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OZET

Son zamanlarda anti-kanser ¢aligmalarinda proteozom inhibisyonuna olan ilgi artmustir.
Proteozom inhibisyonunun bazi hiicresel fonksiyonlar1 etkiledigi ve apoptozisi baslatabilecegi
ortaya ¢ikmistir. Bu tez ¢aligmasinda; proteozom inhibisyonunun 4T1 meme kanseri ve B16F10
melanoma hiicreleri {izerinde meydana getirdigi apoptotik etkiler aragtirilmistir. Calismamizda,
48 saat siireyle farkli bortezomib konsantrasyonlari (10 nM, 100 nM, 500 nM, 1 pM) ile
muamele edilen B16F10 hiicreleri; apoptoziste siklikla goriilen hiicrelerin petri kabimin dibinden
kalkmasi, kiiresellesme, kiigiiliip biiziilme, komsu hiicrelerden ayrilma ve ilizerine diisen 15181
daha ¢ok yansitma gibi morfolojik degisimlere ugramuslardir. Ayrica, apoptozisin Onemli
belirteglerinden olan DNA fragmentasyonu da goézlenmistir. 4T1 hiicrelerinde B16F10
hiicrelerine gore daha yiliksek konsantrasyonlarda (100 nM, 500 nM, 1 puM) apoptotik
degisimler gbzlenmistir. Yine ¢alismamizda; 48 saat siire ile 0.5 uM MG132 ile muamele edilen
B16F10 hiicrelerinde apoptotik degisimler benzer sekilde meydana gelirken, 0.5 uM MG132 ile
48 saat muamele edilen 4T1 hiicrelerinde ¢ok fazla degisim gézlenmemistir. Ayrica, 10 uM
bortezomib ve 6 saat siireyle muamele edilen B16F10 ve 4T1 hiicrelerinde Western blot
yontemiyle p53 proteini miktar1 incelendiginde; yalniz B16F10 hiicrelerinde p53 artist
gozlenirken, 4T1 hiicrelerinde artig goriilmemistir. Bu sonuglar; B16F10 hiicrelerinin 4T1
hiicrelerine goére, proteozom inhibitorlerine karsi daha hassas olduklarini ve bu hassasiyette p53
proteininin énemli rol aldigin1 gostermektedir. Daha sonra yapilan deneylerde, hem 4T1 hem de
B16F10 hiicrelerinde kaspaz-3 enzim aktivitesinde 6nemli artis gézlenmistir; fakat, bu sonug
Western blot analizleriyle dogrulanamamistir. Western blot deneyleri proteozom inhibisyonu
sonucu kaspaz 3’iin aktive olmadigini goéstermistir. Bu sonuglar, aktivite deneylerinde goriilen
kaspaz-3 aktivitesindeki artisin muhtemelen diger kaspazlardan (6rnegin, kaspaz-7)
kaynaklanma ihtimali oldugunu goéstermektedir. Ayrica, Western blot analizleri bortezomib ile
muamele edilen 4T1 ve B16F10 hiicrelerinde ubiquitin-protein konjugatlar1 miktarmin arttigini
gostermistir. Elde edilen sonuglar; proteozom inhibisyonunun apoptozisin uyarilmasinda etkili
oldugunu ve kanser tedavisinde alternatif olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler : 4T1, B16F10, bortezomib, MG132, p53, proteozom inhibisyonu,
apoptozis
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SUMMARY

It has been releaved that proteasome inhibition affects several cellular functions and
induces apoptosis. In this thesis study, the apoptotic effects of proteasome inhibition on 4T1
breast cancer and B16F10 melanoma cells has been investigated. In our study, B16F10 cells
treated with different bortezomib concentrations (10 nM, 100 nM, 500 nM, 1 uM) for 48 hours
have showed morphological changes such as detaching from petri dish, rounding, shrinkage,
seperating from adjacent cells and reflecting more light, which are commonly observed in
apoptotic cells. In addition, DNA fragmentation, an important indicator of apoptosis, was
observed. In 4T1 cells, apoptotic changes were observed with higher concentrations (100 nM,
500 nM, 1 uM) as compared to B16F10 cells. Furthermore, while apoptotic changes were
similary observed in B16F10 cells treated with 0.5 uM MG132 for 48 h, no significant changes
were observed in 4T1 cells treated with 0.5 uM MG132 for 48 h. Also, when p53 protein level
was investigated with Western blot in 10 pM bortezomib treated B16F10 and 4T1 cells for 6 h,
an increase in p53 was observed only in B16F10 cells, but not in 4T1 cells. These results show
that B16F10 cells are more sensitive to the proteasome inhibition as compared to 4T1 cells, and
in this sensitivity p53 protein plays a significant role. In fallow-up experiments, a significant
increase in caspase-3 enzyme activity observed in both 4T1 and B16F10 cells; however, this
result was not confirmed by Western blot analyzes. Western blot experiments did not show an
increase caspase-3 activity in response to proteasome inhibiton. These results show that the
increase in caspase-3 activity observed in the activity experiments may thus result from other
caspases (e.g., caspase-7). In addition, Western blot analyzes showed that ubiquitin-protein
conjugates are increased in bortezomib-treated 4T1 and B16F10 cells. The results obtained
indicated that proteasome inhibition is effective in triggering apoptosis and may be used as an

alternative in the cancer therapy.
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1. GIRIS VE AMAC

Ubiquitin-proteozom sistemi tarafindan gergeklestirilen koordineli intraseliiler protein
yikimi, hiicresel islemlerin biiylik bir kisminin diizenli ilerlemesi i¢in ¢gok dnemlidir. Ubiquitin-
proteozom yolunun substratlar1 arasinda siklinler ve p53 gibi hiicre diizenleyici proteinlerin
bazilar1 bulunmaktadir ve bu molekiillerin yikiminin diizenlenmesiyle hiicre dongiisiiniin
ilerlemesi ve hiicre proliferasyonunun kontrolii arasinda bag kurulmustur. Bu tiir proteinlerin,
hiicre i¢i seviyelerinin kontroliiyle, ubiquitin-proteozom yolunun aktivitesi apoptozisle
iligkilendirilebilir. Proteozom inhibitdrleri, hiicre dongiisiinii engelleyerek normal hiicrelerin ve
kanser hiicrelerinin apoptozisini tesvik eder. Apoptozis islemi ya da diger adiyla programlanmis
hiicre o6liimii, hem bireysel hiicrelerin kaderinde, hem de multiseliiler organizmalarin normal
fonksiyonlarinda 6nemlidir. Apoptozisin uygulanmasinin, interleukin-1-p-doniistiiriicii enzim
(ICE) ile ilgili proteazlarmn bir ailesi olan kaspazlarin aktivitesiyle ¢ogu zaman yakindan ilgili
oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, son zamanlarda ubiquitin-proteozom yolunun;
apoptoziste etkili oldugu, proteozom tarafindan bazi hiicresel yollarin etkilendigi ve apoptozise

yol a¢ip pargalanmay1 baslatabilecegi ortaya ¢ikmugtir [1- 3].

Proteozom inhibitérleri kullanilarak, ubiquitin-proteozom yolunun hedeflenmesi, kanser
tedavisi i¢in yeni bir yaklasim gosterebilir. Proteozom inhibitorleri, spesifik olarak ¢ogalabilen
timor hiicreleri {izerinde apoptozisi daha gli¢lii uyarmaktadir. Ayrica, kanser tedavisinde
kullanilan diger yontemlere gore genellikle kendini kisitlayan ve daha hafif yan etkileri olan bir
yontemdir. Bu ylizden son zamanlarda diger anti-kanser ilaglara gore proteozom inhibitorlerine
olan ilgi artmustir. Klinik olarak proteozom inhibitorleri, multiple miyeloma, non-Hodkin's
lenfoma, manto hiicreli lenfoma, kii¢iik hiicreli olmayan akciger karsinomasi ve prostat kanseri
tedavisinde olumlu sonuglar vermistir ve bir¢ok kanser ilacina karsi olusan diren¢ kirilmustir.
Ancak, metastatik melanoma, kalin bagirsak kanseri (kolorektal kanser) ve kronik lenfositik
losemide beklenen sonuglar elde edilememistir [4- 6]. Bu yiizden, ubiquitin-proteozom yolu ve
apoptozis mekanizmalarinin kanser tiirleri iizerindeki etkileri iizerine daha fazla calisma

yapilmas1 gerekmektedir.

Proapoptotik bir protein olan p53'iin stabilizasyonu, bir ¢ok hiicre kiiltiirii modelinde
apoptozise neden olmaktadir. Proteozom inhibitdrleri ile muamele edilen Rat-1 ve PC12

hiicrelerinde tlimor baskilayici p53 proteininin hizli bir sekilde biriktigi goriilmiistiir [7].

Bu tezde, bazi proteozom inhibitérlerinin (bortezomib, MG132); 4T1 meme ve B16F10
melanoma kanser hiicreleri {izerindeki proapoptotik ve sitotoksik etkilerinin arastirilmasi

hedeflenmistir. Ayrica proteozom inhibitérlerinin haricinde Hsp70 inhibitdrii quercetin ve



lizozomal inhibitér leupeptin kullanilarak ve 4T1 ile BI6F10 hiicrelerinin yaninda 4THMpc
hiicreleri kullanilarak karsilastirma yapilmistir. Inhibitorlerle muamele edilen hiicrelerde
kaspaz-3 aktivitesinde degisikik meydana gelip gelmedigi belirlenmistir. Ayrica, proteozom
inhibitérleriyle muamele edilmis hiicrelerden izole edilen proteinlere belirli antikorlar uygulanip;
kaspaz-3, p53 ve ubiquitin-protein konjugatlarinin birikip-birikmedigi Western blot teknigi ile

arastirilmgtir.



2. KANSER

Kanser; viicutta olusan malign (k&tii huylu) tiimérleri tamimlamak i¢in kullanilan bir
terimdir. Cok hiicreli organizmalarda her hiicrenin gogalmasi, farklilagsmasi ve sag kalimu,
organizmanin genel gereksinimleri dogrultusunda diizenlenir. Kanser hiicrelerinde bu olaylari
diizenleyen mekanizmalar ortadan kalkar, hiicreler kontrolsiiz bigimde boliinerek ¢ogalmaya
baglar ve tiimor sonunda viicudun diger bdlgelerine yayilarak normal doku ve organlarin islevini
etkiler. Kanser, hiicrenin temel diizenleyici mekanizmalarindaki kusurlardan kaynaklandigi igin,
ozellikle molekiiler ve hiicresel diizeyde incelenmesi gereken bir hastaliktir. Patoloji uzmanlari
ve kanser ¢aligmalar1 yapan biyologlar malignant neoplazmalarin ya da kanserlerin, anormal
durumlarim birkag ayirt edici 6zellik ile agiklamaktadirlar. Bunlarm en belirgin 6zellikleri epitel
kokenli olmalaridir. Yani viicudun i¢ ve dis yiizeyini saran hiicrelerden kdken almalaridir. Bu
hiicrelere destek olan kan damarlar1 ve bag dokusu vardir. Malignant neoplazmalar biiyiime ve
gelismenin ilk safhalarinda normal dokuya benzemektedir. Neoplastik hiicreler viicutta herhangi
bir gelisme gosterebilen dokularda gelisebilirler. Hizli veya yavas biiyiiyebilmelerine ragmen,

bliyliime hizlar1 ¢ogunlukla etrafindaki normal dokularin hizin1 gegebilmektedir.

Kanserin gelismesine neden olan temel degisiklik, kanser hiicrelerinin siirekli,
kontrolsliz ¢ogalmasidir. Kanser hiicreleri, hiicrenin normal davramslarmi kontrol eden
sinyallere dogru tepkiyi gostermek yerine kontrolsiiz bigimde c¢ogalmayr ve bdliinmeyi
siirdiirerek, normal doku ve organlari da istila eder ve sonunda tiim viicuda yayilirlar. Kanser
hiicrelerinin ortak 6zelligi olan ¢ogalmay:1 denetleyen mekanizmalarin ortadan kalkmasi, ¢ok
hiicreli sistemlerde biriken anomalilerin sonucudur. Kanser hiicrelerini normal hiicreden ayiran

bircok davranis da bu 6zelligi yansitir.
Kanserin varligin1 dogrulayan sitolojik kriterler:

1) Kanserli hiicrelerin morfolojileri diger normal hiicrelerinkinden farklilik ve degisiklik
gostermektedir. Bu hiicreler, kendi aralarinda da farklilik gostermektedirler. Sekil ve ebat

olarak da farklilik gosterirler.

2) Kanserli hiicrelerin normal hiicrelere gore, gekirdekleri biiyiiktiir ve kromatinleri oldukg¢a
goriiniirdiir (hiperkromatik). Cekirdek/sitoplazma orami yiiksektir ve c¢ekirdekleri c¢ok
belirgin bir ¢ekirdekg¢ige sahiptir.

3) Mitoz boliinme gegiren kanser hiicre populasyonlari, normal hiicrelerinkinden daha fazladir.
Kanserli hiicrelerde 1000 hiicrede 20 veya daha fazla mitotik hiicre goriiliirken, bu say1

normal hiicrelerde 1’den daha azdir.



4)

5)

6)

7)

8)

9

Anormal mitozlar, biiyiik hiicreler, sekli ve ebat1 degisiklik gdsteren hiicreler (pleomorfik)
ve c¢ok c¢ekirdekli hiicreler malignant hiicrelerde normal hiicrelere gore daha sik

goriilmektedir.

Kanser hiicreleri dliimsiizdiir (immortal). Yani uygun sartlarda sonsuza dek boliinebilme
Ozelligine sahiptir. Normal hiicrelerdeki gereksiz ¢ogalmayr Onleyen inhibisyon

mekanizmasi kanser hiicrelerinde bozulmustur.

Malignant tiimor hiicrelerinde, anormal kromozom diizenlenmeleri goriilmektedir. Ornek
olarak Philadelphia Kromozomu verilebilir. Bu kromozom, 22. kromozomun bir par¢asinin
9. kromozoma taginmasi sonucu ortaya cikar. Bu durum kronik miyelositik 16semi

hastalarinda siklikla goriilmektedir.

Malignant tiimorlerin  normal hiicrelerden bir diger farki kontakt inhibisyonun
calismamasidir. Normal hiicreler bir petri kabina konuldugunda, hiicreler birbirine temas

ettiginde ¢ogalma durmaktadir. Malignantlarda ise ¢gogalma devam etmektedir.

Normalde petri kabinda bir hiicre tiretilirken serum ilave etmek gerekir. Malignant tiimérler
¢ok diisiik serum konsantrasyonlarmda ¢ogalabilirler. Normal bir hiicre boyle bir durumda
%10 serum ihtiyaci duyar. Bu konsantrasyon %10’dan %1’e diistligiinde hiicre biiyiimesi
azalir. Ancak malignant tiimérler konsantrasyon %1’e diigiiriilse bile ¢ogalmaya devam

ederler.

Normal hiicreler bulunduklar1 yere yapisarak cogalirlar. Kanserli hiicreler ise serbest bir

sekilde cogalir ve bu sekilde daha ¢ok metastaz yapabilir.

10) Kanserli hiicrelerde glikolizis artmaktadir. Kanserlesen hiicrenin metabolizmas1 degismistir.

Genellikle seker alinimi artmis ve anaerobik solunum orani yiikselmistir. Aerobik solunum
arttigindan dolayr laktik asit {iretimi artmus, oksijen tiiketimi ise azalmistir. Kanser
hiicrelerinin  6nemli bir 6zelligi de oksijenli ortamda bile anaerobik solunum

yapabilmeleridir.

11) Kanser hiicrelerinde  glukoneogenez artmustir. Glukoneogenezde harcanan enerji

glikolizdeki enerji tiretiminden fazla oldugundan dolay1 kanser hiicresi normal hiicrelerin

irettigi enerjiyi de kullanmak durumundadir.

12) Kanserlesen hiicrenin antijenik 6zellikleri degisir.

13) Kanserlesen hiicrelerin enzimlerinde miktar ve fonksiyon bakimindan degisiklikler olusur.



Tiimorler, bir degisiklik nedeniyle anormal ¢ogalmaya baglayan bir tek hiicreden gelisir.
Gergeklesen yeni mutasyonlar giderek daha hizli ¢ogalma, invazyon, sag kalim ve metastaz
yetenegine sahip hiicrelerin ortaya ¢ikmasina olanak verir. Radyasyon ve bir¢cok kimyasal
karsinojen DNA hasar1 yaratarak, mutasyonlara neden olurlar. Baz1 bagka karsinojenler ise
hiicre ¢ogalmasimi uyararak, kanser gelisimine katkida bulunur. Belirli DNA viriisleri ve
retroviriisler (RNA genomuna sahip viriisler) neoplaziye (tiimor biiylimesi) neden
olabilmektedir. DNA viriisleri konak genomuna DNA'y1 dogrudan yerlestirirler. Retroviriisler
ise viral RNA'nin DNA kopyasini iireten reverse transkriptaz enzimine sahiptirler. DNA

kopyasi daha sonra konak genomuna yerlestirilir.

Kanserlerin biiyilk ¢ogunlugu karsinoma (epitel dokusundan kaynaklanan malign
tiimorler), sarkoma (bag dokusu hiicrelerinden kaynaklanan malign tiimorler), 16semi veya
lenfoma gruplarindan birine girer. Karsinoma; epitel hiicrelerinin habislesmesinden
kaynaklanan ve insan kanserlerinin yaklasik %90'11 igeren kanser grubudur. Sarkoma, nadir
olarak goriiliir ve kas, kemik, iskelet ve lif dokular1 gibi bag dokularinda goériilen kanser tiiriidiir.
Loésemi ve lenfoma, kan yapan hiicrelerden ve bagisiklik sistemi hiicrelerinden kaynaklanir ve
insan kanser vakalarmin yaklasik %8'ini olusturur. Melanoma, lenfoma, timoma gibi bazi
malignant timorler benign tiimérler gibi "oma" son eki alabilir. Bu gibi durumlarda s6zciigiin
oniine malignant ifadesi getirilir. Tiimorler, ayrica temeldeki doku (6rnegin; akciger ve gogiis
karsinomalar1) ve tiimorii iceren hiicrelere gore de siniflandirilir. Ornegin; fibrosarkomlar

fibroblastlardan ve eritroid 16semi de eritrositlerin 6nciil hiicrelerinden kaynaklanir [8, 10- 15].

2.1. Kanserin Molekiiler Temelleri
2.1.1. Onkogenler:

Onkogenler, normal hiicre biiylimesini ve gelismesini etkileyen genlerdir. Eger bir
onkogen, kendiliginden gen i¢indeki bir mutasyon ya da eksternal kontroliin degismesi sonucu
farklilasir ya da normalden daha fazla ifade edilmeye baslarsa, bu degisiklikler hiicrede
kontrolsiiz biiyiimeye ve dolayisiyla malignansiye sebep olur. Onkogenlerin biiyiik bir boliimii
hiicre biiylimesi, ¢ogalmas:t ve farklilasmasinin kontrolii ile iligkili proto-onkogen denilen
normal genlerin mutasyona ugramis (aktive edilmis) formlaridir. Proto-onkogenlerin mutasyona
ugramasi, proto-onkogen {riinlerinin asir1  sentezlenmesi, promotor bdlgelerindeki
translokasyonlar sonucu onkogenler olusabilmektedir. Hiicre boliinmesini diizenleyen biiyiime
faktorleri, sinyal alinimini saglayan hiicre reseptorleri, hiicre bdliinmesinde goérev alan

transkripsiyon faktorleri, sinyal iletimini saglayan proteinler, tirozin kinaz proteinleri (6rnegin;



Src), GTP baglayici proteinler (6rnegin; Ras) bilinen en 6nemli proto-onkogen iriinleridir.

Onkogenlerin sentezledikleri proteinlere ise onkoprotein adi verilmektedir [9, 10, 11].
2.1.2. Tiimor baskilayici genler:

Tiimor baskilayici genler (6rnegin; p53 ve retinoblastoma) zarar gormiis DNA'y1 tamir
ederek veya yaygin hiicre hasar1 varsa apoptozisi baglatarak tiimér biiylimesini baskilayan veya
onleyen proteinleri kodlamaktadirlar. Tiimdr baskilayici genlerin veya protein iiriinlerinin
fonksiyonlarinda kayip olmasi kontrolsiiz neoplastik hiicre biiyiimesi ile sonuglanabilmektedir.
Timdr baskilayici genler; mutasyonlar (herediter ya da edinsel), normal tiimor baskilayici gen
proteinlerinin viral genlerin kodladig1 proteinlere baglanmasi (6rnegin; HPV proteinleri),
heterozigot hiicrelerde normal tiimér baskilayict gen proteininin mutant timér baskilayict gen
proteini ile kompleks olusturmasi gibi ¢esitli mekanizmalarla normal fonksiyonlarin

kaybedebilirler [11].
2.2. Kanser Calismalarinda Hiicre Kiiltiiriiniin Onemi

Timor hiicreleri, bir hiicre kiiltiirii igerisinde asir1 bir sekilde bdliiniir ve ¢ogalirlar.
Yetigkin bir hayvanin dokusundan alinan 6rnek, laboratuar sartlarinda kiiltiire alindiginda ¢ok
yavag bir gelisme gosterir. Oysa ki embriyo sathasinda olan veya yeni dogmus bir hayvandan
alman doku ¢ok daha hizli bir sekilde gelisme ve ¢ogalma egilimindedir. Dolayisiyla geng canli
bireylerden alinip gelistirilen hiicre kiiltiirlerine kanserojenik ajanlar, érnegin bazi kimyasal
maddeler, radyasyonlar ve tiimdr virlisleri ilave edilerek kanser olusumu kisa siirede
gozlenebilmektedir. Genellikle kiiltiire alinmis ve kanser etmenleri ile muamele edilmis olan bu
hiicreler ana bireye tekrar verildiginde ilgili dokudaki komsu hiicrelere oranla ¢ok asir1 bir

sekilde boliinmeye baslarlar. Sonugta canli organizmada timor olusur [10].



3. PROTEIN YIKIMI

Bir organizmanin birgok hiicresel proteini siirekli olarak yikilmakta ve yeniden
sentezlenmektedir. Proteinlerin yar1 dmiirleri birka¢ dakika, birkag hafta ya da daha uzun siireler
arasinda degisiklik gostermektedir ve protein yikimin farkli hizlar1 hiicre regiilasyonunun
onemli bir kavramuidir. Transkripsiyon faktorleri gibi cabuk yikilan ¢ogu protein regiilator
molekiil olarak iglev goriir. Bu proteinlerin hizli déniisiimii, ¢evreden gelen uyarilara hizli cevap
verebilmek igin gereklidir. Ozgiil sinyallere cevap olarak gabuk yikilan diger proteinler ise,
hiicre ici enzim aktivitesinin regiilasyonu igin diger bir mekanizma olustururlar. Onemli bir¢ok
enzimatik reaksiyonda gorev alan enzimler bilinen en kisa yari omiirlere sahiptirler. Mesela,
ornitin dekarboksilaz (ODC), 30 dakika; S-adenozilmetiyonin dekarboksilaz (SAMDC), 48
dakika; RNA polimeraz I, 78 dakika; tirozin aminotransferaz, 120 dakika; serin dehidrataz 240
dakika yar1 omre sahiptir. Normal sartlar altinda, baz1 6nemli metabolik kontrol noktalarinda
gorev alan enzimlerin yikilarak degisen ¢evre sartlarina ve metabolik ihtiyaglara gore
aktivitelerinin diizenlenmesi protein yikim mekanizmalar tarafindan gerceklestirilmektedir.
Ayrica, proteinlerin besin yetersizligi durumunda enerji ve amino asit kaynagi olmasinin
saglanmasi1 ve transkripsiyonel veya translasyonel hatalardan kaynaklanan hasarli veya islevsiz
proteinlerin uzaklastirilmas1 da protein yikim mekanizmalarmin islevleri arasindadir. Son
zamanlarda yapilan ¢aligmalar, hiicre homeostazisinin saglanmasinda protein ve RNA yikim
mekanizmalarinin biyosentetik mekanizmalar kadar 6nemli oldugunu gostermistir [7, 13,

16- 18].

Protein yikimi, hiicre iginde ya da disinda islev goren proteazlar tarafindan
gerceklestirilmektedir (Cizelge 3.1). Hasarli ve anormal proteinlerin, hiicre i¢inde birikmesini
engellemek ve amino asitlerin geri doniisiimii i¢in proteinlerin devamli yikilmasi gerekir. Cesitli
proteinlerin yar1 omiirleri yarim dakika ile birka¢ saat hatta birkac yil arasinda degismektedir.
Hizli bir sekilde yikilan proteinler sentez esnasinda yanlig amino asidin eklenmesinden dolay1
hasarli (normal {i¢ boyutlu yapisim1 alamamig) olan veya normal islevi esnasinda bozulan
proteinlerdir. Genellikle proteinlerin yar1 omiirleri N ucunda bulunan amino asit ile bir
korelasyon gostermektedir. Bu olay N-end kurali olarak bilinmektedir. Ornegin; N-ucunda
metionin, serin, alanin, treonin, valin ve glisin amino asitleri bulunan proteinlerin yar1 émiirleri
20 saati asmaktadir. Fenil alanin, 16sin, aspartik asit, lizin ve arginin bulunan amino asitler ise 3
dakika veya daha az kisa 6miirlii proteinlerdir. Yine yapilarinda PEST sekans1 (prolin, glutamik
asit, serin ve treonin) igeren proteinler diger proteinlere gore daha hizli yikilmaktadir. Hasarli
proteinler hem bakteriler hem de oOkaryotik hiicrelerde sitozolik ATP-bagimli sistemler

tarafindan yikilan kisa 6miirlii proteinlerdir [7, 17, 19- 22].



Protein yar1 6mrii protein molekiillerinin yarisinin yikildig siire olarak kabul edilir ve

asagidaki denklem yardimiyla hesaplanir:
typ = In2/ kd
Burada ty,, protein yar1 6mrii; In, dogal logaritma; k4 ise yikim hiz1 sabitidir.

Hiicre igindeki protein/enzim diizeyleri sadece onlarmn sentez hizi ile degil ayni
zamanda yikim hizi ile de kontrol edilir. Proteinlerin hiicrelerdeki miktarlar1 yapim ve yikim
hizlariyla orantilidir. Dolayisiyla, bir proteinin yikim hizin1 kontrol etmek hiicre ekonomisi
acisindan sentez hizin1 kontrol etmek kadar onemlidir. Siirekli hal denkleminde de goriildigii

gibi enzim/protein miktar1 hem sentez hizi hem de yikim hiz1 tarafindan kontrol edilmektedir.
[P] = ks / Kq

Bu denkleme gore sentez hizim 10 kat arttirdigimizda protein miktar1 da 10 kat
artmaktadir. Ayn1 sekilde protein yikim hizin1 10 kat azaltirsak protein miktar1 10 kat artacaktir
[7, 13, 16, 23].

Proteinlerin yikiminda rol oynayan bir takim hiicre i¢i sinyaller bulunmaktadir. Bilinen

protein yikim sinyalleri agagida verilmistir:

1) Molekiiler agirlik arttikga protein yikim hizi artar.

2) Bir proteinin izoelektrik noktasi diistitkge yikim hiz1 artar.

3) Pirodoksal fosfat, NAD" gibi koenzimlerin azalmas1 yikimi artirir.

4) Hidrofobisite arttik¢a yikim hiz1 artar.

5) Proteinlerin yiizey polaritesi (yiikii) arttik¢a yikim hiz1 artar.

6) Termal stabilite azaldik¢a yikim hizi artar.

7) Oksidasyon tarafindan inaktivasyon, yikim i¢in proteini isaretler.

8) Ubiquitin proteininin sentezi protein yikimi i¢in bir isarettir.

9) Yapisinda bol miktarda PEST sekansi bulunan proteinler daha hizl yikilir.

10) Baz1 yardimer proteinler proteinleri yikima sevk eder. Ornegin; Antizyme proteini ornitin
dekarboksilaz1 (ODC) yikima sevkeder.

11) Fosforilasyon miktar1 arttik¢a cogunlukla protein yikim hizi diser.



Cizelge 3.1. Protein yikiminda gérev alan proteazlar

Hiicre Dis1 Hiicre Ici Membran
Serin Proteazlar Katepsin (Lizozomlarda)
e Kimotripsin Kaspazlar (Sistin proteaz) Meprinler
e Tripsin Kalpanlar
o Elastaz ATP bagimli proteozom
Pepsin

3.1. Serin Proteazlar

Serin proteaz grubu igerisine tripsin, kimotripsin ve elastaz enzimleri girmektedir. Aktif
merkezlerinde enzimatik aktivitesi i¢in gerekli olan serin amino asiti igermelerinden dolay1 bu
sekilde isimlendirilmislerdir. Her ii¢ enzim de pankreas tarafindan sentezlenmekte ve sindirim
sistemine (12 parmak bagirsagina) aktif olmayan proenzim olarak (zimogen) salgilanmaktadir.
Sindirim sisteminde peptit zincirinin bir kismi koparilarak aktif enzim formuna
dontstirilmektedir. Tripsin enzimi; hiicre disindaki proteinleri bazik amino asitlerin (lizin veya
arginin) karbonil grubu (peptit bagma katilan karboksil grubu) tarafindan kirmaktadir;
kimotripsin ise fenilalanin ve tirozin gibi aromatik amino asitlerin karbonil grubundan sonra
proteinleri yikmaktadir. Elastaz enzimi ise digerlerine gore daha az spesifiktir ve ¢ogunlukla
kiigiik fakat nétr olan amino asitlerden sonra proteinleri par¢alamaktadir. Bu {i¢ proteazin
molekiiler agirliklar1 yaklasik 25 kDa civarindadir ve aktif merkezlerinde histin, aspartik asit ve
serin amino asitleri bulunmaktadir. Bu proteazlarin disinda kan pihtilagsmasinda gorev alan
thrombin enzimi ve pihtinin yikimini saglayan plasmin enzimi de serin proteaz grubuna
girmektedir [24].

3.2. Lizozomal Yikim

Okaryotlardaki lizozomal yikim sistemi ile cogunlukla uzun miirlii hiicre zar1 ve hiicre
dis1 proteinleri hiicre igine alindiktan sonra yikima ugramaktadir. Lizozomda katepsin olarak
bilinen yaklasik 50 hidrolitik proteaz vardir ve bunlar endositoz ile hiicre i¢ine alinan proteinleri
yikmaktadir. Lizozom membraninda bulunan bir H" pompasit olan ATPaz'in liimene sitozolden
H* protonlar: transferi nedeniyle diisiik bir pH'ya sahiptir. Lizozomal proteinlerin tiimii bu
asidik pH'da islev gormektedir. inaktif proenzim olarak sentezlenmekte ve lizozomdaki diger

proteazlar veya asidik pH araciligi ile aktif forma doniistiriilmektedirler. Yikilacak olan
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proteinler; endositoz (pinositoz ve fagositoz), otofaji veya bazi proteinlerin yiizeyinde bulunan
KFERQ 0Ozgiil sinyal sekanst (LizFenGluArgGln pentapeptit sekansi) ile lizozomlara
hedeflenmektedir. Sitozolik proteinlerin  yaklastk %30'unda bu pentapeptit sekansi
bulunmaktadir ve besin yetersizligi durumunda (hiicre kiiltiirlerinde serum eksikliginde)
lizozoma hedeflenmektedirler. Bu pentapeptit sekansa, once 1si-sok proteinlerinden Hsp73
proteinin baglandig1 ve bu protein araciligi ile lizozomlara yonlendirildigi bilinmektedir. Is1-sok
proteinleri, stres altinda ii¢ boyutlu yapilarin1 kaybeden proteinlerin katlanmalarina yardimeci
oOlur ayrica yikim yollarma hedeflenmelerini saglayarak hiicre iginde bu anormal proteinlerin

birikmesinin engellenmesinde gorev alir.

Lizozomal yikim ¢aligmalarinda NH4CI ve leupeptin ilaglar ile inhibe edilmektedirler.
Bu inhibitorler sayesinde bir proteinin lizozom tarafindan m1 veya baska bir hiicre igi proteaz
tarafindan mi1 yikildigi belirlenmektedir. Lizozomal proteazlar da serin proteazlar gibi
pre-proenzim olarak sentezlenirler, sentez devam ettigi sirada sinyal sekans cikarilir ve
endoplazmik retikulumda proenzim Kkatlamirlar. Golgide asparagin-bagli  (N-linked)
glikolizasyona ugrarlar ve mannoz 6 fosfat (M6P) eklenir. Bu isaretlenmis olan proenzim golgi
membraninda bulunan M6P almaglar1 tarafindan baglanir ve endolizozomal sisteme
yonlendirilir. Glikolizasyonun bu enzimleri endozom ve lizozomlarda yikimdan korudugu

varsayilmaktadir [24, 25].
3.3. Kaspazlar

Kaspazlar; interleukin-1p doniistiiriicii enzim (ICE) proteaz ailesi olarak bilinen sistin
proteazlar ailesinin iiyesidir. Hasarli veya fazla olan hiicrelerin c¢evrelerine zarar vermeden
ortadan kaldirilmasini saglayan programlanmis hiicre 6liimii apoptozisi uyaran proteazlardir. Bu
enzimler hiicre i¢inde aktif olmayan proenzim (zimojen) olarak sentezlenirler ve proteolitik
yikim sonucu biiylik ve kiiciik iki alt birime ayrildiktan sonra, her bir alt birimden iki tane
birleserek heterotetramerik  aktif kompleksi olusturur. Aktif merkezlerinde sistein
icermelerinden dolay1 sistein proteazlar grubuna dahil edilmislerdir ve substrat proteinlerini
aspartik asidinden sonra hidroliz ederler. Apoptozisi uyarmalarina gore apikal (baslatici) ve
efektor kaspazlar olmak tizere iki gruba ayrilirlar. Kaspaz 2, 8, 9 ve 10 apikal kaspaz grubuna
girerler ve bunlar efektor kaspazlari (kaspaz 3, 6, 7) aktive eden proteazlardir. Efektor kaspazlar
hiicre ¢ekirdeginde, sitoplazmada ve hiicre iskeletinde bulunan birgok yapisal ve diizenleyici
proteini parcalayan proteazlardir. Efektér kaspazlar katepsin ve kalpan (Ca* tarafindan aktive
edilen hiicre hareketinde ve adhezyonda rol alan proteaz) gibi diger proteazlar tarafindan da

aktive edilebilmektedir. Kaspazlarin aktivasyonu, ¢esitli pro-apoptotik ve anti-apoptotik sinyal
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iletim yolagi ile diizenlenmektedir. Bunun iginde, Bcl-2 ailesi iiyeleri, katalitik olarak inaktif
kaspazlar (6rnegin; FLIP) ve apoptozis inhibitorleri yer almaktadir. Akt/protein kinaz B (PKB),
protein kinaz C (PKC) ve mitojen-aktif protein kinazlar gibi protein kinazlar, sinyal iletiminde
merkezi bir role sahiptirler ve kaspaz aktivasyonunu diizenlemektedirler. Kaspaz enzimlerinin
aktivasyonuna ve dolayisiyla apoptozis uyarilmasina neden olan dis etkenlerden bazilar1 UV,

gama radyasyon, ilaglar ve toksinler olarak sayilabilir [2, 7, 24, 26].
3.3.1. Kaspaz aktivasyonu:

Basglangicta inaktif formda sentezlenen kaspazlar kirilarak aktiflesir ve dimerize olurlar.
Kaspaz aktivasyonu (dimerizasyonu); hiicre yiizey 6liim reseptorlerinin aktivasyonuyla ya da
kaspaz-9 baglayici protein olan apaf-1’in oligomerize olmak tizere indiiklenmesiyle
gerceklesmektedir. Apaf-1’in indiiksiyonu ise sitokrom c’nin mitokondriden saliverilmesi ile
gergeklesir. Apaf-1’in oligomerizasyonu kaspaz-9 monomerlerinin biraraya getirilmesini saglar.

Boylece aktiflesen kaspaz-9, kaspaz-3’i aktiflestirir.

Ayrica mitokondriden apoptozis indiikleyici faktorler (AIF) saliverilir. AlF'ler, heniiz
bilinmeyen bazi niikleazlar1 aktiflestirerek DNA yikimina yol agarlar ama bunlarin ¢ekirdekte
yol agtig1 morfoloji degisikligi apoptoziste tipik olarak goriilen tipte degildir. Meydana gelen
morfoloji degisikligi, net olarak segilebilen sinirlardan ziyade diizensiz, simirli ve periferik

yerlesimli dagimik ¢ekirdek pargalari seklinde olmaktadir.

Her dokunun eksprese ettigi kaspaz tipi farkli olabilmektedir. Béyle bir durumda farkli
dokular i¢in farkli kaspazlarin aktivasyonu yoluyla apoptozisin gerceklestigi diisiiniilebilir.
Ornegin, periferik T hiicreleri ultraviole ile indiiklenmis apoptozise gitmek i¢in kaspaz-3’e ve
kaspaz-9’a gereksinim duymazlar. Buna karsin, embriyonik stem hiicreleri bu durumda her iki
kaspaza da gereksinim duyarlar. Hatta hiicrelerin degisik farklilasma derecelerinde degisik
kaspazlarin aktivasyonuna gereksinim duyulabilmektedir. Ornegin, periferik T hiicreleri Fas’m
aktivasyonuna yanit olarak gelisen apoptoziste kaspaz-3’e gereksinim duyarlar ama timositler

kaspaz-3 eksikliginde yine Fas’la indiiklenen bir apoptozise gidebilirler [27].

3.3.2. Kaspazlarin substratlari:

» PARP: Poli (ADP-Riboz) Polimeraz’dir. DNA tamir mekanizmasinda rol alan bir enzimdir.
» DNA-PK: DNA bagimli bir protein kinazdir.

» PRb: Retinoblastoma geninin iiriiniidiir. Hiicre siklusunun durdurulmasinda rol alir.

» Lamins: Cekirdek membraninda yer alan yapisal proteinlerdir.
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» NuMA: Nukleus mitotik aparatus protein.

» Fodrin: Hiicre iskeletinde yer alan yapisal bir proteindir.

» B-Aktin: Hiicre iskeletinde yer alan yapisal bir proteindir.

» Mdm2: Timor baskilayict protein olan p53’iin inaktivasyonunu saglayan bir proteindir.

» Cyclin A2: Hiicre siklusunda rol alir ve siklusun ilerlemesini saglar.

» Presenilin: Alzheimer gibi nérodejeneratif hastaliklarda biriktigi goriilen bazi bilesiklerdir.
» Diger: Metabolik aktivitelerden sorumlu bazi kinazlar gibi [27].

3.4. Meprinler

Hiicre zarinda bulunan ya da ekstraseliller (hiicre dis1) siviya salgilanan
metaloproteazlardir. a ve  alt birimlerinden olusurlar ve bu alt birimler amino asit seviyesinde
%50 benzerlik gostermektedir. Alt birimler birleserek homo veya heterokompleksler meydana
getirmektedir. Membran formlari, dimerik (homodimerik B, meprin B) ya da tetramerik (a.f3; ya
da azP; kompleksler, meprin A) sekildedir. Salgilanan meprin formu 10-100 adet a alt biriminin
nonkovalent olarak birlesmesi sonucu olusan, bilinen en biiyiik proteazlardan birisidir.
Meprinler, bobrek proksimal tiiplerinde ve bagirsak epitel hiicrelerinde yiiksek miktarda
bulunmaktadir. Aralarinda gastrin, angiotensin gibi peptitler ve ekstraseliiler matriks proteinleri
kolajen IV ve fibronektin bulunan ¢ok sayida peptit ve protein pargalamaktadirlar. Bagirsak
yolu enfeksiyonlarinda ve kanserli hiicrelerde meprin alt birimlerinin sentezinin Onemli
derecede arttigi goriilmiis ve ozellikle ekstraseliiler matriks proteinlerini yikmalarindan dolay1

kanserli hiicrelerin metastazinda 6nemli etkilere sahip olduklar1 bilinmektedir [24].
3.5. Ubiquitin- Proteozom Yolu

Programlanmig hiicre Oliimiine karisan proteazlar arasinda en iyi bilinen proteazlar
kaspazlar olmasina ragmen son yapilan ¢aligmalar ubiquitin-proteozom yolunun da apoptozis

isleminde 6nemli bir rol oynadigini ortaya koymustur [1].

Ubiquitin-proteozom yolu; hatali katlanmus, hasarli ve kisa 6miirlii proteinlerin yikimi
icin 6nemli bir katabolik yoldur. Proteinlerin amino asitlere kadar yikilmasinin diginda bazi
transkripsiyon faktorlerinin (NF-xB) kismi yikilmasinda (islenerek olgunlagsmasinda) ve
aktivasyonundan sorumludur. Proteozom inhibitérleri MG132 ve lactacystin ile yapilan
caligmalar ubiquitin-proteozom yolunun hiicre igindeki proteinlerin %80'den fazlasinin

yikimmdan sorumlu oldugunu gostermektedir. Hedef proteinler yikilmadan dnce ubiquitin ile
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isaretlenirler. Daha sonra hedef protein iizerinde bir poliubiquitin zinciri olusturulduktan sonra
poliubiquitine olmus protein 26S proteozoma yonlendirilir. 26S proteozomda isaretlenmis olan

hedef protein peptitlere kadar yikilir [4, 19, 24, 28- 30].

Ubiquitin-proteozom sistemi; ubiquitin konjuge edici sistem ve 26S proteozomdan
meydana gelir [1].

3.5.1. Ubiquitin konujuge edici sistem:

Ubiquitin; tiim dkaryotik hiicrelerde bulunan, yiiksek oranda korunmus, 1siya dayanikli,
76 amino asit igeren, 8.5 kDa agirliga sahip bir polipeptittir. ATP-bagimli proteolitik yolda
gorev alir [31].

Ubiquitin konjuge edici sistemin koordineli fonksiyonu; ubiquitin aktive edici enzim
(E1), ubiquitin konjuge edici enzim (E2) ve ubiquitin ligaz (E3) gibi bazi enzim siniflarini ve
ubiquitin hidrolazlar1 icerir. Bir hedef proteinle birlesmede bu yolun aktivitesi mono ya da
poliubiquitinasyona yol agar (Sekil 3.1). Poliubiquitinasyona ugramis proteinler; proteozom

tarafindan yikilmak i¢in hedeflenir [1].

- —> Substrat @ —¥ Ubiquitin

Monoubiquitin Coklu Poliubiquitin Poliubiquitin Poliubiquitin Poliubiquitin
Monoubiquitin - Zinciri (K6, K11)  Zinciri (K63) Zinciri (K29) Zinciri (K48)

I N T

P L N

Endositoz Endositoz Gorevleri Endositoz Proteozomla  Proteozomal yikimda
DNA tamiri bilinmiyor DNA tamiri iliskilidir gdrevlidir. Substratin
Histon (Proteolitik Translasyon verimli bir sekilde
regiilasyonu degil) Protein proteozoma
Gen ekspresyonu kinazlarin hedeflenmesi ve
aktivasyonu yikim i¢in en az 4
(Proteolitik ubiquitin molekiilii
degil) gereklidir.

Sekil 3.1. Ubiquitinasyon ve ubiquitinin gorevleri [32, 33, 34'den uyarlanarak tekrar
¢izilmistir]
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3.5.2. 26S proteozom:

Hiicresel proteinlerin yikiminda iglev géren proteozom; tiim hayat formlarmda bulunan,
yaklasik 64 alt birimin olusturdugu, 2.5 MDa agirhiginda, silindirik bir yapisi olan ATP-bagimh
multikatalitik aktiviteye sahip bir proteazdir. Hiicrenin hem sitoplazmasinda hem de
cekirdeginde bulunmaktadir. 19S diizenleyici kompleks ve proteolitik merkez olan 20S kor
kompleksi olarak bilinen multikatalitik proteinaz kompleksini igerir (Sekil 3.2). 19S kompleks,
20S kompleksin her iki ucuna eklenmektedir [1, 7, 24, 35].

19S Diizenleyici

Kompleks —> Lid (Kapak)
—> Base
0.7
20S Kor Biolgesi < 3 Brs
> 07
19S Diizenleyici
Kompleks

Sekil 3.2. Protein yikiminda gérev alan 26S proteozomun yapisi
[7, 35, 36'dan uyarlanarak tekrar ¢izilmistir]

3.5.2.1. 19S diizenleyici kompleks:

Base (20S komplekse yakin kompleks) ve lid (kapak) olmak iizere iki alt kompleksten
olugmaktadir. Base kompleksinde ATPaz aktivitesi iceren 6 tane protein ve ubiquitin taniyan
S5a proteini bulunmaktadir. ATPaz enzimlerinin, substrat proteinlerinin ii¢ boyutlu yapilarinin
coziilmesi ve proteolitik aktiviteleri iceren 20S kompleks icine gonderilmesinden sorumlu
oldugu sanilmaktadir. S5a proteini ise hedef proteinlerdeki ubiquitin zincirlerini tammaktadir.
Protein yikimu igin lid kompleksine de ihtiyag vardir. Lid sekiz alt birimden olusmaktadir. Islevi
tam olarak bilinmemesine ragmen ubiquitine olmus proteinlerin tanmmasi ve

deubiquitinasyondan sorumludur [7].

3.5.2.2. 20S kor kompleksi:

20S kompleksi; 700 kDa agirliga sahip olup, hem prokaryotlarda hem de 6karyotlarda
bulunmaktadir. Prokaryotik ve okaryotik 20S kompleksi, o ve B alt birimlerinin olusturdugu 4
tabakali bir silindir yapidir. Arkeobakter Thermoplasma acidophilum'da 14 tane B alt birimi
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icteki iki tabakayi, 14 o alt birimi ise distaki iki tabakay1 olusturmaktadir ve a7B7B7a7 seklinde
dizilmektedir. Okaryotlarda her bir a ve P alt birimi farklidir ve a;.7f1.7p1-701.7 seklinde
dizilmektedirler (Sekil 3.3). 20S proteozom kompleksi en az ii¢ farkli proteolitik aktivite
gostermektedir. Bunlar; tripsin  benzeri, kimotripsin benzeri ve post-glutamil peptidil
aktivitelerdir. Beta alt birimleri proenzim olarak sentezlenir ve proteozom olgunlagmasi
sirasinda 75 amino asit kadar olan pro sekans ¢ikarilir. Yedi beta alt biriminden ti¢ii (B1, B2 ve Bs)
enzimatik aktivite gostermekte ve bu alt birimler glisin (Gly) ve treonin (Thr) amino asitleri
arasinda kirilmakta ve enzim bu Thr yan gruplarini substrat peptit baglari kirmakta kullandig:
icin treonin proteazlar olarak da bilinir. Aktif bolgedeki her bir Thr amino asiti arasindaki
mesafe 28 A kadardir, bu da proteinlerin yaklagik 8 amino asitlik peptitlere kadar yikildigim
gostermektedir [7, 24].

Sekil 3.3. Thermoplasma acidophilum'da (A) ve okaryotlarda (B) 20S proteozom yapisi [37]

3.5.3. Ubiquitin-proteozom yolunun mekanizmasi:

Okaryotik hiicrelerde segici protein yikimi, cogunlukla proteinler bir poliubiquitin
zinciri ile isaretlendikten sonra 26S proteozom tarafindan peptitlere kadar yikilmasiyla
gergeklesir. Fakat nadiren bazi proteinler (6rnegin; c-Jun ve ornitin dekarboksilaz -ODC-)

ubiquitin ile isaretlenmeden 26S proteozom tarafindan yikilmaktadir.

Ubiquitin yikilacak olan proteinlere baglanmadan 6nce ilk olarak ubiquitin aktive edici
enzimde (E1) bulunan bir sistein amino asiti ile ubiquitinin C-ucu arasinda bir thioester bagi
kurulur. Aktive edilen ubiquitin daha sonra benzer sekilde E1 enziminden ubiquitin konjuge
edici enzimdeki (E2) bir sistein amino asitine aktarilir. Bu E2 enzimleri yikilacak olan

proteinlere ubiquitin molekiiliinii ubiquitin ligaz (E3) enzimi yardimi ile direkt aktarir veya
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ubiquitin E3 enzimine aktarildiktan sonra substrat proteinlere aktarilir. Son asamada hedef
proteindeki bir lizin amino asiti ile ubiquitinin C-terminusundaki glisin amino asiti arasinda bir
izopeptit bagi olusur. Diger bir ubiquitin molekiiliiniin 48. pozisyonunda bulunan lizin
amino asitine eklenir. Eklenen her bir ubiquitin molekiiliiniin lizin 48 amino asitine bir ubiquitin
molekiilii baglanmasi ile hedef protein tizerinde bir poliubiquitin zinciri sentezlenir. Ubiquitin-
protein konjugatlar1 daha sonra 26S proteozomun 19S diizenleyici kompleksi tarafindan taninir,
hedef protein ¢oziiliir (unfold), 20S kor kompleks igine gdonderilir ve burada peptitlere kadar
yikilir. Bu reaksiyon olmadan 6nce ubiquitin molekiilleri segici olarak 19S diizenleyici
kompleksinde bulunan deubiquitinasyon (UPBs) enzimleri tarafindan hedef proteinden ¢ikarilir

ve bir sonraki yikim yolunda kullanilirlar (Sekil 3.4).

Cogunlukla ubiquitin, hedef proteinlerin lizin amino asitlerine eklenmesine ragmen
nadiren bazi proteinlerde (6rnegin; transkripsiyon faktorii MyoD) N-terminustaki amino asitin

NH; grubuna eklendigi goriilmiistiir [7, 24].

|
S
e e )
ATP AMP (E2 ) i.,f-_‘ D Protein ’\E2} s
T p— o L4 Ub >
( Ub ';Abr E1 1 Ub )—\—-Abgn E2 | Ub }%» (_\:J)
IL'biquiu'n A.]ai\'asyonul Ubiquitin 3D D ,-:T:?’)
Konjugasyonu| ‘e S 55
Protein
Cub) Cubd e Poliubiquitin
e \ % Zinciri Olugumu
( Ub ) ( .
. p &
D) D
UBPs U_ \\)‘.' ADP ATP m
; @
2L ,// 198
/ /’ P
/ / v
PV S / / )
///// Peptitler 208 26S Proteozom
VA
/ 198

Sekil 3.4. Ubiquitin-proteozom yolunun mekanizmasi [38'den alinip diizenlenmistir]
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3.5.4. Proteozomun hiicresel aktiviteleri:
e Anormal (hatal katlanmis, hasarli) ve normal proteinlerin yikiminda gorev almaktadir.
e Kisa ve uzun 6miirlii proteinlerin yikiminda gorev yapar.

e Bagisiklik sisteminde gorev yapmaktadir. Viicuda giren virlis ve bakterilere ait proteinleri
yikarak olusan antijenlerin major histocompatibility complex class 1 (MHC) tarafindan
hiicre yiizeyinde sunumuna katki saglayarak T-hiicreleri tarafindan fagozite edilmesini

saglar.
e N-ucu kuralina gére substrat yikiminda rol alir.

e Mitoz dongiisi boyunca siklinler, siklin-bagimli kinazlar ve siklin-bagimli kinaz
inhibitorlerinin zamaninda yikilmasi ve giris ¢ikiglariin diizenlenmesiyle hiicre biiyiimesi

icin gereklidir.

e Anjiyogenez ile ilgilidir.

e Baz transkripsiyon faktorlerinin (NF-xB) kismi yikilmasinda (islenerek olgulasmasinda) ve
aktivasyonundan sorumludur.

e Antijen tretimi ile ilgilidir.

e Endositozda rol alir.

e Organel biyogenezinde rol alir.

e Spermatogenezde rol alir.

e Apoptozis ile ilgilidir [31,39].

3.5.5. Proteozom inhibitorleri:

Proteozom inhibitdrleri kanser hiicre kiiltiirlerinde apoptozisi uyararak anti-timor
aktivite gostermektedirler (Cizelge 3.2). Proteozom inhibitdrlerini kanser tedavisinde kullanmak
i¢cin ¢alismalar birgok laboratuarda halen devam etmektedir. Proteozom inhibitorleri MG132 ve
lactacystin ile yapilan calismalar hiicre proteinlerinin %80-90’nin proteozom tarafindan
yikildigint gdstermistir. Bu proteinler arasinda siklinler, Cdk inhibitérleri p21, p27 ve p57,
tiimor baskilayict p53, transkripsiyon faktorleri c-Jun ve c-Fos, NF-xB inhibitorii kB, poliamin
biyosentez enzimleri ODC ve AdoMetDC (S-adenozilmetionin dekarboksilaz) gibi ¢ok farkli

mekanizmalarda rol alan proteinler vardir. MG132 ile yapilan baska bir ¢alisma, proteozom
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inhibitérlerinin  melanoma ve meme Kkanseri hiicrelerine karsi anti-kanser  etki
gosterebileceklerini ve bundan dolay1 daha ileri diizeyde arastirilmasi gerektigini dnermektedir.
[7, 24, 40].

Cizelge 3.2. Proteozom inhibitorlerinin in vitro kosullarda genis spektrumlu anti-kanser aktivite
gosterdigi kanser tiirleri [4]

Solid Tiimérler Hematolojik Maligniteler
o Akciger kanseri e Multiple miyeloma
e Kolon kanseri e Manto hiicreli lenfoma
e Mide kanseri e B hiicreli lenfoma
e Karaciger kanseri e T hiicreli 16semi / lenfoma
e Pankreas kanseri e NK I6semi / lenfoma
e Tiroid kanseri e Hodgkin Lenfoma
e Bobrek kanseri e Burkitt Lenfoma
o Mesane kanseri e Waldenstrom Makroglobulinemi
e Ovaryum kanseri e Akut ve kronik miyeloid 16semi
e Meme kanseri e Kronik lenfositik 16semi

e Serviks (rahim agz1) kanseri

o Endometriyal kanser

e Prostat kanseri

e Bel ve boyun skuamoz karsinomasi

e Kolanjiyokarsinoma (safra
kanallarinin adenokarsinomast)

e Mezotelyoma

e Noroblastoma

e Gliyoblastoma

e Medulloblastoma

e Retinoblastoma

e Insiilinoma

e Melanoma

e Rabdomiyosarkoma
e Ewing Sarkoma

e Osteosarkoma

e @Graniloza hiicreli timor
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Proteozom inhibitdrleri bir takim muhtemel anti-timér mekanizmalarina sahiptir ve

proteozom inhibisyonuna karst bazi oto-diizenleyici mekanizmalar bulunmaktadir. Bunlar

Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4'te ayrintili olarak verilmistir.

Cizelge 3.3. Proteozom inhibitorlerinin olas1 anti-tiimor mekanizmalari [4]

Anti-timor Mekanizmalar

Bcl-2 ailesinin pro ve anti-apoptotik
iiyeleri lizerinde farkl etkiler

Indiiklenebilir NF-xB aktivitesinin
inhibisyonu

Endoplazmik retikulum stresi ve hatali
katlanmig proteinlerin birikmesi

Kemik morfogenetik protein sinyalinin
aktivasyonu

FoxO ve FoxMI proteinlerinin
baskilanmasi

Epitelyal- mezensimal doniisiimiin
inhibisyonu

Lenfositlerin sitotoksisitesine kanser
hiicrelerinin immiinosensitizasyonu

Iyonlastiric: radyasyona maruz kaldiktan
sonra artan genomik instabilite

p-glikoprotein inhibisyonu ile birgok
ilaca kars1 olusan direncin giderilmesi

p53, p21 ve p27 birikmesi

XIAP ve survivinlerin down-regiilasyonu
Oksidatif stresin indiiklenmesi

Protein translasyonunun inhibisyonu
Telomeraz aktivitesinin inhibisyonu

P13 K/ Akt sinyalinin down-regiilasyonu
Oliim reseptdrlerinin up-regiilasyonu
Histon asetilasyonu

E,F baskilanmasi

IL-6-aracili sinyalin inhibisyonu

Tubulin stabilizasyonu

Mitotoik katastrofun indiiklenmesi

Anjiyogenez inhibisyonu

Cizelge 3.4. Proteozom inhibisyonuna kars1 oto-diizenleyici mekanizmalar [4]

Oto-Diizenleyici Mekanizmalar

Konstiitif (temel) NF-kB aktivitesinin aktivasyonu o

Hsp72 ve AKR1B10'un indiiksiyonu
EGFR sinyalinin aktivasyonu

Glutatyon sentezinin up-regiilasyonu

Makrotofaji indiiksiyonu
e Stat3 fosforilasyonu

e Akt fosforilasyonu
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Tez calismamizda kullandigimiz inhibitorler agagida verilmistir:

3.5.5.2. Proteozom inhibitori bortezomib (Velcade, PS341):

Bortezomib; 6zel ve segici hiicre gegirgenligine sahip, kiigiik bir molekiiler agirligi olan
molekiildiir. Proteozomun kimotripsin benzeri aktivite gosteren aktif bolgesine bir kovalent
bagla sikica baglanarak, proteozomun geri doniisiimlii olarak inhibisyona ugramasina sebep olur.
Kimyasal olarak, 16sin ve fenil alaninden tiiremis bir dipeptidil boronik asit analogudur (Sekil
3.5). Bortezomibin, bir¢ok in vivo ve in vitro modelde, tiimor hiicresi proliferasyonunu,
adhezyonu, metastazi pek ¢ok agidan inhibe ettigi gésterilmistir. Bortezomib, hem sistein hem
de serin proteazlardan daha yiiksek proteozom seciciligi gostermektedir. Prostat, 16semi,
pankreas, kolon, miyeloma, manto hiicreli lenfoma, kiigiik hiicreli olmayan akciger, yumurtalik,
bas ve boyun gibi tiimoér hiicresi tiplerinde anti-kanser aktivitesi gosterdigi goriilmiistiir [5, 6,

41- 44].

/

Sekil 3.5. Dipeptidil boronik asit analogu olan proteozom inhibitorii bortezomibin kimyasal
yapisi [6, 45'ten uyarlanarak ChemBioDraw Ultra 11.0 programi ile tekrar ¢izilmistir].

3.5.5.3. Proteozom inhibitorii MG132:

Bir peptit aldehit olan MG132 (carbobenzoxy-Leu-Leu-leucinal); proteozom
kompleksinin her ii¢ proteolitik aktivitesini de inhibe etmektedir (Sekil 3.6). MG132'nin reaktif
oksijen tiirlerinin olusumu ile apoptotik hiicre dliimiinii uyardig1 gosterilmistir. Ayrica, yiiksek
konsantrasyonda katepsin B gibi diger bazi proteazlar1 da inhibe edebilmektedir. MG132 geri
doniigiimli bir inhibisyon meydana getirmektedir. Yapilan bazi ¢alismalarda MG132'nin, HeLa
hiicrelerinde, Calu-6 akciger kanser hiicrelerinde, insan osteosarkoma MG-63 hiicrelerinde,
meme kanseri hiicrelerinde ve melanoma hiicrelerinde anti-kanser etki yapabilecekleri

gosterilmistir [7, 40, 46- 48].
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Sekil 3.6. Proteozom inhibitorii MG132'min kimyasal yapist [49, 50'den uyarlanarak
ChemBioDraw Ultra 11.0 programi kullanilarak tekrar ¢izilmistir].

3.5.5.4. Hsp70 inhibitorii quercetin:

Quercetin (3,3',4',5,7- pentahidroksiflavon); bitkilerde sekonder metabolit olarak yaygin
halde bulunan bir flavanoidtir. Flavanoidler; bir heterosiklik piran ya da piron halkas ile bagli 2
benzen halkasindan meydana gelen bir fenil benzo(y)piron-tiirevi yapi ile karakterize edilir
(Sekil 3.7). Quercetin bir glikozit olarak, giinliik insan diyetinde bulunan pekgok meyvede,
sebzede, sert kabuklu meyvelerde, tohumlarda bulunmaktadir. Quercetinin, antiproliferatif ve
apoptotik  etkileri igeren farkli biyolojik aktiviteleri i¢erdigi gorilmiistiir. Losemi, meme,
Ozefagus, kolon, prostat, nazofaringeal, endometriyal ve akciger gibi ¢esitli insan kanserlerinde
gelismeyi inhibe ettigi belirlenmistir. Quercetin aracilt  apoptozis; stres proteinleri,
mikrotiibiillerin bozulmasi, NF-kB, Cox-2, p53, survivin, c-jun NH-terminal kinaz, Bcl-2 ailesi
proteinler, 1si-sok proteinleri, DNA topoizomeraz II, sitokrom-c salimmi ve kaspazlarin

aktivasyonu gibi faktorlerle iliskili olabilir [51- 54].
OH

OH

HO O

OH

OH O

Sekil 3.7. Hsp70 inhibitorii quercetinin kimyasal yapisi [51, 54, 55'ten uyarlanarak
ChemBioDraw Ultra 11.0 programu ile tekrar gizilmistir].
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3.5.5.5. Lizozomal inhibitor leupeptin:

Leupeptin (Ac-Leu-Leu-Arginal) bir peptit aldehittir. Katepsin A, katepsin B, tripsin,

papain gibi proteazlar iizerinde geri doniisiimlii bir inhibisyon meydana getirmektedir [56, 57,

JEvSVA

Sekil 3.8. Lizozomal inhibitér leupeptinin kimyasal yapisi [S7'den uyarlanarak
ChemBioDraw Ultra 11.0 programu ile tekrar ¢izilmistir].
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4. APOPTOZIS (PROGRAMLANMIS HUCRE OLUMU)

Genel olarak canli organizmalarda iki ana hiicre 6liim bigimi vardir. Bunlardan biri
nekroz (nekrotik 6liim); hiicre yaralanmalar1 sonucu hiicrenin zarar gorerek sisip, patlayarak
Olmesi, digeri ise apoptozistir. Hiicreler apoptozis sirasinda bir¢ok uyaranla oliime giderler
ancak bu 6liim programli, kontrollii ve diizenli bir bigimde gergeklesir. Bu siire¢ nekrotik hiicre
olim sitirecinden farklhidir. Nekrotik 6liimde hiicre kontrolsiiz bicimde oliime gider, hiicre
parcalanir, enflamasyon goriiliir. Apoptoziste ise hiicre kendi 6liimii sirasinda aktif rol alir ve
kendi 6liimiiniin her agamasina katkida bulunur. Bu nedenle apoptozis hiicre intihar1 olarak da
bilinir. Nekrozda patlayan hiicrenin igerikleri komsu hiicrelere de zarar verirken, apoptoziste

cevre hiicreler zarar gormez ve 6len hiicreden etkilenmezler [59].

Viicudumuzda yaklagik 210 tip hiicre bulunur ve her bir hiicrenin yasam dongiisii;
dogum, farklilagma, islev gérme ve 6liim evrelerinden olugsmaktadir. Yasam siiresi hiicre tipine
gore degismektedir. Ornegin, barsak hiicreleri 3-5 giinliik bir yasam siiresini takiben Sliirlerken,
notrofiller dokuda 4 giinliik, derinin epidermal hiicreleri 20-25 giinliik, eritrositler kanda 120
giinliilk bir siire sonunda 6lmektedirler. Ancak, miyokard kasi hiicreleri veya néronlar omiir
boyu (50-100 y1l) yasarlar. Fakat buna ragmen, miyositlerin veya néronlarin yaklasik %10-15’1
omriin sonuna dogru kaybedilmektedir. Noronlarin ¢ok sayida 6lmesi ancak sinapslarin tam
olarak olusmadigr donemden once olur. Bu donemde, dogumda asir1 sayida olan ndronlarin
sayis1 uygun sinaptik agin saglanabilmesi i¢in azalir. Optimum sayida néronun optimum sayida
sinaptik baglant1 icinde olabilmesi i¢in bu ndron kayiplar1 gereklidir. Bahsedilen bu hiicre
oliimleri apoptozisle gergeklesir. Zamani gelince 6len bu hiicreler daha dnceden programlanmis
bir sekilde Sliirler. Ornegin; insanda yaklasik 5x10™ kan hiicresi programli hiicre Sliimiiyle her
glin elenir. Tim bu olimler fizyolojik sartlarda meydana geldigi i¢cin bu 6liim sekli fizyolojik
hiicre 6liimii olarak da adlandirilir [27, 59]. Asir1 hiicre boliinmesinden dolayt hiicrelerdeki artis,
fonksiyonel olmayan ve yasl olan hiicrelerin eliminasyonu ile dengelenmektedir. Bu dengeyi
saglayan islem apoptotik programdir ve bu programdaki hasarlar hiicrelerde patalojik azalisa
veya artisa neden olarak hastaliklara yol agmaktadir (Cizelge 4.1). Apoptotik programdaki
bozuklugun neden oldugu asir1 hiicre artig1 kanser ve otoimmiin hastaliklara; hiicre azalisi ise
AIDS ve noérodejeneratif hastaliklara neden olmaktadir. Apoptozisin 6zellikle embriyonun
gelisim ve farklilasma isleminde vazgecilmez bir role sahip oldugu bilinmektedir. Bunun yani
sira bagisiklik sisteminde sitotoksik T lenfositleri tarafindan viriis enfeksiyonlu hiicrelerin ve
otoreaktif B veya T lenfosit hiicrelerinin eliminasyonunun apoptozis ile gergeklestigi
gosterilmistir. Apoptozisin diger bir fonksiyonu hasarli DNA'ya sahip hiicrelerin yikimini

saglamasidir. Bu tip hiicreler mutasyon birikimine ugramadan ve bir timoér hiicresine
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doniismeden 6nce apoptotik program ile 6ldiiriilmektedir. Doku homeostazisi igin (6rnegin; yara

iyilesmesi veya barsak hiicrelerinin “turnover’inda oldugu gibi) hiicreler ortamdan programli

olarak dlerek kaybolmaktadir [27, 60, 61].

Cizelge 4.1. Insan hastaliklarinda apoptozisin rolii [62, 63]

Apoptozisin Artmasiyla flgili Hastaliklar

Apoptozisin Azalmasiyla ilgili Hastaliklar

1. Norodejeneratif bozukluklar
Alzheimer hastalig
Amyotrofik lateral skleroz
Creutzfeld-Jakob hastaligi
Huntington hastalig
Parkinson hastaligi
Retinitis pigmentosa
Spinal muskular atrofi

2. Hematolojik Bozukluklar
Aplastik anemi
Fanconi anemisi
Hodgkin hastaligi
Myelodisplastik sendromlar
Polycythemia vera

3. Otoimmiin Bozukluklar
Fulminant hepatit
Graft- versus- host hastalig
Hashimoto tiroiditis
Insiiline bagimli diyabet
Multiple sklerozis
Romatoid artrit
Skleroderma
Sjogren sendromu

4. Iskemik Yaralanma
Iskemi ve reperfiizyon
Bobrek enfarktiisii
Miyokardiyal enfarktiis
Inme

5. Toksinlere Bagli Hastaliklar
Alkole bagli hepatit
Pulmonar fibrozis
Sepsis

6. Bakteriyel ve Viral Enfeksiyon

Kazamlmig immiin yetersizlik

sendromu (AIDS)
Ebola viriisii
Chlamiydia trachomatis
Helicobacter pylori
Salmonella typhimurium
Shigella flexneri

7. Digerleri

Travmatik spinal kord yaralanmasi
Tlimor karsi-atag (immiin ayricalik)

1. Kanser hastaligi
Blastoma
Karsinoma
Losemi
Lenfoma
Malign gliyoma
Sarkoma
Seminoma
2. Premalign Hastaliklar
Ataxia telangiectasia
Paroksimal nokturnal hemoglobiniiri
Myelodisplastik sendromlar
Xeroderma pigmentosum
3. Otoimmiin Bozukluklar
Otoimmiin lemfoproliferatif sendrom
(tip 1 ve 1)
Sistemik lupus erythematosus
4. Ateroskleroz
5. Metabolik Bozukluklar
Niemann-Pick hastalig
Osteoporozis
Wilson hastalig
6. Viral Enfeksiyonlar
Adenoviriisler
Baculoviriisler
Epstein-Barr viriisii
Herpesviriisler
Poxvirtisler

Prematiir ve Fizyolojik Yaslanmada
Apoptozis
Down sendromu
Erken yaslanma (Progeria)
Xeroderma pimentosum
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4.1. Apoptotik Hiicrenin Karakteristik Ozellikleri

Bir seri spesifik sinyallere bagli olarak apotozise giden hiicrelerde biyokimyasal ve
morfolojik olarak farkli degisiklikler s6z konusudur. Apoptozisin erken doénemlerinde bir
protein ailesi olarak bilinen kaspazlar aktive olur. Bu proteinler normal hiicresel fonksiyonlar
icin gerekli olan, dzellikle hiicre iskeleti yapisal proteinleri ve DNA tamirinde rol alan niiklear
proteinlerin par¢alanmasindan sorumludur. Ayni1 zamanda kaspazlar DNazlar gibi ¢ekirdekte
DNA'y1 parcalayan diger yikici enzimleri aktive ederler. Bu biyokimyasal degisikler sonucunda

hiicrede baz1 morfolojik degisiklikler gézlenir [64]. Bunlar:

e Sitoplazmik hacimde kayip meydana gelmesinden dolayr kondensasyon (yogunlagma)

meydana gelir ve hiicre kiigiiliir. Sitoplazmik proteinlerde de kondensasyon goriiliir.

e Kromatin maddesinin kondensasyonu ile iligkili olarak ¢ekirdekte kiigiilme ve kirilma

(karyoheksiz) meydana gelir.

e Membran yiizeyinde kiiciik kesecikler goriiliir ve hiicre biiziiliir.

Sekil 4.1. Apoptotik hiicrede kiigiik keseciklerin goriilmesi. A) Normal akyuvar,
B) Apoptotik akyuvar [65]

e Dokularda apoptotik hiicreler komsu hiicrelerden ayrilir. Hiicre kiiltlirlerinde ise petri
kabma yapisik olarak biiyliyen apoptotik hiicreler, kabin dibinden sokiilerek besiyerinde

asili dururlar.

e Hiicre, kiiglik pargaciklara boliinerek apoptotik vezikiiller olusturur. Organeller bu kiigiik

vezikiiller icinde bozulmadan durur ve dolayisiyla hiicre icerigi disar1 salinmaz.

e Olusan bu apoptotik vezikiiller hizla komsu hiicreler tarafindan fagozite edilirler (Sekil 4.2).
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Membran normalde asimetrik yapidadir. Fakat apoptotik hiicreler bu asimetrik yapiy1
koruyamamaktadir ve Ozellikle fosfotidilserin molekiilleri ¢ift katli lipid membranin ig
yiizeyinden dis yiizeyine transfer olmaktadir. Bu sekilde fosfotidilserin, apoptotik hiicrelerin

komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninmasini ve sindirilmesini saglamaktadir.

Apoptotik hiicrenin en belirgin biyokimyasal belirteclerinden bir tanesi kromatinin 200 baz

cifti fragmentlere kirilarak agaroz jel elektroforezinde merdivenimsi goriilmesidir [39, 60,

64, 66, 67].

Sekil 4.2. Insan trofoblast hiicrelerinde goriilen degisimler. A) Lamin ve aktin
filamentlerinin kesilmesi sonucu sitoplazma ¢ekmeye ve kii¢iilmeye baslar. B) Kromatin
ve cekirdekte bulunan yapisal proteinlerin kesilmesi sonucu g¢ekirdekte kondensasyon
basglar ve ¢ogu zaman ¢ekirdek at nali bigiminde goriilir. C) Hiicre biiziilmeye ve
kiiglilmeye devam eder ve makrofajlarin taniyabilecegi bicimde paketlenir. Bu fagositik
hiicreler dokudan apoptotik hiicreleri aywrt eder ve diger hiicrelere zarar vermeden
uzaklastirirlar ve boOylece cevre hiicreler nekrotik o6liim sirasinda goriilen sorunlarla
karsilasmazlar. D) Apoptotik hiicrelerde goriilen morfolojik membran degisimlerinden biri
de hiicre igeriklerini alan ve membranla gevrili vezikiiller biciminde apoptotik hiicrelerden
kopan tomurcuklardir. Bu kiiciik vezikiiller apoptotik cisim olarak adlandirilir (sekilde ok
ile gosterilmektedir) [59].



27

4.2. Apoptozisin indiiklenmesi

Hiicrelerde apoptozisin indiiklenebilecegi bir¢cok yol bulunmaktadir. Bu uyaricilardan
herhangi birine hiicrenin duyarlilign pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonu
(Bcl-2 proteinler veya apoptozis protein inhibitorleri), uyaricinin derecesi ve hiicre siklusunun
asamasi gibi faktorlere bagl olarak degisir. Baz1 durumlarda apoptotik uyaricilar, hiicre yiizey
reseptorlerine Oliim indiikleyici ligandlarin baglanmasi gibi ekstrinsik sinyallerden veya
sitotoksik T-lenfositlerle apoptozisin indiiksiyonuyla olusmaktadir. T-hiicreleri hasarli ya da
viriisle enfekte hiicreleri tanir ve hasarlt hiicreleri neoplastik hiicre olusumundan ya da viriisle
enfekte hiicrelerle enfeksiyonun yayilmasini 6nlemek igin apoptozisi baglatir. Bazi durumlarda
apoptozis hiicresel stresi takiben dretilen intrinsik sinyallerle baslatilir. Hiicresel stres;
radyasyon, kimyasallar ya da viral enfeksiyona maruziyetle olusabilir. Biiylime faktoriiniin
yoksunlugu ya da oksidatif stresin bir sonucu olarak da hiicresel stres meydana gelebilir. Genel

olarak intrinsik sinyaller apoptozisi mitokondri araciligiyla gerceklestirir [64].
4.3. Apoptoziste Mitokondrinin Rolii

Hiicre 6liimiiniin kontrol edilmesinde mitokondri 6nemli bir role sahiptir. Ornegin,
Bcl-2 ve Bcl-X, gibi Bcl-2 protein ailesinin anti-apoptotik tiyeleri, mitokondri membraminin dig
kisminda yer alirlar ve hiicre yasamini devam ettirmeye yonelik olarak ¢alisirlar. Bad ve Bax
gibi Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik iiyelerinin bir¢ogu, Bcl-2 ve Bcl-X, ile ya da mitokondri
membram ile direkt iliski kurarak mitokondri iizerinden etkilerini gosterirler. Mitokondri
apoptozisin ger¢eklesmesini sitokrom ¢ salinimiyla saglar ve pro-kaspaz 9 ile birlikte apaf-1 ve
ATP bir kompleks olusturur. Bu kompleks kaspaz 9'un aktivasyonuna ve kaspaz kaskadinin
baslamasina yol acgar. Mitokondriden sitokrom c'nin salinimini saglayan faktorler
bilinmemektedir. Bax ve diger Bcl-2 proteinleri por-olusturucu proteinlerle yapisal benzerlikler
gosterdikleri i¢in, Bax proteininin mitokondri dis membranminda bir transmembran por
olusturabilecegi, boylece membran potensiyel kaybi ve sitokrom c¢ ve AIF (apoptozis
indiikleyici faktor) salinimina yol agabilecegi ileri siiriilmektedir. Bel-2 ve Bcl-X 'nin bu por
olusumunu 6nlemek iizere gorev aldiklar: diisiiniilmektedir. Bax veya Bad proteinlerinin Bel-2
veya Bcl-X, ile heterodimerizasyonunun onlarin koruyucu etkilerini 6nledigi diigiiniilmektedir.
Ayni1 zamanda Bax ve Bad gibi bu proteinlerin genis ¢apta PT (permeability transition) por
olusumunu ve buna bagli olarak sitokrom c¢ kaybi ve apoptozisin baglamasini da

saglayabildikleri diistiniilmektedir [59, 64].
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4.4. Apoptozisin Diizenlenmesinde Gorev Alan Genler

Cok sayida gen apoptozisin diizenlenmesinde gorev alir (Cizelge 4.2). Bu genlerin bir
bolimii hiicre ylizeyinde bir boliimil ise hiicre igi sinyal iletim yollarinda gorev alirlar. Bu

genlerden apoptoziste goérev alan en 6nemli gen grubu Bel-2 ailesidir.

Cizelge 4.2. Apoptozisin diizenlenmesinde gérev alan genler [59]

e Fas, Trail, TNF (almag ve ligandlar) e Kaspazlar (yaklasik 13 tane),
e Bcl-2 ailesi proteinler (yaklasik 12 tane) granzim, kalpain
e Kinazlar e Kaspaz diizenleyicileri

RIP3, CAP, AKT, PKA, MapK IAP/ Survivin (5 tane), Apaf-1
o Mitokondri proteinleri e Transkripsiyon faktorleri

VDAC, ANT, sitokrom ¢, AIF, SMAC p53, myc, Nur77
e Proteazlar e Digerleri

FADD, TRADD, DAD1

4.4.1. Bcl-2 ailesi:

Bcl-2 ailesi; hiicre kaderini belirlemede 6nemli rol oynamaktadir. Bcl-2 ailesi birbirine
zit etkileri olan iki gruptan olusur (Cizelge 4.3). Pro-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri,
apoptozisi indiikleyici etkiye sahiptir. Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri ise apoptozisi
baskilayict etkiye sahiptir. Pro-apoptotik proteinler, sitokrom c’nin mitokondriden sitoplazmaya
saliverilmesini indiikler. Anti-apoptotik proteinler ise sitokrom c saliverilmesini baskilar. Bu iki
zit etkili grubun isleyisi, yapilarinda bulunan iki bolgeye (hidrofobik cep ve amfipatik a-heliks)
baghdir. Yapilarindaki BH1, BH2 ve BH3 bolgeleri hidrofobik cebi olusturur. Amfipatik
a-heliks, BH3 bolgesinde yer alir. Hidrofobik cep sayesinde bir diger bcl-2 ailesi liyesinin BH3
bolgesine baglanirlar. Pro-apoptotik iiyeler kendi icinde iki alt gruba ayrilirlar. Bu alt
gruplardan biri yapilarinda her ii¢ bolgeyi de (BH1, BH2, BH3) iceren iiyelerden (6rnegin; Bax,
Bak), digeri ise sadece BH3 bolgesini iceren liyelerden (Bid, Bad, Bim) olusur. Anti-apoptotik
iiyelerde ayrica BH4 bolgesi bulunur. Bu boélgenin, apoptozisin diger hiicresel yollarla
“pathway” iliskisini kurdugu diisiiniilmektedir. Hiicrelerin apoptotik uyariya duyarlilig
pro-apoptotik ve anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin arasindaki dengeye baghdir. Anti-apoptotik
iiyeler, dogal olarak intrinsik sitokrom c’nin saliverilmesini baskilama ozelligine sahiptir. Bu
durumda, pro-apoptotik iiyelerin anti-apoptotik tiyelerle baglanmasi halinde bu inhibitor etki

ortadan kalkar ve sitokrom c saliverilmesi gergeklesir. Bu yilizden, pro ve anti-apoptotik
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tiyelerin dengesi yasam ile 6liim arasindaki segenegi belirler. Anti-apoptotik iyelerin agiri
ekspresyonlarmin apoptozisi baskiladiglr oysa pro-apoptotik iiyelerin asir1 ekspresyonunun ise
hiicreleri ~ Oldiirdiigii = goriilmektedir. ~ Apoptozise  dayanikli  hiicrelerde  Bcl-2:Bax
heterodimerlerinin baskin oldugu goriilmektedir. Bax:Bax hiicre dliimiine yatkinligi gosterir [27,

60, 64].

Cizelge 4.3. Apoptozisin diizenlenmesinde gorev alan Bcl-2 ailesi proteinleri [27, 59, 60, 68]

Pro-apoptotik Anti-apoptotik
Proteinler Proteinler

Bax Bcl-2
Bak Bcl-x,
Bok Bcl-w

Bcl-xg Mcl-I
Bad Al
Bid NR-13
Bik Ced-9
Bim Boo

Spike

Noxa

Puma

4.5. Niiklear Etkiler

Apoptozisin hiicresel anlamda belirleyicilerinden birisi kromozomal DNA'nin
niikleozomal birimler haline parcalanmasidir. Apoptotik hiicrelerin ¢ekirdeklerindeki DNA'nin
yikimi, kaspaz aktivasyonunu takiben birka¢ yolla saglanmaktadir. Kaspazlar icin substrat
olarak tanimlanan ilk protein poly (ADP-riboz) polimeraz -PARP- enzimidir. PARP, DNA
hasar1 tamirinde, poly (ADP-riboz) sentezlenmesini katalizleme ve DNA zincir kiriklarma
baglanip niiklear proteinleri modifiye etme gorevini iistlenir. PARP proteininin DNA hasarini
onarmasl, kaspaz-3 ile parcalanmasini takiben onlenir. DNA replikasyonu ve tamiri i¢in gerekli
diger bir niiklear enzim DNA topoizomeraz II'dir. Kaspazlar bu enzimi inaktive ederek, DNA
hasar olusumuna yol agarlar. Cekirdegin seklini saglayan ¢ekirdek i¢i proteinler laminlerdir. Bu
proteinlerin gorevleri niiklear membran ve kromatin arasindaki iligkileri saglamaktir. Kaspaz-6
proteinleriyle laminlerin yikimi sonucunda, kromatin kondensasyonu ve apoptotik hiicrelerde

cogunlukla gdzlenen niiklear fragmentasyon yapilar izlenmektedir. DNAmm niikleozomal
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altbirimler haline fragmente olmasindan sorumlu enzim CAD (kaspazla aktive olan DNaz)'dir.
Normalde, CAD; inaktif bir kompleks olarak ICAD (CAD inhibitorii, DNA fragmentasyon
faktor 45 olarak da bilinir) ile birlikte bulunur. Apoptozis sirasinda, ICAD kaspazlarla
pargalanir ve CAD serbest kalir. CAD, yiiksek spesifik aktiviteli bir DNaz (DNaz | ve DNaz
II'den daha yiiksek) oldugu i¢in niiklear DNA'nin hizli fragmentasyonu gerceklesir. Nitrik oksit
(NO) bir¢cok dokuda yer alan vazodilasyon, ndronal fonksiyon, inflamasyon ve immiin
fonksiyon gibi bir¢ok fizyolojik yolu regiile eden 6nemli bir sinyal molekiiliidiir. Nitrik oksitin,
apoptozis regililasyonunda rol oynadigi gésterilmistir. Apotozisin etkilerinin, NO dozuna ve
hiicrenin tipine bagh olarak, hem apoptozisi indiikleyebilecegi hem de apoptozisten hiicreyi
koruyabilecegi yoniinde sonuglar bulunmaktadir. Nitrik oksitin, 16kosit, hepatosit, trofoblast ve
endotelyal hiicreleri igeren birgok hiicre tipinde apoptozisi inhibe ettigi gosterilmistir. Genelde,
NO'in anti-apoptotik etkileri, nitrosilasyon ve kaspaz-3, kaspaz-1 ve kaspaz-8'in iginde
bulundugu birgok kaspazin inaktivasyonu gibi bircok mekanizmayla gerceklesir. p53
aktivasyonu, 1si-sok proteini 70 (Hsp 70)'in ve Bcl-2, Bcl-X|'in diizenlenmesi, cGMP-bagl
protein kinazlarin aktivasyonuna neden olan ¢cGMP sinyal aktivasyonu ve kaspaz aktivitesi
baskilanmasi1 diger mekanizmalardir. Apoptozis tlizerinde NO etkileri genel olarak cGMP
bagimli ya da bagimsiz olarak siniflandirilir. Nitrik oksit, guanilat siklazin hem grubu
araciligiyla cGMP sinyalini aktive edebilme kabiliyetindedir. cGMP'nin iiretimi, cGMP bagh

protein kinazlarin aktivasyonuna onciiliikk eder [64].
4.6. Apoptozis Goriilen Doku ve Hiicreler

Organizmanin bazi dokularinda ve hiicrelerinde siirekli olarak apoptotik hiicreler
olugmaktadir ve bu olusum 6miir boyu devam etmektedir. Boylece 6liim (apoptozis) ve yeniden
yapim (mitozis) bu dokularda doku homeostazisini olugturmak {izere dinamik bir denge halinde

stiregelmektedir. Normal apoptotik hiicre 6liimii ve yerine yeni hiicre yapiminin giinde yaklagik

11
1x10 hiicreyi buldugu hesaplanmaktadir. Bu hizda bir hiicre 6liimii ve yeniden yapimi, yetiskin

bir insanim viicut agirliginin her 18-24 ayda bir yeniden yapim ve yikimi anlamina gelmektedir.

Bu doku ve hiicrelere 6rnek olarak verilebilecekler asagidadir:

e Ince barsaklar: ince barsaklardaki kriptalarin tabanlarinda yeni olusan hiicreler, kriptalarmn
uglarina dogru goc ederler ve 3-4 giin siiren bu gogiin sonunda Slerek, barsak bosluguna

dokiliirler.

e Goz: GOz lensleri, embriyonik gelisim esnasinda olusur, apoptotik hiicreleri biinyesinde

bulundurur.



31

Deri: Derinin keratinositleri derinin bazal tabakasinda olustuktan (stem hiicre boliinmesi)
sonra derinin en iist tabakasma dogru (stratum korneum) gog¢ ederler. Bu gog¢ esnasinda
derinin her tabakasinda ¢esitli farklilasma ozellikleri gdsterip en sonunda derinin
organizmayi dis etkenlerden (enfeksiyon ajanlari, travmatik zedelenmeler vs.) koruyucu 6lii
tabakasini olusturmak {izere OoOliirler. Deri keratinositlerinde bu sekilde gergeklesen

apoptozisin 6zellesmis bir apoptozis formu oldugu diisiiniilmektedir.

Timus: Immiin sistemin ¢cok énemli hiicreleri olan T lenfositler timusta olgunlasirlar. Bu
hiicrelerin etkisiz olanlar1 veya organizmanin kendi dokularma karsi reaksiyon verme
potansiyeli tasityanlari kan dolasimina girmeden once apoptozisle Oliirler ve bdylece

ortamdan uzaklastirilirlar.

Noronlar: Beyinde sinapslarin olusumu esnasinda bazi ndronlar apoptozisle ortamdan

uzaklastirilirlar.

Uterus: Menstruasyon esnasinda uterusun i¢ duvarindaki hiicreler oliirler ve menstruasyon

kaniyla uzaklastirilirlar. Boylece, uterusun i¢ tabakasi (endometrium) apoptozisle dokiiliir.

Diger: Hiicreler bir viriis ile enfekte olduklarinda ya da genetik degisimlerle
onarilamayacak sekilde bozulduklarinda siklikla kendilerini 6ldiriirler. Genetik degisime

ugramis hiicrenin intihar etmedeki basarisizligi kansere katkida bulunur [27, 69].

4.7. Cok Hiicreli Canhilarin Gelisimi Esnasinda Apoptozis Goriilmesi

Cok hiicreli canlilarin normal ve dogru gelisimleri, secilmis bazi hiicrelerinin

apoptozisle 6lmesine baglidir. Baz1 drnekler asagida siralanmistir:

1 mm uzunlugunda transparant bir kurtcuk olan Caenorhabditis elegans'in baslangigta 1090
olan hiicre sayis1 tam olarak 131 hiicre azalir ve bdylece hermafroditik formdan yetiskin
forma déniisiir. Olen hiicreler mikroskop altinda izlenebilirler. Bu kurt¢uk model alinarak
yapilan organ gelisimi ve apoptozis ¢aligmalar1 2002 yilinda Sydney Brenner, Robert

Horwitz ve John Sulston’a Nobel Odiilii kazandirmistir.

Kurbagalarin metamorfozisi esnasinda kuyruklari kaybolur. Boylece yetiskin forma gecerler.

Kuyruktaki hiicreler apoptozisle 6lerek kaybolurlar.

Insan embriyosunun el parmaklari arasinda bulunan perdelerin, buradaki hiicrelerin

apoptozisle 6lmesi sonucu kayboldugu diisiiniilmektedir [27].
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4.8. Apoptoziste pS3 Proteininin Rolii

p53 geni kromozom 17'de yerlesiktir ve 53 kDa molekiiler agirliga sahip bir protein
kodlamaktadir. p53 proteini proapoptotik bir protein olup timdr baskilayict protein olarak
bilinmektedir. DNA hasar1 ve onkogenik transformasyon sonucu aktive olmaktadir. Kaspaz 3, 7,
8 ve 9 enzimlerini aktive ederek apoptozisi uyarir ve kanser olusumunu engeller. In vivo ve
in vitro kosullarda ubiquitin-proteozom yolu tarafindan yikildig: bilinmektedir. Cesitli genlerin
ifade diizeylerini kontrol eden bir transkripsiyon faktorii olan p53; hiicre dongiisiiniin normal bir
bigimde seyretmesini saglamaktadir. Eger hiicrede normal olmayan bir durum varsa hiicre
dongilisii p53 tarafindan duraksatilmaktadir. p53 hiicresel stres durumunda apoptozisi
tetiklemektedir. Strese girmeyen, hasara ugramamis hiicrelerde p53 konsantrasyonu
belirlenemeyecek kadar azdir ve sitoplazmada tutularak gekirdege girisi Onlenir. Normal
gelisme sirasinda gerceklesen apoptoziste goérev almayan p53 tiimor baskilayict geni gesitli
kanserlerde mutasyona ugramaktadir. Tiim kanserlerin %50'sinden fazlasinda p53 mutasyonu
goriilmektedir (6rnegin; kolon kanserlerinin %70'inde, akciger kanserlerinin %50'sinde ve
g6gus kanserlerinin %20’sinde p53 mutasyonu tespit edilmistir) [7, 59, 70]. Apoptozis sirasinda

p53 tarafindan transkripsiyonu diizenlenen genler Cizelge 4.4'te goriilmektedir.

Cizelge 4.4. p53'iin apoptozis sirasindaki hedef genleri [59]

e Bcl-2 proteinleri e Adaptorler
Bax, Puma, Noxa, Bid Apaf-1
e Oliim almaglar1 e Digerleri
DR5, CD95, Fas P53AIP1, p53DINP1, Peg3,
PERP, PIG1
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5. PROTEOZOM VE KANSER ILiSKISI

Proteozom inhibitérlerinin, farklilasmus ve bdolinmeyen hiicrelerin aksine spesifik
olarak boliinebilen tiimér hiicrelerinde apoptozisi uyardigi bilinmektedir. Ornegin, boliinebilen
insan losemik HL60 hiicrelerinin, boliinemeyen (quiescent) HL60 hiicrelerine goére proteozom
inhibitorleri N-carbobenzoxy-L-leucyl-L-leucyl-norvalinal (LLnV) ve N-carbobenzoxy-L-
isoleucyl-L-y-t-butyl-L-glutamyl-L-alanyl-L-leucinal (PSI) tarafindan apoptozise daha duyarli
olduklar1 gosterilmistir. Fakat, bolinmeyen kontak inhibisyonlu (quiescent) hiicrelerde
proteozom inhibitdrii PSI ile apoptozis uyarmak igin aktif boliinen primer endotel hiicrelerde
kullanilan dozun en az 340 kat daha fazla kullanilmasi gerekmektedir. Son zamanlarda yapilan
bir diger ¢alisma, saglikli bireyler ile karsilastirildiginda birgok kanser hastasimin (akut myeloid
16semi, Hodgkin hastaligi, kronik myleoproliferatif sendrom ve solid timdr hastalari)
plazmalarinda 20S proteozom miktarmin 1000 kat kadar yiikseldigini gostermistir. Bu
caligmalar, proteozom inhibitérlerinin spesifik olarak ¢ogalabilen hiicrelerde apoptozise neden
olduklarini; dolayisiyla, diger anti-kanser ilaglara gore daha avantajli durumda olduklarim ve
kanser tedavisinde daha etkili olabileceklerini géstermektedir. Proteozom inhibitorleri; in vitro
ve in vivo modellerde genis spektrumlu aktivite gosterdikleri igin, son zamanlarda kanser
tedavisinde 6nemli bir hedef molekiil olarak proteozoma olan ilgi dnemli derecede artmustir.
Hiicre kiiltiirlerinde, bortezomibin birgok kati ve hematolojik malignant tiimor hiicrelerinde
(miyeloma, lenfoma, akciger, ovaryum, pankreas, prostat, bas ve boyun kanserlerinde)
apoptozisi uyardig1 bilinmektedir. Apoptozisin proteozom tarafindan yikilan p21, p27, p53 ve
proapoptotik proteinlerinin birikmesi aracilig ile oldugu disiiniilmektedir. Klinik denemelerde
kanser tedavisinde kullanilan ilk proteozom inhibitorii bortezomibtir. Faz | solid ve hematoloji
malignant tiimorlerde (6zellikle multiple myeloma ve lenfomalar) umut verici bulgular elde
edilmigtir. Bu ylizden bortezomib iizerinde detayli ¢aligmalarin yapilmasi ve ilerleyen
calismalarda diger anti-kanser ilaglar ile beraber bortezomib kombinasyonlarmimn denenmesi

tavsiye edilmistir [7].
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6. MATERYAL VE METOD
6.1. Materyal

B16F10 melanoma hiicreleri, 4T1 ve 4THMpc meme kanseri hiicreleri Dog. Dr. Nuray
Erin (Akdeniz Universitesi, T1p Fakiiltesi) tarafindan gonderilmistir. RPMI 1640 besiyeri, fetal
bovine serum (FBS), tripsin, Penicillin/Streptomisin, MG132 ve SDS-PAGE jel elektroforez
icin kullamlan kimyasallar, Sigma-Aldrich Inc.'dan; Apoptotic DNA Ladder Kit, Roche
firmasindan; bortezomib (velcade, PS341), Millenium Pharmaceuticals Inc.'dan; PVDF
membran Millipore firmasindan, ECL Western Blotting ve Bio-Rad protein assay Kitleri
Amersham Pharmaceceutical'dan; Caspase-3 Colorimetric Activity Assay Kit Chemicon
firmasindan; Anti-kaspaz-3 antikoru Millipore ve Santa Cruz firmasindan temin edilmistir.

Kullanilan diger tiim kimyasallar Sigma- Aldrich Inc. firmasindan satin alinmistir.
6.2. Besiyeri Hazirlamsi

10.4 gr RPMI 1640 besiyeri, yaklagik 850 ml otoklavlanmig dH,0'da ¢oziindiikten sonra
pH 4'e AN HCI ile ayarlanarak tamamen ¢oziinmesi saglanir. Bu asamadan sonra 20 ml
NaHCO; (stok soliisyon %7.5), 22.5 ml glukoz (%20'lik stok soliisyondan), 4 ml HEPES
soliisyonu (stok soliisyon 2.5M) ve 1 ml sodyum piriivat soliisyonu (stok soliisyon 1M)
konulduktan sonra 1N NaOH ile pH 7.1'e ayarlanir. 10 ml Penicillin/Streptomisin antibiyotik
karigimi eklenir ve besiyeri hacmi 1 L'ye tamamlanir. Hemen 1 L kapasiteli disposable
Millipore filtrasyon sistemi (0.22 uM por kapasiteli membran) ile Laminer Flow kabini i¢inde
filtre edilir. Son olarak filtre edilen besiyerinin %90"mma (900 ml) %10 oraninda (100 ml) FBS

konulur. Besiyeri +4°C'de muhafaza edilir.
6.3. Hiicre Kiiltiirleri

B16F10, 4T1 ve 4THMpc hiicreleri RPMI-1640 besiyerinde, 37°C sicaklik ve %5 CO;
saglayan HF90 inkiibatériinde cogaltildilar. Stok kiiltiirler 25 cm? steril corning flasklarda,
deney kiiltiirleri ise 35 mm x 10 mm steril petri kaplarinda ¢ogaltildilar [71]. Genellikle hiicre
70-80 yogunluktayken (logaritmik faz) hiicre pasaji islemi gergeklestirildi. Pasaj islemi daima
mikrobiyolojik giivenlik kabini igerisinde gerceklestirildi. Besiyeri aspire edilip hiicreler 1 ml
%0.25'lik tripsin ile yikandiktan sonra, 2 ml %0.25'lik tripsin flasklara konuldu ve yaklasik
olarak B16F 10 hiicreleri 30 saniye, 4T1 ve 4THMpc hiicreleri ise 3 dakika muamele edildi. Bu
siire zarfinda hiicrelerin kalkip kalkmadigin1 gérmek i¢in inverted mikroskopta hiicreler izlendi.
Vakum pompasina bagli pastor pipet ile tripsin aspire edildikten sonra hiicreler 1/10 oraninda

yeni besiyeri ile seyreltildi ve yeni flasklara ekildi. Ekilen hiicrelerin ¢ogalip logaritmik faza



35

(%70-80 yogunluga) gelmesi ortalama olarak 3 giinde gergeklestigi i¢in, pasaj islemi periyodik
olarak 3 giinde bir tekrarlandi.

6.4. Hiicre Ekimi

Pasaj iglemi sirasinda besiyeri ile 1/10 oraninda seyreltilen hiicreler, hemositometrede
inverted mikroskop altinda sayildi ve 0.1 mm®deki hiicre sayis1 belirlendi. 35 mm x 10 mm'lik

bir petride 100000 hiicre olacak sekilde hiicre ekimi gerceklestirildi [72].
6.5. DNA Fragmentasyon Analizi

Ekimi yapilan hiicreler, 48 saat sonra logaritmik fazda, bortezomib, MG132, quercetin,
leupeptin gibi farkli inhibitorler ile muamele edilmiglerdir. DNA izolasyonu Roche Apoptotic
DNA Ladder Kit ile gergeklestirilmistir. Hiicreler, 48 saat siire ile inhibitorlerle muamele
edildikten sonra, besiyerinde kalkmis vaziyetteki hiicreler 3000 rpm'de 5 dakika siireyle
santrifiij edildi. Petri kabinda kalan hiicreler ise 200 pl PBS ile rubber policeman ile kaldirildi.
Santrifiijden sonra ¢Oken hiicreler ile petrilerdeki kaldirilan hiicreler bir ependorf tiipte
birlestirildi. Daha sonra hemen 200 pl lizis soliisyonu eklendi ve oda 1sisinda 10 dakika inkiibe
edildi. Bu siire sonunda 100 pl izopropanol eklendi ve vorteks isleminden sonra, her bir numune,
toplama tiipline yerlestirilmis olan filtre tlipline aktarildi. Daha sonra numuneler 8000 rpm'de
1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipiinde kalan flowthrough atildi. Filtre tiipiine 500 ul
washing buffer eklendi, 8000 rpm'de 1 dakika santrifiij edildi ve flowthrough atild1 (bu yikama
islemi ardarda 2 defa gerceklestirildi). 2. yikama isleminden sonra 13000 rpm'de 10 saniye
santrifiij edildi ve yine flowthrough atildi. Son olarak filtre tiipii yeni bir toplama kabina
yerlestirildi ve DNA 100 pl elution soliisyonu ile akitildi. Bu islemlerden sonra, DNA
konsantrasyonu, Smartspec Plus spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda belirlendi. Bu
islemlerden sonra %1 veya %1.5 oraminda agaroz iceren jel; 1X TBE solisyonu (TBE
soliisyonu 10X olarak hazirlandi ve elektroforez yapilacagi zaman dH,O ile 1X'e seyreltildi)
icinde c¢oziinerek hazirlandi, igerisine 0.5 pg/ml etidyum bromiir (EtBr) ilave edildi ve taragi
yerlestirilmis olan yatay elektroforez tankina dokiildii. Jel katilagtiktan sonra iizeri 1X TBE
soliisyonu ile kapland: ve tarak cikartildi. Esit miktarda DNA, 6X numune yiiriitme soliisyonu
ve dH,0 kullanilarak numuneler hazirland1 ve kuyulara yiiklendi. 80 ya da 150V elektrik akimi
uygulanarak DNA ayristirildi. Jel UV cihazi {izerinde incelendi ve fotograflar1 ¢ekildi (Sekil
6.1).
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Hiicreler 25 cm®lik corning flasklarda, RPMI-1640 besiyerinde, 37°C
sicaklik ve %5 CO; saglayan HF90 inkiibatériinde ¢ogaltildi.

—  Inverted mikroskopta hemasitometre kullanilarak hiicre sayimi yapildi.
—  Esit sayida hiicre (100000) 35 x 10 mm steril petri kaplarina ekildi ve
logaritmik faz gelene kadar 37°C'de CO, inkiibatdriinde inkiibe edildi.

Hiicreler inhibitorlerle 24 veya 48 saat siire ile 37°C %5 CO, inkiibatdriinde
muamele edildi.

Roche Apoptotic DNA Ladder Kit ile DNA izole edildi.

—  Besiyerindeki kalkan hiicreler 3000 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi.

—  Petride kalan hiicreler 200 pl PBS ile rubber policeman ile kaldirild.

—  Santriftij edilen hiicreler bir miktar PBS ile ilgili petri kaplarindaki
hiicreler ile bir ependorf tiipte birlestirildi.

— 200 pl lizis soliisyonu eklendi ve oda 1si1sinda 10 dakika inkiibe edildi.

— 100 pl izopropanol eklendi ve vorteks isleminden sonra her bir numune,
toplama tiipiine yerlestirilmis olan filtre tiipiine aktarildi.

—  Numuneler 8000 rpm'de 1dakika santrifiij edildi. Toplama tiipiinde kalan
flowthrough atildi.

—  Filtre tiiptine 500 pl yikama soliisyonu eklendi ve 8000 rpm'de 1 dakika
santriflij edildi ve flowthrough atildi. (2 defa tekrarlandi).

— 2. yikama igleminden sonra 13000 rpm'de 10 saniye santrifiij edildi ve
flowthrough atildi.

—  Yeni bir ependorf tiipe 100 pl elution soliisyonu eklendi, 8000 rpm'de 1
dakika santrifiij edildi ve DNA akitilmis oldu.

DNA konsantrasyonu, Smartspec Plus spektrofotometrede 260 nm dalga
boyunda 6lgiildii.

Esit miktarda DNA %1-1.5'lik agaroz jelde 80 ya da 150V'da akitildi.

—  %1-1.5 agaroz, 1X TBE i¢inde ¢6ziindii ve igerisine 0.5 pg/ml EtBr
ilave edilerek jel hazirlandi ve elektroforez tankina dokiildii.

—  Jel katilastiktan sonra iizeri 1X TBE ile kaplandi.

—  Esit miktarda DNA, 6X numune yiiriitme solisyonu ve dH,O
kullanilarak numuneler hazirland1 ve kuyulara yiiklendi.

— 80 yada 150V elektrik akimi uygulanarak DNA ayristirildi.

Jel UV cihaz iizerinde incelenip ve fotograflan ¢ekildi.

Sekil 6.1. DNA fragmentasyon analizi



37

6.6. Hiicre Lizisi

Petri kabinda g¢ogaltilan hiicreler, belirtilen inhibitorler ile muamele edildikten sonra
1 ml PBS ile yikandi. Hiicreler daha sonra 200 pl lizis soliisyonu ile 30 dakika buzda inkiibe
edildikten sonra 15 saniye Kontes Pellet Pestle ile karistirilarak tamamen homojenize olmasi
saglandi. +4°C'de 12000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen siipernatant
-80°C’ye konuldu.

6.7. Protein Tayini

Protein miktarin1 belirlemek igin Bio-Rad Protein Assay metodu kullanildi [73]. Bio-
Rad protein standardina (bovine serum albumin, 28 mg) 20 ml steril dH,O eklenerek 1.4 pg/ul
soliisyon elde edildi ve alikotlanarak -20°C'de muhafaza edildi. 0.8 ml'de hazirlanan 1- 2.5- 5 ve
10 ug BSA (bovine serum albumin) i¢eren standart soliisyonu tizerine 0.2 ml Bio-Rad konsantre
dye reagent konuldu (Cizelge 6.1). Hazirlanan numuneler 5 dakika oda 1sisinda bekletildi. Daha
sonra standartlar UV spektrofotometrede ODsgs koriine karsi olgiildii. Numunelerdeki protein
miktarlarinda ayni sekilde absorbans degerleri okunduktan sonra gizilen standart grafigi

sayesinde hesapland1. Yapilan deneylerde r? degeri minimum 0.98 olarak elde edildi.

Cizelge 6.1. Bio-Rad Protein Assay metodunda kullanilan numunelerinin hazirlanigi

Soliisyonlar  Standart (ul) Tampon (ul) dH,O (ul) Bio-Rad Boyasi (ml)

Deney Korii = 4 796 0.2
Standart 1 0.7 4 795.3 0.2
Standart 2,5 1.8 4 794.2 0.2
Standart 5 3.6 4 792.4 0.2
Standart 10 7.1 4 788.9 0.2
Numune = 4 796 0.2

6.8. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE'de mini elektroforez kullanildi. %0.1 SDS igeren %12'lik ayristirma jeli
hazirland1 (Cizelge 6.2) ve elektroforezin iki cami arasma dokiildii. Ayrigtirma jelinin iizerine
yaklasik 1 ml 2-propanol (izopropanol) koyuldu. Jelin katilasmasi i¢in yaklasik 20 dakika
beklendikten sonra 2-propanol dokiildii ve jel distile su ile yikandi. Daha sonra yigma jeli

hazirland1 (Cizelge 6.3). Hazirlanan yigma jeli pipet ile ayrigtirma jelinin iizerine pipetlendi.
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Elektroforez taragi yerlestirildi ve yigma jeli katilagmasi icin bir siire beklendi. Elektroforez
tampon soliisyonu (running solution) 2X olarak hazirland: ve elektroforez yapilacagi zaman 1:1
oraninda dH,0 ile seyreltildi. Numune yiikleme soliisyonu 6X olarak hazirlandi. Esit miktarda
protein, 1:6 oraninda seyreltilmis numune yiikleme soliisyonu ve dH,O kullanilarak numuneler
hazirlandi. Hazirlanan numuneler 90°C'de 5 dakika denatiire edildi ve daha sonra 12000 rpm'de
10 saniye santrifiij edildi. Numuneler elektroforez kuyularma yiiklendi ve 150 V (veya 100 V)
elektrik akimi uygulanarak proteinler ayrigtirildi. Elektroforez bittikten sonra ayristirma jeli cam

plaklar arasindan ¢ikarilarak Western blot i¢in 15 dakika transfer soliisyonuna konuldu [74].

Cizelge 6.2. Ayristirma jeli (seperating gel) hazirlanigi

Stok Soliisyon %12 %15

dH,O 3.15ml 2.4 ml
1M Tris-HCI pH 8.8 3.75 ml 3.75ml
%40 Akrilamid 3.00 ml 3.75ml
%10 SDS 100 pl 100 pl
%10 Amonyum persiilfat 100 pl 100 pl
TEMED 6 ul 6 ul

Cizelge 6.3. Yigma jeli (stacking gel, %3.75) hazirlanis1

dH,O 2.329 ml
1M Tris-HCI pH 6.8 375 ul
%40 Akrilamid 281 ul
%10 SDS 30 pl
%10 Amonyum persiilfat 30 pl

TEMED 5l



39

6. 9. Western Blot Yontemi

Western blot islemi i¢in Amersham Firmasinin protokolii takip edildi. PVDF membran
metanole konulup aktive edildikten sonra 2 defa dH,O ile yikand1 ve tekrar dH,O ile kaplanip 2
dakika beklenildi. Bu siire sonunda dH,O dokiildii ve transfer soliisyonu konulup 5 dakika
beklenildi. Jeldeki proteinler metanol ile aktive edilen PVDF membrana 70V’da 2 saat transfer
edildikten sonra proteinlerin membrana daha giiglii baglanmasi igin, membran metanolle
yikandi ve filtre kagidi lizerinde kurumasi i¢in bekletildi. Kurutma isleminden sonra membran
tekrar metanolle aktive edildi ve %5 membran blocking soliisyonu ile bir gece +4°C’de bloke
edildi. Membran ii¢ defa TBS-T ile yikandiktan sonra tavsan anti-p53 poliklonal antikoru
(1:5000 TBS-T ile seyreltildi) veya fare anti-p-actin monoklonal antikoru (1:3000 TBS-T ile
seyreltildi) ile 1 saat oda 1sisinda karistiricida inkiibe edildi. Membran tekrar ti¢ defa TBS-T ile
yikandiktan sonra anti-rabbit veya anti-mouse sekonder antikor ile (1:5000 TBS-T ile seyreltildi)
1 saat inkiibe edildi. U¢ defa TBS-T ile yikandiktan sonra, 2 ml detection reagent 1 ve 2 ml
detection reagent 2 karisimi hazirlandi ve bu karisim membran {izerine 2 dakika siireyle
uygulandi. Membran plastik streg ile sarildi ve sonra karanlik odada lizerine Bio-Max X-ray
film konuldu. Film, iki mukavva kagidi arasinda membran lzerinde 1 veya 2 dakika
bekletildikten sonra kendi tasarladigimiz 40 cm x 25 cm x 15 cm ebatlarinda ve ii¢ bélmeden
olusan (her biri 5 cm genisliginde) paslanmaz ¢elikten yapilan bir tank i¢inde manuel olarak
banyo edildi. Developing soliisyonunda 5 dakika, dH,O’da 1 dakika ve son olarak fixer
solisyonunda 5 dakika bekletilerek film banyo edildi. Banyo isleminden sonra film bol

miktarda dH,O ile yikandi ve kurutuldu (Sekil 6.2) [71, 72].
6.10. Komasi Mavisi ile Jel Boyama islemi

Jel, yaklasik 60 dakika boyama soliisyonu ile karistirici tizerinde boyandiktan sonra,
yikama soliisyonunda 1 gece bekletildi ve daha sonra jel bol miktarda dH,O ile yikanarak jelin

seffaflagmasi saglandu.
6.11. Stripping Muamelesi

Stripping soliisyonu 50°C'de 1sitildi. Membran metanolle aktive edilip dH,O ve TBS-T
ile yikandiktan sonra stripping soliisyonuna konuldu. Stripping kabi stre¢ filmle sarildi ve
50°C'de 30 dakika inkiibe edildi. Bu siire sonunda stripping soliisyonu bosaltildi ve membran 3
defa ¢alkalayici iizerinde TBS-T ile yikandi. Membran %S5'lik membran blocking ajan icerisinde
+4°C'de bir gece bekletildi.



Hiicre Cogaltma ‘
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L]
Bio-Rad Protein Tayini |

Deney korii, standartlar ve numuler hazirland: ve oda 1sisinda 5 dakika bekletildi
Spektrofotometrede 595 nm'de protein konsantrasyonlari Sl¢iildii

!

SDS-PAGE

%0.1 SDS igeren %12°lik poliakrilamid jel hazirland1 ve elektroforeze dokiildii
Ayristirma jelinin tizerine yaklagik 1 ml 2-propanol (izopropanol) koyuldu
Jel katilastiktan sonra 2-propanol dokiildii ve distile su ile yikandi
Jelin Gistiine yigma jeli pipetlendi ve tarak yerlestirildi

Esit miktarda protein, 6X numune yiikleme soliisyonu ve dH,0 kullanilarak numuneler hazirland:

Numuneler 90°C'de 5 dakika denatiire edildi ve daha sonra 12000 rpm'de 10 saniye santrifiij edildi
Numuneler elektroforez kuyularina yiiklendi ve 100-150V elektrik akimi uygulanarak proteinler ayristirildi
Ayristirma jeli cam plaklar arasindan ¢ikarilarak Western blot igin 15 dakika transfer soliisyonuna konuldu

!

Western Blot

Western blot i¢in Amersham firmasinin protokolii takip edildi
PVDF membran 2 defa dH,0 ile yikandiktan sonra tekrar tizeri dH,0 ile kaplandi ve 2dakika bekletildi
dH,0O dokiildii ve transfer soliisyonu konulup 5 dakika beklenildi
PVDF membran metanolle aktive edildi
Jeldeki proteinler 70V elektrik akimi uygulanarak PVDF membrana transfer edildi
Proteinlerin daha gii¢lii baglanmasi i¢in membran metanolle yikandi ve filtre kagidi tizerinde kurutuldu
Kurutma isleminde sonra membran tekrar metanolle aktive edildi
Membran %5 membran blocking soliisyonu i¢inde bir gece +4°C’de bloke edildi
Membran ii¢ defa TBS-T ile yikandiktan primer antikor ile 1 saat oda 1sisinda karistiricida inkiibe edildi
Membran tekrar tic defa TBS-T ile yikandiktan sekonder antikor ile 1 saat inkiibe edildi
Membran 3 defa TBS-T ile yikandiktan sonra, 2 dakika siireyle detection reagent karigimi ile muamele edildi
Membran streg film ile sarilip karanlik odada tizerine Bio-Max X-ray film konuldu
Film, iki mukavva kagidi1 arasinda membran iizerinde 1 veya 2 dakika bekletildi
Film, developing soliisyonunda 5; dH,O’da 1 ve fixer soiisyonunda 5 dakika bekletilerek banyo edildi
Banyo isleminden sonra film bol miktarda dH,O ile yikand1 ve kurutuldu

Sekil 6.2. Western blot metodu ile protein analizi [71- 74]
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6.12. Kaspaz Aktivitesi Deneyi

100000 hiicre 35 mm x 10 mm'lik steril petri kaplarina ekildikten 48 saat sonra,
logartitmik fazda, hiicreler farkli bortezomib konsantrasyonlari ile muamele edildi. Proteinlerin
izole edilmesinde "Chemicon Caspase-3 Colorimetric Activity Assay Kit" kullanildi. Hiicreler
48 saat ilag ile muamele edildikten sonra besiyerinde kalkmigs durumda bulunan hiicreler
santrifiij etmek i¢in 15 ml'lik bir tlipe aktarildi. Steril petri kabinda kalan hiicreler ise 1 ml PBS
yikandi. PBS + kalan hiicreler 15 ml'lik ilgili tiipteki tiipteki diger hiicrelerle birlestirildi ve bu
kalkan hiicreler oda 1s1sinda 3000 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi. Daha sonra petri kaplarinda
kalan tutunmus haldeki hiicrelerin iizerine Chemicon Kaspas-3 Kitindeki 1X hiicre lizis
solisyonundan 100 ul ilave edildi 15 ml'lik tiiplerde santrifiij edilmis olan hiicreler ile
birlestirildi. Hiicreler daha sonra 10 dakika buzda bekletilerek homojenize edildi. Homojenize
hiicreler, 4°C'de 12000 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi. Daha sonra siipernatantlar -84°C'ye
konuldu. Protein miktar tayini i¢in, "Bio-Rad Ptotein Assay" metodu kullanildi. Kaspaz-3
aktivitesinin dl¢iilmesine Chemicon Kaspaz-3 kitinin protokoliine gore devam edildi. Protein
numuneleri, 1X hiicre lizis soliisyonu, 5X tampon soliisyou, dH,O ve kaspaz-3 substrati belirli
oranlarda karistirildiktan sonra (Cizelge 6.4), tiipler 37°C'de 2 saat inkiibe edildi. Daha sonra,

direkt trUView Cuvette ile 405 nm'de SmartSpec UV spectrofotometrede okundular.
6.13. Kullanilan Soliisyonlar

» DNA lizis soliisyonu: 500 pl 1M Tris HC1 pH 8.0, 1 ml 1 mM EDTA, 250 pul %0.25 NP40;
100 ml'ye dH,0 ile tamamlanir.

» 10X TBE: 54.5 gr Tris-Base, 27.5 gr borik asit, 2.325 gr EDTA; dH,O ile 500 ml'ye

tamamlanur.
» 1Xtripsin: 5 ml 10X tripsin, 45 ml PBS

» 2X SDS elektroforez tampon soliisyonu: 12 gr Tris base, 57.6 gr glisin ve 4 gr SDS; 2

L’ye dH,O ile tamamlanir. Elektroforez yapilacagi zaman 1:1 oraninda dH,O ile seyreltilir.

» Numune yiikleme soliisyonu: %60 Gliserol, 300 mM Tris pH 6.8, 12 mM EDTA, %12
SDS, 864 mM B-mercaptoetanol ve %0.05 bromofenol blue

» Transfer soliisyonu: 25 mM Tris base, 192 mM glisin, %7 metanol ve %0.07 SDS
(Hazirlanmigi: 6.057 gr Tris base, 28.826 gr glisin, 140 ml metanol, 1.4 gr SDS; 2L'ye dH,0

ile tamamlanir.)
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TBS-T: 8 gr/L NaCl, 20 mM Tris HCI pH 7.6 ve %0.1 tween 20 (Hazirlamsi: 8 gr sodyum
kloriir, 20 ml Tris HC1 pH 7.6, 1 ml tween 20, 980 ml dH,0)

%5 membran blocking soliisyonu: 1.5 gr membran blocking agent, 30 ml'ye TBS-T ile

tamamlanir.

Komasi mavisi boyama soliisyonu: %0.1 Coomassie brilliant blue R250, %50 metanol ve

%10 glasiyel asetik asit

Jel yikama soliisyonu: %10 Metanol, %7 glasiyel asetik asit (Hazirlanis1: 20 ml metanol,
14 ml glasiyel asetik asit, 200 ml'ye dH,O ile tamamlanir.)

1M Tris HCI pH 8.8: 12.114 gr tartilir ve yaklagik 60 ml de ¢6ziildiikten sonra pH 8.8’e

1 N HCI ile ayarlanir. Son hacim 100 ml’ye tamamlanir. +4°C’de muhafaza edilir.

1M Tris HCI pH 6.8: 12.114 gr tartilir ve yaklagik 60 ml de ¢6ziildiikten sonra pH 6.8’

1 N HCI ile ayarlanir. Son hacim 100 ml’ye tamamlanir. +4°C’de muhafaza edilir.
%40 akrilamid: 19.48 gr akrilamid, 0.52 gr bis-akrilamid, 50 ml son hacimde ¢oziiliir.
%10 amonyum persiilfat: 0.1 gr amonyum persiilfat 1 ml dH,0O’da ¢oziiliir.

%10 SDS: 4 gr SDS, 40 ml dH,0’da ¢oziiliir.

Stripping soliisyonu: 100 mM 2-merkaptoetanol, %2 SDS, 62.5 mM Tris-HCI pH 6.8

6.14. Kullanilan Cihazlar

Lamin Air Flow mikrobiyolojik giivenlik kabini
Motik marka inverted mikroskop

Motic marka mikroskop kamerasi

GFL 2001/4 model su aritma cihazi

HF 90 marka CO, inkiibatoru

Niive BM 402 model su banyosu

Niive OT 012 model otoklav

AND GR 200 model analitik terazi

Hettich ZENTRIFUGEN UNIVERSAL 32R santrifiij



Hettich ZENTRIFUGEN MIKRO 120 santrifiij
SANYO marka derin dondurucu

HANNA marka pH 6l¢iim cihazi

KONTES marka Pellet pestle (manuel homejenizatdr)
LABCONCO marka gii¢ kaynagi

BIO-RAD Smart SpecPlus marka spektrofotometre
ATTA marka yatay elektroforez tanki

CONSORT N.V. marka mini elektroforez tank1
APOLLO Model Western-blot cihazi

Major science MD 02 EN model dry bath inkiibator
GYRO-ROCKER STR 9 model ¢alkalayic1

IKA RCT basic model manyetik karistiric
UNIEQUIP marka UV cihazi

SPECTROLINE marka UV cihaz

44
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7. SONUCLAR

Bu tez ¢alismamizdaki hedefimiz; cesitli proteozom inhibitorlerinin 4T1 meme kanseri
(p53 mutant) ve BI6F10 melanoma hiicreleri {izerindeki apoptotik etkilerinin arastirilmasidir.
Bunun i¢in temel olarak 4T1 meme ve B16F10 melanoma hiicreleri ve elde edilen etkileri
karsilagtirma imkani sunmak i¢in 4THMpc (4T1 hiicrelerinin kiiltiirlenmesiyle elde edilen daha
metastatik meme kanseri hiicresi) hiicreleri kullamlmustir. Hiicreler 25 cm?lik corning flasklarda
cogaltilip, her hiicre tipinde esit sayida hiicre 35 mm x 10 mm steril petri kaplarma ekilip,

inhibitorlerle muamele edilmistir.

[k olarak B16F10 hiicrelerinde proteozom inhibitorii bortezomibin etkileri arastirildi.
Esit sayida hiicre (her petride 100000 hiicre) ekildikten sonra hiicreler logaritmik faza
geldiklerinde 100 nM bortezomib ile 24 saate kadar muamele edildi ve Roche Apoptotik DNA
Ladder Kit ile DNA izole edildikten sonra, DNA %1'lik agaroz jel elektroforezinde ayristirilip
EtBr ile boyandi ve UV cihazinda goriintiilendi. Bu islemler sonucunda 24 saate kadar 100 nM
bortezomib muamelesinin B16F10 hiicrelerinde DNA fragmentasyonuna yol agmadigr goriildii

(Sekil 7.1)
B16F10

Kon Bor Kon Bor

Sekil 7.1. Protecozom inhibitorii  bortezomibin B16F10 hiicrelerinde DNA
fragmentasyonuna etkileri. Hiicreler, 35 mm x 10 mm petrilere esit sayida (100000)
ekildikten sonra logaritmik fazdayken 24 saat 100 nM bortezomib ile muamele edilmistir.
Roche Apoptotik DNA Ladder Kit ile DNA izole edildikten sonra, 3 ug DNA, igerisinde
0.5 pg/ml EtBr bulunan %]1'lik agaroz jel elektroforezinde ayristirilip en son UV
cihazinda goriintiilenmistir. Kon, kontrol; bor, bortezomib.
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Yaptigimiz bu ilk deneyde DNA fragmentasyonu gézlenememesinin sebebi protein ya
da RNA kontaminasyonu olabilecegi icin, daha net bir sonu¢ elde etmek amaciyla kalan
DNA'lar Proteaz-K ve RNase-A ile muamele edildi. Daha sonra 2.5 pg DNA, EtBr iceren
%1.5'luk agaroz jel elektroforezinde ayrigtirilip UV cihazinda goriintiilendi. Yine bu islemler

sonrasinda kontrol ve bortezomib muamelesi arasinda herhangi bir fark gézlenmedi (Sekil 7.2).

B16F10

Kon Bor Kon Bor

Sekil 7.2. BI16F10 hiicrelerinden izole edilen DNA'nin Proteinaz-K ve RNase-A ile
muamele edildikten sonra goriintiilenmesi. B16F10 hiicreleri 24 saat siire ile 100 nM
bortezomib ile muamele edildikten sonra Roche Apoptotik DNA ladder Kit ile izole edilen
DNA'lar Proteinaz-K ve RNase-A ile muamele edilmistir. Kon, kontrol; bortezomib

Yapilan bu deneylerde DNA fragmentasyonu elde edilememesi farkli ydntemler
denenmesi ihtiyacini dogurmustur. Ciinkii, DNA fragmentasyonunun goriilmemesinin ¢esitli
nedenleri olabilir. Bu yiizden Roche Apoptotik DNA Ladder Kit'in BI6F10 hiicrelerinde dogru
sonu¢ vermiyor olabilecegi diisliniilerek DNA izolasyonunda baska bir prosediir uygulanmaya
karar verildi. Ayrica, DNA fragmentasyonunun ge¢ uyarilabilinecegi diisiiniilerek daha uzun
siireli bortezomib konsantrasyonlar1 uygulanmaya karar verildi. Bunun i¢in, B16F10 hiicreleri
48 saat siire ile farkli bortezomib konsantrasyonlar1 (10, 100, 500 nM ve 1 pM) ile muamele
edildi, Wei ve Arkadaslar tarafindan yaymlanan makaledeki [75] metot uyarlanarak DNA izole
edildi ve %1.5'luk agaroz jelde ayristirilip UV cihazinda goriintiilendi. Sonug olarak, kontrol
grubunda DNA bandi goriilmezken, bortezomib konsantrasyonuna baghh olarak DNA

fragmentasyonunda artis gozlemlendi. Bortezomib uygulanan bantlarda yiiksek molekiiler
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agirlikli bant goziikiirken, kontrol grubunda bu bandin goziikmemesi; DNA fragmentasyonunu
dolayisiyla apoptozisi isaret etmektedir (Sekil 7.3).

B16F10

Sekil 7.3. B16F10 hiicrelerinde 48 saat siire ile uygulanan proteozom inhibitdrii
bortezomibin farkli konsantrasyonlarmin DNA fragmentasyonuna etkileri. Hiicreler,
petrilere esit sayida ekilip logaritmik faza geldikten sonra farkli konsantrasyonlardaki
bortezomib ile 48 saat muamele edildikten sonra DNA izole edildi. Daha sonra 2 pg DNA,
icerisinde 0.5 pg/ml EtBr bulunan %1.5'lik agaroz jel elektroforezinde ayristirildi ve UV
cihazinda gorintiilendi. Cizgi 1, kontrol; ¢izgi 2, 10 nM bortezomib; ¢izgi 3, 100 nM
bortezomib; ¢izgi 4, 500 nM bortezomib; ¢izgi 5, 1 uM bortezomib; ==, yiiksek molekiiler
agirhikli bant

Uyguladigimiz bu prosediir, BI6F10 melanoma hiicrelerinde DNA fragmentasyonu
analizi ile apoptozisin teshis edilebilecegini gostermektedir. Ancak bu metot, gerek elde edilen
DNA'nin kalitesinin yetersiz olmasi gerek de bu prosediirii uygulamanin ¢ok zaman almasi gibi
dezavantajlara sahiptir. Bu yiizden, bu deneyde uygulanan muamele siiresi ve farkli bortezomib
konsantrasyonlarinda deney Roche Apopotik DNA Ladder Kit ile tekrarlandi. B16F10 hiicreleri
48 saat siireyle farkli bortezomib konsantrasyonlar1 (10 nM, 100 nM, 500 nM ve 1 uM) ile
muamele edildi ve bu siire sonundaki morfolojileri inverted mikroskopta incelenip Motic
mikroskop kamerasiyla goriintiilendi. Daha sonra Roche Apoptotik DNA Ladder Kit ile DNA
izole edilip agaroz jel elektroforezinde ayristirildi. Sonugta; inverted mikroskop ile yapilan
morfolojik incelemede, kontrol grubunda herhangi bir degisme olmayip saglikli oldugu
gozlenirken, bortezomib ile muamele edilen hiicrelerde 10 nM'dan itibaren morfolojik olarak
kiicilme, petri kabindan kalkma ve 15181 daha fazla kirma gozlendi (Sekil 7.4). Ayristirilan
DNA!'lar incelendiginde ise, yine kontrol grubunda bir kirllma gdzlenmezken, bortezomib ile

muamele edilen hiicrelerde net bir sekilde DNA fragmentasyonu goriintiilendi (Sekil 7.5).



B16F10

Kontrol

Sekil 7.4. 48 saat siire ile bortezomibin farkli konsantrasyonlar1 ile
muamele edilmis B16F10 hiicrelerinin morfolojileri. Motik marka
mikroskop kamerasi ile 20X'de goriintiilendi.

48
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B16F10

1 2 3 4 5 6

Sekil 7.5. B16F10 hiicrelerinde bortezomibin farkli konsantrasyonlarmin DNA
fragmentasyonu tizerine etkilerinin Roche Apoptotik DNA Ladder Kit kullanilarak
goriintiilenmesi. Egit sayida ekimi yapilan hiicreler logaritmik faza geldikten sonra
bortezomibin farkli konsantrasyonlar ile 48 saat muamele edildi. Roche Apoptotik DNA
Ladder Kit ile DNA'lar izole edildi. Daha sonra, 0.5 ug DNA, igerisinde 0.5 ug/ml EtBr
bulunan %1.5'luk agaroz jel elektroforezinde 2 saat siireyle ayristirildi ve UV cihazinda
goriintiilendi. Cizgi 1, marker (2 pl); ¢izgi 2, kontrol; ¢izgi 3, 10 nM bortezomib; ¢izgi 4,
100 nM bortezomib; ¢izgi 5, 500 nM bortezomib; ¢izgi 6, 1 M bortezomib.

Bir sonraki deneyde proteozom inhibitdrleri bortezomib, MG132, Hsp70 inhibitorii
quercetin ve bunlarin kombinasyonlarinin B16F10 hiicreleri iizerindeki apoptotik etkileri
arastirildi. Egit miktarda ekilen hiicreler logaritmik faza geldikten sonra inhibitdrlerle 48 saat
muamele edildi ve inverted mikroskopla morfolojileri goriintillendi. Bu siire sonunda Roche
Apoptotik DNA Ladder Kit kullanilarak hiicrelerden DNA izole edildi ve 0.5 pg DNA,
0.5 pg/ml EtBr iceren %1.5'luk agaroz jel elektroforezinde ayristirildiktan sonra UV cihazinda
gortntiilendi. Sonug olarak; morfolojik incelemede, bortezomib, MG132 ve MG132 + quercetin
muamelelerinde apoptotik hiicrelerde goriilen morfolojik degisiklikler gozlenirken; kontrol,
quercetin ve bortezomib + quercetin muamelelerinde herhangi bir degisiklik gézlenmedi (Sekil
7.6). Agaroz jelde ayrigtirilan DNA'lar incelendiginde ise, morfolojik analizlerle paralel sekilde,
bortezomib, MG132 ve MG132 + quercetin muamelelerinde DNA fragmentasyonu goriiliirken
(Sekil 7.7, ¢izgi 4, 5, 7, 10, 11, 13); kontrol, quercetin ve bortezomib + quercetin

muamelelerinde herhangi bir kirtlma gozlenmedi (Sekil 7.7, ¢izgi 2, 3, 6, 8, 9, 12).



B16F10

Bor + QC

Bor

MG + QC

Sekil 7.6. B16F10 hiicrelerinin farkli inhibitorlerle 48 saat muamele edildikten
sonraki morfolojileri. Hiicreler, 10nM bortezomib; 0.5 uM MG132; 20 uM
quercetin; 10 nM bortezomib + 20 uM quercetin; 0.5 uM MG132 + 20 uM
quercetin ile 48 saat muamele edildikten sonra inverted mikroskopta 20X'te
goriintiilendi. Kon, kontrol; bor, bortezomib; MG, MG132; QC, quercetin

50
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B16F10

Sekil 7.7. B16F10 hiicrelerinde farkli inhibitorlerin DNA fragmentasyonuna etkileri.
Esit sayida ekimi yapilan hiicreler logaritmik faza geldikten sonra, 10 nM bortezomib;
0.5 uM MG132; 20 uM quercetin; 10 nM bortezomib + 20 uM quercetin; 0.5 uM
MG132 + 20 uM quercetin ile 48 saat muamele edildi ve Roche Apoptotik DNA
Ladder Kit ile izole edildi. izole edilen 0.5 pg DNA, 0.5 pg/ml EtBr iceren %1.5'luk
agaroz jel elektroforezinde ayristirildi ve UV cihazinda goriintiilendi. Cizgi 1, marker;
¢izgi 2, kontrol; ¢izgi 3, quercetin; ¢izgi 4, bortezomib; ¢izgi 5, MG132; ¢izgi 6,
bortezomib + quercetin; ¢izgi 7, MG132 + quercetin

Ilerleyen calismalarda B16F10 melanoma hiicrelerinin yaninda; diger ¢alisma konumuz
olan p53-mutant 4T1 meme kanseri hiicreleri ve etkilerin karsilastirilmasi amaciyla 4T1
hiicrelerinin kiiltiirlenmesiyle elde edilen daha metastatik 4THMpc hiicreleri deneylerimizde
kullanildi. Esit miktarlarda ekimi yapilan her ii¢ hiicre tipi de logaritmik faza gelince 48 saat
siireyle proteozom inhibitdrleri bortezomib, MGI132 ve lizozomal inhibitdr leupeptin ile
muamele edildi. Daha sonra sonra Roche Apoptotik DNA Ladder Kit ile DNA'lar izole edildi ve
agaroz jelde ayristirildi. Morfolojik analizler incelendiginde, 48 saatlik muamele sonucunda,
10 nM bortezomib ve 0.5 pM MG132 ile muamele edilen B16F10 hiicrelerinde apoptotik
hiicrelerde goriilen morfolojik degisiklikler gozlenirken; 4T1 ve 4THMpc hiicre tiplerinin
bortezomib ve MG132 muamelesinden ¢ok fazla etkilenmedikleri goriildi. 10 uM leupeptin
muamelesi ise her ii¢ hiicre tipinde de herhangi bir sitotoksik etki meydana getirmedi (Sekil 7.8).
DNA analizleri sonucunda, bortezomib ve MG132 ile muamele edilen B16F10 hiicrelerinde
DNA fragmentasyonu uyarilirken (Sekil 7.9, cizgi 4, 5); leupeptin ile uyarilmadi. 4T1 ve

4THMpc hiicrelerinde ise kontrol, bortezomib, MG132 ve leupeptin muameleleri sonrasinda
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DNA fragmentasyonlar1 arasinda fark gozlenmedi (Sekil 7.9, ¢izgi 6- 13). DNA analiz sonuglar1
ile morfolojik analizlerin sonuglar1 paralellik gostermektedir. Bu sonuglar, 4T1 ve 4THMpc
hiicrelerinin; B16F10 hiicrelerine gore proteozom inhibitorlerine daha direngli oldugunu ve

lizozomal inhibitdr leupeptinin her ii¢ hiicre tipinde de DNA fragmentasyonunu uyarici etkide

bulunmadigimi gostermektedir.

B16F10 4T1 4THMpc

Sekil 7.8. B16F10, 4T1 ve 4THMpc hiicrelerinin farkli proteozom inhibitorleriyle 48 saat
muamelesi sonras1 morfolojileri. Hiicreler; 10 nM bortezomib, 0.5uM MG132 ve 10 uM
leupeptin ile 48 saat muamele edildi ve daha sonra inverted mikroskopta 20X'te
morfolojileri goriintiilendi. Kon, kontrol; leu, leupeptin; bor, bortezomib; MG, MG132
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B16F10 4T1 4THMpc

Sekil 7.9. B16F10, 4T1 ve 4THMpc hiicrelerinde proteozom inhibitérlerinin DNA
fragmentasyonuna etkileri. Hiicreler, 10 nM bortezomib, 0.5 uM MG132 ve 10 pM
leupeptin ile 48 saat siire ile muamele edildikten sonra Roche Apoptotik DNA Ladder
Kit ile DNA izole edildi. 0.5 pg DNA; i¢inde 0.5 pg/ml EtBr bulunan %1.5'luk agaroz
jel elektroforezinde ayristirildi ve UV cihazinda goriintiilendi. M, 100 bp marker; ¢izgi
1, kontrol (DMSO, ilag ¢oziiciisii); ¢izgi 2, leupeptin; ¢izgi 3, bortezomib; ¢izgi 4,
MG132.

B16F10 hiicrelerinin tiimor baskilayict p53-bagimli apoptozis gosterdikleri bunun
yaninda 4T1 ve 4THMpc hiicrelerinin p53-mutant olduklari bilinmektedir. Son yaptigimiz
deneyde diisiik konsantrasyonlu (10 nM) bortezomib muamelesi ile B16F10 hiicrelerinde DNA
fragmentasyonu goriiliirken, 4T1 ve 4THMpc hiicrelerinde goriilmemistir. Yine daha once
yaptigimiz bir deneyde diisiik konsantrasyonlu bortezomib muamelesinin yaninda daha yiiksek
konsantrasyonlu bortezomib muamelelerinin de DNA fragmentasyonunu uyardigi goriilmiistiir
(bkz. Sekil 7.5). Diisiik konsantrasyonlu bortezomib muamelesinden etkilenmeyen 4T1 ve
4THMpc  hiicrelerinin  bortezomibin daha yiiksek konsantrasyonlarina cevap verip
vermeyecegini belirlemek icin bu hiicreler esit sayida ekim yapilip logaritmik faza geldikten
sonra 48 saat siire ile farkli bortezomib konsantrasyonlar1 (10 nM, 100 nM, 500 nM ve 1 uM)
ile muamele edildi. DNA'lar1 Roche Apoptotik DNA Ladder Kit ile izole edildi ve agaroz jelde
ayristirildi. Her iki hiicre tipinde de 100 nM ve daha yiiksek bortezomib konsantrasyonlarinda,
apoptotik hiicrelerde goriilen morfolojik degisiklikler (Sekil 7.10) ve ayrigtirilan DNA'larda
kirilma meydana geldigi gozlendi (Sekil 7.11, A, B). Bu sonuglar, 4T1 ve 4THMpc hiicrelerinin
B16F10 hiicrelerine gore proteozom inhibitorlerine daha direngli oldugunu gostermektedir ve

bu olayda p53 proteininin etkili oldugu bilgisini desteklemektedir.



Kontrol
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Sekil 7.10. 4T1 ve 4THMpc hiicrelerinin farkli bortezomib konsantrasyonlari ile
48 saat muamele edildikten sonraki morfolojileri.
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Sekil 7.11. Bortezomibin farkli konsantrasyonlarmin 4T1 (A) ve 4THMpc (B) hiicreleri
iizerindeki etkileri. Esit sayida ekilen hiicreler logaritmik faza geldikten sonra bortezomibin
farkli konsantrasyonlar1 ile 48 saat muamele edildi. Roche Apoptotik DNA Ladder Kit ile
DNA'lar izole edildi. Daha sonra, 0.5 mg DNA, igerisinde 0.5 ug/ml EtBr bulunan %1.5
agaroz jel elektroforezinde ayristirildi ve UV cihazinda goriintiilendi. Cizgi 1, 100 bp marker
marker (2 pl); ¢izgi 2, kontrol (izotonik NaCl- ilag ¢oziiciisii); ¢izgi 3, 10 nM bortezomib;
¢izgi 4, 100 nM bortezomib; ¢izgi 5, 500 nM bortezomib; ¢izgi 6, 1 uM bortezomib.

B16F10 hiicrelerinin apoptozisinde p53 proteinin rol aldigi ve 4T1 ile 4THMpc
hiicrelerinde ise p53-bagimsiz apoptozis gerceklestigi bilgisini teyit etmek i¢in; her {i¢ hiicre tipi
10 uM bortezomib ile kisa siireli (6 saat) olarak muamele edildi. Bu siire sonunda proteinler
izole edildi ve "Bio-Rad Protein Assay Metodu" ile protein konsantrasyonlari belirlendi. Bio-
Rad sonucunda r? degeri 0.9889 olarak elde edildi. izole edilen 45 pg total protein %12'lik
SDS-PAGE'de ayristirildiktan sonra Western blot ile jeldeki proteinler PVDF membrana
transfer edildi. Daha sonra p53 ve B-actin (esit yiikkleme yapilip yapilmadigini kontrol etmek
i¢cin) proteinlerinin miktarlarma bakmak i¢in PVDF membran belirli antikorlar ile muamele
edildi. Bu islem sonucunda, PVDF membrandaki goriintiiler, film banyo islemi
gerceklestirilerek Bio-Max filme aktarildi (Sekil 7.12, A, B). Ayrica jelden membrana
proteinlerin transfer verimliligini gormek ve esit miktarda yiikleme yapildigini bir kez daha
dogrulamak i¢cin Western blot igleminden sonra jel komasi mavisi ile boyandi (Sekil 7.12, C).
p53 miktarmma bakildiginda; B16F10 hiicrelerinde 6 saat gibi kisa siireli bir proteozom
inhibisyonundan sonra Onemli oranda bir p53 birikmesi goriilirken, 4T1 ve 4THMpc
hiicrelerinde herhangi bir p53 birikmesi goriilmedi. Sonuglarin giivenilirligi; B-actin muamelesi
ve jelin komasi mavisi ile boyanmasi ile desteklendi. Bu sonuglar; p53'in B16F10 hiicrelerinin
apoptozisinde rol aldigi; 4T1 ve 4THMpc hiicrelerinin ise p53-mutant olup, p53-bagimisiz
apoptozis gosterdigi bilgisini dogrulada.
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Sekil 7.12. A) B16F10, 4T1 ve 4THMpc hiicre tiplerinde p53 ve B-actin miktarinin
belirlenmesi. Esit miktarda ekilen hiicreler logaritmik faza geldikten sonra 10 pM
bortezomib ile muamele edildi. Proteinler izole edildi ve 45pg total protein %12'lik
SDS-PAGE'de ayristirilip Western blot yontemi ile proteinler PVDF membrana transfer
edildi. p53'd belirlemek icin; PVDF membran primer antikor olarak tavsan anti-p53
monoklonal antikoru ve sekonder antikor olarak anti-rabbit antikoru ile muamele edildi.
B) B-actin miktarini belirlemek igin ise; primer antikor olarak fare anti-p-actin antikoru
ve sekonder antikor olarak anti-mouse antikoru kullanildi. Antikor muamelesinden sonra
film banyosu yapilarak, PVDF membrandaki protein goriintiileri Bio-Max filme
aktarildi. C) Western blot isleminden sonra esit yiikleme yapildigi dogrulamak igin jel
komasi mavisi ile boyandi.
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Yaptigimiz hiicre morfolojisi ve DNA fragmentasyonu analizlerinde; proteozom
inhibitorleri bortezomib ve MG132'nin 48 siire ile uygulandiginda B16F10 hiicrelerinde
apoptozisi uyardigi ancak lizozomal inhibitér leupeptinin apoptozisi uyarict etki yapmadigi
belirlendi. Ayrica Western blot analizleriyle; 6 saat siireli 10 M bortezomib muamelesi ile
B16F10 hiicrelerinde p53 ekspresyonu uyarilirken, 4T1 ve 4THMpc hiicrelerinde p53 birikimi
gozlenmedi. Bundan sonra her ii¢ hiicre tipinde de, proteozom inhibitdrlerinin uyardig
apoptoziste gorev aldig1 bilinen kaspaz-3 enziminin aktivasyonunun uyarilip uyarilmadigina

bakilmaya karar verildi.

B16F10, 4T1 ve 4THMpc hiicreleri esit sayida ekilip logaritmik faza geldikten sonra 48
saat stireyle farkli bortezomib konsantrasyonlari ile (10 nM, 100 nM, 500 nM ve 1 uM) ile
muamele edildi. Daha sonra hiicrelerin proteinleri izole edildi ve Bio-Rad Protein Assay
Metodu ile protein konsantrasyonlar1 dlgiildii. Chemicon Kaspaz-3 Kitinin protokoliine gore
gerekli yiiklemeler yapilarak 6rnekler hazirlandi ve kaspaz-3 aktivite dlgiimleri yapildi. Deney
sonucunda B16F10 hiicrelerinin kaspaz-3 aktivitelerine bakildiginda; kontrole gore, 10 nM
bortezomib muamelesi 1.19 kat; 500 nM bortezomib 2.18 kat ve 1 uM bortezomib ise 3 kat
artisa neden oldu (B16F10 hiicrelerinin 100 nM bortezomib muamelesinde protein miktar1 ¢ok
diisiik oldugu i¢in kaspaz-3 aktivitesi Ol¢iilemedi) (Cizelge 7.1, A). 4T1 hiicrelerinin kaspaz-3
aktivitesinde; kontrole gore, 10 nM bortezomib muamelesi 6.3 kat; 100 nM bortezomib 8.8 kat;
500 nM bortezomib 10.1 kat ve 1 uM bortezomib ise 8.6 kat artisa neden oldu (Cizelge 7.1, B).
4THMpc hiicrelerinin kaspaz-3 aktivitesine bakildiginda ise; kontrole gore, 10 nm bortezomib
muamelesi 4.6 kat; 100 nM bortezomib 5 kat; 500 nM bortezomib 4.8 kat ve 1 uM bortezomib
ise 5.4 kat artisa neden oldu (Cizelge 7.1, C). Olusan iiriin miktari1 nmol/mg protein/saat

olarak hesaplamak i¢in ¢izilen standart egri Cizelge 7.1, D’de goriilmektedir.

Elde edilen kaspaz-3 aktivite deneylerinin sonuglarmi dogrulamak icin, kaspaz-3
proenzim kirilmalart Western blot metodu ile analiz edildi. ilk olarak esit sayida ekimi yapilan
B16F10, 4T1 ve 4THMpc hiicreleri logaritmik faza gelince 48 saat siire ile 10 nM ve 1 uM
bortezomib ile muamele edildi ve proteinleri izole edildi. 25 pug protein %12'lik SDS-PAGE'de
ayristirildi.  Proteinler, Western blot ile PVDF membrana aktarildiktan sonra Millipore marka
1:200 oraninda seyreltilmis poliklonal anti-kaspaz-3 antikoru ile inkiibe edilip film banyo islemi
gergeklestirildi. Bu islemler sonucunda; hem 32 kDa agirliginda olan kaspaz-3 proenzimi hem
de prokaspaz-3 aktivasyonu sonucu ortaya ¢ikan pl7 kDa ve pl12 kDa’lik kirilma triinleri
goriilmedi (Sekil 7.13). Benzer sonug, membrana aktarilan 60 pg protein ve ayni antikorun

1:100 oraninda seyreltilmesi ile de elde edildi.
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Cizelge 7.1. B16F10, 4T1 ve 4THMpc hiicrelerinde 48 saat siireyle uygulanan farkl
konsantrasyonlardaki bortezomibin kaspaz-3 aktivitesine etkileri
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Sekil 7.13. B16F10, 4T1 ve 4THMpc hiicrelerinde 48 saat siireyle uygulanan 10 nM ve 1uM
bortezomib konsantrasyonlarmin kaspaz-3 proenzim kirilmasina etkileri. izole edilen 25 pg
protein, %12'lik SDS-PAGE'de ayristirildi ve Western blot ile PVDF membrana aktarildi.
Membran; Millipore marka 1:200 oraninda seyreltilmis poliklonal anti-kaspaz-3 ile muamele
edilip, film banyo islemi gerceklestirildi. 1, kontrol; 2, 10 nM bortezomib; 3, 1 uM bortezomib
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Bu sonug iizerine, kullanilan antikorun degistirilmesine karar verildi. Kalan 6rnekler
tizerinde Santa Cruz Biyoteknoloji Inc. firmasindan elde edilen poliklonal anti-kaspaz-3
antikoru denendi. 48 saat siireyle 1 uM bortezomib ile muamele edilen hiicrelerden izole edilen
30 pg protein %15'lik SDS-PAGE'de ayristirilip PVDF membrana aktarildiktan sonra, 1:200
oraninda seyreltilmis anti-kaspaz-3 antikoru ile muamele edildi. Deney sonucunda; kontrol
gruplarinda prokaspaz-3 bantlar1 net bir sekilde goriiliirken; bortezomib ile muamele edilen

hiicrelerde ise hemen hemen hi¢ bant goriilmedi (Sekil 7.14).

B16F10 4T1 4THMpc

IuM Kon 1pM Kon 1uM
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Sekil 7.14. B16F10, 4T1 ve 4THMpc hiicrelerinde 48 saat siireyle uygulanan 1 pM
bortezomibin kaspaz-3 proenzim kirilmasima etkisi. Izole edilmis olan 30 pg protein
%15'lik SDS-PAGE'de ayristirilip, proteinler Western blot ile PVDF membrana
transfer edildi. Santa Cruz marka 1:200 oraninda seyreltilmis anti-kaspaz-3 antikoru
PVDF membrana uyguland: ve film banyo islemi gergeklestirildi. Kon, kontrol

Millipore firmasindan alinan antikorda oldugu gibi Santa Cruz marka anti-kaspaz-3
antikorunda da kaspaz-3 aktivasyon iiriinleri gériilmemistir. ilk olarak, antikorun spesifik olarak
proenzim formunu tanidig: diisiiniildii ve proteinlerin esit miktarda yiiklenip yiiklenilmedigini
belirlemek igin B-actin miktarina bakildi. Ancak beklenilenin aksine, bortezomib ile muamele
edilen gruplarda kaspaz-3 miktarinda oldugu gibi B-actin miktarinda da 6nemli bir azalma
oldugu goriildi. Eger B-actin miktarlar1 esit c¢iksaydi kaspaz-3 miktarindaki azalmanin
aktivasyondan dolay1 olabilecegi diisiiniilebilirdi ancak p-actin miktar1 da 6nemli Olgiide
azaldigi i¢in, kaspaz-3 miktarindaki diisiisiin aktivasyonla alakali olma ihtimalinin disiik oldugu
diisiiniilmektedir. P-actin miktarindaki bu azalma olduk¢a ilgingtir. Bu olay, yiiksek

konsantrasyonlu ve uzun siireli proteozom inhibitdrii muamelelerin asir1 ve beklenmedik toksik
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etkiler gosterebilecegini diigiindiirmektedir (Sekil 7.15). Ayrica Bio-Rad protein tayini sonuglari
da bortezomib ile muamele edilen hiicrelerin protein miktarinda énemli 6l¢iide azalma oldugunu
gostermektedir (Cizelge 7.2). Bu sonug, kaspaz-3 ve B-actin proteinlerindeki azalmanin, protein

sentezindeki global azalmadan kaynaklanabilecegini diislindiirmektedir.

B16F10 471 4THMpc
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Sekil 7.15. B16F10, 4T1 ve 4THMpc hiicrelerinde 48 saat stireyle uygulanan 1 uM
bortezomibin B-actin miktarma etkisi. Izole edilen 30 pg protein %12'lik SDS-
PAGE'de ayistirildi. Western blot ile proteinler PVDF membrana aktarildi. Membran,
Sigma firmasindan elde edilen 1:3000 oraninda seyreltilmis anti-f-actin ile muamele
edildi ve film banyosu gerceklestirildi.

Cizelge 7.2. 10 nM ve 1 uM bortezomib ile 48 saat muamele edilen B16F10, 4T1 ve
4THMpc hiicrelerinin protein miktarlari

Numune Protein Miktar1 (ng/ul)

B16F10 - Kontrol 3.980
B16F10 - 10 nM 1.800
B16F10 - 1 uM 0.995
4T1 - Kontrol 4.410
4T1-10 nM 3.930
4T1 -1 uM 1.280
4THMpc - Kontrol 4.060

4THMpc - 10 nM 3.490

4THMpc - 1 pM 0.790
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Hiicrelerde uzun siireli bortezomib muamelesinin asir1 toksik etki yapmasindan dolay1
proteozom inhibisyonundan sonra kaspaz-3'iin spesifik olarak aktive olup olmadigini belirlemek
icin BI6F10, 4T1 ve 4THMpc hiicreleri daha kisa siireli olarak (6 saat) bortezomib ile muamele
edildi. Esit sayida ekimi yapilan hiicreler logaritmik faza geldikten sonra 6 saat siireyle 10 uM
bortezomib ile muamele edildi. Daha sonra proteinler izole edildi ve 50 pg protein %]15'lik
SDS-PAGE'de ayristirip, Western blot ile PVDF membrana aktarildi. Membran, anti-kaspaz-3
antikoru ile muamele edildi ve film banyo islemi gergeklestirildi. Sonugta; 6 saat gibi kisa siireli
10 uM bortezomib muamelesinin her ii¢ hiicre tipinde de kaspaz-3 aktivasyonu tizerinde énemli
bir etki yapmadigr gorildi (Sekil 7.16, A). Daha sonra B-actin miktarini belirlemek i¢in PVDF
membran anti-B-actin antikoru ile muamele edildi. 6 saat 10 uM bortezomib muamelesi
sonucunda her ti¢ hiicrede de p-actin miktarinda 6nemli bir azalma olmadig1 goriildii (Sekil 7.16,
B). Western blot sonrasi jel komasi mavisi ile boyandi ve 6 saat siireli muamelenin total

proteinde bir azalmaya neden olmadig1 gézlendi (Sekil 7.16, C).
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Sekil 7.16. 6 saat siireli 10 pM bortezomib muamelesinin B16F10, 4T1 ve 4THMpc
hiicrelerine etkileri. Esit miktarda ekilen hiicreler logaritmik faza geldikten sonra 6 saat
stireyle 10 uM bortezomib ile muamele edildi ve proteinler izole edildi. A) 50 pg protein
%15'lik SDS-PAGE'de ayristirildiktan sonra, Western blot ile PVDF membrana transfer
edildi. Membran, Santa Cruz firmasina ait 1:200 oraminda seyreltilmis anti-kaspaz-3
antikoruyla muamele edildi. B) 50 pg protein%12'lik SDS-PAGE'de ayristirildiktan sonra
%12'lik SDS-PAGE'de ayristirildiktan sonra, Western blot ile PVDF membrana transfer
edildi. Membran, Sigma firmasina ait 1:3000 oraninda seyreltilmis anti-B-actin
antikoruyla muamele edildi ve film banyosu yapildi. C) Western blot isleminden sonra
jel, komasi mavisi ile boyandi. Kon, kontrol.
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Daha sonraki deneyde; B16F10, 4T1 ve 4THMpc hiicreleri ekimi yapilip logaritmik
faza geldikten sonra 10 nM ve 100 nM bortezomib ile 24 saat muamele edildi ve inverted
mikroskopta morfolojileri goriintiilendi (Sekil 7.17). Daha sonra proteinleri izole edildi ve 50 pg
protein %15'lik SDS-PAGE'de ayristirilip, Western blot ile proteinler PVDF membrana aktarildi.
Membran, anti-kaspaz-3 antikoruyla muamele edildi. Bu islemler sonucunda da, prokaspaz-3
proteinin miktarinda 6nemli bir azalma goériilmedi (Sekil 7.18). Aym sekilde B-actin antikoru
muamelesi sonucunda B-actin miktarinda da bir azalma goriilmedi.

B16F10 4T1 4THMpc
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Sekil 7.17. Proteozom inhibitdrii bortezomib ile 24 saat siireyle muamele edilen
B16F10, 4T1 ve 4THMpc morfolojileri. Inverted mikroskopta 20X'te goriintiilendi.
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Sekil 7.18. 10 nM ve 100 nM bortezomib ile 24 saat muamele edilen B16F10, 4T1 ve
4THMpc hiicrelerinde kaspaz-3 proenzim kirilmasi. Ekimi yapilan hiicreler logaritmik faza
gelince 24 saat 10 nM ve 100 nM bortezomib ile muamele edildi. Daha sonra proteinler
izole edildi ve 50 pg protein %15'lik SDS-PAGE'de ayristirithip Western blot ile PVDF
membrana aktarildi. Membran, Santa Cruz firmasina ait 1:200 oraminda seyreltilmis anti-
kaspaz-3 ile muamele edildi. 1, kontrol; 2, 10 nM bortezomib; 3, 100 nM bortezomib

3
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Daha sonra proteozom tarafindan gergeklestirilen protein yikiminda 6énemli rol alan;
yikilacak birgok proteine baglanarak proteozom tarafindan taninmasini saglayan ubiquitin
proteininin miktarna bakildi. BI6F10, 4T1 ve 4THMpc hiicreleri 10 nM ve 100 nM bortezomib
ile 24 saat muamele edildikten proteinleri izole edildi ve 30 ug protein %15'lik SDS-PAGE'de
ayrigtirildi. Jeldeki proteinler Western blot ile PVDF membrana transfer edildikten sonra,
membran anti-ubiquitin antikoru ile muamele edildi. Sonugta; B16F 10 hiicrelerinde hem 10 nM
hem de 100 nM bortezomib muamelesi sonrasinda ubiquitin-protein konjugatlarinda g¢ok
belirgin bir artis goriiliirken; 4T1 ve 4THMpc hiicrelerinde B16F 10 hiicrelerindeki kadar olmasa
da ubiquitin-protein konjugalarinda 6nemli 6l¢iide artig goriildii (Sekil 7.19).

B16F10 4T1 4THMpc
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Sekil 7.19. B16F10, 4T1 ve 4THMpc hiicrelerinde 24 saat siireli 10 nM ve 100 nM
bortezomib muamelesinin ubiquitin miktarma etkileri. Esit sayida ekimi yapilip
logaritmik faza gelen hiicreler, 24 saat 10 nM ve 100 nM bortezomib ile muamele
edildi. Daha sonra hiicrelerin proteinleri izole edildi ve 30 pg protein %15'lik
SDS-PAGE'de ayristilip, Western blot ile PVDF membrana transfer edildi. Membran,
Santa Cruz firmasina ait 1:200 oraninda seyreltilmis anti-ubiquitin antikoru ile muamele

edildi ve film banyo islemi gergeklestirildi. 1, kontrol; 2, 10 nM bortezomib; 3, 100 nM
bortezomib.
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8. TARTISMA

Ubiquitin-proteozom yolu; kanser ve hiicre dongiisiiniin kontroliinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Proteozom inhibitdrleri hiicre dongiisiinii engelleyerek ve apoptozisi tetikleyerek
kanser hiicrelerinde anti-tiimér aktiviteye neden olmaktadir. Proteozom inhibitorleriyle
apoptozisin uyarilmasi; genellikle p27, p53, Bid, Bax gibi proapoptotik proteinlerin birikmesi
ve NF-xB islenmesinin inhibisyonu ile meydana gelmektedir. Yapilan pekcok caligma
bortezomibin ¢ogunlukla NF-kB aktivasyonunu engelleyerek kanser hiicrelerinde apoptozisi
uyardigini ve hiicre ¢ogalmasini engelledigini gostermektedir [3, 6]. Daha once yapilan bazi
calismalarda; insan osteosarkoma MG-63 hiicrelerinde [48], B16F0 ve B16F10 melanoma hiicre
hatlarinda [3], MG132min hiicreleri genellikle G2-M-fazinda etkiledigi ve hiicrelerde DNA
fragmentasyonu, apoptotik cisim gibi apoptotik degisimler meydana getirdigi gosterilmistir.
Proteozom aktivitesini engelleyen lactacystin varliginda c¢ogalan insan monoblast U937
hiicrelerinde yasayabilirlik azalmis, apoptoziste anlamli degisiklikler meydana gelmis ve
hiicrelerin kromozomal DNA'sinda fragmentler ortaya ¢ikmustir. Ayrica baska arastirmacilar,
peptit aldehit proteozom inhibitorleri kullanilan U937 hiicrelerinde apoptozisin uyarildigin
dogrulamuslardir. Yapilan diger ¢aligmalarda, insan T-hiicre 16semi MOLT-4 hiicrelerinde ve
fare lenfotik 16semi L5178Y hiicrelerinde, hiicreye niifuz edebilen bir peptit aldehit proteozom

inhibitoriiniin apoptozisi uyardigr gosterilmistir [2].

Deneylerimizde, B16F10 hiicreleri 100 nM bortezomib ile 24 saat muamele edildiginde
herhangi bir DNA fragmentasyonu gozlenmezken; siire artirildiginda (48 saat siire ile 10 nM-
100 nM- 500 nM ve 1 uM bortezomib) hiicrelerde petri kabinin dibinden kalkip besiyerinde
yilizer bir hal alma, kiiresellesme, kiigiiliip biiziilme, komsu hiicrelerden ayrilma ve iizerine
diisen 15181 daha cok yansitma gibi apoptotik hiicrelere ait morfolojik degisimler ve DNA
fragmentasyonu gozlemledik. Ayrica, yiliksek konsantrasyonda kisa siireli bortezomib
uygulandiginda (10 pM bortezomib ile 6 saat gibi kisa siirede) yine apoptotik hiicrelerde
goriilen morfolojik degisimleri gozlemledik. Zhang ve Ark. [76] tarafindan HeLa hiicrelerinin
0.1 uM 4DPG ile muamele edilmesi sonucu benzer morfolojik degisikler kaydedilmis ve bu

hiicrelerin apoptozise ugradiklar1 goriilmiistiir.

B16F10 hiicreleri; bortezomib, MG132 ve MG132 + quercetin ile muamele edildiginde;
apoptotik hiicrelerde goriilen morfolojik degisimler ve DNA fragmentasyonu gozlenirken;
quercetin ve bortezomib + quercetin muamelelerinde herhangi bir apoptotik degisim
gozlenmemistir. Bu oldukea ilging bir sonugtur. Proteozom inhibitérleri bortezomib ve MG132

ayr1 ayr1 uygulandiginda apoptotik etki yaparken; tek basina uygulandiginda herhangi bir etki
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yapmayan Hsp70 inhibitorii quercetin, MG 132 ile kombine edildiginde MG132'nin etkisini
artirirken bortezomib ile kombine edildiginde antagonistik bir etki meydana getirip
bortezomibin etkisini ortadan kaldirmustir [77]. Quercetinin farkli proteozom inhibitorleriyle
farkli etkiler gOstermesinin, inhibitorlerin yapisal 06zelliklerinden kaynaklanabilecegi
diisliniilmiistiir. Quercetin ve bortezomibin kimyasal yapisi incelendiginde quercetinin bir
katekol, bortezomibin ise borik asit analogu oldugu goriilmektedir. Katekol ile boronik asit
gruplar1 arasinda bir boronat kompleksi olustugu ve olusan bu kompleks yiiziinden
bortezomibin sitotoksik etkilerinin ortadan kalktigi tahmin edilmektedir (Sekil 8.1) [78]. Olusan
bu kompleksin negatif etkilerinden dolay1 arastirmacilar anti-kanser ilaci olarak yapisinda
katekol bulunmayan bir flavon olan flavopiridolii gelistirmislerdir [79]. Dai ve Ark. yaptiklari
bir ¢aligmada PS-341 ve flavopiridol kombinasyonu ile K562 ve Lama hiicreleri muamele
edildiginde hiicrelerin giliglii bir sekilde apoptozise ugradiklarni gostermiglerdir [80]. Bu
sonuglara gore; quercetinin bortezomibten farkli proteozom inhibitérleriyle kombinasyonu ya da
bortezomibin yapisina uygun inhibitérlerle kombine edilmesi, B16F10 melanoma hiicreleri

iizerinde etkili olabilir ve yeni kanser tedavilerinin gelistirilmesine olanak saglayabilir.

()
N N +
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P
N
Bortezomib Quercetin
HO on ()\
+ \ —_R2 e e— / —R2 + 2H,0
R! HO OH R! ©
Boronik asit (R>=organik) Boronat ester
ya da

Borik asit (R?=OH)

Sekil 8.1. Bortezomib ve quercetin arasinda boronat ester bagi olusumu [79'dan
uyarlanarak ChemBioDraw Ultra 11.0 programu ile tekrar ¢izilmistir]
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4T1 ve 4THMpc hiicreleri 48 saat siire ile farkli konsantrasyonlardaki bortezomib ile
muamele edildiginde; 10 nM bortezomib muamelesinde herhangi bir etki goriilmemisken;
100 nM ve daha yiiksek konsantrasyonlarda, apoptotik hiicrelerde goriilen morfolojik
degisiklikler ve ayristirilan DNA'larda fragmentasyon meydana geldigi gozlenmistir. 4T1 ve
4THMpc hiicreleri 0.5 uM MG132 ile 48 saat muamele edildiklerinde 6nemli bir sitotoksik etki
goriilmemistir. Elde ettigimiz bu sonuglar 4T1 ve 4THMpc meme kanseri hiicrelerinin BI6F10
melanoma hiicrelerine gore proteozom inhibitorlerine karsi daha direngli olduklarini ve ancak

daha yiiksek konsantrasyonlarda etkilendiklerini géstermektedir.

Proteozom inhibisyonu sonucu apoptozisin uyarilmasi; hiicre Oliimiiniin, ubiquitin-
proteozom yolu tarafindan yikilan diizenleyici bir molekiiliin hiicre i¢i konsantrasyonunun
artmasi sonucu uyarildigim isaret etmektedir. Apoptozisin bdyle bir diizenleyicisi olarak en
o6nemli aday, ubiquitine oldugu ve proteozom tarafindan yikildigi bilinen p53'tiir [2]. BI6F10
hiicrelerinin apoptozisinde p53 proteinin rol aldigi; 4T1 ve 4THMpc hiicrelerinin ise
p53-mutant oldugu ve yaptigimiz deneyler sonucunda 4T1 ve 4THMpc hiicrelerinin B16F10
hiicrelerine gore proteozom inhibitorlerine daha direngli olduklar1 bilinmektedir. Bu bilgiler
1s18inda B16F10 hiicrelerinin 4T1 ve 4THMpc hiicrelerine gore proteozom inhibitdrlerine daha
hassas olmasinda p53'iin rolii olup olmadigini anlamak i¢in hiicreler 10 uM bortezomib ile 6
saat siireyle muamele edildi ve Western blot analiziyle p53 miktarlar1 belirlendi. Deney
sonucunda B1610 hiicrelerinde p53 ekspresyonunun arttigi gozlenirken, 4T1 ve 4THMpc
hiicrelerinde herhangi bir artis gozlenmemistir. Bu sonuglar bize B16F10 hiicrelerinin
proteozom inhibitorlerine daha hassas olmasinda p53 proteinin énemli bir rol oynadigini ve
proteozom inhibisyonunun 4T1 ve 4THMpc hiicrelerinde p53-bagimsiz bir sekilde apoptozisi
uyardigimi acik bir sekilde gostermektedir. Benzer sonug, Yerlikaya ve Erin'in yayinladigi
makalede de gosterilmistir [72]. Lopes ve Ark. proteozom inhibitdrleri ile muamele edilen Rat-1
ve PC12 hiicrelerinde tiimor baskilayici p53 proteinin hizli bir sekilde akiimiile oldugunu
gostermiglerdir. Benzer sekilde p53 tarafindan uyarilan CDK (siklin bagimli kinaz) inhibit6rii
p21 proteini ve Mdm2 proteinlerinin de biriktigini gdstermislerdir. Bu ¢alismada, proteozom
inhibitorleri ile uyarilan apoptozisin, dominanat-negatif p53 proteini ile bloke edildigini fakat
yabani tip p53 proteininin agir1 ifade edilmesinin Rat-1 hiicrelerinde apoptozisin uyarilmasi igin
yeterli oldugu goriilmiistiir. Yazarlar, bu hiicre dliimiine diger molekiillerin de katilabilecegini
Onermelerine ragmen elde ettikleri veriler proteozom inhibisyonu sonucunda p53 proteininin
birikmesi ve akabinde hiicre dongiisii inhibitérlerinden p21’in transkripsiyonun uyarilmasinin

apoptozis tetiklenmesinde anahtar bir rol oynadigini géstermektedir [7].
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Proteozom inhibtorlerinin uyardig1 apoptoziste gorev aldigi bilinen kaspaz-3 enziminin
aktivasyonunun BI16F10, 4T1 ve 4THMpc hiicrelerinde uyarilip uyarilmadigi belirlemek i¢in
hiicreler 48 saat siireyle farkli bortezomib konsantrasyonlariyla muamele edildi. Aktivite deneyi
sonucunda tiim hiicre tiplerinde kaspaz-3 aktivasyonunda 6nemli dlglide artis meydana geldi.
Elde ettigimiz bu aktivite deneyi sonuglarmi dogrulamak icin Western blot analizleri
gerceklestirildi. Ilk olarak hiicreler 48 saat siireyle farkli bortezomib konsantrasyonlariyla
muamele edildi ve Western blot ile kaspaz-3 miktarina bakildi. Ancak deney sonucunda hem
kaspaz-3 enzimi hem de aktivasyon iirlinleri goriilmedi. Ayrica esit ylikleme olup olmadigim
kontrol etmek igin B-actin miktarma bakildi ve beklenenin aksine B-actin miktarinda azalma
tespit edildi. Kaspaz-3 miktarindaki bu azalmanin aktivasyondan degil global protein
azalmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu sonuglar, uzun siireli ve yiiksek
konsantrasyonlu proteozom inhibitdrii muamelelerinin asir1 toksik etki meydana getirebilecegini
gostermistir. Devam eden deneylerde kisa siireli (6 saat ve 24 saat) bortezomib uygulandiginda
hem kaspaz-3 miktarinda hem de B-actin miktarinda 6nemli bir azalma goriillmemistir. Bu
sekilde, kaspaz-3 aktivite deneyleriyle kaspaz-3 aktivasyonundaki artis rahatlikla belirlenirken,
bu sonuglar Western blot teknigiyle dogrulanamamustir. Western blot deneylerinde elde edilen
sonuglar, proteozom inhibisyonu sonucu kaspaz 3’lin aktive olmadigmi gostermistir. Bu
sonuclar, aktivite deneylerinde goriilen kaspaz-3 aktivitesindeki artisin muhtemelen diger

kaspazlardan (6rnegin, kaspaz-7) kaynaklanabilecegini gostermektedir.

Bortezomib ile 24 saat muamele edilen B16F10, 4T1 ve 4THMpc hiicrelerinde Western
blot teknigi ile yapilan analiz sonucu, B16F10'da daha fazla olmak iizere hiicrelerde goriilen
ubiquitin miktarindaki artis; bu  hiicrelerin apoptozisinin uyarilmasinda proteozom

inhibisyonunun 6nemini bir kez daha ispatlamaktadir.

Bu tez caligsmasi boyunca yapilan morfolojik analizler, DNA fragmentasyon analizleri,
kaspaz-3 aktivite deneyi ve Western blot analizleri sonucu elde edilen sonuglar, proteozom
inhibisyonunun B16F10 melanoma ve 4T1 meme hiicrelerinin apoptozisinin uyarilmasindaki
Onemini net bir sekilde ortaya koymaktadir. Hiicresel boyutta elde etmis oldugumuz sonugclar,
bu kanser dizileri lizerinde iimit vericidir. Ancak bizim elde ettigimiz sonuglar hiicresel boyutta
oldugu i¢in, sonuglarin diger in vitro kosullarda dogrulanmasi, daha sonra deney hayvanlari
iizerinde uygun inhibitdr konsantrasyonlarinin ve siirelerinin belirlenmesi ve en son klinik
olarak etkilerinin ispatlanmasi gerekmektedir. Tiim bunlarin gerceklesmesi her ne kadar uzun
bir stire¢ gerektirse de bizim elde etmis oldugumuz sonuglar 15181inda proteozom inhibitdrlerinin
melanoma ve meme kanserlerinin tedavisinde anti-kanser ilaci olarak gelistirilebilecegini

diistinmekteyiz.
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