleri, apoptozis ve otofaji testlerinin
yapilmasi amaciyla 96 kuyucuklu ve/veya 24 kuyucuklu pleytler i¢erisinde hazirlandi.
Bu amagla hiicreler %70 den fazla konfulent oldugunda tripsinizasyon islemine tabi
tutuldu ve siispanse edildi. Thoma lam1 %70’lik alkol ile temizlendi ve lamel ile
kapatildi. Hiicre siispansiyonundan yaklasik olarak 5-10 pl olacak sekilde Thoma
lamindaki bolmeler dolduruldu ve invert mikroskopta hiicreler sayildi (Sekil 3.1).

Sekil 3-1 Thoma lamu ile hiicre sayimi.
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Hiicre sayimi sonrasi asagidaki formiile gore hiicrelerin diger testlerde
kullanilmak {iizere sulandirma orani hesaplandi ve bu sayimma gore hiicre iiretme

medyumu ile sulandirilan hiicreler pleytlere aktarildi.

Sulandirma Oran1 = Seyreltme Faktérii x Hiicre Sayis1 x 104 ml’de Istenilen
Hiicre Sayisi

Viriislerin Hiicre Kiiltiiriinde Uretilmesi

Viriistin liretilmesi amacityla MDBK hiicreleri kullanildi. Hiicreler flask
yiizeyinde %90’den fazla konfluent oldugunda medyum flask ylizeyinden dokiilerek
uzaklastirildi. Viriis, toplamda flask hacminin %1°1 hacminde olacak sekilde DMEM
ile sulandirilarak inokule edildi ve 37 °C %5 CO2’li etiivde 1 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda inokulum otoklavlanmak iizere aspire edildi.
Aspirasyon sonrasi flaska serumsuz DMEM eklendi ve 37 °C %5 CO2’li etiivde
inkiibasyona birakildi. Her giin mikroskobik kontrolleri yapilarak viriis liremesine
bagli CPE (sitopatolojik effekt) izlendi. Mikroskobik kontrollerde hiicrelerin %80 -
90’1inda CPE goriildiikten sonra -80 °C dondurucuya kaldirildi.

3.2.3. Mikrotitrasyon Testi ve Plak Titrasyon Testi

Virtislerin ~ enfeksiydz giiciinii  kantitatif olarak belirleyebilmek igin
mikrotitrasyon testi kullanildi. Bu amagla, viriis Logio tabanina gore fosfat tamponlu

tuz ¢ozeltisi (PBS- Sigma Cat No: P441750TAB) igerisinde sulandirildi. (Sekil 3.2).
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BHV-1
( 100pD)
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104 10°% 104 109 11 102

Sekil 3-2 Viriis titresini hesaplamak i¢in viriislerin sulandirilmasi.

MDBK hiicreleri yogunlugu 300.000 hiicre/ml olacak sekilde siispanse olarak
hazirlandi. Bu test i¢in 96 kuyucuklu pleytler kullanildi. Viriis sulandirmalari her bir
sulandirma i¢in 4’er tekrarli calisilarak pleyt kuyucuklarma 100 pl aktarildi.
Sulandirmalar disinda hiicre kontrol ve viriis kontrol i¢in de 4 kuyucuk hazirlandu.
Viriis kontrol igin saf viriis '2 sulandirilarak eklenirken hiicre kontrol igin
kuyucuklara 100 pl hiicre tiretme medyumu aktarildi. Daha sonra tiim kuyucuklara
100 pl hiicre siispansiyonu eklendi. Iki giin boyunca 37 °C %S5 CO2’li etiivde
inkiibasyona birakildi. ki giin sonunda her kuyucuk mikroskopta incelenerck CPE
varligi kaydedildi ve Spearmen-Kaerber yontemine ile DKIDso (Doku kiiltiirii
enfektif doz 50) ve 100DKIDso (enfekte hiicre kiiltliriiniin tamaminda enfeksiyon

olusturan viriis sulandirma orani) asagidaki formiile gére hesaplandi.

Log1oDKIDso= -(Xo-(d/2)+d(r/n)

Xo: Inokulasyon yapilan tiim konakgilarda viriis iiremesinin gdzlendigi en yiiksek
sulandirma degerinin logio unu,

d: Sulandirma oraninin logio’unu,
1: Xo ve daha ileri sulandirma basamaklarinda gbzlenen pozitiflerin toplama,

n: Her sulandirma basamaginda enfekte edilen konake1 sayisi.
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Denemelerde kullanilacak virlisiin plak olusturma iinitesinin hesaplanmasi
amaciyla plak titrasyon testi uygulandi. Bu amagla bir giin 6nce MDBK hiicreleri 24
kuyucuklu pleytlerde hazirland1 Test giinii, viriis logio tabanina gore sulandirildi.
Daha sonra sulandirmalar bir giin onceden hazirlanan hiicrelere adsorbsiyonlu
yontemle inokulasyonu yapildi. Viriis kontrol ve hiicre kontroller i¢inde kuyucuklar
hazirlandi. Bunun i¢in 1 saat boyunca 37 °C %5 CO>’li etiivde inkiibasyona birakildi.
1 saat sonunda iist sivi aspire edildi ve her goziin lizerine 1 ml kadar yar1 kati
besiyeri (% 3’liik karboksimetil selilloz +2x DMEM) aktarildi ve pleyt inkiibasyon
icin etiive kaldirildi. Her giin mikroskobik kontrolleri yapildi ve 3 giin boyunca pleyt
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi bittikten sonra pleytin her bir goziine hiicrelerin
istiinii kaplayacak sekilde %10’luk formol eklendi ve 1 saat oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin bitimini takiben hiicrelerin kalkmasini
engellemek icin direkt hiicrelere temas ettirmeden, pleyt egilerek akan suda yikandi
ve formoliin uzaklastirilmast saglandi. Formol uzaklastirildiktan sonra her goz
Kristal viole ile boyandi. Invert 151tk mikroskobunda plak alanlar1 sayildi. Plak

olusturma tinitesi (PFU) degeri asagidaki formiile gére hesaplandi.

N=X/(V)x(D)

N:PFU, X: Ortalama plak sayisi, V:Inokulum miktari, D: Diliisyon

3.2.5. Viriisiin Kanser Hiicrelerine Inokiilasyonu

Viriisiin hiicrelerin canlilifina olan etkisinin dl¢lilmesi, hiicrelerde meydana
getirdigi patolojik degisikliklerin izlenmesi, viriis enfeksiyonuna bagli hiicre
apoptozis ve otofaji yolaklarinin arastirilmasi amaciyla kanser hiicre hatlarina viriis
inokulasyonu islemi gergeklestirildi. Yapilan testlerin uygulamasi i¢in kanser
hiicreleri 24 ve 96 kuyucuklu pleytlerde hazirlanarak virlis ekimi yapildi. Bir giin
boyunca 37°C %5 CO.’li etiivde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin
sonunda %80 {iizeri konfulent olan hiicrelerin {izerindeki medyum aspire edildi.
Hiicreler tizerine 10 moi, 5 moi, 2 moi, 1 moi ve 0.1 moi olacak sekilde 100 pl

hiicrelerin iizerine inokule edildi. Tim denemeler 3’lii ve/veya 4’lii tekrarlar




52

yapilarak gerceklestirildi. 1 saat boyunca 37 °C %5 CO’li etiivde inkiibasyona
birakildi. inkiibasyon sonrasi enfekte hiicrelerin iizerindeki sivi aspire edildi ve

tizerine 100 pl DMEM eklenerek ayni sartlarda inkiibasyona birakildi.

3.2.6. Hiicre Canlhihg: Testi

Tripan Blue Boyamasi

Hiicrelerin canlilik oranlarinin saptanmasi amaci ile tripan blue boyamasi
yapildi. Hiicreler tripsinizasyon islemi ile flask yiizeyinden ayrilmasi saglandi.
Hiicreler PBS ile siispanse hale getirildi. Daha 6nce hazirlanan tripan blue boyas1 1:1
oraninda hiicre siispansiyonu ile bir tiipte karistirildi ve 10 dk oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin canliliginin tespiti ve sayimi amactyla Thoma lami
kullanildi. Isik mikroskobunda degerlendirildi. Asagidaki formiil kullanilarak mevcut

canli hiicre orani belirlendi.

% canl1 hiicre = [1.00 - (mavi boyanan hiicre sayis1 / toplam hiicre sayis1)] x 100

MTT Yontemi

Methylthiazoletetrazolium (MTT) sar1 renkli pozitif yiikli bir bilesiktir ve
sitozolik kism1 negatif olan 6karyotik hiicre membranindan kolaylikla gegebilir. Bu
gecis hiicre sitozoliinde dehidrogenaz enzimi tarafindan indirgenmesine neden olur.
MTT cozeltisinsinin indirgenmesi hiicre sitozoliinde formazan olusmasini tetikler.
Formazan suda ¢oziinmedigi i¢in kristal seklinde c¢okelti olusturur. Bu ¢okeltinin
¢Ozdiiriilmesi mor renk olusumuna neden olur (Sekil 3.3) Cozdiiriildiikten sonraki
renk degisikliginin ELISA okuyucuda okutularak elde edilen absorbans degerleri
kantitatif degerlendirme yapilmasin1 saglar. Calismamizda farkli oranlarda
sulandirilan BHV-1 ile A549, MDA-MB-231, PC3, DU145, Hela hiicreleri enfekte
edildi. Enfeksiyonun farkli saatlerinde hiicre canliligi ve sitotoksisite diizeyleri

arastirildi.
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Sekil 3-3 MTT yonteminde MTT soliisyonu ve DMSO uygulamasinda hiicreler arasi
renk farkliliklarina bir 6rnek.

Testte kullanilacak ¢alisma MTT soliisyonu Smg/ml olacak sekilde hazirlandi.
Bunun i¢in 100 mg MTT (Biotium Cat no:10059) 20 ml PBS’e eklendi ve
vortekslenerek ¢ozdiirtildi. 0.22 um filtreden gegirildi. Hazirlanan soliisyon ependorf
tiiplere 1 ml olacak sekilde porsiyonlandi. Tiim MTT soliisyonu bulunan ependorflar

folyo ile sarild1 ve soliisyonun 151k gormemesi sagland1 ve -20’de muhafaza edildi.

Test i¢in 96 kuyucuklu mikropleytlerde hazirlanan hiicreler farkli oranlarda
hazirlanan BHV-1 ile enfekte edildi. Enfeksiyonun takibinde MTT uygulamasi
zamana ve doza bagli olarak degerlendirme yapilacak sekilde gerceklestirildi.
Inkiibasyonu takip eden 4., 8., 12., 16., 24., 30., 36., 40., 48., 72. saatlerde MTT
uygulama denemeleri uygulandi (Sekil 3.4). Bu amagla hiicre medyumlar1 aspire
edildikten sonra MTT solusyonu hiicrelerin iizerine 10 pl eklendi ve 4 saat boyunca
37 °C %5 CO’li etiivde inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi sonunda olusan
formazon bilesiklerini ¢ozdiiriilmesi amaciyla 100 pl DMSO eklenip 10 dk oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. Degerlendirmelerin yapilmasi amaciyla ELISA

okuyucuda 540 ve 570 nm’de pleytler okutularak absorbans degerleri kaydedildi.
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Sekil 3-4 MTT uygulamasinin 96 gozlii pleytteki deney diizenegi. Her hiicre i¢in
pleytte 3 goz kullanildu.

Akridin Turuncusu/ Etidyum Bromiir Boyamasi

Akridin turuncusu (Biosciences Lot no: ABO014C1) /Etidyum bromiir
(Bioshop Lot no: 0A63905) (AO/EtBr) boyamasi, hiicrelerde erken ve ge¢ apoptozu
belirlemek amaciyla kullanildi. Testte kullanilacak ¢alisma AO/EtBr soliisyonu 100
ug/ml olarak hazirland:. Santrifiij tiipiine 10 ml PBS eklendi. Uzerine 500 ug AO ve
500 ng EtBr eklendi. Vortekslendi ve 0.22 pm filtreden gegirildi.

Uygulamalarda 96 kuyucuklu pleytlerde 3x10* oraninda hazirlanan hiicreler
kullanildi. Bir giin 6nce hazirlanan hiicreler farkli oranlarda sulandirilan viriis ile
enfekte edildi. Enfeksiyonun inkiibasyon silirecinde zaman ve doza bagh

degerlendirmek amaciyla inkiibasyon siiresinin farkli saatlerinde (4., 8., 12., 16., 24.,
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30., 36., 40., 48., 72.,) AO/EtBr boyamasi yapild: (Sekil 3.5). Test edilecek hiicreler
tizerindeki medyum aspire edildikten sonra PBS ile hiicre yiizeyleri bir kez yikandi.
Daha sonra her kuyucuga 20 pul AO/EtBr boya soliisyonu eklendi ve 1siktan korumak
i¢in pleyt folyoya sarildi. Oda sicakhiginda 10 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda boya eklenen goézler PBS ile 2 kez yikandi. Testin degerlendirilmesi
floresan mikroskobunda goriintiilenerek yapildi. Goriintiileme sirasinda erken
apoptotik, gec¢ apoptotik, nekrotik hiicreler goriintiilendi ve alandaki apoptotik
hiicreler sayilarak yiizdelik hesap yapildi.

O OO 10 MOI
OOOOQ)| || smoi
OCOOOO 1 Moi
OCOOOO 0.1 MOi
OO || mx
OO0
OOOOOO
OOOOOO
A= *
A OO 10 Mqi
B OO 5 MO
cOO 1 MOI |
(OO 0.1 MOI
E OO H. K.
FIOO
sl OO
HOO

Sekil 3-5 AO/EtBr boyamasinin 96 gozlii pleytteki deney diizenegi. Her hiicre i¢in
pleytte 3 g6z kullanildi. 4. ve 48. saatler arasinda uygulama yapildi ve her uygulama

3 kere tekrarlandi.
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3.2.8. ELISA Testleri

Viriis ile enfekte edilmis kanser hiicrelerindeki BCL-2, kaspaz-8, kaspaz-9,
ATG7 ve p62 seviyelerini belirlemek i¢in ticari ELISA kitleri (BT LAB (Bioassay
Technology Laboratory), BCL-2-Cat No:1832Hu; Kaspaz-8-Cat No: E7864Hu;
Kaspaz-9-Cat No: E0968Hu; ATG7-Cat No: E6379Hu; p62-Cat No: E7448Hu)
kullanildi. ELISA testleri ticari kitin kendi protokoliine uygun olarak gerceklestirildi.
ELISA testlerinde kullanilacak Orneklerin hazirlanmasi amaciyla hiicreler virus
enfeksiyonu gergeklestirildi. Hiicreler 96 gozlii pleytlerde 3x10* oraninda hazirlandi.
Ertesi giin farkli oranlarda sulandirilan viriis (0.1 moi, 1 moi, 2 moi, 5 moi, 10 moi)
ile hiicreler enfekte edildi. Enfeksiyonun apoptotik ve otofajik protein seviyelerine
olan etkilerinin arastirilmasi amaciyla inkiibasyon siiresinde doza ve zamana bagh
olarak hiicre lizatlar1 -80 °C’de muhafaza edildi. ELISA testlerinin uygulamasi
oncesinde hiicre lizatlart 4000 rpm’de 3 dk santrifiijlendi ve st sivi testte

kullanilmak tizere hazirlandi.
BCL-2 Standart Hazirlama

Tim reaktifler kullanilmadan 6nce oda 1sisina getirildi. Test kiti igerisinde
bulunan 400U/ml oranindaki standart stok soliisyonu standart seyreltici ile soliisyonu
ile 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 oraninda sulandirildi. Yapilan diliisyonlar sonucunda stok
solisyonu (400U/ml) 200U/ml, 100U/ml, 50U/ml ve 25U/ml icerecek sekilde

seyreltilerek hazirlandi.
Kaspaz-9 Standart Hazirlama

Tiim reaktifler kullanilmadan 6nce oda 1sisina getirildi. Test kiti igerisinde
bulunan 24ng/ml oranindaki standart stok soliisyonu standart seyreltici ile 1:2, 1:4,
1:8, 1:16, 1:32 oraninda sulandirildi. Yapilan diliisyonlar sonucunda stok soliisyonu
(24ng/ml); 12ng/ml, 6ng/ml, 3ng/ml ve 1.5ng/ml igerecek sekilde seyreltilerek

hazirlandi.
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Kaspaz-8 Standart Hazirlama

Tim reaktifler kullanilmadan 6nce oda 1sisina getirildi. Test kiti igerisinde
bulunan 2400ng/L. oranindaki standart stok soliisyonu standart seyreltici ile 1:2, 1:4,
1:8, 1:16, 1:32 oraninda sulandirildi. Yapilan diliisyonlar sonucunda stok soliisyonu

(2400ng/L); 1200ng/L, 600ng/L, 300ng/L ve 150ng/L igerecek sekilde hazirlandi.
p62 Standart Hazirlama

Tim reaktifler kullanilmadan 6nce oda 1sisina getirildi. Test kiti igerisinde
bulunan 20ng/ml oranindaki standart stok soliisyonu standart seyreltici ile 1:2, 1:4,
1:8, 1:16, 1:32 oraninda sulandirildi. Yapilan diliisyonlar sonucunda stok soliisyonu

(20ng/ml); 10ng/ml, Sng/ml, 2.5ng/ml ve 1.25ng/ml igerecek sekilde hazirlandi.
ATG-7 Standart Hazirlama

Tiim reaktifler kullanilmadan 6nce oda 1sisina getirildi. Test kiti igerisinde
bulunan 1200ng/L oranindaki standart stok soliisyonu standart seyreltici ile 1:2, 1:4,
1:8, 1:16, 1:32 oraninda sulandirildi. Yapilan diliisyonlar sonucunda stok solusyonu

(1200ng/L); 600ng/L, 300ng/L, 150ng/L ve 75ng/L icerecek sekilde hazirlandi.

Tim ELISA testleri oda sicakliginda ve antijenle kaplanmis 96 gozli
pleytlerde gergeklestirildi (Sekil 3.6).

1. Tum reaktifler oda 1sisina getirildi.
2. Standartlar i¢in ayirilan kuyucuklara 50 ul standartlar eklendi.

(NOT: Standart ¢o6zelti biyotinlenmis antikor igerdiginden standart kuyuya

biyotinlenmis antikor eklenmedi.)

3. Ornekler icin ayirilnmis kuyucuklara 40 ul rnekler eklendi. Uzerine 10 pl anti-
cleaved CASPS8 (kaspaz-8 i¢in), anti-ATG7 (ATG7 i¢in), anti-CASP9;MCHG6;ICE-
LAP6 (kaspaz-9 icin), anti-SQSTM1 (p62 i¢in), anti-BCL2 (BCL2 i¢in) antikoru
eklendi. Ardindan 50 pl streptavidin-HRP blank i¢in ayirilan kuyucuk hari¢ hem
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ornek kuyucuklarina hem de standart kuyucuklarina eklendi. Pleytlerin {izeri

kapatildi ve 37 °C’del saat inkiibasyona birakildi.

4. Pleytin tstiindeki kapatict ¢ikarildi ve yikama soliisyonu ile her kuyucuk 5 kez
yikandi. Her yikama icin 30 saniye 1 dakika arasinda bekletildi ve yikama soliisyonu

dokiildi

5. Her kuyucuga 50 pl substrat-A soliisyonu eklendi ve ardindan her kuyucuga 50
ul substrat —B soliisyonu eklendi. Karanlikta 37°C'de 10 dakika boyunca yeni bir
kapatici ile kaplanmis pleyt inkiibe edildi.

6. Inkiibasyon sonrasi tiim kuyucuklara 50 pl durdurma soliisyonu eklendi ve oda
1sinda 10 dk beklendi (Sekil 3.6). Degerlendirme i¢in her pleyt ELISA okuyucu ile
450 nm dalga boyunda optik yogunlugu (OD degeri) belirlendi.

Ornekler

~
>
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Sekil 3- 6 ELISA testlerinin uygulama diizenegi.

3.2.9. istatistiksel Analiz

Yapilan analizlerin sonuglarinin istatistiksel degerlendirilmesi i¢in SPSS

(versiyon 20) programi kullamldi. /n vitro viriis enfeksiyon denemelerinin
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degerlendirilmesinde her bir uygulama bir grubu olusturacak sekilde, tiim tekrarlarla
birlikte gruplarin ortalamasi alinarak degerlendirilme yapildi. BHV-1’in farkli kanser
hiicrelerinin canlilifl, apoptotik ve otofajik yolak proteinleri {izerine etkisinin
degerlendirilmesi amaciyla deney gruplarinin ortalamalarinin arasindaki farkliliklar
degerlendirildi. Bu amagla tek yonlii ANOVA testi uygulandi. Deneysel gruplar ve
kontrol grubu arasindaki farkliliklarin anlamli olup olmadig1 Student’t testi yapilarak
analiz edildi. Farkliliklar p<0,01 ve p<0,05 de istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

4. BULGULAR

4.1. Kanser Hiicrelerinde Viriis Uremesi

Viriis iiremesinin belirlenmesinde MDBK hiicreleri kontrol olarak kullanildi.
In vitro denemelerde BHV-1; 0,1- 1- 2- 5- 10 moi sulandirmalar1 kullanildi.
Hiicrelerin farkli dozlarda viriis enfeksiyonlarinda zamana bagli olarak viriisiin
tiremesi gozlemlendi. Hiicrelerde balonlagsma, yuvarlaklagsma, ¢ekirdekte intrantikleer
inkliizyon cisimcikleri, hiicrelerde lizis viriisiin liremesine bagli CPE olarak
degerlendirildi. Viriis MDBK hiicrelerinde doza ve zamana bagl olarak hiicrelerde
olusturdugu CPE nedeniyle total hiicre canlilig1 ve sayisinda azalma meydana geldi
(Sekil 4.1) Virilis enfeksiyonuna bagli olarak 48. saatten sonra hiicre kaybt MDBK
hiicrelerinde en yiiksek seviyelerde belirlendi. Viriisiin titresinin hesaplanmasinda da
MDBK hiicreleri kullanildi. Titrasyon i¢in mikrotitrasyon ve plak testlerinin (Sekil
4.2) her ikisi de uygulandi. Uygulanacak invitro denemelerinde moi hesaplamalari

icin her iki testin sonucuda teyit edilerek gerceklestirildi.
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Sekil 4-1 BHV-1 cooper (referans) susunun MDBK hiicresinde iiremesi. A) Cooper

susunun 24. saatteki liremesi. B) Cooper susunun 48. saatteki tiremesi (A-10X; B-4X

goriintiileme).
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Sekil 4-2 96 gozlii pleytlerde uygulanan plak testi sonuglari. A) Plak test sonucuna
gore, hiicre kontroliin pleyt goriintiisii ve invert mikroskop goriintiisii. B) Plak test
sonucuna gore, sayilamayacak kadar ¢ok plak olusumunu gosteren pleyt goriintiisii
ve invert mikroskop goriintiisii. C) Plak test sonucun gore, viriis kontrolde olusan
plak olusumunu gosteren pleyt goriintiisii ve inver mikroskop goriintiisii. D) Plak test
soucuna gore, sayilabilecek kadar az sayida plak olusumunun pleyt goriintiisii ve

invert mikroskop goriintiisii.

Farkli dozlarda (0,1- 1- 2- 5 -10 moi) hazirlanan BHV-1 ile enfekte edilen
A549 hiicre hattt mikroskopta giinliik takibe alind1. Ilk 24 saatlik inkiibasyon sonucu
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0.1 ve 1 moi virlis ile enfekte hiicrelerin hiicre kontrole benzer oldugu, 2- 5- 10 moi
viriis ile enfekte edilen hiicrelerde ise viriis iremesine bagli CPE olustugu ve hiicre

ayrilmalari ilk 24 saatte basladig1 kaydedildi (Sekil 4.3).

Sekil 4-3 A549 hiicre hattinin farkli sulandirmalarda BHV-1 ile enfeksiyonda 24.

saat mikroskop goriintiileri A) Hiicre kontrol B) 0.1 moi BHV-1 ile enfeksiyon
goriintiisti, C) 1 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, D) 2 moi BHV-1 ile
enfeksiyon goriintiisii, E) 5 moi BHV-1 ile enfeksiyongoriintiisii, F) 10 moi BHV-1
ile enfeksiyon goriintiisii. Mavi ok viriis iiremesine bagli degisiklik meydana gelen
hiicreleri gostermektedir ( A-4X; B, C, E-10X; D, F-20X goriintiileme).
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A549 hiicrelerinin BHV-1 ile enfeksiyonunda 30. saatinden sonra yapilan
degerlendirmede 10 moi viriis ile enfekte hiicrelerde lizis orant %80 {izeri oldugu
belirlendi. 5 moi, 2 moi ve 1 moi BHV-1 ile enfekte hiicrelerde yuvarlaklagma, sekil
bozukluklar1 ve ¢ekirdek parcalanmalar1 bagladigi virlis yogunluguna gore arttigi
gbzlemlendi. (Sekil 4.4).

Sekil 4-4 A549 hiicre hattinin farkli sulandirmalarda BHV-1 ile enfeksiyonunda
30.saat mikroskop goriintiileri. A) Hiicre kontrol B) 0.1 moi BHV-1 ile enfeksiyon

goriintiisti, C) 1 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, D) 2 moi BHV-1 ile
enfeksiyon goriintiisii, E) 5 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, F) 10 moi BHV-1
ile enfeksiyon goriintiisii. Mavi ok viriis iiremesine bagli degisiklik meydana gelen

hiicreleri gostermektedir ( A-4X; B, C, E-10X; D, F-20X goriintiileme).
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0.1 moi BHV-1 ile enfekte A549 hiicrelerinde 48 saat sonrasi viriis liremesine
bagli CPE tespit edildi. Bununla birlikte viriis enfeksiyonunda 48. saat sonrasinda, 5

ve 10 moi viriis ile enfekte A549 hiicrelerinde lizis tiim alanda goriildii (Sekil 4.5).

Sekil 4-5 A549 hiicre hattinin farkli sulandirmalarda BHV-1 enfeksiyonunda 48.saat

sonrast mikroskop goriintiileri. A) Hiicre kontrol B) 0.1 moi BHV-1 ile enfeksiyon
goriintiisli, C) 1 moiBHV-1 ile enfeksiyongoériintiisii, D) 2 moi BHV-1 ile enfeksiyon
goriintlisli, E) 5 moi BHV-1 enfeksiyon goriintiisii, F) 10 moi BHV-1 enfeksiyon
goriintliisii. Mavi ok viriis tiremesine bagl degisiklik meydana gelen hiicreleri

gostermektedir ( A-4X; B, C, E-10X; D, F-20X goriintiileme).
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A549 hiicre hattinin BHV-1 ile enfeksiyonunda 72 saatlik inkiibasyonunda 2,
5 ve 10 moi ile enfekte gruplarda hiicre canliligr goriilmedi. 1 ve 0.1 moi’de ise farkli

saatlerde uygulanan diger gruplar gibi hiicrelerde CPE goriildii (Sekil 4.6).

Sekil 4-6 A549 hiicre hattinin farkli sulandirmalarda BHV-1 ile enfeksiyonunda
72.saat mikroskop goriintiileri. A) Hiicre kontrol B) 0.1 moiBHV-1 ile enfeksiyon

goriintiisli, C) 1 moiBHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, D) 2 moiBHV-1 ile enfeksiyon
goriintiisii, E) 5 moiBHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, F) 10 moiBHV-1 ile
enfeksiyon goriintiisi. Mavi ok virlis liremesine bagli degisiklik meydana gelen

hiicreleri gostermektedir ( A-4X; B, C, E-10X; D, F-20X goriintiileme).
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DU145 hiicre hattinin BHV-1 ile enfeksiyonunda hiicrelerde CPE olusmasi
24 saat itibariyle tespit edildi. Viriisiin lireme hizi ve hiicre morfolojisine etkisi

MDBK hiicrelerindeki degisikliklere ¢ok benzer olarak gozlemlendi (Sekil 4.7).

Sekil 4-7 DU145 hiicre hattinin farkli sulandirmalarda BHV-1 ile enfeksiyonunda

mikroskop goriintiileri. A) Hiicre kontrol, B) 0.1 moi BHV-1 ile enfeksiyon
goriintiisii, C) 1 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintlisii, D) 2 moiBHV-1 ile
enfeksiyon goriintiisii, E) 5 moiBHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, F) 0 moiBHV-1 ile
enfeksiyon goriintiisii ( A-4X; B, C, E-10X; D, F-20X goriintiileme).
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DU145 hiicrelerinde, 0,1 ve 1 moi oranindaki virlislin yaptig1 etki ilk 24 ve
30.saatlerde yer yer balonlagma ve yuvarlagsma seklinde CPE goriiliirken, 48.saatten
sonra hiicrelerde lizisin yogun oldugu tespit edildi. Diger viriis sulandirmalarinda
bagl hiicresel degisiklikler ilk 24 saatte gelismeye baslarken 48. saatten sonra tiim
hiicrelerin lize oldugu goriildii. Enfeksiyonun 72. saati itibariyle tiim gruplarda hiicre
lizisi artigina bagli CPE ler yaygin olarak goriildii (Sekil 4.8). (Sekil 4.9) (Sekil 4.
10).

Sekil 4-8 DU145 hiicre hattinin farkli dozlarda BHV-1 ile enfeksiyonunda 30.saat

mikroskop goriintiileri. A) Hiicre kontrol, B) 0.1 moiBHV-1 ile enfeksiyon
goriintlisti, C) 1 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, D) 2 moi BHV-1 ile
enfeksiyon goriintiisii, E) 5 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, F) 10 moi BHV-1
enfeksiyon goriintiisi. Mavi ok c¢ekirdeginde virilis iiremesine bagh degisiklik
meydana gelen hiicreleri gostermektedir ( A-4X; B, C, E-10X; D, F-20X

goriintiileme).
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Sekil 4-9 DU145 hiicre hattinin farkli sulandirmalardaki BHV-1 ile enfeksiyonunda
48.saatten sonraki mikroskop goriintiileri. A) Hiicre kontrol, B) 0.1 moi BHV-1 ile
enfeksiyon goriintiisii, C) 1 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, D) 2 moi BHV-1
ile enfeksiyon goriintiisii, E) 5 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, F) 10 moi
BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii. Mavi ok viriis iiremesine bagli degisiklik meydana

gelen hiicreleri gostermektedir (A-4X; B, C, D, E, F- 10X goriintiileme).
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Sekil 4-10 DU145 hiicre hattinin farkli sulandirmalarda BHV-1 ile enfeksiyonunda

72.saat mikroskop goriintiileri. A) Hiicre kontrol, B) 0.1 moi BHV-1 ile enfeksiyon
goriintiisii, C) 1 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintlisii, D) 2 moiBHV-1 ile
enfeksiyon goriintiisii, E) 5 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, F) 10 moi BHV-1
ile enfeksiyon goriintiisii. Mavi ok viriis iiremesine bagli degisiklik meydana gelen

hiicreleri gostermektedir ( A-4X; B, C, E-10X; D, F-20X goriintiileme).
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Hela hiicrelerini farkli sulandirmalardaki BHV-1 ile enfeksiyonun 24 ve 48
saatlik inkiibasyon sonunda 0.1, 1 ,2 ,5 ve 10 moi ile enfekte edilen gruplarda
hiicrelerde balonlagsma ve yuvarlaklasma goriildii (Sekil 4.11) (Sekil 4.12).

Sekil 4-11 Hela hiicre hattinin farkli sulandirmalarda BHV-1 ile enfeksiyonunda
24 .saat mikroskop goriintiileri. A) Hiicre kontrol, B) 0.1 moi BHV-1 ile enfeksiyon

goriintiisii, C) 1 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, D) 2 moi BHV-1 ile
enfeksiyon goriintiisii, E) 5 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, F) 10 moi BHV-1
ile enfeksiyon goriintiisii. Mavi ok viriis iiremesine bagli degisiklik meydana gelen

hiicreleri gostermektedir ( A-4X; B, C, E-10X; D, F-20X goriintiileme).
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Sekil 4-12 Hela hiicrelerinin farkli sulandirmalarda BHV-1 ile enfeksiyonunda

48.saatten sonraki mikroskop goriintiileri. A) Hiicre kontrol, B) 0.1 moi BHV-1
enfeksiyon goriintiisii, C) 1 moiBHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, D) 2 moi BHV-1
ile enfeksiyon goriintiisii, E) 5 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, F) 10 moi
BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii. Mavi ok viriis iiremesine bagli degisiklik meydana

gelen hiicreleri gostermektedir ( A-4X; B, C, E-10X; D, F-20X gdriintiileme).
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Hela hiicrelerinin BHV-1’in farkli sulandirmalar1 ile enfeksiyonunda
inkiibasyon siiresinin 72. saatinde hiicre canlilig1 biiylik oranda azaldigi gorildii.
Ayni zamanda 0.1, 1, 2, 5 ve 10 moi ile enfekte edilen hela hiicrelerde vakuoller
gozlemlendi. Bununla birlikte 10 moi’de vakuol benzeri yapilar gériinmeye baslandi
(Sekil 4.13).

Sekil 4-13 Hela hiicrelerinin farkli sulandirmalarda BHV-1 ile enfeksiyonunda
72.saat mikroskop goriintiileri. A) Hiicre kontrol, B) 0.1 moi BHV-1 ile enfeksiyon

goriintiisii, C) 1 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, D) 2 moi BHV-1 ile
enfeksiyon goriintiisii, E) 5 moiBHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, F) 10 moi BHV-1
ile enfeksiyon goriintiisii. Mavi ok viriis iiremesine bagli degisiklik meydana gelen
hiicreleri,beyaz ok ise, vakoul benzeri yapilar1 géstermektedir ( A-4X; B, C, E-10X;
D, F-20X goriintiileme).
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PC3 hiicrelerinin BHV-1 ile enfekte edilmesi sonrasi ilk 24 saatte hiicrelerde
viriis liremesine bagli CPE gbzlemlendi. DU145 hiicreleri gibi diger gruplara gore
hiicre canliligi hizli bir sekilde azaldi. 24 saatlik inkiibasyon sonrast 10 moi ile
enfekte gruplarda hiicre canliligi neredeyse yoktu. 24 saatlik inkiibasyonda 0.1 moi
ile enfekte gruplar hiicre kontrole yakin iken, 1, 2, 5 moi de CPE goriildii (Sekil 4.14).

Sekil 4-14 PC3 hiicre hattinin farkli sulandirmalarda BHV-1 ile enfeksiyonunda
24 .saat mikroskop gorintiileri. A) Hiicre kontrol, B) 0.1 moi BHV-1 ile enfeksiyon

goriintiisii, C) 1 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, D) 2 moi BHV-1 ile
enfeksiyon goriintiisii, E) 5 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, F) 10 moi BHV-1
ile enfeksiyon goriintiisii ( A-4X; B, C, D, E, F-10X goriintiileme).
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PC3 hiicrelerindeki enfeksiyonda 30. saat sonrasinda 5 ve 10 moi virus
enfekte hiicrelerde canlilik orant %10’un altina diistii. Bununla birlikte 0.1, 1 ve 2
moi ile enfekte gruplarda hiicrelerde virlis liremesine bagli degisiklikler, lizis

gbzlendi (Sekil 4.15).

Sekil 4-15 PC3 hiicrelerinde farkli sulandirmalarda BHV-1 ile enfeksiyonunda
30.saat mikroskop goriintiileri. A) Hiicre kontrol, B) 0.1 moi BHV-1 ile enfeksiyon

goriintlisti, C) 1 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, D) 2 moi BHV-1 ile
enfeksiyon goriintiisii, E) 5 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, F) 10 moi BHV-1
ile enfeksiyon goriintiisii. Mavi ok viriis iiremesine bagli degisiklik meydana gelen

hiicreleri gostermektedir ( A-4X; B, C, D, E, F-10X goriintiileme).
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Enfekte PC3 hiicrelerinin 50 ve 72 saatlik inkiibasyonu sonrasinda, 0.1 moi
ile enfekte edilen gruptaki hiicrelerde de lizisler goriildii. Diger 1, 2, 5 ve 10 moi ile
enfekte gruplarda BHV-1 enfeksiyonuna bagli olarak oliimii %90 -100 oranlarinda
gerceklesti (Sekil4.16) (Sekil 4.17).

Sekil 4-16 PC3 hiicrelerinin farkli sulandirmalarda BHV-1 ile enfeksiyonunda

48.saatten sonraki mikroskop goriintiileri. A) Hiicre kontrol, B) 0.1 moi BHV-1 ile
enfeksiyon goriintiisii, C) 1 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, D) 2 moi BHV-1
ile enfeksiyon goriintiisii, E) 5 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, F) 10 moi
BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii. Mavi ok viriis iiremesine bagh degisiklik meydana

gelen hiicreleri gostermektedir ( A-4X; B, C, D, E, F-10X goriintiileme).
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Sekil 4-17 PC3 hiicrelerinde farkli sulandirmalarda BHV-1 ile enfeksiyonunda

72.saat mikroskop goriintiileri. A) Hiicre kontrol, B) 0.1 moi BHV-1 ile enfeksiyon
goriintiisii, C) 1 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisi, D) 2 moi BHV-1 ile
enfeksiyon goriintiisii, E) 5 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, F) 10 moi moi
BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii. Mavi ok viriis iiremesine baglh degisiklik meydana

gelen hiicreleri gostermektedir ( A-4X; B, C, D, E, F-10X goriintiileme).
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BHV-1"in farkli sulandirmalarda MDA-MB-231 hiicrelerinin enfeksiyonunda
16 ve 24 saatlik inkiibasyonu sonrasinda incelenen gruplardan 0.1, 1, 2, 5 ve 10 moi
ile enfekte hiicrelerde farkliliklar gézlendi. Bununla birlikte 2 ve 10 moi ile enfekte
gruplarda Hela hiicresinde vakuoller goriildi (Sekil 4.18). Enfeksiyonun 48. ve 72.
saatlerde zamana bagli tim gruplarda hiicrelerdeki patolojik degisiklikler artig
gozlemlendi (Sekil 4.18) (Sekil 4.19) (Sekil 4.20) (Sekil 4.21).

Sekil 4-18 MDA-MB-231 hiicrelerinin farkli sulandirmalarda BHV-1 ile

enfeksiyonunda 16.saat mikroskop goriintiileri. A) Hiicre kontrol , B) 0.1 moi BHV-
1 ile enfeksiyon goriintiisii, C) 1 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, D) 2 moi
BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, E) 5 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, F) 10
moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii. Mavi ok viriis liremesine bagl degisiklik
meydana gelen hiicreleri,beyaz ok ise, vakoul benzeri yapilar1 gostermektedir ( A-4X;

B, C, D, E, F-10X goriintiileme).
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Sekil 4-19 MDA-MB-231  hiicrelerinin farkli sulandirmalarda BHV-1 ile
enfeksiyonunda 24. saat mikroskop goriintiileri. A) Hiicre kontrol, B) 0.1 moi BHV-
1 ile enfeksiyon goriintiisii, C) 1 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, D) 2 moi
BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, E) 5 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, F) 10
moi BHV-1 ile enfeksiyongoriintiisii. Mavi ok virlis liremesine bagli degisiklik
meydana gelen hiicreleri, beyaz ok ise, vakoul benzeri yapilar1 gostermektedir ( A-

4X; B, C, D, F-10X; E-20X goriintiileme).
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Sekil 4-20 MDA-MB-231 hiicrelerinin farkli sulandirmalarda BHV-1 ile
enfeksiyonunda 48. saat mikroskop goriintiileri. A) Hiicre kontrol, B) 0.1 moi BHV-

1 ile enfeksiyon goriintiisii, C) 1 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, D) 2 moi
BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, E) 5 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, F) 10
moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii. Mavi ok viriis liremesine bagl degisiklik
meydana gelen hiicreleri gostermektedir ( A-4X; B, C, D, F-10X; E-20X

goriintiileme).
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Sekil 4-21 MDA-MB-231 hiicrelerinde farkli sulandirmalarda BHV-1 ile

enfeksiyonunda 72.saat mikroskop goriintiileri. A) Hiicre kontrol, B) 0.1 moi BHV-1
ile enfeksiyon goriintiisii, C) 1 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, D) 2 moi BHV-
1 ile enfeksiyon goriintiisii, E) 5 moi BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii, F) 10 moi
BHV-1 ile enfeksiyon goriintiisii. Mavi ok viriis iiremesine bagli degisiklik meydana

gelen hiicreleri gostermektedir (A-4X; B, C, D, F-10X; E-20X goriintiileme).
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4.2. MTT Testinin Sonuclar

BHV-1’in farkli dozlarmin akciger kanser hiicre hattt A549, meme kanseri
hiicre hattt MDA-MB-231, prostat kanseri hiicre hatlar1 DU145 ve PC3, servix
kanseri hiicre hatt1 hela iizerine sitotoksik etkisi belirlemek amaci ile hiicreler 0.1
moi, 1 moi, 5 moi ve 10 moi dozunda BHV-1 ile enfekte edildi ve 4, 16, 24 ve 48
saat inkiibe edildi. MTT testi ile sitotoksisite ve yiizde canlilik oranlar1 belirlendi.
Degerlendirmede doza ve zamana bagl olarak degisim hiicre kontrole kiyaslanarak
yapildi. Testin standardizasyonu MDBK hiicreleri kullanilarak uygulandi. MDBK
hiicrelerinde, hiicre kontrole gore 4., 24., 48.ve 72. saatlerdeki analizlere gére zaman
ve doza bagli hiicre canlilig1 énemli dl¢iide diistiigii belirlendi. Ozellikle 48.saatte 0,1
moi (%72,09), 1 moi (%47,9), 5 moi (%51,9) ve 10 moi (%46,13) viriis
enfeksiyonuna bagli hiicre canliliginda belirgin diisiis not edildi (Sekil 4. 22).
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Sekil 4-22 BHV-1 ile enfekte MDBK hiicrelerinde zamana ve viriis dozuna bagh

olarak hiicre canliliginin MTT testiyle belirlenmesi. HK: Hiicre kontrol.

Bununla birlikte BHV-1’in MDBK hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi 24.
saatte sitotoksik etkinin basladigi hatta 5 ve 10 moi’lik dozda sitotoksik
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etkinin %30’lara kadar yiikseldigi goriiliirken, hiicre canliligt %70’lere kadar
azaldig1 gorildii. 72. saatte ise, 10 moi’lik dozda en yiiksek oranda sitotoksik etki
goriildii. 48. saatte goriilen sitotoksik etki %50’nin {izerine ¢ikarken, hiicre
canliligt %50’nin altina diistii. Virlis liremesine bagli hiicre kayiplarmin yiiksek
olmasindan dolayi ileri saatlerde testin degerlendirilmesinden kaginildi. Ozellikle ilk
48 saatlik inkiibasyon siireci MTT testleriyle incelendi ve diger hiicrelere de

uygulandi (Sekil 4. 23).
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Sekil 4-23 MDBK hiicre hattimin BHV-1’in  farkli sulandirmalarlaenfekte
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edildiginde olusan yiizdelik sitotoksisiteyi gosteren grafik.

Hela hiicrelerinde yapilan MTT testi sonucunda; 4. saatte 0.1, 1, 5 ve 10 moi’lik
sulandirilan viriis enfekte hiicrelerde canlilik degerleri kontrole gore diisiik seyretti.
Inkiibasyon siirelerinden oOzellikle 48. saatte sitotoksik etki diizeyi tim
sulandirmalarda ¢ok yiikseldi, hiicre canliligi azaldi. 10 moi virlis enfekte
hiicrelerdeki kuyucuklarda sitotoksik etki %70’lere ¢iktig1 goriildii. Ozellikle 10, 5
ve 1 moi viriis ile enfekte hiicrelerde sitotoksisite daha yiiksek seyretti. Viriis
tiremesinin hiicrelerde sitotoksisite doza ve zamana bagli dogru orantili olarak arttig1

kaydedildi (Sekil 4. 24).
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Sekil 4- 24 Hela hiicre hattinin BHV-1"in farkl1 dozlari ile enfekte edildiginde olusan
yiizdelik sitotoksisiteyi gosteren grafik.

MDA-MB-231 hiicresinde, BHV-1 sitotoksik etkisi MDBK hiicresine kiyasla
daha etken bagladigi goriildii. 4. saatte 10 moi viriis ile enfekte kuyucuklarda
sitotoksisite %30’lara cikarken hiicre canlilifi %70’lere diistiiglii belirlendi. Tim
viriis sulandirmalarinda ki sitotoksik etki hiicre kontroliine gére en belirgin 24.saatte
basladigi kaydedildi. 24. ve 48. saatte hiicre canliligi énemli 6lciide diistii. Ozellikle
48. saatte 10 moi ile enfeksiyonda sitotoksik etki %70’lere kadar ¢ikarken hiicre
canliligr %27’lara kadar diistiigii goriildi. Virilis iremesine hiicrelerde sitotoksisiste

doza ve zamana bagli dogru orantili arttig1 kaydedildi (Sekil 4.25).
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Sekil 4-25 MDA-MB-231 hiicre hattinin BHV-1’in farkli dozlar1 ile enfekte
edildiginde olusan yiizdelik sitotoksisiteyi gosteren grafik.

PC3  hiicrelerinde virlis enfeksiyonuna bagli sitotoksite tim viriis
sulandirmalari igin 4. saatten itibaren tespit edildi. Ilk 16 saatte 10 moi viriis ile
enfekte hiicrelerdeki sitotoksisite diger sulandirmalara gore daha diisiik kaydedildi.
Viriis 10 moi ve 5 moi’lik sulandirmadaki sitotoksik etki 24. saat itibariyle zamana
bagl belirgin atis belirlendi. Ozellikle 48. satte 10, 5,1 ve 0,1 moi sulandirmalarda
sirayla hiicre canliligt %43,9, 47,56, 58,53 ve 91,46 olarak tespit edildi. Viriis
tiremesine bagli hiicre lizisleri ve kayiplar1 bu hiicrelerde belirgin olarak
gozlemlenmekle birlikte doza ve zamana bagli dogru orantili olarak arttig1 kaydedildi

(Sekil 4. 26).
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Sekil 4-26 PC3 hiicre hattinin BHV-1in farkli dozlar ile enfekte edildiginde olusan
yiizdelik sitotoksisiteyi gosteren grafik.

DU145 hiicreleri viriis iiremesinin erken inkiibasyon saatlerinde tespit edilen
bir hiicre olarak kaydedildi. Hiicrelerde viriis enfeksiyonuna bagl sitotoksite tim
viriis sulandirmalari i¢in 4.saatten itibaren tespit edilmekle birlikte 16. saatte 10 moi
viriis ile enfekte hiicrelerdeki sitotoksisite diger sulandirmalara gore daha belirgin
artts (%54,3) kaydedildi. Ozellikle 48. satte 10, 5, 1 ve 0,1 moi sulandirmalarda
strayla hiicre canliligt %35,9, %47,19, %43,82 ve %70,78 olarak tespit edildi. Viriis
tiremesine bagl hiicre lizisleri 0,1 moi sulandirmada da kaydedilmekle birlikte diger
sulandirmalarda daha belirgin gézlemlendi. Viriis iremesine bagl hiicre kayiplart ve
lizisleri yiiksek oldugu DU145 hiicrelerinde sitotoksisiste doza ve zamana bagh

dogru orantili olarak arttig1 kaydedildi (Sekil 4. 27).
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Sekil 4-27 DU145 hiicre hattinin BHV-1’in farkli dozlar1 ile enfekte edildiginde
olusan yiizdelik sitotoksisiteyi gdsteren grafik.

A549 hiicrelerinde BHV-1 enfeksiyonuna bagl sitotoksik etki 4 saatlik
inkiibasyon ile basladig1, ozellikle 1 moi virlis sulandirmasindaki etki diger
sulandirmalara kiyasla daha yiiksek % 45’lerde kaydedildi. Ik 24 saatte sitoksik etki
viriis sulandirmalarinda degiskenlik gosterirken, 48. saatte yapilan analizde doza
bagli hiicre sitotoksistesinin arttigi, hiicre canliliginin azaldig1 kaydedildi. 48. saatte
10, 5, 1 ve 0,1 moi sulandirmalarda sirayla hiicre canliligt %36,09, %39,53, %67,43
ve %90,69 olarak tespit edildi. (Sekil 4. 28).
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Sekil 4-28 A549 hiicre hattinin BHV-1’in farkli dozlar1 ile enfekte edildiginde
olusan yiizdelik sitotoksisiteyi gosteren grafik.

4.3. Akridin Turuncusu/Etidyum Bromiir Boyamasi fle Apoptotik Hiicrelerin

Saptanmasi

Akridin  turuncusu apoptotik hiicrelerin belirlenmesinde kullanilirken,
etidyum bromiir boyasi nekrotik hiicrelerin belirlenmesinde kullanilir. Yapilan
boyama sonucunda, g¢ekirdek zar1 bozulmamis canli hiicreler yesil renkte, hiicre
sinirlart bozulmamis, c¢ekirdek zari bozulmamis fakat DNA hasar1 baslayan erken
apoptotik hiicreler sar1 renkte, cekirdek biitiinliigi parcalanmaya baslamis geg
apoptotik hiicreleri turuncudan kirmiziya, ¢ekirdegi bozunmamis fakat hiicre zari
biitiinliigli bozulmaya baslamig nekrotik hiicreleri ise kirmiziya boyamaktadir. Viriis
enfeksiyon denemeleri sonrasi inkiibasyon siirelerine gore viriis sulandirmalarinda

boyama yapilarak degerlendirme floresan mikroskop altinda incelenmistir.

BHV-1 enfekte DU145 hiicrelerinde yapilan AO/EtBr boyamalarinda, ilk 24
saatte erken ve ge¢ apoptotik hiicreler tespit edildi. Viriis sulandirmalarinda 0,1 moi
ile enfekte hiicrelerde apoptotik hiicreler 24 saatten sonra tespit edildi. Inkiibasyon
stiresinde viriis Uremesine bagli hiicre dokiilmesiyle birlikte, 72. saatte yapilan

analizde 0,1 ve 1 moi sulandirmalarinda %50°den fazla sahada apoptotik hiicre tespit
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edilirken 5 ve 10 moi’lik sulandirmalarda %90’dan fazla hiicre alan1 apoptotik ve

nekrotik hiicre ile tanimlandi (Sekil 4.29).

Sekil 4-29 BHV-1 ile enfekte DU-145 hiicrelerinde AO/EtBr boyamasinin goriintiisii.
A) 0,1 moi viriis enfeksiyonunda 24. saat; B) 0,1 moi viriis enfeksiyonunda 48. saat;
C) 0,1 moi viriis enfeksiyonunda 72. saat; D) 1 moi viriis enfeksiyonunda 24. saat; E)
1 moi virlis enfeksiyonunda 48. saat; F) 1 moi viriis enfeksiyonunda 72. saat; G) 5
moi virlis enfeksiyonunda 24. saat; H) 5 moi viriis enfeksiyonunda 48. saat; I) 5 moi
viriis enfeksiyonunda 72. saat; J) 10 moi viriis enfeksiyonunda 24. saat; K) 10 moi
viriis enfeksiyonunda 48. saat; L) 10 moi virilis enfeksiyonunda 72. saat; M) Hiicre

kontrol. Mavi ok apoptotik hiicreleri gdstermektedir.

BHV-1 ile enfekte MDA-MB-231 hiicrelerinde yapilan AO/EtBr
boyamalarinda, ilk 24 saatte 10 moi’lik sulandirma ile enfekte hiicrelerde erken
apoptotik hiicreler tespit edildi. Virlis diger sulandirmalartyla enfekte hiicrelerde
apoptotik hiicreler 48 saatte tespit edildi. Inkiibasyon siiresinde viriis iiremesine

bagl hiicre dokiilmesiyle birlikte, 72. saatte yapilan analizde 0,1 moide apoptotik
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hiicre oran1 %50’nin altinda iken, 1 moi sulandirmalarinda %50’den fazla, 5 ve 10
moi’lik sulandirmalarda %90’dan fazla hiicre alan1 apoptotik ve nekrotik hiicre ile

tanimlandi (Sekil 4.30).

Sekil 4-30 BHV-1 ile enfekte MDA-MB-231 hiicrelerinde viriis titresi ve zamana
bagli AO/EtBr boyamasinin goriintiisii. A) 0,1 moi viriis enfeksiyonunda 24. saat; B)
0,1 moi virilis enfeksiyonunda 48. saat; C) 0,1 moi viriis enfeksiyonunda 72. saat; D)
1 moi virlis enfeksiyonunda 24. saat; E) 1 moi viriis enfeksiyonunda 48. saat; F) 1
moi virlis enfeksiyonunda 72. saat; G) 5 moi viriis enfeksiyonunda 24. saat; H) 5 moi
viriis enfeksiyonunda 48. saat; I) 5 moi viriis enfeksiyonunda 72. saat; J) 10 moi
viriis enfeksiyonunda 24. saat; K) 10 moi viriis enfeksiyonunda 48. saat; L) 10 moi
viriis enfeksiyonunda 72. saat; M) Hiicre kontrol. Mavi ok apoptotik hiicreleri, beyaz

ok nekrotik hiicreleri gdstermektedir.
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BHV-1 ile enfekte Hela hiicrelerinde yapilan AO/EtBr boyamalarinda, ilk 24
saatte 5 moi ve 10 moi’lik sulandirmalar ile enfekte hiicrelerde apoptotik hiicreler
tespit edildi. Diger sulandirmalardaki enfekte hiicrelerde apoptotik ve nekrotik
hiicreler 48 saatte tespit edildi. Bu 48. saatteki analizde, 5 moi ve 10 moi sulandirma
ile enfekte hiicrelerde apoptotik hiicre oran1 %50’nin iizerinde belirlendi. Inkiibasyon
siiresinde 72. saatte yapilan analizde 0,1 moi ve 1 moi ile enfekte hiicrelerde
apoptotik  hiicre oram1  %50’nin  iizerinde, 5 moi ve 10 moi’lik

sulandirmalarda %90’dan fazla hiicre alan1 apoptotik ve nekrotik hiicre ile tanimlandi

(Sekil 4.31).
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Sekil 4-31 BHV-1 ile enfekte Hela hiicrelerinde virlis titresi ve zamana bagh
AO/EtBr boyamasinin goriintiisii. A) 0,1 moi viriis enfeksiyonunda 24. saat; B) 0,1
moi viriis enfeksiyonunda 48. saat; C) 0,1 moi viriis enfeksiyonunda 72. saat; D) 1
moi virlis enfeksiyonunda 24. saat; E) 1 moi virilis enfeksiyonunda 48. saat; F) 1 moi
viriis enfeksiyonunda 72. saat; G) 5 moi viriis enfeksiyonunda 24. saat; H) 5 moi
viriis enfeksiyonunda 36. saat; I) 5 moi virlis enfeksiyonunda 48. saat; J) 10 moi
viriis enfeksiyonunda 16. saat; K) 10 moi viriis enfeksiyonunda 24. saat; L) 10 moi
viriis enfeksiyonunda 72. saat; M) Hiicre kontrol. Mavi ok apoptotik hiicreleri, beyaz

ok nekrotik hiicreleri gdstermektedir.

BHV-1 ile enfekte PC3 hiicrelerinde yapilan AO/EtBr boyamalarinda, 16.
saatte yapilan boyamada 10 moi ile enfekte hiicrelerde apoptotik hiicreler belirlendi.
[k 24 saatte 1 moi, 5 moi ve 10 moi’lik viriis sulandirmalari ile enfekte hiicrelerde
apoptotik hiicreler tespit edildi. Diger sulandirma 0,1 moi viriis ile enfekte hiicrelerde
apoptotik ve nekrotik hiicreler 48 saatte tespit edildi. Bu 48. saatteki analizde, tiim
enfekte hiicre alanlarinda apoptotik hiicre orant %350’nin {izerinde belirlendi.

Inkiibasyon siiresinde 72. saatte yapilan analizde 0,1 moi ve 1 moi ile enfekte
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hiicrelerde apoptotik hiicre orant %50’nin {iizerinde, 5 moi ve 10 moi’lik
sulandirmalarda %90’dan fazla hiicre alan1 apoptotik ve nekrotik hiicre ile tanimlandi

(Sekil 4. 32).

Sekil 4-32 BHV-1 ile enfekte PC-3 hiicrelerinde viriis titresi ve zamana bagh

AO/EtBr boyamasinin goriintiisii. A) 0,1 moi viriis enfeksiyonunda 24. saat; B) 0,1
moi viriis enfeksiyonunda 48. saat; C) 0,1 moi virlis enfeksiyonunda 72. saat; D) 1
moi viriis enfeksiyonunda 24. saat; E) 1 moi virilis enfeksiyonunda 48. saat; F) 1 moi
viriis enfeksiyonunda 72. saat; G) 5 moi viriis enfeksiyonunda 24. saat; H) 5 moi
viriis enfeksiyonunda 48. saat; I) 5 moi virlis enfeksiyonunda 72. saat; J) Hiicre
kontrol; K) 10 moi viriis enfeksiyonunda 16. saat; L) 10 moi viriis enfeksiyonunda
24. saat; M) 10 moi viriis enfeksiyonunda 48. saat; N) 10 moi virilis enfeksiyonunda

72. saat. Mavi ok apoptotik hiicreleri gostermektedir.

BHV-1 ile enfekte A549 hiicrelerinde yapilan AO/EtBr boyamalarinda, 16.
saatte yapilan boyamada 10 moi ile enfekte hiicrelerde apoptotik hiicreler belirlendi.
[lk 48 saatte tiim viriis sulandirmalar1 ile enfekte hiicrelerde apoptotik hiicreler tespit

edildi. Inkiibasyon siiresinde 72. saatte yapilan analizde 0,1 moi ve 1 moi ile enfekte
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hiicrelerde apoptotik hiicre orant %50’nin {iizerinde, 5 moi ve 10 moi’lik
sulandirmalarda %90’dan fazla hiicre alan1 apoptotik ve nekrotik hiicre ile tanimlandi
(Sekil 4. 33).

Sekil 4-33 BHV-1 ile enfekte A549 hiicrelerinde AO/EtBr boyamasinin goriintiisii.
X10. A:0,1 moi viriis enfekte hiicre 16 saat inkiibasyon. B:1 moi viriis enfekte hiicre
16 saat inkiibasyon. C: 5 moi viriis enfekte hiicre 16 saat inkiibasyon. D: 10 moi
viriis enfekte hiicre 16 saat inkiibasyon.E: Hiicre kontrol goriintiisii. Mavi oklar

apoptotik hiicreleri, beyaz oklar nekrotik hiicreleri gostermektedir.

4.4. ELISA Test Sonuclar

Viriisiin 0,1 moi, 1 moi, 2 moi, 5 moi ve 10 moi’lik sulandirmalariyla hazirlanan
her hiicre i¢in enfeksiyon modelleri 8., 16., 24., 48. ve 72. saatteki inkiibasyonlarinda
durdurularak ATG7, p62, kaspaz-8, kaspaz-9 ve Bcl-2 seviyeleri yoniinden test edildi.
ELISA testleri her bir markir i¢in kitin kendi protokoliine uygun sekilde uygulandi.
Degerlendirme amaciyla tiim pleytler ELISA okuyucusunda 450 nm okutularak OD
degerleri not edildi. Her test icin standart curve ¢izildi (Sekil 4.34) (Sekil 4.35) (Sekil
4.36) (Sekil 4.37) (Sekil 4.38). Standart curve kullanilarak her bir enfeksiyon

denemesi ve hiicre kontrolleri i¢in test edilen protein seviyeleri belirlendi.
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Sekil 4-34 BCL-2 ELISA testi degerlendirilmesinde ¢izilen standart curve egrileri.
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Sekil 4- 35 Kaspaz-9 ELISA testi degerlendirilmesinde ¢izilen standart curve egrileri.
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Sekil 4-36 p62 ELISA testi degerlendirilmesinde ¢izilen standart curve egrileri.
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Sekil 4-37 ATG7 ELISA testi degerlendirilmesinde ¢izilen standart curve egrileri.
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Sekil 4- 38 Kaspaz-8 ELISA testi degerlendirilmesinde ¢izilen standart curve egrileri.

ELISA testlerinin sonuglar1 degerlendirildiginde; p62 seviyeleri hiicre kontrol
seviyeleri ilk 16. ve 24. inkiibasyon siirelerinin hiicrelere gore degismekle birlikte
azaldig1 48. saat sonrasi arttig1 ve 72. saatte hiicrelere gore degiserek artisi devam
ettigi belirlendi. Bu protein miktarindaki artis ve azalis bazi hiicrelerde viriis
sulandirmalarinda da benzer olmakla birlikte bazi hiicreler i¢in degiskenlik gdsterdi.
A549 hiicresinde 0,1 moi, 1 moi ve 2 moi viriis sulandirmalarinda p62 seviyelerinin
kontrole gore daha yiiksek oldugu tespit edildi. DU145 hiicrelerinde 10 moi viriis
sulandirmast ile enfekte hiicrelerde 16. Saatteki p62 seviyesinde ani diislis oldugu ve
24. saatte iki katl bir artis ile yiikseldigi tespit edildi. Ayni hiicre hattinda 0,1 moi ve
2 moi viriis ile enfekte hiicrelerde hiicre kontrole gore p62 seviyeleri daha yiiksek
seyretti. Hela hiicrelerinde yapilan testlerde 6zellikle 10 moi viriis ile enfekte tiim
hiicrelerde p62 seviyelerinin yiiksek oldugu belirlendi. PC3 hiicrelerinde viriis
enfekte hiicrelerde 48 saat ve sonrasinda artis tespit edildi. Viriis enfekte MDA-MB-
231 hiicrelerinde p62 seviyeleri degisen oranlarda 2 moi, 5 moi ve 10 moi viriis

sulandirmalarinda kontrolle kiyasla belirgin artis tespit edildi.

ATG7 protein seviyelerinin tespitine yoOnelik yapilan ELISA testleri
sonuglarinda; hiicrelere gore degiskenlik tespit edildi. Hiicre kontrollere gore yapilan

kiyaslamalarda degisen miktarlarda olsa da MDA-MB-231 hiicresi hari¢ diger
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hiicrelerde zamana bagli ATG-7 seviyeleri artiglar hatta bu artiglar iki kath
miktarlarda tespit edildi. Viriis enfekte hiicrelerde ise A549 hiicrelerinde 0,1 moi ve
5 moi ile enfekte hiicrelerde zamana bagl iki katli protein seviyesinde kontroliin
aksine artis belirlendi. DU145 hiicrelerinde 1 moi enfeksiyon olan hiicrelerde zamana
bagli 10 moi enfeksiyonda 16. saatte iki katli ATG-7 seviyelerinde artis tespit edildi.
Hela hiicrelerinde ise 5 moi sulandirma olan hiicrelerde iki katli artis zamana baglh
belirlendi. PC3 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde ATG-7 seviyelerinde zaman ve viriis
miktarina bagl olarak belirgin bir degisiklik saptanmadi.

Bcl-2 protein seviyelerinin tespitine yonelik yapilan ELISA testleri sonuglarinda;
hiicrelere ve viriis sulandirmalarina gore degiskenlik tespit edildi. Hiicre kontrollere
gore yapilan kiyaslamalarda degisen miktarlarda olsa da MDA-MB-231 hiicresi harig
diger hiicrelerde zamana bagli Bcl-2 seviyelerinde diisiisler gozlendi. Viriis enfekte
hiicrelerde ise A549 hiicrelerinde 2 moi ile enfekte hiicrelerde protein seviyesinde
zamana bagli iki katli azalma belirlendi. DU145 hiicrelerinde 10 moi enfeksiyon olan
hiicrelerde zamana bagl iki katli azalma tespit edildi. Hela, PC3 ve MDA-MB-231
hiicrelerinde ise 1 moi ve 2 moi virilis sulandirmalari ile enfekte olan hiicrelerde Bcel-

2 seviyelerinde azalma belirlendi.

Kaspaz-8 protein seviyelerinin tespitine yonelik yapilan ELISA testleri
sonuclarinda; hiicre kontrollere gore yapilan kiyaslamalarda degisen diisiik
miktarlarda artis tespit edildi. Viriis enfekte hiicrelerde ise A549 hiicrelerinde 0,1
moi, 1 moi ve 2 moi ile enfekte hiicrelerinde kaspaz-8 seviyesleri hiicre kontrole gore
daha yiikksek ve zamana bagli protein seviyesinde artis belirlendi. DU145
hiicrelerinde tiim viriis sulandirmalariyla enfekte hiicrelerde kaspaz-8 seviyeleri
zamana bagli artig tespit edildi. Hela hiicrelerinde ise 10 moi sulandirma olan
hiicrelerde iki katli artig zamana bagh belirlendi. PC3 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde
kaspaz-8 seviyelerinde zaman ve viriis miktarina bagli olarak belirgin bir artig

saptandi.

Kaspaz-9 protein seviyelerinin tespitine yonelik yapilan ELISA testleri
sonuglarinda; hiicre kontrolleri zamana bagli benzer miktarlarda tespit edildi. Viriis
enfekte hiicrelerde ise A549 hiicrelerinde 0,1 moi, 1 moi ve 2 moi ile enfekte

hiicrelerinde kaspaz-9 seviyeleri hiicre kontrole gore daha yiiksek ve zamana bagh
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protein seviyesinde artis belirlendi. DU145, Hela ve PC3 hiicrelerinde tiim viriis
sulandirmalariyla enfekte hiicrelerde kaspaz-9 seviyeleri zamana bagl artis tespit
edildi. MDA-MB-231 hiicrelerinde kaspaz-9 seviyelerinde zaman ve viriis miktarina

bagli olarak belirgin bir degisiklik saptanmada.

5. TARTISMA

Giliniimiizde birden fazla farkli kanser tedavisi stratejisi bulunmaktadir.
Ancak hala hastalarin hayat kalitelerini artiracak ve kanserli hiicrelerin tamamen
ortadan kaldirilabilecegi ya da kanserli hiicreler ortadan kaldirilirken, saglikl
hiicrelerin higbir zarar goérmeyecegi tedavi stratejilerine ihtiyag duyulmaktadir.
Kemoterapi, radyoterapi, hormon tedavileri ve hala calismalarin devam ettigi
immiinoterapiler giiniimiizdeki giincel kanser terapilerindendir. Bu tedavi
yontemlerinden en umut verici olan1 immiinoterapidir. Immiinoterapiyi bu kadar
giiclii kilan ise, immiin sistemin patojen ya da yabanci olarak gordiigii her hiicreyi,
molekiilii, proteini tanimlayip yok etmek igin miilkemmel bir donanima sahip
olmasidir ve bununla birlikte kanser hiicrelerinin yiizeyinden eksprese edilen
antijenlerinin taninmasi i¢in yonlendirildiginde ¢ok gii¢lii bir antikanser etki ortaya
¢ikarabilmesidir (Sung ve dig. 2021). immiinoterapik stratejiler i¢inde yer alan ve tek
basina giiclii bir kanser tedavi yontemi olabilecek bir baska tedavi tipi ise viroterapi
yontemidir. Viroterapi, immiinoterapiye gore nispeten yeni bir alandir. Bu tedavi
stratejisinde virlisler terapotik olarak kullanilir. Onkolitik viroterapi, kanser
hiicrelerini direkt ya da indirekt yollardan oldiirebilme yetisine sahip kendini konak
hiicrede kopyalayabilen viriislerin kullanim stratejisine dayanmaktadir. Onkolitik
viroterapide kulanilacak viriislerin, immiin sistem i¢in patojenik olmamalari, sadece
kanser hiicrelerini hedef alabilmeleri, kanser hiicrelerini 6ldiirebilme yetenegi ve
timorlerin  ortadan kaldirillabilmesi i¢in timor Oldiiriicti  faktorleri  eksprese
edebilecek sekilde genetik miihendisligi ile degistirilebilme yetenegine sahip
olmalar1 gerekmektedir (Russell ve dig. 2012; Kaufman ve dig. 2015; Maroun ve dig.
2017). Onkolitik viriisler, tiimor hiicrelerini 6ldlirme verimliliginin yiiksekligi,
spesifik olarak kanserli hiicreleri segebilme yetenekleri, yan etkilerinin olmayist ya
da en aza indirgenebilmesi ve diisiik maliyetli olmalar1 onkolitik viriisleri diger

kanser tedavi stratejilerine gore avantajli hale getirir (Coffin 2016; Andtbacka ve dig.
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2015). 1k viroterapi uygulamalar1 deney hayvanlarinda HSV-1 genomundaki timidin
kinaz geni susturularak gliomali farelerde aktarilmistir. Bu uygulama sonucunda
farelerde glioma gelisimini durdurdugu ve hasta farelerin hayat siirelerinin uzadigin
gostermiglerdir. Ayni zamanda son derece giivenilir bir tedavi yontemi oldugunu da
ortaya koymuslardir. Bu c¢alisma sonucu sunulan raporlar ile birlikte onkolitik
viroterapi caligmalar1 hizla devam etmistir. Ilk c¢alismay1 takiben 1996 yilinda
genetigi ile oynanmis bagka bir virlis olan adenoviriis oniks-015 ile klinik denemeler
yapilmistir (Heise ve dig. 1997). Bu c¢alismalar sonrasinda da 2004 yilina
gelindiginde ilk onkolitik virlis Letonya’da melonom tedavisi i¢in onaylanmustir.
2015 yilinda FDA tarafindan talimogene leharparepvec (T-VEC) kilinik tedavileride
kullanilmak iizere onaylandi (Coffin 2016; Andtbacka ve dig. 2015). Onkolitik
viriisler igerisinde aday gosterilen viriislerden bir de Bovine herpesviriis-1 (BHV-
1)’dir. Bovine herpesviriis-1 (BHV-1), saglikli insan hiicrelerinde sitotoksik etkiye
sebep olmayan ancak bazi kanser hiicrelerinde enfeksiyona neden olabilen bir

viristiir (Cuddington ve Mossman 2014).

Bu tez calismasinda BHV-1 ile enfekte farkli doku kokenli bes farkli kanser
hiicre hattinin (A549, Hela, DU145, PC3, MDA-MB-231) enfeksiyonu sonucu hiicre
canlilig, sitotoksisistesi, apoptozis ve otofajik yolaklarin varlig1 arastirildi. Yapilan
analizler sonucunda elde edilen veriler farkl: titrelerde viriis ile enfekte kanser hiicre
hatlarinda viriis tiremesine bagli zaman bagl hiicrelerde yuvarlaklagma, lizis, vakuol
varlig1 gibi CPE meydana geldi. Viriisiin permisiv hiicresi MDBK ya benzer sekilde
kanser hiicrelerinde CPE yogunlugu ve hiicre lizisleri zamana bagli olarak artiglar
goriildii. Ozellikle prostat kanser hiicre hatlar1 olan PC3 ve DU145 hiicreleri viriis
tiremesi MDBK ya benzer sekilde diger hiicrelere kiyasla daha erken inkiibasyon
saatlerinde viriis liremesi tespit edildi. Bu sonuclar BHV-1’in kanser hiicrelerine bir

onkolitik viriis olarak hedeflenebilecegini gosterdi.

Rodrigues ve dig. (2010)’da yaptiklar1 bir ¢alismada, BHV-1’in histolojik
kokenli kanser hiicre hatlarinda ve normal hiicrelerde cogalma, sitopatik etkilere
neden olma ve hiicre canliligi {izerine etkilerini belirlemistir. BHV-1’in kanser
hiicrelerde sitopatik etkileri artirdigini, hiicre canliligini azalttigini bununla birlikte

BHV-1 enfeksiyonunun normal hiicre hatlarinda ise énemli derecede kisitlandigini
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gostermislerdir. Yapilan bu ¢alismada viriis enfeksiyonuna bagli canlilik oranlari ve
hiicre sitotoksitesi viriisiin titresi ve inkiibasyon zamanina dogru orantili olarak
arttigr belirlendi. PC3, DU145 ve A549 hiicrelerinde virlis enfeksiyonuna bagl
sitotoksite 4. saat itibariyle tespit edildi. Hiicreler arasinda canlilik oranlarinin
farklilik gdstermesi viriisiin reseptor olarak tutunacagi hiicre yilizey molekiil sayisinin
hiicrelere gore farkli olabilecegi ve enfeksiyon miktarmin buna bagl degisken
olabilecegi olarak diisiiniildii. Genel olarak tiim hiicrelerde viriis enfeksiyonunun 48.
saati itibariyle sitotoksitite %50’nin iizerinde tespit edildi. Yapilan caligmalarda
kanser hiicre hatlarinda BHV-1’e bagli hiicre oliimleri ve DNA hasarlar1 rapor
edilmigtir. Qiu ve dig. (2021)’de yaptiklar1 ¢aligmada, BHV-1 enfeksiyonunun
akciger kanseri hiicre hatti A549 ‘da enfeksiyona neden oldugu ve DNA hasarimi
indiikledigini gosterilmislerdir. Bir baska arastirmada, BHV-1 ve azasitidin
kombinasyonu meme kanseri hiicrelerine uygulandiginda tiimér hiicrelerinde klirensi
ve immiin hiicre infiltrasyonu ile sekonder lezyonlarin insidansini 6nemli &lgiide
azalttigi gosterilmistir (Cuddington ve dig. 2015). Cuddington ve dig. (2013)’de
yaptiklar1 ¢alismada, BHV-1’in reseptore baglanmadan hem liimen hem de bazal
meme kanseri hiicre hatlarin1 enfekte etme ve oOldiirebilme yetenegi gosterilmistir.
Fakat bu ¢alismanin sonucuna gore meme kanseri hiicre hatlarinda BHV-1 kaynakli

hiicre 6liimlerinde hiicre hatlarinda BHV-1 enfeksiyonu olusmadan gergeklesmistir.

Bu calismada, insan akciger kanseri hiicre hatt1 (A549), insan prostat kanseri
hiicre hatlar1 (PC-3 ve DU145), insan servix kanseri hiicre hatti (Hela) ve insan
meme kanseri hiicre hatti (MDA-MB-231) BHV-1 ile enfekte edildi. Kullanilan
hiicrelerin hepsinde BHV-1 tiremesine bagli CPE tespit edildi. Hiicreler arasinda bazi
farkliliklar gozlendi. BHV-1’in PC-3 ve DU145 prostat kanseri hiicre hatlarinin
BHV-1’in konak¢ist MDBK hiicreleri gibi ilk 24 saat hiicrelerde iiredigi ve
hiicrelerde yiiksek enfeksiyona neden oldugu goriildii. Bu hiicrelerdeki 10 moi viriis
enfeksiyonuna bagli yogun hiicre kayiplar1 ve lizisi ilk 24 saat i¢inde goriildii. BHV-
I’in A549 akciger kanseri hiicre hattinda, MDA-MB-231 meme kanseri hiicre
hattinda ve hela servix kanseri hiicre hattinda enfeksiyonunda ilk 24 saat ile 48 saat
arasinda hiicrelerde belirgin CPE tespit edildi. Bununla birlikte 6zellikle hela servix
kanseri hiicre hattinda hiicrede enfeksiyona neden olmadan hiicre dliimiine neden

oldugu goriildii. Ayrica Hela ve MDA-MB-231 hiicrelerinde viriis iiremesine bagh
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vakuol olusumu gozlemlendi. Tim hiicrelerde virlis dozu artigina bagli CPE
miktarida arttifi gozlendi. Bu sonucglar daha Once yapilan g¢aligma sonuglariyla
uyumlu bulundu. Cuddington ve dig. (2013)’de yaptiklari ¢alismada, BHV-1’in
meme kanseri hiicre hattinda hiicre canliligin1 ne kadar azaltacagi bildirdi.
Hiicrelerde BHV-1 replikasyonunun enfeksiyonun 2. giiniinde gosterildi. MDA-MB-
436 hiicre hattinda BHV-1’in moi dozlar1 arttik¢a virilis replikasyonunun arttig
gosterildi. Viriis replikasyonu artisinin her zaman hiicre canliligini etkilemedigi
gosterildi. Ancak BT-549, Hs-578T ve HCC1954 hiicre hatlarinda viriis replikasyon
seviyesi diisiik seyretmesine ragmen hiicre canliliginin azaldigi belirlenmistir. Xu ve
dig. (2012)’de yaptiklar1 ¢alismada BHV-1 enfeksiyonuna bagli MDBK hiicrelerinde
hiicre canliligina etkisini gostermek amaci ile MTT analizi kullanilmis ve diisiik
dozlarda (0.0032 moi) hiicre canliligina etkisi olmadigi, bununla birlikte 50 moi gibi
yiiksek bir dozun 48. saattinde ise, hiicrelerin yalnizca %20’sinde canlilik
gbzlendigini bildirdi. Yine bu ¢alismada 2 moi’lik dozun canlilik iizerine etkilerinin
24. saatten itibaren basladigini gdstermistir. BHV-1"in kendi konak hiicresi MDBK
hiicrelerinde enfeksiyonunun 4. saatinde 5 ve 10 moi hari¢ hiicre canlilig1r azalmadi.
MDBK hiicresinde 24. saatten itibaren hiicre canlilif1 azalmaya basladi. Sitotoksite
ise 4. saatten itibaren basladig1 tespit edildi. Doza ve zamana bagli hem sitotoksisite

hemde hiicre 6liimleri artti.

Kanser hiicrelerinde hiicre canlilik oranlar1t MDBK’ya en yakin degerlerde
PC3 ve DUI145 hiicrelerinin sonuglar1 degerlendirildi. Sitotoksisite oranlari tim
hiicrelerde ilk 12 saatte basladig1 tespit edildi. Kanser hiicre hatlarinda 6zellikle 48.
saatte hiicre Oliimlerinin artmast ve canlilik oranlarinin doza oranla da azaldig:
gozlemlendi. Sonug olarak Hela hiicrelerinde her saat igin farkli yapilacak ileriki
calismalarda segilecek viriis oranlar1 inkiibasyon siiresine gore degisebilecegi
unutulmamalidir. Hiicre i¢i mekanizmalar1 etkisinin zamana bagli olarak incelenmesi
hedeflendiginde diisiik viriis titrelerinde (0,1-2 moi) enfeksiyonun ilk 48 saat
icerisinde degerlendirilmesi daha uygun olacaktir. Sitotoksistie ¢aligmalar1 viriisiin
hiicrelerde agresif iliremesine bagli olarak erken gelistigi hiicre i¢i erken viral

proteinlerin olusumuna bagl olarak gelisebilecegini diistindiirmektedir.
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BHV-1’in dogal enfeksiyonunda sigirlarda solunum yolu ve genital mukoza
hiicrelerinde aktif olarak ¢ogalmaktadir. Arastirmamizda dogal enfeksiyonda viriisiin
tercih ettigi sistemlere yonelik kanser hiicre hatlar1 tercih edildi. Kullanilan kanser
hiicrelerinde enfeksiyona neden olabilecegi ve sitotoksik etkisi olabilecegi diistliniildii
ve bu dogrultuda deneyler tasarlandi. Hiicre sitotoksisitesini degerlendirmek
amaciyla yaptigimiz MTT test ve AO/EtBr boyamalar1 sonuglarina géore BHV-1’in

bu hiicreler tizerinde 48. saatten sonra etkisi daha yiiksekti.

Baz viriisler enfekte ettikleri hiicrelerde apoptoza sebep olurlar. Bu iliski ¢ift
yonlii olarak meydana gelir. Ilki viriislerin enfekte ettikleri konakta meydana gelen
immiin sistem yanitlari apoptoza neden olabilmektedir. Digeri ise, virlis
cogalabilmek i¢in hiicrenin apoptoza gitmesini saglayabilir (Clarke ve Tyler 2009).
Kanser hiicreleri ise kendi devamliliklarin1 saglamak ve g¢ogalma dinamiklerinde
hiicre apoptoz mekanizmalar1 baskilamaktadir. Onkolitik viriisler enfekte ettikleri
kanser hiicrelerini apoptoza siiriikkleyebilir. Bu onkolitik viriislerin {irettikleri
proteinler hem antiapoptotik hem de proapoptotik olarak gorev alabilir. Yapilan
calismalara gore onkolitik viriisler kanser hiicrelerini apoptoza zorlamaktadir

(Roulston ve dig. 1999).

Hanon ve dig. (1998)’ de yaptiklar1 ¢alismada, BHV-1'in B lenfositleri, T
lenfositleri ve monositleri  bireysel olarak apoptoza ugramalar1 ig¢in
indiikleyebilecegini raporlamistir. Devireddy ve Jones (1999)’da yaptiklar1 calismada
BHV-1’in MDBK hiicrelerinde igsel apoptotik yolagin p53 bagimli yolunu aktive
ettigi gosterilmistir. Xu ve dig. (2012)’de yaptiklari bir calismada, BHV-1 ile enfekte
edilen MDBK hiicrelerinde apoptozun zamana bagl bir sekilde gorildiiglini
gbstermistir. Ayn1 zamanda bu ¢alismada hiicrelerdeki apoptoz oranmi viriis titresine
bagimli bir sekilde artig gdsterdigi de raporlanmistir ve BHV-1’in kaspaz-8 bagimlh
apoptotik yolagir aktive ettigi gosterilmistir. Yine BHV-1’in enfeksiyonunun
mitokondriden sitokrom C’nin salinimini sagladigi da tespit edilmistir. Bu ¢alismada
BHV-1 ile enfekte olmus hiicreler, AO/EtBr boyamasindan sonra kromatin
yogunlasmasi ve niikleer pargalanma ile tipik apoptotik ozellikler gdsterdigi de

kanitlanmustir.
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Cuddington ve Mossman (2014)’de BHV-1’in ¢esitli insan kanser hiicre
hatlarin1 enfekte etme ve 6ldiirme yetenegi oldugunu gostermislerdir. Cuddington ve
dig. (2013)’te yaptiklar1 ¢aligmada, GFP ile isaretli BHV-1’in MCF7 hiicrelerinde
enfeksiyonu saglandiktan sonra deri altindan NSG farelere enjekte edilmistir ve
deneye 66 giin devam edilmistir. Bu farelerdeki tiimoér boyutu in vivo timor
olusturma kapasitesini azalttigi raporlanmistir. Bu azalmanin hiicre canliliginin
azalmasiyla dogru orantili oldugu gosterilmistir. Rodrigues ve dig. (2010)’da
yaptiklar1 ¢alismada, kanser hiicrelerinin hiicresel canliligi kismen azalttigi, MDA-
MB-468 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde BHV-1’in programli hiicre O6liimiinii
indiikledigi rapor edilmistir. Bu c¢alismada, BHV-1"in ¢esitli kanser hiicrelerinde
sitotoksik etkisi ve apoptotik etkisi oldugu gosterildi. BHV-1'in ¢oklu kanser tiirleri
icin tropizme sahip bir OV olarak potansiyele sahip oldugu ve viris
replikasyonundan bagimsiz olarak sitotoksisiteyi indiikleyebildigi gosterilmistir.
BHV-1’in kanser hiicrelerini hiicre o6liimiine siiriiklerken hangi markirlari
kullandigini tespit etmeden 6nce AO/EtBr boyamasi ile apoptotik hiicreler tespit
edildi. Bu boyama sonuclarina gore tiim kanser hiicrelerinde hem erken apoptotik
hem de gec apoptotik hiicreler ile birlikte nekrotik hiicrelerde tespit edildi. BHV-1
ile enfekte edilmis hiicrelerde hilal seklinde ve DNA’s1 pargalanmig, graniiler erken
apoptotik hiicreler tespit edildi. Bununla birlikte yine ayni deney gruplarinda,
cekirdegi parcalanmis ge¢ apoptotik hiicreler tespit edildi. Bu apoptotik hiicrelerin
oranlar1 hiicre hatlarinda ve virlis miktarina bagh olarak degiskenlik gostermekle
birlikte inkiibasyon siirelerinde zamana gore arttig1 belirlendi. Viriis tiremesine bagl
apoptotik hiicre sahalarinda, nekrotik hiicrelerde tespit edildi. Viriis tiremesine bagh

olarak apoptozisin tetiklenebilecegi diisiiniildii.

Arastirmalarda hiicre smirlamalar1 veya yolak aragtirmalar1 yoniinden
sinirlamalar goriilmektedir. Bu arastirmada virlis enfeksiyonuna bagli olarak, bes
farkli hiicre hattinin es zamanli hiicre canliligt yani1 sira apoptotik ve otofajik
yolaklar1 da arastirilmistir. BHV-1 kanser hiicrelerini apoptozise zorlarken kullandigi
markirlar1 tespit edebilmek amaciyla BCL-2, kaspaz-8 ve kaspa- 9 markirlart ELISA
ile test edildi. Apoptotik yolaklarda antiapoptotik protein olarak gorev yapan Bcl-2
seviyesi BHV-1 ile enfekte hiicrelerde arastirilmistir. Her hiicre hattinin degerleri

kendi icerisinde degerlendirildiginde Ozellikle diisiik viriis sulandirmalarinda (0,1
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moi, 1 moi, 2moi) zamana bagli Bcl-2 seviyelerinde azalma tespit edildi. Bu
hiicrelerde apoptozisin virlis iiremesine bagli gergeklesebilecegini diislindiirdii.
Apoptotik proteinlerden kaspaz-8 ve kaspaz-9 proteinleri invitro sistemlerde siklikla
markir olarak kullanilmaktadir. Hiicre i¢i kaspaz proteinleri apoptozisin gelisim
yolaklarin gorevli énemli proteinlerdir. Bu arastirmada viriis enfekte hiicrelerdeki
kaspaz-8 seviyeleri hiicre kontrole gore daha yliksek tespit edildi. Bu artis zamana
bagl olarak viriis enfekte hiicrelerde arttigi tiim hiicre hatlarinda da dogrulandi. Bu
sonuglar AO/EtBr boyama sonuglariyla uyumlu bulundu. Kaspaz-9 seviyeleri MDA-
MB-231 hiicreleri harig viriis enfekte hiicrelerde hiicre kontrole kiyasla daha yiiksek
bulundu. Ozellikle MDA-MB-231hiicrelerinde bu proteinde degiskenlik hiicre
kontrole kiyasla anlamli bulunmadi. Diger hiicrelerde kaspaz-9 degiskenligi zamana
gore artisla dogru orantiliydi. Apoptotik markir olarak bu arastirmada kullanilan
proteinlerden kaspaz proteinleri 6zellikle kaspaz-8 sonuglar1 diger testlerle uyumu
yoniinden daha anlamli sonuglar elde edildi. ileride yapilacak calismalarda kaspaz
proteinlerin  viriis iiremesine bagli apoptotik degisikliklerin  izlenmesinde

kullanilabilecegi onerildi.

Otofaji, hiicre bilesenlerinin bozunmasini takiben bu bozunmus materyallerin
otolizozomlar araciligr ile sindirilmesini kapsayan bir siiregtir. Bu materyallerin
sindirilebilmesi icin lizozomlar ile kaynasan otofagozomlarin olusmasini saglayan
hiicresel membran sistemi araciligi ile olur. Bu membran sistemi lizozomlarla
kaynasir ve bozunmug materyaller sindirilir (Klionsky ve Zughaier 2016). Viral
enfeksiyonlarinda otofajinin gelismesi veya tetiklenmesi degiskenlik gostermektedir.
Baz1 viriisler otofajiyi tetiklerken bazi virilisler olusan otofagozomlar igerisinde
enfeksiyozitelerini devam ettirebilirler. Onkolitik viriislerin otofajik yolaklar lizerine
etkisi ile ilgili sinirhh sayida arastirma bulunmaktadir. Fiorito ve dig. (2020)’de
yaptiklar1 ¢alismada, Neuro-2A hiicrelerinde BHV-1’in enfeksiyonu LC3-II’nin,
ATGS5’in ve Beclin-1’in artisina neden oldugu goriilmiistiir. Bu arastirmada BHV-
I’in kanser hiicrelerinde enfeksiyonunda, otofajik markirlar1 tespit edebilmek
amactyla ATG7 ve p62 markirlart ELISA ile test edildi. Bu test sonucunda, ATG7
protein seviyelerinde degiskenlik hiicre hatlarinin ¢esitlerine goére gozlemlendi. PC3
ve MDA-MB-231 hiicrelerinde bu protein seviyelerindeki farkliliklar anlamli
goriilmedi. Hela, DUI145 ve AS549 hiicrelerinde farkli sulandirma ile


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378113520305010
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enfeksiyonlarinda ATG7 seviyelerinde Onemli artiglar tepit edildi. Bu protein
seviyesindeki degiskenligi 6zellikle farkli hiicrelerde degismesi dikkat ¢ekicidir. Bu
durum farkli hiicrelerde virlis enfeksiyonunu hiicre i¢i mekanizmalarina ve
yolaklarina etkisinin degisebilecegini 6nermektedir. Diger arastirilan otofaji markiri
p62 protein seviyeleri viriis enfeksiyonuna bagli A549, DU145 ve PC3 hiicrelerinde
ozellikle diisiik dozlarla enfeksiyonda artis anlamli bulundu. Hiicrelerde viriis
tiremesine baglt olarak goriilen CPE goriintlisiine dogru orantili olarak p62
seviyelerinde artis en erken 16. saatte tespit edildi. Bu sonuglar farkli sulandirmada
viriis enfeksiyonunun hiicrelerde otofajiyi tetikleyebicegini onermektedir. Otofajik
yolaklarin aktif gelisimi 6zellikle virlis dozlarinin her hiicrenin i¢ mekanizmasinda

farklilik gostererek tetiklenebilecegini diisiindiirmektedir.

6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada; bes farkli kanser hiicre hattinda onkolitik viriis adaylarindan
biri olan Bovine herpesvirus-1’'in onkolitik etkilerini, hiicrelerdeki apoptotik ve
otofajik o6lim yolaklarina olan etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda A549, MDA-MB-231, Hela PC3, DU145 hiicre hatlarinin BHV-1 ile
enfeksiyonu arastirildi. Hiicre canliligina, apoptotik ve otofajik yolaklara olan etkisi

degerlendirildi. Bu arastirmada elde edilen sonuglara gore:

- A549, MDA-MB-231, Hela, PC3, DU145 hiicreler farkl titrelerde (0.1 moi,
1 moi, 2 moi, 5 moi ve 10 moi) BHV-1 ile enfeksiyonu sonrasinda hiicrelerde viriis
tiremesine bagli CPE tespit edildi. Virlis tiiremesine bagli olarak hiicre
yuvarlaklagmasi, balonlagma, vakuol olusumu ve lizisler goriildii. Vakuol olusumu

sadece Hela ve MDA-MD-231 hiicrelerinde saptandi.

-Viriis ireme hizinin hiicrelerde ¢esitlilik gosterdigi, en kisa stirede PC3 ve
DU145 hiicrelerinde CPE gozlendigi tespit edidi. Viriis tiremesi tiim hiicrelerde viriis

titresi ve zamana bagli dogru orantili saptandi.

-Viriis liremesinin hiicre canliligina olan etkisi incelendiginde en erken 4.saat

itibaren hiicrelerde sitotoksite tespit edilebildigi gibi viriis titresi ve zamana bagh
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olarak hiicredeki sitotoksisite arttigi Ozellikle 48. saatte biliylik oranlarda hiicre

kayiplarinin oldugu belirlendi.

-Tiim hiicrelerde viriis iiremesine bagli olarak erken apoptotik, ge¢ apoptotik
ve nekrotik hiicreler oldugu goriildii. Bu hiicrelerin tiim dozlarda farkli saatlerde
goriilebilecegi tespit edildi. Ozellikle 48 saatten sonra mevcut tiim hiicrelerde

apoptotik hiicre oranlar1 %50 -95 araliginda belirlendi.

-BHV-I’in kanser hiicrelerindeki apoptotik yolaklarin {izerine etkisinin
arastirilmasi amaciyla apoptotik markirlardan Bcl-2, kaspaz-9 ve kaspaz-8 seviyeleri
incelendi. Bcl-2 seviyeleri hiicrelerde degiskenlik gdosterirken kaspaz protein
seviyeleri AO/EtBr boyamalariyla uyumlu olarak apoptotik siirecin gelisimi tespit
edildi. Kaspaz-8 ve kaspaz-9 proteinlerinin daha ilerideki arastirmalarda da

kullanilabilecegi 6nerildi.

-BHV-lenfeksiyonuna bagl otofajik yolaklarin incelenmesi amaciyla otofajik
markirlardan ATG-7, p62 seviyeleri incalendi. ATG7 seviyeleri A549, DU145 ve
Hela hiicrelerinde yiiksek bulunurken p62 protein seviyeleri A549, DU145 ve PC3
hiicrelerinde farkli virlis sulandirmalarinda anlamli bulundu. BHV-1’e bagh
enfeksiyonda otofajinin gelisimi virlis titresi ve inkiibasyon siirelerine gore

degisebilecegi Onerildi.

-Bu ¢alismada, BHV-1’in ¢alisilan kanser hiicre hatlarinda hiicre canliligi,
hiicre sitotoksisitesi, apoptozis ve otofajiye etkisi oldugu goriildii. Bununla birlikte
kanser hiicrelerindeki 6liim mekanizmalarinin aydinlatilmasi amaciyla daha fazla

apoptotik markirlarin ve otofajik markirlarin kullanilmasi ihtiya¢ duyulmaktadir.
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