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PROTEOZOM iNHIBITORU MG-132°NiN KANSER HUCRE DiZIiLERINE ETKIiSi

Harun DOKUDUR
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi, 2009
Tez Danismant: Yrd. Dog. Dr. Azmi YERLIKAYA

OZET

Bu calismada, giiniimiizde kanser tedavisi i¢in anti-kanser ilaglarinin bir alternatifi
olarak kullanilan 26S proteozom inhibitérlerinden MG-132’nin kanser hiicre dizileri lizerindeki
morfolojik etkileri ve proteozom inhibisyonun neden oldugu elF2a fosforilasyonunda Hsp70
proteinin bir rolii olup-olmadig1 arastirllmistir. Calismamizda 4T1 meme ve B16F10 melenoma
kanser hiicrelerine farkli siirelerde %0.1 DMSO (kontrol) veya 50 uM proteozom inhibitorii
MG132 verildiginde 6zellikle 8. saatten itibaren kontrol grubu disindaki hiicrelerde apoptozise
benzer morfolojik degisimler gozlenmistir. Hiicrelerin kiiresellesmesi, biiziiliip kiigiilmesi ve
membranda apoptotik vezikiillerin olugsmasi bu tiir hiicre 6liimiiniin karakteristik 6zellikleridir.
Ayrica, hiicre 6liimiinii tespit etmek i¢in hiicrelere 24 saat siireyle %0.1 DMSO veya 10 uM
MG-132 verilerek tripan mavisi testi ile 6lii ve canli hiicreler thoma lami1 yardimiyla sayilmigtir.
Sagkalim grafigi incelendiginde hem 4T1 hem de B16F10 hiicrelerinde MG-132 muamelesi
sonrasinda kontrole gore anlamli bir fark elde edilmistir (p < 0.05). Bu sitotoksik etkinin
protein sentezindeki inhibisyondan kaynaklanip kaynaklanmadigini belirlemek icin elF2a
fosforilasyonunu inceledik. 4T1 meme kanser hiicrelerini 6 saat siireyle %0.1 DMSO veya 50
M MG-132 ile muamele ettikten sonra hiicreler lizis edildi. Daha sonra elde ettigimiz total
proteinlerden SDS-PAGE ve Western-blot metotlarini kullanarak sirastyla elF2a (P) ve total
elF2a protein seviyelerine baktik. Kontrol gruplarinda herhangi bir degisiklik olmazken 50 uM
MG-132 ile muamele edilmis hiicrelerde elF2a (P) seviyesinde artis gézlenmistir. Total elF2a
protein miktarinda ise bir degisiklik olmamistir. MG132 ile kisa bir siire muamele edilen 4T1
hiicrelerinde, proteozom inhibisyonu sonucu Hsp70 protein miktarinda da elF2a
fosforilasyonuna benzer bir sekilde Onemli bir artis gozlenmistir. Bu sonug, proteozom
inhibisyonundan sonra goriilen elF2a (P)’nundaki yilikselmeden Hsp70 proteinin bir roli

olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, 4T1, B16F10, elF2a, Kanser, MG-132, Proteozom.



EFFECTS OF PROTEOSOME INHIBITOR MG-132 IN CANCER CELL LINES

Harun DOKUDUR
Department of Biology, M.S.Thesis, 2009
Thesis Supervisor: Assist. Prof. Dr. Azmi YERLIKAYA

SUMMARY

In this work, the effects of MG-132, one of the 26S proteasome inhibitors which are
used as alternatives of the anti-cancer drugs nowadays, on morphologic changes of cancer cell
lines and the role of Hsp70 on elF2a phosphorylation causing inhibition of protein synthesis
following proteasome inhibition are investigated. In our work, in 4T1 breast and B16F10
melanoma cancer cells treated in a time-dependent manner with 50 uM MG-132, morphologic
changes commonly observed in apoptotic cells were observed starting from 8 hour; however,
such changes were not observed in control group treated with 0.1% DMSO. Cell rounding,
shrinkage, apoptotic vesicules in the membrane are characteristic features of this type of cell
death. In addition, in order to determine the cell death, after treating with 0.1% DMSO or 10
uM MG-132, dead and live cells were counted using typan blue exclusion test with the help of a
hemacytometer. When the survival graph is examined, significant differences in MG-132
treated 4T1 and B16F10 cells as compared to the control were obtained (p < 0.05). In order to
determine whether this cytotoxic effect is due to the inhibition of the protein synthesis, we
examined elF2a phosphorylation. 4T1 breast cancer cells were lysed after treating with 0.1%
DMSO or 50 uM MG132 for 6 hour. Afterwards, we examined the level of elF2a (P) and total
elF2a, respectively from the total protein using SDS-PAGE and Western-blot techniques. No
change was observed in control groups; however, the level of elF2a (P) was increased in cells
treated with 50 pM MG132. No change was observed in the level of total elF2a. In 4T1 cells
treated for a brief time with MG132, a significant increase in Hsp70 level in parallel to elF2a
phosphorylation was observed in response to proteasome inhibition. This result suggests that

Hsp70 may play a role in the observed increase in elF2a after 26S proteasomal inhibition.

Keywords: Apoptosis, 4T1, B16F10, Cancer, elF2a, MG-132, Proteasome.
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1. GIRIS VE AMAC

Kanserlerin bircogunda onkogen veya tiimor baskilayici proteinlerdeki mutasyonlar
siklikla goriilmektedir. Bu gen iiriinlerinin bir¢ogunun ifadesi proteozomal yikim tarafindan
kontrol edilmektedir. Kanserlerdeki modifikasyonlarin bir¢ogu proteozomun yikim yolunun
islevini etkilemektedir. Ayrica bir takim gen {irlinleri proteozomal alt birimler ile ve
dolayisiyla ubiquitin-proteozom yolu ile etkilesim halinde olabilir. Ubiquitindeki ya da
ubiquitinin  proteozoma baglandigi bdlgelerdeki mutasyonlar proteinlerin  stabilitesini
etkileyerek karsinojenezise neden olabilir. Bunlara ilave olarak bazi tiimor baskilayict genler
ya da onkogen fiirtinleri (E3 ligaz gibi) substratlarin ubiquitinasyon reaksiyonlarina direkt
katilabilir. Kanserle iliskisi belirlenen birgok protein [tiimor baskilayict gen APC (B-catenin
seviyesini kontrol etmektetir), timor baskilayict gen DCC (Deleted in Colon Cancer), p53 ve
Rb] ubiquitin-proteozom yolu tarafindan yikilmaktadir veya ubiquitin-proteozom yolu

tarafindan yikilan proteinler ile etkilesmektedir [1].

Yukarida da belirtildigi iizere proteozom inhibitdrlerinin (MG-132, lactacystin, MG115
veya PS-341) spesifik olarak ¢ogalabilen tiimor hiicrelerde apoptozisi daha giiclii uyardiklar
bilinmektedir; dolayisiyla, diger anti-kanser ilaglara gore proteozom inhibitorlerine olan ilgi
son zamanlarda daha hizli artmigtir. Fakat su ana kadar yapilan diger bazi ¢aligmalarda ise,
multiple myeloma, non-Hodgkin’s lenfoma ve non-small cell akciger karsinomasi tedavisinde
proteozom inhibitdrlerinin olumlu sonug vermesine ve bir¢cok kanser ilaglarina (doxorubicin,
melphalan, mitoxantrone ve dexamethasone) karst olusan direncin kirilmasina ragmen
metastatik melanoma, kolorektal kanser ve kronik lenfositik 16semide beklenen sonuglar elde
edilememistir [2,3]. Bu calismalar ise proteozomun hiicresel gorevlerinin daha kapsamli
arastirilmasi gerektigini ortaya koymaktadir. Bu tezin amaci, proteozom inhibitéri MG-
132’nin sitotoksik etkilerini, 4T1 meme ve B16F10 melanoma kanser hiicre dizileri iizerinde
arastirmaktir. ~ Sitotoksik etkiler inverted mikroskop yardimiyla ve tripan mavisi testi ile
belirlenmistir. Ayrica, daha dnce yapilan bir ¢alisma proteozom inhibisyonun protein sentezini
COS-7 hiicrelerinde elF2a fosforilasyonunu artirarak inhibe ettigini gostermistir [4]. Bu
calismanin diger bir amaci ise proteozom inhibisyonun protein sentezini diger hiicrelerde
inhibe ettigi gibi 4T1 hiicrelerinde de elF2a fosforilasyonunu saglayarak protein sentezini

inhibe edip etmedigini aragtirmaktir.



2. PROTEIN YIKIMI

Biyolojik molekiiller devamli sentezlendikleri gibi yikima da ugramaktadirlar.
Biyomolekiillerden protein ve RNA’nin siirekli bir sekilde sentezlendigi ve daha sonra yikildig:
nosyonu son zamanlara kadar pek dnemsenmemistir. Protein ve RNA’nin aksine, DNA mitoz
veya mayoz boliinme Oncesinde sentezlendikten sonra tekrar sentezlenmemekte veya
yikilmamaktadir. Eger, protein ve RNA gibi biyomolekiillerin devamli sentezlenmesi veya bu
biyomolekiillerin sirasiyla amino asitlere ve niikleotidlere kadar yikilmasi s6z konusuysa o
zaman her bir riboniikleik asitin ve protein molekiiliiniin sentezini veya yikimini kontrol eden
biyokimyasal mekanizmalarin da olmasi gerekir. Son zamanlarda yapilan ¢aligsmalar, hiicre
homeostazisin saglanmasinda protein ve RNA yikim mekanizmalarinin biyosentetik
mekanizmalar kadar 6nemli oldugunu gostermistir. Enzim/protein seviyelerinin hiicre i¢indeki
miktar1 protein sentezi yaninda protein yikim hizina da baghdir. Dolayisiyla, bir proteinin
yikim hizint kontrol etmek hiicre ekonomisi agisindan sentez hizini kontrol etmek kadar
onemlidir. Siirekli hal denkleminde de goriildiigii gibi enzim/protein miktar1 hem sentez hizi ve

hem de yikim hizi tarafindan belirlenmektedir.
[P ]=ks/kd

Bu denkleme gore sentez hizin1 10 kat arttirdigimizda protein miktar: da 10 kat artar.

Ayni sekilde protein yikim hizini 10 kat azaltirsak protein miktar1 benzer sekilde 10 kat artar[5].

Protein yikimi, hiicre i¢inde ya da disinda islev goren proteazlar tarafindan
gerceklestirilmektedir. Hasarli, anormal proteinlerin hiicre i¢inde birikmesini engellemek ve
amino asitlerin geri doniisiimii i¢in proteinlerin devamli yikilmasi gerekir. Cesitli proteinlerin
yar1 omirleri yarim dakika ile birkag saat ve hatta birkag yil arasinda degisir. Hizli bir sekilde
yikilan proteinler sentez esnasinda yanlis amino asitin eklenmesinden dolay1 hasarli (normal ii¢
boyutlu yapisin1 alamamis) olan veya normal islevi esnasinda bozulan proteinlerdir [6,7].
Genellikle proteinlerin yar1 Omiirleri N-ucunda bulunan amino asit ile bir korelasyon
gostermektedir. Bu olay N-end kurah olarak bilinir. Ornegin, N-ucunda metionin, serin, alanin,
treonin, valin ve glisin amino asitleri bulunan proteinlerin yar1 6miirleri 20 saati agmaktadir.
Fenilalanin, 16sin, aspartik asit, lizin ve arginin bulunan amino asitler ise 3 dakika veya daha az
kisa omiirlii proteinlerdir [8]. Yine yapilarinda PEST sekansi (prolin, glutamik asit, serin ve
treonin) igeren proteinler diger proteinlere gore daha hizli yikilmaktadirlar [9,10]. Hasarli
proteinler hem bakteriler hem de Okaryotik hiicrelerde sitozolik ATP-bagimli sistemler
tarafindan yikilan kisa Omiirlii proteinlerdir.  Hiicre i¢inde veya disinda islev goren

proteazlardan bazilar1 sunlardir: Serin proteazlar (tripsin ve kimotripsin), lizozomlarda bulunan



katepsinler, sitozolde bulunan kaspazlar, hiicre zarinda bulunan veya ekstraseliiler siviya
salgilanan meprinler ve yine hiicre i¢inde bulunan ¢ok biiyiikk yapida olan ATP-bagimh

proteozom [11].
2.1 Serin Proteazlar

Serin proteaz grubuna tripsin, kimotripsin ve elastaz enzimleri girmektedir. Aktif
merkezlerinde enzimatik aktivitesi i¢in elzem olan serin amino asiti igerdikleri i¢in bu sekilde
isimlendirilmislerdir. Bu {i¢ enzim pankreas tarafindan sentezlenmekte ve sindirim sistemine
(12 parmak bagirsagina) aktif olmayan proenzim (zimogen) olarak salgilanmaktadir (Sekil 2.1).
Sindirim sisteminde peptid zincirinin bir kism1 koparilarak aktif enzim formuna donistiiriiliirler.
Tripsin hiicre disindaki proteinleri bazik amino asitlerin (lizin ve arginin) karbonil grubu
(peptid bagina katilan karboksil grubu) tarafindan kirmaktadir, kimotripsin ise fenilalanin ve
tirozin gibi aromatik amino asitlerin karbonil grubundan sonra proteinleri yikmaktadir. Elastaz
enzimi ise daha az spesifik olup ¢ogunlukla kiigiik fakat nétr olan amino asitlerden sonra
proteinleri parcalamaktadir. Her ii¢ proteazinda molekiiler agirliklar1 25 kDa civarindadir ve

aktif merkezlerinde histin, aspartik asit ve serin amino asitleri bulunmaktadir [7].

i 122 JES 0] 345
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e 5-3 Bre | IE 53 S
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l 15 18 122 136 201 245
I1—I [ | n-Eimotripan jakss)
53 | S
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1 1= 18 122 135 1468 149 201 24 5 . - .
I ] | | [ | eKimolnpsin (k)
! 55 o 55

Sekil 2.1 Kimotripsinojen zimogen formunun ince bagirsakta olgunlasmasi [7].

Yukarida bahsedilen proteazlar diginda kan pihtilasmasinda goérev alan thrombin ve
pthtinin yikimini saglayan plazmin de serin proteaz grubuna girmektedir. Kimotripsin aktif
merkezinde peptid bagi hidrolizinde énemli rol oynayan ii¢ amino asit vardir: Hiss;, Serjos ve
Aspigp’dir. Hiss; sirasiyla hem baz hem de asit gibi davranmaktadir. Serj¢s peptid bagina atak
(saldirmaktadir) etmektedir. Aspio, ise Hiss;’yi  Serjos ile H-bagi yapmasi igin

yonlendirmektedir [7,11].



2.2 Lizozomlar

Lizozomlar hidrolitik enzimler igeren membranla ¢evrili organeller olup hiicre iginde
makromolekiillerin sindirilmesi i¢in kullanilmaktadir. Yaklasik 40 c¢esit hidrolitik enzim
icermektedirler (proteazlar, niikleazlar, lipazlar, glikozidazlar ve fosfolipazlar). Biitiin hepsi
asit hidrolaz olarak bilinir ¢linkii optimum aktivite i¢in asidik bir ortama ihtiya¢ duyarlar.
Membranda bulunan bir H'ATPaz pompasi ile sitozolden proton iyonlar (H') lizozom
liimenine taginarak, pH 5 civarinda tutulur (Sekil 2.2). Lizozom enzimleri sitozole sizsalar bile
cok az tahribat yaparlar ¢iinkii sitozolik pH 7.2°de inaktive olurlar. Lizozom membranindaki
proteinlerin ¢oguna ¢ok sayida karbonhidrat grubu eklenmistir bunun da onlar lizozom

liimeninde bulunan proteazlardan korudugu diisiiniilmektedir [12].

0.058-0.5 pm

ASIT HIDROLAZLAR

Proteazlar
Mkleazlar
Lipazlar
Fosfotazlar
Fosfolipazlar
pH 5.0 Glikozidazlar
Slfatazlar

H+
pHT.2

Sitozaol )
ATF ADP + Pi

Sekil 2.2 Lizozomlardaki hidrolitik enzimler [12].

Lizozomlar biitiin 6karyotik hiicrelerde bulunmaktadirlar. Bitkilerdeki ve mantarlardaki
vakuoller ¢ok yonlii lizozomlar gibi islev gormektedir. Vakouller hiicrelerin yaklasik %30’luk
bir boliimiinii kaplamaktadir, bazi hiicrelerde bu %90’na varmaktadir. Vakoullerin ¢ok degisk
gorevleri vardir. Sindirim kompartimani olmasinin yaninda ayrica atik madde deposu, embriyo
gelisimi i¢in besin deposu ve hatta bitki yenildigi zaman zararli maddeler vakoullerden

salindig1 i¢in predatdrlere karsi bir savunma da saglamaktadir [12].



2.2.1 Lizozomal degredasyon

Lizozomlarda yikima ugrayacak maddeler lizozomlara ii¢ farkli yoldan ulagsmaktadir.
Bu yollardan biri endositozdur. Hiicre disindan maddelerin plazma membranin invajinasyonu
ile hiicre i¢ine alinmasiyla meydana gelir ve iki ¢esit endositoz vardir; pinositoz (sivilarin hiicre
icine alinmasi: hiicrenin igcmesi) ve fagositoz (kati maddelerin hiicre i¢ine alinmasi: hiicrenin
yemesi). Endositoz ile alinan maddeler 6nce erken endozom (early endosome) denilen kiigiik
diizensiz vezikiiller (keseler) i¢ine alinir. Bu vezikiiller i¢ine alinan bazi molekiiller ¢ikarilir ve
tekrar plazma membranina geri gonderilir, diger maddeler ise ge¢ endozom (late endosome)
denilen vezikiillere iki vezikiiliin fiizyonu (birlesmesi) sonucu teslim edilir. Geg endozomlarda
pH 6 civarindadir. Olgun lizozomlar, ge¢ endozom membranindaki bazi proteinlerin
kaybolmas1 ve pH’in daha da diismesiyle olusurlar. Lizozomlarda yikilacak olan maddeler

ikinci bir yol olan otofaji ile de lizozomlara ulasir (Sekil 2.3) [12].
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Sekil 2.3 Lizozomal yikim yollar1 [12].

Otofaji hiicrenin kendisine ait bazi maddelerin veya kisimlarin elimine edilmesi
islemidir. Karacigerlerde bir mitokondrinin yaklasik 10 giin gibi bir 6émrii vardir. Bu siirenin
sonunda mitokondri lizozom tarafindan otofaji ile yok edilmektedir. Bu islem ER’den elde
edilen membran ile organelin etrafinin sarilmasi (otofagozom) ve daha sonra otofagozomun
lizozom ile birlesmesiyle sonuglanir. Lizozomlara ulasmada kullanilan ti¢ilincii bir yol bazi
proteinlerin yiizeyinde bulunan KFERQ sinyal sekansidir. KFERQ sekansi (K, lizin; F,
fenilalanin; E, glutamik asit; R, arginin ve Q ise glutamin amino asitidir) muhtemelen lizozom

membraninda bulunan spesifik transportir proteinler tarafindan tanmarak bu tiir proteinlerin



lizozom liimenine taginmasi ve orada proteazlar tarafindan yikilmasi saglanmaktadir.

Lizozom enzimleri ve membran proteinleri graniillii ER’da sentezlendikten sonra golgi
aparati iizerinden lizozomlara gonderilir. Bu proteinleri igeren vezikiiller trans golgi agindan
koptuktan sonra ge¢ endozomlar ile birlesirler. Geg¢ endozomlar da sonradan lizozom
organeline doniislirler. Lizozomal proteinler ve enzimler nasil diger proteinlerden ayirt
edilmektedirler? Bu proteinler N-bagli (N-linked) oligosakkaritlere eklenen 6zgiil bir belirteg
olan mannoz-6-fosfat gruplar1 (M6P) tasimaktadirlar. Bu gruplar muhtemelen cis golgi aginda
eklenmektedir. M6P gruplari trans golgide bulunan ve bir transmembran proteini olan M6P
reseptdr proteinleri tarafindan taninmaktadir. Bu resptorler lizozomal hidrolaz enzimlerine
baglanarak transport vezikiilleri igine paketlenirler. Bu vezikiiller trans golgiden koparak gec
endozomlar ile birlesirler ve igerisindeki enzimleri bu organelin liimenine birakirlar. MO6P
reseptorleri pH 7°de lizozomal proteinlere baglanirlar fakat endozomlardaki diisik pH
reseptorlerin bu proteinlerden ayrilmasini saglar. MO6P reseptorleri lizozomal enzimleri
biraktiktan sonra vezikiiller ile trans golgiye geri getirilerek tekrar kullanilirlar. Okaryotlardaki
lizozomal sistem ile ¢ogunlukla uzun omiirlii hiicre zar1 ve hiicre dig1 proteinler hiicre igine
alindiktan sonra yikima ugramaktadir [12]. Lizozomlarda endositoz ile hiicre igine alinan
proteinleri yikan katepsin olarak bilinen yaklasik 50 hidrollitik proteaz vardir. Ubiquitin-
proteozom yolunun aksine lizozomal protein yikimi 6zgiil degildir. Lizozomal proteazlarin
vezikiiller i¢ine konulmas1 otodegredasyonu engellemektedir. Lizozom membranlarinda yikim
sonrasi olusan amino asitleri sitoplazmaya tagiyan transportirlar bulunmaktadir. Lizozomlarda
yikilacak olan proteinler ii¢ 6nemli yol ile buraya hedeflenmektedir; endositoz (pinositoz ve
fagositoz), otofaji ve 0Ozgiil sinyal sekanslar (KFERQ pentapeptid sekansi) araciligi ile.
Sitozolik proteinlerin yaklasik %30’u bu sekansi icermektedir ve besin yetmezligi durumunda
(hiicre kiltiirlerinde serum eksiklginde) bu proteinler lizozomlara hedeflenmektedir. Bu
pentapeptid sekansa heat shock proteinlerden Hsp73 proteinin baglandigini ve bu protein
araciligt ile lizozomlara yonlendirildigi bilinmektedir (Sekil 2.4) [13]. Bu proteinlere heat
shock proteinleri denilmesinin nedeni yiiksek 1sida uyarilmalarindan dolayidir. Fakat daha
sonra hiicrelerde normal sartlarda da siirekli ve yiiksek miktarda sentezlendikleri goriilmiistiir.
Hsp proteinleri yeni sentezlenen proteinlerin ER veya mitokondriye gonderilmesinde gorev
alirlar. Ayrica stres sartlar1 altinda ti¢ boyutlu yapilarimi kaybeden proteinlerin katlanmalaria
yardimc1 olmak veya degredasyon yollarina hedeflenmelerini saglayarak hiicre iginde bu

anormal proteinlerin birikmesini engellemede 6nemli rolleri vardir.



Lizozom

Sekil 2.4 Hsp73 proteini aracilig ile lizozomlara protein hedeflenmesi [13].

Lizozomal degredasyon ¢aligmalar1t NH,4Cl ve leupeptin ilaglari ile inhibe edilmektedir.
Bu inhibitdrler sayesinde bir proteinin lizozomlar tarafindan m1 veya baska bir hiicre i¢i proteaz
tarafindan mu yikilip yikilmadigi kolayca anlagilmaktadir. Lizozomal hidrolazlar pre-proenzim
olarak sentezlenirler, sentez devam ettigi sirada sinyal sekans ¢ikarilir ve ER’da proenzim
katlanmalar1 olur. Golgide asparagin-bagli (N-linked) glikozilasyona ugrarlar. Yine golgide N-
asetil glukozamiylfosfotransferaz enzimi ve N-asetilglukozamidaz enzimleri ile mannoz-6-
fosfat eklenir. Bu isaretlenmis olan proenzime golgi membraninda bulunan M6P reseptorleri
baglanir ve endolizozomal sisteme yonlendirilir. Glikozilasyonun bu enzimleri endozom ve
lizozomlarda yikimdan korudugu varsayilmaktadir. Lizozomal proteazlar endo ve ekzo
peptidazlar olarak iki grupta incelenmektedirler. Endoproteazlar ¢ogunlukla sistin ve aspartik

proteazlardir, ekzoproteazlar ise sistin ve serin proteazlardir [14].

Lizozomlara teslim edilen proteinler dnce asidik ortamda denatiire olurlar daha sonra
endoproteazlar tarafindan yikilirlar ve son olarak ekzoproteazlara substrat olarak amino asitlere
kadar yikilirlar. Tiim endoproteazlarin primer yapilari olduk¢a korunmus ve benzer sekonder
yapilara sahiptirler. Aralarindaki farklar ¢ogunlukla korunan bolgeler arasinda bulunan
kisimlara insdrsiyon ve delesyonlardan kaynaklanmaktadir. Aktif bolgede bulunan sistin
amino asitine ek olarak histidin (His), asparagin (Asn) ve glutamin (GIn) aktif bolgeyi
olusturan ve substrat hidrolizine katilan amino asitledir. Bu amino asitler tiim sistin
endoproteazlar arasinda korunan amino asitlerdir. Sistin proteazlar lizozomlardaki
denatiirasyona sebep olan ortam sartlarina dayanikli ve genis bir pH spektrumuna sahiptirler.

Fakat ¢ogu notr ve alkali ortamlarda dayaniksizdirlar. Bu da hiicreyi bu tiir enzimlerden



korumaktadir. Sistin proteazlarin yari-Omiirleri lizozomlarda birkag giin ile haftalar arasinda
degismektedir. Bazi proteazlar inhibitdr proteinler araciligi ile regiile edilmekte iken lizozomal
proteazlarda buna ihtiyag yoktur. Ornegin, tripsin inhibitorii (MA 6 kDa) tripsini, o;-

antiproteinaz (MA 53 kDA) ise elestaz enzimini inhibe eden proteinlerdir [14].
2.2.2 Lizozomal proteazlarin regiilasyonu

Yapilan bazi arastirmalar lizozom limenindeki redoks sartlarinin lizozom
endoproteazlari regiile ettigine dair bulgular otaya ¢ikarmasina ragmen diger bazi ¢caligmalarda
ise redoks potansiyelinin regiilasyonda pek fazla bir rolii olmadigini1 gdstermektedir. Ornegin,
in vitro deneyler katepsin B ve katepsin L’nin pH 4.5-6.5 arasinda dayanikli oldugunu ve sistin
amino asitini thiol (RSH) formunda tutmak i¢in indirgeyici bir ortama ihtiya¢ duyuldugu
gosterilmistir. Diger baz1 ¢aligmalarda redoks potansiyel degisikliginin katapsin B aktivitesini
cok az etkiledigi goriilmiigtiir. Lizozom liimen pH’1 lizozom proteazlarin regiilasyonunda en
onemli etkenlerdendir. Proteazlarin asidik bir ortama ihtiya¢ duymadiklari, lizozom pH’nin
asidik ve notr pH arasinda degistigi gosterilmistir. Katepsin D pH 2.8-5.0 arasinda, katepsin E
pH 3-3.5 arasinda, katepsin S pH 5-7.5 ve katepsin B ise pH 5-6.5 gibi nétr bir ortamda aktivite

gostermektedir. Bu da tiim lizozomal proteazlar igin optimum bir pH saglandigini

gostermektedir [14].
2.3 Kaspazlar

Kaspazlar hasarli veya fazla olan hiicrelerin ¢evrelerine zarar vermeden ortadan
kaldirilmasini saglayan programlanmig hiicre Oliimiinii (apoptozis) uyaran proteazlardir.
Apoptotik hiicrede meydana gelen morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler sistin proteazlar
olan kaspazlar tarafindan gerceklestirilmektedir. Tiim kaspazlar amino asit sekanslari, yapilari
ve substratlar1 yoniinden benzerlik gdstermektedir. Hepsi proenzim olarak sentezlenmektedir

(30-50 kDa).
Ug énemli domain icermektedirler;

1. Amino ucu domain-prodomain.
2. Biiytk alt birim.
3. Kiigiik alt birim.

Aktif merkez biiyiik alt birimde yer almaktadir. Aktivasyon bu domainler arasinda
peptid baglarinin kirilmasi ve daha sonra biiyiik ve kiigiik alt birimler birleserek heterodimer,
heterodimerler de birleserek iki aktif merkez iceren tetramerik aktif enzimi olustururlar (Sekil

2.5). Kaspazlar proteazlar arasinda en c¢ok spesifite gosteren enzimlerdir. Kesinlikle aspartik



asitten sonra substratlarini kirmaktadirlar. Aspartik asitin oniindeki 4 amino asit (tetrapeptid)
komposizyonu ve bunlarin ii¢ boyutlu yapis1 spesifitede dnemli etkiye sahiptir. Memelilerde

simdiye kadar 12 tane tespit edilmistir.
Apoptozisi uyarmalarina gore kaspazlar iki gruba ayrilirlar;

1. Apikal (baslatict kaspazlar).
2. Efektor kaspazlar.

Baglatic1 kaspazlar efektor kaspazlart aktive eden proteazlardir. Efektor kaspazlar
hiicre ¢ekirdeginde (laminler), DNA tamir enzimlerinden PARP, Fodrin, Rb, sitoplazmada
(aktin) ve hiicre iskeletinde bulunan bir¢ok yapisal ve islevsel proteinleri parcalayan

proteazlardir. Apoptoziste gorev alan kaspazlar Cizelge 2.1°de gosterilmektedir [15-18].

Efektor kaspazlar katepsin veya kalpein (Ca™ tarafindan aktive edilen hiicre
hareketinde ve adhezyonda rol alan proteaz) gibi diger proteazlar tarafindan da aktive
edilebilmektedir. Kaspaz enzimlerinin aktivasyonuna ve dolayisiyla apoptozis uyarilmasina
neden olan dis etkenlerden bazilart UV 1smi1, gama 1sin1, radyasyon, ilaglar ve toksinler

sayilabilir [17,19].
2.3.1 Kaspaz aktivasyonu

Kaspazlar ¢ekirdek proteinlerinden lamini yikarak kromatin kondensasyonuna, hiicre
iskeletini olusturan aktin proteinini yikarak hiicre biiziilmesi ve sitoplazma kondensasyonuna
neden olurlar. Kaspazlar hiicrede siirekli sentezlenmekte ve apoptozis uyarisi sonucu aktive
edilmektedirler. Kaspazlar farkli uyarilar ile aktive edilmektedirler. Ornegin Sekil 2.6’da
gosterilen kaspaz 8 plazma membraninda bulunan Fas reseptoriiniin uyarilmasi sonuncu aktive

edilmektedir [16,18].
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Sekil 2.5 Kaspaz alt birimlerinden aktif kompleks olugmasi [19].

Cizelge 2.1 Kaspazlarin yapisal 6zellikleri [17].

Enzim Molekiiler Agirhik (kDa) Alt birimler
Baslatic1 Kazpazlar

Kazpaz-2 51 19/22
Kazpaz-8 55 18/11
Kazpaz-9 45 17/10
Kazpaz-10 55 17/12
Kazpaz-12 50 20/10
Efektor Kazpazlar

Kazpaz-3 32 17/12
Kazpaz-6 34 18/11
Kazpaz-7 35 20/12

2.3.2 Apoptozisde kaspazlarin rolleri

Apoptozis yaklagik olarak 30-60 dakika siirmektedir. Apoptozis, DNA
fragmantasyonu, kromatin kondensasyonu, membranla ¢evrili vezikiillerin goriildiigii bir seri
olaylar dizisini igermektedir. Apoptozis esnasinda kaspazlar tarafindan yikilan yaklasik 40
substrat tespit edilmis olup bu substratlarin yikimi apoptozisde goriilen bu olaylar

tetiklemektedir. Gorevlerinden bir tanesi, hiicreyi apotozisten koruyan proteinleri ortadan
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kaldirmak ve inaktive etmektir. Bu proteinlerden bir tanesi 1“*®’dir. Bu protein normalde
CAD (kaspaz aktiviteli deoksiriboniikleaz) proteinine baglanarak hiicre i¢inde bu enzimi inaktif
durumda tutmaktadir. Apoptotik bir uyann geldiginde kaspazlar aktive edilir edilmez bu

inhibitorii (1°*P) yikarak CAD enzimini serbest birakmaktadur.

FADD - 'U' — Death Domain — Alim domaini

Kaspar 8§ 4——=

"
Kaspaz 3 44— i,.l |, PARP, Laminler, aktin ve
berzeri substratiann

* / Wkimi

kromozomal DMNA degredasyonu

Sekil 2.6 Kaspas-8 ve kaspaz-3’iin Fas reseptorii araciligiyla aktivasyonu [16].

Serbest kalan CAD enzimi niikleozomlar arasindaki DNA’y1 kirarak 200 bg
uzunlugunda DNA fragmentleri olusturmaktadir. Bu olusan DNA fragmentleri agaroz jel

elektrofezde DNA merdiveni seklinde goriilmektedir [20].

Kaspazlar ayrica apoptozisi inhibe eden negatif regiilatrleri yikarak hiicre dliimiinii
tetiklemektedir. En 6nemli negatif apoptozis inhibitdrii Bel-2°dir. Bcl-2 gibi islev goren ve
benzerlik gosteren diger bazi apoptozis inhibitdrleri Bel-xL, Bel-w ve Mcl-1 proteinleridir.
Ayni sekilde Bcl-2 proteinine benzerlik gosteren fakat apoptozisi tetikleyen diger bazi
proteinler ise Bax, Bak, Bad ve Bcl-xs proteinleridir. Bcl-xL veya Bcel-2 farede mutasyona
ugratildiginda hayvanlar embriyonik sathada veya dogum sonrasinda bazi organlarda asiri

hiicre 6liimii nedeniyle 6lmektedir [18].
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2.3.3 Apoptozis ve apoptotik hiicrelerin karakteristik 6zellikleri

Apoptozis tanimui ilk defa Kerr ve ark. tarafindan ileri stiriilmiistiir. Apoptozis aktif ve
programlanmis bir hiicre 6liimii olup cesitli fizyolojik ve patolojik uyarilar ile baglatilabilir
veya inhibe edilebilir. Apoptozis normal bir gelisim i¢in hiicre boliinmesi kadar onemlidir.
Organizmanin ihtiyag duymadigi fazla hiicrelerin eliminasyonunu saglar. Embriyo gelisimi
esnasinda parmaklar arasindaki perdenin ve sinir sistemindeki néronlarin %50’sinin ortadan
kaldirilmas1 apoptozis ile saglanmaktadir. Tiim ¢ok hiicreli organizmalarda apoptozis her giin
cereyan etmektedir ve homeostazisin saglanmasi i¢in yaklasik 10 milyar hiicre her giin

apoptozis ile 6lmektedir.
Apoptotik hiicrelerin karakteristik dzellikleri:

1. Sitoplazma ve ¢ekirdek kondensasyonu.

2.  Membran yiizeyinde kii¢iik keseciklerin goriilmesi ve hiicrenin biiziilmesi.

3. Dokularda komsu hiicrelerden ayrilmasi. Hiicre kiiltiirlerinde ise petri kabina
yapigik olarak biiyiiyen hiicrelerin kabin dibinden sokiilerek besi yerinde asili
durmasi.

4. Hiicrenin kiiciik pargaciklara béliinerek apoptotik vezikiiller olusturmasi.

5. Organeller bu kiiciik vezikiiller i¢inde bozulmadan durmaktadir, dolayistyla hiicre
igerigi disar1 salinmamaktadir.

6. Apoptotik vezikiiller hizla komsu hiicreler tarafindan fagozite edilmektedir.

7. Membran normalde asimetrik yapidadir. Fakat apoptotik hiicreler bu asimetrik
yapiy1 koruyamamaktadir ve Ozellikle fosfatidilserin molekiilleri ¢ift katl lipit
membranin i¢ ylizeyinden dig yiizeyine transfer olmaktadir.

8. DNA fragmantasyonu (DNA merdiveni). Apoptotik hiicrelerin en belirgin
biyokimyasal belirteclerinden bir tanesi kromatinin 200 b¢ fragmentlere kirilarak

agaroz jel elektroforezde merdivenimsi goriilmesidir [18,20,21].
2.4 Meprinler

Hiicre zarinda bulunan veya ekstraseliiler siviya salgilanan metaloproteazlardir. Amino
asit seviyesinde %50 benzerlik gosteren o ve [ alt birimlerinden olusurlar. Alt birimler
birleserek homo veya heterokompleksler meydana getirili. Membran formlart dimerik
(homodimerik B, meprin B) ya da tetramerik (heteromerik a,3; ya da a3, kompleksler, meprin
A) seklindedir. Salgilanan meprin formu ise 10-100 tane a alt biriminin nonkovalent olarak

birlesmesi sonucu olusan, bilinen en biiyiik proteazlardan biridir. Meprinler bobrek proksimal
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tiplerinde ve bagirsak epitel hiicrelerinde yiiksek miktarda bulunmaktadir. Cok sayida peptid
ve protein pargalamaktadirlar; bunlar arasinda gastrin, angiotensin gibi peptidler ve
ekstraseliiler matriks proteinleri kolajen IV ve fibronektin bulunmaktadir. Meprin alt
birimlerinin sentezinin énemli derecede bagirsak yolu enfeksiyonlarinda ve kanserli hiicrelerde
arttig1 goriilmiis, ve ozellikle ekstraseliller matriks proteinlerini yikmalar1 nedeniyle kanserli

hiicrelerin metastazinda énemli etkileri oldugu bilinmektedir [22].
2.5 Ubiquitin Proteozom Yolu

Okaryotik hiicrelerdeki segici protein yikiminda proteinler gogunlukla bir poliubiquitin
(76 aminoasitlik bir protein) zinciri ile isaretlendikten sonra 26S proteozom tarafindan
peptidlere kadar yikilirlar [6,22-24]. Ubiquitin yikilacak olan proteinlere baglanmadan &nce ilk
olarak ubiquitin aktive edici enzimde (E1) bulunan bir sistin amino asit ile ubiquitinin C-ucu
arasinda bir thioester bagi kurulur. Sekil 2.7°de gosterildigi gibi aktive edilen ubiquitin daha
sonra benzer sekilde E1 enziminden ubiquitin konjugasyon enzimindeki (E2) bir sistin amino
asitine aktarilir. Bu E2 enzimleri yikilacak olan proteinlere ubiquitin molekiiliinii ubiquitin
ligaz (E3) enzimi yardimi ile direkt aktarir veya ubiquitin E3 enzimine aktarildiktan sonra
substrat proteinlere aktarilir [25,26]. Son asamada, hedef proteindeki bir lizin amino asidi ile
ubiquitinin C-terminusundaki glisin amino asiti arasinda bir izopeptid bagi (ubiquitinin C-
terminusundaki glisin amino asidi ile substrat proteindeki lizin amino asidinin yan grubu
arasinda olusan peptid bagi) olusur. Diger bir uiquitin molekiilii bu defa ilk baglanmis olan
ubiquitin molekiiliiniin 48. pozisyonunda bulunan lizin amino asidine eklenir. Eklenen her bir
ubiquitin molekiiliiniin lizin 48. amino asidine bir ubiquitin molekiilii baglanmasi ile hedef
protein iizerinde bir poliubiquitin zinciri sentezlenir [28]. Fakat nadiren bazi proteinler
(6rnegin, C-jun ve ornitin dekarboksilaz) ubiquitin ile isaretlenmeden 26S proteozom
tarafindan yikilmaktadirlar. Ornitine dekarboksilaz (ODC), istisna olarak 26S proteozoma
antizyme aracilig1 ile hedeflenmektedir. ODC, Ub ile modifiye edilmemektedir ve Ub
(Ubiquitin) ODC yikiminda gérev almamaktadir [29].
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Sekil 2.7 Ubiquitin-proteozom yolu [27].

Yikilacak olan proteinler ubiquitine olduktan sonra 26S  proteozoma

yonlendirilmektedir.
2.5.1 26S proteozom

268 proteozom sitoplazmada ve ¢ekirdekte bulunan multikatalitik bir proteazdir. 26S
proteozom tiim hayat formlarinda bulunan ve yaklasik 64 alt birimden olusan biiyiik bir
proteazdir. Gorevleri arasinda, misfolded (hatali katlanmig) ve anormal proteinler, hiicre
dongiisii proteinlerinden siklinler, transkripsiyon faktorlerinin islenmesi ve yikimi, hiicre
dongiisiiniin durdurulmasi, immiin-cevap ve apoptozis bulunmaktadir. 26S proteozom, 1 tane
20S proteozom ve 2 tane 19S diizenleyici kompleksten olusan 2.5 MDa agirliginda bir
proteazdir.  Ubiquitin-protein konjugatlart daha sonra 26S proteozomun 19S diizenleyici
kompleksi tarafindan taninir, hedef protein ¢oziiliir, 20S kor kompleksi ig¢ine gdnderilir ve
burada peptidlere kadar yikilir. 19S diizenleyici kompleksi iki alt kompleksten olugmaktadir:
Base (20S komplekse yakin kompleks) ve Lid (kapak). Base kompleksinde ATPaz aktivitesi
iceren 6 protein ve ubiquitin taniyan S5a proteini bulunmaktadir. ATPaz enzimlerinin substrat
proteinlerin ii¢ boyutlu yapilarinin ¢éziilmesi ve proteolitk aktiviteleri iceren 20S kompartimant
icine gonderilmesinden sorumlu oldugu saniliyor. Protein yikimi i¢in Lid kompleksine de
ihtiyag vardir. Lid sekiz alt birimden olusmaktadir. Islevi tam olarak bilinmemesine ragmen
ubiquitine olmusg proteinlerin taninmasi ve deubiquitinasyondan sorumludur. Cogunlukla
ubiquitin hedef proteinde lizin amino asitlerine eklenmesine ragmen nadiren bazi proteinlerde

(6rnegin, transkripsiyon faktorii MyoD) N-terminusundaki amino asitin NH, grubuna eklendigi
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goriilmiistlir. 26S proteozom 2.5 MDa agirliginda olup 19S diizenleyici kompleks ve 20S kor
kompleksin birlesmesi ile olugmaktadir. 19S kompleks 20S kompleksin her iki ucuna
eklenmektedir. Prokaryotik ve okaryotik 20S kompleksi (700 kDa) a ve B alt birimlerinin
olusturdugu 4 tabakl silindirik bir yapidir. Arkeobakter Thermoplasma acidophilum’da 14
tane B alt birimi icteki iki tabakayi, 14 o alt birimi ise digtaki iki tabakayi olusturmaktadir
(aB-B-0; seklinde dizilmektedir). Okaryotlarda her bir o ve B alt birimi farklidir ve o;.,B;7B:.
;07 seklinde dizilmektedirler [6,23,24,27].

2.5.2 20S proteozomun proteolitik aktiviteleri
20S proteozom kompleksi en az ii¢ farkli proteolitik aktivite gostermektedir:

1. Kimotripsin benzeri aktivite.
2. Tripsin benzeri aktivite.

3. Peptidil glutamil aktivite.

Beta alt birimleri proenzim olarak sentezlenirler ve proteozom olgunlagmasi sirasinda
75 amino asit kadar olan pro sekans ¢ikarilir. Yedi beta alt biriminden {igii (B, B, ve Ps)
enzimatik aktivite gostermekte ve bu alt birimler Gly ve Thr amino asitleri arasinda kirilmakta
ve enzim bu Thr yan gruplarimi substrat peptid baglarini kirmakta kullandigr igin threonin
proteazlar olarakta bilinir. Peptid bagi hidrolizi ATP ve ubiquitin gerektirmektedir. Aktif
bolgedeki her bir Thr amino asiti arasindaki mesafe 28 °A kadardir, bu da proteinlerin yaklagik

8 amino asitlik peptidlere kadar yikildigin1 gostermektedir [23,27].
2.5.3 26S proteozom inhibitorleri

Proteozom inhibitdrleri MG-132 ve lactacystin ile yapilan ¢alismalar hiicre
proteinlerinin %80-90’nin proteozom tarafindan yikildigini géstermistir. Bu proteinler arasinda
siklinler, Cdk inhibitorleri p21, p27 ve p57, timor baskilayici p53, transkripsiyon faktorleri c-
Jun ve c-Fos, NFkB inhibitorii IkB, poliamin biyosentez enzimleri ODC ve AdoMetDC
(Adenozilmetionin dekarboksilaz) gibi ¢ok farkli mekanizmalarda rol alan proteinler vardir.

Baslica proteozom inhibitorleri [24,29-32].

Lactacystin: Lactacystin kovalent olarak Thr amino asidini modifiye ederek geri

doniisiimsiiz olarak proteozomu inhibe eder ve oldukga spesifiktir.

MG-132: Yiksek konsantrasyonda katepsin B gibi diger bazi proteazlari da inhibe
edebilir, geri doniisiimlii inhibisyon yapar (Sekil 2.8).

PSI: Kimotripsin benzeri aktiviteyi inhibe eder.
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Bortezomib (PS-341) : Dipeptid boronik asit anologu.  Birgok tiimdr ¢esidine
(multiple miyeloma, Iymphoma, prostat) karsi etkili oldugu goriildiigii icin Amerikan Saglk
Bakanlig1 tarafindan kanser tedavisinde kullanilmak {izere onaylanmistir. Proteozomun

kimotriptik aktivitesini geri doniisiimlii olarak inhibe eder (Sekil 2.8) [3,33].
2.5.4 26S proteozomun hiicresel gorevleri

Proteozom, abnormal (hatali katlanmis) ve normal proteinlerin, kisa ve uzun omiirlii
proteinlerin yikimimdan sorumlu bir hiicre i¢i proteaz olmasinin yaninda viicuda giren viriis ve
bakterilere ait proteinleri yikarak olusan antijenlerin major histocompatibility kompleks class I
tarafindan (MHC) hiicre ylizeyinde sunumunu saglayarak T-hiicreleri tarafindan fagozite
edilmesini saglar. Hiicre dongiisii, endositoz, transkripsiyon, organel biyogenezi,
spermatogenez, anjiogenez, apoptozis ve protein sentezi gibi birgok hiicresel olayda gorev alan
proteinlerin yikimimi veya islenmesini saglayarak bu hiicresel mekanizmalara direkt veya

indirekt bir sekilde katkida bulunmaktadir [23,24,26,34].
2.5.5 Ubiquitin-proteozom yolu ve pS3 proteini

pS53 proteini proapoptotik bir protein olup tiimor baskilayici protein olarak bilinir.
Kaspaz 3, 7, 8 ve 9 enzimlerini aktive ederek apoptozisi uyarir ve kanser olusumunu engeller.
In vivo ve in vitro modellerde ubiquitin-proteozom yolu tarafindan yikildigi bilinmektedir.
Ayrica hiicre dongiisiiniin ilerlemesi ve hiicre dongiisiiniin kontroliinde 6nemli gorevlerinin
oldugu gosterilmistir [23,35]. p53’in stabilizasyonu (yikiminin durmasi) bir¢ok hiicre kiiltiirii
modelinde apoptozise neden olmaktadir. Lopes ve Ark. proteozom inhibitorleri ile muamele
edilen Rat-1 ve PC12 hiicrelerinde tiimor baskilayict p53 proteinin hizli bir sekilde akiimiile
oldugunu gostermislerdir. Benzer sekilde p53 tarafindan uyarilan CDK (Siklin bagimli kinaz)-
inhibitorii p21 proteini ve Mdm?2 proteinlerinin de biriktigini gdstermislerdir. Bu c¢aligmada
proteozom inhibitorleri ile uyarilan apoptozisin dominanat-negatif p53 proteini ile bloke
edildigini fakat yabani tip p53 proteinin over-expresyonu (asir1 ifadesi) ile Rat-1 hiicrelerinde

apoptozisin uyarilmasi i¢in yeterli oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 2.8 Proteozom inhibitorleri MG132 ve PS-341 (Velcade)’in yapist [33].

Yazarlar, bu hiicre 6liimiine diger molekiillerinde katilabilecegini 6nermelerine ragmen
elde ettikleri veriler proteozom inhibisyonu sonucunda p53 proteinin birikmesi ve akabinde
hiicre dongilisii  inhibitdrlerinden p21’in  transkripsiyonun uyarilmasimmin  apoptozis
tetiklenmesinde anahtar bir rol oynadigidir [35]. Kanserli dokularda p53 geninde yaygin
sekilde mutasyonlara rastlanilmaktadir. Kolon kanserinin %70, akciger kanserinin %50, ve
gogiis kanserlerinin % 20’sinde p53°te mutasyonlar tespit edilmektedir [12,36]. p53 proteini
ayn1 zamanda proapoptotik proteinlerden Bax ve Fas proteinlerinin sentezini uyararak ve Bel-2
gibi antiapoptotik proteinlerin sentezini engelleyerek DNA hasarlar1 durumunda apoptozisi

tetikler [37].

Diger bazi caligmalarda ise yukarida anlatilan c¢alismanin aksine proteozom
inhibitorlerinin p53/p21°den bagimsiz bir yol ile apotozisi tetikleyebilecegi gosterilmistir [38].
Bu karsit bulgular proteozom inhibisyonun farkli hiicrelerde apoptozisi farkli yollardan
uyarabilecegini ve proteozom inhibisyonun bu tiir yaygin etkilerinin aydinlatilmasinin kanserli
hiicrelerde apoptozis tetiklemek icin yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesine olanak

saglayacagina isaret etmektedir.
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2.5.6 Ubiquitin-proteozom yolu ve protein sentezi

26S proteozomun degradasyon islevi proteozom inhibitorleri ile kisa siireli olarak
inhibe edildiginde global (kiiresel) protein sentezi durmaktadir. Protein sentezinin bu
inhibisyonu Okaryotik translasyon baslama faktorii elF2o’nin HRI kinaz tarafindan
fosforilasyonu ile saglanmaktadir [4]. elF2, a, B ve y olarak adlandirilan ii¢ alt birimden

olusmaktadir [39].

Protein sentezinin translasyon baslama safhasinda elF2a, metionil-tRNA (Met-
tRNAIi)’y1 40S ribozom alt iinitesine tasir [39]. Met-tRNAi, GTP ve elF2a molekiilleri 40S
ribozomal {initesine baglanarak 43S pre-baslama kompleksini olustururlar [40]. 43S baslama
oncesi kompleksine 60S ribozom alt {initesinin baglanmasiyla GTP hidroiz edilir ve elF2-GDP
molekiilii ribozomdan ayrilir [41]. GDP molekiiliinin GTP’ye doniisiimii eIlF2B proteini
tarafindan saglanmaktadir. Protein sentezinin global diizenlenmesi esasen elF2a alt iinitesinin
spesifik olarak Ser51°den fosforilasyonu ile olmaktadir [42]. Fosforile edilmis [elF2a (P) ]
GDP/GTP degisimini saglayamaz ve elF2o(P)-eIF2B ayrilmaz bir kompleks olusturur [42,43].
elF2B, sitoplazmadaki elF2 molekiillerinin yaklasik olarak %10-20 kadarin1 olusturmaktadir.
Bu nedenle elF2a’nin %10’nun fosforilasyonu bile hiicredeki tiim mevcut elF2B’nin
baglanmasi i¢in yeterlidir. Bu suretle elF2B’nin GDP/GTP degisimini saglayan aktivitesi
bloke olur ve bu durumda protein sentezinin tamamen inhibe edildigi gézlenmektedir [41,43].
Okaryotik translasyon baslama faktoriinii Ser’'”den spesifik olarak fosforile eden 4 farkli kinaz
enzimi belirlenmistir: PKR, interferon tarafindan indiiklenebilen ve ¢ift zincirli RNA tarafindan
aktive edilen bir kinaz olup, stres durumlarinda ve viral enfeksiyonda elF2a’y1 fosforile
etmektedir; PERK, ER’ye yerlesmis PKR benzeri bir kinaz olup, ER’de yanlig katlanmig
proteinlerin birikimi sonucu aktive olur; GCN2, besin tarafindan diizenlenen protein kinaz olup,
besin eksikliginde yiiksiiz tRNA’ya cevaben islev goriir; HRI, hem tarafindan regiile edilen
protein kinazdir [41,42,44].

Proteozom inhibisyonun neden oldugu elF2a fosforilasyonuna aracilik eden kinazi
bulabilmek i¢in her bir muhtemel kinaz geni knock-out olan (¢ikarilmig olan) fare embriyonik
fibroblast (MEF) hiicre hatlar1 kullanilmistir [4]. Kisa siire 6nce yayinlanan bu ¢aligmada hem
yabani tip hem de PERK, PKR ve GCN2 knock-out hiicre dizilerinde proteozom
inhibisyonunda proteozom inhibitdrii kullanilmistir (50 uM MG132, 4 saat muamele). Daha
sonra elF2a fosforilasyonun yiikseldigi goriilmiigtiir. Bu sonug, proteozom inhibisyonun neden
oldugu elF2a fosforilasyonun PERK, PKR veya GCN2 aracili olmadigini1 gostermistir. Ayni

sekilde yabani tip ve HRI knock-out hiicre dizilerini yine proteozom inhibitorii ile muamele
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ettigimizde (50 uM MG132, 4 saat muamele), yabani tip de yiiksek miktarda elF2a goriiliirken,
knock-out HRI’da ise ¢ok diisiik miktarda elF2a goriilmiistiir. Bu sonug bize proteozom

inhibisyonu sonucu elF2a fosforilasyonun HRI kinaz aracilig1 ile oldugunu kanitlamaktadir [4].
2.5.7 Proteozom ve kanser iliskisi

Proteozom inhibitdrleri farklilagmis ve bolimmeyen hiicrelerin aksine spesifik olarak
boliinebilen tiimor hiicrelerinde apoptozisi uyarmaktadir. Ornegin, bdliinebilen insan 16semik
HL60 hiicreleri boliinemeyen (quiescent) HL60 hiicrelerine gore proteozom inhibitdrleri 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 olduklar
gosterilmistir [45]. Lactasistin (dogal proteozom inhibitérii) ve LLnV agiz squamous-cell
carcinoma hiicrelerinde p27P'(Cdk inhibitérii) akiimiilasyonunu saglayarak —apoptozisi
tetiklemelerine ragmen normal agiz epitel hiicrelerinde ve gingival epitel hiicrelerinde
apoptozisi etkilememektedirler [46]. Ayn1 sekilde bolinmeyen kontak inhibisyonlu (quiescent)
hiicrelerde proteozom inhibitdrii PSI ile apoptizisi uyarmak ic¢in aktif boliinen primer endotel

hiicrelerde kullanilan dozun en az 340-kat daha fazlasini kullanmak gerekmektedir [47].

Son zamanlarda yapilan bir diger ¢alisma, saglikli bireyler ile karsilagtirildiginda
birgok kanser hastalarinin (acute myleoid leukemia, AML, Hodging’s disease, chronic
myleoproliferatif syndrome ve solid timdr hastalar1) plazmalarinda 20S proteozom miktarinin
1000-kat kadar yiikseldigini gostermistir [48]. Bu c¢alismalar, proteozom inhibitdrlerinin
spesifik olarak c¢ogalabilen hiicrelerde apoptozise neden olduklarini; dolayisiyla, diger anti-
kanser ilaglara gore daha avantajli durumda olduklarimi ve kanser tedavisinde daha etkili
olabileceklerini gostermektedir. Proteozom inhibitdrlerinin in vitro ve in vivo modellerde genis
spektrumlu aktivite gostermelerinden dolayi, son zamanlarda kanser tedavisinde Gnemli bir
hedef molekiil olarak proteozoma olan ilgi dramatik bir sekilde artmistir. Proteozom
inhibitorlerinden MG132 proteozomdan bagka serin ve sistin proteazlari da inhibe etmektedir.
Daha spesifik olan lactacystin geri doniisiimsiiz bir sekilde proteozomda bulunan birkag
proteolitik aktiviteyi ayn1 anda inhibe etmektedir. PS-341 (Bortezomib), proteozomda bulunan
yalnizca chymotrypsin-benzeri proteolitik aktiviteyi engellemesi nedeniyle daha spesifiktir ve

plazmadan atilim1 15 dakika i¢inde gergeklestiginden daha az toksik etki gostermektedir [49].

Hiicre Kkiiltiirlerinde, PS-341’in bir¢ok solid ve hematolojik malignant timor
hiicrelerinde (myeloma, lenfoma, akciger, ovaryum, pankreas, prostat, bas ve boyun
kanserlerinde) apoptozisi uyardigi bilinmektedir. Hangi mekanizma araciligi ile apoptozisi

uyardigi bilinmemesine ragmen proteozom tarafindan yikilan p53, p21, p27 ve proapoptotik
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proteinlerin akiimiilasyonu araciligi ile oldugu tahmin edilmektedir [3]. PS-341 klinik
denemelerde kanser tedavisinde kullanilan ilk proteozom inhibitoriidiir. Faz 1 solid ve
hematoloji malignant tiimorlerde (6zellikle multiple myeloma ve lenfomalar) umut verici
bulgular elde edilmistir ve PS-341 iizerinde detayli calismalarin yapilmasi ve ileriki
caligmalarda diger anti-kanser ilaglar ile beraber (kombine) denenmesi tavsiye edilmistir
[50,51]. Halen, PS-341 diger birgok kemoterapi ilaclari ile kombine edilerek apoptozis ve anti-
timor aktivitesinin arttirtlmast hedeflenmekte; bu tip c¢alismalar birgok enstitii veya

iiniversitede planlanmakta veya devam etmektedir.

Su ana kadar yapilan diger bazi ¢aligmalarda ise, multiple myeloma, non-Hodgkin’s
lenfoma ve non-small cell akciger karsinoma tedavisinde proteozom inhibitorlerinin olumlu
sonu¢ vermesine ve birgok kanser ilaglarmma (doxorubicin, melphalan, mitoxantrone ve
dexamethasone) karsi olusan direncin kirilmasina ragmen metastatik melanoma, kolorektal
kanser ve kronik lenfositik l6semide basarili sonuglar elde edilememistir [2,3].  In vitro
deneylerde, meme kanser hiicrelerinde anti-tiimor ilaglarindan cyclophosphamide ve cisplatine
kars1 olusan direncin de kaldirilmasinda etkisi olmamigtir [52]. Su anda klinik uygulamalari
baslamasina ragmen, metastatik melanoma hastalarida 1.5 mg/m* doz verilerek 21 giinliik bir
tedavi doneminin ilk iki haftasinda her hafta 2 doz i.v. enjeksiyonla yapilan tedavide, PS-341’in
tek bagina melanoma tedavisinde etkili olmadigi sonucuna varilmistir [2]. Bu bulgular,
ozellikle metastatik melanoma ve meme kanserlerine karsi daha etkili tedavilerin elde edilmesi
i¢in proteozom inhibitorlerinin etkilerinin ve hiicresel gorevlerinin daha detayli aydinlatilmast

gerektigini ortaya koymaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT

Materyal:

4T1 meme kanser hiicreleri, BI6F10 melanoma hiicreleri ve Dimethyl siilfoksit
(DMSO) Yrd. Dog. Dr. Nuray Erin (Akdeniz Universitesi, Tip fakiiltesi) tarafindan
gonderilmigtir. elF2a Ser51 (P) ve total elF2a proteinlerini tantyan antikorlar Prof. Dr. Scott
R. Kimbal (Penn State Universitesi Hershey Medical College) tarafindan gonderilmistir. ECL
Western blotting ve Bio-Rad protein assay kitleri Amersham Pharmaceuticals’dan temin
edilmistir. Hsp70 antikoru, RPMI-1640 besiyeri, Fetal bovine serum (FBS), tripsin,
Penicillin/Streptomisin, MG132, Bio-Max X-ray filmleri ve SDS-PAGE jel elektroforez igin
kullanilan kimyasallar Sigma-Aldrich Inc.’dan, PVDF membran1 Millipore firmasindan temin

edilmistir.
Besiyeri Hazirlamisi:

10.4 gr RPMI-1640 850 ml dH,0’da ¢oziindiikten sonra 1N HCI ile pH 4’e ayarlandi.
Bu asamadan sonra steril 20 ml NaHCO; (stok %7.5) ve 22.5 ml glukoz (%20’lik stokdan), 4
ml HEPES soliisyonu (2.5 M stokdan) ve 1 ml sodyum piriivat soliisyonu (stok 1M)
konulduktan sonra pH 7.1’ IN NaOH ile ayarlandi. 10 ml Pen/Strep antibiyotik karigimi
eklendikten sonra besiyeri hacmi 1L’ye tamamlandi. 1L kapasiteli disposable Millipore
filtrasyon sistemi (por ¢ap1 0.22 um) ile Laminer Flow kabini i¢inde filtre edildi. Filtre edilen
besiyerinin 900 ml’sine 100 ml FBS konuldu. 4°C’de muhafaza edildi.

Hiicre Kiiltiirleri:

4T1 ve B16F10 hiicreleri 37°C’de %5 CO,’lik ortam saglayan HF90 inkiibatoriinde
cogaltildilar. Stok kiiltiirler 25 cm” steril Corning Flasklarda ve deney kiiltiirleri ise 35 mm x
10 mm steril petri kaplarinda ¢ogaltildilar. Hiicre pasaji ¢ogunlukla ~%70 yogunlukta yapildi.
Hiicreler 1 ml 9%0.25’1ik tripsin ile yikandiktan sonra 2ml %0,25 tripsin flasklara (PBS de
hazirlandi) konuldu ve 4T1’ler ~3 dk, B16F10’lar ise ~30 saniye tripsin ile muamele edildi.
Tripsin, vakum pompasina bagl pastor pipeti ile aspire edildikten sonra hiicreler 1/10 oraninda
yeni besi yeri ile seyreltilerek flasklara ekildi. Hiicre pasaji her 3 giinde bir periyodik olarak

yapild.
Tripan Mavisi Testi:

24 saat muamelenin sonunda petrilerden ependorflara aktarilan 10 uM ve %0.1

DMSO’lu hiicre kiiltiirleri 2700 rpm’de 2 dk siireyle santrifiije edildi. Her petriye 500 pl
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tripsin ilave edildi ve 2 dk siireyle bekletildi. Tripsin mikropipet ile ¢ekilip ependorf dibindeki
pellet ile karigtirilip ependorflar tekrar 2700 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiijj sonunda,
ependorflardaki siipernatantlar atilip pelletler iizerine 500’er ul PBS ilave edildi ve biraz
pipetleme yapildiktan sonra bagka bir ependorfa bu ependorfdan 20 pl ilave edildi ve bunun
tizerine de 20 pl tripan mavisi ilave edilip karisim 2 dk siireyle bekletildi. Bu karigimdan 20 pl
alip thoma laminin her iki kisminda hemositometrik dlgiim yapildi. Olii hiicreler tripan mavisi
boysiyla boyanirken, canli hiicreler ise boyanmamigtir. % Sag kalimin formiilii ise asagidaki

gibidir.

Canl1 hiicre sayisi/ml

%Sag kalim= x100

Toplam hiicre sayisi/ml
Hiicre Lizisi:

Petri kabindaki hiicreler belirtilen inhibitorler ile muamele edildikten sonra 1 ml PBS
ile yikandi. Hiicreler daha sonra 200 pl lizis soliisyonu (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA
ve %0.5 Triton-X 100, pH 7.4) ile 30 dk buzda inkiibe edildikten sonra 15 saniye Kontes Pellet
Pestle ile karigtirilarak komple homogenizasyon saglandi. 12.000 rpm’de 15 dk santrifiij

edildikten sonra siipernatant -80°C’ye konuldu.
Protein Tayini:

Protein miktar tayini i¢in Bio-Rad Protein Assay metodu kullanildi [53]. Bio-Rad
protein standardma (28 mg) 20 ml steril dH,O eklenerek 1.4 ug/ul soliisyon elde edilir ve
alikotlanarak —20°C’de muhafaza edilir. Standart tiipleri Cizelge 3.1°de gorildigii gibi
hazirlanir. Numune tiipiine ise 4 pl protein hiicre homogenati + 796 pl dH,O ve 0.2 ml Bio-
Rad boyasi karistirilarak hazirlanir. Tiipler karistirilir ve 5 dk oda 1sisinda bekletildikten sonra
ODsgs deney kortine karsi UV Spektrofotometrede okunur. Numunelerdeki protein miktar1 aym
sekilde absorbans degerleri okunduktan sonra cizilen standart grafigi yardimiyla hesaplandi.

Standart grafiginin dogrusalligini gosteren r* degeri minimum 0.98 olarak elde edilmistir.

Cizelge 3.1 Bio-Rad protein tayin metodunda kullanilan miktarlar.

Soliisyon Standart (ul) Tampon (ul) dH,O (nl) Bio-Rad Dye (ml)

Deney Kori - 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
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SDS-PAGE:

Poliakrilamid jel elektroforez icin mini elektroforez tanki kullanildi. %0.1 SDS
iceren %12’lik poliakrilamid jelde 25 veya 30 pg protein 100V veya (150V) elektik akimi
uygulanarak ayristirildi [54].

Cizelge 3.2 Ayristirma jeli (Separating Gel) hazirlanist.

Stok Soliisyon %10 %12

dH,O 3.65 ml 3.15ml
1 M Tris-HCI pH 8.8. 3.75 ml 3.75 ml
%40 Akrilamid 2.50 ml 3.00 ml
%10 SDS 100 pl 100 pl
%10 Amonyum persiilfat 100 pl 100 pl
TEMED 6 ul 6 ul

Ayristirma jeli Cizelge 3.2°deki gibi hazirlanip iyice karistirildiktan sonra hemen 1
ml’lik pipet ile cam plaklar arasina dokiiliir. Ve iizerine 1 ml 2-propanol pipet ile konulur (hizli
polimerize olmasi icin). Jel katillagtiktan sonra 2-propanol dokiiliir ve stacking jel (yigma

jeli, %3.75) hazirlanir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3 Y1gma jeli (Stacking Gel) hazirlanisi.

dH,O 2.329 ml
1 M Tris-HCI pH 6.8. 375 ul
%40 Akrilamid 281 ul
%10 SDS 30 ul
%10 Amonyum persiilfat 30 ul
TEMED 5 ul

Stacking jeli ayristirma jeli tizerine dokiiliir ve tarak yerlestirilir. Spacer ve tarak (8
kuyulu) ebatlar1 1 mm kuyulara maksimum 45 pl numune yiiklenebilir. Numuneler > 90°C’de
5 dk denatiire edilir ve denatiirasyondan sonra buharlagan sivinin ependorfun dibine ¢dkmesi
icin kisa bir siire (10 saniye kadar) 12.000 rpm’de santrifiij edilir. Daha sonra numuneler
hemen kuyulara yiiklenir. 100V’da yaklasik 2 saat 10 dk akitilir, mA ve WATTS maksimuma

ayarlanir. Jel ¢ikarildiktan sonra Western-blot i¢in 15 dk transfer soliisyonuna konulur.
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Western Blotting:

Western-blot i¢in Amersham firmasinin protokolii takip edildi. PVDF membrani 8 x 9
cm ebatlarinda, filtre kagidi (2 tane) ise 11 x 9 cm ebatlarinda kesilir. PVDF membran1 15
saniye metanol ile aktive edilir ve 2 dk dH,O’da bekletildikten sonra 5 dk’da transfer
soliisyonuna konulur. PVDF membran1 iki siinger ve 2 filtre kagidi arasinda jelin {izerine
kapatilir. 70V’da 3 {i¢ saat transfer edilir. Transferden sonra membran ¢ikarilir ve metanol ile
yikanir ve filtre kagidi iizerine konularak 15 dk kurutulur (proteinlerin daha iyi membrana
baglanmasi i¢cin). Membran 15 dk sonunda tekrar metanol ile 15 saniye aktive edilir ve iyice
dH,O ile yikanir. %5’lik blocking soliisyonunda (1.5 g 30 ml TBS-T’de hazirlanir) bir gece
4°C’de bekletilir. Sabahleyin, membran TBS-T ile ti¢ defa yikanir (1. yikama 15 dk., 2. yikama
5 dk., ve 3. yikama 5 dk.). Primer antikor elF2a (Ser51 P) 1:4000 seyreltilir (15 ml hazirlanir;
3.75 ul 15 ml TBS-T soliisyonuna konulur). Total elF2a antikoru ise 1:500 seyreltildi. Fare
monoklonal Hsp70 antikoru ise 1:5000 seyreltilmistir. Primer antikor ile 1 saat inkiibasyondan
sonra membran ii¢ defa ayn1 sekilde yikanir ve sekonder antikor konulur (anti-rabbit veya anti-
mouse, 1: 5000 seyreltilir: 3 pl antikor 15 ml TBS-T soliisyonunda) 1 saat inkiibe edilir ve
tekrar membran TBS-T ile yikanir. Membran lizerine HRP substrati pipetlenir ve 2 dk
bekletilir. Substrat Reaktifl 4 ml ve Reaktif2 4 ml karigtirilarak hazirlanir. Membran plastik
streg ile sarilir. iki mukavva kagidi arasinda membranin {izerine Kodak Bio-Max film (18 cm x
24 cm) konularak kemiliiminesans filme yansitilir (2 dk). Film makas ile karanlik odada
ortadan kesilerek yarist kullanilir diger yarisi tekrar kutusuna konulur. Film banyo islemi: 5 dk
developing soliisyonu, 1 dk dH,O ve 10 dk Fixer’de bekletilir. Son olarak film bol su ile

yikanir ve kurutulur.
Kullanilan Soliisyonlar:
Tripan mavisi

0.4 g tripan mavisi hassas terazide tartilip son hacim 100 ml olacak sekilde PBS ilave

edilir.
2X elektroforez tampon soliisyonu (Running Solution)

12 g Tris Base, 57.6 g Glisin ve 4 g SDS. 2 L’ye tamamlanir. Elektroforez yapilacagi

zaman 1:1 dH,O ile seyreltilir.
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1 M Tris-HCI pH 8.8

12.114 gram tartilir ve yaklasik 60 ml de ¢oziildiikten sonra pH 8.8’¢ 1 N HCI ile

ayarlanir. Son hacim 100 ml’ye tamamlanir. 4°C’de muhafaza edilir.
1 M Tris-HCI pH 6.8

12.114 gram tartilir ve yaklagik 60 ml de ¢oziildiikten sonra pH 6.8’ 1 N HCI ile

ayarlanir. Son hacim 100 ml’ye tamamlanir. 4°C’de muhafaza edilir.
%40 Akrilamid
19.48 g akrilamid, 0.52 g bis-akrilamid 50 ml son hacimde ¢oziiliir.
%10 Amonyum persiilfat
0.1 g amonyum persiilfat 1 ml dH,0O’da ¢oziiliir. Elekroforez yapilacagi giin hazirlanir.
%10 SDS
4 g SDS 40 ml dH,0’da ¢oziiliir.
Transfer soliisyonu

25 mM Tris base, 192 mM Glisin, %7 Methanol ve %0.07 SDS. Hazirlanisi: 2 L i¢in
28.826 g Glisin, 6.057 g Tris-Base, 1.4 g SDS ve 140 ml Metanol. lyice karistirlir.

Kullanilan Cihazlar:

e Niive marka otoklav.

e HANNA marka pH 6l¢iim cihazi.

e KONTES marka Pellet pestle (manuel homejenizator).
e LABCONCO marka gii¢c kaynagi.

e BIO-RAD Smart SpecPlus marka spektrofotometre.
e HF 90 marka CO, inkiibator.

e Hettich ZENTRIFUGEN marka santrifij.

e APOLLO Model Western-blot cihazi.

e CONSORT N.V. marka mini electroforez tanki.

e GYRO-ROCKER STR 9 marka ¢alkalayici.

e SANYO derin dondurucu.

e Motik marka inverting mikroskop.
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4. SONUCLAR

4T1 ve BI16F10 hiicre kiiltlirleri 35 x 10 mm’lik steril petrilerde {iiretildiler. Bu
hiicreler asagida belirtilen siirelerde, %0.1 DMSO ve 50 uM konsantrasyonundaki MG-132
proteozom inhibitorii ile muamele edilip, karbondioksit inkiibatoriinde (37°C, %5 CO,) inkiibe
edildiler. Daha sonra asagida belirtilen siirelerin sonunda ilgili petrideki hiicreler inverted 151k
mikroskobunda incelenmeye alindi ve morfolojileri kaydedildi. Sekil 4.1°deki 4T1 hiicreleri
10x’lik objektif ile incelendiginde 0. ve 4. saatlerde kontrol ve 50 uM MG-132 muameleli
hiicrelerde herhangi bir degisiklik olmadig1 gozlendi. Bu durumdaki hiicrelerin besiyeri ortami
bulunan petri kabinin dibine hiicre uzantilartyla yapisik halde oldugu ve hiicrelerin belirli bir
seklinin oldugu goriilmektedir ve hiicrelerin ¢ok biiylik bir ylizdesi canlidir. 8. saatten itibaren
50 uM MG-132 ile muamele edilmis 4T1 hiicrelerinde morfolojik bir degisim gozlenirken
kontrol hiicrelerinde ise herhangi bir degisim gézlenmemistir. Sekil 4.2°’deki B16F10 hiicreleri
ayni1 sekilde 10x’lik objektifde incelendiginde 4T1 hiicrelerine benzer sekilde 0. ve 4. saatlerde
kontrol ve 50 uM MG-132 ile muamele edilmis hiicrelerde herhangi bir degisiklik olmadigi
gozlendi. Yine 4T1 hiicrelerinde oldugu gibi B16F10 hiicrelerinde 8. saatten itibaren yalnizca
MG-132 muameleli hiicrelerde morfolojik bir degisim gdzlenmistir. Ilag uygulanmis B16F10
ve 4T1 hiicrelerinde, apoptotik hiicrelerde siklikla goriilen hiicre biiziilmesi, kii¢lilmesi, kiiresel
bir sekil almasi1 ve petri kabindan kalkmasi gibi morfolojik degisimler gozlenmistir. Sekil
4.3’deki 4T1 ve B16F10 hiicreleri 40x’lik objektifde incelendiginde 24. saatte %0.1 DMSO’lu
hiicrelerde herhangi bir degisim gozlenmez iken 10 pM MG-132 ile muamele edilmis 4T1 ve
B16F10 hiicrelerinde ise morfolojik degisimler daha detayli gdzlenmistir.  Hiicrelerin
morfolojik degisimlerinden elde ettigimiz sonuglara gore her iki hiicre tipi MG-132 proteozom

inhibitoriine karst hassastir ve her iki hiicre tipinde hiicre 6liimii gdzlenmektedir.

Morfolojik analizler ile elde edilen sonuglar1 tripan mavisi testi ile teyit etmek i¢in esit
sayida 4T1 ve B16F10 hiicreleri logaritmik fazda iken %0.1 DMSO ve 10 uM MG-132
proteozom inhibitorii ile 24 saat siireyle inkiibe edildiler. Daha sonra hiicreler thoma lami
iizerinde inverted 151k mikroskop yardimiyla incelendi. Her grup i¢in 6lii ve canli hiicreler
thoma lami yardimiyla sayilarak % sagkalim hesaplandi. % Sagkalim grafigi (Sekil 4.4)
incelendiginde DMSO (%0.1) ile muamele edilen 4T1 hiicrelerin %9542.4’in canli oldugu
goriilmiigtir buna karsin 10 uM MG-132 ile muamele edilen hiicrelerin %53+6.8’in canli

kaldig1 belirlenmistir (Sekil 4.4 b).
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DMSO MG-132 50uM

4 saat

8 saat

12 saat

24 saat

Sekil 4.1 Proteozom inhibisyonu sonucu 4T1 hiicrelerinde goriilen morfolojik degisimler.

4T1 hiicrelerinin farkli zaman siireleri i¢in %0.1 DMSO ve 50uM MG-132 ile

muamele edilmesiyle meydana gelen morfolojik degisimler (10x’lik objektif).



28

DMSO MG-132 50uM

4 saat

8 saat

24 saat

Sekil 4.2 Proteozom inhibisyonu sonucu B16F10 hiicrelerinde goriilen morfolojik degisimler.

B16F10 hiicrelerinin farkli zaman siireleri i¢in %0.1 DMSO ve 50uM MG-132 ile

muamele edilmesiyle meydana gelen morfolojik degisimler (10x’lik objektif).
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Benzer sekilde B16F10 hiicrelerinde canli kalan hiicrelerin orani kontrolde %84.7+9.05
iken 10 uM MG-132 ile muamele edilen hiicrelerde bu oran %57.442.8 olarak gdzlenmistir
(Sekil 4.4 a). Bu sonuglarin GraphPad Prism 3.03 programu ile istatistiki analizi yapildiginda
proteozom inhibitérii MG-132’nin her iki kanser hiicresinde kontrole gore (%0.1 DMSO)
onemli oranda hiicre Sliimiini tetikledigi goriilmiis (p < 0.05) ve her iki kanser hiicresinin
protezom inhibitdriine karsi hassas oldugu anlasilmigtir. 4T1 kanser hiicrelerindeki sitotoksik
etkilerin protein sentezindeki inhibisyondan kaynaklanip-kaynaklanmadigimi belirlemek igin
elF2a fosforilasyonunu inceledik. Morfolojilerindeki degisimler ve % sagkalim oranlar
sebebiyle apoptozise ugradigini diisiindiigiimiiz, 4T1 hiicre kiiltlirleri 35 x 10 mm’lik petrilerde
iiretildikten sonra 50 uM MG-132 ile 6 saat kadar muamele edildiler. Daha sonra SDS-PAGE
ve Western-blot metodlar1 kullanilarak global protein sentezini translasyonun baglama

asamasinda inhibe eden elF2a (P) proteinin seviyesine bakildi.

Yaptigimiz deneylerin sonucunda (Sekil 4.5) 50 uM MG-132 ile muamele edilmis 4T1
hiicrelerinde elF2a (P) protein miktarlar yiiksek ¢ikarken kontrol hiicrelerinde ise ¢ok diigik
miktarlarda ¢ikmistir. Bu da bize 6 saat gibi kisa siireli ilag muamelesinin global protein
sentezini translasyon asamasinda inhibe ettigini gostermektedir. Ayni deney bu sefer total
elF2a igin yapildiginda (Sekil 4.6), hem 50 uM MG-132 ile muamele edilmis 4T1 hiicrelerinde
hem de %0.1 DMSO ile muamele edilmis 4T1 hiicrelerinde total elF2a protein miktarinin
yaklagik olarak ayni oldugu ve degismedigi goriilmektedir. 50 uM MG-132 ile muamele
edilmis 4T1 hiicrelerinde elF2a (P)/total elF2a oranin yaklasik olarak 3 kat arttigi goriilmiistiir.
elF2a fosforilasyonunda, Hsp70 proteinin bir rolii olup-olmadigini tespit etmek i¢in Once
Western-blot ile proteozom inhibisyonundan sonra Hsp70 proteinin benzer sekilde uyarilip-
uyarilmadigini inceledik. Sekil 4.7°deki sonuglara gore, %0.1 konsantrasyonundaki DMSO ile
6 saat siireyle muamele edilmis 4T1 hiicrelerinde Hsp70 miktar1 diisiikken, yine ayni stirede 50
uM MG-132 ile muamele edilmis 4T1 hiicrelerinde ise Hsp70 miktarinin 6nemli oranda arttig1
goriilmektedir. Bu sonuglara gére 4T1 kanser hiicrelerinde MG-132 ile olusturulan hiicresel
stres sonucu, elF2a fosforilasyonuna benzer bir sekilde anti-apoptotik Hsp70 protein
miktarinda da artma oldugu goriilmektedir. Hsp70, antiapoptotik bir protein olup HRI kinaz’in
aktivasyonu i¢in ve elF2o’nin fosforilasyonu igin gerekli oldugu retikiilosit hiicrelerinde
gosterilmistir [63]. Dolayisiyla, elde ettigmiz bu sonug, Hsp70 proteinin elF2a
fosforilasyonunda bir rolii olacagini ima etmektedir ve ileriki c¢alismalarda Hsp70’in bu

fosforilasyondaki roliiniin arastirilmasi gerekmektedir.
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DMSO MG132 10 pM

4T1

B16F10

Sekil 4.3 4T1 ve B16F 10 hiicrelerindeki morfolojik degisimlerin 40x objektif ile analizi.

24 saat siireyle %0.1 DMSO ve 10 uM MG-132 ile muamele edilmesiyle hiicrelerde
meydana gelen morfolojik degisimler (40x’lik objektif).

100 100
£ 754 g 754
S s
S S I
'® 50- D 50-
() )
X X

25 25

0- 0-

DMSO MG-132 DMSO MG-132

Sekil 4.4 4T1 ve B16F10 hiicrelerinin sagkalim grafigi.

a) MG132’nin B16F10 hiicrelerindeki sitotoksik etikisinin tripan mavisi testi ile tayini.

b) 4T1 hiicrelerinde MG132’nin sitotoksik etkisinin tripan mavisi testi ile tayini.
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4T1

DMSO MG132

Sekil 4.5 Proteozom inhibisyonu sonucu elF2a fosforilasyonun Western-blot ile analizi.

4T1 hiicrelerinin 6 saat siireyle %0.1 DMSO ve 50 uM MG-132 ile muamelesi

sonucunda hiicrelerde goriilen elF2a (P) seviyelerinin Western-blot metodu ile analizi.

4T1
DMSO MG132

elF2a —»

Sekil 4.6 Proteozom inhibisyonu sonucu total elF2a’nin Western-blot ile analizi.

4T1 hiicrelerinde 6 saat siireyle %0.1 DMSO ve 50 pM MG-132 ile muamelesi

sonucunda hiicrelerde goriilen total e[F2a seviyelerinin Western-blot metodu ile analizi.
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4T1
DMSO  MGI32

Hsp70 —>

—
-

Sekil 4.7 MG-132 ile proteozomun inhibe edilmesi sonucu Hsp70 miktarindaki yiikselmenin

Western-blot ile analizi.

4T1 hiicrelerinin 6 saat siireyle %0.1 DMSO ve 50 puM MG-132 ile muamelesi

sonucunda goriilen Hsp70 proteinindeki artis.
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5. TARTISMA

Kerr ve Ark. yayinladiklari bir makalede iki tip hiicre oliimiinden bahsetmislerdir;
genetik olarak kontrol edilen programli hiicre 6liimii apoptozis ve programli olmayan ve
yaralanmalar sonucu meydana gelen nekrozis [55,56]. Clarke ve Ark. ise, dogal gelisimsel
hiicre 6liimii ve toksin uygulamasi sonrast olusan hiicre 6liimiinii apoptozis olarak tanimlamig
ve bu tip hiicre 6limiiniin, hiicre kiigiilmesi, kromatin yogunlagmasi, ¢ekirdek i¢inde bulunan
DNA’nin fragmentlere ayrilmasi ve apoptotik cisimciklerin olusumu gibi 6zellikleriyle ayirt

edildigini sdylemistir [56,57].

Uzerinde ¢alistigimiz 4T1 ve B16F10 kanser hiicrelerini proteozom inhibitérii MG-132
ile muamele ettigimizde hiicrelerin petri kabinin dibinden kalktigini ve besiyeri ortaminda
yiizer bir hal aldigimi, kiiresellestigini, kiigiillip biiziildiigiini, komsu hiicrelerden ayrildigini,
membran zarinda kiiciik vezikiillerin olustugunu ve iizerine diisen 15181 daha ¢ok yansittigim
gozlemledik. Benzer morfolojik degisikliler Zhang ve Ark. (2005) tarafindan Hela
hiicrelerinin 0.1 uM 4DPG ile muamele edilmesi ile kaydedilmistir ve bu hiicrelerin apoptozise
ugradiklar goriilmiistiir [S8]. Yine benzer sonuglar, spesifik proteozom inhibitorleri LLnV ve
PSI ile muamele edilmis HL60 hiicrelerinde ilag ilavesinden yaklagsik olarak 3-4 saat sonra
hiicrelerin bir kisminda apoptozis gozlenmis ve morfolojik olarak da hiicre membraninda
keseler ve hiicre kiigiilmesi gozlenmistir. Uzun siireli ilag muamelesi sonucunda ise apoptozisin

onemli belirteglerinden olan DNA fragmantasyonu gozlenmistir [45].

Proteozom inhibitérii MG-132’nin sitotoksik ve anti-proliferasyon etkileri tripan
mavisi ile yaptigimiz % sagkalim deneyleri ile dogrulanmistir. Bu ¢alismalar sonucunda, hem
4T1 hiicrelerinde hem de B16F10 hiicrelerinde, ilag muamelesi sonucunda kontrol gruplarina
gore anlamli bir fark elde edilmistir (p < 0.05). Yapilan diger bazi enteresan ¢aligmalarda ise,
bazi tiimor hiicrelerinde (DHL4 lenfoma ve akciger kanser hiicresi H460) proteozom
inhibitorleri ile apoptozis uyarilmasi i¢in ¢ok yiiksek konsantrasyon kullanilmas1 gerekmektedir
(direngli hiicrelerdir); bazilarinda ise proteozom inhibitorler apoptozis uyarilmasina tamamen
engel olmaktadirlar (timiis hiicreleri ve sempatetik ndronlar) [35,59,60]. Bu sebeple, elde
ettigimiz bu bulgular proteozom inhibitorlerinin tek basina veya kombine olarak bagka
inhibitorler ile kullanildiginda meme ve melanoma kanserlerinde etkili olma olasiliginin yiiksek

oldugunu gostermektedir.

Agresive malignant neoplazmalarin en belirgin ozelliklerinden bir tanesi protein
sentezindeki artigtan kaynaklanan hizli proliferasyondur [61]. Giris boliimiinde de belirtildigi

gibi protein sentezinin global kontrolii elF2c alt iinitesinin spesifik olarak Ser51°den
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fosforilasyonu ile olmaktadir [42]. Fosforile edilmis [elF2a (P) | GDP/GTP degisimini
saglayamaz ve elF2o(P)-eIF2B ayrilmaz bir kompleks olusturur [42,43] ve bu mekanizma
araciligi ile protein sentezi komple durmaktadir. Yine, Schewe ve Aguirre-Ghiso (2009),
multiple miyeloma (MM) hiicreleri ile yaptiklari ¢alismada elF2a’y1 hiperfosforile durumda
tutan tedavi stratejilerin proteozom inhibitorii PS-341’in apoptotik etkisini arttiracagini ve PS-
341 ile tedavi edilen multiple miyeloma hastalarinda yaygin olarak goriilen tliimoriin niiksetme
problemini azaltacagini Onermislerdir [62]. Bu sebeple, 4T1 ve B16F10 hiicrelerinde
gozlemledigimiz proteozom inhibitorii MG-132’nin sitotoksik etkilerinin kismen elF2a
fosforilasyonu aracili protein sentezindeki durmadan kaynaklanip kaynaklanmadigin
belirlemek igin her iki hiicrede proteozom inhibisyonundan sonra Western-blot yontemi ile
elF2a fosforilasyonunu inceledik. Sonuclar boliimiinde kapsamli bir sekilde anlatildigi gibi
4T1 hiicre dizisinde 6nemli oranda elF2a fosforilasyonunda bir yiikselme goriilmiistiir. Benzer
sonuglar daha 6nce Yerlikaya ve Ark (2008). tarafindan da rapor edilmistir. Bu ¢aligmada ise,
26S proteozom inhibitdrii COS-7 hiicrelerinde 4 saat gibi kisa siireli muamelesi sonucunda
global protein sentezinin elF2a fosoforilasyonu nedeniyle baglama asamasinda durdugunu
gozlemlemislerdir [4]. Protein sentezindeki bu inhibisyonun nedenini aydinlatmak igin
yaptiklar1 deney sonucunda elF2a’y1 fosforile eden kinazlar arasindan (GCN2, PERK, PKR ve
HRI ) yalnizca HRI™ hiicrelerinde (HRI knock out) proteozom inhibisyonundan sonra elF2a
fosforilasyonunun goézlenmedigini rapor etmislerdir [4].  Bundan dolayi, proteozom
inhibitdrlerinin sitotoksik ve anti-tiimor etkilerinin bir kisminin protein sentezi inhibisyonundan
kaynaklandigini diistiniiyoruz.  Proteozom inhibisyonundan sonra elF2oa fosforilasyonuna
neden olan mekanizmalarin aydinlatilmasi ile yeni kanser tedavi yontemlerinin gelismesine yol
acacagini disiiniiyoruz. Yerlikaya ve Ark. yaptiklar1 ¢alismada elF2a fosforilasyonuna,
proteozomun inhibisyonundan sonra HRI kinaz enzimin sebep oldugunu bulmuslardir [4]. HRI
kinaz enziminin ise farkli yollardan aktive oldugu bilinmektedir; bunlardan bir tanesi 1s1 sok
proteinleri (Hsp) ile olan muhtemel etkilesimidir. Lu ve Ark. (2001), Hsp70 proteinin stres
sartlarinda HRI kinaz enziminin katlanmasi ve aktif forma doniigsmesi icin gerekli oldugunu
gostermislerdir [63]. elF2a fosforilasyonundaki bu yiikselmeye 1s1 sok proteinlerinden Hsp70
proteinin neden oldugunu varsaydik. Hsp70 proteinin bir rolii olup olmadigini dogrulamak igin
oncelikle Hsp70 proteinin proteozom inhibisyonundan sonra uyarilip uyarilmadigint Western-
blot yontem ile inceledik. Sekil 4.7°de gorildiigii gibi 4T1 hiicre kiiltlirlerinde Hsp70
miktarinda anlamli bir artis gézlenmistir. Hsp70 miktarindaki bu 6énemli artigin HRI kinazi
aktive edecegi ve bunun akabinde elF2a fosforilasyonunu yiikselttigini tahmin etmekteyiz.

Hsp70’in elF2a fosforilasyonunda kesin bir rolii olup-olmadigini belirlemek igin proteozom
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inhibisyonundan sonra gozlemledigimiz Hsp70 uyarilmasini iki farkli Hsp70 inhibitori ile
(quercetin ve KNK437) inhibe etmeye calisacagiz. Bu deneyler sonucunda elF2a
fosofrilasyonunda Hsp70’in bir gorevi olup-olmadigini dogrulamaya calisacagiz. Eger olumlu
sonug elde edemezsek caligmalarimizi HRI kinazi aktive eden diger mekanizmalara yoneltmeyi
hedefliyoruz. Bu mekanizmanin ileride aydinlatilmasi ¢ok onemli alternatif kanser tedavi

yontemlerinin gelismesine yol agacagi kanaatindeyiz.
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