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OZET

Punar §. KDELR1 ve COPE Genlerinin Multip] Miyelom Patogenezindeki Rolii.
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul. 2022.

Multipl] miyelom, terminal olarak farklilasmis plazma hiicrelerinin malignitesidir.
Hematolojik maligniteler arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Kemik iliginde
kontrolsiiz monoklonal plazma hiicrelerinin ¢ogalmasi, hiicrelerde fonksiyonel olmayan
immiinoglobulinlerin veya immiinoglobulin zincirlerinin asir1 iiretilerek birikmesi ile
karakterizedir. Onceki calismalarirmizda KDELR1 ve COPE genlerinin anlatiminin
hastalarda arttigin1 gosterdik. Bu genler endoplazmik retikulm ve golgi arasinda
proteinlerin taginmasinda rol alan genlerdir. KDELR1 bir reseptordiir ve ilgili diziye
sahip proteinlerin baglanmasini saglar. Proteinlerin COPI aracili retrograd tasimmasi
icin COPI vezikiillerine paketlenmesinde rol oynar. COPE geni COPI yapisina katilan
epsilon alt birimidir. Calismamizda, KDELR 1’in multipl miyelomdaki etkisini anlamak
icin U266 ve RPMI8226 hiicrelerindeki gen ifadesi siRNA  araciligi
baskilandi. Kontrol grubu ve KDELRI1 siRNA uygulanan gruplarda apoptoz tayini i¢in
konfokal lazer taramali mikroskopta floresan boya ile boyanan hiicreler goriintiilendi.
Hiicre proliferasyonuna olan etkiyi belirlemek i¢in MTT testi yapildi. KDELR1 geninin
baskilanmasinin COPE geni {izerindeki etkisi qRT-PZR yontemi ile belirlendi. Tiim
deney grubu ¢alismalar1 24 ve 48 saat zaman diliminde gergeklestirildi. KDELR1 geni
baskilanmis U266 hiicrelerinde 24 saat diliminde COPE gen anlatimmnin kontrol
grubuna gore arttig1 bulunurken RPMI8226 hiicrelerinde degisim bulunmadi. Apoptotik
hiicre oraninin her iki hiicrede de kontrol grubuna kiyasla siRNA grubunda arttigi
bulundu. Hiicre canliligi da 6zellikle 24 saat diliminde her iki hiicre hattinda azaldigi
belirlendi. KDELR1 geninin baskilanmasinin hiicre canliligin1 azalttigi ve apoptozu
tetikledigi gosterildi. Bu ¢alisma U266 ve RPMI8266 hiicrelerinde KDELR1 geni ile
yapilan ilk fonksiyonel ¢alisma 6zelligine sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Multipl miyelom, KDELR1, COPE, siRNA

Bu c¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 37570
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ABSTRACT

Punar S. The Role of KDELR1 and COPE Genes in Multiple Myeloma Pathogenesis.
Istanbul University, Institute of Health Science, Genetics Department. Master Thesis.
Istanbul. 2022.

Multiple myeloma is the malignancy of terminally differentiated of plasma cells. It is
taken place secondly within the hematological malignancy and characterized as
proliferation of uncontrolled monoclonal plasma cells in bone marrow, accumulation of
nonfunctional immunoglobins. In our previous experiment, we showed KDELR1 and
COPE gene expression is increased in patients. Those are the genes taking place in
transportation of protein between endoplasmic reticulum and golgi apparatus. KDELR1
makes the proteins with KDEL sequence bind. It plays role in packaging proteins into
COPI vesicles to transport as retrograde. COPE gene is the epsilon subunit of COPI
complex. In our experiment, KDELR1 expression was silenced in U266 and
RPMI8226 cell lines to identify the role of its expression. Cells were scanned in
confocal microscope to detect the apoptosis effects in control and KDELR1 siRNA
applied groups. MTT test was applied to detect the effect of KDELR1 on cell
proliferation. The effect of suppressed KDELR1 on COPE gene was identified by qRT-
PCR. All experimental groups were studied during 24 and 48 hours. COPE gene
expression difference was compared with the control. Although COPE gene expression
in U266 was found dramatically increased in the 24th hour, any change wasn’t observed
in RPMI182226 cells. Apoptotic cell ratio in cells was found increased when compared
with controls. Proliferation was decreased in both cells during 24th hours. Decreased
cell proliferation effect was observed when KDELR1 was suppressed. This experiment
is the first study showed the function of KDELR1 in the U266 and RPMI82266 cell
lines.

Key Words: Multiple myeloma, KDELR1, COPE, siRNA

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 37570



1. GIRIS VE AMAC

Plazma hiicre diskrazileri, klinik ve biyolojik heterojeniteye sahip hematolojik
hastaliklar grubu olarak tanimlanmaktadir. MGUS ve MM plazma hiicre diskrazileri
arasinda yer almaktadir. MGUS, serum M protein miktarinin 3 g/dl’den az olmasi ve
kemik iliginde %10’dan daha az plazma hiicre varligi ile karakterizedir. SMM de

MGUS ve MM arasinda bir ara form olup asemptomatiktir.

MM hiicrelerde immiinoglobulinlerin birikmesi ve kemik iliginde anormal monoklonal
plazma hiicre varligi ile Kkarakterizedir. MM’de, plazma hiire bozuklugundan
kaynaklanan hiperkalsemi, bobrek yetmezligi, anemi ve kemik lezyonlar1 (CRAB)
goriilmektedir. MM, tiim kanserlerin yaklasik olarak %1'ini ve hematolojik kanserlerin
ise %10’nu olugturmaktadir. Erkeklerin kadinlara gore hastaliktan daha fazla etkilendigi
bilinmektedir. Hastalarin tanidaki yasi, ortalama 66-70 yas araliginda goriilmektedir.
llag tedavisi ¢ogunlukla proteozom inhibitdrleri, immiinomodiilatdr ilaclar1 ve
monoklonal antikorlar1 kapsamaktadir. Son yillarda tedavideki Onemli ilerlemelere

ragmen yilda yaklasik %10-15 oraninda sagkalim oldugu bildirilmistir.

MM genetik olarak son derece karmasik ve heterojendir. Kromozomal translokasyonlar
ve trizomiler baslangigta goriilen birincil degisimlerdir. Trizomiler genellikle 3, 5, 7, 9,
11, 15, 19 ve 21 gibi tek sayili kromozomlarda goriilmektedir. Anormal plazma
hiicrelerinin biiylime potansiyelini arttiran sekonder genetik degisiklikler gerceklesir.
Kopya sayisi anomalileri, DNA hipometilasyonu, tek niikleotit degisimleri bu
degisimler arasinda yer almaktadir. MM patogenezinde kemik iligi nisi dahil olmak

tizere ¢ok fazla gen ve yolak rol oynamaktadir.

Endoplazmik retikulm (ER) limenindeki yerlesik proteinler Lys-Asp-Glu-Leu (KDEL)
reseptorleri ile etkilesime giren karboksi terminal ER tutma dizileri (ERS'ler) tarafindan
homeostatik kosullar altinda ER icinde tutulur. KDELR1, KDELR2, KDELR3 olmak
tizere 3 KDEL reseptorii vardir. KDELR1 geninin kodladig1 reseptor cis-Golgide yer
almaktadir ve KDEL motifi igeren proteinleri tanir. KDEL dizisi i¢ceren ER lokalize

olan goze carpan proteinler arasinda BiP/Grp78, Grp94 ve PDI yer almaktadir.



KDELRI1 geninin kodladigi reseptor, proteinlerin COPI aracili tasima ile ER’ye
retrograd tasimasina aracilik eder. COP1 kompleksi yedi alt bitimden (a-, B-, p'-, y-, 6-,
&- ve (-) olusmaktadir. COPE geni bu kompleksin epsilon alt birimini kodlamaktadir.
KDELRI1 ve COPE genlerinin ER ve golgi aras1 protein tasinmasinda 6nemli rolleri

vardir.

Onceki ¢alismamizda MM hastalarinin transkriptom datasindan elde ettigimiz genleri
MM hastalar1 ve saglikli kontroller arasinda qQRT-PZR yo6ntemi ile karsilastirildi. Yeni
tan1 almis ve tedavi olmamig MM ve MGUS hastalarinda saglikli kontrollere kiyasla
COPE ve KDELR1 genlerinin anlatim seviyelerinin daha yiiksek oldugu istatistiksel
olarak anlamli bulundu. MM’de bozulan protein homeostazi sebebiyle bu genlerin
patogenezde rol oynadigin1 diisiinmekteyiz. Bundan dolay1 bu tez ¢alismasinda hasta
ornekleri ile konfirmasyonu yapilan genlerin fonksiyonel olarak arastirilmasini
amagladik. Amacimiz; MM hiicre hatt1 olan U266 ve RPMI8226 hiicrelerinde SIRNA
aracili KDELR1 gen ifadesi baskilanarak hiicre proliferasyonu, apoptozuna ve COPE

genine olan etkisini incelemektir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Plazma Hiicre Diskrazileri

Kemik iliginde ve sekonder lenfoid organlardaki hematopoetik kok hiicrelerden
B hiicreleri gelismektedir. Plazma hiicreleri ise B-hiicrelerinin terminal olarak
farklilagsmasi sonucu olusmaktadir. Bu hiicreler farkli agir ve hafif zincir 6zelliklerinde
antikor tretip salgilayabilme yetenegine sahiptir (1). Normal plazma hiicreleri, farkli
hafif zincir (kappa ve lambda) ve agir zincir (IgE, 1gG, IgM, IgD ve IgA) 6zelliklerine
sahip antikor spektrumu igermektedir. Immiin sistemdeki bilinen kritik rolleri disinda,
plazma hiicreleri hastaliktalarda da rol oynamaktadir (2).

Plazma hiicre diskrazileri, klinik ve biyolojik heterojeniteye sahip hematolojik
hastaliklar grubu olarak tanimlanmaktadir (3). Monoklonal plazma hiicre artig ile
karakterize olan bu hastalik grubu, serum ve idrar protein elektroforezi (SPEP, UPEP)
ve immiinfiksasyon (IFE) calismalar1 ile belirlenmektedir (4). Paraprotein veya M
proteini olarak adlandirilan monoklonal agir veya hafif zincir antikorun varligi erken
doneminde hastaligin yaygin olan bulgusudur. Genellikle herhangi bir ilgili klinik
semptom fark edilmeden Once ortaya ¢ikmaktadir (2). Bu hastalik grubu igerisinde;
onemi bilinmeyen monoklonal gamopati (MGUS), multipl miyelom (MM), plazma
hiicreli 16semi (PCL), lenfoplazmasitik lenfoma/Waldenstrom makroglobulinemisi
(LPL/WM), amiloidoz ve POEMS (Polinéropati, Organomegali, Endokrinopati,
Monoklonal protein ve Deri degisiklikleri) sendromu yer almaktadir (4).

2.1.1. Onemi Bilinmeyen Monoklonal Gamopati (MGUS)

MGUS terimi 1978'de, Kyle ve Greipp tarafindan tanimlanmistir (5). 2014
yilinda, Uluslararast Miyelom Calisma Grubu (IMWG), hem MGUS hem de
Smoldering Multiple Myeloma (SMM) tanimini etkileyen MM tanimini giincellemistir
(6). MGUS, genel olarak serum M proteini 3 g/dL’den az olan ve kemik iliginde
%10’dan az plazma hiicrelerinin varlig1 ile karakterize olarak tanimlanmaktadir. Plazma
hiicre bozuklugundan kaynaklanan hiperkalsemi, bobrek yetmezligi, anemi ve kemik

lezyonlar1 (CRAB) MGUS’ta goriilmemektedir (7).



MGUS hastaligin ara formudur, her yil bu hastalik grubunun %1’lik kism1 MM,
lenfoproliferatif bozukluk, amiloidoz veya hafif =zincir birikimi hastaligina
dontigmektedir. MGUS'taki en yaygin agir zincir alt tipi, hastalarin %70'inde bulunan
IgG'dir. Bu oran1 %15 ile IgM, %12 ile IgA ve %3 ile biklonal gammopati takip
etmektedir. MGUS kendi i¢inde, IgM temel alinarak siniflandirilma yapilmaktadir. Bu
smiflandirma IgM olmayan MGUS, IgM MGUS ve hafif zincir MGUS olararak 3 grubu
kapsamaktadir.Ozellikle IgM MGUS'lu hastalardan, non-Hodgkin lenfoma, kronik
lenfositik 16semi, hafif zincirli amiloidoz ve WM gelisme riski yilda %1,5 oraninda
artmaktadir. Hafif zincir MGUS, ilgili hafif zincirin (FLC) serum degerinin artmasi
sonucunda anormal FLC orani ile karakterizedir. Kemik iligindeki klonal plazma
hiicrelerinin %10’dan az olmas1 ve serum ve idrarda monoklonal immiinoglobulin agir

zincirinin varliginin olmamasi olarak tanimlanmaktadir (8). (Tablo2-1)

2.1.2. Smoldering Multipl Miyelom (SMM)

SMM, asemptomatik bir klonal plazma hiicresi bozuklugudur. MGUS'tan serum
M protein diizeyi ve kemik iligindeki klonal plazma hiicrelerinin yiizdesi temelinde
ayirt edilmektedir. SMM asemptomatik oldugundan, yeni teshis edilen hastalara g¢esitli
bozukluklarin incelenmesinin yani sira laboratuvar testlerinde bir M proteini bulgusu ile
teshis koyulmaktadir (9).SMM serum M proteininin 3 g/dL ve fazla olmasi ve/veya
%10-60 oraninda kemik iliginde plazma hiicrelerinin bulunmasi ile karakterizedir. Hafif
zincir SMM, immiinoglobulin agir zincir ekspresyonu olmayan monoklonal FLC
seviyesinin fazla oldugu SMM’nin alt tipidir. Bu alt tip, idrarda monoklonal FLC'nin
asir1 salgilanmast ile karakterize edilir. MGUS’ta oldugu gibi SMM, CRAB
semptomlar1 veya baska herhangi bir miyelomla iliskili semptom igermemektedir.
MGUS insidans1 SMM'den daha yiiksektir ve 50 yas tstii niifusun yaklasik %3-4'tinde
mevcuttur (7). SMM vakalarinin yilda yaklasik %40 MM’ye doniisme riski vardir.
SMM tanisinda tipik yas; 50 ila 70 yil olarak kabul edilmektedir (9).



MM, MGUS ve SMM’ye gore oldukca karmasik ve heterojen genomik yapiya
sahiptir. MM ilerlemesinin ana sebepleri olan kromotripsis, kromopleksi vb. sonucunda
ortaya ¢ikan translokasyonlari, kopya sayist anomallikleri tam  olarak
tanimlanamamustir.  Yapilan sitogenetik ¢alismalar, trizomilerin ve/veya IGH
kromozomal translokasyonlarinin, normal plazma hiicrelerinin MGUS'a doniisiimiiniin
altinda yatan ana miyelom baslatan olaylar oldugunu gostermektedir. Bu olaylardan
sonra MGUS/SMM'den MM'ye ilerlemeye katkida bulunan ikincil sitogenetik
degisimler ger¢eklesmektedir. Degisimler, MM ile karsilastirildiginda MGUS/SMM'de
daha diisiik prevalanstadir. Bu durum MGUS/SMM'nin MM'ye ilerlemesine katkida
bulundugunu destekler niteliktedir (10).

B hiicresi MGUS SMM

VKopya sayisi degisimleri ve somatik mutasyonlar

KEMIK iLiGi MiIKROCEVRESI

Sekil 2-1: MM olusumu ve ilerlemesi (11)



2.2. Multipl Miyelom (MM)

Olgunlasmamis B hiicreleri kemik iliginde, yeniden diizenlenerek ¢esitli birincil
immiinoglobulinleri olusturmaktadir. Hiicre yiizeyinde IgH-IgL kompleksi bulunan B
hiicreleri, lenf diigimii veya dalak gibi sekonder lenfoid organlara go¢ eder. Burada, B
hiicreleri, afinite olgunlasmasi, somatik hipermutasyon ve class-switching
rekombinasyonu gibi ¢esitli islemlerden geger. Bu islemler spesifik antijenler igin
yuksek afiniteye ve farkli fonksiyonel Ozelliklere sahip antikorlarin iiretilmesiyle
sonuglanir. Sonugta hematopoetik hiicreler kemik iliginde ve sekonder lenfoid
organlarda once B hiicrelerine sonra bir takim degisikliklerle farklilasarak plazma
hiicresine dontistirler (12).

MM, plazma hiicrelerinin heterojen bir hastaligidir. Kemik iliginde kontrolsiiz
monoklonal plazma hiicrelerinin biiylimesi ile karakterizedir. Hiicrelerde, fonksiyonel
olmayan immiinoglobulinlerin veya immiinoglobulin zincirlerinin asir1 {retimi
gerceklesir. Immiinoglobulinlerin  birikmesi ve anormal monoklonal plazma
hiicrelerinin kemik iligindeki diger hiicrelerle etkilesimi, anemi, kemik lezyonlari,
enfeksiyonlar, hiperkalsemi, bobrek yetmezligi, yorgunluk ve agri gibi bir dizi soruna
yol agar (13).

MM genetik olarak son derece karmagik hastaliktir 6nce immiinoglobulin agir
zincir genlerindeki degisiklikler kromozomal tranlokasyonlar olusur. Daha sonra
kopya sayist anomalileri, DNA hipometilasyonu ve kazanilmis mutasyonlar gibi ikincil
genetik olaylar ile timor olusur (14). Ayrica, Class-switching rekombinasyonu ve
somatik hipermutasyon i¢in immiinoglobulin lokuslarindaki ¢ift iplikli DNA kirilmalari
da bu olusuma katki saglar. DNA kirilmalari, genomun bagka yerlerinde meydana gelen
diger kirilmalarla birleserek anormal DNA flizyonlarma ve kromozomal
translokasyonlara sebep olabilir. Spesifik onkogenleri igeren translokasyonlar,
hiicrelerde patolojik durumlarin gelismesine yol agabilir. Bu nedenle, kromozomal
translokasyonlar, MM vakalarinin olusumunu baslangicinda daha sonraki degisimleri de
tetikledigi i¢in son derece 6nemlidir (12). (Sekil 2-2)



Plazma hiicrelerinin Normal plazma hiicreleri
tretildigi klrmlzlﬁ:a&
kemik iligi ':9

F DQ ™\..— Antikorlar

Multipl myelom hiicreleri :anormal plazma hiicreleri

Sekil 2-2: Kemik iliginde plazma hiicrelerinden MM hiicrelerinin olusumu (15)

2.2.1. Epidemiyoloji

MM, tiim kanserlerin %1'ini ve hematolojik malignitelerin yaklasik olarak
%10°’nu  olusturmaktadir. Lenfomadan sonra gorillen en yaygin 2. hematolojik
malignitedir (16). MM vakalarinda siyah irkin beyaz irka oranla iki kat daha fazla
etkilendigi belirtilmistir. Dogumdan 74 yasina kadar cinsiyet temelinde bakildiginda,
tanm1 alma riski erkeklerde %0,24 ve kadinlarda %0,17'dir. Bu durumda erkeklerin
kadinlara gore hastaliktan daha fazla etkilendigi goriilmektedir. Avustralya, Bati Avrupa
ve ABD'de yiiksek insidans ile daha yaygindir ve goriilme sikligi giderek artmaktadir.
ABD'de, 2020 yilinda teshis edilen kanser vakalarinin %1,8 nin (yaklasik 32.000 kisi)
MM oldugu bildirilmistir. Bu durum, multipl miyelomu en yaygm 14. neoplazm
yapmaktadir. Mevcut verilere bakildiginda tahmini insidans oraninda 1975'ten bu yana
%143'lik bir artis olmustur (17, 18). Diinya ¢apinda 5 yillik prevalans yaklasik 230.000
hastadir. Bat1 diinyasinda yasa gore standardize edilmis insidansin yaklagik 100.000'de
5 vaka oldugu bildirilmistir.



Hastalarin tanidaki ortalama yas1 yaklasik 66-70'tir ve bu hastalarin %37'si 65
yasin altindadir. MM, 30 yasin altindaki kisilerde ¢ok nadir goriilmektedir ve bildirilen
siklik %0.02 ila %0.3 arasindadir (16). Son 20 yilda hastalarin sag kaliminda 6nemli
iyilesme olmasina ragmen, genel popiilasyonla karsilagtirildiginda hastalarin sadece

%10-15"inde sag kalim goriilmektedir (19).

2.2.2. MM GENETIK DEGIiSiMLERIi

2.2.2.1. Primer Genetik Degisimler

Normal plazma hiicrelerinden MGUS olusumuna neden olan ilk doniigiimiin
molekiiler temeli tam olarak aydinlatilamamistir. Sitogenetik tekniklerin 6zellikle FISH
yonteminin gelismesi ile, MM'deki primer genetik anormaliler (translokasyonlari ve
trizomiler) tespit edilmektedir. Her biri hastalarin yaklasik %40'inda ortak olarak
goriilmektedir. Trizomiler genelde tek sayili 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 ve/veya 21 numarali
kromozomlar1 icermektedir. Bu durum hiperdiploid karyotipe yol agmaktadir. Tek say1
kromozomlariin olmasi rastgele degildir fakat bu durumun temeli bilinmemektedir
(20).Yapilan bir ¢alismada, trizomi 3 veya trizomi 5'in dnemli 6l¢iide daha iyi genel
sagkalimla iligkilendirilirken, trizomi 21 daha kotii sonuglarla iliskilendirilmistir (14).
MM'de %90 iizerinde gorillen birincil translokasyonlar genellikle kromozom 14
(14932.33) iizerindeki IgH gen lokusunu i¢ermektedir ve %90 iizerinde goriilmektedir.
Translokasyonlar 4, 6, 11, 14 ve 20 numarali kromozomlar arasinda ger¢eklesmektedir.
Bu translokasyonlar, MGUS veya miyelomun tiim asamalarinda mevcut olan klonal
degisikliklerdir. Yani, tiim timor hiicrelerinde bulunmaktadirlar. Kromozom 12 ve 8 ise

daha az yaygin olarak goriilmektedir (13, 14).

Yapilan ¢alismalar sonucu siklin D proteinleri ailesinin (siklin D1, D2 ve D3)
diizensizliklerin, hastaligin ¢cok erken asamalarda mevcut oldugu gosterilmistir. Bu
genetik diizensizligi agiklayan birden fazla mekanizma bulunmaktadir. Bunlar; CCND1
(siklin D1) ve CCND3'in (siklin D3) IgH geni ile translokasyonu, spesifik siklin D gen
amplifikasyonlari, trizomiler ve heniiz karakterize edilmemis diger sitogenetik olaylar

olarak 6zetlenmektedir (20).



Siklin D ekspresyonunun regiilasyonunun artigi, anormal bir plazma hiicresinin
olusumunda erken donemde gerekli olsa da MGUS'tan MM'ye doniisiim igin tek basina
yeterli degildir. En sik goriilen iki translokasyon partnerleri, siklin D1 genini dogrudan
hedefleyen ve yukari regiile eden 11q13 bolgesi, ardindan hem FGFR3 hem de MMSET
genlerini hedefleyen ve siklin D2'nin diizensizligine yol agan 4p16 bolgesidir. Sirasiyla
160923 ve 20g1l'de bulunan ve siklin D2'min asir1 ekspresyonuna yol acan MAF ve
MAFB transkripsiyon faktorlerini icermektedir. 6p21 lokusundaki degisimler, o bolgede
bulunan siklin D3 geninin (CCND3) asir1 ekspresyonuna yol agar (20). (Sekil 2-3)

2.2.2.2. Sekonder Genetik Degisimler

Bir veya daha fazla siklin proteininin diizensizligini takiben, anormal plazma
hiicrelerinin biiylime potansiyelini arttirmak igin ek genetik degisiklikler meydana
gelmektedir. Aktive edici mutasyonlar MM'ye kiyasla MGUS'ta ¢ok daha diisiik
seviyelerdedir. Hastaligin seyrinde, ilerleyen donemlerde meydana gelir ve genellikle
kot bir prognoz ile iligkilidir (20). Sekonder genetik olaylar, kromozomal
translokasyonlari, kopya sayist varyasyonlarmi (CNV) ve tek niikleotid varyantlarim

(SNP) kapsamaktadir.

MM’de hastalarin %35-40'inda kromozom 13 monozomisi ve % 6-10'unda ise
13q delesyonu en yaygin olarak goriilen sekonder genetik olaylardandir (14).
Kromozom 13’iin uzun kolunun kaybi (del(13q)), yeni tan1 almis MM (NDMM)'nin
neredeyse %50'sinde meydana gelmektedir ve klonaldir. Ancak MGUS’ta goriilme
orani daha az sikliktadir. Kromozom 13’teki bu delesyon, t(4;14) ve t(14;16) ile birlikte
ortaya c¢ikar ve kotlii prognozun belirteci olarak bilinmektedir. Boyle durumlarda
tedavide proteozom inhibitorleri kullanilmaktadir. Miyelom patogenezine katkida
bulunan birka¢ lokus 13q bélgesinde yer almaktadir. Genellikle 13q kolunun tiimii
delesyona ugrar ve bu durum hastalik patogenezini etkilemektedir. 13q14 bolgesine
RB1 geni lokalizedir. RB1 E2F transkripsiyon faktorlerini ayirarak hiicre dongiisii
ilerlemesini 6nler ve kaybi1 durumunda kontrolsiiz biiyiime ve boliinme ile sonuglanir.
Bolgenin kayb1 mono-aleliktir ve nadiren bialelik RB1 inaktivasyonu ile sonuglanan

mutasyonlar veya delesyonlar igermektedir (13).
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Kromozom 1’in uzun kolunun amplifikasyonu (amp(1q)) hastalarin %40'inda
goriiliir ve daha kotii prognoz ile iliskilidir. Kotii prognoza sahip, 4 veya daha fazla
kromozom 1q kopyasina sahip hastalarin ii¢ kopya olanlara goére daha kotii tabloya
sahip olmasi bu durumun doza bagimli oldugunu gostermektedir. Bu bolgede yer alan
genlerin ekspresyonu, MM iizerinde Onemli bir etkiye sahiptir. Kromozom 1q
amplifikasyonlarinin yaklasik iicte ikisi, del(13q) ile birlikte goriilmektedir. Yiiksek
riskli miyelomdaki gen imzas1 ¢ok sayida 1q genini kapsamaktadir. Ornegin, sikline
bagimli kinaz inhibitorii olan CDKN1B'nin (p27KIP1) ubikitinasyonunu ve bozulmasini
kolaylastiran CKS1B'yi icermektedir (13).

Kromozom 1q tizerindeki bir bagka gen, plazma hiicresi farklilasmasi sirasinda
indiiklenen ve plazma hiicresi ve miyelom hiicresinin hayatta kalmas1 igin gerekli olan
bir BCL2-ailesi anti-apoptotik protein olan MCL1'dir. Son zamanlarda yapilan erken faz
klinik deneylerinde MCLI1 inhibitorleri kullanilmaktadir. Bunlarin, MCL1'i asir1
eksprese eden miyelomaya karsi daha etkili olup olmadig1 yapilan galismalar sonucu
ortaya ¢ikacaktir (13).Kromozom 1’in kisa kolunun delesyonu (del(1p)) hastalarin %20-
25'inde goriiliir ve siklikla hipodiploidi ile birlikte ortaya ¢ikar. Hiperdiploididen farkli
olarak, hipodiploidi del(1p) gibi daha kot prognoz ile iliskilidir. Kromozom 1p'de
kaybolan bolge siklikla sikline bagimli kinaz inhibitori CDKN2C'yi igerir ve
amp(1q)'ye benzer sekilde, del(1p)'nin igte ikisi de del(13q) ve RBI1'in monoalelik
kaybi ile bir arada goriilmektedir (13).

Kromozom 1p iizerinde yer alan miyelom baskilayic1 gen, kanonik olmayan
(non-canonical) bir poli(A) polimeraz olan FAM46C'dir. FAM46C'deki inaktive edici
mutasyonlar, hiicrenin hayatta kalma avantaji kazanmasi ile sonuglanmaktadir. Tam
tersi sekilde genin asir1 ekspresyon, katlanmamis protein yanitina ve hiicre dliimiine
neden olmaktadir. Bu gen del(1p) sonucunda NDMM'in yaklasik %25'inde
kaybolmaktadir. Ayrica FAM46C, NDMM'nin yaklastk %2,5'inde mutasyona
ugramaktadir ve bu da MM’de timdr baskilayici olarak roliinii desteklemektedir (13).



11

Ikincil genetik degisimler arasinda; kromozom 1'in kopya sayisi degisiklikleri
(uzun kolun kazanimi ve/veya kisa kolun kaybi) ve 8q24 lokusunda cMyc aktive edici
yeniden diizenlemeleri yer almaktadir. MM’de kromozom 17'nin kisa kolunun
delesyonu ya da inaktive edici mutasyonlar nedeniyle TP53 aktivitesi kaybolur ve kotii

prognozla sonuglanir (20).

NFkB transkripsiyon faktorii yolaginin diizenlenmesini inaktive eden
mutasyonlar, hastaligin ge¢ evresinde yaygin olarak goriilmektedir. NFKB, MM
hiicrelerinin kemik iligi stromasi ile etkilesiminde yer alan adezyon molekiillerinin
ekspresyonunu diizenlemektedir. Diizenleyici kontroliin kayb1 sonrasinda MM-stromal
iliskisi, hem MM hiicrelerinin ekstramediiller biiylimesine hem de stromal bagimsiz

PCL gelisimine katkida bulunur (20). (Sekil 2-3)
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Sekil 2-3: MM’de primer ve sekonder genetik degisimler (21)
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2.2.3. MM ve Kemik iligi Mikrocevresi

Kemik iligi mikrogevresi, oOlusabilecek hasar1 yenileyebilen, inflamatuar
aracilara ve endokrin sinyallere yanit verebilen oldukca dinamik bir nistir. Hem malign
transformasyonun hem de MM hastaliginin ilerlemesinin birincil diizenleyicileri
arasinda yer almaktadir. Kemik iligi mikrogevresi sitokinler, kemokinler, adipokinler,
makrofajlar, notrofiller ve kemik iligindeki diger hiicreler tarafindan salgilanan biiyiime
faktorleri (or. IL-6, IGF-1, VEGF, TNF-a ve SDF-1) dahil aktif inflamatuar ajanlarida
kapsamaktadir. Bu faktorler sonrasinda habis hiicre biiylimesini, ilag direncini ve
saglikli hiicrelerin sitotoksisitesini etkilemektedir (22).Tipik bir MM tiimoér mikro
ortami, MM mezenkimal stromal hiicreler, osteoblast ve osteoklast kemik hiicreleri,
kemik iligi adipositleri ve ¢esitli immiinomodiilator hiicre tipleri (6rn., makrofajlar, NK
hiicreleri, diizenleyici T hiicreleri vb.) dahil olmak iizere birka¢ hiicre alt tipi
icermektedir. Hipoksik mikro ortam, kemik iligi igindeki hiicreler i¢in genomik
kararsizligi daha da artirabilir, ayrica MM hiicrelerinin ilag direncine katkida

bulunabilir. Hipoksinin MM iizerindeki etkileri arastirilmaya devam etmektedir (22).

Kemokin CXCL12, CXCR4 kemokin reseptoriinii baglar ve hematopoetik kok
hiicrelerin kemik iligi mikrogevresinde tutulmasi igin ¢ok onemlidir. CXCR4 ve ligandi
CXCL12, hem stromal hem de plazma hiicreleri tarafindan eksprese edilir. Multipl
miyelomlu hastalardan alinan kemik iligi endotel hiicrelerinde CXCL12 ekspresyon
seviyesi yiiksek oldugu bildirilmistir. Saglikli hematopoetik kok hiicrelerin aksine,
CXCL12 miyelomun malign plazma hiicrelerinin proliferasyonunu uyarmaktadir. Bu
mekanizmanin miyelom hiicreleri tarafindan ortak oldugu ve hiicresel yapismayi ve ilag
direncini artirmak i¢in manipiile edildigi ve hatta ekstramediiller hastaliga katkida

bulundugu goriilmektedir (23).

Miyelom hiicreleri, MGUS'tan MM’ye ilerleme sirasinda, hipoksik kosullarda
HIF1 ve HIF-2a ekspresyonu artar bunun sonucunda anjiyogenez uyarilir. Bu kosullar,
kemik iliginin yeni bolgelerine yerlesmeye yardimei olan CXCR4'iin MM hiicrelerinde

ekspresyonunun artmasi sonucu dolagim yoluyla miyelomun yayilmasini saglayabilir
(23).
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Hipoksik endosteal kemik iligi nisi, sadece HIF-2a ekspresyonunu degil, ayn1
zamanda miyelom hiicrelerinde CXCL12 ekspresyonunu da indiikler. Bu gozlemler,
stromanin hem vaskiiler hem de endosteal nisleri etkileyen kemik iligi
mikrogevresindeki degisikliklere sebep olur (23). Timor mikrogevresi; MM’nin
ilerlemesinde son derece onemli olup, biiyiime, ¢ogalma, yapisma ve gog¢ gibi bir¢cok

biyokimyasal degisimlerin ger¢eklesmesini saglamaktadir (22).

2.2.4. MM TANI

Hastalarin ¢ogu, organ hasarmin belirti ve semptomlarina sahip olsa da, hastalik
rutin kan testlerinde M-proteini tespiti tanida son derece Onemlidir. MM ve
asemptomatik oncii durumlar ayirt etmek igin hastalarin ayrintili klinik, biyokimyasal
ve radyolojik kriterlerinin arastirmas1 gereklidir (24). MM tanisi, kemik iligi
muayenesinde %10’dan fazla klonal plazma hiicresi veya plazmasitom varligina ek
olarak bir veya daha fazla miyelom ile iliskili semptomun varligin1 gerektirir. Klinik
olarak multipl miyelomdan siiphelenildiginde, hastalar serum ve idrarda M proteinine
ve serumdaki FLC oranina bakilmaktadir (25). 2014 yilinda Uluslararast Miyelom
Calisma Grubu (IMWG) tarafindan MM tani kriterleri giincellenmistir ve Tablo 2-1’de
Ozetlenmistir.Sitogenetik olarak, t(11;14), t(4;14), t(14;16), t(6;14), t(14;20) , trizomiler
ve del(17p)'ye ozgii problar kullanarak FISH yontemiyle tan1 konmaktadir. Kemik
hastaliginin  kapsami en iyi disik doz WB-CT veya PET/BT goriintileme ile
degerlendirilmektedir (25). Hastalarin %80'inden fazlasin1 olusturan molekiiler
sitognetik anlamda MM dort ana alt tipi vardir. Bunlar trizomik MM, t(11;14) MM,
t(4;14) MM ve MAF MM olarak adlandirilan t(14;16) veya t(14;20) translokasyonlu
MM'yi igermektedir (26).
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Tablo 2-1: Uluslararasi Miyelom Calisma Grubu Tam Kkriterleri (27)

Hastalik Ismi Tanimi

3 kriter birlikte olmalidir:

Non-IgM MGUS

Serum monoklonal antikor (IgM olmayan) seviyesinin 3

g/dl’den az olmasi

Kemik iliginde klonal plazma hiicrelerinin %10’dan az

olmasi

Plazma hiicresi proliferatif bozukluguna atfedilebilecek

CRAB semptomlar1 gibi son organ hasarinin olmamast

3 kriter birlikte olmalidir:

IgM MGUS

Serum IgM monoklonal protein seviyesinin 3 g/dL’den az

olmasi

Kemik iliginde lenfoplazmasitik infiltrasyonun %10’dan

az olmasi

Altta yatan lenfoproliferatif bozuklukla iligkili anemi,
yapisal semptomlar, hiperviskozite, lenfadenopati veya

hepatosplenomegali olmamasi

Tum kriterler birlikte olmalidir:

Hafif zincir-
MGUS

Anormal FLC oram1 (0,26’den az veya 1,65’ten fazla

olmasi)
Ilgili hafif zincir seviyesinde artis olmasi

Immiinfiksasyonda immiinoglobulin agir zincir

ekspresyonu olmamasi

Plazma hiicresi proliferatif bozuklugu ile iliskili u¢ organ

hasarinin olmamasi

Kemik iliginde klonal plazma hiicrelerinin %10’dan az

olmasi
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e idrar monoklonal protein seviyesinin 500 mg/24 saat’den

az olmasi

Tiim kriterler birlikte olmalidir:
e Serum monoklonal proteinin 3 g/dL’den fazla olmas1 veya

her 24 saatte idrar monoklonal proteini 500 mg’den fazla

olmasi
SMM o e . -

e Kemik iliginde klonal plazma hiicrelerinin %10-60
oraninda olmasi

e Miyelom tanimlayan olaylarin veya amiloidozun olmamasi

Her iki kriter de karsilanmalidir:

e Kemik iliginde klonal plazma hiicrelerinin %10’dan fazla
olmas1 veya biyopsi ile kanitlanmis kemik veya
ekstramediiller plazmasitoma

e Asagidaki miyelom tanimlayan olaylardan herhangi biri
veya birden fazlasinin olmast;

MM o Altta yatan plazma hiicresi proliferatif bozukluguna

atfedilebilecek u¢  organ  hasar1  olmasi;
hiperkalsemi, bobrek yetmezligi, anemi, kemik

lezyonlari

o Kemik iliginde klonal plazma hiicre yiizdesinin

%60’tan fazla olmasi
o Serum FLC oran1 100 mg/L ve fazla olmast

o Manyetik rezonans goriintiileme (MRI) sonucunda
1 veya daha fazla en az 5 mm boyutunda odak

lezyonu bulunmasi
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2.24.1. MM Evreleme Sistemi

Multipl miyelomda tiimér yiikii geleneksel olarak Durie-Salmon Evreleme
(DSS) ve Uluslararast1 Evreleme Sistemi (ISS) kullanilarak  degerlendirilmektedir.
Hastalik biyolojisi en iyi multipl miyelomun molekiiler alt tipine, del(17p), kazang(1q)
veya del(1p) gibi ikincil sitogenetik anormalliklerin varligina veya yokluguna dayali
olarak yansitilir. Sitogenetik risk faktorlerine ek olarak, agresif hastalik biyolojisi ile
iligkili diger iki belirteg ise , yiiksek serum laktat dehidrojenaz (LDH) ve dolasimdaki
plazma hiicrelerinin varligidir. Revize ISS, birlesik bir prognostik indeks olusturmak
icin tiimdr yiikii ve hastalik biyolojisi (yiiksek riskli sitogenetik anormallikler veya
yiiksek laktat dehidrojenaz seviyesinin varligi) unsurlarini birlestirmektedir ve Tablo2-
2’de gosterilmektedir (25).

Tablo 2-2: Revize -1SS (28)

Prognostik Faktor KRITER
Serumda; PB2-mikroglobiilin seviyesinin 3,5
mg/L’den az olmasi, albiimin seviyesinin 3,5
I g/dL veya daha fazla olmasi
ISS EVRESI I | veya I1I evresinde olmama
Serum B2-mikroglobiilin seviyesinin 5,5 mg/L
Il veya daha fazla olmasi
Asagidaki anomalilerden en az birinin varlig1
e del(17p)
iIFISH ile Yiiksek risk o 1(4;14)
belirlenen o 1(14;16)
Kromozomal
Anomali varlig: Standart risk Yiiksek risk kromozomal anomali olmamasi
Normal Serum LDH seviyesinin normal diizeyde olmasi
LDH Serum LDH seviyesinin normalden fazla
Yiiksek olmasi
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MM RiSK SINIFLANDIRMASI ICiN YENi MODEL

e ISS evre I olmast
e Kromozoal anomali i¢in standart risk

I e LDH seviyesinin normal olmasi

) I RISS evre I veya III olmamasi
R-ISS EVRESI

e ISS evre III olmasi
e Kromozal anomali i¢in yliksek risk
olmasi veya serum LDH seviyesinin

i
yiiksek olmasi

2.2.5. MM TEDAVISI

Tedavide kullanilan ana ilag smiflar1  arasinda alkilleyici ajanlar,
kortikosteroidler, immiinomodiilatér ilaclar ve proteazom inhibitorleri yer almaktadir.
Daratumumab ve isatuksimab, CD38'i hedefleyen monoklonal antikorlardir ve MM
tedavisinde giderek daha onemli bir rol oynamaktadir. Diger aktif onayli ajanlar
arasinda SLAMF7 antijenini hedefleyen bir M antikoru olan elotuzumab, bir histon
deasetilaz inhibitorii olan panobinostat ve bir exportin-1 (XPO1) inhibit6rii olan
selinexordur. Bu 3 ilag tek kullanimda 6nemli bir etkiye sahip degilken diger aktif
ilaglarla kombinasyon halinde kullanimlar1 terapdtik etkilerini ortaya c¢ikmaktadir.
Antrasiklinler ,diger aktif ajanlar ile karsilastirildiginda MM tedavisinde nadiren
kullanilmaktadir. Doksorubisin, agresif veya refrakter MM igin bazi ¢oklu ajan kombine
tedaviye dahil edilmektedir (24, 26).

Yeni tam1 konmus MM tedavisinde kullanilan en yaygin kombine tedavi
yaklasimlar1 ;lenalidomid,deksametazon (Rd), bortezomib, lenalidomid, deksametazon
(VRD), bortezomib, talidomid, deksametazon (VTD) ve bortezomib, siklofosfamid,
deksametazon (VCD)'dir. MM tedavisinde kullanilan ilaglar Tablo 2-3 'te belirtilmistir
(29).



Tablo 2-3: MM tedavisinde kullamilan ilaglar (24)

ILAC isMi ILACIN HEDEFI
ALKILLEYICI ILAC
MELFALAN DNA c¢capraz Dbaglanmasini ve DNA’nmin ¢ift

sarmalindaki kopmalar1 indiikler
SIKLOFOSFAMID Apoptoza yol acan DNA capraz baglarinin olusumu;
diisiik (metronomik) dozlarda ayrica bagisiklik uyarict

aktivite ve antianjiyogenik etkiler

STERODILER
DEKSAMETAZON Glukokortikoid reseptériiniin agonisti
PREDNIZOLON Glukokortikoid reseptoriiniin agonisti
ANTRASIKLINLER
DOKSORUBISIN Topoizomeraz I enziminin inhibitdr
PROTEOZOM INHIBITORLERI
BORTEZOMIB Birinci nesil geri doniigiimlii boronik asit proteazom
inhibitori
KARFILZOMIB Proteazoma ve immiinoproteazoma secici ve geri

doniislimsiiz olarak baglanan ikinci nesil proteazom
inhibitori

IXAZOMIB Geri doniistimlii boronik asit proteazom inhibitorii

IMMUNOMODULATOR iILACLAR

TALIDOMID CRBN'ye baglanir ve bdylece IKZF1 ve IKZF3'iin
proteazomal bozulmasimni tetikler, dogrudan anti MM
aktiviteye yol agar

LENALIDOMID Farkli CRBN baglanma afinitesi ve 6zelliklerine sahip
oldugu icin Talidomide benzer sekilde etki eder.

POMALIDOMIB Lenalidomid ile karsilagtirildiginda IKZF1 ve IKZF3
hedef proteinlerini daha giiglii bir sekilde bozar.

HISTON DEASETILAZ INHIBITORLERI
PANOBINOSTAT Pan-deasetilaz inhibitorii

18



ELOTUZUMAB

DARATUMUMAB

ISATUXIMAB

2.3. COPE Geni
COPE, (COPI koatomer kompleksi alt birimi epsilon) geni 19. kromozomun

MONOKLONAL ANTIKORLAR

Anti-MM aktiviteye sahip SLAMF7'ye kars1 gelistirlen
humanize monoklonal antikordur.

Klasik Fc bagimli immiin efektor mekanizmalara ve
ayrica immiinomodiilator etkilere sahip olup tamamen
insan CD38 antikorunu hedefler.

Dogrudan apoptozu indiikleyebilen ve klasik Fc'ye
bagh immiin efektor mekanizmalara ve
immiinomodiilatér etkilere sahip kimerik CD38

antikoru hedefler.
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kisa kolunun 13.11 bélgesinde yer almaktadir. (Sekil 2-4) COPE, epsilon-COP olarak

da bilinmektedir. En uzun transkripti 11 ekzondan olusmaktadir ve birden fazla

transkripten protein olusmaktadir. COPI heteroheptamerik yapiya sahiptir ve a-, -, B'-,
Y-, 8-, €- ve (-COP alt birimlerinden olusmaktadir (30). (Sekil 2-5) COPE geni de
COPI’nin epsilon alt bitimini kodlamaktadir. COPI kompleksi tersinir olarak iki alt

komplekse ayrilmaktadir. Bu kompleksler B, vy-,  ve { -COP'lerden olusan F-COP | ve
a- B'- ve e-COP'lerden olusan BCOP I olarak adlandirilmaktadir (31).

Chr 13

pl3.3

pl3.2

pl3.13

pl3.i2

pl3.11

plz
pll
gll
gl2
gl3.11
gl3.12
913.2
gql3.51
gql3.32
ol3.33
gl3.éi
ol3.42
gql3.43

)

Sekil 2-4: COPE geninin kromozom lokasyonu (32)
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y-COP

z-cop

5-CoP

Sekil 2-5: COPI kompleksinin kristal goriintiisii (33)

Maruyama ve arkadaslari, androjen reseptorii (AR) sinyallesmesinde yer alan bir
E3 ligazi olan PIRH2 tarafindan COPE ubikitinasyonunu gostermislerdir. Prostat
kanseri hiicrelerinde, dihidrotestosteron stimiilasyonu PIRH2-AR etkilesimini ve COPE
ubikitinasyonu ve degradasyonunu indiiklemistir. Androjen reseptorii veya p53 igin
etkilesen PIRH2, COPE'nin bozulmasina sebep olur. androjen varligindan PIRH2 ve
COPE birbirleriyle etkilesir. PIRH2, COPE’ye baglanir ve onu dogrudan ubikitinasyona
ugratarak proteazom aracili yolun bozunmasina sebep olur. Sonuglar, PIRH2'nin COP 1
kompleksi i¢in diizenleyici olarak islev gordiigiinii gostermektedir (34).

Bagka bir ¢aligmada, bir parvoviriis (PPV) NS1 baglayici protein olarak COPE
tamimlanmigs ve COPE'nin PPV replikasyonu sirasinda kritik bir diizenleyici oldugu
bulunmustur. NS1 ile transfekte edilmis veya PPV ile enfekte olmus hiicrelerde, COPE,
NSI1 ile etkilesime girmis ve NS1 ile birlikte ¢ekirdege gitmistir. COPE'min devre dist
birakilmasi, IFN-p'nin ekspresyon seviyelerini artirarak PPV diretimini inhibe
edebilirken, COPE'nin asir1 ekspresyonu, IFN-B'nin ekspresyon seviyelerini azaltarak
PPV firetimini arttirmistir (35).
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Bu calismada, obstruktif uyku apnesi (OUA)'l1 hastalarda COPE-Ab (COPE-
Antikor) diizeylerinin kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler olaylarla bir iliskisi olup
olmadigin1  degerlendilmistir. Sonuglara goére, COPE-Ab OUA'lW hastalarda
kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler riskinin biyolojik belirteci olabilir. OSA'h
hastalarda COPI ve dolasimdaki COPE-Ab'nin kesin hiicresel mekanizmalar1 bu ¢alisma
ile ortaya konmamis olsa da, lipid inflamasyonu bu hasta popiilasyonunda yiiksek

COPE-AD seviyeleri ile iligskilendirilmistir (36).

2.3.1. COPI ARACILI TASIMA

Salgt  yolu boyunca tasman proteinler, zar proteinleri, ¢dziiniir
lizozomal/vakuolar proteinleri ve salgilanan proteinlerdir. Ortak sinyal dizilerine sahip
olmalari onlar1 diger proteinlerden ayiran 6zellikleridir ve endoplazmik retikuluma (ER)
yonlendirilmelerini saglamaktadir. Dogru katlanmig proteinlerin nihai varig yerlerine
ulastirilmas: gerekmektedir. Salgi yolu en az dort farkli adima ayrilabilir: ER ice alimi
/kalite kontrol, ER'den Golgi'ye tasima, Golgi i¢i tasima/ER geri alma ve Golgi sonrasi
tasima. (30) Yapisal bilesenleri ve islevleri agisindan ii¢ tip vezikiiler tasiyici olarak
karakterize edilmistir: Geg salgi yolunda ve endositik yolda tasimaya aracilik eden
klatrin kapli vezikiiller, erken salgi yolunda islev géren COPI kapl vezikiiller ve

proteinleri ER’den tagimay1 saglayan COPII vezikiilleri. Sekil 2-6’da gosterilmistir (37).
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Yeni
sentezlenen |
salgi proteini |

@ Cozinir kargo proteini
‘ Transmembran kargo

R e yerlesik protein

Sekil 2-6: ER -Golgi arasinda anterograd ve retrograd tasima (38)

COPI vezikiil olusumu, kiiciik GTPaz Arfl'e baghdir ve zara bagh Arfl-GTP,
COPI vezikiilleri olusturmak icin yedi koatomer alt birimini Golgi zarlarina blok
halinde toplar. Arfl'e 6zgii guanin niikleotid degisim faktorii ve GTPaz aktive edici
proteinler, erken salgt bolmelerinde lokalize olur ve spesifik kargoyu COPI
vezikiillerine dahil etmek i¢in COPI tomurcuklanma dongiisiinii diizenler. COPI alt
birimleri, dilysine ve difenilalanin motifleri dahil olmak iizere transmembran proteinleri

tizerindeki tanimlanmis retrograd sinyallerini tanir (38).
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Fem========3

. |

Guanin nikleotit .
GEF i
degisim faktsri , I Kaplama Kempleksi

Kargo Reseptdrd

GDP bagh kuglk L ] Cozunur Kargo
GTPaz

0 ETP'ye bagh kicik \D'EKE‘P'E‘”“ Kempleksi Tether protein

GTPaz

Sekil 2-7: COPI tomurcuklanmasi ve kargo tasinim (30)

Vezikiillerin olusumunun baslamasiyla, membrana giren hidrofobik elementler
icin ve koatomer proteinlerinin toplanmasi ic¢in baglanma bolgeleri agiga cikar.
Sonrasinda, koatomer proteinleri bir araya toplanir ve konformasyonel degisikliklere
ugrar. Zar pozitif egrilik kazanir ve sonunda negatif egrilik ile dar bir boyun olusturan
biiyliyen bir kaplanmis tomurcuk verir. Tomurcuk donér membrandan ayrilir. Hedef
zarlar kaynasmadan once kaplamalart ayrilir (30). Kaplama salinimi, kiigiik GTPazlarda
GTP hidrolizini uyaran GTPaz aktive edici proteinlere (GAP'ler) ve kararsizlastirabilen
bag proteinlerine baglidir. Serbest birakilan vezikiiller daha sonra hedef zarlarina gider
ve kenetlenir. COPI vezikiilleri, Golgi aparatindan ER'ye ve Golgi aparati iginde protein

taginmasina aracilik eder (30).
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Kargo golgi aygitina vardiktan sonra, COPI vezikiillerine paketlenir ve ER’ye
geri almir. (Sekil 2-7). Geri alma, ¢ok sayida ER yerlesik proteinin C-terminal
sitoplazmik kuyruklarinda bulunan K(X)KXX dizisi veya ¢Ozliniir ER yerlesik
proteinler iizerinde bulunan ve COPI kaplamasi ile etkilesime giren spesifik reseptorler

tarafindan taninan kargo imzalar1 arasindaki 6zel etkilesimlerle gergeklestirilir (30).

2.4. KDELR1 Geni

KDELR1 (KDEL Endoplasmic Reticulum Protein Retention Receptor 1) geni
19. kromozomun uzun kolunun 13.33 (19q13.33) bolgesinde yer almaktadir. (Sekil 2-8)
KDELRI1 geni ERD2, ERD2.1, HDEL olarak da adlandirilmaktadir. Bu gen 5 ekzondan
olusmaktadir ve gene ait birden fazla protein kodlayan transkriptleri vardir. KDEL
(Lys-Asp-Glu-Leu) reseptorii, iic gen tarafindan kodlanan KDELRI, KDELR2 ve
KDELR3 olmak fiizere ii¢ izoforma sahiptir (39). Reseptoriin 3 izoformuda yiiksek
oranda yapisal homoloji gostermesine ragmen her izoformun farkli ligandlar
bulunmaktadir (40). 1990 yilinda Lewis ve ark. yaptigi ¢alismada mayadaki HDEL

reseptoriine homolog olan insan KDELR1 genini tanimlamustir (41).

Chr 13
o T o ] — -l o4 - (v} [ - [ o3
[ar] i - - - - ] L] Lo Lo o = =
o o o M ) o — — (o) oM o o - Lo o~y o) o« o«
- - = = - - - - - - - - -1 =1 - - - -
(=3 o o o =@ (=3 (=3 -3 = o o o o o o o = =

Sekil 2-8: KDELR1 geninin kromozom lokasyonu (42)

KDELR, vyedi transmembran alanina sahip integral membran proteini Kkodlar.
Reseptoriin N-terminali organellerin limenine bakar, C-terminali ise sitozolde bulunur

(43).Sekil 2-9°da protein yapisi gosterilmistir.
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ER-Golgi Liimeni

Sitozol

Sekil 2-9: KDELRI1 protein yapisi (44)

Homeostatik kosullar altinda, proteinler bir karboksi-terminal ER tutma dizisi
(ERS) yoluyla ER liimeninde korunur (45). ER’de yerlesik proteinler, bir C-terminal
tetrapeptid, KDEL veya ER tutma sinyali olarak ilgili motifler igermektedir. ER
proteinleri Golgi’ye ulastiginda, KDEL reseptorleri KDEL ve ilgili motifleri
tanimaktadir (46). KDEL motifli proteinler, ER-Golgi ara bolgesinde veya cis-Golgi’de
reseptor ile etkilesime girer. Bu etkilesim, reseptorde konformasyonel bir degisiklige
neden olur ve kompleksin ER’ye geri alinan vezikiillere paketlenmesi ile sonuglanir
(40).

Yeniden katlanma ic¢in katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinleri
hedefleyerek UPR sinyalini uyaran saperonlar KDEL motifi icermektedir. KDEL dizisi
iceren ER lokalize olan géze carpan proteinler arasinda BiP/Grp78, Grp94 ve PDI yer
almaktadir (47). KDEL reseptorleri cis-Golgi’de bulunur ve ERS igeren proteinleri
COPI vezikiil aracili retrograd tasima yoluyla ER’ye retrograd olarak tasir (48). ER’de
daha yiiksek pH, KDEL motifinin reseptérden ayrilmasina ve ardindan bos reseptdriin
geri donistiirilmesine neden olmaktadir (40). Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada;
salgi yolaginda reseptore KDEL dizisi baglanmasi sonucu konformasyonel
degisikliklere ugradigi ve KDEL sinyalinin karboksil ucunun taninmasinda pH’a
bagimli bir etkilesim oldugu gosterilmistir (44). Sekil 2-10’da KDELR1 ve COPE gen

etkilesimi gosterilmistir.
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Sekil 2-10: STRING veritabaminda KDELR1 ve COPE genlerinin etkilesimi (49)

2.5. RNA INTERFERANS

RNAI (RNA interferans), diger niikleik asit bazli yaklagimlara gore birgok
avantaji olan ve bu nedenle fonksiyonel genomikte yaygin olarak kullanilan gen
susturma teknigidir. SiRNA'lar, 1998'de Andrew Fire ve Craig Mello'nun nematod
Caenorhabditis elegans'a dsSRNA enjekte etmesi ve ayni diziyi iceren mRNA'larda giiglii
bir diziye 06zgli bozunmasinin baglatmasiyla kesfedilen RNAi yolunun efektor
molekiilleridir. Nematodlarda RNAi'nin kesfi ile calismalar hizla gelistirilmis ve
sonrasinda hemen hemen tiim yiiksek Okaryotlarda meydana geldigi bulunmustur (50).
Viral vektorler, peptitler, polimerler ve lipitler ile SIRNA hedef hiicreye taginir (51). ER
zar1 lizerindeki fonksiyonel proteinler, siRNA'nin hiicre i¢i trafiginde dnemli bir role
sahiptir, sSIRNA'nin endozom-lizozom yolu yerine endozom-Golgi-ER yolu yoluyla
sitoplazmaya ulagmasina yardimci olur ve boylece siRNAin lizozomal bozulmasini
onler. Elektroporasyon yontemi ile, siRNA'nin hiicre zarmi1 dogrudan ge¢mesi saglanir
ve bu da endozomal kagis sorununun iistesinden gelmek igin etkili bir yaklasim

olusturur (52).
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RNAi'nin ilk adimi, dsRNA'nin siRNA'lara iglenmesini ve bdliinmesini
icermektedir (53). Genellikle her bir zincirin 3' ucunda 2 niikleotit ¢ikintist bulunur. Bu
islemden sorumlu enzim, Dicer olarak adlandirilan RNase III benzeri bir enzimdir.
Enzim dsRNA'y1, 5' fosfat ve 3' hidroksil uglart igeren ve 3' ucunda 2 niikleotit ¢ikintist
iceren 21 -25 niikleotid uzunlugundaki siRNA duplekslerine ayirir. Olusan siRNA'lar,
RISC (RNA kaynakli susturma kompleksi) olarak adlandirilan bir ¢ok proteinli bilesen
kompleksi ile baglanir. RISC kompleksi i¢inde, siRNA dizileri ayrilir ve daha kararl 5'-
ucuna sahip iplik aktif RISC kompleksine entegre edilir. Antisens tek sarmalli siRNA
bileseni daha sonra RISC kompleksini hedef mRNA {izerinde yonlendirir ve hizalar.
Argonaute ailesinin bir {liyesi (Ago2) olan katalitik RISC proteininin etkisiyle hedef
mRNA bozunmasi gergeklesir (50, 51).

Sentetik i.-:
siRNA ."“.:’

Boliinme

ipligin ayrilmasi siRNA aracih

RISC + Komplementer ile eslesme
mRNA'nin 4 I / / / A / / J(A),
asag1 modulasyonu mRNA g )?

T *Bélﬁnme

N\ \\ /
. — N,

degredasyonu

siRNA ¢

Sekil 2-11: siRNA aracih RNA interferans (54)



28

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

3.1.1. RPMI8226 ve U266 hiicre hatlari
Insan multipl myelom hiicre soyu olan U266 (U266B1,TIB-196™) ve RPMI8226
(CRM-CCL-155™) hiicreleri ATCC hiicre kiiltiirii koleksiyonundan temin edilmistir.

3.1.2. Kimyasallar ve Kitler

RPMI 1640, with Stable Glutamine, (CAPRICORN SCI)

PBS 1X, w/o calcium and magnesium, (WISENT MULTICELL)
Trypsin 0,05%/ EDTA 0,53mM in HBSS 1X (WISENT MULTICELL)
Apoptosis/ Necrosis Assay Kit (blue, green, red) (ABCAM)

KDELRL1 siRNA, (Thermo Fisher)

NT siRNA, (QIAGEN)

Lipofectamine™ 2000 Transfection Reagent (Thermo Fisher)
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher)
Primerler, (Thermo Fisher)

Penisilin-Streptomisin (Pen-Strep,10,000 U/ml ) (ThermFisher Scientific)
Opti-MEM™ [ Reduced Serum Medium (Thermo Fisher Scientific)
PureLink RNA Mini Kit (Invitrogen)

Dimetil Siilfoksit (DMSO)(Cryo-Sure) cell culture grade (BIOMATIK)
CyQUANT™ MTT Cell Viability Assay (Invitrogen)

FBS (CAPRICORN FBS-HI-11A)

Nucleofector Kit V (Lonza, VCA-1003)

3.1.3. Cihazlar

Buzdolabi1 -80 (Thermo Scientific)
Buzdolab1 +4 /-20 (beko)

PZR Cihaz (Biorad)

Vorteks (Stuart)

Inkiibator (Thermo Electron Corporaiton)
Laminar Akish Steril kabin (Nuanre)
Mikroskop (Olympus)
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Multiskan Spektrum (Thermo Electron Corporation)
Nanodrop200 Spektrofotometre (Thermo Scientific)
MikroSantrifiij (beckman)

Pipet Seti (Gilson)

Light Cycler 480 -11 (Roche)

S1vi Azot Tanki (StateBourne)

Su Banyosu (Memmert)

Distile Su Cihazi (Milipore)

Buz Makinesi (Cornelius)

Vi-Cell Hiicre Sayim Cihazi (Beckman Coulter)
Otoklav (ALP CL-40M)

Konfokal Lazer Taramali Mikroskop (LEICA TCS SPE)

Amaxa™ Nucleofector™ Il (Lonza)

3.2. YONTEM

Deneylerde 2 farkli multip] miyelom hiicre soyu olan U266B1(U266) ve
RPMIB226 hiicreleri kullanildi. Bu hiicrelerde KDELRI1 geninin anlatiminin
baskilanmasi hedeflendi. Optimizasyon deneylerine lipozomal bir ajan olan 6ncelikle
Lipofectamine™ 2000 transfeksiyon ajani ile baslandi. Hiicrelere verilecek uygun
siRNA dozunu belirlemek amaciyla 96 kuyulu hiicre kiiltiir kabinda 5,10,15 pmol
siRNA denemesi yapildi. Hiicreler 24 saat boyunca 37°C ‘de inkiibe edildi. Daha sonra
hiicreler kiiltlir kabindan toplanarak RNA izolasyonu ve ardindan cDNA sentezi yapildi.
KDELRI1 geninin baskilama oranm1 qRT-PZR yontemi ile belirlendi. Gen anlatiminin
baskinlanmasi igin gereken siRNA dozu 15pmol olarak belirlendi.

Optimizasyon sonrasi ¢ift kopya olacak sekilde 15pmol KDELR1 siRNA
1¢in24,48 ve 72 saat dilimlerinde olacak sekilde deney kuruldu. Pozitif kontrol olarak
hedefsiz (NT) siRNA ve negatif kontrol olarak hi¢cbir muamele yapilmamis hiicreler
(NTC) 96 kuyulu hiicre kiiltiir kabinda ¢alismalar gerceklestirildi.
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Lipofectamine™ 2000 transfeksiyon ajam1 ile yapilan calisma grubu
deneylerinin gRT-PZR sonucu analizinde KDELRI geninin anlatim seviyesinde
anlamli bir baskilanma olmadig1 goriildii. Bu sebeple siRNA’y1 hiicrelere transfekte
etme yontemi degistirilerek elektroporasyon yontemi denendi. Optimizasyon deneyleri
24 saat diliminde 6 ve 60 pmol siRNA olarak belirlendi. Elektroporasyon yontemi ile
yapilan transfeksiyonda Amaxa Cell Line Nucleofactor i¢in 6zel yapilmis kiivetler

kullanildi. transfeksiyon ortami Opti-MEM medyumu ile saglandi.
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3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Sivi azotta saklanan U266 ve RPMI8226 hiicreleri 37°C’lik su banyosunda
isitilarak %15 FBS iceren besiyeri igerisine alindi. 800 xg’de 5 dk santrifiij edilerek
DMSO igeren dondurma medyumu uzaklastirildi. Hiicreler T25 hiicre kiiltiir kaplarina
alind1 ve ml basima 5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Yatay bir sekilde 37°C’de
inkiibatore kaldirildi. Hiicreler ilk ekimde %15’lik FBS iceren besiyeri igine alindi
ancak sonraki pasajlamalarda %10 FBS iceren besiyeri ile devam edildi. (Tablo 3-1)
Giin asir1 pasajlama yapma gerekmeyen durumlarda pasajlama yapmak yerine besiyeri
degistirildi. Mikroskopta hiicre yogunlugu ve sekli kontrol edildikten sonra pasajlamaya
gecildi. Iki hiicre hatt1 da yar1 yapisik oldugu icin pasajlama yapilirken kiiltiir kabindaki
siipernatant tamamen cekilip falkona alindi. Icinden devam ettirilmek amaciyla 1 ml’si
ayr1 bir tiipe alindi ve santrifiij edilmedi. Yiizeye yapisan hiicrelerin tersi yoniinde PBS
verilerek yikama yapildi. Uzerine tripsin verilerek hiicreler yiizeyden ayrilana kadar
37°C’de derecede inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda tripsin inaktivasyonu igin
besiyeri eklenerek yapisan hiicreler toplandi. Siipernatant ile ayni falkona alinarak
800xg’de 5dk santrifiij edildi ve silipernatant uzaklastirildi. Hiicreler, sayilarina gore
uygun miktardaki medyuma alindi ve igine Siipernatanttan ayrilan 1ml medyum

eklenerek ekim gerceklestirildi. Pasajlama islemleri 2-3 gilinde bir gerceklestirildi.

Tablo 3-1: RPMI 1640 besiyeri hazirlanmasi

Bilesen %10 FBS igin %15 FBS i¢in
RPMI 1640, with Stable Glutamine 445 ml 42ml
FBS 50ml 7,5ml
Penisilin-Streptomisin 5ml 0,5ml

TOPLAM 500ml 50mi
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3.2.2. Hiicre Sayis1 ve Canlihi@inin Belirlenmesi

Hiicrelerin istenen say1 ve canliliga ulastigim belirlemek amactyla VICELLXR
cihaz1i kullanildi. Cihaz canli ve 6li hiicreleri 6lgmek icin 50 farkli fotograf ceker.
Canlilik yiizdesini 1 ml i¢indeki canli hiicre sayisini toplam hiicre sayisina oranlayarak
belirler. Hiicreler 1ml besiyeri igerisinde cihaza uygun sayma tiiplerine alinarak

dlgiimler yapildi. Olgiim sonucunda canlilik i¢in % deger ve ml basma diisen hiicre

say1s1 bilgilerine gore deney plani gergeklestirildi.
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Sekil 3-3: RPMI18226 hiicreleri 151k mikroskobu 10x mercek goriintiisii



34

3.2.3. Optimizasyon Deneyleri

3.2.3.1. Lipozomal ajan ile transfeksiyon

Hiicreler istenilen say1 ve canliliga ulastiginda Lipofectamine 2000™
transfeksiyon ajaninin protokoliine uygun sekilde optimizasyon deneylerine ge¢ildi.
Hiicreler 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarinda kuyu bagina 30.000 hiicre 100 pl
antibiyotiksiz medyum igerisinde olacak sekilde ayarlandi. Tim gruplar ¢ift kopya
calisildi. KDELR1 siRNA ve NT siRNA gruplarina kit protokoliine uygun sekilde
siRNA+lipozomal ajan verildi. Uygun dozun belirlenmesi i¢in 5,10 ve 15 pmol siRNA
miktar1 secilerek 3 deneme grubu olusturuldu. 24 saatin sonunda hiicreler toplandi.
RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve ardindan qRT-PZR asamalarina ge¢ildi. Yapilan

analiz sonucu 15 pmol’de anlamli bir baskilanma orani elde edildi.

Tablo 3-2: Lipofectamine 2000 ile yapilan optimizasyon deneyleri kuyu icerigi

BILESENLER 5 PMOL 10 PMOL 15 PMOL
Sirna(10pmol) (ul) 0,5 1 15
Lipofectamine 2000 (ul) 0,25 0,25 0,25
OptiMEM (ul) 50 50 50
Antibiyotik Icermeyen

%10 Fbs Rpm11640 100 100 100

Medyum (ul)

24,48 ve 72 saat dilimlerinde calisilacak sekilde caligma grubu deneyleri
tasarlandi. Deneyler sonucunda yapilan analizlerde 3 saat diliminde de KDELR1 gen
anlatim seviyesinin yeteri kadar baskilanmadigi belirlendi. Bu durumda transfeksiyon

yontemi degistirilerek elektroporasyon ile optimizasyon deneylerine gecildi.
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3.2.3.2. Elektroporasyon yontemi ile transfeksiyon

Bu yontemde hiicrelere elektrik uygulanmasi sonucu porlarin agilmasi sayesinde

transfeksiyon gerceklestirilmektedir. Amaxa Nucleofactor 11™ cihazinda tek bir kiivette
U266 icin 1X10° ve RPMI8226 icin 3x10° hiicreye siRNA transfeksiyonu asagidaki gibi

yapildu.
1.
2.
3.

Hiicreler gruplandirilarak hiicre kiiltiir kaplarindan gerektigi kadar tiiplere alindi.
Hiicreler 90xg’de 10dk boyunca santrifiij edildi ve siipernatant uzaklagtirildi.
Pellet 100 ul Opti-MEM ile iyice ¢ozdiiriildii ve 6 ve 60 pmol olacak sekilde
siRNA verildi.

Kitin icinden ¢ikan kiivetlere iceride hava balonu olusturmayacak sekilde
karigim verildi.

Nucleofactor Il cihazinda U266 hiicreleri i¢in X-005, RPMI18226 hiicreleri igin
G-16 programinda transfeksiyon gerceklestirildi.

Kiivetlerin iizerine 500 ul antibiyotik igermeyen besiyeri eklendi ve 24 kuyulu

hiicre kiiltiir kaplarina hiicreler aktarildi.

Bu islemler KDELR1 siRNA ve NT siRNA igin gergeklestirildi. 24.saatin

sonunda hiicreler toplandi ve gen ifadesini 6l¢gmek i¢in qRT-PZR yapildi. Gen ifade

seviyesinin baskilanmasinin 60 pmol de anlamli oldugu bulundu. Bu yontem ile

optimizasyonun saglanmasindan sonra ¢alisma grubu deneylerine gegildi. Cift kopya
olacak sekilde 60 pmol KDELR1 siRNA, NT siRNA ve NTC calisma gruplar

belirlendi. Inkiibasyon siiresi biten hiicreler toplandi. Total RNA izolasyonundan sonra

cDNA sentezlenerek qRT-PZR yontemi ile gen ifadesi kantitatif olarak belirlendi.
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3.2.3.3. RNA izolasyonu

PureLink RNA Mini Kit protokoliine uygun sekilde asagidaki gibi RNA

izolasyonu yapilmistir;

1.

10.

Kuyulardaki besiyeri tamamen ¢ekildi ve kuyulara verilen 1X PBS ile birlikte
tiiplere alind1.

1500 rpm’de 5dk santrifiij edildi. Ust s1v1 uzaklastirildi.

Pelletin iizerine 50ul 1XPBS verildi tekrar santrifiij edildi. Santriflij sonrasi {ist
stvi uzaklastirildi.

Kuyularin iizerine 300ul taze hazirlanan RLT eklenip ylizeydeki hiicreler
topland1 ve tiliplerdeki pellet ¢ozdiirtildii.

RLT igerisindeki hiicrelerin iizerine 1:1 oraninda yani 300 pl kitin igerisinden
¢ikan suyla hazirlanan %70 etanol eklendi. Iyice pipetlenerek spin kolonlara
aktarild.

Kolonlar 12.000xg’de 15 sn santrifiij edildi. Filtrenin altindaki toplama tiipiine

gecen s1vi uzaklastirildi.

. Kolonlarmn tizere 700ul Wash Buffer I eklendi ve 12.000 xg’de santrifiij edildi.

Alta gegen sivi uzaklastirildi.

Kolonlarin tizerine 500ul Wash Buffer 2 eklendi ve 12.000xg’de santrifiij edildi.
Alta gegen sivi uzaklastirildi. Bu adim 2 kez gergeklestirildi.

Spin kolonlar 2dk boyunca 12.000xg’de bos sekilde santrifiij edildi.

Kolonlar saklama toplama tiiplerine aktarildiktan sonra tam filtrenin {izerine
gelecek sekilde 30ul RNase-free su eklenip 1 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
Ardindan en yiiksek hizda 2dk santrifiij edildi ve tiipler buza alindi.

RNA miktarinin tayin edilmesi amaciyla Nanodrop-2000 cihazi kullanildi.

Cihazda OD degeri 6lgiilen RNA ornekleri -80°C’de saklandi.
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3.2.3.4. cDNA sentezi
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit ile asagidaki gibi protokole
uygun sekilde cDNA sentezi gergeklestirildi. Tiim islemler buz tizerinde ¢aligildi.

1.RNA miktarlarinin hepsi 1000ng’a sabitlendi ve 10 ul den az olan RNA 6rneklerinin

tizerleri su ile tamamlanda.

Tablo 3-3: cDNA reaksiyonu karisim igerigi

Bilesen Miktar (ul)
10x RT tampon cozelti 2

25X dNTP karisimi 0,8

10X Random primer 2

Ters Transkriptaz 1

Rnaz inhibitér 1

Su 3,2

Total karisim miktar: 10

2.Tablo 3-3°deki gibi hazirlanan reaksiyon karigimi 10ul’ye tamamlanan RNA
orneklerine dagitildi.
3.Tiiplere kisa bir spin atildiktan sonra Isil dongii cihazinda asagidaki kondisyonlarda

(Tablo 3-4) reaksiyon gergeklestirildi.

Tablo 3-4: ¢cDNA reaksiyon kosullar

Sicakhk Zaman
25°C 10 dakika
37°C 2 saat
85°C 5 dakika

4.Reaksiyon sonucunda 6rnekler Nanodrop-2000 cihazinda 6l¢iildii.-20°C’de saklandi.



3.2.3.5. Primer Tasarimi

38

KDELR1 ve COPE genlerine 6zgii primerlerin tasarlanmasi i¢in web tabanli
NCBI Primer-BLAST ve UCSC In-Silico PCR araglar1 kullanildi. Sentezleyen firmanin
belirttigi miktarlarda liyofilize olarak gelen primerler 100pmol/ul ‘ye sulandirilarak ana

stok elde edildi. qRT-PZR yo6nteminde kullanilmak {izere ana stoktan 1:10 dilisyon

yapildi.(Tablo 3-5)

Tablo 3-5: TBP, KDELR1 ve COPE primer dizi bilgileri

Gen ad1 Primer Ad1 Primer dizisi
TBP-F 5-ACT TGA CCT AAA GAC CAT
TBP TGC AC-3’
TBP-R 5-CTT GAA GTC CAA GAA CTT
AGC TGG-3’
KDELR1-F 5’- GTC GTT CCC ACA GCC ATT
KDELR1 CT-3
KDELR1-R 5’- AAG CCC TCG AAA TGG TAG
CG-3
COPE-R 5’- AGA CGA GCT GTT CGA CGT
COPE AA -3’
COPE-F 5’- GAG GTA GTC AGC AAA CAT

GCG -3
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3.2.3.6. qRT-PZR

gRT-PZR asamasinda Bioline SensiFAST SYBR® No-ROX floresan boya
kullanildi. SYBR Green I floresan bir boyadir.Bu boya dsDNA’ya spesifik olmayan bir
sekilde baglanir.SYBR Green I, dsDNA’nin mindr oluguna baglandiginda, serbest
oldugu halinden 1.000 kat daha fazla floresan 1s1ma yayar. Bu nedenle, reaksiyonda
bulunan dsDNA miktar1 ile dogru orantili sekilde SYBR Green 1’den gelen floresan
sinyali olusmaktadir.

KDELRI1 ve referans gen olarak secilen TATA baglanma proteinine (TBP) 6zgii
primerler ile reaksiyon karisimi hazirlandi. Tablo 3-7°de belirtilen kosullarda reaksiyon

gerceklestirildi.

1. TBP ve KDELRI igin ayr1 karisimlar hazirlandi. (Tablo 3-6)

2. Her kuyuya 8ul karigim dagitildi ve 2ul cDNA eklendi.

3. Standartlarda 2ul olacak sekilde TBP karisimlarinin oldugu kuyulara eklendi.
4. Her ornek iki kopya olarak caligildu.

Tablo 3-6: Her bir kuyu i¢in QRT-PZR reaksiyon karisimi

Bilesen Miktar (ul)
2X SYBR Tampon ¢ozeltisi 5
Primer F 1
Primer R 1
H,0 1

cDNA 2
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Tablo 3-7: gRT-PZR kosullar:

Basamak Sicaklik Zaman Dongii sayist
On Denatiirasyon 95 5 dk 1
95 10 sn
Amplifikasyon 45
64 20 sn
72 10 sn
95 5dk
Melting Curve 1
65 1dk
97 -
Sogutma 4 30sn 1

3.2.4. Calisma Grubu Deneyleri

3.2.4.1. Elektroporasyon ile siRNA transfeksiyonu

U266 ve RPMI8226 hiicrelerinde yiiksek oranda baskilama yapabilmek
amaciyla Amaxa Nucleofector Kit kiivetleri ve Opti-MEM™ medyumu kullanildi.
U266B1 hiicreleri X-005 ve RPMI8226 hiicreleri G-16 programinda protokole uygun
sekilde transfeksiyon gerceklesti. RNA ve apoptoz tayini gruplart 24 kuyulu hiicre
kiiltiir kaplarinda iki kopya ve MTT testi i¢in 96 kuyulu hiicre kaplarinda 3 kopya
olacak sekilde tasarlandi. Toplamda 1x 10° U266 hiicresine ve 3 x 10° RPMI8226
hiicresine belirlenen doz olan 60pmol KDELR1 SiRNA verildi. Ayni islermler NT
grubu icinde gergeklestirildi. Tiim calisma grubu deneyleri 24 ve 48 saat inkiibasyon

stiresinde gerceklesti.
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3.24.2. gRT-PZR yontemi ile KDELR1 gen ifadesinin baskilanmasinin kantitatif
olarak belirlenmesi

24. ve 48. saatin sonunda hiicreler uygun sekilde toplandi. Total RNA
izolasyonu ve ardindan cDNA sentezi gergeklestirildi. Elde edilen cDNA o6rnekleriyle
referans gen olarak se¢ilen TBP ve KDELR1 genlerinin kantitatif olarak analiz edildi.

KDELRL1 gen ifadesinin baskilanma orani hesaplandi.

3.2.4.3. qRT-PZR yontemi ile COPE gen ifadesinin kantitatif olarak belirlenmesi
24. ve 48. saatin sonunda hiicreler uygun sekilde toplandi. Total RNA
izolasyonu ve ardindan cDNA sentezi gergeklestirildi. Elde edilen cDNA o6rnekleriyle
referans gen olarak segilen TBP ve COPE genlerinin ifadesi kantitatif olarak analiz
edildi. Her iki hiicre hattinda da deney gruplar1 arasinda COPE geninin kantitatif olarak

degisimi belirlendi.

3.24.4. MTT Testi

Tim islemler her iki hiicre hatti igin gergeklestirildi. MTT ile proliferasyon
tayini yapmak i¢cin CyQUANT MTT Cell Proliferation Assay Kit kullanildi. Kit
protokoliine uygun sekilde 5mg MTT dizerine 1ml 1XPBS eklenerek final
konsantrasyonu 12mM MTT stok soliisyonu elde edildi.

24 ve 48 saat inkiibasyon siirelerinin sonunda 96 kuyulu kiiltiir kaplarindaki
deney gruplarmin her kuyusuna 10ul MTT stok solisyonu eklenerek 37°C’de
inkiibatorde 3 saat bekletildi. Siirenin sonunda kiiltiir kab1 3500rpmde 10dk santrifiyj
edilerek hiicrelerin ve tuzlarin ¢6kmesi saglandi. Ardindan kuyulardaki sivi pipet ile
¢ekildi ve iizerine Tablo 3-8’de belirtilen miktarlarda DMSO eklendi. homojen bir
karisim elde edildikten sonra hiicreler 10dk boyunca 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan Multiskan Spektrum cihazinda 540 nm’de absorbans degerleri

olgtldii.
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Tablo 3-8: MTT testi kuyu basi eklenen DMSO miktarlar:

HUCRE HATTI DMSO (uL)
U266 100
RPMI8226 80

3.2.4.5. Apoptoz Tayini

Apoptoz tayini igin Apoptosis/ Necrosis Detection Kit (blue, green, red)
kullanildi. Kit protokliine uygun sekilde islemler gerceklesti.Hiicreler ilgili kuyulardan
toplandiktan sonra kit icerigindeki Test Tamponu hiicre pelletlerine 100 pl verilerek
yikama yapildi. Tipler 1500xg’de 5dk santrifiij edildikten sonra siipernatant
uzaklastirildi. Bu islem 2 kez gerceklestirildi. Bu adimdan sonraki islemlere karanlikta

devam edildi.

1. 900ul Test Tamponu igerisine 6 pl 7-AAD, 3ul Cytocalcein violet 450 ve 3 pul
Apopxin Green eklenerek karisim elde edildi. Bu karigim ile KDELR1 siRNA
ve NTC gruplariin hiicre pelletleri ¢ozdiirtildii.

2. Boya karigimi igerisine alinan hiicreler karanlik ortamda oda sicakliginda 1 saat
boyunca inkiibe edildi.

3. Inkiibasyonun sonunda santrifiij yapilarak siipernatant uzaklastirildi.

4. Pelletler 100 ul Test Tamponu ile yikandiktan sonra pelletler Test tamponu ile

¢Ozdiiriilerek lam tizerine yayildi ve tizeri lamel ile kapatildi.
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5. Konfokal lazer taramali mikroskopta 3 ayr1 kanaldan goriintiileme yapildu.
Apoptotik hiicreler, Apopxin Green’in  fosfotidil serin (PS)'ye baglanmasi
nedeniyle yesil goriinecektir ve FITC kanali (Ex /Em = 490/525 nm)
kullanilarak gorsellestirildi.7-AAD boyamasindan sonra Texas Red kanali (Ex /
Em = 550/650 nm) ile nekrotik hiicreler kirmizi renkte ve CytoCalcein Violet
450 ilavesinden sonra violet kanali (Ex / Em = 405/450 nm) ile canli hiicreler

mavi olarak gorsellestirildi.

6. Her kanal igin ayr1 olarak alinan gériintiiler analiz edildi. Ucretsiz bir yazilim
olan java tabanli Imagel programina goriintiiler alindi ve Image -Type- 8-bit
yapildi. Image-Adjust-Threshold se¢ildi ve gerekli ayarlamalar yapildi. Analyze
kismindanda hiicreler programa tanitilarak hiicre sayimlari
gerceklestirildi. Apoptotik, nekrotik ve canli hiicreler oransal olarak her ¢aligma

grubu i¢in hesaplandi.
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4. BULGULAR

KDELR1 geninin multip] miyelom hiicre hatti olan U266 ve RPMI8226
hiicre hatlarindaki fonksiyonunu anlamak icin, hiicrelerde KDLER1 gen anlatimi
baskilanarak COPE gen ifadesi degisimi, MTT testi ve apoptoz tayini i¢in analizler
yapilmistir.

4.1. Optimizasyon deneylerinin sonuclari

4.1.1. Lipozomal ajan ile yapilan optimizasyon deneyi sonugclari

Tim gruplar ikili kopya olarak caligildi. Yapilan qRT-PZR ile elde edilen
sonuglardan AACt metodu ile hesaplama yapildi. Hesaplama sonucunda %66,8 ile en
yiiksek baskilama oraninin 15 pmol siRNA muamelesinde oldugu belirlendi. 5 pmol ve
10 pmol siRNA muamelesi yapilan gruplarda pozitif kontrol olan NT siRNA grubu ve
negatif kontrol grubu olan NTC gruplariyla karsilagtirilma yapildi. 5 ve 10 pmol siRNA
muamelesi sonucunda KDELR1 gen ifadesinde baskilanma olmadigi goriildi. (Sekil 4-
1) Tim optimizasyon gruplari 24,48 ve 72. saat inkiibasyon siirelerinde

degerlendirildiginde en anlamli baskilama oraninin 24 saatlik inkiibasyonda oldugu

belirlendi.
3,2
2,8
24
2
1,6
1,2
0,8
04
0 5 pmol 10 pmol 15 pmol
B KDELR1 2,793258427 2,407932011 0,792650919 2,569546825
B NT 2,3671875 2,253411306 2,401812689

mKDELR1 = NT

Sekil 4-1: Lipozomal ajanla yapilan farkh siRNA miktarlarinda baskilama sonuclari
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Lipozomal ajanla yapilan optimizasyon deneylerininin sonrasinda deney grubu
caligmalarina gegildiginde yapilan qRT-PZR sonucu AACt metodu ile analiz edildi.
Inkiibasyon siiresi olarak belirlenen 3 saat diliminde de 15 pmol siRNA uygulamasinda
gen anlatimmin baskilanmasinda anlamli bir oranit bulunamadi. Baskilanma orani 24
saatte yaklasik %10 ve 48 saatte %7 oraninda bulundu.72 saat inkiibasyon sonunda ise

gen ifadesinde baskilanma olmadigi bulundu.(Sekil 4-2)

6

5

4

3

2

1

0

24.SAAT 48.SAAT 72.5AAT

W KDELR1 2,919051513 3,975903614 4,532852786
B NT 3,670698593 4,790395591 4,265211239
NTC 3,212446352 4,210925645 3,315400134

m KDELR1 m NT mNTC

Sekil 4-2: Farkh siirelerde lipozomal ajanla yapilan siRNA baskilanma oranlari

4.1.2. Elektroporasyon yontemiyle yapilan optimizasyon deneyi sonuclari

Hiicrelere verilmesi gereken siRNA oranini bulmak igin deney gruplarina 6 ve
60 pmol siRNA verildi. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan yapilan qRT-PZR sonucu
AACt metodu ile analiz edildiginde 6 pmol verilen grupta %30 oraninda baskilama orani

bulunurken 60 pmol verilen grupta %77 oraninda baskilanma tespit edildi.(Sekil 4-3)
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1,2
1
0,8
0,6
0,4
. B
0
AMAXA 60pmol AMAXA 6pmol
W 24sa 0,23 0,69 1

Sekil 4-3: Elektroporasyonla yapilan farkh siRNA miktarlarinda baskilamalar:

Tablo 4-1: Optimizasyon deneylerinde KDELRI1 gen ifadesi baskilanma oranlari

Uygulama Yontemi siRNA Miktar1 Baskilanma Oram

5 pmol -

Lipofectamine 2000

10 pmol %7
15 pmol %66,8
6 pmol %30

Elektroporasyon

60 pmol %77
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4.2. Deney gruplarinda baskilanma oranlari

U266 hiicreleri ve RPMI8226 hiicrelerine 60 pmol siRNA uygulamasinin
ardindan 24 ve 48 saat siirelerinin sonunda hiicreler toplandi. Ilk olarak hiicrelerden
total RNA elde edildi ardindan cDNA sentezi gerceklestirildi. KDELR1 siRNA, NT
siRNA ve NTC gruplarinin 24 ve 48 saatlik 6rnekleri ile KDELR1 geni ve referans gen
olarak secilen TBP i¢in qRT-PZR yapildi. Tiim gruplar ikili kopya olarak c¢alisildi.
AACt metoduna gore analizler yapildi ve gruplarin baskilanma oranlar1 belirlendi.
U266B1 hiicrelerinde KDELR1 siRNA grubunda kontrol grubuna gore 24 saatte %80
oraninda KDELR1 gen ifadesinin baskilandigi bulundu.48 saat grubunda ise 24 saatte
baskilanma oran1 %74 olarak bulundu.(Sekil 4-4)

1,2 1,2
1 1
0,8 0,8
0,6 0,6
0,4 0,4
0,2 . 0,2 I
0 KDELR1 NT NTC 0 KDELR1 NT NTC
H24sa 0,2 0,8 1 m48sa 0,36 0,84 1

Sekil 4-4: U266 hiicrelerinin 24 ve 48 saat KDELRI1 gen ifadesi sonuclari

RPMI8226 hiicrelerinde yapilan gRT-PZR sonucunda AACt metodu ile analiz
yapildi. Sonuglarda SiRNA grubunda kontrol grubuna gore 24 saatte %85 oraninda

KDELRI1 gen ifadesinin baskilandigi bulundu.48 saat grubunda ise baskilanma oram
%75 olarak bulundu.(Sekil 4-5)
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1,2 1,2
1 1
0,8 0,8
0,6 0,6
0,4 0,4
0,2 0,2 l
0 KERI NT NTC 0 KDELR1 NT NTC
H24sa 0,15 0,8 1 N 48sa 0,25 0,96 1

Sekil 4-5: RPM18226 hiicrelerinde KDELR1 gen ifadesi sonuclari

Tablo 4-2: U266 ve RPM18226 hiicrelerinde KDELRI1 baskilanma oranlar:

Hicre Hatti Zaman Dilimi Baskilanma Orani
24 saat %80
U266
48 saat %74
24 saat %85
RPMI8226
48 saat %75

4.3. Deney gruplarinda COPE geninin qRT-PZR sonuclari

Kullanilan iki hiicre hattinda da 24 ve 48 saatlerin ¢cDNA’larindan COPE
geninin kantitatif degisimini 6lgmek i¢in QRT-PZR yapildi. KDELR1 siRNA
transfeksiyonu yapilan gruplar ile NTC gruplarinda COPE geninin anlatim seviyelerinin
degisimi AACt metodu ile hesaplandi. RPMI8226 hiicrelerinde yapilan analiz
sonucunda 24 ve 48 saatlerde anlamli COPE gen anlatiminda kontrol grubuna gore
anlamli bir degisim bulunmadi. (Sekil 4-6) U266 hiicrelerinde yapilan analiz sonucunda
24 ve 48 saat grubunda KDELR1 siRNA uygulanan grupta kontrol grubuna gére COPE
geninin anlatimmnin arttig1 bulundu.24 saat diliminde COPE gen anlatimmin kantitatif

olarak NTC grubuna gore anlatimmin yaklasik 1,8 Kat arttig1 belirlendi. (Sekil 4-7)
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1,2 12
1 1

0,8 0,8

0,6 0,6

0,4 0,4

0,2 0,2
0 NT NTC 0 NT

COPE COPE NTC
H 24sa0,93308 0,99695 1,01129 m48sa 1,68 1,51 1

Sekil 4-6: RPMI 8226 hiicrelerinde COPE gen ifadesi sonuclari

2,40 2,40
1,30 1,80
1,20 1,20
0,60 I 0,60
0,00 COPE NT NTC 0:00 COPE NT NTC
m24h 1,86 0,88 1,03 m4gh 1,98 1,70 1,01

Sekil 4-7: U266 hiicrelerinde COPE gen ifadesi sonuglari

4.4, MTT testi sonuglari

MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil tetrazolyum bromiir) testinin genel
amaci, ayrintili hiicre sayimina gerek kalmadan canli hiicreleri 6lgmektir. MTT testinde,
cogu canli hiicre i¢in mitokondriyal aktivitenin sabit olmasi1 temel alinmaktadir. Canli
hiicre sayisindaki artis veya azalis mitokondriyal aktivite ile lineer olarak iligkilidir.
Hiicrelerin mitokondriyal aktivitesi, sar1 renkte tetrazolyum tuzu olan MTT'nin homojen
Ol¢lim igin mitokondriyal rediiktazin etkisi ile formazan kristallerine donistiiriilmesiyle
olgiiliir (55,56).
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Inkiibasyon siireleri sonunda MTT ajanina maruz birakilan U266 ve RPMI8226
hiicreleri Multiskan Spektrum cihazinda 540nm’de absorbans (OD) degerleri 6l¢iildii.
24 ve 48 saat olarak belirlenen iki inkiibasyon siiresinde ¢aligildi. (Sekil 4-10 ve Sekil 4-
11) Olgiim sonucunda, OD degerlerinin her deney grubu igin ortalamasi almarak
hesaplama yapildi.

Elde edilen sonuglarda U266 hiicre hattinda 24 saat KDELR1 siRNA uygulanan
gruplarda hiicre canliliginin azaldi goriildii. 48 saatlik inkiibasyonun sonucunda yapilan
Ol¢iimlerde gruplar arasinda farklarin azaldigr goriildi. U266 hiicrelerinin
transfeksiyondan 24 saat sonra proliferasyonun kontrol grubuna goére %62,5 azaldigi
belirlendi. 48 saatin sonunda ise bu oran yaklasik %40 olarak saptandi. RPMI18226
hiicrelerinde  siRNA  transfeksiyonundan sonra yapilan analizlerde hiicre

proliferasyonunun U266 hiicrelerine kiyasla daha az oranda azaldig: gortildii.(Sekil 4-8)

1,40
1,30
1,20
1,10
1,00
0,90
0,80
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00 ;
siRNA NT NTC
N 24h 0,39 0,81 1,04
B 48h 0,60 0,73 1,04
m24h m48h

Sekil 4-8: U266 hiicreleri MTT deneyi proliferasyon sonuglari

Hiicre proliferasyonunun RPMI8226 hiicrelerinde 24 saatte kontrol grubuna

gore %37,7 olarak azaldigi bulundu. 48 saat diliminde ise gruplar arasinda anlamli bir

degisim belirlenmedi. (Sekil 4-9)



14

13

1,2

1,1

1

0,9

0,8

0,7

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

0
KDELR1 NT NTC
B 24 saat 0,565342362 0,728852615 09
N 48 saat 0,98 1 121

M 24saat m48saat

Sekil 4-9: RPMI18226 hiicreleri MTT deneyi proliferasyon sonuclari

Sekil 4-11: RPM18226 hiicreleri 24 ve 48 saat MTT deneyleri
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4.5. Apoptoz tayin sonuclari

Apoptoz tayininde 3 farkli boya kullanildi. Goriintiileme islemleri Konfokal
Lazer taramali mikroskop ile 3 ayr1 kanaldan yapildi. Canli hiicreler mikroskopta mavi ,
apoptotik hiicreler yesil ve nekrotik hiicreler kirmizi renkte goriintiilendi.10x biiyiitme
yapilarak farkli alanlardan goriintiiler alindi.3 kanal i¢in ayr1 goriintii ve birlesimi i¢inde
ayr1 gorintiler alindi. KDELR1 siRNA grubunda NTC grubuna goére mavi renkte
goriinen canli hiicrelerin ¢aplariin kiiciildiigii ve sekillerinin degistigi goriildii.

Her kanaldan alinan goriintiilerden deney gruplari i¢in ayr1 ayri hiicre Sayimi
yapildi. Hiicre sayimi Image J programinda yapildi ve elde edilen sayisal degerler excell
dosyasina aktarildi. iki hiicre hatt1 icin tiim sayimlar bittikten sonra deney gruplar
arasindaki hiicre sayilar1 birbirine oranlanarak hesaplandi. Boylece apoptotik, nekrotik
ve canli hiicreler oransal olarak belirendi.

Yapilan hesaplamalar sonucundaki yiizde degerler iki hiicre hatti icinde tablo
halinde Ozetlenmistir. Elde edilen veriler sonucunda U266 hiicrelerinde 24 saat
grubunda KDELR1 siRNA grubunda apoptotik total hiicre oran1 %76 olarak bulundu.
48 saat diliminde de benzer sekilde apoptotik hiicrelerin oran1 %70 olarak hesaplandi.

(Tablo 4-3)

Tablo 4-3: U266 hiicreleri apoptoz deneyi hiicre oranlar

Deney Gruplari Canli Hiicre Apoptotik Hiicre Nekrotik Hiicre
U266
Oranlari Oranlari Oranlari
KDELR1 siRNA 22% 76% 2%
24 SAAT
NTC 89% 10% 1%
KDELR1 siRNA 21% 70% 9%
48 SAAT

NTC 92% 7% 1%
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Yapilan hesaplamalar sonucunda RPMI8226 hiicrelerinde 24 saatte KDELRI1
grubunda apoptotik hiicre total hiicrelerin %59 olarak bulunurken 48 saat diliminde de

benzer sekilde apoptotik hiicreler %37 oraninda bulundu. (Tablo 4-4)

Tablo 4-4: RPMI8226 hiicreleri apoptoz deneyi hiicre oranlari

RPMI8226 Deney Gruplari Canli Hiicre Apoptotik Hiicre Nekrotik
Oranlari Oranlari Hiicre
Oranlari
KDELR1 siRNA 34% 59% 7%
24 SAAT
NTC 87% 11% 1%
KDELR1 siRNA 62% 37% 1%
48 SAAT

NTC 93% 7% -




U266 24 saat siRNA U266 24 saat NTC

. = CANLI
= APOPTOTIK
= NEKROTIK

U266 48 saat siRNA U266 48 saat NTC

. = CANLI
= APOPTOTIK
= NEKROTIK

Sekil 4-12: U266 hiicreleri apoptoz deneyi sonuclar: pasta grafigi

RPMI8226 24 saat siRNA RPMI822624saat NTC

= CANLI
= APOPTOTIK
= NEKROTIK

RPMI822648 saat siRNA RPMI822648 saat NTC

= CANLI
= APOPTOTIK
= NEKROTIK

Sekil 4-13: RPM18226 hiicreleri apoptoz deneyi sonuclar1 pasta grafigi
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= CANLI
= APOPTOTIK
= NEKROTIK

= CANLI
= APOPTOTIK
= NEKROTIK

= CANLI
= APOPTOTIK
= NEKROTIK

= CANLI
= APOPTOTIK
= NEKROTIK



U266 24 saat siRNA

U266 24 saat NTC

U266 48 saat siRNA

U266 48 saat NTC

Sekil 4-14: U266 hiicreleri apoptoz deneyi konfokal mikroskop goriintiileri

RPMI8226 24 saat siRNA

RPMI822624 saat NTC

RPMI18226 48 saat siRNA

RPMI18226 48 saat NTC

Sekil 4-15: RPM18226 hiicreleri apoptoz deneyi konfokal mikroskop goriintiileri
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5. TARTISMA

MM plazma hiicrelerinin malign transformasyonu sonucunda olugsan hematolojik
bir malignitedir. Hastaligin ara formu olan MGUS ve SMM deki hiicrelerde
gerceklesen  bir ¢ok genetik bozulmalar sonucu daha malign karakterli myeloma
hiicreleri olusmaktadir. MM plazma hiicrelerinin bozukulugu olsada kemik iligi
mikrogevresi hastaligin ilerlemesini ve tiimor hiicrelerinin sagkalimini arttirir. Hastaliga
sebep olan ve hastaligin ilerlemesine katkida bulunan genetik ve epigenetik
mekanizmalarla ilgili bir ¢ok ¢alisma mevcuttur. Yinede tam olarak aydinlatilamayan
bir ¢ok gen ve yolak etkilesimleri vardir. Genetik tekniklerin ilerlemesiyle birlikte

MM’da tedavi, ilag direnci ve patogenezi ile ilgili bir cok ¢alisma devam etmektedir.

Daha once laboratuvarimizda yapilan transkriptom calismasinda tani almis ve
tedavi gormemis MM hastalarinin kemik iligi 6rneklerinde RPKM (Reads Per Kilobase
Million) degerleri elde edilmistir. Bu veri saglikli kontrol ile karsilastirildiginda daha
fazla eksprese olan aday genler belirlenmistir. Bu aday genlerin yiiksek ekspresyonunun
konfirmasyonu yeni tan1 almig ve tedavi gormemis MM hastalarinda ve MGUS tanili
hastalarda yapilmistir. KDELR1 geni ve COPE geni hem transkriptom datasindan
yapilan biyoinformatik analiz sonucu hem de hasta RNA’larindan yapilan ekspresyon
calismas: sonucunda saglikli kontrollere gore yiiksek oranda eksprese edildigi tespit
edilmistir (57,58). Bu genlerin, 6zellikle KDELR1’in, MM patogenezindeki roliinii
anlamak amaciyla 2 farkli MM hiicre hatt1 olan U266 ve RPMI 8226 hiicrelerinde
fonksiyonel calisma yapilmistir. KDELR1 geninin 2 hiicre soyundada gen anlatimi
incelenmigtir. Amacimiz; KDELR1 gen eksikliginde hiicrede meydana gelen

degisimleri arastirmaktir.

KDELRL1 geni ile ilgili literatiirde gesitli galismalar mevcuttur. KDELR1, KDEL
dizisine sahip proteinleri tanir ve COPI ile etkilesime girerek proteinlerin ER’ye
tasinmalarm saglar. COPE geni, COPI kompleksinin epsilon alt birimidir. Onceki
calismamizda MM hastalarinda ekspresyonu arttigi bulunan COPE geninin , KDELR1
gen yoklugunda ekspresyon seviyesindeki degisime bakildi. qRT-PZR yo6ntemi ile
siRNA ve kontrol grubu arasindaki ekspresyon seviyesi AACt metodu ile hesaplandi.
RPMI8226 hiicrelerinde KDELR1 yoklugunun 24 ve 48 saat diliminde COPE gen

ekspresyon seviyesi iizerinde bir etkisi olmadig1 bulundu.
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U266 hiicrelerinde 24 saatte kontrol grubu karsilastirildiginda siRNA grubunda,
COPE gen ekspresyon seviyesinin yaklasik 1,8 kat arttigi goriildi. COPE geninin
ekspresyon seviyesindeki artisin, bu gen ile etkilesimde olan diger genler tarafindan
diizenlendigini diistinmekteyiz. U266 hiicrelerinde 48 saat sonunda kontrol grubu ile

siRNA grubu arasinda COPE gen ekspresyon seviyesinde anlamli degisim bulunmadi.

SIRNA yontemi ile KDELR1 genini susuturdugumuz 6rneklere sirastyla MTT ve
apapotoz analizi yaptik. KDELR1 yoklugunda U266 ve RPMI8226 hiicrlerinin
canliligindaki degisim belirlendi. U266 hiicrerlerinde 24 saat inkiibasyon sonunda
siRNA grubunda kontrol grubuna goére hiicre canliliginin yaklasik %62,5 oraninda 48
saat diliminde %40 azaldigi belirlendi. RPMI8226 hiicrerlerinde 24 saat inkiibasyon
sonunda siRNA grubunda kontrol grubuna goére hiicre canliliginin yaklagik %37,7
oraninda azaldigi ve 48 saat diliminde ise hiicre canliliginin gruplar arasinda
degismedigi tespit edildi. Tiim bu sonuglar ele alidniginda her iki hiicre hattinda da 48
saat diliminde siRNA grubunda hiicre canliliginda artis gozlenmistir. Bu durum,
SiRNA’nin gen iizerindeki etkisinin 48.saatte azalmasindan kaynaklandigini gosterir. iki
hiicre hattinda canlilik oraninin farkli olmasit KDELR1 gen fonksiyonunun hiicreler
arasinda degisken olabilecegini gostermektedir. Sonuclarimiz KDELRI1 yoklugunun,

MM hiicrelerinin proliferasyonunu azalttigini géstermektedir.

Apoptoz, hiicre c¢ekirdeginin pargalanmasi, kromatin yogunlagsmasi ve
kromozomal DNA parcalanmas: ile Karakterize edilen programlanmis hiicre oliimidiir
(59). Tumor hiicrelerinin apoptozu baskilamak igin kullandigi c¢esitli molekiiler
mekanizmalar sonucu hiicreler boliinmeye ve biiyiimeye devam etmektedirler (60).

KDELR1 geni yoklugunun MM hiicrelerinin  apoptozu indiikleyip
indiiklemedigini belirlemek amaciyla hiicreler floresan boyalar ile boyanarak konfokal
lazer taramali mikroskopta goriintiilendi. U266 hiicrelerinde siRNA grubunda apoptotik
hiicre 24 saatte yaklasik %76 ve 48 saatte %70 oraninda bulundu. RPMI8226
hiicrelerinde siRNA grubunun apoptotik hiicre orani 24 saatte yaklasik %59 ve 48 saatte

%37 oraninda bulundu.



58

Bu degerler kontrol grubu ile karsilastirildiginda apoptozun tetiklendigi goriildii.
Iki hiicre hatti arasinda apoptotik hiicre oranlar1 arasinda fark olsa da KDELR1 geninin
yoklugunun MM hiicrelerinde apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Ayrica konfokal lazer
taramal1 mikroskop goriintiillemelerinde siRNA grubundaki hiicrelerin kontrol grubu
hiicrelerine gore boyutlarinin daha kiigiik oldugu goriilmiistiir.

Apoptoza sebep olan birden ¢ok mekanizma ve yolak vardir (60). Bu bilgilerle
hareketle hiicrede hangi yollarin etkilenerek apoptozun indiiklendigi sonraki ¢calismlarA
oncii olacaktir. Tiimor hiicreleri, proliferasyon, go¢ ve farklilasmayi saglamak igin
protein sentezi artmaktadir. KDEL reseptorlerindeki artig, protein katlanmasi,
modifikasyonu ve taginmasina yardimci olmak icin gerekli ER yerlesik proteinlerinin
ER liimeni iginde tutulmasini saglayarak tiimér hiicrelerine fayda saglayabilir (45). MM
hiicre hatlarinda KDELR1 gen eksikliginde elde ettigimiz sonuglar bu hipotezi destekler
niteliktedir.

KDELR1’in fonksiyonunu anlamak iizere HAP-1 hiicrelerinde CRISPR/Cas
teknigi ile gen nakavtt yapilmis. Transkriptom datasi elde edilerek KDELRI
yoklugunda ciddi hiicresel bozukluklara sebep olan ve hiicre yapismasi, ekstraseliiler
matriks bilesenlerinde yer alan 300’den fazla gen belirlenmistir. Yapisma deneyleri
yapildiginda KDELRI1 olmayan hiicrelerde yapismanin neredeyse 2 kat arttigini
gosterilmistir. Hiicresel homeostazin KDELR1 yoklugunda bozuldugunu ve ER stres
kosullart altinda hiicre canliliginin azaldig: tespit edilmistir (61). Bu sonuglar bizim
calismamiz ile uyumludur.

KDEL reseptoriiniin saperonlari, protein katlanmasit gibi 6nemli rollere sahiptir.
2020 yilinda yapilan ¢alismada; UPR sirasinda KDEL reseptorlerinin hiicre tepkisini
anlamak i¢in, tunikamisin ile ER stres indiiklenmis ve KDELR1, KDELR2 ve KDELR3
genlerinin ekspresyon seviyesi, yukari regiilasyon gostermistir (62).

HeLa hiicrelerinde yapisan galismada; ER stres yanitinin p38 MAP kinazlarinin
ve c-Jun amino-terminal kinazlarmin (JNK'ler) aktive ettigi ve mutant KDEL
reseptoriiniin p38 ve JNK1 aktivasyonunu baskiladigi bulunmustur. KDEL reseptdriiniin
aktivasyonunun p38 MAP kinazlarmin fosforilasyonunu indiikledigini de bulunmustur.
Bu sonuglar, KDEL reseptoriiniin ER stres yanitina preoteinleri yalnizca geri alma
yetenegiyle degil, ayn1 zamanda MAP kinaz sinyal yolagin1 modiile ederck de
katildigin1 gostermektedir (63).
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Bu sebeple KDELR1 MAP kinaz yolag tizerinden hiicre proliferasyonuna etki
etmekte olup bizim sonuglarimizi destekler niteliktedir. Mezensefalik astrosit kaynakli
norotrofik faktér (MANF), bir ERS'ye sahip ER strese duyarli bir proteindir. Henderson
ve arkadaslar1 2013 yilinda, ER Kkalsiyum tiikenmesinin hiicre yiizeyinde KDEL reseptor
ekspresyonunu arttirdigini ve hiicre yiizeyindeki KDEL reseptorleri ile MANF
etkilesiminin oldugunu gostermistir. Hiicre yilizeyindeki KDELR'lerin, hiicre zarinda
stres halindeki komsu hiicrelerden salgilanan KDELR ligandlarinin baglanmasi yoluyla
hiicre-hiicre iletisimine de dahil oldugu goriilmektedir (64).

Bauer A. ve arkadaglari, 2020 yilindaki ¢alismalarinda canli hiicre goriintiileme
yoluyla fare ve farkli insan hiicre hatlarinin plazma membraninda KDEL reseptor
kiimelenmesini  incelemistir. Kiime olusumunun tiirden bagimsiz  oldugunu
gostermislerdir. Ancak hiicre tipleri arasinda farkliliklarin oldugunu belirtmiglerdir. Her
iki tiirden makrofaj hiicre hatlar icin kiime olusumu gozlemlenmezken, fibroblast fare
hiicreleri gibi diger kiimelerin benzer bir sekilde gelistigi gostermislerdir (65).

Tapia ve arkadaglarinin 2019’da yaptig1 ¢alismada, KDELRI1'in ligand: ile
uyarilmasinin, protein kinaz A'ya (PKA) bagimli bir sekilde lizozomlarin periniikleer
alana taginmasina yol actigin1 gostermislerdir. KDELR1’in, DynLRB1 fosforile eden ve
lizozomlarin Golgi'ye yer degistirmesine yol acan Gs/PKA yolunu aktive ettigi
gosterilmis. KDEL reseptoriiniin, lizozom yer degistirmesi ve lipit damlacik
doniistimiiniin otofajiye bagli modiilasyonu ile salgilamay1 diizenledigi gosterilmistir
(66).

Mcf-7 hiicre hatlart kullanilarak yapilan bir calismada; KDELR’nin 3
izofromununda hiicre yiizeyinde eksprese edildigi gosterilmistir. Hiicre disi1 ortamdan
gelen sinyalleri kullanarak hiicresel homeostazin korunmasina katkida bulundugu
gosterilmistir. Sonuglar yiizeyde ifade edilen KDELR1'in hem hizli hem de yavag geri
doniigimlii endozomlar1 igeren endolizozomal bdlme ve Golgi araciligiyla oldukca

karmagik geri doniisiim yollarindan gectigi gosterilmistir (67).
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KDELRZY’in farkli bir yoniinii ortaya ¢ikaran bir baska ¢alismada ise mutant bir
fare hatt1 kullanilmistir. naive T hiicrelerinde yapilan bu ¢alismada KDELR1 geninin
PP1 aktivitesi yoluyla entegre stres yanitin1 kontrol ederek T hiicre homeostazini
diizenledigi gosterilmistir (68).

Melonamada, genetik olarak tasarlanmis bir fare modeli kullanilarak
melanoblast transkriptom veri seti olusturulmustur. Bu veri setinden elde edilen 43 imza
genden metastaza etkisini belirlemek amaciyla KDELR1 ve KDELR3 genine siRNA
uygulamas: gergeklestirilmis. KDELR3 gen kaybinda deneysel olarak metastazi
bozdugu bulunurken tam tersi bir etki olarak KDELR1 gen kaybinin metastaz1 arttirdigi
ortaya cikmistir (69). KDELR1 geninin bizim calismamizin aksine melanomada
metastaz baskilayict oldugunu gostermektedir. Bazi durumlarda, KDELR3 geninde
oldugu gibi farkli kanserlerde ayn1 gen farkli etki gostermekle agiklanabilir (70, 71).

MM monoklonal immiinoglobulinini yani paraproteini asiri dretir. Yiiksek
diizeyde protein iiretimi, ER stresini indiikler ve ER stresinin neden oldugu hiicre
Olimiinii 6nlemek icin paraproteinin proteazomlarda ubikitin ile isaretlenerek kiigiik
tinitelere ayrilir. Paraproteinin siirekli ve asiri iiretimi sonucunda hiicrede katlanmamis
protein cevabi (UPR) olusur (72). Siirekli ER stresine durumunda hiicre kendini koruma
mekanizmalar1 (saperon protein iiretimi gibi) devreye sokar bu sayede hayatta kalir
ancak ¢6zemedigi durumlarda apoptoza gider (73).

Literatlirdeki ¢aligmalarda da gosterildigi gibi KDELRI1 geninin hiicre stres
kosullar1 altinda hiicre homeostazini diizenledigi ve farkli hiicrelerde farkli etkinlikleri
oldugunu goérmekteyiz. Siirekli ER stresine maruz kalan MM’de hiicre homeostazini
saglamada KDELRI1’in 6nemli bir islevi olabilir. Caligmamiz sonucu KDELRI
yoklugunda hiicrelerin canliliginin azalmasi ve apoptoza gitmeleri de bu durumu
destekler niteliktedir.

Sonug olarak, MM’de KDELRI1 gen eksikligi sonucunda COPE geninin anlatim
seviyesinin arttigi, hiicrelerin proliferasyonunun azaldigi ve apoptoza gittikleri
diisiiniilmektedir. Bu sonuglar daha once laboratuvarimizda yapilan transkriptom
caligmalarimizdan elde ettigimiz verilerle uyumludur. MM’de ekspresyonunun arttigin
buldugumuz KDELRI1 geninin yoklugunun anti-tiimor etkisi olabilir. ilgili gen ve
yolaklarn ileride yapilacak olan c¢alismalar ile aydinlanacaktir. Bu tez ¢alismast MM
U266 ve RPMI8226 hiicre hatlarinda KDELR1 geninin spesifik olarak arastirildig: ilk

calismadir.
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