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TESEKKUR

Ilk as1 ve antibiyotigin bulunmasiyla baslayan bir siirecle insanoglu hastaliklarla
nasil basa cikabilecegini giin gectikce daha iyi 6grenmektedir. ‘Cagin hastaligr’
olarak nitelendirdigimiz, aslinda var olusumuzdan beri genlerimizle tasiyarak
aktardigimiz bir hastalik olan kanser de bugiin ¢ok c¢esitli ajanlarla tedavi
edilebilmektedir. Ne yazik ki birgok hastaligin ve kanserin tedavisi sirasinda yeni bir
fenomen ortaya ¢ikmustir ‘Coklu ilag Direngliligi’. Bu durum uzun cabalar sonucu
kesfedilen ilaglarin hastalar {izerinde beklenen etkisini gdstermesine engel
olmaktadir. Coklu ila¢ direncliliginin sebebi olarak simdiye kadar cesitli faktér ve
mekanizmalar tanimlanmistir. Maalesef ki bu mekanizmalarin hi¢ biri tiimiiyle bu
fenomenin sebebini agiklamakta ve ortadan kaldirilmasini saglamakta yetersiz
kalmistir. Birgok bilim insaniyla birlikte benim de bu konu ilgimi ¢ektiginden bu
durumun aydinlatilabilmesi i¢in tez konumu Multiple myeloma hiicre hatlarinda
Bortezomib direngliliginin arastirilmasi konusunda se¢tim. Umarim yaptigim bu
calisma ile bu fenomenin altinda yatan sebeplerin daha iyi anlasilmasini saglayabilir
ve tamamen ortadan kaldirilmasinda bir tas1 da ben yerinden oynatabilirim.

Doktora egitimim boyunca beni egiten, yonlendiren, yiireklendiren danigmanim,
degerli hocam, saygideger Do¢. Dr. Emine OKSUZOGLU’na en icten
duygularimla tesekkiir ediyorum. Her zaman zihnimde yeni bir 151k yakan, hep
yanimda oldugunu bildigim, fikirleriyle etrafini1 aydinlatan, degerli hocam Prof. Dr.
Kamile OZTURK e tesekkiirlerimi sunuyorum. Deneylerin gerceklesmesinde her
sikistigimda yardimima kosan, arkadasim Mehtap TARHAN’a ¢ok tesekkiir
ediyorum. Bu siirecte fikir paylagiminda bulundugum, arkadasim Nazende
ATCEKEN’e cok tesekkiir ediyorum. Her diistiigiimde beni kaldiran, hep ileriye
bakmami saglayan, fikirleriyle ve varligiyla bana destek olan, yoldasim Burak
Kadir DURAKa en kalbi duygularimla tesekkiir ediyorum. Bugiinlere gelmemdeki
emegi, destegi ve genetigi benden esirgemeyen, sevgili annem Nur DEYNEK’in
ellerinden minnet ve tesekkiirle 6pliyorum. Su ana kadar gerek maddi gerek manevi
her tiirlii zorlugun tistesinden birlikte geldigimiz ve bundan sonrasinda gelecegimiz,
biricik ablam Hatice KOZALAK’a ¢ok tesekkiir ediyorum. Bilgisayarla ilgili
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hi¢ esirgemediginden, canim kardesim Fatih Murat KOZALAK’a cok tesekkiir
ediyorum.

Tezimin ger¢eklesmesinde 2015-073 numarali Doktora BAP Projesiyle maddi destek
saglayan Aksaray Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi’ne tesekkiir ediyorum.

Giil KOZALAK
AKSARAY, 2019



ICINDEKILER

TESEKKUR ...ttt e e s s e eer s s i
ICINDEKILER ......coooiiiiiiinireciecie st ii
OZET ...ttt ettt ettt ettt ettt et eeat ettt e n e bt et eneees \
ABSTRACT ..ottt ettt et vi
SEKILLER DIZINT.......ooooioieoooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e vii
CIZELGELER DIZINI.......coooiiiiiiiiiinneceecse e X
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI .......coooooovniiinncene xii
Lo GERIS oo 1
2. LITERATUR OZETI ......oiviiiiiiiiics et 3
2.1 KANSET <.ttt et 3
2.2. Multiple Myeloma........ccccueiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 6
2.2.1. MM SIHOZENELIGT ettt sttt sttt 11
2.2.2. MM EVICIENMEST .....eeiiiiiiiiiiieiieeiieeteee et 12
2.2.3. MM TeAAVISI...eeuiieniieiiieiieeiie ettt ettt ettt ettt e eee et esaeeebeeneeas 13

2.3. Ubikitin-Proteozom Sistemi (UPS).........ccccceeoiiiiiiiiiiiiiieiieeeeceee e 14
2.3.1. Proteozom InhibitOrler ..........coovovevevieeeieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 19
2.3.1.1. BOTtEZOMID ..ccueviiniiiiiiiiiieiieeeet e 22

2.4. Kanserde 11a¢ Direnglilifi .........cooevevevrceeeeeeeeeeeeeeesieee e seeese s, 25
2.4.1. Anormal 11a¢ TaSINIMI .....c.ouivieeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 29
2.4.1.1. ABC Tag1y1C1arT .coveiiiiiiiiiiieiceciecseceeeee et 31

2.4.1.2. ABC Tastyicilartyla ilgili Direnci Geri Cevirme .............cccc.co........ 54

2.4.2. Tlag Metabolizmasindaki DegisiKIiKIEr ..............ccooevevevevrererererereeennnns 55
2.4.2.1. Glutatyon S-Transferaz..........cccceeeveeeviieeiiieerieeeieeeee e 58

2.4.3. Hiicre Siklusu Diizenlenmesindeki Degigiklikler ..........cccccoceevenincnnen. 61
2.4.4. Apoptozis Mekanizmasindaki DegisikliKler............ccooeeviniininiencnnen. 62
2.4.5. Sinyal Yolaklarindaki DegigikliKIer..........cccooveeviriiniininiiniiiiicneee 64
2.4.5.1. NF-KB AKEVITESI..cuveeteriieiieieeiiesieeie ettt 64

2.4.5.2. Kemik Iligi Mikrogevresinin Rolil.............ccocoovevevrueueverereeneennen. 67

2.4.6. Sitogenetik ve Epigenetik DegigikliKIer ..., 69
2.4.7. llag Hedeflerindeki DegisikliKIer...........ccoooeeiiiiiiiniiiiiiieeeceeee, 70
2.4.7.1. Proteozomun B5 Altiinitesindeki Nokta Mutasyonlari.................... 70

2.4.7.2. Proteozomun B5i Altiinitesindeki Nokta Mutasyonlari................... 72

2.4.7.3. Proteozom Altiinitelerinin ifadesindeki Degisimler........................ 72

3. MALZEME Ve YONTEM........ccoooiiiiiiiiniiiineinnieeinsissseesssessessessss s 74
3.1 HUCTE KUIHIT «evveeeeeieieeeceeee e 74
3.1.1. Hiicre KGItHrGntn YapiliSt.....coovueeeciieeiiiecieeeeeeeee e 74
3.1.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi..........c.ccccueeeiieriiiiieniieeiieiecie e 74
3.1.3. Hiicre Sayilarinin Hesaplanmast...........ccoocueeiiiiiieniiniiiniiecieeceee e 76
3.1.4. Hiicrelerin Dondurulmasit ve Saklanmasi ............cccceeveveenienciienienneencen. 76

3.2. Hiicre Proliferasyon ANaliZi..........ccccoccueeeiiiieeciiieeiie e eevee e 77

i



3.2.1. Bortezomib Dozunun Belirlenmesi........cooovvvvieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeene 77

3.2.2. MTT TSt c.vvivieiieeieeeeee et ettt ettt ettt e eaeenne e 77
3.2.3. ICsq Degerlerinin Belirlenmesi ........c.cocvevvieiieeiieenieniieiieeieeieeeie e 79
3.3. RNA IZ0IASYONU. ... 80
3.3.1. RNA izolasyonu Igin Hiicre EKimi ..........cccoovuivivevevieieeeeeeceeeeeeenene, 80
3.3.2. RNA 1z01asyonunun YapiliSI........ocoeeeeevereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 81
3.3.3. Nanodrop OIGHMIL...........c.ovoveieieieieieeeeeeeeee e, 81
3.3.4. Agaroz Jel EleKtroforezi ........coouveeviiieeiiieciiieceeeeee e 82
3.4, CDNA SENLCZI...veeiuiieiieeiieiieeieeeee ettt ettt steeebeeeaeebeeseaeenbeeesaeenseenenas 82
3.5. Gen Ifade ANALIZI .....coovoveveeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 83
3.5.1. Realtime Multipleks PCR..........ccccoeiiiiiiiiiiiiieeceeee e 83
3.5.2. Realtime PCR Uriinlerindeki Katlik Degisimin Hesaplanmasi............... 85
3.5.3. Istatistiksel ANAZ.........covovveeeereeeeeeeeeeeeeeee e, 85
4. ARASTIRMA BULGULARI..........cccoootiiiiitieeeeeeeeeee et 86
4.1. MTT Analizi SONUGIATT ..c..eieiviiiiiiiiiecii et 86
Z 0 I T (O T B 1< 43 ) USRS 87
4.1.2. Direnglilik indislerinin Hesaplanmasi ...............cccooeueveveveeneeeeevereenensnnns 87
4.2. RNA 1201asyonu SONUGIATT ............ccovovevevevereieeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneses e 88
4.3. cDNA Sentezi SONUGIATT ........ccooviiiiiiiiciie e e e 90
4.4, Gen Ifade ANALIZE........cocoovoveeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 90
4.4.1. Hiicre Hatlarinin 24 Saat Igerisinde Bortezomib Doz Artisina Baglh
Olarak Gen Ifade ANalizIeTi............coouovivieieieeieieeeeeeeee e 91
4.4.1.1. P-gp Geninin Ifade SONUGIAIT .........c.ovevevieieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 91
4.4.1.2. MRP-1 Geninin [fade SONUGCIATT.......c.ooveveveeeieeeeeeeeeeeeeeeeeen. 92
4.4.1.3. MRP-2 Geninin Ifade SONUGIAIT.......c.c.ceveveviveeeeeeeeeeeeeeeee. 94
4.4.1.4. MRP-3 Geninin [fade SONUCIATT.........oovvveveeeiieeeeeeeeeeeeeeeeen. 96
4.4.1.5. MRP-6 Geninin Ifade SONUGIAIT.........c.ceveveviveeeeeeeeeeeeeeeeee. 96
4.4.1.6. MRP-7 Geninin [fade SONUGIATT.......c.oovvveveeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee. 98
4.4.1.7. GSTP1 Geninin Ifade SONUGIATT.........coveveverieeeeeeeeeeeeeeen. 100
4.4.2. Hiicre Hatlarmnin 48 Saat igerisinde Bortezomib Doz Artisina Bagl
Olarak Gen Ifade ANAZIETi...........c.coovieeveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 102
4.4.2.1. P-gp Geninin Ifade SONUGIATT .......c.coveviviveeeriieceeceeeeeeees 102
4.4.2.2. MRP-1 Geninin Ifade SONUGIAIT.........coeveveviveeeeeeeeeeeeeen. 104
4.4.2.3. MRP-2 Geninin [fade SONUCIATT.........c.cviiveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen. 106
4.4.2.4. MRP-3 Geninin Ifade SONUGIArT.........coeveveviveveeeeeeeeeeeen. 108
4.4.2.5. MRP-6 Geninin [fade SONUCIATT.........c.evieveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen. 108
4.4.2.6. MRP-7 Geninin Ifade SONUCIATT.........c.eveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeean. 110
4.4.2.7. GSTP1 Geninin Ifade SONUCIATT.......c.cveuieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 112
4.4.3. Hiicre Hatlarinin Sabit Bortezomib Dozlarinda 24 ve 48 Saat Siirelerdeki
Gen [fade ANAlIZICT.........o.ouivieieieieeeieeececeeeeeee e 114
4.4.3.1. P-gp Geninin Ifade SONUCIALT .........c.ovovveieieeeeieceeeeeee e 114
4.4.3.2. MRP-1 Geninin [fade SONUCIATT.........ceioirveeeeeeeeeeeeeeeeeeen 116
4.4.3.3. MRP-2 Geninin [fade SONUCIATT.........c.eueeveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen. 118
4.4.3.4. MRP-3 Geninin [fade SONUCIATT.........cevirveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen. 120
4.4.3.5. MRP-6 Geninin [fade SONUCIATT.......c.c.eveeveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 120

il



4.4.3.6. MRP-7 Geninin Ifade SONUGIAIT.........coevevevimeeeeeeeeeeeeeeean. 122

4.4.3.7. GSTP1 Geninin [fade SONUCIATT.......c.cvevieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 124

4.4.4. Hiicre Hatlarindaki Gen Ifade Diizeylerinin Genel Degerlendirilmesi.126

5. TARTISMA Ve SONUGQ .....cooiiiiiiiiiiiiieteeeee ettt s 129
6. KAYNAKLAR .......ocoiiiiiiiiiceeceee ettt 138
EKLER ...ttt 191
OZGECMIS ...ttt 196

v



DOKTORA TEZi

MULTIPLE MYELOMA KANSER HUCRELERINDE BORTEZOMIBE
KARSI OLUSAN COKLU iLAC DIRENC MEKANIZMASININ
ARASTIRILMASI

Gill KOZALAK

Aksaray Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Ana Bilim Dah

Damisman: Dog. Dr. Emine OKSUZOGLU

OZET

Multiple Myeloma (MM), kemik iliginde malign plazma hiicrelerinin birikmesiyle
karakterize olan hematolojik bir kanserdir. Bortezomib myeloma tedavisinde
kullanilan en etkin kemoterapotik ilagtir. Fakat tedavi siirecinde bortezomibe karsi
gelisen ila¢ direncliligi, kemoterapide basariya ulasmay1 engellemektedir. Kanser
hiicrelerinde ¢oklu 1ila¢ direnclilik genlerinin (MDR) ifadesinin artmasi ilag
direngliligine sebep olan en Onemli faktdrlerden birisidir. Bu nedenle tez
calismasinda, MM hiicrelerinde ila¢ direncliligiyle iligkili olan P-gp, MRP-1, MRP-
2, MRP-3, MRP-6, MRP-7 ila¢ tasiyici protein genlerinin ve GSTP1’in ifade
diizeyleri arastirilmstir.

Bu caligmada, multiple myeloma KMS20 (bortezomibe direngli) ve KMS28
(bortezomibe hassas) hiicre hatlarina MTT testi uygulanarak bortezomibin ICs
degerleri belirlenmistir. Her iki hiicre hattindan RNA izolasyonlar1 yapilarak
cDNA’lar elde edilmistir. Calisilan genlerin ifade diizeyleri qRT-PCR ile analiz
edilmistir.

Gen ifade analizleri sonucunda MM’de bortezomib direncliliginden esas sorumlu
tastyicinin P-gp (MDR-1) oldugu bulunmugstur. Bortezomibin biiylik olasilikla
GSTP1 ile glutatyonlanarak MRP tastyicilariyla hiicreden atildigi diistiniilmektedir.
MRP-7’nin bortezomib direngliliginden sorumlu oldugu ilk kez bu ¢alismayla agiga
cikmistir. Ayrica uzun siire yliksek bortezomib dozuna maruz kalmayla MRP-1
ifadesinin ortaya c¢iktigt ve bu durumdaki MRP-2’nin bortezomib direngliligi
gelisiminde kismen etkili oldugu da tespit edilmistir. MRP-6 ifadesinin bortezomib
direncliligiyle iligkisinin olmadigi ilk kez bu calismayla gdosterilmistir. MRP-3
ifadesi kullanilan her iki hiicre hattinda da tespit edilmemistir. Bu sonuglar
dogrultusunda ifadesi yiiksek olan genler uygun siRNA’lar veya baskilayici
molekiiller kullanilarak engellenebilir. Multiple myeloma icin bu ¢aligmayla birlikte
diger tiim direnclilik mekanizmalarinin aydinlatilmasiyla tedavi sekillerinin kisiye
0zel olarak gelistirilmesi de miimkiin olabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Multiple myeloma, Bortezomib, Ilac direncliligi, MDR,
Kanser.

Ocak, 2019; 196 sayfa
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INVESTIGATION OF MULTIPLE DRUG RESISTANCE MECHANISM
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CANCER CELLS
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ABSTRACT

Multiple Myeloma (MM) is a hematological cancer characterized by accumulation of
malignant plasma cells and bortezomib is the most effective chemotherapeutic used
in treatment. However, drug resistance prevents success of chemotherapy in
treatment process. One of the factors causing resistance is overexpression of multiple
drug resistance genes (MDR). Therefore, in this study expression levels of MDR-1
(Pgp), MRP-1, MRP-2, MRP-3, MRP-6, MRP-7 and GSTP-1 genes in MM cell lines
were investigated.

ICs, values of bortezomib were determined by MTT assay in KMS20 (bortezomib
resistant) and KMS28 (bortezomib sensitive) multiple myeloma cell lines. RNA was
isolated from both cell lines and ¢cDNAs were obtained. Expression levels of
investigating genes were analyzed by qRT-PCR.

As a result of gene expression analysis, it was found that P-gp (MDR-1) was the
main responsible transporter for bortezomib resistance in MM. Bortezomib is strong
probably thought to be excreted from the cell with MRP transporters by glutathione
with GSTPI1. This was the first time that MRP-7 expression was responsible for
bortezomib resistance. In addition, MRP-1 expression appears with prolonged
exposure to high bortezomib doses and in the same condition MRP-2 is partially
effective in the development of bortezomib resistance. This is the first report that
MRP-6 expression was not associated with bortezomib resistance. MRP-3 expression
was not detected in both cell lines. According to the results of this study, genes with
high expression can be prevented by using appropriate siRNAs or suppressive
molecules. Through the results of this study and solving all other resistance
mechanisms for multiple myeloma are be possible to develop personalized treatment
forms.

Key Words: Multiple myeloma, Bortezomib, Drug Resistance, MDR, Cancer.

January, 2019; 196 pages
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1. GIRiS

Kanser diinyada en yaygin 6liim nedenlerinden biridir ve giiniimiizde kansere
yakalanma orani giderek artmaktadir. Kemoterapi, kanser tedavisinde uygulanan en
yaygin ve etkili yontemdir. Ancak, kemoterapi siiresince hastalarin tedaviye cevap
vermemesi veya tedavi sonrasi kanserin tekrarlamasi siklikla goriilen bir durumdur.
Kanser tedavisinde basariya ulasmak i¢in genellikle birden fazla antikanser ilaci
uygulanmaktadir. Ancak, sonradan kazanilan ya da tedavi dncesi kiside var olan ilag
direncliligi, kanser kemoterapisinde basartya ulasmayir  biiyiikk  Olgiide
engellemektedir. Bu duruma ‘coklu ilag direncliligi’ (MDR) denilmektedir (Krishan
vd., 1997; Gottesman vd., 2002; Yague vd., 2007; Lage, 2008; Baguley, 2010;
Shaffer vd., 2012; Saraswathy ve Gong, 2013). Kemoterapiye karsi gelistirilen
direnclilik, pek ¢ok antikanser ilacinin hastalar iizerinde beklenen etkisini

gosterememesine ve hastaligin ilerlemesine neden olmaktadir.

Multiple myeloma plazma hiicrelerinin hastaligidir, kemik iliginde plazma
hiicrelerinin anormal birikmesiyle karakterize olur ve kemik yikimi, anemi,
hiperkalsemi ve bobrek yetmezligi gibi bir veya daha fazla klinik goériiniimii vardir
(Kumar, 2010). Genellikle ortalama 65-70 yas araliginda goriiliir. Bortezomib MM
tedavisinde klinikte kullanilan FDA tarafindan onayli en etkin kemoterapétik ilagtir.
Fakat tedavi siirecinde bortezomibe karsi gelisen direnglilik siklikla karsilagilan bir
durumdur. Multiple myelomada ilag direnci; kemik ilig1 ¢evresinin degismesi,
anjiyogenezin artmasi, bagisikligin bastirilmasi, artan kemik erimesi, sitokinez ve
biiylime faktorleriyle birlestirilmis anormal sinyal dongiilerini kurulmasini da iceren
bir seri genetik olayla birlesmistir (Kyle ve Rajkumar, 2004). MM, kanser tiirleri
icerisinde konumu, sag kalim siiresinin kisaligt ve ilacin hedef dokuya
ulasabilirliginin zorlugu agisindan 6zgiin bir tiimordiir. Bu nedenle, MM’de coklu

ilag¢ direnci olusumlarmin énlenmesi veya geciktirilmesi hayati oneme sahiptir.

Bu tezin amaci, MM hiicre hatlarinda bortezomibe karsi ila¢ direngliligi gelisiminde
MDR tasiyici protein genlerinin ne diizeyde ifade edildiginin arastirilmasidir. Bu
calismada bortezomibe direngli ve hassas MM hiicre hatlarinda P-gp, MRP-1, MRP-
2, MRP-3, MRP-6, MRP-7 ve GSTP1 genlerinin ifade diizeyleri ve bunlarin
direnglilik {izerine etkileri arastirilmistir. Bir¢ok arastirmada P-gp ve MRP-1’in

kanser hiicrelerindeki ila¢ direngliliginde etkisi aragtirilmis ve bunlarin ¢ok etkili disa
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atim pompalart oldugu ortaya konmustur. Fakat bunlarin disinda MRP-2, MRP-3,
MRP-6 ve MRP-7 genlerinin ilag¢ direngliliginde ne kadar etkili olduklar1 yeteri kadar
calistimamistir. Bu durumda tiim ilag direngliligi mekanizmasini sadece P-gp, MRP-
1’e baglamak ve ona uygun tedavi sekli gelistirmek uygun olmamaktadir. MRP-2,
MRP-3, MRP-6, MRP-7 ve bunlarla sinerjik bir sekilde ¢alisan GST’nin ne diizeyde
ifade edildiginin de ortaya ¢ikarilmasi yeni ila¢ ve tedavi yontemlerinin gelismesine
katki saglayacaktir. Kanser hiicre hatlarinda ilag direngliligine neden olan molekiiler
mekanizmalarin incelenmesi, hastaligi molekiiler diizeyde anlamay:1 saglayacak ve
bunun sonucunda kemoterapi i¢in kullanilan ilag¢ stratejilerinin kisiye 6zel olarak

sekillendirilebilmesi de miimkiin olabilecektir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz biiyltime ve boliinmesi olup ¢esitli doku ve organlarda
birikerek insan 6liimlerinin %13 iiniin nedenini olusturur (Hamdy, 2012). Viicuttaki
normal hiicreler diizenli biiyiime, bdliinme ve 6liim gosterirken kanser hiicreleri
anormal biiyiime ve boliinme gosterir. Normal hiicrelerin kanser hiicresi haline nasil
geldigi incelendiginde, alti biiylik degisikligin buna sebep oldugu ortaya ¢ikmigtir
(Hanahan ve Weinberg, 2000; Weinberg ve Chandel, 2009).

— Biiylime sinyallerini kendi kendine olusturabilme
— Anti-biiylime sinyallerine duyarsiz kalma

— Programl1 hiicre 6liimiinden kagma

— Sinirsiz ¢ogalma potansiyeli

— Siirekli anjiyogenez (damarlanma) yapabilme

— Doku invazyonu ve metastaz yapabilme

Normal hiicrelerin kanserli hiicreye donligmesindeki genetik anormallikler tipik
olarak iki smf genleri etkiler. Kanseri tesvik eden protoonkogenler kanser
hiicrelerinde aktif olup bu hiicrelere hiperaktif biiylime, boliinme, programli hiicre
Olimiinden korunma, normal doku sinirlarinin kaybi1 ve ¢esitli doku cevrelerine
uyabilme yetenegi gibi yeni ozellikler verirler (Knudson, 2001). Digeri kanser

hiicrelerinde inaktif olan tiimor siipresor genleri olup antiproliferasyon sinyallerini,

mitoz ve hiicre biiylimesini baskilayan genleri kodlar. Bunun sonucunda hiicreler
dogru DNA replikasyonu, hiicre dongiisiiniin kontrolii, dokular i¢ine yoOnelme,
adhezyon ve immiin sistemin koruyucu hiicreleriyle etkilesim gibi normal
fonksiyonlarin1 kaybeder (Merlo vd., 2006). Sonug olarak kanser, onkogenlerin islev
kazanmasi ve timor siipresorlerin fonksiyonunu kaybetmesiyle ortaya ¢ikan

hiicrelerin kontrolsiiz proliferasyonudur (Sekil 2.1.).



Sekil 2.1. Kanser hiicrelerinin ¢ogalmast (Hamdy, 2012).

Kansere neden olan etmenler arasinda mutasyon, karsinojenler, iyonize radyasyon ve
viral veya bakteriyel enfeksiyonlar sayilabilir. Fakat bazen tiim bunlar olmaksizin da
hastalarda kanser gelisebilir. Ciinkii kanser, bir ailede tek bir bireyde veya birden
fazla bireyde goriilmesine bakilmaksizin genetik bir hastaliktir. Kanser insanlar1 her
yasta hatta fetiiste bile etkileyebilir, fakat 6zellikle kanser gesitleri yasin artmasiyla
artar (Hamdy, 2012). Cesitli hiicrelerde doku ve organ tutulumu yaparak viicudun her
yerinde goriilebilir. Ozellikle hematolojik kanserlerin tiim viicuda yayilma olasilig
daha ytiksektir. Ciinkii kan sayesinde tiim dokulara ulagarak, invazyon ve metastaz
yapabilir. Bu kanserler her yasta gortilebilecegi gibi 20 yas altinda sik olarak gozlenir
ve kansere bagli 6limlerin de basinda gelir. Hematolojik kanserleri anlayabilmemiz
i¢cin Oncelikle kan hiicrelerini tanimamiz gereklidir. Kan hiicreleri kemik iliginde yer
alan pluripotent kok hiicrelerin boliinlip ¢ogalmasi ve farklilagmasi ile olusur.

Pluripotent kok hiicreleri iki dnciil hiicre grubunu olustururlar (Sekil 2.2.).

— Lenfoid kok hiicresi: (T ve B lenfositler)

— Myeloid kok hiicresi: (eritrositler, trombositler, monositler, graniilositler)
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Sekil 2.2. Kan hiicrelerinin farklilasmasi (Weissman ve Shizuru, 2008).

Eritrositler (alyuvarlar, kirmiz1 kan hiicreleri), viicudun tiim béliimlerine oksijen
tagirken trombositler megakaryosit pargalarindan olusur ve kanin pithtilagmasinda rol
oynar. Lokositler (beyaz kan hiicreleri), bagisiklik sisteminin temelini olusturan
lenfositlerden; myeloid hiicreler olan nétrofiller, monositler, eozinofiller ve
bazofiller graniilositlerden olugsmaktadir. Lokositler bakteri veya virlislere saldirarak

yok ederler, graniilositler ¢esitli bagisiklik siire¢lerinde yer alirlar.

Hematolojik kanser ¢esitleri bu hiicrelerden koken alan kanserler olup 16semi,
lenfoma ve myeloma olmak iizere iice ayrilir (Sekil 2.3.). Kisaca bahsedecek olursak
l6semi, kan ve kemik iliginden koken alan bir kanser tiiriidiir. Lenfositik ve
myelojendz 16semi olmak iizere iki ana tipi vardir. Lenfoma, lenfatik sistemden
kaynaklanan kanserleri tanimlar. Siklikla lenf nodlarindan kdken alir, Hodgkin ve
non-Hodgkin lenfoma olmak iizere iki ana grupta incelenir. Myeloma, bagisiklik

sisteminde rol alan plazma hiicrelerinin kanseridir.



HEMATOLOJIK KANSERLER
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Sekil 2.3. Hematolojik kanser ¢esitleri.

2.2 Multiple Myeloma

Multiple myeloma monoklonal protein iiretmekten sorumlu, kemik iligindeki plazma
hiicrelerinin tek bir ¢esidinin ¢ogalmasi ve yayilmasiyla karakterize olan hematolojik
bir kanser tiliridir. MM normalde kemik iliginde bulunan plazma hiicreleri
kanserlerinin en sik goriilen ¢esididir (Kumar, 2010). Her yil Birlesmis Devletlerde
20.000’in lzerinde hastayr etkileyerek ayni zamanda 11.000°e¢ yakinin Oliimiine
sebep olan lenfomadan sonra ikinci en yaygin hematolojik tiimordiir (Jemal vd.,
2009). USA’deki her yil genel niifus icindeki orani 4/100.000 olup, erkekler
kadinlardan daha sik etkilenmektedir. Siyah popiilasyonda oran daha yiiksekken
beyazlar iginde Asyalilarda oran daha diisiiktiir (Longo, 2001). Tiim kanserlerde
oldugu gibi MM’de de malign degisim tek bir hiicrede baslar ve bu hiicrenin

boliinmesiyle viicudun ihtiyact olmayan hiicreler olusarak birikir.

MM hastaliginda malign degisim B lenfositlerinde gerceklesir. Lenfositler immiin
sistemin ¢ok Onemli hiicreleridir. Goriinlimleri birbirine ¢ok benzeyen ve 151k
mikroskobunda ayirt edilemeyen T ve B lenfosit olmak iizere iki lenfosit ¢esidi
vardir. Timus (T hiicreleri) veya kemik iliginde (B hiicreleri) olgunlasirlar. MM
hastaliginin  kokeni olan B hiicrelerinin yiizeyinde antijen reseptorleri,
immunglobulin reseptdrleri, adhezyon molekiilleri ve MHC molekiilleri bulunur. Bu
hiicrelerin antijene baglanma yeteneginin gelismesi sekonder lenfoid organlarda ve
lenf folikiillerinin kendine 6zgli mikro cevresinde, T hiicrelerine bagimli olarak
gerceklesmektedir. Organizmaya antijen girdiginde, yiizeyinde bu antijene 6zgiil
reseptOr tasiyan B lenfositleri bulur ve uyarir. Uyarilan B lenfositler degisime ugrar
ve plazma hiicresine dontisiirler (Sekil 2.4.). Uyarilmis B hiicrelerinin bir kismi

plazma hiicresine doniisiirken, diger kismi bellek B hiicreleri halini alir. Plazma
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hiicreleri uyaran antijene 0zgiil olan ¢ok miktarda antikor sentezler ve bu antikor
cesitliligi bizim bagisiklik sistemimizi olusturur. Bellek B lenfositleri uzun
Omiirliidiir (bazen bir Omiir boyu) ve ayni antijenle tekrar karsilastiklarinda hizla

cogalarak daha hizli ve gii¢lii bir antikor yanit1 olustururlar (Doan vd., 2013).

Kemik iliginde gerceklesen B hiicre olgunlagsmasi boyunca ii¢ 6nemli olay yasanir

(Sekil 2.4.). Bu olaylar;

— Immiinoglobulin Gen Diizenlenmesi: Antikor cesitliligini olusturmak icin

cekirdekteki DNA nin diizenlenmesidir. immiinoglobulin ¢esitliliginin ¢ok genis
olan potansiyelini olusturmak amaciyla B hiicre nesli ve soylarinda meydana
gelen, gendeki degisken (V), cesitlilik (D) ve birlesme (J) segmentleri
diizenlenerek her bir B hiicresi belli bir immiinoglobulin ve ona spesifik bir
antijen tanima bolgesini iiretir (Sawyer, 2011; Kumar vd., 2012; Sonneveld vd.,
2016).

— Somatik Hipermutasyon: Genellikle antijen sunumu sirasinda lenf nodiillerinin

cekirdek bolgesinde gergeklesir. immiinoglobulin ve antijen arasinda daha iyi bir
etkinlik olusmasi i¢in antikor baglanma bdolgesinin 6zel olarak ayarlanmasini

saglar (Doan vd., 2013).

— Sinifsal Gegis: Patojenin kokiiniin kurutulmasi i¢in en uygun immunoglobulin

smifinin  ve B hiicresinin uyarilmasin1  gerceklestirir. Boylelikle antijen
sunumundan Once Uretilmis IgM, IgG, IgA, IgE daha sonra ayni antijenle
karsilasinca hizli ve yiiksek bir yanitin olusmasini saglayan plazma hiicreleri
veya B hiicre soyunun son evresi olan, bol miktarda antikorun iiretimini saglayan

bellek B hiicrelerine doniisiir (Kyle ve Katzmann 1997).

Bu olaylardan bazilar1 B hiicrelerine proliferasyonda, bazilari ise apoptozise direncte
avantaj saglar. Bu ii¢ evre boyunca meydana gelen hatalarin B hiicre neslinde kanseri
olusturmada kritik oldugu diisliniilmektedir (Egan vd., 2016). Etkilenen lenfositler

plazma hiicreleri goriiniimiindeki malign myeloma hiicrelerine doniisiir.
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Sekil 2.4. B hiicre olgunlagmasi (Borrello, 2012).

Multiple myelomada asir1 miktarda artan myeloma hiicrelerinin hepsi tek ya da
monoklonal ozellikte antikora (M proteini) sahiptir. Bu antikor serum
elektroforezinde M bandi1 da denen, monoklonal veya paraprotein band1 varligiyla
acikca gosterilir. Plazma hiicre kanserlerinin bir¢ok tipi vardir ve bunlarin hepsi bu
monoklonal proteinle iliskilidir. Bu hastaliklar; kemikten izole edilen

plazmasitomlar, ekstramediiler plazmasitomlar, monoklonal gamopati (MGUS) ve

MM’dir (PDQ, 2016). Monoklonal plazma hiicrelerinin olusturdugu lokalize tiimor
plazmasitom olarak adlandirilir. Myeloma hiicreleri serumda monoklonal paraprotein
tespit edilene kadar belki yillarca plazmasitom olarak ¢ogalabilir (Greipp ve Kyle,
1982). Kemik iligi disinda gelisen plazmasitom ekstramediiler plazmasitom olarak
adlandirilir.  MGUS genel popiilasyonda en yaygin goriilen plazma hiicre
bozuklugudur ve hastalarin %25-30"unun MM’ye doniistiigii rapor edilmistir (Greipp
ve Kyle, 1982; Kyle, 1993; Pasqualetti ve Casale, 1997). MM, evrilmis monoklonal
gamopatilerin ge¢ donemini temsil eder ve tiim hastalarda dncesinde mutlaka MGUS
donemi vardir. MGUS nin yasla birlikte yayginlig artar, etkilenenlerin %6’ya yakin
60 yasin tizerindedir (Rajkumar vd., 2006). MM teshisinin yas ortalamasinin yaklagik
68 olmast MM’den 6nce MGUS evresinin oldugunu gosterir (Sirohi ve Powles,

2004). Bu yilizden MGUS’li hastalar siirekli kontrol altinda olmalidir.

Plazma hiicreleri tarafindan yapilan immiinglobulin tipine gore ¢esitli myeloma
tirleri vardir. En sik rastlanan IgG myelomadir ve M proteini dort zincirden
olugmaktadir. Bazi hastalarda hafif zincir (kappa ve lambda) myeloma vardir ve

anormal plazma hiicrelerini sadece hafif zincirler yapmaktadir (Sekil 2.5.). Diger
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baz1 hastalarda IgA myeloma vardir ve IgA genellikle birbirine bagh iki IgG
molekiiliinden olugmaktadir (Sekil 2.5.). Az sayida hastada IgM myeloma vardir ve
bes IgG molekiilii birbirine baghdir (Sekil 2.5.). Daha nadir rastlanan diger
myelomalarda IgD ve IgE olarak adlandirilan diger protein tiirleri tretilmektedir
(Sekil 2.5.). IgG myeloma hastalarin %53’iinde, IgA myeloma %25’inde, IgD
myeloma %]1’inde ve hafif zincir myeloma %20’sinde goriiliir (Longo, 2001; Kyle
ve Katzmann, 1997). Plazma hiicre myelomalarinin %1’inden daha az1 IgM firetir,
kalanlarinda sinifsal gecis basarilmistir. Bu da somatik hipermutasyon ve simifsal
gecisinin neden oldugu mutajenik tetiklemenin, plazma hiicrelerinin monoklonal
popiilasyon gelisimiyle sonuglandigit B hiicre olgunlagsmasinin ge¢ evresinde
meydana geldigi Onerisini gostermektedir (Egan vd., 2016). Agir zincir (IgG, A, D,
E) ve hafif zincir izotipleri (kappa ve lambda) immiinoelektroforez veya

immiinofiksasyon ile tanimlanir.

v}y

Sekil 2.5. Immiinoglobiilin tipleri (Doan vd., 2013).

MM, ortalama 65-70 yas aralifinda goriilen kemik iliginde plazma hiicrelerinin
birikmesiyle karakterize olan hematolojik bir kanserdir. Kemik yikimi, anemi,
hiperkalsemi ve bobrek yetmezligi gibi bir veya daha fazla klinik goriiniimii vardir
(Sekil 2.6.) (Kumar, 2010). Myeloma hiicreleri kendi kopyalarint olugturmak igin
boliinerek kemik iliginde birikir (Sekil 2.6.). Bu artis yiiziinden kemik iliginde
normal hiicrelerin tiretimi bozulurak kemigin sert kisimlarina zarar verebilirler (Sekil
2.6.). Kemik siirekli olarak osteoklastlar tarafindan yikilarak osteoblastlar tarafindan
tamir edilmeye caligilir. Sonucta kemik yapici hiicreler bu siireci takip edemez ve
kemikte delikler (litik spotlar) olusur (Sekil 2.6.). Kemik incelir (osteoporozis)
yiirlime, agirlik kaldirma ve hapsirma gibi giinliik aktiviteler sirasinda kirillacak kadar
zayiflar (Durie, 2016). MM hastalarinin yaklasik %90’1 birden fazla bdlgeyi

(omurga, kafatasi, legen kemigi, goglis kafesi, omuzlar ve kal¢a g¢evresindeki



alanlar1) tutan hastalikla tanimlanir, bu yiizden hastalik ‘multiple myeloma’ olarak

isimlendirilir (URL-1).

MM hastaliginin tanisi; kemik iligi aspirasyonu ve biyopsisi, kan veya idrarda
monoklonal immiinglobulinler veya hafif zincirlerinin varligi, kemik incelmesi ve
kemik lezyonu ile yapilir. Hastalardaki M proteini miktar1 genellikle MM nin
yayginligtyla orantilidir. Kanda M protein seviyesi artist hastalifin ilerlemesine
isaret eder ve bu seviyenin azalmasi hastaligin gerilemesini yansitir. Hem
bobreklerdeki anormal proteinlerin etkisi hem de kan kalsiyum seviyesi yiiksekligi
gibi metabolik degisiklikler bobrek fonksiyonlarini bozdugundan, bobrek fonksiyon
testleri ve idrar tetkiki yapilir. Diger erken belirtiler eller veya ayaklarda periferik
ndropati olarak adlandirilan uyusukluk, karincalanma, yanma veya agridir (Multiple

Myeloma Research Foundation [MMRF], 2015).
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Sekil 2.6. A) Normal ve MM kemik iliginin karsilagtirilmasi B) MM klinik
goriinimii C) MM’li bir hastanin kemiklerindeki degisim (MMREF,
2015).
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2.2.1 MM Sitogenetigi

Myeloma hiicrelerinin malign hiicre olduklarin1 gdsteren yapisal anomaliler
mevcuttur. Sitogenetik, prognoz faktorii olarak, myelomada giderek artan bir rol
oynamaktadir (Wiernik, 2006). G-bantlama karyotiplemesi ve FISH, spesifik
kromozom anomalilerini tanimlamakta kullanilan sitogenetik testlerdir. MM deki en
yaygin bulgu anéploididir. MM’ nin simiflanmasi ilk olarak kromozom numaralarina
gore yapilabilir. Hipodiploid grup kotii sagkalimi gosterirken, hiperdiploid grup iyi
bir prognozu 6ngoriir (Smadja vd., 1995). Hiperdiploid grup kromozom 3, 5, 7, 9, 11,
15, 19, 21’1 igerirken (Dao vd., 1994; Sawyer vd., 1995), hipodiploid grup
kromozom 13, 14, 16, 22’yi kapsar (Smadja vd., 1998, 2001; Fonseca vd., 2004).
Genellikle hipodiploid grup IgH agir zincirinin 14q32 lokusunda translokasyonlar
icerir (Smadja vd., 1998, 2001; Fonseca vd., 2004).

Kromozom 11 ve 14 arasindaki translokasyonlar t(11:14) (q13;q32), MM’de goriilen
en yaygin kromozomal anormalliktir. Hastalarin %15’inde bulunur ve iyi sonuclarla
iligkili goriinmektedir (Fonseca vd., 2002, 2009; Bergsagel ve Kuehl, 2005; Boyd
vd., 2012). Ikinci en yaygin translokasyon t(4:14) (p16;q32)’dir (Chesi vd., 1998;
Santra vd., 2003; Boyd vd., 2012). Bu translokasyon onkogenik reseptor tirozin
kinaz olan FGFR3’ii icerir (Kuehl ve Bergsagel, 2002; Zhan vd., 2002; Kalff ve
Spencer, 2012). Farkli c¢aligmalarda degisik tanimlar kullanilmasina ragmen
kromozom 14’teki IgH lokusunun translokasyonu t(4;14), MM hastaliginda yiiksek
risk olusturur. Chang ve arkadaglarinin 2005 yilindaki ¢alismasi da t(4;14)
translokasyonunun MM hastalarinda kotli prognoza sebep oldugunu Onerir.
Calistiklar1 t(4;14) pozitif durumlarin %75’ inin FGFR3 ifade ettigi ve FGFR3 pozitif
durumlarin  %92’sinin t(4;14) barindirdigim1  bulmuglardir. FGFR3 ifadesi IgA
izotipiyle ilgilidir ve belirgin olarak kisa bir sagkalim gosterirler (Chang vd., 2005a).
t(14;16) (q32;923) translokasyonu daha az yaygin olmasina ragmen klinikte
onemlidir, ¢linkii IgH geninin (14q32) lokusu ve c-MAF geninin (16q23) lokusunu
yanyana getirir. Bu translokasyon %6-7 MM hastasinda goriiliir ve kotii sonuclarla
iliskilidir (Avet-Loiseau vd., 2007a; Fonseca vd., 2009). Bundan dolay1 genetik
diizenlemeler siklikla MM hastalarinin ¢ogunda anormal olan 14q32°deki IgH
zincirinde gerceklesir (Kuehl ve Bergsagel, 2002). Bu tanimla MM hastalarinin
yaklagik %25’inin yiiksek riskte oldugu diistiniilmektedir (Stewart vd., 2007).
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MYC onkogeni ve Ig geni (8q24) lokusu translokasyonu veya amplifikasyonu
hastalarin %45’inde goriiliir ve timor olusumunun ge¢ donemini temsil eder
(Bergsagel ve Kuehl, 2001; Gabrea vd., 2008). Anomaliler kromozom 13’de ya
monozomi ya da delesyon olusturur ve MM hastalarinin %50’sinde bulunur (Tricot
vd., 1995, 1997). t(4:14) delesyonlar1 ayni zamanda kromozom 13 monozomisinin
yayginlig1 ve kotii sagkalimla iligkilidir (Fonseca vd., 2003; Keats vd., 2003; Gertz
vd., 2005; Avet-Loiseau vd., 2007a). 13q delesyonunun prognostik degeri t(4;14) ve
del(17p) iliskisiyle ilgilidir (Avet-Loiseau, 2007a). 17p delesyonu MM hastaliginda
yiiksek risk olusturur. 17p13 delesyonu p53 geninin heterozigotlugunun kaybina yol
acar ve bu durum MM hastalarinin %10’unda rapor edilen ge¢ donemi temsil eder
(Fonseca vd., 2003, 2009; San Miguel vd., 2008; Reece vd., 2009). Bu durum aslinda
p53’lin hiicre donglisii kontroliindeki anahtar roliinii ve apoptozisi sinirlar, ayrica
basarisiz tedaviyi kismen agiklayabilir. 17q13 delesyonu kotii sonugla iliskilidir
(Fonseca vd., 2002, 2009). Genel olarak degerlendirildiginde t(14;16) ve t(4;14)
translokasyonuna, 17p delesyonuna, kromozom 13 anomalisine ve tiim bunlarla
birlikte yliksek plazma hiicre proliferasyonuna sahip olan hastalar ilkin terapilere
kisa cevap siiresine ve kisa sagkalim siiresine sahiptir (Fonseca, vd., 2004; Avet-

Loiseau, 2007a; Stewart, vd., 2007).

MM’de yapisal anomalilerin ¢ogu kromozom 1’de gergeklesir. Delesyonlar
genellikle 1p’de olusurken amplifikasyonlar 1q’da gercgeklesir (Le Baccon vd., 2001;
Qazilbash vd.,2007). Panani ve arkadaslar1 2004 yilinda 49 hastanin 6’sinda bulunan
del(1) (p12) delesyonunun ¢ok zayif bir prognoz oldugunu rapor etmistir. Bu
delesyonun ters etkisinin sebebi bilinmemektedir (Panani vd., 2004). Bu kromozomal
degisiklikler hastaligin ne kadar hizli ilerledigini gosterir ve en iyi tedavi yaklagimi

kararina katkida bulunur.

2.2.2 MM Evrelenmesi

MM hastaliginin evrelenmesi i¢in yillarca Durie-Salmon Sistemi olarak adlandirilan
bir sistem kullanilmigtir. Durie-Salmon Sisteminde myelomanin yayginligina karar
vermek amaciyla kan hemoglobin konsantrasyonu, kan ve idrarda M protein miktart,
kan kalsiyum seviyesi, bobrek fonksiyon seviyesi ve goriintiileme yoOntemlerinde
kemik lezyonu goriinlimleri saptanmaktadir (Cizelge 2.1.). Fakat son yillarda

Uluslararas1 Evrelendirme Sistemi olarak adlandirilan daha yeni ve daha kesin
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sonuglari olan bir yontem kullanilmaktadir. Bu sistem tan1 aninda hastalik evresi ve
prognozunun saptanmasinda beta-2 mikroglobulin (B2MG) artis ve serum alblimin
azalma seviyesine dayanmaktadir. Bircok yayinda da B2MG’nin diisiik agirlikli bir
protein olarak sagkalim i¢in bagimsiz bir prognoz faktdrii oldugu sdylenmistir
(Sirohi vd., 1999, 2005; Barlogie vd., 1999). Bu hastalikta B2MG ve albiimin

seviyelerine gore Cizelge 2.1.’de gosterildigi gibi bir evreleme yapilir.

Cizelge 2.1. MM’in farkli sistemlere gore evrelenmesi.

MM EVRELEME SiSTEMLERI
EVRE|DURIE-SALMON EVRELEME SiSTEMi

Hemoglobin degeri >10,5g/dL.

Serum kalsiyum degeri normal veya <12g/dL

Kemik x-rgy, normal kemik }{aPISI (skala 0) veya Bstd s st Sl v
1  [sadece soliter kemik plazmasitom albiimin>3,5g/dL

Diisiikk M bileseni iiretim hiz-1gG -

degeri<Sg/dL;IgA degeri<3g/dL

Bence Jones proteini<4g/24 saat

Renal yetmezlik yok (kreatinin<2mg/dL) Beta-2 mikroglobiilin<3,5mg/L ve
2 Renal yetmezlk (kreatinin>2mg/dL) albiimin<3,5g/dL veya beta-2 mikroglobiilin 3,5

5,5mg/L

Yiiksek M bileseni {iretim hiz1
3 |IgG degeri>7g/dL; IgA degeri>5g/dL Beta-2 mikroglobiilin>5,5mg/L

Bence Jones proteini>12g/24 saat

2.2.3 MM Tedavisi

MM tedavisinin amaci semptomlar1 azaltmak, hastaligin ilerlemesini yavaslatmak ve
uzun siireli remisyon saglamaktir. Myeloma hastaliginin tedavisi indiiksiyon,
konsolidasyon ve bakim olmak iizere {ic asamaya boliiniir (Brioli vd., 2014).
Indiiksiyon, tiimériin bosaltilmasini; konsolidasyon, kalan tiim tiimdr hiicrelerinin
temizlenmesini; bakim terapisi, kalan tiimor hiicrelerini se¢imlerini degistirmeye

zorlamayi tarif eder (Egan vd., 2016).

Kemoterapi: MM tedavisinin esast myeloma hiicrelerini 6ldiiren ilag tedavisidir. Bazi
MM hastalarinda ilag¢ tedavisi kalic1 remisyon saglamistir. Hastalikta bir siire i¢in

gecici bir duraklama veya ilerlemesinde belirgin bir yavaslama olabilir.

Otolog kok hiicre transplantasyonu: Bir¢gok MM hastasi i¢in 6nemli bir tedavidir. Bu

islemde yogun kemoterapi sonrasinda kan hiicresi liretimini yeniden baslatmak i¢in

hastanin kendi kok hiicreleri kullanilir. Otolog transplantin cevap oranlari yiiksektir.

13



Radyasyon Tedavisi: Bu tedavi myeloma hiicrelerini 6ldiirmek i¢in x-ray iginlarini

kullanan ve baz1 MM hastalarinin tedavisinde kullanilabilen bir yontemdir. Hastalar

bazen kok hiicre transplantasyonuna hazirlanmak i¢in de radyasyon tedavisi alabilir.

MM hastaliginin ilag tedavilerinde genellikle sitotoksik ilaglar iceren kombine terapi
kullanilmas1 yaygindir. Son yillarda MM hastaliginin ilag terapilerinde en 6nemli
avantaji proteozom inhibitorleri saglamistir. MM hastalar1 tedavi sayesinde uzun siire
yasayabilirler (Nathwani vd., 2016). Sonuglar hastaligin evresi, kromozom
degisiklikleri, yas ve diger medikal problemler gibi hastaya ait faktdrlerden
etkilenmektedirler. Uluslararas1 Myeloma Calisma Grubu (IMWG) tarafindan
hastanin tedaviye cevabini tanimlamak i¢in kullanilan bazi terimler Cizelge 2.2.’de
gosterilmigtir. Standart cevap kategorileri idrar ve kandaki paraprotein seviyeleri,
kemik iligi biyopsisindeki plazma hiicre ylizdeleri ve tiimor hiicresi yoklugu ile

belirlenmistir (Paiva vd., 2011; Rawstron vd., 2015; Wester ve Sonneveld, 2016).

Cizelge 2.2. MM tedavisine cevap kategorileri (Durie vd., 2006).

Hastalik bulgusu yok. Bazen tam remisyon terimi de kullamimaktadir.

Standart testlerde M proteini bulgusu yok, kemik iliginde plazma hiicreleri yiizdesi
normal veya myeloma hiicresi bulgusu yok (kemik iliginde %5 plazma hiicresi).
Normal serbest hafif zincir oram ve kemik iliginde sensitif testlerle myeloma
hiicrelerinin saptanmamast.

Standart testlerde kemik iliginde myeloma hiicresi bulgusu yok.

Kanda M proteininde %50’ nin tizerinde diisiis ve 24 saatlik idrarda M proteininde
%90’a varan azalma.

Kanda M proteminde %25-50 azalma.

Kanda M protemninde %25’ten daha az bir diislis veya %25’ten daha az bir artis.

Kanda M protemninde en az %25 arti, semptomlarm eslik etmesi durumunda
tedaviye baglama veya tedavilerin degistiriimesi gerektigini isaret eder.

2.3 Ubikitin-Proteozom Sistemi (UPS)

Ubikitin proteozom sistemi, hiicrede kompleks ve dinamik proteaz sistemidir (Coux
vd., 1996; Hershko ve Ciechanover, 1998). Hiicrede %90’a yakin proteinin
degredasyonundan sorumlu olup normal hiicresel homeostasiyi saglamada onemli bir
rol oynar (Smith vd., 2005; Nalepa vd., 2006) ve ekstralizozomal, sitozolik ve
niikleer protein degredasyonu i¢in hiicrenin en biiyiik aract olarak tanimlanmistir

(Hershko vd., 2000; Glickman ve Ciechanover, 2002; Ciechanover, 2006). Ubikitin
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proteozom sistemi, adindan da anlasilacagi tizere iki temel islem igerir; ubikitinlenme
ve ardindan proteozomlarda degredasyon (Sekil 2.7.). Proteinlerin katlanmasi
endoplazmik retikulumda gerceklesir ve yanlis katlanan proteinler endoplazmik
retikulum saperonlarin1 igeren bir sistem tarafindan taninir, c¢oklu ubikitinlerle
isaretlenerek (poliubikitinlenme) 26S proteozom aracilifiyla yikilir. Protein
degredasyonu ile kisa peptidler, 8-10 aminoasit uzunlugundaki peptidlere kesilebilir
veya tamami aminoasitlerine hidrolizlenebilir (Sekil 2.7.) (Reits vd., 2003). Bunlar

daha sonra protein sentezinde geri ¢evrilebilir (Rock vd., 2002; Hitzerd vd., 2014).

Ubikitin, 76 aminoasitlik kiiciik bir peptid olup genellikle proteinlerin 26S
proteozoma hedeflenmesi i¢in bir ubikitin molekiiliiniin proteine eklenmesi
gereklidir. Proteine ubikitin eklenmesi, spesifik protein ligazlar iceren ¢cok basamakli
bir islemdir ve bu olay ubikitinasyon olarak adlandirilir. Ubikitinasyon islemi {ii¢
siif enzim gerektirir; (E1) ubikitin aktive edici enzim, (E2) ubikitin baglayan enzim,
(E3) ubikitin-protein ligaz. E1’in aktif bolgesinde yer alan sistein kismi1 ve ubikitinin
C-terminalde bulunan glisin kism1 arasinda ATP hidrolizi gerektiren bir reaksiyonla
yiiksek enerjili tiyol ester bagi olusturarak ubikitini aktive eder. Aktiflenmis ubikitin
kismi ek bir tiyol ester bagiyla daha sonra E2’ye transfer edilir ve son olarak
izopeptid bagiyla proteini hedeflemek i¢in ubikitinden kovalent bagini katalizleyen
E3’e transfer edilir (Sekil 2.7.). Ubikitinasyon, siirekli dongiilerle hedef proteinin
degredasyon i¢in 26S proteozom tarafindan tanmmma sinyalini saglayan
poliubikitinasyon zincirinin eklenmesiyle sonuc¢lanir (Hershko ve Ciechanover,

1998; Glickman ve Ciechanover, 2002).

Proteozomlar sitozol ve niikleusta bulunan ve bu iki kompartiman arasinda mekik
dokuyan hiicredeki proteinlerin degredasyonundan sorumlu genis, ¢ok alt {initeli
komplekslerdir (Reits vd., 1997; Buac, vd., 2013). Gelisimin diizenlenmesi,
farklilagsma, proliferasyon, hiicre donglisii, apoptozis, gen transkripsiyonu, sinyal
iletimi, yaslilik, antijen sunumu, immiin aktivasyon, inflamasyon, stres cevabi,
hiicresel olaylar1 yoneten degredasyon ve hiicresel proteinlerin proteolitik olaylari
icin 6nemlidir (Kloetzel, 2001; Naujokat ve Hoffmann, 2002; Kriiger vd., 2003;
Wolf ve Hilt, 2004). Farkl hiicre tiplerinde farkli ¢esitte proteozomlar bulunmasina

ragmen, hepsinin islevi protein degredasyonudur (Vigneron ve Van den Eynde,
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2012; Kniepert ve Groettrup, 2014). Bunlar icerisinde belli bashi olanlar1 26S

proteozom ve immiinoproteozomdur.

26S yapisal proteozom (19S-20S-19S) genis multikatalitik altiiniteli proteaz

kompleksi, ubikitin-proteozom sisteminin merkezi proteolitik makinesini olusturur.
26S proteozom, proteinleri kiiciik peptidlere bolen ATP bagimli proteolitik bir
kompleks olup, halka sekilli 19S diizenleyici, 20S katalitik ¢ekirdek bilesenleriyle
cok sayida polipeptid alt bilesenleri igeren biiyiik bir proteaz olarak tanimlanmigtir
(Hoeller ve Dikic, 2009). 20S katalitik ¢ekirdek, silindirik yapida bir bosluk olup 14
farkli polipeptidin siralanmasiyla olusmus 4 yigilmis halkadan (7 a-altiiniteden
olusan iki es halka, 7 B-altiiniteden olusan iki es halka) olusur (Sekil 2.7.). a-liniteleri
ubikitin bagli proteinleri proteozoma giris i¢in agma ve tanimadan sorumluyken,
katalitik olarak aktif ii¢ [-altiinitesi Bl (PSMBG6- kaspaz benzeri aktivite), B2
(PSMB7- tripsin benzeri aktivite), 5 (PSMB5- kimotripsin benzeri aktivite)
proteolizi katalizler. Yalnizca B1, B2 ve B5 altiiniteleri N-terminal kisimlar tarafindan
olusturulan 20S kompleksinin merkezi bosluguna bakan proteolitik bdlgeyi olusturur
(Sekil 2.7.) (Baumeister vd., 1998; Voges vd., 1999). Ikisi kimotripsin benzeri, ikisi
tripsin benzeri, ikisi kaspaz benzeri bolgeler proteozom inhibitérlerinin ¢ogu
tarafindan hedeflenmistir. Kaspaz benzeri aktivite, peptidleri negatif yiiklii asidik
aminoasit pargalarindan; tripsin benzeri aktivite, pozitif yiiklii bazik aminoasit
parcalarindan; kimotripsin benzeri aktivite, genis hidrofobik aminoasit par¢alarindan
sonra keser. 19S diizenleyici kompleks tanima, deubikitinasyon, katlanmama i¢in alti
ATPaz ve proteinlerin proteolitik degredasyonundan once translokasyonu igin
gereken en az sekiz ATPaz olmayan altiinitesi icermesiyle ¢ok yonlii altiinite

kurulumu gosterir (Xie ve Varshavsky, 2000; Navon ve Golberg, 2001).

Immiinoproteozom (11S-20S-11S) vyapisal proteozomlarin disinda  &zellikle

hematopoietik hiicrelerde ifade edilen ek bir bi¢cimdir (Parlati vd., 2009; Roccaro vd.,
2010; Groettrup vd., 2010; Niewerth vd., 2013). Memelilerde immiin sistemin hiicre
ve dokular1 da immiinoproteozom ifade eder. Immiinoproteozom 11S diizenleyici
parcast ve katalitik aktif B-altiinitelerinin yerlesimiyle [Bli (PSMB9/LMP2), B2i
(PSMB10/MECL-1), B51 (PSMBS8/LMP7)] yapisal proteozomdan farklidir. Nispeten
spesifik inhibitdrlerin gelisimini saglayan ligand yerlestirme farkliliklarina ragmen

immiinoproteozomun substrat tercihi yapisal proteozom altiiniteleriyle ¢ok benzerdir
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(Huber vd., 2012). Yapisal proteozom ve immiinoproteozom ubikitinli proteinleri
degrade etme kapasitesi acgisindan birbirinden farkli degildir (Nathan vd., 2013).
Cesitli immiinoproteozom formlari, aymi peptidlerle farkli kalite ve farkli oranda
kesim gergeklestirebilir. Immiinoproteozomlar yavasca degisen bir substrat
spesifitesine sahiptir ve MHC smif 1 molekiilleriyle eslesebilmek i¢in daha fazla
hidrofobik ve bazik C uglar1 olan ve daha az asidik C uglar1 olan peptidler iiretir
(Rock ve Goldberg, 1999). Bu sayede antijen sunumu ve antijen gesitliligi i¢in peptid
cesitliligi zenginlesmektedir. Immiinoproteozomlarin esas fonksiyonu MHC simif 1
molekiillerine sunmak i¢in antijenik peptid neslini arttirmaktir (Kloetzel ve

Ossendorp, 2004).

Ubikitin proteozom sistemi, diizenleyici proteinlerin spesifik olarak hedeflenmis
yikimi boyunca ¢ok sayida hiicresel ve fizyolojik fonksiyonun diizenlenmesine de
katilir. Ornegin ubikitin proteozom yolag: tarafindan siklin ve siklin bagimli kinaz
inhibitorlerinin zamaninda degredasyonu olmadan hiicre dongiisii ilerlemesi
imkansizdir (King vd., 1996). Bu yolak p53, siklinler ve siklin bagimli kinaz (CDK)
inhibitorleri p21 ve p27, Ostrojen reseptorii, NF-KB inhibitoriinii (IKB) igeren kisa
yasamli hiicresel diizenleyici proteinlerin temel degredasyon mekanizmasidir
(Nagata vd., 1999; An vd., 2000; Lonard vd., 2000). Proteozom kompleksinin
transkripsiyon faktorii NF-KB aktivitesini diizenleyebilmesi hiicre i¢in onemlidir.
Ciinkii NF-KB c¢esitli immiin ve inflamasyon cevabi1 diizenler, fakat hiicre
proliferasyonunu uyarmasi, apoptozisi engelleme ve anjiyogenezi indiiklemesiyle
tiimorogenezde de rol oynayabilir. Dolayisiyla bu yolaktaki bozukluk kanserdeki

kontrolsiiz hiicre bliylimesinin muhtemelen 6nemli bir etmenidir (Sekil 2.7.).
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Sekil 2.7. Ubikitin proteozom sistemi (Cvek ve Dvorak, 2008).

Proteozomlar ilaglar i¢in alisilmadik bir hedeftir ¢iinkii ila¢ cevaplarina ince ayar
vermeyi saglayan c¢ok sayida enzimatik bolge igerir (Kisselev vd., 2012).
Proteozomun B1, B2, ve B5’in aktif bolgelerinin protein degredasyonu ve hiicre
bliylimesindeki rolii, yonlendirilmis mutagenezle S. cerevisiae’de c¢alisilmistir.
Mutasyonla 5 bolgesinin inaktivasyonu gelisimi geriletir, anormal proteinlerin
tiretimini arttirir, kosullara gore hassasiyeti arttirir ve biitlin testlerde belirgin bir
substrat birikimine neden olur (Chen ve Hochstrasser, 1996; Heinemeyer vd., 1997).
Proteozomun B1 bdlgesinde yapilan benzer mutasyonlar fenotipik hasarlara yol
acmaz ve substrat birikimine neden olmaz. Proteozomun 2 bolgesindeki
inaktivasyonlar yavasca gelisim oranlarini geriletir ve bazi model substratlarin
degredasyon oranini azaltir (Arendt ve Hochstrasser, 1997; Heinemeyer vd., 1997).
Proteozomun B1 ve B2 bolgeleri inaktif bir maya zinciri, B2 bolgesi inaktif zincire
gore gliclii bir gelisim hasar1 gostermis, fakat fonksiyonel B5 bolgesi engellenmis
zincire gore daha az fenotipik hasar gostermistir (Heinemeyer vd., 1997). Bundan
dolay1 B1 (kaspaz benzeri) bolgesi fonksiyonel olarak gereksiz gibi gorlintiyorken B5

(kimotripsin benzeri) bolgesi protein bozulmasinda ¢ok daha 6nemli goriinmektedir.
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Mayada bolgeye 0zgli yonlendirilmis mutagenezle yapilan son ¢aligmalar da bu
bolgenin en 6nemli hedef oldugunu dogrulamistir. Kimotripsin benzeri bolgelere
0zel, hiicreyi gecebilen inhibitorler gelistirmek i¢in hidrofobik peptidlerden yardim
almir. Cilinkii bu bolgeler tercihen hidrofobik kisimlardan sonra kesim yaparlar
(Kisselev ve Goldberg, 2001). Bu sekildeki bilesikler hiicrelerde protein
degredasyonunu engeller. Bu ylizden c¢esitli kanserlere kars1 kimotripsin benzeri (CP)

aktiviteyi engelleyen umut verici bir¢ok ajan iiretilmistir.
2.3.1 Proteozom Inhibitorleri

Proteozom inhibitdrleri; ubikitin proteozom sistemini kesintiye ugratir, hiicre
siklusunu diizenleyen siklin ve siklin bagimli kinaz inhibitorleri gibi ubikitinlenmis
proteinlerin degredasyonunu engeller bu da proapoptotik faktorlerin birikimine
neden olarak sonugta apotozisin tetiklenmesini saglar (Sekil 2.8.) (Lipchick vd.,
2016; Naymagon ve Abdul-Hay, 2016). Bundan dolay1 bu inhibitorler, segici olarak
apoptozisi indiiklemek, proliferasyonu azaltmak ve tiimor hiicrelerini sitotoksik T
hiicre ataklarina konvansiyonel torapatiklere karst hassaslastirmak ic¢in yeni bir
yaklagim saglar (Sekil 2.8.) (Hamdy, 2012). Proteozom inhibitorleri baslangicta
antiinflamasyon ajani1 olarak gelistirilmesine ragmen farkli kanser hiicrelerinde de
hizli bir apoptozise sebep oldugu kesfedilmistir (Goldberg, 2010). Ozellikle
proteozomal aktivitenin proteozom inhibitdrleriyle inhibisyonu, tercihen hizli
cogalabilen kanser hiicrelerinde apoptozisi indiiklemektedir (Chen vd., 2000;
Naujokat vd., 2000; Kisselev ve Goldberg, 2001; Naujokat ve Hoffmann, 2002;
Adams, 2004a). Bu bulgular proteozom inhibitorlerinin kanser terapisinde
kullanimina yol agmistir (Rajkumar vd., 2005; Mitsiades vd., 2005; Voorhees ve
Orlowski, 2006).

19



1 Apoptosis

-
p53, Bid, Bax 1 Apoptosis
stabilization
1 Apoptosis A Mcl-1
\ °°°Q;b cleavage

TUNK optosis
2 N | o /TAP pt
Ros W —> | NF-kB = | Proliferation
PN

| Angiogenesis

p21, p27 oo 1 Adhesion
stabilization ®  +molecules
\ 4
/ Caveolin-1
| Proliferation stabilization
A 4
| Migration

Sekil 2.8. Proteozom inhibitorlerinin etkileri (Wright, 2010).

Multiple myeloma hiicrelerinin proteozom inhibisyonuna hassasiyeti, malign B
hiicrelerinin protein sentezi ve g¢evrimine bagli olmasi, bu nedenle de hasarl
proteinlerin iglenmesi i¢in ubikitin proteozom sistemine giivenmek zorunda olmasi
gercegine dayanmaktadir (Adams, 2004a,b; Meister vd., 2007; Bianchi vd., 2009;
Walter ve Ron, 2011; Holkova ve Grant, 2012). Bunun sebebi endoplazmik
retikulumda, yanlhis katlanmis proteinlerin UPR’1 (katlanmamis protein cevabi)
tetiklemesinden kaynaklanmaktadir (Schubert vd., 2000; Yewdell ve Nicchitta, 2006;
van Deventer ve Neefjes, 2010; Mayor, 2011). Bu aktivasyon, otofaji ve ubikitin
proteozom sisteminin diizenlenmesinin artigin1 saglar, bu durum da krizi 6nlemek
i¢cin biriken protein miktarini1 distriir (Ding vd., 2007, 2009; McConkey ve Zhu,
2008; White ve Di Paola, 2009; Milani vd., 2009; Zhu vd., 2010; Amaravadi vd.,
2011; Zang vd., 2012; Jia vd.,2012; Lilienbaum, 2013). Bdylece myeloma hiicreleri
proteozom inhibitorlerine hassas hale gelir (Obeng vd., 2006; Parlati vd., 2009).

Proteozom inhibitorlerinin 8 6nemli sinifi vardir bunlar; peptid aldehitler, peptid
vinin siilfonlar, sirbaktinler, peptid boronatlar, peptid o’f’-epoksiketonlar, peptid
ketoaldehitler, B-laktonlar ve oksadiazol-2-birler (Kisselev vd., 2012). Proteozom

inhibitdrlerinin ilk ti¢ sinifi kendi spesifik olmayan dogalarindan ve yaygin toksik
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profillerinden dolayr klinik degerlendirmeye gecememistir. Diger bes proteozom
inhibitérii klinitk denemeye alinmistir ve cesitli yeni yapisal simif proteozom

inhibitdrleri kesfedilmistir (Groll ve Huber, 2004; Molineaux, 2012).

Proteozom inhibitér sinifinin ilki olan Bortezomib (BTZ), MM tedavisinde 2003
yilinda kabul edilmistir. Bortezomib bagslangicta MM’in 3. derece terapisinde kabul
edilmisken artik bu hastaligin tedavisinde ilkin olarak kullanimi kabul gérmiistiir
(Richardson vd., 2005; Kisselev vd., 2012). BTZ’in disinda yeni nesil proteozom
inhibitorleri de gelistirilmistir (Arastu-Kapur vd., 2011). Bunlardan biri Carfilzomib
(CFZ) geri doniissiiz bir proteozom inhibitorii olup BS/kimotripsin benzeri aktiviteyi
hedefler (Kortuem ve Stewart, 2013). Epoksi-keton bazli proteozom inhibitorii CFZ,
Birlesik Devletler Gida ve ilag Idaresince (FDA) tarafindan Temmuz 2012’de,
tedavisi gii¢ ve niiksetmis MM hastalarinin tedavisi i¢in onaylanmistir. CFZ, BTZ
tedavisinden sonra niiksetmis MM hastalarinda etkili oldugu kanitlanmistir (Siegel
vd., 2012). Geri doniissiiz inhibitorlerin daha siirdiiriilebilir bir proteozom
inhibisyonu saglamas1 beklenmektedir, fakat bu inhibisyonun listesinden gelmek i¢in
proteozomlarin de novo sentezi gerekir. Yapilan son ¢alismalarla kimotripsin benzeri
aktivitenin iyilesme oranlarinin proteozomun geri doniisli BTZ ve geri doniigsiiz
CFZ ile inhibisyonu sonrasi yalnizca minimal bir farklilasma olmasi bu hipotezi
desteklemektedir (Demo vd., 2007; Suzuki vd., 2011). Digeri Oprozomib (ONX
0912), CFZ’nin bir oral analogudur ve CFZ ile ayn1 proteozom inhibisyon profilini
gosterir (Zhou vd., 2009). Baska biri olan boronat Ixazomib (MLN 9708), MM
hastalarinda klinik denemeyle degerlendirilen ilk oral kullanilabilir proteozom
inhibitdriidiir. Marizomib (Salinosporamide A/NPI-0052), B-laktonlarin bir iiyesidir
ve sucul bir bakteri olan Salinispora tropica tarafindan dogal olarak tretilir (Potts
vd., 2011). Marizomib, oral olarak kullanilabilen ve proteozomun ii¢ aktif bolgesini
hedefleyen, geri doniissiiz bir proteozom inhibitoriidiir (Chauhan vd., 2005a).
Marizomible tedavi edilen MM hastalar1 iizerinde yapilan denemelerde kismi bir
cevaba ulasilmistir (Richardson vd., 2011). Delanzomib (CEP-18770), tedavisi zor
ve niiksetmis MM hastalarinda degerlendirilen bir diger oral kullanilabilen geri
dontislii boranik asit bilesenidir. Son olarak artiritleri igeren immiinolojik
bozukluklarda en etkili model olan iki geri doniigsiiz immiinoproteozom inhibitorii
(ONX 0914 ve PR-924) hala klinik 6ncesi degerlendirmededir (Muchamuel vd.,
2009; Basler vd., 2010; Singh vd., 2011). Tek ajan olarak kullanilan proteozom

21



inhibitorleriyle yapilan hematolojik hastaliklarla ilgili ¢caligmalar diisiik etkinlik ve
toksisiteden dolay1 ¢ok yetersizken, geleneksel kemotdrapatiklerle kombine terapiler
(6rnegin HDAC inhibitdrleri, kortikosteroidler veya diger proteozom inhibitorleri)
daha iyi cevaplar gostermistir (Hideshima vd., 2005; Miller vd.,2007; San-Miguel ve
Mateos, 2011; Chauhan vd., 2010, 2011; McConkey vd., 2012).

2.3.1.1 Bortezomib

Bortezomib (PS-341, Velcade), Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag¢ Idaresi
(FDA) ve Avrupa Tibbi Uriinlerin Degerlendirilmesi Ajans1 (EMEA) tarafindan MM
icin onaylanan ilk siif proteozom inhibitoriidiir (Sekil 2.9.) (Sirohi ve Powles, 2004;
Chauhan vd., 2004). Bu ylizden MM tedavisinde klinikte kullanilan en etkin
kemoterapotik ilaglardan biridir. Bu inhibitor NCI Terapi Gelistirme Programina
gonderilmis ve tiim hiicre hatlarinda denenerek potansiyelinin etkili oldugu
gosterilmistir.  Proteozom fonksiyonlarmin geri doniislii  inhibisyonu MM
hastalarinda optimum antikanser etkisine (yaklasik %70) ulagmistir (Adams vd.,
1999; Aghajanian vd., 2002; Orlowski vd., 2002). Bu durum faz 2 denemelerine
odaklanmaya ve bu deneme sonucglarina dayanarak baslangicta dayanikli ve
niiksetmis hastalikta 3. diizeyde (2003), sonra yeni teshis edilen MM hastalarinda
ilkin tedavi olarak (2008) FDA tarafindan kabuliine izin vermistir (Richardson vd.,
2003). Boylelikle daha once PS-341 olarak adlandirilan bortezomib, 2003’te bir
proteozom inhibitorii olarak Velcade ismiyle ilk kez MM tedavisinde kullanilmaya
baslanmistir (Hayashi vd., 2003). Klinik bir perspektiften bakildiginda bortezomib en
umut verici proteozom inhibitoriidiir. Bortezomib, hayvan xenograft ¢alismalarinda
timor gelisim oranini azaltmis, anjiyogenezi engellemede belirgin bir yetenek
gostermis (LeBlanc vd., 2002) ve metastaz1 da azaltarak (Teicher vd., 1999) klinik
denemeler i¢in bir gerekge saglamistir. Bortezomibin yalniz veya kombine
tedavilerle diger kanser tiirlerindeki etkisi de klinik olarak calisilmaya devam

etmektedir.
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Sekil 2.9. Bortezomibin kimyasal yapisi ve ticari formu.

Bortezomib dipeptid boronik asit analogu olan, antitiimér ozellige sahip bir
proteozom inhibitoriidiir. Bu inhibitér 1995°te kesfedilmis olup kimotripsin benzeri
(CP) inhibitorler smifinin ilkidir. Bortezomib bir C-terminal boronik asittir, bor
atomu PS5 katalitik alt {initesine spesifik ve sikica baglanma kabiliyetinden dolay1
proteozom aktivitesini engellemede ¢ok onemlidir. Bortezomib kimotripsin benzeri
bolgelerin inhibitorii olarak gelistirilmis (Adams ve Kauffman, 2004), fakat sonra
kaspaz benzeri bolgeleri de birlikte inhibe edebildigi bulunmustur (Altun vd., 2005;
Berkers vd., 2005; Kisselev vd., 2006). Boronatlar, treoninlerin N-terminal amino
grubu ve boronik asidin hidroksil gruplari arasinda hidrojen bagiyla daha fazla
stabilize olan tetrahedral yapiskan uglar olusturur (Groll vd., 2006). Bu baglar
bortezomibin inhibisyon i¢in gelistirilen diger enzimlere gore daha yiiksek etkinligini
saglar (Adams vd., 1998). Proteozomu yiiksek bir ¢oziiniirlilkle baglar, yavasca

ayrisir ve stabil fakat tersinir bir proteozom inhibisyonu saglar.

MM’in neden bortezomibe ¢ok duyarli oldugu uzun yillar belirlenememistir. Goriilen
etkileri acgiklamak i¢in; NF-KB ve diger antiapoptotik proteinlerin down
regiilasyonu, tiimor baskilayic1 protein p53’lin  aktivasyonu, hiicre dongiisii
proteinlerin ve diger proapoptotik faktorlerin modiilasyonu gibi ¢esitli mekanizmalar
Onerilmistir. Bortezomibin proteozomlart inhibe etmesi, hiicre dongiisiiniin
durmasina yol acan, apoptoza neden olan ve anjiyogenezi inhibe eden ¢esitli hiicre
sinyal iletim yollarin1 bozar. Bortezomib, p53°iin ifadesini indiikleyerek stabilitesini
arttirir ve p53’lin diizenledigi gen ifadesiyle apoptozisi indiikler (Ling vd., 2002;
Ling vd., 2003a). Bortezomibin durdurdugu G2/M fazinda siklin A ve B gibi G2/M
faz1 diizenleyicilerinin birikimi ve uyarimiyla birlikte p53 proteinin stabilizasyonu ve
p2l’le MDM2 proteinlerinin indiiklendigi goriilmiistir (Ling vd., 2003b).

Bortezomib proliferatif sinyalleri ileten siklin bagimsiz kinaz inhibitorleri olan
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p21Cipl ve p27Kipl birikimini indiikleyen p44/42 MAPK ile EGFR yolagina da
miidahale eder (Orlowski, 2005). Kemik iligi g¢evresindeki stromal hiicrelerden
salinan IL-6, bortezomibin indiikledigi apoptozisten hiicreleri koruyamaz.
Bortezomib saperonlarin upregiilasyonunu ve JNK aktivasyonunu tetikler. Ustelik
bortezomibin DNA-protein kinaz katalitik subiinitesinin parcalanmasint ve ATM
proteinini indiikleyerek ayn1 zamanda DNA tamirini engelledigi de diisliniilmektedir
(Hideshima vd., 2003). Simdiye kadar yapilan ¢alismalar bortezomib kullaniminin
IgH translokasyonlu veya kromozom 13 anomalili hastalar1 1iyilestirebildigini
gosterdiginden dolay1r bu hastalarda oncelikli olarak bortezomib kullanimi onerilir

(Jagannath vd., 2007, 2008; Avet-Loiseau vd., 2010; Biran vd., 2013).

Yapilan ¢aligmalar, bortezomibin transkripsiyonel faktér NF-KB’nin aktivasyonunu
inhibe ettigini gostermistir. Bu yilizden baslangicta transkripsiyon faktorii NF-KB’nin
ana hedef oldugu diisiintilmiistiir (Adams ve Kauffman, 2004; Chauhan vd., 2005b).
NF-KB, c¢ogu kat1 tiimoriin proliferasyonunda ve kemorezistansinda énemli bir rol
oynar. Bu etkiyi, NF-KB’nin hiicre i¢i inhibitorii I-KB’nin proteozomal yikimini
engelleyerek gercgeklestirir (Blade vd., 2005; Boccadoro vd., 2005). Myeloma
hiicrelerindeki NF-KB aktivitesi, kemik iligi stromal hiicreleri ile etkilesiminin
korunmasi i¢in 6nemlidir. Clinki bu faktér kemik iligi cevresindeki myeloma
hiicrelerinin gelisimini, yasamimni ve kemorezistansini saglayan IL-6 ve IGF-1
ifadesini diizenler (Chauhan vd., 2005b). NF-KB aktivasyonu proteozoma bagli iki
basamak igerdiginden, MM’de bortezomib aktivitesi NF-KB aktivasyonunun
inhibisyonu saglar (Palombella vd., 1994). Fakat bu bortezomibin antineoplastik
aktivitesinin en etkin faktorii degildir ve myeloma hiicrelerinde NF-KB sinyalinin
inhibisyonu proteozomlarin inhibisyonundan daha hafif bir etkiye sahiptir

(Hideshima vd., 2002).

Myeloma hiicreleri biitiin hiicre tiplerinin i¢inde en ¢ok protein salgilayan hiicrelerdir
ve IgG veya IgA gibi kompleks molekiillerin biiylik kismint sentezler ve salgilarlar
(Bianchi vd., 2009; Cenci vd., 2011). IgG cesitli disiilfit baglar1 iceren dort zincirli
bir protein olup diizgiin bir sekilde katlanmakta basarisiz olunan IgG zincirleri
proteozomlar tarafindan ER degredasyon yolag: vasitastyla yikilir. Boylece myeloma
hiicrelerindeki yiiksek orandaki IgG biyosentezi proteozomlar iizerinde aligilmadik

bir yiik yapar. Myeloma hiicreleri bundan dolay1 daimi bir ER stresi altindadir ve
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katlanmamis protein cevabini proteozom inhibisyonu yoluyla kolayca indiikleyebilir
(Obeng vd., 2006). Ustelik myeloma hiicreleri tarafindan IgG iiretiminin arttiriimasi

onlarin proteozom inhibitorlerine hassasiyetini daha da arttirir (Meister vd., 2007).

Sonug olarak proteozomlarin bortezomible in vivo olarak kismi inhibisyonu hastanin
normal hiicrelerine toksik degilken, myeloma hiicrelerini yok etmek i¢in yeterlidir.
Bu tiimor hiicre segiciligine ¢ok sayida faktor katkida bulunmaktadir (Pleban vd.,

2001; Adams, 2003).

— Kanser hiicreleri normal hiicrelere gore daha hizli boliiniir. Bundan dolay1 hiicre
dongiisiinii  organize etmesi i¢in hiicre siklusunu diizenleyen proteinlerin
proteozomal ¢evrimine normal hiicrelerden daha ¢ok baglhdir.

— Kanser hiicreleri kontrolsiiz hiicre proliferasyonu sebebiyle yanlis katlanmis veya
hasarli proteinleri normal hiicrelerden daha hizli iiretiyor gibi gériinmektedir.

— Kanser hiicrelerinde proteozom miktarinin veya proteozomal aktivitenin daha

cok uyarildig1 gosterilmistir.

Bortezomibin klinik denemelerde niiksetmis hastalarin yaklagik iicte birinde aktivite
gosterdigi rapor edilmistir. Bortezomibin etki mekanizmasinin diger kemotorapatik
ajanlardan farkli olmasimin nedeni bortezomibin proteozomu hedeflemesidir (Shah
ve Orlowski, 2009; Chen vd., 2011). Bortezomib kanser hiicrelerinin diger
geleneksel  kemotdrapatik  ajanlara  veya  radyasyona  karsi  hassasiyet
gelistirebilmesini de saglamaktadir. Bortezomib tiim bu o6zelliklerinden dolay1
hematolojik kanserlerin tedavisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Blade vd.,
2005; Boccadoro vd., 2005). Fakat kanser tedavisinde baslangicta oldukca etkin

cevap alinmasina ragmen, bir siire sonra bortezomibe kars1 direnglilik gelismektedir.
2.4 Kanserde flac¢ Direncliligi

Kanser tedavisinde uygulanan en yaygin ve etkili yontem kemoterapidir. Ancak
kemoterapi tedavisi boyunca hastalarin tedaviye cevap vermemesi veya tedavi
sonras1 kanserin tekrarlamasi sik karsilasilan bir durumdur. Bu duruma neden olan
direncli hiicreler ilk teshis asamasinda bile var olabilir veya spontan mutasyonlarla
gelisebilir. Direncli hiicrelerde meydana gelen genetik ve epigenetik degisimler

kemorezistansin dogal veya edinilmis olmasini saglar (Tomida ve Tsuruo, 2001).
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Direngli hiicreler tedavi boyunca segilerek hassas hiicrelerden daha fazla biiyiir ve
yayilir (Goldie ve Coldman, 1983). Cogu durumda malign hiicreler tek bir ilaca
direngli olur, bu durumda ila¢ direnci yapisal ve fonksiyonel olarak farkl
kemotdrapatik ilaglarin kombinasyonuyla giderilebilir. Fakat kanser hiicreleri ¢esitli
ilaglara kars1 da ayni anda direngli olabilirler. Bu duruma ‘coklu ilag direncliligi’
(MDR) denir (Krishan vd., 1997; Gottesman vd., 2002; Yague vd., 2007; Lage,
2008; Baguley, 2010; Shaffer vd., 2012; Saraswathy ve Gong, 2013). MDR,

kemotdrapatiklerin etki kaybinin en belirgin sebebidir ve kanserin yayilmasinda
onemlidir (Wu vd., 2014). Bagimsiz koken alan direngli hiicre hatlarinin fenotipik
karakteristigi, farklt doku orijinlerine ve se¢im i¢in kullanilan ilaglarin farkliligina
karsin oldukca benzerdir (Fojo vd., 1985; Lemontt vd., 1988). ilac direngliliginde
hiicre igerisindeki ilag birikimini kontrol eden mekanizmalar bozulmus
goriinmektedir, bu da ila¢ alimini sinirlandirir veya ila¢ atilmint arttirir (Liu vd.,

2001).

Kanser hiicrelerinde direncliligi yonlendirmek icin ¢ok sayida mekanizma
Onerilmistir. BOyle mekanizmalar ila¢ direngliligi gelisimine katkida bulunan

faktorlere gore seliiler olmayan veya seliiler tabanli olarak kategorize edilebilir (Fan

vd., 1994). Seliiler olmayan mekanizmalar sinirli vaskiiler gecis veya hiicre biiylime
cevresi gibi ekstraseliller faktorlerle ilgilenirken, seliiler mekanizmalar enzim ve

tagima sistemlerini icerir (Ullah, 2008).

Seliiler Olmayan MDR Me¢kanizmalari: Bu mekanizmalar ila¢ kullaniminin basinda

kemoterapiye kars1 edinilmis veya dogal direng gosteren kanserlerin belli tiplerinde
normal olarak bulunur. Kanser hiicrelerinin normal hiicrelerden belirgin sekilde
farkli bliylime c¢evresi, kansere doniismede iyi yapilanmis bir damarlanmayla
desteklenmesini gerektirir. Fakat belli kat1 tiimorlerde anjiyogenez karisikligi kotii
damarlanmalara yol agar. Bu durum kanser hiicrelerine ilacin gegisini engeller
bundan dolay: ila¢ indiiklemeli sitotoksisiteyi sinirlar (Jain, 1987). Kanser hiicreleri
kotii damarlanma nedeniyle besin eksikligi, hipoksi ve laktik asit birikimi sonucu
boliinen hiicreler iizerinde aktif sekilde hareketi olan veya hiicresel aliminda pH

gradiyenti gereken ilaglara kars1 direng gosterebilir (Demant vd., 1990).

Seliler MDR Mekanizmalari: Seliiller MDR mekanizmalari tasivici temelli olmayan

veya tastyici temelli mekanizmalar olarak siniflandirilabilir.

26



Tastyici temelli olmayan MDR mekanizmalari ilacin hiicre iginde etkili

konsantrasyonlarin1  degistirmeden arzu edilen aktivitesini kisitlayan enzim
sistemleriyle, kisacasi detoksisfikasyonla ilgilenir. Glutatyon S-transfereaz (GST)
ksenobiyotik metabolizmasinda 6nemli bir enzimdir ve organik molekiillerin
biyotransformasyonla atilmalarim1  kolaylastirmak i¢in polar molekiillerle
konjugatlayarak katalizler. GST’ nin yiiksek ifadesi ilac1 azalan aktiviteli son iiriine

modifiye eder ve atilma oranlarini arttirir (Batist vd., 1986; Hao vd.,1994).

Tasima temelli seliler MDR mekanizmalar1 ilac1 hiicreden ¢esitli enerji bagiml

tasima proteinleriyle atarak hiicre igerisinde torapatik konsantrasyonlara ulagsmasini
siirlar (Gottesman, 2002). Kemoterapiye cevap vermeyen kanser hastalar1 genellikle
direngli hiicrelerin membranlarinin sitoplazmik bolgesine yerlesmis yiiksek derecede
ifade edilen ¢esitli ABC tastyici proteinlere (ATP Baglayan Kaset Tasiyicilar)
sahiptir (Shaffer vd., 2012). ABC tasiyicilar ila¢ direnglili§ine aracilik eden,
ATP’ye bagimli olarak ¢alisan genis bir protein ailesidir (Leonard vd., 2003).

Kemoterapiye karsi gelistirilen direnglilik ¢esitli mekanizmalarla olabilmektedir

(Sekil 2.10.).

- Artan ilag atilimi

- Azalan ilag alimi

- Apoptozisin engellenmesi

- Hiicre siklusu diizenleme faktorlerinde degisiklikler
- Sinyal yolaklarinda bozulma

- Detoksifikasyon sistemlerin aktivasyonu

- [lag biyoaktivasyonunda azalma

- [la¢ hedeflerinde meydana gelen degisiklikler

- flag kaynakli DNA hasarmin artan tamiri
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Sekil 2.10. lag direngliligi mekanizmalar1 (Kapse-Mistry vd., 2014).

Coklu ilag direncliligi multiple myelomada da siklikla gézlenmekte ve hastaligin
niiksetmesiyle gii¢lii bir sekilde iligkili oldugu diistiniilmektedir (Grogan vd., 1993;
Sonneveld vd., 1994; Cornelissen vd., 1994). Bortezomib direngliligi, tedaviyi ilk
kez almig yeni teshis edilen hastalarda bile gozlenmistir. Bu klinik gozlemler
bortezomib direngliliginin edinilmis veya dogal olabilecegini gosterir (Kale ve
Moore, 2012; Petrucci vd., 2013; Schmitt vd., 2014). Bu ilag direngliligi
mekanizmasinin altinda yatan molekiiler temeli arastirmak i¢in yapilan ¢alismalar,
BTZ direngli tiimor hiicre hattt modellerini gelistirmeye yonelmistir. Hiicre temelli
calismalarin sonuglar1 bortezomib direnglili§inin ya proteozom seviyesinde ya da
daha asag1 yolaklarinda gergeklesebilecegini diisiindiirmektedir (Sekil 2.11.).
Ornegin bortezomib direngli hiicre hatlari ve hasta 6rnekleri, proteozomun B5
tinitesinin artan mRNA ve protein ifadesini gostermistir (Oerlemans vd., 2008; Lii
vd., 2008a, 2011). Bortezomib baglanmasimin zayiflamasina sebep olan S5
mutasyonlar1 da rapor edilmistir (Oerlemans vd., 2008; Franke vd., 2012). Ek olarak
baz1 bortezomib direngli hiicre hatlarinda proteozomun asagi yolaklarinda yapisal
olarak aktif NF-KB yolagi bulunmustur (Markovina vd., 2008). Kanser hiicrelerinin
ilag direngliliginin altinda yatan biyolojik ve biyokimyasal mekanizmalari
aydinlatmak i¢in birgok arastirma yapilmaktadir. Bunlarla ilgili 6zellikle anormal

ilag tasimimi, apoptosizin baskilanmasi, hiicre dongiisii ve sinyal yolaklarinda
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bozulma gibi ii¢ dnemli mekanizma tizerine odaklanilmistir (Sekil 2.11.) (Abdi vd.,

2013).
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Sekil 2.11. MM hiicresindeki ila¢ direnci mekanizmalar1 (Niewerth vd., 2015).

2.4.1 Anormal fla¢ Tasimm

Kemoterapiye kars1 gelistirilen direnglilikte kullanilan kemotorapatik ilaglar hastalar
tizerinde bir siire sonra beklenen etkisini gosteremez ve hastaligin ilerlemesine neden
olur. Kullanilan ila¢ dozlarinin arttirilmasi ise hastalarda goriilen yan etkileri arttirir.
Bu nedenle zaman ve ilag kaybi olur iistelik hastalarin tedavisi giderek zorlasir.
Direngli hiicre igerisindeki ila¢ birikimini kontrol eden mekanizmalar bozulmus
goriinmektedir, bu da ila¢ alimini smirlandirir veya ilag atilmini arttirir (Liu vd.,
2001). Multiple myelomada da MDR fenotipi siklikla gézlenmekte, niiksetme ve ilag
direnciyle gii¢lii bir sekilde iliskili oldugu diisliniilmektedir (Grogan vd., 1993;
Sonneveld vd., 1994; Cornelissen vd., 1994).
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Kemoterapiye cevap vermeyen kanser hastalar1 genellikle direngli hiicrelerin
membranlarinin sitoplazmik bolgesine yerlesmis yliksek derecede ifade edilen gesitli
ABC tasiyic1 proteinlere sahiptir (Shaffer vd., 2012). ABC tasiyic1 proteinler,
izerinde en fazla aragtirma yapilan popiiler tasiyici ailesidir. ABC tasiyicilart ATP
bagiml olarak calisarak MDR’ye aracilik eden protein ailesidir (Leonard vd., 2003).
ABC tastyicilari, hiicre membraninda lokalize olan, organizmada o6zellikle ilag ve
ilag metabolitlerinin taginmasindan sorumlu proteinlerdir (Sekil 2.12.). Bunlarin,
bagirsak segmentleri, karaciger, beyin ve bobrek gibi ilag emilimi, metabolizmasi,
dagilimi ve atilimindan sorumlu organlardaki varlig1 bilinmektedir (Kara vd., 2013).
ABC tastyicilarinin yiiksek ifadesinin MDR’den sorumlu oldugu gosterilmistir
(Choi, 2005). En ¢ok calisilan MDR proteini hiicrelerin plazma membraninda yer
alan P-gp’nin yiiksek ifadesidir (Sonneveld, 2000). Diger ¢ok calisilanlar ise MDR
iligkili protein 1 (MRP-1), akciger kanseri direng proteini (LRP) ve ABC alt ailesi G
tiyesi meme kanserine direng proteini olarak da bilinen (BCRP)’dir (Shukla vd.,

2011; Goler-Baron ve Assaraf, 2012).

Sekil 2.12. ABC tasiyicilarinin genel goriiniimii (Hollenstein vd., 2007).

Hastaligin seyrinde MDR tasiyicilari, teshiste zayif ifade edilmesine ragmen
kemoterapiden sonra yiiksek ifade edilir. Yeni teshis edilmis MM hastalarinin %6’s1
P-gp pozitifken kemoterapiden sonra %43’ten fazlast P-gp pozitiftir (Grogan vd.,
1993). Gen amplifikasyonunda P-gp veya MRP-1 yiiksek ifadesi dikkate deger
sayida ila¢ direncli hiicre hattinda gozlenmistir (Kuwano vd., 2003). Aslinda birkag
MDR modiilatorii goktan MM’in klinik denemelerinde kabul edilmistir fakat yiiksek
toksisitesinden dolay1 fayda saglayamamistir (Dalton vd., 1995; Yang vd., 2003;
Friedenberg vd., 2006). Gegmisten bu yana yapilan c¢aligmalarin tlimiine ragmen

MM’in Onciil durumdan nasil olustugunu, etkili terapilerin varliginda bile ilag
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direngli MM klonlarinin nasil hayatta kaldigin1 ve neden bazi MM hastalarinda
niiksettigini gercekten hala bilmiyoruz (Abdi vd., 2013).

2.4.1.1 ABC Tasiyicilarn

Coklu ilag direngliligi, ATP-Baglayan Kaset Tasiyicilar (ABC) siiperailesinin yiiksek
ifadesi sayesinde farkli kemotdrapatik ilaglarin atilmasiyla gerceklesen temel bir
mekanizmadir (Fletcher vd., 2010). MDR tastyict proteinleri hiicrelerin antikanser
ilaglara karst savunmasinin 6nemli bir pargasidir (Borst vd., 2000). Bu ilk kez
Danimarkali doktor Dano tarafindan 1973 yilinda, ilag diren¢li Ehrlich ascites
hiicrelerinin hiicre i¢i daunorubicin konsantrasyonunu aktif olarak ila¢ atilimiyla
azaltabildigini gostermesiyle aciga c¢ikmistir (Dano, 1973). ABC tasiyici ailesinin
insanlarda bilinen en az 48 iyesi vardir (Gillet ve Efferth, 2007). Bunlarin
tanimlanan 13 tanesinin ila¢ tasiyicist oldugu varsayilmaktadir (Lage, 2003). Bu
tastyicilar malign hiicrelerde yiiksek ifade edilir ve etkili terapi icin gerekli
antikanser ilaglarin hiicreden disar1 atilmasini saglayarak hiicre i¢i ilag seviyesinin
azalmasina neden olurlar. MDR-1 geni tarafindan kodlanan P-gp ilk kesfedilen diga
attm pompasidir (Juliano ve Ling, 1976). Diger membran tasiyict MDR iligkili
proteinler MRP-1 (Cole vd., 1992a) ve MRP-2 (Ishikawa vd., 1990), MRP-3, MRP-
4, MRP-5, MRP-6, MRP-7, MRP-8, MRP-9°dur.

ABC tasiyicilart ¢ok 6nemli fonksiyonlariyla bitkileri, deniz canlilarini, tek hiicreli
Okaryotlar1 iceren tiim dogada evrimsel olarak korunmustur ve bunlarin arasinda
sekilsel, fonksiyonel benzerlikler bulunmaktadir. ABC tasiyicilari, sitoplazmik ATP
baglanma ve helikal membran gegen alanlar igeren karakteristik alanlarin
kombinasyonundan yapilmis genis membran bagl proteinlerdir. Insan genomunda
kodlanan ABC proteinlerinin sekans siralamalari, bu proteinlerin yedi alt aileye
(A’dan G’ye) gruplanabilecegini acgiga cikarmistir (Sekil 2.13.). Alt aile ‘C’ 12
proteinden olusmakta ve MRP (ABCC) olarak adlandirilan dokuz ilag tasiyict
icermektedir (Dean ve Allikmets, 2001). Diger tigii ise kistik fibrozis transmembran
kondiiktans diizenleyici (CFTR/ABCC7) proteini ve siilfoniliire reseptorleridir
(SUR1/ABCCS8 ve SUR2/ABCC9). Dokuz MRP proteinlerinin dordii kisa MRP’ler
olarak bilinir, (MRP-4, MRP-5, MRP-8, MRP-9) tipik ABC yapisiyla dort kisim
TMD (transmembran alan) olarak da bilinen iki MSD’den (membran gegen alan)

olusur ve her birinde bir NBD (niikleotid baglanan alan) bulunur (Sekil 2.13.). Aym
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zamanda alt aile ‘B’nin iiyesi olan ABCB1 gen {iriinii P-gp de bu yapiya sahiptir.
Uzun MRP’ler olarak bilinen (MRP-1, MRP-2, MRP-3, MRP-6, MRP-7) N-ucunda
bulunan ekstra alan MSDO ile bes kisima sahiptir (Sekil 2.13.). Baz1 arastirmacilar
MRP-1"deki bu kismin tagima aktivitesi i¢in gerekli olmadigin1 gostermis ve gerekli
oldugu diisiiniilen LO kismi zaten MRP-4 ve MRP-5’de hiicre i¢i uzun N-ug
kisimlarinda korunmustur (Gao vd., 1996; Bakos vd., 1998).

MRP2 (ABCC?2) [DJS)]

MRP6 (ABCC6) [PXE]

MRP3 (ABCC3) r long’ Cteminal

MRP1 (ABCC1)

MRP7 (ABCC10) -

. — MRP9 (ABCC12)

MRPS (ABCC11) [EWX]

= "short

MRP5 (ABCCY)

MRP4 (ABCC4)

Sekil 2.13. MRP ailesi (Chen ve Tiwari, 2011) ve yapis1 (Gillet vd., 2007).

ABC tastyicilarinin transmembran alanlari, alti transmembran gecen heliksten olusur
ve tasinan substratlarla etkilesen bolgeler burada yerlesmistir. Yiiksek ilgiyle agik
bolgelere baglanan ve disiik ilgide kapali bolgelere yiiklenmeyen substratlarla
kompleks reaksiyon saglanmasi i¢in 12 membran gecen heliks gereklidir. ABC
tastyicilart  ATP  hidrolizleyici niikleotid baglanma alanlarinda da benzer
diizenlemeler ortaya koyar. Iki NBD proteini bastan uca uyumlu olan ‘sandvig¢ dimeri
modeli’ni olusturmak i¢in iki karma niikleotid baglanma bdlgesi (NBS) igerir
(Hollenstein vd., 2007; Linton ve Higgins, 2007). NBS’ler yiiksek derecede
korunmus Walker A ve Walker B motiflerinden olusur (Sekil 2.14.). Sitoplazmik
niikleotid baglanma alanlarinin ATP ile yonetilen siki dimerizasyonu ve NBD dimer
arayliziiniin es zamanli olarak dinamik yeniden yapilanmasi TMD’lerdeki
konformasyonel degisimlerle saglanir (Vergani vd., 2005). Su anki modeller
ATP’nin baglanmasiyla TMD’lerin disa bakan bir konformasyonunu ve hidroliz
tirlinlerinin ayrigmasiyla 12 transmembran heliksinin i¢ce bakan bir konformasyonunu

yoneten ortak bir erisim ve salinma mekanizmasini onerir (Sekil 2.14.) (Hollenstein
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vd., 2007). Bu basit mekanizma ile ABC tasiyicilarinin ilag atimi agiklanabilir
(Zolnerciks vd., 2007; Hollenstein vd., 2007 ).

[[....

Sekil 2.14. ABC tastyicilarinin ii¢ boyutlu yapisi (Slot vd., 2011).

Tiim memeli ABC proteinlerindeki gibi MRP’lerin substrat translokasyonu da
substrat taninmasiyla baglar, membranin bir tarafindaki substrati yiiksek ilgiyle
baglar, membrandan translokasyonunu saglayan konformasyonel degisiklikler gegirir
ve membranin zit tarafina substrat1 birakir (Sekil 2.15.). Tasiyict bir kez yiiksek ilgi
konformasyonunu {iistlendiginde tasimanin diger bir asamasi baglar. Bu islemler
zorunlu olarak ATP baglanma ve hidroliziyle eslendigi kadar ADP/Pi salimiyla da
eslenir (Linton ve Higgins, 2007). Cok say1 ve cesitteki molekiiller MRP tarafindan
membrandan tasinir. Bazi MRP’lerin substrat 6zgilliigiinii paylasmasi sinirhidir,
fakat tasimma kinetigindeki farkliliklar genellikle ©nemlidir. MRP’lerin doku
dagiliminda ve polarize epitel ve endotelyal hiicrelerde membran lokalizasyonu da
onemli farkliliklar gosterir. Bu farkliliklar birlikte her bir MRP tasiyicisinin essiz

farmakolojik ve fizyolojik fonksiyonlarindan sorumludur.
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1) Substrat membranin bir 2) MRP'de konformasyonel
tarafindan MRP'ye yiiksek degisim gergeklesir
ilgiyle baglanir.

i) substrat i)
= : =

E?’lglan'ma F> ® ¢ baglanm

5 gesll'anln a ilgisi

diger zayif

c S tarafina gi‘tf:]ugun-
E substrat

el i salinir.

ilgili haline déner.

4) Bu degisimler 2 ATP molekiiliiyle
saglanir.

Sekil 2.15. ABC tastyicilarinin substrat tasima mekanizmasi (Slot vd., 2011).

[laclarin ¢ogu dogal toksinlerdir ve onkologlar tarafindan hiicrelere pasif difiizyonla
giris icin kullanilir. Bu amfipatik ilaglar ¢ift tabakali lipidden diffiizlenebilecegi
kadar hidrofobik, fakat suda coOziinebilecek ve hedeflerine ulasabilecek kadar
hidrofiliktir (Regev ve Eytan, 1997). Birkez igeri girdiginde bu amfipatik ilaglar
oksidasyon veya konjugasyonla inaktive olabilir. Kendi kendine konjugasyon, ilagtan
kurtulmak i¢in yeterli degildir (Ishikawa, 1992). Konjugasyonlu ilag GSH’in ona
yapistig1 ve pasif difiizyonla hiicreden ayrilamadig: icin artik daha hidrofiliktir. Ilag
hiicreye girdikten sonra, bir GS-X (glutatyon-S-konjugat) pompasi olan 6zel disa
atim pompalariyla atilana kadar GSH konjugat1 asir1 konsantrasyonlarda birikecektir
(Sekil 2.16.). Bu GS-X pompalar1 ABC tasiyicilaridir ve son yillarda klinik olarak
iliskili ilaglarin doku dagilimi ve eliminasyonun da 6nemli oldugu gosterilmistir. Bu
sayede ABC tastyicilarn torapatik ve diagnostik ajanlarin ¢cogunun etkinlik ve
toksisitesine katkida bulunur. ABC tasiyicilart ayn1 zamanda sinyal yolaklarindaki
onemli rolleriyle de genis bir orandaki fizyolojik metabolitlerin hiicresel atimina da

aracilik eder (Slot vd., 2011).
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Sekil 2.16. ABC tasiyicilariyla ilaglarin tasinmasi (Cole ve Deeley, 1998).

Bir ilacin ABC tasiyicilar igin substrat veya inhibitoér olarak karakterizasyonunda
doz rejimlerinin sec¢imi, toksik etkileri tahmin etme ve potansiyel ilag-ilag
etkilesimleri gibi 6nemli etkenleri géz 6niinde bulundurmak gerekir. Bu yiizden ABC
tastyicilarin farmakolojik ilgisi, ilag-tasiyici veya ilag-ilag¢ etkilesimlerini test etmek
i¢in in vitro sistemler kurulmustur. Genellikle in vitro denemeler ABC tasiyicilarini
ylksek ifade eden hiicreleri veya bu hiicrelerden izole edilen membranlar1 kullanir.
Aragstirilan substratin dogrudan takip edildigi denemeler de vardir. Fakat tagiman ilag
hidrofobik oldugundan onlarin birikimi ve salgilanmasi hiicre i¢i (veya vezikiil ici)
baglanma bolgelerine ulasilabilirligine oldugu kadar hiicre membraninin
gecirgenligine de baghdir. Bu nedenle ila¢ tasinmasini karakterize etmek i¢in ¢ok
fazla yontem (ila¢ uyarinmli ATPaz aktivitesi, floresan boya tasinmasi, vs.)
gelistirilmistir. Tiim bunlara ragmen ABC tastyicilari i¢in substrat ve inhibitorleri
ayirmanin her zaman basit olmadigini bu tasiyicilar tek tek inceledigimizde daha iyi

anlayacagiz.

P-gp (MDR-1)

ABC tasiyict ailesinin ilk kesfedilen tiiyesi olan P-glikoprotein (P-gp), ATP
hidrolizine bagimli olarak ¢alisan ve disa attim pompast islevi gbren bir membran
proteinidir. ABC ailesinin B alt ailesine ait olan P-gp, insanlarda 7. (7q21.1)
kromozomunda yer alan MDR-1 geni tarafindan kodlanmaktadir ve klonlanan ilk
ABC tastyicisidir. P-gp, 1280 aminoasitin birlesmesinden olusur ve molekiil agirligi
170 kDa’dur. Molekiil, altisar transmembranal segment iceren iki transmembranal
alan ve iki niikleotid baglayici alandan olusmaktadir (Schinkel ve Jonker, 2003;
Padowski ve Pollack, 2010). MDR-1 geni (GenBank erisim no: AF016535) iiriinii P-
gp en cok calisilan ABC proteinlerinden biridir (Gottesman vd., 2002).
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P-gp, ilk defa 1976 yilinda Juliano ve Ling tarafindan, kolg¢isine direncli Cin
hamsteri yumurtalik hiicrelerinde asir1 ifade edilen bir yiizey glikoproteini olarak
tanimlanmistir (Juliano ve Ling, 1976). P-gp birincil aktif ilag¢ tasiyici proteindir,
ilac1 baglayarak ATP hidroliziyle konsantrasyon gradiyentine kars: tasir (Germann,
1996; Borst ve Schinkel, 1997). P-gp, antikanser ilaglar1 ve diger hidrofobik
bilesikleri aktif sekilde hiicre disina tasiyan enerji bagimli plazma membran atim
pompasi olarak fonksiyon goriir. P-gp’nin fizyolojik fonksiyonu detoksifikasyon ve

ksenobiyotiklerle ilgili oldugu kadar, hormonlarin salgilanmasiyla da ilgili olabilir.

Gergeklestirilen immiinohistokimyasal analizler P-gp’nin saglikli insan dokularinda
bliyiik 6l¢iide ifade edildigini gostermistir. P-gp epitelyal hiicrelerde (gastrointestinal
sistem, karaciger ve bobrek) ve kilcallarda (beyin, testis, yumurtaliklar ve adrenal
bezler) ksenobiyotiklerin aliminda bariyer gibi hareket eder. P-gp, ilag ve diger
ksenobiyotikleri viicuttan uzaklastirarak dogal bir savunma mekanizmasi islevi
gormektedir. P-gp’nin anatomik lokalizasyonu ve disa atim fonksiyonu goz Oniine
alindiginda ilaglarin emilimi, dagilimi ve eliminasyonunda 6nemli rol oynadigi
goriilmektedir (Lin ve Yamazaki, 2003; Fromm, 2004; Marchetti vd., 2007;
Padowski ve Pollack, 2010). P-gp’nin ii¢ boyutlu yapisinin analizi, P-gp
substratlarinin  tipik olarak hidrojen bagi yapabilen gruplar igerdigini acgiga
cikarmistir (Zheleznova vd., 2000; Seelig ve Landwojtowicz, 2000). P-gp
substratlarmin hiicre i¢ine serbestce difiize olmasi beklenir ve P-gp onlar1 plazma
membranina girmeden de tanryabilir (Stein, 1997; Litman vd., 2003). P-gp farkh
ilaglarla farkli etkilesimler yaparak bdylece her baglanma cebinde ‘indiiklemeli-
uyum mekanizmasi’yla benzersiz bir sekilde ¢alisiyor goriinmektedir (Sekil 2.17.)
(Pawagi vd., 1994; Loo vd., 2003; Pajeva vd., 2004). Son derece genis bir substrat
spesifitesine sahip olan P-gp, antineoplastik ilaglar, immiinosiipresanlar, streoid
hormonlar, kalsiyum kanal blokerleri, [B-blokerler ve kardiyak glikozidler,
antibiyotikler, antidepresanlar, antiepileptikler, antihiperlipidemik ilaglar, H1 ve H2
reseptor blokerleri, HIV proteaz inhibitorleri gibi kimyasal yap1 ve farmakolojik
olarak farkli, ¢ok sayida hidrofobik ilaci tasiyabilmektedir (Takano vd., 2006;
Stavrovskaya ve Stromskaya, 2008; Zhou, 2008).
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Sekil 2.17. P-gp’nin ila¢ tasima mekanizmasi1 (Ambudkar vd., 2003).

Kanser hastalarina uygulanan kemoterapinin basarisiz olmasinin temel nedenlerinden
biri P-gp araciligi ile gelisen MDR’dir (Lee, 2010). P-gp kanser hiicrelerinde
normalden fazla ifade edilerek, yapisal olarak farkli pek ¢ok ilacin hiicre igerisine
alinmasim1 engellemek ve bunlar1 tiimor hiicrelerinden disar1 atmak suretiyle
intraseliiler ilag konsantrasyonlarinin azalmasina neden olmaktadir (Vaalburg vd.,
2005; Stavrovskaya ve Stromskaya, 2008; Yuan vd., 2008; Lee, 2010). P-gp,
antrasiklinler, epidofillotoksinler, vinka alkoloidler, taxanlar gibi antikanser ilaglara
direng gosterir. Su an rutin olarak kullanilan antikanser ajanlarimin ¢ogu P-gp’nin
substrati oldugundan P-gp’yi yliksek ifade eden kanser hiicreleri tedaviye direng
gelistirebilmektedir.  Kemoterapiye dogustan direngli  kanserler  (bobrek,
adrenokortikoid, hepatoseliiler, pankreatik ve kolorektal) siklikla P-gp’yi yiiksek
ifade eder. Edinilmis diren¢li kanserlerde daha 6nce az veya hi¢ P-gp ifadesi
olmayanlar (AML, go6giis kanseri ve kiigiik hiicreli akciger kanseri) kemoterapiden

sonra ytiiksek ifade seviyeleri gosterirler.

Kanser hiicrelerinde P-gp inhibitdrlerinin sitotoksik ajanlarla birlikte uygulanmasinin
MDR’yi geri ¢evirmesi ve tedavi ¢iktilarini iyilestirmesi beklenir. P-gp’yi yiiksek
ifade eden hiicreler tutarli olarak bu ilaglara P-gp inhibitorleriyle geri gevrilebilen
direng gosterirler (Verbrugge vd.,2012). En yaygin kullanilan P-gp inhibitorleri
Verapamil, PSC833 ve Tariquidar’dir. Birinci ve ikinci nesil inhibitorleri kullanan
calismalarin sonuglar1 P-gp modiilasyonunun yararindan siiphe duyulmasina neden
olmustur. Cesitli nesil P-gp inhibitorleri klinik denemelerde basarisizliga ugramis
olup bu negatif sonuclar inhibitorlerin dogustan toksisitesine ve denemelerin yetersiz

dizayniyla aciklanabilir (Szakadcs vd., 2006). Kanser hiicrelerinde P-gp’nin
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modiilasyonunun zor olmasindan dolayt MDR’yi Onleme girisimleri es zamanl
olarak uygulanan ilaclarin ilag-ilag etkilesimleri, tekrar P-gp ifadesiyle sonug¢lanarak

bir paradoksa sebep olur.

MM hastalarinda yaygin olarak kullanilan BTZ sonrasi genellikle P-gp ifadesi
artarken (Grogan vd., 1993), baz1 ¢alismalar BTZ’in P-gp icin zayif bir substrat
oldugunu belirtir (Minderman vd., 2007; Oerlemans vd., 2008; Wiberg vd., 2009;
Verbrugge vd., 2012). Bunun yaninda bagka calismalar da MM hiicrelerinde BTZ’in
P-gp ifadesini disiirebildigini gostermistir (O’Connor vd., 2013). P-gp geninin
nakavt edilmesi, P-gp’yi yiiksek ifade eden hiicre hatlarini proteozom inhibitorlerine
karst hassaslagtirdigit rapor edilmistir (Rumpold vd., 2007). P-gp nakavth
hayvanlardaki P-gp substratlarinin doku dagilimi iizerine derin bir etkisi vardir. Fare
iki Mdr-1 genine sahip oldugundan (insan MDR-1 geniyle eslesen) P-gp’nin in vivo
ilag dagilimmna katkis1 yalmizca Mdr-1a/lb ¢ifte nakavtli farede tam olarak
anlagilabilir (Schinkel vd., 1994 ). Sasirtic1 sekilde nakavtlar canli ve dogurgandir. P-
gp nakavtl farenin canli ve dogurgan olmasi direngli kanserleri 6nlemek icin giivenli

ve etkili bir strateji olarak insan P-gp’sinin farmakolojik modiilasyonunu 6nerir.

MRP-1

MRP-1 geni ilk kez ila¢ direngli akciger kanseri hiicre hattindan klonlanmistir ve 16.
(16p13.1) kromozomda yer alir (Cole vd., 1992a). MRP-1, MRP ailesinin ilk iiyesi
olup 190 kDa agirliginda plazma membranina yerlesmis bir proteindir (Filipits,
2004). 1531 aminoasit igererek ¢esitli organ ve hiicre tiplerinde ifade edilir. MRP-1
geni (GenBank erisim no: L05628) {irlinii proteinin ve P-gp’nin hidropati profilleri -
COOH uglarindan siralandiginda ¢ok benzer olmasina ragmen, iki protein arasindaki
aminoasit benzerligi ¢ok diisiik (%15) ve sadece korunmus NBD’lerle sinirlidir (Cole
vd., 1992a). MRP-1 proteini tiim organlarda fakat belli dokularda (testis ve akciger)
nispeten yiiksek seviyelerde bulunur. MRP-1’in doku dagilimi bir dizi kan-organ ara
yiizlerinde belli sitotoksik ilaglarin penetrasyonunu sinirlamasi roliiyle tutarlidir ve
bodylece viicutta kan-beyin bariyeri ve kan testis bariyeri gibi farmakolojik olarak
ulasilmasi zor bolgeler olusumunu saglar (Leslie vd., 2005). Doku korunmasinda
MRP-1’in roliine direkt kanit MRP-1 geni nakavtli fare caligmalarindan gelir. Bu
nakavt fare canli ve dogurgan olmasmma ragmen seminifer tiibiilleri, bagirsak,

orofaringeal mukoza ve koroid pleksus gibi belli dokularda artan kemosensivite
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gosterir (Wijnholds vd., 1997, 1998, 2000b; Lorico vd., 1997). MRP-1 fizyolojik
olarak belli dokular1 toksik ajanlarin etkisinden koruyarak ayni zamanda
inflamasyon, dendritik hiicre fonksiyonu ve folat homeostasisinde rol

oynayabilmektedir.

MRP-1’in substrat 06zgiilliigii icin, MRP-1"1 yiiksek ifade eden hiicrelerden
hazirlanmis membran vezikiilleri kullanilarak bilesigin radyoaktif isaretli formunun
ATP bagimli alimmi dlgen in vitro ¢aligmalarla cesitli bilesikler tanimlanmistir
(Leier vd., 1994). Polarize hiicreler (bagirsak, bobrek ve karaciger) ilag dagilimi ve
kan-doku bariyerlerine smirli dagilimla ilgilidir. Boyle polarize hiicreler siki
baglantiyla ayrilmis apikal ve bazolateral membranlara sahiptir. Ilag tastyicilar1 bu
iki membrana asimetrik yerlesme egilimindedir ve ila¢ veya metabolitin hiicrenin
apikalden bazolateral tarafina (veya tersi) transseliiler (vektoriyel) tasimay1
kolaylastirir (Sekil 2.18.). Bdylece bazolateral membranlarinda bir veya daha fazla
alim tasiyicilar1 ve apikal membranlarinda atim tasiyicilar1 ifade eden ikili ve ¢oklu
transfekteli polarize hiicre hatlar yetistirilmistir (Nies vd., 2008; Hirouchi vd., 2009).
Boyle hiicre hatlar1 karaciger ve bobrekte ilag tasimasi deneylerinde model olarak

kullanilmada biiyiik kolaylik saglar.

bazolateral

.- substrat .- ahm tasiyicisi

. = MRP tasiyicisi E- siki baglanti

Sekil 2.18. ABC tastyicilarinin hiicre membranlarindaki yerlesimi (Slot vd., 2011).

MRP-1"in fizyolojik fonksiyonuyla ilgili ilk isaretler glutatyon (GSH, y-Glu-Cys-
Gly) konjugeli arasidonik asit tiirevi LTC4’1in etkili bir tasiyicist oldugunu gdsteren
in vitro deneyden saglanmistir (Leier vd., 1994). LTC4, astim ve alerjik
reaksiyonlarla oldugu kadar kas daralmast ve vazokonstriksiyonla iliskili
proinflamatuar bir arasidonik asit tiirevidir (Samuelsson vd., 1987). LTC4’iin MRP-

1I’in fizyolojik bir fonksiyonuyla ihra¢ edildiginin kabuliine iliskin in vivo kanatlar,
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MRP-1 nakavthh  farenin LTC4 atimiyla iliskili azalan inflamatuar cevaplar
gostermesi gozleminden saglanmistir (Wijnholds vd., 1997). LTC4’e ek olarak
MRP-1 yapisal olarak farkli ¢esitteki diger GSH-konjugeli organik anyonlar1 da tasir
(Jedlitschky vd.,1994, 1996; Leier vd., 1994; Muller vd., 1994). Bunlardan bazilar
endojen metabolitlerdir ve digerleri glutatyona konjuge olmus ilaglar, glukoronat
veya siilfat gibi faz 2 ksenobiyotik metabolizmasinin iiriinleridir (Hipfner vd., 1999;
Konig vd., 1999a; Leslie vd., 2005; Cole ve Deeley, 2006). Aslinda MRP-1,
yakalanmasi zor olan GSH’a konjuge olmus ilaclar1 hiicre disina tasiyabilen
glutatyon-S-konjugat (GS-X) pompalart grubundan olan bir tasiyicidir (Ishikawa,
1992).

MRP-1 proteini hasta timor Orneklerinde siklikla tespit edilmesine ragmen bu
tagtyicinin klinik ilag direncine tam katkisi hala iyi tanimlanmamistir (Deeley vd.,
2006). Hiicrelerde MRP’lerin yiiksek ifadesi diren¢ gelisimine katkida bulunur.
MRP-1’in 16semiler, 6zofagiyal karsinomlar ve kiiclik olmayan hiicreli akciger
kanserinde yiiksek ifade oldugu rapor edilmistir (Nooter vd., 1995). Bunun yaninda
MRP-1 belli antrasiklinlere, vinka alkoloidlere ve epidofilotoksinlere direng gosterir
(Xia vd., 2013). GSH, direnglilik i¢in gereklidir ve hiicresel GSH achig1 vinka
alkoloid ve atrasiklinlere kars1t MRP-1 aracili direnci ortadan kaldirir (Versantvoort
vd., 1995; Zaman vd., 1995). Vezikiiler tasima deneyleri sayesinde vincristine veya
daunorubicin tagmmasmin yalmizca azalan GSH varliginda gerceklestigi
gosterilmistir (Loe vd., 1996c; Rappa vd., 1997; Loe vd., 1998; Renes vd., 1999).
MRP-1, GSH’la ¢ok sayida kompleks etkilesime sahiptir (Cole ve Deeley, 2006). Bu
seliiler tripeptid, antioksidan olarak oksidatif stresin yok edici etkisinden hiicreleri
korur. MRP-1 nakavth faredeki bazi dokularin GSH seviyelerinin iki kat artmasi
GSH’1in MRP-1 substrati da olduguna in vivo kanit olarak degerlendirilir (Lorico vd.,
1997). MRP-1 aracili GSH tasinimi ksenobiyotiklerin oranlariyla uyarilabilirken
(Loe vd., 2000; Leslie vd., 2003) vincristine tasinimin1 da GSH uyarir (Loe vd.,
1996¢c; Mao vd., 2000). Boylelikle bu durumda GSH ilagla birlikte taginiyor (veya
tasinimin1  karsiliklt uyariyor) goriinmektedir (Sekil 2.19.). GSH’in biyolojik
aktiviteleri tipik olarak tiyol grubunun (-SH) merkezi sistein pargalarindan proton
verme Ozelliklerine atfedilir. MRP-1 aktivitesi {izerine olan uyarict etkisinde bu
durum gegerli degildir. MRP-1’le ilag tasmimi, Cys par¢asinin Leu gibi bir

aminoasitle veya kisa zincirli modifiye olmus alkil parcasiyla (S-methyl GSH) yer

40



degistirmis azalmayan tripeptidlerle de uyarilabilir (Loe vd., 1996¢c; Leslie vd.,
2003). GSH, MRP-I’in konformasyonunda degisikliklere sebep olabilir fakat bu
degisikliklerin nasil tasima uyarici aktivitesiyle iliskili oldugu bilinmemektedir
(Rothnie vd., 2006). Bu kritik siilfhidrilleri (-SH) tasima yetenegiyle tutarli olarak
biriken kanitlar MRP-1’in hiicresel oksidatif stres ve redoks homeostasisinde 6nemli
bir modiilatér rol oynadigini gosterir (Krause vd., 2007). Diger ¢alismalar GSH
attmmin hiicre hasar1 cevabinda MRP-1 aracili apoptotik sinyalin bir parcasi

oldugunu da gdstermistir (Marchan vd., 2008).

/ . \
Ilac

4 A
GSH GS
ATP P AP
ADP
\ ADP

MRP sadece GSH"1 tasir ila¢ tasmmaz fakat varhg
GSH tasinmasim uyarir

GSH ilagla birlikte tasimir gy tasmmaz fakat ilacin

tasinmasi icin gereklidir

Sekil 2.19. MRP tasiyicilariyla GSH etkilesiminin dort muhtemel mekanizmasi
(Ballatori vd., 2009).
MRP-1’in substrat 6zgiilliigii i¢in 6nemli olan aminoasitler siklikla membrandan
translokasyon yolunu olusturan membran gecen domain 1 ve 2’de yerlesmistir. Bu
fonksiyonel olarak 6nemli aminoasitlerin ¢ogu bolgeye yoOnlendirilmis mutagenez
calismalariyla tanimlanmistir (Deeley ve Cole, 2006; Iram ve Cole, 2011; Slot vd.,
2011). Her substrat MRP-1’in substrat baglanma cebinde kendi benzersiz baglarini
kurmaktadir. BTZ ve epoksi keton bazli proteozom inhibitorlerini MRP-1-5"in
tasimadigi rapor edilmistir (Verbrugge vd., 2012). MRP inhibitéri MKS571’1in ¢esitli
tasima deneylerinde MRP-1 aracili tasimayr submikromalar konsantrasyonlarda
yarigmali olarak engelleyebildigi gosterilmistir (Jedlitschky vd., 1994, 1996; Leier
vd., 1994, 1996). Fizyolojik metabolitleri 6nemli oranda tagima yetenegine karsin

MRP-1 eksikligi ile iliskili herhangi bir insan hastalig1 bilinmemektedir.
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MRP-2

MRP ailesinin iki numarast MRP-2 (GenBank erisim no: U49248), 10. (10q24)
kromozomunda bulunmaktadir ve kanalikiiler organik anyon tasiyicist (cMOAT)
olarak da bilinir (Paulusma vd., 1996). MRP-2’nin biyokimyasal karakterizasyonu,
1990°da Ishikawa ve arkadaslarmin hepatositlerin kanalikiiler membraninda
glutatyon-S-konjugatlarini tagiyabilen, ATP-bagimli bir tasiyici proteini bulmalari ile
baglamistir (Ishikawa vd., 1990). 1996 yilinda insan ve sican MRP-2 geninin
klonlanmasi1 ile de MRP-2’nin yapisi aydmlatilmistir (Borst vd., 2006). MRP-2,
karaciger ve bobrekteki lokalizasyonunun yani sira ince bagirsak, kolon, safra kesesi,
bronslar ve plasentanin epitel hiicrelerinin apikal membranlarinda da eksprese
olmaktadir (Schaub vd., 1997; Nies ve Keppler, 2007). MRP-2 proteini ve P-gp
arasindaki aminoasit sekans benzerligi %25 iken, MRP-2 ve MRP-1 %49 aminoasit

benzerligini paylasir (Keppler ve Konig, 1997).

MRP-1’de bahsedildigi gibi MRP-2’nin substrat o6zgiilliigiiyle ilgili bilgiler de
vezikiiler tasima deneylerinden gelmistir. MRP-2’nin mutasyonel analizleri MSD1
ve MSD2 alanlarindaki yiiklii aminoasitlerin, substrat belirleyiciliginde énemli bir
roliine isaret eder (Ryu vd., 2000). MRP-2 bircok organik anyonun, endojen
bilesiklerin, ksenotoksinlerin ve bunlarin glukronat, siilfat ve glutatyon
konjugatlarinin hiicre digina taginmasima aracilik etmektedir (Keppler ve Konig,
1997; Kusuhara ve Sugiyama, 2002). Ek olarak MRP-2, LTC4 ve konjugeli
bilirubinler gibi belli endojen konjugatlarin safra eliminasyonundan da sorumludur
(Kawabe vd., 1999; Nies ve Keppler, 2007). MRP-1 ve MRP-2 tasiyicilarininin
Ostradiol glukoronidleri tagima kinetikleri birbirinden farklidir (Zelcer vd., 2003).
MRP-2’nin MRP-1’le benzer biiyiiklilkk ve topolojide olmasina ragmen, MSDO0’1
MSD1’e baglayan sitoplazmik bolgede tasiyicinin C-ucunda, plazma membran
trafigi ve hiicredeki diger proteinlerle fonksiyonel etkilesimlere katildigi, proteine
farkli 6zellikler sunan ek sekans motifleri vardir (Bandler vd., 2008). Bundan dolay1
MRP-2, iki benzer fakat esit olmayan ligand baglanma bdlgesi iceriyor
goriinmektedir; substratin tagindig1 bir bolge ve substratin tasinma bdlgesinin ilgisini
diizenleyen ikinci bolge (allosterik). Ostradiol glukoronid iki bélgeyede baglaniyor
goriinmektedir fakat bu MRP-2’ye baglanan tim ligandlar i¢in gecerli degildir.
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MRP-2’nin fizyolojik rolii saglikli ve gozlenebilen fenotipik bir anormalligi

bulunmayan MRP-2 nakavth fare kullanilarak kabul edilmistir (Chu vd., 2006).

MRP-2 eksikliginde Dubin-Johnson sendromu olarak adlandirilan karacigerde
kahverengi pigmentlerin ¢okmesi sonucu kronik konjugeli hiperbilirubinemi ile
karakterize olan kalitsal, otozomal resesif bir hastalik goriliir (Dubin ve Johnson,
1954; Kartenbeck vd., 1996; Paulusma vd., 1997; Hirohashi vd., 1998). Insan MRP-2
fonksiyonunun bozulmasiyla sonuglanan mutasyonlar 1990’larin sonlarindan beri
tanimlanmaktadir. Hem anlamsiz hem de yanlis mutasyonlar tanimlanmig ve
bunlarin sonucundaki ¢ogu durum proteinin azalan seviyeleri ve yokluguyla
sonu¢lanmistir (Lee vd., 2006; Kanda vd., 2009). Sonu¢ olarak Dubin-Johnson
sendromlu bireylerde bilirubin konjugeli artan serum seviyeleri, siklikla bilirubin
glukoronidin safra eliminasyonuyla tutarli sekilde bozulmustur (Nies ve Keppler,

2007).

MRP-2, insanda normal dokulardaki ifadesinin yani sira tiimor hiicrelerinde de ifade
olmaktadir. MRP-2 bobrek, kolon, gogiis, akciger, yumurtaliktan koken alan bazi
kat1 tiimorlerde oldugu kadar, AML’li hastalardan alinan hiicrelerde (van der Kolk
vd., 1998; Sandusky vd., 2002) ve akciger, mide, bobrek, kolorektal tiimor hiicre
hatlarinda da ifade edilir (Narasaki vd., 1997). In vitro calismalar MRP-2’nin
methotrexate, cisplatin, irinotecan, paclitaxel ve vincristine gibi g¢esitli antikanser
ilaglarini tagiyabildigini rapor etmistir (Chu vd., 1997; Cui vd., 1999; Huisman vd.,
2005). MRP-1’den farkli olarak MRP-2, platinyum igeren ilaglara da direng¢ sunabilir
(Koike vd., 1997; Leslie vd., 2005; Deeley vd., 2006; Nies ve Keppler, 2007) ve
MRP-2 ifadesinin hepatoseliller ~karsinomlu hastalarda cisplatin temelli
kemoterapinin etkisini belirledigini rapor edilmistir (Korita vd., 2010). Artan MRP-2
mRNA seviyeleri baz1 cisplatin ve doxorubicin direngli hiicre hatlarinda da rapor
edilmistir (Taniguchi vd., 1996; Kool vd., 1997). MRP-2 ile transfekte edilmis
polarize bobrek hiicrelerinde vinblastine’in artan taginimi sitokiyometrik olarak artan
GSH atim ile iligkili olup bundan dolayr MRP-2 aracili ilag direncliligi konjuge
olmamis ilacin disa atimina izin vermek i¢in siirekli GSH gerektirmektedir (Ishikawa
vd., 1996; Kuo vd., 1998). MRP-2’nin bir¢ok antikanser ilaca karsi direng
olusturdugu goz oniine alindiginda, insan timor hiicrelerindeki ifadesi klinik agidan

Onem tastyabilir (Nies ve Keppler, 2007).
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MRP-3

MRP-3 geni, MRP-2’nin hemen ardindan klonlanmistir (Belinsky vd., 1998; Kool
vd., 1999b; Konig vd., 1999b). 1997 yilinda kesfedilen MRP-3 tasiyici proteini, 17.
(17921) kromozomda yer alir ve MRP-1’in en fazla homologu (%58) olan proteindir.
MRP-1’e benzer sekilde MRP-3 polarize hiicrelerin bazolateral membranlarinda
ifade edilir (Kool vd., 1999b; Konig vd., 1999b). MRP-1 ve MRP-2’ye yap1 olarak
cok benzemesine ragmen, diren¢ mekanizmasinda glutatyon aracilik etmez
(Hirohashi vd., 1999; Kool vd., 1999b). Insanlarda MRP-3 agirlikli olarak adrenal
bezlerde, bobrekte, ince bagirsakta, kolonda, pankreasta ve safra kesesinde; daha
diisiik seviyede akcigerlerde, dalak, mide ve bademciklerde ifade edilir (Kool vd.,
1997, 1999b; Konig vd., 1999b; Scheffer vd., 2002a; Borst vd., 2006). MRP-3
hepatositlerin bazolateral membraninda bulunur ve safra tuzlarinin salgisi
engellendigi zaman organik anyonlarin karacigerden kana atilmasina izin verebilir
(Konig vd., 1999a,b; Kool vd., 1999b). MRP-3 ifadesinin neden adrenal kortekste
yiiksek oldugu hala tespit edilememistir (Kool vd., 1999b). MRP-3 ifadesinin
kolestatik insan (Scheffer vd., 2002a), rat karacigeri (Soroka vd., 2001) ve karaciger
kanalikiiler membranlarinda MRP-2 fonksiyon eksikligi olan DJS’li hastalarda
upregiile oldugu tespit edilmis olup, karacigerde MRP-2’nin kaybini telafi edici rol
oynuyor goriinmektedir (Konig vd., 1999b). MRP-31in fizyolojik fonksiyonu hala

belirlenememistir.

Insan MRP-3 genindeki mutasyonlarla iliskili bir hastalik yoktur ve bununla tutarl
olarak MRP-3 nakavtli fare saglikli ve belli farmakolojik ajanlarla karsilasana kadar
farkl bir fenotip gostermez (Borst vd., 2007; Kruh vd., 2007a; Lagas vd., 2009). Bu
fare MRP-3’lin fizyolojik roliine heniiz biliylik bir katki saglamamistir ¢linki
kolestatik sartlarda hepatik sinlizodial membrandaki MRP-3 ifadesi siklikla
upregiiledir. MRP-2 aracili tasima bozuldugunda MRP-3’iin safraya toksik karaciger
metabolitlerinin kan aracilifiyla temizlenmesinde yedek bir sistem sunmasi yaygin
bir goriistiir (Donner ve Keppler, 2001; Belinsky vd., 2005; Zelcer vd., 2006; Borst
vd., 2007). Bu goriis MRP-2/MRP-3 ¢ifte nakavth fare ¢alismalariyla desteklenmistir
(Lagas vd., 2009).

Insan hepatoseliiler karsinomlarinda (Nies vd., 2001), 6ncii yumurtalik kanserinde

(Ohishi vd., 2002) ve yetiskin ALL’de (Plasschaert vd., 2005) MRP-3 ifadesinin
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seviyelerinde yiikseklik tespit edilmistir. Ek olarak MRP-3’lin yiiksek ifadesi
cocukluk ve yetiskin ALL ve yetiskin AML’de bir prognostik faktér olarak
varsayillmistir (Plasschaert vd., 2005; Benderra, vd., 2005). MRP-3 etoposide,
teniposide ve methotrexate gibi antikanser substratlart MRP-1 ve MRP-2’ye kiyasla
daha az tasir (Kool vd., 1999b; Zelcer vd., 2001; Lagas vd., 2010). MRP-3’iin
vezikiiler tasima deneylerinde methotrexate’i tasiyabildigi gozlemiyle uyumlu
sekilde (Hirohashi vd., 1999), polarize hiicreler kisa siireli methotrexate’e maruz
kaldiginda diren¢ gozlenmistir (Kool vd., 1999b). Bu protein, heniiz molekiiler
seviyede tanimlanmamasina karsin hem tagima baglanma bolgesi hem de modiilator
bolgesi igerdigi gosterilmistir (Borst vd., 2007). Baz1 ¢alismalarda MRP-3 ifadesi
klinik olarak diren¢ ve zayif kemoterapatik cevapla iligkilendirilmesine ragmen
MRP-3"1in ilag¢ direngliligindeki roliinii anlagilmasi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyac

vardir.
MRP-4

MRP-4, 13. (13g31) kromozom tarafindan kodlanir ve MRP-1’le %41 aminoasit
benzerligi paylasir. Niikleosid monofosfat antiviral ajan Adefovir’in (PMEA)
tanimlanan ilk fonksiyonel tasiyicisidir (Schuetz vd., 1999). Zidovudin (AZTMP)
gibi HIV ilaglaria kars1 direng olusumunda da rolii vardir. PMEA ve AZTMP
organik anyonlardir ve bundan dolayt MRP-4 bir MRP aile {iyesinden beklendigi gibi
organik anyon tastyicisi olarak diisiiniilebilir. Ayrica MRP-4 fosfat konjugatlari i¢in
Ozgiil bir tasiyici olabilir. MRP-4 tiim dokularda diisiik seviyelerde bulunurken
prostatta yliksek seviyelerde bulunmustur (Russel vd., 2008). MRP-4 ilging membran
trafigi Ozelliklerine sahip oldugundan dolayr dokunun nerede bulunduguna baglh
olarak polarize hiicrelerin apikal ve bazolateral membranlarinda yer alabilir. Ornegin
prostat hiicrelerinde ve hepatositlerde MRP-4 bazolateral membranda yer alirken,
bobrek proksimal tiibiillerinde ve beyin kilcallarinda apikal membranda bulunur
(Nies vd., 2004; Borst vd., 2007; Russel vd., 2008). MRP-4’{in dokuya spesifik
membran lokalizasyonunun altinda yatan mekanizma farkli hiicre tiplerindeki
adaptorlerle ve katlanmis proteinlerle etkilesimle ilgili goriinmektedir (Hoque ve
Cole, 2008; Hoque vd., 2009). Daha sonra yapilan in vitro ve MRP-4 nakavtl fare
caligmalar1 bu tagtyicinin genis bir substrat spesifitesine sahip oldugunu gostermistir

(Borst vd., 2007; Kruh vd., 2007a; Ho vd., 2008; Fletcher vd., 2010).
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MRP-4’1in ilag dagilim1 ve eliminasyonundaki 6nemini gosteren ¢ogu kanit MRP-4
nakavthi fareden gelir. Bu fare ilaclarin yoklugunda farkli bir fenotip gostermez
(Leggas vd., 2004). MRP-4 nakavth farede ¢ogu ilacin renal eliminasyonu azalir ve
bobrekte MRP-4 icin anahtar koruyucu bir rol 6nerir (Hasegawa vd., 2007; Ci vd.,
2007; Russel vd., 2008). PGE2 igeren ¢esitli eikanasoidler MRP-4’lin substratidir
(Reid vd., 2003a; Borst vd., 2007). Agr1 ve inflamasyonun en iyi diizenleyicisi olarak
bilinen PGE2 bazi tiimorlerin gelisimine oldugu kadar, biiyliimesinin uyarilmasina,
anjiyogenezine ve sitotoksik kemoterapi cevabina da karisir (Reid vd., 2003b; Lin
vd., 2008; Hanaka vd., 2009). NSAID ilag¢lar (celecoxib) gibi MRP-4 inhibitorleri,
adefovir veya methotrexate gibi sitotoksik ilaglarla birlikte uygulandiginda klinik
olarak belirgin bobrek toksisitesi saglayabilir (Reid vd., 2003a,b; Russel vd., 2008).
MRP-4 nakavtli fare tiyopurinlerin hematopoietik toksisitesine de daha hassastir
(Krishnamurthy vd., 2008). MRP-4’iin rapor edilen diger substratlari GSH,
stilfatlanmis safra asitleri, GSH konjugeli LTB4 ve LTC41 igerir (Kruh vd., 2007a;
Rius vd., 2008). MRP-4 ilag tasima fonksiyonuyla esit dnemdeki ¢esitli endojen
metabolitlerin hiicresel atimin1 yonlendirir ve bu durum hiicre proliferasyonu,
farklilagsmasi, hiicre dongiisii islemi ve apoptozis gibi islemlerle ilgili sinyal
yollarinda anahtar rol oynar. MRP-4, cAMP (ve cGMP) molekiillerini tasir ve bu
akistaki protein kinazlar harici sinyallerin yerini alir (van Aubel vd., 2002; Sassi vd.,
2008). MRP-4’tin cAMP (ve ¢cGMP)’ye nispeten diisiik ilgisi nedeniyle siklik
niikleotidlerin hiicre i¢i seviyeleri diizenlemesindeki rolii sorgulanmistir (Borst vd.,
2007). Siklik niikleotid sinyallesmesinin yiiksek derecede boliimlendigine dair
bliyliyen kanitlar, MRP-4’iin cAMP’nin tiim hiicre konsantrasyonlarimi

diizenlemektense yerel mikro alan seviyeleriyle ilgilendigini gosterir (Li vd., 2007).

MRP-4 prostat tiimorleri ve noroblastomayir iceren bazi tiimorlerin yiliksek
proliferatif gelisiminde gdsterilmistir (Nies vd., 2004; Ho vd., 2008; Fletcher vd.,
2010). MRP-4 bazi antineoplastik aktiviteleri olan 9-(2- phosphonylmethoxyethyl)
guanine’e karsi direnci tercih eder. Adefovir ve diger antiviral ilaglara ek olarak
MRP-4 tiyopurin analoglari, methotrexate ve topotecani igeren antikanser ajanlarina
da direng sunar (Leggas vd., 2004; Deeley vd., 2006; Kruh vd., 2007a; Russel vd.,
2008; Krishnamurthy vd., 2008). Tiyopurin analoglar1 ve niikleozid tabanh
kemoterapatik ilaglarin ¢ogu farmakolojik aktivitelerini gostermeden dnce hiicre ici

fosforilasyon gerektirir. Sonu¢ olarak MRP-4 bu ajanlara ana bilesiklerinden ziyade
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onlarin anyonik fosfat metabolitlerini atarak diren¢ gosterir (Wielinga vd., 2002;
Reid vd., 2003b). MRP-4 zengini izole membran vezikiilleriyle yapilan ¢alismalar
MRP-4 transfekte hiicreleri kullanir ve bu tasiyicinin substrat spesifitesi bu smif
ilaglarin 6tesine uzanir (Deeley vd., 2006; Borst vd., 2007; Russel vd., 2008; Lagas
vd., 2009).

MRP-5

MRP-5, 3. (3927) kromozom tarafindan kodlanan ve sekans etiketlerinin
veritabaninda gorlintiillenmesi sonucunda tanimlanmis (Kool vd., 1997), fakat
fonksiyonel olarak ilk kez Wijnholds ve arkadaglar1 tarafindan niikleozid
analoglarinin tasimmasiyla karakterize edilmistir (Wijnholds vd., 2000a). MRP-5,
MRP-1’le yalnizca %38 aminoasit benzerligi paylasir. Cogu dokuda MRP-5
mRNA’s1 diisiik seviyede olmasina karsin MRP-5 proteinin doku dagilimim
belirleyici immiinolokalizasyon ¢alismalar1 i¢in uygun antikorlarin  kisith
ulasimindan dolay1, yalnizca kismen karakterize edilmistir (Nies vd., 2002, 2004;
Borst vd., 2007). MRP-5 mRNA’s1 iskelet kasi, kalp, beyin, kornea ve insan
genitoiiriner sistemi dokularinin diiz kaslarinda maksimum ifade edilmekle birlikte
¢ogu normal dokuda diisiik seviyelerde ifade edilir (Dazert vd., 2003; Nies vd., 2004;
Calatozzolo vd., 2005; Karla vd., 2009). MRP-1 gibi MRP-5 de beyin kilcallar
endoteliyal hiicreleri, piramidiyal néron ve astrositlerde liimen tarafinda yerlesmistir
(Nies, 2002, 2004). MRP-5’in bu dokulardaki fizyolojik rolii bilinmemektedir. MRP-
5’in baz1 polarize epiteliyal hiicrelerinde bazolateral membranda lokalize oldugu
rapor edilmistir, fakat beyin kilcallar1 endoteliyal hiicrelerinde apikal membranda yer
alir (Nies vd., 2004; Borst vd., 2007). Bu durumda MRP-5 de belki MRP-4 gibi ikili
membran lokalizasyonuna sahip olabilir fakat bu karar1 destekleyecek ¢ok az veri

vardir.

MRP-5 tarafindan in vitro olarak tasinan fizyolojik metabolitler folik asit ve
glukoronid konjugatlar1 oldugu kadar GSH ve GSH konjugatlarini da igerir (Borst
vd., 2007). Ek olarak MRP-5 tercihen metile olmamis tiyoniikleotidleri atarken
MRP-4 metile tiyoiyonozin monofosfati tercih ediyor goriinmektedir (Reid vd.,
2003a). Vezikiiler tasinma ¢alismalart MRP-5’in substrat profilinin DNP-SG ve GSH
gibi organik anyonlar1 da igerdigini gostermektedir (Reid vd., 2003a,b; Wijnholds
vd., 2000a). MRP-5, MRP-4 gibi siklik niikleotid organik anyon tasiyicist olup
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cGMP, cAMP gibi belli monofosfat niikleotid metabolitlerin, c¢esitli organik
anyonlarin ve belli piirin analoglarinin atimina aracilik etmektedir (Jedlitschky vd.,
2000). MRP-5’in, MRP-4 ve MRP-8 ile paylastig1 ortak bir 6zellik olarak siklik
niikleotidlerden o6zellikle cGMP’nin tasinmasi yer almaktadir (Reid vd., 2003a;
Jedlitschky vd., 2000). Ornegin insan eritrositleriyle yapilan vezikiiler calismalar
MRP-5’in cGMP ig¢in yiiksek ilgide cAMP i¢in diisiik ilgide bir tasiyici oldugunu
gosterir (Wu vd., 2005; Chen vd., 2005). Sonug olarak MRP-5 bazen siklik niikleotid
atim pompast olarak adlandirilir. MRP-5’in substrat 6zgiilliigii ve ilgisiyle ilgili

literatlirde heniiz ¢6ziilmemis bazi tutarsizliklar vardir (Borst vd., 2007).

Nakavt fare kullanilarak yapilan caligmalar bugiine kadar MRP-5'in fonksiyonel
aktivitesi hakkinda ¢ok az bilgi vermistir. MRP-5 nakavth fare normal, dogurgan ve
en az 1 yil herhangi bir anormal fenotip gostermemektedir (Wijnholds vd., 2000a).
MRP-5 mutasyonlariyla iligkili bilinen bir hastalik yoktur.

MRP-5 seviyelerinin akciger, kolon, pankreatik ve gogiis kanseri ornekleri ve kalpte
de iskemik ataklar1 takiben yiikseldigi raporlanmistir (Dazert vd., 2003; Calatozzolo
vd., 2005; Hagmann vd., 2009). MRP-5’in yiiksek ifadesinin sonucu olarak
PMEA’ya (Karla vd., 2009) oldugu kadar cisplatin, purin analoglari, pirimidin
analoglar1 ve 5-FU, doxorubicin ve methotrexate gibi c¢esitli antikanser ilaglarina
direng gosterdigi rapor edilmistir (Oguri vd., 2000; Yoshida vd., 2001; Wielinga vd.,
2002, 2005; Pratt vd., 2005). MRP-5’in anti-retroviral ve kanser kemoterapisine

klinik direngteki roliinii anlamak i¢in daha fazla ¢alisma gereklidir.
MRP-6

MRP-6, 16. (16p13.1) kromozom tarafindan kodlanir ve iki genin gen duplikasyonu
olayiyla ortaya ¢ikabileceginin bir kanitidir. MRP-6 geni 16. kromozom iizerinde,
MRP-1’in yaninda yer alir ve genomik DNA'nin yaklagik 73 kb'in1 kapsayan 31
ekzondan olusmaktadir (Kool vd., 1999a). iki genin yap1 ve organizasyonu benzer
olup kodlanan proteinler biiyiikliik ve topolojik olarak karsilastirilabilir. insan MRP-
6 geni 190 kDa biiyiikliigindedir ve MRP-1 ile %45 aminoasit benzerligi paylasir.
MRP-6 proteininin 3> ucunun ARA proteiniyle neredeyse identik oldugu
gosterilmistir (Kool vd., 1999a; Belinsky ve Kruh, 1999). Genetik yakinligi ve in

vitro 6zelliklerinin benzerligine karsin, MRP-6 ve MRP-1’in in vivo fonksiyonlari
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farklidir. MRP-6 mRNA’sinin en yiiksek seviyesi karaciger ve bdobrekte tespit
edilmesine ragmen, deri ve retinay1 igceren diger ¢ogu dokuda da diisiik seviyeleri
tespit edilmistir (Kool vd., 1999a; Scheffer vd., 2002b; Boraldi vd., 2003). Polarize
epitel hiicreleriyle yapilan c¢alismalarda MRP-6’nin organik anyonlar tasidigi ve
glukoronid konjugatlar1 daha zayif tagimasi digindaki 6zelliklerinin MRP-1 ile MRP-
3’e benzedigi tespit edilmistir. Vezikiiler tasinma deneylerinde GSH konjugeli
LTC4’lin ve DNP-SG’nin taginmasina aracilik ettigi fakat ostradiol glukoronid ve

siklik niikleotidlerinkine etmedigi gosterilmistir (Belinsky vd., 2002; Lias vd., 2002).

MRP-6’daki mutasyonlar bir kaltsal bag doku bozuklugu olan PXE’nin
(Pseudoxanthoma Elasticum) genetik temelinin viicutta Oncelikle deri, goz ve
kardiyo vaskiiler sistemdeki elastik dokular etkiledigini gdstermistir (Hu vd., 2003;
Gorgels vd., 2005; Klement vd., 2005; Uitto vd., 2010).

MRP-6’nin fizyolojik fonksiyonu ve ilag direncine potansiyel katilimi hala agik
degildir. Direngli tiimor hiicrelerinde MRP-6 geninin tamamen ya da kismen yiiksek
ifadesinin yalnizca MRP-1 genini yiiksek ifade eden hiicre hatlarinda bulunmustur.
MRP-6 veya onun parcast ARA yalnizca MRP-1 ile birlikte ampfliye olur, ¢iinkii
kromozom 16 fizerinde yanyana bulunmaktadirlar (Kool vd., 1999a). MRP-6
epirubicin direng¢li insan 16semi hiicrelerinde bulunmustur (Longhurst vd., 1996;
O’Neill vd., 1998; Kuss vd., 1998). MRP-6 transfekteli hiicreler etoposide,
teniposide, doxorubicin, daunorubicin, actinomycin D ve cisplatin gibi c¢esitli
antikanser ilaglara diisiik seviye direng gosterir (Belinsky vd., 2002). Simdiye kadar
MRP-6’nin klinik ¢oklu ila¢ direncindeki roliinii destekleyecek bir kanit yoktur.

MRP-7

MRP-7, tanimlanmis uzun MRP’lerin sonucusudur ve en az karakterize edilenidir.
MRP-7, 6. (6p21) kromozom tarafindan kodlanmaktadir. MRP-7, bu kromozomu
glutatyon metabolizmasindaki genlerle paylasmaktadir ve Glutatyon S-konjugatlari
ile ilgili ilaclara kars1 birlikte direng olusturmaktadirlar (Avcu, 2009). MRP-7 diger
MREP ailesi tiyeleriyle en az aminoasit sekans benzerligi (%33-36) gosterir (Hopper
vd., 2001). MRP-7’nin molekiil yapisi uzun MRP’lere ¢ok benzemesine karsin N-
glikozilasyon boélgelerinden yoksundur (Hopper vd., 2001; Kruh vd., 2007b). Bu
farkliligin fonksiyonel bir farklilik saglayip saglamadigi heniiz bilinmemektedir.
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Insan MRP-7 geninin 22 ekzon ve 21 intron igeren yap1 ve organizasyonuyla diger
MRP genlerinden de belirgin sekilde farklidir (Kao vd., 2003). MRP-7 mRNA’s1
diger dokularda da tespit edilebilmesine ragmen kolon, deri ve testislerde yiiksek
ifade olur (Hopper vd., 2001). MRP-7 diger MRP’lerin yaptig1 gibi organik
anyonlarin genis oranini in vitro olarak tasiyabilir. MRP-7, E217BG gibi glukoronat
konjugatlar1 ve LTC4 gibi GSH konjugatlarinin diisiik derecede taginmasina aracilik
eder (Chen vd., 2003; Hopper-Borge vd., 2004). MRP-7’nin diger MRP aile iiyeleri
gibi anyonik ve lipofilik ligandlarla etkilesebilen ¢ift tarafli substrat baglanma cebine
sahip oldugu varsayilmistir. MRP-7’nin fizyolojik ve farmakolojik in vivo roliiniin
anlagilmasi i¢cin MRP-7 nakavt fare modeli zinciri yetistirilip bu farenin dogurgan ve

saglikli goriindiigii rapor edilmistir (Kruh vd., 2007b).

MRP-7 ifadesi, kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerinde paclitaxel (Oguri
vd., 2008) veya vinorelbine (Bessho vd., 2009) ilaglarinin her birine maruziyet
sonrasi tespit edilmistir. Vincristine muamele edilmis insan ve fare tiikiirtik bezi
adenokarsinoma hiicrelerinde P-gp ve MRP-1 ile birlikte MRP-7’nin de artan
seviyede ifade edildigi rapor edilmistir (Naramoto vd., 2007). MRP-7 aracili direng
docetaxel, paclitaxel, vincristine, vinblastine gibi antikanser ajanlara, Ara-C ve
gemcitabine gibi niikleozid tabanli ajanlara ve epothilone B gibi mikrotiibiil stabilize
edici ajanlara direng gosterdigi rapor edilmistir (Hopper-Borge vd., 2004, 2009).
MRP-7 ifadesiyle iliskili diren¢ spektrumu MRP-1 ve MRP-2’den daha dar olup
atrasiklinlere diren¢ i¢cermedigi icin MRP-3’e daha benzerdir. Bu ilging laboratuvar
bulgularima karsin kanser hastalarinda MRP-7’nin klinik ila¢ direnci veya

hassasiyetinde roliinii destekleyen hala az bir kanit vardir.
MRP-8

MRP-8 ilk kez gogiis kanserinde yiiksek derecede ifade edilmesiyle, gen tahmin
etme programi ve EST veritabani ¢aligmalart araciligiyla tanimlanmig olup (Bera vd.,
2001) 16. (16q12) kromozom tarafindan kodlanmaktadir. 2001 yilinda kesfedilen bu
MRP iiyesi %40 oraninda MRP-5’le identiktir ve diger MRP’lerden yapisal olarak
daha kiictiktiir (Belinsky vd., 1998; Bera vd., 2001; Yabuuchi vd., 2001). Bu gen i¢in
¢oklu mRNA formlar1 tanimlanmigken MRP-8 tastyicisinin tam uzunlugunun 1382
aminoasit oldugu tahmin edilmektedir (Yabuuchi vd., 2001; Tammur vd., 2001).
Bazi arastirmalar MRP-8 mRNA transkripti ifadesinin yiiksek seviyelerinin
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karaciger, beyin, plesenta, gogiisler ve testislerle sinirlt oldugunu 6nermistir (Bera
vd., 2001). MRP-8 proteini, insan merkezi ve ¢evresel sinir sistemi nodronlarinin
aksonlarinda da tespit edilmistir ve DHEAS gibi néromodiilator steroidlerin atiminda
rol oynayabilir (Bortfeld vd., 2006). Vezikiiler caligmalar MRP-8’in cGMP, cAMP
gibi siklik niikleotidleri, LTC4, DNP-SG, ostradiol glukoronid gibi lipofilik
anyonlar1 ve DHEAS, 0Ostron siilfat, glukoronid steroidler, folik asit gibi siilfath
konjugatlarin genis bir oranini tastyabildigini géstermektedir (Jedlitschky vd., 2000;
Wu vd., 2005; Chen vd., 2005; Deeley vd., 2006; Kruh vd., 2007b). Bu molekiillerin
herhangi birinin MRP-8’in fizyolojik substrati olup olmadig1 bilinmemektedir.

MRP-8 (ABCC11)’de kesfedilen tek niikleotid polimorfizmi 538G>A, MRP-8 igin
serumdz apokrin bezlerden salgilanan kulak kiri tipini (serumen) belirleyen
fizyolojik bir fonksiyonu agiga ¢ikarmistir. Dogu Asya popiilasyonlarinda yaygin
olan AA genotipli bireyler kuru kulak kiri salgilarken, Avrupa ve Afrika kdkenli
bireylerde yaygin olan GG veya GA genotipli bireyler islak kulak kiri iiretir
(Yoshiura vd., 2006; Toyoda vd., 2009).

MRP-8 transfekteli hiicre hatlar1 PMEA, methotrexate, Ara-C ve 5-FU gibi
antimetabolitlere direng¢ gdsterir (Guo vd., 2003; Pratt vd., 2005; Kruh vd., 2007b).
Bagka bir ¢alisma MRP-8’in yiiksek ifadesinin AML hastalarinin genel sagkaliminin
diisiik olma ihtimaliyle iliskili oldugunu rapor etmis ve MRP-8’in AML’in tedavi
sonuclarint 6ngdren bir biyomarkir olabilecegini énermistir (Guo vd., 2009). MRP-
8’in insan dokularinda seviyeleri ve aktivitesi heniiz olusturulmamistir. MRP-8’in
klinik ¢oklu ila¢ direncinde rol oynayip oynamadigina goriis saglamak icin daha

fazla ¢aligma gereklidir.

MRP-9

MRP-9, 16. (16q12) kromozom tarafindan kodlanmaktadir. 2001 yilinda kesfedilen
bu MRP {iyesinin %42 oraninda MRP-5 ile identiktir ve diger MRP’lerden yapisal
olarak daha kiiciiktir. MRP-9 (ABCC12), MRP-§ (ABCC11) geniyle aym
kromozom iizerinde yer alir ve iki genin bir gen duplikasyonu olayiyla ortaya
ciktiginin Onerilmesine sebep olan 20kb uzaklikta bulunmaktadir (Yabuuchi vd.,
2001; Tammur vd., 2001). ABCC12’nin 1359 aminoasitten olusan bir protein
kodlayan tam mRNA transkriptiyle birlikte ¢oklu eklenme c¢esitleri de vardir
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(Yabuuchi vd., 2001; Bera vd., 2002). Insan embriyonik bobrek hiicrelerinde tam
uzunluktaki insan ABCC12 geni ifade edildiginde 150kDa biiyiikliiglinde bir protein
olusur fakat protein glikozile degildir ve plazma membranina yerlesen diger MRP’ler
gibi baskin olarak ER’de bulunur (Ono vd., 2007). MRP-9 transkriptleri yumurtalik,
beyin, testisler, goglis ve prostatta ifade edilir (Bera vd., 2002; Shimizu vd., 2003;
Maher vd., 2005; Augustine vd., 2005). MRP-9’un erkek mayotik profazin gec
boliimii boyunca, spermatid gelisimi ve sperm fonksiyonunda rol oynayabilecegi
tahmin edilmektedir, ¢iinkii tam uzunluktaki MRP-9 yalnizca testikiiler germ
hiicrelerinde, fare ve domuz sperminde ifade olur (Ono vd., 2007). Vezikiiler tagima
deneylerinde rekombinant ABCCI12 proteini, ne diger MRP’lerin tasidigi organik
anyonlar1 tasir ne de sitotoksik ajanlara direng¢ sunabilir (Slot vd., 2011). Simdiye

kadar MRP-9’un fizyolojik rolii ve kanser kemoterapisiyle ilgisi rapor edilmemistir.

ABC tastyicilarinin genel 6zellikleri Cizelge 2.3.’te gosterilmistir.
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Cizelge 2.3. ABC tasiyicilarinin genel 6zellikleri (Chen ve Tiwari, 2011).

Doxorubicin,
daunorubicin,
e, v%ncristifle,
karaciger,  |Noétral ve katyonik Z:tlitl)mlz;:y“;; D
ABCBI 7421.12 (4872 bp) jpgo  [PObrek  oreanikbilesikler, | L el docetasel, APIKAL
plesenta, kan{¢ok yaygin .
beyin kullanilan ilaglar etoposgie,
. teniposide,
bariyeri .
bisantrene,
homoharringtonine,
Gleevec (STI-571)
Anthracyclines,
LTC4, E317BG, camptothecins, vinca,
sulfatlanmig safra |alkaloids, antifolate
ABCCI 16p13.12 (5927 bp) 1531 Yaygm asitlerifolik asit, [neoplastics BAZAL
bilirubin, GSH (MTX edatrexate),
konjugatlart etoposide,
irinotecan, SN-38
Anthracyclines,
Karaciger, [Bilirubin camptothecins, vinca
ABCC2/cMOAT | 10q24.2(4930 bp) 1545 bobrek, konjugatlari, LTC4,|alkaloids, MTX, APIKAL
bagirsak LTD4,LTE4, GSH |etoposide,
cisplatin,irinotecan
Ince
bagirsak,
pankreas, Taurocholate,
kolon, glycocholate, MTX, tenoposide,
ABCC3/MOAT-D| 17q21.33 (5176 bp) 1527 bibrek, cholate, E217BG, [etoposide BAZAL
plesenta, LTC4
adrenal
bezler
Prostat, cGMP, cAMP,
testis, PGEL, PGE2, MTX, 6-TG, 6-MP.,
yunurtali, - |E2175G, DHEAS, SN-38, irinotecan APIKAL,
ABCC4/MOAT-B| 13q32.1 (5871 bp) 1325 akciger, GSH, ve GSH ’ ’
. - topotecan, PMEA, BAZAL
hepatositler, |konjugeli safra AZT
bagirsak, asitleri, LTB4 ve
pankreas LTC4
5-FU, 6-MP, 6-TG,
Timana c¢GMP, cAMP, MTX, cisplatin,
ABCC5/MOAT-C| 3q27.1(5851 bp) 1437 dokular DNP-SG, GSH, PMEA, AZT, BAZAL
DNP-SG daunorubicin, DOX,
genitabine, Ara-C
DOX, daunorubicin,
ABCC6/MOAT- Bobrek, etoposide,
B/PXE 16p13.12 (5111 bp) 1503 araciger LTCs, DNP-SG teniposide, cisplatin, BAZAL
actinomycin-D
Paclitaxel, docetaxel,
vincristine,
ABCCI10 6p21.1 (5118 bp) 1492 Cogu dokular|E217BG, LTC4 vinblastine, Ara-C, BAZAL
genitabine,
epothilone-B
c¢GMP, cAMP,
E2178G, DHEAS,
Testis, LTC4, bile acids, |5-FU, MTX, Ara-C, APIKAL,
ABCCII 1691214576 bp) 1382 gogiis estrone 3-sulfate, |PMEA, ddC BAZAL
DNP-SG, folic
acids
Testis,
gogis,
ABCCI2 16q12.1 (5168 bp) 1356 yumurtalik, |Bilinmiyor Bilinmiyor ?

beyin, iskelet
kaslar
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2.4.1.2 ABC Tasiyicilariyla Tlgili Direnci Geri Cevirme

Coklu ila¢ direncliligine ilag tasiyicilarinin potansiyel katilimi, kanser hastalarinda
bu tasiyicilar1 engelleyebilecek bilesiklerin arastirilmasina yol a¢mistir. Bu
aragtirmalar P-gp i¢in basarili olup siklosporin A analogu PSC833 ve karboksamid
tiirevi GG918 etkili inhibitdr 6rnekleridir (Ford vd., 1996; Sikic, 1997; Sandor vd.,
1998). Cogu bilesigin P-gp aktivitesini engellemede ¢ok etkili oldugu kanitlanmisken
bunlardan yalnizca bir kagt MRP’ler iizerinde de aktiftir (Ford ve Hait, 1991).
Ornegin iyi karakterize edilmis P-gp inhibitdrleri olan verapamil ve siklosporin A,
ilagla se¢ilen MRP-1 transfekteli hiicrelerde genellikle ila¢ hassasiyetinde yalnizca
kiiciik bir etki gosterirler (Cole vd., 1992b, 1994; Gollapudi ve Gupta, 1992; Barrand
vd., 1993; Zaman vd., 1994). P-gp’yi etkili bir sekilde engelleyen bilesikler MRP-1
veya MRP-2 i¢in yalnizca diisiik bir ilgiye sahiptir bundan dolay1 bu bilesikleri insan
kanserlerinde MRP’leri inhibe etmek i¢in kullanmak yararli olmayacaktir (Wallstab

vd., 1999).

MRP-1 iligkili direnci en az bir model sistemde belirgin seviyede c¢eviren
dihydropyridin nikardipin ve NIK 250 (Cole vd., 1989; Abe vd., 1995), difloxacin
(Gollapudi vd., 1995), bisindolymaleimid GF109203X (Gekeler vd., 1995a), MK571
(Gekeler vd., 1995b), tiapamil analogu DMDP (Cole, 1992b) ve siklosporin analogu
PSC833 (Barrand vd., 1993) iceren bilesikler rapor edilmistir. Bu bilesiklere
hassasiyet siklikla ilaca ve test edilen hiicre tipine baghdir (Versantvoort vd., 1993,
1994; Leier vd., 1994; Gekeler vd., 1995b). MRP-1 ve MRP-2 icin yliksek ilgiye
sahip substratlarin ¢ogu dayanikli bir hidrofobik kismi olan organik anyonlar olup
giiclii rekabetci inhibitor drnekleri ayn1 zamanda yiiksek ilgili substratlardir 6rnegin;
LTC4, S-desilglutatyon ve LTD4 antagonistt MK571 (Loe vd., 1996a,b,c; Keppler
vd., 1998). MRP-1’in diger inhibitdrleri lirik asit taginimini inhibe etmek i¢in orijinal
olarak gelistirilen sulfinpirazon, benzbromaron ve probenesid gibi organik asitlerdir
(Hollo vd., 1996). MRP-1 ve MRP-2 benzer substrat ozgiilliigiine sahip olmasina
ragmen MRP-1 inhibitérlert MRP-2 i¢in yeteri kadar 1yi inhibitor degildir (Evers vd.,
1998). P-gp’yi geri cevirici ajanlar arastirmasindaki gibi MRP’lere spesifik
inhibitorler sentezlemek zordur. Sonug¢ olarak cesitli MRP transfekteli hiicreleri
kullanarak bu tasiyici proteinlerine 6zgii direnci geri ¢evirici ajanlar tanimlanabilir

(Lautier vd., 1996).
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MDR proteinleri aracili direnci geri g¢evirmedeki diger bir alternatif yaklagim
antisense oligoniikleotidlerin (siRNA, RNAi, miRNA) veya sentetik katalitik
RNA’larin (ribozim) kullanimidir. Bu yaklasimlarin protein yapisi ve fonksiyonuna
bagimli olmaksizin P-gp aracili direnci g¢evirmede kullanimi basarili olmustur
(Kiehntopf vd., 1994; Quattrone vd., 1994; Holm vd., 1995; Chen vd., 2006). Fakat
bazi ¢aligmalarda bu stratejilerin kullanim1 P-gp aracili direnci geri ¢evirebilirken,
MRP-1 aracili direnci geri ¢eviremedigi gosterilmistir (Sadava ve Hamman, 2007).
Bazilarinda ise MRP-1 mRNA ve protein seviyelerindeki azalmanin kisa siireli
oldugu ve doxorubicine kismen hassas oldugu bildirilmistir (Stewart vd., 1996). Son
yillarda yapilan diger c¢aligmalarda ise MRP-1 ifadesinin de siRNA ile geri
cevrilebildigi rapor edilmistir (Golalipour vd., 2006; Wu vd., 2011). Tiimor hiicre
biyolojisinde miRNA’larin kullanimi siRNA’lara gore ayni genetik yolaklari ve
ozellikleri hedeflemede daha etkilidir (Tagliaferri vd., 2012; Di Martino vd., 2016).
En son c¢aligmalar miRNA’larin kullaniminin klasik sinyal yolaklarin1 yeniden
diizenledigi ya da engelledigini onermektedir (Egan vd., 2016). MDR iligkili genlerin
engellenmesi amaciyla bu yaklasimlarin kullanildig1 daha fazla caligsmaya ihtiyac

vardir.
2.4.2 ilac Metabolizmasindaki Degisiklikler

Kanser hiicrelerindeki farmakokinetik ¢alismalar ilacin emilimi, dagilima,
metabolizmas1 ve detoksifikasyonuyla ilgilenir. Bir ilacin aktivitesi eninde sonunda o
bilesigin hedefine ulagsma kabiliyetine baghdir. Endojen bilesiklerin ve lipolik
maddelerin glutatyon, glukoronat ve siilfatli ksenobiyotikler olarak biyosentezi ve
hiicrelerden atimi1 detoksifikasyonda, dolayisiyla hiicresel homeostaside hayati
oneme sahiptir. Endojen ve lipofilik maddelerin hiicreye alim islemi sirasiyla
oksidayon, glutatyon veya alternatif anyonik gruplarla konjugasyonla ger¢eklesirken,
hiicreden atilmas1 ATP bagimli ¢alisan MRP tasiyicilart sayesinde gergeklesir (Sekil
2.20.). Detoksifikasyondaki bu farkli adimlar faz 0, faz 1, faz 2 ve faz 3 olarak da
tanimlanabilir (Ishikawa, 1989). Genellikle Faz 0’da bulunan genis sayida tasiyici,
cesitli bilesiklerin hiicresel girigini hiicre i¢i bdliimlerine ulasmadan veya doku
bariyerlerini gegmeden Once artirabilir ya da azaltabilir (Szakacs vd., 2008). Faz 1
metabolizmasi, yabanci bilesiklerin oksidasyonunu ve minimize edilen bilesiklerin

hiicre i¢i hedefleriyle direkt etkilesimlerini temsil etmektedir. Faz 2 reaksiyonlari,
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kismen detoksifiye olan metabolitlerin konjugasyonuyla (glukoronidasyon veya
glutamilasyon) onlar1 zararsiz ve suda ¢oziiniir metbolitler yapmakla ilgilenir. Faz 3
terimi ¢oktan detoksifiye olmus tasyicilarla da tasinmis molekiillerin etkili
eliminasyon islemi i¢in tanimlanir (Ishikawa, 1992). Detoksifikasyon sistemleri ve
konjuge edici enzimler arasindaki sinerjizm sayesinde ilag¢ eliminasyonunda c¢ok
etkili bir sistem olusturulur. Cogu lipofilik maddenin glutatyonla konjugasyonu
onlarin plazma membranindan gegerek ekstraseliiler bosluga tasinmasini saglar
(Combes, 1965; Wahllander ve Sies, 1979). Glutatyon-S konjugatlarinin taginmasi
eritrositleri (Kondo vd., 1980, 1982), hepatositleri (Kitamura vd., 1990; Fernandez-
Checa vd., 1992), kalp (Ishikawa vd., 1989) ve mastositoma hiicrelerini (Schaub vd.,
1991) igeren ¢ok sayida hiicre tipinden i¢-dis dogrultulu plazma membran vezikiilleri
kullanarak yapilan caligmalarla ATP bagimli bir taginma olarak karakterize

edilmistir.

ALIM | &
BILESIK .
EKSiDAS\’@ CYPsl,— 0,

OKSIDE BILESIK

| KONIUGASYON | GST } SDPGICUA
PAPS

KONJUGAT

w ATP
T RPs r_a

Sekil 2.20. Ilaglarm viicuttan uzaklastirilmas: (Keppler, 1999).

Glutatyon (GSH); glutamik asit, sistein ve glisinden olusan, hiicre i¢inde en bol

bulunan, protein yapisinda olmayan ve tiyol grubu igeren bir tripeptiddir (Sekil 2.21.)
(Ogus vd., 1998; Aksoy, 2002). Onemli bir indirgeyici ajan ve antioksidan olan
glutatyon, hiicrenin oksido-rediiksiyon dengesini siirdiiriip hiicreleri endojen ve
ekzojen kaynakli oksidanlarin zararl etkilerinden korumaktadir (Mitchell ve Russo,
1987; Compoti, 1987). Glutatyona ‘ana anti-oksidan’ denmesinin nedeni, onun
serbest radikalleri yakaladiktan sonra karacigerde kendisini yenileyerek tekrar geri
donmesidir. Serbest radikaller ¢ogu zaman normal hiicre metabolik oksidasyonunun

yan drlinleri ve toksik atiklaridir. Anti-oksidanlar tarafindan etkisiz hale
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getirilmediklerinde oto-immiin hastaliklara ve kanser gibi kronik hastaliklara yol
acabilirler. Glutatyon saglikli kalmak ve hastaliklardan korunmak icin gerek
duydugumuz en 6nemli molekiillerden biridir. Viicutta 30 uM’dan (plazmada) 3,0
mM’lara kadar (bobrek proksimal tiibiillerinde) degisen konsantrasyonlarda bulunur.
Bu miktarlarin gesitli organlarin tiimorlerinde 10 mM’a kadar eristigi bildirilmistir
(Meister ve Anderson, 1983; Batist vd., 1986; Tew, 1994). Proteinlerdeki -SH
gruplarinin korunmasi ve bazi reaksiyonlarda koenzim olarak gorev almasinin yani
sira aminoasitlerin transportunda, protein ve DNA sentezinde de dnemli rol oynar
(Ziegler, 1985). GSH’in fonksiyonlar1 arasinda tiyol-disiilfit etkilesimi, glutatyon
konjugatlar1 olusumu ve radyoaktivite de yer alir (Konukoglu ve Akgay, 1995).
Glutatyon dokularda birbiriyle dengede bulunan, indirgenmis glutatyon (GSH) ve
okside glutatyon (GSSG) olmak iizere iki sekilde bulunur (Sekil 2.21.). Intraselliiler
GSH glutatyon peroksidaz enzimi ile GSSG’ye doniistiiriiliir (Arrick ve Nathan,
1984).

GSSG
MRP
—— va 4 '\
ATP ADP +P,
0 o ~SH oH 2HO/ROH+HO GSSG NADPH +H™  6-P-Gluconate
M LA
N

Ho H H/Rﬂ/ N GSH GSSG Glc-6-P
,:_”_{ 0 Peroxidase Reductase Dehydrogenase

H,0, / ROH 2GSH NADP" Glc-6-P

Sekil 2.21. GSH ve dokulardaki doniisiimii (Keppler, 1999).

ABC tasiyicilart kanserdeki ila¢ direncinde tanimlanan en 6nemli aktorlerdir. Bu
tagiyicilar genis cesitlilikteki toksik ajanlarin taninmasi ve hiicrelerden atilmasinda
ilag metabolizmasinin biiylik oyuncularidirlar. Substrat 6zgilligi konusunda
sitokrom P-450 ve P-gp arasinda farkedilir bir benzerlik vardir (Benet vd., 2004).
ABC tasiyicilart viicudumuzu yabanci kimyasal ajanlarin birikiminden dinamik
sekilde koruyan kemoimmiinite sistemi olusturur (Sarkadi vd., 2006). ABC
tagiyicilart  spesifik  substratlarini  tasimanin - yaninda doku dagilimiyla da
farmakolojide 6nemli bir rol oynar. Organizma i¢in 6nemli farmakolojik bariyerlerde

(kan-beyin bariyeri), salgilama bolgelerinde (hepatosit kanalikiiler, bobrek proksimal
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tiibiilii) ve absorbsiyon bariyerlerinde (bagirsak hiicreleri) yiliksek ifadeleri
bulunmustur. Ilaglarin amfipatik karakteri hiicre membranlarina hizli bir penetrasyon
saglasa da, ABC tasiyicilar1 seliiler bariyerler olusturarak onlarin giris ¢ikisini
diizenler. P-gp modifiye olmamis nétral veya pozitif yiiklii hidrofobik bilesikleri
tasirken, ABCC alt ailesi iiyeleri organik anyonlarin ve Faz 2 metabolik {iriinlerin
islem siiresini uzatir. Bu atim pompalarinin ¢ogunun glutatyon bagiml ilag direnci
ve detoksifikasyonla ilgili bir rolii oldugu gosterilmistir (Zaman vd., 1995; Keppler
ve Konig, 1997; Cole ve Deeley, 1998; Rea vd., 1998; Cui vd., 1999). Glutatyon
distilfidin hiicreden MRP aracili atim1 nedeniyle MRP aile iiyeleri oksidatif strese
karsit savunmada da rol oynar (Sies ve Summer, 1975; Sies, 1988; Yamane vd.,

1998).
2.4.2.1 Glutatyon S-Transferaz

Glutatyon S-transferazlar, endojen ve ekzojen kaynakli, elektrofilik ve hidrofobik
bilesiklerin glutatyon ile konjugasyonunu saglar (Sekil 2.22.). GST’ler genellikle faz
2 detoksifikasyon iglemlerinden sorumlu olarak daha kolay atilabilen ve daha az
toksik metabolitlere doniisiimii katalizleyen enzim ailesidir (Armstrong, 1987, 1991,
1997; Waxman, 1990; Hayes vd., 2005). Dogada GST aktivitesi gosteren enzimler
sitozolik, mitokondriyal ve mikrozomal olmak {iizere ii¢ alt gruptan olusmaktadir
(Jakobsson, 1999; Robinson, 2004; Ladner, 2004). Memelilerde sitozolik GST’ler,
kimyasal ozellikleri, immiinolojik reaktiviteleri ve aminoasit dizilis benzerliklerine
gore alfa (a), pi (), mi (p), teta (0), sigma (o), zeta ({) ve omega (m) olarak 7 gruba
ayrilirlar (Mannervik vd., 1985; Hayes ve Pulford, 1995; Board vd., 1997, 2000;
Hayes ve McLellan, 1999). GST’lerin birgogu yiiksek oranda polimorfizm
gostermekte ve cesitli alt birimler igermektedir. Her bir alt birim (22-29 kDa)
katalitik olarak bagimsiz iki farkli fonksiyonel bolgeden olusan, dimerik proteinlerdir
(Sekil 2.22.). Bu fonksiyonel bolgeler fizyolojik substratit GSH’yi baglayan hidrofilik
G-bolgesi ve hidrofobik substratlar1 baglayan H-bolgesidir. GST izozimlerinin,
hidrofobik H-bolgesindeki aminoasit kompozisyonunun farklilik gostermesi, enzim
ailesinin substrat ¢esitliliginin nedenidir (Armstrong, 1997). GST izozimleri
hidrofobik H bolgesindeki aminoasit kompozisyonundaki farkliliklar nedeni ile
substrat ¢esitliligi (katekolaminler, prostaglandinler, lipid peroksidasyon iiriinleri,

aromatik hidrokarbonlar, epoksitler, kemoterapotik ajanlar) kazanmaktadir.
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Sekil 2.22. GST’lerin yapist (Stoddard vd., 2017) ve calisma mekanizmasi
(Townsend ve Tew, 2003).

Ozellikle kanser terapisinde siklikla kullanildigi bilinen alkilleyici ajanlarin

bircogunun GST’lerin substratlar1 oldugu bilinmektedir (Townsend ve Tew, 2003).

Cesitli ilaglarin sitotoksik aktivitelerinde yiiksek seviye dirence yol acan GST, MRP

ailesi tiyelerinin yiiksek ifadesinin sinerjistik etkisiyle ayni ¢izgidedir (Morrow vd.,

1998). GST’nin ila¢ direnci {izerindeki roliinii iki sekilde agiklamak miimkiindiir;

— GST ve MRP proteinlerinin ifadelerindeki ortak artis

— GST’nin sinyal iletimindeki rolii.
GST ve MRP Tasiyicilan Tliskisi

Tiimdr hiicresine anti-kanser ajanin girmesiyle birlikte hiicre iginde GSH diizeyinde
ve GST enziminin ifadesinde artis olmaktadir (Sau vd., 2010). GSH, GST enziminin
fizyolojik substrati olarak gorev yapmaktadir. Enzim, GSH yardimiyla
ksenobiyotiklerin (6rnegin; anti-kanser ilaglar) protein yapisindaki ¢esitli pompalar
yardimiyla digar1 atilmasina neden olmaktadir (Sekil 2.23.). Artan GST aktivitesi ile
birlikte ilacin hiicre i¢inde uzun siire kalmasi zorlagmaktadir. GST enzimine paralel
olarak MRP proteinlerinin ifadesinde de artis gézlenmektedir. MRP’ler GSH ve GSH
konjugatlarinin transportuyla antikanser ajanlarin hiicreden atilimlarina aracilik
etmektedir (Morrow vd., 2006). MRP’ler ve insan GST’leri arasindaki sinerjizmi

gosteren literatiirde birgok 6rnek mevcuttur (Sau vd., 2010).
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Sekil 2.23. GST araciligiyla ilaglarin atilimi (Borst vd., 2000).

Son yillarda yapilan caligmalar, tiimor hiicrelerinde GSH’in yiiksek diizeylere
ulagmasinin ve GST’nin agir1 ifadesinin MDR gelisimi ile paralel oldugu yoniindedir
(Townsend ve Tew, 2003; Franco ve Cidlowski, 2009). Cesitli insan kanser
dokularinda en fazla oranda iiretimi olan GSTP1-1 izozimi olup kanser hiicrelerinde
konsantrasyonu 0,05 x 10 ~3’M’a kadar ulagmaktadir. Ulusal Kanser Enstitiisii
(NCI) ilag tarama programinda kullanilan 60 tiimor hiicre dizisinin hemen hepsinde
GSTP1-1’in dominant izozim oldugu saptanmistir (Tew vd., 1996). GST
izozimlerinden GSTP1-1’in ¢ok farkli insan kaynakli timoérde (akciger, kolon,
bobrek, over, Osefagus ve mide) fazla miktarda salgilandig bildirilmistir (Green vd.,
1993; Gilbert vd., 1993; Grignon vd., 1994; Tew, 1994; Hamada vd., 1994; Yang
vd., 2006). Artmis GSH/GST seviyelerinin kemoterapi tedavisinde bu sistemle
metabolize olan pek ¢ok ilacin (adriamisin, klorambusil, melfalan ve diger nitrojen
alkilleyiciler) = metabolizmasint  hizlandirarak  ilagla  hedeflenen  etkiye
ulasilamamasina ve ilaca edinilmis diren¢ gelisimine sebep oldugu gosterilmistir

(O’Brien ve Tew, 1996; Tew vd., 1997).
GST ve Sinyal iletimi

Kanserli hiicrelerde apoptozis islevi bir¢ok nedenle bozulmaktadir (Tchernev, 2009).
Bu duruma neden olan faktorlerden biri de GST’nin apoptotik yolda iistlendigi
roldiir. Birgok anti kanser ilacin GSH-konjugatlarinin GST izoenzimleri araciligiyla
stresle aktive olmus sinyal yolagini diizenledikleri bulunmugstur. Son yillarda yapilan

caligmalar,  ve p sinif GST’larin, hiicresel yasam ve 6liim sinyal iletimine katilan bu
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yolaktaki diizenleyici roliiniin direng gelisiminde etkili oldugunu gdstermistir.
MAPK’lar hiicre membranindan ¢ekirdege bilgi aktariminda rol oynar (Laborde,
2010). Bu kinaz ailesinin bir tiiyesi olan JNK’lar kemoterapotiklerin hiicreyi
uyarmastyla birlikte aktive olmaktadir. GSTP’nin JNK-GSTP kompleksi sayesinde
JNK1’1 inhibe ettigi ve bdylece programli hiicre Oliimiinii ortadan kaldirdig:
bildirilmistir (Wang vd., 2001; Cho vd., 2001; Townsend ve Tew, 2003). S6z konusu
olan iki proteinin birbirinden ayrilmasi farkli mekanizmalar1i da beraberinde
getirmekte, ilag tedavisi sirasinda bir¢ok tiimor hiicresinde artan GST iiretimi
hiicrenin kaderini degistirmektedir (Burg ve Mulder, 2002). Kemoterapéotiklere karsi
gelisen direncin ortadan kaldirilmasindaki yeni tedavi yaklagimlarindan biri de timor
hiicrelerinde  yiliksek ifade edilen GSTP-1 enziminden tdrapatik amacla
yararlanmaktir. Bu nedenle ¢esitli GST inhibitorii bilesikler gelistirilerek in vitro ve
klinik olarak denenmistir (Mahajan ve Atkins, 2005; Zhao ve Wang, 2006). Bu ilag

adaylarini iki grupta toplamak miimkiindiir:

— Glutatyona yapica benzer bilesikler (peptidomimetikler) (Flatgaard vd., 1993;
Cui vd., 2008). GSH tiirevleri, GST’lerin iyi birer inhibitorleri olmalarina karsin
hiicre i¢i birikimden kaginmak i¢cin MDR proteinleri tarafindan disar1 atilir ve bu
nedenle kanser hiicrelerinde etkilerini gosteremezler.

— In vivo sartlarda GSH konjugat: olusturabilen elektrofilik fonksiyonel gruba
sahip inhibitorler (Ricci vd., 2005; Turella vd., 2005). Bu yaklasim kendisi
inaktif olan ve tiimdr hiicrelerinde yiikselmis seviyelerde bulunan enzimlerin
tercihen toksinlerine doniisen 6n ilaglar uygulanmasidir. Bu strateji ile inaktif
bilesigin normal dokulara toksisitesi azken, aktif bilesigin tiimdr dokusuna fazla
miktarda taginmasi miimkiin olmaktadir (Townsend ve Tew, 2003; Mahajan ve

Atkins, 2005; Zhao ve Wang, 2006).
2.4.3 Hiicre Siklusu Diizenlenmesindeki Degisiklikler

Viicuttaki tiim hiicreler diizenli biiyiime, boliinme ve 6liim gostermelidirler. Hiicre
boliinmesi temelde interfaz ve mitoz olarak iki asamada gergeklesir. Interfaz,
boliinmeye hazirlik asamast olup G1, S ve G2 evrelerinden, mitoz ise profaz,
metafaz, anafaz, telofaz evrelerinden olusur. Hiicre, siklus esnasinda G1, G2 ve M
kontrol noktalarinda durarak islemin dogru gidip gitmedigini siklin ve siklin bagiml

kinazlarla denetler. Olumsuz bir durum olmadiginda hiicre dongiisii devam ederken
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DNA hasar1 veya replikasyon kusuru gibi problemlerin olmasi durumunda siklus
tamir isleminin ger¢eklesmesi i¢in durur. Problem tamir edilemeyecek durumdaysa
hiicreler programli hiicre 6liimiine yonlendirilir boylece viicut homeostasisi saglanir.
Hiicre dongilisii diizenleyicilerindeki ve apoptotik faktorlerdeki bozukluk kanser
gelisimine katki saglayan bir faktordiir. Hiicre dongiisliniin durdurulmasi hiicrenin
apoptozise gitmesine sebep olurken tersi de ila¢g direncine katki saglayabilir. Bu
ylizden hiicre dongiisii aracili ilag direngliligi kanser kemoterapisinde 6nemli bir
problemdir.

P53 bilindigi gibi kanser hastalarinda mutasyonu en sik goriilen proteindir ve
kanserlerin %50-55’inde mutanttir. Normalde esas fonksiyonu, DNA bir sekilde
hasarlandig1 zaman, hiicre siklusunu durdurup hiicrenin hasarlanmis DNA’sin1 tamir
etmesi i¢in ona zaman kazandirmasidir. Bu ylizden genomun gardiyan: olarak da
tanimlanir. Birgok anti-tiimor ilag, hedef olarak hiicre DNA’sin1 seger ve p53
seviyesini artirir. Bu aktivasyon ya hasarin tamirine ya da apoptozise yol agar
(Fisher, 1994; Thompson, 1995). Bu ihtimallerin ikisi de Bax, p53, p21 gibi farkh
birka¢ gene baghdir (Joza vd., 2001). p53 (Maki vd., 1996); Bcl-2 (Chadebech vd.,
1999) , p21 (Cayrol ve Ducommun, 1998), p27 (Pagano vd., 1995), c-Myc (Salvat
vd., 1998), siklin A, B, D, E gibi ¢ok sayida hiicre siklus diizenleyicilerinin ve
apoptotik faktorlerin degredasyonuna aracilik eder (Sudakin vd., 1995; Clurman vd.,
1996; Diehl vd., 1997). Arastirmalar p53 proteini ve onun pro-apoptotik hedefleri
Bax, Puma ve Bak yiikselirken anti-apoptotik Bcl-2 ifadesinin distiigiini
gostermektedir (Saha vd., 2010, 2012).

MM hiicresinde p53 delesyonu veya mutasyonu gercgeklesirse, p53’le ilgili sinyal
yollar1 ve hedefleri (p21, GADD45, Bax, Noxa, Puma) anti-apoptozis ve ilag
direncliligi gelismesine sebep olur (Abdi vd., 2013). Bcl-2 ailesinin anti-apoptotik

tiyelerinin yiiksek ifadesi de bir kemorezistans mekanizmasidir.

2.44 Apoptozis Mekanizmasindaki Degisiklikler

Apoptozis, organizma tarafindan diizenlenen enerji bagimli bir programli hiicre
Oliimiidiir. Bu siire¢, doku homeostasisinin korunmasinda kritik bir role sahip oldugu
gibi hasar goérmiis veya tehlikeli olabilecek hiicrelerin yok edilmesini de saglar.
Apoptozis regiilasyonunun bozulmasinin, kanser hastaliklarin olusumunda en az

artmig proliferasyon kadar biiylik 6nem tagimaktadir. Radyasyonun da dahil oldugu
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cogu kemoterapotik ajanin apoptozisi indiikledigi bilinmektedir (Ojeda vd., 1994;
Kerr ve Winterford, 1994; Dunn vd., 1997). Apoptozisi baskilamak, hiicre kaybini
azaltarak kanser hiicresine bir avantaj saglar (Rashed ve Ragap, 2004; Abdi vd.,
2013). Kemoterapi ve radyoterapiye karsi, tlimor hiicreleri hayatta kalim
proteinlerinin iiretimini attirir. Bu proteinler apoptozisi baskilayarak hiicrelerin
olimden korunmasii saglarlar (Wang vd., 1996). Ilaglara direncli tiimér hiicreleri,
ilacin hiicreden atilmasini saglamakla ilag aracili apoptozisten kacip metastaz
yaparak tiim viicuda yayilmaktadir. Boylece kemoterapi ve radyoterapinin
gerceklestirdigi tiimdr hiicrelerinin 6liimii biiylik dl¢lide apoptozisin aktivasyonuyla
gerceklesir ve apoptozisin engellenmesi antitimor tedavisine kargt timor
hiicrelerinin direngli hale gelmesine sebep olabilir (Solay vd., 2000).

Apoptozis, ya hiicre ylizeyindeki olim reseptorlerinin aktivasyonuyla (extrinsic
pathway) ya da oncelikle mitokondride gelisen bir dizi hiicresel olaylarla (intrinsic
pathway) baslatilabilir (Sekil 2.24.). FAS ve TNF ligandlar1 veya Bcl-2 aile
tiyelerinin degisen oranlariyla apoptozis gerceklesir. Bcl-2 ailesi proteinleri kendi
aralarinda homo veya hetero-dimerler olustururlar. Hiicrenin yasayabilirlik durumu
bu ailenin pro-apoptotik ve anti-apoptotik lyelerinin rolatif oranina baghdir. Bu
heterodimerlerden biri olan Bcl-2/Bax orani bazi1 hematolojik kanserlerde prognostik
markir olarak goriilmektedir. Ciinkii oranin artmasi ya da azalmasi apoptozisin
inhibisyonu veya aktivasyonu ile sonuglanir (Miyoshito vd., 1994).

Myeloma hiicreleri FAS, TNF iligkili ligandlar1 veya Bcl-2/Bax oranini degistirerek
apoptozisi indiikkler. Apoptozisten yoksun myeloma hiicreleri antiapoptotik
faktorlerin (bcl-xL, mcl-1, bcl-2) diizenlenmesinin artistyla, apoptozis inhibitorlerini
upregiile eder ve apoptozis indiikleyen FAS ve TNF ligandlarina kars1 direng kazanir
(Mitsiades vd., 2001; Spets vd., 2002). MM hiicrelerinde bortezomib tedavisini
takiben Bcl-2 ve Bax diizenlenmesinde degisiklikler oldugu bulunmustur (Mitsiades

vd., 2002).
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Sekil 2.24. Apoptozis mekanizmasi (Kapse-Mistry vd., 2014).

2.4.5 Sinyal Yolaklarindaki Degisiklikler

Sinyal yolaklarinda meydana gelen degisiklikler kanser hiicresindeki ilag direncine
katkida bulunur. Direngli hiicrelerde cogu durumda sinyal, mutasyonlu bir onkogen
vasitasiyla sinyal akisinin proliferasyon, apoptozisin baskilanmast ve ilag¢ direnci
olusumuna yonlenmesini saglar. Bunlar RAS, EGFR, BCR-ABL gibi onkogenlerde
gergeklesebilir. Bu degisiklikler tiimoriin kendine 6zgii bir molekiiler yolaga veya
sinyallesme sistemine dayanmasina sebep olur. Bu durum ‘onkogen bagimliligr’
olarak adlandirilir ve tiimor hiicresinin sagkalimi i¢in mutasyonla kazanilmis en az
bir fonksiyon gerektirdigini Ongoriir (Garraway ve Janne, 2012). Bu sekildeki
hiicreler kanser kok hiicreleri gibi davranarak kendini yenileme, farklilasma ve
nispeten sessiz kalma kapasitesiyle kemotdrapatik ilaglarin etkilerinden kagarak

direncli hiicre haline gelir (Tan vd., 2010; Cairo vd., 2010).

2.4.5.1 NF-KB Aktivitesi

NF-KB, DNA baglama oOzgiilliikleri ve transkripsiyonel aktivasyon potansiyeline
gore degisen sabit homo ve heterodimerik kompleksler olusturabilen bir multigen
proteinler ailesi olarak tanimlanir (Fuchs, 2013). NF-KB aktivasyonu hiicre dongiisii
genlerinin ifadesiyle kanseri, apoptozis inhibitdrlerini, invaziv proteazlar gibi
islemleri yiriitiir (Karin, 2006). NF-KB sinyal yolagiin aktivasyonu temelde

kanonikal, alternatif ve atipik yolak olmak iizere ii¢ sekilde gercgeklesir. Cogu
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arastirmada Ozellikle kanonikal yol iizerine ¢alisilmigtir (Perkins, 2007). Kanonikal
yol, p50:p65:1-KB kompleksindeki 1-KB, proteozom tarafindan degredasyon ig¢in
ubikitinlenerek niikleusun i¢ine ve disina mekik dokuyabilir (Sekil 2.25.) (Gosh ve
Karin, 2002). Proteozomdan bagimsiz alternatif yolakda pl100 fosforillenmesi ve
yikimyla olusan p52, RelB ile dimer olugturarak gen ifadesini tetikleyecegi niikleusa
transloke olabilir (Sekil 2.25.) (Bohuslav vd., 2004; Sasaki vd., 2005; Qin vd., 2006;
Yao vd., 2007; Huang vd., 2007). Kanonikal yol daha genel olup dogustan gelen
bagisiklik ve inflamasyon ile dogrudan iligkilidir, alternatif yol ise ikincil lenfoid
organlarin iiretimi i¢in B-hiicre olgunlagmasi ve sagkalimi i¢in gereklidir (Bonizzi ve
Karin, 2004). Atipik aktivasyon yollar1 ise DNA hasarina neden olan ajanlar,

antikanser ilaclar, hipoksi kosullar1 ve ultraviyole sonucunda aktive olur.
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KANONIKAL ALTERNATIF
::::::::::::LQLAR YOLCAK |
v
@D @O

ATIPIK
YOLAK

Promoter-specific
expressmn changes @@
L}Target gene

@0 expression @ RelB ~_

Lymphogenesis
% m * B-cell maturation

Sekil 2.25. NF-KB sinyal yolaklari (Cahill vd., 2016).

NF-KB’nin aktivasyonu MM gibi ¢cogu malign tiimorde karakteristiktir (Annunziata
vd., 2007; Keats vd., 2007). Kanser hiicreleri ilacin indiikledigi apoptozisi, sagkalim
faktorlerini aktive ederek onleyebilir. Bu sekilde ilaca direng kazanan hiicrelerde NF-
KB anahtar rol oynar. NF-KB, hiicreleri ilacin indiikledigi apoptozisten koruyan
genlerin ifadesine izin verir, boylelikle kemoterapinin etkinligini azaltir (Cusack,

2003). Bir arastirmada farkli ilaglara NF-KB cevabinin tek hiicre hattinda bile biiyiik
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bir heterojenite gosterdigi rapor edilmistir (Campbell vd., 2006). MM patogenezine
NF-KB yolagmin katkisi, TNF-a, TRAIL, BAFF ve CD40L'nin etkilerini iceren
cogunlukla ligand bagimli aktivasyondur (Anderson ve Carrasco, 2011). NF-KB,
sitokinlerin (IL-6 ve VEGF), hiicre adhezyon molekiillerinin (ICAM-1 ve VCAM-1)
ve hiicre biliylime ve yasam faktorlerinin (Bcl-2 ve IAP aile iiyeleri) ifadesine yol
acar (Wang vd., 1998; Chen vd., 2000). Bu proteinler aslinda myeloma hiicrelerinin
patogenezi ve yasami i¢in temel 6nemdedir (Ogata vd., 1997; Chauhan vd., 1997a;
Hideshima vd., 2001). Ifade edilen hiicre adhezyon molekiilleri kemik iliginde
stromal hiicrelerle etkilesimle kars1 karsiya kalir, bu da myeloma hiicrelerinde hiicre
proliferasyonu ve kemorezistansi saglayan bir sagkalim uyaranidir (Palombella vd.,
1998; Hideshima vd., 2001). NF-KB yolagindaki yapisal aktivasyon genlerinin
mutasyonlart, MM hiicrelerini kemik iligi mikro ¢evresinin korumasina daha az
bagimhi ve kemoterapiye daha dayanikli yapar (Keats vd., 2007; Annunziata vd.,
2007; Chapman vd., 2011).

Hastalardan izole edilen myeloma hiicreleri yapisal olarak aktif NF-KB’ye sahip
olmas1 ve NF-KB aktivasyonunun dnlenmesinin apoptozise yol agmast NF-KB’nin
transkripsiyonel hedeflerinin myeloma hiicrelerinin yasami i¢in gerekli oldugunu
diistindiirmektedir (Ni vd., 2001). NF-KB aktivasyonunun proteozoma baglh yolagi
proteozom inhibitdrleriyle engellenebilir (Dolcet vd., 2006). Bu sayede proteozom
inhibisyonu NF-KB’nin engellenmesine ve kanser hiicresinin 6liimiine yol acar.
Bortezomib tedavisine cevap veren myeloma hiicreleriyle muamele edilen fare
ksenografileri: uzatilmis sagkalim, tiimor biiylime inhibisyonu ve azalan timor
kilcaldamar yogunlugu gostermistir (Cusack, 2003). Bu durum bortezomibin NF-
KB’nin kanonikal yolagini engelleyerek apoptotik fonksiyonunu gergeklestirdigini
gosterse de non-kanonikal yolagi indiikleyerek myeloma hiicrelerini bortezomibe
karst1 daha az sorumlu yapar (Fabre vd., 2012). Boylece myeloma hiicreleri
bortezomib direncli NF-KB fenotipi gelistirebilir (Markovina vd., 2008). NF-KB
aktivasyonunun onlenmesi atipik yolak tizerinden de DNA hasar1 olusturarak sonugta
myeloma hiicreleri tarafindan ¢ok sayida sagkalim mekanizmasinin ¢alistirilmasini

saglayabilir.
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2.4.5.2 Kemik Iligi Mikrogevresinin Rolii

Myeloma hiicreleri kemik iligi mikrogevresinde biiyiik genetik diizenlemeler kazanir
ve bunlar hastaligin stromadan bagimsiz ve kemoterapiye direncgli hale doniismesine
yol agar (Hallek vd., 1998). Bu hiicreler etrafindaki ekstraseliiler matriks (ECM),
sitokinler, kemokinler ve biliylime faktorlerini iceren kemik iligi (BM) bilesiminin,
BTZ direngliligi ile ilgili oldugu artan kanitlarla vurgulanmaktadir. Bortezomib, anti-
myeloma aktivitesini myeloma hiicrelerinin ECM proteinlerine ve stromal hiicrelere
baglanmasini1 Onleyerek gosterir. MM’de kemik iligi mikro ¢evresi etkisiyle ilag
direncini en 1yi agiklayan mekanizmalar aslinda kanserde ¢evre aracili ilag direncinin
iki formu olup: c¢oziinebilir faktdr aracili ilag direnci (SFM-DR) ve hiicre adezyon
aracili ila¢ direncidir (CAM-DR)’dir (Sekil 2.26.) (Meads vd., 2009). SFM-DR ve

CAM-DR’nin myeloma hiicrelerinde farklt mekanizmalar araciligiyla ila¢ direncini

tercih ettigi diisiiniilmektedir (Nefedova vd., 2003).

CAM-DR, myeloma hiicrelerini kemik iligi stromal hiicreleri veya ekstraseliiler
matriks proteinlerine adhezyonuna yoOnlendirmesiyle gerceklesir. Biiyiik olglide
CAM-DR mekanizmas1 nedeniyle ortaya c¢ikan ilaglara dogustan diren¢ bazi MM
hastalarinda gozlenebilir ve tedavi sirasinda edinilmis ila¢ direncinin ortaya
cikmasina katki saglayabilir (Shain ve Dalton, 2001). Adhezyon molekiillerini
yiiksek ifade eden MM onciil hiicreleri ilag direngli olup tedavi boyunca ilag direnci
edinmek icin CAM-DR’nin katkisiyla secilmis olduguna inanilir (Schmidmaier vd.,
2006). Bu bulgular olaganiistii bir transkriptom degisikligiyle olusan edinilmis ilag
direncine bakarak dogustan ila¢ direncinin en ¢ok posttranskripsiyonel

mekanizmalarla diizenlendigini gosterir (Abdi, 2013).

SFM-DR, myeloma hiicrelerinde en kritik biiylime ve yasam faktorii olan IL-6 ilgisi
ile daha iyi agiklanabilir. IL-6, myeloma hiicrelerinde agik¢a en iyi calisilmis
sitokindir (Hardin vd., 1994; Lichtenstein vd., 1995; Chauhan vd., 1997b) ¢iinkii IL-
6 salgilanmas1 myeloma hiicrelerinde BTZ direncliligine yol acar (Hao vd.,2011).
Ekstraseliiller matriksdeki temel eleman fibronektindir. Myeloma hiicrelerinin
integrin molekiilleri araciligryla kemik iligi stromal hiicreleri ve fibronektine
adhezyonu hiicre proliferasyonu, anti-apoptozis, ila¢ direngliligi, IL-6 salgis1 ve anti-
apoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerinin upregiilasyonunu iceren ¢esitli sinyal yolaklarini

tetikler (Chauhan vd., 1996; Gupta vd., 2001; Shain vd., 2009). Ayrica myeloma
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hiicreleri kemik iligi stromal hiicrelerinden saliman IL-8 ile NF-KB indiiklemeli

bortezomib direnci gostermistir (Markovina vd., 2010).

Myeloma hiicrelerinin kemik iligi stromal hiicreleri ve ekstraseliiler matriks
proteinleri arasindaki etkilesimi biiylime faktorlerinin, sitokinlerin, ekzozomlarin
salgilanmasini saglayarak MM patogenezi ve ilag direncliliginde dnemli bir rol oynar
(Podar vd., 2009). Myeloma hiicrelerinde biiylime faktorii olan IGF-1, plazma
hiicreleri tarafindan {iretilip kemik iligi mikrogevresine saliir burada MAPK ve
PI3K/Akt sinyal yolaklarini aktive ederek myeloma hiicrelerindeki proliferasyon ve
ilag direngliligini yonetir (Hideshima vd., 2007; Podar vd., 2009; Sprynski vd., 2009;
Kuhn vd., 2012). Kemik iligi stromal hiicreleri kokenli ekzozomlar, BTZ
indiiklemeli hiicre oliimiinii kaspaz-9, kaspaz-3 ve PARP kesimini indiikleyerek
myeloma hiicrelerini apoptozisten korumak i¢in durdurur (Wang vd., 2014). Bu
durum SFM-DR ve CAM-DR’nin kemik iliginde genellikle birlikte calistiginin

gostergesidir.

SFM-DR CAM-DR

Parakrin sistem

Otokrin sistem

MM hiicresi

Osteoklastlar Fu -

Wnt/RhoA/Rock |
IL-6 Notch Survival
\ VEGF PI3K/Akt/mTOR Proliferation

MM hiicreleriyle bFGF :::‘:‘ i m"““l
dogrudan veya IGF-1 C-FUP redistribution | apoptosis
indirekt > HGF —> Gl = HsPsupregulation | cytokine secretion
etkilesim SDF-1a BGL-2 upraguiation (eg.1L6)

MCP-1

TNF-a

Makrofajlar
// FN
Endoteliyal -

hiicreler NF-KB aktivnsyu nu

BMSCs

Sekil 2.26. MM’de kemik iligi mikro cevresi etkisiyle gerceklesen ila¢ direnci
mekanizmalar1 (Abdi vd., 2013).
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Bunlarin diginda MARCKS hiicre adezyonunda, yayilma ve istilada 6nemli rol
oynayan bir proteindir ve son zamanlarda metastazda da rol oynadig
distiniilmektedir (Finlayson ve Freeman, 2009; Chen ve Rotenberg, 2010).
MARCKS proteininin BTZ direngli MM hiicre hatt1 ve MM klinik 6rneklerinde diger
hasta orneklerine kiyasla daha yiiksek ifade edildigi, 6te yandan fosforilasyonunun
inhibisyonuyla hiicre hatt1 ve hayvan modelini BTZ’e hassaslastirdigi bulunmustur

(Yang vd., 2014).

2.4.6 Sitogenetik ve Epigenetik Degisiklikler

MM hastalar1 karyotip degisikliklerine gore 48-75 kromozoma sahip hiperdiploid
(tek numarali kromozomlar 3,5,7,9,11,15,19,21) ve 45’ten az veya 75’ten fazla
kromozoma sahip non-hiperdiploid, IgH translokasyonlar1 veya del(13) gibi
kromozomal delesyonlar gosterir (Fonseca vd., 2009). MM genomu karasizliginda
asir1 artan homolog rekombinasyonun, MM’in agresifligine ve ilag direncine katkisi
temel mekanizma olarak tanimlanir (Shammas vd., 2009). P53 gen mutasyonlart MM
hastaliginin sonraki basamaklarinda ila¢ direnciyle iligki igerisinde ortaya
cikmaktadir (Avet-Loiseau vd., 2007b; Xiong vd., 2008; Reece vd., 2009; Jiang vd.,
2012). Monoklonal gamopati (MGUS), MM’le kiyaslandiginda c-Myc neredeyse
tespit edilmemistir (Greil vd., 1991; Chng vd., 2011), ve onun da MM’de ilag
direnciyle iligkisi agik degildir (Greco vd., 2006).

MM hastalarinda epigenetik degisiklikler ve BTZ cevap profili arasindaki iligkiyi
arastiran bir ¢alismada biitiin 6rneklerde evrensel metilasyon durumunun yiiksek
oldugunu ve bortezomib tedavisini takiben metillenmemis DNA’l1 hastalarin daha
yuksek genel sagkalima sahip olduklarini bulunmustur. Gene 6zgiil metilasyonda
NF-KB1 ve CXCR4 (kemokin reseptorii) metillenmesi diisiik frekanstaki hastalarin
daha yiiksek genel sagkalima sahip oldugu bulunmustur (Heuck vd., 2013). Kanserde
histon modifikasyonlarinin rolii de bilinmektedir fakat, MM patogenezi kromatin
degisimi roliinii destekleyecek yeterli kanita hala sahip degildir. Histon deasetilaz
inhibitérleri (HDACi) yalmiz veya kemotorapatik ilaglarla in vitro ve in vivo
degerlendirmelerde kombine edildiginde her zaman iyi anti myeloma aktivitesi
gostermistir (Maiso vd., 2006; Smith vd., 2010; Richardson vd., 2013; Maes vd.,
2013; Hajek vd., 2014).
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2.4.7 Tla¢ Hedeflerindeki Degisiklikler

Proteozom inhibitorlerinin etkinligi, hastalifin gelisimindeki direnglilikle sinirlidir
(Egan vd., 2016). Direnglilik, azalan ubikitin proteozom sistemiyle baglantili olup
hiicrenin bu stresin iistesinden gelmesine izin veren otofaji, deubikitinasyon ve
saperon proteinleri mekanizmalarinda bozulmalar oldugunun gdstergesidir

(Nikesitch ve Ling, 2016).
2.4.7.1 Proteozomun P5 Altiinitesindeki Nokta Mutasyonlar1

MM’de proteozom inhibitdr direnci biyolojisi, anlasilmaya calisilan klinik bir
problemdir. Bilgisayar yardimiyla yapilan yapisal modellemelerde PSMBS5 genindeki
nokta mutasyonlarinin proteozomun B5 altlinitesi baglanma bolgesinde degisiklige
neden oldugu gosterilmis ve bu durumun bortezomib direngliligine yol actig1 ortaya
cikarilmistir (Groll vd., 2006; Lii vd., 2008b; Suzuki vd., 2011; Franke vd., 2012).
Bu bilgiler 1 ve P2 altiinitelerinde veya immiinoproteozom esleniklerinde higbir
mutasyon bulunmamasina ragmen [5 altiinitesinin proteozom inhibitorlerini
direnglilige yonlendirmede anahtar belirleyici oldugunun altim ¢izer (Ri vd., 2010;
Franke vd., 2012; Niewerth vd., 2014a). Tabii ki tim direnclilik mekanizmasindan
sadece PS5 altiinitesinde meydana gelen bir mutasyon sorumlu olmayacaktir. Bu
kavrama destek olarak ALL’li veya MM’li T hiicre hatlart mutant PSMBS ile
transfekte edildiginde kismi bir direng gdstermistir (Lii vd., 2008b; Ri vd., 2010).
Proteozomun B5 aktivitesi BTZ ve CFZ i¢in oldugu kadar klinik gelismede olan ve
5’1 hedef alarak tasarlanmis biitiin proteozom inhibitorleri i¢in de Onemlidir

(Berkers vd., 2005; Demo vd., 2007; Moreau vd., 2011, 2012; Huber ve Groll, 2012).

Proteozom inhibe eden ilaglara devamli maruz birakilarak in vitro olarak iiretilen
proteozom inhibitdrlerine direngli hiicre hatlari proteozom inhibitér direngliligini
anlamak ve iistesinden gelmek i¢in model olusturur (Ruckrich vd., 2009; Franke vd.,
2012; Tornatore vd., 2014; Huber vd., 2015). BTZ direngli bir¢ok hiicre hatti
modelleri proteozomun B5 altlinitesinde mutasyonludur ve bu mutasyon PSMBS5
genindeki S1 BTZ baglanma bdlgesinde kiimelenmistir (Oerlemans vd., 2008; Li
vd., 2008b, 2009; Ri vd., 2010; Franke vd., 2012; Verbrugge vd., 2012). PSMBS5 gen
mutasyonu, 40-80 kat BTZ direncli hiicre hatlarinda goriildiigii gibi bu mutasyonun

yoklugunda da ¢ok yliksek seviye direnglilik gozlemlenmistir (Pérez-Galan vd.,
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2011; Balsas vd., 2012). Bu uyumsuzluklar BTZ konsantrasyonlarina maruziyetteki
farkliliklarla iliskili olabilir. Fakat proteozom inhibitor terapisine direncgli hastalardan
koken alan MM hiicrelerinin kapsamli analizinde PSMBS5 mutasyonlari
bulunamamistir  (Lichter vd., 2012). BTZ direngli hiicre hatlarinda 5
mutasyonlarmin yiiksek frekanst ve BTZ direngli hastalardan alinan 6rneklerdeki
yoklugu heniiz ¢oziilememis bir ¢eliskidir (Wang vd., 2008; Lii vd., 2011; Chapman
vd., 2011; Lichter vd., 2012; Pérez-Galan vd., 2011).

Biitlin tiimdr hiicre hatlar1 B5 mutasyonlarini uzun siire BTZ’e maruziyetle ve aylar
siiren coklu tedaviler sonrasmnda edinmektedir. ikinci olarak BTZ seciliminin
ardindan farkli hiicre hatlarinda diren¢ edinimi i¢in gereken zamanda farkliliklar
vardir. Baz1 hiicre hatlar1 BTZ direncini birka¢ ayda edinirken digerleri i¢in daha
uzun bir periyot gereklidir (Franke vd., 2012). Bir¢ok laboratuvarda BTZ direngli
hiicre hatlarinin secilim protokolleri i¢in kullanilan doz programlar1 ve ilagsiz
araliklar farklidir. Arastirmalarda farkli PSMB5 mutasyonlarinin farkli seviyelerde
BTZ direngliligine sebep oldugu ve BTZ ile secici baski nedeniyle bir mutasyon
kaymasi, daha da uzun stireli kiiltiirde ikinci bir mutasyon daha ortaya c¢iktigi
gbzlemlenmistir (Li vd., 2009; Franke vd., 2012). Bu bulgular belirli mutasyonlarin
diger mutasyonlardan daha yiiksek bir BTZ direngliligi sagladigin1 gostermektedir
(Niewerth vd., 2015). Bundan dolay: ila¢ direngliligiyle iliskili B5 mutasyonlarinin

ardisik tedavilerin geg evresinde ortaya ¢iktig1 diistliniilebilir.

BTZ direncliligiyle ilgili 5 mutasyonlarinin bir digeri sucul bir bakteri olan
S.tropica sayesinde olusmustur. Bu canli proteozom inhibitorii Salinosporamide A’y1
tiretirken ayni zamanda Salinosporamide A’ya 30 kat direnglidir. Ciinkii BTZ
direncli hiicre hatlarinda da yaygin olarak goriilen mutasyonlari barindiran
altiinitelerinin regililasyonunu arttirarak Salinosporamide A’ya karst bir kendini
koruma mekanizmasiyla donatilmistir (Kale vd., 2011). Salinosporamide A’ya
edinilmis diren¢li insan 16semik hiicreleri de, S.tropica’da dogal gerceklesenlere
benzer B5 mutasyonlart tanimlanmistir (Niewerth vd., 2014a). Bu go6zlemler
proteozomlardaki B5 mutasyonlarinin, proteozom inhibitorlerine dogal direnclilik

saglayan evrimsel bir kokeni oldugunu gostermektedir (Kale vd., 2011).

Nokta mutasyonlarinin disinda ¢aligmalar proteozom altiinite genlerindeki polimorfik
varyasyonlarin proteozom inhibitér direngliligi ile ilgili olup olmadigina
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odaklanmistir (Gomes, 2013). PSMBS5 genindeki polimorfizmler iizerine yapilan
caligmalar proteozom aktivasyonu veya proteozom inhibitorlerine hassasiyette
herhangi bir etkisi yoktur (Wang vd., 2008; Suzuki vd., 2011; Lichter vd., 2012). Bu
polimorfizmler pre ve post tedavi Orneklerinde bulundugundan PSMBS
polimorfizmlerinin BTZ tedavisi boyunca secici baskidan olugmadigini

gostermektedir.
2.4.7.2 Proteozomun PSi Altiinitesindeki Nokta Mutasyonlari

Proteozom homeostasisindeki diizenleme i¢in hematolojik hastaliklardaki yapisal
proteozom ve immiinoproteozom montajinin arasindaki belirli denge mekanizmasini
¢ozmek c¢ok Onemlidir. Tiimor hiicreleri immiinoproteozom fonksiyonunu immiin
gbzetimden kagmak i¢in yonlendirme kapasitesine sahiptir (Johnsen vd., 1998). B5i
immiinoproteozomlarin olgunlagsmasi i¢in fli ve P2i altiinitelerinin birlegsmesi ve
islenmesinden sorumluyken PSMBS8 mutantlarindaki immiinoproteozom montaji
gecikebilir (Murata vd., 2009; Kincaid vd., 2012). BTZ direngli hiicre
immiinoproteozom seviyesini diisiirerek yliksek bir ilag diren¢ fenotipine ulasabilir.
PSMBS8 genindeki mutasyonun immiinoproteozom montajini etkiledigi gosterilmistir
bundan dolay1 PSMB8 ifadesinde bir diisiise ve asir1 proteozom fonksiyonuna neden
olur (Suzuki vd., 2011; Arima vd., 2011; Kitamura vd., 2011). Bu PSMB8 gen
ifadesinin asirilig1 B5i’nin tersiyer yapisinit bozar ve kimotripsin benzeri aktiviteyi
diisiirtir fakat B5i’nin ifadesini degistirmez (Agarwal vd., 2010). MM hastalarinda
PSMBS8 Q49K (GIn49Lys) polimorfizminin 6n tedavi orneklerinde BTZ tedavisi
sonras1 Orneklerinden daha yaygin oldugu fakat BTZ cevabiyla iligkili olmadig:
bulunmustur (Lichter vd., 2012).

2.4.7.3 Proteozom Altiinitelerinin ifadesindeki Degisimler

Yapilan caligmalar proteozom inhibitorlerine uzun siire maruziyetin 1 veya B5
altiinitelerinin yliksek ifadesi, artan proteozom aktivitesi ve artan hiicre yasamiyla
sonuclandigint  gostermistir (Chondrogianni vd., 2003, 2005). Proteozom f5
altiinitelerinin asir1 ifadesi BTZ direnci edinmis hematolojik hiicre hatlarinda en
yaygin diizenleme olarak bulunmus (Kraus vd., 2007; Kuhn vd., 2012; Niewerth vd.,
2014a,b,c;), bununla beraber immiinoproteozom altiinitelerinin ifadesinde diisiis

gbézlemlenmistir (Fuchs vd., 2008; Niewerth vd., 2014b; Oerlemans vd., 2008;
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Leung-Hagesteijn vd., 2013). Bazi1 arastirmalar BTZ direngliliginin yapisal
proteozom ve immiinoproteozom kompozisyonunda Il6semik hiicreler, lenfoid
hiicreler ve kat1 tiimor hiicrelerinde farkli etkileri oldugunu vurgulamaktadir (Suzuki
vd., 2011; De Wilt vd., 2012; Verbrugge vd., 2013). Bir¢ok calisma da BTZ direncli
timoOr hiicre hatlarinda POMP (Proteosom Maturation Protein) geninin artan
ifadesinin rol oynadigmi vurgular (Fuchs vd., 2008; Li vd., 2013). Ozetle birgok
caligma B5 altiinitelerinin yiiksek ifadesinin, uzun siire BTZ maruziyetini takiben,
mutasyonlar edinilmeden once gelebilecegini vurgular (Ruckrich vd., 2009; Franke

vd., 2012; Niewerth vd., 2013).
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3. MALZEME ve YONTEM

3.1 Hiicre Kiiltiirii

Kullanilan Madde ve Kimyasal Malzemeler: Multiple myeloma kanser hiicre hatlari

KMS20 (bortezomibe direngli) ve KMS28 (bortezomibe hassas) JCRB’den

(Japanese Collection of Research Bioresources Cell Bank) temin edilmistir (Ek A.,
Ek B.). RPMI 1640 medium (Roswell Park Memorial Institute 1640), DPBS
(Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline), FBS (Fetal Bovine Serum) ve Penicillin-
Streptomycin Life Technologies Incorporated’den, DMSO (Dimetil Siilfoksit) Santa

Cruz Biotechnologies Incorporated’den temin edilmistir.
3.1.1 Hiicre Kiiltiiriiniin Yapihs1

Hiicre kiiltiirti ortamini1 hazirlamak i¢in RPMI 1640°tan 44,5 ml 50 ml’lik bir falkona
koyularak daha sonra iizerine 5 ml FBS ve son olarak 500 pl antibiyotik eklenip
karnigtirllmistir. Daha sonra soguk zincirle elimize ulasan multiple myeloma hiicre
hatlar1 ¢Oziilmesi i¢in 15 ml’lik falkonlara alinarak iizerine 10 ml RPMI 1640
eklenmis ve 800 rcf’de 10 dk santrifiij edilmistir. Bu sayede hiicreler dondurulurken
kullanilan DMSO’dan temizlenmistir. Siipernatan dokiilerek iizerine 5 ml hazirlanan
besiyerinden konulmustur. Hiicre sayilar1 heniiz daha az oldugu i¢in 25 cm?’lik

flakslara ekim yapilmistir. Hiicre hatlar1 hazirlanilan besiyeri icerisinde, %5 CO; ve

37°C sicakliktaki etiivde steril sartlarda inkiibe edilerek ¢ogaltilmistir.

Inkiibe edilen hiicrelerin kiiltiir ortami1 her giin kontrol edilerek gerektiginde
degistirilmistir. Bunun i¢in hiicreler ilk once 15 ml’lik falkonlara alinmis ve 800 rcf
de 10 dk santrifiij edildikten sonra slipernatan dokiilmiistiir. Yikama islemi i¢in 5 ml
DPBS ile pipetaj yapilarak ardindan santrifiij edilmis ve siipernatan dokiilmiistiir. 25
cm?’lik flakslara ekim i¢in 5 ml, 75 cm?’lik flakslara ekim icin 15 ml besiyeri

eklenerek besiyeri degisimi islemi yapilmistir.
3.1.2 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Uremekte olan hiicre hatlart %80 doygunluga ulasinca pasajlanmustir (Sekil 3.1.,
Sekil 3.2.). Bu amagla flakslarin igerisindeki hiicreler ve besiyeri pipetle alinarak 15

ml’lik falkonlara konulmustur. 800 rcf’de 10 dk santrifiij edildikten sonra siipernatan

74



uzaklastirilmistir. Pellet iizerine 5 ml DPBS eklenerek yikanmis, santrifiij edilmis ve
siipernatan uzaklagtirllmigtir. Bu asamada hiicre sayimi yapilmis ve hiicre sayisina
uygun bir flaks hazirlanmistir. Hiicreler besiyeri ile muamele edilerek 75 cm?’lik

flaksa ekilmis ve 37 °C’de %5 CO, ortaminda inkiibe edilmistir.

ST ,Et‘iilh:'l

&
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Sekil 3.2. Hiicre hatlarinin 151k mikroskobu altindaki 20. giin goriintiisii.
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3.1.3 Hiicre Sayillarinin Hesaplanmasi

10 ml besiyerinde sulandirilan hiicre slispansiyonundan 10 pl alinarak ependorf tiipe
konulmus ve tizerine 10 pl tripan mavisi eklenerek karigtirllmistir. Bu karisimdan
Thoma lamiin iki bélmesine de 10 pl konularak {izerine lamel kapatilmistir (Sekil
3.3.). Thoma lamiminin her iki tarafindaki hiicreler sayilarak toplanmis ve bu toplam

ikiye boliinmiustiir. Hiicre sayilar1 (3.1)’deki formiile gore belirlenmistir.

. iki bolmedeki toplam hiicre o
Hiicre sayis1 = > x sulandirma faktorii x 10* 3.1

Sekil 3.3. Thoma laminda KMS20 hiicre hatt1 hiicrelerinin sayima.

3.1.4 Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Yapilan hiicre kiiltiirli isleminin ardindan daha sonra kullanilmak tizere saklanmasi
amactyla hiicrelerin bir kismi dondurulmustur. Bu islem icin 6ncelikle hiicreler
besiyerinden arinmasi i¢in yikanmis ardindan hiicre sayimi yapilmistir. En az
2.000.000 hiicre bir kryovial tlipte dondurulacak sekilde hesaplama yapilmistir.
Ciinkii daha fazla sayida hiicre konulmasi durumunda dondurma esnasinda sivi
hacimce genisleyerek tiipten sizintilarin olmasina sebep olabilir. Her bir kryovial tiip
1,5 ml hacmi alabilir, hiicreler bu miktara gore ayarlanan %70 FBS, %20 RPMI 1640
ve %10 DMSO igeren dondurma ortaminda dondurulmustur. Pellet {izerine dncelikle
RPMI 1640 konulurak daha sonra yavasca FBS eklenmis ve son olarak da DMSO ile
yavasg bir sekilde karistirilmistir. Bir gece -20 °C buzdolabinda bekletildikten sonra -
80 °C dondurucuya alinmistir. Daha sonra ¢ok daha uzun siire muhafaza edebilmek

i¢in s1v1 azota yerlestirilmistir.
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3.2 Hiicre Proliferasyon Analizi

Kulanilan  Kimyasal ~ Malzemeler: MTT  [3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolium bromid] ve DPBS (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline) Life
Technologies Incorporated’den, DMSO (Dimetil Siilfoksit) Santa Cruz

Biotechnologies Incorporated’den, Bortezomib [(3,5mg), Velcade, PS-341]

Millenium Pharmaceuticals Incorporated’den temin edilmistir.

3.2.1 Bortezomib Dozunun Belirlenmesi

Multiple myeloma kanser hiicre hatlar1 KMS20 ve KMS28 iizerinde, multiple
myelomaya karsi antikanser ila¢ olarak kullanilan bortezomibin sitotoksik etkileri
incelenmistir. Bunun i¢in oncelikle bortezomibin ¢oziinmesi ve uygun miktarlarda
stoklanmas1 gerekmektedir. Her hiicre hattina ICs, degerlerinin hesaplanabilmesi i¢in

farkli konsantrasyonlarda bortezomib uygulanmistir.

— KMS28 (bortezomibe hassas) hiicre hatt1 i¢in 1; 5; 7,5; 10; 20; 30; 50; 75 ve
100nM konsantrasyonlarda,
—  KMS20 (bortezomibe direncli) i¢in ise 1; 5; 7,5; 10; 12,5; 15; 17,5; 20; 30; 50 ve

100nM konsantrasyonlarda bortezomib uygulanmistir.

3.2.2 MTT Testi

MTT testi, formazon boyalarinin ya da MTT azalmasma bagli olarak enzimatik
aktivitenin kolorimetrik 6l¢iimiine dayanan hiicre ¢ogalma miktarinin tespit edildigi
bir yontemdir. Bu yontemle kullanilacak olan herhangi bir torapatik ajanin hiicre

tizerindeki sitotoksik ya da proliferatif etkileri belirlenebilmektedir.

Yontem MTT ajani ile inkiibe edilen hiicrelerde meydana gelen renk degisiminin
kolorimetrik olarak belirlenmesi prensibine dayanmaktadir. Olusan renk degisikligi
sart1 ile renklendirilmis formazon tuzlarinin aktif hiicre mitokondrilerinde
tetrazolyum tuzunun azalmasi sonucunda olusmaktadir. Bu bilesiklerin absorbans

degeri metabolik olarak aktivitelerinin belirlenebilmesi ile orantilidir.

MTT Cozeltisinin Hazirlanisi: 0,06 g MTT tartilarak 15 ml’lik falkona alinmis

tizerine 12 ml DPBS eklenmis ve partikiil kalmayana kadar karistirllmistir. Daha
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sonra filtreden gegirilip etiketlenerek alimiinyum folyo ile kaplanmig ve 1siktan

korunmasi saglanmistir. +4 °C de buzdolabinda saklanmustir.

MTT Testinin Yapilisi:

1. giin: Hiicreler besiyerinin uzaklastirilmasinin ardindan DPBS eklenerek yikanmis
ve bu esnada hiicre sayimi yapilmistir. 96 kuyucuklu plak i¢in 1.000.000 hiicre
gerekmektedir. Bu sayidaki hiicre ayr1 bir 15 ml’lik falkona alinmis ve iizeri besiyeri
ile 10 ml’ye tamamlanmistir. Plagin 1. kuyusuna sadece 100 pl besiyeri ve tiim diger
kuyulara 100 pl besiyerit+hiicre karisimindan ekilmistir. Sadece besiyeri ekilen
kuyular daha sonraki hesaplamalarda kontrol amagh kullanilmistir. Calisma sekline
gore ilk veya son kuyular bos birakilabilir, ¢linkii genellikle bu kuyularda daha fazla
buharlasma olmaktadir. Plagin iizeri tarih ve saatiyle birlikte etiketlenmistir. 24 saat

boyunca 37°C ve %5 CO, ayarh inkiibatorde bekletilerek hiicrelerin ¢ogalmasi

saglanmistir. Hiicre membran proteinleri ve biiylime faktorlerinin yeniden
sentezlenebilmesi i¢in 24 saatlik bu siire gerekmektedir. Ayrica bu yolla besiyeri
icerisindeki bortezomibin hiicreyle muamelesinden Once hiicrelerin metabolik

aktivite kazanmalar1 da saglanmis olmaktadir.

2. gilin: 24 saat sonra daha once stoklanmis olan 2 mM bortezomibden belirlenen
konsantrasyonlar steril su ile sulandirilarak hazirlanmistir. Ikinci giin yapilmasi
gereken iglem belirlenen bortezomib dozlari+besiyerini 100 pl olacak sekilde her bir
kuyucuk {iizerine eklemektir. Fakat sadece ilk ve son kuyular kontrol amach
konuldugundan bunlara sadece 100 pl besiyeri eklenmistir. Bu islemin ardindan
deney tasarimina gore 24 saatlik bir caligma yapilacaksa plak 24 saat, 48 saatlik bir
calisma yapilacaksa plak 48 saat 37°C ve %5 CO, ayarh inkiibatorde bekletilerek

hiicrelerin ilagla birlikte cogalmasi saglanmaistir.

3 veya 4. giin: 96 plak kuyucuklarinda bulunan 100 pl besiyeri ve hiicre karigimi
lizerine, hazirlanmig MTT c¢ozeltisinden 20 pl ilave edilmistir. Cozelti ilavesini

takiben 96 plak inkiibatorde 4 saat bekletilmistir (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. MTT testi sonucu KMS28 hiicre hatti {izerinde olusan kristaller.

Inkiibasyonun ardindan plak 10 dk 1000 rpm’de santrifiij edilmistir. Hiicrelerin
ylizeyinde bulunan besiyeri pipet ile alinarak her kuyuya 100 ul DMSO ilave edilmis
ve 10 dk daha inkiibatérde bekletilmistir. Bu islemde canli hiicrelerde MTT

eklenmesiyle olusan kristaller ¢6zlinerek mavi-mor renkte goriiniir (Sekil 3.5.).

Sekil 3.5. KMS20 hiicre hattinda 48 saat sonucu MTT ile olusan renk degisimi.

Inkiibasyonu yapilan hiicrelerin, ChroMate marka ELISA okuyucu ile 492 nm dalga
boyunda absorbans 6l¢iimleri yapilmistir. Her bir hiicre hattina uygulanan 24 ve 48
saat slire icin 3 bagimsiz deneyin ortalamasi alinmistir. Microsoft Excel programi
yardimi ile uygulanan bortezomib dozuna karsilik % hiicre hayatta kalma egrileri

elde edilmistir.
3.2.3 ICs¢ Degerlerinin Belirlenmesi

KMS20 ve KMS28 hiicre hatlarinin 24 ve 48 saat igerisinde bortezomibe maruz
birakildiginda %50 oraninda inhibe oldugu deger (ICsp) hesaplanmistir. Bunun i¢in
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oncelikle uygulanan bortezomib dozununun 10 tabaninda logaritmasi alinmis ve doza
kars1 ortalama hayatta kalma degerleri hesaplanmistir. Bu veriler GraphPad Prism 7
programina aktarilarak dogrusal olmayan regresyon analizi sonucu ICsy degerleri

hesaplanmuistir.

3.3 RNA izolasyonu
3.3.1 RNA izolasyonu icin Hiicre Ekimi

1. giin: Her bir hiicre hatti i¢cin 24 ve 48 saat siirelerde 6’lik plaklara her bir kuyuya
1.000.000 hiicre olacak sekilde 4 kuyu, 2 ml hiicre ve besiyeri karisimi ekilmistir.
Bortezomib doz artigina bagli olarak gen ifade farki icin plaklar her bir hiicre hattinin
ICs¢ degerinin altinda ve istiinde olacak sekilde 3 farkli konsantrasyon ve kontrol

grubu olarak ayrilmigtir. Bu deger araliklart;

—  KMS20 24 saat i¢in 20; 25; 30 nM ve kontrol grubu,
— KMS20 48 saat i¢in 5; 6; 7,5 nM ve kontrol grubu,
— KMS28 24 saat icin 5; 6; 7,5 nM ve kontrol grubu,
— KMS28 48 saat icin 3; 4; 5 nM ve kontrol grubudur.

Sabit bortezomib dozlarinda 24 ve 48 saat arasindaki gen ifade farki i¢in plaklar her
iki hiicre hattinin ICsy deger araligin1 kapsayacak sekilde 2 farkli konsantrasyon ve

kontrol gruplar1 olarak ayrilmistir. Bu degerler;

— KMS20 24 saat i¢in 5; 25 nM ve kontrol grubu,
— KMS20 48 saat icin 5; 25 nM ve kontrol grubu,
— KMS28 24 saat icin 5; 25 nM ve kontrol grubu,
— KMS28 48 saat i¢in 5; 25 nM ve kontrol grubudur.

Daha sonra plaklar etiketlenerek 37°C ve %5 CO, ayarl inkiibatorde bekletilerek

hiicrelerin ¢ogalmasi saglanmistir.

2. giin: Ertesi giin hiicrelerin iizerine belirlenen dozlardaki bortezomib ve besiyeri
karistmi 2 ml olacak sekilde eklenmistir. Kontrol grubuna ise sadece 2 ml besiyeri

ilave edilmistir. 24 ve 48 saat inkiibe edilen plaklarda RNA izolasyonu yapilmstir.
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3.3.2 RNA izolasyonunun Yapihsi

Hiicre hatlarindan RNA izolasyonu, Thermo Fisher Scientific PureLink® RNA Mini
Kit protokoliine gore yapilmistir. Bu islem i¢in kullanilacak malzemelere 6n hazirlik
yapmak gerekmektedir. Oncelikle yikama tamponu 2’ye 60 ml %100 etanol
eklenmistir. Liziz tamponu, 1 mI’ye 10 pl 2-Merkaptoetanol olacak sekilde toplamda
3000 pl hazirlanmistir. %70°lik etanol ise 7 ml %100 etanoliin {izerine 3 ml steril su

konularak hazirlanmistir.

On hazirlik isleminden sonra her bir grup hiicre ayri ayr1 15 ml'lik falkonlara aliarak
2000 rcf’de 5 dk iki kez santrifiij edilmis ve ardindan siipernatan dokiilmiistiir.
Falkonlarin tizerine liziz tamponundan 600 pl eklenmis ve pellet kalmayana kadar 5
dk vortekslenmistir. Daha sonra %70'lik etanolden 700 pl her bir falkona eklenip
tekrar 5 dk vortekslenmistir. Bu asamada hiicre membrani liziz edilmis ve RNA
iplikleri goriiniir hale gelmistir. Lizat 700 pl’yi agsmayacak sekilde kartuslu tiiplere
almmis ve 12.000 rcf’de 15 sn santrifiij edilerek alt kisimda toplanan sivi
dokiilmistlir. Bu asamada lizat igerisindeki RNA kartusta toplanmaktadir. 700 ul
yikama tamponu 1 eklenip 12.000 rcf’de 15 sn santrifiij edilerek alt kisim
dokilmistiir. Tipler toplama tiipleriyle degistirilmis, 500 ul yikama tamponu 2
eklenip 12.000 rcf’de 15 sn santrifiij edilerek alt kisim dokiilmiistiir. Ayni iglem bir
kez daha tekrarlanmig ardindan hi¢ bir sey eklenmeden 12.000 rcf’de 2 dk santrifiij
edilerek alt kisim dokiilmiistiir. Bu kez alttaki tlipler saklama tiipleriyle degistirilerek
50 ul RNAaz’dan arinmis su eklenmis 1 dk oda sicakliginda beklenmistir. Hemen
sontra 12.000 rcf’de 2 dk santrifiij edilmis ve ayni islemin bir kez daha

tekrarlanmasinin ardindan RNA’lar saf olarak elde edilmistir.
3.3.3 Nanodrop Ol¢iimii

Hiicre hatlarindan izole edilen RNA’larin konsantrasyonlari, Thermo Fisher
Scientific Nano Drop 2000 cihaziyla oOlgiilmiistiir. Total RNA izolasyonunun
miktariin ve safliginin belirlenmesi i¢in 260, 280 ve 230 nm dalga boylarinda
absorbans Ol¢limii yapilir. RNA’larin safligi 260 nm’deki absorbansin digerlerine
boliinmesi ile hesaplanir. Ideal bir RNA izolasyonunda 260/280 absorbans degeri 2,0

civarinda olmasi gerekmektedir. Daha sonra bu konsantrasyonlara gore cDNA
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sentezinde kullanilmas1 gereken RNA miktarlart (3.2)’deki formiile gore

hesaplanmastir.
RNA(ng/mL) =260 nm’deki absorbans x Sulandirma faktorii x 40 pg/mL  (3.2)
3.3.4 Agaroz Jel Elektroforezi

Izole edilen RNA’lar, safliginin  kontrolii igin agaroz jel elektroforezinde

goriintiilenmistir. Bunun i¢in 6ncelikle agaroz jel hazirlanmalidir.

Agaroz Jel Hazirlanisi: %1°lik agaroz jelin hazirlanmasi i¢in 0,6 g agaroz tartilarak

bir beher igerisine almmustir. Uzerine 60 ml 10xTBE ve 1 ul etidyum bromiir
eklenmistir. Karisim mikrodalga firinda yaklasik 10 dk kaynatilmis ardindan
kabarcik kalmamasina dikkat edilerek jel tankina dokiilmiistiir. Tank iizerine uygun
bir tarak yerlestirilerek jel sogumaya birakilmis ve soguduktan sonra elektroforez
tanki 10xTBE ile doldurulmustur. Daha sonra RNA ornekleri sirasiyla kuyucuklara
yuklenerek 100 V’da 45 dk yiirttiilmiistiir. Elektroforezin ardindan jel UVITEC

Cambridge goriintiileme cihazinda UV 15181 altinda goriintiilenmistir.
3.4 cDNA Sentezi

Thermo Fisher Scientific cDNA Reverse Transcription Kit protokoliine gore islem
basamaklar1 gerceklestirilmistir. Her bir grup RNA’dan 1 pg olacak sekilde
hesaplanan miktarlarda RNA alinarak tizeri steril su ile 10 pl’ye tamamlanmistir.
Daha sonra cDNA master mix hazirlama igslemine gecilmistir. Bu islem esnasinda
protokole uygun olarak tiim islemler buz {lizerinde yapilmis primer ve enzimin 11k

gérmemesi saglanmigtir.

cDNA Master Mix Hazirlanisi: 4,2 pl RNAaz’dan arinmis su, 2 pl 10xRT tamponu,

2 pl random primer, 0,8 pl ANTP mix ve 1 pl reverse transkriptaz enzimi bir

ependorfta karistirilmistir.

PCR tiiplerinin herbirine 6nce 10 pl master mix daha sonra 10 pl 6rnek RNA’s1
konularak karistirtlmigtir. Tiipler PCR cihazina yerlestirilerek amplifikasyon
basamaklar1 1. basamak 25°C-10 dk, 2. basamak 37°C-120 dk, 3. basamak 85°C-5

dk ve soguma 4°C olarak ayarlanmistir. Iki bucuk saatin ardindan sentezlenen
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cDNA’larin nanodropta konsantrasyon oOl¢iimleri yapilarak uygun kosullarda

saklanmustir.

3.5 Gen ifade Analizi

3.5.1 Realtime Multipleks PCR

Kullanilan Primer Problar:

— ABCBI (MDR-1) geni:

(FAM)

— ABCCI (MRP-1) geni:

(FAM)

- ABCC2 (MRP-2) geni:

(FAM)

— ABCC3 (MRP-3) geni:

(FAM)

— ABCC6 (MRP-6) geni:

(FAM)

— ABCCI10 (MRP-7) geni: TagMan Gene Expression Assay Hs01056200

(FAM)

TagMan

TagMan

TagMan

TagMan

TagMan

Gene Expression Assay Hs00184500

Gene Expression Assay Hs01561502

Gene Expression Assay Hs00166123

Gene Expression Assay Hs00978473

Gene Expression Assay Hs00184566

— GSTPI geni: TagMan Gene Expression Assay Hs02512067 sl (FAM)
— B-Actin geni: Endojen Kontrol (VIC-MGB)

ml

ml

ml

ml

ml

ml

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu), ¢ift zincirli kalip DNA’ya baglanan primerler

sayesinde belirlenen hedef bolgenin (gen), Taq polimeraz (Thermus aquaticus)

enzimiyle geometrik olarak c¢ogaltilmasi islemidir. Cogaltma islemi ¢ift zincirli

DNA’nin denatiirasyonu, primerlerin DNA zincirine baglanmasi ve primer uzamasi

basamaklarindan olugsmaktadir. PCR reaksiyonlarimin gerceklesmesi esnasinda

niceliksel analiz i¢in sinyal kaynagi olarak primerlere bagli ya da primerlerden

bagimsiz floresan isaretleyiciler kullanilir. Bu ¢alismada TagMan primer problar

kullanilmastir.

PCR Mix Hazirlanisi: Thermo Fisher Scientific TagMan® Gene Expression Master

Mix protokoliine gore islem basamaklar1 gergeklestirilmistir. 6 ul steril su, 10 pl
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master mix, 1 pl B-aktin, 1 pl belirlenen gen probu bir ependorfta karistirilmistir.
Protokole uygun olarak islemlerin hepsi buz iizerinde yapilarak problarin ve master

mixin 151k almamasina 6zen gosterilmistir.

Realtime Multipleks PCR: Multipleks PCR yonteminin geleneksel monopleks PCR’a

gore Ustiinliigii, birden fazla genin tek bir kuyucukta yani tek cDNA {izerinde
calisilabilmesi boylelikle bir calismada birden fazla genin ifadesinin ortaya
konulabilmesidir. Gen ekspresyon analizi iglemine baslamadan 6nce Realtime PCR
icin kontrol ve optimizasyon islemleri yapilmigtir. Her bir hiicre hattindan
sentezlenen cDNA ornekleri i¢in 3’er tekrarli olarak sekilde Sekil 3.6.’daki gibi plak
tasarlanmistir. Ornegin MDR-1 geni icin KMS28 24 saat kontrol grubu, plagin A
boliimiinde 1, 2, 3 numarali siitunlarda ve KMS20 24 saat 30 nM grubu, D

boliimiinde 4, 5, 6 numaral: siitunlarda ¢alisilmigtir.

1|2|3 4|5|6 7|8|9 10|11|12
MDR1 KMS28 |MDR1 KMS20 |MRP1 KMS28 |MRP1 KMS20
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Sekil 3.6. Gen ifade analizi i¢in kullanilacak 96’lik PCR plaginin tasarima.

Plaktaki her bir kuyuya 18 pul PCR mix dagitilmis ve 2 pl belirlenen cDNA’lar
eklenmistir. Endojen kontrol olarak B-aktin kullanilmistir. Negatif kontrol olarak
cDNA icermeyen reaksiyon karisimi kullanilmigtir. 96’lik plak iizeri hava kabarcigi
kalmayacak sekilde kaplanmis ardindan 1000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. ABI
7500 Fast Realtime PCR cihazinda amplifikasyon basamaklari; 50°C-20 sn, 95°C-10
dk, 95°C-15 sn, 60°C-1 dk toplamda 40 dongii olacak sekilde ayarlanmistir. Bu
sekilde yapilan PCR igeminin ardindan cihaz verileri Microsoft Excele aktarilmis ve

istatistiksel hesaplamalar i¢in kullanilmigtir.
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3.5.2 Realtime PCR Uriinlerindeki Kathk Degisimin Hesaplanmasi

PCR firiinlerindeki floresan 1simalar Ct (Cycle threshold) olarak gdosterilir. Her bir
gen i¢in belirlenen Ct degerlerinin hiicrede her zaman ifade olan referans bir gene (B-
aktin) gore karsilagtirllmasi gereklidir. Bu sayede ¢alisilan genin hiicrede her zaman
ifade olan gene gore ne kadar farkli ifade edildigi belirlenir (ACt). Daha sonra
bortezomib uygulanan gruplarin ACt degerleri kontrol grubu ACt degerlerinden
cikarilarak, ¢alisilan genin bortezomib uygulanan grupta kontrol grubundan ne kadar
farkli ifade edildigi belirlenir (AACt). Bu sayede gruplar arasindaki katlik degisim,

2 ~AAct (3 33) veya (3.3b) formiillerinden biriyle hesaplanmis olur.
RQ (Rélatif Kantitasyon) = 2 ~AAct
ACtcansma grubu = Ct(Hedef gen) = Ct(Referans gen) (3.3a)
ACtgontrol grubu = Ct(Hedefgen) - Ct(Referans gen)

AACt= ACt Calisma grubu ~ ACtKontrol grubu

AACt = Calisma grubu [Ct(yedef gen) - Ct(Referans gen)] — Kontrol grubu [

Ct(Hedef gen) ~ Ct(Referams gen) ] (3-3b)
3.5.3 [Istatistiksel Analiz

Hiicre hatlarinda bortezomib dozunun arttirilmasina bagli olarak 24 ile 48 saat
stirelerdeki MDR iligkili genlerin ifadesindeki degisim ve sabit bortezomib
dozlarindaki 24 ile 48 saat siirelerdeki MDR iliskili genlerin ifadesindeki degisim
icin ayr1 ayri istatiksel analiz yapilmistir. Microsoft Excel programinda hesaplanan
ACt degerleri GraphPad prism 7 yazilimina aktarilarak ANOVA testi ile AACt
farklilig1, p degeri (<0,05) olacak sekilde belirlenmistir. Hangi gruplar arasinda
farkliligin oldugu p degeri (<0,05) olacak sekilde Dunnet testi ile degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 MTT Analizi Sonuclar:

Tez kapsaminda kullanilan multiple myeloma KMS20 (bortezomibe direngli) ve
KMS28 (bortezomibe hassas) hiicre hatlar1 kullanilmistir. KMS20 hiicre hattinin
bortezomibe direncli ve KMS28 hiicre hattinin bortezomibe hassas oldugu hem bu
calismada hem de diger caligmalarda gdsterilmistir (Oh vd., 2012; Lee vd., 2012;
Song vd., 2013a,b, 2015; Nara vd., 2013). Yapilan MTT analizi islemlerine gore
KMS20 ve KMS28 hiicre hatlarinda uygulanan bortezomib dozuna karsilik olusan %

hiicre hayatta kalma egrileri Sekil 4.1.”de gosterilmistir.

120 - 120 -
KMS20 24 sa. KMS20 48 sa.
100 - - 100 4 5
80 - 80 -
: - x i I
§ 60 E 60 -
R R
40 - 10 -
20 ‘ 20 | _
0 0 P Eosos I
0 1 5 751012515175 20 30 50 100 0 1 5 75 10125 15 175 20 30
Bortezomib Konsantrasyonu (nM) Bortezomib Konsantrasyonu (nM)
KMS28 24 sa. KMS28 48 sa.
120 - 120 -
100 1 10 g g
2 80 X g
E 60 - £ 60 -
J ¥}
® 40 - 2 40 1 I
20 - 20 -
0. 0 = I - = T - T
0 1 5 7510 20 30 50 75 100 0 1 5 7510 20 30 50 75 100
Bortezomib Konsantrasyonu (nM) Bortezomib Konsantrasyonu (nM)

Sekil 4.1. Bortezomib dozunun artisina bagli olarak hiicre hatlarinin hayatta kalma

grafikleri.
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4.1.1. 1Cs Degerleri

KMS20 ve KMS28 hiicre hatlarinin 24 ve 48 saat siirelerdeki bortezomibe karsi
gosterdikleri ICsy degerleri Cizelge 4.1. ve Sekil 4.2.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Hiicre hatlarinin 24 ve 48 saat siirelerdeki ICsy degerleri.

Hiicre Hatt Siire  |IC 50 Std Ht

KMS20(bortezomibe direncli) |24 saat |25,64nM [£1,08

(
KMS28(bortezomibe hassas) |24 saat [6,295nM 1,06
(
(

KMS20(bortezomibe direncli) |48 saat |6,389nM [£1,09

KMS28(bortezomibe hassas) |48 saat |[4,548nM |[£1,04

24 saat 48 saat
100 -k, 100 -
90 J%\i 90 \I
80 B 80
70 70 \i
z 60 Z 60 \\
z o —— VS8 T g T\ e KMS28
8 = 1 (bortezomibe bS] (bortezomibe
x 40 ‘(** hassas) 8 40 hassas)
30 L E 30
20 T KNS 20 £ \ =t KMS20
+ \ (I:?ortez.omlbe \ (bortezomibe
10 sk So == direngli) 10 direncli)
0 0 ¢
0 1 5751020 30 50100 0 1 5 7510 20 30
Bortezomib Konsantrasyonu (nM) Bortezomib Konsantrasyonu (nM)

Sekil 4.2. Hiicre hatlarinin 24 ve 48 saatlerdeki ICs, degeri grafikleri.

4.1.2. Direnclilik Indislerinin Hesaplanmasi

Multiple myeloma KMS20 ve KMS28 hiicre hatlarinin direnglilik indisleri (4.1)’deki

formiile gore belirlenmistir.

IC50 Direncli Hat

Rindis = IC50 Hassas Hat (4‘1)

’

2
24 saat bortezomib uygulamasi sonucunda —5; = 4,06, 48 saat bortezomib

6,3 :
uygulamast sonucunda -z = 1,40 olarak bulunmustur. Buna gére multiple
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myeloma KMS20 hiicre hattinin multiple myeloma KMS28 hiicre hattina gore, 24
saatte bortezomibe karsi 4 katlik; 48 saatte 1,4 kathik bir direng gosterdikleri

belirlenmistir.
4.2 RNA Izolasyonu Sonuclar:

Hiicre hatlarindan izole edilen RNA’larin %1°lik agaroz jel elektroforezi ile elde

edilen goriintiisii Sekil 4.3.°te gosterilmistir.

EMS28 24h. EMS28 48h. KMS20 24h. EMS20 48h.
Kontrol 5nM 6nM  7.5nM|Kontrol 3nM 4nM  5nM | Kontrol 20nM 25nM 30 oM| Kontrel 5oM 6nM 7.5nM

Sekil 4.3. Hiicre hatlarindan izole edilen RNA’larin agaroz jel goriintiileri.
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Hiicre hatlarindan izole edilen RNA’larin konsantrasyonlari nanodrop cihaziyla

yapilan dl¢iimlerine gore Cizelge 4.2.’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Hiicre hatlarindan izole edilen RNA’larin konsantrasyonlari.

NUKLEIK NUKLEIK
A ASTT ASIT
O RNEK MIKTARI . .
ORNEK MIKTARI

KMS28 24 S. KONT. [0.4705 pg/pl
KMS2824 S.5nM  |0,3543 pe/yi | [KMS28 24 8. KONT. 10,3129 pghd

KMS2824S.6nM  [0.3768 pg/ul | [KMS28 24 S.5nM  [0,2681 pg/pl
KMS28 24 S. 7,5 nM |0,3270 pg/pul KMS28 24 S.25 M [0,2549 pg/ul

KMS28 48 S. KONT. [0,4063 pg/ul
V528455 3 mm 10.4535 naa | [KMS28 48 5. KONT. 04083 pg

KMS28 48 S. 4 nM  |0,4276 pg/ul | [KMS28 48 S.5nM  |0,4352 pg/ul

KMS28 48 S.5nM 10,4067 pg/ul | 1kVIS28 48 S, 25 nM [0,1631 pg/ul

KMS20 24 S. KONT. |0,3437
- KMS20 24 S. KONT. 10,4315 pg/pl
KMS20 24 S. 20 nM  [0,2366 pg/ul

KMS20 24 5. 25 nM  [0,2515 pg/pa | [KMS20 24 S.5nM 10,3016 pgll
KMS20 24 S.30 nM_0.2412 g/ul | [KMS20 24 S. 25 nM (0,629 pgl
KMS20 48 5. KONT. {03347 ughi | [nrcrose’s wonT [0.4025 pgid

KMS20 48 S.5n0M  |0,3090 pe/pl ”.
KMS20 48 S. 6 nM  [0,2432 pg/ul KMS20 48 S.5nM (0,360 pgl

KMS20 48 S. 7,5 nM |0,2686 pg/yl | [KMS20 48 S. 25 nM 0,3396 pg/ul
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4.3 c¢cDNA Sentezi Sonuclari

Hiicre hatlarindan sentezlenen cDNA’larin konsantrasyonlari nanodrop cihaziyla

yapilan 6l¢iimlerine gore Cizelge 4.3.te gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Hiicre hatlarindan izole edilen cDNA’larin konsantrasyonlari.

NUKLEIK NUKLEIK
ASIT ;
ORNEK MIKTARI w AS.IT
ORNEK MIKTARI

KMS28 24 S. KONT. |2253,1 ng/l
KMS2824S.5nM (22002 ngja | [KMS28 24 8. KONT. 12375,6 ng/l

KMS28 24 S.6 nM  |2031,8 ng/ul | |[KMS2824S.5nM  [2178,0 ng/ul
KMS28 24 S. 7,5 nM [2182,8 ng/ul

KMS28248.25nM  [2165,4 ng/ul

KMS28 48 S. KONT. |2048,0 ng/ul

o2 485 3 et |o20st nanr | [VIS28 48 . KONT. |1863.1 ngid

KMS2848S.4nM (21867 ng/un | [KMS2848S.5nM  |2274,0 ng/ul

KMS2848S.5nM  [2202,7 ng/ul | |KMS2848S.25nM (22374 ng/ul
KMS20 24 S. KONT. [2198,9 ng/ul

KMS20 24 S. KONT. |2354.6 ngh

KMS20 24 S.20 1M [2190,9 ng/ul

KMS20 24 S.50M 23458 ng/ul
KMS20 24 S.25 nM |2212,4 ng/ul

KMS20 24 S.30 nM (22474 ngju | |[KMS20248.25nM 122942 ng/ul

KMS20 48 S. KONT. |2210,4 ng/ul

KMS20 48 S. KONT. [2370,1 ng/ul

KMS20 48 S.5nM  |2203,0 ng/ul

KMS20 48 S.50M  [2292,0 ng/yd
KMS20 48 S. 6 nM  [2206,8 ng/ul

KMS20 48 S. 7,5 nM [2198,9 ng/ua | [KMS20488.25nM 123927 ng/il

4.4 Gen ifade Analizi

KMS20 ve KMS28 hiicre hatlarinda bortezomib dozunun arttirilmasina bagl olarak
24 ve 48 saat siirelerdeki MDR ile ilgili genlerin qRT-PCR (kantitatif ger¢ek-zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu) ifade diizeyleri her bir gen icin ayr1 ayr
degerlendirilmistir. Sabit bortezomib dozlarinda 24 ve 48 saat siirelerdeki MDR ile
ilgili genlerin qRT-PCR ifade diizeyleri ise her bir gen icin birlikte
degerlendirilmistir. Biitlin sonuclar AACt ve RQ (Rolatif Kantitasyon) olarak cizelge

ve grafik seklinde gdsterilmistir.
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4.4.1 Hiicre Hatlarimn 24 Saat icerisinde Bortezomib Doz Artisina Bagh
Olarak Gen ifade Analizleri
4.4.1.1 P-gp Geninin ifade Sonuclar

KMS20 (bortezomibe direncgli) hiicre hatti icin qRT-PCR sonuglarma yapilan
ANOVA testine gore gruplar normal dagilima sahiptir ve varyanslari1 birbirinden
farklidir (p<0,0001; r*=0,9982). Dunnet testi sonuglar1 Cizelge ve Sekil 4.4.’de
goriildiigii gibi bortezomib miktarinin arttirilmasiyla P-gp geni ifadesinin arttigini

gostermektedir.

KMS28 (bortezomibe hassas) hiicre hattinda bortezomib dozunun artisina baglh

olarak 24 saat igerisinde P-gp geni ifadesi tespit edilmemistir.

Cizelge 4.4. Hiicre hatlarinin 24 saat icerisinde Bortezomib doz artisina bagli olarak
P-gp geni AACt sonuglari, p ve standart hata degerleri.

KMS20 24 S.|AAct  |p stdht | [KMS28 24 S.|AAct  |p stdht
KONT 0 0 0| IKONT 0 0 0
20 nM -4,51| 0,0001 0,09] |SnM 0,00] 0,0000f 0,00
25 nM -5,00| 0,0001| 0,09] |6 nM 0,00] 0,0000f 0,00
30 nM -5,49] 0,0001] 0,09] |7,5 nM 0,001 0,0000f 0,00
KMS20 24 §. AAct KMS28 24 8, AAct
KONT 200M 25M 30aM KONT SiM 6oM 7.50M
! 0t $ & o
.3 {3
1 -1
-13 -13
2 -
-13 -13
3 -3
33 33
-4 -4
43 43
-5 -5
'5:5 '5.5
6 -

Sekil 4.4. Hiicre hatlarinin 24 saat igerisinde Bortezomib doz artisina bagl olarak P-
gp geni AACt sonuglar1 grafigi.
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Cizelge ve Sekil 4.5.’de goriildigi gibi P-gp geni ifadesi KMS20 hiicre hatt1 24 saat
icerisinde 20 nM bortezomibe maruz kaldiginda 22,75 kat, 25 nM bortezomibe
maruz kaldiginda 31,96 kat, 30 nM bortezomibe maruz kaldiginda ise 44,98 kat fazla

olmaktadir.

Cizelge ve Sekil 4.5.’de goriildiigii gibi KMS28 hiicre hattinda bortezomib dozunun

artisina bagl olarak 24 saat igerisinde P-gp geni ifadesi tespit edilmemistir.

Cizelge 4.5. Hiicre hatlarinin 24 saat igerisinde Bortezomib doz artigina bagl olarak
P-gp geni RQ sonuglari.

KMS20 24 S. [RQ KMS28 24 S. [RQ
KONT 1| |[KONT 0
20 0M 22.75| [50M 0,00
250M 31,96( (6 nM 0,00
30 nM 4498/ 17,5 aM 0,00
KMS2024. RQ KMS28245. RQ
50 wEEx FEax KkkE 10
45 9
40 8-
3 T4
Rl 6
0 4
15 34
10 21
5 11
0 0
KONT 20nM 215mM 30oM KONT SaM 6 oM 7.50M

Sekil 4.5. Hiicre hatlarinin 24 saat icerisinde Bortezomib doz artisina bagli olarak P-
gp geni RQ sonuglar1 grafigi.

4.4.1.2 MRP-1 Geninin ifade Sonuclar

KMS20 hiicre hatt1 icin qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore gruplar
normal dagilima sahiptir fakat varyanslar1 birbirinden farkli degildir (p=0,3480;
’=0,3228). Dunnet testi sonuclart Cizelge ve Sekil 4.6.’da gorildigi gibi
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bortezomib miktarinin arttirilmasiyla  MRP-1 geni ifadesinin degismedigini

gostermektedir.

KMS28 hiicre hatti i¢cin qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore gruplar

normal dagilima sahiptir fakat varyanslar1 birbirinden farkli degildir (p=0,2633;

’=0,3756). Dunnet testi sonuglar1 Cizelge ve Sekil 4.6.°da gorildiigi gibi

bortezomib miktarmin arttirllmasiyla MRP-1 geni ifadesinin degismedigini

gostermektedir.

Cizelge 4.6. Hiicre hatlarinin 24 saat icerisinde Bortezomib doz artisina bagli olarak
MRP-1 geni AACt sonuglari, p ve standart hata degerleri.

KMS20 24 S.|AAct  |p stdht | |[KMS28 24 S.|AAct |p stdht
KONT 0 0 0| [KONT 0 0 0
20 nM -0,31] 0,7905] 0,40] |S nM -0,12] 0,8926] 0,21
25 nM -0,49] 0,5052| 0,40] [6 nM 0,17 0,7476] 0,21
30 nM -0,76] 0,2123] 0,40] |7,5SnM -0,26| 0,4741] 0,21
KMS2024 S, AAet KMS2824 S, AAct
KONT 20 M 251M 30nM KONT M 60M 7.50M
0+ 1
! 05
-1 -1
-2 -1.5
-5 -2
3 -5
45 i
4 34
'4.5 -45
-5 3
-39 5.3
-6 -0

Sekil 4.6. Hiicre hatlarinin 24 saat igerisinde Bortezomib doz artisina bagli olarak

MRP-1 geni AACt sonuglart grafigi.

Cizelge ve Sekil 4.7.’de goriildiigii gibi KMS20 hiicre hattinda bortezomib dozunun

artisina bagl olarak 24 saat icerisinde MRP-1 geni ifadesinde istatistiksel olarak

anlamli bir degisiklik olmamastir.
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Cizelge ve Sekil 4.7.°de goriildiigii gibi KMS28 hiicre hattinda da ayni sekilde

bortezomib dozunun artisina bagl olarak 24 saat icerisinde MRP-1 geni ifadesinde

istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmamuistir.

Cizelge 4.7. Hiicre hatlarinin 24 saat igerisinde Bortezomib doz artigsina bagl olarak
MRP-1 geni RQ sonuglari.

KMS20 24 S. |RQ KMS28 24 S. |RQ

KONT 1| IKONT 1

20 nM 1,24 |5 nM 1,08

25 1M 1,41 |6 nM 0,89

30 nM 1,70 {7,5 nM 1,20

KMS2024 S, RQ KMS2824 8. RQ
10 10
9 9
8 8
6 6
5 5
4 4
3 ns ns ns ]
ns ns ns
2 )
1 1
0 0
KONT 200M 251M 30nM KONT SaiM 6oM 75mM

Sekil 4.7. Hiicre hatlarinin 24 saat igerisinde Bortezomib doz artisina bagl olarak
MRP-1 geni RQ sonuglar1 grafigi.

4.4.1.3 MRP-2 Geninin ifade Sonuclar

KMS20 hiicre hatt1 icin qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore gruplar

normal dagilima sahiptir fakat varyanslar1 birbirinden farkli degildir (p=0,0608;

’=0,5827). Dunnet testi sonuclart Cizelge ve Sekil 4.8.’de gorildigli gibi

bortezomib miktarinin arttirilmasiyla  MRP-2  geni

gostermektedir.

ifadesinin degismedigini

KMS28 hiicre hatt1 i¢in qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore gruplar

normal dagilima sahiptir ve varyanslar1 birbirinden farklidir (p=0,0096; r>=0,7427).
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Dunnet testi sonuglar1 Cizelge ve Sekil 4.8.’de goriildiigli gibi bortezomib miktarinin

arttirllmasiyla MRP-2 geni ifadesinin azaldigini gostermektedir.

Cizelge 4.8. Hiicre hatlarinin 24 saat igcerisinde Bortezomib doz artisina bagl olarak
MRP-2 geni AACt sonuglari, p ve standart hata degerleri.

LN

R AT -l T T b T e
S n da a da e do e o e T o

KMS20 24 S.|AAct p stdht | [KMS28 24 S.|AAct P stdht
KONT 0 0 0| |[KONT 0 0 0
20 nM -0,38] 0,1208( 0,17| |SnM 0,931 0,0251] 0,28
25 nM -0,42] 0,0880( 0,17| |6 nM 1,13] 0,0093] 0,28
30 nM -0,52] 0,0350( 0,17]|7,S nM 0,221 0,7811] 0,28
KMS2024 S, AAct KMS2824 §. AAct
KONT 20mM M 30nM
5,

0.5 KONT

5aM onM 7.50M

Sekil 4.8. Hiicre hatlarinin 24 saat igerisinde Bortezomib doz artisina bagli olarak
MRP-2 geni AACt sonuglar1 grafigi.

Cizelge ve Sekil 4.9.’da goriildiigii gibi KMS20 hiicre hattinda bortezomib dozunun

artisina bagh olarak 24 saat icerisinde MRP-2 geni ifadesinde istatistiksel olarak

anlamli bir degisiklik olmamastir.

Cizelge ve Sekil 4.9.°da goriildiigii gibi MRP-2 geni ifadesi KMS28 hiicre hatt1 24

saat igerisinde 5 nM bortezomibe maruz kaldiginda 0,52 kat, 6 nM bortezomibe

maruz kaldiginda 0,46 kat az olmaktadir.
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Cizelge 4.9. Hiicre hatlarinin 24 saat igerisinde Bortezomib doz artigina bagl olarak
MRP-2 geni RQ sonuglari.

KMS2024S.[RQ | [KMS2824S.|RQ
KONT 1| [KONT 1
20 1M 1,30/ [5 nM 0,52
25n0M 1,33 [6 nM 0,46
30 nM 1,43 7,5 nM 0,86

KMS2024 S, RQ KM$2824 8. RQ
10 10
9 9
3 8
6 6
h] §
4 4
3 3
) ns ns * ) * * ns
1 1
0 0
KONT 20nM M 30 M KONT 5aM 6nM 751M

Sekil 4.9. Hiicre hatlarinin 24 saat igerisinde Bortezomib doz artisina bagl olarak
MRP-2 geni RQ sonuglar grafigi.

4.4.1.4 MRP-3 Geninin Ifade Sonuclar1

KMS20 hiicre hattinda bortezomib dozunun artigina bagli olarak 24 saat igerisinde
MRP-3 geni ifadesi tespit edilmemistir.

KMS28 hiicre hattinda bortezomib dozunun artisina bagl olarak 24 saat icerisinde

MRP-3 geni ifadesi tespit edilmemistir.
4.4.1.5 MRP-6 Geninin ifade Sonuclar

KMS20 hiicre hatt1 icin qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore gruplar
normal dagilima sahiptir ve varyanslar1 birbirinden farkhidir (p=0,0104; r>=0,7372).
Dunnet testi sonuglart Cizelge ve Sekil 4.10.°da goriildiigii gibi bortezomib

miktarinin arttirilmasiyla MRP-6 geni ifadesinin azaldigini1 gdstermektedir.
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KMS28 hiicre hatt1 i¢in qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore gruplar
normal dagilima sahiptir ve varyanslar1 birbirinden farklidir (p=0,0024; r=0,866).
Dunnet testi sonuclar1 Cizelge ve Sekil 4.10.’da gorildiigi gibi bortezomib
miktarinin arttirtlmasiyla MRP-6 geni ifadesinin azaldigini, 7,5 nM’da ise MRP-6

geni ifadesinin tespit edilmedigini gostermektedir.

Cizelge 4.10. Hiicre hatlarinin 24 saat igerisinde Bortezomib doz artisina bagl olarak
MRP-6 geni AACt sonuglari, p ve standart hata degerleri.

KMS20 24 S.|AAct p stdht | [KMS28 24 S.|AAct p stdht
KONT 0 0 0| [KONT 0 0 0
20 nM 2,33] 0,0144] 0,62 [SnM 0,22 0,8705] 0,49
25 nM 1,20] 0,2057| 0,62] |6 nM 2,731 0,0025| 0,49
30 nM 2,651 0,0071] 0,62| [7,5S nM
KMS2024 S, AAct KMS2824 S. Adet
6
33 55
3 5
43 43
4 4
5 3-; |
. 251
13 7
15 1
1 05 -
0.3 0
0 05 KONT M 6nM 75M
KONT 200M AR 30nM -1

Sekil 4.10. Hiicre hatlarinin 24 saat igerisinde Bortezomib doz artisina bagli olarak
MRP-6 geni AACt sonuglart grafigi.

Cizelge ve Sekil 4.11.°de goriildiigli gibi MRP-6 geni ifadesi KMS20 hiicre hatt1 24
saat igerisinde 20 nM bortezomibe maruz kaldiginda 0,20 kat, 30 nM bortezomibe

maruz kaldiginda ise 0,16 kat az olmaktadir.

Cizelge ve Sekil 4.11.°de goriildiigii gibi MRP-6 geni ifadesi KMS28 hiicre hatt1 24

saat i¢erisinde 6 nM bortezomibe maruz kaldiginda 0,15 kat az olmaktadir.
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Cizelge 4.11. Hiicre hatlarinin 24 saat igerisinde Bortezomib doz artigsina bagl olarak
MRP-6 geni RQ sonuglari.

KMS20 24 S. [RQ KMS28 24 S. [RQ
KONT 1] |KONT 1
20 nM 0,20] [S nM 0,86
25 nM 0,44| [6 nM 0,15
30 nM 0,16] |7,5 nM
KMS$2024 8. RQ KMS2824 S, RQ
10 10
9 9
8 8
6 6
5 5
4 4
3 3
2 ¥ ns i 1 ns H
1 1
0 0
KONT 200M PARI| RIF| KONT M 6 1M 7.50M

Sekil 4.11. Hiicre hatlarinin 24 saat igerisinde Bortezomib doz artisina bagli olarak
MRP-6 geni RQ sonugclar grafigi.

4.4.1.6 MRP-7 Geninin Ifade Sonuclar:

KMS20 hiicre hatt1 i¢in qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore gruplar
normal dagilima sahiptir ve varyanslar1 birbirinden farklhidir (p=0,0007; 1=0,8703).
Dunnet testi sonuglart Cizelge ve Sekil 4.12.°de goriildiigii gibi bortezomib

miktarinin arttirilmasiyla MRP-7 geni ifadesinin arttigini gostermektedir.

KMS28 hiicre hatt1 i¢in qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore gruplar
normal dagilima sahiptir ve varyanslar1 birbirinden farklidir (p=0,0121; r>=0,7266).
Dunnet testi sonuglar1 Cizelge ve Sekil 4.12.’de goriildiigii gibi bortezomib dozunun

ICso degeri lizerindeki 7,5nM’da MRP-7 geni ifadesinin arttigini1 gostermektedir.
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Cizelge 4.12. Hiicre hatlarinin 24 saat igerisinde Bortezomib doz artisina bagl olarak
MRP-7 geni AACt sonuglari, p ve standart hata degerleri.

KMS20 24 S.|aAct  |p stdht | [KMS28 24 S.|aAct  |p stdht
KONT 0 0 0| [KONT 0 0 0
20 nM -0,59] 0,0534 0,21[|5nM -0,04| 0,9747] 0,13
25 nM -1,13] 0,0017[ 021] |6 nM 0,03| 0,9887 0,13
30 nM -1,41] 0,0004| 0.21] [7,5nM -0,49] 0,0140] 0,13
KMS2024 S. AAct KMS2824 S. AAct
KONT 0 A 0 KONT S1M 61M 751M
0 05
03 0

—

. _—
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Sekil 4.12. Hiicre hatlarinin 24 saat icerisinde Bortezomib doz artisina bagli olarak
MRP-7 geni AACt sonuglar1 grafigi.

Cizelge ve Sekil 4.13.’de goriildiigii gibi MRP-7 geni ifadesi KMS20 hiicre hatt1 24
saat icerisinde 25 nM bortezomibe maruz kaldiginda 2,18 kat, 30 nM bortezomibe

maruz kaldiginda ise 2,66 kat fazla olmaktadir.

Cizelge ve Sekil 4.13.’de goriildiigi gibi MRP-7 geni ifadesi KMS28 hiicre hatt1 24
saat icerisinde I1Csy degeri lizerindeki 7,5 nM bortezomibe maruz kaldiginda 1,40 kat

fazla olmaktadir, diger dozlarda ise MRP-7 geni ifadesi artis1 gozlenmemistir.
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Cizelge 4.13. Hiicre hatlarinin 24 saat igerisinde Bortezomib doz artigsina bagl olarak
MRP-7 geni RQ sonuglari.

KMS20 24 S. [RQ KMS28 24 S. [RQ
KONT 1| |IKONT 1
20 1M 1.51| [5nM 1,03
25 1M 2,18] [6 nM 0,98
30 nM 2,66( |7,5S nM 1,40
KMS2024 S.RQ KMS2824 8. RQ
10 10
9 9
8 §
6 6
B 3
4 ns X% EE3 44
! 3 ns ns *
2 24
1 14
0 0
KONT 20mM 25mM 30uM KONT M 6nM 750M

Sekil 4.13. Hiicre hatlarinin 24 saat igerisinde Bortezomib doz artisina bagli olarak
MRP-7 geni RQ sonuglar1 grafigi.

4.4.1.7 GSTP1 Geninin ifade Sonuclar

KMS20 hiicre hatt1 icin qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore gruplar
normal dagilima sahiptir ve varyanslar1 birbirinden farklidir (p=0,0006; r>=0,8725).
Dunnet testi sonuglart Cizelge ve Sekil 4.14.°de goriildiigii gibi bortezomib

miktarinin arttirilmasiyla GSTP1 geni ifadesinin artti§ini gostermektedir.

KMS28 hiicre hatt1 i¢in qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore gruplar
normal dagilima sahiptir ve varyanslar1 birbirinden farklidir (p<0,0001; r>=0,9927).
Dunnet testi sonuclar1 Cizelge ve Sekil 4.14.°de gorildiigi gibi bortezomib

miktarinin arttirilmasiyla GSTP1 geni ifadesinin arttigini gostermektedir.
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Cizelge 4.14. Hiicre hatlarinin 24 saat igerisinde Bortezomib doz artisina bagl olarak
GSTP1 geni AACt sonuglari, p ve standart hata degerleri.

KMS20 24 S.|AAct  |p stdht | [KMS28 24 S.|AAct  |p stdht
KONT 0 0 0 [KONT 0 0 0
20 nM -0,98( 0,0014( 0,18[ |SnM -1,07] 0,0001] 0,04
25 nM -1,00] 0,0012 0,18 |6 nM -0,83] 0,0001| 0,04
30 nM -1,17{ 0,0004( 0,18 |7,5 nM -1,421 0,0001] 0,04
KMS2024 S, AAct KMS28 24 8. AAct
KONT 200M 5M 30mM KONT SaM 6M 7.50M

=

0
0.3
-l

0

5

-1
-1.3 15
2 2
13 -15 1
-3 -3
-35 354
-4 -4
45 A5
3 51
-5.5 55
4 6

Sekil 4.14. Hiicre hatlarinin 24 saat igerisinde Bortezomib doz artisina bagli olarak
GSTP1 geni AACt sonuglar: grafigi.

Cizelge ve Sekil 4.15.°de gorildiigi gibi GSTP1 geni ifadesi KMS20 hiicre hatt1 24

saat icerisinde 20 nM bortezomibe maruz kaldiginda 1,97 kat, 25 nM bortezomibe

maruz kaldiginda 2 kat, 30 nM bortezomibe maruz kaldiginda ise 2,24 kat fazla

olmaktadir.

Cizelge ve Sekil 4.15.°de goriildiigli gibi GSTP1 geni ifadesi KMS28 hiicre hatt1 24
saat igerisinde 5 nM bortezomibe maruz kaldiginda 2,09 kat, 6 nM bortezomibe
maruz kaldiginda 1,77 kat, 7,5 nM bortezomibe maruz kaldiginda ise 2,67 kat fazla

olmaktadir.
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Cizelge 4.15. Hiicre hatlarinin 24 saat igerisinde Bortezomib doz artigsina bagl olarak
GSTP1 geni RQ sonuglari.

KMS2024 8. [RQ | [KMS28 24 . [RQ
KONT 1| |[KONT ]
20 nM 1,97| |5 nM 2,09
25 1M 2,00( |6 nM 1,77
30 nM 2.24| 7,5 nM 2,67
KMS2024 8. RQ KMS2824 S, RQ
10 10
9 9
8 8
6 6
5 5 -
4 £ % h# 4+ FEee FhRk £k
3 3
) 2
1 1
0 0
KONT DM BN 0 KONT S1M 61 751M

Sekil 4.15. Hiicre hatlarinin 24 saat icerisinde Bortezomib doz artisina bagli olarak
GSTP1 geni RQ sonuglar1 grafigi.
4.42 Hiicre Hatlariin 48 Saat Icerisinde Bortezomib Doz Artisina Bagh
Olarak Gen ifade Analizleri
4.4.2.1 P-gp Geninin ifade Sonuclar

KMS20 hiicre hatt1 icin qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore gruplar
normal dagilima sahiptir ve varyanslar1 birbirinden farklidir (p<0,0001; r>=0,9844).
Dunnet testi sonuglart Cizelge ve Sekil 4.16.’da goriildiigii gibi bortezomib

miktarinin arttirilmastyla P-gp geni ifadesinin arttigin1 géstermektedir.

KMS28 hiicre hattinda bortezomib dozunun artisina bagl olarak 48 saat icerisinde P-

gp geni ifadesi tespit edilmemistir.
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Cizelge 4.16. Hiicre hatlarinin 48 saat igerisinde Bortezomib doz artisina bagl olarak
P-gp geni AACt sonuglari, p ve standart hata degerleri.

KMS20 48 S.|AAct  |p stdht | (KMS28 48 S.|AAct |p stdht
KONT 0 0 0 [IKONT 0 0 0
5nM -0,36] 0,1093 0,15] [3 nM 0,001 0,0000{ 0,00
6 nM -1,67] 0,0001| 0,15( |4 nM 0,001 0,0000{ 0,00
7,5 nM -3,11] 0,0001 0,15( |SnM 0,001 0,0000{ 0,00
KMS2048 8. AAct KMS2848 8. AAct
KONT M 6M 751M KONT I 4mM M
0 0 ¢+ + 4+ 4
051 0.5
-1 -1
13 -L5
1 -l
151 -5
3 3
351 35
41 4
451 45
551 -33
6 6

Sekil 4.16. Hiicre hatlarinin 48 saat icerisinde Bortezomib doz artisina bagli olarak
P-gp geni AACt sonuglar1 grafigi.

Cizelge ve Sekil 4.17.’de goriildiigl gibi P-gp geni ifadesi KMS20 hiicre hatt1 48 saat
igerisinde 6 nM bortezomibe maruz kaldiginda 3,18 kat, 7,5 nM bortezomibe maruz

kaldiginda ise 8,64 kat fazla olmaktadir.

Cizelge ve Sekil 4.17.’de goriildiigii gibi KMS28 hiicre hattinda bortezomib dozunun

artisina bagl olarak 48 saat icerisinde P-gp geni ifadesi tespit edilmemistir.
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Cizelge 4.17. Hiicre hatlarinin 48 saat igerisinde Bortezomib doz artigsina bagl olarak
P-gp geni RQ sonuglari.

KMS20 48 S. |[RQ KMS28 48 S. |[RQ
KONT 1| [KONT 0
5nM 1,29] |3 nM 0,00
6 nM 3,18] [4 nM 0,00
7,5 nM 8,64 [SnM 0,00
KMS2048 8. RQ KMS2848 8. RQ
10 ns ETLL) Frdk 10
9 9
8 8
6- 6
A 5
41 |
3 3
1 2
1- 1
0 0
KONT SM 6nM 750M KONT I 4aM SiM

Sekil 4.17. Hiicre hatlarinin 48 saat igerisinde Bortezomib doz artisina bagli olarak
P-gp geni RQ sonuglar grafigi.

4.4.2.2 MRP-1 Geninin Ifade Sonuclar:

KMS20 hiicre hatt1 i¢in qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore gruplar
normal dagilima sahiptir fakat varyanslar1 birbirinden farkli degildir (p=0,3888;
>=0,3001). Dunnet testi sonuclar1 Cizelge ve Sekil 4.18.’de goriildiigii gibi
bortezomib miktarinin arttirilmasiyla  MRP-1 geni ifadesinin degismedigini

gostermektedir.

KMS28 hiicre hatt1 i¢in qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore gruplar
normal dagilima sahiptir ve varyanslar1 birbirinden farklidir (p=0,0023; r>=0,822).
Dunnet testi sonuclar1 Cizelge ve Sekil 4.18.’de gorildiigi gibi bortezomib

miktarinin arttirilmasiyla MRP-1 geni ifadesinin azaldigin1 gostermektedir.
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Cizelge 4.18. Hiicre hatlarinin 48 saat igerisinde Bortezomib doz artisina bagl olarak
MRP-1 geni AACt sonuglari, p ve standart hata degerleri.

KMS20 48 S.|AAct  |p stdht | [KMS28 48 S.|AAct  |p stdht
KONT 0 0 0| [KONT 0 0 0
5nM 0,22] 0,9460] 0,51 [3 nM 0,29] 0,1572| 0,14
6 nM 0,66 0,4644| 0,51| [4 nM 0,75] 0,0014| 0,14
7,5 nM 0,83 0,3035| 0,51] [SnM 0,61] 0,0050| 0,14
KMS2048 S, AAct KMS2848 S. AAct
6
55 55 -
h] 5-
45 45 -
; “
1) 35 -
]
25 3
2 25 -
13 2
1 15
0.5 1-
0+ 0:5 | k/\.
0.5 KONT 5M 6nM 7.50M 0

KONT 3mM 4nM M

Sekil 4.18. Hiicre hatlarinin 48 saat icerisinde Bortezomib doz artisina bagli olarak
MRP-1 geni AACt sonuglar1 grafigi.

Cizelge ve Sekil 4.19.”da goriildiigii gibi KMS20 hiicre hattinda bortezomib dozunun
artisina bagli olarak 48 saat igerisinde MRP-1 geni ifadesinde istatistiksel olarak

anlaml bir degisiklik olmamuistir.

Cizelge ve Sekil 4.19.°da gortildigi gibi MRP-1 geni ifadesi KMS28 hiicre hatt1 48
saat icerisinde 4 nM bortezomibe maruz kaldiginda 0,59 kat, 5 nM bortezomibe

maruz kaldiginda ise 0,65 kat az olmaktadir.
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Cizelge 4.19. Hiicre hatlarinin 48 saat igerisinde Bortezomib doz artigsina bagl olarak
MRP-1 geni RQ sonuglari.

KMS20 48 S. [RQ KMS28 48 S. [RQ
KONT 1| [KONT 1
5nM 0,86 |3 nM 0,82
6 nM 0,63| [4 1M 0,59
7,5 1M 0,56| |5 nM 0,65
KMS$2048 8. RQ KMS2848 8. RQ
10 10
9 9
§ - 8
6 6
51 §
4- 4
3 3
2 ns ns ns 2 ns " "
14 1
0 0
KONT SmM 6nM 7.50M KONT InM 4mM M

Sekil 4.19. Hiicre hatlarinin 48 saat igerisinde Bortezomib doz artisina bagli olarak
MRP-1 geni RQ sonuglart grafigi.

4.4.2.3 MRP-2 Geninin Ifade Sonuclar1

KMS20 hiicre hatt1 i¢in qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore gruplar
normal dagilima sahiptir ve varyanslar1 birbirinden farklhidir (p=0,0005; 1?=0,8774).
Dunnet testi sonuglart Cizelge ve Sekil 4.20.°de goriildiigii gibi bortezomib

miktarinin arttirilmasiyla MRP-2 geni ifadesinin azaldigin1 gdstermektedir.

KMS28 hiicre hatt1 icin qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore gruplar
normal dagilima sahiptir ve varyanslar1 birbirinden farklidir (p=0,0068; r>=0,7643).
Dunnet testi sonuglar1 Cizelge ve Sekil 4.20.’de goriildiigii gibi bortezomib dozunun

ICso degeri tizerindeki 5SnM’da MRP-2 geni ifadesinin arttigin1 gostermektedir.
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Cizelge 4.20. Hiicre hatlarinin 48 saat igerisinde Bortezomib doz artigsina bagl olarak
MRP-2 geni AACt sonuglari, p ve standart hata degerleri.

KMS20 48 S.|AAct  |p stdht | [KMS28 48 S.|AAct  |p stdht
KONT 0 0 0] IKONT 0 0 0
5 nM 0,16] 0,7166] 0,18 [3 nM 0,16 0,3025] 0,10
6 nM 0,43] 0,1007| 0,18] [4 nM 0,00{ 0,99991 0,10
7,5 nM 1,25 0,0003] 0,18 [S nM -0,33] 0,0264| 0,10
KMS2048 S. AAct KMS2848 S, Adct
5 (,
4 KONT InM 4nM SiM

=
—

o

X = s
i — tn bO o L tm d tm o m o

[
S e o e T o a D T e o = o —

=

KONT SuM 60M 7.50M

=

=1
n

Sekil 4.20. Hiicre hatlarinin 48 saat icerisinde Bortezomib doz artisina bagli olarak
MRP-2 geni AACt sonuglar1 grafigi.

Cizelge ve Sekil 4.21.°de goriildiigl gibi MRP-2 geni ifadesi KMS20 hiicre hatt1 48

saat igerisinde 7,5 nM bortezomibe maruz kaldiginda ise 0,42 kat az olmaktadir.

Cizelge ve Sekil 4.21.”de goriildiigii gibi MRP-2 geni ifadesi KMS28 hiicre hatt1 48
saat igcerisinde 1Csy degeri iizerindeki 5 nM bortezomibe maruz kaldiginda 1,25 kat

fazla olmaktadir, diger dozlarda ise MRP-2 geni ifadesi artis1 gozlenmemistir.
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Cizelge 4.21. Hiicre hatlarinin 48 saat igerisinde Bortezomib doz artigsina bagl olarak
MRP-2 geni RQ sonuglari.

KMS20 48 S. |[RQ KMS28 48 S. |[RQ
KONT 1| |IKONT 1
5nM 0,90{ |3 nM 0,89
6 nM 0,74| [4 nM 1,00
7,5nM 0.42[ (5 0M 1,25
KMS2048 5. RQ KMS2848 S, RQ
10 10
9 9
3 §
6 6
h] 5
4 4
3 3
) ns ns . ) ns s '
| 1
0 0
KONT oM omM T50M KONT InM 4 SmM

Sekil 4.21. Hiicre hatlarinin 48 saat icerisinde Bortezomib doz artisina bagli olarak
MRP-2 geni RQ sonuglar1 grafigi.

4.4.2.4 MRP-3 Geninin ifade Sonuclar

KMS20 hiicre hattinda bortezomib dozunun artisina bagli olarak 48 saat icerisinde

MRP-3 geni ifadesi tespit edilmemistir.

KMS28 hiicre hattinda bortezomib dozunun artigina bagl olarak 48 saat igerisinde
MRP-3 geni ifadesi tespit edilmemistir.

4.4.2.5 MRP-6 Geninin Ifade Sonuclar1

KMS20 hiicre hatt1 i¢in qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore gruplar
normal dagilima sahiptir ve varyanslar1 birbirinden farklidir (p<0,0001; r>=0,9224).
Dunnet testi sonuglar1 Cizelge ve Sekil 4.22.°de goriildiigii gibi bortezomib

miktarinin arttirilmasiyla MRP-6 geni ifadesinin azaldigin1 gostermektedir.
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KMS28 hiicre hatt1 i¢in qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore gruplar
normal dagilima sahiptir ve varyanslar1 birbirinden farklidir (p=0,0215; r>=0,6829).
Dunnet testi sonuclar1 Cizelge ve Sekil 4.22.°de gorildiigii gibi bortezomib

miktarinin arttirilmasiyla MRP-6 geni ifadesinin azaldigini1 gostermektedir.

Cizelge 4.22. Hiicre hatlarinin 48 saat igerisinde Bortezomib doz artisina bagl olarak
MRP-6 geni AACt sonuglari, p ve standart hata degerleri.

KMS20 48 S.|AAct  |p stdht | |[KMS28 48 S.|AAct |p stdht
KONT 0 0 0| [KONT 0 0 0
5 nM 1,05] 0,0125( 0,27 |3 nM 0,451 0,7905] 0,58
6 nM 1,67] 0,0008] 0,27| |4 nM 1,841 0,0339] 0,58
7,5 nM 2,60{ 0,0001 0,27[|5nM 1,98] 0,0241] 0,58
KMS2048 S, AAct KMS2848 S. AAct
6 6
53 55
5 54
45 454
4 4
33 354
3 3
25 254
1 21
15 15
1 14
0.5 051
0+ 0.
KONT SaM 61M 7.50M {54 KONT I 4mM 5aM

Sekil 4.22. Hiicre hatlarinin 48 saat icerisinde Bortezomib doz artisina bagli olarak
MRP-6 geni AACt sonuglar1 grafigi.

Cizelge ve Sekil 4.23.°de gortildigi gibi MRP-6 geni ifadesi KMS20 hiicre hatt1 48
saat icerisinde 5 nM bortezomibe maruz kaldiginda 0,48 kat, 6 nM bortezomibe
maruz kaldiginda 0,31 kat, 7,5 nM bortezomibe maruz kaldiginda ise 0,17 kat az

olmaktadir.

Cizelge ve Sekil 4.23.°de goriildiigi gibi MRP-6 geni ifadesi KMS28 hiicre hatt1 48
saat igerisinde 4 nM bortezomibe maruz kaldiginda 0,28 kat, 5 nM bortezomibe

maruz kaldiginda ise 0,25 kat az olmaktadir.
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Cizelge 4.23. Hiicre hatlarinin 48 saat igerisinde Bortezomib doz artigsina bagl olarak
MRP-6 geni RQ sonuglari.

KMS20 48 S. [RQ KMS28 48 S. [RQ
KONT 1| |IKONT 1
5nM 0,48] [3 nM 0,73
6 nM 031] [4nM 0,28
7,5 nM 0,17] [SnM 0,25
KMS20485. RQ KMS2848 5. RQ
10 10
9 9
8 8
6 6
5 b
4 4
] ]
: ¥ $h% Fhkk . ns ' '
1 1
0 0
KONT oM oM 7.50M KONT 3nM 4nM M

Sekil 4.23. Hiicre hatlarinin 48 saat igerisinde Bortezomib doz artisina bagli olarak
MRP-6 geni RQ sonuglar1 grafigi.

4.4.2.6 MRP-7 Geninin ifade Sonuclar

KMS20 hiicre hatt1 icin qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore gruplar
normal dagilima sahiptir ve varyanslar1 birbirinden farklidir (p=0,0005; r>=0,8792).
Dunnet testi sonuglart Cizelge ve Sekil 4.24.°de goriildiigii gibi bortezomib

miktarinin arttirilmasiyla MRP-7 geni ifadesinin azaldigin1 gostermektedir.

KMS28 hiicre hatt1 i¢in qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore gruplar
normal dagilima sahiptir fakat varyanslari birbirinden farkli degildir (p=0,1085;
r’=0,5123). Dunnet testi sonuglar1 Cizelge ve Sekil 4.24.’de gorildiigi gibi
bortezomib miktarinin arttirilmasiyla MRP-7 geni ifadesinin degismedigini

gostermektedir.
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Cizelge 4.24. Hiicre hatlarinin 48 saat igerisinde Bortezomib doz artigsina bagl olarak
MRP-7 geni AACt sonuglari, p ve standart hata degerleri.

KONT 5aM

6 1M

1
0

750M

15

O:5 ’/M\Q
0+

KONT

KMS20 48 S.[AAct  |p stdht | |[KMS28 48 S.|AAct |[p stdht
KONT 0 0 0| |[KONT 0 0 0
5nM 0,49 0,0119( 0,13[ |3 nM 0,321 0,2729] 0,18
6 nM 0,65 0,0022 0,13] [4 nM 0,511 0,0587] 0,18
7,5 nM 0,94] 0,0002 0,13] [SnM 0,391 0,1549] 0,18
KMS2048 S, AAct KMS2848 S. AAct
6 6
53 55
b ]
45 45
4 4
33 35
3 3
25 25

3nM 4nM

SiM

Sekil 4.24. Hiicre hatlarinin 48 saat igerisinde Bortezomib doz artisina bagli olarak
MRP-7 geni AACt sonuglart grafigi.

Cizelge ve Sekil 4.25.°de goriildiigli gibi MRP-7 geni ifadesi KMS20 hiicre hatt1 48

saat igerisinde 5 nM bortezomibe maruz kaldiginda 0,71 kat, 6 nM bortezomibe

maruz kaldiginda 0,64 kat, 7,5 nM bortezomibe maruz kaldiginda ise 0,52 kat az

olmaktadir.

Cizelge ve Sekil 4.25.de goriildiigii gibi KMS28 hiicre hattinda bortezomib dozunun

artisina bagl olarak 48 saat icerisinde MRP-7 geni ifadesinde istatistiksel olarak

anlamli bir degisiklik olmamstir.
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Cizelge 4.25. Hiicre hatlarinin 48 saat igerisinde Bortezomib doz artisina bagl olarak
MRP-7 geni RQ sonuglari.

KMS20 48 S. |[RQ KMS28 48 S. |[RQ
KONT 1| |[KONT |
5nM 0,71| |3 nM 0,80
6 nM 0,64 |4 nM 0,70
7,5 nM 0,52| [50M 0,76
KMS$2048 8. RQ KMS2848 8. RQ
10 10
9 9
8 8
6 6
51 51
44 4-
3 3
) , " " ). ns ns ns
14 14
0 0
KONT SnM 6uM 750M KONT 3mM 4nM SaM

Sekil 4.25. Hiicre hatlarinin 48 saat igerisinde Bortezomib doz artisina bagli olarak
MRP-7 geni RQ sonuglar1 grafigi.

4.4.2.7 GSTP1 Geninin ifade Sonuclar:

KMS20 hiicre hatt1 i¢in qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore gruplar
normal dagilima sahiptir fakat varyanslar1 birbirinden farkli degildir (p=0,6257;
’=0,1868). Dunnet testi sonuclar1 Cizelge ve Sekil 4.26.°da goriildiigii gibi
bortezomib miktarmin arttirilmasiyla GSTP1 gen ifadesinin degismedigini

gostermektedir.

KMS28 hiicre hatt1 i¢in qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore gruplar
normal dagilima sahiptir ve varyanslar1 birbirinden farklidir (p=0,0019; r>=0,8292).
Dunnet testi sonuclar1 Cizelge ve Sekil 4.26.’da gorildiigii gibi bortezomib

miktarinin arttirilmasiyla GSTP1 gen ifadesinin arttigin1 gostermektedir.
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Cizelge 4.26. Hiicre hatlarinin 48 saat igerisinde Bortezomib doz artisina bagl olarak
GSTP1 geni AACt sonuglari, p ve standart hata degerleri.

KMS20 48 S.[AAct  |p stdht | |[KMS28 48 S.|AAct |p stdht
KONT 0 0 0| [KONT 0 0 0
SnM -0,13} 0,5631| 0,12[ |3 nM 0,011 0,9970] 0,09
6 nM -0,14] 0,5560( 0,12{ |4 nM -0,36] 0,0128] 0,09
7,5 nM -0,06] 0,9307 0,12{ |SnM -0,44] 0,0038] 0,09
KMS2048 S. AAct KMS2848 §. AAct
KONT SaM 61M 7.50M KONT 3M 4uM M
0 Lo - 7 x — 0
43 03 .—‘\0‘0
15 15
-1 :1
13 25
3 3
35 33
4 4
43 45
5 5
55 5.3
-6 -6

Sekil 4.26. Hiicre hatlarinin 48 saat igerisinde Bortezomib doz artisina bagli olarak
GSTP1 geni AACt sonuglar: grafigi.

Cizelge ve Sekil 4.27.’de goriildiigii gibi KMS20 hiicre hattinda bortezomib dozunun
artisina bagl olarak 48 saat icerisinde GSTP1 geni ifadesinde istatistiksel olarak

anlamli bir degisiklik olmamustir.

Cizelge ve Sekil 4.27.de goriildiigii gibi GSTP1 geni ifadesi KMS28 hiicre hatt1 48
saat igerisinde 4 nM bortezomibe maruz kaldiginda 1,28 kat, 5 nM bortezomibe

maruz kaldiginda ise 1,36 kat fazla olmaktadir.
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Cizelge 4.27. Hiicre hatlarinin 48 saat igerisinde Bortezomib doz artigsina bagl olarak
GSTP1 geni RQ sonuglari.

KMS20 48 S. |[RQ KMS28 48 S. |RQ
KONT 11 [KONT 1
5nM 1,10( |3 nM 0,99
6 nM 1,10 (4 nM 1,28
7,5 nM 1,04 {SaM 1,36
KMS2048 S. RQ KMS2848 S. RQ
10 10
9 9
8 8
6 6-
5 5
4 4
3 3- ns M u
b) ns ns ns 2 4
1 1
0 0
KONT S1M 6uM 750 KONT 3 4 S

Sekil 4.27. Hiicre hatlarinin 48 saat icerisinde Bortezomib doz artisina bagli olarak
GSTP1 geni RQ sonuglart grafigi.
4.4.3 Hiicre Hatlarimin Sabit Bortezomib Dozlarinda 24 ve 48 Saat Siirelerdeki
Gen ifade Analizleri
4.4.3.1 P-gp Geninin ifade Sonuclar

KMS20 (bortezomibe direngli) hiicre hatti i¢cin qRT-PCR sonuglarina yapilan
ANOVA testine gore hem 24 hem de 48 saat i¢in gruplar normal dagilima sahiptir ve
varyanslar1 birbirinden farklidir (p<0,0001;r>= 0,997, p<0,0001;r>=0,969). Dunnet
testi sonuglart Cizelge ve Sekil 4.28.’de goriildigi gibi 24 ve 48 saat i¢in 5 nM
bortezomib dozunda herhangi bir farklilik goriilmezken, 25 nM bortezomib dozunda

P-gp geni ifadesinin arttigin1 gostermektedir.

KMS28 (bortezomibe hassas) hiicre hattinda hem 24 hem de 48 saat igerisinde P-gp

geni ifadesi tespit edilmemistir.
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Cizelge 4.28. Hiicre hatlarinin sabit Bortezomib dozlarinda 24 ve 48 saat siirelerdeki
P-gp geni AACt sonuglari, p ve standart hata degerleri.

KMS20 24 S. |AAct p stdht KMS28 24 S. |AAct p stdht
KONT 0 0 0| |KONT 0 0 0
5 nM -0,04 0,8956 0,11] |5 nM 0,00 0,0000 0,00
25 nM -4,28 0,0001 0,11[[25nM 0,00 0,0000 0,00
KMS20 48 S. |AAct P stdht KMS28 48 S. |AAct P stdht
KONT 0 0 0| |KONT 0 0 0
SnM 0,07 0,9581 0,28] |5 nM 0,00 0,0000 0,00
25 nM -3,34 0,0001 0,28 [25 nM 0,00 0,0000 0,00
KMS2024 S.-48 8. AAct KMS2824 S.-48 . AAct
KONT SiM AR KONT SM 51
0 0 0 {1 I
0.5 05
| -1
15 15
) )
Py ==KMS024S. | | 55 ~~RMS28245.
3-2 ~B=KMS2048S. ﬁ B-KMS2848S.
4 4
45 45
5 3
53 5.3
s -6

Sekil 4.28. Hiicre hatlarinin sabit Bortezomib dozlarinda 24 ve 48 saat siirelerdeki P-
gp geni AACt sonuglar1 grafigi.

Cizelge ve Sekil 4.29.’da goriildiigi gibi P-gp geni ifadesi KMS20 hiicre hatt1 25 nM
bortezomib dozuna 24 saat boyunca maruz kaldiginda 19,41 kat, 48 saat boyunca

maruz kaldiginda ise 10,11 kat fazla olmaktadir.
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Cizelge 4.29. Hiicre hatlarinin sabit Bortezomib dozlarinda 24 ve 48 saat siirelerdeki
P-gp geni RQ sonuglari.

KMS20 24 S. [RQ [ [KMS28 24 S. |RQ
KONT 1| [KONT 0
5nM 1,03| |5 nM 0,00
25 nM 19,41 [25 nM 0,00
KMS20 48 S. [RQ [ [KMS28 48 S. |RQ
KONT 1| [KONT 0
5nM 0,95| |5 nM 0,00
25 1M 10,11] |25 nM 0,00
Al
) KMS$2024 5.-48 5. RQ KMS28245.-48 5. RQ

0 hkE 10

151

*hEE

0 NRMS2O 45, TRMS28245.

BKMS2848S.

REMS2048S.

ns ns

e R I S |

KONT SIM B KONT SiM M

Sekil 4.29. Hiicre hatlarinin sabit Bortezomib dozlarinda 24 ve 48 saat siirelerdeki P-
gp geni RQ sonuglar grafigi.

4.4.3.2 MRP-1 Geninin ifade Sonuclar

KMS20 hiicre hatt1 icin qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gére hem 24
hem de 48 saat i¢in gruplar normal dagilima sahiptir ve varyanslar1 birbirinden
farklidir (p=0,0216;r*= 0,722, p=0,0003;r>=0,932). Dunnet testi sonuglar1 Cizelge ve
Sekil 4.30.’da goriildigi gibi 24 saat i¢in 5 nM bortezomib dozunda herhangi bir
farklilik goriilmezken, 25 nM bortezomib dozunda MRP-1 geni ifadesinin arttigini,
48 saat i¢in hem 5 nM’da hem de 25 nM bortezomib dozunda MRP-1 geni ifadesinin

arttigin1 gostermektedir.

KMS28 hiicre hatt1 i¢in qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore hem 24
hem de 48 saat icin gruplar normal dagilima sahiptir ve varyanslar1 birbirinden

farklidir (p<0,0001;r*=0,964, p<0,0001;r*>= 0,960). Dunnet testi sonuglar1 Cizelge ve
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Sekil 4.30.’da goriildiigi gibi 24 ve 48 saat i¢in 5 nM bortezomib dozunda herhangi
bir farklilhik goriilmezken, 25 nM bortezomib dozunda MRP-1 geni ifadesinin

arttigini gostermektedir.

Cizelge 4.30. Hiicre hatlarinin sabit Bortezomib dozlarinda 24 ve 48 saat siirelerdeki
MRP-1 geni AACt sonuglari, p ve standart hata degerleri.

KMS20 24 S. |AAct p stdht KMS28 24 S. |AAct p stdht
KONT 0 0 0| IKONT 0 0 0
5nM -0,08 0,9255 0,25 |S nM -0,27 0,2201 0,16
25 nM -0,89 0,0209 0,25( |25 nM -1,85 0,0001 0,16
KMS20 48 S. |AAct p stdht KMS28 48 S. |AAct p stdht
KONT 0 0 0| [KONT 0 0 0
5 nM -0,73 0,0198 0,20{ |S nM 0,00 0,9999 0,14
25nM -1,83 0,0002 0,20( (25 nM -1,42 0,0001 0,14
KMS2024 §.-48 S, Adct KMS2824 S.-48 8. AAct
KONT SnM M KONT oM 25M
0 05
05 0
| {3
15 -l
B -13
95 =+=KMS20248. -] =+=KMS28 248.
- -3
3 =H=KMS048S. | | 73 “IKMS28485.
335 45
4 4
43 45
3 -5
35 33
6 -b

Sekil 4.30. Hiicre hatlarinin sabit Bortezomib dozlarinda 24 ve 48 saat siirelerdeki
MRP-1 geni AACt sonuglari grafigi.

Cizelge ve Sekil 4.31.’de gortldiigii gibi MRP-1 geni ifadesi KMS20 hiicre hatt1 25
nM bortezomib dozuna 24 saat boyunca maruz kaldiginda 1,85 kat, 5 nM bortezomib
dozuna 48 saat boyunca maruz kaldiginda 1,66 kat ve 25 nM bortezomib dozuna 48

saat boyunca maruz kaldiginda ise 3,56 kat fazla olmaktadir.

Cizelge ve Sekil 4.31.de gortildigi gibi MRP-1 geni ifadesi KMS28 hiicre hatt1 25
nM bortezomib dozuna 24 saat boyunca maruz kaldiginda 3,60 kat, 25 nM

bortezomib dozuna 48 saat boyunca maruz kaldiginda ise 2,67 kat fazla olmaktadir.
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Cizelge 4.31. Hiicre hatlarinin sabit Bortezomib dozlarinda 24 ve 48 saat siirelerdeki
MRP-1 geni RQ sonuglari.

KMS20 24 S. [RQ | |KMS2824S. [RQ
KONT 1| [KONT 1
5nM 1,06( |5 nM 1,21
250M 1,85[ [25 nM 3,60
KMS20 48 S. [RQ | |KMS28 48 S. [RQ
KONT 1| [KONT 1
5nM 1,66 |5 nM 1,00
25nM 3,56 (25 nM 2,67
KMS2024 5.-48 8. RQ KMS52824 5.-48 8. RQ
10 10
9 9
8 8
6 6 FERE Rk
5 TKMS04S. | | 5 NEMS2824S.
4 \ nENS20488. | | 4 RENS28485.
3 e ‘ 3 ns s
2 2
1 1
" om mll mm e
KONT S1M W KONT SM W

Sekil 4.31. Hiicre hatlarinin sabit Bortezomib dozlarinda 24 ve 48 saat siirelerdeki
MRP-1 geni RQ sonuglar1 grafigi.

4.4.3.3 MRP-2 Geninin ifade Sonuclar

KMS20 hiicre hatt1 i¢in qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore hem 24
hem de 48 saat icin gruplar normal dagilima sahiptir ve varyanslar1 birbirinden
farklidir (p=0,0137;r*= 0,761, p=0,0076;r>=0,804). Dunnet testi sonuglar1 Cizelge ve
Sekil 4.32°de goriildiigii gibi 24 ve 48 saat i¢in 5 nM bortezomib dozunda herhangi
bir farklilik goriilmezken, 25 nM bortezomib dozunda MRP-2 geni ifadesinin

degistigini gostermektedir.

KMS28 hiicre hatti i¢cin qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore 24 saat
icin gruplar normal dagilima sahip ve varyanslari birbirinden farkliyken 48 saat i¢in

gruplar normal dagilima sahip fakat varyanslari birbirinden farkli degildir
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(p=0,0190;r*= 0,733, p=0,1065;r>=0,526). Dunnet testi sonuglar1 Cizelge ve Sekil
4.32.°de goriildiigii gibi 24 saat i¢in 5 nM bortezomib dozunda herhangi bir farklilik
goriilmezken, 25 nM bortezomib dozunda MRP-2 geni ifadesinin arttigini

gostermektedir.

Cizelge 4.32. Hiicre hatlarinin sabit Bortezomib dozlarinda 24 ve 48 saat siirelerdeki
MRP-2 geni AACt sonuglari, p ve standart hata degerleri.

KMS20 24 S. |AAct p stdht KMS28 24 S. |AAct p stdht
KONT 0 0 0| |KONT 0 0 0
5nM -0,32 0,3095 0,225 nM -0,49 0,5289 0,49
25nM -0,92 0,0091 0,22 |25 nM -1,90 0,0140 0,49
KMS20 48 S. |AAct p stdht KMS28 48 S. |AAct p stdht
KONT 0 0 0| |KONT 0 0 0
5nM 0,37 0,7936 0,64| |5 nM 0,53 0,2097 0,30
25 nM 2,90 0,0070 0,64| |25 nM -0,22 0,6978 0,30
KMS2024 S.-48 8. AAct KMS2824 S.-48 8. Adct
KONT S1M M KONT S1M B

4 1

35 0.3 -

ﬁ.é 0; -

Y ==K, | |3 =+=KM$28245.
0; SRIS04ES. | ] “H=KMS2848S.

0 33

4

03 i

1 5

-13 55

) b

Sekil 4.32. Hiicre hatlarinin sabit Bortezomib dozlarinda 24 ve 48 saat siirelerdeki
MRP-2 geni AACt sonuglart grafigi.

Cizelge ve Sekil 4.33.°de goriildiigii gibi MRP-2 geni ifadesi KMS20 hiicre hatt1 25
nM bortezomib dozuna 24 saat boyunca maruz kaldiginda 1,90 kat fazla, 25 nM

bortezomib dozuna 48 saat boyunca maruz kaldiginda ise 0,13 kat az olmaktadir.

Cizelge ve Sekil 4.33.°de goriildiigii gibi MRP-2 geni ifadesi KMS28 hiicre hatt1 25
nM bortezomib dozuna 24 saat boyunca maruz kaldiginda 3,74 kat fazla olmaktadir.
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Cizelge 4.33. Hiicre hatlarinin sabit Bortezomib dozlarinda 24 ve 48 saat siirelerdeki
MRP-2 geni RQ sonuglari.

KMS2024 S. [RQ [|KMS28 24 S. |RQ
KONT 1| [KONT 1
5nM 1,25/ |5 nM 1,41
25 nM 1,90| [25 nM 3,74
KMS20 48 S. [RQ | |KMS28 48 S. |RQ
KONT 1| [KONT 1
5nM 0,77] |5 nM 0,69
25 nM 0,13(|25 nM 1,16
KMS2024 .48 8. RQ KMS2824 §.-48 8. RQ
10+ 10
9- 9
8- 8
4 6
5 BRMS204S. | | 5 ) KMS28 24,
4 nEMS20488. | | 4 RKMS28485.
3 nons P ]
) ) ns 1S s
14 1
"mm Bm L o B
KONT 5IM M KONT $1M KM

Sekil 4.33. Hiicre hatlarinin sabit Bortezomib dozlarinda 24 ve 48 saat siirelerdeki
MRP-2 geni RQ sonugclar1 grafigi.

4.4.3.4 MRP-3 Geninin Ifade Sonuclar1

KMS20 hiicre hattinda sabit bortezomib dozlarinda hem 24 hem de 48 saat igerisinde

MRP-3 geni ifadesi tespit edilmemistir.

KMS28 hiicre hattinda hem 24 hem de 48 saat igerisinde MRP-3 geni ifadesi tespit

edilmemistir.
4.4.3.5 MRP-6 Geninin ifade Sonuclar

KMS20 hiicre hatt1 icin qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gére hem 24

hem de 48 saat i¢in gruplar normal dagilima sahiptir ve varyanslar1 birbirinden
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farklidir (p<0,0001;r*=0,976, p=0,0063;r>=0,874). Dunnet testi sonuglar1 Cizelge ve
Sekil 4.34.°de gorildiigii gibi 24 saat icin 5 nM bortezomib dozunda herhangi bir
farklilik goriilmezken, 25 nM bortezomib dozunda ve 48 saat i¢in 5 nM bortezomib
dozunda MRP-6 geni ifadesinin azaldigini, 48 saat i¢in 25 nM’da ise MRP-6 geni

ifadesinin tespit edilmedigini gostermektedir.

KMS28 hiicre hatt1 icin qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore 24 saat
icin gruplar normal dagilima sahip fakat varyanslari birbirinden farkli degildir
(p=0,3111; r*=0,251), 48 saat igerisinde ise MRP-6 geni ifadesi tespit edilmemistir.
Dunnet testi sonuglar1 Cizelge ve Sekil 4.34.’de goriildiigii gibi sabit bortezomib

dozlarinda 24 saat igerisinde MRP-6 geni ifadesinin degismedigini gostermektedir.

Cizelge 4.34. Hiicre hatlarinin sabit Bortezomib dozlarinda 24 ve 48 saat siirelerdeki
MRP-6 geni AACt sonuglari, p ve standart hata degerleri.

KMS20 24 S. |AAct p stdht KMS28 24 S. |AAct p stdht
KONT 0 0 0| [KONT 0 0
5nM 06| 01774 0,08| [5 M 068 03111
25 M 119 0,0001 0,08| [25 nM
KMS20 48 S. [Adet P stdht KMS28 48 S. [Adet P stdht
KONT 0 0 0| [KONT
5nM 059 0,0063 5nM
25nM 25nM
KMS2024 S.-48 S, Adct KMS2824 5,48 S. AAct
6
55 53
AR 5
451 45
4 !
35 35
] ~=RMSNS. | |} ~=KMSI8 4
$1 usas. | | KM 48
15 15
11 1
05 - 03 /
0 0
KONT S 31 KONT S1M B1M

Sekil 4.34. Hiicre hatlarinin sabit Bortezomib dozlarinda 24 ve 48 saat siirelerdeki
MRP-6 geni AACt sonuglar1 grafigi.
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Cizelge ve Sekil 4.35.°de goriildiigii gibi MRP-6 geni ifadesi KMS20 hiicre hatt1 25

nM bortezomib dozuna 24 saat boyunca maruz kaldiginda 0,44 kat, 5 nM bortezomib

dozuna 48 saat boyunca maruz kaldiginda ise 0,67 kat az olmaktadir.

Cizelge 4.35. Hiicre hatlarinin sabit Bortezomib dozlarinda 24 ve 48 saat siirelerdeki

MRP-6 geni RQ sonuglari.

FExk

KONT

25M

KMS20 24 S. [RQ [ |KMS28 24 S. |RQ
KONT 1| [KONT 1
5nM 0,90 |5 nM 0,62
25 nM 0,44| (25 nM
KMS20 48 S. [RQ | [KMS28 48 S. [RQ
KONT 1| [KONT
5nM 0,67 |5 nM
25 nM 25 nM
KMS2024 8485, RQ KMS2824 548 5. RQ
10 10
9 9-
8 8
; ‘]
5 RKMS20248. | | 5 REMS28 248,
4 BKMS20488. | | 41 KMS2848S.
: )]
1 1
0 0

KONT

ns

||
M M

Sekil 4.35. Hiicre hatlarinin sabit Bortezomib dozlarinda 24 ve 48 saat siirelerdeki

4.4.3.6 MRP-7 Geninin ifade Sonuglar

MRP-6 geni RQ sonuglar1 grafigi.

KMS20 hiicre hatti i¢cin qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore 24 saat

icin gruplar normal dagilima sahip ve varyanslari birbirinden farkliyken 48 saat i¢in

gruplar normal dagilima sahip fakat varyanslari birbirinden farkli degildir (p=0,0140;
r’=0,759, p= 0,1069; r>= 0,525). Dunnet testi sonuglar1 Cizelge ve Sekil 4.36.’da

goriildiigli gibi 24 saat icin 5 nM bortezomib dozunda herhangi bir farklilik
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goriilmezken, 25 nM bortezomib dozunda MRP-7 geni ifadesinin arttigini

gostermektedir.

KMS28 hiicre hatt1 i¢in qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore hem 24
hem de 48 saat i¢in gruplar normal dagilima sahiptir ve varyanslar1 birbirinden
farklidir (p<0,0001;1r*=0,993, p<0,0001; r>=0,962). Dunnet testi sonuglar1 Cizelge ve
Sekil 4.36.’da goriildiigii gibi 24 saat icin hem 5 hem de 25 nM bortezomib dozunda
MRP-7 geni ifadesinin arttigini, 48 saat i¢in 5 nM bortezomib dozunda herhangi bir
farklilik goriillmezken 25 nM’da ise MRP-7 geni ifadesinin arttigini1 gostermektedir.

Cizelge 4.36. Hiicre hatlarinin sabit Bortezomib dozlarinda 24 ve 48 saat siirelerdeki
MRP-7 geni AACt sonuglari, p ve standart hata degerleri.

KMS20 24 S. |AAct p stdht KMS28 24 S. |AAct p stdht
KONT 0 0 0| [ KONT 0 0 0
5nM -0,23 0,7269 0,34] [SnM -0,30 0,0041 0,06
25 nM -1,37 0,0118 0,34| |25 nM -1,64 0,0001 0,06
KMS20 48 S. |AAct p stdht KMS28 48 S. |AAct p stdht
KONT 0 0 0] [KONT 0 0 0
5 nM -0,16 0,5887 0,17 |S nM -0,41 0,0640 0,15
25 nM -0,44 0,0756 0,17( |25 nM -1,82 0,0001 0,15
KMS2024 §.-48 8. AAct KMS2824 548 S, AAct
KONT M B KONT SaM BM

N 0

0 -0

0.3 |

1 13

-1.5 )

- =+=KMS20248. || 5 =+=KMS28 245.
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Sekil 4.36. Hiicre hatlarinin sabit Bortezomib dozlarinda 24 ve 48 saat siirelerdeki
MRP-7 geni AACt sonuglar1 grafigi.

Cizelge ve Sekil 4.37.’de goriildiigl gibi MRP-7 geni ifadesi KMS20 hiicre hatt1 25

nM bortezomib dozuna 24 saat boyunca maruz kaldiginda 2,58 kat fazla olmaktadir.
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Cizelge ve Sekil 4.37.’de goriildiigii gibi MRP-7 geni ifadesi KMS28 hiicre hatt1 5
nM bortezomib dozuna 24 saat boyunca maruz kaldiginda 1,23 kat, 25 nM
bortezomib dozuna 24 saat boyunca maruz kaldiginda 3,12 kat, 25 nM bortezomib

dozuna 48 saat boyunca maruz kaldiginda ise 3,54 kat fazla olmaktadir.

Cizelge 4.37. Hiicre hatlarinin sabit Bortezomib dozlarinda 24 ve 48 saat siirelerdeki
MRP-7 geni RQ sonuglart.

KMS20 24 S. |RQ KMS28 24 S. [RQ

KONT 1| |KONT 1
5nM 1.17|[5 nM 1,23
25 nM 2,58( 125 nM 3,12
KMS20 48 S. |RQ KMS28 48 S. |RQ

KONT 1| |IKONT 1
5nM 1,12 |5 aM 1,33
25 nM 1,35/ {25 nM 3,54

KMS2024$-488.RQ KMS2824$.-485.RQ

—_—
-

-

BKMS20248.
BKMS20488.

s HRNSBS,
HENIS28 435,

S b s e e O

6
5
4
3 ns ns -
2
1
0

X
ns
KONT SaM

BmM KONT M B

Sekil 4.37. Hiicre hatlarinin sabit Bortezomib dozlarinda 24 ve 48 saat siirelerdeki
MRP-7 geni RQ sonuglar1 grafigi.

4.4.3.7 GSTP1 Geninin ifade Sonuclar:

KMS20 hiicre hatt1 i¢in qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore hem 24
hem de 48 saat i¢in gruplar normal dagilima sahiptir ve varyanslar1 birbirinden
farklidir (p=0,0015;r*=0,887, p=0,0064; r>=0,814). Dunnet testi sonuglar1 Cizelge ve
Sekil 4.38.’de goriildiigi gibi 24 ve 48 saat i¢in 5 nM bortezomib dozunda herhangi
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bir farklilik goriilmezken, 25 nM bortezomib dozunda GSTP1 geni ifadesinin

arttigini gostermektedir.

KMS28 hiicre hatt1 i¢in qRT-PCR sonuglarina yapilan ANOVA testine gore hem 24
hem de 48 saat i¢in gruplar normal dagilima sahiptir ve varyanslar1 birbirinden
farklidir (p<0,0001;1r*=0,961, p<0,0001; r>=0,996). Dunnet testi sonuglar1 Cizelge ve
Sekil 4.38.’de goriildiigli gibi 24 saat icin 5 nM bortezomib dozunda herhangi bir
farklilik goriilmezken, 25 nM’da GSTP1 geni ifadesinin arttigini, 48 saat icin ise
hem 5 hem de 25 nM bortezomib dozunda GSTPI geni ifadesinin arttigini

gostermektedir.

Cizelge 4.38. Hiicre hatlarinin sabit Bortezomib dozlarinda 24 ve 48 saat siirelerdeki
GSTP1 geni AACt sonuglari, p ve standart hata degerleri.

KMS20 24 S. |AAct p stdht KMS28 24 S. |AAct p stdht
KONT 0 0 0| [ KONT 0 0 0
5 nM -0,15 0,6878 0,20[ (S nM -0,57 0,1606 0,29
25 nM -1,24 0,0014 0,20] (25 nM -3,33 0,0001 0,29
KMS20 48 S. |AAct p stdht KMS28 48 S. |AAct p stdht
KONT 0 0 0 [KONT 0 0 0
5nM -0,23 0,1877 0,12 |S nM -0,77 0,0003 0,09
25 nM -0,63 0,0041 0,12] (25 nM -3,25 0,0001 0,09
KMS2024 S.-48 S, Adct KMS2824 5.-48 §. AAct
KONT M BmM KONT SiM LM
0 0
05 - 03
-1 |l
15 15
24 -]
251 =+=KMS20 248, 25 ==KMS28 245.
3‘% ' =E=KMS20488. 3‘? =B=KMS28 485.
35 -3,
4 -4
45 - 43
51 -5
557 33
-6 b

Sekil 4.38. Hiicre hatlarinin sabit Bortezomib dozlarinda 24 ve 48 saat siirelerdeki
GSTP1 geni AACt sonuglart grafigi.
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Cizelge ve Sekil 4.39.’da goriildiigii gibi GSTP1 geni ifadesi KMS20 hiicre hatt1 25
nM bortezomib dozuna 24 saat boyunca maruz kaldiginda 2,36 kat, 25 nM

bortezomib dozuna 48 saat boyunca maruz kaldiginda 1,55 kat fazla olmaktadir.

Cizelge ve Sekil 4.39.’da goriildiigii gibi GSTP1 geni ifadesi KMS28 hiicre hatt1 25
nM bortezomib dozuna 24 saat boyunca maruz kaldiginda 10,04, 5 nM bortezomib
dozuna 48 saat boyunca maruz kaldiginda 1,71 kat ve 25 nM bortezomib dozuna 48

saat boyunca maruz kaldiginda ise 9,51 kat fazla olmaktadir.

Cizelge 4.39. Hiicre hatlarinin sabit Bortezomib dozlarinda 24 ve 48 saat siirelerdeki
GSTPI geni RQ sonuglart.

KMS20 24 S. |RQ KMS28 24 S. |RQ

KONT 1| [KONT 1
5nM 1,11] [5 nM 1,49
25 1M 2,36] (25 nM 10,04
KMS20 48 S. |RQ KMS28 48 S. |RQ

KONT 1| [KONT 1
5SnM 1,17] |5 nM 1,71
25 nM 1,55 |25 nM 9,51

KMS2024 5.-48 8. RQ KMS2824 §.-48 5. RQ

e

— eo o =
[E—

S b s e L O ] OO WD o

HKMS20248.
RKMS20485.

REMS28248.
NEMS28485.
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Sekil 4.39. Hiicre hatlarinin sabit Bortezomib dozlarinda 24 ve 48 saat siirelerdeki
GSTP1 geni RQ sonuglar grafigi.

4.4.4. Hiicre Hatlarindaki Gen Ifade Diizeylerinin Genel Degerlendirilmesi

Calisilan tiim genlerin her iki hiicre hattinda ifade diizeyleri toplu olarak Sekil

4.40’daki grafiklerde karsilastirilmistir.
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Sekil 4.40. Hiicre hatlarinin 24 ve 48 saat icerisinde Bortezomib doz artigina bagh
olarak MDR iligkili genlerin ifade diizeylerinin grafigi.
Sekil 4.40.’da gortildiigii gibi KMS20 (bortezomibe direngli) hiicre hattinda 24 saat
igerisinde bortezomib dozunun artisina baglh olarak P-gp, MRP-7 ve GSTP1 geni
ifadeleri artarken MRP6 geni ifadesi azalmaktadir. Bu hiicre hattina 48 saatlik
bortezomib uygulanmasinda ise P-gp geni ifadesi artarken MRP-2, MRP-6 ve MRP-
7 geni ifadeleri azalmaktadir. KMS28 (bortezomibe hassas) hiicre hattinda 24 saat
igerisinde bortezomib dozunun artisina bagli olarak GSTP1 ve MRP-7 geni ifadeleri
artarken MRP-2 ve MRP-6 geni ifadelerinin azaldigi bulunmustur. Bu hiicre hattina

127



48 saatlik bortezomib uygulanmasi sonucunda ise GSTP1 ve MRP-2 geni ifadeleri
artarken MRP-1 ve MRP-6 geni ifadeleri azalmaktadir.

KMS20 KMS20
KONT. - 25nM
KONT.-5nM
10 - 20 4 P
USKONT 9 245, KONT
§
1
485, KONT 6 485, KONT
5 4
s 4 B 245.250M
3 ' ns
) ] s s ns ns ns
N ns ns
1SS nls I ' I b . 04852500
0
GSTPI MDRI MRPI MRPI MRP§ MRPY GSTPL MDRL MRPI MRPZ MRP6 MRP7
KMS28 S
KONT. - 25 nM
KONT.-5nM
10 1 10 4 HAAK
USKONT ° ?]
g - MS.KONT ¢ |
74 74
#8S.KONT 6 - 48S.KONT 6
5 5
‘- i KKK * kK
1248.50M 1248.250M e
3 . ns 34 *kk
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24 s * 24
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GSTPL MRPI MRP? MRPS MRPI GSTPL MRPI MRP2 MRP6 MRP7

Sekil 4.41. Hiicre hatlarinin sabit Bortezomib dozlarinda 24 ve 48 saat siirelerdeki
MDR iligkili genlerin ifade diizeylerinin grafigi.

Sekil 4.41.’da goriildiigii gibi KMS20 hiicre hattinin bortezomibin yiiksek dozlarina

uzun siire maruz birakilmasiyla GSTP1, P-gp, MRP-1, MRP-2 ve MRP-7 geni

ifadeleri artarken MRP-6 geni ifadesinin azaldigi tespit edilmistir. KMS28 hiicre

hattinin bortezomibin yiiksek dozlarina uzun siire maruz birakilmasiyla ise GSTP1,

MRP-1, MRP-2 ve MRP-7 geni ifadeleri artarken MRP-6 geni ifadesinin azaldig1

bulunmustur.
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5. TARTISMA ve SONUC

Multiple myeloma, kemik iliginde malign plazma hiicrelerinin anormal birikimiyle
karakterize olan hematolojik bir kanser tiiriidiir (Kumar, 2010). Kanser tedavisinde
uygulanan en yaygin ve etkili yontem kemoterapidir. Bortezomib bu hastaligin
tedavisinde klinikte yaygin olarak kullanilan, FDA tarafindan onayli en etkin
kemoterapoétik ilagtir. Ancak hastalar, myeloma tedavisi boyunca ilkin terapilere kisa
siirede cevap verebilirken bir siire sonra bortezomibe karsi direncglilik (MDR)
gelistirmektedir. Bu duruma neden olan direngli hiicreler ilk teshis asamasinda bile
var olabilir veya spontan mutasyonlarla sonradan gelisebilir (Tomida ve Tsuruo,
2001). Direncli hiicreler tedavi boyunca segilerek hassas hiicrelerden daha fazla
biiylir ve yayilir. Bu durum siklikla yasanmakta ve tedavi sonrasinda myelomanin
tekrarlamasina neden olmaktadir. Bortezomib direncliligi, MM hastalar1 iizerinde
bortezomibin beklenen etkisini gdsterememesine ve hastaligin ilerlemesine neden
olmaktadir. Gozlenen bu direnglilik; MDR genlerinin yiiksek ifadesi, detoksifikasyon
islevinde artis, apoptozisin engellenmesi, hiicre dongiisti diizenleme faktorlerindeki
degisiklikler, ilag-hedef iliskisinde degisiklikler, kromozomal anormallik, gen
mutasyonu, epigenetik degisiklikler ve sinyal yolaklarinin asir1 aktivasyonunu igeren
bircok genomik veya onkogenomik faktorler ilag direnci gelisiminde rol
oynamaktadir (Solay vd., 2000; Liu vd., 2001; Choi, 2005; Sau vd., 2010; Chapman
vd., 2011; Heuck vd., 2013).

Bortezomib, bir dipeptid boranik asit analogu olarak MM tedavisinde klinik
denemelerde degerlendirilen en basarili proteozom inhibitoriidiir. Geri donislii bir
proteozom inhibitdrii olup esas mekanizmasinda alisilmadik bir grup olan boronik
asidi kullanir. Belirli zaman araliginda yapilan hiicre Kkiiltiirii deneylerinde
bortezomibin hiicreden ¢ikis oraninin olduk¢a yavas oldugu taspit edilmistir ve bu
durum kanser hiicrelerindeki inhibisyonunun aslinda geri doniigsiiz oldugunu
gostermektedir. Bortezomibin klinik etkilerinden biri de bu diisiik ¢ikis oranidir, bir
kez kirmizi kan hiicrelerindeki proteozoma baglandiginda bir daha saliverilmez
(Kisselev vd., 2012). Fakat normal hiicrelerde geri doniislii baglanma 6zelliginden
dolayr proteozom inhibisyonu etkisi goriilmez (Adams, 2003). Tim bunlar

degerlendirildiginde bortezomib, ilk olarak tiimor hiicreleri ve normal hiicreler
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arasinda elverisli bir segicilik saglar ve bu da iyi bir antikanser ilact olmada 6nemli

bir kriterdir.

Yapilan tez caligmasinda multiple myeloma KMS20 (bortezomibe direncgli) ve
KMS28 (bortezomibe hassas) hiicre hatlarinda MDR ile iliskili olan genlerden P-gp,
MRP-1, MRP-2, MRP-3, MRP-6, MRP-7 ve GSTPI’in genlerinin ifadelerindeki
degisiklikler arastirilmistir. Bortezomib dozunun artisina bagh olarak yapilan gen

ifade analizlerine gore;

KMS20 hiicre hattinda 24 saat igerisinde P-gp (~ 45 kat), MRP-7 (~3 kat) ve GSTP1
(~2,3 kat) genlerinin ifadeleri artarken MRP-6 geni ifadesinin azaldigi tespit
edilmistir (Sekil 4.40.). MRP-1 ve MRP-2 ifadesinde 24 saat igerisinde herhangi bir
degisiklik gozlenmemistir. KMS20 hiicre hattinda 48 saat icerisinde bortezomib
dozunun artigina bagli olarak P-gp (~9 kat) geni ifadesi artarken MRP-2, MRP-6 ve
MRP-7 genlerinin ifadeleri azalmaktadir. MRP-1 ve GSTP1 ifadesinde ise herhangi
bir degisiklik gozlenmemistir. Hem 24 hem de 48 saatte MRP-3 geni ifadesi tespit
edilmemistir. Sonu¢ olarak, KMS20 hiicre hattinin bortezomibe karsi olusan
direngliliginden asil sorumlu genin P-gp oldugu, direnglilige sebep olan diger
genlerin ise MRP-7 ve GSTP1 oldugu tespit edilmistir. MRP-7 geninin multiple
myelomada bortezomib direngliligiyle iligkili oldugu ilk kez bu g¢alismayla ortaya

konmustur.

Sekil 4.40.’da goriildiigli gibi KMS28 hiicre hattinda 24 saat igerisinde bortezomib
dozunun artigina bagli olarak GSTP1 ve MRP-7 genlerininin ifadeleri artarken MRP-
2 ve MRP-6 genlerinin ifadelerinin azaldigi bulunmustur. Fakat MRP-7 artisinin 1Csg
degeri lzerindeki sadece 7,5 nM’da goriilmesi bu hiicre hattinin bortezomib
direngliliginde rol oynadigin1 gostermez, ¢iinkii diger dozlarda ifade artis1 anlaml
degildir. KMS28 hiicre hattinda 24 saat icerisinde P-gp ve MRP-3 genlerinin
ifadeleri tespit edilmemis ayrica MRP-1 ifadesinde de herhangi bir degisiklik
gozlenmemistir. KMS28 hiicre hattinda 48 saat igerisinde bortezomib dozunun
artisina bagl olarak GSTP1 ve MRP-2 genlerinin ifadeleri artarken MRP-1 ve MRP-
6 genlerinin ifadeleri azalmaktadir. Fakat MRP-2 artisinin ICsy degeri iizerindeki
sadece 5 nM’da goriilmesi bu hiicre hattinin bortezomib direncliliginde rol
oynadigim1 gostermez, ¢linkii diger dozlarda ifade artis1 anlamli degildir. KMS28
hiicre hattinda 48 saat i¢erisinde P-gp ve MRP-3 genlerinin ifadeleri tespit edilmemis

130



ayrica MRP-7 ifadesinde de herhangi bir degisiklik gézlenmemistir. Sonug olarak,
hem 24 hem de 48 saat siirelerde bortezomib dozunun artisina bagl olarak sadece
GSTP1 geninin yiiksek ifadesi ve P-gp geninin hi¢ ifade edilmemesi KMS28 hiicre

hattinin bortezomibe hassas olmasini saglayan faktorlerdendir.

Tez ¢aligmasinda, sabit bortezomib dozlarina uzun siire maruz birakilarak yapilan
gen ifade analizleri Sekil 4.41.’de goriildiigii gibi; KMS20 hiicre hattinda P-gp geni
ifadesi hem 24 hem de 48 saat igerisinde artmaktadir. Fakat dikkat edilmesi gereken
nokta, bu artisin 48 saatte 24 saate gore neredeyse yariya diigmiis olmasidir. Bu
durum P-gp’nin ilk 24 saatte hizli ve net bir sekilde ifade edildigini
diistindiirmektedir. MRP-1 geni ifadesi hem 24 hem de 48 saat icerisinde artmakta ve
bu artis 48 saat icerisinde daha fazla olmaktadir. Bu durum MRP-1’in direngli hiicre
hattinin uzun siire yliksek dozda bortezomibe maruz kalmasina baglanabilir. 24 saat
icerisinde MRP-2, MRP-7 ve GSTP1 genlerinin ifadeleri artmaktadir. Hatta MRP-2
geni ifadesi 48 saatte azalarak ¢ok ilging bir durum ortaya ¢ikarmistir. Bu durum bu
genlerin  ifadelerinin  direngli  hiicre hattinda 24 saatte gergeklestigini
diisiindiirmektedir. MRP-6 geni ifadesi zamanla azalmakta hatta yiiksek dozda hig
tespit edilmemektedir. MRP-3 geni ise hi¢ ifade edilmemistir. Sonug olarak direncli
hiicre hattinda bortezomib en fazla oranda P-gp ile tasinir fakat bu genin ifadesinin
bir sinir1 vardir. Bu yilizden bortezomib biiyiik olasilikla GSTP1 ile glutatyonlanarak
MRP tasiyicilarina sunulur. MRP-7 direncli hiicre hattinda bortezomibin atilmasinda
ikincil tasiyici olarak gorev alir. Ancak direngli MM hiicreleri uzun siire yiiksek
dozda bortezomibe maruz kaldiginda devreye MRP-1 girerek bortezomibin disari
atilmasii saglayacaktir. MRP-2 de diger MRP tasiyicilarina yardimer olsa da bu
ifade artis1 kalic1 degildir.

Sekil 4.41.’de goriildigii gibi KMS28 hiicre hattinda GSTP1 geni ifadesi hem 24
hem de 48 saat icerisinde neredeyse ayni seviyede artmaktadir. Bu durum hassas
hiicre hattinda P-gp geni ifadesi olmadig1 igin, bortezomibin disar1 atilmak tizere
GSTP1 ile glutatyonlanarak MRP  tasiyicilarima  sunuldugu  goriisiini
desteklemektedir. MRP-1, MRP-2 ve MRP-7 genlerinin ifadeleri 24 saatte neredeyse
ayn1 seviyede artmaktayken, 48 saat igerisinde sadece MRP-2 geni ifadesinde bu
artiy devam etmemistir. Bunun nedeni hassas hiicre hattina uzun siire ¢ok yiiksek

bortezomib dozlar1 uygulanmasindan dolay1 neredeyse direncli hiicre hattina benzer
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bir MRP profili ortaya ¢ikarmasidir. MRP-6 geni ifadesinin sadece 24 saat igerisinde
azaldig1 gozlenmis 48 saat icerisinde ise tespit edilmemistir. MRP-3 geni ise hig
ifade edilmemistir. Sonug¢ olarak hassas hiicre hattinda P-gp geni ifadesi olmadigi
icin GSTP1, bortezomibin glutatyonlanarak atilmasinda gorev alir. Bu hiicre hatt1
uzun siire yiiksek dozda bortezomibe maruz kaldiginda MRP-1 ve MRP-7 tasiyicilari
bortezomibin disar1 atilmasinda gorev alacaktir. MRP-2’nin de kismen bu goreve

katildig1 diisiiniilmektedir.

Sekil 4.40. ve 4.41. birlikte incelendiginde tiim ¢alismada MRP-6 geni ifadesinin her
iki hiicre hattinda da azaldig: tespit edilmistir. Buna gore bu tasiyicinin bortezomibi
tasimadig1r hatta bortezomib tarafindan inhibe edildigi diisliniilmektedir. MRP-6
geninin multiple myelomada bortezomib direngliligiyle iliskisinin olmadig: ilk kez

bu ¢alismayla ortaya ¢ikmistir.

Yapilan bircok arastirmada, kanser hastalarina uygulanan kemoterapinin basarisiz
olmasmin temel nedeninin P-gp araciligiyla gelisen direnglilik oldugu rapor
edilmistir (Linsenmeyer vd., 1992; Kool vd., 1997; Schwarzenbach, 2002;
Donnenberg ve Donnenberg, 2005; Keshet vd., 2008; Lee, 2010). P-gp’nin normal
dokulardaki gorevi hiicreleri ksenobiyotiklerin toksik etkisinden korumaktir (Yeh
vd., 1992). P-gp kanser hiicrelerinde ise normalden fazla ifade edilerek, yapisal
olarak farkli pek ¢ok ilacin hiicre igerisine alinmasini engellemek ve bunlar1 timor
hiicrelerinden digar1 atmak suretiyle intraseliiler ila¢ konsantrasyonlarinin azalmasina
neden olmaktadir (Vaalburg vd., 2005; Stavrovskaya ve Stromskaya, 2008; Yuan
vd., 2008; Lee, 2010). Yapilan ¢aligmalarin bir kism1 P-gp’nin BTZ direngliliginde
rol oynadigini iddia ederken (Grogan vd., 1993; Wyler vd., 1997; Lacave vd., 1998;
Rumpold vd., 2007; Nakamura vd., 2007; Iijima vd., 2010; O’Connor vd., 2013;
Zhou vd., 2013), digerleri BTZ’in P-gp icin zayif bir substrat oldugunu belirtmistir
(Minderman vd., 2007; Oerlemans vd., 2008; Wiberg vd., 2009; Verbrugge vd.,
2012; Lii ve Wang, 2013; Soriano vd., 2016). Yapilan ¢alismanin sonuglarinda P-gp
geni ifadesinde artisin gozlenmesi, bortezomibin bu tasiyiciyla tasindigini ve
direnglilikten esas sorumlu genin P-gp oldugunu agik bir sekilde ortaya koymaktadir.
Fakat bortezomibin P-gp’ye bagli direngliliginin sinirli oldugu da rapor edilmistir
(Rumpold vd., 2007). Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde P-gp genini asir1 yiiksek
ifade eden KMS20 hiicre hattindan bortezomib hizla uzaklastirilarak, direngli hale
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gelmesinde en etken tasiyici oldugu fakat bu ifadenin belli bir smirdan ote
gecemedigi gosterilmistir. Bu ylizden sadece bu genin ifadesinin engellenmesi
direnglilik gelisiminin Oniine gegemeyecektir. KMS28 hiicre hattinda ise P-gp
ifadesinin hi¢ gozlenmemesi, onu bortezomibe hassas yapan etken olup yapilan diger

bir ¢alismada bunu desteklemektedir (Lee vd., 2012).

Tiimdr hiicrelerinde GSH’1n yiiksek diizeylere ulagsmas: ve GST’nin asir1 ifadesi
direng gelisimi ile paraleldir (Townsend ve Tew, 2003; Franco ve Cidlowski, 2009).
Artmig GSH/GST seviyelerinin kemoterapi tedavisinde bu sistemle metabolize olan
pek cok ilacin metabolizmasim1 hizlandirarak, ilagla hedeflenen etkiye
ulasilamamasina ve direng gelisimine sebep oldugu gosterilmistir (O’Brien ve Tew,
1996; Tew vd., 1997). Birgok ¢alismada direngli kanser hiicre hatlarinda artmis GSH
seviyeleri ve GSTP1 ifadesi bulunmustur (Zaman vd., 1995; Ishikawa vd., 1996;
Kool vd., 1997; Lacave vd., 1998; Advani vd., 2010; Masood vd., 2011). Yakin
zamanda MM hiicre hatlarinin bortezomib sitotoksisitesinde de GSH’in temel
belirleyici oldugu rapor edilmistir (Stella vd., 2013; Starheim vd., 2016). Bu
durumda bortezomib hiicreden glutatyonlanarak detoksifiye edilebilir ve MRP
tastyicilarn glutatyonlanmis bortezomibin hiicreden atilmasina aracilik eder (Zaman
vd., 1995; Keppler ve Konig, 1997; Keppler vd., 1998; Cole ve Deeley, 1998; Rea
vd., 1998; Cui vd., 1999). Calismamizin sonuglarinda her iki hiicre hattinda da
GSTP1 ifadesinin artmasi bortezomibin yiiksek ihtimalle glutatyonlanarak hiicreden
uzaklastirildigini diisiindiirmektedir. Bortezomib, UPS’i kesintiye ugratir ve bu da
proteinlerin birikimi, proapoptotik faktorler ve reaktif oksijen bilesiklerini (ROS)
iceren apotozisin tetiklenmesini saglar (Lipchick vd., 2016; Naymagon ve Abdul-
Hay, 2016). GSTP1 ifadesi yalmizca detoksifikasyon kapasitesiyle degil, ayni
zamanda apoptozisin engellenmesini i¢eren sinyal yolaklariyla da MDR ile iligkilidir

(Di Simone vd., 1997; Wang vd., 2001; Chauhan vd., 2004; Laborde, 2010).

MRP-7 geni ifadesi ¢esitli kanser hiicre hatlarinda tespit edilmis (Hopper-Borge vd.,
2004, 2009; Naramoto vd., 2007; Oguri vd., 2008; Bessho vd., 2009; Hu vd., 2011;
De Souza vd., 2011; Borel vd., 2012; Hlavata vd., 2012; Anreddy vd., 2014), fakat su
ana kadar yapilan ¢alismalarda MM hiicre hatlarinda hi¢ calisilmamistir. Multiple
myelomada MRP-7 geni ifadesinin bortezomib direncliligiyle iliskili oldugu ilk defa
yaptigimiz ¢aligmayla ortaya c¢ikmistir. MRP-7, 6. kromozomu glutatyon

metabolizmasindaki genlerle paylasmakta ve Glutatyon S-konjugatlar ile ilgili
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ilaglara kars1 birlikte diren¢ olusturmaktadir (Chen vd., 2003; Hopper-Borge vd.,
2004; Avcu, 2009). Calismamizin sonuglari, MRP-7 ifadesinin artisi bortezomibin
hiicreden atilmasina katki sagladigini ve MM hiicrelerinin direngli hale gelmesinde
onemli rolii oldugunu gostermektedir. Baska bir calismada MRP-7 geni ifadesinin
sadece tasiyici rolilyle degil, ayn1 zamanda hiicre dongiisii kontroliindeki sinyal

yolaklariyla da MDR ile iligkili oldugu rapor edilmistir (Xie vd., 2017).

MRP-1 yapisal olarak farkli gesitteki substratlar1 tagiyabilir (Jedlitschky vd., 1994,
1996; Leier vd., 1994; Muller vd., 1994) ve ilaglar1 tasima yetenegi de Snemlidir
(Ishikawa, 1992; Hipfner vd., 1999; Konig vd., 1999a; Leslie vd., 2005; Cole ve
Deeley, 2006). Yapilan calismalarda direncli kanser hiicre hatlar1 ve MM
hastalarinda MRP-1 ifadesinin tespit edilmesi bu caligmayla ayni dogrultudayken
(Zaman vd., 1993; Krishnamachary ve Center, 1993; Abbaszadegan vd., 1994; Kool
vd., 1997; Wyler vd., 1997; Schwarzenbach, 2002; Zhou vd., 2013), bagka bir
calismada ise MM’de MRP-1 ifadesine ¢ok az rastlanildigi rapor edilmistir
(O’Connor vd., 2013). Bunun sebebi ¢alismamizda ortaya ¢ikan MRP-1 ifadesinin,
bortezomibin yiiksek dozlarina uzun slire maruz kalma sonucunda agiga c¢ikmasi
olabilir. MRP-1 geni ifadesinin yiiksek ila¢ konsantrasyonlarinda baslangicta diisiik
seviyede direng sunabilirken, P-gp’nin yiiksek ifadesinin sonrasinda artabilecegi
daha 6nce rapor edilmistir (Reeve vd., 1989; Lautier vd., 1996). Bizim ¢alismamizda
da P-gp geninin 6nce yiiksek ifadesi, bortezomibe uzun siire maruziyet sonrasinda ise
bu ifadenin simirlandigi ve devreye MRP-1’in girdigi gozlenmistir. Yapilan
caligmalar MRP-1 ifadesinin yalnizca tagima kapasitesiyle degil ayn1 zamanda cesitli
sinyal yolaklar1 iizerinden apoptozisi engellemesiyle de MDR ile iliskili oldugunu

gostermektedir (Wyler vd., 1997; Lee vd., 2004).

Calismamizda ortaya ¢ikan GSTP1, MRP-1 ve MRP-7 genlerinin ifadeleri birlikte
degerlendirildiginde, bunlarin ilag direngliliginin gelisiminde hiicre dongiisii ve
apoptozis mekanizmalartyla da birlikte calistiklar1 fikrini  diisiindirmektedir.
Bortezomibin DNA-protein kinaz katalitik subiinitesi par¢alanmasii ve ATM
proteinini indiikleyerek ayni zamanda DNA tamirini engelledigini rapor eden
caligmalar da bu fikri desteklemektedir (Hideshima vd., 2003). Bu durum da
yaptigimiz baska bir ¢calismada bortezomible muamele edilen KMS20 hiicre hattinda

Bcl-2/Bax oranmin artmast ve Kaspaz-3 ifadesinin azalmasi sonucu apoptozisin
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engellenmesinin, bortezomib direngliligine neden olan faktdrlerden biri olmasiyla

agiklanmaktadir (Oksiizoglu ve Kozalak, 2018).

Yapilan ¢aligmalarin ¢cogunda MRP-2 geninin ifadesi direngli kanser hiicre hatlarinda
tespit edilmis ve polimorfizmleri MM’le iliskilendirilmistir (Ishikawa vd., 1996;
Taniguchi vd., 1996; Kool vd., 1997; Kuo vd., 1998; Nies vd., 2001; Korita vd.,
2010; Ebert vd., 2011; Macauda vd., 2018). Bizim ¢alismamizda ise MRP-2 geni
ifadesi bortezomib direngliligine sadece kismen etki gostermis ve bazen de gen
ifadesi azalmistir. Bu durum MRP-2’nin tasima kinetiginin allosterik olmasiyla
aciklanabilir (Zelcer vd., 2003; Bandler vd., 2008). Calismamizin sonuglarina gore
bortezomib MRP-2 ile tasinabilmekte, fakat yiiksek ilgiye sahip substratlarin ¢ogu
aynt zamanda rekabet¢i inhibitdr Ornekleri olabileceginden (Loe vd., 1996a,b;
Keppler vd., 1998) uzun siire yiiksek dozda uygulanan bortezomib MRP-2 ifadesini
engelleyebilir. Calismamizin sonuglarina dayanarak MRP-2’nin MM’de hiicre
dongiisii ve apoptozis gibi diger ilag¢ direnclilik mekanizmalartyla iligkisi tizerine

yapilacak daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ oldugu dnerilmektedir.

Su ana kadar yapilan ¢alismalarda MRP-6 geninin, direngli kanser hiicre hatlarinda
ancak MRP-1 ile birlikte ifade oldugu rapor edilmistir (Zaman vd., 1993; Kool vd.,
1999a). Yaptigimiz c¢alismada, MRP-6 geninin multiple myelomada bortezomib
direncliligiyle iliskisinin olmadig: ilk kez ortaya ¢cikmistir. Calismamizin sonuglari,
hiicre hatlariyla yapilan biitiin deneylerde MRP-6 ifadesinin azaldigini, hatta bazen
tespit edilemedigini géstermektedir. Bu durum bortezomibin MRP-6 ifadesini inhibe
ettigini  diisiindiirmektedir. Bu inhibisiyon mekanizmasinin daha ayrintili
arastirilmas1 faydali olacaktir. Ayrica daha Once yapilan aragtirmalarin tersine,
calismamizda MRP-1 geni ifadesi yliksek iken MRP-6 ifadesi ise azalmaktadir. Bu
durum MRP-6 ifadesinin her zaman MRP-1 ile birlikte olmadigini acik bir sekilde
ortaya koymaktadir.

Simdiye kadar yapilan c¢alismalarda MRP-3 geni ifadesi direngli kanser hiicre
hatlarinda MRP-2 ile birlikte bulunmus hatta MM kok hiicrelerindeki ilag
direngliliginde ve klonal yayilimdaki sinyal yolaklar: iizerinde etkili oldugu rapor
edilmistir (Kool vd., 1997; Nies vd., 2001; Peacock vd., 2007; Matsui vd., 2008;
Zhao vd., 2013; Yang vd., 2013). Fakat bizim ¢alismamizda diger calismalarin
tersine, hiicre hatlariyla yapilan tiim deneylerde MRP-3 ifadesi hi¢ tespit
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edilmemistir.  Caligmamizin ~ sonuglari,  bortezomibin  biiylik  olasilikla
glutatyonlanarak atildigimi gostermektedir. Bu durum MRP-3’iin ilag tasima
mekanizmasinda glutatyonun aracilik etmemesinden (Hirohashi vd., 1999; Kool vd.,
1999b) kaynaklaniyor olabilir. MM’de bortezomib direngliliginde MRP-3 ifadesiyle

ilgili yapilacak daha fazla ¢aligma ¢eligkinin giderilmesini saglayacaktir.

MM hiicrelerinde ¢alismamizin disinda, direnclilikle baglantili baska mekanizmalar
tizerinde de cesitli calismalar yapilmaktadir. MM’de yapilan son ¢alismalar,
bortezomib direngliliginin IRE1/XBP1 azaltilmis etkinligi ve UPR’in aktivite
durumundaki degisiklikler sonucu oldugunu gostermistir (Chapman vd., 2011;
Leung-Hagesteijn vd., 2013; Soriano vd., 2016). MM hiicrelerinin canliliginin, yanlis
katlanmig proteinlerin ve fonksiyonel olmayan yeni sentezlenmis proteinlerin
proteozom araciligiyla degredasyonuna dayandigi zaten bilinmektedir (Mayor,
2011). Proteozomun inhibisyonu; hasarli proteinlerin toksik birikimine yol agarak
ER stresini uyandirir ve UPR cevabii aktifler (Schubert vd., 2000; Yewdell ve
Nicchitta, 2006; van Deventer ve Neefjes, 2010). Bu aktivasyon, otofaji ve ubikitin
proteozom sisteminin diizenlenmesinin artigin1 saglar. UPS ve otofaji bagimsiz
fonksiyonlar olarak diisiiniilse de artik bu iki proteolitik yolun igbirligi yaptig1 kabul
edilmistir. Otofaji hiicre i¢i proteinlerin degredasyonu ve doniisiimii i¢in alternatif bir
yol olusturarak, normal hiicrelerde tiimor baskilayici gibi rol oynarken, stres
kosullarinda tiimor hiicre yasamini indiikleyebilir (White ve Di Paola, 2009;
Lilienbaum, 2013). Proteozom inhibisyonu iizerine otofaji, UPS substratlarini
elimine etmek i¢in hayatta kalma mekanizmasi baglatacaktir (Ding vd., 2007; Milani
vd., 2009; Zhu vd., 2010; Zang vd., 2012). Bundan dolayi, otofajinin uyarilmasi
bortezomib direncliliginde rol oynayabilir (Amaravadi vd., 2011). Bu nedenle MM

hiicrelerinde otofojiyle ilgili daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.

Bu tez ¢alismasinda MM hiicre hatlarinda ilag direncliliginin nedenlerinden biri olan
MDR tastyicilarinin gen ifade diizeyleri incelenmis ve bortezomib direncliligi
gelisiminde P-gp’nin birincil tasiyicit oldugu belirlenmistir. Bortezomibin biiyiik
olasilikla GSTP1 ile glutatyonlanarak MRP tasiyicilariyla hiicreden atildigi
diistiniilmektedir. MRP-7’nin bortezomib direngliliginden sorumlu oldugu ilk kez bu
caligmayla gosterilmistir.  Ayrica uzun siire yiiksek bortezomib dozuna maruz

birakilmayla MRP-1 ifadesinin ortaya c¢iktigi ve bu durumdaki MRP-2’nin
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bortezomib direncliligi gelisiminde kismen etkili oldugu da tespit edilmistir. MRP-6
ifadesinin bortezomib direncliligiyle iliskisinin olmadigi ilk kez bu calismayla
gosterilmistir. MRP-3 ifadesi, kullanilan her iki hiicre hattinda da tespit edilmemistir.
Elde edilen bulgular, multiple myeloma hastaligim1 molekiiler diizeyde daha iyi
anlamamizi ve bortezomib direncini Onleyebilmek i¢in yeni yOntemler
gelistirilmesine olanak saglayacaktir. Bu sonuglar dogrultusunda yiiksek ifade edilen
genler siRNA veya uygun molekiiller kullanilarak baskilanabilir, bu sayede
direnclilik 6nlenebilir. Boylece hiicreler ilaca hassaslastirilarak, MM tedavisi daha
etkin hale getirilebilir. Aynm1 zamanda MM hastaliginda diger tiim direnclilik
mekanizmalariin aydinlatilmasi sayesinde tedavi sekillerinin kisiye 6zel olarak

gelistirilebilmesi de miimkiin olabilecektir.
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EKLER

Ek A KMS28 hiicre hatt1 veri sayfasi

Ek B KMS20 hiicre hatt1 veri sayfasi
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Ek A. KMS28 hiicre hatt1 veri sayfasi.

Resposible BANK :
Cell number :

Cell name :

(Other name) :
Animal :

[Basic Characteristic]
Genus :

Species :

Strain :

Sex :

Age:

Tissue :

Case History :
Metastasis :

Organ metastasis :
Genetics :

Life span :

PDL :

Morphology :
Character :

History :

Original developper :
Regulation if any :
[Lot information]
LotNumber :

Passage number(1) :

HSRB(JCRB)
JCRB1192

KMS-28BM

Human

Homo

sapiens

F

77

Bone marrow

Yes

t(4;14)(p16.3;932.3)

Infinite

Lymphocyte-like

Small round-cell morphology, part is multinucleate cell.

Otsuki, T.

11042009

Unknown (5 at bank)
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PDL:

Medium used : RPMI 1640 medium with heat-inactivated fetal bovine
serum (GIBCO Cat. # 10099)

Temperature : 37C

Cell density at seeding : 4.9 -7.2x 10”5 cells/ml
Methods for passages : Simple dilution.

Cell number in vial : 9.7 x 1076 cells/1 mL
Antibiotics used : Free

Sterility/Bacteria : -

Fungi : -

Mycoplasma : -

Virus :

Doubling time : Approx. 53 hrs

Colony formation :
Viability(%) : 89.7

Isoenzyme analysis : Confirmed as human by NP, G6PD (type B), MD.
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Ek B. KMS20 hiicre hatt1 veri sayfasi.

Resposible BANK :
Cell number :

Cell name :

(Other name) :
Animal :

[Basic Characteristic]
Genus :

Species :

Strain :

Sex :

Age:

Tissue :

Case History :
Metastasis :

Organ metastasis :
Genetics :

Life span :

PDL :

Morphology :
Character :

History :

Original developper :
Regulation if any :
[Lot information]
LotNumber :

Passage number(1) :

NIHS(JCRB)

JCRB1196

KMS-20

Human

Homo

sapiens

65

Bone marrow

No

Infinite

Lymphocyte-like

Small round-cell morphology, part is multinucleate cell.

Kawasaki Med. Univ. -> JCRB Cell Bank

Otsuki, T.

05302011

Unknown (5 at bank)
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PDL:

Medium used : RPMI11640 medium with 10% fetal bovine serum
(GIBCO Cat. # 10099)

Temperature : 37C

Cell density at seeding : 0.6 - 1.3 x 10”5 cells/mL
Methods for passages : Simple dilution

Cell number in vial : 4.1 x 1076 cells/1 mL
Antibiotics used : Free

Sterility/Bacteria : -

Fungi : -

Mycoplasma : -

Virus :

Doubling time : Approx. 45 hrs.

Colony formation :
Viability(%) : 94.5

Isoenzyme analysis : Confirmed as human by NP, G6PD (type B), MD.

195



OZGECMIS

Ad1 ve Soyadi : Gil KOZALAK

Adres : Merkez M. Gékali Durmaz S. I.Durmaz Apt. No: 5 D: 29
Erdemli/ MERSIN

E-posta adresi : gulkozalak@gmail.com

EGIiTiM BILGILERI (Kurum ve Yil)
Lisans : Dokuz Eyliil Universitesi Biyoloji Ogretmenligi 2003-2008

Yiiksek Lisans : Necmettin Erbakan Universitesi Biyoloji Egitimi 2010-2013

MESLEKI DENEYIM VE ODULLERI

l. Milli Egitim Bakanligi- Biyoloji Ogretmeni 2008/Halen
2. Karaman Valiligi Takdirname
3. Erciyes Universitesi, Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Tibbi Genetik

Anabilim Dal1 Laboratuvar Staji, Kayseri
TEZDEN URETILEN YAYINLAR
Kongrelerde Sunulan Makaleler

1. Kozalak, G., Oksiizoglu, E., 2017. The Role of MDR Genes at Developed
Resistance Against Bortezomib in Multiple Myeloma Cell Lines, Turkish Journal
of Biochemistry, Cilt 42 (S1), 48 (6zet)

2. Kozalak, G., Oksiizoglu, E., 2018. MDR Transporters Responsible for Time-
dependent Extrusion of Bortezomib from Multiple Myeloma Cells, Turkish
Journal of Biochemistry, Cilt 43 (S5), 29 (6zet)

196



