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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
Disiilfiram ile Muamele Edilen Multipl Miyelom Hiicrelerinde Ferroptozis Hiicre
Oliim Yolaginin Arastirllmasi
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi DILARA AKCORA YILDIZ
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Multipl miyelom (MM), kemik iliginde anormal plazma hiicrelerinin ¢gogalmasi so-
nucu olusan diinyada en yaygin ikinci kan kanseri tipidir. MM tedavisinde son terapdtik
gelismeler MM hastalarinin sag-kalim siirelerinin artmasinda oldukga etkili olmasina rag-
men ¢ogu hastanin kagiilmaz bir sekilde relaps ve mevcut tedavilere direncli hale gelme-
sinden dolay1 MM, hala 6ldiirticii maligniteler arasinda yer almaktadir. Bu nedenle, MM’da
maligniteyi yonlendiren farkli molekiiler yollar1 hedefleyen yeni ajanlarin gelistirilmesine
gerek duyulmaktadir.

Disiilfiram (DSF), ABD Gida ve Ilag idaresi (FDA) onayl alkolizm tedavisinde y1l-
lardir kullanilmakta ve ¢esitli kanser tiirlerinde antikanser etkiler sergiledigi bilinmektedir.
Yakin zamanda, DSF’in 6zellikle kanser hiicrelerinde ferroptozisi uyararak kanser gelisi-
mini ve metastazini baskiladigi gosterilmistir.

Ferroptozis, demire bagimli artan lipid peroksidasyonu ile karakterize apoptotik ol-
mayan diizenli bir hiicre 6liimii seklidir. DSF'in MM hiicrelerinde ferroptozis tizerine olan
etkisi bilinmediginden, bu tez ¢aligmasinda DSF'in MM’da ferroptozis hiicre 6liimii {izerine
olan etkisinin arastirilmasi amacglanmustir.

MM hiicre hatlarinda (NCI H929, U266 ve RPMI 8226) DSF’1n antikanser etkinligi
MTT yo6ntemi ile teyit edilmistir. Sonrasinda lipid peroksidasyon belirteci olarak kullanilan
malondialdehit (MDA) miktarinin tayini MDA analizi ile tespit edilmistir. Sitozolik ROS
belirteci olan H2ZDFCDA ve mitokondriyal membran yogunlugunun goéstergesi olan JC-1
boyalarinin akis sitometrisinde degerlendirilmesi ve son olarak ferroptotik biyo-belirteglerin
MRNA ekspresyon seviyelerinin kantitatif es-zamanli PCR analizi ile ferroptozis arastiril-
mistir. Elde edilen sonuglar, her ti¢ MM hiicre hattinda DSF’1n lipit peroksidasyonunu, sito-
zolik ROS’u ve mitokondriyal membran yogunlugunu 6nemli miktarda arttirdigini, ferrop-
totik biyo-belirteglerden GPX4, transferrin SAT1 ve SLC7A11 mRNA ekspresyon seviye-
lerini ise azalttigim gosterdi. Sonug olarak, elde ettigimiz veriler DSF’1in MM hiicrelerinde
ferroptozisi uyardigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: multipl miyelom, disiilfiram, ferroptoz, lipid peroksidasyonu, GPX4

Hazirlanan bu Yiiksek tezi Lisans Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel Aras-
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Multiple myeloma (MM), the second most common type of blood cancer in the
world, is caused by the proliferation of abnormal plasma cells in the bone marrow. Although
recent therapeutic advances in the treatment of MM have been highly effective in increasing
the survival of patients with MM, MM remains incurable, as most patients inevitably relapse
and become resistant to current therapies. Therefore, there is a need to develop new agents
that target different molecular pathways that drive malignancy in MM.

Disulfiram (DSF) has been widely used for years in the US Food and Drug Admi-
nistration (FDA) approved treatment of alcoholism and is known to exhibit anticancer effects
in various types of cancer, including MM. Recently, it has been shown that DSF suppresses
cancer development and metastasis by stimulating ferroptosis, especially in cancer cells.

Ferroptosis is a regulated non-apoptotic form of cell death characterized by increased
iron-dependent lipid peroxidation. Since the effect of DSF on ferroptosis in MM cells is
unknown, the aim of this thesis is to investigate the effect of DSF on ferroptosis cell death
in MM.

After the anticancer activity of DSF in MM cell lines (NCI H929, U266 and RPMI
8226) was confirmed by the MTT method, the determination of the amount of malondial-
dehyde (MDA) used as a lipid peroxidation marker, H2DFCDA, which is a cytosolic ROS
marker, and JC1, which is an indicator of mitochondrial membrane density, were evaluated
in Flow Cytometry. Finally, mRNA expression levels of ferroptotic biomarkers were deter-
mined by quantitative simultaneous PCR. The results showed that DSF significantly increa-
sed lipid peroxidation, cytosolic ROS, and mitochondrial membrane density in all three MM
cell lines, and decreased the mRNA expression levels of ferroptotic biomarkers GPX4, trans-
ferrin SAT1, and SLC7A11. In conclusion, our data show that DSF stimulates ferroptosis in
MM cells.

Keywords: multiple myeloma, disulfiram, ferroptosis, lipid peroxidation, GPX4
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1. GIRIS

Multipl miyelom (MM), kemik iliginde klonal plazma (miyelom) hiicrelerinin anormal
proliferasyonu ve bu miyelom hiicrelerinin asir1 iirettigi tek tip immiinglobiilinlerin (antikor-
larin) neden oldugu u¢ organ hasar kriterlerinin varligi (hiperkalsemi, bobrek yetmezligi,
anemi, kemik lezyonlari) ile karakterize olgun bir B hiicreli neoplazmdir (Blade vd., 2022).
Immiinomodiilatér ilaglarm (IMiD'ler), proteozom inhibitdrlerinin (PI'ler) ve anti-CD38 an-
tikorlarinin piyasaya siiriilmesi gibi son terapotik gelismeler, yeni teshis edilmis (YT)
MM’lu hastalarin sag-kalim siirelerini biiyiik 6l¢iide iyilestirmistir (Hanamura, 2022). Bu-
nunla birlikte, hastalarin yaklasik %10-20'si teshisten sonraki 2-3 yil iginde hala erken 6lim
yasamaktadir (Hanamura, 2022), bu nedenle MM’da maligniteyi ve tedaviye kars1 direng
olusumunu yonlendiren molekiiler yollarin daha iyi anlasilmasina gerek duyulmaktadir.

Giliniimiizde ilag yeniden kullanim stratejisi (drug repurposing), uzun ve zorlu ilag ge-
listirme siirecinde mevcut ilaglara daha hizli erisilebilirlik saglanmasi ve maliyetleri diigtir-
mesi nedeniyle kanser ¢aligmalarinda biiyiik ilgi gérmektedir. Disiilfiram (DSF), alkol ba-
gimlilarinin tedavisinde 70 yili askin siiredir kullanilan geleneksel ve ucuz maliyetli bir ilag
olup, hastalar tarafindan yan etkilerinin iyi tolere edildigi bilinmektedir (Fuller ve ark.,
1986). DSF, midede aktif bir metabolit olan dietilditiyokarbamata (DDC), DDC ise kanda
aldehit dehidrojenazlar (ALDH 1 ve ALDH 2)'m inhibitérleri olan metabolitlerine doniis-
mektedir (Jin vd., 2018). DSF, genel olarak kararli kompleks (6rn. bakir, demir, ¢inko) olus-
turan metalleri selatlama yetenenegine sahiptir. Son ¢alismalar, DSF'in bir metaboliti olan
ditiocarb-bakir kompleksinin (CuET) DSF'in antikanser etkilerinden sorumlu oldugunu or-
taya koymustur. Bu kompleks, NPL4 (bir p97/VVCP segregaz adaptorii) agregasyonunu in-
diikleyebilmekte ve ubikitin-proteazom sistemi tarafindan proteinlerin doniigiimiinii boza-
bilmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, DSF ve metabolitlerinin bazi kemoterapo-
tik ilaglarin etkisini arttirabildigi ve DSF'in meme kanseri, kolon kanseri, melanom gibi ¢e-
sitli solid tlimdrlerin yani sira akut miyeloid 16semi dahil olmak tizere hematolojik maligni-
telere kars1 da oldukga etkili bir anti-kanser ilag olabilecegini gostermistir (Kannappan vd.,
2021). Nitekim, DSF igin ileri evre solid tiimorlere karsi bir adjuvan tedavi veya bakir glu-
konat ile kombine olarak kullanimini kapsayan klinik deneyler mevcuttur (Kannappan vd.,
2021). MM’da DSF'in bakir ile birlikte anti-kanser etkileri, hem in-vitro hem de in-vivo
calismalarla gosterilmistir (Xu vd., 2020). DSF'in 6zellikle ALDH aktivitesini inhibe ederek



MM dahil farkli kanser kok hiicrelerini hedefledigi rapor edilmistir (Jin vd., 2018; Liu vd.,
2021; Ni vd., 2022). Ek olarak, farkli kanser hiicrelerinde kemoterapiye kars1 direng geli-
siminde 6nemli rol oyanayan ferroptozisin inhibitorii oldugu gosterilmistir (Qiu vd., 2020;
Ren vd., 2021). Sonugta, oksidatif stresi artirarak ve niikleer faktor kappa B'yi (NFxB) ve
proteazom aktivitesini inhibe ederek ve ferroptozisi uyararak kanser biiytimesini baskiladigi
gosterilen DSF'in MM hiicrelerinde ferroptozis mekanizmasi tizerindeki etkileri agiklanmay1
beklemektedir.

Ferroptozis, demire bagimli apoptotik olmayan programli hiicre 6liimiiniin bir seklidir.
Hem olmayan demir iceren lipoksijenazlarin aktivasyonu ve oksitlenmis fosfolipitleri orta-
dan kaldiran bir selenoprotein ve antioksidan enzim olan glutatyon peroksidaz 4'tin (GPX4)
eksikligi nedeniyle artan oksitlenmis fosfolipid seviyeleri tarafindan tetiklenir. Ferroptozis,
diger programlanmis hiicre 6lim mekanizmalarindan farkli olan spesifik sinyal yollar1 ve
morfolojik 6zellikler ile kendini gosterir. Demir iyonlari, Fenton reaksiyonu yoluyla mito-
kondriyal ROS'u (mtROS) arttirir, bu da lipoksijenazlarin, 6zellikle fosfolipitlere esterlen-
mis serbest ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olan ve bdylece hiicresel
membranlara zarar veren 15-lipoksijenazlarin aktivasyonuna neden olur (Javadov, 2022).
Son donem calismalar, ferroptotik hiicre Sliimiiniin tiimdr biiylimesinin baskilanmasinda
onemli rol oynadigini géstermektedir. Nitekim, MM’u da i¢eren hematolojik malignitelerde
kanser hiicrelerinin ferroptozise karsi duyarlt oldugu ve bu nedenle ferroptozis mekanizma-
sinda rol oynayan diizenleyici faktorlerin hedeflenmesinin, bu malignitelerde hastalik ilerle-
mesini engelleyebilecegi ve/veya tedavide karsilagilan kemodirencin iistesinden gelinmesine
yardimet olabilecegi diisiiniilmektedir (Zhao vd., 2021).

Son yillarda tedavisindeki c¢arpici gelismelere ragmen ¢ogu hastanin kaginilmaz bir se-
kilde relaps ve ozellikle tedavide kullanilan ve bu hastaligin tedavisinde ¢igir agan proteo-
zom inhibitdrlerine kars1 direngli hale gelmesinden dolayr MM, hala 6ldiiriicli maligniteler
arasinda yer almaktadir. Bu nedenle, tedavisinde mevcut kemoterapétik ajanlara karsi yanit
vermeyen veya direng gelistirmis MM tedavisi i¢in yeni bir antikanser ajan olarak DSF’in
kullanilmast MM hastalariin sag kalim siirelerinin uzamasina yardimci olabilir. Bu bag-
lamda, DSF’1in MM hiicrelerinde etki mekanizmasinin tam olarak aydinlatilmasi 6nem arz
etmektedir. Calismamizda DSF’in NCI H929, U266 ve RPMI 8226 MM hiicre hatlarinda
ferroptozis tizerindeki etki mekanizmasi incelenmeden 6nce DSF’in MM hiicrelerindeki si-
totoksik etkisi teyit edilmis ve bu hiicrelerde ICso degerleri bulunmustur. Buna ek olarak,
DSF ICso degerleri uygulanan MM hiicrelerinde, DFS’in ferroptozisi tetikleyen lipit perok-

sidasyonunu arttirdig1 tespit edilmistir. Lipit peroksidasyonunun olusumuna neden oldugu
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diistiniilen hiicre i¢i ROS miktar1 ve ayrica mitokondri membran potansiyeli de DSF ICso
degerleri uygulanan MM hiicrelerinde akis sitometrisinde analiz edilmis ve hem hiicre i¢i
ROS miktarinin hem de mitokondri membran depolarizasyonunun arttig1 belirlenmistir. Ay-
rica, kontrol ve DSF uygulanan MM hiicrelerindeki ferroptotik genlere ait MRNA ekspres-
yonundaki farkliliklar DSF’1n ferroptozis iizerine etkisini daha agik sekilde gostermeye ve

bdylece etkili oldugu ferroptozis sinyal yolaklarini aydinlanmasina yardimei olmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Multipl Miyelom

Multipl miyelom (MM), kemik iliginde asir1 ve tek tip immiinglobiilin proteini sal-
gilayan plazma hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde ¢cogalmasiyla karakterize non-Hodgkin
lenfomadan sonra en yaygin karsilasilan ikinci hematolojik malignitedir(Siegel vd., 2016).
Ayrica, MM, tiim kanserlerin %]1'ini ve tiim hematolojik malignitelerin yaklasik %10'unu
olusturmaktadir (Kumar vd., 2017). MM erkeklerde kadinlara gére biraz daha sik goriil-
mekte ve beyaz irka kiyasla Afrikali-Amerikalilarda iki kat daha yaygindir. Tan1 aninda has-
talarin medyan yas1 yaklasik 65'tir (Kumar vd., 2017).

Cogu hastada MM, anormal plazma hiicreleri tarafindan iiretilen bir monoklonal im-
miinoglobulin proteininin (M proteini veya paraprotein olarak da bilinir) salgilanmasiyla ka-
rakterize edilir. Ancak hastalarin %15-20'sinde MM hiicreleri yalnizca monoklonal serbest
hafif zincirler salgilar ve hastalarin <%3'tinde bu hiicreler hi¢c monoklonal protein salgila-
maz(Kumar vd., 2017). Hastaligin klinik belirtileri, monoklonal protein, habis hiicreler veya
habis hiicreler tarafindan salgilanan sitokinler tarafindan yonlendirilir ve hiperkalsemi, bob-
rek yetmezIligi, anemi ve/veya litik lezyonlu kemik hastalig1 gibi son organ hasar1 belirtile-
rini (bu topluca CRAB 6zellikleri olarak bilinen bir hastalik stirecinin neden oldugu lezyon-

lar) veya patolojik kiriklart igerir (Rajkumar vd., 2014).
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MM’lu hastalarin neredeyse tamami, 6nemi belirsiz monoklonal gamopati (MGUS) olarak
adlandirilan asemptomatik bir pre-malign asamadan gelismektedir. MGUS, 50 yas iizerin-
deki popiilasyonun yaklasik %5'inde mevcuttur ve prevalans beyazlara kiyasla siyahlarda
yaklasik iki kat daha fazladir. MGUS yilda %1 oraninda MM’a veya ilgili maligniteye iler-
ler. Bazi hastalarda, sinsi sessiz MM (SMM) olarak adlandirilan orta derecede asemptomatik
ancak daha ileri bir pre-malign evre klinik olarak taninabilir. SMM belirli bir oranda MM’a
ilerler. Teshisi takip eden ilk 5 yilda yaklasik %10, sonraki 5 yilda %3 ve sonrasinda yilda
%1,5. Bu ilerleme hizi, altta yatan sitogenetik hastalik tipinden etkilenir; t(4;14) translokas-
yonu, delesyonu(17p) ve kazanci(1q) olan hastalarda MGUS veya SMM'den MM’a ilerleme
riski daha yiiksektir (Kumar vd., 2017).

2.2. Multipl Miyelomda Tedavi Yontemleri

MM’da erken tedaviler, melfalan ile prednizon kombinasyonu, ardindan melfalan ve
otolog hematopoietik kok hiicre nakliyken, son on yilda, proteazom inhibitérleri ve immii-
nomodiilator ilaglar (IMiD'ler) talidomid, lenalidomid ve pomalidomid gibi yeni tedaviler
MM hastalarinda sagkalimi iyilestirmistir. Ayrica monoklonal antikor daratumumab ile
umut verici sonuglar da gosterilmistir. Bu ilaglar ayrica immiinosupresif bir ilag olan deksa-
metazon ile birlestirilerek kombine sekilde hastalara uygulanmaktadir (Bianchi vd., 2015;
Moreau vd., 2015). Bu ilaglarla tam yanit oran1 ve genel sagkalim iyilesmistir (Bianchi vd.,
2015). Genel sagkalimdaki bu gelismelere ragmen, MM hastalarinin birgogunda sonunda
hastalik niiks eder. Bu niiksiin ana nedeni ilag direncinin gelismesidir (Arfani vd., 2018).

Son 10 yilda, glutamik asit ve talidomid analogunun ikinci nesil sentetik bir tiirevi
olan lenalidomid hem inflamatuar bozukluklar1 hem de kanserleri tedavi etmek igin kulla-
nilmaktadir. Lenalidomid, in vitro olarak ii¢ ana aktiviteye sahiptir. Bu aktiviteler, anjiyoge-
nezin inhibisyonu, dogrudan anti-tiimor etki ve immiinomodiilator etkilerdir. Ayrica, in vivo
olarak, tiimor hiicresi apoptozisini indiiklemektedir. Molekiiler diizeyde, lenalidomid, ubiqu-
itin E3 ligaz Cereblon ile etkilesime girer ve bu enzimi, Ikaros transkripsiyon faktorleri
IKZF1 ve IKZF3"i pargalamak i¢in hedefler. Bu, lenalidomidin bir enzimin aktivitesini ye-
niden hedefledigi yeni bir mekanizmadir (Maffei vd., 2016). Lenalidomid, hiicresel etkile-
simleri ve MM'un stromal yapilara yapismasini bozarak MM'u tedavi etmek i¢in kullanilir.
Interlokin-6 (IL-6) gibi biiyiime faktorlerinin ekspresyonunu azaltir ve hastaligin ilerleme-
sini engellemek i¢in neoplastik hiicrelerin apoptozisini indiikler. Hematopoez diizensizligi
ve kemik iligi mikrogevresine yakin artan inflamatuar sitokin, hiicre fonksiyonunun bozul-

mus immiin efektoriine katkida bulunur. MM'da lenalidomid tedavisi, T hiicre kusurlarini
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dogrudan tersine ¢evirir (McDaniel vd., 2012). 26S proteazomu, hiicre dongiisii ilerlemesi,
apoptozis, DNA onarimi, stres tepkisi ve yanlis katlanmis ve eski proteinler dahil olmak
izere ubikuitine bagimli protein dongiisiindeki islevi araciligiyla hiicresel homeostazda kri-
tik bir rol oynar (Ciechanover, 2005).

Bortezomib, MM tedavisi i¢in klinik uygulamaya giren ilk proteazom inhibitoriidiir
(Hideshima vd., 2001). Faz I-111 denemeleri, bortezomib'in antimiyelom aktivitesine sahip
oldugunu gostermistir (Orlowski vd., 2002). Faz I1I denemelerinden elde edilen verilere gore
yanit orani %43 oldugu saptanmis ve bortezomib direncinin olustugu gézlemlenmistir, bu
durumda daha fazla etkinlige sahip yeni nesil proteazom inhibitdrlerine ihtiya¢ duyulmustur
(Richardson vd., 2005). Carfilzomib, niikseden ve/veya refrakter MM'lu hastalarda yiiksek
derecede Kklinik aktivite sergileyen ikinci nesil bir proteazom inhibit6riidiir. Proteazomu geri
dontisiimlii olarak inhibe eden bortezomibin aksine, carfilzomib, proteazomun geri donii-
stimsiiz bir inhibitéridiir (McBride vd., 2015). Lenalidomid ve deksametazon'a carfilzomib
eklenmesi, genel yanit oraninda ve progresyonsuz sagkalimda 6nemli gelismelere yol ac-
mugtir (Stewart vd., 2015). Talidomid, lenaliomid, bortezomib ve carfilzomib’den sonra yeni
ajanlar su anda klinik deneylerde arastirilmaktadir. MM hiicrelerinin yilizeyinde eksprese
edilen antijenleri hedeflemek i¢in monoklonal antikorlarin (mAb'ler) kullanilmasina daya-
nan yeni bir teknik ortaya ¢ikmistir. Klinik deneylerdeki MAb'ler, konagin bagisiklik sistemi
yoluyla veya apoptozu tesvik ederek MM hiicrelerini 6ldiiriir. Mevcut tedavilerle karsilasti-
rildiginda, genel olarak daha iyi tolere edilebilirlige sahip olmalarina ragmen; bu mAb'ler
temini olduk¢a maliyetlidir ve MM'lU hastalarda uzun siireli sagkalim ve yasam kalitesi iize-
rindeki etkisi bilinmemektedir (Richardson vd., 2005). Bu nedenle, MM tedavisi i¢in yeni

tedavi ajanlarmin bulunmasina ihtiyag¢ vardir.

2.3. MM’da ilac Direnci Mekanizmalari

Giiniimiizde, kanserin tedavisinde karsilagilan en biiyiik engel kemoterapi ve radyasyona
kars1 direncin gelismesidir. Ilag direnci, i¢sel (birincil) direng ya da edinilmis (ikincil) direng
olmak iizere ikiye ayrilabilir. igsel direng, kemoterapiyi almadan once, kanser hiicrelerinde
uygulanankanser kemoterapétiklerinin etkinligini azaltmaktan sorumlu olan faktorlerin ol-
dugunu gosterir. Kazanilmis direngde ise tedavisi sirasinda baslangigta sitotoksik ilaglara
duyarli olan ancak terapotik hedefin artan ekspresyonu ve alternatif sinyal yollarinin akti-
vasyonu gibi ¢esitli adaptif tepkiler ilag direncinin gelismesidir. Kanser hiicreleri, hayatta
kalma aktivasyonu ve oliim sinyal yollarinin inaktivasyonu ve biiyiime inhibitorlerinden

kagma gibi farkli yeteneklere sahiptir ve ayrica ilag direnci ve hiicre 6liimiinden kurtulmak
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igin g¢esitli mekanizmalar gelistirir (Abraham vd., 2015). P-glikoprotein (P-gp), MM hasta-
larinda kapsamli bir sekilde incelenmistir ve bir¢ok kemoterapotik ilaca yanit olarak ifade
diizeyinin arttig1 bulunmustur. P-gp'nin artan mRNA ve protein ifadesi, MM tedavisinde
kullanilan birgok ilacin hiicre i¢i birikiminde azalmaya neden oldugu ve bu ilaglarin terapd-
tik aktivitelerini sinirladigi belirtilmektedir (Abraham vd., 2015). Hastaligin ilerlemesi sira-
sinda artan genomik instabilite, coklu sinyal yollarinin aktivasyonuna yol agmakta ve tedavi
direncine katkida bulunmaktadir. ilag direncinin gelismesine ilacin hiicrelere girmesinin en-
gellenmesi, ilacin hiicrelerden disar1 pompalanmasi veya enzimatik olarak inaktive edilmesi
aracilik eder. Apoptozis ve DNA onarimi mekanizmalarindaki kusurlar da ila¢ direncine
katkida bulunmaktadir. Ek olarak, ilag hedefinin ekspresyonundaki mutasyonlar veya degi-

siklikler tedaviye yanitin1 etkileyebilmektedir (Niewerth vd., 2015).

2.3.1 Glukokortikoidlere Kars1 Gelisen Direng

Prednizon ve deksametazon, MM tedavisinde en yaygin kullanilan glukokortikoidler
olmaya devam etmektedir. Steroidler, miyelom hiicre hatlarinin apoptozisini ve mitokondri-
yal transmembran potansiyelinde bir azalmayi indiiklemektedir. Ayrica, deksametazon ma-
ruziyetinden sonra kaspaz 3 kesimlenmesi ve poli (ADP riboz) (PARP-1) kesimlenmesi g6z-
lenmistir (Chauhan ve Anderson, 2003). Deksametazona direngli MM hiicrelerinde, C-ter-
minali hormon baglama alanindan yoksun, tepesi kesik bir glukokortikoid reseptorii bulun-
mustur (Moalli vd., 1992). Daha yakin zamanlarda, glukokortikoid reseptér geninde
(NR3C1) bir transkripsiyon uzama blogu bulunmustur (Sanchez-Vega ve Gandhi, 2009).
Deksametazon duyarlt MM.1S hiicre hattinda deksametazon tedavisi sonras1 FK506 bagla-
yict protein 51 (FKBPS) asir1 ekspresyonu goézlenirken, deksametazon direngli MM.1R
hiicre hattinda FKBP5 ifadesi saptanmamistir (Rees-Unwin vd., 2004).

2.3.2. Kemoterapotik Ajanlara Karsi Gelisen Direng

P-glikoprotein (P-gp) ve diger ¢oklu ilaca direngli proteinler gibi disa akis proteinle-
rinin artan ekspresyonu, MM'da kemoterapétik ilag direncinde dnemli bir rol oynamaktadir
(Schwarzenbach, 2002). P-gp, ¢oklu ilaca direng proteinleri arasinda en ¢ok ¢alisilanidir ve
antrasiklinler ve alkile edici ajanlar dahil bir¢ok anti miyelom ilacina yanit olarak yiiksek
ifade edilir (Buda vd., 2010). VAD (vinkristin, adriamisin, deksametazon) ve melfalan bazli
kemoterapotik ajanlar gibi geleneksel kemoterapi, timor hiicrelerinde ¢oklu ilag direnci
(MDR) genlerinin ve P-gp'nin ekspresyonunu indiikler (Buda vd., 2010). MM tedavisinde

kullanilan kemoterapi ilag¢larinin cogu, MDR proteinleri i¢in substratlar olarak tanimlanir ve



yiiksek MDR ekspresyonuna sahip MM hiicreleri, tedaviye olumlu yanit vermemektedir
(Buda vd., 2010).

P-gp'yi inhibe etmek, sitotoksik ilaglarin hiicre i¢i konsantrasyonlarii artirmak ve
aktivitelerini artirmak i¢in birkag girisimde bulunulmustur (Chaudhary ve Roninson, 1993).
Ancak bu c¢aligmalarin sonuglari ¢ogunlukla basarisiz olmustur. Baska bir secenek de MDR
proteinleri i¢in substrat olmayan bortezomib gibi ilaglar1 kullanmaktir. Epigenetik olaylar
ayrica hastalik tedavi direncini de etkiler (Chi vd., 2010). Yiiksek doz melfalan ve topotekan
ile tedaviden sonra relaps olan hastalarda artmis ATP baglayici kaset siiper ailesi G liyesi 2
(ABCG2) ekspresyonu gozlenmistir (Turner vd., 2006).

ATP'ye bagimli DNA helikaz Q1 (RECQ1), insanlarda en bol bulunan RecQ helika-
zii kodlar ve potansiyel olarak DN A'ya zarar veren ajanlara karsi bir savunma goérevi goren
p53 tarafindan diizenlenen bir gendir. RECQ1 geni, DNA metiltransferaz (DNMT) inhibi-
torleri tarafindan asagi regiile edilirken, MM hiicrelerinde 6nemli 6lgiide fazla eksprese edil-
digi belirtilmistir (Moreaux vd., 2012). RECQI1 asir1 ekspresyonunun MM hiicrelerinde ilag
direnci ile iliskili oldugu da gésterilmistir (Viziteu vd., 2016). RECQL inhibisyonu, MM
hiicre proliferasyonunu inhibe etmekte ve apoptozisi indiiklemektedir. EK olarak, RECQ1
tilkenmesi/yoksunlugu, DNA ¢ift sarmal kirilmalarinin gelisimini desteklemektedir. Buna
karsilik, RECQ1 asir1 ekspresyonu, MM hiicrelerini melfalan ve bortezomib sitotoksisitesi-
nin etkilerinden korur. MM'da kemoterapi direnci ile iliskili baska bir gen, melanoma-asso-
ciated antijen (MAGE) A'dir. MAGE-A gen ekspresyonu, anti-apoptotik protein Bcl-2'nin
(Cho vd., 2016) farkli regiilasyonu ve asir1 ekspresyonu yoluyla melfalan ve diger ilaglara
kars1 direnci arttirabilmektedir (Cho vd., 2016).

2.3.3. Proteazom Inhibitérlerine Karsi1 Gelisen Direnc

MM tedavisi i¢cin FDA tarafindan onaylanmis {i¢ proteazom inhibitorii (PI) (bortezo-
mib, carfilzomib ve ixazomib) mevcuttur. Proteazom inhibitorleri, katlanmamis protein tep-
kisine (UPR) ve nihayetinde proteazomal inhibisyon yoluyla hiicre apoptozisine neden olur.
UPR mekanizmasi, monoklonal proteinleri sentezleyen MM hiicrelerinde Pl'lere diger kan-
serlere gore nispeten daha duyarlidir. PI’1, niikleer faktor-xB (NF-kB) aktivitesinin inhibis-
yonu, p53'lin aktivasyonu, yanlis katlanmig proteinlerin birikmesi, c-Jun N-terminal kinaz
aktivasyonu ve hiicre dongiisii inhibitorlerinin stabilizasyonu dahil olmak iizere cesitli me-
kanizmalar yoluyla hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Mitsiades vd., 2002; Obeng vd., 2006;
Yarde vd. 2009). Bu ilaglar, Fanconi anemisi/BRCA DNA onarim yolunun NF-«kB bagimli



upregiilasyonunu onleyebilir ve alkilleyici ilaglarin sitotoksik etkisini artirabilir (Yarde vd.,
2009).

PI'lerle tedavi 6nemli sonuglar géstermis olsa da birincil ve ikincil direng ortaya ¢ik-
maktadir. Bu ilaglarla uzun siireli tedavi, cogu hastada ilaca direncli niikslere yol acgar. Ay-
rica bazi hastalarda birincil direng de gézlenmektedir (Qiang vd., 2016). Kimotripsin benzeri
proteazom aktivitesinden fonksiyonel olarak sorumlu olan 5 proteazomal alt birim (Oerle-
mans vd., 2008), proteazom inhibitérleri bortezomib ve carfilzomib (Verbrugge vd., 2012)
aktivitesi i¢in birincil hedeftir. 5 alt biriminin asir1 ekspresyonu, bortezomib-direngli hiicre
hatlarinda gozlemlenen en sik degisiklik olmustur (Chen ve Rotenberg 2010; Finlayson ve
Freeman 2009; Li vd., 2009; Micallef vd., 2009). MM'de PI’ne direncin olas1 nedeni olarak
BS proteasomal alt birimini kodlayan PSMBS5 geninin nokta mutasyonlariin varligini gos-
termektedir. Bu anormallik, proteazom inhibit6rii baglanma bolgesinde nokta mutasyonla-
rina neden olur (Niewerth vd., 2014).

Miristoillenmis alanin agisindan zengin C-kinaz substrati (MARCKS) membran pro-
teinidir. Hiicre adezyonunda ve metastatik yayilimda 6nemlidir (Chen ve Rotenberg 2010;
Finlayson ve Freeman 2009; Riickrich vd., 2009). MARCKS ekspresyonu, birgok kanser
tirtinde 6nemli dlgtide yiiksektir (Suzuki vd., 2011). Bortezomib'e direngli hastalarda artan
ekspresyonu gosterilmistir (Yang vd., 2015). Ek olarak, MARCKS fosforilasyonunun inhi-
bisyonu, bortezomib-direngli insan MM CCRF-CEM l6semi hiicrelerinde bortezomib du-
yarliligini arttirmisg, benzer etkiler MM ksenogreft modelinde elde edilmistir (Huber vd.,
2015). Franke ve digerleri, MARCKS proteininin ubikuitin i¢eren vezikiiller ile iliskili ol-
dugunu ve bortezomib-duyarli 16semi hiicrelerine kiyasla ex vivo bortezomib direncli neop-
lastik hiicrelerde daha belirgin oldugunu goéstermektedir (Franke vd., 2012; Huber vd.,
2015).

X-box baglayici protein 1 (XBP1) yiiksek ekspresyonunun, MM'da bortezomib di-
rencinin bir belirteci oldugu bulunmustur (Leung-Hagesteijn vd., 2013). MM'da Xbp1 geni-
nin baskilanmasi, plazma hiicresi olgunlagmasi ve immiinoglobulin iiretimi ile bortezomib
direncini indiiklemektedir. XBP1, plazmablastlarin plazmasitlere son olgunlasmasindan ve
immiinoglobiilin sekresyonunun indiiklenmesinden sorumlu olan, plazma hiicrelerine B hiic-
resi farklilasmast igin gerekli olan 6nemli bir transkripsiyon faktortidiir (Li vd., 2015). XBP1
ayrica UPR mekanizmasinda 6nemli bir diizenleyicidir. XBP1, ER stresini ve UPR aktivas-
yonunu azaltmak i¢in gerekli genleri aktive eden aktif bir izoformdur. Diisiitk XBPS1ifade-

sinin, PI tedavisine duyarlilik eksikligi ile iligkili oldugu bulunmustur. XBP1 yapisinda mu-



tasyon goriilen hiicreler, bortezomib'e kars1 duyarliliklarini kaybederek hastalik direncini in-
diikler (Abdi vd., 2014). PI direncinin daha genel bir farmakokinetik mekanizmasi, artan ilag
tasimimudir.

Ilag akis pompalar1 veya ABC tastyicilari, ilaglar1 ve bunlarin metabolitlerini hiicre
ici bosluktan hiicre dis1 bosluga tastyabilmektedirler. Artan ilag tasinimu, ilaglarin hiicre igi
hedefleriyle etkilesime girmesini onleyerek ilag direncinin gelismesine yol acar. Carfilzomib
ve bortezomib, ¢oklu ila¢ tasiyict P-gp (MDRI1) substratlaridir (O’Connor vd., 2013).
MDRI1, PI tedavisine yanit olarak ifade seviyesinde artis ile diizenlenir ve ayrica PI'ye uyar-
lanmis MM hiicre hatlarinda da tanimlanmigtir. MDR1 inhibisyonu, MM hiicrelerini in vitro
olarak PI'lere kars1 yeniden duyarli hale getirmektedir, ancak klinik olarak ¢ok fazla yan etki
gostermektedir (Abraham vd., 2015). Bu nedenle, farkli bir yaklasima ihtiyag vardir. Nima
ile iliskili protein kinaz 2 (Nek2) bircok ABC yolunu kontrol eder ve ¢esitli calismalar yo-
luyla PI direnci ile iliskilendirilmistir (Gu vd., 2018).

2.4. Programlanms Hiicre Oliim Tipleri

Programl: hiicre 6liimii (PHO), embriyogenez, doku homeostazi, immiin yanit ve
normal gelisim siireglerinin temelini olusturmakta ve kanser gibi hiperproliferatif hastalik-
larin 6nlenmesinde kritik rol oynamaktadir (Allocati vd., 2015). Apoptozis, piroptozis, part-
hanatos, nekroptozis ve ferroptozis gibi gesitli PHO tiirleri tanimlanmustir. Apoptozis, evrim
stirecinde korunan gelisme, homeostaz, enfeksiyon ve patogenez sirasinda meydana gelen
bir hiicre 6liimii seklidir. Bu nedenle, memeli hiicrelerinde 6liimiin diizenlenmesi kaspaz
aktivasyonunun temel adimlarindan kaynaklanir (Fuchs ve Steller, 2011).

Piroptozis, siklikla inflamatuvar kaspaz aktivasyonunun bir sonucu olarak, hiicre za-
rinda gbzenek olusturan gasdermin protein ailesinin iiyeleri tarafindan yonlendirilen bir
PHO tipidir (Galluzzi vd., 2018). Piroptozisde, hiicre zar1 parcalanmadan &nce hiicre siser
ve zarda gozenekler olusur ve boylece hiicre zari biitiinliigiintiniin kaybedilmesine neden
olur, boylece hiicresel igerik serbest birakilir ve niikleer biiziilme ve DNA kirilmalari ile
birlikte inflamatuvar cevaba yol acar (Bergsbaken vd., 2009).

Parthanatos, kaspazla ilgisi olmayan bir tiir PHO’nii aktive eden poli [ADP-riboz]
polimeraz-1'e (PARP-1) dayanir. Cesitli norolojik hastaliklarda 6nemli rol oynadigi belirti-
len parthanatos, biiyiik miktarlarda DNA fragmanlari {ireten kromatin yogunlagmasi ile ka-
rakterize edilir (Wang vd., 2009).
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Nekroptozis, reseptor etkilesimli protein kinaz 1 veya 3'iin (RIPK1 veya RIPK3) ak-
tivasyonunu igerir (Vandenabeele vd., 2010). ATP ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birik-
mesi, kalsiyum yiiklenmesi, mitokondriyal gecirgenligin artmasi, gézeneklerin agilmasi, ar-
tan hiicre hacmi, organel sismesi, plazma zar1 yirtilmasi ve ardindan hiicre igeriginin s1zmasi
seklinde gergeklesir (Berghe vd., 2014; Christofferson ve Yuan 2010; Yuan ve Kroemer
2010).

Erastin ve RSL3 (onkojenik-RAS-segici oldiiriicii bilesikler), karsinojenik RAS mu-
tant hiicre hatlarina segici olarak sitotoksik olan iki farkli ferroptozis indiikleyicisidir. RSL
kaynakli hiicre 6liimii, azalan hiicresel demir alim1 veya demirin selasyonu ile inhibe edilen
artan ROS {iretimi ile iligkilidir. Buna gore, hiicre redoks homeostazinin bozulmasina yol
acan demire bagimli hiicresel ROS birikiminin neden oldugu hiicre 6liimiine ferroptozis de-
nir (Dixon vd., 2012; Dolma vd., 2003; Yang ve Stockwell, 2008). Transmisyon elektron
mikroskobu altinda, erastinle islenmis HRAS mutantlari, klasik morfolojik 6zelliklere bagh
olarak apoptozis (kromatin yogunlagsmasi ve marjinallesme), nekrozis (sitoplazma ve orga-
nel sismesi ve plazma zar1 yirtilmasi) veya otofajiye (cift zarli kapali vezikiillerin olugumu)
ugramaz; bununla birlikte mitokondri, zar yogunlugunda bir artig gosterir (Dixon vd., 2012;
Shaw vd., 2011).

Ferroptozis hiicre oliimii, farkli fenotipik, biyokimyasal 6zelliklere ve diizenleyici
faktorlere sahiptir. Ferroptozisin kanser, ndrodejenerasyon, doku hasari ve enfeksiyonla ilis-
kili oldugu gosterilmistir (D. Tang vd., 2021). Kanser hiicrelerinde metabolik yeniden prog-
ramlanmanin ferroptozise karsi kazanilmis duyarlilikla ilgili oldugu belirtilmis, bu nedenle
ferroptozisi hedeflemenin timdr baskilanmasinda 6nem arz edecegi belirtilmektedir (Jiang

vd., 2021).

2.5. Ferroptozis Olusumu

Lipid peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan yiiriitiilen bir pozitif geri besleme
zincir reaksiyonudur; Siiperoksit (O2-), peroksit (H2 O2ve ROOH) ve serbest radikaller
(HO-ve RO-) dahil olmak iizere ROS, ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu bas-
latir. Hidrojen peroksit, Fenton reaksiyonu olarak adlandirilan serbest radikal lipid peroksi-
dasyonunun temeli olan Fe*? nin katalitik etkisi altinda hidroksil radikallerini (HO-) olustu-
rur (Cheng ve Li 2007; Papa vd., 2012). HO", Fenton reaksiyonunun redoks dongiisii yoluyla
tiretilir ve Haber-Weiss reaksiyonu araciligiyla kapali bir dongii olusturur (Ayala vd., 2014;
Brigelius-Flohé ve Maiorino 2013). Hidrojen peroksit, glutatyon peroksidaz (GPX), perok-

sidaz (PRX) ve katalazin sinerjistik etkisi yoluyla su ve oksijene indirgenebilir (Sullivan ve
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Chandel, 2014). Hidroksil radikalleri (OH") ve hidroperoksitler (ROO), oksidatif stres sira-
sinda lizozomal membranlarin biitiinliiglinii tehlikeye atarak hiicre sagkalimini (Terman ve
Kurz, 2013) ve lipidleri (Ayala vd., 2014; Hassannia vd., 2019) etkileyen en yaygin iki
ROS'dur. Oksidatif stres kaynakli lipid peroksidasyonu, ferroptozisin temelidir. Lipid pe-
roksitler, ROS'un ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA'lar) iizerindeki oksidatif saldirisiyla
iiretilir (Conrad vd., 2018). ilk adim, RO iiretimidir, ardindan yeni bir RO (yeniden {iretim)
(Cheng ve Li 2007; Imai ve Nakagawa 2003; Yin vd., 2011) iiretimi gelir. Son adim, anti-
oksidanlarla reaksiyonu durdurmaktir (Feng ve Stockwell, 2018). Enzimatik lipid peroksi-
dasyonu, lipoksijenaz (LOX) ailesinin (Haeggstrom ve Funk, 2011) ve LOX15'in bir iskele
proteini olan ve dogrudan ferroptozu tesvik eden (Wenzel vd., 2017) fosfatidiletanolamin
baglayict protein 1'in (PEBP1) aktivitesi araciligiyla gerceklesir. Glutatyon peroksidaz 4
(GPX4), membrandaki hidroperoksidi azaltabilen, ROOH'yi R'ye indirgeyen ve lipid oto-
oksidasyon reaksiyonunu kesintiye ugratan tek GPX'tir (Brigelius-Flohé ve Maiorino, 2013).

2.5.1. Ferroptozis Metabolik Yolu

Ferroptozis, glutatyon (GSH) ve GPX4'{in redoks igerigini agsan ROS birikimine bagli
lipid peroksidasyonundan kaynaklanir (Qiu vd., 2020). Demir, lipidler ve ROS hiicre sag
kaliminda yeri doldurulamaz bir rol oynar. GPX4 ve CoQ10, antioksidan metabolizmasinin

iki paralel yoludur.

2.5.2. Antioksidan Metabolizmasi

Antioksidan metabolizmasinin dengesi dinamik olarak, tiimii ferroptozisi inhibe ede-
bilen kimyasal olarak indirgenmis ve oksitlenmis bir durumda bulunan metabolit molekiilii
iceren GPX4, koenzim CQ10 ve dihidroorotat dehidrojenaz (DHODH) tarafindan dinamik
olarak korunur. GPX4, hiicre zarindaki hidroperoksidi azaltan ve temel bir kofaktor olarak
GSH'yi kullanan bir selenoproteindir (Brigelius-Flohé ve Maiorino, 2013). Glutamin-sistein
sentaz aktivitesi, sistein konsantrasyonu ve GSH geri besleme inhibisyonu, dogrudan GSH
sentezini diizenler, boylece GPX4'lin enzimatik aktivitesini etkiler (Bebber vd., 2020; Guan
vd., 2009; Hatem vd., 2017). Sistem Xc ve trans-siilfiirizasyon yolu, sisteinin iki ana kayna-
gidir. Heterodimerler SLC7A11 (xCT) ve SLC3A2'den (4F2hc) olusan sistin/glutamat ta-
sima Sistemi Xc, sistini (sistini) 1:1 formunda alir ve hiicre i¢i glutamati salgilar (Conrad ve
Sato 2012; Dixon vd., 2012; Ishii vd., 1987). SLC7A11, asirt demir yiikii ferroptozisini
(Wang vd., 2017) diizenlemek i¢in anahtar merkezdir. Glutamat, GHS'nun sentezi igin ge-
rekli olan bir bagka 6nemli ham maddedir ve alimi esas olarak sistin/glutamat tasima komp-

leksi Sistem Xc’e baglidir (McGivan, 2007). Glutamat-sistein ligaz katalitik alt birimi, sistein
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ve glutamatin baglanmasi yoluyla glutatyon sentezindeki ilk adimi katalize eder. Bununla
birlikte, sistein yetersiz oldugunda, GCLC, y-glutamil peptitlerinin (y-Glu-AA'lar) sentezini
tesvik ederek glutamati ortadan kaldirir ve ferroptozisi 6nler (Kang vd., 2021). Genel olarak,
hem selenosistein biyosentezi/alimi1 (Alim vd., 2019; Ingold vd., 2018) hem de GSH sentezi
(Anderton vd., 2017; Zhou vd., 2020) GPX4'lin homeostazini etkiler, bu da GPX4'lin ferrop-

tozisi diizenlemede ¢ok 6nemli bir rol oynadigina isaret eder.

2.5.3. Demir Metabolizmasi

Biyoelementlerden biri olarak, oksijen agisindan zengin bir ortamdaki demir, farkli
tipte fosfolipid hidroperoksitler ve lipid (yag asidi) hidroperoksitler ile Fenton reaksiyonu
yoluyla ROS iiretebilir (Dixon ve Stockwell, 2014). Kanda dolasan Fe*3, transferrine (TF)
baglanarak ve transferrin reseptoriiniin (TFRC) aracilik ettigi endositoz yoluyla hiicrelere
tasinir. Fe* hiicrelere alindiktan sonra, prostat 3'iin alt1 transmembran epitelyal antijeni
(STEAP3) ferrozomlar iizerindeki etkisi ile Fe*?'ye indirgenir. Iki degerlikli metal tastyici
(DMT1), ferrozomlardan kararsiz demir havuzu (LIP) ortamina Fe*? salmimina aracilik eder
(Fang vd., 2020; Mufoz, Garcia-Erce ve Remacha 2011; Yanatori ve Kishi 2019; Zhou vd.
2020). Demir hiicre i¢inde genel olarak ferritin veya hem de depolanabilir. Ferritin iki alt
birim igerir: FTL (hafif zincir) ve FTH1 (agir zincir) (Bradley vd., 2016). Niikleer reseptor
ko-aktivatorii 4 (NCOA4), "ferritinofaji" igin lizozomlar1 hedefleyen ferritin kompleksini
olusturmak iizere dogrudan FTH1'e baglanir, ferritinin degradasyonunu tesvik eder ve demir

eksikligi sirasinda hiicre i¢i serbest demiri artirir (Dowdle vd., 2014; Mancias vd., 2014).

2.5.4. Lipid Metabolizmasi

Lipit tiretimi, hayatta kalmanin temelidir ve lipid peroksidasyonu, ferroptozisin bir
biyobelirtecidir (Z. Tang vd., 2021). Ferroptozis siirecinde lipid peroksidasyonu, asil-CoA
sentetaz uzun zincirli aile iiyesi 4 (ACSL4), lizofosfatidilkolin asiltransferaz 3 (LPCAT?3)
ve arasidonik asit 15-lipoksijenaz (ALOX15) gerektirir. Lipoksijenazlar (LOX'ler), ¢oklu
doymamus yag asitlerine (PUFA) karsilik gelen hidroperoksitlere oksitleyebilir. Memeli hiic-
relerinde, linoleik asit ve arasidonik asit, LOX'larda en ¢ok bulunan ¢oklu doymamis yag
asidi substratlaridir (Haeggstrom ve Funk, 2011; Zhao vd., 2008). PUFA'lar, ferroptozis si-
rasinda peroksidasyona en yatkin olan lipitlerdir (Yang vd., 2016). Asetil-koenzim A kar-
boksilaz (ACC), yag asidi sentezinde yer alan bir enzimdir ve dogrudan asil-CoA'dan
PUFA'lar1 sentezler. PE-AA, LOX15 ve Fe*?de kullanilabilen ¢oklu doymamis bir yag asidi
PUFA'dir. Oksitlenmis fosfolipid ox-PE'nin katalitik tiretimi, ferroptozis gelisimine katkida
bulunur (Shimada vd., 2016; Yuan vd., 2016).
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2.6. TP53’iin Ferroptozisdeki Rolii

Tiimor baskilayicr protein p53, ¢esitli streslere yanit olarak hiicre boliinmesini veya
hayatta kalmay1 engelleyen bir transkripsiyon faktoriidiir ve hiicresel anti-kanser savunma-
larinin kilit mekanizmasi olarak hareket eder (Kastenhuber ve Lowe, 2017). TP53 protei-
ninde olusabilecek mutasyonlar kanser gelisimine dogrudan katkida bulunabilmektir (Done-
hower vd., 2019). TP53 iizerinde raslanan en yaygin mutasyon DNA baglanma alaninda
meydana gelir ve transkripsiyon faktorii fonksiyonlarinin inaktivasyonuyla sonuglanir. Bu
durumda TP53 onkojenik fonksiyon kazanarak hiicrelerin apoptozise gitmesi engellenmis
olur (Donehower vd., 2019). Genomun koruyucusu olan TP53, yalnizca gesitli stresler al-
tinda hiicre boliinmesinin ve hayatta kalmanin kontroliine katilmakla kalmaz, ayn1 zamanda
hiicre apoptozisi, otofaji ve ferroptozisi de diizenler (Mandal vd., 2015). SAT1 geni, TP53'{in
transkripsiyonel hedefidir. Onceki calismalar, AASATI1 (anahtar poliamin katabolik enzim
SATI1'i kodlayan bir adenoviriis) transdiiksiyonu tarafindan indiiklenen poliamin tiikenme-
sinin, mitokondriyal distorsiyonlar tarafindan indiiklenen intrinsik yoluyla apoptozisi tetik-
ledigini 6ne siiren giiglii kanitlar saglamistir (Ou vd., 2016). Qu ve ark., SAT1'in, TP53 ara-
cil1 reaktif oksijen tiirleri (ROS) yanitinin ve sistin alimimin kisitlanmasi, glutatyon sente-
zinde bir azalma ve birikimin neden olabilecegi ferroptozisin diizenlenmesinde rol oynadi-
gin gostermislerdir (Ou vd., 2016; Youssef ve Miller, 2020) . Son zamanlarda yapilan birkag
aragtirmadan elde edilen veriler, demir eksikliginin farkli hiicre tiplerinde SAT1 ekspresyo-

nunu yukari regiile ettigini vurgulamistir (Mou vd., 2022).

2.7. Ferroptoziste ptgs2’nin Rolii

Siklooksijenaz olarak da bilinen prostaglandin-endoperoksit sentaz (ptgs2), prostag-

landin biyosentezinde anahtar enzimdir ve hem dioksijenaz hem de peroksidaz olarak islev

gortr (Gao vd., 2022).

2.8. Disiilfiram (DSF)

Yeni ilag gelistirmenin yiliksek maliyetleri, basarisizlik orani ve uzun test stireleri géz
Oniine alindiginda cesitli hastaliklarin tedavisi i¢in FDA tarafindan onaylanmis ilaglarin aday
anti-kanser ajanlari olarak yeniden kullanilmasi daha hizli ve daha ucuz bir alternatif sege-
negi temsil etmektedir (Pantziarka vd., 2014). Umut vaat eden anti-kanser etki gosteren ilag-
lar arasinda alkol bagimliliginin tedavisinde 70 yildan fazla siiredir kullanilan DSF bulun-
maktadir (Iljin vd., 2009). DSF, ABD Gida ve Ilac Idaresi (FDA)'in tavsiye ettigi dozda
giivenlik ve toleransa sahip bir ilagtir (Cvek, 2012).
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Sekil 2.2. CuET eyleminin basitlestirilmis semas1

Viicutta DSF, diethilditiokarbamata (DDTC) metabolize edilir ve P450 tarafindan
katalize edilen kademeli bir transfer ve oksidasyonla, aldehit dehidrojenaz (ALDH) enzimi-
nin inhibisyonunda dogrudan yer alan metabolitler olusturulur (Skrott vd., 2019). Standart
kosullar altinda ALDH, karaciger ve beyindeki alkolii asetaldehite doniistiiriir ve sonrasinda
asetaldehit, asetik aside donistiiriiliir. ALDH enzimi inhibe edildiginde, kanda daha yiiksek
seviyelerde asetaldehit meydana gelir ve bu da DSF-alkol reaksiyonuna (DER) yol agar
(Weiser Drozdkova ve Smesny Trtkova, 2021). Daha fazla metabolize edilmeyen DDTC,
bakir iyonlar1 ile bis (dietilditiyokarbamat) CuET olusturan bir kompleks olusturur. Bu me-
tabolit, anti-timor potansiyeli olan ana bilesiktir. CuET, p97/VCP segregazin temel bir ko-
faktorii olan NPL4’iin toplanmasina ve islev bozukluguna neden olarak p97-NPL4-UFD1
yolunu devre dist birakir (Sekil 2.2). Normal kosullar altinda, NPL4 ve Ufd1 kofaktorleri
p97/VCP segregazi baglar. P97-NPL4-Ufd1 kompleksi, ubikitine proteinlerin 26S protea-
zomu ile islenmesine izin verir. CuET, NPL4 e baglanir ve p97-NPL4’{in toplanmasina ne-
den olur. Bu nedenle, p97-NPL4-Ufd1 kompleksi olusmaz; ubikitine proteinler hiicrede bi-
rikerek hiicre 6liimiine yol agar (Weiser Drozdkova ve Smesny Trtkova, 2021). P97-NPLA4-
Ufd1 kompleksi endoplazmik retikulumla iligkili bozunma (ERAD) ad1 verilen yol da dahil
olmak iizere bir¢ok hiicre islemi i¢in dnemlidir. ERAD sayesinde, endoplazmik retikulum-
dan yanlis katlanmis veya kisa siireli polipeptitler ubikuitin ile konjuge edilir ve 26S protea-
zom tarafindan daha da pargalanir (Pye vd., 2007).

ABD Ulusal Saglik Enstitiileri web sitesi (URL 1) DSF’in antikanser aktivitesini

aragtiran 14 klinik calismay1 listelemektedir. DSF ile muamele edilen MM hiicrelerinde
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apoptozla iligkili genlerin ifadesinin arttig1 belirtilmistir (Xu vd., 2020). Nazofarinjial karsi-
nom (NPC) hiicreleri DSF ile muamele edildiginde ise ferroptozis yoluyla iliskili genlerin
ekspresyon diizeylerinde artis oldugu belirtilmistir (Li vd., 2020).

DSF’1n, klinik 6ncesi modellerde anti-kanser aktivitesi gosterdiginden (Chen vd.,
2006; Iljin vd., 2009; Liu vd., 2014; Safi vd., 2014; Zha vd., 2014) ve bir klinik deneyde
yiiksek riskli meme kanserini tedavi etmek i¢in adjuvan DTC kullanildigindan (Dufour vd.,
1993), DSF onkolojide ila¢ yeniden kullanim i¢in bir aday olarak ortaya g¢ikmaktadir.
DSF’nin ek avantajlari, DSF’a duyarli genis bir malignite yelpazesini ve ayrica kanser kok

hiicrelere hedef alma kabiliyetini igermektedir (Yip vd., 2011).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Multiple Miyelom (MM) Hiicre Hatlar:

Insan MM hiicre hatlari olan NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hiicreleri ATCC hiicre
kiiltiirii  koleksiyonundan TUBITAK 1137383 Kariyer Destek Projesi kapsaminda
ATCC’den temin edilmistir.

3.1.2. Kimyasallar ve Kitler

RPMI 1640, with Stable Glutamine (CAPRICORN SCI), FBS (CAPRICORN FBS-
HI-11A) ve Penisilin-Streptomisin (Pen-Strep,10,000 U/ml) (ThermFisher Scientific) hiicre
kiiltiir ortaminin olusturulmasinda kullanilmistir. PBS 1X, Trypsin 0,05%/ EDTA 0,53mM
in HBSS 1X (WISENT MULTICELL) hiicrelerin pasajlanmasi asamasinda kiiltiir ortamin-
dan hiicrelerin uzaklastirilmasi ig¢in kullanilmistir. RNA izolasyonu agsamasinda NucleoZOL,
one phase RNA purification (MACHEREY NAGEL) RNA izolasyon kiti kullanilmigtir.
cDNA sentezinde iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad) kullnilmustir.

Primerler, (Sentebiolab) istenilen gen bdlgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilmustir. BlasTaq 2X
gPCR MasterMix (Applied Biological Materials) qPCR reaksiyonunun gergeklestirilme-
sinde kullanilmistir. Dimetil Siilfoksit (DMSO)(Cryo-Sure) cell culture grade (BIOMATIK)
DSF’1n ¢ozdiiriilmesinde ve toksik etkisinden dolay1 deney asamalarinda kontrol grubuna
eklenmigtir. Trikloroasetik Asit ve Tiyobarbitiirik Asit MDA analizinin gergeklestirilme-

sinde kullanilmistir.

3.1.3. Cihazlar

Buzdolabi -80 (Thermo Scientific) kimyasal ve numunelerin uzun siireli saklanmasi
icin kullanilmistir. Buzdolab1 +4 /-20 (beko) kimyasal ve Kitlerin stabil sekilde saklanmasi
i¢in kullanilmistir. Hiicrelerin kiiltiir ortaminin saglanmasinda Inkiibatér (Thermo Electron
Corporaiton) kullanilmistir. Laminar Akisl Steril kabin (Nuanre) hiicre kiiltiiriinde olas1
kontaminasyon risklerinin en aza indirgenmesi i¢in hiicre kiiltiirli caligsmalarinin ve bazi kim-
yasal ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilmistir. Mikroskop (Olympus) hiicrelerin saglikla-
rinin kontrol edilmesinde ve hiicre sayiminin yapilmasinda kullanilmistir. Hiicrelerin pasaj-
lanmasi veya besi ortamindan uzaklastirilmasi i¢in MikroSantrifiij (Beckman) kullanilmistir.

Epoch Mikroplaka Spektrofotometre (BioTek) RNA safliginin belirlenmesinde, MTT ve
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MDA analizlerinin sonuglarmin elde edilmesinde kullanilmigtir. PZR Cihazi (Biorad) pri-
merlerin TM sicakliklarinin belirlenmesinde kullanilmistir. Pipet Seti (Eppendorf) hassas
Olctimlerin yapilmasinda ve deney setlerin kurulmasinda kullanilmistir. Gen ekspresyon dii-
zeylerinin belirlenmesi i¢in gPCR analizleri Light Cycler 480 -11 (Roche) cihazinda gergek-

lestirilmistir.
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3.2. YONTEM

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Sivi azot tankinda muhafaza edilen NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hiicreleri
37°C’lik su banyosunda 1sitilarak hizlica %10 FBS igeren besiyeri igerisine alindi. 800 xg’de
5 dk santrifiij edilerek DMSO i¢eren dondurma medyumu uzaklastirildi. Hiicreler T25 hiicre
kiiltiir kaplarina alindi ve ml basia 5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Yatay bir se-
kilde T25 hiicre kiiltiir kab1 37°C’de inkiibatore kaldirildi. Mikroskopta hiicre yogunlugu ve

morfolojisi kontrol edildikten sonra pasajlama islemleri 2-3 giinde bir gergeklestirildi.

3.2.2. Disiilfiram Stok ve Uygulama Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada kullanilan DSF Selleckchem firmasindan (S1680) ticari olarak temin
edilmistir. Firma talimatlarina gére DSF steril DMSO igerisinde 200 mM ana stok ¢6zeltisi
olacak sekilde hazirlanmistir. Bu ana stok ¢ozeltisi, 0.5 mL’lik steril ependorf tiiplere bolii-
nerek -80 °C saklanmistir. Calismalar sirasinda 200 mM ana stoktan 1 mM ara stoklar PBS

igerisinde hazirlanmis ve sitotoksisite ¢aligmalar1 bu ara stoklar kullanilarak yapilmuistir.

3.2.3. MTT Yontemi ile Canhlik Tayini

Yetmis bes cm?’lik hiicre kiiltiir kaplarinda kiiltiirleri yapilan MM hiicreleri, 96 ku-
yucuklu plakalara (96 well plate) aktarilmadan 6nce hiicre sayisinin tespiti igin Tripan ma-
visi (1/1 oraninda) ile boyandi. Tripan mavisi ile boyanan hiicrelerin 6lii, boyay1 almayan
hiicrelerin ise canli oldugu kabul edilen bu testte hemositometre laminda ml basina diisen
canli hiicre sayisi hesaplandi. Hiicreler, besiyeri iceresinde her bir kuyucuga 90 ul hacimde
4x10* olacak sekilde 96-kuyucuklu plakalara ¢ok kanalli otomatik pipet ile dagitildi. MM
hiicreleri siispanse hiicreler oldugundan plate yiizeyine tutunmalari i¢in 24 saat beklenilme-
den galismaya devam edildi. DSF i¢in belirlenen konsantrasyonlarda ve %5 DMSO (kuyu-
cuga eklendigi zaman konsantrasyonu %0,5 olmaktadir) her bir kuyuya 10 pl olacak sekilde
hiicrelere uygulandi ve 37°C’de %5 CO: inkiibatorde inkiibasyona birakildi. 48 saat sonra 5
mg/ml MTT soliisyonundan her bir kuyucuga 10 pl eklendi. Hiicreler 2-4 saat inkiibe edil-
dikten sonra kuyucuklara 100 ul MTT lizis soliisyonu (%10 SDS, 0,03N HCI) eklendi. Plate
gece boyunca 37°C’de %5 CO2 inkiibatorde inkiibasyona birakildi ve ertesi giin sabah
EPOCH plate reader ile 570 nm absorbans degerinde spektrofotometrik 6l¢iim yapildi. Elde
edilen absorbans degerleri % canlilik olarak hesaplandi. Kontrol grubundan elde edilen de-

ger %100 canlilik olarak alind1 ve diger dozlar kontrol grubu ile karsilastirildi ve her bir doz
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icin hiicre sag kalim-6liim oran1 hesaplandi. Hiicrelerin yarisinin 6ldiigii letal doz Graphad
Prism8 uygulamasi kullanilarak hesaplandi. Deney seti her seferinde 3 tekrarli olacak sekilde
yapildi ve her deney seti en az 3 farkli zamanda tekrarlanarak elde edilen sonuglarin tutarli-

l1g1 dogrulandi.

3.2.4. MDA Analizi

Reaktif oksijen tiirlerinden kaynaklanan oksidatif stresin hiicrelerde hasara neden ol-
dugu mekanizmalardan biri de lipid peroksidasyonudur. Lipid peroksidasyonu, hiicre zari
hasarma ve toksik reaktif yan tirtinlerin olusumuna neden olabilir. Lipit peroksidasyonu, li-
pid hidroperoksitleri ve malondialdehit (MDA) gibi aldehitlerin tiriinleri, bir tiyobarbitiirik
asit reaktif maddeler (TBARS) tahlili ile dlgtilebilir. Hem hiicre kiiltiirii ortaminda hem de
hiicre lizatinda gerceklestirilen bu tahlilde MDA, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 1:2 oraninda
birlesir. Bu birlesme sonucunda 535 nm dalga boyunda maksimum absorbans veren pembe
renkli bir son iiriin olusur.

MDA analizi i¢in, oncelikle MDA standartlar1 hazirlanir. Standartlar 20 nmol/mL,
10 nmol/mL, 5 nmol/mL, 2.5 nmol/ml, 1.25 nmol/mL ve 0.625 nmol/mL olacak sekilde 20
nmol/mL ana stogundan seri dillisyonlar seklinde taze olarak hazirlanir. DSF muamelesin-
den sonra hiicreler kiiltlir ortamindan santriflij yardimiyla ayrilir. Bu agsamada hem besi yeri
hem de hiicre pelleti ayr tiiplere konulur. Hiicre pelletine %2,5 oraninda hazirlanan Triklo-
roasetik Asit (TCA) ¢ozeltisinden 200 pL eklenir ve pellet iyice ¢ozdiiriiliir. Sonrasinda
hiicre pelleti igeren tiipler 13000 xg’de 10 dakika santrifiij edilir. Siipernatan temiz tiipe ali-
nir. Hiicre pelletleri iizerine RIPA soliisyonu eklenir ve -20°C’ye kaldirilir, sonraki asama-
larda bu peletten protein izolasyonu yapilacaktir. Bu asamadan sonra standart tiiplerine,
hiicre kiiltlir ortamina ve hiicre pelletleri iizerinden alinan %2,5 TCA soliisyonu iizerine 400
uL %15 oraninda TCA ¢dzeltisi ve 800 pL %0,67 oraninda Tiyobarbitiirik Asit ¢ozeltisi
eklenir ve tiim tiipler vortekslenerek 95°C su banyosunda 30 dakika inkiibe edilir. 30 daki-
kanin sonunda tiipler buz iistiine alinarak sogutulur ve tiim tiiplere 3 mL n-biitanol eklenir
ve tlpler karistirilarak 10000 xg’de 10 dakika santrifiijlenir. Reaksiyon tiiplerinde TBA-
MDA birlesimi n-biitanol fazinda pembe renk olusturur. Dikkatlice {ist fazdan 200 pL 96
kuyucuklu plakaya aktarilir ve 535 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢iim yapilir. Stan-
dart grafigi olusturularak calisma gruplarindaki MDA miktar1 hesaplanir. Bu asamada dogru
sonuglar elde etmek icin deney basinda RIPA soliisyonuna alian peletlerden protein izolas-
yonu yapilir. Caligma gruplarindaki toplam protein miktar1 hesaplanir ve MDA/toplam pro-

tein formiilii kullanilarak MDA miktar1 hesaplanmaktadir.
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3.2.5. Akis Sitometri ile Mitokondriyal Membran Potansiyeli ve Stoplazmik ROS Mik-

tarimin Tayini

MM hiicreler DSF ICso degerleri uygulamasi yapildiktan ve 48 saatlik inkiibasyon-
dan sonra hiicreler toplanarak 1500 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi. Hiicreler daha sonra bir kez
PBS ile yikanarak tekrar santrifiij edildi. Hiicreler karanlik ortamda 250 puL hacimde 5 uM
oraninda hazirlanmis olan H2DCFDA ve JC-1 ile siispanse edildi. Akis sitometri cihazinin
kompanzasyonu i¢in kontrol gruplari olusturuldu. Hiicreler 37 °C’de karanlik bir ortamda 30
dk. inkiibasyona birakildi. Sonrasinda akis sitometri cihazinda analiz edildi. Hazirlanan
kontrol gruplar ile cihaz kompanzasyon ayarlar1 yapildiktan sonra her bir 6rnek ayri ayri

analiz edilerek veriler alindi. Daha sonra elde edilen veriler analiz edildi.

3.2.6. Total RNA izolasyonu

NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hiicrelerinden 1.5x10° hiicre, kontrol ve DSF grubu
olmak tizere 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekildi. NCI H929, U266 ve RPMI 8226
hiicrelerine ait sirastyla 29 uM, 124 uM ve 108 uM olan DSF ICsg dozlar1 eklendi, kontrol
gruplarina ise ila¢ oraninin esit miktar1 kadar DMSO eklendi. Kirksekiz saat siiren inkiibas-
yonu takiben hiicrelerden total RNA izolasyonu NucleoZOL reaktifi kullanilarak gercekles-
tirildi. Santrifiij edilen hiicreler PBS ile yikandi ve yikanan bu hiicrelerin tizerine 500 pl
NucleoZOL ve 200 ul RNaz/DNaz igermeyen su ilave edildi. Daha sonra, tiipler 15 saniye
kuvvetlice calkalandi ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildikten sonra 12.000 g’de 15
dakika santrifiij edildi. Siipernatant 500 pl yeni eppendorf tiipline aktarildi. Tiipe aktarilan
siipernatantin iizerine 500 pl Izopropanol ilave edildi ve oda sicakliginda 10 dakika bekle-
tildi. Sonra, tiipler 12.000 g’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant atildi ve pel-
lete % 75 lik etanolden 500 pl eklendi. Tiipler 8.000 g’de 3 dakika santrifiij edildikten sonra
stipernatant atild1 ve pellet kurumaya birakildi. Kuruyan pellet iizerine 30 pul DNaz /RNaz
icermeyen su ilave edildi. Elde edilen RNA’larin miktar ve safliginin belirlenmesinde Epoch
mikroplaka spektrofotometre kullanildi. Coziilmiis RNA 6rneginden 2 pl alinip, 0,2ml’lik
steril eppendorf tiip iginde son hacim 4 pl olacak sekilde DNaz/RNaz igermeyen su ile ta-
mamland1. Spektrofotometrede OD260 ve OD280 degerleri 6lgiildii. OD260 ve OD280 de-
gerlerinin oran1 hesaplanarak RNA’nin saflig1 belirlendi. Elde edilen RNA 6rnekleri -80
°C’de saklandi.
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3.2.7. DNaz Muamelesi ve cDNA Sentezi

3.2.7.1. DNaz Muamelesi

Elde edilen RNA Orneklerinden DNaz muamelesi Thermo Scientific™ DNase |,

RNase-free Kiti ile firma talimatlarina uyularak gergeklestirilmistir. DNaz Kiti prosediirii

Tablo 3.1.’de agiklanmustir.

Tablo 3.1. DNaz Muamelesi

Kit bileseni 10 pl reaksiyon hacmi igin
10X React Buffer 1l
DNasel, RNase-free 1ul

1 ug RNA

*k*k

DNase/RNase free water

10 pl’ye tamamlanir.

Tablo 3.1.’deki direktiflere gore hazirlanan reaksiyon tiipleri Tablo 3.2.’deki PCR kosulla-

rina birakilir.

Tablo 3.2. DNaz PCR kosullar

Adimlar Sicaklik (°C) Zaman (dakika)
1. Adim 37 30 dakika
2. Adim 65 10 dakika

3.2.7.2. cDNA Sentezi

cDNA sentezi BioRad iScript cDNA sentez Kiti kullanilarak gergeklestirildi. Reaksi-
yon bilesenleri Tablo 3.3.’te verildigi sekilde hazirlanarak Tablo 3.4.’te verilen PCR kosul-

larina birakilmistir.
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Tablo 3.3. BioRad iScript cDNA sentez kiti bilesenleri

cDNA PCR mix bilesenleri (ul) 1 6rnek i¢in

Reaktif Hacmi (ul)
10X RT Buffer 2

25X dNTP mix 0,8
Nuclease-free Water 4,2
Toplam reaksiyon 10

Tablo 3.4. BioRad iScript PCR basamaklari

Zaman (da-
Adimlar Sicaklik kika)
1. Adim 25°C 5
2. Adim 46 °C 20
3. Adim 95 °C 1
4. Adim 4°C -

3.2.8. Es-Zamanh Kantitatif PCR (qPCR)

Kantitatif Es-Zamanli PCR (qPCR) reaksiyonlari i¢in NYX Technik Light Cycler
480 -11 (Roche) cihazi kullanildi ve gPCR reaksiyonu iiretici firma tarafindan saglanan ISc-
ript Reverse Transkiripsiyon kit protokoliine uygun olarak gerceklestirildi. Elde edilen
cDNA’lar -80 °C’de saklandh. ilgili genlerin RNA ifadelerinin tespitinde kullanilan primer-

lerin sekanslar1 Tablo 3.5.’de verilmistir.
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Tablo 3.5. Bu ¢alismada kullanilan primerlerin sekanslart.

Uzunluk
Tlgili Gen Primer dizisi (bp) TM (°C)

F GCTGTGAAAGACGACCCAGA 20

ALOX15 65
R GCACCCAAGAGTACCAGTCC 20
F GGGCAGACCCGAAAATCC 18

GPX4 60
R GTTTATTCCCACAAGGTAGCC 21

P53 F ATTTGCGTGTGGAGTATTTGG 21 60
R ATGTAGTTGTAGTGGATGGTGGTA 24
F TTCAAGGGATTTTGGAACG 19

PTGS2 60
R CAGCATTGTAAGTTGGTGGA 20

SAT1 F TATTTTACCTATGACCCGTGGA 22 60
R GAAGTTGATGGATGGTTCATTC 22

TF F GTGAACCCAACAACAAAGAGG 21 60
R CATCAAGGCACAGCAACTC 19

HPRT F TGACACTGGCAAAACAATGCA 21 50
R GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT 21

Kontrol hiicreleri ve madde uygulanan gruplar arasindaki gen ifadesi farkliliklarini
belirlemek i¢in yapilan qPCR i¢in Roche LightCycler-II 480 cihazi kullanildi. Yukarida
aciklandigi sekilde elde edilen cDNA’lar SYBR Green qPCR Mastermix protokoliine uygun
olarak 96 kuyucuklu plate’lerde spesifik primerler ile ¢cogaltildi. Analizden elde edilen pik-
lere ait Cq degerleri gen ifadelerinin belirlenmesinde kullanildi. Degerler 222t metodu kul-
lanilarak hesaplandi. Internal gen olarak Hipoksantin Guanin Fosforibozil Transferaz
(HPRT) kullanildi. Gen ifadelerinin belirlenmesinde Tablo 1.’de verilmis olan 19-22 baz

¢ifti uzunlugunda 7 adet primerin Forward ve Reverse primer karigimlart hazirlandi.

3.2.9. istatistiksel Analiz

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 (Tu-
key) kullanilmistir. p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Tiim gra-

fiklerde kullanilan hata ¢ubuklari standart sapma (SD)’y1 gostermektedir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. DSF’in MM Hiicre Canlihg Uzerine Etkisi

MM hiicrelerinde DSF’1n doza ve zamana bagh sitotoksik etkisinin teyit edilmesi
icin, MM hiicreleri DSF’1n farkli dozlar ile 48 saat siire zarfinca muamele edildi ve sitotok-
sik etki MTT analiziyle degerlendirildi. Bu ¢alismada ilk yapilan denemelerde hiicrelere 24
saatlik inkiibasyon siiresince 0-1 uM arasindaki dozlarda DSF uygulandi. Ancak, MTT ana-
lizi sonucunda 24 saatlik denemede DSF’1n hiicre canlilig1 iizerine olan etkisinin sinirli ol-
dugu gozlemlendi. Dolayisiyla sonraki denemelerde 0-175 pM arasinda 8 veya 9 farkli doz
uygulanarak 48 saatlik uygulama sonrast MTT analizi yapildi. MTT sonuglarti, kontrol grubu
verileri baz alinarak yiizdelik {izerinden hesaplandi. 48 saatlik DSF muamelesinden sonra
elde edilen sonuglar kontrol grubu ile karsilastirildiginda NCI H929, U266 ve RPMI 8226
hiicreleri i¢in ICso degerleri sirastyla 29 uM, 129 uM ve 109 uM olarak hesaplandi. MM
hiicrelerinde artan DSF konsantrasyonlarina kars1 hiicre canliliginin azaldigi gézlemlenmis-

tir (Sekil 4.1-4.3).
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Sekil 4.1. DSF ile 48 saat muamele edilen NCI H929 hiicrelerinde hiicre canlilig
grafigi
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Sekil 4.2. DSF ile 48 saat muamele edilen U266 hiicrelerinde hiicre canlilig1 grafigi
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Sekil 4.3. DSF ile 48 saat muamele edilen RPMI 8226 hiicrelerinde hiicre canliligt
grafigi

4.2. MM Hiicrelerinde DSF Muamelesinin Ferroptozis Uzerine Etkisi

4.2.1. MM Hiicrelerinde DSF’1n Ferroptozis Belirteci Olan Lipit Peroksidasyonu Uze-
rine Etkisi

DSF ile 48 saat muamele edilen MM hiicrelerinde hiicre canliliginin azaldig teyit
edildikten sonra, DSF’in MM hiicrelerinde ferroptozis 6liim yolagini uyarip uyarmadigi

arastirildi. Hiicre i¢i demir birikiminin neden oldugu lipit peroksidasyonu ferroptozisin en
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onemli 6zelliklerinden biridir. Bu nedenle, lipid peroksidasyonunun son iiriinii malondialde-
hit (MDA) yikim iiriinlerinden biri oldugundan oncelikle DSF ile 48 saat muamele edilen
MM hiicrelerinde lipid peroksidasyon belirteci olarak kullanilan MDA miktar tayin edildi
(Sekil 4.4-4.6). Ug farkli zamanda MDA testi yapilarak elde edilen veriler, her iic MM hiicre
hattinda kontrol grubuna kiyasla DSF uygulanan grupta lipit peroksidasyonunun &nemli
miktarda arttigini gostermektedir. (Sekil 4.4-4.6).
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Sekil 4.4. NCI H929 hiicrelerinde 48 saatlik DSF muamelesinin ardindan MDA

miktarindaki degisim
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Sekil 4.5. U266 hiicrelerinde 48 saatlik DSF muamelesinin ardindan MDA mikta-

rindaki degisim
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Sekil 4.6. RPMI 8226 hiicrelerinde 48 saatlik DSF muamelesinin ardindan MDA

miktarindaki degisim
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4.2.2. MM Hiicrelerinde DSF’in Ferroptozisin Olusmasinda Rol Oynayan ROS Uze-

rine Etkisi

Ozellikle, demire bagli fenton reaksiyonu ile iiretilen hiicre i¢i ROS ferroptozisde
ana ROS kaynagini olusturmakta ve lipitlerin peroksidasyonuna neden olmaktadir. DSF’1n
MM hiicrelerinde sitozolik ROS iiretiminin artisina neden olup olmadigmin anlasilmast
amactiyla, MM hiicreleri DSF ICsg degerleri ile 48 saat muamele edildikten sonra hiicre i¢i
sitozolik ROS miktarini tayin etmede kullanilan floresan isaretli bir boya olan H2ZDFCDA
ile boyanmis ve akis sitometrisinde analiz edilmistir. Kontrol grubuna DMSO eklenirken,
pozitif kontrol grubuna %3 oraninda hidrojen peroksit (H202) eklenmistir (Sekil 4.7). Akis
sitometrisi sonuglar1 degerlendirildiginde, H2DFCDA boyamasinin yapildigi DSF ile mua-
mele edilen MM hiicrelerinde ROS miktarinda istatistiksel olarak anlamli artis oldugu goz-
lenmistir (Sekil 4.8) (p<0.0001). Sonug olarak, DSF uygulanmasinin MM hiicrelerinde hiicre
ici ROS miktarin1 arttirdig1 anlagilmaktadir.
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Sekil 4.7. Kontrol (DMSO), DSF ve pozitif kontrol olarak H202 (%3) ile 48 saat
muamele edilen NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hiicrelerinin hiicre i¢i ROS miktarini gos-

teren H2DFCDA floresan boyamasinin temsili akis sitometri goriintiileri
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Sekil 4.8. Kontrol (DMSQ), DSF ve pozitif kontrol olarak H202 (%3) ile 48 saat
muamele edilen NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hiicrelerinde H2DFCDA floresan boya-

masinin kantitasyonunu gosteren grafikler

4.2.3. MM Hiicrelerinde DSF’1in Mitokondriyal Membran Potansiyeli Uzerine Etkisi

Mitokondriyal membran potansiyeli olan A¥Ym, mitokondriyal fonksiyonun 6nemli
bir parametresidir ve hiicre sagliginin bir gostergesi olarak kullanilmaktadir. Katyonik JC-1
boyasi, saglikli hiicrelere uygulandiginda, agirlikli olarak mitokondride lokalize oldugu bi-
linmekte ve mitokondriyal AY degerlendirmesi i¢in giivenilir bir floresan probu temsil et-
mektedir (Elefantova vd., 2018). MM hiicreleri DSF ICso degerleri ile 48 saat muamele edil-
dikten sonra katyonik JC-1 floresan boyasi ile boyanmis ve akis sitometrisinde 6lgtimleri
yapilmistir. Kontrol grubuna DMSO eklenirken, pozitif kontrol grubuna %3 oraninda hidro-
jen peroksit (H202) eklenmistir. A¥m'nin degisimi JC-1 kullanilarak incelenmistir. Yiiksek
AW¥m'ye sahip saglikli hiicrelerde JC-1, J-agregatlar1 olarak bilinen kompleksler olusturur.
Diisiik AWm'ye sahip hiicrelerde mitokondriyal hasar olusur ve bu durumda, JC-1 monome-
rik formda kalir. 510 nm'de uyarildiginda, JC-1 monomerleri maksimum ~527 nm'de yesil
bir floresan yayar. JC-1 agregatlari, maksimum ~590 nm'de turuncu-kirmizi bir fliioresan
yayar. JC-1 boyas1 ile boyanmis hiicrelerin A¥Ym kaybi, yesil floresanda artis ile gosteril-
mektedir. JC-1 boyamasinin sonucunda akis sitometrisi sonuglar1 degerlendirilmis (Sekil
4.9) ve DSF ile muamele edilen hiicrelerde mitokondriyal membran potansiyelinin arttig1
gozlemlenmistir (Sekil 4.10) (p<0.0001). Elde edilen veriler, MM hiicrelerinde DSF’1n mi-

tokondriyal membran potansiyelini depolarize ettigini gostermektedir.
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Sekil 4.9. Kontrol (DMSO), DSF ve pozitif kontrol olarak H202 (%3) ile 48 saat
muamele edilen NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hiicrelerinin AYm indikatori JC-1 flore-

san boyamasinin temsili akis sitometri goriintiileri
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Sekil 4.10. Kontrol (DMSO), DSF ve pozitif kontrol olarak H202 (%3) ile 48 saat
muamele edilen NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hiicrelerinin JC-1 floresan boyanma yiiz-

deleri

4.2.4. MM Hiicrelerinde DSF’in Ferroptotik Genlerin mRNA Ekspresyonlar1 Uzerine
Etkisi

MM hiicrelerinde DSF uygulamasinin ferroptozis sinyal yolaginda rol oynayan bazi
hedef genlerin mRNA ekspresyon diizeyleri lizerine etkisi test edildi. MM hiicreleri, DSF
ICs0 dozlariyla 48 saat muamele edildikten sonra hiicrelerden RNA izolasyonu yapildi. Daha
sonra cDNA’lar sentezlenerek kontrol ve DSF uygulanan gruplarda ger¢ek zamanli PCR
yontemi ile hedef genlerin ekspresyon diizeyleri belirlendi. Uygulama dozlar1 NCI H929,
RPMI 8226 ve U266 hiicreleri igin sirastyla 29 uM, 109 uM ve 129 uM seklinde olup, kont-
rol grubuna ise %0,5 olacak sekilde DMSO uygulandi.

4.2.4.1. GPX4 mRNA ekspresyon degisimi

GPX4'in inaktivasyonu, ROS iiretimine, hiicre igi peroksitlerin birikmesine ve fer-
roptozisin tetiklenmesine neden oldugundan, MM hiicrelerinde DSF uygulamasinin GPX4
geninin mMRNA ekspresyonu iizerine etkisi arastirildi. Kontrol hiicrelere kiyasla, 48 saat DSF
uygulanan NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hiicrelerinde GPX4 mRNA ekspresyon diize-
yinde istatistiksel olarak anlamli azalig gézlemlendi (p<0.0162-0.0001) (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. NCI H929 U266 ve RPMI 8226 hiicrelerinde 48 saatlik DSF muamele-
sinin ardindan GPX4 mRNA ekspresyon degisimi

4.2.4.2. TF mRNA ekspresyon degisimi

GPX4 mRNA ekspresyon seviyesindeki azalma MM hiicrelerinde ferroptozisin uya-
rildigin1 géstermektedir. Bu durumda hiicre i¢ine demir alinimu ile iligkili olan transferrin
protenini kodlayan transferrin (TF) genin mRNA ekspresyon diizeyi test edildi. Kontrol hiic-
relere karsilastirildiginda 48 saat DSF uygulanan NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hiicrele-
rinde TF mRNA ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamli azalis gbzlemlendi
(p<0.0001) (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hiicrelerinde 48 saatlik DSF muamele-
sinin ardindan TF mRNA ekspresyon degisimi

4.2.4.3. ALOX15 mRNA Ekspresyon Degisimi

PUFA-fosfolipitlerde spesifik redoks reaksiyonlarini baslatabilen arasidonik asit 15-
lipoksijenaz-1 (ALOX15)’in mRNA ekspresyon degisimi 48 saat siire boyunca DSF uygu-
lanan MM hiicrelerinde incelendiginde, RPMI 8226 hiicrelerinde ALOX15 mRNA ekspres-
yon diizeyinde istatistiksel olarak anlamli azalis, NCI H929 ve U266 hiicrelerinde ise
ALOX15 mRNA cekspresyon diizeyinde istatistiksel olarak anlamli artig tespit edildi
(p<0.0162-0.0001) (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hiicrelerinde 48 saatlik DSF muamele-
sinin ardindan ALOX15 mRNA ekspresyon degisimi.

4.2.4.4. TP53 mRNA Ekspresyon Degisimi

Ferroptozis 6liim yolaginda 6nemli rollere sahip tiimor baskilayict TP53 mRNA se-
viyesinin DSF uygulamasindan etkilenip etkilenmedigi TP53 yabanil tip (+/+) NCI H929,
TP53 mutant (+/-) U266 ve TP53 delete (-/-) RPMI 8226 hiicrelerinde arastirildi. DSF ile 48
saat muamele edilen U266 ve RPMI 8226 hiicrelerinde TP53 mRNA ekspresyon diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli azalis, NCI H929 hiicresinde TP53 proteinini kodlayan genin
ekspresyon diizeyinde ise istatistiksel olarak anlamli artig gzlemlendi (p<0.0162-0.0001)
(Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hiicrelerinde 48 saatlik DSF muamele-
sinin ardindan TP53 mRNA ekspresyon degisimi.

4.2.4.5. SLC7A11 mRNA Ekspresyon Degisimi

Sistem-Xc’nin bilesenlerinden biri olan ¢dziinen tastyict aile 7 tiyesi 11 (SLC7A11),
ferroptozisde sistin metabolizmasinin ve redoks dengesinin diizenlenmesinde rol oynadigin-
dan, MM hiicrelerinde DSF uygulamasinin SLC7A11 mRNA ekspresyonu iizerine etkisi
arastirildi. Kontrol hiicrelere kiyasla, 48 saat DSF uygulanan NCI H929 hiicrelerinde
SLC7A11 mRNA ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlaml artis gozlemlenirken,
U266 ve RPMI 8226 hiicrelerinde ise SLC7A11 mRNA ekspresyon diizeyinde istatistiksel
olarak anlamli azalis belirlendi (p<0.0162-0.0001) (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hiicrelerinde 48 saatlik DSF muamele-
sinin ardindan SLC7A11 mRNA ekspresyon degisimi

4.2.4.6. SAT1 mRNA Ekspresyon Degisimi

TP53"in transkripsiyonel hedefi olan SAT1’in aktivasyonu lipid peroksidasyonuna neden
olmasindan dolay1, DSF uygulamasindan sonra NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hiicrele-
rinde SAT1 mRNA ekspresyon diizeyi arastirildi ve DSF uygulanan her ti¢ MM hiicre hat-
tinda kontrol hiicrelere kiyasla SAT1 mRNA seviyesinde istatistiksel olarak anlamli azalis
bulundu (p<0.0162-0.0001) (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hiicrelerinde 48 saatlik DSF muamele-
sinin ardindan SAT1 mRNA ekspresyon degisimi
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4.2.4.7. ptgs2 mRNA Ekspresyon Degisimi

DSF uygulamasindan sonra NCI H929 hiicrelerinde kontrol hiicrelerine gore ptgs2
MRNA ekspresyon diizeyinde istatiksel olarak anlamli azalis gézlemlendi. U266 ve RPMI
8226 hiicrelerinde ise ptgs2 ifadesine rastlanmamustir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. NCI H929 hiicrelerinde 48 saatlik DSF muamelesinin ardindan ptgs2
mRNA ekspresyon degisimi
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4.2. TARTISMA

Yapilan bu tez ¢calismasinda, alkolizm tedavisinde kullanilan ve ayrica farkli kanser
gesitlerinde in vitro ve in vivo antikanser etkinligi bilinen disiilfiram (DSF)’in multipl mi-
yelom (MM) hiicrelerinde ferroptozis 6liim yolagi tizerine etkisi arastirilmistir. DSF ile 48
saat siiren muamele sonrasinda NCI H929, U266 ve RPMI 8226 MM hiicre hatlarinda lipit
peroksidasyonu diizeyini arastirmak i¢in MDA analizi yapilmistir. MDA analizi sonuglart,
DSF’in MM hiicrelerinde lipit peroksidasyonunu arttirdigini ortaya koymustur. Ferroptozi-
sin temel Ozelliklerinden olan hiicre ici ROS miktarinin artmasi ve mitokondriyal hasarin
olugsmasini test etmek adina DSF ile muamele edilen MM hiicreleri sirasiyla H2DFCA ve
JC-1 floresan boyalariyla boyanmis ve bu boyalarin akis sitometrisinde analizleri yapilmis-
tir. Analiz sonuglarina goére DSF, MM hiicrelerinde ROS miktarin1 ytikseltmis ve mitokond-
riyal membran depolarizasyonunu arttirmistir. Ferroptozis ile iliskili genlerden GPX4, TF,
ALOX15, SATI, TP53, ptgs2 ve SLC7A11 gen ekspresyon diizeylerindeki degisiklikler
gPCR kullanilarak arastirilmigtir. Elde edilen sonuglardan DSF’in NCI H929, U266 ve
RPMI 8226 MM hiicre hatlarinda ferroptozisi tetikleyerek hiicre dliimiine neden oldugu tes-
pit edilmistir. ilaveten, ferroptozisi yonlendiren TP53 ve Nrf2 gibi transkripsiyonel faktor-
lerin ise DSF’1n etki mekanizmasini farkli sekilde yonlendirebilecegi qPCR sonuglarindan
anlagilmaktadir.

MM, lenfomadan sonra en yaygin ikinci hematolojik malignite olup, UPR ve ER
streslerini uyaran ve fonksiyonel olmayan Ig iiretimi ile karakterize edilmektedir (Breznik
vd., 2017). MM hastalariin ortalama sag kalim siirelerininin uzamasinda etkili olan son
donem cesitli tedavi segeneklerine ragmen, hastalarin cogunun degisken bir tedavi siiresin-
den sonra kaginilmaz olarak relaps ve mevcut tedavilere direngli hale gelmesinden (refrak-
ter) dolayt MM hala 6ldiiriicii maligniteler arasinda yer almaktadir (Besse vd., 2018).
MM’da proteazom inhibisyonu, hiicre i¢i proteinlerin birikip hiicrenin 6liimiine sebep olma-
sindan dolay1 ilk nesil proteozom inhibit6rii olan bortezomib, MM hastalarinin sag kalim
siirelerini iyilestirmede devrim yaratmustir. ikinci nesil carfilzomib ve iigiincii nesil ixazo-
mib, Kklinikte bortezomib direncli hastalarda olusan direncin {istesinden gelerek 6liim ris-
kinde 6nemli bir azalma saglamistir (Robak vd., 2018). Bununla birlikte, carfilzomib ve ixa-
zomib proteozom inhibitorlerine karsi gelisen ilag direnci, su anda MM’da terapdtik basariy1
siirlandirmaktadir (Besse vd., 2018). Bu nedenle, MM tedavisinde bu hastaligin patogene-
zini yonlendiren farkli molekiiler yolaklar1 hedefleyen yeni kemoterapdtik ajanalarin uygu-

lanmasina ihtiyag vardir.
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Umut vaat eden anti-kanser etki gosteren ilaglar arasinda alkol bagimliliginin teda-
visinde 70 yildan fazla siiredir kullanilan DSF bulunmaktadir (lljin vd., 2009). DSF,
FDA’nin tavsiye ettigi dozda giivenli ve toleransa sahip bir ilagtir (Cvek, 2012). Ditiocarb,
insan viicudundaki etki mekanizmasina katkida bulunan ana DSF metabolitidir (Cvek 2012;
Dufour vd., 1993). DSF'in bakir ile birlikte diisiikk konsantrasyonlarda (0.5-5 uM) uygulan-
mast MM dabhil farkli kanser hiicrelerinde sitotoksik etki yarattigi birgok ¢alisma ile goste-
rilmistir (Salem vd., 2015; Drozdkova ve Trtkova, 2021; Du vd., 2022). DSF ve bakirin
birlikte uygulanmasinin proteozom ve niikleer faktor-KB aktivitelerini kronik lenfosit 16-
semi hiicrelerinde (Lovborg vd., 2006), MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonlarini inhibe ederek
insan osteosarkoma hiicrelerinde invazyonun engellenmesine (Cho vd., 2007), glioblasto-
mada hiicre i¢i ROS miktarin1 arttirarak ferroptozisi uyardigi ve Polo benzeri kinaz-1 ifade-
sini baskiladig1 (Qiu vd., 2020) bildirilmistir. Bu tez ¢alismasinda, NCI H929, U266 ve
RPMI 8226 MM hiicre hatlarinda DSF’1n 1Csg degerleri sirasiyla 29 uM, 129 uM ve 109 uM
olarak belirlenmistir. Literatiir taramalarinda ise DSF ICsp degerleri 0.5-5 uM arasinda de-
gismekte oldugu, bu konsantrasyon farkinin ise ilacin temin edildigi firma ve laboratuvar
tekniklerinde olusabilen farkliliklardan kaynakli oldugu diistiniilmektedir. Calismamizda
DSF ve bakir kombinasyonu yerine yalnizca DSF uygulanmasinin sebebi, bakirin insan vii-
cudundaki endojen biyolojik dagilim1 ve ekzojen bakir kaynakli bakir toksisitesinin DSF’in
in vivo uygulamasini ciddi sekilde engellediginin (Wu vd., 2019) bildirilmesinden kaynak-
lanmaktadir.

Ferroptoziste hiicre i¢inde bulunan kararsiz Fe*? iyonlar1 H2O; ile fenton reaksiyo-
nuna girerek lipitler i¢in oldukga tehlikeli olan ROS tiirevlerinin tliretilmesine sebep olmak-
tadir. Hiicre i¢i artan ROS miktar1 hem hiicre biitiinliigiine hem de hiicre i¢i organel memb-
ranlarinin hasar gérmesine neden olmakta ve boylece ferroptozisi uyarmaktadir (Park ve
Chung, 2019). Yapilan bu ¢alismada, hiicre i¢i ROS miktarini gésteren H2DFCDA floresan
boyasi akis sitometrisinde analiz edilmis ve MM hiicre hatlarinda DSF uygulamasinin hiicre
i¢i ROS miktrinda artisa sebep oldugu bulunmustur. Calismamiza paralel olarak DSF uygu-
lamasinin pankreas kanseri (Yip vd., 2011), glioblastoma (Qiu vd., 2020) ve osteosarkoma
(Ren vd., 2021) hiicrelerinde ROS miktarini arttirdigi gosterilmistir.

Artan ROS ¢oklu doymamuis yag asitlerini hedefleyerek lipitlerin peroksidasyonuna
neden olmaktadir. Ferroptozisin bir baska belirteci lipit peroksidayonunun artmasidir (Dod-
son 2019; Shui vd., 2021). DSF/Cu uygulamasinin hepatoseliiler karsinom ve akciger kan-
seri hiicrelerinde lipit peroksidasyonunu arttirdigi gézlenmistir (Falls-Hubert vd., 2020; Ren

vd., 2021). Yapilan bu galismada, lipit peroksidasyonunun son iriinii olan MDA miktar
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analiz edilmis ve MDA sonuglarina gore DSF uygulamasinin MM hiicrelerinde lipit perok-
sidasyonunu arttirdig1 gézlemlenmistir.

Ferroptoziste mitokondri oldukga etkin bir rol oynamaktadir. Akis sitometrisi anali-
zinde mitokondriyal hasar1 gosteren kKatyonik bir floresan boya olan JC-1 boyasi ile mito-
kondriyal membran yogunlugu DSF ile muamele edilen MM hiicrelerinde incelenmis ve
DSF uygulamasinin mitokondriyal membran depolarizasyonuna sebep oldugu bulunmustur.
Artmis mitokondriyal membran yogunlugu hiicrelerde mitokondriyal hasarin arttigin1 dog-
rulamaktadir (Falls-Hubert vd., 2020).

DSF’in MM hiicrelerinde ferroptozis hiicre 6liim yolagini aktiflestirdigi gdzlemlen-
mistir. Ozellikle, ferroptozis hiicre &liim yolagiyla ilgili olarak GPX4 ve SCL7A11 genleri-
nin MRNA ekspresyon diizeylerinde azalmaya yol agtig1 bulunmustur. Demir metabolizma-
styla ilgili olarak ise DSF, TF geninin mRNA ekspresyon seviyesinde 6nemli azalisa yol
acmustir. Ayrica ferroptozisin TP53 aracili gerceklestigi ve bu yolun SAT1 geniyle iligkili
oldugu yapilan ¢alismalarda bulunmustur (Mou vd., 2022). TP53 (+/-) U266 ve TP53 (-/-)
RPMI 8226 hiicre hatlarinda DSF muamelesinin TP53 mRNA ekspresyon diizeyinin kontrol
hiicrelere kiyasla azalmasina sebep olurken TP53 (+/+) NCI H929 hiicrelerinde ise TP53
MRNA ifadesinin artmasina sebep olmustur. MM hiicrelerinde DSF muamelesinin SAT1
gen ekspresyon diizeylerinin azalmasina neden olmustur. Bu durum NCI H929 yabanil tip
TP53 tasirken U266 ve RPMI 8226 hiicrelerinin TP53 proteinin ifadesinin olmamasiyla ilis-
kili olabilecegini diisiindiirmiistir.

Glutatyon (GSH) biyosentezi ve glutatyon peroksidaz 4'in (GPX4) diizgiin calis-
mast, ferroptozisi kontrol altinda tutmaktadir. GPX4 inhibisyonu ile sonuglanan kosullar fer-
roptotik hiicre 6liimiinii hassaslagtirmakta ve tetiklemektedir (Seibt vd., 2019). GPX4, po-
tansiyel olarak toksik lipid hidroperoksitleri (L-OOH) toksik olmayan lipid alkollere (L-OH)
doniistiiriir. GSH'nin erastin ile veya dogrudan GPX4 inhibitorii ile baskilanmast hiicre 6lii-
miine neden olan asir1 lipid peroksidasyonuyla sonuglanmaktadir (Stockwell vd., 2017). Ya-
pilan ¢alismada DSF uygulamasi sonrast MM hiicre hatlarinda GPX4 ekspresyon diizeyinde
azalma gortilmiistiir. Bu durum DSF’nin ferroptozu indiikledigini gostermektedir.

Transferrin (TF), demirin hiicre i¢ine alinmasi i¢in gereklidir ve hiicre i¢i demir kon-
santrasyonuna yanit olarak diizenlenir. Fibroblast hiicreleri ile yapilan bir calismada erastin
uygulamasindan 6 saat sonra TF protein seviyelerinde artis gozlemlenmistir (Park ve Chung,
2019). Hiicre i¢i demir, hiicresel fonksiyonlarin yerine getirilmesinde olduk¢a dnemlidir.

Ancak, hiicre i¢i demir birikimi, oksidatif fosforilasyonun yan {iriinii olan hidrojen peroksit
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ile demirin Fenton reaksiyonlarina girmesine ve lipitler i¢in oldukga tehlikeli olan peroksit-
lerin olugsmasina neden olmaktadir. Yapilan bu ¢alismada, MM hiicrelerinde 48 saatlik DSF
uygulamasinin TF mRNA ekspresyon diizeyini azalttigi saptanmistir. Bu durum DSF’1n fer-
roptozisi erken asamalarda uyardig: diistiniilmektedir.

Sistem Xc-, bir hafif zincir alt birimi olan SLC7A11 ve bir agir zincir alt birimi olan
SLC3A2'den olusmakta ve hiicre dis1 sistein ve hiicre i¢i glutamat alisverigine aracilik et-
mektedir. Boylece, hiicreleri oksidatif strese bagli hasardan koruyan hiicre i¢i glutatyonun
(GSH) sentezini destekledigindeni SLC7A11 hiicre i¢i antioksidan dengenin saglanmasinda
gorevlidir. Hiicrelerin oksidatif stresten korunmasi i¢in hiicre i¢i glutamati hiicre dis1 siste-
inle takas eder. Sistein hiicre i¢inde bir dizi biyolojik siire¢ sonunda glutatyona (GSH) do-
nistiirtlir. Glutatyon oksitlenmis lipitleri inirdirgeyerek lipit peroksidasyonunu engeller
(Bian vd., 2023). Lipitlerin indirgenmesi sonucu glutatyon yiikseltgenerek oksitlenmis glu-
tatyona doniisiir. Oksitlenmis glutatyon GPX4 araciligiyla indirgenerek tekrar glutatyon for-
muna doniisiir. SCL7A11 ifadesinin baskilanmasi ya da hedef ajanlarla inhibe edilmesi
hiicre i¢ine sistein alimini sinirlar. Bunun sonucunda hiicre icinde GSH tilkenmesine sebep
olur. GSH tiikkenmesi lipitlerin oksitlenmesi sonucu lipit peroksidasyonuyla sonuglanir. Ya-
pilan ¢alismada DSF uygulamasinin sonrasinda SCL7A11 ekspresyon diizeylerinde azalma
gbzlemlenmistir. Dolayistyla, DSF’in MM hiicrelerinde antioksidan mekanizmasini engel-
leyerek hiicrelerde ferroptozisi uyardigi dngoriilmektedir.

Genomun koruyucusu olan p53, ¢esitli stresler altinda hiicre boliinmesi ve hayatta
kalmanin kontroliine katilmakla kalmaz, ayn1 zamanda hiicrelerde apoptozis, otofaji ve fer-
roptozis 6liim yolaklarini da diizenler (Mandal vd., 2015). SAT1 geni, p53'iin transkripsiyo-
nel hedefidir. Onceki calismalar, AASAT]1 (anahtar poliamin katabolik enzim SAT1'i kodla-
yan bir adenoviriis) transdiiksiyonu tarafindan indiiklenen poliamin tiikenmesinin, mito-
kondriyal distorsiyonlar aracili intrinsik yol ile apoptozisi tetikledigini gostermistir (Ou vd.,
2016). Qu ve ark.’1t SAT1'in, p53 aracili ferroptozisin diizenlenmesinde yer aldigint dogru-
lamistir (Qu vd., 2016; Youssef ve Miller, 2020). Son zamanlarda yapilan arastirmalar, de-
mir eksikliginin farkl: hiicre tiplerinde SAT1 ekspresyonunu yukari regiile ettigini vurgula-
mistir (Mou vd., 2022). Yapilan ¢alismada DSF muamelesinin SAT1 gen ekpresyon diizey-
lerini azaltmistir.

Siklooksijenaz olarak da bilinen prostaglandin-endoperoksit sentaz (ptgs2), prostag-
landin biyosentezinde anahtar enzimdir ve hem dioksijenaz hem de peroksidaz olarak islev
goriir. Ferroptozis belirteci olarak belirtilen ptgs2’nin (Gao vd., 2022) U266 ve RPMI 8226
hiicrelerinde ifadesi gézlenmezken NCI H929 hiicresinde ifadesi bulunmustur. NCI H929
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hiicresinde DSF muamelesiden sonra gen ekspresyon diizeyinde azalma oldugu gozlenmis-
tir. Bu durum ptgs2’nin NCI H929 hiicresinde peroksidaz olarak gorev aldigini diisiindiir-
miistiir. MM’da ptgs2’nin islevini tam olarak anlamak igin ileri ¢alismalarin yapilmasi daha

dogru sonuglar saglayacaktir.
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5. SONUC

Sonug olarak bu tez ¢calismasinda,
1. NCI H929, U266 ve RPMI 8226 MM (MM) hiicre hatlarinda DSF (DSF)’1n farkli kon-
santrasyonlarda 48 saatlik siire zarfinda sitotoksik etkisi MTT yontemi ile teyit edilmistir.
2. MM hiicre hatlarinda MTT sonuglarina gore hesaplanan DSF’1n 1Cso degerleri ile 48 saat
muamele edilen NCI H929, U266 ve RPMI 8226 MM hiicrelerinde kontrol hiicrelere kiyasla
lipit peroksidasyonunun arttigi malondealdehit (MDA) miktarinin tayini ile gosterilmistir.
3. Lipit peroksidasyonunun kaynagi olarak hiicre i¢ci ROS miktari, H2DFCDA floresan bo-
yasinin akis sitometrisinde degerlendirilmesi ile arastirilmistir. DSF ile muamele edilmeyen
hiicrelere kiyasla DSF ile muamele edilen NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hiicrelerinde
H2DFCDA floresansindaki artis DSF’1n hiicre i¢i ROS miktarini arttirdigini gostermektedir.
4. Ferroptozis 6lim yolaginin ayirt edici 6zelliklerinden mitokondri membraninin depolari-
zasyonu, DSF ile muamele edilen NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hiicrelerinde mitokondri
membran potansiyeli belirteci olarak kullanilan katyonik floresan JC-1 boyasinin akis sito-
metrisinde analizi ile belirlenmistir. Kontrol hiicrelerle Karsilastirildiginda DSF’in MM hiic-
relerinde mitokondri membraninin depolarizasyonuna neden oldugu anlasilmistir.
5. Ferroptorik genlerin mRNA ekspresyon diizeyleri DSF uygulanan ve uygulanmayan NCI
H929, U266 ve RPMI 8226 hiicrelerinde qPCR kullanilarak arastirilmistir.
6. TP53 ifadesi bulunmayan (-/-) RPMI 8226 hiicrelerinde DSF uygulamasi ferroptotik dii-
zenleyicilerden GPX4, TF, ALOX15, TP53, SLC7A11 ve SAT1’in mRNA ekspresyon dii-
zeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalisa neden oldugu gozlemlenmistir. Ptgs2’nin
ise RPMI 8226 hiicrelerinde ifade edilmedigi tespit edilmistir.
7. TP53 ifadesi mutant olan (+/-) U266 hiicrelerinde DSF uygulamasi ferroptotik diizenleyi-
ciler olan GPX4, TF, TP53, SLC7A11 ve SAT1’in mRNA ekspresyon diizeylerinde istatis-
tiksel olarak anlamli bir azalisa neden oldugu, ancak ALOX15 mRNA ekspresyon diizeyinde
istatistiksel olarak anlaml1 bir artisa neden oldugu gozlemlenmistir. RPMI 8226 hiicrelerinde
benzer sekilde Ptgs2’nin hiicrelerinde U266 ifade edilmedigi tespit edilmistir.
8. TP53 yabanil tip (+/+) NCI H929 hiicrelerinde DSF uygulamasi ferroptotik diizenleyici-
lerden GPX4, TF, TP53 ve ptgs2’in mRNA ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak an-
laml1 bir azaliga, ALOX15 ve SAT1 mRNA ekspresyon diizeylerinde ise istatistiksel olarak
anlamli bir artisa neden oldugu gozlemlenmistir.
9. Elde edilen tiim bu sonuglar DSF’in MM hiicre hatlarinda ferroptozisi tetikleyerek hiicre

6liimiine neden oldugunu ve ferroptozisi yonlendiren TP53 ve Nrf2 gibi transkripsiyonel
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faktorlerin ise DSF’1n etki mekanizmasini farkli sekilde yonlendirdigi gPCR sonuglarindan
anlasilmaktadir.

10. Kanser tedavisinde yaygin olarak karsilasilan en biiyiik engel kanser hiicrelerinin kemo-
terapotiklere karsi direng gelistirmesidir. Direncin iistesinden gelebilmek igin kullanilan
yiiksek doz kemoterapi ajanlari hastalarda hem 6nemli yan etkilere neden olmakta hem de
hastalarin saglikli hiicrelerine zarar verebilmektedir. Bu nedenle yeni ve yan etkileri daha
diisiik olan antikanser ilaglarinin kesfine ihtiya¢ duyulmaktadir. Diisiik maliyetli, minimum
yan etkileri ve farkli kanserlere kars1 yiiksek seciciligi ve diger ilaglarla sinerjistik aktivite
gosterebilme nedenleriyle, DSF, proteozom inhibitoér direngli MM hiicrelerinde hiicre igi
ferroptozisi uyararak tedavide karsilasilan bu problemi agsmada yiiksek potansiyele sahip bir

antikanser ilaci olarak kabul edilebilecegi diistinilmektedir.
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