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LOSEMIi VE KOLON KANSERI HUCRELERINDE YENI BiR PROTEOZOM
INHIBITORU OLAN MLN9708 ‘in ANTINEOPLASTIK ETKIiLERININ
ARASTIRILMASI

OZET

Proteazom inhibisyonu etkili bir antikanser tedavi yontemi olarak son yillarda giderek 6nem
kazanmaktadir. Bortezomib, bircok kanser hiicre hattina karsi yiiksek etki giiciine sahiptir.
Ozellikle multiple myeloma da spesifik etkinlik gostermesiyle birlikte, kiiciik hiicreli olmayan
akciger kanseri, mantle hiicreli lenfoma ve pankreas kanserinde de etkili bulunmustur.
MLNO9708, segiciligi ve etkisi bakimindan Bortezomib benzeri olup, yeni gelistirilen ikinci
jenerasyon bir proteazom inhibitoriidiir ve faz 1 calismalar1 halen devam etmektedir.
MLNO9708’in etkileri, solid tiimorler ve hematolojik malignansiler de, preklinik olarak
arastiritlmaya baslanmistir. Calismalarda, MLN9708’in sulu ¢ozeltilerde ya da plazmada hizli
hidrolize olarak biyolojik aktif formu olan MLN2238’e doniistligli gosterilmistir.

Bu tez ¢alismasinda; MLLN2238 ve Bortezomib’in antineoplastik etkileri, K562 insan kronik
myeloid 16semi ve Caco2 insan kolorektal adenokarsinom hiicre hatlarinda arastirilmistir.
MLN2238 ve Bortezomib’in K562 ve Caco?2 hiicreleri iizerindeki antiproliferatif etkileri 24
ve 48. saatte WST-1 yontemi ile belirlenmistir. Apoptotik etkiler ise, Annexin V-PI, kaspaz-3
aktivasyonu ve mitokondrial membran depolarizasyon (JC-1) yontemleri ile akis sitometri
cihazinda analiz edilmistir. Proteozom inhibitorlerinin etki yolagi iizerinde hiicre
inhibisyonunda ve apoptozunda 6nemli rol oynayan; NF-kB ve c-myc mRNA ekspresyon
diizeyleri ise Real Time-PCR yontemi ile degerlendirilmistir.

Calismanin  sonucunda, zamana ve konsantrasyona bagimli olarak MLN2238 ve
Bortezomib’in, K562 ve Caco2 hiicreleri ilizerinde 6nemli derecede antiproliferatif etkiye
sahip oldugu belirlenmistir. MLN2238 ve Bortezomib’in AnnexinV-PI yontemi ile analiz
edilen apoptotik etkileri K562 ve Caco?2 hiicrelerinde 6zellikle 24. saatte etkili bulunmustur.
MLN2238 ve Bortezomib’in Kaspaz-3 aktivasyonunu ve mitokondrial depolarizasyonunu
arttirarak her 1iki hiicre tipini de apoptoza gotirdiigii belirlenmistir. NF-kB  mRNA
ekspresyonu K562 ve Caco2 hiicrelerinde, MLLN2238 ve Bortezomib konsantrasyonlarinda
24. saatte azalmistir. C-myc mRNA ekspresyonu K562 hiicrelerinde her iki inkiibasyon
zamaninda azalirken, Caco2 hiicrelerinde ise sadece 24. saatte azalma gostermistir

Bu ¢aligmada MLN2238’in, hem K652 hemde Caco2 hiicrelerinde 6nemli apoptotik etkisinin
bulunmasi, 16semi ve kolon kanser kemoterapisinde 6nemli antikanserojenik potansiyele
sahip olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: proteozom inhibit6rii, MLN9708, Caco2, K562, apoptoz



INVESTIGATION OF ANTINEOPLASTIC EFFECTS OF NEW PROTEASOME
INHIBITOR MLN9708 IN LEUKEMIA AND COLON CANCER CELLS

ABSTRACT

Inhibition of the proteasome has emerged as a clinically effective anti-cancer therapeutic
approach in recent years. Bortezomib showed extremely high potency against a wide range of
cancer cell lines. Bortezomib specifically shows a high efficiency in multiple myeloma, non-
small lung cancer, mantle cell lymphomas, and pancreatic cancer. MLN9708, selectivity and
potency were similar to that of bortezomib, is currently being investigated in phase I studies.
It has an improved second generation new proteasome inhibitor and shows superior antitumor
activity in both solid tumor and hematologic malignancy. Preclinical studies show that
MLN9708 immediately hydrolyzed to MLN2238, the biologically active form, when it is
exposed to aqueous solutions or plasma.

In this study, we investigated antineoplastic effects of MLN2238 and Bortezomib on K562
human myelogenous leukemia cells and Caco2 human colon cancer cells. Antiproliferative
effects of MLN2238 and Bortezomib were determined by the 4-[3-(4-lodo-phenyl)-2-(4-
nitrophenyl)-2H-5tetrazolio]-1,3-benzene  disulphonate (WST-1) assay. Apoptosis was
determined by increased Annexin V-PI binding capacity and mitochondrial membrane
potential (JC-1) and caspase-3 activity were analyzed using flow cytometry. NF-kB and c-
myc get involved in the impact pathway of proteosome inhibition and play an important role
in cell inhibition and apoptosis. NF-kB and c-myc mRNA expression levels were determined
by Real Time-PCR method.

We found that MLLN2238 and Bortezomib had significant time- and concentration-dependent
antiproliferative effects on K562 and Caco2 cells. It was determined that MLN2238 and
Bortezomib induced apoptosis at 24 hours. Also they evaluated apoptosis for increase
mitochondria depolarization and caspase-3 activation in both cell lines. MLN2238 and
Bortezomib downregulated NF-kB mRNA expression at 24 hours both in K562 and Caco2
cell lines. Concentrations of MLLN2238 and Bortezomib decreased mRNA expression of c-
myc on K562 cell line at both 24 and 48 incubation time, but they downregulated c-myc
mRNA expression on Caco2 cells only at 24 hour.

As a result of our study, MLN2238 has important antiproliferative and apoptotic effects on
K562 and Caco2 cells. It shows that MLN2238 might be potential agent for leukemia and
colon cancer chemotherapy.

Key Words: proteasome inhibitor, MLN9708, Caco2, K562, apoptosis
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GIRiS ve AMAC

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢gogalmasi veya anormal hiicrelerin apoptoza
ugrayamamasi olarak tanimlanmaktadir. Kanserin karmasik bir mekanizma
olmasini, kanser hiicrelerinin siirekli, kontrolsiiz ¢ogalmasi, verilen ilaclara direng
kazanmas1 ve metastaz yaparak tiim viicuda yayilabilme 6zelligine sahip olmasi
olusturmaktadir ve bu durumlar tedaviyi zorlagtirmaktadir. Bu ylizden gilinlimiizde
halen kanser tedavisinde yeni yollar aranmaktadir. Bu baglamda Proteozom
inhibisyonu, klinikte etkili bir antikanser tedavi yaklasimi olarak son on yil i¢inde
ortaya ¢ikmistir (Almond and Cohen, 2002; Dick and Fleming, 2010).

Antitiimor etki i¢in 26S proteozom kompleksi hedef alinarak birgok proteozom
inhibitori gelistirilmis ve test edimistir. Bu proteozom inhibitdrleri, farkli timor
tiplerinde apoptozu harekete gegirerek antitiimor fonksiyonu gostermistir. Dahasi
bu proteozom inhibitorlerinin anjiyogenezi, hiicre hiicre adezyonunu ve
migrasyonu inhibe ettigi gosterilmistir. Klinikte bir¢ok proteozom inhibitdrii i¢in
multip] myeloma ve kati1 tiimorlerin tedavisi i¢in ¢alismalar bulunmaktadir
(Frankland-Searby ve Bhaumik, 2012).

Proteozom inhibitorleri kendilerine 6zgii bir etki mekanizmasina sahiptirler.
Bortezomib (Velcade, PS-341) bu gruptan klinik aragtirma dénemine erisebilen
ve FDA tarafindan onaylanan ilk ila¢ olma 6zelligine sahiptir (Richardson ve ark.,
2007)

Bortezomib su an klinikte multiple myeloma ve mantle hiicreli lenfoma
tedavisinde kullanilmaktadir (Frankland-Searby ve Bhaumik, 2012).

Bortezomib’in myelom gibi hemopoetik kokenli kanserlerin tedavisinde
kullanilmis olmasina ragmen, biiyiiyen temel ve klinik ¢aligmalar, bortezomib’in
bir¢ok cesit solid tiimorii (kolon, akciger, meme ve prostat kanserleri gibi) tedavi
etmede basarili oldugunu gostermistir (Ling ve ark., 2010; Fujita ve ark., 2007;
Cardoso ve ark., 2006).

MLN9708 insan tiimorlerinin genis bir araligini tedavi etmek icin gelistirilen
ikinci nesil proteozom inhibitoridiir (Kupperman ve ark., 2010)

MLN9708 su an klinikte lenfomali ve solid tiimorlii hastalarda faz 1
asamasindadir. Ayrica MLN9708’in multiple myeloma i¢in klinik faz I/II
caligmalar1 devam etmektedir (Crawford ve Walker, 2011).

Biz de bu ¢alismada, yeni bir proteozom inhibit6rii olan MLN9708’1, FDA onayh
bir ila¢ olan Bortezomib ile karsilastirarak hem hematolojik malignansilerde, hem
de solid tiimorlerde etkilerini belirlemeyi amagladik. Insan K562 1dsemi hiicre
hatt1 ve Caco2 insan kolorekteral hiicre hatti lizerindeki sitotoksik ve apoptotik
etkilerini, proteozom inhibitdrlerinin etki yolag {izerinde anahtar rol oynayan NF-
kB ve c-myc ekspresyon diizeylerini belirledik.



KAYNAK BIiLGiSi
KANSER

Kanserin gelismesine neden olan temel degisiklik kanser hiicrelerinin siirekli,
kontrolsiiz ¢ogalmasidir. Kanser hiicreleri, hiicrenin normal davranislarin1 kontrol
eden sinyallere dogru tepkiyi gostermek yerine kontrolsiiz bigimde ¢ogalmay1 ve
boliinmeyi siirdiirerek, normal doku ve organlar1 da istila eder ve sonunda tiim
viicuda yayilir. Kanser hiicrelerinin ortak 6zelligi olan ¢ogalmayi denetleyen
mekanizmalarin ortadan kalkmasi, ¢ok hiicreli sistemlerde biriken anomalilerin
sonucudur. Kanser hiicrelerini normal hiicreden ayiran birgok davranis da bu
ozelligi yansitir.

Kanser viicutta yer alan herhangi bir hiicrenin anormal ¢ogalmasi sonucu ortaya
cikabildiginden, gerek davranis, gerekse tedaviye cevap yoniinden énemli 6lclide
degisiklik gosteren yiizden fazla degisik kanser tiiri mevcuttur. Kanser
patolojisinde en 6nemli konu benign (iyi huylu) ve malign (k6tii huylu) tiimorleri
birbirinden ayirabilmektir. Hiicrelerin anormal ¢ogalmasi sonucunda ortaya ¢ikan
timor benign ya da malign olabilir. Deride goriilen basit sigiller gibi benign
timorler ¢evredeki dokuya ya da viicudun uzak bdlgelerine yayilmadan
olustuklar1 yerde kalirlar. Buna karsilik malign tiimdrler hem c¢evredeki normal
dokuya, hem de kan ya da lenfatik sistem araciligiyla viicudun diger bolgelerine
yayilir (metastaz). Aslinda sadece malign tiimorler kanser olarak tanimlanir.
Kanseri tehlikeli yapan, bunlarin yayilma ve metastaz yapma 06zellikleridir.
Benign tiimorler genellikle ameliyat ile cikartilabildigi halde, malign tiimorlerin
viicudun uzak bolgelerine yayilmasi hastaligin tedavisini giiclestirir.

Gerek malign, gerekse benign tiimorler tliredikleri hiicreye gore siniflandirilir.
Kanserlerin ¢ogu iic ana grupta toplanabilir: karsinomlar, sarkomlar ve 16semi
veya lenfomalar. Insan kanserlerinin yaklasik %90’m1 olusturan karsinomlar
epitel hiicrelerinden kaynaklanan tiiméorlerdir. Insanda az goriilen sarkomlar, kas,
kemik, kikirdak ve fibroz doku gibi bag dokusunda gelisen solid tiimorlerdir.
Insan kanserlerinin yaklasik %7’sini olusturan 16semi ve lenfomalar ise sirasiyla
kan ya da immiin sistem hiicrelerinden gelisir. Tiimorler ayrica gelistikleri organa
ve ilgili hiicrenin tiirtine gore de siiflandirilir (Cooper ve Hausman, 2006).

Losemi

Losemi, akyuvar (16kosit=beyaz kiire) dedigimiz kemik iliginde yapilan kan
hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucu olusan bir kanser tiiriidiir. (Klein ve
ark., 1976)

Hiicre tipine gore losemiler ‘miyeloid’ ve ‘lenfositik’ olarak ikiye ayrilmaktadir.
Miyeloid ve lenfositik losemilerin her biri ‘akut’ veya ‘kronik’ olarak
ilerlemektedir. Bu 6zelliklerine gore 16semiler dort gruba ayrilmaktadir (Cantiirk,
20006).

1. Akut Lenfositik (Lenfoblastik) Losemi (ALL)
2. Akut Miyeloid Losemi (AML)

3. Kronik Lenfositik Losemi (KLL)

4. Kronik Miyeloid Losemi (KML)



Normal lenfoid hiicre toplulugu, immiinoglobin ve T hiicre reseptorii genlerinin
farkl1 ve klonal yeniden yapilanma siirecini gegirerek, B ve T hiicrelerine prolifere
(cogalma) olma ve farklilasma siirecini tamamlar. Bu siirecin herhangi bir
safthasinda meydana gelen somatik genetik degisiklikler proliferasyonun
bozulmasina, klonal olarak hiicre populasyonunda artisa ve ALL’ ye neden
olmaktadir. ALL’ lerin yaklasik % 75’ inde kromozomal translokasyonlar
mevcuttur.

Akut myeloid l6semi (AML) fenotipik oldugu kadar, genotipik olarak da
heterojenite gosteren kompleks bir hastaliktir. 100° den fazla sitogenetik sapma
(aberasyon) ve cesitli genlerdeki mutasyonlar bu hastalikta tanimlanmaistir.

KLL’de 16semi hiicresi fonksiyon gdstermeyen ¢ok sayida lenfosit olusturur. Bu
hiicreler kemik 1ligi ve lenf nodlarindaki normal hiicrelerin yerini alir.
Lenfositlerin gorevini yerine getirmesine miidahale eder ve bu nedenle hastanin
immiin cevabi zayiflar. Ayrica kemik iliginde olusan ¢ok sayida ldsemi hiicresi
noétrofil ve trombosit sayilarinin diismesine de neden olmaktadir (Cantiirk, 2006).

Kronik miyeloid losemi

KML (kronik miyeloid 16semi), gelismesinin baslangicinda olan (pirimitif) tiim
bir canliy1 olusturabilme yetenegine sahip olan (pluripotent) kok hiicrenin klonal
bir hastaligidir (Haznedaroglu ve Koca, 2005).

KML terimi bugiine kadar; kronik graniilositik 16semi, kronik miyelojen 16semi
ve kronik miyelositik 16semi olarak da isimlendirilmistir. KML arastirmalarinda
en onemli olay, Nowell ve Hungerford tarafindan 1960 yilinda Philadelphia
kromozomu (Ph kromozomu) nun bulunmas: olmustur. Ilik hiicrelerinde G grubu
kromozomda (9. kromozom) uzun kolun biiyilik parcasinin koparak kayboldugunu
tanimlamis, ancak kopan parg¢aya ne oldugunu anlayamamislardir (Nowell ve
Hungerford, 2007)

Rowley 1973 yilinda yaptig1 bir caligmada giemsa boyama yaparak, kromozom
bantlama yontemi ile 9. kromozomdaki kopan parganin kaybolmadigini 22.
kromozomun uzun koluna transloke oldugunu belirtmistir. 1980’li yillarda bu
translokasyon sonucunda, 210 kd’luk bir onkoproteinin tiretildigi tespit edilmistir.
(Rowley, 1973)

Bu onkoprotein hiicresel ¢gogalmay1 olumsuz yonde etkileyen proteinleri fosforile
etmektedir. Ozellikle de miyeloid hiicre dizisi boyunca, farklilasan hiicrelerin
farklilasma mekanizmasini etkileyip hiicrelerin ¢ogalmasmma ve KML hiicre
klonlarinin artmasina neden olmaktadir. Bu proteinler hiicrenin bir takim
ozelliklerini degistirip hiicrenin apoptozunu inhibe etmektedir (Sessions, 2007;
Nowell, 2002)

KML nin insidansi yasla beraber belirgin olarak artmaktadir, hastalarin % 30’ u
60 yas Ustiindedir. (Baran ve Giindiiz, 2007).

Hastalik erkeklerde kadinlara kiyasla (1,5/1) daha fazla goriilme egilimindedir.
KML, cocukluk yas grubunda da goriilebilmekle beraber, bu vakalar KML
hastalarinin sadece % 10’ unu ve tiim ¢ocukluk yas grubu losemilerinin % 3’ tinli
olusturmaktadir.



KML pluripotent (bir canliytr olusturabilme yetenegine sahip) kemik
hiicrelerinden koken alir. Yavas ilerleyen bu hastaligin klinikte iki asamasi vardir:
kronik faz ve blast krizi (akut faz). KML’nin kronik fazi ¢ok az belirti gdsterir ve
yillarca siirebilir. Ancak sonunda biitiin hastalar, blast krizi ad1 verilen ve yasami
tehdit eden akut faza girerler (Druker, 2002).

Kemik iliginde asir1 miyeloid hiperplazi (bir organ veya dokunun hiicre
sayisindaki artig nedeniyle biiylimesi), ¢evre kaninda olgun miyeloid hiicrelerden
olusan yiiksek I0kosit sayisi (bazofili ile birlikte) ve dalagin biiylimesi
(splenomegali) ile karakterizedir. Akut 16semide var olan patolojik ¢izelgenin
aksine, l0semi hiicreleri  farklilasma yeteneklerini kaybetmemislerdir
(Haznedaroglu ve Koca, 2005).

Ph kromozom 9 iizerinde ki abl onkogeninin normal lokusundan 22. kromozoma
translokasyonu sonucunda aktivasyonu losemilerin %95’inde goriillen KML’de
yaygin bir olaydir. Bu translokasyon, abl ile 22. kromozomdaki ber genlerini
birlestirerek bcr/abl onkogeninin olusmasina neden olur. Onkogen tarafindan
sentezlenen Bcr/abl birlesik proteinin de Abl’nin birinci ekzonunun yerini Ber’a
0zgl aminoasit dizileri almigtir. Ber/Abl proteini, siirekli aktif durumda kalan bir
trozin kinazdir ve hiicre i¢i sinyal yollarmi aktiflestirerek 16semi gelismesine
neden olur (Druker, 2002).

PHILADELPHIA KROMOZOMUNUN OLUSMASI

Translokasyondan dnce Translokasyon sirasinda Translokasyondan sonra
M B N\
= < e

Philadelphia (Ph)
kromozomu

g i
Egﬂ— (borabl
22" bitegmis)

Doﬁtokns sonucunda Philadelphia,
Ph kromo 2
ya L+ zomu meydana gelr,

mutasyon a
yeni bir fazyon geni (bcr-abl birlegmig)
olugmugtur,

. 7

Sekil 1. Philadelphia Kromozomunun Olusmasi (http-1)

Miyeloid 16semi hiicreleri, normal hiicrelere gore, daha yavas proliferasyon ve
biliylime hizina sahiptir. Losemi hiicreleri olgunlagmadiklari siirece boliinmezler.
Olgunlasma ve proliferasyon birbirlerine bagl olaylardir (Cantiirk, 2006; Singhal
ve ark., 1999).



K562 hiicre hatt

K562 hiicre hatti, ilk kez 1975 yilinda Lozzio ve arkadaslar tarafindan, KML
hastalarinin terminal blastik kriz evresinde, plevral sivilarinda izole edilerek
hazirlanmig bir 16semik hiicre hattidir. Oksidatif stres, glutatyon sistemi ve anti-
kanser tedavilerinin gelistirilmesi ile ilgili ¢alismalarda siklikla tercih edilen bir
hiicre hattidir (Koeffler ve Gold, 1980; Lozzio ve Lozzio, 1975; Assaf ve ark.,
2003).

Giemsa ile hazirlanmis preparatlarda K562 hiicreleri farklilasmamis blast
hiicreleri olarak tanimlanir ve yaklastk 20 mikron c¢apindadir. Basofilik
sitoplazmalar1 graniil icermez ve iki ya da daha fazla pargali nukleuslar1 vardir.
K562 hiicreleri graniilosit ve monositler gibi sitokimyasal maddeler ile pozitif
boyanmazlar (Nakajima ve ark., 1993; Sencan, 2006).

Kiiltiir medyumunda siispansiyon olarak biiyliyen K562 hiicrelerinin iki kat artma
siireleri ortalama 12 saattir (Singhal ve ark., 1999).

K562 hiicrelerinde, normal kromozom sayisinin yaklasik 1,5 kati kromozom
bulunur. KML i¢in spesifik bir belirte¢ olan Ph kromozomu K562 hiicrelerinde
pozitiftir. Buna bagl olarak bu hiicre serisinde abl/bcr fiizyon geni ekspresyonu
nedeniyle apoptoza karst direng vardir (Anand ve ark., 1995; Saydam ve Aydin,
2003; Sencan, 2006).

K562 hiicre hatt1 standart hiicre biiylime kosullar1 altinda diisiik oranda
hemoglobin sentezler. Ancak K562 hiicre hatti; hemin, sitozin arabinozid, biitirik
asit ve 5-azasitidin gibi ¢esitli bilesenlerle tedavi edildiginde eritroid farklilagma
gergeklesmektedir. Boylece, K562 hiicre hatti embriyonik ve f6tal globin
genlerinin ifadelerinin diizenlenmesinde molekiiler calismalarin yani sira anti
timor ilaglarin gelistirilmesinde onemli bir model olusturmaktadir (Osti ve ark.,
1997).

Kolon Kanseri

Kolon kanseri, kolon ve rektumu kaplayan epitel tabakasindan koken alan yaygin
bir kanser tiirtidiir (Jemal ve ark., 2008).

Diinya genelinde her sene 1 milyondan fazla yeni kolorektal kanser (KRK)
durumu teshis edilmektedir. KRK diinyada en sik goriilen iiclincii kanserdir
(Terzic ve ark., 2010).

KRK ozellikle sanayi iilkelerinde yaygin olarak goriilen ve kanser o6liimlerinde
ikinci en biiyiik sebebi olusturan kanser tliriidiir (Magrin1 ve Von, 2002; Terzic ve
ark., 2010; Langdon, 2004).

Kolon ve rektum kanserleri (kolorektal kanserler) bati iilkelerinde ki en yaygin
kanser tiplerindendir ve birlesik devletlerde, her yil, yaklasik 140,000 vaka rapor
edilmektedir (toplam kanser olgularinin yaklasik %10’u). Kolon kanserlerinin
cogu (diger kanser tipleri gibi) kalitilan hastalik degildir, yani ebeveynlerden
cocuklarina direkt olarak aktarilamaz. Bununla birlikte, kolon kanserinin iki
kalitsal formu tanimlanmistir. Her iki sendromda da, kansere yatkinlik geninin
kalitilmas1 kanser gelisme olasiligini artirmaktadir. Kolon kanserinin kalitimsal
formlarindan biri (ailesel adenomatoz polipozis) olduk¢a nadirdir, toplam kolon



kanseri olgularinin %1’inden daha azdir. Kolon kanserinin ikinci kalitimsal formu
(kalitsal polipsiz kolorektal kanser veya HNPCC) daha yaygindir ve biitiin kolon
kanseri olgularinin %15’ini olusturmaktadir (Cooper ve Hausman, 2006).

Primer kolorektal kanserlerin %95’ini adenokarsinomlar olusturur. Kolon
kanserlerinin yaklasik %30°u rektumda % 25’1 sigmoidde %5-10’u inen kolonda
%10-15"1 transvers kolonda, ¢ikan kolon-¢cekumda da %25°1 yerlesir. Yapilan bir
caliygmada KRK yaklasik %45’inin rektumda %?22’sinin de sigmoid kolonda
gortldiigi bildirilmistir (Kiipelioglu, 2004).

Kolerektal kanserin erken safhalari genellikle semptomatik degildir. Bununla
birlikte kolerektal kanserin erken sathalarinda tarama yapilarak saptanabilmesi
onemlidir. Bu hastalik ilerleyen donemde, rektal kanama, gaitada kan, bagirsak
dogasinin degismesi, alt abdomende kramplara sebep olmaktadir. Kolorektal
kansere yakalanma riski yasa bagl olarak artmaktadir. Teshis edilmis vakalarin %
90°dan fazlas1 50 yas ve lizeridir. Ayn1 zamanda bazi kalitsal genetik mutasyonlar
(ailesel adenomotoz polipozis-FAP) ve kalitsal polipozis olmayan koloraktal
kanser- HNPCC), bireysel ya da ailesel kolorektal kanser ve/ veya polip oykiisi
ya da kronik inflamatuar bagirsak hastaliklar1 ge¢misi hastalikla iliskili risk
faktorleri arasindadir. Ayrica obezite, hareketsizlik, sigara ve alkol tiiketimi, asir1
kirmizi et tiikketimi, sebze ve meyve tiiketimindeki yetersizlik kolorektal kanser
riskini artiran faktorler arasindadir (American Cancer Society, 2008).

KRK durumlarmin biiyiik bir orani kalitilabilir genetik degisikliklerden daha ¢ok
cevresel sebeplerle ilgilidir. Risk faktorleri ¢evresel ve besin kaynakli mutajenleri,
0zel bagirsak kommensalleri ve patojenleri, ve tiimor gelisiminden 6nce gelen
kronik bagirsak inflamasyonunu igermektedir Bir ka¢ onkogenin aktivasyonunu
ve iki ya da daha fazla timor baskilayict geninin kaybini iceren genetik
bozukluklar kanser gelisimi i¢in yeterlidir (Terzic ve ark., 2010; Jasperson ve ark.,
2010).

Kolorektal tiimorlerde KRK’ye yol agan iki temel genetik yolak belirlenmistir:
Birinci yolak, sporadik KRK lerin % 60-70‘inde goriiliir, Adenomatous Polyposis
Coli (APC) tiimor-suppressor genindeki inaktive edici, K-ras onkogenindeki
aktive edici ve p53 tiimor-suppressor genindeki inaktive edici mutasyonlari igerir.

Ikinci yolak, sporadik KRK ‘lerin geri kalan % 15-20°sinde goriiliir, hatali yanlis
eslesme tamir sistemini igerir. Bu tamir sisteminin kayb1 genomik instabiliteye ve
timor-suppressor genlerinde (Bax gibi) fonksiyon kaybina ve onkogenlerde
fonksiyon kazanilmasma (B-catenin‘de oldugu gibi) yol acan yiiksek sayida
mutasyonlarin birikmesine sebep olur (Das ve ark., 2007).

Kolit bagimli kanser (Colitis-Associated Cancer (CAC)) atesli bagirsak hastalig
(Inflammatory Bowel Disease (IBD)) ile ilgilidir. Tedavisi zor ve 6liim orani
yuksektir. Noninflamatuvar KRK ve CAC benzer kanser gelisim evrelerini
icermektedir. IBD-bagimli kanserin bir inflamasyon-displazi (dysplasia)-
karsinoma sirasinda  gerceklestigi  diisiiniilmektedir. Inflamasyon kolon
epitelindeki degisiklikler kaskadini, bu da epitel hiicrelerinin apoptotik ve
regeneratif aktivitelerini indiiklemektedir (Terzic ve ark., 2010).



NO ve nitrik oksit sentazlar, NF-kB, ROT ve RNT‘ler, COXs, pro- ve anti-
inflamatuvar sitokinler, metaller; antioksidan enzimler, peroksizom proliferatorii
ile aktive edilen reseptdr ligandlari, kinazlar, biliylime faktorleri ve tlimor
engelleyici proteinler, p53 ve retinoblastoma (pRb)‘ nin hepsi kronik inflamasyon
ve kanserin 6nlenmesi ve tedavisinde potansiyel hedeflerdir (Hofseth, 2008).

NF-kB ve kolorektal kanserler

Transkripsiyon faktorii NF-kB bir dimerdir; altbirimlerin her kombinasyonu farkli
genlerin diizenlemesinde yer alir. 5 alt birimi bulunur: p105/p50, p100/p52, RelA
(p65), c-Rel ve RelB. Bunlar sitoplazmada oncii olarak veya 6zel inhibitorler, KB
inhibitor proteinleri (IkB), ile inaktif halde bulunurlar (Terzic ve ark., 2010).

Tiimor gelisimine yardimci olan sitokinlerin cogu NF-KB transkripsiyon faktorleri
araciligiyla aktif hale getirilir veya oncii kanser hiicrelerde ve immiin/inflamatuvar
hiicrelerinde NF-kB sinyallesmesini aktif hale getirir. NF-kB‘nin kolorektal ve
kolitis-bagimli tlimorogenezde belirgin bir rolii vardir. Kolorektal ve kolitis-
bagimli tlimorlerin % 50°sinden fazlasinda tipik olmayan NF-kB aktivasyonu
belirlenmistir. NF-kB‘nin aktivasyonu, hiicre proliferasyonu ve angiogenez ile,
hiicre 6liimiiniin engellenmesiyle, ve hiicre invazyonu ve metastazinin promot
edilmesiyle tiimorigenezi destekleyebilir. NF-kB‘nin antiapoptotik aktivitesi diger
genler paralelinde Bel2, Bel-xL, ve cFLIP‘in aktivasyonu yoluyla diizenlenir. NF-
kB‘leri aktiflestirilmis kanser hiicreleri kemoterapotiklere ve iyonize radyasyona
karst direnclidir. NF-kB aktivitelerinin 6nlenmesi bu ajanlara karsi hiicre
duyarliligini oldukga arttirir (Terzic ve ark., 2010).

Caco?2 hiicre hatti

Caco2 (insan kolon kanseri) hiicre hatti; 72 yasinda, Kafkas, kolorektal
adenokarsinom hastaligina sahip erkek bir hastanin epitelial kolon dokusundan
almarak kiiltiire edilmistir. Adhere hiicre 6zelligine sahip bir hiicre hattidir (http-
2).

Caco2 hiicre hatti, kaynagi insan kolonu olan bir adenokarsinomdur. Hiicreler
epitelyal morfolojiye sahiptir.

APOPTOZIS

Cok hiicreli organizmalarda, hiicre ¢ogalmasi ve hiicre 6liimii arasinda daima bir
denge vardir. Bu denge organizmanin gelisimi ve doku homeostazisinin
saglanmasi agisindan biiyliik 6nem tasir. Bu dengenin bozulmasi embriyogenez
sirecinde hatalara yol acar, ayrica dejeneratif hastaliklarin ve kanserin
gelisiminde rol oynar (Danial ve Korsmeyer, 2004).

Apoptozis terimi, bilimsel olarak ilk defa Iskogyali arastirmacilar Kerr, Wyllie ve
Currie tarafindan 1972 yilinda kullanilmis ve canli dokulardaki hiicre
azalmalarindan sorumlu olan, yapisal olarak O6zgiin bir hiicre 6liim tipi olarak
tanimlanmustir (Kerr ve ark., 1972).

Apoptoz hiicre-i¢i ve hiicre-dis1 pek ¢ok sinyal tarafindan iki temel yolak
iizerinden aktiflesen ve pek ¢ok protein tarafindan regiile edilen, kontrollii ve
programli bir hiicre 6liim siirecidir (Raff, 1998)



Yasam siiresince dokulardaki hiicre sayisi apoptoz sayesinde dengede tutulur.
Apoptoz genetik olarak diizenlenen, enerjiye (ATP’ye) bagimlilik gosteren
fizyolojik hiicre 6liimiidiir. (Danial ve Korsmeyer, 2004).

Apoptozun tetiklenmesi i¢in; sinyal molekiillerini, reseptorleri, enzimleri ve
genleri diizenleyen proteinleri igeren bir seri molekiiliin igbirligi gereklidir (Fan ve
ark., 2005).

Organizmada meydana gelebilecek yetersiz apoptoz kanser ve otoimmiin
hastaliklara, artan apoptoz ise akut ve dejeneretif birgok hastaliga yol
acabilmektedir. Dolayisiyla apoptoz mekanizmasinin  kusursuz islemesi
organizmanin saglikli yasami agisindan son derece 6nemlidir (Pinarbasi, 2007).
Apoptoza giden bir hiicrede cesitli morfolojik ve biyokimyasal degisimler
meydana gelir. Ilk 6nce, apoptoza giden hiicrenin tutundugu yiizeyle arasindaki
adezyon ortadan kalkar ve hiicre yuvarlaklasir. Ayni zamanda apoptotik hiicrenin
komsu hiicrelerle olan temasi da ortadan kalkar. Apoptoza giden hiicrenin
hacminde azalma olur ve hiicre biiziilmesi meydana gelir. Kromatin niiklear
membrana yaklasir ve yogunlasir. DNA, niikleozomlar arasi boélgelerinden
kesilerek 180-200 baz ¢ifti biiytikliigiindeki interniikleozomal fragmentlere ayrilir.
Hiicre membraninda kabarcik seklinde girintili-gikintili  yapilarin  (“bleb™)
olusmasiyla, membran tomurcuklanmas: (“membran blebbing”) meydana gelir.
Son olarak apoptotik hiicre; apoptotik cisimcik (“apoptotic body”) adi verilen,
membranla c¢evrili, i¢inde sitoplazmayi, hiicresel organelleri ve nukleus
fragmentlerini iceren kiigiik parcalara ayrilir (Sekil 2). (Willingham, 1999; Saraste
ve Pulkki, 2000). Apoptotik cisimcikler, makrofajlar ve dendritik hiicreler gibi
aktif fagositler ve ¢evrelerindeki hiicreler tarafindan ortadan kaldirilir. Apoptoz
sirasinda hiicre, membranindaki fosfolipid asimetrisini kaybeder. Normalde hiicre
membraninin sitozolik tarafinda bulunan fosfatidilserin (PS), apoptoz sirasinda
membranin hiicre digina bakan tarafina gecer. Apoptotik cisimciklerin fagositler
tarafindan taninmasinda bu fosfatidilserin translokasyonu 6nemli rol oynar (Savill
ve Fadok, 2000; Erwig ve Henson, 2008).

Apoptozun baslangicindaki hiicre Apoptozun sonundaki hiicre

Membrazl @® @\Apoptotik

omurcuxian isi i

f — cisimcikler
ALY,

Normal Hiicre

Sekil 2. Apoptoz Sirasinda Hiicrede Meydana Gelen Morfolojik Degisimler (http-3)



Kaspazlar

Kaspazlar gerek 6liim reseptorleri yolu, gerekse mitokondriyal apoptozda rol alan
proteazlardir (Kaufmann ve Hengartner, 2001).

Kaspazlar, apoptozis de rol oynayan Sistein Aspartat Spesifik Proteaz (Cystein
Aspartat Spesific Protease) olarak tanimlanan bir protein ailesidir. Bu proteaz
ailesinin lyeleri, aktif bolgelerinde sistein rezidiilerine (aminoasit) sahip olmakla
birlikte substrat proteinlerindeki kesim bolgesi genelde aspartik asitten sonra
gelen kisimdir. Kaspazlar, hedef hiicrede apoptozu gergeklestiren sistein proteaz
grubundan olup, ilk sentezlendiklerinde inaktif pro-kaspaz veya zymojen (inaktif
proteolitik enzim) olarak bulunurlar. Kaspazlarin inaktif formu olan zymojen
yapist (pro-kaspaz), apoptozun indiiklenmesinden sonra aktif kaspaz formuna
dontistir (Cooper ve Hausman, 2006).

Tim kaspazlar aminoasit sekanslari, yapilar1 ve substratlar1 yoniinden benzerlik
gostermektedir. Kaspazlar amino ucu domaini (prodomain), biiyiik alt-birim ve
kii¢iik alt-birim olmak {iizere lic 6nemli domain bulundurur. Aktif merkez, biiyiik
alt-birimde yer almaktadir. Aktivasyon bu domainler arasinda peptit baglarinin
kirilmas1 ve daha sonra biiyiikk ve kiigiik alt-birimler birleserek heterodimer,
heterodimerler de birleserek i1ki aktif merkez iceren bir tetramerik yap1
olusmasiyla meydana gelir (Nicholson, 1999; Yerlikaya ve Dokudur, 2010).

Kaspazlar apoptozun sekillenmesinde gorev alan 40 tan fazla proteazin
aktiflesmesini saglar. Kaspaz ailesinin bazi iiyeleri (Kaspaz 2, 8, 9, 10) baslatici
kaspazlar olarak bilinirken, bazilar1 da (3, 6, 7) efektor kaspazlar (hedef kaspazlar)
olarak bilinir. Baglatic1 kaspazlar apoptotik uyariyla baslayan 6liim sinyallerini
efektor kaspazlara iletirler (Cooper ve Hausman, 2006).

Efektor kaspazlar hiicre ¢ekirdeginde, sitoplazmada ve hiicre iskeletinde bulunan
bircok yapisal ve islevsel proteinleri pargalayan proteazlardir. Apoptozisde rol
alan kaspazlar Tablo 1’de goriilmektedirler. (Cohen, 1997; Yerlikaya ve
Dokudur, 2010)

Tablo 1. Apoptozda Rol Oynayan Kaspazlar (Yerlikaya ve Dokudur, 2010)

Enzim Protein Agirhg: (kDa) Aktivasyon Sonrasi
Olusan Altbirimler
Baslatic1 Kaspazlar
Kaspaz-2 51 19/22
Kaspaz-8 55 18/11
Kaspaz-9 45 17/10
Kaspaz-10 55 17/12
Kaspaz-12 50 20/10
Efektor Kaspazlar
Kaspaz-3 32 17/12
Kaspaz-6 34 18/11
Kaspaz-7 35 20/12




Apoptozun Molekiiler Mekanizmalari
Dis yolak (Oliim Reseptorleri Yolag)

Dis yolak, “6lim reseptorleri” adi verilen hiicre ylizey reseptorlerine spesifik
olim ligandlarinin  (“death ligand”) baglanmasi1 sonucu aktiflesir. Oliim
reseptorleri, Tiimor Nekroz Faktor / Sinir Biiyime Faktorii (“Tumor Necrosis
Factor / Nerve Growth Factor”, TNF / NGF) reseptor siiper ailesine ait olan hiicre
ylizey sitokin reseptorleridirler. Bilinen 6 tane 6liim reseptorii vardir. Bunlar Fas
(CD95 veya Apol), TNF-R1 (p55 veya CDI120a), oliim reseptorii 3 (“death
receptor 37, DR3 veya Apo3), 6liim reseptorii 4 (“death receptor 4”, DR4 veya
TRAIL-R1), 6liim reseptorii 5 (“death receptor 57, DRS veya TRAIL-R2) ve 6liim
reseptorii 6 (“‘death receptor 6”, DR6)’dir (Guicciardi ve Gores, 2009).

Bu 6lim reseptorlerine baglanan ligandlar, TNF siiper gen ailesine ait
tamamlayict sitokinlerdir. Fas ligand1 (FasL), Fas reseptoriine; TNF ve
lenfotoksin o, TNF-R1 reseptoriine; Apo3 ligandi, DR3 reseptoriine; TRAIL ler
ise DR4 ve DRS reseptorlerine baglanir (Ashkenazi ve Dixit, 1998; Guicciardi ve
Gores, 2009).

Apoptozun dis yolak ile indiiklenmesi siirecinde; ligand baglanmasi sonucu
aktiflesen O0liim reseptorii, bir adaptdr protein olan “Fas iliskili 6lim domeni’ni
(“Fas-Associated Death Domain”, FADD) kendisine baglar. FADD; biri “6liim
domeni” (“death domain”, DD), digeri ise “6liim etkili domen” (“death effector
domain”, DED) olmak iizere 2 tane protein etkilesim bolgesinden olusmaktadir.
FADD, kendisinde ve Oliim reseptoriinde bulunan 6liim domenleri arasindaki
etkilesimler sonucu Oliim reseptoriine baglanir. FADD, 6lim reseptoriine Fas-
sinyal yolaginda oldugu gibi dogrudan da baglanabilir, TNF-R1 - sinyal yolaginda
oldugu gibi bir diger adaptdr olan TNF Reseptor Iliskili Oliim Domeni (“TNF
Receptor-Associated Death Domain”, TRADD) aracilifiyla da baglanabilir
(Thorburn, 2004). FADD’1n prokaspaz-8’e baglanmasi ise DED araciligiyla olur.
FADD, kendisinde ve proksapaz-8’de bulunan DED’ler arasindaki etkilesimler
sonucu prokaspaz-8’e¢ baglanir. FADD’1in 6liim reseptoriine ve prokaspaz-8’e
baglanmas1 sonucu, reseptdrde “Oliim uyarict kompleks” (“Death Inducing
Complex”, DISC) adi verilen bir kompleks olusur (Thorburn, 2004). DISC’teki
prokaspaz-8, otokatalizle aktiflesir ve aktif kaspaz-8’e doniisiir. Aktif kaspaz-8 de,
kaspaz-3 ve -7 gibi sonlandiric1 kaspazlar1 aktiflestirir. Aktiflesen bu kaspazlar da
hiicresel substratlar1 yikarak, apoptotik hiicrede goriilen morfolojik ve
biyokimyasal degisimleri meydana getirirler. (Oktay, 2011)
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Olim Reseptorleri
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Aktif Kaspaz 3, 6, 7 Apoptoz

Sekil 3. Sematik Gosterimle Dis Yolak (Cooper, 2012)

I¢ yolak (Mitokondriyal Yolak)

Apoptoz indiiksiyonunda gecerli bir diger yolak, mitokondrinin anahtar rol
oynadig1 i¢ yolak, kisaca mitokondriyal yolaktir. DNA hasari, biiylime
faktorlerinin ve hormonlarin yoklugu, radyasyon, toksinler, hipoksi, hipertermi,
serbest radikaller ve wviral enfeksiyonlar mitokondriyal yolaktan apoptozu
indiikleyen tetikleyicilerdir ve bu tetikleyiciler reseptor-aracili degildirler
(Elmore, 2007).

Mitokondriyal apoptotik yolagin isleyisi, Bcl-2 protein ailesinin tiyeleri tarafindan
diizenlenir (Cory ve Adams, 2002).

Bcl-2 protein ailesinin pro-apoptotik iiyeleri olan Bax ve Bak, mitokondriyi
etkileyerek icsel apoptotik yolagi diizenlerler. Canli hiicrelerde, Bax ve Bak
monomer olarak bulunurlar. Bir 6liim sinyali alindiginda, normalde sitozolde
bulunan Bax mitokondriye gider, mitokondrinin dig membranina entegre olur ve
orada oligomerlesir. Normalde mitokondride bulunan inaktif Bak da oligomerize
olur ve aktiflesir. Tim bunlarin sonucunda mitokondrinin dis membran
gecirgenliginde degisiklikler meydana gelir. Mitokondrinin membranlar arasi
bolgesindeki apoptojenik proteinler disar1 salinir (Campello ve Scorrano, 2009).
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Mitokondriyal apoptotik yolakta en temel iki olay, mitokondrinin membran
gecirgenliginin bozulmasi ve apoptojenik proteinlerin mitokondriden sitozole
salinmasidir. Mitokondriden sitozole salinan bu pro-apoptotik proteinlerin en
onemlileri sitokrom c, Smac/DIABLO (“second mitochondrial activator of
caspases/direct IAP binding protein with low pI”), apoptoz indiikleyici faktor
(“apoptosis inducing factor”, AIF) ve endoniikleaz G’dir (Wang, 2001).

Apoptozom

g\ 9%\0. Apoptoz inhibitorleri

o

Q
Aktif Kaspaz 3,6 ,7 o

Apoptoz

Sekil 4. Sematik Gosterimle i¢ Yolak (Cooper, 2012)

Sitozole salinan sitokrom c, sitozolik bir protein olan APAF-1 (“apoptosis
protease-activator factor 17)’e baglanir ve bdylece APAF-1’de konformasyonel
bir degisim meydana gelir. Bu konformasyonel degisim dATP/ATP’nin
baglanmasini kolaylastirir. Sitokrom ¢ - APAF-1 kompleksine dATP/ATP nin
baglanmas1 ile “apoptozom” adi verilen bir kompleks olusur. Prokaspaz-9
molekiilleri, apoptozoma baglanarak aktiflesir ve aktif kaspaz-9’a doniistirler.
Aktif kaspaz-9 enzimi de, kaspaz-3 gibi sonlandiric1 kaspazlari aktiflestirir (Sekil
4) (Wang, 2001).
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Sekil 5. Hem icsel (Mitokondriyal) Hem de Dissal Apoptotik Yolagin Sematik Olarak
Gosterilmesi (Favaloro ve ark., 2012)

Apoptoz Modiilatorleri

Apoptozis ¢ok sayida modiilator tarafindan diizenlenir. Bunlar arasinda; kalsiyum
iyonlari, seramid ve benzeri molekiiller, c-myc gibi onkogenler, tiimor baskilayici
p53 proteini ve mitokondri organeli bulunmaktadir. Apoptotik siire¢ boyunca
hiicre i¢ine siirekli kalsiyum girisi olur. Kalsiyum iyonlar1 endoniikleaz
aktivasyonunda, gen regiilasyonunda, proteazlarin aktivasyonunda ve hiicre
iskeleti organizasyonunda rol almakla birlikte apoptozisin gergeklesmesi igin
onemli bir iyondur (Cooper, 2006)

Niikleer transkripsiyon faktorii NF-kB

NF-kB (Niikleer faktor kappa B), sitokinler, kemokinler, biiylime faktorleri,
hiicre-adezyon molekiilleri ve yiizey reseptorleri benzeri molekiilleri kodlayan
genlerin diizenlenmesinde gorevli bir transkripsiyon faktoriidiir. Dolayisiyla
bagisiklik yanitina, enflamasyona ve apoptoza etkin olarak katilir (Shishodia ve
Aggarwal, 2002).

NF-kB bir heterodimerdir ve 50 kDa'lik ve 65 kDa'lik 5 alt birimden meydana
gelir. p105/p50, p100/p52, RelA (p65), c-Rel ve RelB. Bunlar sitoplazmada 6ncii
(precursor) olarak veya 6zel inhibitorler, KB inhibitor proteinleri (IKB) ile inaktif
halde bulunurlar (Terzic ve ark., 2010).
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NF-kB'nin etkinlesmesinin en az 3 basamag direkt ubikiitinlenmeyi gerektirir:
Inhibitér kB'nin (1KB) yikimi, NF-kB'nin 6nciillerinin yikim1 ve TAK1'in (TGF-
beta ile etkinlesen kinaz 1) etkinlesmesi (Skaug ve ark., 2009).
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Sekil 6. 26S Proteozom Kompleksi Tarafindan Diizenlenen NF-kb’nin Fonksiyonlari
(Frankland-Searby ve Bhaumik, 2012)

NF-kB alt birimlerinin etkinligi proteozom araciligityla diizenlenir ve ¢aligmak
icin proteolize ihtiyag duyar. NF-kB'nin etkinligi, 1KB ile engellenir ve
uyarilmayan hiicrelerde inaktif halde kalmasini saglar. NF-kB ile diizenlenen gen
iirlinler1 proapoptotik ve anti-apoptotik olarak ikiye ayrilabilir. Proapoptotik
iriinler arasinda p53, Fas, TNF, Kaspaz 1, TRAIL, c-Myc ve Fas ligand gibi
molekiiller yer alirken antiapoptotik olanlar arasinda siklin D1, COX-2
(siklooksijenaz-2), Bcl-2, TRAF-1(TRAIL ile iliskili faktor 1) ve 2, Survivin ve
MnSOD (mangan siiperoksit dismutaz) yer alir. (Shishodia ve Aggarwal, 2002;
Spataro ve ark., 1998; Deshaies, 1995)

NF-kB muhtemelen doku orijininden ziyade Olim uyarisinin durumu ile
belirlenen anti ve proapoptotik fonksiyonlarin her ikisini de gosterir. Uygun
fizyolojik durumlarda, NF-kB‘nin aktivasyonu bir siirii kompleks proteinin
aktivasyonu yoluyla apoptotik uyariya dirence neden olur.
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Bununla beraber, belirli uyarilara tepki olarak NF-kB aktivasyonu apoptozun
indiiklenmesine yol agabilir. Bu kaspaz-1 gibi kaspazlar, interferon-diizenleyicili
faktor-1, c-myc, ve p53 gibi baz1 proapoptotik proteinlerin aktivasyonu ile
aciklanabilir. (Ghobrial ve ark., 2005)

Timor gelisimine yardimcit olan sitokin (cytokine)‘lerin ¢ogu NF-kB
transkripsiyon faktorleri araciligiyla aktif hale getirilir veya Oncii kanser
(premalignant) hiicrelerde ve immiin/inflamatuvar hiicrelerinde NF-kB
sinyallesmesini aktif hale getirir. NF-kB‘nin kolorektal ve kolitis-bagimli
tiimorogenezde belirgin bir rolii vardir. Kolorektal ve kolitis-bagimli tiimorlerin %
50‘sinden fazlasinda tipik olmayan NF-kB aktivasyonu belirlenmistir (Terzic ve
ark., 2010).

Ayrica, Hodgkin lenfomada, B hiicreli lenfomada ve T hiicreli lenfomada NF-
kB'nin siirekli ekspresyonu gosterilmistir (Jeay ve ark., 2002).

Ubikiitin/Proteozom Sistemi

Bu sistem genis bir proteinaz kompleksinden olugsmakta olup, hiicre biiylimesi ve
apoptozu diizenlemeden sorumludur. Protein yikimi olduk¢a koordineli bir islem
olup ubikiitin molekiillerine baglanarak proteinin taninmasini ve 26S proteozomu
ile sindirilmesini igerir (Ghobrial ve ark., 2005).

Ciechanover ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismalarda ubikiitin molekiiliinii kesfetmis
ve protein yikiminda roliinii belirlemislerdir (Mani ve Gelmann, 2005).

Okaryotik hiicrelerde segici protein yikimi, genellikle yikilacak olan proteine
ubikiitin molekiillerinden olusan bir zincir eklenip 26S proteozoma
yonlendirilerek burada peptidlere kadar yikilmasi ile meydana gelir (Hershko ve
Ciechanover, 1998; Yerlikaya, 2004).

Ubikiitin molekiilii anormal bir hiicrenin malign hiicreye dontistimiiyle ilgili hiicre
ici sinyaller, hiicre proliferasyonu, bagisiklik yaniti ve transkripsiyonun
diizenlenmesi gibi bircok molekiiler homeostatik mekanizmaya katilir. Ubikiitin,
76 aminoasitlik kii¢lik bir peptid olup hedef substratlara E1 (ubikiitin aktiflestirici
enzim), E2 (ubikiitin konjuge edici enzimler) ve E3 (ubikiitin ligaz) denen 3
enzimin sirasityla etkinlesmesi ile baglanan ve onlar1 proteozom adli hiicre igi
organele hedef gosteren bir molekiildiir (Spataro ve ark., 1998).

Proteinlerin katlanmasi ya da protein komplekslerinin olusumu endoplazmik
retikulumda organelde gerceklesir. Yanlis katlanan proteinler endoplazmik
retikulum saperonlarini iceren bir sistem tarafindan tanmir, ¢oklu ubikiitinlerle
isaretlenir (poliubikiitinlenme) ve 26S proteozom aracilifiyla yikilir (Yewdell,
2001; Rudd ve ark., 2002) .

Yeni sentezlenen proteinlerin yaklasik {igte bir1 sentezlendigi dakikada
proteozomlar tarafindan yikilir (Yewdell, 2001).

15



A~
e
éumkutm /
G %\; -
™

19S Kompleks

26S Proteozom

Sekil 7. Ubikiitin-Proteozom Yolu ve 26S Proteozomun Bilesenleri ( E1: Ubikiitin aktive
edici enzim, E2: Ubikiitin konjuge edici enzim, E3: Ubikiitin ligaz) (http-4)
26S Proteozom

26S proteozom, ¢ogunlukla Ubikiitin ile isaretlenmis proteinlerin yikildigi, tiim
hayat formlarinda bulunan ve yaklasik 64 alt birimden olusan biiyiik bir
proteazdir. 26S proteozom, sitoplazma ve c¢ekirdekte bulunan multikatalitik bir
proteazdir. Gorevleri arasinda, hiicre igindeki bir¢cok kisa ve uzun Omiirli
proteinlerin miktarlarint kontrol etmenin yanmi sira hatali katlanmis-anormal
proteinlerin yikimi, hiicre donglisii proteinleri olan siklinlerin, transkripsiyon
faktorlerinin islenmesi ve yikimi, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, immiin-cevap
ve apoptozis bulunmaktadir. 26S proteozomda yikilan proteinlerin bazilari; p53,
c-Myc (onkoprotein), IkB (NFxB inhibitorii), B-catenin, Bax, tBid, siklinlerdir.
26S proteozom, bir adet 20S proteozom ve iki adet 19S diizenleyici kompleksi
igerir ve 2.5 MDa agirligindadir (Kalejta ve Shenk, 2003).

Proteozom inhibisyonu
Proteozom inhibisyonu, klinikte etkili bir antikanser tedavi yaklasimi olarak son

on yil i¢inde ortaya ¢ikmistir. Bu durum oncelikle hematolojik malignansiler i¢in
gecerlidir (Dick ve Fleming, 2010).

Proteozom inhibitorleri, proteozomlarin fonksiyonlarini inhibe eder, protein
yapimini giiclestirir ve ¢oklu sinyal iletimini engellerler. Sinyal iletimi kesilince
kanserli hiicreler 6liir ve tiimdriin biiytimesi baskilanir (Karp, 1999).
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Son zamanlarda yapilan bir ¢aligmada; kanser hastalarinin saglikli bireyler ile
karsilastirildiginda, plazmalarinda 20S proteozom miktarinin 1000-kat kadar
yukseldigini gostermistir. Bu calismalar, proteozom inhibitorlerinin spesifik
olarak ¢ogalabilen hiicrelerde apoptoza neden olduklarini; dolayisiyla, diger anti-
kanser ilaclara gore avantajli durumda olduklarini ve kanser tedavisinde daha
etkili olabileceklerini gostermektedir (Dutaud ve ark., 2002)

Antitiimor etkiler icin 26S proteozom kompleksi hedef alinarak bir¢ok proteozom
inhibitori gelistirilmis ve test edimistir. Bu proteozom inhibitdrleri, farkli timor
tiplerinde apoptozu harekete gegirerek antitiimor fonksiyonu gostermistir. Dahasi
bu proteozom inhibitorlerinin anjiyogenezi, hiicre hiicre adezyonunu ve
migrasyonu inhibe ettigi gosterilmistir. Klinikte bir¢ok proteozom inhibitdrii i¢in
multip] myeloma ve kati tiimorlerin tedavisi i¢in c¢alismalar bulunmaktadir.
Proteozom inhibitorlerinden olan Bortezomib su an klinikte multiple myeloma ve
mantle hiicreli lenfoma tedavisinde kullanilmaktadir.

Tablo 2. 26S proteozom inhibitorlerinin hedefleri ve klinik durumlar1 (Frankland-Searby ve

Bhaumik, 2012)

26S proteozom 26S proteozom hedefi Klinik Durumu
Inhibitérleri
Bortezomib Kimotripsin benzeri aktivite MM ve MCL i¢in onayli
Carfilzomib Kimotripsin benzeri aktivite MM’de faz I1I, AML ALL ve CLL’de
faz I, solid timorlerde faz Ib/I1

ONX0912 Kimotripsin benzeri aktivite Solid tiimorlerde faz I

NPI-0052 Kimotripsin benzeri, tripsin MM, solid tiimér, refrakter lenfoma ve
benzeri ve kaspaz benzeri kiictik hiicreli olmayan akciger
aktiviteler kanserinde faz [

CEP-18770 Kimotripsin benzeri aktivite MM’de faz I/I1

MLN9708 Kimotripsin benzeri aktivite MM’de faz I/I1

ve lenfomada faz 1

MM: multiple myeloma, MCL: mantle hiicreli lenfoma, AML: Akut Miyeloid
Losemi ALL: . Akut Lenfositik Losemi CLL: Kronik Lenfositik Losemi.

Bortezomib

Bortezomib, diger isimleriyle Velcade, PS-341, bir¢ok kanser hiicre hattina karsi
yiiksek etki giiciine sahiptir. Ozellikle multiple myeloma da spesifik etkinlik
gostermesiyle birlikte, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri, mantle hiicreli
lenfoma ve pankreas kanserinde de etkili bulunmustur (Scagliotti, 2006;
Aghajanian ve ark., 2002; Richardson ve ark., 2003; Kumar ve ark., 2011;
Papandreou ve Logothetis, 2004).

Bortezomib FDA onay1 alan ilk proteozom inhibitdrii olma 6zelligine sahiptir (Ma
ve ark., 2003; Mitsiades ve ark., 2003).
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Ik olarak FDA bortezomib’i 2003 yilinda multiple myelomun 3. basamak tedavisi
i¢in (6nceden en az iki tedavi gérmiis) onaylamistir (Kane ve ark., 2006).

Daha sonra ise FDA 2008 yilinda ilk basamak tedavi i¢in onay vermistir. Ayrica
Bortezomib’in mantle hiicreli lenfoma tedavisine de 2006 yilinda onay gelmistir
(Kane ve ark., 2007)
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Sekil 8. Bortezomib’in Kimyasal Formiilii

Kanser hiicrelerini 6ldiirmesine ragmen bortezomib’in hiicresel mekanizmalari
tam olarak bilinmemektedir. Ancak bortezomib’in hiicreleri 6ldiirme etkinligi i¢in
birgok mekanizmanin sorumlu oldugu diisiiniilmiistiir. Bunlar, hiicre adezyonunun
bozulmasi, sitokin bagimli yasam yollarmin kesilmesi (NF-kB gibi),
anjiyogenezin inhibe olmasi, endoplazmik retikulum stresinin aktivasyonu, pro-
apoptotik genlerin upregiilasyonu ya da anti-apoptotik genlerin down-
regiilasyonudur (Yew ve ark., 2005; Briining ve ark., 2011).

Proteozom inhibitdrii Bortezomib’in Imatinib’e duyarli ve direngli KML hiicre
dizilerinde apoptozi arttirdigli, G2/M fazi hiicre siklusu duraklamasini tetikledigi
ve ¢ogalmayi inhibe ettigi gdsterilmistir. Bununla beraber imatinib ile es zamanl
kombine olarak verildiginde biiylimenin inhibisyonunda karsit bir etkilesim ortaya
cikmaktadir, bu nedenden dolayr ardisik verildiklerinde aditif etki ortaya
cikmaktadir (Melo ve Chuah, 2008)

MLN9708

MLN9708 insan tiimorlerinin genis bir araligini tedavi etmek icin gelistirilen
ikinci nesil proteozom inhibitoriidiir (Kupperman ve ark., 2010).

MLN9708 bor iceren kiiciik bir peptid inhibitér molekiiliidiir. Bortezomib’in
aksine MLNO9708 oral olarak biyoyararlanima sahiptir. Bortezomib’e benzer
olarak ise proteozomu kimotripsin benzeri aktiviteyle (Bs) inhibe eder. Bununla
birlikte MLN9708’in 20S proteozom ayrisma yari 0mrii Bortezomib’den daha
kisadir (6 kat daha hizlidir) bu yiizden MLN 9708 doku dagiliminda Bortezomib’e
gore avantajli oldugu disiiniilmektedir. MLN9708 biyolojik olarak inaktiftir
ancak plazmada hizli bir sekilde hidrolize olarak biyolojik aktif formu olan
MLN2238’¢ doniisiir. MLN2238 bir¢ok kanser hiicre hattina karsi giicli
antikanser aktivite gosterir (Chauhan ve ark., 2011; Kupperman ve ark., 2010).
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Sekil 9. MLLN9708’in MLN2238’e Hidrolize Olmasi1 (Edmund ve ark., 2011)

Bortezomib 20S proteozomunda 8 bolgesinin 3 alt {initesine de baglanabilmesine
ragmen genellikle Bs alt linitesine baglanmaya egilimlidir ve burayi inhibe eder
(Kupperman ve ark., 2010; Adams ve ark., 1998)

MLN2238, 20S proteozomun fs altiinitesine baglanarak kiiltiire edilen kanser
hiicrelerinde inhibisyon ve giiglii aktivite gostermektedir. Ayrica yiiksek
konsantrasyonlarda f; ve [, alt iinitesine de baglandig1 ve inhibe ettigi
bulunmustur (Marblestone, 2009).

E1, E2, E3 z;:}:lr:iyel Terapotik

enzimleri

Ub) ATPases/ -

¢ Ub) 1
U—D,Ub Cdeas [ Immunoproteasome
ATP == ADP I PR-924
e =
4 a4 )

Bortezomib
Carfilzomib
CEP-18770
ONYX-0912
MLN 2238

NPI-0052: 5, p1, p2

Pargalanan Protein

26S Proteozom

Sekil 10. Bortezomib ve MLLN2238’in Baglanma Bdlgelerinin Gosterilmesi ve 26S Proteozom
(Anderson, 2012)

MLNO9708’1n etkileri, solid tiimorler ve hematolojik malignansiler de, preklinik
olarak arastirilmaya baslanmistir (Kupperman ve ark., 2010).

Bu baglamda su an klinikte lenfomali ve solid tiimorli hastalarda faz 1
asamasindadir. Ayrica MLN9708’in multiple myeloma i¢in klinik faz I/II
caligmalar1 devam etmektedir (Crawford ve ark., 2011).

Biz de bu ¢alismada, yeni bir proteozom inhibit6rii olan MLN9708’1, FDA onayh
bir ilag olan Bortezomib ile karsilastirarak hem hematolojik malignansilerde, hem
de solid tiimdrlerde etkilerini belirlemeyi amagladik. Insan K562 1dsemi hiicre
hatt1 ve Caco2 insan kolorekteral hiicre hatti lizerindeki sitotoksik ve apoptotik
etkilerini, proteozom inhibitdrlerinin etki yolagi {izerinde anahtar rol oynayan NF-
kB ve c-myc ekspresyon diizeylerini belirledik.
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GERECLER

Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Ilaclar

0,2 mI’lik PCR tiipii (Greiner bio-one, Amerika).

10, 100, 1000 ve 5000 ul’lik otomatik pipetor (Eppendorf, Kanada),
10, 200, 1000 pl’lik mikropipet ucu (Greiner bio-one, Amerika),
12 kanalli otomatik pipet (Axygen, ingiltere),

15 ve 50 mI’lik santrifiij tiipleri (Isolab, Almanya),

25 cm*-75 em?’lik hiicre kiiltiir flaski (Greiner bio-one, Amerika)
2ml’lik Ependorf tiip (Greiner bio-one, Amerika),

5 ve 10 mI’lik steril enjektor (Ayset, Tiirkiye),

5-10 ve 25 ml’lik cam pipet (Isotherm, Tiirkiye),

6 ve 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakas1 (TPP, Isvigre),

Annexin V Fitc Apoptosis Detection Kit 100 test, cat no:556547 (BD Biosciences,
Amerika)

Bortezomib (BioChemica - A7737, Almanya)

Cedex smart Slide (Roche, Almanya),

Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Sigma—Aldrich, Almanya),

Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma-Aldrich, Almanya),

Filtre (Sartorius stedim, Almanya);

Kryotiip (2ml) (Greiner bio-one, Amerika),

Lamel (Isolab, Almanya),

L-glutamin (Sigma-Aldrich, Almanya);

MitoScreen (JC-1) Kit Cat n0:551302 (BD Biosciences, Amerika)
MLN2238 (20 mg) (Activebiochem, Katalog No:A1226, Amerika)
Parafilm (Pechiney, Fransa),

pH indiikator kagidi (Macherey- Nagel, Almanya)

RPMI-1640 medyum (1X) (HyClone, Thermo Scientific),

Sodyum piriivat (Biochrom AG, Almanya),

Sarjl1 pipetor (Starlab, Almanya),

Tripan mavisi (Roche, Almanya),

Tripsin-EDTA 10X (Pan, Biotch),

WST-1 sitotoksisite kiti (25 ml) Cat no: 11644807001 (Roche, Almanya)
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Kullanilan Cihazlar

Cedex (Innovatis),

Derin dondurucu buzdolabi (Altus),
DNA-RNA c¢aligsma kabini HEPA/UV PCR (UVP),
Akis sitometri cihazi (BD. FACS Aria)

Hassas terazi (Ohaus),

Inverted mikroskop (Leica),

Laminar Flow kabin (Heal Force),

Light Cycler 480° (Roche),

MagNA Lyser (Roche),

MagNA Pure Compact (Roche),

Masaiistli sogutmali santrifiij (Eppendorf),
Mikro santrifiij (Hettich),

Mikroplaka okuyucu (ELISA) (BioTek),
NanoDrop 2000 Spektrofotometre (Thermo Scientific),
Otoklav (Alp),

Otomatik pipetler (Eppendorf),

PCR Thermal Cycler (Gradient PCR) (Takara),
Steril CO; inkiibatorii (Thermo Scientific),
Sterilizator (Niive)

Su banyosu (Nuve),

Vorteks (Daihan)
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YONTEMLER
Deneylerde Kullamilan Hiicreler
Kronik myeloid losemi hiicre hatti (K562)

Calismamizda kullanilan  hiicreler ATCC (Amerikan Tissue Culture
Collection)’den saglanmistir. (ATCC kodu: CCL-243)

Insan kolon adenokarsinom hiicre hatti (Caco2)

Calismamizda kullanilan  hiicreler ATCC (Amerikan Tissue Culture
Collection)’den saglanmistir. (ATCC kodu: HTB-37)

Kullanilan Arag¢ ve Gereclerin Hazirlanmasi
Kullanilan malzemelerin steril edilmesi

Calismalarda kullanilacak cam ve metal malzemeler aliiminyum folyolara sarili
olarak sterilizatorde 180°C’de 2 saat, siv1 soliisyonlar ise otoklavda 121°C, 1.5
atm/Hg’de 20 dakika steril edilmistir. Kullanilan tiim sivi kimyasallar seliiloz
nitrat filtreden gecirilerek steril edilmistir (Jakoby ve Pastan, 1979).

Kullanilan ilaclarin hazirlanmasi
Bortezomib

Toz halindeki Bortezomib’ten (BioChemica - A7737, Almanya) dimetilsiilfoksit
(DMSO; Sigma) icinde c¢oziilerek 500 mM konsantrasyonda ana stok
hazirlanmistir. Bu stok soliisyondan, kiiltir medyumunda ¢esitli seyreltme
islemleri yapilarak, 0.01, 0.1, 5, 10, 20, 30 uM Bortezomib konsantrasyonlari
hazirlanmistir. En yiiksek Bortezomib konsantrasyonunda DMSO oram1 % 0.1
oraninda oldugu i¢in kontrol grubuna da medyum i¢inde %0.1 oraninda DMSO
uygulanmistir. Bortezomib’den hazirlanan ana stok, aliquatlanarak -20°C’de
saklanmistir. Deneyde kullanilan bortezomib konsantrasyonlari da her deney
tekrarinda taze hazirlanarak kullanilmistir.

MLN2238

Toz halindeki MLN2238’den (Activebiochem, Amerika) dimetilsiilfoksit
(DMSO; Sigma) i¢inde c¢oziilerek 30 mM konsantrasyonda ana stok
hazirlanmistir. Bu stok soliisyondan, kiiltir medyumu kullanilarak c¢esitli
seyreltme islemleri yapilarak 0.01, 0.1, 5, 10, 20, 30 uM MLN2238
konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. En yiiksek MLN2238 konsantrasyonunda
DMSO orant % 0.1 oraninda oldugu icin kontrol grubuna da medyum iginde
%0.1 oraninda DMSO uygulanmistir. MLN2238 den hazirlanan ana stok,
aliquatlanarak  -80°C’de  saklanmustir. Deneyde kullanilan MLN2238
konsantrasyonlar1 da her deney tekrarinda taze hazirlanarak kullanilmistir.
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Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Caco?2 ve K562 hiicrelerinin kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmasi ve deneylere hazirlik

Kolorektal adenokarsinom hiicre hatt1 (Caco2) ve kronik miyeloid 16semi (K562)
hiicreleri, %10 f6tal bovine serum, %1 penisillin/streptomisin, %1 L-glutamin ve
%1 amfoterisin igeren RPMI-1640 besiyerinde, % 5 COy’li etlivde,%95 bagil
nem’de 37 °C’de siispansiyon Kkiiltiir ortaminda cogaltildi. Kiiltiir kab1 %70
oraninda hiicre yogunluguna sahip oldugu zaman (yaklasik 2-3 giin) alt kiiltiirlere
ayrilarak biliytimesi saglandi. Cogaltilan hiicrelerin bir kismi -80 °C’de stoklanarak
caligmanin sonraki deneyleri i¢in stoklandi.

Hiicre sayimlari

Flasklarda bulunan K562 ve Caco? hiicreleri PBS ile yikanmistir. Caco?2 hiicreleri
icin kiiltiir kabinin biiyiikliigiine ve hiicrenin yogunluguna bagl olarak, flaska
250-450 pL 1X tripsin konmus, bir iki dakika inkiibatérde bekletilerek hiicrelerin
yapistiklart flasktan kalkmalar1 saglanmistir. Tripsinin etkisini ndétralize etmek
icin, kalkan hiicrelerin {izerine hemen besiyeri ilave edilerek, besiyeri-hiicre
karisimi santrifiij tiiptine aktarilmigtir. K562 hiicreleri ise non-adhere hiicre olma
ozellikleri nedeniyle flasktan direk santrifiij tiiptine alinmiglardir.1200 rpm’ de 5
dakika santriflij sonrasinda, pelet ilizerine yeni besiyeri eklenmis ve pipetleme
yaptlmistir. WST-1, Annexin-V/PI, Kaspaz-3, Jc-1 ve RT-PCR yontemleri
uygulanmadan once K562 ve Caco2 hiicreleri tripan mavisi soliisyonu ile
boyanarak hiicre sayici cihaz (Cedex-Roche) ile sayilmustir.

WST-1 yontemi ile sitotoksisitenin belirlenmesi

WST-1 (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene
disulfonate), bir tetrazolyum tuzu olup, canli hiicrelerin mitokondrilerinde
siikksinat-dehidrogenaz enzimine spesifik olararak baglanir ve suda ¢dzlinmeyen
formazan tuzlarina doniisiir. Bu doniisiim canli hiicrelerde nikotinamid adenin
diniikleotit fosfatin glikolitik iiretimine baglhidir. Bu nedenle olusan formazan
miktar1 direkt olarak kiiltlirde metabolik olarak aktif hiicreleri (canli hiicreleri)
gostermektedir WST-1 yonteminde spektrofotometrik olarak olgiilen absorbans
degeri, kiltiirdeki hiicrelerin metabolik aktivitelerini gosterir ve bu deger de
yasayan hiicre sayis1 ile iligkilidir. Proliferasyon arttikca, formazan tuzu
olusumuna bagli olarak absorbans degeride artis gosterir (Carmicheal ve ark.,
1987; Lian ve ark., 2003) (Sekil 11).

WST-1 toksik olmayan, suda ¢6ziinebilen membran-gegirgen {iriinlere metabolize
edilir, boylelikle kiiltiirde kolayca diffiize olmaktadir. Bu nedenle WST-1, hiicre
kiiltiirlerinin canliligin1 riske atmaz ve arada ¢oziinme gibi bagka bir asama

icermedigi i¢in uygulanmalar1t MTT ile karsilastirildiginda daha kolaydir (Galluzi
ve ark., 2009).
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Sekil 11. WST-1 Tetrozolyum Tuzunun Formazan Tuzuna Déniisiimii (RS: Mitokondrial

Siiksinat- Tetrozolyum Rediiktaz Sistemi)

Metodun uygulanmasi

K562 ve Caco2 hiicreleri %10’luk Fetal Bovine Serum ve %1 Penisilin-
Streptomisin iceren RPMI-1640 ortaminda, 37°C° de %35 CO, inkiibatoriinde
kiiltiire edilmistir. Hiicreler yeterince ¢ogaldiktan sonra hiicre sayimi yapilarak, 96
kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 5.000 hiicre olacak sekilde besiyeri
ortaminda ekilmistir. Caco2 hiicrelerini yapismalar1 i¢in 24 saat inkiibasyona
brrakilmistir. K562 hiicreleri siispansiyon olduklar1 i¢in konsantrasyonlarin
verilmesi i¢in 3-4 saat beklenmistir. DMSO’da ¢o6ziilerek hazirlanmis olan
MLN2238 ve Bortezomib stok soliisyonundan hiicre kiiltiir besiyeri i¢inde gerekli
seyreltmeler yapilarak uygun MLN2238 ve Bortezomib konsansantrasyonlari
(0.01, 0.1, 1, 5, 10, 20 ve 30 uM) hazirlanmistir. Kuyucuklara taze olarak kiiltiir
besiyerinde hazirlanan MLN2238 ve Bortezomib konsansantrasyonlari
uygulanmistir. Kontrol grubundaki hiicrelere de %0.1 oraninda DMSO igeren
besiyeri uygulanmistir. Daha sonra plakalar 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlara
birakilmistir. Inkiibasyon siireleri sonunda her bir 96’lik kuyucuktaki hiicreler
iizerine, WST-1 kit (Katalog no:11644807001, Roche) prosediirii talimatlarina
gore 10 pL WST-1 reaktifi ilave edilerek, hiicreler 3 saat inkiibatdrde inkiibe
edilmis ve inkiibasyon sonunda absorbanslar 420 nm dalga boyunda ELIZA
okuyucu cihazinda, her bir grupta 7 kuyucuk olacak sekilde okunmustur. Deneyler
bir birinden bagimsiz 3 tekrar olarak caligilmistir. Renk olusumuna goére alinan
absorbans degerleri, hiicre canlilig1 ile direkt olarak iliskilendirilmistir. Sonuglar
canlilik formiiliine gore hesaplanip % canlilik olarak belirlenmistir.

% canlilik= Ornegin absorbans degeri x 100
Kontroliin absorbans degeri
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Akas Sitometri Cihazinda Yapilan Deneyler
Akag sitometride Annexin V-PI yontemi ile apoptotik etkinin belirlenmesi

Bu yontem, saglikli hiicre zarlarmin i¢ kisminda bulunan fosfatidilserinin
apoptotik hiicrelerde hiicre zarmin parcalanmasi ile birlikte hiicrenin dis kismina
cikmasi temeline dayanir (Boga, 2009).

Normal hiicrelerde hiicre zarimin sitoplazmik yiiziinde membran lipidlerinden biri
olan fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Eger hiicre apoptoza giderse normalde i¢
ylzde yerlesmis olan PS molekiilleri hiicre zarinin dis yiiziine transloke olurlar.
Bu yer degistirme hiicre membran biitiinliigliniin bozulmadig1 apoptotik hiicre
Oliimiinlin erken donemlerinde meydana gelir. AnneksinV, hiicrenin dis yiizeyine
yerlesen fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu i¢in, floresan bir madde
(6rn. FITC) ile isaretlenerek apoptotik hiicre goriiniir hale getirilebilir (Gatti ve
ark., 1998; Kopman ve ark., 1994; Overbeeke ve ark., 1998; Zhang ve ark., 1997).

Propidyum 1yodid (PI) ise, DNA ya da cift sarmalli RNA’ ya baglandigindan,
membran yapist bozulmus gec¢ apoptotik ve nekrotik hiicrelerin tespitinde
kullanilmaktadir (Boga, 2009).

FITC ve Annexin V’in hiicre yiizeyindeki fosfatidilserine baglanma orani akis
sitometri ile Olgiilebilmektedir. Nekrotik hiicrelerin yilizeylerinde de Anneksin V
baglanmasi1 goriilebildigi i¢in ikinci boya olarak propidyum iyodiir eklenmektedir.
Annexin V-FITC (green fluorescence) ve non-vital boya olan propidium iodide
(red fluorescence) ile ayni zamanda boyanan hiicreler, canli hiicreler ([Annexin-V
- /PI -]), erken apoptotik hiicreler ([AnnexinV+ / PI -]), ge¢ apoptotik hiicreler
([Annexin-V+ /PI +]) ve nekrotik hiicrelerin ([Annexin-V- /PI +]) birbirinden
ayirt edilmesine izin verir (Overbeeke ve ark., 1998; Tesarik ve ark., 1998).

Metodun uygulanmasi

Bu calisma i¢in Annexin V Fitc Apoptosis Detection Kit (Katolog no: 556547,
BD) protokolii uygulanmistir. K562 ve Caco2 hiicreleri %10’luk Fetal Bovine
Serum ve %1 Penisilin-Streptomisin igeren RPMI-1640 ortaminda, 37°C* de %5
CO; inkiibatoriinde Kkiiltiire edilmistir. Hiicrelerin  yeterince ¢ogalmasi
beklendikten sonra hiicre sayimi1 yapilarak hiicreler 6 kuyucuklu plakalara her bir
kuyucukta 1x10° hiicre olacak sekilde besiyeri ortaminda ekilmistir. Caco2
hiicrelerini yapigsmalar1 i¢in 24 saat inkiibasyona birakilmistir. K562 hiicreleri
siispansiyon olduklar1 i¢in konsantrasyonlarin verilmesi i¢in 3-4 saat beklenmistir.
DMSO’da c¢oziilerek hazirlanmis olan MLN2238 ve Bortezomib stok
sollisyonundan hiicre kiiltiir besiyeri i¢inde gerekli seyreltmeler yapilarak WST-1
testinin  sonuglarmma gore secilen uygun MLN2238 ve Bortezomib
konsansantrasyonlari (1, 5, 10 ve 20 uM) hazirlanmistir. Kuyucuklara taze olarak
kiiltiir besiyerinde hazirlanan MLN2238 ve Bortezomib konsansantrasyonlar
uygulanmigstir. Kontrol grubundaki hiicrelere de %0.1 oraninda DMSO igeren
besiyeri uygulanmistir. Daha sonra plakalar 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlara
brrakilmistir. Inkiibasyon siireleri sonunda her bir 6’lik kuyucuktaki hiicreler
kaldirilarak 1200 rpm’de 5 dakika satrifiij edilmis ve supernatant
uzaklastirilmistir.
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Hiicre peleti 2 ml soguk PBS 2 kez yikanmistir. Son yikamadan sonra kalan pellet
100 pl PBS ile resuspanse edilerek flow tiipiine aktarilmis, tizerine 5 pul Annexin
V ve 3 ul PI ilave edilmistir. Oda sicakliginda ve karanhikta 20 dakika
inkiibasyona birakilan tiiplerin inkiibasyon sonunda 250 pl “Annexin V baglama
tamponu” eklenerek 30 dakika icinde akis sitometri cihazinda okumasi
yapilmistir.

Akag sitometride Kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptotik etkinin belirlenmesi

Kaspazlar gerek 6liim reseptorleri yolu, gerekse mitokondriyal apoptozda rol alan
proteazlardir (Kaufmann ve Hengartner, 2001).

Kaspaz-3, apoptoz mekanizmasinin tamamlanma fazinda yer alan ve apoptozun
sonlandirilmasindan sorumlu (sonlandirici) kaspazlardan biridir. Kaspaz-3 hem
digsal apoptotik yolak iizerinden hem de i¢sel (mitokondriyal) apoptotik yolak
iizerinden aktiflesebilir. Kaspaz-3, kromatin kondensasyonundan, DNA
fragmentasyonundan ve hiicre iskeletine ait proteinlerin yikimindan sorumludur
Bu nedenle bir hiicrede kaspaz-3 enzim aktivitesinin belirlenmesi, o hiicrenin
apoptoza gittiginin en 6nemli kanitlarindan biridir (Slee ve ark., 2001).

Ozellikle kaspaz 3, 8 ve 9 apoptozda daha biiyiik dneme sahiptir; kaspaz-9
mitokondrial yolakta, kaspaz-8 Fas/CD95 yolaginda 6nemli rol oynarken, kaspaz-
3 ise ¢oklu yolaklar ile aktivitesini gdstermektedir.

Kaspaz-3 aktivitesi;

*  Western Blot

* Immiinohistokimya
* Akis sitometri

* ELIZA

Y ontemleri kullanilarak belirlenebilmektedir.

Aktif kaspaz-3 apoptoza giden hiicrelerin giiglii bir gostergesi olarak ortaya
cikmistir ve apoptozun varligina isaret olarak kabul edilir. Apoptozun erken
asamalarinda aktif hale gelmesi de 6nemli bir proteaz oldugunu gostermektedir.

Kit igeriginde kullanilan soliisyonlar ile (Cytofix/Cytoperm) hiicreler 6nce
gecirgen hale getirilmis ve daha sonra PE Rabbit Anti-Aktif kaspaz-3 ile
boyanarak akis sitometri cihazinda analizi yapilmis ve aktif kaspaz-3 ytizdeleri
belirlenmistir.

Metodun uygulanmasi

Kaspaz-3 aktivasyonun belirlenmesinde PE Active Caspase-3 Apoptosis Kiti
(Katalog NO: 550914, BD) kullamlmistir. K562 ve Caco2 hiicreleri 1 x10°
hiicre/ml yogunlugunda olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara ekilmistir. Hiicreler
MLN2238 ve Bortezomib ile WST-1 ve Annexin V-PI testi sonuglarina gore
belirlenen uygun konsantrasyonlarda (1, 5, 10 ve 20 uM) ve zamanlarda (24 ve
48 saat) inkiibasyona tabi birakilmistir. Inkiibasyon siireleri sonunda her bir 6’lik
kuyucuktaki hiicreler kaldirilarak 1200 rpm’de 5 dakika satrifiij edilmis ve
siipernatant uzaklastirilmistir.
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Hiicre peleti soguk PBS ile 2 kez yikanmustir. (Birinci yikamada 1000 pl ve ikinci
yikamada 2000 ul PBS kullanilmistir). Son yikamadan sonra tiiplerin {izerindeki
siipernatant dokiilmiis ve pelletin iizerine fiksasyon ve hiicrelerin gecirgenligini
saglamak icin, 500 pl cytofix/cytoperm soliisyonu ilave edilerek 20 dk buzun
icinde bekletilmistir. Bu siirenin sonunda 1200 rpm de 5 dk santrifiij yapilmis ve
pellet 2 kez 500 pl “perm wash” ile yikanmistir. Son yikamadan sonra hiicre
pelleti 50 pl perm wash ile resiispanse edilerek lizerine 10 pl antibody (PE Rabbit
Anti kaspaz-3) eklenmis ve 30 dk oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
siiresi sonunda her bir tiipe 1000 pl perm wash ilave edilerek santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonunda pellet 350 pl perm wash ile flow tiipiine aktarilarak akig
sitometri cihazinda analiz edilmistir.

Akig sitometride JC-1 boyama yéntemi ile hiicrelerin mitokondrial membran
biitiinliigiiniin belirlenmesi

Bazi ¢alismalar mitokondriyal gegirgenlik transisyon por agikliginin apoptoza yol
acan siiregler icin onemli bir kanit oldugunu gostermistir (Dispersyn ve ark.,
1999)

Apoptozda mitokondriyal bozuklugu igeren iki 6nemli etken ortaya konmustur.
Bu etkenlerden biri mitokondri zarmin gegirgenliginin degismesi ve bunu takip
eden membran potansiyelinin kaybolmasi ikincisi de, mitokondrinin i¢ membran
boslugundan sitozole AIF (Apoptosisinducing factor) ve sitokrom c gibi
apoptotik proteinlerin salinmasidir (Chen ve ark., 2008).

Mitokondriyal membran potansiyelinin belirlenmesi i¢in katyonik voltaj bagimli
bir boya olan JC-1 ( 5,5, 6.,6’- tetrachlo-1,1’, 3,3°-
tetracthylbenzimidazolylcarbocyanine iodide) den faydalanilir. Bu boya
mitokondriyal membran potansiyeli’nin polarizasyon durumunu gdsteren bir
boyadir (Iijima, 2006).

Mitokondriyal membran potansiyelinin kaybolmasi apoptozun bir gostergesidir.
JC-1, hiicrelerde mitokondriyal membran potansiyelini 6lger. Saglikli hiicrelerde
JC-1 mitokondriyi kirmiziya boyar. Apoptotik hiicrelerde ise mitokondriyal
membran potansiyeli ¢oker. JC-1 mitokondrilerin i¢inde birikemez. Bu hiicrelerde
JC-1 sitoplazmada yesil floresan monomerik yapisinda kalir (Yao ve ark., 2007).

Metodun uygulanmasi

Hiicrelerin mitokondriyal membran biitiinliigiiniin belirlenmesinde akis sitometri
mitokondriyal membran potansiyeli belirleme kiti (katolog no: 551302 ,BD)
kullandmustr. K562 ve Caco2 hiicreleri 1 x10° hiicre/ml yogunlugunda olacak
sekilde 6 kuyucuklu plakalara ekilmistir. Hiicreler MLN2238 ve Bortezomib ile
WST-1, Annexin V-PI testlerinin sonuglarina gore belirlenen uygun
konsantrasyonlarda (1, 5, 10 ve 20 puM) ve zamanlarda (24 ve 48 saat)
inkiibasyona tabi birakilmistir. Inkiibasyon siireleri sonunda her bir 6’lik
kuyucuktaki hiicreler kaldirilarak 1200 rpm’de 5 dakika satrifiij edilmis ve
siipernatant uzaklastirnlmigtir. Her bir tiipe kit igeriginde ki bilesenler uygun
sekilde karistirilarak elde edilen ¢alisma soliisyonu eklenmis ve 37°C’de 15
dakika etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler yine kit
icinde bulunan 1000 pl Assay soliisyonu ile yikanmaistir.
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Yikama isleminden sonra, hiicreler 250 pl Assay soliisyonu ile siispansiyon
edilmis ve akis sitometri cihazinda analize tabi tutulmustur.

Real Time (Gercek Zamanh )- PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Yontemi
ile NF-kB ve c-myc mRNA Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), herhangi bir organizmaya ait genomik
DNA’daki 6zgiil bolgelerin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan bir yontemdir ve bunun
icin sadece DNA ornekleri kullanilmaktadir. Ancak, hiicrelerden elde edilen
RNA’lar, polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilamadiklarindan, 6nce revers
transkriptaz ile komplementer DNA’ya (cDNA) ¢evrilirler. Bu olaya revers
transkripsiyon denir (Bustin, 2000).

TagMan sisteminde 5’ ve 3’ ucglarindan florokrom maddelerle isaretli prob
kullanilmaktadir. Prob’un 5° ucunda raportor florokrom, 3’ ucunda ise “ quencher
(baskilayan)” florokrom bulunmaktadir. Sekil 12°da belirtildigi gibi prob, tek
zincir haldeki hedef molekiile, primerlerin baglanma bdlgesinin arasinda kalan
yere baglanmaktadir. Prob-hedef molekiil arasindaki hibridizasyon devam ettigi
siirece raportor florokrom molekiiliiniin sinyal olusturmasi, 3’ uctaki quencher
florokrom tarafindan engellenmektedir. Primerlerin hedef niikleik asite
baglanmasindan sonra baslatilan primer uzamasi prob’un baglandigi noktaya
kadar geldiginde, sentezin devam edebilmesi i¢cin Taq DNA polimeraz enzimi
5’—3’ niikleaz aktivitesini kullanarak probu 5’ ugtan yikmaya baslar. Raportor
florokrom serbest hale geldiginde sinyal olusturmaktadir (Livak ve ark., 1995).

S-rrevrer 37
T T IO T =
l Revers
Transkripsivon
5° 3
3" =
D enatiarasyon
l Primer ve Probun
baglanmasi

l Hibridizasyon

Polimerizasyorn

l Polimerizasyonun

Yanlmasi
oo S I 4 I -

a-
—:

Sekil 12. TagMan Yontemi (Bustin, 2000)
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Bir Real Time (Ger¢ek Zamanli )- PCR(Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
Y onteminde;

Niceliksel 6l¢timde miktar1 belirlenmek istenen ornekler, icerdigi cDNA miktari
bilinen standartlarla PCR sonunda karsilastirilmaktadir. Bu standartlarin
amplifikasyonlari, her dokuda ayni diizeyde anlatima girdigi bilinen genlerle
(housekeeping genler) gergeklestirilir. Housekeeping genler; bir tir veya
organizmanin her hiicresi i¢in her zaman sabit diizeylerde eksprese olan genlerdir.
Bu standart 6rneklerin esik degerine (CP) girdikleri dongii PCR cihazi tarafindan
saptanmaktadir  ve  miktar1  belirlenmek  istenen  esas  Orneklerle
karsilagtirilmaktadir. Reaksiyon sonunda, standartlarin esik degerleri belirlenerek
bir egri olusturulur. Miktarlar1 bilinmeyen 6rneklerin bu egriyi kestigi dongiiler
belirlenerek miktar sayimi yapilabilmektedir. Goreceli (relative) sayima gore
calisilacak her iki ornek i¢in farkli karisim hazirlanir. Bu karisimlardan birinde
housekeeping genlerine ait primerler bulunurken, digerinde hedef genin primerleri
bulunmaktadir. PZR sonunda hedef genin degeri, referans genin degerine
oranlanarak Ol¢tliir ve normalize edilir.

Metodun Uygulanmasi

Bu yontemde RNA’dan cDNA sentezi ve kalip cDNA’dan da NF-kB ve c-myc
genlerinin amplifikasyonu gerceklestirilmistir. Housekeeping gen olarak GAPDH
(glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase) kullanilmistir.

Total RNA izolasyonu

Apoptoz sonuclarina paralel olarak, MLLN2238 ve Bortezomib konsantrasyonlari
(1,5, 10 ve 20 uM) ile Caco2 ve K562 hiicrelerinin inkiibasyonundan sonra total
RNA, izolasyon robotu kullanilarak izole edilmistir.

MLN2238 ve Bortezomib’in 1, 5, 10, 20 uM konsantrasyonlari ile 24 ve 48 saat
inkiibe edilen Caco2 ve K562 hiicrelerinden total RNA izolasyonu i¢in RNA
izolasyon robotu (MagNA Pure Compact) kullanilmistir. RNA verimi 260 nm ve
280 nm optik dansitede, nanodrop spektrofotometrik Ol¢iim yapilarak
belirlenmistir. Daha sonra cDNA sentezi i¢in her bir 6rnekten esit miktarda RNA
(100 ng/6rnek) tasinmastir.

cDNA sentezi

cDNA sentezi i¢in Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis kit (katolog
n0:05091284001, Roche) prosediirii uygulanmistir. PCR tiiplerine 6rnek basina
100 ng total RNA, 1ul Oligo (dT)18 primeri (2.5 uM) koyularak toplam hacim
11.4 pl’ye distile su ile tamamlanmistir. Tiipler PCR Thermal Cycler’da 10
dakika 65°C’de denature edilmistir. Tiiplerin icerigine, 4 pl Transcriptor High
Fidelity Reverse Transcriptase Reaction Buffer (1X ve 8 mM MgCl, igerir), 0.5
pl RNase inhibitori (20 U), 2 pl ANTP karigimi (her biri 10mM ), 1 pl DTT
(5mM), 1.1 pl Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase (10 U) ilave
edilerek toplam hacim 20 pl’ye tamamlanmistir. Daha sonra tiipler PCR Thermal
Cycler’da 55°C’de 30 dk, 85 °C’de 5dk inkiibe edilmistir. Elde edilen cDNA’lar,
Light Cycler 480 PCR cihazinda amplifikasyon i¢in kullanilmistir.

29



RT-PCR (Real time PCR) Ile mRNA Ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi

RT-PCR ile Caco2 ve K562 hiicre hatlar1 iizerinde 1, 5, 10 ve 20 uM MLN2238
ve Bortezomib konsantrasyonlarinin, NF-kB ve c-myc mRNA ekspresyon
diizeylerine olan etkileri arastirilmistir. RT-PCR yontemi, cihaza uygun kit ve
primerler kullanilarak uygulanmistir. Elde edilen cDNA’lar, LightCycler 480 RT-
PCR cihazinda, NF-kB ve c-myc genine spesifik TagMan’l1 primerler ve PCR kit
kullanilarak kit protokoliine gore, cihazda optimize edilerek ¢ogaltilmistir. House
keeping gen olarak GAPDH kullanilmistir.

Light Cycler PCR 480 uyumlu 96’lik well plate’lere sirasiyla;

HoOuoooee e 4 ul

Prob Master ..........cccccvvrrrrennnn. 10
Primer (Tagman’li) .................... 1

(R Primer ve F Primer Karisimi)

EDNA L. e 5 ul

Kimyasallar1 yiiklenmistir. Hazirlanan bu karigim 96’lik plakaya NF-kB, cmy-c
ve GAPDH i¢in ayr1 ayr yiiklenmistir. Yiikleme isleminden sonra 96’lik plaka
LightCycler 480 RT-PCR cihazina yerlestirilip orneklerin niceliksel o6lgiim
miktarlar1 belirlenmistir. Sonuglar ‘Advenced Relative Quantification’ programi
(Software Release 1.5.0 SP4 version 1.5.0.39) kullanilarak, MLN2238 ve
Bortezomib’in NF-kB ve c-myc ekspresyonu iizerindeki etkileri karsilastirilmistir.
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BULGULAR ve TARTISMA

MLN2238 ve Bortezomib’in K562 ve Caco2 Hiicrelerinde Sitotoksik
Etkilerinin WST-1 Yontemi ile Degerlendirilmesi

K562 ve Caco2 hiicreleri 0.01, 0.1, 1, 5, 10, 20 ve 30 uM MLN2238 ve
bortezomib konsantrasyonlari ile 24 ve 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Her bir
inkiibasyon sonunda MLN2238 ve Bortezomib’in K562 ve Caco2 hiicreleri
iizerinde sitotoksik etkileri, WST-1 yontemi ile belirlenmistir. Kontrol ve 0.01,
0.1, 1, 5, 10, 20, 30 uM MLN2238 ve Bortezomib konsantrasyonlarina ait WST-1
sonuglart ELIZA (Enzim Baglantili Immiinosorbent Yontemi) cihazinda 420 nm
dalga boyunda okutulmustur. Daha sonra her bir gruba ait 24 ve 48. saatteki %
canlilik degerleri hesaplanmigtir. Renk olusumuna gore alinan absorbans
degerleri, hiicre canliligi ile direkt olarak iliskilendirilmistir. Gruplara ait %
canlilik degerleri Sekil 13, 14, 15, 16 ve % inhibisyon degerleri Tablo 3, 4, 5 ve
6’ da verilmistir.

MLN2238 konsantrasyonlarinin K562 ve Caco2 hiicrelerinde, konsantrasyon ve
zamana bagli olarak Onemli sitotoksik etkileri belirlenmistir. WST-1 analizi
sonuglarina gore hesaplanan % canlilik degerlerininin de konsantrasyon ve
inkiibasyon artisina bagli olarak oOnemli derecede azaldigi gorlilmiistiir

skook

(p<0.001""").

120,00
100,00 - ® Kontrol (%0.1 DMSO)
=0.01 uM
80,00 T .0.1 uM
=M
60,00 - )
=5 uM
40,00 - 10uM
20 uM
20,00 - 30 uM

0,00 -

24 Saat 48 Saat

Sekil 13. MLLN2238 Konsantrasyonlarinin, K562 Hiicre Hattinda WST-1 Yontemine Gore
Hesaplanan 24. ve 48. Saatlerdeki % Canhlik Degerleri ve Istatistiksel Olarak
Degerlendirilmesi (Ortalama + Standart Sapma) ( n=7)

K562 hiicrelerinde 24. saatteki % canlilik degerleri, kontrol grubuna gore 0.01,
0.1, 1, 5, 10, 20 ve 30 uM MLN2238 konsantrasyonlarinda sirastyla % 92.53,
82.24, 81.52, 73.95, 72.27, 64.26 ve 61.59 olarak hesaplanmistir. Istatistiksel
anlamlilik degeri, kontrol grubuna gore 0.1, 1, 5, 10, 20 ve 30 uM MLN2238
konsantrasyonlarinda p<0.001"" olarak belirlenmistir.

K562 hiicrelerinde 48 saatlik % canlilik degeri kontrol grubuna gore 0.01, 0.1, 1,
5, 10, 20 ve 30 uM MLN2238 konsantrasyonlarinda sirasiyla % 91.52, 90.75,
89.56, 47.60, 46.16, 38.27 ve 37.17 olarak hesaplanmustir. Istatistiksel anlamlilik
degeri, kontrol grubuna gére tim MLN2238 konsantrasyonlarinda p<0.001"""
olarak belirlenmistir.
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Tablo 3’ de K562 hiicrelerinde MLN2238 konsantrasyonlarinin  WST-1
sonuglarina gore hesaplanan % inhibisyon degerleri verilmistir.

Tablo 3. MLN2238’in K562 Hiicre Hatt1 Uzerinde WST-1 Testi Sonuglarina Gore %
inhibisyon Degerleri

% Inhibisyon Degerleri (Kontrol % inhibisyonu 0°dir)

MLN2238( uM) 24 saat 48 saat
0.01 7.47 8.48
0.1 17.76 9.25
1 18.48 10.31
5 26.05 52.40
10 27.73 53.84
20 35.74 61.73
30 38.41 62.83

Tablo 3’deki sonuglara gore; MLN2238, K562 hiicre hatt1 tizerinde kontrole gore,
24. saatte; 0.01 uM’ da %7.47; 0.1 uM’ da %17.76; 1 uM’ da %18.48; 5 uM’ da
%26.05; 10 uM’ da %27.73; 20 uM’ da %35.74 ve 30 uM’ da %38.41 oraninda
hiicre proliferasyonunda azalma meydana getirmistir.

Bu % inhibisyon degerlerinin ise kontrole gore 48. saatte konsantrasyon artigina
gore sirasiyla, % 8.48, 9.25, 10.31, 52.40, 53.84, 61.73 ve 62.83 oraninda oldugu
belirlenmistir.

120,00
% %k %k
100,00 - ¥ Kontrol(%0.1 DMSO)
e =0.01 M
80,00 - 0.1 uM
5] pM
60,00 - H
=5 uM
40,00 - 510 uM
20 uM
20,00 - 30 uM
0,00 -

24 Saat 48 Saat

Sekil 14. Bortezomib Konsantrasyonlarinin, K562 Hiicre Hattinda WST-1 Yontemine Gore
Hesaplanan 24. ve 48. Saatlerdeki % Canhhk Degerleri ve Istatistiksel Olarak
Degerlendirilmesi (Ortalama + Standart Sapma) ( n=7)

K562 hiicrelerinde 24. saatteki % canlilik degeri kontrol grubuna gore 0.01, 0.1, 1,
5, 10, 20 ve 30 uM Bortezomib konsantrasyonlarin da sirasiyla % 92.01, 82.52,
67.47, 65.28, 60.45, 56.72 ve 56.01 olarak hesaplanmustir. Istatistiksel anlamhl*l*li

degeri, kontrol grubuna gore tiim Bortezomib konsantrasyonlarinda p<0.001
olarak belirlenmistir.
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K562 hiicrelerinde 48. saatteki % canlilik degeri kontrol grubuna goére 0.01, 0.1, 1,
5, 10, 20 ve 30 uM Bortezomib konsantrasyonlarin da sirasiyla % 95.24, 78.45,
49.83, 34.53, 32.64, 29.31 ve 28.29 olarak hesaplanmustir. Istatistiksel anlamlilik

degeri, kontrol grubuna gére tim Bortezomib konsantrasyonlarinda p<0.001"""
olarak belirlenmistir.

Tablo 4° de K562 hiicrelerinde Bortezomib konsantrasyonlarinin  WST-1
sonuglarina gore hesaplanan % inhibisyon degerleri verilmistir.

Tablo 4. Bortezomib’in K562 Hiicre Hatti Uzerinde WST-1 Testi Sonuclarina Gore Yiizde
inhibisyon Degerlerinin Gosterilmesi

% Inhibisyon Degerleri (Kontrol % inhibisyonu 0°dir)

Bortezomib ( uM) 24 saat 48 saat
0.01 7.99 4.76
0.1 17.48 21.55
1 32.53 50.17
5 34.72 65.47
10 39.55 67.36
20 43.28 70.69
30 43.99 71.71

Tablo 4’deki sonuglara gore; Bortezomib’in K562 hiicre hatt1 {izerinde kontrole
gore 24. saatte; 0.01 uM’ da %7.99; 0.1 uM’ da %17.48; 1 uM’ da %32.53; 5
uM’ da %34.72; 10 uM’ da %39.55; 20 uM’ da %43.28 ve 30 uM’ da %43.99
oraninda hiicre proliferasyonunda azalma meydana getirdigi bulunmustur. Bu
sitotoksik etkinin kontrole gore 48. saatte; 0.01 uM’ da %4.76; 0.1 uM’ da
%21.55; 1 uM” da %50.17; 5 uM’ da %65.47; 10 uM’ da %67.36; 20 uM’ da
%70.69 ve 30 uM’ da %71.71 oraninda oldugu belirlenmistir.

120,00
100,00 - H Kontrol(%0.1 DMSO)
H0.01 uM
80,00 - -
60,00 - =1 M
=5 uM
40,00 -
510 pM
20,00 - 20 M
30 uM
0,00 - W

24 Saat 48 Saat

Sekil 15. MLLN2238 Konsantrasyonlarinin, Caco2 Hiicre Hattinda WST-1 Yontemine Gore
Hesaplanan 24. ve 48. Saatlerdeki % Canhlik Degerleri ve Istatistiksel Olarak
Degerlendirilmesi (Ortalama + Standart Sapma) ( n=7)
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Caco?2 hiicrelerinde 24 saatteki % canlilik degeri kontrol grubuna gore 0.01, 0.1,
1, 5,10, 20 ve 30 uM MLN2238 konsantrasyonlarinda sirasiyla % 90.69, 89.52,
83.18, 71.80, 54.57, 53.50 ve 47.73 olarak hesaplanmistir. Istatistiksel anlamlilik
degeri, kontrol grubuna gore 0,1 uM MLN2238 konsantrasyonunda p<0,05* ve 1,
5, 10, 20 ve 30 puM MLN2238 konsantrasyonlarinda p<0.001*** olarak
belirlenmistir.

Caco?2 hiicrelerinde 48 saatteki % canlilik degeri kontrol grubuna gore 0.01, 0.1,
1, 5,10, 20 ve 30 uM MLN2238 konsantrasyonlarinda sirasiyla % 92.16, 91.21,
78.53, 54.89, 49.55, 45.11 ve 40.27 olarak hesaplanmistir. Istatistiksel anlamlilik
degeri, kontrol grubuna gore 0,01 uM MLN2238 konsantrasyonunda p<0,05*, 0,1
uM MLN2238 konsantrasyonunda p<0,01"" ve 1, 5, 10, 20 ve 30 pM MLN2238
konsantrasyonlarinda p<0.001*** olarak belirlenmistir.

Tablo 5° de Caco2 hiicrelerinde MLN2238 konsantrasyonlarinin  WST-1
sonuglarina gore hesaplanan % inhibisyon degerleri verilmistir.

Tablo 5. MLN2238’in Caco2 Hiicre Hatt1 Uzerinde WST-1 Testi Sonuclarina Gore Yiizde
inhibisyon Degerlerinin Gosterilmesi

% Inhibisyon Degerleri (Kontrol % inhibisyonu 0°dir)

MLN2238 ( uM) 24 saat 48 saat
0.01 9.31 7.84
0.1 10.48 8.79
1 16.82 21.47
5 38.2 45.11
10 45.43 50.45
20 46.5 54.89
30 52.27 59.73

Tablo 5’deki sonuglara gore; MLN2238’in Caco2 hiicre hatt1 iizerinde kontrole
gore 24. Saatte; 0.01 uM’ da %9.31; 0.1 uM’ da %10.48; 1 uM’ da %16.82; 5
uM’ da %38.20; 10 uM’ da %45.43; 20 uM’ da %46.50 ve 30 uM’ da %52.27
oraninda hiicre proliferasyonunda azalma meydana getirdigi bulunmustur. Bu
sitotoksik etkinin kontrole gore 48. saatte; 0.01 uM’ da %7.84; 0,1 uM’ da %8.79;
1 uM’ da %21.47; 5 uM’ da %45.11; 10 uM’ da %50.45; 20 uM’ da %54.89 ve
30 uM’ da %59.73 oraninda oldugu belirlenmistir.
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Sekil 16. Bortezomib Konsantrasyonlarinin, Caco2 Hiicre Hattinda WST-1 Yontemine Gore
Hesaplanan 24. ve 48. Saatlerdeki % Canhlik Degerleri ve Istatistiksel Olarak
Degerlendirilmesi (Ortalama + Standart Sapma) ( n=7)

Caco2 hiicrelerinde 24. saatteki % canlilik degeri kontrol grubuna gore 0.01, 0.1,
1,5, 10, 20 ve 30 uM Bortezomib konsantrasyonlarinda sirasiyla % 99.10, 93.31,
85.31, 79.05, 78.23, 74.99 ve 69.45 olarak hesaplanmustir. Istatistiksel anlamlilik
degeri, kontrol grubuna gore 0,1, 1, 5, 10, 20 ve 30 uM Bortezomib
konsantrasyonlarinda p<0.001""" olarak belirlenmistir.

Caco?2 hiicrelerinde 48 saatlik % canlilik degeri kontrol grubuna gore 0.01, 0.1, 1,
5, 10, 20 ve 30 uM Bortezomib konsantrasyonlarinda sirastyla % 105.42, 102.50,
62.99, 55.26, 53.83, 53.45 ve 48.83 olarak hesaplanmustir. Istatistiksel anlamlilik
degeri, kontrol grubuna gore 1, 5, 10, 20 ve 30 uM Bortezomib
konsantrasyonlarinda p<0.001"" olarak belirlenmistir.

Tablo 6’ da Caco?2 hiicrelerinde Bortezomib konsantrasyonlarinin WST-1
sonuglarina gore hesaplanan % inhibisyon degerleri verilmistir.

Tablo 6. MLN2238’in Caco2 Hiicre Hatti Uzerinde WST-1 Testi Sonuclarina Gore Yiizde
inhibisyon Degerlerinin Gosterilmesi

% Inhibisyon Degerleri (Kontrol % inhibisyonu 0’dir)

Bortezomib ( uM) 24 saat 48 saat
0.01 0,9 0
0.1 6,69 0
1 14,69 37,01
5 20,95 44,74
10 21,77 46,17
20 25,01 46,55
30 30,55 51,17

Tablo 6’daki sonuglara gore; Bortezomib’in Caco2 hiicre hatti iizerinde kontrole
gore 24. saatte; 0.01 uM’ da %0.9; 0.1 uM’ da %6.69; 1 uM’ da %14.69; 5 uM’
da  %20.95; 10 uM’ da %21.77; 20 uM’ da %25.01 ve 30 uM’ da %30.55
oraninda hiicre proliferasyonunda azalma meydana getirdigi bulunmustur.
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Bu sitotoksik etkinin kontrole gore 48. saatte; 0.01 uM’ da %0; 0.1 uM’ da %0; 1
uM’ da %37.01; 5 uM’ da %44.74; 10 uM’ da %46.17; 20 uM’ da %46.55 ve 30
uM’ da %51.17 oraninda oldugu belirlenmistir.

MLN2238 ve Bortezomib’in K562 ve Caco2 Hiicrelerinde Apoptotik
Etkilerinin Akis Sitometri Yontemi ile Degerlendirilmesi

Akas sitometride AnnexinV-PI yontemi ile apoptotik etkinin degerlendirilmesi

K562 hiicreleri tizerindeki MLN2238 ve Bortezomib’in 1, 5, 10 ve 20 uM
konsantrasyonlarinin 24. ve 48. saatlerdeki, akis sitometri analiz sonuglar1 sekil
17,18, 19, 20°de ve Tablo 7°de verilmistir.

Caco2 hiicreleri tizerindeki MLN2238 ve Bortezomib’in 1, 5, 10 ve 20 uM
konsantrasyonlarinin 24. ve 48. saatlerdeki, akis sitometri analiz sonuglar1 sekil
21, 22, 23, 24°de ve Tablo 8’de verilmistir.
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Sekil 17. MLN2238 Konsantrasyonlarmin (1, 5, 10 Ve 20 uM) K562 Hiicreleri Uzerindeki,
24. Saatteki Apoptotik Etkisi
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Sekil 18. MLN2238 Konsantrasyonlarinin (1, 5, 10 ve 20 pM) K562 Hiicreleri Uzerindeki,
48. Saatteki Apoptotik Etkisi
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Sekil 19. Bortezomib Konsantrasyonlarimmn (1, 5, 10 ve 20 pM) K562 Hiicreleri Uzerindeki,

24, Saatteki Apoptotik Etkisi
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Sekil 20. Bortezomib Konsantrasyonlarimmn (1, 5, 10 ve 20 pM) K562 Hiicreleri Uzerindeki,
48. Saatteki Apoptotik Etkisi
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Tablo 7. K562 Hiicre Hatti Uzerinde MLN2238 Ve Bortezomib’in 24. ve 48. Saatlerdeki Akis
Sitometri Annexin V-PI Apoptoz Sonuclari

24. Saat
K562 hiicrelerine Canli | Nekrotik Erken Gec Apoptotik
uygulanan hiicre hiicre% Apoptotik hiicre % (Q2)
Konsantrasyonlar %(Q3) Q1) hiicre % (Q4)
(uM)
R
e
o
[a\]
4
-
=
Kontrol 93.2 0.8 2.9 3.1
-'g (%0.1 DMSO)
2 1 54.6 1.2 32.4 11.8
g 5 36.6 2.1 37.4 23.9
2 10 42.9 3.9 29.7 23.6
20 37.8 23 35.7 24.2
K562 hiicrelerine 48. Saat
uygulanan Canh Nekrotik |Erken Apoptotik | Ge¢c Apoptotik
Konsantrasyonlar
(uM) hiicre hiicre% | hiicre % (Q4) | hiicre % (Q2)
" %(Q3) | QD
o0
e
o
(o]
4
-
=
Kontrol 92.1 3.6 1.8 2.5
-'g (%0.1 DMSO)
2 1 43.1 23.4 19.3 14.3
g 5 37.7 33.2 17.7 11.3
2 10 37.4 25.9 22.7 14.0
20 39.3 31.7 17.8 11.2

Tablo 7’ deki sonuglara gore, MLN2238’in K562 hiicresi iizerinde 24. saatteki
erken apoptotik etkisi 6zellikle 5 uM konsantrasyondan itibaren kontrol grubuna
gore artmistir. 5, 10 ve 20 uM konsantrasyonlarda erken apoptotik degerleri
kontrole gore sirasiyla; %28.6, 29.5, 27.6 ve gec apoptotik degerleri ise %11.1,
14.0, 15.2°dir. 48. saatte ise 5, 10 ve 20 uM konsantrasyonlarda erken apoptotik
degerleri sirastyla, %33.2, 20, 16.7 ve ge¢ apoptotik degerleri ise %26, 13.8, 10.7
olarak belirlenmistir. Nekrotik hiicre degerleri 24. saatte konsantrasyonlar
arasinda onemli farklilik gostermezken, 48. saatte hiicre nekrozunun 5 uM
konsantrasyondan baglayarak artig gosterdigi belirlenmistir.
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Bortezomib’in K562 hiicresi iizerinde 24. saatteki erken apoptotik etkisi 1 uM
konsantrasyondan itibaren kontrole gore artis gostermistir. 1, 5, 10 ve 20 uM
konsantrasyonlarda erken apoptotik degerleri kontrole gore sirasiyla; %32.4, 37.4,
29.7, 35.7 ve gec¢ apoptotik degerleri ise %11.8, 23.9, 23.6 ve 24.2 dir. 48. saatte
ise 1, 5, 10 ve 20 uM konsantrasyonlarda erken apoptotik degerleri sirasiyla,
%19.3, 17.7, 22.7, 17.8 ve ge¢ apoptotik degerleri de %14.3, 11.3, 14.0 ve 11.2
olarak belirlenmistir. Nekrotik hiicre degerleri ise MLN2238” deki gibi 24. saatte
konsantrasyonlar arasinda Onemli farklilik gostermezken, 48. saatte hiicre
nekrozunun 1 pM konsantrasyondan baglayarak arttig1 goriilmiistiir.

Caco2 24 SA-DMSO KONTROL Caco2 24 SA—DMSO KONTROL
% <
Uyl
0'e
5 S
3 ey
=a
o
o
NCI
1 ||m | |||||||| T |||||||| T
50 100 150 200 250 10? 10° 10* 10
FSC-A (x 1.000) ANNEXN V FITC-A
Caco2 24 SA-MLN 22381 L-JM i Caco2 24 SA-MLN 2238 5 U
o . T T et o E B R .'{';;
< <
Uyl 'yl
WY BV
= = P
3 18)
o o
g Qg
[+ I o -
o o
EN D__N
a a
102 107 10 108 10° 107 104 10°
ANMNEXN V FITC-A ANNEXN ¥V FITC-A
Caco2 24 SA-MLN 223810 UM Caco2 24 SA-MLN 2238 20 uM
o - T o 7
< <
[y w
B Bwia
= = D2
18) S
o o
O Om
=" =7
o o
o o
“a “a ;
T 1T |.|||||||| T ||||rrl]_|' =
102 107 Tin 10 10? 107 10t 10°
ANMNEXN V FITC-A ANNEXN ¥V FITC-A

Sekil 21. MLLN2238 Konsantrasyonlarmin (1, 5, 10 ve 20 ].lM) Caco?2 Hiicreleri Uzerindeki,
24. Saatteki Apoptotik Etkisi
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Sekil 22. MLN2238 Konsantrasyonlarmm (1, 5, 10 ve 20 pM) Caco2 Hiicreleri Uzerindeki,
48 Saatlik Apoptotik Etkisi
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Sekil 23. Bortezomib Konsantrasyonlarmm (1, 5, 10 ve 20 pM) Caco2 Hiicreleri Uzerindeki,
24, Saatteki Apoptotik Etkisi
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Sekil 24. Bortezomib Konsantrasyonlarmm (1, 5, 10 ve 20 pM) Caco2 Hiicreleri Uzerindeki,
48. Saatteki Apoptotik Etkisi
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Tablo 8. Caco2 Hiicre Hatt1 Uzerinde MLN2238 Ve Bortezomib’in 24 ve 48 Saatlik Akis
Sitometride Annexin V-PI Apoptoz Sonuclari

24. Saat
Caco2 hiicrelerine Canh Nekrotik Erken Geg Apoptotik
uygulanan hiicre hiicre% Apoptotik hiicre % (Q?2)
Konsantrasyonlar %(Q3) (Q1) hiicre %
(M) Q4
R
e
o
o
4
-
=
Kontrol 74.6 6.1 6.2 13.1
-'g (%0.1 DMSO)
2 1 45.5 9.5 21.8 23.2
g 5 56.0 9.4 19.5 15.1
2 10 54.0 10.2 19.6 16.1
20 59.4 13.7 14.0 12.9
48. Saat
Caco?2 hiicrelerine Canh Nekrotik Erken Ge¢ Apoptotik
uygulanan hiicre hiicre% | Apoptotik | hiicre % (Q2)
Konsantrasyonlar %(Q3) Q1) hiicre %
(nM) (Q4)

MLN2238

Bortezomib

Kontrol 68.6 10.2 3.6 17.6
(%0.1 DMSO)

1 72.1 12.2 4.2 11.5

5 68.0 14.1 5.1 12.8

10 66.4 12.8 6.7 14.2

20 65.7 12.5 7.6 14.2

Tablo 8’deki sonuglara gore, MLLN2238’in Caco2 hiicresi lizerinde 24. saatteki
erken apoptotik etkisi 1 uM konsantrasyondan itibaren 6nemli diizeyde artig
gostermistir. 1, 5, 10 ve 20 uM konsantrasyonlarda erken apoptotik degerleri
sirastyla; %24.3, 17.3, 15.6, 42.5 ve geg apoptotik degerlerin ise %21.6, 18.4, 16.4
ve 15.1 oldugu analiz edilmistir. 48. saatte ise erken apoptotik hiicre degerlerinde
azalma meydana gelmis olup, bu erken apoptotik degerler 1, 5, 10 ve 20 uM
MLN2238 konsantrasyonlarinda sirasiyla, %4.2, 7.0, 7.1, 12.5, gec¢ apoptotik
degerler de %31.4, 15.8, 15.9, 19.8 olarak belirlenmistir. Bortezomib’in Caco2
hiicresi tizerinde 24. saatteki erken apoptotik etkisi 1 uM konsantrasyondan

itibaren artis gostermistir.
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1, 5, 10 ve 20 uM konsantrasyonlarin erken apoptotik degerleri sirasiyla; %21.8,
19.5, 19.6, 14.0 ve ge¢ apoptotik degerleri de %23.2, 15.1, 16.1 ve 12.9 dur. 48.
saatte ise erken apoptotik hiicre degerlerinde azalma meydana gelmis ve 1, 5, 10
ve 20 uM konsantrasyonlarda erken apoptotik degerleri sirasiyla, %4.2, 5.1, 6.7,
7.6; gec apoptotik degerleri de %11.5, 12.8, 14.2, 14.2 olarak belirlenmistir.

Akas sitometride Kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptotik etkinin degerlendirilmesi

K562 hiicreleri iizerinde, MLN2238 ve Bortezomib’in 1, 5, 10 ve 20 puM
konsantrasyonlarinin 24. ve 48. saatlerdeki, , akis sitometri analiz sonuglar1 Sekil
25, 26, 27, 28 ve Tablo 9’ da; sonuglari ise sekil 7-8 ve Tablo 4 de verimistir.

Caco2 hiicreleri iizerinde, MLN2238 ve Bortezomib’in 1, 5, 10 ve 20 uM
konsantrasyonlarinin 24. ve 48. saatlerdeki, akis sitometri analiz sonuglar1 Sekil
29, 30, 31, 32 ve Tablo 10°da verilmistir.
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Sekil 25. MLLN2238 Konsantrasyonlarmn (1, 5, 10 ve 20 pM) K562 hiicreleri Uzerindeki, 24.
Saatteki Kaspaz-3 Aktivasyonu EtKkisi
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Sekil 26. MLLN2238 Konsantrasyonlarmn (1, 5, 10 ve 20 pM) K562 hiicreleri Uzerindeki, 48.
Saatteki Kaspaz-3 Aktivasyonu Etkisi
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Sekil 27. Bortezomib Konsantrasyonlarimin (1, 5, 10 ve 20 pM) K562 hiicreleri Uzerindeki,
24. Saatteki Kaspaz-3 Aktivasyonu Etkisi
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Sekil 28. Bortezomib Konsantrasyonlarimin (1, 5, 10 ve 20 pM) K562 hiicreleri Uzerindeki,

48. Saatteki Kaspaz-3 Aktivasyonu Etkisi
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Tablo 9. K562 Hiicre Hatti Uzerinde MLLN2238 ve Bortezomib’in 24 ve 48 saatlik Akis
Sitometride Kaspaz- 3 Aktivasyonu Sonuclari

K562 hiicrelerine uygulanan 24. Saat
Konsantrasyonlar (uM) Canl hiicre % | Kaspaz-3 pozitif %
(Q3) (Q4)
Kontrol (%0.1 943 4.1
% DMSO)
Q 1 93.9 5.0
% 5 61.4 36.3
= 10 54.6 44.4
20 54.1 44.4
Kontrol (%0.1 94.3 4.1
'E DMSO)
S 1 70.4 28.3
< 5 59.5 38.9
2 10 60.6 38.4
20 64.3 34.5
K562 hiicrelerine uygulanan 48. Saat
Konsantrasyonlar (uM) Canl hiicre %  |Kaspaz-3 pozitif %
(Q3) (Q4)
Kontrol (%0.1 94.4 3.6
® DMSO)
S 1 73.0 26.1
& 5 472 523
= 10 35.6 63.4
20 33.9 64.8
Kontrol (%0.1 94.4 3.6
= DMSO)
g 1 443 55.1
£ 5 28.9 70.9
2 10 31.8 67.3
20 34.9 64.5

Tablo 9°deki sonuglara gore, MLN2238’in K562 hiicresi lizerinde kaspaz-3
aktivasyonu tizerine etkileri kontrole gore konsantrasyon ve zamana bagli
artmustir. Ozellikle 24. saatte SuM’dan; 48. saatte ise 1uM ‘dan itibaren kaspaz-3
aktivasyonun Onemli derecede arttig1 belirlenmistir. Bu aktif kaspaz-3
degerlerinin, 24. saatte 5, 10 ve 20 uM’da sirasiyla, %36.3, 44.4, 44.4; 48. saatte
i1se %52.3, 63.4, 64.8 olarak analiz edilmistir.

Bortezomib’in K562 hiicrelerinde kaspaz-3 aktivasyonu arttirici etkisi 24. ve 48.
saatte tiim bortezomib konsantrasyonlarinda gorilmiistiir. Bu aktif kaspaz-3
degerlerinin 24. saatte 1, 5, 10 ve 20 uM’da sirasiyla, %28.3, 38.9, 38.4 ve 34.5;
48. saatte ise %55.1, 70.9, 67.3 ve 64.5 olarakanaliz edilmistir.
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Sekil 29. MLLN2238 Konsantrasyonlarinin (1, 5, 10 ve 20 pM) Caco2 hiicreleri Uzerindeki,

24. Saatteki Kaspaz-3 Aktivasyonu Etkisi
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Sekil 30. MLLN2238 Konsantrasyonlarinin (1, 5, 10 ve 20 pM) Caco2 hiicreleri Uzerindeki,

48. Saatteki Kaspaz-3 Aktivasyonu Etkisi
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Sekil 31. Bortezomib Konsantrasyonlarinin (1, 5, 10 ve 20 pM) Caco?2 hiicreleri Uzerindeki,
24. Saatteki Kaspaz-3 Aktivasyonu Etkisi
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Sekil 32. Bortezomib Konsantrasyonlarinin (1, 5, 10 ve 20 pM) Caco?2 hiicreleri Uzerindeki,

48. Saatteki Kaspaz-3 Aktivasyonu Etkisi
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Tablo 10. Caco2 Hiicre Hatt1 Uzerinde MLN2238 ve Bortezomib’in 24 ve 48 saatlik Akis
Sitometride Kaspaz- 3 Aktivasyonu Sonuclari

Caco?2 hiicrelerine uygulanan 24. Saat
Konsantrasyonlar (uM) Canl hiicre % | Kaspaz-3 pozitif
(Q3) % (Q4)
o Kontrol (%0.1 DMSO) 91.8 52
] 1 89.7 7.1
> 5 76.0 20.9
= 10 73.5 24.0
= 20 72.4 24.6
- Kontrol (%0.1 DMSO) 91.8 5.2
g 1 78.2 16.9
S 5 76.9 17.1
< 10 79.4 16.0
2 20 78.0 18.7
Caco2 hiicrelerine uygulanan 48. Saat
Konsantrasyonlar (uM) Canl hiicre % | Kaspaz-3 pozitif
(Q3) % (Q4)

. Kontrol (%0.1 DMSO) 77.6 7.4
Q 1 uM 53.4 42.1
> 5 uM 46.1 52.1
E 10 uM 47.9 50.0
20 uM 44.9 53.7

Kontrol (%0.1 DMSO) 77.6 7.4

"E 1 uM 49.9 48.4
S 5 uM 46.4 52.1
£ 10 uM 47.3 51.6
2 20 uM 44.1 55.0

Tablo 10’daki sonuglara gore, MLN2238’in Caco2 hiicresi lizerinde kaspaz-3
aktivasyonu iizerine etkileri kontrole gore konsantrasyon ve zamana bagli
artmustir. Ozellikle 24. saatte SuM’dan; 48. saatte ise 1uM ‘dan itibaren kaspaz-3
aktivasyonun Onemli derecede arttig1 belirlenmistir. Bu aktif kaspaz-3
degerlerinin, 24. saatte 5, 10 ve 20 uM’da sirasiyla, %20.9, 24, 24.6; 48. saatte ise
%52.1, 50, 53.7 olarak analiz edilmistir.

Bortezomib’in Caco2 hiicrelerinde kaspaz-3 aktivasyonu arttirict etkisi 24. ve 48.
saatte tiim bortezomib konsantrasyonlarinda gorilmiistiir. Bu aktif kaspaz-3
degerlerinin 24. saatte 1, 5, 10 ve 20 uM’da sirasiyla, %16.9, 17.1, 16.0 ve 18.7;
48. saatte ise %48.4, 52.1, 51.6 ve 55 olarak analiz edilmistir.
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Akas sitometride JC-1 boyama yontemi ile hiicrelerin mitokondrial membran
biitiinliigiiniin degerlendirilmesi

K562 hiicreleri tlizerinde, MLN2238 ve Bortezomib’in 1, 5, 10 ve 20 uM
konsantrasyonlarinin 24. ve 48. saatlerdeki, akis sitmetri analiz sonuglar1 Sekil 33,
34, 35, 36 ve Tablo 11°de gosterilmistir.

Caco2 hiicreleri tizerinde, MLN2238 ve Bortezomib’in 1, 5, 10 ve 20 uM
konsantrasyonlarinin 24. ve 48. saatlerdeki, akis sitometri analiz sonuglar1 Sekil
37, 38, 39, 40 ve Tablo 12°de gosterilmistir.
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Sekil 33. MLLN2238 Konsantrasyonlarmn (1, 5, 10 ve 20 pM) K562 Hiicreleri Uzerindeki, 24.
Saatteki Mitokondrial Memran Biitiinliigiine EtKkisi
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Sekil 34. MLLN2238 Konsantrasyonlarinn (1, 5, 10 ve 20 pM) K562 Hiicreleri Uzerindeki, 48.
Saatteki Mitokondrial Memran Biitiinliigiine EtKkisi
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Sekil 35. Bortezomib Konsantrasyonlarinn (1, 5, 10 ve 20 pM) K562 Hiicreleri Uzerindeki,
24, Saatteki Mitokondrial Memran Biitiinliigiine Etkisi
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Sekil 36. Bortezomib Konsantrasyonlarinn (1, 5, 10 ve 20 pM) K562 Hiicreleri Uzerindeki,
48. Saatteki Mitokondrial Memran Biitiinliigiine Etkisi
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Tablo 11. K562 Hiicre Hatt1 Uzerinde MLN2238 ve Bortezomib’in 24 ve 48 saatlik Akis
Sitometride Mitokondrial Depolarizasyon (JC-1) sonuglari

K562 hiicrelerine uygulanan 24. Saat
Konsantrasyonlar (uM) P2 (Canh P3 (JC-1
Hiicre) Pozitif)

R
en
o
[\
4
—
=
> Kontrol (%0.1 DMSO) 94.4 5.3
§ 1 91.7 8.3
) 5 82.3 17.8
5 10 79.3 20.8
M 20 84.2 16.0
K562 hiicrelerine uygulanan 48. Saat
Konsantrasyonlar (uM) P2 (Canh P3 (JC-1
Hiicre) Pozitif)
R
en
o
(@\]
4
—
=
) Kontrol (%0.1 DMSO) 89.7 8.6
g 1 49.4 48.3
§ 5 30.2 69.3
= 10 25.1 74.6
= 20 27.5 72.7

Tablo 11°de K562 hiicrelerinde MLN2238 ve Bortezomibin akis sitometri
analizine gore mitokondrial membran depolarizasyon (JC-1) sonuglar1 verilmistir.
Hiicrelerin 48. saatte 24. saate gore, hem MLN2238 hem de bortezomib
konsantrasyonlarinda mitokondrial membran depolarizasyonlari énemli diizeyde
artmistir.

24. saatte MLN2238’nin K562 hiicrelerinde 5, 10 ve 20 uM’da mitokondrial
depolarizasyon degerleri sirastyla, %13.9, 18, 18.7; 48. saatte ise %47.3, 63, 62.9
olarak belirlenmistir.

Bortezomib’de ise K562 hiicrelerine mitokondrial depolarizasyon degerleri, 48.
saatte 1 uM konsantrasyondan baslayarak 24. saate gore artis gostermistir. 24.
saatte 1, 5, 10 ve 20 uM konsantrasyonlarda mitokondrial depolarizasyon
degerleri sirastyla, %8.3, 17.8, 20.8, 16; 48. saatte ise %48.3, 69.3, 74.6 ve72.7
olarak belirlenmistir.
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Sekil 37. MLLN2238 Konsantrasyonlarmmn (1, 5, 10 ve 20 pM) Caco2 Hiicreleri Uzerindeki,

24, Saatteki Mitokondrial Memran Biitiinliigiine Etkisi
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Sekil 38. MLLN2238 Konsantrasyonlarmmn (1, 5, 10 ve 20 pM) Caco2 Hiicreleri Uzerindeki,
48. Saatteki Mitokondrial Memran Biitiinliigiine Etkisi



Caco2 24 SA-DMSO KONTROL Caco2 24 SA-DMS0 KONTR

o~~~
8
a “a
et
b
<« 2
< i
O o
7 =
o)
-

-188

_I'I'I:IITII_I_mTHI_I_I'I'ﬂTﬂl_I'
50 100 150 200 250 10? 10 10* 10°
FSC-A (x 1,000) JC-1 FITC-A
Caco2 24 SA-Bortezomih 1_yru1 Caco2 24 SA-Bortezomib 5 uM
“a Sy 43 . Ya n :
™ ] P
ek s
o ] o
5% 5%
= "? = 7
u [LE “a
1‘ —TTT II ) Illlllll 1 llllllll ) III'II ) Illlllll 1 llllllll )
10° 10° 10* 10° 10° 10* 10°
JC-1 FITC-A JC-1 FITC-A

Caco2 24 SA—Bnrtezomib 10 uM Caco2 24 SA-Bortezomib 20 uM

R — R S
= =

<o <o
el Tk
o 3 o ]
5o 5e]
= "? = "E:
P . o~

1 Y l:ll ) |||||||I 1 ||||"|| ) LILI ||||I |"| l‘"ll‘lil ) |||||||I 1 |||||||| 1

10° 10° 10* 10 10° 10° 10* 10°

JC-1 FITC-A JC-1 FITC-A

Sekil 39. Bortezomib Konsantrasyonlarinn (1, 5, 10 ve 20 pM) Caco2 Hiicreleri Uzerindeki,
24, Saatteki Mitokondrial Memran Biitiinliigiine Etkisi
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Sekil 40. Bortezomib Konsantrasyonlarinn (1, 5, 10 ve 20 pM) Caco2 Hiicreleri Uzerindeki,
48. Saatteki Mitokondrial Memran Biitiinliigiine Etkisi
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Tablo 12. Caco2 Hiicre Hatt1 Uzerinde MLN2238 ve Bortezomib’in 24 ve 48 saatlik Akis
Sitometride Mitokondrial Depolarizasyon (JC-1) sonuglari

Caco2 hiicrelerine uygulanan 24, Saat
Konsantrasyonlar (uM) P2 (Canh P3 (JC-1
Hiicre) Pozitif)
R
o
o
[\
4
-
=
o Kontrol (%0.1 DMSO) 78.1 21.0
§ 1 74.6 25.5
N 5 72.3 27.8
g 10 71.7 22.9
R 20 78.6 22.0
Caco2 hiicrelerine uygulanan 48. Saat
Konsantrasyonlar (uM) P2 (Canh P3 (JC-1
Hiicre) Pozitif)
R
(o]
o
(@\]
4
-
=
) Kontrol (%0.1 DMSO) 70.8 26.4
§ 1 48.6 51.5
E} 5 55.5 44.7
5 10 51.8 48.3
= 20 48.0 52.3

Tablo 12’daki sonuglara gére MLN2238’in Caco2 hiicresi tizerinde mitokondrial
membran depolarizasyon degerleri, 48. saatte 1 uM konsantrasyondan baslayarak
24. saate gore artig gostermistir. 24. saatte 1, 5, 10 ve 20 uM konsantrasyonlarda
mitokondrial depolarizasyon degerleri sirasiyla, %21.5, 21.2, 27.6, 24.0 olup,
kontrole gore artis belirlenmemistir. 48. saatte ise mitokondrial depolarizasyon
degerleri sirasiyla, %38.1, 40.2, 44.0 ve 45.2 olarak analiz edilmis ve bu degerler
kontrole gore artig gostermistir.

Bortezomib’de ise Caco2 hiicresi lizerinde mitokondrial membran biitlinliiglint
depolarize ettigi degerler 48. saatte 1 uM konsantrasyondan baglayarak 24. saate
gore artis gostermistir. 24. saatte 1, 5, 10 ve 20 pM konsantrasyonlarda
mitokondrial depolarizasyon degerleri sirasiyla, %25.5, 27.8, 22.9, 22.0 olup,
kontrole gore artis belirlenmemistir. 48. saatte ise mitokondrial depolarizasyon
degerleri sirasiyla, %51.5, 44.7, 48.3 ve 52.3 olarak analiz edilmis ve bu degerler
kontrole gore artig gostermistir.
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Real Time PCR ile mRNA Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Bu ¢alismada diger calismalara paralel olarak MLLN2238 ve Bortezomib’in 1, 5,
10 ve 20 uM konsantrasyonlar1 her iki hiicre hattina da uygulanmis ve hiicreler 24
ve 48 saat inkiibe edilerek RNA izolasyonlar1 yapilmistir. Her bir RNA 6rneginin
saflig1 ve miktar1 nanodrop cihazinda belirlenmis ve ¢cDNA sentezi i¢in 100 ng
RNA kullanilmistir. Elde edilen cDNA’larin Light Cycler 480 de PCR analizleri
yapilmistir. K562 (Sekil 41, 42, 43, 44) ve Caco2 ( Sekil 45, 46, 47, 48) hiicreleri
icin amplifikasyon asamasinda ornek ve referans genlerin 465-510 nm dalga
boyundaki floresan araliginda esik degerine girdikleri dongiiler saptanmaistir.

Amplification Curves

—— A1: K562 24h DMSO  —— A2: K562 24h M1 —— A3: K562 24h M5 —— Ad: K562 24h M10
—— AS: K562 24h M20 AB: K562 24h B1 —— A7: K562 24h BS A8 K562 24h B10
—— A9 K56224hB20  —— A11:K56220h M1 —— B1: K562 24hDMSO  —— B2: K562 24h M1
—— B3 K562 24h M5 ——B4: K56224h M10  —— B5: K562 24h M20 BE: K562 24h B1
—— B7: K562 24h BS BS: KS6224hB10  —— B9 KS6224hB20  —— B11: K562 24h M3
——C11: K562 24h M10  ——D11: K56224hM20 ——E11: K56224hB1  ——F11: K562 24h BS
—— G10: K562 24h DMSO —— G11: K562 24h B10. —— H11: K562 24h B20
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Sekil 41. MLLN2238 (M) ve Bortezomib (B) konsantrasyonlari ile (1, 5, 10 ve 20 pM) 24 Saat
inkiibe Edilen K562 Hiicrelerinde NF-kB ve GAPDH Genlerinin Amplifikasyon Egrisi

Amplification Curves

A12: K562 48h M1 B12: K562 48h M5 —— C1: K562 48h DMSO  —— C2: K562 48h M1
—— C3: K562 48h M5 —— C4: K562 48h M10 —— C5: K562 48h M20 CB: K562 48h B1
— C7: K562 48h BS CB: K562 48h B10 — (9: K562 48h B20 —— C12: K562 48h M10
—— D1: K562 48h DMSO  —— D3: K562 48h M5 —— D4: K562 48h M10 —— D5: K562 48h M20

DE: K562 48h B1 —— D7: K562 46h BS D8: K562 48h B10 —— D9: K562 48h B20

D12: K562 48h M20 E12: K562 48h B1 F12: K562 48h BS G12: K562 48h B10
—— H10: K562 48h DMSO —— H12: K562 48h B20
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0,104 - R e

Fluorescence (465-510)
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Sekil 42 MLN2238 (M) ve Bortezomib (B) konsantrasyonlari ile (1, 5, 10 ve 20 pM) 48 Saat
inkiibe Edilen K562 Hiicrelerinde NF-kB ve GAPDH Genlerinin Amplifikasyon Egrisi
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Amplification Curves

— A11: K562 24h M1 — B11: K562 24h M5 — C11: K562 2dh M10 —— D11: K562 24h M20
—— E1:K56224h DMSO  —— E2: K562 24h M1 —— E3:K56224hMS  —— E4: K562 24h M10
—— ES5: K562 24h M20 EB: K562 24h B1 —— E7: K562 24h BS E8: K562 24h B10
— E3:K56224hB20  ——FE11:K56224hB1  —— F1: KS6224h DMSO  —— F2: K562 24h M1
—— F3: K562 24h M5 —— F4: K562 24h M10 —— F5: K562 24h M20 FE: K562 24h B1
—F7:K56224h B5 ~F8 K56224h B10  —— F9: K56224hB20  —— F11: K562 24h BS
—— G10: K562 24h DMSO —— G11: K562 24h B10  —— H11: K562 24h B20
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Sekil 43. MLLN2238 (M) ve Bortezomib (B) konsantrasyonlari ile (1, 5, 10 ve 20 pM) 24 Saat
Inkiibe Edilen K562 Hiicrelerinde C-myc ve GAPDH Genlerinin Amplifikasyon Egrisi

Amplification Curves

—— A12: K562 48h M1 —— B12: K562 48h M5 —— C12: K562 48h M10  —— D12: K562 48h M20
—— E12: K562 48h B1 —— F12: K562 48h B5 —— G1: K562 48h DMSO —— G2: K562 48h M1
—— G3: K562 48h M5 —— G4: K562 48h M10 —— G5: K562 48h M20 GB: K562 48h B1
—— G7: K562 48h BS ——— GB: K562 48h B10 —— (9: K562 48h B20 —— G12: K562 48h B10
—— H1: K562 48h DMSO —— H2: K562 48h M1 —— H3: K562 48h M5 —— H4: K562 48h M10
—— H5: K562 48h M20 HE: K562 48h B1 —— H7: K562 48h BS H8: K562 48h B10
—— H9: K562 48h B20 —— H10: K562 48h DMSO —— H12: K562 48h B20
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§ekil 44. MLN2238 (M) ve Bortezomib (B) konsantrasyonlari ile (1, 5, 10 ve 20 nM) 48 Saat
Inkiibe Edilen K562 Hiicrelerinde C-myc ve GAPDH Genlerinin Amplifikasyon Egrisi

MLN2238 ve Bortezomib uygulanan K562 hiicresi iizerinde yapilan RT-PCR
analiz sonucunda NF-kB, c-myc ve GAPDH genlerinin 6l¢iilen tam niceliksel esik
degerleri (CP)’nin analizi Tablo 13°de verilmistir.
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Tablo 13. MLN2238 ve Bortezomib Uygulanan K562 Hiicreleri icin Ornek Ve Referans

Genlerin RT-PCR Sonunda Elde Edilen Esik Degerleri (CP)

MLN2238 ve CP degeri CP degeri CP degeri
Bortezomib (NF-kB) (C-myec) (GAPDH)
Konsantrasyonlari
(M)
Kontrol ( %0.1 30.80 25.92 23.85
_ | pMso)
s MLN2238-1 29.66 25.62 23.85
: MLN2238-5 31.85 27.37 22.97
A MLN2238-10 32.52 28.21 24.46
MLN2238-20 32.10 28.13 23.95
Bortezomib 1 31.21 26.52 23.85
Bortezomib 5 33.52 29.41 25.94
Bortezomib 10 33.66 29.75 26.13
Bortezomib 20 33.94 29.68 28.31
Kontrol ( %0.1 31.37 25.99 24.25
DMSO)
MLN2238-1 31.96 27.11 25.58
- MLN2238-5 31.81 27.17 24.67
g MLN2238-10 32.55 29.14 26.44
® MLN2238-20 32.64 29.57 24.67
Bortezomib 1 31.48 27.05 24.67
Bortezomib 5 35.05 30.78 28.11
Bortezomib 10 36.61 32.13 29.53
Bortezomib 20 36.17 31.94 28.63
TR oo WD Mo e Bl AT conez 2inBs A8 caco2 210
o, Eihriemomit) aims obeaaesnm
—— B7: caco2 24h B5 B8: caco2 24h B10 —— B9: caco2 24h B20 —— B11: caco2 24h M5
—— C11: caco2 2dh M10 —— E10: caco2 24h M20 —— E11: caco2 24h B1 —— F11: caco2 24h BS
—— G10: caco2 24h DMSO —— G11: caco2 24h B10  —— H11: caco2 24h B20
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AL
2 5310
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0,090 ===
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Sekil 45. MLLN2238 (M) ve Bortezomib (B) Konsantrasyonlari ile (1,5, 10 ve 20 nM) 24 Saat
inkiibe Edilen Caco2 Hiicrelerinde NF-kB ve GAPDH Genlerinin Amplifikasyon Egrisi
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Amplification Curves

A12: caco2 48h M1 B12: caco2 48h M5 —— C1: caco2 48h DMSO —— C2: caco2 48h M1
—— C3: caco2 48h M5 —— C4: caco2 48h M10  —— C5: caco2 46h M20 CE: caco2 48h B1
—— C7: caco2 48h BS - C8: caco248hB10  —— C9: caco248hB20 —— C12: caco2 48h M10
—— D1: caco2 48h DMSO —— D2: caco2 48h M1 —— D3: caco2 48h MS —— D4: caco2 48h M10
—— D5: caco2 48h M20 DE: caco2 48h B1 —— D7: caco2 48h BS —— D8: caco2 48h B10
——D9: caco248h B20 - D12: caco2 48h M20 - E12: caco2 48h B1 2 F12: caco2 48h BS
—— G12: caco2 46h B10 —— H12: caco2 48h B20
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Sekil 46. MLLN2238 (M) ve Bortezomib (B) Konsantrasyonlari ile (1,5, 10 ve 20 nM) 48 Saat
inkiibe Edilen Caco2 Hiicrelerinde NF-kB ve GAPDH Genlerinin Amplifikasyon Egrisi

Amplification Curves

—— A11: caco2 24h M1 —— B11: caco2 24h M5 —— C11: caco2 24h W10  —— E1: caco2 24h DMSO
—— E2: caco2 24h M1 —— E3: caco2 24h M5 —— E4: caco2 24h M10 —— E&: caco2 24h M20
E6: caco2 24h B1 —— E7: caco2 24h BS ~—— EB: caco2 24h B10 —— E9: caco2 24h B20
—— E10: caco2 24h M20 —— E11: caco2 24h B1 —— F1: caco2 24h DMSO  —— F2: caco2 24h M1
—— F3: caco2 24h M5 —— F4: caco2 24h M10 —— F5: caco2 24h M20 FE: caco2 24h B1
—— F7: caco2 24h BS F8: caco2 24h B10 —— F9: caco2 24h B20 —— F11: caco2 24h BS
—— G10: caco2 24h DMSO —— G11: caco2 24h B10 —— H11: caco2 24h B20
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Sekil 47. MLN2238 (M) ve Bortezomib (B) Konsantrasyonlari ile (1,5, 10 ve 20 nM) 24 Saat
inkiibe Edilen Caco2 Hiicrelerinde C-myc ve GAPDH Genlerinin Amplifikasyon Egrisi
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Amplification Curves

A12: caco2 48h M1 - B12: caco2 48h M5 C12: caco2 48h M10 D12: caco2 48h M20
—— E12: caco2 48h B1 ——F12 caco248hBS  —— G1: caco2 48h DMSO —— G2: caco2 48h M1
—— (G3: caco2 48h M5 —— G4: caco2 48h M10  —— GS5: caco2 48h M20 G6: caco2 48h B1
—— G7: caco2 48h BS G8: caco248hB10  —— G9: caco248h B20 - G12: caco2 48h B10
—— H1: caco2 48h DMSQO —— H2: caco2 48h M1 —— H3: caco2 48h M5 —— H4: caco2 48h M10
—— HS: caco2 48h M20 HE: caco2 48h B1 —— H7: caco2 48h BS H8: caco2 48h B10
——H9: caco248h B20 —— H12: caco2 48h B20
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Sekil 48. MLLN2238 (M) ve Bortezomib (B) Konsantrasyonlari ile (1,5, 10 ve 20 nM) 48 Saat
inkiibe Edilen Caco2 Hiicrelerinde C-myc ve GAPDH Genlerinin Amplifikasyon Egrisi

MLN2238 ve Bortezomib uygulanan Caco2 hiicresi iizerinde yapilan RT-PCR
analiz sonucunda NF-kB, c-myc ve GAPDH genlerinin 6l¢iilen tam niceliksel esik
degerleri (CP)’nin analizi tablo 14’de verilmistir.

Tablo 14. MLN2238 ve Bortezomib Uygulanan Caco2 Hiicreleri i¢in Ornek Ve Referans
Genlerin RT-PCR Sonunda Elde Edilen Esik Degerleri (CP)

MLN2238 ve CP degeri CP degeri (C- CP degeri
Bortezomib (NF-kB) myc) (GAPDH)
Konsantrasyonlar1 (uM)
Kontrol ( %0.1 DMSO) 27.76 25.49 22.83
- MLN2238-1 30.89 27.53 25.41
3 MLN2238- 5 32.84 29.13 26.94
£ MLN2238-10 30.75 27.26 23.95
MLN2238-20 30.18 27.41 23.41
Bortezomib 1 30.31 26.39 23.28
Bortezomib 5 30.56 27.53 23.83
Bortezomib 10 30.27 27.31 23.34
Bortezomib 20 31.70 28.90 24.81
Kontrol ( %0.1 DMSO) 29.59 27.67 21.83
MLN2238-1 29.60 27.48 21.81
MLN2238-5 30.14 26.18 23.26
- MLN2238-10 30.01 27.05 24.67
2 MLN2238-20 29.27 26.38 22.93
< Bortezomib 1 30.44 27.38 25.37
Bortezomib 5 29.57 26.84 23.83
Bortezomib 10 29.74 26.41 23.95
Bortezomib 20 29.63 26.16 24.21
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1|2 HedefReferans Oram B Normalize Oram
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Kontrol MLNI1pM MLNSuM MLN10uM MLN20pM Bort1uM Bort 5 uM

Bort 10 uM

Sekil 49. MLN2238 ve Bortezomib Konsantrasyonlar: ile 24 Saat Inkiibe Edilmis K562

Hiicrelerinde NF-kB Genine Ait Hedef/Referans Oranlar

K562 hiicrelerinde, 24. saatte kontrole goére MLN2238’in 5, 10, 20 uM,

Bortezomib’in de 1, 5, 10 pM konsantrasyonlarinda NF-kB

mRNA

ekspresyonunun konsantrasyon artigina paralel olarak azalmis oldugu belirlendi.
48. saatte ise NF-kB mRNA ekspresyonunda kontrole gore azalma goriilmemistir.
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Sekil 50. MLLN2238 ve Bortezomib Konsantrasyonlar ile 48 Saat inkiibe Edilmis K562

Hiicrelerinde NF-kB Genine Ait Hedef/Referans Oranlar

B Normalize Oram

3 ID HedefReferans Oram

Kontrol MLN 1 uM MLINSuM MLN10uM MLN20uM BortluM BortSuM Bort 10 uM

m

Bort 20 uM

Sekil 51. MLN2238 ve Bortezomib Konsantrasyonlar: ile 24 Saat inkiibe Edilmis K562

Hiicrelerinde c-myc Genine Ait Hedef/Referans Oranlari
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Sekil 52. MLN2238 ve Bortezomib Konsantrasyonlar: ile 48 Saat inkiibe Edilmis K562 .
Hiicrelerinde c-myc Genine Ait Hedef/Referans Oranlari

K562 hiicrelerinde 24 saatte MLN2238’in 1, 5, 10, 20 uM ve Bortezomib’in 1, 5
ve 10 uM konsantrasyonlarinda c-myc mRNA ekspresyonu, belirgin bir diizeyde
azalma goOstermistir. 48. saatte de MLN2238 ve Bortezomib’in tim
konsantrasyonlarinin artigina paralel olarak c-myc mRNA ekspresyonu azalmaistir.
En fazla c-myc mRNA ekspresyonunu azaltici etki, 48. saatte 20 uM MLN2238
konsantrasyonunda goriilmiistiir (Sekil 51, 52 ve Tablo 15).

Tablo 15. MLN2238 ve Bortezomib Konsantrasyonlari ile Inkiibe Edilmis K562
Hiicrelerinde RT-PCR Sonucunda Hesaplanan NF-kB ve c-myc Genine Ait Hedef/Referans
Oranlan

Hedef/Refera Normalize Hedef/Referans Normalize
MLN2238 ve Bortezomib ns Orani Orani (NF-kB) Orani (Cmcy) Orani
Konsantrasyonlari (uM) (NFkB) (Cmcy)

Kontrol (%0.1 DMSO) 8.09 E-3 1.000 0.2386 1.000
MLN2238-1 9.68 E-3 1.196 0.1590 0.6664
MLN2238-5 5.92 E-3 0.7318 0.1329 0.5569

- MLN2238-10 4.95E-3 0.6122 9.84E-2 0.4125

3 MLN2238-20 3.52E-3 0.4348 5.53E-2 0.2317

S Bortezomib 1 6.10 E-3 0.7537 0.157E-2 0.6589
Bortezomib 5 5.24 E-3 0.6472 9.06E-2 0.3798
Bortezomib 10 5.41E-3 0.6682 8.14E-2 0.3412
Bortezomib 20 2.01E-2 0.2481 0.3862 1.618
Kontrol (%0.1 DMSO) 7.17E-3 1.000 0.2990 1.000
MLN2238-1 1.20E-2 1.673 0.3454 1.155
MLN2238-5 7.12E-3 0.9943 0.1771 0.5923

- MLN2238-10 1.45E-2 2.020 0.1547 0.5173

b MLN2238-20 3.98E-3 0.5560 3.33E-2 0.1114

& Bortezomib 1 8.89E-3 1.241 0.1920 0.6420
Bortezomib 5 8.17E-3 1.140 0.1563 0.5228
Bortezomib 10 7.37E-3 1.029 0.1644 0.5500
Bortezomib 20 5.38E-3 0.7513 0.1011 0.3380
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Sekil 53. MLN2238 ve Bortezomib Konsantrasyonlar: ile 24 Saat inkiibe Edilmis Caco2

Hiicrelerinde NF-kB Genine Ait Hedef/Referans Oranlar:

1 [0 HedefReferans Oram B Normalize Oram
100874
‘IUUE':Ii 4444444444444444444444444444444444444444444444
1.00E-14
1.00E -2;
Kontrol MLN1xM  MLNSuM MLN 10 xM MLN 20 uM Bort1uM BortSuM Bort 10 uM  Bort 20 uM

Sekil 54. MLN2238 ve Bortezomib Konsantrasyonlar: ile 48 Saat inkiibe Edilmis Caco2

Hiicrelerinde NF-kB Genine Ait Hedef/Referans Oranlar:

Caco2 hiicrelerinde 24. saatte 1, 5, 10 ve 20 uM MLN2238 ve Bortezomib
konsantrasyonlarinda NF-kB mRNA ekspresyonunun 6nemli diizeyde azaldig:

oldugu belirlenmistir. 48. saatte ise K562 hiicre ekspresyon

sonuclarma benzer

olarak, Caco2 hiicrelerinde NF-kB mRNA ekspresyonda azalma goériilmemistir.

1 |0 HedefReferans Oram B Normalize Oram

1.DDE13
1.00ED§

1,EIEIE-13

1] Kontrol MLN 1 uM MLN S pM MLN 10 pM MLN 20 uM Bort 1 upM  Bort 5 uM

Bort 10 uN Bort 20 uM

Sekil 55. MLN2238 ve Bortezomib Konsantrasyonlar ile 24 Saat i
Hiicrelerinde c-myc Genine Ait Hedef/Referans Oranlari

nkiibe Edilmis Caco2
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Sekil 56. MLLN2238 ve Bortezomib Konsantrasyonlar: ile 48 Saat inkiibe Edilmis Caco2
Hiicrelerinde c-myc Genine Ait Hedef/Referans Oranlari

RT-PCR sonucunda, Caco2 hiicrelerinde 24. saatte MLN2238’in 10 ve 20 uM,

Bortezomib’in de 1,

10, 20 puM konsantrasyonlarinda c-myc mRNA

ekspresyonunun azaldig1 analiz edilmistir. En fazla mRNA ekspresyon azaliginin
20 uM MLN2238 ve Bortezomib konsantrasyonlarinda oldugu goriilmiistiir. 48.
saatte ise c-myc mRNA ekspresyonunda kontrole gore azalma goriilmemistir.

Tablo16. MLN2238 ve Bortezomib Konsantrasyonlari ile inkiibe Edilmis Caco2 Hiicrelerinde
RT-PCR Sonucunda Hesaplanan NF-kB ve c-myc Genine Ait Hedef/Referans Oranlari

MLN2238 ve Bortezomib Hedef/Refera Normalize Hedef/Referans Normalize
Konsantrasyonlar: ns Orani Orani (NF-kB) Orani (Cmcy) Orani
(uM) (NFkB) (Cmcy)

Kontrol (%0.1 DMSO) 3.28E-2 1.000 0.1592 1.000
MLN2238-1 2.25E-2 0.6847 0.2301 1.446
MLN2238-5 1.67E-2 0.5093 0.2190 1.376

= MLN2238-10 8.98E-3 0.2738 0.1003 0.6301

3 MLN2238-20 9.16E-3 0.2793 6.25E-2 0.3927

S Bortezomib-1 7.66E-3 0.2335 0.1158 0.7276
Bortezomib-5 9.44E-3 0.2879 7.70E-2 0.4835
Bortezomib-10 8.17E-3 0.2493 6.37e-2 0.4002
Bortezomib-20 8.40E-3 0.2562 5.87e-2 0.3688
Kontrol (%0.1 DMSO) 4.61E-3 1.000 1.75E-2 1.000
MLN2238-1 4.53E-3 0.9808 1.96E-2 1.121
MLN2238-5 8.47E-3 1.836 0.1324 7.565

- MLN2238-10 2.48E-2 5.374 0.1931 11.03

3 MLN2238-20 1.23E-2 2.670 9.13E-2 5.219

& Bortezomib 1 2.99E-2 6.469 0.2481 14.18
Bortezomib 5 1.88E-2 4.068 0.1246 7.118
Bortezomib 10 1.80E-2 3.906 0.1819 10.40
Bortezomib 20 2.34E-2 5.067 0.2589 14.79
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Bu tez caligmasinda, MLN2238 ve Bortezomib konsantrasyonlarinin sitotoksik
etkileri, WST-1 yontemi kullanilarak arastirilmis ve WST-1 absorbans sonuglari
kullanilarak, kontrol grubuna gore, her bir grubun % hiicre canlilik degerleri
hesaplanmugtir.

K562 hiicreleri lizerinde MLN2238’in konsantrasyon artisina bagli olarak
kontrole gore hiicre proliferasyonunun hem 24 hem de 48. saatte 6nemli diizeyde
azalttig1 belirlenmistir. 48. saatte 6zellikle 5, 10, 20 ve 30 uM konsantrasyonlarda
hiicre proliferasyonunun  %50’nin  altina diistiigli  goriilmektedir. K562
hiicrelerinde MLN2238’e paralel olarak Bortezomib’in de 24. ve 48. saatte hiicre
proliferasyonunu azalttig1 belirlenmistir. 48. saatte 1, 5, 10, 20 ve 30 pM
Bortezomib  konsantrasyonlarinin ~ 6nemli  antiproliferatif etkisi  oldugu
goriilmektedir.

Caco2 hiicrelerinde MLN2238’in hem 24 hem de 48 saatlik inkiibasyonu
sonucunda, konsantrasyon artigina bagli olarak hiicre proliferasyonunuda 6nemli
azalmalar goriilmistiir. Caco2 hiicrelerinde de K562 hiicrelerinde oldugu gibi
%50’den daha fazla hiicre inhibisyonunun 48. saatte 10, 20 ve 30 uM MLN2238
konsantrasyonunda oldugu belirlenmistir. Bortezomib konsantrasyonlariin da
Caco?2 hiicresi iizerinde 6nemli antiproliferatif etki gosterdigi belirlenmis ve en
fazla etkinin 48. saatteki 30 uM’da (%51.17) oldugu gorilmiistiir.

Proteozom inhibitorleri, proteozomlarin fonksiyonlarini inhibe eder, protein
yapimini giiclestirir ve ¢oklu sinyal iletimini engellerler. Sinyal iletimi kesilince
kanserli hiicreler dliir ve timoriin biiytimesi baskilanir. Bizim ¢alismamizda da
MLN2238 ve Bortezomib zaman ve konsantrasyona bagimli olarak hem K562
hem de Caco2 hiicrelerinde 6nemli antiproliferatif etkiler meydana getirmistir.
MLN2238’in her iki hiicre hattinda da benzer antiproliferatif etkileri oldugu
goriiliirken, Bortezomib’in K562 hiicrelerindeki antiproliferatif etkisinin solid bir
tiimor olan Caco2 hiicreleri lizerinde daha fazla oldugu belirlenmistir.

Bizim WST-1 bulgularimiza paralel olarak, multiple myelom hiicreleri iizerinde
MLN2238’in 6.5, 12.5, 25 ve 50 nmol/L konsantrasyonlar1 kullanilarak yapilan
MTT sitotoksisite testi sonuglarina gore 48. saatte 12.5 nmol/L konsantrasyonda
%50’ye yaklasan, 25 nmol/L’de ise %50’den fazla antiproliferatif etki
bulunmustur (Chauhan ve ark., 2011)

Yan ve arkadaglarinin K562 hiicreleri iizerinde yaptiklar1 bir calismada, 48. saatte
32 nM Bortezomib Konsantrasyonunda %50 ve 64 nM konsantrasyonunda ise
%380 oraninda hiicre inhibisyonu oldugu ifade edilmistir (Yan ve ark., 2007).

Bortezomib’in farkli konsantrasyonlar1 (0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.06 ve 0.1 uM) ile
yapilan bir ¢calismada Caco?2 hiicreleri lizerindeki WST-1 sonuclaria gore 1C50
konsantrasyonun 0.03 ila 0.04 uM/L arasinda oldugu vurgulanmistir (Loeffler-
Ragg ve ark., 2009)

Yine Bortezomib’in kolon kanseri hiicreleri iizerinde antiproliferatif etkilerinin
arastirildig1 bir ¢alismada; 3 farkli insan kolon kanser hiicre hattinda (HCT116,
HT-29 ve Caco2) MTT analizine gore, 48. saatte Bortezomib’in 333 nM
konsantrasyonunun Caco2 hiicrelerinin proliferasyonunu %60 oraninda azalttig
gosterilmistir (Voutsadakis ve ark., 2010).
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DU145 insan prostat kanseri hiicreleri iizerinde yapilan bir ¢alismada,
Bortezomib’in 1, 5, 10, 20 ve 50 uM konsantrasyonlarinda MTT yontemine gore
48. saatte 20 uM’da yaklasik %40 ve 50 uM konsantrasyonda ise %50 den fazla
hiicre proliferasyonunda inhibisyon oldugu ifade edilmistir (Goktas ve ark., 2010)

Ayrica Chitambar ve Purpi’nin Mantle lenfoma (Granta) hiicreleri iizerinde
yaptig1 bir calismada 2, 4, 6 ve 8 nM Bortezomib konsantrasyonlarindan, 48. saat
MTT sonuglarina gore sadece 8 nM’de hiicre inhibisyonunun %50’den daha fazla
oldugu agiklanmistir (Chitambar ve Purpi, 2010)

Proteozom inhibitdrlerinin spesifik olarak cogalabilen hiicrelerde apoptoza neden
olduklarini; dolayisiyla, diger anti-kanser ilaglara gore avantajli durumda
olduklarim1 ve kanser tedavisinde daha etkili olabileceklerini gdstermektedir
(Dutaud ve ark., 2002).

Calismamizda K562 ve Caco2 hiicrelerinde MLN2238 ve Bortezomib
konsantrasyonlarinin apoptotik etkileri Annexin V-PI yontemi ile akis sitometri
cithazinda analiz edilerek arastirilmistir.

Annexin V-PI sonu¢larimizda goriilen % hiicre canlilik degerleri, WST-1 yontemi
ile hesapladigimiz % hiicre proliferasyon degerleri ile paralellik gostermistir.

MLN2238’in K562 hiicrelerinde erken apoptotik etkilerinin en fazla 24. saatte 10
uM; 48. saatte ise 5 uM’da oldugu belirlenmistir. Konsantrasyon artigsina bagl
olarak, MLN2238’nin en yliksek konsantrasyonu olan 20 uM’ da nekrotik hiicre
oraniin 48. saatte 31.9 oldugu hesaplanmistir. Bu ¢alismada MLN2238’nin en
onemli erken apoptotik etkilerinin 24. saatte meydana geldigi belirlenmistir.

K562 hiicreleri tizerinde Bortezomib konsantrasyonlarina bakildiginda en yiiksek
erken apoptotik hiicre degerlerinin 24. saatte 5 uM’da; 48. saatte ise 10 uM’da
meydana geldigi belirlenmistir. Bu sonuglar, Bortezomibin de erken apoptotik
etkisinin en fazla 24. saatte meydana geldigini, 48. saatte ise bu degerlerin
diistiigii ve buna bagli olarak nekrotik hiicre 6liimiinii arttirdigini géstermektedir.

Caco2 hiicrelerinde MLN2238’in erken apoptotik etkisi 24. saatte ve 1 uM’dan
itibaren artis gostermis ve en yiiksek erken apoptotik hiicre oranm1 20 uM
konsantrasyonda %@42.5 olarak analiz edilmistir. 48. saatte ise MLN2238
konsantrasyonlarindan en fazla erken apoptotik hiicre oran1 20 uM’da %]12.5
olarak belirlenmistir. Bu bulgular, Caco2 hiicrelerinde MLN2238’nin apoptotik
etkisinin daha ¢ok 24. saatte meydana geldigini a¢iklamaktadir.

Bortezomib’in Caco2 hiicre hattindaki erken apoptotik etkilerinin de 24 saatlik
inkiibasyon sonunda artmis oldugunu, 48. saatte ise bu etkinin azaldigi ancak
nekrotik ve ge¢ apoptotik hiicre oranlarinda artisin oldugu belirlenmistir.

Annexin V-PI sonuglarimiza gore, MLN2238’in apoptotik etkisinin her iki hiicre
hattinda da benzer oldugu goriilmektedir. Ancak Bortezomib’in antiproliferatif
etkide oldugu gibi apoptotik etkide de K562 hiicrelerinde Caco?2 hiicrelerine gore
daha etkili oldugu belirlenmistir.
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Bizim Annexin V-PI bulgularimizla benzer olarak, multiple myelom (MM.1S,
H929, OPM1, OPM2) hiicreleri iizerinde yapilan bir ¢alismada, MLN2238’in
IC50 konsantrasyonun (5 nM) uygulandigi akis sitometri Annexin V-PI analiz
sonucuna gore, 24. saatteki erken apoptoz degerlerinin 6nemli derecede artmis
oldugu bildirilmistir (Chauhan ve ark., 2011).

K562 hiicresi ve Bortezomib ile yapilan bagka bir calismada Bortezomib’in 4, §,
16, 32 ve 64 nM konsantrasyonlarinin, Annexin V-PI yontemi ile apoptotik
etkileri belirlenmis ve 48. saatte, 32 nM konsantrasyonda apoptotik hiicre degeri
%30 iken, 64 nM konsantrasyonda %50 olarak bulunmustur (Yan ve ark., 2007).

Loeffler-Ragg ve arkadaglari tarafindan Bortezomib’in Caco2 hiicre hatti iizerinde
0.02, 0.03, 0.04 ve 0.05 uM konsantrasyonlarin1 uyguladiklar1 bir ¢alismada
Annexin V-PI yontemine gore 48. saatteki erken apoptoz degerleri, doza bagimh
olarak artis gostermis ve 0.04 puM konsantrasyonda %20 iken, 0.05 uM
konsantrasyonda %40 oldugu rapor edilmistir (Loeffler-Ragg ve ark., 2009).

Yine Bortezomib’in, K562 ve HL-60 hiicreleri lizerinde ki antineoplastik
etkilerinin arastirildig: bir calismada da, 50 ve 100 nM Bortezomib uygulamasinin
apoptotik etkiler akis sitometri cihazi kullanilarak 4, 8 ve 12. saatlerde analiz
edilmistir. Bortezomib’in 8 ve 12. saatte HL-60 hiicrelerinde apoptotik etkileri
goriiliirken, bizim sonucumuza da zit olarak, K562 hiicrelerinde apoptotik etki
belirlenmemistir. Bu durumun apoptozun 12. saatten sonra basladigi ve bu
calismada 12. saatten sonraki etkilere bakilmadig1 i¢in oldugunu diigiinmekteyiz
(Liu ve ark., 2013).

DUI145 insan prostat kanseri hiicreleri {lizerinde Bortezomib’in 5 pM
konsantrasyonun uygulandigi ¢alismada da Annexin V-PI yontemine gore 48.
saatte erken apoptozun %30 degerinde artis gosterdigi rapor edilmistir (Goktas ve
ark., 2010).

Tez calismamizda K562 ve Caco2 hiicrelerinde MLN2238 ve Bortezomib
konsantrasyonlarinin kapaz-3 aktivasyonu iizerine etkilerini akis sitometri analiz
yontemi ile arastirdik. Calisgmamizda her iki hiicre hattinda da MLN2238 ve
Bortezomib’in kaspaz-3 aktivasyonunu konsantrasyon ve zamana bagli olarak
onemli oranda arttirmistir. Kaspaz-3, apoptoz mekanizmasmin tamamlanma
fazinda yer alan ve apoptozun sonlandirilmasindan sorumlu (sonlandirici)
kaspazlardan biridir. Kaspaz-3 hem digsal apoptotik yolak tizerinden hem de igsel
(mitokondriyal) apoptotik yolak tizerinden aktiflesebilir. (Slee ve ark., 2001).

24. saatte MLN2238 5 uM’dan itibaren konsantrasyon artigina bagli olarak K562
hiicrelerinde kaspaz-3 aktivasyonunda Onemli artislar meydana getirirken,
Bortezomib’in ise 1 pM’dan itibaren kaspaz-3 aktivasyonunda onemli artiglar
gorlilmiistiir. 48. saatte ise her iki ilacinda tiim konsantrasyonlarinda kaspaz-3
aktivasyonunda artislarin énemli diizeyde oldugu belirlenmistir. Ozellikle 5, 10 ve
20 uM MLN2238 ve Bortezomib konsantrasyonlarinda kaspaz-3 pozitif hiicre
orant sirastyla, % 52.3, 63.4, 64.8 ve % 70.9, 67.3 ve 64.5 olarak analiz
edilmistir.
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24. saatte hem MLN2238 hem de Bortezomibin 5 pM’dan itibaren konsantrasyon
artisina bagli olarak Caco2 hiicrelerinde kaspaz-3 aktivasyonunda artis oldugu
goriilmiistiir.  48. saatte 1ise kaspaz-3 aktivasyonundaki artiglarin  tiim
konsantrasyonlarda énemli oranda artmis oldugunu analiz ettik. Ozellikle 20 uM
MLN2238 ve Bortezomib konsantrasyonlarinda kaspaz-3 pozitif orani sirasiyla %
53.7 ve 55 olarak belirlendi. Bu bulgularimiz, proteozom inhibitorii olan iki ilacin
da K562 ve Caco2 hiicrelerindeki ne kadar dnemli apoptotik etki meydana
getirdiginin ac¢iklamasidir.

Kaspaz-3 aktivasyonu her iki hiicre hattinda da hem MLN2238 hem de
Bortezomib  konsantrasyonlarmnda artis  gostermistir.  Ozellikle kaspaz-3
aktivasyonunda 24. saate gore 48. saatte daha fazla aktivasyon belirlenmistir.

MLN9708’in multipl myelom (MM) hiicrelerine kars1 antineoplastik etkilerinin
arastirildigi bir calismada, MLN9708’in MM hiicrelerinin biiyiimesini engelledigi
ve apoptozu indiikledigi aciklanmistir. Ayrica MLN9708’in MM hiicrelerinde
tetikledigi apoptoz ile iliskili olarak kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9’u aktive ettigi
ettigi bildirilmistir (Chauhan ve ark., 2011).

HL-60, KG-1, K562 and MOLT-3 hiicre hatlar1 iizerinde Bortezomib’in apoptotik
etkilerinin arastirildigir bir c¢alismada, hiicrelere Bortezomib’in 50 ve 100 nM
konsantrasyonlar1 verilmis ve 6. saatte kaspaz-3 aktivasyonun artmis oldugu ifade
edilmistir (Liu ve ark., 2013).

Yine K562 hiicreleri lizerinde yapilan baska bir calismada Bortezomib’in 32 nM
konsantrasyonu ile Western blot yonemine gore kaspaz-3 aktivasyonu belirlenmis
ve 48. saatte kaspaz-3 aktivasyonun arttig1 rapor edilmistir (Yan ve ark., 2007).

Insan prostat kanseri (DU145) hiicreleri {iizerinde yapilan bir caligmada,
Bortezomib’in 5 uM konsantrasyonunda kaspaz-3 geninin mRNA seviyesinin
PCR ile analizi sonucunda arttig1 belirtilmistir (Goktas ve ark., 2010).

C.R. Chitambar ve arkadaslarinin Mantle lenfoma (Granta) hiicreleri lizerinde
yaptig1 ¢alismada Bortezomib’in 5 ve 6.7 nM konsantrasyonlarin 24. saatteki
kaspaz-3 aktivasyonu enzimatik olarak belirlenmis ve kontrole goére 5 nM
konsantrasyonda kaspaz-3 aktivasyonunun yaklasik 6 katina ¢iktigi, 6.7 nM
konsantrasyonda ise bu oranin 12 kat oldugu bildirilmistir (Chitambar ve Purpi,
2010).

Calismamizda K562 ve Caco2 hiicrelerinde MLN2238 ve Bortezomib
konsantrasyonlarinin mitokondrial depolarizasyon tizerine etkileri JC-1 yontemi
ile akis sitometri cihazinda analiz edilerek belirlenmistir.

K562 hiicrelerinde MLN2238’in mitokondrial depolarizasyon iizerine etkisi, diger
apoptotik sonuclarimizla benzer olarak, konsantrasyon ve zamana bagli olarak
artis gostermistir. En yliksek degerler 48. saatte 5, 10 ve 20 uM konsantrasyonda
sirasiyla %47.3, 63.0, 62.0 olarak belirlenmisir. K562 hiiclerinde Bortezomib
konsantrasyonlarinin mitokondrial depolarizasyonu 48. saatte MLN2238’e gore
daha fazla arttirmistir. 1, 5, 10 ve 20 uM konsantrasyonda degerler sirasiyla;
%48.3, 69.3, 74.6, 72.7 olarak analiz edilmistir.
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Caco?2 hiicrelerinde MLN2238’in ve Bortezomib’in mitokondrial depolarizasyonu
ozellikle 48. saatte 5, 10 ve 20 uM konsantrasyonda kontrol degerine gore
arttirdig1 gorilmiistiir.

Bizim ¢alismamiza paralel olarak Mantle lenfoma (Granta) hiicreleri iizerinde
yapilan bir ¢calismada, Bortezomib’in 5 ve 6.7 nM konsantrasyonlarin 24. saatte
akis sitometride yapilan JC-1 analizine goére 6.7 nM’da mitokondrial
depolarizasyonun kontrole gore %39 oldugu ifade edilmistir (Chitambar ve Purpi,
2010).

Bortezomib’in solid tlimdrler iizerindeki etkisinin arastirildigir bir g¢alismada,
bobrek adenokarsinoma hiicreleri kullanilmistir. Bu hiicreler 10 nM Bortezomib
konsantrasyonu ile 24 saat inkiibe edilmis ve JC-1 boyasi ile boyanarak, akis
sitometri cihazinda analiz edilmistir. Kontrole gore bortezomib uygulanan
hiicrelerde  mitokondrial depolarizasyon oranlarinda anlamli  bir fark
bulunamamistir. Bizim sonuglarimizda ise, Caco2 hiicrelerinde MLN2238 ve
Bortezomibin mitokondrial depolarizasyonu 48. saatte arttirdigi goriilmiistiir. Bu
bulgumuz solid tiimorler tizerinde MLN2238 ve Bortezomibin apoptotik etkisi
oldugu sonucunu desteklemektedir (Shanker ve ark., 2008).

Tez calismamizda K562 ve Caco2 hiicrelerinin, MLN2238 ve Bortezomib
konsantrasyonlarinin NF-kB ve c-myc mRNA ekspresyon diizeyleri {izerine
etkileri RT-PCR yontemi ile analiz edilmistir.

K562 hiicrelerinde 24. saatte MLN2238’in 5, 10, 20 uM konsantrasyonlarinda
doza bagli olarak artan NF-kB mRNA ekspresyonunun azaldig:1 belirlenmistir.
Bortezomib’de de 1, 5, 10 uM konsantrasyonlarda NF-kB ekspresyonunda azalma
gorliilmektedir. NF-kB mRNA ekspresyonunun azalmasi ile birlikte K562
hiicrelerinde 24 ve 48. saatte 1, 5, 10 ve 20 uM MLN2238 ve Bortezomib
konsantrasyon artisina bagli olarak c-myc mRNA ekspresyonunun da Onemli
diizeyde azalmis oldugunu belirledik. Ozellikle en fazla c-myc mRNA
ekspresyonunu azaltici etki, 48. saatte 20 uM MLN2238 konsantrasyonunda
gOrlilmiistiir.

Caco2 hiicrelerinde 24. saatte hem MLN2238 hem de Bortezomib’in tiim
konsantrasyonlarinda NF-kB mRNA ekspresyonunun azaldigi, ancak bu etkinin
48. saatte devam etmedigi goriilmiistiir. Caco2 hiicrelerinde 24. saatte
MLN2238’in 10 ve 20 uM, Bortezomib’in ise tiim konsantrasyonlarinda c-myc
mRNA ekspresyonunun azaldig1 belirlenmis olup en fazla azaltict etkinin 20 uM
konsantrasyonda oldugu goriilmiistiir.

Kanser hiicrelerinin, normal hiicrelere gore proteozom inhibisyonuna daha duyarh
oldugu bildirilmistir. NF-kB  bir transkripsiyon faktoriidiir, NF-kB’nin
aktiflesmesi hiicre canliligini ve proliferasyonunu saglar. Hiicre sitoplazmasinda
NK-kB IKB ile beraber bulunur. Hiicre uyar1 alinca IKB ubikiitinlenerek
fosforlanir. Bunun sonucunda sitoplazmada protein degredasyonundan sorumlu
proteozom kompleksleri aktiflesmis IKB’y1 NF-kB’den ayirir. NF-kB serbest
kalinca aktif bir transkripsiyon faktorii olarak hiicre niikleusuna gecip DNA’ya
baglanarak, DNA’da canliligi, proliferasyonu ve antiapoptotik iliskili genlerin
ekspresyonunu uyarir. (Frankland-Searby ve Bhaumik, 2012)
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Bizde calismamizda NF-kB mRNA ekspresyonunun 24. saatte MLN2238 ve
Bortezomib konsantrasyonlarinin artigina bagli olarak kontrole goére oOnemli
diizeyde azaldigii belirledik. Bu sonucumuz WST-1 ve apoptoz sonuglarimiza
paralellik gostermektedir. Calismamizda proteozom inhibisyonuna bagl olarak,
NF-kB ekspresyonunun azalmast hiicre canliliginin azaldigi ve apoptozun
arttiginin bir gostergesidir.

Yapilan literatlir taramasinda K562 ve Caco2 hiicrelerinde Bortezomib ve
MLN2238’nin NFkB ve c-myc mRNA ekspresyonlarina RT-PCR ile etkilerinin
arastirildig1 calismaya rastlanilmamistir. Ancak baska in vitro ¢alismada multiple
myelom ve prostat hiicrelerinde, Bortezomib’in NF-kB’yi inhibe ederek apoptozu
indiikledigi bildirilmistir (Goktas ve ark., 2010; Lashinger ve ark., 2005; An ve
ark., 2003; Hideshima ve ark., 2002)

Multiple myeloma hiicrelerinde proteozom inhibitorleri (Bortezomib ve ikinci
nesil proteozom inhibitorler1 (MLN9708/2238) NF-kB aktivitesini inhibe ederler
(Fuchs, 2013).

Chauhan ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada, MM.1S hiicreleri, MLN2238’in
12 nmol/L konsantrasyonu ile muamele edildikten sonra 1, 3, 6, 12 ve 24.
saatlerdeki NFkB diizeyleri ELIZA yéntemiyle tayin edilmis ve ozellikle 12. ve
24. saatlerde NFkB diizeylerinde 6nemli azalmalar saptanmistir (Chauhan ve ark.,
2011).

Bortezomib ile yapilan bir ¢alismada tedavi sonucunda HCT116 ve HT-29 kolon
kanser hiicrelerinde, NF-kB inhibisyonu go6zlenirken, Caco2 hiicresinde bu
inhibisyon goriilmemistir (Voutsadakis ve ark., 2010).

Normal bir hiicrede c-myc, bir proto-onkogen olarak gorev yapan bir
transkripsiyon faktoriidiir. Baz1 hematolojik malignansilerde (Burkit Lenfoma) c-
myc’nin  onkogene doniigerek hiicreyi siirekli  boliinmeye = stiriikledigi
bilinmektedir. Kanserlesmis hiicrelerde c-myc onkogeninin ekspresyonu artmistir.
C-myc ekspresyonunun azalmasi hiicreyi apoptoza gotiirmektedir. (Thompson,
1998)

Bizim de ¢alismamizda da MLN2238 ve Bortezomib konsantrasyonlarinda c-myc
mRNA ekspresyonunun azalmasi ve buna bagl olarak da apoptoz degerlerinin
artis gostermesi antikanserojenik etkide dnemli bir bulgudur.

Sonug olarak bu ¢alisma, MLN2238’in K562 ve Caco2 hiicrelerinde apoptotik
etkilerin arastirildig1 ilk ¢alismadir. Bu nedenle MLN2238 ve Bortezomib’in
antineoplastik etkilerinin K562 ve Caco2 hiicrelerinde calisilacak yeni molekiiler
mekanizmalara 151k tutacagini diistinmekteyiz.
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SONUC ve ONERILER

Bu c¢alisma yeni bir proteozom inhibitorii olan MLN2238’in etkilerini, FDA
onayl1 bir proteozom inhibitdrii olan Bortezomib ile karsilagtirarak hem K562
hem de Caco? hiicreleri iizerinde ki antineoplastik etkilerinin degerlendirilmesi ve
karsilagtirilmas1 amaciyla planlanmistir. Bu tez c¢alismasi hematolojik bir
malignansi olan K562 ve solid bir tiimor olan Caco2 hiicreleri iizerinde
MLN2238’in antineoplastik etkilerinin arastirildig ilk calisma olmasi nedeniyle
Ozglin bir deger tagimaktadir.

K562 ve Caco2 hiicreleri lizerinde MLN2238 ve Bortezomib’in konsantrasyon
artisina bagli olarak kontrole gore hiicre proliferasyonunun hem 24 hem de 48.
saatte onemli diizeyde azalttig1 belirlenmistir.

Annexin V-PI sonuglarimiza gore, MLN2238’in apoptotik etkisinin her iki hiicre
hattinda da benzer oldugu goriilmektedir. Ancak Bortezomib’in antiproliferatif
etkide oldugu gibi apoptotik etkide de K562 hiicrelerinde Caco?2 hiicrelerine gore
daha etkili oldugu belirlenmistir.

Kaspaz-3 aktivasyonu her iki hiicre hattinda da hem MLN2238 hem de
Bortezomib konsantrasyonlarinda artis gostermistir. Ozellikle 24. saate gore 48.
saatte daha fazla aktivasyon belirlenmistir.

Mitokondrial depolarizasyon sonuclarimizda MLN2238 ve Bortezomib’in K562
hiicreleri lizerinde hem 24 hemde 48. saatte etkili oldugu, Caco2 hiicrelerinde ise
etkinin sadece 48 saatte ortaya ¢iktig1 analiz edilmistir.

NF-kB mRNA ekspresyon diizeylerinde ise her iki hiicre hattinda da inhibisyonun
24. saatte oldugu gozlenmistir. MLN2238’in artan konsantrasyonlari
Bortezomib’e gore NF-kB inhibisyonu acisindan her iki hiicre hattinda da daha
etkili bulunmustur.

C-myc mRNA ekspresyon diizeylerinin K562 hiicresi tizerinde MLN2238’in artan
konsantrasyonlarinda Bortezomib’e gore hem 24 hem de 48. saatte daha fazla
inhibisyon etkisinin oldugunu belirlenmistir. Caco2 hiicrelerinde ise c-myc
mRNA inhibisyonu 24. saatte her iki madde konsantrasyonunda da inhibisyon
gosterdigi analiz edilmistir.

Sonu¢ olarak MLN2238’in hem bir 16semi hiicresi olan K562 hem de kolon
kanser hiicresi olan Caco2 lizerinde Bortezomib kadar hatta baz1 sonuclarimizda
Bortezomib’den daha fazla apoptotik etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica
MLN2238’in Bortezomib’e gore solid tiimorler ilizerinde daha etkili oldugu
bulunmustur. Bu nedenle MLN9707’in antineoplastik etkilerinin daha farkl
kanser hiicre tiplerinde de arastirilmasi gerektigini diisiinmekteyiz. MLN9708’in
tekli ya da kombine ajanlarla calisilarak yeni antikanser ilaglarin kesfine katki
saglayacagi kanaatindeyiz.
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