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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Carfilzomib Direncli Multipl Miyelom Hiicrelerinde Kanser Testis Antijenlerinin
Ifadelerinin Arastirilmasi

Yakuphan BAYKAN

Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Dilara AKCORA YILDIZ
Temmuz, 2022

Multipl miyelom (MM), kemik iliginde asir1 miktarda tek tip antikor iireten anormal
plazma hiicrelerinin proliferasyonu sonucu olusan ve klinik anemi, bobrek yetmezligi, kemik
yikimi ve hiperkalsemi bulgularmin varligi ile karakterize edilen en yaygim ikinci
hematolojik kanser tipidir. Son yillarda tedavisindeki garpict gelismelere ragmen ¢ogu
hastanin kagmilmaz bir sekilde relaps ve mevcut tedavilere direngli hale gelmesinden
(refrakter) dolayt1 MM hala oldiiriicli maligniteler arasinda yer almaktadir. MM’da
proteazom inhibisyonu, hiicre i¢i proteinlerin birikip hiicrenin 6liimiine sebep olmasindan
dolayi ilk nesil PI’ii Bortezomib (BTZ) MM hastalarinin sag kalim siirelerini iyilestirmede
devrim yaratmustir. Ikinci nesil PI’ii Karfilzomib (CFZ), klinikte BTZ direngli hastalarda
olusan direncin iistesinden gelerek 6liim riskinde dnemli bir azalma saglamaktadir. Ancak,
relaps/refrakter hastalarin tedavi rejimlerinde kullanilan CFZ’e kars1 gelisen direncin
istesinden gelebilmek i¢in MM’da maligniteyi yonlendiren molekiiler mekanizmalarin daha
Iyi anlagilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Kanser/Testis Antijenleri (CTA'lar), fizyolojik kosullar altinda ekspresyonu testis ile
sinirl1 olan ancak birgok kanser cesitlerinde ekspresyonu artan bir protein grubu
olmalarindan dolay1r immiinoterapi icin ¢ekici hedeflerdir. MM hiicre hatlar1 ve MM
hastalarindan elde edilen primer hiicrelerde farkli CTA’larin farkli seviyede eksprese
edildikleri tespit edilmistir.

Bu calismada, ilk defa iki farkli CFZ direngli MM hiicre hattinda CTA ailesi
tiyelerinden MAGE-C1, MAGE-C2, MAGE-A3, COX6B2, KIAA0100, LDH-C4, ve
SPATA19’un mRNA ifade seviyeleri kantitatif PCR (qPCR) yoOntemi kullanilarak
belirlenmistir. gPCR sonuglari, ilgili genlerin mRNA ekspresyon seviyelerinin CFZ hassas
RPMI 8226 ve U266 hiicrelerine kiyasla CFZ direngli hiicrelerde istatistiksel olarak anlamli
sekilde azaldigin1 gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: multipl miyelom, kanser-testis antijenleri, ilag¢ direnci, Carfilzomib
direnci, mMRNA

Hazirlanan bu Yiiksek Lisans tezi Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinatorliigii tarafindan 0660-YL-20 proje numarasi ile desteklenmistir.
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Multiple myeloma (MM) is the second most common hematological cancer that
results from the proliferation of abnormal plasma cells producing excessive amounts of one
type of antibody in the bone marrow and is characterized by the presence of clinical
symptoms of anemia, renal failure, bone destruction, and hypercalcemia. Despite the
dramatic improvements in the treatment of MM in recent years, MM is still among the lethal
malignancies, as most patients inevitably relapse and become refractory to current therapies.
As proteasome inhibition in MM leads to the accumulation of intracellular proteins to cause
cell death, the first generation PIl, Bortezomib, has revolutionized the survival of MM
patients. The second generation PI, Carfilzomib (CFZ), significantly reduces the risk of
death by overcoming the resistance in clinically BTZ resistant patients. However, a better
understanding of the molecular mechanisms driving malignancy in MM is needed to
overcome the resistance to CFZ used in the treatment regimens of relapsed/refractory
patients.

Cancer/Testicular Antigens (CTAS) are attractive targets for immunotherapy as they are
a group of proteins whose expression is limited to the testis under physiological conditions
but increased in many types of cancer. It was determined that different CTAs were expressed
at different levels in MM cell lines and primary cells obtained from MM patients. In this
study, mRNA expression levels of CTA family members MAGE-C1, MAGE-C2, MAGE-
A3, COX6B2, KIAA0100, LDH-C4, and SPATAL9 were determined for the first time in
two different CFZ-resistant MM cell lines using quantitative PCR (gPCR) method. gPCR
results show that the mRNA expression levels of the genes involved are significantly reduced
in CFZ-resistant cells compared to CFZ-sensitive RPMI 8226 and U266 cells. As a result, it
has been seen that the mechanisms that play a role in determining the levels of the relevant
CTA proteins in CFZ-resistant MM cells and their stabilization at the post-translational level
need to be studied in detail.

Keywords: multiple miyeloma, carfizomib resistance, cancer/testis antigens, mMRNA






1. GIRIS

Multipl miyelom (MM), lenfomadan sonra en yaygin ikinci kan kanseri olup, klonal
plazma hiicrelerinin kemik iliginde artan proliferasyonu ve hastaya ait serumda veya idrar
orneginde fazla sayida M proteini olarak bilinen monoklonal immiinoglobulinin (Ig) tespiti
ile karakterizedir (Saltarella vd., 2015). MM komplikasyonlari arasinda kemik lezyonlari,
hiperkalsemi, bobrek yetmezligi, sitopeniler ve immiin baskilanma yer alir. MM tedavisi,
bir¢ok yeni anti miyelom ilacinin ortaya ¢ikmasiyla son yirmi yilda 6nemli dlgiide iyilesmis,
ortalama yasam siiresini {i¢ ila dort yildan yedi ila sekiz yila ¢gikarmistir. MM, tedavisindeki
gelismelere ragmen hastalarda tedavide kullanilan ilaglara karsi direncin gelismesi nedeniyle
MM tam tedavisi olmayan hastalik olarak kabul edilmektedir (Colombo vd., 2015).

MM hiicrelerinin asir1 miktarda tek tip antikor {retip salgilamalarindan dolay1 protein
kalite kontrol kapasiteleri artmistir. Hiicre i¢i protein kalite kontroliinlin saglanmasinda,
proteinlerin parcalanmasindan veya islenmesinden sorumlu olan proteazom, ¢ok enzimli bir
katalitik komplekstir (Berenson vd., 2014). Proteazom tiim hiicresel metabolik siire¢lerin
diizenlenmesinde yer alan ana katabolik bir yol olan ubikitin proteazom sisteminin (UPS)
merkezi proteolitik diizenegidir.

Proteazom aktivite diizensizliginin tiimor baskilayicilar ve onkoproteinler arasindaki
dengeyi bozarak karsinojenezi ve kanser ilerlemesini tesvik ettigi iyi bilinmektedir. Bu
nedenle, “proteotoksik kriz” hipotezine uygun olarak, proteazom, anti-neoplastik ilaglar i¢in
etkili bir hedef olarak artan bir ilgi kazanmistir (Abraham vd., 2015). Nitekim, su anda MM
tedavisi i¢in onaylanmis {i¢ proteazom inhibitérii (PI) mevcuttur. Birinci nesil PI,
Bortezomib (BTZ), ikinci nesil Karfilzomib (CFZ) ve ilk oral PI olan, Ikzazomib’dir
(Sherman ve Li, 2020). BTZ, 20S'in kimotripsin benzeri aktivitesinin tersine gevrilebilir bir
inhibitoriidiir ve MM tedavisinde devrim yaratarak hastalarin hayatta kalma oranlarinin
tyilesmesine yol acmistir. CFZ, intravendz olarak uygulanan ikinci nesil bir tetrapeptid
epoksiketon proteazom inhibitoriidiir. CFZ, 26S proteazomu igindeki proteolitik ¢ekirdek
parcacik olan 20S proteazomunun N-terminal treonin igeren aktif bdlgelerine geri
doniistimstliz olarak baglanir. CFZ, 2012 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde ve 2015
yilinda Avrupa'da relaps/refrakter MM (RRMM) hastalarin tedavi rejimlerine dahil

edilmistir.



Kanser/testis antijenleri (CTA), ekspresyonlar: testislerdeki erkek germ hiicreleriyle
sinirlt olan ve yetiskin somatik dokularinda bulunmayan bir grup tiimor antijenini temsil
etmektedir (Kulkarni ve Uversky, 2017). CTA'nin ortak ozellikleri arasinda ¢ok genli bir
aile olarak bulunmalari, dokuya 6zgii ekspresyon profillerine sahip olmalari, cogunlukla X
kromozomunda yer almalar1 ve ekspresyonlarinin hipometilasyon ve histon asetilasyonu ile
regiile edilebilmesi yer almaktadir (Hashimoto vd., 2022). Giiniimiize kadar, dizi
homolojisine gore 250°den fazla insan CTA geni bulundugu ve 70 aileye gruplanmis
olduklar1 belirtilmektedir. CTA'lar, sirasiyla X kromozomu veya otozomlar iizerinde
bulunmalarina bagli olarak CT-X antijenleri ve X olmayan CTA olarak genis bir sekilde
kategorize edilebilir. X kromozomundaki genlerin %10'dan fazlasinin CTA genleri oldugu
gosterilmistir. Melanomla iligkili antijen (MAGE) ailesi, toplam 60 CTA geni iceren en
biliylik CTA ailesidir ve MAGE-A, -B, -C ve -D alt ailelerinden olusmaktadir. MAGE
genlerinin timi, X kromozomunda bulunur. Mide Kanseri hiicrelerinde MAGE-A3’iin, ilag
direncini ve proliferasyonu artirdigi gosterilmistir (Yang vd., 2022). Ayrica glioblastom
U937 hiicrelerinde KIAA0100 geninin agag1 regiilasyonunun apoptotik hiicrelerin yiizdesini
arttirdig1 rapor edilmistir (Cui vd., 2017). COX6B2, SPATA19 ve KIAA0100 mitokondri
metabolizmasi tizerinde etkili ti¢ CTA genidir (Aurriere vd., 2021). COX6B2 mitokondriyal
elektron tagima zincirinin kompleks I'V'iiniin testise 6zgii bir alt birimidir. MM hiicrelerinde
LDHA’nin 6nemli Ol¢iide arttigini, ancak LDHB ve LDHC ig¢in bir fark olmadigini
bildirilmistir. MM hiicrelerinde LDH-C4'lin artan ifade seviyesi, azalan sag kalim orani ve
kotli prognoz riskinin artmasiyla 6nemli 6lgiide iliskili oldugu bildirilmistir (Gupta, 2012).

Genel olarak, onkojenik CTA'lar tiimor biiyiimesini, metastazi, ilag direncini tesvik eder
ve cesitli kanser hastalarinda kotli prognozla yakindan iliskilidir. Bu nedenle, onkojenik

CTA'lar kanser tedavisi i¢in potansiyel hedef olarak kabul edilmektedirler (Yang vd., 2021).



2. GENEL BILGILER

2.1.  Multipl Miyelom

Multipl Miyelom (MM), tek tip monoklonal antikor (M proteini veya paraprotein
olarak da bilinir) salgilayan plazma hiicrelerinin kemik iliginde artan proliferasyonu ile
karakterize heterojen bir neoplazmdir (Cardona-benavides vd., 2021). Normal fizyolojik
kosullar altinda, plazma hiicreleri kemik iliginde bulunan ve hiimoral bagisiklig1 korumak
igin gerekli olan olgun antikor iireten B hiicreleridir (Morgan vd., 2012). MM hiicrelerini
normalde boliinmeyen saglikli plazma hiicrelerinden ayiran en 6nemli 6zellik ise MM
plazma hiicrelerinin proliferasyon yetenegidir (Prideaux vd., 2014). Bu hastalikta, asiri
cogalan, viicudu enfeksiyonlara karsi koruyamayan plazma hiicreleri diger kan hiicre
tiplerinin ¢ogalmasini baskilar. Boylece platelet, eritrosit ve beyaz kan hiicre olusumunun
eksikligine yol acarak, kanamalarin ve yaralanmalarin artmasina, ayrica viicudun
enfeksiyonlara kars1 korunmasiz kalmasina neden olur. Ilaveten, bu hastalikta kemik iliginde
biriken malign plazma hiicreleri viicuda ii¢ sekilde zarar vermektedir. Bunlardan ilki
antikorlarin birikmesinden dolay1 bobreklere zarar vermesi, ikincisi kemigin fiziksel
yapisinin bozulmasi ile osteolitik lezyonlarin goriilmesi, sonuncusu ise MM hiicrelerinin
sitokinler ve biiyiime faktorlerini salgilamasi sonucu MM gelisimi ve ilerlemesine katkida
bulunmasidir (Saltarella vd., 2015). Nitekim, MM’da hiperkalsemi, bobrek hasari, anemi ve
kemik lezyonlar1 "CRAB" semptomlar1 olarak bilinmektedir ve bu semptomlar u¢ organ
hasarina neden olmaktadir (Padala vd., 2021). MM hastalik progresyonunda malign geligimi
tetikleyen baglatic1 olay ya hiperdiploidi edinimi ya da immiinoglobulin agir zincir gen
lokusunu iceren bir translokasyondur. Bu tiir klonal olaylar MM olusmadan onciil
asamalardan belirsiz 6neme sahip monoklonal gammopati (MGUS) ve sessiz-sinsi MM
(SMM)’da mevcuttur.

MGUS’da monoklonal protein veya M proteini miktar1 30 g/L'nin altinda olup,
klonal kemik iligi plazma hiicre orant %10'un altindadir. Bir sonraki agama olan SMM’de
ise M proteini miktar1 30 g/L'nin istiindedir ve klonal kemik iligi plazma hiicre orani
%10'dan fazladir (Nijhof vd., 2015). Hem MGUS hem de SMM’de yavas biiyiiyen
miyeloma hiicreleri bulunmakta olup CRAB semptomlart bulunmamaktadir. SMM’dan
sonraki evre ise tedavi gerektiren aktif MM’dur (Sekil 2.1). MM gelisimi sirasinda, malign
hiicreler kemik iligi mikro ¢evresi tarafindan desteklenir. Bu mikro ¢evre tiimor gelisimini,
migrasyonu, diferansiasyonu, ila¢ direncini ve anjiyogenezisi uyarmaktadir. Kemik iligi

mikro c¢evresi ekstraseliiler matriks proteinleri ve gesitli stromal hiicreler icerir (Saltarella
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vd., 2015). Syndecan-1 (CD138) kemik iligi mikro g¢evresindeki bazi metabolik olaylar
diizenleyen ve dolayisiyla kanser olusumunu ve gelisimini destekleyen bir yiizey
belirtecidir. Heparan siilfat proteoglikan yapisinda olan bu belirteg sayesinde birgok
calismada miyelom hiicrelerinin izole edilmesi CD138’in hedeflenmesi ile ger¢eklesmistir
(Bayer-Garner vd., 2001). CD138’in, B lenfositlerde ifade edilmedigi fakat plazma
hiicrelerinde diferansiasyon sirasinda goriildiigi literatiirde yer almaktadir (Palumbo vd.,

2015).

ikincil genetik olaylar

Sekil 2.1 MM baglamasi ve ilerlemesi (Dutta vd., 2017)

MM’a yol acan baslica genetik olaylar; kalitsal varyasyon, translokasyon, kopya
sayist anormallikleri ve mutasyonlardir. Bu tiir olaylarin net biyolojik etkileri hiicrenin
davranigin1 degistirerek miyelomun temel molekiiler 6zelliklerini ortaya g¢ikarmaktadir
(Pawlyn ve Morgan, 2017). MM gelisimi ile iligkili birincil genetik olaylar, hiperdiploid
olmayan ve hiperdiploid gruba ayrilabilir; her ikisi de tek tip olarak siklin D genlerinin
bozulmasiyla sonuglanir (Bloedjes vd., 2021). Hiperdiploid olmayan defektler MGUS
hastalarinin yaklagik %45'inde ve tiim MM hastalarmin %40-50'sinde gézlenir (Morgan vd.,
2012). Bunlar esas olarak immiinoglobulin agir zincir (IgH) lokusunu (14q32) igeren
translokasyonlari icermektedir. Birincil genetik olaylart(4;14), t(6;14), t(11;14), t(14;16) ve
t(14;20) translokasyonlar1 MMSET/FGFR3, CCND3, CCNDI1, MAF ve MAFB
onkogenlerin asir1 ekspresyonuna neden olur. En sik translokasyon t(11;14), (q13;932)'dir
ve siklin D1 geninin anormal ifadesine neden olur (Maes vd., 2017). MM’da goriilen diger
genetik anormallik smifi, 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 ve 21 dahil olmak iizere tek sayili
kromozomlarin kazanimi ile iliskili olan hiperdiploididir (Pawlyn ve Morgan, 2017). MGUS
hastalarinin %50'sinde ve MM hastalariin %55'e kadarinda hiperdiploidi gézlenmektedir
(Maes vd., 2017).



2.2. Ubikitin-Proteazom Sistemi

Translasyondan sonra ¢ogu protein, aktivitelerini modiile etmek igin fosforilasyon,
asetilasyon, metilasyon, glikozilasyon ve ubikitinasyon gibi c¢esitli modifikasyonlara
ugramaktadir (Young vd., 2019). Ubikitin-proteazom sistemi (UPS), tim okaryotik
hiicrelerde protein bozulmasini kontrol eden baslica proteolitik sistemdir (Kitajima vd.,
2018). UPS, DNA onarimi, stres yaniti ve hiicre ¢ogalmasi gibi birgok hiicresel siirecin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Park vd., 2020).

UPS genellikle iki ayr1 molekiiler mekanizma grubu olarak temsil edilir. Birinci grup,
ubikitin ailesinin tek bir iiyesi ile protein substratlarint modifiye etmek/degistirmek igin
hareket eden spesifik enzimleri ve kofaktorleri igerir. UPS'nin ikinci grubu, ubikitin etiketli
substratlarin proteolizinden sorumlu olan yaklasik 2.000 kDa'lik 26S proteazomudur (Mata-
Cantero vd., 2015).

Ubikitinasyon Deubikitinasyon

Aktivasyon Konjukasyon Ligasyon Proteoliz

a2

. AMP + PP Hedef protein sz
ubL ; (‘ H E2 H -~ QQ »‘,\7,‘,‘/‘7'&5_%

Politbikitinlenmis protein @@ \

( 2 /s
Peptitler ve Amino Asitler

Sekil 2.2 UPS sistemi (Bachiller vd., 2020)

Ub konjugasyonu veya ubikitinasyon, bir (monoubikitinasyon) veya birkac
(politibikitinasyon) Ub molekiiliiniin bir proteine kovalent olarak baglanmasindan olusan ve
ti¢ tip enzimin uyumlu, ardisik etkisine bagli olan translasyon sonrasi bir modifikasyondur
(Young vd., 2019). Ub, tiim okaryotlarda biiylik 6l¢iide evrimsel olarak korunan 76 amino
asit kalintisindan olusan bir proteindir (Al Mamun vd., 2020). Ubikitinasyon islemi, aktive
edici (E1), konjuge edici (E2) ve ligasyon (E3) enzimleri olarak bilinen ti¢ enzim ile ilgili
ardisik li¢ asamada yer alir. Proteinlerin UPS tarafindan parcalanmasi, protein substratina
Ub konjugasyonunun ilk adimini, ardindan deubikitinlestirici enzimlerin aracilik ettigi

Ub'nin serbest birakilmasiyla, 26S proteazom kompleksi poliiibikitinlenmis proteinin
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bozunmasini i¢eren sirali bir islemdir (Leonardo-sousa vd., 2022). Ayrica, 26S proteazomu,
Ub-konjuge proteinlerin parcalanmasinda ¢ok 6nemli bir rol oynayan biiyiik bir ¢oklu alt
birim kompleksidir.

Ubikitinasyon isleminde, ubikitinin (Ub) C-terminal kalintilarinda bulunan E1 ve
ubikitin arasinda bir tiyol-ester bagi olusumu tarafindan katalize edilen glisinin karboksil
grubunun aktivasyonu ATP'nin hidrolizi ile gergeklesir. AMP ve bir PPi molekiiliiniin
salmimu ile aktive edilmis ubikitin trans-agilasyon yoluyla E2 enziminin tiyol grubuna
transfer edilir (Kohlmann vd., 2013). Daha sonra E3, parcalanacak olan proteini tanir ve
ubikitinin C-terminal glisin kalintilar1 ile proteinin bir lizin kalintis1 arasinda bir izopeptid
kovalent bag olusumu ile E2'nin ubikitini proteine transfer etmesini kolaylastirir (Leonardo-
sousa vd., 2022). Daha sonra, substrat iizerinde bir poliiibikitin zinciri olusturmak i¢in ¢oklu
ubikitinasyon dongiileri gergeklesir ve poliiibikitlenmis proteinler 26S proteazomu
tarafindan taninir ve pargalanir (Park vd., 2020) (Sekil 2.2.).

2.3.  Proteazom Inhibitérleri (PI)

Proteazom, 20S ¢ekirdek partikiilii (CP) ve bir veya iki 19S diizenleyici partikiilden
(RP) olusan, proteini peptidlere hidrolize etmekten sorumlu ATP'ye bagl ¢ok alt birimli bir
komplekstir (Aurriere vd., 2021; Sherman ve Li, 2020). 20S CP, aktif katalitik bolgeler
iceren ve proteolizin meydana geldigi fig1 seklinde bir proteolitik ¢ekirdektir. 19S RP'ler ise
deubikitinasyona aracilik ederek ubikitine proteinleri 20S CP'ye segici ve etkili bir sekilde
aktarmada rol oynar. 20S CP, merkezi bir bosluk etrafinda heptamerik halkadan (7a, 7, 7
ve 7a) olusur. (Park vd., 2020; Wang vd., 2021). 19S RP'olduk¢a karmasik bir yapiya
sahiptir 19 stokiyometrik alt birimi vardir. Ubikitinlenmis proteinler, 19S RP'deki spesifik
reseptorler tarafindan yakalanir ve daha sonra proteazomla iligkili de-ubikitinasyon
enzimleri (DUB) tarafindan deubikitinlenir. 19S RP'nin tabanindaki alti farkli ATPaz alt
birimi, proteazom kanalinin agilmast i¢in enerji saglar (Park vd., 2020a).

Proteazom inhibisyonu hiicreye toksik etki gosterdiginden, hizla c¢ogalan ve
anormal hiicre dongiisii kontrol noktasi diizenlemesine sahip olan neoplastik hiicrelerin
tedavisinde PI’nin kullanilmasinin ilk gerekgesiydi (Manasanch ve Orlowski, 2017).
Nitekim, MM hiicrelerinin proteaz mekanizmalarina yiiksek bagimlilig1 ve asir1 bir salgi
yiikiine sahip Olmalarindan dolay1 hematolojik kanserlerin tedavisinde O6zellikle PI’nin
kullanilmas: etkilidir. Ik proteazom inhibitdrii BTZ, 2003 yilinda RR MM'nin tedavisi i¢in
FDA tarafindan onaylanmistir. UPS'in bilesenleri arasinda proteazomu hedefleyen

antikanser ilaglarinin gelistirilmesi en aktif aragtirma alanidir. Simdiye kadar gelistirilen
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proteazom inhibitorlerinin tiimii, proteazomun 19S RP'sinin -alt birimine baglanarak

proteolitik aktiviteyi inhibe etmede rol oynar (Park vd., 2020).

2.3.1. Bortezomib (BTZ)

Bortezomib, MM tedavisinde kullanilan ilk Pl olup boronik asit i¢eren bir dipeptittir.
BTZ, 19S RP'nin 5 alt {initesine baglanip onun kimotripsin benzeri enzimatik aktivitesini
inhibe eden ve boylece poliiibikitlene proteinlerin birikmesine yol agan 26S proteazomun
geri dontisiimlii bir inhibitéridir (Wu vd., 2016) (Sekil 2.3.). 26S proteazomunun BTZ
tarafindan gecici inhibisyonu, kaspaz-8/9 aktivasyonu ile miyelom hiicrelerinin apoptozisine
neden olur (Qiang vd., 2016). BTZ su anda MM, relaps hiicreli lenfoma, diffiiz biiyiik B
hiicreli lenfoma, kolorektal kanser ve tiroid karsinomu dahil olmak iizere ¢esitli kanserlerin
tedavisinde kullanilmaktadir. BTZ doz sinirlayici toksititeye sahiptir bu da; agri, yorgunluk,
periferik néropati, miyelosupresyon ve kardiyotoksisite dahil olmak iizere bir¢ok yan etkiye
neden oldugu bildirilmistir(Park vd., 2020b; Sherman ve Li, 2020). BTZ ile tedavi edilen
hastalarin yaklagik %60°1 ilaca direng gelistirmektedir. BTZ direncinin iistesinden gelmek
icin FDA, klinik ¢alismalarda Doksorubisin, Adriamisin ve Deksametazon gibi
kemoterapotik ajanlarla kombinasyon halinde BTZ kullanimint onaylamistir (Park vd.,
2020).

Sekil 2.3. BZT’in molekiiler yapisi

2.3.2. Carfilzomib (CFZ)

Carfilzomib bir epoksiketon peptididir ve BTZ'ye direng gdsteren MM hastalarinin
tedavisi i¢in 2012 yilinda FDA tarafindan onaylanan ikinci proteazom inhibitoriidiir
(Berenson vd., 2014) (Sekil 2.4.). CFZ, agirlikli olarak 5 olmak tizere katalitik alt
birimlerle kovalent ve geri doniisiimsiiz bir bag olusturarak proteazomun kimotripsin
benzeri aktivitesini BTZ'den daha giiglii bir sekilde inhibe eder. Ayrica, daha segici bir etki
mekanizmasina ve yliksek kimyasal stabiliteye sahiptir, bu da BTZ'e kiyasla daha az yan

etkiye neden olur (Soriano vd., 2016). Ancak, CFZ suda iyi ¢6ziinmediginden oral olarak
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uygulanamaz ve intravendz enjeksiyon formiilasyonlari i¢in biiylik miktarda siklodekstrin

gerekir (Park vd., 2020).

N’YH\iNQ\iN :
RPN EeN
D

Sekil 2.4.CZF’in molekiiler yapis1

2.4. MM’da PI Direnci

MM hastalarinin ¢ogu baslangigta anti-miyelom tedavisine yanit vermektedir.
Ancak, tedavinin ilerleyen safhalarinda anti-miyelom tedavilerine direngli hale
gelirler(Davis ve Sherbenou, 2021). MM, genetik, epigenetik ve kromozomal degisikliklerle
ilgili ¢ok yonlii bir hastaliktir,. MM’da PI direncinin altinda yatan mekanizmalar
belirsizligini korumaktadir (Briinnert vd., 2019). PI direncinin altinda yatan ¢ok faktorlii
mekanizmalar bulunmaktadir. Bu mekanizmalar genetik mutasyonlar, kromozomal

instabilite, kopya sayis1 anomalileri ve kemik iligi mikrogevresi ile iligkilidir (Xu vd., 2019).

Protein doniisiimiiniin yaklasik %901 ubikitin-proteazom sistemi yoluyla gerceklesir
(Lecker vd., 2006). MM hiicreleri oldukga yiiksek miktarda antikor salgiladiklarindan yanlis
katlanmig veya kiimelenmis proteinleri proteazomal bozunma yoluyla imha etme yetenekleri
gelismistir. Normal plazma ve miyelom hiicreleri, uygun protein katlanmasini ve
dontisiimiinii saglamak i¢in katlanmamis protein yanitina (UPR) biiyiik 6l¢lide bagimhidir
(Park vd., 2020).

BTZ direncinin iistesinden gelmek i¢in , uzun siireli 20S CP inhibisyonu daha az direncli bir
antitimor yanit1 indiikleyeceginden daha az c¢apraz direng gosteren, CFZ gibi geri doniisii
olmayan inhibitorler kullanilmistir (Levin vd., 2016). BTZ tedavisi almis, niikkseden ve/veya
refrakter MM'li hastalarda Carfilzomibin inhibitor aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir
(Kumar vd., 2012).



BTZ ve CFZ arasinda paylasilan baglanma bdlgesine dayanarak, B5 alt birimindeki
PSMBS5 mutasyonlarinin PI direnci igin bir nokta oldugu tahmin edilmistir. BTZ ile
uyarlanmis MM hiicre hatlar1 B5 alt birimindeki PSMB5’de mutasyonlar oldugu
bildirilmistir (Barrio vd., 2019). MM hasta 6rneklerinde, proteazom mutasyonlari, Barrio ve
meslektaslar1 tarafindan kapsamli bir sekilde karakterize edilmistir. PSMB5'teki
mutasyonlar, yeni teshis edilen hastalarda %0.08 ile karsilastirildiginda, niiks eden
hastalarda %1,1 siklikta meydana gelmistir (Barrio vd., 2019). Katalitik ¢cekirdegin disindaki
mutasyonlar ayrica 20S alt birim genleri PSMA1, PSMB8 ve PSMB9, 19S alt birim geni
PSMDI proteazom diizenegi saperon PSMG2'de diisiik frekanslarda meydana gelir, ancak
bunlarin islevsel sonuglari bilinmemektedir (Kortiim vd., 2016). Proteazom asir
ekspresyonunun BTZ direncine aracilik edebilecegi varsayilirken, BTZ direngli primer MM
izerine yapilan bir ¢calisma, PSMBS dahil olmak iizere cogu proteazom alt biriminin asagi
regiile edildigini bulmustur. 20S alt birimi PSMAS3, BTZ direngli hastalarda yukari regiile
edilmistir ve MM hiicre hatlarinda asir1 eksprese edildiginde diren¢ kazandigi bildirilmistir
(Xu vd., 2019).

Proteazomun kendisinden bagimsiz diren¢ mekanizmalar1 da MM'de
desteklenmistir. PI'ler sitotoksik etkileri i¢in proteostazin bozulmasina dayandigindan, UPS
bozulmasina dayanabilecek daha az salgilayict bir duruma gecerek direng olusturabilirler.
X-box-protein 1 (XBP1), PC farklilagmasi igin kritik Oneme sahiptir ve UPR
diizenleyicisidir. XBP1 aktif formuna (Xbpls) PC'lerin ve MM hiicrelerinin proteostazi
korumasini saglayan Inositol gerektiren enzim la (Irela) tarafindan eklenir (Harnoss vd.,
2019). Leung-Hgesteijn ve meslektaslari, PI'ye direngli hasta 6rneklerinde IRE1a-Xbp1 yolu
azalan regiilasyonu bildirmislerdir (Leung-Hagesteijn vd., 2013).

PI direncinin daha genel bir farmakokinetik mekanizmasi, artan ila¢ taginimi
olabilmektedir. ilag akis pompalar1 veya ATP baglayici kaset (ABC) tastyicilari, ilaglari ve
bunlarin metabolitlerini hiicre i¢i bosluktan hiicre disi bosluga tasiyabilmektedirler (Besse
vd., 2018). Artan ilag taginimu, ilaglarin hiicre i¢i hedefleriyle etkilesime girmesini 6nleyerek
dirence yol acar. CFZ ve BTZ, ¢oklu ilag tasiyict p-glikoproteinin (MDR1) substratlaridir
(O’Connor vd., 2013). MDRI, PI tedavisine yanit olarak ifade seviyesinde artis ile
diizenlenir ve ayrica PI'ye uyarlanmis MM hiicre dizilerinde de tanimlanmistir. MDR1
inhibisyonu, MM hiicrelerini in vitro olarak PI'lere karsi yeniden duyarli hale getirmektedir,
ancak klinik olarak ¢ok fazla yan etki gostermektedir (Abraham vd., 2015). Bu nedenle,
farkli bir yaklagima ihtiya¢ vardir. Nima ile iligkili protein kinaz 2 (Nek2) birgok ABC



yolunu kontrol eder ve gesitli ¢aligmalar yoluyla PI direnci ile iligkilendirilmistir (Gu vd.,
2018).

2.5. Kanser-Testis Antijenleri

Kanser testis antijenleri (CTA), farkli histolojik kdkenli insan tiimorlerinde eksprese
edilen, ancak testis ve plasenta disinda normal dokularda olmayan, tiimorle iligkili genis bir
antijen ailesidir(Fratta vd., 2011). MAGE-AT1 olarak adlandirilan ilk CTA, MZ2-E, 1991
yilinda sitotoksik T lenfositleri tarafindan in vitro olarak taninan bir melanom tiimér antijeni
olarak tanimlanmistir (Van Der Bruggen vd., 1991). Daha sonra, Melanom hastalarinin
serumlarindan olusturulan bir rekombinant cDNA ekspresyon kiitiiphanesinin taranmast, iki
ozelligi paylasan yeni bir antijen ailesini ortaya ¢ikardi:

i) mRNA ekspresyonu testisle ve nihayetinde ¢ok az diger dokular ile siirliydi.

i) Timor gelisimi sirasinda aktive olan mRNA ekspresyonu mevcuttur (Aurriére

vd., 2021).

Daha sonra NY-ESO-1 ve SYCP1 genleri de kesfedildi(Tiireci vd., 1998). CTA {iretiminin
dokuya 06zel olmasi, mMRNA ekspresyon profillemesi yoluyla ek CTA genlerinin
tanimlanmasi i¢in ¢aligmalar yapilmistir. Biyoinformatik analizi, cDNA oligoniikleotid dizi
analizi ve temsili fark analizi gibi farkli teknikler kullanilarak CT genlerinin testis ve
kanserlere sinirl ekspresyonu, diger saglikli dokularada ekspresyonu yoktur. Bugiine kadar,
farkli teknikler kullanilarak farkli iiyelere ve ek varyantlarina sahip 100'den fazla CT gen
ailesi rapor edilmistir (Gordeeva, 2018). CTA'larin varligi yaygin olarak birkag¢ tiimorde
tanimlanir; bununla birlikte, tiimér tipleri arasinda degisken olabilir. Ornegin, lenfoma,
16semi, kolon ve pankreas tiimorlerinde diisiik CTA seviyeleri tespit edilirken, melanom,
yumurtalik ve akciger kanserlerinde yiiksek seviyeler bulunabilir. Belirli CTA genleri, timdr
tipine 0zgii ifadeler gdsterir; 0rnegin, melanom tiimdrlerinin %70'inin MAGE gen ailesinin
en az bir genini ifade ettigi bulunmustur (Jungbluth vd., 2005). CTA'lar orijinal olarak X-
kromozomu fiizerindeki genler tarafindan CT-X genleri olarak kodlananlar ve genler
otozomlar boyunca X-CT olmayan genler olarak dagilmis olanlar olarak siniflandirilmistir.
X-olmayan CT genleri, ya spermatogenez siirecinde ya da ACRBP (akrosin baglayici
protein), ADAMZ2, mayotik proteinler (SCP1, HORMADL1 ve SYCE) gibi spermatidlerde
islevsel olarak katkida bulunan proteinleri kodlar(Atanackovic vd., 2007). X olmayan
genlerin ¢ogu mayoz sirasinda veya sonrasinda aktive olur, ancak mayoz oncesi asamada
degil. Normal dokulardaki CT gen ekspresyon profillerine goére, bunlar ayrica dort gruba
ayrilabilir(Shires ve Van Wyk, 2018).
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e Birincisi, normalde testiste ve bazen de plasentada eksprese edilenlere 'testis kisith
genler' ad1 verilir.

e ikinci grup, merkezi sinir sisteminde (CNS) eksprese edilen genlerin yam sira
'testis/CNS-sinirli genler' olarak adlandirilan yetiskin erkek testislerini igerir.

e Uciincii grup, ifadeleri CNS disinda en fazla iki segici doku ile yetiskin erkek
testisinde bulunan genleri igerir; bunlar 'testis se¢ici genler' olarak bilinir.

o Testis/CNS secici genler' olarak adlandirilan dérdiincii grup, testis, CNS ve en fazla

iki ek dokuda eksprese edilen genleri igerir.

2.5.1. Kanser-Testis Antijenleri ve Spermatogenez

Germ hattinin  kontroliinden ve korunmasindan sorumlu olan CTA genleri,
spermatogenezde birgok kritik ve farkli fonksiyona sahiptir (Maxfield vd., 2015b).Bugiine
kadar CT genlerinin gametogenezdeki rolii tam olarak anlagilamamigstir, ancak gen
ekspresyonu ve nakavt calismalari bu genlerin farkli islevlerine 151k tutmaktadir
(Whitehurst, 2014). MAGE-AL ve NY-ESO-1 gibi bazi CT genlerinin, spermatogenezin
erken evrelerinde eksprese edildigi ve bu genlerin spermatogenezin baslamasina katkida
bulunabileceklerini bildirilmistir (Atanackovic vd., 2007; Whitehurst, 2014). Baz1 CT
proteinleri, spermatositlerden sperm iiretim asamalarina kadar olan spermatogenezin geg
asamalarinda tespit edilmistir (Gjerstorff vd., 2007). GAGE proteininin, Oct4+ primordial
germ hiicrelerinde bulundugu gibi esey hiicrelerinde kritik rol oynadig1 distiniilmektedir
(Gjerstorff vd., 2007). Ayrica, bir grup CTA geni iizerinde yapilan gen hedefleme
calismalar1, bu CTA'larm erkek dogurganhigi igin gerekli oldugunu gostermistir. Ornegin,
tek bir CTA'da eksik olan fareler, genellikle zayiflamis dogurganlik gdsterir (O’Donnell
vd., 2021). Spermatogenez, erkek testislerindeki seminifer tiibiillerde spermatozoa tireten
fizyolojik bir siirectir (Lie vd., 2013). Seminifer tiibiiller yapisal olarak iki boéliimden
olusur: kan/testis bariyeri (BTB) ile ayrilan bazal ve adluminal (Cheng vd., 2011). Bu
yapilar, testosteron hormonu iireten leydig hiicrelerini igeren bag dokulari tarafindan
korunur. Her Seminifer tiibiil epiteli, germ hiicreleri ve Sertoli hiicrelerinden olusur. Germ
hiicreleri bazal membranda bulunur ve spermatogenez veya spermatogonyal kok hiicreler
(SSC) igin progenitorler olarak kabul edilir. Bu SSC'lerin, mikro ortamdaki SSC'lerin
say1sini korumak veya spermatositlere ve daha sonra spermatidlere farklilagmak i¢in kendi
kendini yeniledigi diisliniilmektedir. Biiyiikk spermatogonia bazal membrana yakin
oldugunda, farklilasmig spermatidler limene yakin yerlestirildiginde, hiyerarsik yapilar

bazal kompartmanlarda gorsel olarak goriilebilir. Sertoli hiicreleri, dokulara fiziksel destek
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saglamalarinin yani sira spermatogenezde ilerleme ve farklilasma siirecini kolaylastiran
kritik roller iistlenirler. ilging bir sekilde Sertoli hiicreleri, protein ve lenfositler gibi biiyiik
molekiillerin istilasin1 6nlemek i¢in seminifer tiibiillerin iki bdlmesi arasinda BTB
bariyerini olusturur (Mita vd., 2011). Bu bariyer, mayoz I ve mayoz II dahil olmak tizere
spermatogenez olayini konake1 bagisiklik sisteminden uzakta 6zel bir mikro ortamda ayirir.

Boylece BTB, testiste bagisiklik ayricalik bolgesi verir (Lie vd., 2013).

2.5.2. Kanser-Testis Antijenlerinin Diizenlenmesi

CTA ifadesinin kontrol edildigi mekanizma, agikc¢a kanser gelisimini durdurmak i¢in
ifadelerinin nasil etkilenebilecegini anlamanin anahtaridir. Bu timdr antijenleri grubu
hakkinda ilging olan sey, promotdre 6zgii DNA metilasyonu gibi ortak bir birincil aktivasyon
ve baski mekanizmasini paylagmalaridir. Normal somatik dokularda CTA ekspresyonunun
baskilanmasiin, daha 1994 yilinda DNA metiltransferazlar (DNMT'ler) tarafindan
diizenlendigi bulunmustur (Shires ve Van Wyk, 2018). Sitozin-guanin diniikleotidlerinde
(CpG adalar1) DNMT'ler tarafindan DNA metilasyonu, metil-CpG baglayici proteinlerin bu
modifiye baz ciftlerine baglanmasina izin vererek gen susturulmasina neden olur ve
HDAC'ler gibi kromatin yeniden modelleme komplekslerinin ise alinmasina yol acar
(Laduron vd., 2004). Bu da, olduk¢a kompakt bir kromatin yapisi nedeniyle onemli
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini Onler. Bu tiir gen diizenlemesinin, yukarida
bahsedilen MAGE-A ailesi ve PRAME genleri dahil, simdiye kadar arastirtlan tim CTA'lar
icin gegerli oldugu gosterilmistir (Shires vd., 2021). Ciinkii baz1 CTA bazli immiinoterapi
kanser tedavileri, CTA ekspresyonunu arttirmanin ve immiinojenik saldirty1 iyilestirmenin
bir yolu olarak demetilasyon ajanlarinin eklenmesiyle gelistirilmektedir(Shires ve Van Wyk,
2018).

2.5.3. Kanser-Testis Antijenlerinin Kanser Hiicrelerindeki Rolii

Kanserler, germ hiicreleri ile birgok ortak ozelligi paylasir ve tiimor hiicrelerinde
germline genlerinin aktivasyonunun, tiimorigenezin itici giicii oldugu diigiiniiliir (Maxfield
vd., 2015a). CTA genlerinin kanser gelisimi ve baslangicindaki fonksiyonlarini belirlemek
icin son yillarda kapsamli arastirmalar yapilmistir ve ortaya ¢ikan veriler, timorlerde CTA
genlerinin yeniden ekspresyonunun kanserin merkezi 6zelliklerini verebilecegi fikriyle
tutarlidir. Mayoza 0zgli genler, spermatogenezin merkezi bir pargasi olan mayoz
boliinmenin indirgenmis bir ayrimini fizyolojik olarak modiile eden (meiCT genleri olarak)
olarak adlandirilan CTA genlerinin bir alt siifidir. MeiCTA genlerinin ¢ogu, saglikli

somatik hiicrelerde normalde sessizdir, ancak anormal aktivasyonlari, bu genlerin soma-
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germline gecisine katkisi veya onkojenik kromozom dinamiklerine katilimlar1 yoluyla
onkogenezi tetikleyebilir (Kalejs ve Erenpreisa, 2005). Greenberg ve ¢alisma arkadaslari,
normalde mayotik rekombinasyon diizenleyicileri olan MNDI1 ve HOP2'min, normal
telomeraz yoklugunda kanser hiicrelerinde temel roller oynadiginmi bildirdiginde, ortaya
c¢ikan yeni kanitlar kanser kromozomal dinamiklerinde meiCTA genlerinin 6nemli etkilerini
gostermektedir(Arnoult ve Karlseder, 2014). MND1-HOP2 proteinleri, kanserli hiicrelerin
alternatif bir telomer uzatma mekanizmasi kullanmasina yardimci olur. Ayrica, mayozise
O0zgii gen SYCP3'in ekspresyonunun ploidi degisikliklerini yonlendirdigi ve kanser
hiicrelerinde kromozomal ayrismay1 dogrudan etkiledigi bulunmustur(Hosoya vd., 2012).
Bununla birlikte, protein SYCP3'iin mitozdaki anormal varligi, bir timor baskilayici
rekombinasyon diizenleyicisi olan BRCA2'nin islevini bozarak rekombinasyonu bozar.
Kanser hiicrelerinin  ilerlemesinde  mayotik rekombinasyon  diizenleyicilerinin
aktivasyonunun roliine iligkin diger ornekler: RADS51 ve onun ortologu DMCl'in
glioblastomada aktive edildigi, proliferatif potansiyelleri destekledigi bulunmustur (Rivera
vd., 2015). Siirekli biiyiime, ¢ogalma ve hayatta kalma sinyallerini yoneten hiicre dongiisii
mekanizmasinin bozulmasindan kaynaklandigi bulunan tiim kanser hiicrelerinin temel bir
ozelligidir. Birgok CT geninin kanser hiicresi biiyliimesi ve ilerlemesinde 6nemli roller
oynadig1 tespit edilmistir. Ornegin, calisma, SSX2 CT gen ekspresyonundan yoksun
melanom kanser hiicrelerinin hiicresel proliferasyonu biiyiik 6l¢iide azalttigini gostermistir
(Taylor vd., 2005). MAGE proteinleri, temel tiimor baskilayici P53' baglayan ve diizenleme
islevi goren fonksiyonel olarak iyi karakterize edilmis CTA'lardir. Melanom hiicrelerinde
MAGE-A, MAGE-B ve MAGE-C proteinlerinin yikim deneyleri, p53 aktivitesinde ve
apoptozda 6nemli bir artig gosterdi (Yang vd., 2014). Ayrica, gesitli kanser hiicrelerinde
apoptotik direncin, GAGE benzeri CT gen ailesinin (GAGE ve PAGE) iiyeleri tarafindan
indiiklendigi bulunmustur. GAGE-7, ¢esitli apoptotik ajanlara yanit olarak, apoptozu inhibe
eder (Bode vd., 2014; D. Wang vd., 2022). Bununla birlikte, PAGE4 yikiminin timor
bliyiimesini durdurdugu gosterilmistir(Kulkarni ve Uversky, 2017). Metastaz, EMT ile
baglantili oldugu diisiiniilen kanser hiicrelerinin bir 6zelligidir. Bu siireg, epitel hiicrelerinin
baz1 Ozelliklerini (hiicre-hiicre yapigmasi ve hiicre polaritesi gibi) kaybetmelerine ve
hareketlilik ve istila potansiyellerini artirmalarma izin verir. Ilging bir sekilde, bazi
caligmalar CT genlerinin iyi huylu malignitelerde (metastatik olmayan) nadiren eksprese
edildigini bulmugtur. CT genlerinin metastazdaki fonksiyonel rollerinin bir gdstergesi
olabilir. GAGE proteinlerinin metastaz ve istiladaki dogrudan etkisi belirsizligini koruyor

olsa da, bu proteinlerin go¢ eden germ hiicrelerinde ve ayrica metastatik melanomda
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varligimin, go¢ siireclerine katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Ayrica, melanom hiicre

dizilerinde GAGE proteininin yikilmasi, metastatik 6zelliklerini nemli 6lgiide azaltt1.

2.5.4. CTA’larn Islevleri

CTA-X'in hem germ hatt1 dokularinda hem de tiimoérlerde biyolojik rolii tam olarak
anlasilamamistir (Hofmann vd., 2008). Son ¢alismalar, CTA’nin insan tiimorijenezinde rol
oynayabilecegine dair bazi kanitlar saglamistir. Simdiye kadar CTA-X'in isleviyle ilgili
birka¢ sonug ortaya ¢ikmis olsa da, X olmayan CTA'nin ¢ogu evrim sirasinda korunur ve
spermatogenez ile dollenmede bilinen 6nemli rollere sahiptir (Caballero ve Chen, 2009).
Ozellikle, tiim CT antijenleri, normal dokulardaki erkek germ hiicreleriyle kesinlikle sinirli
degildir. Bazilar1 ayrica testis kisitli (sadece testis), testis segici (testis ve en fazla 2 ek doku)
veya testis/beyin kisitli (testiste ve merkezi sinir sisteminde ifade edilir) olarak
smiflandirilabilir (Parmigiani vd., 2008). Testis disindaki sinirli sayida normal dokuda bazi
CT antijenlerinin ekspresyonunun, antijenik ozelliklerini nasil etkiledigi ve terapotik
hedefler olarak potansiyelleri biiyiik 6l¢iide ¢6ziilmemis olarak kalmaktadir (Gjerstorff vd.,
2015).

26. MM’daCTA

CTA ekspresyonunun kanser progresyonu ile gii¢lii iliskisine ragmen, bu proteinlerin
kanser gelisimindeki kesin rolii hala net degildir; bu kismen, arastirma c¢abalarini
karmasiklastiracak bir CTA kademesinin olasi kiimiilatif etkilerinden kaynaklantyor olabilir.
MAGE proteinlerinin, o6zellikle MAGE-C1 ve MAGE-A3/A6'nin MM'nin malign
fenotipindeki rolii birkag grup tarafindan arastirilmistir(Bode vd., 2014). Kisa sag tokasi (Sh)
veya kisa enterferans yapan (Si1) RNA molekiilleri ile MM hiicre hatlarinda gen ekspresyonu
yikim yaklagimlar1 kullanilarak, bu 6zel MAGE antijenlerinin hiicre dongiisii aktivasyonu
ve anti-apoptotik siireglerle iliskili oldugu gosterilmistir(Taylor vd., 2005). Bu proteinlerin
yikilmasi (%70-80 inhibisyon) dogrudan proliferasyon oranlarinin artmasina yol agmazken,
sonuglar CTA'larin G1-S hiicre dongiisii gecisini destekledigini gostermistir (Jungbluth vd.,
2005). Siklin D'nin CTA'lar tarafindan dogrudan aktivasyonu heniiz rapor edilmemis olsa
da, MAGE-C2'nin melanom hiicre dizilerinde G1-S ilerlemesinde yer alan bir bagka anahtar
hiicre ici siklin E seviyelerini arttirdigi ve hiicreleri gecise tesvik ettigi gosterilmistir
(Atanackovic vd., 2010). insan MM hiicre dizilerindeki bu MAGE proteinlerinin anti-

apoptotik etkilerinin, pro-kaspaz 12'ye baglanma ve bunun boliinmesini ve aktivasyonunu

14



onleme yoluyla ER stres yanit1 apoptotik yolunun inhibisyonu yoluyla meydana geldigi
bildirilmistir (Shires ve Van Wyk, 2018). Malign bir fare modelinde, MAGE-A3'lin pro-
kaspaz 12'ye baglanmasimin, hiicre Olimiini tetikleyen kaspaz kaskadmin azalan
aktivasyonunu dogrudan 6nledigi gosterilmistir (Atanackovic vd., 2010). Ayrica MAGE A,
B ve C ailelerinin iiyelerinin, E3 ligaz TRIM28'e baglanarak ve protein bozunma
aktivasyonu yoluyla p53'in baskilanmasini artirarak melanom ve kolon kanseri hiicre
dizilerinde apoptozu baskiladig1 gériilmektedir (Doyle vd., 2010).

Diger 6nemli MM CTA'larin islevleri heniiz MM'de dogrudan dogrulanmazken, MM
patogenezindeki rollerine 151k tutabilecek diger malignitelerde PRAME ve SSX islevleri
arastirilmigtir(Madissoon vd., 2014). Hepatoseliiler karsinom hiicre dizilerinde, hiicre
dongiisii aktivasyonunun (G1-S faz ilerlemesi) yani sira anti-apoptotik potansiyel gosterir
ve fare modellerinde artan timor biiylimesini destekledigi gosterilmistir(Zhu vd., 2018).
SSX yikim g¢aligmalari, ERK'nin fosforilasyonunun azaldigin1 ve c-MYC ekspresyonunun
azaldigin1 gosterdi, bu da melanom hiicrelerinde bu yolu aktive etmedeki roliini
gostermektedir (Madissoon vd., 2014). SSX antijenleri, iskelet boyunca coklu litik
lezyonlarla (hastalifin yayilmasi) iliskili olan gelismis MM'de eksprese edildiginden,
yapigsmanin azalmasi MM patogenezinde adezyon molekiillerinin ekspresyonunu azaltarak
onemli bir rol oynayabilir (Taylor vd., 2005; van Duin vd., 2011).

Dogrudan MM hiicre hatlar1 iizerinde yapilan c¢aligmalarin sayist simdiye kadar
sinirli olmakla birlikte hem hiicre dongiisii ilerlemesini hem de hiicre sagkalimini tegvik
etmede coklu CTA'larin dahil oldugu gorilmektedir. MM patogenezinin ayirt edici
ozellikleri ile ilgili olarak, kanitlar CTA'larin siklin fonksiyonlarini tesvik etmede ve ayrica
p53 ekspresyonunu azaltmada ve kaspaz kaskad: inhibe etmede rol oynadigim
gostermektedir. CTA'larin malign fonksiyonlar1 da spermatogenez siirecinde gozlenenlere

¢ok benzer goriinmektedir (Colombo vd., 2015).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MM Hiicrelerinin Kiiltiirii

Insan MM hiicre hatlar1 olan RPMI 8226 ve U266 TUBITAK 117383 Numarali proje
kapsaminda ATCC’den temin edilmistir. MM hiicreleri RPMI 1640, %50 units/mL
Penicillin/ Streptomisin ve inaktif edilmis %10’luk Fetal Bovine Serum (FBS) igeren hiicre
kiiltiirti ortaminda ¢ogaltilmistir. Hiicre kiiltiirleri, 37°C, %5’lik CO2 ortamda tutulmustur.
Haftada iki kez, steril kabin icerisinde 1x10° hiicre/ml miktarda seyreltilerek pasajlari
yapilmistir (boliinme siiresi 50-70 saat). Ayrica, MM hiicre hatlarinin ileride yapilacak olas1
calismalar sebebiyle saklanmasi igin 5x10° hiicre, %70 RPMI1640, %20 FBS ve %10

DMSO’dan olusan sogutulmus soliisyon igerisinde -80°C’de muhafaza edilmektedir.

3.2.  CFZ Direngli MM Hiicre Serilerinin Olusturulmasi

CFZ Direngli RPMI 8226 ve U266 hiicrelerin olusturulmasinda kullanilan CFZ (PR-
171), Sellekchem (S 2853) Firmasindan steril olarak 99.75% saflikta, 10 mg’lik toz halinde

satin alinmistir ve steril DMSO ile ¢oziilmiistiir.

3.2.1. MTT Analizi

CFZ direncli RPMI 8226 ve U266 hiicreleri CFZ muamelesine baslamadan 1 giin
once pasaj yapilmadan taze besiyeri ile beslenmistir. Hiicreleri sayabilmek ig¢in Tripan
mavisi testi uygulanmigtir. Canli hiicrelerin boyay1 almayip, 6lii hiicrelerin boyay1 almasi
esasina dayanan yontemde canli ve 6lii hiicreler Thoma lami kullanilarak ml’deki hiicre
sayis1 hesaplanmistir. CFZ direngli RPMI 8226 ve U266 hiicreleri 40.000 hiicre/ul miktarda
96 kuyucuklu plakalara yerlestirilmis ve farkli dozlarda CFZ ile 72 saat inkiibe edilmistir.
Kontrol hiicrelere %1 konsantrasyonunu gegmeyecek ve toksik etki gdstermeyecek sekilde
DMSO (CFZ ¢oziiciisii oldugu i¢in ayni oranlarda kullanilmistir) muamelesi yapilmigtir.
Belirlenen zaman zarfinin sonunda hiicreleri iceren kuyucuklara ve Blank olarak kullanilan
hiicre igermeyen besiyerine 10 ul MTT ajan1 konulmus ve 4 saat 37 °C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonu takiben kuyucuklara 100ul MTT lizis soliisyonu eklenmis ve 37 °C’de gece
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Ertesi sabah spektrofotometrede (Thermo Fischer) 570
nm ve 690 nm dalga boylarinda olgiilmiistiir. Tiim deneyler 3 veya 4 tekrarli olarak
yapilmistir.  Hiicre canliligi yiizdesi hesaplanirken, 570 nm dalga boyunda okunan ii¢
tekrarli degerlerin ortalamasi alinarak her bir konsantrasyona ait degerden ¢ikarilmigtir

(690nm- 570nm). Daha sonra, kontrol ve diger dozajlardaki iiclii tekrarlarin ortalamasi
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alinmistir. Kontrole ait deger 100% alinarak, diger dozajlarin yiizdesi hesaplandi ve hiicre

canlilig1r bulunmustur.

3.2.2. CFZ Direncli MM Hiicre Serlerinin Olusturulmasi

CFZ direngli RPMI 8226 ve U266 hiicrelerin olusturulmasi ¢alismalarinda RPMI
8226 ve U266 hiicreleri en az ti¢ farkli zamanda 72 saat siireyle CFZ’e maruz birakilarak
CFZ IC2s.80 degerleri hesaplanmisgtir (Tablo 3.1.). CFZ IC degerleri belirlendikten sonra,
RPMI 8226 ve U266 hiicreleri ilk olarak IC30 dozlar1 ile 24 saat muamele edilmistir. lgili
CFZ dozu (RPMI 8226 igin 24,06 nM; U266 i¢in 11,26 nM) ile 24 saat inkiibasyonun
ardindan hiicreler 200g’de santrifiij edilerek ilacl besiyeri uzaklastirilmis ve hiicreler taze
besiyerine alinmistir. CFZ’e maruz birakilan hiicreler kendilerini toparladiklart ve
cogalmaya bagladiklar1 zaman basamak basamak artan CFZ’in iist konsantrasyonlarina
maruz birakilmis boylece CFZ direncli hiicreler elde edilmistir. Deneylerde kullanilmadan
once CFZ direngli hiicreler iki kez ilagsiz ortamda pasajlanmistir. CFZ hassas (parental)
RPMI 8226 ve U266 hiicreler ise CFZ direngli RPMI 8226 ve U266 hiicrelerine uygulanan
CFZ igerigindeki DMSO miktar1 uygulanarak elde edilmistir. CFZ ile muamele edilen
hiicrelerde direng olusup olusmadigini belirlemek amaciyla Direng Katsayis1 (Resistance
Index) belirlenmistir. Diren¢ Katsayis1 = Direngli Hiicre Hatt1 CFZ IC50 / Parental Hiicre
Hattt CFZ 1C50 seklinde hesaplanmistir (Coley, 2004; Govindan vd., 2015; Zuo vd., 2015).

Tablo 3.1. CFZ ile muamele edilen RPMI 8226 ve U266 hiicrelerinde inhibitor
konsantrasyon (IC) degerleri

IC Degerleri RPMI 8226 U266

IC2s 18,777 nM 7,421 nM
ICs0 24,064 nM 11,267 nM
ICss 29,350 nM 15,113 nM
1Cs0 34,637 nM 18,960 nM
(o713 39,923 nM 22,806 nM
ICs0 45,210 nM 26,652 nM
ICe0 55,783 nM 34,345 nM
IC70 66,356 nM 42,038 nM
ICso 76,929 nM 49,731 nM
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3.3.  RNA izolasyonu ve qPCR Calismalar1

3.3.1. RNA izolasyonu ve Kantitasyonu

CFZ direngli ve hassas RPMI 8226 ve U266 hiicrelerinden total RNA izolasyonu
NucleoZOL reaktifi kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu amagcla 1.5x10% CFZ direngli ve
hassas RPMI 8226 ve U266 hiicreleri DNaz ve RNaz i¢cermeyen eppendorf tiiplerine
konulmustur. PBS ile yikanan hiicrelerin iizerine 500 pl NucleoZOL ve 200 ul RNaz/DNaz
icermeyen su eklendikten sonra tiipler 15 saniye kuvvetlice ¢alkalandi ve oda sicakliginda 5
dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben tiipler 12000 g de 15 dakika santrifiij edilmis
ve 500 ul siipernatant yeni eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Tiiplere aktarilan siipernatantin
lizerine 500 pl izopropanol ilave edilmis ve oda sicakliginda 10 dakika bekletilmistir. Daha
sonra, tiipler 12000 g de 10 dakika santrifiij edilmistir. Stipernatant atilmis ve 500 pl %75’lik
Etanol eklenmistir. Tiipler 8000 g’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant atilmis ve
pellet kurumaya birakilmistir. Kuruduktan sonra tiiplere 30 pul DNaz /RNaz icermeyen Su
ilave edilmistir. Elde edilen RNA’larin miktar ve safliginin belirlenmesi i¢in Epoch
mikroplaka spektrofotometre okuyucusu Take3 plakasi ile kullanilmistir. Coziilmiis RNA
orneginden 2 pl alinip, 0,2ml’lik steril eppendorf tiip icinde son hacim 4 pl olacak sekilde
DNaz/RNaz igermeyen su ile tamamlanmistir. Spektrofotometrede OD260 ve OD280
degerleri olgiildii. OD260 ve OD280 degerlerinin oram1 hesaplanarak RNA’nin saflig

belirlenmistir.

3.3.2. cDNA Sentezi

CFZ direngli ve hassas RPMI 8226 ve U266 hiicrelerinden elde edilen total
RNA’lardan 1pG/pl konsantrasyonunda olmak {izere ¢cDNA’lar {iretici firma tarafindan
saglanan IScript Reverse Transkiripsiyon kit (BioRad) protokoliine uygun olarak elde
edilmistir. cDNA sentezi sirasinda NYX Technik Apollo ATC 201 cihazi kullanilmistir.

3.3.3. Kantitatif Es-Zamanh PCR ve Istatiksel analiz

CFZ direncli ve hassas hiicrelerde MAGE-C1, MAGE-C2, MAGE-A3, COX6B2,
KIAA0100, LDH-C4 ve SPATA19 mRNA ekspresyonlarinin kantitasyonu SYBR Green
floresans boyasi (Roche) ve Roche LightCycler® 480 II kullanilarak yapilmistir. ilgili
genlere 6zgli primerler, Pearl programi kullanilarak tasarlanmis ve primer dizilimlerinin
ozgiinliigii Primer Blast (NCBI) programi kullanilarak incelenmistir. Ilgili genlere 6zgii

tasarlanan primerlerin dizileri Tablo 3.2°de belirtilmistir. ilgili genlere 6zgii tasarlanan
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primerlerin Tm derecesi Gradient PCR ile tayin edilmis ve 60 °C olarak bulunmustur (Sekil
3.1). gPCR reaksiyonu 10 pl toplam hacimde, LightCycler 480 SYBR Green I master mix 5
ul, 0,5 ul forward primer, 0,5 pl revers primer, 1 pl cDNA ve dH20’u igermistir. gPCR
reaksiyonu toplam 45 dongili olmak {lizere 95°C’de 10 sn denatiirasyon, 60°C’de 15 sn
annealing ve 72°C’de 10 sn uzama seklinde gerceklestirilmistir. Primer dimerizasyonu ise
Roche LightCycler® 480 II’in melting temperature 6zelligi kullanilarak kontrol edilmistir.
Ilgili genlerin mRNA ekspresyon seviyeleri hipoksantin guanin fosforiboziltransferaz
(HPRT)’e gore normalize edilmistir. Bagil mRNA ifade degisiklikleri 2-ACt esik yontemi

kullanilarak degerlendirilmistir.

En az {i¢ farkli zamanda yapilan deneyler sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel
analizinde Graphpad Prism 6 for Windows® paket Programi kullanilmistir. Verilerin
istatistiksel degerlendirilmesi sirasinda bir parametre agisindan iki grup arasindaki anlamli
farklarin belirlenmesinde bagimsiz 6rneklem Student (unpaired) t-test ve bir parametre
arasindaki anlamli farklarin belirlenmesinde One Way Anova-posthoc (Tukey)

kullanilmistir. p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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SPATA19-LDHC4-KIAA0100-FATE-COX6B2-MAGECI1-MAGEC2-MAGEA3-HPRT

SPATA19-LDHC4-KIAA0100-FATE-COX6B2-MAGEC1-MAGEC2-MAGEA3-HPRT

SPATA19-LDHC4-KIAA0100-FATE-COX6B2-MAGEC1-MAGEC2-MAGEA3-HPRT

SPATA19-LDHC4-KIAA0100-FATE-COX6B2-MAGEC1-MAGEC2-MAGEA3-HPR1

Sekil 3.1. MAGE-C1, MAGE-C2, MAGE-A3, LDH-C4, COX6B2, FATE1, KIAA0100 ve
HPRT primerlerinin Gradient PCR ile Tm derecelerinin tayin edilmesi
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Tablo 3.2. Ilgili genlere 6zgii tasarlanan primerlerin dizileri, uzunluk ve Tm deger bilgileri

Tlgili Genler Primer

Uzunlugu | Tm (°C)

KIAA0100 F | GGAAGGGGCTGTGGATACCT 20 60°C
R | GACCCGTTGCTTCTTCTCACTA 22

COXB2 F | AGTGGGTGGAGACCAGAGA 19 60°C
R | ATGGTGAGGGCGTTAGAAA 19

LDH-C4 F | GGAACGGATTCAGATAAGGAAC 22 60°C
R | CAGTCCAATAGCCCAAGAGG 20

SPATA1L9 F | TAGAGGAGAGAACACGAATCC 21 60°C
R | CTTCGTCTCACCTGCTCTATT 21

MAGE-C1 F | AAGTGGACCCTGATGACTCC 20 60°C
R | AGAATCAGGAGGCGGTTCTG 20

MAGE-C2 F | CCAGAAAGGGGAGGATACAGG 21 60°C
R | GGAGCAGGAACTCCACTAACTC 22

MAGE-A3 F | AGCCTCCCCACTACCATGAA 20 60°C
R | ACTCCAGGTCAGGGAAGGTG 20
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. CFZ Direngcli Hiicrelerin Olusturulmasi

RPMI 8226 ve U266 hiicre serilerinden CFZ direngli RPMI 8226 ve U266 hiicre
serilerinin olusturulmasi yaklasik 15 ay siirmiistiir. Bu siire boyunca CFZ ile muamele edilen
RPMI 8226 ve U266 hiicrelerinde hiicre canlilig1 yiizdesinin ve CFZ IC degerlerinin
hesaplanmasinda MTT analizi kullanilmistir. CFZ direngli MM hiicreleri, parental
hiicrelerin (buradan sonra CFZ hassas olarak bahsedilecektir) artan konsantrasyonlarda CFZ
ile muamele edilmesiyle olusturulmustur. i1k olarak, RPMI 8226 ve U266 hiicrelerinde CFZ
IC30 degerinin uygulanmasi1 ile diren¢ olusturulmaya baslanilmistir. Daha sonraki
asamalarda oli hiicreler uzaklastirilmis ve sag kalan canli hiicrelerle asama asama CFZ
konsantrasyonu arttirilarak devam edilmistir. Uygulanan konsantrasyonlar Tablo 2.1°de
belirtilmistir. RPMI 8226 ve U266 hiicrelerinde sirasiyla ICgo (76,92 nM) ve IC7o (42,03 nM)
konsantrasyonlarindan daha yiiksek konsantrasyonlar uygulandiginda hiicrelerin ¢cogunlugu
oldigi i¢in CFZ uygulamasi bu konsantrasyonlarda durdurulmustur. Asama asama ilag
uygulanmasi sonucunda elde edilen direncli hiicreler deneylerde kullanilmaya baslanmadan
once en az iKi kez ilagsiz besiyerinde pasajlanmistir. Yapilan MTT analizi sonuglarina gore
CFZ hassas ve CFZ direngli RPMI 8226 ve U266 hiicre hatlarinda uygulanan CFZ dozajlari
ile hiicre hayatta kalma egrileri Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.”de gosterilmistir.

100 mm RPMI 8226 Hassas
mm RPMI 8226 Direncli
S
hud
=
= 50
=
v+
QO
0
0 20 30 40 50 60 70 80 100 120 140 160
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Sekil 4.1. CFZ hassas ve CFZ direngli RPMI 8226 hiicrelerinde artan CFZ
konsantrasyonlarina kars1 azalan hiicre canliligt
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Sekil 4.2. CFZ hassas ve CFZ direngli U266 hiicrelerinde artan CFZ konsantrasyonlarina
kars1 azalan hiicre canliligi

4.1.2 CFZ Direncli Hiicrelerde Diren¢ Katsayisimmn ve MDR1 Gen EKkspresyon

Seviyesinin Belirlenmesi

CFZ direngli RPMI 8226 hiicreleri i¢in Diren¢ Katsayisi, 4 farkli zamanda yapilan
MTT analizi sonuglarmin Microsoft Excel Programi’nda hesaplanmast ile bulunmustur. Bu
4 farkli ICso degerlerinin ortalamasi alinarak RPMI 8226 hiicreleri i¢in Direng Katsayis1 2.26
kat olarak belirlenmistir (Sekil 4.3.). U266 hiicreleri i¢in Direng Katsayisi, 3 farkli zamanda
yapilan MTT analizi sonuglarinin Microsoft Excel Programi’nda 1Cso degerlerinin
hesaplanmas1 ve bu degerlerin ortalamasi alinarak bulunmustur. U266 hiicreleri i¢in Direng

Katsayis1 5.9 kat olarak belirlenmistir (Sekil 4.4.).

Yapilan ¢aligmalar, CFZ direngli MM hiicrelerinde direng gelisim mekanizmalarindan biri
olan ABCB1/p-glikoproteini’nin asir1 ifade edildigini bildirmektedir (Besse vd., 2018;
Hawley vd., 2013)). Bu nedenle, CFZ direngli RPMI 8226 ve U266 hiicrelerinde MDR1/p-
glikoprotein geninin ekspresyon diizeyi gPCR ile belirlenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda ii¢
farkli zamanda CFZ hassas ve direngli RPMI 8226 ve U266 hiicrelerinden RNA izole edip,
elde edilen RNA’lar cDNA’a doniistiiriilmiistiir. qPCR sonuglarina gore, CFZ hassas RPMI
8226 ve U266 hiicrelerine kiyasla CFZ direngli RPMI 8226 ve U266 hiicrelerde MDR1
mRNA seviyesinin arttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.5. ve 4.6.).
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Sekil 4.3.CFZ hassas ve CFZ direngli RPMI 8226 hiicrelerinde CFZ IC50 oranlarinin
karsilastirilmast
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0 .

Sekil 4.4.CFZ hassas ve CFZ direngli U266 hiicrelerinde CFZ IC50 oranlarinin
karsilastirilmasi
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Sekil 4.5.CFZ hassas ve direngli RPMI 8226 hiicrelerinde MDR1 mRNA kat degisimi
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Sekil 4.6.CFZ hassas ve direng¢li U266 hiicrelerinde MDR1 mRNA kat artis1

4.2. CFZ Direngli MM Hiicrelerinde CTA Genlerinin Ekspresyon Diizeylerinin

Belirlenmesi

CFZ direngli MM hiicrelerinde CTA genlerinin ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi
amaciyla; CFZ hassas ve CFZ direngli U266 ve RPMI 8226 hiicrelerinde MAGE ailesi
tiyelerinden daha 6nce MM hiicrelerinde ve hastalarinda ekspresyonlar1 ve fonksiyonlari
calisilan MAGE-C1, MAGE-C2 ve MAGE-A3; mitokondri iizerinde etkili oldugu rapor
edilen COX6B2, KIAAQ0100, LDH-4 ve SPATA19 g-PCR ile calistlmustir. ilgili genlerin

mRNA ekspresyon seviyeleri HPRT’ e gore normalize edilmistir.
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4.2.1. MAGE-C1 Geninin Ekspresyon Diizeyi

CFZ hassas ve CFZ direngli U266 hiicrelerinde MAGE-C1 geninin ekspresyonu tespit

edilememistir.

MAGE-C1 geninin ekspresyon diizeyi CFZ hassas ve CFZ direngli RPMI 8226
hiicrelerinde incelendiginde, CFZ hassas hiicrelere kiyasla direngli hiicrelerde MAGE-C1
mRNA diizeyinde anlamli azalma tespit edilmistir (p<0.0001). MAGE-C1 mRNA Kkat
degisimi Sekil 4.7.°de gosterilmisti. MAGE-C1 mRNA kat degisimi asagidaki
formiilasyonda belirtildigi iizere hesaplanmis, CFZ hassas hiicrelere kiyasla CFZ direngli

RPMI 8226 hiicrelerinde 103 kat azaldig: tespit edilmistir.

Normal B 1

= =1 k 1 :
Direnc _ 0,0097 03,09 kat azalmistir
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Sekil 4.7. CFZ hassas ve CFZ direngli RPMI 8226 hiicrelerinde MAGE-C1gen ekspresyon
diizeyindeki kat azalist

4.2.2. MAGE-C2 Geninin Ekspresyon Diizeyi

MAGE-C2 geninin ekspresyon diizeyleri CFZ hassas ve CFZ direngli U266 ve RPMI
8226 hiicrelerinde incelendiginde, CFZ hassas hiicrelere kiyasla direngli hiicrelerde MAGE-
C2 mRNA diizeylerinde anlamli azalma tespit edilmistir (p<0.0001). MAGE-C2 mRNA kat
degisimi Sekil 4.8.ve 4.9.°da gosterilmistir. MAGE-C2 mRNA kat degisimi asagidaki
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formiilasyonda belirtildigi lizere hesaplanmis, CFZ hassas hiicrelere kiyasla CFZ direncli

U266 ve RPMI 8226 hiicrelerinde sirasiyla yaklasik 6 kat ve 7 kat azaldig: tespit edilmistir.
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Sekil 4.8. CFZ hassas ve CFZ direngli U266 hiicrelerinde MAGE-C2gen ekspresyon
diizeyindeki kat azalis1
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Sekil 4.9. CFZ hassas ve CFZ diren¢li RPMI 8226 hiicrelerinde MAGE-C2 gen
ekspresyon diizeyindeki kat azalisi

Normal _ 1
Diren¢  0,1368

MAGE — C2mRNA Kat Degisimi = 7,30 kat azalmistir.
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4.2.3. MAGE-AS3 Geninin Ekspresyon Diizeyi

MAGE-AS3 geninin ekspresyon diizeyleri CFZ hassas ve CFZ direngli U266 ve RPMI
8226 hiicrelerinde incelendiginde, CFZ hassas hiicrelere kiyasla direncli hiicrelerde MAGE-
A3 mRNA diizeylerinde anlamli azalma tespit edilmistir (p<0.0056) (p<0.0002). MAGE-
A3 mRNA kat degisimi Sekil 4.10. ve 4.11.de gosterilmistir. MAGE-A3 mRNA Kkat
degisimi asagidaki formiilasyonda belirtildigi lizere hesaplanmis, CFZ hassas hiicrelere
kiyasla CFZ direngli U266 ve RPMI 8226 hiicrelerinde sirasiyla 1,6 kat ve 5,2 kat azaldigi

tespit edilmistir.

*k

1.59 }—

1.0

0.5

MAGE-A3 mRNA Kat Degisimi
_|

0.0 .

Sekil 4.10. CFZ hassas ve CFZ direngli U266 hiicrelerinde MAGE-A3 gen ekspresyon
diizeyindeki kat azalis

Sekil 4.10.

Normal _ 1

MAGE — A3 mRNA Kat Degisimi -
m At LeBtM T rene — 0,6381

= 1,567 kat azalmistir.
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MAGE — A3 mRNA Kat Degisimi = 5,227 kat azalmistir.

Diren¢ _ 0,1913

4.2.4. COX6B2 Geninin Ekspresyon Diizeyi

Mitokondri lizerinde etkili olan CTA’lardan COX6B2 geninin ekspresyon diizeyleri CFZ
hassas ve CFZ direngli U266 ve RPMI 8226 hiicrelerinde incelendiginde, CFZ hassas
hiicrelere kiyasla direngli hiicrelerde COX6B2 mRNA diizeyinde anlamli azalma tespit
edilmistir (p<0.0001) (p<0.002). COX6B2 mRNA kat degisimi Sekil 4.12. ve 4.13.°de
gosterilmigtir. COX6B2 mRNA kat degisimi asagidaki formiilasyonda belirtildigi iizere
hesaplanmis, CFZ hassas hiicrelere kiyasla CFZ direngli U266 ve RPMI 8226 hiicrelerinde
1,66 kat ve 17,5 kat azaldig1 tespit edilmistir.

29



-

o
]
*

-
o
1

o
o
1

COX6B2 mRNA Kat Degigimi

o
o

Sekil 4.11. CFZ hassas ve CFZ direngli U266 hiicrelerinde COX6B2 gen ekspresyon
diizeyindeki kat azalis1

Normal 1
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Sekil 4.12. CFZ hassas ve CFZ direngli RPMI 8226 hiicrelerinde COX6B2 gen ekspresyon
diizeyindeki kat azalisi

Normal 1

= = 17,54 kat azalmistir.
Diren¢ 0,057 at azdimishir

COX6B2 mRNA Kat Degisimi
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4.2.5. KIAA0100 Geninin Ekspresyon Diizeyi

CFZ hassas ve CFZ direngli U266 hiicrelerinde mitokondride etkili KIAA0100

geninin ekspresyonu tespit edilememistir.

CFZ hassas ve CFZ direngli RPMI 8226 hiicrelerinde KIAA0100 geninin ekspresyon
diizeyleri incelendiginde, CFZ hassas hiicrelere kiyasla direngli hiicrelerde KIAA0100
mRNA diizeyinde anlamli azalma tespit edilmistir (p<0.0011). KIAA0100 mRNA Kkat
degisimi Sekil 4.14.°de gosterilmistir. KIAA0100 mRNA kat degisimi asagidaki
formiilasyonda belirtildigi iizere hesaplanmis, CFZ hassas hiicrelere kiyasla CFZ direngli

RPMI 8226 hiicrelerinde 1,9 kat azaldig: tespit edilmistir.
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Sekil 4.13. CFZ hassas ve CFZ direngli RPMI 8226 hiicrelerinde KIAA0100 gen
ekspresyon diizeyindeki kat azalisi

Normal B 1
Direnc  0,5229

KIAA0100 mRNA Kat Degisimi = 1,912 kat azalmistir.

4.2.6. LDH-C4 Geninin Ekspresyon Diizeyi

LDH-C4 geninin ekspresyon diizeyleri CFZ hassas ve CFZ direngli U266 ve RPMI
8226 hiicrelerinde incelendiginde, CFZ hassas hiicrelere kiyasla direncli hiicrelerde LDH-
C4 mRNA diizeyinde anlamli azalma tespit edilmistir (p<0.003) (p<0.0206). LDH-C4
mRNA kat degisimi Sekil 4.15. ve 4.16.’de gosterilmistir. LDH-C4 mRNA kat degisimi
asagidaki formiilasyonda belirtildigi lizere hesaplanmis, CFZ hassas hiicrelere kiyasla CFZ
direngli U266 ve RPMI 8226 hiicrelerinde 1,9 kat ve 2,8 kat azaldig tespit edilmistir.
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Sekil 4.14. CFZ hassas ve CFZ direngli U266 hiicrelerinde LDH-C4 gen ekspresyon
diizeyindeki kat azalisi
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Sekil 4.15. CFZ hassas ve CFZ direngli RPMI 8226 hiicrelerinde LDH-C4 gen ekspresyon
diizeyindeki kat azalisi

Normal 1

= = 2,812 kat azalmistir.
Diren¢  0,3556 at azdimishir

LDH — C4 mRNA Kat Degisimi

32



4.2.7. SPATAI9 Geninin Ekspresyon Diizeyi

SPATA19 geninin ekspresyon diizeyleri CFZ hassas ve CFZ direngli U266
hiicrelerinde incelendiginde, CFZ hassas hiicrelere kiyasla direngli hiicrelerde SPATA19
mRNA diizeyinde anlamli azalma tespit edilmistir (p<0.0001). SPATA19 mRNA Kkat
degisimi Sekil 4.17.°de gosterilmistir. SPATA19 mRNA kat degisimi asagidaki
formiilasyonda belirtildigi iizere hesaplanmis, CFZ hassas hiicrelere kiyasla CFZ direngli

U266 hiicrelerinde 3,1 kat azaldig tespit edilmistir.
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Sekil 4.16. CFZ hassas ve CFZ direngli U266 hiicrelerinde SPATAL9 gen ekspresyon
diizeyindeki kat azalis

Normal _ 1
Diren¢ ~ 0,3216

SPATA19 mRNA Kat Degisimi = 3,109 kat azalmistir.

CFZ hassas ve CFZ direngli RPMI 8266 hiicrelerinde mitokondride etkili SPATA19

geninin ekspresyonu tespit edilememistir.
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Yapilan bu ¢alismada, CFZ hassas ve direngli RPMI 8226 ve U266 hiicre hatlarinda
CTA genlerinden MAGE-C1, MAGE-C2, MAGE-A3, COX6B2, KIAA0100, LDH-C4 ve
SPATA19’un gen ekspresyon diizeylerindeki degisiklikler gPCR kullanilarak arastirilmis ve
boylece belirtilen CTA’nin CFZ direncinde rol oynayip oynamadiklarina dair fikir elde
edilmeye ¢aligilmistir.

MM, lenfomadan sonra en yaygin ikinci hematolojik malignite olup, UPR ve ER
streslerini uyaran ve fonksiyonel olmayan Ig iiretimi ile karakterize edilir (Breznik vd.,
2017). Mevcut gesitli tedavi segeneklerine ragmen, hastalarin ¢cogunun degisken bir tedavi
stiresinden sonra kaginilmaz olarak relaps ve mevcut tedavilere direngli hale gelmesinden
(refrakter) dolayr MM hala 6ldiiriicti maligniteler arasinda yer almaktadir (Besse vd., 2018).
MM’da proteazom inhibisyonu, hiicre i¢i proteinlerin birikip hiicrenin 6liimiine sebep
olmasindan dolay1 ilk nesil BTZ, MM hastalarinin sag kalim siirelerini iyilestirmede devrim
yaratmustir. Ikinci nesil CFZ, klinikte BTZ direngli hastalarda olusan direncin iistesinden
gelerek oliim riskinde 6nemli bir azalma saglamaktadir (Robak vd., 2018). Bununla birlikte,
CFZ tedavisi altinda gelisen ila¢ direnci, su anda MM’da terapétik basariyi
siirlandirmaktadir ve ayrica bugiine kadar CFZ diren¢ mekanizmasi tam olarak
anlagilamamistir (Besse vd., 2018). Buna karsilik, ¢esitli hiicre serilerinde BTZ ve CFZ
direng mekanizmasit olarak PSMB5 mutasyonlarmm varligt ve PSMB5 geninin
upregiilasyonu gosterilmektedir (Leonardo-sousa vd., 2022). Neoplastik ajanlara karsi
gelisen direngte, ABC disa akis pompa tastyicilarinin yukari regiilasyonu yaygin bir direng
mekanizmasidir. Nitekim, yakin zamanda, CFZ direncinde, ABC tasiyict ABCBI
(MDR1)'in asir1 ekspresyonu gosterilmistir (Besse vd., 2018).

CFZ, cogu hiicresel proteinin homeostazindan sorumlu biiylik bir multikatalitik
enzimatik kompleks olan proteazomun etkisini engelleyen bir tetrapeptid epoksi ketondur
(Muchtar vd., 2016). CFZ proteazomun 5 alt biriminin kimotriptik aktivitesini inhibe eder.
Tiim proteazom alt birimlerinin inhibisyonu, hematolojik timoér ve ayn1 zamanda periferik
kan mononiikleer hiicrelerinde sitotoksik etkilere yol agar. (Groen vd., 2019). Bu hiicresel
mekanizmanin bloke edilmesi, apoptotik hiicre 6liimiine yol agabilen, hiicresel protein
homeostazini bozmaktadir (Soriano vd., 2016).

Normal kosullar altinda CTA genleri, esas olarak germ hiicrelerinde ve o6zellikle
testislerde eksprese edilir ve ekspresyonlart normal dokularda oldukga azdir veya yoktur.
Ancak, c¢ok sayida kanser ¢esidinde CTA'larin yeniden aktive oldugu ve ayrica

ekspresyonlarinin hastaligin daha agresif formlari ile iliskili oldugu belirtilmektedir. MAGE
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CTA gen ailesi, ¢cok ¢esitli malign neoplazmlarda eksprese edilmektedir. CTA antijenlerinin
ekspresyon paternine iliskin mevcut bilgiler temel olarak mRNA analizine dayanmakta
oldugundan, MAGE ailesi iiyelerinin protein ekspresyonlar1 hakkinda cok az sey
bilinmektedir (Jungbluth vd., 2000). Bununla birlikte, MM muhtemelen tiim insan kanserleri
arasinda en zengin CTA antijen ekspresyonuna sahip malignitedir. MM'da en sik eksprese
edilen iki CTA’nin, MAGE-C1 ve MAGE-A3 oldugu ve Oozellikle MAGE-C1
ekspresyonunun MM prognozu iizerinde giiglii bir etkiye sahip oldugu rapor edilmistir
(Atanackovic vd., 2010). MAGE-C1 ve MAGE-A3’iin MM hiicre hatlarinda shRNA aracili
susturulmasi ile yapilan farkli bir calismada, MAGE-C1 ve MAGE-A3’{in apoptoza aracilik
eden kaspaz 3 veya 8'in ekspresyonlarini arttirdig1 bildirilmistir. flaveten, MAGE-C1 ve
MAGE-A3’iin MM sag kaliminda 6nemli oldugu gosterilmistir (Atanackovic vd., 2010).
Ayni calismada, bizim calismamizda elde ettigimiz bulgularla paralel olarak, miyelom
hiicrelerinde CFZ uygulanmasinin ardindan MAGE-C1 ve MAGE-A3'in ifadelerinin
azaldigr tespit edilmistir. Bu nedenle, RPMI8226 ve U266 CFZ direngli hiicre hatlarinin
kaspaz 3 ve kaspaz 8’den bagimsiz direng mekanizmasi gelistirmis olabilecegi
diisiiniilmektedir. MAGE-C2’nin hepatokarsinom hiicrelerinde TRIM28'e baglanarak p53
proteininin stabilitesini diizenledigi bildirilmistir (Doyle vd., 2010). TRIM protein ailesi,
hiicre proliferasyonu, gelisimi, apoptoz ve ilag direnci dahil olmak iizere bir dizi biyolojik
sliregte yer alan biiyiik ve nispeten az anlasilmis bir protein ailesidir (Hatakeyama, 2017).
Caligmamizda kullanilan MM hiicre hatlarindan U266 p53 mutasyonuna sahiptir, RPMI
8226’da ise p53 ifadesi bulunmamaktadir. Dolayisiyla, CFZ direngli bu hiicre hatlarinda
MAGE-C2’nin mRNA seviyesinin azalmasit Doyle vd.’nin ¢alisma sonuglarina paralellik
gostermektedir (Doyle vd., 2010). Ayrica, MAGE-C2’nin melanom hiicrelerinin biiyiimesini
ve timor olusumunu, ve bu hiicrelerde DNA hasar onarimini destekledigi rapor edilmistir
(Bhatia vd., 2013). Calismamizda CFZ direngli MM hiicre hatlarinda MAGE-C1, C2 ve A3
genlerinin ekspresyon seviyeleri baskilanmistir. Bu genlerin  mRNA ekspresyon
seviyelerinin diginda protein ekspresyon seviyelerinde de incelenmesi gerekmektedir.
Kanser hiicreleri, hayatta kalmak icin biyoenerjetik ve anabolik talepleri karsilamak
tizere metabolizmalarini yeniden diizenler (Xiang vd., 2020). MM hiicreleri de stres kosullari
altinda hiicre sag kalimlarini arttirmak i¢in OXPHOS'a bagimlilik gésterir (Xiang vd., 2020).
MM’da ilag¢ direncinin gelisimi ayn1 zamanda metabolik degisikliklerle de iligkilidir
(Rizzieri vd., 2019). OXPHOS, aerobik solunum i¢in ATP sentezindeki son asamadir.
MM’un ilerlemesi sirasinda artan glikoliz sirasinda OXPHOS aktivitesinin azaldig:

bulunmustur. Bunun, TCA dongiisiiniin, OXPHOS mekanizmasinin normal bir ATP {iretim
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hizinda ¢aligmasii saglamak i¢in yeterli elektron tasiyicilar tiretmedigi i¢in meydana
geldigi diistiniilmektedir. OXPHOS, mitokondriyal krista membraninda yer alan kompleks
I, I, HI, IV ve V olarak adlandirilan bes protein kompleksi tarafindan gerceklestirilir. Bu
kosullar goz Oniine alindiginda, enerji {iretimi anaerobik solunuma kaymakta ve laktat
miyelom hiicrelerinde ana enerji kaynag olarak kullanilmaktadir. LDH-C geninin, akciger
kanseri, meme kanseri ve melanomda asir1 miktarda eksprese edildigi gosterilmistir (Chen
vd., 2021). Bununla birlikte, LDH-C'nin tiimérlerdeki tam fonksiyonel rolii agikliga
kavusturulamamistir. LDH-C4 belirli kanser hiicre tiplerinde eksprese edilen, ancak normal
dokulardaki sadece germline hiicrelerinde eksprese edilen CTA’lardan biridir. LDH izozim
ailesi, NADH'nin NAD+ ile birlikte piruvatin laktata indirgenmesini katalize ederek glikoliz
ve ATP olusumunu tesvik eder (Chen vd., 2021). LDH-C substrat olarak laktati
kullandigindan, kanserde LDH-C aktivasyonunun ATP {iretimi i¢in laktata bagli olmasi
muhtemeldir. LDH-C'ye ek olarak, LDH-A meme dokusunda da eksprese edilir ve glikoliz,
biiylime 6zellikleri ve meme kanserinin siirdiiriilmesinde anahtar rol oynar (Gupta, 2012).
LDH-C4'in pozitif ekspresyonunun, azalan sag kalim oran1 ve kanser vakalarinin kotii klinik
prognoz riskinin artmasiyla énemli 6lgiide iligkili oldugunu bildirilmistir (Peng vd., 2022).
CFZ direngli MM hiicre hatlarinda LDH-C4 gen ifadesinin azalmasi; LDH-C4 ifadesi ile sag
kalim arasindaki iliski goz Oniine alindiginda CFZ direngli hiicrelerde ila¢ direnci
olusumunda laktat kullaniminin direng gelisimi ile ilisikli olabilecegini gostermektedir.

Mitokondri tlizerinde etkili olan KIAA0100 geninin meme karsinom orneklerindeki
asir1 ekspresyonu, bu genin meme tiimorijenezinde onemli oldugunu isaret etmektedir (Song
vd., 2006). Agresif beyin tiimorii olan glioblastom hiicre hatti olan U937 hiicrelerinde
KIAA0100 gen ekspresyonunun CRISPR/Cas9 sistemi tarafindan basariyla asagi regiile
edilmesi bu hiicrelerde proliferasyonu baskilamis ve apoptozu arttirmistir (Cui vd., 2017).
MM hiicrelerinde CFZ uygulanmasi ile hiicre proliferasyon hizinin azalmasi ve hiicrelerin
apoptoza gitmesi beklenmektedir. Fakat CFZ direnci gelistiren hiicrelerde proliferasyon hizi
azalmis olmasina ragmen apoptozdan kagis gozlenmektedir. Bu nedenle, KIAA0100 geninin
ekspresyon diizeyinin CFZ direngli MM hiicrelerinde artmasi beklenilirken; bu ¢alismada,
CFZ hassas hiicreler ile karsilastirildiginda CFZ direngli MM hiicrelerinde KIAA0100
mRNA ekspresyonu azalmistir. Dolayisiyla, CFZ direncli MM hiicrelerinde KIAA0100
protein miktarinin belirlenmesine ve bu genin daha ayrintili olarak calisilmasina ihtiyag
bulunmaktadir.

COX6B2 (Sitokrom c Oksidaz VIb-2), mitokondriyal elektron tasima zincirinin
kompleks IV'ii olan sitokrom ¢ oksidazin (COX) testise 6zgii bir alt birimidir (Xu vd., 2020).
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COX6B2, testisteki spesifik enerji ihtiyaclarini desteklemek i¢in spermatogenezin tiim
adimlarinda eksprese edilir ve akciger adenokarsinomunda OXPHOS ile iligkili bir gen
olarak rol oynar (Cheng vd., 2020). COX6B2'nin asir1 ekspresyonu, sitokrom ¢ oksidaz
kompleksi I'V'lin aktivitesini indiikler ve boylece OXPHOS ve NAD+ olusumunu artirarak
ATP iiretimine ve dolayisiyla tiimor hiicresi proliferasyonunda bir artisa yol agar. COX6B2
ifadesinin baskilanmasi, OXPHOS'ta bir azalmaya ve mitokondriyal membran yikimi
nedeniyle apoptoza neden oldugu gosterilmistir (Yang vd., 2022). COX6B2'nin PDAC
hiicrelerinde asir1 ekspresyonu, bu hiicrelerde proliferasyonu ve metastazi arttirmistir (Nie
vd., 2020). Bununla birlikte, COX6B2 kaybi sasirtict bir sekilde hiicre apoptozunu
indiiklemistir (Cheng vd., 2020). Bu nedenle, COX6B2'nin biyolojik roliiniin, hiicre tipine
0zgii olabilecegi goriilmektedir (Maxfield vd., 2015).

SPATA19 haploid spermatidlerde ifade edilen, N-terminalinde bir mitokondri
hedefleme sinyali olan 154 amino asitlik kiigiik bir proteindir (Mi vd., 2015).
Spermatogenez sirasinda SPATA19, yuvarlak spermatidlerde ve sperm kuyrugunun orta
kisminda eksprese edilir. Bir germ hiicresine 6zgii SPATAL9 ifadesi olmayan (-/-) farelerin
incelenmesi, bu proteinin uygun kamg1 olusumu ve sperm hareketliligi i¢in gerekli oldugunu,
sperm bas1 ve niikleer DNA biitlinliigii korudugunu ortaya koymustur (Yamashita vd., 2002).
Bu nedenle SPATA19'un mitokondrinin organizasyonu ve/veya islevine dahil olabilecegi
varsayilmaktadir (Doiguchi vd., 2002). Bu gendeki degisikliklerin, mitokondriyal krista
diizensizligi ve ATP iiretiminin azalmasina yol agtig1 vurgulanmaktadir (Aurriere vd., 2021).
Prostat kanserinde ve bazal hiicreli karsinomda SPATA19 ekspresyonu kotii prognoz ile
iligkili bulunmustur (Ghafouri-Fard vd., 2010). Bu nedenle SPATA19'un dogrudan veya
dolayli olarak COX1 ve COX4 d ekspresyonunu diizenlenmesiyle sitokrom c oksidaz
olusumunda 6nemli bir rol oynayabilecegi belirtilmistir (Mi vd., 2015). Caligmamizda,
SPATA19’un CFZ direngli RPMI 8226 hiicrelerinde ifade edilmedigi; U266 hiicrelerinde
ise MRNA seviyesi azalmistir. MM hiicrelerinde mitokondri metabolizmasi hiicre sag
kaliminda 6nemli rol oynadigindan, CFZ direngli hiicrelerde SPATA19 protein seviyesinin
ve genetik manipiilasyon yoluyla SPATA19’un fonksiyonel gorevinin anlasilmasi 6nem arz
etmektedir.

Ozet olarak, CFZ’e kars1 hassas U266 ve RPMI 8226 hiicrelerine kiyasla, CFZ’e
kars1 direng gelistirilen U266 ve RPMI 8226 hiicrelerinde MAGE-C1, MAGE-C2, MAGE-
A3, COX6B2, KIAA0100, LDH-C4 ve SPATA19 genlerinin ekspresyon diizeyleri

azalmustir. Sonug olarak, CFZ’e kars1 olusan direngte ilgili genlerin protein seviyelerinin ve
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protein stabilizasyonunda gorevli mekanizmalarin ayrintili  ¢alisilmasina  ihtiyag

duyulmaktadir.
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5. SONUC

Bu tez calismasinda;

» CFZ direngli MM hiicre hatlarinda ilk kez MAGE-C1, MAGE-C2, MAGE-A3,
COX6B2, KIAA0100, LDH-C4 ve SPATAIL9 gen ekspresyon diizeyleri gPCR
yontemi kullanilarak arastirilmastir.

» Ogzellikle, mitokondri iizerine etkileri olan COX6B2, KIAA0100, LDH-C4 ve
SPATA19’un gen ekspresyon seviyeleri ilk kez MM hiicre hatlarinda galisilmis olup,
bu konu hakkinda literatiirde bir arastirmaya rastlanilmamistir.

» CFZ hassas U266 hiicrelerine kiyasla, CFZ direngli U266 hiicrelerinde MAGE-C1
mRNA ekspresyonu tespit edilememis, MAGE-C2, MAGE-A3, COX6B2, LDH-C4
ve SPATAL9 gen ekspresyon seviyeleri ise diisiik bulunmustur.

» CFZ hassas RPMI 8226 hiicrelerine kiyasla, CFZ direngli RPMI 8226 hiicrelerinde
MAGE-C1, MAGE-C2, MAGE-A3, COX6B2, LDH-C4 ve KIAA0100 mRNA
seviyeleri 6nemli Ol¢iide azalmistir. Bununla birlikte, RPMI 8266 hiicrelerinde
mitokondride etkili SPATA19 geninin ekspresyonu tespit edilememistir.

» Fizyolojik kosullar altinda ekspresyonu testis ile sinirli olan ancak bir¢ok kanser
cesitlerinde ekspresyonu artan ilgili CTA’larin CFZ direnci gelistirilen MM

hiicrelerinde protein seviyede arastirilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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