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OZET

Multiple myeloma (MM) fonksiyonel olmayan monoklonal immunoglobilin
iiretiminden sorumlu malign plasma hiicrelerinin kemik iliginde birikmesiyle
karakterize edilen hematolojik bir kanserdir. Son yillarda myeloma hiicrelerinde asir1
tiretildigi rapor edilen 1s1 sok protein ailesinin kiigiik tiyesi HSP27 saperonun hem MM
patogenezinde hem de tedaviye direng gelismesinde rol oynadigi gosterilmistir.
Myeloma tedavisinde 6zellikle bortezomib gibi proteasome inhibitorleri ile biiyiik
ilerlemeler kaydedilmesine karsin, MM kinikte halen tam olarak tedavi edilemeyen bir
kanser tiiriidiir. Bu c¢alismanin amaci1 klinikte antiviral tedavi icin kullanilan
biruvidinin  bortezomible birlikte myeloma tedavisinde kullanilabilirligini
arastirmaktir.

Bu amag i¢in brivudin (BRVD) ve bortezomibin (BZM) tek basina ve kombine olarak
U266 ve RPMI-8226 insan myeloma hiicre hatlarindaki sitotoksisiteleri MTT test
kullanarak saptandi. BZM ve BRVD’nin her iki hiicre hattinda 48 saatteki IC50 dozlar1
hesaplandi. BZM’in IC50 dozunda sabit, BRVD konsantrasyonunun degistirildigi
kombine ila¢ uygulamalarinin U266 ve RPMI-8226 hiicre hatlarindaki sitotoksitesi
belirlendi. BZM-BRVD etkilesimini degerlendirmek i¢in kombinasyon indeks (CI)
analizi yapildi. Ayrica BRVD ve BZM uygulamasinin U266 ve RPMI-8226 hiicre
hatlarinda HSP27 gen ifadesi tizerine etkisi real time RT-PCR yontemi kullanarak
arastirildi.

Sonugta BRVD’nin IC50 degeri 48 saat i¢in U266 ve RPMI-8226 hiicre hatlarinda
sirastyla 24.39 uM ve 18,83 uM olarak bulundu. BZM’in IC50 degeri ise 48 saat i¢in
U266 ve RPMI-8226 hiicre hatlarinda sirasiyla 13,75 nM ve 11,22 nM olarak bulundu.
BZM’in IC50 dozu ile BRVD’nin 3.75, 7.5, 15 ve 30 uM dozlar1 kombine edildiginde,
BZM + 3.75 uM BRVD kombinasyonunun her iki hiicre hatinda additif etkiye (CI=1),
diger tiim BRVD konsantrasyonlarinin ise BZM’le birlikte doza bagli olarak artan
sinerjistik etkiye neden oldugu bulundu (CI<1). Ayrica, BRVD’nin her iki hiicre
hatinda HSP27 gen ifade diizeyinde kontrole gore anlamli bir diisiise neden oldugu
saptand1 (p<0.05). Ilging olarak BZM’in de her iki hiicre hattinda HSP27 gen ifade
diizeyinde kontrole gore anlamli bir azalmaya neden oldugunu bulundu (p<0.05).
Sonug olarak biz BRVD-BZM kombinasyonunun MM tedavisinde kullanilabilecegini
ve tedavinin etkiliginde HSP27 gen ifade diizeyinin baskilanmasinin rol alabilecegini
onerdik.

Anahtar Kelimeler: HSP27, Brivudin, Bortezomib, Multiple myeloma

Temmuz, 2022; 67 sayfa



MASTER'S THESIS

INVESTIGATION OF THE USABILITY OF HSP27 INHIBITOR'S
BRIVUDIN COMBINED WITH BORTEZOMIB IN MULTIPLE MYELOMA
TREATMENT

Aysegiil TETIK

Aksaray University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Advisor: Prof. Dr. Kamile OZTURK
ABSTRACT

Multiple myeloma (MM) is a hematological cancer characterized by the accumulation
of malignant plasma cells responsible for the production of nonfunctional monoclonal
immunoglobulin in the bone marrow. HSP27, a small member of the heat shock
protein family, has shown to play a role in both the pathogenesis of MM and the
development of resistance to therapy. Although great progress has been made in the
myeloma treatment especially with proteasome inhibitors such as bortezomib, MM
cannot be fully cured in clinical practice. The aim of this study is to investigate the
usability of biruvidin, an antiviral drug, in the treatment of myeloma combined with
bortezomib.

For this purpose, we detected the cytotoxicity of brivudine (BRVD) and bortezomib
(BZM) alone or in combination in U266 and RPMI-8226 human myeloma cell lines
using the MTT test. We calculated the IC50 doses at 48 hours for both cell lines of
BZM and BRVD. We determined the cytotoxicity in U266 and RPMI-8226 cell lines
by keeping the BZM constant at the IC50 dose and changing the BRVD concentration.
We performed combination index (Cl) analysis to evaluate the BZM-BRVD
interaction. We also investigated the effect of BRVD and BZM application on HSP27
gene expression in U266 and RPMI-8226 cell lines using real time RT-PCR method.
As a result, we found the 1C50 dose of BRVD at 48 hours to be 24.39 uM and 18.83
uM, respectively. We found the IC50 value of BZM as 13.75 nM and 11.22 nM for 48
hours in U266 and RPMI-8226 cell lines, respectively. When the 1C50 dose of BZM
and the 3.75, 7.5, 15 and 30 uM doses of BRVD are combined, the combination of
BZM + 3.75 uM BRVD has an additive effect (CI=1) on both cell lines, while all other
BRVD concentrations with BZM caused an dose-dependent increased synergistic
effect (ClI<1). In addition, we showed that BRVD caused a significant decrease in
HSP27 gene expression level in both cell lines compared to the control (p<0.05).
Interestingly, we found that BZM caused a significant decrease in HSP27 gene
expression level in both cell lines compared to the control (p<0.05). As a result, we
suggested that the combination of BRVD-BZM can be used in the treatment of MM
and suppression of the HSP27 gene expression level may play a role in the
effectiveness of the treatment.

Keywords: HSP27, Brivudine, Bortezomib, Multiple myeloma
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1. GIRIS

Multiple myeloma (MM) fonksiyonel olmayan monoklonal immunoglobilin
iretiminden sorumlu malign plasma hiicrelerinin kemik iliginde birikmesiyle
karakterize edilen hematolojik bir kanserdir. Hematolojik kanserlerin %13’iinii temsil
eden MM, fonksiyonel olmayan immiinoglobilinleri (Ig) iireten ve salgilayan bir
plazma klonundan kaynaklanir. Su andaki mevcut tedaviler sadece gecici cevaplar
olusturdugu i¢in MM pratikte tedavi edilemez. MM nin en 6nemli 6zelligi M protein
ya da paraprotein denilen anormal monoklonal immunoglobilinin hiicre i¢erisinde asir1
birikmesidir. MM gelisimi genetik mutasyonlar, kromozom anomalileri, kopya sayisi
anormalikleri ve gen ifade diizeylerindeki degisikliklerden kaynaklanir. Bu genetik
degisikliklerin tamami plazma hiicrelerinin anormal ¢aogalmasina ve hatali Ig’lerin
(M protein) hiicre icerisinde asir1 birikmesine ve hiicre disina salinmasina neden olur
[1,2]. Giiniimiizde bortezomib ve carfilzomib gibi proteasome inhibitérleri MM
tedavisinde biiyiik bir ilerlemeye neden olmustur. Bortezomib, bir dipeptit boronik asit
tiirevi olup, proteozomun kimotripsin benzeri aktivitesini geri doniisiimlii olarak
inhibe eder. Baslangigta hastalarin biiyiik bir cogunlugu bortezomibe cevap vermekte
ve hastalik gerilemektedir, ancak yaklasik bir y1l sonra hastalik tekrar niiks etmekte ve
bortezomibe karsi diren¢ gelismektedir. Su anki mevcut kemoterapdtik tedavilerle
hastalarin ortalama sag kalimi yaklasik 5 yildir. Bu nedenle acil yeni tedavi

stratejilerine ihtiyag vardir [1-4].

Son yillarda, Is1t Sok Proteinleri (HSP) MM tedavisi icin cazip bir terapotik hedef
haline gelmistir. Cilinkii HSP’leri, malign plasma hiicrelerinde asir1 derecede tiretilen
ve hiicre igerisinde biriken monoklonal proteinin neden oldugu proteotoksik stresle
miicadelede kritik oneme sahiptir [3,4]. HSP’leri hiicresel protein homeostazi ve
protein katlanmasinda merkezi rol oynayan molekiiler saperonlardir. HSP’leri protein
katlanmas, yanlis katlanmis proteinlerin degredasyonu, proteinlerin hiicre i¢i taginima,
cesitli sinyal yolaklar1 ve immiin cevabin regiilasyonu gibi bir¢ok hiicresel

mekanizmada gorev alan bir protein ailesidir.

Memeli hiicrelerde, biiylik molekiil agirlikli (HSP 110, 90, 70, 60 ve 40) ve kii¢iik
molekiil agirlikli (HSP27, HSPB1-10, vs) olmak tizere iki ana sinifa ayrilirlar. HSP’ler

siklikla hiicresel stres cevabiyla iliskili olmasina karsin, hiicre biiylimesi ve



farklilasmasinda da rol alirlar. Bu proteinlerin &zellikle protein homeostazisini

diizenlemesi, hiicrelerin hayatta kalmasinda hayati neme sahiptir [5,6].

Son yillarda, birgok farkli kanser tiiriinde HSP’lerin normal hiicrelere gore asir1 ifade
oldugunun bulunmus olmasi, arastirmacilart HSP’ler ve kanser gelisimi arasindaki
iliskiyi aydinlatmaya itmistir. Bu baglamda, HSP’lerin kanser hiicrelerinin hayatta
kalmasi, apoptosize direnmesi, invazyonu, metastasit ve immiim sistemden kacisinda
gorev aldig1 gosterilmistir [7,8,9]. Bu nedenle giiniimiizde HSP’ler kanser tedavisi igin
umut verici bir hedef haline gelmistir. HSP’lerin potansiyel antikanser hedef olmasinin
ana nedenlerinden birisi hiicre igerisinde asirt birikmis onkojenik tirlinlerin neden
oldugu proteotoksik strese ragmen kanser hiicrelerinin hayatta kalmasini saglamasidir.
Bagka bir deyisle HSP’ler kanser hiicrelerinin hayatta kalmasi ve proliferasyonuna
neden olan onkogenik proteinlerin stabilizasyonunu ve mikrogevreye uygunlugunu

saglayarak kanseri tetiklemektedir [6-11].

Normal kosullarda hiicrede sentezlenen proteinlerin dogru katlanmasi ve iglenmesi
endoplazmik retikulumda (ER) gerceklesir. Multiple myeloma hiicrelerinde oldugu
gibi hatali sentezlenen veya yanlis katlanan proteinler ER liimeninde birikerek
katlanmamis protein cevabin1 (UPR) tetiklerler. UPR hiicrede molekiiler saperonlarin
aktivitesini artirarak protein katlanmasina yardimeci olur veya protein sentezini inhibe
edecek sinyal yolaklarini aktive eder. Eger proteinler ER’da dogru bir sekilde
katlanamazsa, ubikutinlenerek sitoplazmaya gonderilir ve proteasomlarda yikilir.
Proteasomlara ek olarak otofaji mekanizmasi da hiicrede asir1 biriken protenlerin

yikimi igin bir alternatif olusturur [1,12-14].

Protein katlanmasindan sorumlu molekiiler saperonlar olan HSP’leri protein
homeastazinda ve MM’da immunoglobulin katlanmasi ve islenmesinde kritik rol
oynarlar. MM hiicrelerinin hayatta kalmasini saglamasi ayn1 zamanda kemoterapiye
verilen cevabin da duyarsizlasmasini saglar [4,15]. Baska bir deyisle kemoterapiye

kars1 direng gelisir.

Son yillarda myeloma hiicrelerinde asir1 liretildigi rapor edilen 1s1 sok protein ailesinin
kiiciik tiyesi olan HSP27 saperonun hem MM patogenezinde hem de tedaviye direng
gelismesinde rol oynadigi bildirilmistir [6,16].



Tiim bu bilgiler 1s181nda, sunulan bu tez ¢calismasinda HSP27 inhibitorii oldugu birkag
calisgma ile gosterilmis [17,18,19] olan brivudinin myeloma tedavisinde
kullanilabilirligi arastirtlmistir. Brivudin  ((E)-5-(2-bromovinyl)-2'-deoxyuridine)
klinikte antiviral tedavi i¢in kullanilan bir ilagtir. Brivudinin antiviral etkinligi viral
DNA sentezini bloke etmesine baglidir. Ayn1 zamanda HSP27 proteinine baglanarak
dogrudan HSP27’nin kendisini, dolayli olarak da HSP27’nin hedef proteinlerinin
inaktivasyonuna neden oldugu rapor edilmistir [17,18,20-22].

Sunulan bu tez caligsmasinda U266 ve RPMI-8226 insan multiple myeloma hiicre
hatlar1 kullanilarak, brivudin ve bortezomibin tek basina ve kombine sekilde myeloma
tedavisinde kullanilabilirligi in vitro olarak arastirilmistir. Ayrica, brivudin ve
bortezomibin HSP27 gen ifade diizeyine etkisi real time RT-PCR yo6ntemi kullanilarak

arastirilmistir.

Elde edilen sonuglar, brivudinin bortezomib ile kombine tedavisinin multiple
myeloma hiicre hatlarinin sitotoksisitesi iizerine doza bagli olarak artan giiclii
sinerjistik etkiye neden oldugunu gostermektedir. Ayrica brivudinin U266 ve RPMI-
8226 hiicrelerinde beklenildigi gibi HSP27 gen ifadesini baskiladigi gozlenirken,
bortezomibin de HSP27 ifadesini baskiladig1 gézlenmistir.

Bu sonuglar brivudinin bortezomible birlikte myeloma tedavisinde kombine ilag
tedavisi olarak kullanilabilecegini ve tedavinin etkiliginde HSP27 gen ifade diizeyinin

baskilanmasinin rol alabilecegini teklif eder.



2. KAYNAK OZETi
2.1 Multiple Myeloma (MM)

Multiple miyeloma (MM), tek bir plazma hiicresi klonunun anormal proliferasyonu ve
kemik iliginde birikmesi ile karakterize edilen tedavi edilemeyen hematolojik bir
kanserdir. [23,24]. Myelom latince "miyel" (ilik) ve "oma" (tiimor) kelimelerinden
tiiretilmistir. Malign plazma hiicreleri hemen hemen her zaman birden fazla yerde

meydana geldiginden, genellikle multipl miyeloma olarak adlandirilir [1-26].

MM tiim kanserlerin %1'ini ve tiim hematolojik malignitelerin yaklasik %10'unu
olusturur. Hematolojik maligniteler i¢inde Non Hodgkin Lenfomadan sonra ikinci en
yaygin hematolojik kanserdir [23,26]. 2021 yil1 itibariyle diinyada her yil yaklagik
86.000 yeni MM vakasi ve buna bagli 63.000 6liim vakasinin meydana geldigi rapor
edilmistir [27].

MM, bagisiklik sisteminin bir pargasi olan ve antijene karsi antibadi iireten plazma
hiicrelerinin kemik iliginde kontrolsliz ¢cogalmasiyla olusur. MM hiicrelerinin en
belirgin 6zelligi, M protein ya da paraprotein olarak da adlandirilan fonksiyonel
olmayan monoklonal immiinoglobulin proteinini asir1 derecede tiretmeleridir [23,28].
Myeloma hiicrelerinin kemik iliginde anormal derecede ¢ogalmasi ve bu hiicrelerin
tirettigi hatali immiinoglobulinlerin hiicre igerisinde birikmesi ve salgilanmasi, MM
hastalarinda anemi, osteolitik kemik lezyonlari, hiperkalsemi, bobrek yetmezligi ve
tekrarlayan enfeksiyonlar gibi patolojik durumlarin ortaya ¢ikmasina neden olur
[23,29,30].

MM bir ileri yas hastaligidir. Hastalarin %85°1 65 yasindan biiyiik iken sadece %2’si
40 yasin altindadir [26]. 65 yas ve iistii bireylerde tanidan sonraki ortalama 5 yillik sag
kalim yaklasik %46.6 dir [23]. MM tedavisinde ilk olarak proteazom inhibitorleriyle
(PI'ler), sonrasinda immiinmodiilator ilaglar (IMiD'ler) ve kemik iligi transplantasyonu
gibi modern terapilerle hastalarin 5 ve 10 yillik sagkalim oranlarinda artiglar elde
edilmistir. Ancak tedavi yontemlerindeki tiim bu ilerlemelere karsin hastaligin
tekrarlayan sekilde niiks etmesi ve uygulanan kemoterapik tedavilere direng
gelismesinden dolay1 [31], MM Klinikte halen tam olarak tedavi edilemeyen bir kanser

tirtidiir.



2.2 MM Sitogenetigi

MM bir plazma hiicre kanseridir. Kemik iliginde bulunan onciil B lenfositler
(prokiirsor, B lenfosit) antijenle karsilastiktan sonra olgun plazma hiicrelerine dondisiir.
(Sekil 2.1) [32]. Normal plazma hiicreleri antijene 6zgii antibadi iireten, terminal

olarak farklilasmis boliinmeyen hiicrelerdir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Multiple myeloma gelisimi Ve anormal plazma hiicreleri [33].

Plazma hiicreleri birgok mutasyon ve kromozomal anomali sonucu malign plazma
hiicresine donisiir [32]. MM hiicre genomu, hastalik patogenezi ve hastaligin klinik
bulgular1 ile baglantili olan ¢ok sayida onkogen ve tiimor baskilayici gen mutasyonlari
ve buna ek olarak bir¢ok yapisal ve sayisal kromozomal anormallik ile karakterize

edilir.

MM genomlarinda hiperdiploidi ve trizomi vakalarma c¢ok sik rastlanir (48-74
kromozom sayis1). Trizomi genellikle tek sayili kromozomlarda (3, 5, 7, 9, 11, 15, 19

ve 21.kromozom) olusmaktadir [34].

MM hastalarinin %90°mda kromozom anormallikleri goriilmiistiir [3]. Ozellikle Ig
gen lokuslarindaki translokasyonlar ve rekombinasyon hatalar1 MM gelisimine
ozgudiir. IgH gen lokusundaki 14q32 translokasyonu MM vakalarinin yaklagik
%50’inde goriiliir. Vakalarin %60°nda hatali Ig sentezine neden olan 11q13, 4p16.3,
16023, 6p21 ve 20911 rekombinasyon hatalar1t mevcuttur. Bu genetik degisikliklerin
tamamu hatali Ig’lerin (M protein) hiicre igerisinde asir1 birikmesine ve hiicre digina
salinmasina neden olur [34]. MM’li hastalarin %60°nda kromozom 1’in oldugu
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bolgede kazanimlar, hastalarin %59’unda kromozom 13 silinmesi (monozomi)
saptanmistir. Ayrica tiimdr baskilayici gen olan p53 geninin oldugu kromozom 17°nin

kisa kolunun kaybr hastalarda siklikla gzlenen bir mutasyondur [34,35].

Tan1 aldiktan sonra takip edilen MM hastalarinda, hastaligin klinik tablosu
katiilestikge kromozom anomalilerinin ve mutasyon sikligininda arttig1 saptanmistir
[36]. 1(11;14)(g13;q32) translokasyonu tasiyan hastalar yiiksek doz kemoterapi ve kok
hiicre tedavilerine cevap verebilen iyi prognozu gosterirken, t(4;14) translokasyonu

tedaviden bagimsiz kotii prognozla iligkili bulunmustur [35].

2.3 MM Gelisimi

MM hastalig1 genellikle tan1 konulmadan 6nce asemptomatik bir evre olan 6nemi
belirsiz  monoklonal gamopati (Monoclonal gammopathy of undetermined
significance (MGUS) denilen bir evreden gelisir [37]. MGUS evresi 50 yas tstiindeki
niifusun yaklagik %3’tinde, 70 yas istiindeki niifusunda %5’inde goriiliir. Her yil
MGUS hastalarinin %0,5 - 1’inin MM’ye ilerleme riski mevcuttur. Bu sebeple MGUS
hastalar1 hastalik siiresince takip edilir, fakat hastalik semptomlar1 gézlenene kadar
tedavi edilmez [38]. MGUS hastalarinda kromozomal anomali ve mutasyon
birikmesiyle hastalik sessiz miyeloma (Smoldering Multiple Myeloma-SMM) denilen
bir evreye doniisiir. SMM evresinin tanidan sonra MM’ye doniisme riski ilk 5 yilda
%10, sonraki 5 yilda %3 ve sonraki yillarda %1,5’tir [39]. SMM vakalarinda daha ileri
mutasyon birikmesiyle hastalik artik klinikte tedavi gerektiren MM asamasina gecer
[38].

2.4 MM Tanis1

MM da tan1 koymak i¢in hastalarin serum ya da idrarinda veya ikisinde de monoklonal
proteinin (M protein) saptanmasi, kemik iliginde klonal plazma hiicresi oraninin
belirlenmesi, anemi, kemik lezyonu - osteoporoz, bobrek yetersizligi ve hiperkalsemi

gibi semptomlarin bir veya daha fazlasinin tespit edilmesi gerekmektedir [37].

MM tanis1 M Protein varligini temel alir. Tani1 i¢in serum ve idrarda M proteinin ya da
kemik iliginde plazma hiicre (hiicresel sayinin %10’dan fazla) varliginin saptanmasi

gerekir. Ayrica, yiiksek serum kalsiyumu (>11,5 g/dl), renal bobrek yetmezligi (serum



kreatinin >2 mg/dl) veya anemi (hemoglobin <10 g/dl veya normalin 2 g/dl altinda)

gibi kemik anormallikleriyle iligkili organ hasarlarinin saptanmasi gerekir [34].

Yeni tan1 almis MM hastalarinin MGUS ve SMM Kkaristirilmamasi i¢in tani kriterleri

Cizelge 2.1°de sunulmustur [34]. Ayrica MM tanisi almis hastalarda hastaligin

ilerleyisine gore yapilan bugiin klinikte kullanimi Onerilen Durie-Salmon

evrelendirme sistemi ve buna ait klinik veriler Cizelge 2.2’de sunulmustur.

Cizelge 2.1. Myeloma gelisiminde tan1 kriterleri [34].

Hastahk

Kriterleri

MGUS

Serum monoklonal protein seviyesi <3
g/dl ve klonal kemik iligi plazma hiicreleri
<%10 Plazma hiicre diskrazisine bagl
semptomlarin ve u¢ organ hasarinin
olmamasi (litik kemik lezyonlari, anemi,

hiperkalsemi veya bobrek yetmezligi)

SMM

Serum monoklonal protein seviyesi >3
g/dl ve/veya klonal kemik iligi plazma
hiicreleri >%10 Plazma hiicre diskrazisine
bagli semptomlarin ve son organ hasarinin
olmamas (litik kemik lezyonlari, anemi,

hiperkalsemi veya bobrek yetmezligi)

MM

Serum ve/veya idrar monoklonal proteini
ve/veya klonal kemik iligi plazma
hiicreleriPlazma hiicresi diskrazi ile iliskili
litik kemik lezyonlari, anemi,
hiperkalsemi veya bobrek yetmezligi

varligi




Cizelge 2.2. Myelomanin evrelerine gore tan1 kriterleri [34].

MM Durie-Salmon evrelendirme sistemi Uluslarasi
EVRESI Evrelendirme
Sistemi
I Hemoglobin >10 g/dl, Albiimin >3,5 g/dl B2-mikroglobulin
Serum kalsiyumu <12 mg/dl <3,5 mg/L
Miyelomla iliskili kemik lezyonu yok Hemoglobin >10 g/dI

Diisiik M-protein konsantrasyonu (1gG <5 g/dl, | Albiimin >3,5 g/dl
IgA <3 g/dl ) Bence Jones protein <4 g/24 saat)

I Ne evre | ne de evre 111 Ne evre | ne de evre
11

i Hemoglobin <8.5 g/dl, Serum kalsiyumu >12 | B2-mikroglobulin
mg/dI >5.5 mg/L

Genis litik kemik lezyonlari

Yiiksek M-protein konsantrasyonu (IgG >7
g/dl, IgA >5 g/dl veya Bence Jones protein >12
0/24 saat)

2.5 MM’nin Tedavisi

MM yeni tanis1 almig hatalarda tedavi kisiye gore planmaktadir. Genel olarak tedavi
plan1 hastaligin yayilma durumu ve ilerleme hizi, kiside baska herhangi bir koroner
hastalik olup olmadigi ve hastanin yas1 géz 6niine alinarak planlanir. Yeni tan1 alan
hastalarda proteasome inhibitorleri, immunmodiilatér ilaglar ve hiicre yiizey
molekiillerini hedaf alan antikorlarin kullanimi ve ayrica geng hastalarda yiiksek doz
kemoterapi sonrasi otolog kok hiicre transplantasyonu (ASCT) gibi tedavi segenekleri
mevcuttur. ASCT icin uygun olan hastalarda ortalama sag kalim 10 yila kadar
cikarken, transplantasyon i¢in uygun olmayan hastalarda bu oran ortalama 4-5 yil

kadardir [40].

MM tedavisinde kullanilan ilaclar, alkilleyici ajanlari (melphalan, siklofosfamid)
kortikosteroidleri (deksametazon, prednizon), immiinomodiilator ilaglart (talidomid,
lenalidomid, pomalidomid) ve proteazom inhibitdrlerini (bortezomib, karfilzomib,
ixazomib) igerir. Daratumumab ve isatuksimab, CD38'i hedefleyen monoklonal (M)

antikorlardir ve MM tedavisinde giderek daha onemli bir rol oynamaktadir. ASCT
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aday1 hastalar1 igin tercih edilen baslangi¢c tedavisi bortezomib, lenalidomid,
deksametazondur VRd dir. Transplantasyon i¢in uygun olmayan hastalarda baglangic
tedavisi i¢in iki ana segenek uygulanmaktadir bunlar bortezomib, lenalidomid,
deksametazon (VRd) ve daratumumab, lenalidomid, deksametazon (DRd)

kombinasyonundan olusur.

MM'li hastalarin hemen hemen tiimiinde ¢ok sayida niiks gelisir. Aslinda MM, ¢oklu
remisyon ve relapslarla karakterize bir hastaliktir. Modern terapi ile, MM'nin ilk
niiksii, ilk taniy1 takip eden ~3—4 yil sonra ortaya ¢ikar [39]. Sonraki her remisyon
giderek daha kisa siirelidir ve sonucta hastalar hastaligin kendisinden veya tedaviye

bagli komplikasyonlarda sonucu kaybedilir [40].

2.6 MM’ da Yeni Tedavi Seceneklerinin Arastirilmasi

MM’nin en belirgin 6zelligi fonksiyonel olmayan ve hiicre icerisinde asir1 derecede
biriken M proteinin neden oldugu proteotoksik strestir. Hiicrelerin hayatta kalmasi igin
bu stresle basa ¢ikmalarinda proteasome aktivitesi birincil Gneme sahiptir. Bu nedenle
proteasome inhibitérleri MM tedavisinde c¢igir agmislardir. Bortezomib gibi
proteazom inhibitorleri ile MM tedavisinde biiyiik gelismeler elde edilmesine ragmen
MM halen klinikte tedavi edilemeyen bir hastaliktir. Ciinkiit MM tedavisindeki en
onemli sorunlardan birisi tedaviye kars1 direng gelismesi ve hastaligin tekrar niiks
etmesidir. Bu nedenle MM tedavisi i¢in acil yeni tedavi stratejilerine ihtiyag vardir. Su

anki mevcut tedavilerle hastalarin ortalama sag kalimi yaklagik 5-10 yildir [3,4,41].
2.6.1 Bortezomib

Bortezomib, yapisinda boronik asit ile pirazinoik asit, fenilalanin ve 16sin igeren bir
dipeptit boronik asit tiirevidir (Sekil 2.2). Ilk olarak bortezomib, 1995 yilinda
Myogenics Company tarafindan sentezlenmistir ve MG-341 olarak adlandirilmistir. In
vitro ve in vivo umut verici sonuglarin ardindan ¢alismalarda, multipl miyelom
kanserli hastalarda kii¢iik bir Faz I klinik denemesinde test edilmis ve daha sonra PS-
341 olarak adlandirilmistir. 1999 yilinda Millennium Pharmaceuticals, adl1 sirket bu
potansiyel antikanser ilacin1 Onceki sirketten alarak kapsamli klinik deneyler
gerceklestirmistir. 2003 yilinda, ilk sentezden yedi yil sonra, nihayet ABD'de FDA
tarafindan, multip] miyelom hastalarinin tedavisi igin bortezomib (marka adi

Velcade®) adiyla onaylanmistir. Bortezomibin molekiiler formiilii CI9H25BN404 ve
9



kimyasal TUPAC adi [3-metil-1-(3-fenil-2-pirazin-2-ilkarbonilamino-propanoil)
amino- biitil] boronik asittir [42]. 2008 yilindan itibaren MM tedavisinde aktif olarak
kullanilmaktadir [42-44].

O
N
N N
[j)LH
Z
N

Sekil 2.2. Bortezomibin yapis1 [44].

Bortezomib, 26S proteazomunun geri donlisiimlii inhibitorii olarak ¢alisir [42]. Yeni
tan1 ve niiksetme relaps durumundaki bir¢cok multiple myeloma hiicreleleri proteazom
inhibitorlerine duyarlidir [24]. Proteazom inhibitorleri diger kanserlere oranla en ¢ok
MM da kullanilir ve etkinligi en fazla MM dadir. MM’nin en belirgin 6zelligi
fonksiyonel olmayan M proteinin hiicre igerisinde asir1 birikmesidir. Hiicre igerisinde
asir1 derece biriken M proteinine ragmen hiicrenin hayatta kalmasinda proteasome
aktivitesi birincil 6neme sahiptir. Bu nedenle proteasome inhibitorleri MM tedavisinde

¢1gir agmuslardir [3, 4].

MM hiicrelerinin bu asir1 biriken M proteinine ragmen hayatta kalmasi, biiytik bir
oranda proteasome aktivitesine (ubikutin proteasome sistemi; UPS) baghdir. Bu
nedenle, MM tedavisinde hiicrede asir1 birikmis M proteinin yikimini saglayan

proteasome inhibitdrleri etkin bir tedavi stratejisi saglamaktadir [35,45-47].

2.7 MM ve ER Stres

MM hiicrelerinin en belirgin 6zelligi fonksiyonel olmayan hatali M proteinin asir1
derece ifade etmesi ve bu proteinin hiicre igerisinde asir1 derecede birikmesidir. Bu
durum MM hiicrelerinde protein homeostazinin bozulmasina neden olarak

proteotoksik strese (Endoplazmik retikulum, ER stres) neden olur.
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Protein homeostazi, protein sentezi, katlanmasi ve bozunmasi arasindaki dengenin
saglanmasidir [46-48]. Hiicrede olusan her tiirlii stres hiicreyi biitiiniiyle etkilediginden
dolay1 proteotoksik stres meydana gelmektedir. Hiicre i¢erisinde katlanmamis ve/veya
yanlis katlanmig proteinlerin birikimi, diizensiz gen transkripsiyonu, mutasyona
ugramis genler tarafindan kodlanan hatali proteinler, oksidatif stres, kemoterapi ve
radyasyonun neden oldugu hasarli proteinlerin varligi hiicrede proteotoksik strese
neden olur. Hiicrede katlanmamis ve/veya yanlis katlanmis protein birikimi oldugunda
ER Stresi olusur. ER stresi yanlis katlanmis proteinlerin yani sira hipoksi, ROS,
kemoterapi, onkogenlerin birikmesi ve besin yetersizligi gibi bir¢ok farkli stres

kosulunda da indiiklenebilir (Sekil 2.3).

Hiicreler ER stresiyle basa ¢ikmak i¢in protein sentezini azaltarak gecici bir
adaptasyon saglar, bu durum ER’ye giren protein yiikiinde bir azalmaya yardimeci olur.
Ancak hiicrenin ER stresine kars1 protein homeostazini saglayarak hiicrelerin hayatta
kalmasini sagladigi birka¢ ana mekanizma vardir. ER stresine kars1 hiicre katlanmamis
protein yaniti (UPR), ER ile iligkili bozunma (ERAD), otofaji, proteosomal aktiviteyi
artirma, ER genislemesi, protein sentezini azaltma ve saperon (1s1 sok proteinleri)
aktivitesi artirmak gibi ¢oklu mekanizmalarla cevap olusturur [48,49]. Ancak
homeostazisin saglanamadigi ve stresin giderilmedigi durumlarda hiicre bu duruma

yenik diiser ve apoptoza girmektedir [50].
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Sekil 2.3. ER stres uyaranlari [51].
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2.8 ER Stresine Kars1 Katlanmmis Protein Cevab1 (UPR)

Yanlis katlanmis proteinlerin hiicrede birikmesi ER stresinin indiiklenmesine neden
olur, bu da katlanmamuis protein cevabini (UPR) aktive eder. ER stresine kars1 hiicresel
cevabin baslamasi icin IRE1, PERK ve ATF6’dan olusan ii¢ farklt ER transmembran
proteini gereklidir (Sekil 2.4). Bunlar IRE-1 (inositol gerektiren enzim-1), PERK (gift
sarmall1 RNA ile aktive olan protein kinaz [PKR] benzeri ER kinaz) ve ATF6 (aktive
edici transkripsiyon faktorii 6) dir. Bu ii¢ proteinin aktive olmasi ve UPR cevabinin
indiiklemesi i¢in bir saperon olan BIP (GRP78) proteini gereklidir. BIP yanlis
katlanmig ubikiitinlenmis proteinlere baglanarak onlar1 sitoplazmadan ER liimenine
tasir, boylece IRE1, PERK ve ATF6’nin aktivasyonu saglanarak UPR cevabi olusur
(Sekil 2.4).

Stres yoklugunda BIP proteini ER membranindaki IRE1, PERK ve ATF6’ya bagh bir
sekilde bulunur. Boylece bu ii¢ proteinin aktivasyonu engellenir. Stres kosullarinda;
yani katlanmamis veya hatali katlanmis proteinlerin birikimi durumunda BiP yanlis
katlanmis proteine baglanmak i¢in IRE1, PERK ve ATF6’dan ayrilarak bu proteinlerin
spontan olarak oligomerize/ dimerize olmasina ve kendi kendilerini fosforlayarak

sonrasinda aktivasyonlarina yol agmaktadir [50-53].

hibitors \

=
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e

Engulfed
by Phagophore

..............

Sekil 2.4. ER stresi ve ER stresine kars1 hiicresel cevaplar [50].

ATF6 bir tip Il transmembran proteinidir [54]. ER stresini hafifletmek i¢in protein

katlanmasinda gérev alan saperonlarin transkripsiyonunu baslatir [55,56].
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PERK, ER stresi i¢in en hizl1 sensor olan sitozolik serin/treonin kinaz alanina sahip bir
tip | transmembran proteinidir. PERK ve ATF6, UPR’da salgi proteinlerinin
transkripsiyonunu azaltarak katlanmamis proteinlerin birikimini azaltmaya ¢alisir ve
ER ile iligskili bozunma (ERAD) veya lizozomal bozunma yoluyla yanlis katlanmis

veya yavas katlanan proteinlerin ¢ikarilmasini artirir.

IREla, bir protein serin/treonin kinaz ve endoriboniikleaz alanina sahip bir tip I
transmembran proteinidir. IRE1, XBP1 transkripsiyonel faktoriinii indiikleyerek ya
mRNA bozulmasini saglayarak protein sentezinin azaltir ya da saperon proteinlerinin

transkripsiyonu indiikleyerek katlanmaya yardimei olur [55-57].
2.8.1 ER stresine kars1 ubikutin proteazom sistemi (UPS)

Yanlis katlanmis ya da hatali proteinlerin neden oldugu ER stresi hiicrede bu
proteinlerin yikimini1 saglayan proteasome yolagin1 aktive eder. Proteasomlar
katlanmamis, yanlis katlanmis, hasar gérmiis veya hiicre dongiisii, apoptosis ve
transkripsiyon faktorler gibi kisa Omiirlii sinyal proteinlerinin ubikutinlenerek
yikimindan sorumlu proteaz kompleksleridir. Proteazom, 20S ¢ekirdek kompleksi ve
198 diizenleyici kompleksi igeren bir 26S enzim kompleksidir. 20S birimi a- ve p-alt
birimlerinden olusan dért heptamerik halkadan olusan fig1 benzeri bir yapr sergiler. Iki
dis halka, N-terminalleri iki i¢ halkay1 olusturan yedi B-altbirime yonelik olan yedi a-
alt birimden olusur. 20S kompleksinin katalitik aktivitesi, sirasiyla kaspaz, tripsin ve
kimotripsin benzeri aktiviteler sergileyen treonin proteazlar olan B1, 2 ve B5 alt

birimlerinin dahil edilmesiyle saglanir [58].

Proteasomda yikilacak olan proteini Oncelikle ubikutin ile isaretlenmesi gerekir.
Ubikitinasyon 2 sekilde gergeklesir. Birincisi hedef proteinlerin lizin kalintilar ile
ubikuitinin C-terminalindeki glisin (glisin 76) arasinda izopeptid baglarinin olusumu
ile ikincisi ise sirastyla ester veya tiyoester baglari yoluyla substratlarin serin/treonin
veya sistein kalintilarinda meydana gelmektedir. Ubikutinasyon islemi, ubikuitin
molekiillerini hiicresel hedeflere sirali bir sekilde aktaran bir enzim (E1, E2 ve E3)
kaskaddir. Ubikuitin-aktive edici enzim (E1) ilk 6nce bir ATP-hidrolize ile ubikuitini
aktive eder ve daha sonra ubikuitin-konjuge edici enzimin (E2) aktif bolgesindeki
sistein rezidiisiine transfer edilir. Daha sonra, iki asamali bir reaksiyonla, E2 enzimleri,

spesifik hedefleri taniyan ubikuitin-ligazlarin (E3) yardimiyla substratlara ubikuitin
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konjugasyonu saglar. Bu siiregte, substrat Ozgiilliigii, insan genomu tarafindan

kodlanan tahminen 500-1000 tane varsayilan E3 ligaz tarafindan saglanir (Sekil 2.5) .
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Sekil 2.5. Proteazom kompleksi ve ubikiitinasyon [58].

2.8.2 ER stresi ve 1s1 sok proteinleri (HSP)

Is1 sok proteinleri (HSP) ER stresine karsi cevapta indiiklenen bir protein ailesidir.
HSP’ler yanlis katlanmig peptitlerin yeniden katlanmasinda, geri doniisii olmayan
proteinlerin bozunmasinda, strese karsi kararsiz polipeptit kiimelenmelerinin
onlenmesinde, hiicre i¢i trafikte, bazi sinyal yollarmin modiile edilmesinde ve
bagisiklik tepkilerini diizenlemek gibi bir¢ok hayati hiicresel siirecte rol alan bir

protein ailesidir [5, 8,59,60].

ER stresine neden olan kosullar hiicrede HSP proteinlerinin trasnkripsiyonunu

saglayan 1s1 sok faktorlerinin (HSF) aktivasyonunu saglar.

2.9 Is1 Sok Proteinleri (HSP)

2.9.1 Is1 Sok Faktorleri

Proteotoksik strese ve ER stresine neden olan faktorler, Is1 Sok Faktorleri (HSF) nin
aktivasyonuna yol agar. HSF’ler, Is1 Sok Proteinleri (HSP)’nin transkripsiyonu
indiikleyen transkripsiyonel faktorlerdir. ER stresi HSF’lerin sitoplazmadan ¢ekirdege
transferini saglar. Bu durum, HSF’lerin stressle indiiklenen hedef genlerinin (HSP’ler)
promotor bolgesindeki 1s1 soku elementlerine (HSE) hizla baglanmasini ve mRNA

transkripsiyonunun indiiklenmesi saglar. Boylece sitozolik HSP diizeyi artmis olur.
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HSP’ler yanlis katlanmis ya da katlanamamis proteinlerin dogru katlanmasini saglayan

saperon molekiilleridir [61].

Insanda 6 tane HSF geni mevcuttur. Bunlar; HSF1-2, HSF4-5, HSFX-Y dir. HSF1,
bu izoformlarin en ¢ok anlagilanidir. HSF2 erken gelisimle baglantilidir, HSF4 g6z
mercegi gelisiminde rol oynar, HSF5 ve HSFX'in islevi su anda bilinmemektedir.
HSFY erkek fertilitesi ile iligkilendirilmistir [62].

HSF1 birka¢ hastalikta 6dnemli rol oynadigi anlagilan ilk tanimlanan transkripsiyon
faktorudiir. HSF1 geni 8. kromozomun (8g24.3) uzun kolunda bulunup, 529 aminoasit
lik bir proteine transle olur [62]. HSF1, HSP’lerin transkripsiyonundan sorumlu
baslica faktordiir. Normal kosullar altinda hiicrede az olarak ifade edilen HSP genleri
endojen ya da ekzojen kaynakli stresten sonra protein katlanmasiyla basa ¢ikabilmek
amactyla indiiklenirler. HSP genlerinin her biri, promotorleri i¢inde, strese maruz
kalmay1 neredeyse aninda algilayan, monomerden trimer forma doniisen ve giiclii bir
sekilde HSP genlerini indiikleyen bir protein olan, 1s1 soku transkripsiyon faktorii 1

(HSF1) i¢in baglanma bolgeleri igerir.

Yapilan ¢alismalarda HSF1’in 6zellikle meme, kolon, akciger, endometriyal, prostat,
hepatoseliiler ve oral skuamoz hiicreli kanser hiicrelerinde asir1 derecede ifade edildigi

ve kotii prognozla iligkili oldugu gosterilmistir [63-65].

2.10 Is1 Sok protein Ailesi (HSP)

HSP’ler ilk olarak Drosophila dokularinda sicakligin olimciil seviyeye kadar
kademeli olarak artitirildiginda gozlenmistir. Bu nedenle 1s1 sok proteinleri olarak
adlandirilmistir [65,66]. HSPler 1s1 sok proteinleri 6karyotlarda ve prokaryotlarda
yuksek oranda korunmus bir protein grubudur. Bu proteinlerin sentezi sadece yiiksek
181 artigina toleransi artirmakla kalmayip, ayn1 zamanda hipoksi, iskemi, endotoksinler
gibi stres faktorleri, agir metaller, organik ¢oziiciiler ve reaktif oksijen birlesikleri
(ROS) gibi istenmeyen birgok durumda indiiklenirler [65]. Boylece hiicrelerin oldukca

cesitli olan stres kosullarina karsi korunmasi saglar.

HSP’leri hiicresel protein homeostazi ve protein katlanmasinda merkezi rol oynayan
molekiiler saperonlardir. HSP’leri protein katlanmasi, yanhs katlanmis proteinlerin

degredasyonu, proteinlerin hiicre i¢i tasinimi, ¢esitli sinyal yolaklar1 ve immiin
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cevabin regiilasyonu gibi bir¢ok hiicresel mekanizmada gorev alan bir protein ailesidir.
HSP’ler siklikla hiicresel stres cevabiyla iligkili olmasina karsin, hiicre biiylimesi ve
farklilasmasinda da rol alirlar. Bu proteinlerin 6zellikle protein homeostazisini

diizenlemesi, hiicrelerin hayatta kalmasinda hayati dneme sahiptir [5,6].

Hiicreler stres tolerans sinirina ulagtiginda, organizmaya geri doniisii olmayan sistemik
hasar1 6nlemek i¢in ya programlanmis hiicre 6liimii apoptosis ya da otafijiye girerler.
Ancak HSP'lerin varliginda, JNK, AKT ve NF-kB gibi ¢esitli sinyal yolaklarinin
modiilasyonu yoluyla proapoptojenik molekiillerin inhibe edildigi ve hiicrenin stres

kosullarina karsi direnebildigi gosterilmistir [67].

HSP ler molekiil agirliklarina gore iki grupta incelenmektedirler. Birincisi, molekiil
agirliklar: 40 ila 110 kDa arasinda degisen ATP’ye bagimli yliksek molekiiler agirlikli
HSP'lerdir. Bunlar HSP110. HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 ve HSP40 dir. ikincisi,
molekiil agirlig: 8 ila 30 kDa arasinda ATP’den bagimsiz kii¢iik molekiiler agirlikli
HSP'lerdir. Bunlar HSP27, HSP15 ve HSP10 gibi ¢ok sayida protein ailesinden olusur
[59,60].

2.10.1 Biiyiik molekiil agirhkl HSP’ler

2.10.1.1 HSP110

HSP110 memelilerin sitoplazmasinda bol miktarda bulununan bir saperondur.
HSP110’nun ER’da bulunan glukoz yoklugunda indiiklenen homologu da Grp170
olarak adlandirilir. Hsp110’nun 105a ve 105f olmak tizere iki farkli formu vardir.
Hsp105a, hiicrelerin sitoplazmasinda ifade edilip 1s1 soku ve diger stres uyaranlar
tarafindan indiiklenebilir. Hsp105p, ozellikle ¢ekirdekte lokalizedir ve sadece 1siyla
indiiklenebilir [68]. Hem Grp170 hem de Hspl110 proteinleri, Hsp70 ailesinin genel
olarak bir boliimiinii olusturmaktadir. HSP110 denatiire proteinlerin agregasyonunda
gorev almaktadir. Ayrica HSP70’e kiyasla agregasyonu daha yiiksek verimlikte onler.
Bu nedenle HSP110’un protein katlanmasinda dogrudan bir islevi yoktur. HSP110
aromatik kalintilara sahip substratlar1 tercih ettigi icin HSP70" den farkli substrat
baglanma Ozellikleri sergiler ve bu durum HSP110 ve HSP70'in farkli saperon
aktivitelerini agiklayabilir [6,68,69].
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2.10.1.2 HSP90

HSP90 protein ailesi kendi igerisinde farkli alt gruplara ayrilir. Bunlar sitoplazmik
Hsp90a ve Hsp90pB, mitokondriyal TNF reseptorii ile iliskili protein 1 (TRAP1) ve
endoplazmik glukozla diizenlenmis protein 94 (Grp94) tiir.

Sitoplazmik izoform hiicrenin hayatta kalmasi i¢in elzemdir [68-70]. HSP90 sadece
bir grup hedef protein ile etkilesime girmektedir. HSP90 protein katlanmasindan
ziyade hedef proteinin katlanmasina yardim eder ve proteinin katlanmasi i¢in onu
belirli bir pozisyonda tutarak diger saperon proteinlerine yardim eder. HSP90 nin
hedef proteinleri esas olarak protein kinazlar, reseptorler ve transkripsiyon
faktorlerinden olusur ve bunlarin c¢ogu hiicre dongiisiiniin kontrolii ve sinyal

yollaklarinda gorev alir [71-73].

HSP90 yapisal olarak bir homodimerdir ve her biri esnek olarak birbirine baglh 3
protomer bolgeden olusmaktadir. Bunlar N terminal ATP baglanma alani1 (N-domain),
orta alan (M-domain) ve bir C terminal dimerizasyon alani (C domain)’ni igerir [74].
ATPaz aktivitesi HSP90 i¢in esastir. ATP eklendikten sonra HSP90’da
konformasyonel bir degisim gergeklesir. HSP90 ‘V’ sekilli formu agik
konformasyonel durumu gosterirken, ATP baglandiktan sonra N terminal alaninda
dimerize olarak kapali konformasyon durumuna ge¢mektedir [6,74]. HSP90 nin
20’den fazla yardimci saperon proteini oldugu bilinmetedir ve bunlarin hepsi substrat
proteinin aliminda, olgunlasmasinda, kontrolinde ve ATPaz aktivitesinin

modiilasyounda gorev almaktadir [6].

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, HSP90’nin pankreas, yumurtalik, meme, akciger ve
endometriyal kanserler, orofaringeal skuamoz hiicreli karsinom ve multipl miyeloma
dahil olmak tizere cesitli kanserlerde yiiksek diizeyde ifade edildigi rapor edilmistir.
HSP90’nin yiiksek ekspresyonu, akciger kanseri, 6zofagus kanseri, mesane kanseri,
melanom ve 16semide kotii prognozun bir belirteci olarak tanimlanmistir [64]. Bu

nedenle HSP9O0 inhibitorleri kanser terapisi igin bir hedef tedavi olusturular [72].
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2.10.1.3 HSP70

HSP70 protein homeostazi i¢in 6nemli bir saperon olup protein katlanmasi ve yikinda
rol alir. Prokaryotlar tek bir HSP70 proteini bulunmasuna karsin, 6karyotlarda farkl
hiicre lokalizasyonlarinda bulunan birka¢ HSP70 proteini vardir. Sitoplazmada
bulunan Hsc70, stres kaynakli HSP72, endoplazmik retikulumda bulunan BIP (Grp78)
ve mitokondride mortalin/Grp75' olarak bulunur [6,75,76].

Memeli hiicrelerinde ubikuitin-proteazom sistemi (UPS), makrootofaji, mikrootofaji
ve saperon aracili(segici) otofaji (CMA) olmak tlizere 4 farkli protein yikim yolu vardir.

HSP70 bu yikim yollarinin tiimiine substrat se¢imi igin 6zgiilliik saglar [75].

HSP70 yanlis katlanmis proteinlerin neden oldugu ER stresine cevapta merkezi rol
alir. Yanlis katlanmis proteinleri lizozoma ve proteasome yikim i¢in gdnderirken,
dogru katlanmay1 saglamak i¢cin de HSP90’da yonlendirmektedir. Ayrica bazi sinyal
yolaklarin1 modiile ederek strese kars1 hiicrenin hayatta kalmasinda kritik rol alir (Sekil
2.6). Ozellikle sitoplazmik HSP70’in hem kaspaz bagimli hem de kaspaz bagimsiz

apoptosis yolaklarini inhibe ettigi deneysel olarak gosterilmistir [6].

HSP90 gibi HSP70 saperonunun da prostat, karaciger, meme, rahim agzi, melanoma
gibi bir¢ok kanser tliriinde asir1 derecede ifade edildigi ve bunun koétii prognozla iligkili

oldugu rapor edilmistir [64,73,76].
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Sekil 2.6. HSP70’nin hiicresel gorevleri [6].
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2.10.1.4 HSP60

HSP60 60 kDa agirliginda bir saperon proteinidir. HSP60 prokaryotlarda ve
okaryotlarda bol miktarda ifade edilir. Baslangi¢ta mitokondriyal homeostazi saglayan
bir protein olarak saptanmasina karsin, HSP60’1n sitoplazmada, plazma zarinda ve

hiicre dis1 boslukta da bulundugu gosterilmistir [77].

Memelilerde HSP60’1n HSP10 ile bir kompleks yaptigi ve mitokondriyal proteinlerin
katlanmasin1 kolaylastirdig, ayrica sinyal iletimi, inflamasyon, bagisiklik yaniti, hiicre
proliferasyonu, apoptosis ve protein trafigi gibi bir¢cok biyolojik siiregte rol aldigi

gosterilmistir.

Yapilan ¢alismalar HSP60'1n kolon, karaciger mide, pankreas, prostat, mesane, bas ve
boyun kanserleri gibi birgok kanser tiiriinde asir1 ifade edildigini ve bu durumun kori

prognozla iliskli oldugunu gostermistir [64].
2.10.1.5 HSP40

HSP40’1in HSP igerisinde elliden fazla iiyesi en biiyiik HSP ailesidir. HSP40 protein
ailesi yiiksek oranda korunmus bir J-domenine (JDP'ler) sahiptir [78]. HSP40, yanlis
katlanmig proteinleri ve protein agregatlarini tespit eden ilk molekiiler saperondur
[78]. HSP40 protein ailesinin mide, kolorektal, servikal ve akciger kanserlerinde asir1

derecede ifade edildigi rapor edilmistir [64].

2.10.2 Kiigiik molekiil agihigina sahip sHSPler

Kiigiik 1s1 soku proteinleri (sHSP), HSP ailesi i¢cinde oldukea yiiksek cesitlilige sahip
bir aileyi olusturur. sHSP tiyeleri birgok organizmada bulunmaktadir. Birgok farkli
kaynaktan izole edilen ¢ok sayida sHSP iiyesi bulunmus olsa da aralarindaki homoloji
cok diisiiktiir. Bu ailenin iiyeleri birkag tipik o6zellik ile karakterize edilir. Bunlar,
diisiik monomerik molekiiler kiitle (15-40kDa), o kristalin alan1 olarak adlandirilan
~90 amino asit kalintisindan olusan korunmus bir bdlgenin varligi ve biiyilik
oligomerik kompleksler olusturmasidir [47]. Kiiciik HSP ailesi, HSPB genleri
tarafindan kodlanir ve HSP27 dahil 11 iiyeden olusur. Bunlar HSPB1 ila HSPB10,
HSP27/HSPB1, MKBP (Miyotonik distrofi protein kinaz baglayici protein) /HSPB2,
HSPB3, aA-kristalin/HSPB4, oB-kristalin/HSPB5, HSP20/HSPB6, cvHSP
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(kardiyovaskiiler 1s1 soku proteini) /HSPB7, HSP22/HSPBS, HSPB9 ve ODF1 (dis
yogun fiber proteini) /HSPB10 seklindedir [78].

SHSP protein ailesi iki sinifa ayrilir Sinif I (HSPB1, B5, B6 ve B8) ¢esitli dokularda
yaygin olarak dagilmistir. Bununla birlikte, Sinif I1 (HSPB2, 3, 4, 7, 9 ve 10) dokuya
Ozgii ekspresyon sergilemektedir. sHSP’ler yiiksek oranda korunmus, 80-100 amino
asitlik a-kristalin ¢ekirdek alanina (ACD) sahiptir. Bu ACD domaini daha az

korunmus bir N-terminal domaini ve bir C-terminal uzantisi (CTE) ile gevrilidir.

sHSP’ler yiizeylerinde bulunan hidrofobik amino asit rezidiileri araciligiyla, kismen
katlanmamis proteinlerle etkilesime girer ve protein agregasyonlarint Onlerler.
Molekiiler saperon olarak sHSP’ler, katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinleri
tanir ve onlara baglanir. Boylece bu proteinlerin geri doniisiimsiiz kiimelesmelerini
onleyerek diger saperonlar tarafindan yeniden katlanana kadar ¢oziintir kalmalarini
saglar. SHSP’lerin aktivitesi i¢cin ATP hidrolizinin gerekmemesi ATP'nin normalin
altinda diisiik oldugu stres kosullarinda 6zellikle 6nemli hale gelir. sHSP genlerinin
ekspresyonu 1s1, oksidatif veya ozmotik stres, soguk sok, agir metaller gibi farkli stres
kosullarinda indiiklenir. Ayrica hiicrenin onkojenik durumu ile ilgili ek sinyallerin de

SHSP ifadesini artirdigi bilinmektedir [78-80].

Bugiine kadar insanlarda 11 tane sHSP’i (HSPB1-HSPB11) tanimlanmistir.Bu
proteinlerden en ¢ok c¢alisilan1 ve en iyi karakterize edileni HSPB1, diger kullanim
sekliyle HSP27°dir. HSP27 Oksidatif stres, antikanser ilaclar ve radyasyon gibi stres
kosullarinda en giiglii indiiklenen proteinlerden birisidir. HSP27 1s1, oksidatif stres ve
diger birgok farkli stres kosullarinda hiicrelerin hayatta kalmasini saglar, ayrica
gelisim ve farklilasma basamaklarinda, hiicre iskeletinin diizenlenmesinde ve kanser
hiicrelerinde apoptosizin inhibisyonu gibi bir¢ok farkli biyolojik siirecte gorev alir

[46,78-81].

Son yillarda yapilan galismalar tim SHSP’lerin hiicresel stres kosullari ve gesitli
hastaliklarda hiicresel iyilesmeyi kolaylastirmak i¢in apoptotik sinyal yolaklarini
koordineli bir sekilde diizenledigini gdstermistir. Ozellikle birgok kanser tiiriinde

yiiksek SHSP seviyeleri gozlenmektedir [63,81].
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2.10.2.1 HSP27’nin (HSPB1) yapi ve fonksiyonu

Insan HSP27 (27 kDa) agirhiginda bir protein olup, 1980'lerin basinda. HeLa
hiicrelerinin yiiksek sicaklikga maruz birakilmasi sonrasinda saptanmistir [79]. HSP27
ATP den bagimsiz ¢alisan bir saperon proteinidir. Insan HSP27 proteini, kromozom
7q11.23'te bulunan insan HSPB1 geni tarafindan kodlanir ve 205 amino asitten olusur.
HSP27 gen bolgesi transkripsiyonel faktor HSFl1ve HSF2’nin baglanmasi igin 2
baglanma bolgesi icerir (HSE). Bunlardan bir tanesi ekson 1'in yaklasik 200 bp

yukarisinda, ikincisi ise birinci intronun i¢inde yer alir [63].

HSP27 proteini yiliksek oranda korunmus bir a-kristalin domaini, daha az korunmus
WDPF dizisi igeren (W: triptofan, D: aspartik asit, P: prolin ve F: fenilalanin) bir N-
terminal domaini ve 18-20 amino asitten olusan bir C terminal domaininden olusur
(Sekil 2.7). N terminal domaininde kismen korunmus olan bir dizi
(PSRLFDQXFGEXLL) mevcuttur. HSP27’ninmultimer olusturmasi ve saperon
aktivitesi i¢in o kristalin yapisi ve WDPF sekansi gereklidir [63,82,83].
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o 83 88 ~100 amino acid 175 205
I JJ | Dimer formation I |
NH, + e COOH
N-terminal ACD-a Crystallin Domain C-terminal
Less conserved Flexible end

Unfolded protein

o

=)
Hsp27 peptides
% Phosphorylated

Dimers Ofigomers
% Chaperonin

b. Folded protein

Sekil 2.7. insan HSP27'nin yapis1 ve aktivasyonu [84].

Stres altinda, HSP27 fosforile olur ve saperon aktivitesi olmayan monomerler
birleserek (genellikle dimerler veya tetramerler) biiyiik oligomerik bir form olusur. Bu
form HSP27 oligomerinin saperon aktivitesi kazanmasini saglar. Saperon aktivitesi
icin monomerlerin fosforilizasyonu zorunludur. HSP27'nin fosforilasyonu, ¢ farkli

serin (Ser) kalintisinda (Ser-15, Ser-78, Ser-82) ve bir Treonin (Thr) kalintisinda (Thr-
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143) meydana gelir. Cok sayida kinaz HSP27 fosforilasyonu ile iliskilendirilmistir.
Bunlardan P38 mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK), protein kinaz C (PKC),
aktive protein kinaz 2-3 (MK2, MK3) Ser-15'i fosforile edebilir. Ribozomal S6 kinaz
(p70RSK), PKC, protein kinaz G ve MK2-MK3 Ser-78'i fosforile edebilirken Ser-82,
MK?2, MK3, p70RSK, protein kinaz B (PKB) ve protein kinaz D (PKD) tarafindan
fosforile edilebilir [85].

HSP27 stresin olmadigi kosullarda normal doku ve hiicrelerde diisiik seviyelerde ifade
edilmektedir. Hiicreyi strese sokan herhangi bir durumda ifade diizeyinde artis
gozlenir. Kanser hiicrelerinde HSP27’nin asir1 derecede ifade oldugu gosterilmistir.
Bunun nedeni olarak kanser hiicrelerindeki hatali onkogenik proteinlerin birikmesi,
sinyal yolaklarinin bozulmasi, HSP27 ve transkripsiyonel faktor (HSF) genlerinde
mutasyonlarin olmasi gosterilmistir [65]. Yapilan ¢alismalarda HSF1 ifadesindeki
artisin ayn1 zamanda HSP27 diizeyinde de artisa neden oldugu gosterilmistir [82].
HSP27°nin ozellikle kanser hiicrelerinde yiiksek diizeyde ifade edilmesi kanser
hiicrelerinin proliferasyonu, invazyonu, metaztazi, anjiyogenezi ve apoptosizin
baskilanmasini sagladigini ayrica kemoterapiye karsi ila¢ direngliliginin gelisiminde

de rol aldigin1 gostermistir. [68,83-87].

HSP27°nin artan ifadesinin kansere ek olarak kalp hastaliklar1 Ateroskleroz, renal
iskemi, tip2 diyabet ve norodejeneratif hastaliklarlada iliskisi gosterilmistir [59,78].
Ayrica HSP27 go6zde katarakt olusumu, parkinson ve Alzhemier hastaliginin

patofizyolojisinde rol oynamaktadirlar [88].
2.10.2.2 HSP27 ve apopotosis

Apoptosis DNA hasari, bliylime faktorlerinin eksikligi, hipoksi ve sitotoksik ilaglar
gibi birgok uyarici tarafindan indiiklenen programlanmis bir hiicre éliimiidiir. Ilging
olan, ayni uyaranlar hiicrede HSP’lerin ifade olmasina ve hiicrede birikmesine neden
olur ki, sonugta HSP’ler sayesinde hiicrede 6liim uyaranlarina karst koruyucu bir yanit
olusur. Son yillarda yapilan birgok ¢alisma HSP’lerin antiapoptotik fonksiyona sahip
oldugunu gostermistir [85-88]. Buna ek olarak HSP’lerin apoptotik molekiiller
araciligiya hiicre 6liimiinii bloke ederek, hiicrelerin hayattta kalmasini, gogalmasini ve

farklilagsmasini sagladigina isaret edilmistir [89].
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Hiicrelerde sitotoksik ilaglarla olan tedavi sonrasinda apoptosiz sik goriilmektedir
Apoptosiz intrinsik (mitokondriyal yol) ve ekstrinsik (6liim reseptorleri yolu) olarak
ikiye ayrilmaktadir. HSPler kaspaz aktivitesine dogrudan ya da dolayli olarak

miidahale ederek apoptosisi bloke ederler.

intrinsink _yol, hiicre i¢i stres sinyalleri araciligtyla proapoptotik molekiillerin
{iretimini veya aktivasyonunu gerektirir. Intrinsik yolak sitokrom c’ye bagiml kaspaz
aktivasyonunu temel alir. Intrinsink yolak Bcl-2 (B hiicresi lenfositik-16semi proto-
onkogen) protein ailesinin kontrolii altinda mitokondriyal apoptojenik molekiillerin
serbest kalmasi ile gerceklesir. Bcl-2 protein ailesi, Bcl-2 ve Bel-xL gibi antiapoptotik
tiyeleri, Bax ve Bak basta olmak {izere bir¢ok pro-apoptotik tiyeleri igerir. HSP27 nin
mitonkondriden sitokrom ¢ salinimini 6nleyebildigi gosterilmistir [65,90,91]. Ayrica
HSP27’nin dolayli olarak PI3K-AKT araciligi proapoptotik Bax’in fosforilizasyonuna
katildigr bildirilmistir. Bax’in fosforile olmast mitokondri membraninda por
olugmasini Onledigi icin sitokrom c’nin salinimini engelleyerek apoptosizin bloke

olmasini saglar [92-95].

Ekstrinsik yol, 6liim reseptorleri olarak bilinen TNFo ve Fas reseptor ailesinin plazma
membran proteinleri araciligiyla tetiklenen apoptosis yolagidir. HSP27’nin ekstrinsik
yolakta gorev alan Bid proteinin mitokondriyal membrana translokasyonu dnleyerek
apoptosizi bloke ettigi gosterilmistir [92,93]. HSP27 ayrica DAXX (6liim alan1 ile
iliskili protein 6) ile dogrudan etkilesime girerek kazpaz araciligiyla apoptosis inhibe
eder [83, 85].

Yanlis katlanmis proteinlerin birikmesi, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve DNA hasari
dahil olmak tizere ¢esitli hiicresel stres kosullar1t HSP27, HSP70, HSP60 ve HSP90'in
asir1 ekspresyonuna neden olarak dogrudan ya da dolayli olarak apoptosisin

inhibisyonuna yol agar [85,91].

Kaspaz aracili apoptozun inhibisyonu ile ilgili olarak, HSP27 ya dogrudan kaspaz-3
veya sitokrom c ile etkileserek ya da AKT'yi aktive eden P13-kinaz ifadesini artirarak
islev yapmaktadir. Ayrica AKT ile indiiklenen AKT/Bax etkilesim sonunda Bax'in
mitokondriye translokasyonunu engellenir. Multiple miyelom hiicre hatlar1 ile yapilan
calismalarda, HSP27'nin dogrudan Smac (mitokondri tiirevli kaspaz aktivatorii) ile

etkilesime girdigi ve bu nedenle kaspaz-3'in aktivasyonunu inhibe ettigi bulunmustur.
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HSP27 ayrica hiicre dongiisiiniin kontroliinde rol alan siklin bagimli kinaz inhibitorii
p21'in diizenledigi bilinen p53'i de inaktive eder. Bu durum p21 fosforilasyonuna ve

sonugcta hiicre sagkaliminin artmasina neden olur (Sekil 2.8) [60,90].

A Survival Factors Survival Factor Withdrawal
»
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Caspase S Smac/
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F-actin
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HSP27 Caspase 3 « HSPEO .
C»\b . HSP70
use20 GATA1

Apoptosis

Sekil 2.8. HSP27’nin apoptosisdeki rolii [60].

2.10.2.3 HSP27’nin kanserdeki rolii

Yapilan bir¢cok ¢alisma HSP27’in bir¢ok kanser tiiriinde asir1 derecede ifade edildigini
ve kanser tanisinda biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini 6nermistir [6,65,81-87].
Meme, karaciger, kolon, pankreas, tiroit, oral skuamoéz hiicreli karsinoma, akut
miyeloid 16semi, miyelodisplastik sendrom ve multiple myeloma gibi birgok kanser
tirinde HSP27’nin artan eksprese seviyeleri saptanmistir. Bunun yam sira yiiksek
diizeyde ifade edilen HSP27’nin kanser vakalarinda kotii prognoz ile ilgili oldugu
rapor edilmistir [64,79,96]. Bu nedenle HSP27 inhibisyonunun kanser terapisi igin
hedef bir tedavi olabilecegi onerilir [83,97].

HSP27 kanser hiicrelerinde apoptosisi baskiladigi i¢in timdr hiicrelerinin kemoterapi
ve radyoterapiye duyarliligini azalttigi gosterilmistir [83]. Yapilan calisamalarda
kemoterapiye karsi gelisen diren¢ mekanizmasinda rol aldig1 gosterilmistir. Bu sonug
ozellikle mide ve pankreas kanserlerinde mevcut kemoterapiye karsi direngli
hiicrelerde HSP27 inhibitdrleri ile kombine ila¢ tedavisinin uygulandigi ¢aligmalarla

gosterilmistir [18, 96].
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2.10.2.4 HSP27 inhibitorleri ve kanser tedavisi

HSP27 inhibisyonu kanser tedavisi i¢in bir hedeftir. HSP27 inhibisyonu igin kiigiik
molekiillii inhibitorler, protein aptamerler ve antisens oligoniikleotitlerden olusan 3

farkli strateji vardir (Sekil 2.9).

1. Small molecules

Phalt ol u WSP2Y WsP2Y
w

o Croms hnker

2. Peptide aptamer

PALY PASO
WP A W D
P27 — o MSPIT ) MR WYY ) MHSP2T —f NIV
T i D =
PATY PASO

3. Antisense oligonucieotide

OGX-427

Tranatuon
i WAP2T peoten

NPT mRNA

Sekil 2.9. HSP27 inhibitorleri [79].

Antisens oligoniikleotitler, HSP27 mRNA’sma baglanarak HSP27 ifadesini
baskilarlar. HSP27’yi hedef alan antisens oligoniikleotit olan OGX-427 (apatorsen)’in
Faz I klinik denemesinde, fare prostat kanseri modelinde timor metastazini azalttig
ve metastatik prostat kanserli hastalarda dolagimdaki tiimor hiicrelerinin sayisini
azalttig1 gosterilmistir [65]. Gliniimiizde OGX-427’nin Faz II klinik denemeleri devam
etmektedir [79].

Protein aptamerleri, hedef proteinine baglanan kii¢iik amino asit dizileridir. Hedef
proteinlere baglanarak dimerizasyon ve polimerizasyonu bozarak inhibisyona neden
olurlar. PA11 ve PA50 HSP27 inhibisyonu i¢in dizayn edilmis iki protein aptameridir.
PA11, HSP27 oligomerizasyonunu, PA50 ise HSP27 dimerizasyonunu inhibe ederek
inhibisyona neden olur [79,97].
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HSP27 inhibisyonuna neden olan kiigiik molekiillii inhibitorler Brivudine (RP101),
quercetin ve J2 (5-hydroxy-2-methyl-7-(thiiran-2-ylmethoxy) chromen-4-one)’dir.
Quercetin, bitkilerde yaygin olarak bulunan biyoflavonoiddir. Bir¢ok kanser tiiriinde
HSF1 bagimli HSP’leri hedef alarak antitiimor aktiviteye neden oldugu gésterilmistir.
Ayrica sisplantin ve gemcitabine gibi kemoterapik ajanlarla kombine kullanildiginda
sitotoksik aktiviteyi artirdigi ve kemoterapiye karsi gelisen direng mekanizmasini
kirdigr gosterilmistir [18,98,99]. J2 kimyasal olarak sentezlenmis olup, HSP27

proteinine baglanarak protein yapisini bozar ve inhibisyona neden olur [79].
2.10.2.5 Brivudine

Brivudin (BRVD) bromovinildeoksiiiridin olarak bilinir. Ayn1 zamanda RP101 olarak
da adalandirilir. Brivudin bir timin niikleozit analogudur. HSP27'nin Phe29 ve Phe33
rezidiilerine baglanarak HSP27 fonksiyonunu inhibe edebilen bir niikleozittir. BRVD,
HSP27'ye baglandiginda proteinin AKT, pro-kaspaz 3 ve sitokrom c gibi hedef
proteinlerine baglanmasini zayiflatir ve bu da apoptosisi tetikler. Bu nedenle, BRVD
dogrudan kanser Onleyici ve diger kemoterapotik ilaglara karsi kemo-duyarlilastirict

bir ajan olarak islev goriir (Sekil2.10) [9,17,79].

OH
\ OH
Br
= N7 (o)
o N’KO
H

Sekil 2.10. Brivudinin yapis1 [100].

BRVD herpes zoster (zona) tedavisinde kullanilan antiviral bir ilagtir. BRVD’nin
antiviral etkisi viral DNA replikasyonunu bloke etmesine baglidir. BRVD bir timidin
analogu oldugu i¢in viral DNA’ya entegre olsa bile DNA polimerazin ¢aligmasini
bloke ederek viral replikasyonu inhibe eder. BRVD’nin antiviral etkinligi, herpes
virlisli ile iligkili enfeksiyonlar1 olan hastalarda, 6zellikle herpes-zoster hastalarinda
yapilan bir dizi klinik ¢alismayla belirlenmistir. BRVD viral DNA polimeraz
inhibitorii olarak 2000 yilinda herpes zoster (zona) tedavisi i¢in FDA tarafindan
onaylanmustir [100,101].
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 Kullamlan Kimyasallar, Reaktifler ve Genler

Sunulan tez ¢alismasinda; Brivudine ((E)-5-(2-bromovinyl)-2'-deoxyuridine; BRVD,
MedChemExpres’ten 25 mg), Bortezomib (VELCADE™ 3,5mg), L-Glutamine igeren
RPMI-1640 besiyeri, Penisilin/Streptomisin (10.000 U/mL penisilin, 10.000 pg/mL
streptomisin) karisimi, Dulbeccos phosphate buffered saline (DPBS), %0.4 trypan
blue (Gibco), Fetal bovine serum (FBS) (PAN), MTT (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) ve Dimetilsiilfoksit (Serva), Agaroz, Tris-baz, Etilen
diamin asetik asit (EDTA) ve Borik asit (Sigma), cDNA sentez Kiti (Fermentase), RNA
izolasyon kiti (Ambion Life Technologies), SYBR Green Supermix (BioRad) satin

alma yoluyla temin edilmistir.

Asagida sekanslar1 verilen insan HSP27 ve [ -aktin genleri igin primerler

Sentebiolab’a 6zel olarak sentezlettirilmistir.
HSP27 i¢in primer seti;

F-5’- GTC CCT GGA TGT CAA CCA CT (Tm=54)
R-5’- GAC TGG GAT GGT GAT CTC GT (Tm=54)

B-aktin icin primer seti;

F-5’- CCC AGC ACA ATG AAG ATC AAG ATC (Tm=64)
R-5’-GGG TGT AAC GCA ACT AAG TCATAG TC (Tm=66)

3.2 Hiicre Hatlarimin Cogaltilmasi

Bu tez calismasinda Multiple Myeloma insan U-266 ve RPMI-8226 hiicre hatlar
kullanilmustir. i1k olarak donmus haldeki U-266 ve RPMI-8226 hiicre hatlar1 37°C su
banyosunda ¢ok hizli bir sekilde ¢oziildii. Ortamdaki DMSO’nun uzaklastirilmasi i¢in
oda sicakligindaki Fosfat Tamponu (PBS) ile hiicreler 800 x g’de 5dk santrifiij edilerek
2 kez yikandi. Hiicre hatlar1 1s1 ile inaktive edilmis %10 FBS, %l
penisilin/streptomisin ve L-glutamin igeren RPMI-1640 {ireme besiyerinin 5mL ile
stispanse edilerek 25’lik flakslara ekildi. Hiicreler 37°C’de, %5CO2 ve %95 nem

varliginda CO: etiivde cogaltildi. Ureyen hiicrelerin morfolojisi diizenli olarak
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inverted mikroskopta kontrol edildi. Hiicreler flaks yiizeyini tamamen kapladiktan
sonra besiyeri degistirilerek 1/2 veya 1/3 oraninda pasajlandi. Cogalan hiicrelerin
canlilig1 ve miktari, tripan mavisi kullanilarak inverted mikroskopta thoma lam ile
hiicre sayimi1 yapilarak kontrol edildi. Hiicre hatlarinin bir kism1 diger ¢aligmalarda

kullanilmak, stok hiicre hatt1 olusturmak i¢in donduruldu.

3.3 Hiicre Hatlarinin Dondurulmasi

Stok hiicre hatt1 olusturmak icin hiicreler dondurma islemine tabi tutuldu. Cogalan
hiicre hatlarinin dondurulmasi i¢in %20 besiyeri, %10 DMSO ve %70 FBS iceren
besiyeri hazirlandi. Tripan mavisi ile total hiicre sayis1 ve canlilig1 hesaplanan hiicreler
donma mediast ile siispanse edildi. Dondurulan hiicrelerin canliligin en az %90
olmasina dikkat edildi. Dondurma islemlerinin tamami buz tizerinde calisildi. Donma
medias1 igindeki hiicreler her bir karyovialde 1x10° - 2x10° hiicre/mL olacak sekilde
dagitildi. Karyovialler -80°C de 24 saat inkiibe edildi ve sonrasinda sivi azot tankina

alinarak saklandi.

3.4 Hiicre Canhhginin Saptanmasi

Hiicre canliligin1 saptamak i¢in ilk olarak hiicreler flakstan toplandi ve 15°lik tiiplere
alinarak 800 x g’de 5 dk santirfiij edilerek siipernatan dokiildi. Tipte toplanan
hiicreleri yikamak igin hiicrelerin tizerine 10ml PBS eklendi ve 800 x g’de 5dk
santrifiij edilerek siipernatan dokiildii. Bu islem 2 kez tekrarlandi. Sonrasinda 15’lik
falkonun dibinde kalan pelete 1mL L-Glutamine igeren RPMI-1640 besiyeri eklenerek
hiicreler siispanse hale getirildi. Siispanse edilen hiicrelerden 10pL alind1 ve farkli bir
ependorf tiipiine aktarildi. Ardindan %0,4 tripan mavisinden 10 pL alinarak eklendi
ve ependorf tiipiinde dikkatli bir sekilde iyice karigsmasi i¢in pipetaj yapildiktan sonra
onceden %70 etil alkol ile temizlenip hazirlanan. thoma lamina 10 pL olacak sekilde
eklendi. Inverted mikroskop altinda canli ve 6lii hiicre sayimi yapilarak mL’deki hiicre

sayi1s1 hesaplandi. Canli ve 6lii hiicre sayimi i¢in asagidaki esitlik kullanildi.

Toplam Canli Hiicre Sayis1 =HS x SF x 10*
HS: Ortalama Canli Hiicre Sayis1
SF: Sulandirma Faktorii

% Canlilik = (Canl1 Hiicre Say1s1/ Toplam Hiicre Sayis1) x100
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3.5 Sitotoksitenin Belirlenmesi (MTT Test)

MTT test hiicre canliligi1 saptamak ve sitotoksiteyi Olgmek ic¢in kullanilan
spektrofotometrik  bir yontemdir. MTT  (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil
tetrazolyum bromiir) suda ¢6ziinen bir tetrazolium tuzudur. MTT testinin ¢alisma
prensibi hiicre i¢ine endositosizle ile giren sar1 renkli suda ¢6ziinmeyen MTT
boyasinin canli hiicrelerdeki NAD(P)H- bagimli hiicresel dehidrogenez enzimleri ile
suda ¢oziinmeyen mor renkli formazan kristallerine indirgenmesini temel alir (Sekil
3.1). Canli hiicrelerde mitokondriyal aktivite sabit oldugu i¢in hiicre sayisindaki artis
veya azalma mitokondriyal aktivite ile dogrudan iligkilidir. Bu nedenle canli hiicreler
tarafindan olusturulan formazan kristallerinin DMSO ya da izopropanol gibi bir
¢oziicii ile ¢dziinmesinden sonra olugan mor rengin spektrofotometrik olarak okunmasi

dogrudan canli hiicre sayisini gosterir.

MTT CH, Formazan (CH,

Sekil 3.1. Sar1 tetrazolyum boyast MTT’ nin mor renkli formazana indirgemesi [102].

e MTT test icin agagidaki basamaklar sirasiyla uygulandi

e 96 kuyucuklu mikropleytlere kuyucuk basinda 1x10° /100pL olacak sekilde
hiicreler kor olan hiicrenin bulunmadig1 kuyucuk hari¢ dagitild:

e Hiicreler 37 °C’de, %5 COz ve %95 nem varliginda CO; etiivde gece boyu inkiibe
edildi

e Sitotoksiteyi degerlendirmek amaciyla stok ¢ozeltiden sulandirilarak hazirlanan
farkli konsantrasyonlardaki test kimyasali kuyucuklara eklendi ve total hacmi
200uL’ye tamamlayacak sekilde besiyeri ilave edildi.

e 200uL tamamlanan pleyt 37 °C’de %5 CO: ve %95 nem varliginda 48 saat inkiibe
edildi.

e Taze olarak PBS igerisinde 5Smg/mL MTT soliisyonu hazirland1 ve 0,2 mikronluk
filtreden gecirildi.
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e Hazirlanan MTT soliisyonu her kuyucuga 20 uL olacak sekilde dagitildi ve pleytler
CO:; etiivde 4 saat inkiibe edildi.

e Kuyucuklarda olusan formazan kristalleri mikroskop altinda goriintiilendi.

e Sonrasinda pleytler pleyt santrifiij cihazinda 25 °C’de 10dk santifiij edildi.

e Kuyucuklardaki besiyeri hiicreleri kaldirmadan aspire edildi.

e Her bir kuyucuga 100 uLL DMSO eklenerek olusan formazan Kristallerin
¢oOziinmesi i¢in 15-20dk beklendi.

Agiga ¢ikan renk Chromate Eliza okuyucuda 492 nm dalga boyunda okundu.
3.5.1 Bortezomib uygulanmasi

Bortezomib’in U266 ve RPMI-8226 hiicreleri tizerindeki % canliliga etkileri MTT test
uygulanarak saptandi. Bortezomib steril enjektor su ile ¢oziilerek, 2mM’lik stok
¢ozelti hazirlandi. Stok c¢ozeltiden seri sulandirim yapilarak 100 nM, 50 nM, 25nM,
12.5 nM, 6.25 nM ve 3.125 nM olusan farkli ¢alisma konsantrasyonlari hazirlandi ve
MTT test yapildi. MTT testte her konsantrasyon igin 96’lik mikropleytte 8 kuyucuk
uygulandi ve hiicreler kimyasalla 48 saat inkiibe edildi. Farkli zaman araliklarinda her
deney en az 3 kez tekrarlandi. Deneylerin ortalamasi alinarak her doz i¢in % canlilik
degerleri hesaplandi ve doza karsi % canlilik grafikleri ¢izildi. Ayrica galigilan
konsantrasyonlar esit birim araliklarinda olmadigi i¢in konsantrasyonlarin
logaritmasina karsilik % canlilik degerleri grafiklendi ve %50 inhibisyona neden olan

Bortezomib’in IC50 degeri saptandi.
3.5.2 Brivudin uygulanmasi

Brivudin’in U266 ve RPMI-8226 hiicreleri iizerindeki % canliliga etkileri MTT test
uygulanarak saptandi. Brivudine PBS ile ¢6ziilerek, 2mM’lik stok ¢ozelti hazirlandi.
Stok ¢ozeltiden seri sulandirim yapilarak 120 uM, 60 uM, 30 uM, 15 uM, 7,5uM ve
3.75 uM’dan olusan farkli ¢alisma konsantrasyonlari hazirlanarak MTT test yapildi.
MTT testte her konsantrasyon icin 96’lik mikropleytte 8 kuyucuk uygulandi ve
hiicreler kimyasalla 48 saat inkiibe edildi. Farkli zaman araliklarinda her deney en az
3 kez tekrarlandi. Deneylerin ortalamasi alinarak her doz i¢in % canlilik degerleri

hesaplandi ve doza karsti % canlilik grafikleri ¢izildi. Ayrica c¢alisilan
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konsantrasyonlarin logaritmasina karsilik % canlilik degerleri grafiklendi ve %350

inhibisyona neden olan BRVD dozu (IC50) degerleri saptandi.
3.5.3 Kombine ila¢ uygulanmasi

Bortezomib bugiin myeloma tedavisinde halen kullanilan bir ilagtir. Ancak
bortezomibe karsi direng gelismesi tedaviyi imkansizlagtiran en onemli sorunlardan
birisidir. Direng gelisimine karsi en etkin tedavi seceneklerinden birisi kombine ilag
tedavisi uygulamaktir. Bu nedenle ¢alismanin bu basamaginda bortezomibin IC50
dozu sabit, brivudin konsantrasyonu degistirilerek kombine ila¢ tedavisi uygulandi.

[laclar es zamanl olarak

Bortezomib (IC50 = 12,5nM) + Brivudin (30uM, 22,5uM, 15uM, 7,5uM, 3,75uM)
kombinasyonlar1 seklinde her iki hiicre hattina uygulanarak MTT test yapild1 ve her

kombine doz i¢in % canlilik degerleri hesaplandi.

llag-ilag etkilesiminin degerlendirilmesi tibbin tiim alanlarinda 6nemlidir. Ilag
etkilesiminin dogas1 ve kapsami genellikle in vitro calismalarda belitlenir. ilag-ilag
etkilesimi i¢in yaygin olarak kullanilan izobologram analizi, yiizey cevap analizi ve
kombinasyon indeks analizi gibi birka¢ tane matematiksel modelleme vardir
[103,104].

Kombinasyon indeks analizi izobologram analizine benzer sekilde ilag etkilesimin
dogas1 hakkinda nitel bir bilgi saglar ve asagidaki esitlik kullanilarak elde edilen
say1sal bir deger olan CI (kombinasyon indeksi) ile de ilag etkilesimi i¢in nicel bir 6l¢ii

Verir.

C I _ CA,x CB,x

= 3.1)
ICx’A ICx’B

Cax = % x ilag etkisi elde etmek i¢in kombinasyon halinde kullanilan A ilacini
konsantrasyonu

Cex = % x ilag etkisi elde etmek icin kombinasyon halinde kullanilan B ilacini
konsantrasyonu

ICxa= A ilaciin tek basina kullanildiginda %x etkiye neden oldugu konstrasyon.

ICxs = B ilacinin tek basina kullanildiginda %x etkiye neden oldugu konstrasyon.

31



Yukaridaki esitlikten iki ilacin etkilesimi i¢in bulunan CI degeri; CI=1 ise additif,

Cl<1’den kiigiikse sinerjistik ve CI>1’den biiyiikse antagonistik olarak tanimlanir

[103,104].

3.6 RNA izolasyonu

U266 ve RPMI-8226 hiicreleri 6 kuyucuklu mikropleytlere kuyucuk basinda 2x10°
/2mL olacak dagitildi ve farkli ¢alisma konsantrasyonlarindan olusan test kimyasallari
uygulandi. Hiicreler 37 °C’de, %5 CO2 ve %95 nem varliginda CO: etiivde 48 saat
inkiibe edildi. RNA izolasyonunu ger¢eklestirmek i¢in spin kolon yontemini kullanan
Ambion PureLink mini RNA izolasyon kiti kullanildi. RNA izolasyonu i¢in agagidaki

basamaklar sirastyla uygulandi.

e Islemlere baslamadan dnce tiim pipet uglari otomatik pipetler ependorf tiipler 121
°C’de 90dk otoklavlandi ve islemin gergeklestirilecegi ylizey %70’lik etil alkol ile
temizlendi.

e RNA izolasyonu i¢in 6’lik mikropleytlerdeki hiicreler 15mL’lik tiiplere toplanarak
2000 x g’de, 4°C de 5 dk santifiij edildi ve ependorf tiiplerine alindi.

o 9%1’lik 2-merkaptoetanol eklenerek taze hazirlanan Lizis Buffer’dan 0.6 mL
hiicrelerin tlizerine eklendi ve peletin dagilmasi i¢in pelet goriinmez olana kadar
vorteksleme islemi gergeklestirildi.

e Hertiipe 1:1 hacimde %70'lik etil alkol eklendi ve spin kolon tiiplerine alindi. Spin
kolonlar 700 uL hacim aldig1 i¢in hepsine 700 pL hiicre lizat1 eklendi ve 12000 x
g’de 45 sn santrifiij edildi. Kalan hiicre lizati tekrar eklenerek santirfiij edildi. Her
islem sonucunda alt faz dokiildii.

e Spin kolonlara %96-100’liik etanol igeren “Wash Buffer I” den 700 uL eklendi ve
oda sicakliginda 12000 X g’de 45sn santrifiij edildi, alt faz toplama tiipleriyle
birlikte atild1 ve toplama tiipii degistirildi.

e Spin kolonlarin iizerine 500 pL Wash Buffer II eklendi. Ornekler oda sicakliginda
12000 x g’de 45sn santrifiij edildi ve tekrar toplama tiipiiyle birlikte alt faz atildu.

e Spin kolonlar iceren Koleksiyon tiipleri oda sicakliginda 12.000 x g’de 2 dk bos
santrifiij edildi.

e Koleksiyon tiipleri toplama tiipleriyle degistirildi. Tiipiin icerisinde bulunan filtreli
kistmin tam ortasina gelecek sekilde RNase-Free sudan 50 puL eklendi ve birkag

dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
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e Sonolarak 12.000 x g’ de 2 dk santrifiij yapildi.

e Nanodrop 2000 (Thermo) cihazinda izole edilen RNA’larin miktar1 ve safligina

bakildi.

Ideal bir RNA izolasyonun da 260/280 absorbans degeri yaklasik olarak 1.8 ve 2.0
deger araliginda olmasi1 beklenmektedir. Bunun i¢in 260 ve 280 nm dalga boylarinda

absorbans Ol¢limleri yapildi.

3.7 Agaroz Jel Elektroforezi

Izole edilen RNA’lari safligin kontrol etmek ve izolasyonu dogrulamak igin agaroz
jel elektroforezi yapildi. Bu yontem i¢in ilk olarak 1 x TBE tamponu hazirlandi.
IXTBE i¢in 12,11 gr tris-baz, 5,56 gr borik asit, 0,7 gr EDTA 1000ml distile suda
¢oziildii ve pH = 8,3’c¢ ayarlandi. TBE tamponu i¢inde %1’lik agaroz c¢ozeltisi
hazirlandi. Hazirlanan ¢6zelti mikrodalgada eritildi ve igerisine EtBr eklendikten sonra
jel elektroforez tankina dokiildii. Ornekler jele yiiklendikten sonra 1 x TBE (pH = 8,3)
yliritme tamponunda 100 V’da yiiriitiildii. Sonrasinda ornekler jel goriintiileme

cihazinda goriintiilendi.

3.8 cDNA Sentezi (Reverse Transkripsiyon Reaksiyonu)

Konsantrasyonu 6l¢iilmiis ve saflig1 kontrol edilmis izole edilen RNA’lardan cDNA
sentezi yapildi. cDNA sentezi i¢in tiim total RNA’lardan 1 pg/mL kullanildi. Sentez
icin ¢cDNA sentez kiti (Fermantase) kullanilarak kitin 6nerdigi sekilde reaksiyon

tiipleri hazirlandi.

Tek bir reaksiyon i¢in:

10 x RT Buffer 2uL
dNTP Mix (2,5mM) 0,8uL
Random hexamer (50uM) 2ul
Reverse transkriptaz (200 U/uL) 1uL
RNase free su 4,2 ul

alinarak toplam total hacim 10uL’ye tamamlandi. Hazirlanan karigimin iizerine son

hacim 20 pL olacak sekilde total RNA’lardan 1 pg/mL olacak sekilde 10uL RNA
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ornegi eklendi. Her bir 6rnek i¢in bu islemler tek tek uygulandi. Asagidaki protokol
kullanilarak PCR cihazinda cDNA sentezi gergeklestirildi.

1. Basamak 25 °C’de 10dk
2. Basamak 37 °C’de 120dk
3. Basamak 85 °C’de 5dk
4. Basamak 4 °C’de (o0)

Sentez sonrasi 6rnekler cihazdan alinarak RT-PCR asamasinda kullanilmak iizere -20

°C’de sakland.

3.9 Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real time-PCR)

Real-Time PCR ve Real Time Reverse trankriptaz PCR (Real time RT-PCR)
yontemleri gen ifadesini yliksek dogrulukta 6lgmek i¢in yaygin sekilde kullanilirlar.
Geleneksel PCR'de, amplifiye olmus DNA f{iriinii veya amplikon, bir son nokta
analizinde saptanir. Ger¢cek zamanli PCR'da, amplifikasyon iiriinliniin birikimi,
reaksiyon ilerledikce, her dongiliden sonra iiriin miktar tayini ile ger¢ek zamanli olarak
Ol¢iilir PCR iiriinlerinin gergek zamanli tespiti, reaksiyon ortamina floresan 1sima
yapan floresan raportdér molekiillerinin dahil edilmesiyle saglanir. Bu amag ig¢in
kullanilan floresan kimyalar, DNA baglayic1 boyalar, floresan olarak isaretlenmis
diziye 6zgli primerler veya problardan olusur. Reaksiyonlarda floresan sinyal kaynagi
olarak hidroliz problari, hibridizasyon problari, TagMan® problari, Molecular
Beacon® problari ve SYBR® Green I boyasi gibi primerlere bagl ya da primerlerden
bagimsiz floresan isaretleyiciler ornek olarak verilebilir. Amplifikasyon meydana
geldikce floresan sinyalini izlemek i¢in floresan algilama modiilleri ile donatilmis Real
Time PCR cihazlar1 kullanilir. Olgiilen floresan, amplikonun toplam miktariyla
orantilidir, zamanla floresandaki degisim, her dongiide iiretilen amplikon miktarim
hesaplamak i¢in kullanilir Amplikonun ilk tespit edildigi nokta esik dongiisii olarak
adlandirilir (Ct). Dongii sirasinda iiriin miktar1 artik¢a floresans 1s1ma artar. Olusan
1s1malar bir siire artig gosterir devaminda sabitlenerek plato fazina gecer. Temel olarak
4 asamada gozlemlenir bunlar lineer zemin fazi, erken iistel faz, log-lineer (listel olarak
da bilinir) faz ve plato fazidir RT-PCR’1n ana avantaji geleneksel PCR’1n aksine
baslangigtaki kalip DNA’nin kopya sayisinin saptanmasina izin vermesidir. Gergek

zamanlt PCR sonugclari, kalitatif (bir dizinin varlig1 veya yoklugu) veya kantitatif
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(kopya sayis1) olarak elde edilir. Kantitatif gercek zamanli PCR bu nedenle qPCR
analizi olarak da bilinir. Ayrica, ger¢ek zamanli qPCR verilerin analizi i¢in jel
elektroforezi gibi basamaklar1 gerektirmedigi i¢in ¢alisma siiresinin azalmasina imkan

saglar.

Sunulan tez c¢alismasinda HSP27 gen ifade diizeyini saptamak i¢in SYBR Green I
boyasi kullanilarak Real Time qPCR yapildi. SYBR Green I ¢ift zincirli DNA’ya
baglanan bir boyadir. Bu nedenle kuantatif PCR (qPCR)’da amplikon miktarini
6lemek icin yaygin bir sekilde kullanilir. SYBR Green I ¢ift zincirli DNA nin minor
oluguna niikleotit dizisinden bagimsiz bir sekilde baglanirken tek zincirli DNA’ya
baglanmaz. Baglandiktan sonra SYBR Green I 480nm dalga boyundaki deki mavi 151k
ile uyarithir ve emisyon spekturumu maksimum 520nm dalga boyundaki floresan
miktart ile Ol¢iiliir. Boyanin ¢ift zincirli DNA’ya baglandiktan sonra yaptigl 1isima
serbest boyaninkinden 1000 kat daha yiiksektir. PCR sirasinda hedef dizi amplifiye
edilirken, her uzatma basamaginda SYBR Green I ¢ift zincirli DNA’nin tiim yeni
kopyalarina baglanir. Gergek zamanli olarak PCR izlendiginde polimerizasyon adimi
sirasinda 1s1ma gozlenirken denatlirasyon asamasinda 1sima da bir diigiis gozlenir.
Sekil 3.2’de goriildiigii gibi her PCR dongiisiiniin uzama asamasinin sonunda floresans

1s1ma Olgiilerek kantitasyon yapilir [105-107].

No fluorescence

Primer € _ T sorGwe
i Q0o

Template DNA

Fluorescence l Emitted gl

Sekil 3.2. SYBR Green’nin baglanma reaksiyonu [105].

HSP27 gen ifadesini 6l¢mek icin gene 6zgii primerler ve SYBR Green mix (Bio-Rad)
kullanilarak ABI 7500 Fast Real Time cihazinda qPCR yapildi. Endojen kontrol
(referans gen) olarak, B aktin geni kullanildi. Genlere 6zgii primer setleri asagida

sekanslariyla gosterilmistir.
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Hsp27 igin;

F-5°- GTC CCT GGA TGT CAA CCA CT (Tm=54)
R-5’- GAC TGG GAT GGT GAT CTC GT (Tm=54)

B-aktin i¢in;
F-5’- CCC AGC ACA ATG AAG ATC AAG ATC (Tm=64)

R-5’-GGG TGT AAC GCA ACT AAG TCA TAG TC (Tm=66)

Gen ifade diizeylerini dlgmek icin ABI 7500 Fast cihazi kullamldi ve asagidaki
reaktifleri i¢eren karisim hazirladi. Tek bir reaksiyonu i¢in 2 x SYBR Green supermix
(BioRad)’den  10uL,  forward  primer  (10uM)’dan  0,5uL,  reverse
primerden(10puM)’dan 0,5uL, cDNA (40ng/rxn)’dan 2uL ve RNase free sudan 7uL
eklenerek total hacim 20pL tamamlandi. Tiipler cihaza yerlestirildikten sonra asagida

belirtilen programla amplifikasyon gerceklestirildi.
1.Basamak

50°C 2 dk
95°C 10 dk

2.Basamak (40 dongii)

95°C 15sn
60°C 1dk

3.Basamak (melting curve)

60°C de 90°C

2*AACt

Gen ifade diizeyleri yontemi kullanilarak analiz edildi [106].

ACt Test grubu = Ct (Hedef gen)- Ct (Referans gen)
ACt Kontrol grubu = Ct (Hedef gen)' Ct (Referans gen)
AACt =ACt Test grubu - ACt Kontrol grubu

Gen Ifade Diizeyi= 2744
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3.10 istatistiksel Analizler

Deneysel veriler arasindaki anlamli farkliliklar1 saptamak i¢in SPSS istatistik 21
programi kullanilarak One-way ANOVA, Tukey multi comparison test yapildi ve p

degerleri hesaplandi. p < 0,05 olmasi durumu anlamli olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Hiicre Hatlarinin Cogaltilmasi

U266 ve RPMI-8226 hiicre hatlar1 1s1 ile inaktive edilmis %10 FBS, %l
penisilin/streptomisin ve L glutamin i¢eren besiyeri kullanilarak %5 CO», 37 °C ve
%95 nem kosullarinda CO; etiivde ¢ogaltildi. Hiicrelerin iireme yogunlugunu,
morfolojisini ve kontaminasyon riskini takip etmek i¢in hiicreler diizenli olarak
mikroskop altinda kontrol edildi (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). Hiicreler arasinda yapisma
ve kirlilik olmamasi i¢in PBS ile diizenli olarak hiicreler yikandi. Hiicreler flaksi
tamamen kapladiginda tripan mavisi ile boyama yapilarak hiicre sayimi
gergeklestirildi ve haftada 2-3 kez 1/2 veya 1/3 oraninda pasajlanarak 75°lik flaksa

alindi.

Sekil 4.1. U266 hiicrelerinin 25X biiylitiimiis goriintiisii

Sekil 4.2. RPMI-8226 hiicrelerinin 25X biiytitiimiis goriintiisii
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4.2 Hiicre Canliligimin Saptanmasi (Sitotoksite Test)

Bortezomib ve Brivudinin U266 ve RPMI-8226 hiicre hatlarinin % canliliklari izerine
etkisi MTT test kullanilarak belirlendi. MTT boyasinin canli hiicrelerde olusturdugu
formazan kristalleri DMSO ile ¢oziilmeden 6nce mikroskop altinda incelenerek (Sekil
4.3), test kimyasallarinin doza bagli canliliga etkisi dogrudan goriintiilendi. Hiicrelerin
MTT reaktifiyle 4 saatlik inkiibasyonu sonrasinda, formazan Kristalleri DMSO ile
¢oziilerek mor rengin aciga ¢ikmasi saglandi. Olusan renk Chromate eliza cihazinda,
492 nm dalga boyunda okunarak 6l¢iim yapildi (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5). Yapilan tim
deneylerde kor ve kontrol grubu olusturuldu. Kimyasal uygulanan test grubuna ait
ortalama deney datalarindan kor ¢ikartilarak elde edilen degerin, kimyasal
uygulanmamis kontrol grubuna oranlanmasiyla % canlilik degerleri hesaplandi.
Kontrol grubu %100 olarak kabul edilip diger test gruplarinin % canlilik degerleri
hesapland: Farkli giin ve zaman araliklarinda yapilan deneylerin ortalamasi alindi ve

standart sapmalar1 hesaplandi.

gOoruntusu.
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Sekil 4.5. Bortezomib ile muamele edilen U266 hiicrelerinde MTT test plaginin
goruntusu.

4.3 Bortezomibin U266 ve RPMI-8226 Hiicre Hatlarindaki Sitotoksitesi

Insan U266 ve RPMI-8226 MM hiicre hatlarinda bortezomibin IC50 degerinin
hesaplanmasi i¢in 3,25 nM, 6,5 nM, 12,5 nM, 25 nM, 50 nM ve 100nM bortezomib
konstrasyonlar1 g¢alisildi (Cizelge 4.1, 4.2). Farkli zamanlarda yapilan deneylerde
96’lik mikropleytte her konsantrasyon dozu igin 8 kuyucuk ¢alisildi ve 48 saat inkiibe
edildi. Yapilan tiim deneylerin ortalamasi alinarak IC50 degerleri saptand: ve
grafikleri ¢izildi. Sekil 4.6 ve Cizelge 4.1°’de Bortezomibin U-266 hiicrelerindeki %
canliliga etkisi goriilmektedir. Kullanilan bortezomib konsantrasyonlar1 esit birim
araliginda olmadigi i¢in IC50 dozunu daha dogru bir sekilde saptamaya imkan veren,
Sekil 4.7°te goriilen bortezomib konsantrasyonlarinin logaritmasina karsilik % canlilik
degerleri grafiklendi. Grafikteki egilim ¢izgisi esitliginden bortezomibin U266
hiicrelerinde 48 saat i¢in IC50 dozu 13,75 nM olarak hesaplandi. Sekil 4.7’te
Bortezomib konsantrasyonunun logaritmasina karsilik U266 hiicrelerindeki % canlilik
degerleri goriilmektedir. Sekil 4.8 ve Cizelge 4.2’de Bortezomibin RPMI-8226
hiicrelerindeki % canliliga etkisi gorlilmektedir. Sekil 4.9’te Bortezomib
konsantrasyonunun logaritmasina karsilik RPMI-8226 hiicrelerindeki % canlilik
degerleri goriilmektedir. Sekil 4.9°daki esitlik kullanilarak bortezomibin RPMI-8226
hiicrelerindeki 48 saatlik IC50 dozu 11,22 nM olarak hesaplandi.
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Cizelge 4.1. 48 saatlik bortezomib uygulamasinin U266 hiicre hattindaki % canlilik

degerlerinin ortalamasi ve standart sapmalari.

Bortezomib
0 3,125 6,25 12,5 25 50 100
(nM)
% Canhihk | 100+0,03 | 90,9+0,03 | 68,5+0,05 | 52,6+0,04 | 44,6+0,03 | 35,9+0,03 | 12+0,01
U266
120 -
100 -
= 80 -
=
S 60 -
X 40 -
20 - I I
0 I_
Kontrol 3,125 6,25 12,5
Bortezomib (nM)
Sekil 4.6. Bortezomib uygulamasinin U266 hiicre hattindaki % canliliga etkisi.
U266
100
90 o y = -52,04In(x) + 56,75
80
70 e
60 ' .
50 -e.., .
| 2.
....... o
s
o0 | T
10 ®
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Log Bortezomib (nM)

Sekil 4.7. Bortezomib konsantrasyonlarinin logaritmasina karsilik U266 hiicrelerinin
% canlilig1.
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Cizelge 4.2. 48 saatlik bortezomib uygulamasinin RPMI-8226 hiicre hattindaki %
canlilik ortalamalar1 ve standart sapma degerleri.

Bortezomib

0 3,125 6,25 12,5 25 50 100
(nM)

% Canhhk 100+0,00 | 85+0,03 | 67+0,03 | 46+0,06 | 40+0,02 | 30+0,02 | 11+0,01

RPMI-8226

120 -

100 A

80 -
=<
i 60 -
S
2 40 -

20 - I I

0 I
Kontrol 3,125 6,2 100

Bortezomib (nM)

Sekil 4.8. Bortezomib uygulamasinin RPMI hiicre hattindaki % canliliga etkisi.
Yg g

RPMI-8226

100
90
80
70
60
50
40 ’
e ®
-

10 .

‘. y = -50,00In(x) + 52,46

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Log Bortezomib (nM)

Sekil 4.9. Bortezomib konsantrasyonlarinin logaritmasina karsilik RPMI-8226
hiicrelerinin % canlilig1.
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4.4 Brivudin uygulanmasi

U266 ve RPMI-8226 MM hiicre hatlarinda brivudinin IC50 degerinin hesaplanmasi
icin 3,75 uM, 7,5 uM, 15 uM, 30 uM, 60 uM ve 120uM brivudin konstrasyonlari
calisildi (Cizelge 4.3- 4.4). Farkli zamanlarda yapilan deneylerde 96’lik mikropleytte
her konsantrasyon dozu i¢in 8 kuyucuk calisildi ve 48 saat inkiibe edildi. Yapilan tiim
deneylerin ortalamasi alinarak IC50 degerleri saptandi ve grafikleri ¢izildi. Sekil 4.10
ve Cizelge 4.3’de Brivudinin U-266 hiicrelerindeki % canliliga etkisi goriilmektedir.
Sekil 4.11°de brivudin konsantrasyonlarinin logaritmasina karsilik % canlilik degerleri
grafiklendi. Grafikteki egilim ¢izgisi esitliginden brivudinin U266 hiicrelerinde 48 saat
icin IC50 dozu 24,39 uM olarak hesaplandi. Sekil 4.12 ve Cizelge 4.4’de brivudinin
RPMI-8226 hiicrelerindeki % canliliga etkisi goriillmektedir. Sekil 4.13’te Brivudin
konsantrasyonunun logaritmasina karsilik RPMI-8226 hiicrelerindeki % canlilik
degerleri goriilmektedir. Sekil 4.13’deki esitlik kullanilarak brivudinin RPMI-8226
hiicrelerindeki 48 saatlik 1C50 dozu 18,83 uM hesaplandi.

Cizelge 4.3. 48 saatlik brivudin uygulamasimin U266 hiicre hattindaki % canlilik
ortalamalar1 ve standart sapma degerleri

Brivudine

0 75 15 30 60 120
(uM)
% Canlilik 100+0,07 76+0,05 64+0,03 | 50+0,04 29+0,04 | 0,9+0,05
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U266
120 A

100 +
80 +
60
40
20 I
0
15 30 60 1

Kontrol 75

% Canhihik

L

L

20
Brivudine (uM)

Sekil 4.10. Brivudin uygulamasinin U266 hiicre hattindaki % canliliga etkisi.

U266

90
80
20 y = -62,32In(x) + 70,407
60 :
- e
0
30 o

20

0 T

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Log Brivudine (uM)

Sekil 4.11. Brivudin konsantrasyonlarinin logaritmasina karsilik U266 hiicrelerinin %
canlilig
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Cizelge 4.4. 48 saatlik brivudin uygulamasinin RPMI-8226 hiicre hattindaki % canlilik
ortalamalar1 ve standart sapma degerleri

Brivudine 3,75 7,5 15 30 120

(1M)

% Canhilik 100+0,07 | 85+0,05 | 74+0,03 | 62+0,04 | 48+0,04 | 35+0,05 | 13+0,02
RPMI-8226

120 -

100 A

% Canhhk
O
o o

N
o
Il

I

Kontrol

3,75

7,5 15 30 60

Brivudine (uM)

120

Sekil 4.12. Brivudin uygulamasinin RPMI-8226 hiicre hattindaki % canliliga etkisi.
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RPMI-8226
100

o = -52,83In(x) + 62,865
80 y (x)

" o
40

20

0 0,5 1 15 2 2,5
Log Brivudine (uM)

Sekil 4.13. Brivudin konsantrasyonlarinin logaritmasina karsilik RPMI-8226
hiicrelerinin % canliligt.

4.5 Kombine Calisma

Bortezmibin U266 hiicrelerindeki IC50 dozu 13,75 nM, RPMI-8226 hiicrelerindeki
IC50 dozu ise 11,22 nM bulundu. Kombinasyon ¢alismalarimizda bortezomib dozu
i¢in her iki hiicre hattinda lineer canlilik grafigi igerisinde bulunan ve yaklasik IC50
dozuna denk gelen 12,5 nM konsantrasyonu sabit tutularak kombine ilag uygulamasi
yapildi. Bortezomib (IC50 = 12,5nM) + Brivudin (3,75uM, 7,5 uM, 15 uM, 22,5 uM,
30uM) kombinasyonlari her iki hiicre hattinda ayr1 ayr1 uygulanarak 48 saat inkiibe
edildi ve MTT test yapildi. Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6’da kombine ila¢ dozlarina
karsilik % canlilik degerleri goriilmektedir. Kombine ilag uygulamasiin U266 hiicre
hattinda neden oldugu % canlilik degerleri Sekil 4.14°de gosterilmistir. Sekil 4.15°de
RPMI hiicreleri i¢in kombine ilag dozlarinin neden oldugu % canlilik degerleri

gorlilmektedir.
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Cizelge 4.5. insan U-266 hiicre hatlarinin bortezomib+brivudinin farkli dozlarinin
kombine olarak uygulanmasi ve inhibisyon degerleri.

U266 Hiicresi Ilag Kobinasyonlari %Inhibisyon Kombinayon Indeksi CI
IC50 BZM 47
IC50 BZM + additif (Cl=1)
3,75uM BRVD 51,4 (CI=1,060)
IC50 BZM + sinerjistik(Cl< 1)
7,5 uM BRVD 57,4 (CI=0,787)
IC50 BZM + sinerjistik(Cl< 1)
15 uM BRVD 69,3 (CI1=0,449)
IC50 BZM + sinerjistik(Cl< 1)
225 uM BRVD 75,1 (CI1=0,371)
IC50 BZM + sinerjistik(Cl< 1)
30 uM BRVD 84,1 (C1=0,181)

Cizelge 4.6. Insan RPMI-8226 hiicre hatlarinin bortezomib+brivudinin farkli
dozlarinin kombine olarak uygulanmasi ve inhibisyon degerleri.

RPMI-8226 Hiicresi ilag

Kobinasyonlar1 %Inhibisyon Kombinayon Indeksi CI
IC50 BZM 48
IC50 BZM + 54 additif (Cl=1)
3,75 uM BRVD (Cl=1,112)
IC50 BZM + 59 sinerjistik (Cl< 1)
7,5 uM BRVD (Cl=0,721)
IC50 BZM + 67 sinerjistik (Cl< 1)
15 uM BRVD (C1=0,681)
IC50 BZM + 75 sinerjistik (Cl< 1)
22,5 uM BRVD (C1=0,435)
IC50 BZM + 91 sinerjistik (Cl< 1)
30 uM BRVD (C1=0,101)

Her ilacin tek basina neden oldugu % canlilik degerlerlerini ve kombine ¢alisildigina
neden oldugu % canlilik verilerini kullanarak kombinasyon indeks degerleri CI=
Cax/1Cxa + Cgx/ICxs esitligi kullanilarak hesaplandi (Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6). Cl
degerinin 1°den kiigiikk olmasi, 1’e esit olmasi ve 1’den biiyiik olmasi, sirasiyla
sinerjistik, additif ve antagonistik etkiyi gostermektedir. Yapilan kombine ilag
uygulamalar1 sonucunda her iki hiicre hatt1 i¢in Brivudin konsantrasyonu artik¢a %
canlilik degerlerlerinin azaldig1 goriildii. U266 hiicre hattinda bortezomib + 3.75 uM
biruvidin dozunda CI degeri 1.060 olarak bulundugu i¢in additif etki gézlendi. Ancak
biruvidin dozu artikca sinerjisitk etkinin de arttig1 gortildii. RPMI hiicre hattinda da
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benzer bir etki saptanarak bortezomib + 3.75 uM brivudinin dozunda additif etki

gozlenirken (CI = 1.112), brivudin dozuna bagli olarak sinerjistik etkinin de arttig1
saptand1 (Cizelge 4.5- 4.6).

U266
60 -
50 A
% 40 1
E
S 30 -
e\c 20 -
B
O T T T T T 1
BZM (12,5nM) + + + + .
3,75BRVD  75BRVD 15 BRVD 22,5BRVD 30 BRVD
Bortezomib(nM)+Brivudine(uM)
Sekil 4.14. U-266 hiicresi BZM ve BRVD kombine ila¢ uygulanmasi grafigi.
RPMI-8226
60 -
50 +
Z 40 -
E
&) 30 -
N
20 -
10
BZM(12,5nM) + + + + +

3,75BRVD 7,5BRVD 15BRVD 225BRVD 30BRVD

Bortezomib(nM)+Brivudine(uM)
Sekil 4.15. RPMI-8226 hiicresi BZM ve BRVD kombine ilag uygulanmasi grafigi.
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4.6 HSP 27 gen ifade diizeyinin saptanmasi

Gen ifade diizeylerinin saptanmasi i¢in sirasiyla, ilag uygulanmis hiicre hatlarindan
total RNA izolasyonu yapildi, izole edilen RNA’lar dan cDNA sentezi yapildi.
cDNAlar real time qPCR’da gene 6zgii primerler ve SYBR Green boyasi kullanilarak
amplifiye edildi. Amplikasyon tiriinleri SYBR Green boyasinin yaptigi fliioresan 1s1ma
sayesinde real time olarak saptandi ve endogen gen B-aktine oranlanarak 2-4ACT
metodu kullanilarak kantitatif kantitasyon yapildi. Amplifikasyon iiriinlerinin
dogrulugu i¢in melting curve analizi yapildi. Bu basamaklarin her birisi i¢in elde

edilen datalar sirastyla asagida verildi.
4.6.1 Total RNA izolasyonu

U-266 ve RPMI-8226 hiicrelerine 48 saatlik bortezomib ve brivudininin tekli ve
kombine uygulanmasimin ardindan Spin kolon yontemi ile RNA izolasyon Kiti
(Fermentase) kullanilarak, kitin onerdigi sekilde RNA izolasyonu gergeklestirildi.
Izole edilen RNA’larin konsantrasyonu 260 nm dalga boyunda okuma yapilarak,
saflig1 ise 260/280 nm dalga boyunda nandropla okuma yapilarak gerceklestildi.
(Cizelge 4.7 ve 4-8). 1deal bir RNA izolasyonu igin 260/280 oranin 1,8-2,0 arasinda

olmasi beklenmektedir.

Cizelge 4.7. U266 hiicrelerinden izole edilen RNA’larin konsantrasyonu ve safligi.

U-266 Niikleik asit ng/ul A260/A280
U266 Kontrol 1012,5 1,84
IC50 BZM 580,8 1,83
6,50 nM BZM 207,3 1,80
30 uM BRVD 750,7 1,92
15 uM BRVD 740,3 1,96
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Ve

Cizelge 4.8. RPMI-8226 hiicrelerinden izole edilen RNA’larin konsantrasyonu
saflig.
RPMI Niikleik asit ng/ul A260/A280
RPMI Kontrol 536,8 1,98
IC50 BZM 263,7 1,90
6,50 nM BZM 101,7 1,88
30 uM BRVD 336,2 1,92
15 uM BRVD 180,2 1,84

Izole edilip konsantrasyonu saptanan RNA’larm ardindan izolasyonu dogrulamak igin

%1’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii. EtBr ile boyanmig RNA bantlar1 jel

goriintiileme cihazinda goriintiilendi (Sekil 4.16).

28s rRNA

18s rRNA

Sekil 4.16. izole edilen RNA’larin agaroz jel goriintiisii. M: Marker ,1: U266 Kontrol,
2: U266 12,5nM BZM, 3: U266 30uM BRVD, 4: RPMI Kontrol, 5: RPMI

12,5nM BZM

50



4.6.2 cDNA sentez sonuclar

cDNA sentez reaksiyonu icin tiim izole edilen RNA’lardan 1ug/ml kullanildi. Bunun
i¢cin Oncelikle izole edilen total RNA’lar konsantrasyonu her birisi belirili miktarlarda
sulandirilarak reaksiyon ortamina eklendi. Boylelikle tiim RNA larin konsantrasyonu
esitlenmis oldu. cDNA sentez reaksiyonu sonrasi elde edilen {irlinlerin konsantrasyonu
tekrar nanodropta okunarak konsantrasyonlari saptandi. Asagida her iki hiicre hatti igin

sentezlenen cDNA Orneklerine ait konsantrasyonlar1 verilmistir (Cizelge 4.9- Cizelge
4.10).

Cizelge 4.9. U266 hiicrelerinden sentezlenen cDNA’larin konsantrasyonu ve safligi.

U-266 Niikleik asit ng/ul A260/A280
U266 Kontrol 796,3 1,74
IC50 BZM 861,9 1,73
6,25 nM BZM 822,5 1,73
30 uM BRVD 812,5 1,74
15 uM BRVD 813,3 1,73

Cizelge 4.10. RPMI-8226 hiicrelerinden sentezlenen cDNA’larin konsantrasyonu ve

saflig1.
RPMI-8226 Niikleik asit ng/ul A260/A280
RPMI-8226 Kontrol 828,0 1,74
IC50 BZM 870,5 1,74
6,25 nM BZM 834,6 1,75
30 uM BRVD 833,8 1,76
15 uM BRVD 857,5 1,75

4.6.3 Real time qPCR sonug¢lar:

Bortezomib ve brivudin uygulamasinin U-266 ve RPMI-8226 hiicrelerinde HSP27 gen
ifade diizeyine etkisini ¢aligmak icin SYBR Green yontemi kullanildi. Gen ifade
diizeyleri ABI 7500 Fast Real-Time PCR (Applied Biosystem) cihazi kullanilarak

gergeklestirildi. Endojen kontrol olarak B-actin kullanildi. 20 pL reaksiyon ortamina
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primer konsantrasyonu ve cDNA konsantrasyonu degistirilerek optimizasyon
caligmlar1 yapildi. Reaksiyon oratimina 80 ng cDNA ve 0.25 uM primer seti
eklendiginde ideal 1s1malar elde edildi. Fakli zaman araliklarinda yapilan 3 ayr1 deney
ve her deneyde 3 tekrar olacak sekilde ornekler calisildi. Ornekler hic ilag
uygulamamis kontrol grubu, ila¢ uygulanmis test grubu ve kalip igermeyen negatif
kontrol (NTC) grubu olacak sekilde ¢aligildi. Her genin kontrol grubuna gore gen ifade
diizeyindeki katlik degisim (Relative Kantitasyon (RQ)) 2%4¢t degerleri

hesaplanmustir.

Gen ifade diizeylerini ¢aligmadan once primer dimer olusumunu Onlemek igin
optimizasyon ¢alismalar1 yapildi. Amplifakasyon tiriinleri 60°C’den 90°C’ye kadar
1sitilarak erime egrileri ¢ikarildi. B-aktin igin egrime egrisi analizi sonrast Tm sicakligi

76-78°C, HSP27 i¢in erime egrisi analizi Tm sicakligi 87°C dir.

Sekil 4. 17°de Bortezomib ve Brivudin uygulamasinin U226 hiicre hatinda Hsp27
mRNA diizeyine etkisi goriilmektedir. Bortezomib (12,5nM) uygulamasi U266
hiicrelerinde Hsp27 diizeyinde 0,46 + 0,09 katlik bir azalmaya neden oldu. Kontrol
gore bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Briuvidin (30uM)
uygulamas1 U266 hiicrelerinde 0.25 = 0,07 katlik bir azalmaya neden oldu. Bu azalma
da kontrol grubuna gére anlamli bulundu (p<0.05). Ayrica brivudin uygulamasinin
neden oldugu HSP27 gen ifade diizeyindeki azalma bortezomib uygulamasina gore de

istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).
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Sekil 4.17. Bortezomib ve Brivudin uygulamasimin U226 hiicre hattinda HSP27
mRNA diizeyine etkisi. Bortezomib kontrole goére anlamli bir diisiise
neden oldu (*p <0.05). Brivudin uygulamasi Bortezomibe gore anlamli bir
diisiise neden oldu (# p<0.05).

Sekil 4.18’de Bortezomib ve Brivudin uygulamasinin RPMI-8226 hiicre hatinda

HSP27 mRNA diizeyine etkisi goriilmektedir. Bortezomib (12,5nM) uygulamasi

RPMI-8226 hiicrelerinde HSP27 diizeyinde 0,60 + 0,17 katlik bir azalmaya neden

oldu. Kontrol gore bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Brivudin

(30uM) uygulamast RPMI-8226 hiicrelerinde 0.37 + 0,15 katlik bir aalmaya neden

oldu. Bu azalma da kontrol grubuna goére anlamli bulundu (p<0.05). U266 hiicrelerinin

aksine RPMI-8226 hiicrelerinde brivudin uygulamasinin neden oldugu HSP27 gen
ifade diizeyindeki azalma bortezomib uygulamasina gore de istatistiksel olarak anlaml

bulunmadi (p<0.16).
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Sekil 4.18. Bortezomib ve Brivudin uygulamasinin RPMI-8226 hiicre hatinda HSP27
mRNA diizeyine etkisi. Bortezomib ve Brivudin uygulamasi kontrole
gore anlamli bir diisiise neden oldu (* p<0.05).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

MM hiicrelerinde, kanserlesmeye neden olan genetik degisikler ayn1 zamanda hiicre
igerisinde hatali ve fonksiyonel olmayan monoklonal immunoglobilinin asir1 derecede
tiretilmesine ve hiicre i¢inde birikmesine neden olur [1-2]. Bu durumun neden oldugu
proteotoksik strese ragmen MM hiicrelerinin boliinmeye devam ederek hayatta
kalmasinda, hatal1 proteinlerin yikilmasini saglayan yikim yolaklart MM hiicreleri igin

oldukca elzemdir. Bu bilgi, MM tedaviside ilk ilerleme basamagini olusturmustur.

Hiicredeki hatali proteinlerin yikiminda proteasomlar, katlanmamis protein yikim
cevabi (UPR ve ERAD) ve otofaji gibi birka¢ mekanizma vardir [49-50]. MM
hiicreleriyle yapilan ilk ¢calismalarda proteasome yolaginin normal hiicrelere ve diger
kanser tiirlerine gore oldukca aktif calistigi saptanmistir. Bu bilgiler proteasome
inhibitérlerinin MM tedavisinde kullanilabilirligini saglamistir. Bortezomib, MM
tedavisinde kullanimi onaylanan ilk ilk proteasome inhibitoriidiir. Gergektende
bortezomibin antikanser etkisi bircok kanser tiirtinde pozitif bulunmus, o6zellikle
hematolojik kanserlerde etkili bir apoptotik uyarict oldugu saptanmis, ancak en etkin

antikanser etkiyi MM hiicrelerinde gostermistir [1].

Bortezomib MM tedavisinde hasta sag kalimlarini artirdig icin biiytik ilerlemelere
neden olmustur. Ancak MM hastalarinin ¢ogunda bortezomibe karsi direng
gelismesinden dolay1 hastalik tekrarlayan sekilde niiks etmektedir. Bu durum MM
tedavisini bazi hastalarda neredeyse imkansiz hale getirir. Bortezomibe kars1 gelisen
direncin listesinden gelmek icin ya yeni tedavi se¢enekleri olusturulmali ya da mevcut
kemoterapoétiklerle farkli ilaglarin bir arada kullanildigi kombine ilag tedavisine

gidilmelidir [3,4].

Sunulan bu tez c¢alismasinda bortezomibin HSP27 inhibitorii olan brivudinin ile
birlikte MM hiicre hatlarinda kullanilabilirligi arastirilmistir. Biz bortezomibin U266
ve RPMI-8226 myeloma hiicre hatlarinda doza bagl olarak artan inhibisyona neden
oldugunu gostererek 48 saatlik IC50 degerlerini U266 hiicrelerinde 13,75 nM, RPMI-
8226 hiicrelerinde ise 11,22 nM olarak bulduk. Bu IC50 degerleri, daha once
bortezomibin myeloma hiicre hatlarina uygulanmasi ile elde edilen degerlere uygun
oldugu igin bizim sonuglarimizi destekler niteliktedir [68,108]. Buna ek olarak biz

brivudinin de U266 ve RPMI-8226 myeloma hiicre hatlarinda doza bagl olarak artan
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inhibisyona neden oldugunu gostererek 48 saatlik IC50 degerlerini U266 hiicrelerinde
24,39 uM, RPMI-8226 hiicrelerinde ise 18,83 uM olarak bulduk. Bu degerler
brivudinin ile yapilan daha onceki ¢alismalarda bulunan degerlere uygun olup bizim

sonuglarimizi destekler niteliktedir [19, 109].

Ayrica bortezomib ve brivudini es zamanli uygulandigimiz kombine ilag
uygulamalarinda, brivudinin bortezomibin apoptotik etkisi lizerine doza bagli olarak
artan sinerjistik etkiye neden oldugunu bulduk. Bizim sonug¢larimizi destekler sekilde
daha Once yapilan birka¢ c¢alismada, brivudinin kemoterapiye direngli pankreas,
sarkoma ve leukemia kanser hiicrelerinde geleneksel kemoterapétik ilaglarin
antikanser etkisini artirdigr gosterilmis [19,105-110]. Ayrica ileri evre pankreas
kanseri hastalara gemcitabine ile brivudinin kombine olarak kullanildigini Faz I klinik
denemelerinde hasta sag kaliminin kontrol grubuna gore 8,5 ay kadar uzadig
gosterilmig [17,111]. Bu klinik deneme gemcitabine’nin neden oldugu yan etkiler
nedeniyle durdurulmus olsa da, brivudin i¢in hicbir yan etki bildirilmemis. Bu nedenle

brivudinin ikinci nesil tiirevlerinin gelistirilmesi tizerine ¢alismalar yapilmaktadir [21].

Brivudin antikanser etkisini 1s1 sok proteini HSP27’yi inhibe ederek gostermektedir.
[19, 64,109-112]. HSP27 multiple myeloma dahil bir¢ok kanser tiiriinde yiiksek
diizeyde ifade edilir ve bunun kemoterapitik ilaclarla tedaviye kars1 direng gelismesi,
metastaz gelisimi ve apoptosisin Onlenmesi gibi etkilere neden oldugu bilinmektedir
[111,113]. HSP27 kanser terapide kullanilan ilaglar dahil olmak iizere bir¢ok stres
kosullarina yanit olarak ifade edilir ve tiimor hiicrelerinin 6liimciil kosullarda hayatta
kalmasina izin verir. HSP27’nin kanserin ilerlemesi iizerine ¢ok sayida olumsuz

etkisinin olmasi, onu kanser tedavisi i¢in bir hedef haline getirmistir.

Daha o6nce yapilan ¢aligmalar, brivudinin dogrudan HSP27 proteinine baglanarak,
HSP27’nin hedefi olan kaspaz 3, kaspaz 9, PI3K-AKT ve Bax gibi proteinlerle
etkilesimini bozdugu ic¢in apoptosisi indiikledigini gostermistir. Ayrica kanser
hiicrelerinde HSP27 diizeyinin yiiksek olmas1 kotii prognoz, kemoterapiye duyarsizlik
veya direng gelisimiyle dogrudan iliskili bulunmustur [64,17,89]. HSP27 seviyesi
yiiksek lenfoma hiicrelerinde, nispeten daha diisiik olanlara gore bortezomibe karsi
diren¢ gozlenirken, HSP27 geni knockout edildiginde diren¢ ortadan kalkmis
[68,112]. Bu ¢alisma bizim sonuglarimizi destekler sekilde bortezomib ve HSP27
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inhibisyonun kombine olarak kullanilmasinin etkin bir antikanser tedavi

olusturabilecegini gostermektedir.

Biz ¢alismalarimizda Brivudinin hem U266 hem de RPMI-8226 myeloma hiicre
hatlarinda HSP27 gen ifade diizeyini baskiladigimni gosterdik. U266 hiicrelerinde
0.25+0.07 katlik, RPMI-8226 hiicrelerinde ise 0.37+0.15 katlik bir azalma saptadik.
Bunun yani sira Bortezomib uygulamasinin da her iki hiicrede HSP27 mRNA
diizeyinde 0.46+0.09 ve 0.60+0.17 katlik azalmaya neden oldugunu bulduk. Bizim
calismamizi destekler nitelikte, Li ve arkadaglari [114], 2019 yilinda 50 tane myeloma
hastasiyla yaptiklari ¢alismada, vincristine, doxorubicin ve dexamethasone (VAD)
rejimi alan hasta grubuyla VAD + bortezomib rejimi alan hasta grubunun serum
HSP27 diizeyleri karsilastirilmis ve bortezomib alan grubun serum HSP27
diizeylerinin anlamli sekilde azaldigi bulunmus. Bu caligmada ayrica OGX-427
(antisense oligo-HSP27 inhibitorii) ve bortezominin U266 hiicrelerinin HSP27 gen
ifade diizeyinde kontrole gére anlamli diisiislere neden oldugu gosterilmis. Bizim
brivudin ile elde ettigimiz degerleri Li ve arkadaslarmin [114] OGX-427 ile elde
ettikleri degerlerle karsilastirirsak, brivudinin OGX-427’ye gore daha giiglii bir HSP27

inhibitorii oldugu gortilebilir.

Sonug olarak, biz brivudin ve bortezomib kombinasyon tedavisinin multiple myeloma
hiicre hatlarinin sitotoksisitesi iizerine gii¢lii sinerjistik etkiye neden oldugunu
gostererek, myeloma tedavisinde kullanilabilecegini ve tedavinin etkinliginde HSP27

gen ifade diizeyinin baskilanmasinin rol alabilecegini dnerdik.
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