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ONSOz

Multipl myelom (MM), antikor Ureten plazma hucrelerinin malign transformasyonu sonucu
olugan bir kanser turudur. Primer MM tedavisindeki ilerlemelere ragmen, MM hala tedavi
edilemeyen bir hastaliktir ve MM’'de daha etkin sonuglar i¢in kombinasyon tedavileri ile ilgili

daha fazla preklinik ¢calismalara gereksinim vardir.

MM tedavisinde protezom inhibitorii olan bortezomib (BTZ)-tabanli kombine tedavilerle ilgili
preklinik calismalarin sonuglari, bu kombinasyonlarin klinik etkinliklerinin beklenenden daha
az oldugu goéstermektedir. Bu nedenle yeni tedavi ajanlarinin dahil edildigi kombinasyon

denemelerine gereksinim vardir.

BTZ, bafilomisin (BAF), vorinostat (SAHA) ve 5-azasitidin (5-AzaC)’i igeren proteozom
inhibisyonu-tabanli kombine tedavinin MM hicre sitotoksitesi Uzerinde etkinligi ve bu
etkinligin hangi programli hucre olimd/élumleri Uzerinden gerceklestigi tam olarak
bilinmemektedir. Bu projede, BTZ, BAF, SAHA ve 5-AzaC’nin, MM hicre sitotoksisitesinde
sinerjik etki gdstererek daha glgli tedavi yanitlarin elde edilmesini sadlayip saglamadiklari
ve epigenetik modilasyonu da igceren bu 4’0 preoteozom inhibisyonu-tabanli kombine
tedavinin, ER stresi-ile iligkili apoptozu ve/veya otofajiyi arttirarak daha guclu tedavi yanitlari

olusturup olusturmadiklarinin arastiriimasi amaglanmistir.

Bu amagla hazirlanan ve tamamlanan “Multip] Myelomda Proteozom Inhibisyonu-Tabanli
Kombine Tedavinin Etkinligi’ baslikli proje TUBITAK tarafindan 15/01/2015 tarihinde
114S905 no’lu Hizh Destek Projesi olarak desteklenmistir.
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OZET

Multipl myelom (MM), antikor Ureten plazma hucrelerinin malign transformasyonu sonucu
olugan bir kanser turudur. Primer MM tedavisindeki ilerlemelere ragmen, MM hala tedavi
edilemeyen bir hastaliktir ve MM’'de daha etkin sonugclar icin kombinasyon tedavileri ile ilgili

daha fazla preklinik ¢calismalara gereksinim vardir.

MM tedavisinde proteazom inhibitort olan bortezomib (BTZ)-tabanli kombine tedavilerle ilgili
preklinik ¢calismalarin sonuglari, bu kombinasyonlarin klinik etkinliklerinin beklenenden daha
az oldugunu gostermektedir. Bu projede BTZ, vorinostat (SAHA), 5-azasitidin (5-AzaC) ve
bafilomisin (BAF)’i iceren proteazom inhibisyonu-tabanli kombine tedavinin MM hicre
sitotoksitesi Uzerinde etkinligini degderlendirmeyi ve bu etkinligin hangi programl hucre

olimu/élumleri Gzerinden gergeklestigini belirlemeyi amagladik

Proje kapsaminda ¢ncelikle U266B1 ve RPMI 8226 MM hiicre dizilerinde BTZ, SAHA, 5-
AzaC ve BAF ajanlarinin tek tek ve dortli kombinasyon ICso deg@erleri belirlendi. Kullanilan
ajanlarin MM hiicre dizilerinde sitotoksik etkilerinin apoptoz ve otofaji acgisindan
degerlendiriimesi amaciyla Annexin V boyamasiyla flow sitometri ve kaspaz-3 ve kaspaz-7
proteinlerine yonelik western blotlama yontemleri kullanildi. Otofaji agisindan ise akridin oranj
boyasiyla floresan mikroskobik analiz ve LC3 ve beklin-1 proteinlerinin western blot analizi
uygulandi. Son olarak hiicre dizilerindeki sitotoksisitenin endoplazmik retikulum (ER) stresi
ile iliskisi agcisindan CHOP ve XBP1 genlerinin ekspresyon analizleri kantitatif gergek zamanli

PCR ile gerceklestirildi.

BTZ, BAF, SAHA ve 5-AzaC’dan olusan dortli kombinasyon tedavisi, protein degredasyon
sistemlerinin es zamanl baskilanmasina yol agarak MM hicrelerinde ER stresini
artirmaktadir. Bu da CHOP gibi ER-stresi aracili apoptotik sinyallerin aktivasyonuna neden

olarak, MM’'da gugli bir bigimde apoptozu uyarir.

BTZ, SAHA, 5-AzaC ve BAF'I igeren proteozom inhibisyonu-tabanli kombine tedavinin MM
hiucre sitotoksitesi Uzerinde etkinligini degerlendirmeyi hedefleyen bu preklinik galismadan
elde edilen veriler, 6zellikle relaps/refraktéor MM hastalarinin tedavisinde alternatif yeni
yaklasimlari sunmasi ve in vivo galismalari kapsayan yeni projelerin olusturulmasina olanak

saglamasi agisindan dnemli olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Multipl myelom, bortezomib, ER-stresi, otofaji, apoptoz



ABSTRACT

Multiple myeloma (MM) is the malign transformation of the antibody producing plasma cells.
Although novel treatment strategies emerge, MM still lacks complete treatment. More

preclinical studies are needed for effective combined treatment strategies.

Preclinical studies regarding the effects of a proteasome inhibitor, bortezomib (BTZ)-based
combination therapies show that the clinical responses of these treatments are lower than
expected. In this study we aimed to evaluate the efficiency of prateasome inhibition-based
combination therapy including BTZ, vorinostat (SAHA), 5-azacitidine (5-AzaC) and
bafilomycine (BAF) on MM cell cytotoxicity and to demonstrate the underlying programmed
cell death.

First we detected the ICso levels of the drugs over U266B1 and RPMI 8226 MM cell lines
alone and in combination. The cytotoxicity of the drugs in terms of apoptosis or autophagy
was determined by flow cytometry analysis using Annexin V staining and western blotting of
caspase-3 and 7 proteins. Fluorescent microscopy analysis by acridine orange staining and
western blotting for LC3 and beclin-1 was used for evaluation of autophagy. Real-time
polymerase chain reaction was used for the expression analysis of XBP1 and CHOP genes

regarding the endoplasmic reticulum (ER) stress related to cytotoxicity.

The combination therapy including BTZ, BAF, SAHA and 5-AzaC leads to simultaneous
inhibition of protein degradation systems and results in ER stress induced apoptosis. Our
results are important, especially in cases of relapsing/refractory MM, since they present
alternative treatment approaches and new projects regarding the in vivo efficiency of

combination therapies may be developed.

Keywords: Multiple myeloma, bortezomib, ER-stress, autophagy, apoptosis
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GIRIS
Multipl myelom (MM), antikor Ureten plazma hicrelerinin malign transformasyonu sonucu
olusan bir kanser turtdir. Primer MM tedavisindeki ilerlemelere ragmen, MM hala tedavi

edilemeyen bir hastaliktir ve MM’'de daha etkin sonuglar igin kombinasyon tedavileri ile ilgili

daha fazla preklinik ¢calismalara gereksinim vardir.

Uzun bir sdredir Multipl Myelom (MM)'da en dnemli tedavi stratejilerinden biri de proteozom
inhibisyonudur. Klinik olarak yaklasik 10 yildir protezom inhibitori olarak bortezomib (BTZ)
ve BTZ-tabanli kombine tedaviler kullaniimaktadir. Konvansiyonal tedavi ile
karsilastirildiinda, BTZ igceren kombine tedaviler her ne kadar daha iyi sonuglarin elde
edilmesine olanak saglamigssa da, MM ortalama 3-6 yil sagkalim slresi ile hala tedavi
edilemeyen bir hastaliktir. Bu nedenle, daha etkin tedavi olanaklarinin arastiriimasi kritik

Oneme sabhiptir.

MM'nin patogenezinde Nuklear Faktor Kappa B (NF-kB)'nin surekli aktif olmasi énemli yer
tutmaktadir. Bu aktivite en azindan anti-apoptotik proteinlerin uyarimina neden olarak, hem
MM hilcrelerinin  sagkallminda hem de kemoterapi ve radyoterapiye direngte rol
oynamaktadir. NF-kB inhibitéri olan IkB’nin proteozom igin bir substrat olmasindan yola
¢ikarak, baslangicta MM tedavisinde BTZ kullaniminda asil hedef NF-kB'yi inhibe etmekti.
Ancak son yillardaki ¢alismalar, BTZ'nin MM ve lenfoma hicrelerinde NF-kB’nin kanonikal
yolagini aktive ettigini, boylelikle BTZ'nin terapotik etkisinin NF-kB aktivitesinin inhibisyonu
olmadigini gdstermistir. BTZ-aracili sitotoksisitenin altinda yatan molekiler mekanizmalar
arastirildiyinda, son vyillardaki raporlar MM hicrelerinde BTZ-ile uyarilan sitotoksisitenin bir
diger molekiler mekanizmasinin BTZ'ye yanitla olusan ER-stresi oldugunu gdstermektedir.
Benzer sekilde, son yillarda BTZ’'nin MM hicrelerinde ER-stresi kadar otofajiyi de uyardigi
gosterilmistir. Bu veriler, otofaji-lizozom sistemi ile ubikutin-proteozom sistemi ve ER-stresi
arasinda direkt bir iligkinin varligini gostermektedir. Dolayisiyla, BTZ'nin yanisira bu alternatif
yolaklari hedefleyen ajanlarin kombine kullanimlarinin, MM hicrelerinde daha gugcli
sitotoksik etkiye sahip olabilecekleri distinulmektedir. Bu amagla, ginimize degin birgok
farkh yolaklari hedefleyen ajanlarla farkli kombinasyon tedavilerini degerlendiren birgok
preklinik calisma bulunmaktadir ve bu calismalardan bazilarina ait klinik calismalar devam

etmektedir.

Ne yazik ki, birgok farkl yolagi hedefleyen kombine tedavi yaklasimlarinda her ne kadar in
vitro olarak sinerjik etkiler gdzlense de, bu kombinasyonlarin klinik etkinliklerinin beklenenden

daha az oldugu gosterilmistir. Bu nedenle yeni tedavi ajanlarinin dahil edildigi alternatif
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kombinasyon denemelerine gereksinim vardir. Bu gerekgeden yola ¢ikarak, proje énerimizde
ubikutin-proteozom sistemini hedefleyen BTZ, otofaji-lizozom sistemini hedefleyen BAF,
epigenetik modilasyonu hedefleyen histon deasetilaz inhibitorti olan SAHA ve DNA demetile
edici ajan olarak 5-AzaC’nin kombine kullanimlarinin MM hcre sitotoksisitesi Uzerindeki
etkinligini belirlemeyi amagcladik. S6z konusu hedeflerin farkli kombinasyonlarina ait farkli
veriler bulunmakla birlikte, bilgilerimiz dahilinde literatirde bu hedefleri iceren

kombinasyonlara ait herhangi bir calismaya rastlanmamistir.



LITERATUR OZETi

Multipl myelom (MM), antikor Ureten plazma hucrelerinin malign transformasyonu sonucu
olusan bir kanser turiddr ve malign neoplazmi olusturan plazma hdcreleri kemik iliginde
birikerek, kemik ve kemik iligi fonksiyonlarini etkiler (Kyle vd., 2003). Plazma hucrelerinin
saylisal artigi ile karakterize bu hastaligin tani belirtecleri hiperkalsemi, renal hastalik, anemi

ve osteolitik kemik lezyonlari (CRAB)'dIr.

MM, asiri somatik hipermutasyon ve antijen secimi ile karakterize bir post-germinal merkez
tumorudir (Demchenko ve Kuehl, 2010). Hematolojik malignensilerin %10’'undan fazlasini ve
diger malignensilerin de yaklasik %1’ini olusturur. MM riski yasla birlikte artar ve erkeklerde
gorulme orani kadinlara gore daha ylksektir. Radyasyon ve cesitli kimyallara mesleksel
maruziyetlerin hastalik riskini arttirdigi dusunulmektedir. Bunun yanisira anlami belirsiz
monoklonal gamopati (MGUS) ve soliter plazmasitom gibi plazma hicre hastaliklari da

MM’ye donusebilir (American Cancer Society, 2010).

MM, tam olarak tedavi edilebilir bir hastalik degildir (Anderson, 2011; Bird vd., 2011; Laubach
vd., 2011). Proteozom inhibitéri olan bortezomib (Velcade®), MM tedavisinde kullaniimak
uzere 2006 yilinda FDA’den onay almistir (Kane vd., 2006). MM patogenezinde NF-kB’nin
surekli aktivasyonu ©6nemli bir rol oynadigindan ve NF-kB’nin inhibitérd olan Ik-B,
proteozomun bir substrati oldugundan, baslangi¢cta MM tedavisinde BTZ, NF-kB'’yi inhibe
etmek amaci ile kullaniimistir (Hideshima vd., 2002; Berenson vd., 2001). Ancak sonraki
yillardaki raporlar MM hiicrelerinde BTZ-ile uyarilan sitotoksisitenin bir diger molekuler
mekanizmasinin BTZye vyanitla olusan endoplazmik retikulum (ER) stresi oldugunu
gostermektedir (Meister vd., 2007; Obeng vd., 2006). MM’nin 6zgun biyolojik 6zelliklerinden
biri de monoklonal 1g Gretimidir. IgG-sekrete eden insan MM hucre hatti JK6 ile yapilan bir
calismada, proteozom inhibitorlerinin tercihen ER’de katlanmamis (unfolded) protein birikimi
ile karakterize, yuksek Ig sentez oranina sahip hticrelerde apoptozu uyardiklari belirlenmistir
(Meister vd., 2007). Bu veriler, diger kanser tirleri ile kargilagtirildiginda BTZ’nin MM
tedavisinde tercihan kullanim sebebini aciklayabilmektedir ve MM hicrelerinde, BTZ'nin
sitotoksik etkisinin ER-aracili apoptoz oldugunu gdstermektedir (Meister vd., 2007; Obeng
vd., 2006).

ER stresi, ER lumenindeki katlanmamis (unfolded) veya yanlis katlanmis (misfolded) protein
miktari ile bu proteinleri dogru bigcimde katlayacak ER mekanizmasinin kapasitesi arasindaki
dengesizliktir (Ron ve Walter 2007). BTZ araciligi ile 26S proteozom inhibisyonunun ER’de

yanlis katlanmig (misfolded) proteinlerde artisa neden olduguna dair birgok veri

3



bulunmaktadir (Meister vd., 2007; Obeng vd., 2006; Kawaguchi vd., 2011;
PeriyasamyThandavan vd., 2010; Fels vd., 2008; Ri vd., 2010). Bu durum, Unfolded Protein
Response (UPR) ile koordineli olarak sonugta ER’de strese neden olur. UPR’nin temel
fonksiyonu translasyon oraninin supurasyonu ile ER’ye giren protein miktarini azaltmak veya
saperon proteinlerinin translasyonal aktivasyonu ile katlanma kapasitesini arttirmaktir. Ayni
zamanda, eger proteinler ER’'de dogru bigimde katlanmazlarsa, ubikutin-proteozom yolu ile
degredasyon icin tekrar sitoplazmaya gonderilirler ki bu mekanizma ER-ile iligkili
degredasyon (ERAD) olarak adlandirihr. Eger adaptasyon igin bu stresin Ustesinden
gelinemezse, proapoptotik transkripsiyon faktéri CHOP ile ve kaspaz 12 sinyal iletiminde yer
alan IRE1 ile apoptoz baslar (Ron ve Walter, 2007; Herr ve Debatin, 2001; Verfaillie vd.,
2010). Boylece BTZ ve diger ajanlar kullanilarak bu yolagin terapotik maniplasyonu, ylksek
protein yikleri ve hicresel stresle ilgilenme yetenegi ile interfere olabilir ve MM hiicre 6limu

ile sonuglanabilir (Kawaguchi vd., 2011; Fels vd., 2008).

Klinik denemelerde MM icin BTZ ile 6nemli klinik yararlar saglanmis olsa da toksik yan etkiler
ve direng gelisimi nedeniyle etkinligi ve uygulamasi ile kisithliklar bulunmaktadir (Oakervee
vd., 2005; Richardson vd., 2005; Oerlemans vd., 2008; Smith vd., 2011). Bu nedenle BTZ'nin
etkinligini arttiracak ve/veya toksik etkilerini azaltacak yeni kombinasyon stratejilerinin
arastinimasina gereksinim vardir. Daha fazla klinik aktivite elde etmek amaci ile, son yillarda
¢ogunlukla proteozom inhibisyonu-tabanli kombinasyonlar arastiriimistir (Kubicek vd., 2009;
Lancet vd., 2011; Su vd., 2010; Badros vd., 2009). Preklinik caligsmalarda identifiye edilen
aday ajanlar arasinda, preklink MM modellerinde ve diger insan solid timédrlerinde
proteozom inhibitorleri ve HDAC inhibitérleri kombinasyonlarinin daha gugli ve sinerjik

sitotoksisiteye neden olduklari belirlenmistir (Pei vd., 2004; Lin vd., 2009).

Hicre déngisiinden kagis ve apoptoz gibi bircok normal hlicresel olaylar, histon ve histon
olmayan proteinlerle ve bu proteinlerin asetilasyonu ile regule edilirler. Bu fizyolojik hiicresel
mekanizmalarin birgogu timdr hicrelerinde dizensizdir. Proteinlerin asetilasyon durumu,
birbirine zit etkili histon asetiltransferaz (HAT)lar ve histon deasetilaz (HDAC)larla
dizenlenir (Jazirehi, 2011; Frew vd., 2009; Marks ve Xu, 2009). T-hiucre lenfomasi ve
Hodgkin lenfomada normal doku ile karsilastirildiginda HDAC’larin ekspresyonlarinda artis
oldugu ve bu artisin daha agresif seyir ve zayif tedavi etkinligi ile iligkili oldugu belirlenmistir
(Adams vd., 2010; Marquard vd., 2009). HDAC inhibitorleri (HDACI), protein asetilasyonu
Uzerindeki cesitli etkileri nedeniyle timor hicrelerini ve bu hicrelerin lokal mikrogevresi ile
olan etkilesimlerini hedef alr. Bodylece kanserde regllasyonu bozulan hucresel
mekanizmalari ve sinyal iletim yolaklarini modile eder (Bolden vd., 2006; Dokmanovic vd.,

2007). HAT ve HDAC’larin aktivitesi kanser gelisiminde yer alan yolaklarda rol oynayan
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bircok hlicresel aktiviteyi kontrol ederler. Kor histonlarin N-terminal kuyruklarinda, HAT lar ¢-
amino lizin rezidllerini asetiller ve transkripsiyonal aktivasyonla iligkili agik kromatin
konformasyonunu olugturur, oysa HDAC'lar a-asetil lizin rezidilerini deasetile eder ve
transkripsiyonal baskilanma ile iligkili kapali kromatin konformasyonunu olusturur
(Dokmanovic vd., 2007; Yang ve Seto, 2007; Glozak ve Seto, 2007). Ayni zamanda
HDAC'lar non-histon proteinlere (Ornegin p53, HIF1a, E2F ve NF-kB gibi transkripsiyon
faktorleri) de baglanirlar, onlari deasetile ederler ve aktivitelerini diizenlerler (Bolden vd.,
2006). HDACI'lar, HDAC’larin katalitik bolgesine baglanir, hedef histon Uzerindeki HDAC
aktivitesini onler, histon kodunu degistirir ve sonugta transkripsiyon faktérlerinin promoter
bdlgesine ulasilabilirligini  saglarlar. Ayni  zamanda HDACTI’lar, transkripsiyonun
modulasyonunda rol oynayan non-histon molekuler hedefleri de etkiler (Sasakawa vd., 2003;
Lin vd., 2006). HDACI olan vorinostat (SAHA=suberoylanilide hydroxamic acid) ve trikostatin
A’nin hicre dongusinde durmayi uyararak ve G1 fazinin negatif reguilatorlerini (p21’ler gibi)
upregule ederek insan MM hiicre hatlarinda sitotoksik etki olusturduklari gésterilmistir (Fandy
vd., 2005). Normal hiicresel fonksiyon igin protein asetilasyonu ve deasetilasyonu arasindaki
denge kritiktir ve HDACT'lari, farkh ve énemli biyolojik etkilere sahip histon ve histon-olmayan
proteinlerin (ki bunlar kanserde siddetle etkilenen molekiiller olabilir) asetilasyonunun

regulasyonunda énemli rol oynarlar.

Antimyeloma aktiviteli oldugu gosterilen ilk HDACI da, vorinostattir. Vorinostat (SAHA),
agrezomal protein degredasyonunu bloke edebilen bir oral HDACI'dir ve 2006 yilinda
kutan6z T-hdcre lenfomali bireylerin tedavisinde kullanim igin onay almistir (Mann vd., 2007).
Vorinostat monoterapisi, hem solid hem de hematolojik kanserli bireylerin tedavisinde kabul
edilebilir bir guvenlik profiline sahiptir (Kelly vd., 2005; O’Conner vd., 2006; Richardson vd.,
2008). Hem hucre hatlarinda hem de diger B-hicre malignensili bireylerden alinan hasta
koékenli hlcrelerde aktivite gosterdigi belirlenmistir (Mitsiades vd., 2003). Sonraki yillarda
SAHA’nIn anti-MM etkisi daha iyi karakterize edilmis ve SAHA'ya maruz kalan MM
hicrelerinin molekdler profilinin, MM patofizyolojisinde yer alan insulin-benzeri biyime faktor
reseptori ve IL-6 reseptoru sinyal iletim kaskad Uyelerinin, onkogenik kinazlarin, DNA
sentez/tamir enzimlerinin ve transkripsiyon faktorlerinin  (XBP-1 ve E2F-1 gibi)
transkriptlerinin downregulasyonu kapsayan antiproliferatif ve/veya proapoptotik molekuiler
olaylarin birlikteligini icerdigi gdsterilmistir. Bir bagka énemli bulgu da SAHA’nin proteozom
alt unitelerinin ekspresyonu kadar proteozom aktivitesini de baskiladiginin belirlenmesidir, ve
boylece SAHA, MM hicrelerinin BTZ ile proteozom inhibisyonuna olan duyarhliklarini
arttirmaktadir (Carew vd., 2008; Mitsiades vd., 2004). Ayni zamanda bir faz 2 c¢aligmasi,
vorinostat ve BTZ kombine tedavisinin (dekzametazonlu veya dekzametazonsuz) BTZ'ye

refraktor olan relaps veya refraktor MM hastalarinin yaklasik %40’inda objektif bir yanit
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alindigini gostermistir (Badros vd., 2009). Otuz bir Ulkeden 174 0niversite hastanesinin
katilimi ile gergeklestirilen ve bir faz 3 ¢alismasinda (VANTAGE 088), BTZ'nin tek basina
kullanimi ile karsilastirildiginda vorinostat ve BTZ tedavi kombinasyonu ile daha ylksek yanit
oranlarinin elde edildigi ve progresyon-free sagkallm &émrinin daha uzun oldugu
gOsterilmistir (Dimopoulos vd., 2013). Yukarida tartigilan veriler dogrultusunda, in vitro olarak
HDACI’lari proteozom inhibitorleri ile sinerji g0Osterdikleri, ginimize kadar bu
kombinasyonlarin klinik etkinliklerinin beklenenden daha az oldudu ispatlanmigtir. Bu

nedenle yeni tedavi ajanlarinin dahil edildigi kombinasyon denemelerine gereksinim vardir.

5-azasitidin (5-AzaC), DNA metilasyon inhibitdrt olarak gelistirilen sitozin analoglari sinifina
ait bir ajandir ve  MSD, AML ve MM gibi hematolojik hastaliklarda Klinik etkinlikleri
gosterilmistir (Bhalla, 2005; Kiziltepe vd., 2007). 5-AzaC’nin biyolojik aktivitesi, selller DNA
ve/veya RNA ile iligkilidir. 5-AzaC’nin C6’'si ve DNA metiltransferaz (DNMT)'larin sistein
tiolati arasinda kovalent bag olusur ve DNMT lerin ¢alismasi engellenir. Fizyolojik kosullarda,
bu enzim-DNA/RNA kompleksi irreverzibl olarak olusur, bu hicrelerde DNMT aktivitesi
azalarir ve sonucgta hicresel DNA'da demetilasyona neden olur. Bu durumun timor
sitotoksistesindeki rolu ile ilgili en dnemli mekanizmalar arasinda; i) Sessiz genlerin tekrar
aktive olmasi ile birlikte hicresel DNA'nin demetilasyonu ve ii) irreverzibl, kovalent
enzim/DNA kompleksinin olusmasi nedeniyle DNA hasarinin uyariimasidir (Christman,
2002). MM ile ilgili yapilan bir g¢alismada da, 5-AzaC’nin saglikli dondér PBMC’ler igin
sitotoksik olmadigi, ancak MM hticrelerinde DNA cift-iplik kirik yanitini ve sonugta apoptozu

uyardigi belirlenmigtir (Kiziltepe vd., 2007).

Bafilomisin A1 (BAF), bir makrolid antibiyotigidir ve baglangigta bir proton pompa V-ATPazi
selektif inhibe ettigi gosterilmigtir. Nanomolar konsantrasyonlarda BAF, vezikller proton
gradientlerini bozar ve sonucta asidik vezikullerin pH’sini arttirir. BAF’a yanit olarak vezikuler
asidifikasyonun bozulmasinin lizozomla otofagozomlarin flizyonunu engelledigi ve sonug
olarak da otofajiyi inhibe ettigi dusunulmektedir (Klionsky vd., 2008). Bir otofaji inhibitorti olan
BAF’In MM hicre hatlarinda ER stresini arttirarak BTZ-ile uyariimis apoptozu arttirdigi
bulunmustur. U266 ve IM-9 olmak Uzere 2 MM hucre hatti kullanildigi bir calismada, BTZ’nin
MM hicrelerinde ER stresi kadar otofajiyi de uyardiklari gosterilmistir. Ek olarak, BAF’In da
proapoptotik CHOP (GADD153) ekspresyonunun upregilasyonu araciliyi ile ER stresini
uyardigr belirlenmigtir. Ayni  zamanda klaritromisin ve azitromisin gibi makrolid
antibiyotiklerinin de otofaji akigini attenle veya bloke ettigi gdsterilmistir (buytk olasilikla
lizozomal fonksiyonun inhibisyonu aracilidi ile). Ayni arastirmacilar, BTZ ve BAF arasinda
ER stresi kinetikleri arasinda farkhliklar oldugu bulgusuna dayanarak da, CHOP uyarimi ile

birlikte ER stresini maksimuma ¢ikarmak igin BTZ'yi takiben BAF uygulamasi ile ER-stresini
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senkronize etmeye calismiglardir. Bu ¢aba, U266 hicrelerinde sitotoksisiteyi arttirmistir.
Dolayisiyla, otofaji, proteozom ve ER stresi arasindaki iligkinin kinetigini kontrol etmenin, MM
tedavisinin optimize edilmesinde énemli bir parametre oldugu sonucuna varmiglardir. Ozetle
bu calisma, BTZ ve BAF kombine tedavisininin in vitro MM hicre 6lumind sinerjik olarak
uyardigini gostermistir (Kawaguchi vd., 2011). Diger taraftan, yeni bulgular ER stresinin,
otofajinin guglu bir baglaticisi oldugunu da géstermektedir (Hgyer-Hansen ve Jaatteld, 2007).
Bu bulgular ER-stesi ile uyarilan otofajinin ER genislemesini telafi ettigi, biriken proteinleri

ER’den uzaklastirdidi ve bir hiicre koruyucu fonksiyona sahip oldugunu gdstermektedir.

Yakin zamanda tamamlanan bir ¢alismada BTZ ve bir makrolid (azitromisin, klaritromisin
veya eritromisin) kombinasyonunun CHOP’un transkripsiyonal aktivasyonu ile ER-stresi
aracili sitotoksisiteyi arttirdigi belirlenmistir. Transkripsiyonal olarak CHOP ile regiile edilen
proapoptotik genlerin ekspresyon duzeylerinin de arttigi gosterilmistir. BTZ ve klaritromisin
kombinasyonunda hem agrezom olusumu dramatik olarak artmis hem de ER-stresi ile iligkili
genlerin (CHOP, BAX, BIM, DR5, GADD34, TRB3) ekspresyonu artmistir. Dolayisiyla
ubikutin-proteozom sistemi (BTZ aracihi@i ile) ve otofaji-lizozom sisteminin (makrolidler
araciligi ile) simultane inhibisyonu, MM hicrelerinde ER-stresi-aracili apoptozu arttirmistir
(Moriya vd. 2013). BTZ'ye yanitta otofajinin uyariimasinin molekuler mekanizmasi hala net
degildir. Yapilan calismalar otofaji-lizozom sistemi ile ER-stresi arasindaki karsilikli
etkilesimin rol oynayabilecegini géstermektedir (Kawaguchi vd., 2011; Verfaillie vd., 2010 ).
Moriya ve ark., her ne kadar makrolidlerin otofaji akisini bloke ettiklerini belirlemislerse de,
U266 hucrelerinde tek basina BTZ wuygulamasi ile Kkarsilastirildiginda, kombine
kullanimlarinda 48 saatten sonra otofaji uyariminin arttigini gdstermislerdir (Moriya vd.
2013). Son yillarda yapilan bir ¢galismada, intraseliler protein degredasyonunun ve agrozom
olusumunun es zamanl olarak inhibe edilmesinin, ER-stresi aracili hiicre 6lumUin0 arttiracagi
hipotezi 6ne sirilmis ve sonugta, SAHA, klaritromisin ve BTZ kombine tedavisinin meme
kanseri hicre hatlarinda apoptozu uyarici bir etkisinin oldugu ve kismen bu artan etkinin ER-
stres-aracili CHOP uyarimi ile gergeklestigi belirlenmistir. Bu sonuclar, refraktér-metastatik
meme kanserli hastalar icin agrezom olusumu ve intraseluler proteolitik yolaklarin birlikte
hedeflendigi ER-stres yukleme tedauvisi ile ilgili yeni fikirler edinmemizi saglamistir (Komatsu
vd., 2013).



GEREC ve YONTEM

Hicre Kaltart

Calismada degerlendirilen iki MM hicre hatlarina ait 6zellikler Tablo 1’de 6zetlendi. Ticari
olarak temin edilen MM hicre hatlari RPMI 8226 (ATCC) ve U266B1 (ATCC), 25 cm?lik
hicre kulturl kaplarinda, %10 fetal sigir serumu (Sigma), %1 penisilin/streptomisin (Sigma)
ve 0,3 g/L L-glutamin (Sigma) icerecek sekilde hazirlanan RPMI 1640 komple hiicre kultdri
ortaminda, 37°C sicaklikta ve %5 CO; igeren inklbatérde c¢odaltildi. Hucreler, kaltir

ortaminda 1x10°- 1x10° hiicre/mL olacak sekilde izlendi ve her 2-3 glinde bir beslendi.

Tablo 1. MM hicre hatlari ve 6zellikleri

U266B1 RPMI 8228

Bortezomibe-duyarh Bortezomibe-duyarl
Dekzametazona-direngli Dekzametazona-direncli

TP53’te A161T missens mutasyonu TP53'te E285K missens mutasyonu
P16 full metilasyonu P16 full metilasyonu

Sitotoksisite Testleri

Aragtirmada kullanilan BTZ (Sigma), BAF (Sigma), SAHA (Sigma) ve 5-AzaC (Sigma) DMSO
(Sigma) igerisinde ¢6zuldu. Bu ajanlarin RPMI 8226 ve U266B1 hiicreleri igin tek tek ve
kombine olarak 1Cso de@erlerinin saptanmasi amaciyla ticari kit (Promega, CellTiter 96 Non-
Radioactive Cell Proliferation Assay) kullanilarak MTT tabanli sitotoksisite testi yapildi.
Bunun igin agsagidaki protokol izlendi:

- Hucreler 100 yL hiicre kultiird ortaminda 1x10° hicre/mL sayida hiicre olacak
sekilde 96 kuyucuklu hucre kulturd kabina alindi.

- Sitotoksik ajanlar her kuyucukta bir dncekinin yari konsantrasyonunda olacak
sekilde hucre kultiru ortamina eklendi. Her bir konsantrasyon icin iki 6rnek
calisildi. Deneyin bu basamagi Sekil 1’de sunulmustur.

- 24 saat sonra boyama iglemine gegildi:

o Her kuyucuga 15 uL boya sollisyonu eklendi
o Hucre kultart kab1 37°C’de 1-4 saat inktbe edildi.
o Her bir kuyucuga 100 uL Sollbilizasyon/Stop sollisyonu eklendi.
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- Boyama sonrasi hicre kilttrt kaplari plate okuyucuda 570 nm dalga boyunda

degerlendirildi.

Sitotoksik ajanlarin  RPMI 8226 ve U266B1 hucreleri igin [Cso

degerleri

hesaplanirken éncelikle daha genis konsantrasyon araliklari galisildi. izleyen

deneylerle konsantrasyon araligi daraltilarak en kesin 1Csq degerinin saptanmasi
hedeflendi.

konsantrasyenunda

gézuel, Alan yok,
Yalmizea hucraler,
ajan aklandl,

Kultur ortami va
Alanyok,

U266B1

) Har kuyusuga blr
) dnecakinin ¥

Her ajan icin her
hicre dizisinde ki
kopya cabgid.

v i x o
1000000000000
1000900000000

900000000000
000000000000
1000000000000

Sekil 1. Arastirmada uygulanan sitotoksisite testinin deney protokoli.

Annexin V (AV)/Propidium lodide (Pl) Boyamasi

B

i

Projede kullanilan BTZ, BAF, SAHA ve 5-AzaC sitotoksik ajanlari uygulanan RPMI 8226 ve
U266B1 hdicreleri, Annexin V (AV)/Propidium lodide (PI) ile boyanarak flow sitometri

analiziyle apoptotik agidan degerlendirildi. Bunun igin ticari olarak temin edilen ‘BD

Pharmingen FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I’ kullanildi ve dureticinin 6nerdigi

asagidaki protokol uygulandi:



- Hucreler 24 kuyucuklu hicre kalttri kaplarina 1x107 hiicre/mL olacak sekilde 500
WL hdcre kaltdrd ortami igerisinde ekildi.

- Hesaplanan ICsy degerlerinde sitotoksik ajanlar hicre kadltirine eklendi ve
hicreler 24 saat inkiibe edildi.

- Inkiibasyon sonunda hiicreler 2 kez soguk PBS tamponuyla yikandi.

- Yikama sonrasinda kit igerisinde yer alan baglanma tamponu ile hiicreler yeniden
suispanse edildi.

- Hucre sUspansiyonuna 5 uL AV ve 5 uL PI boyalari eklendi. Hafif¢ce vortekslendi.

- Oda sicakliginda karanlik ortamda 15 dakika inklibasyon sonrasinda hucreler flow
sitometrik olarak analiz edildi.

- Hucreler AV+/PI- (erken apoptotik) veya AV+/Pl+ (ge¢ apoptotik) olduklarinda

apoptotik olarak degerlendirildi.

Western Blot Analizi

BTZ, BAF, SAHA ve 5-AzaC sitotoksik ajanlari uygulanan RPMI 8226 ve U266B1
hicrelerinin endoplazmik retikulum (ER) stresi, apoptoz ve otofaji belirtecleri agisindan
western blot (WB) ile analizi de arastirma kapsaminda gergeklestirildi. Bu amagla asagidaki

protokol uygulandr:

- Hucreler 24 kuyucuklu hiicre kiltiri kaplarina 1x107 hiicre/mL olacak sekilde 500
pL hicre kiltGrd ortami igerisinde ekildi.

- Hesaplanan ICso degerlerinde sitotoksik ajanlar hicre kaltirine eklendi ve
hiicreler 24 saat inkube edildi.

- Inkiibasyon sonunda hiicreler 2 kez soguk PBS tamponuyla yikandi.

- Hdcreler ticari olarak temin edilen hicre lizis tamponu kullanilarak (Cell Signalling
Technology, 9803S) western blot analizi igin hicre lizatlari olusturuldu:

- Hducre lizatlarinin protein konsantrasyonlari Bradford yontemi ile belirlendi. Bu
amagla ticari bir kit (DC Protein Assay, BioRad) ve ticari protein standardi (Protein
Standard Il, BSA, BioRad) kullanildi. Uygulanan protokol agagida 6zetlendi:

- Oncelikle protein standartlari hazirlandi. Kisaca 1.29 mg/ml stok
konsantrasyon 2 kath dilusyonlar vyaparak toplamda 1.29-0.008 mg/ml
konsantrasyonlarda 5 farkli standard hazirlandi.

- Uretici firmanin belirttigi sekilde calisma solusyonu hazirlandi. Herbir
standardin Uzerine calisma solusyonu eklendi ve vorteksle iyice homojenize
edildi.
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- Bu karisimin zerine kitle birlikte saglanan bir diger solusyonu eklendi ve 15
dk inkibasyondan sonra 595 nm’de (NanoDrop, Thermo Sci.) okuma yapildi.

- Benzer sekilde protein orneklerine de standardlara uygulanan protokol
uygulandi ve 595 nm’de okuma yapildi. Orneklerdeki protein miktarlari, standard
grafigi baz alinarak hesaplandi.

Hucre lizatlarnn kuyu basina 30 pg protein olacak sekilde SDS-PAGE protein
elektroforez jelinde yurutildi ve PVDF membranlara transfer edilerek kaspaz
aktivasyonunun belirtegleri olarak anti-kaspaz-3, anti-kaspaz-7; otofaji belirtecleri
olan anti- LC3 ve anti-beklin 1 antikorlari ile analiz edildi. Protein yukleme kontrolu

olarak anti — $-aktin antikoru kullanildi.

Akridin Oranj Boyamasi

Hucrelerde otofajinin degerlendiriimesi amaciyla akridin oranj (Sigma) ile asadida sunulan

yontem kullanilarak supravital hlicre boyamasi yapildi.

Besiyeri uzaklastirilarak hiicre peleti PBS ile 2 kez yikandi.

50 ul akridin oranj(1ug/ml) solisyonu pelet Gizerine ilave edildi.

Ornek 37°C’de 15 inkiibasyona birakildi

inklibasyonun ardindan PBS ile 1 kez yikama islemi gerceklestirildi

Pelet 10 ul PBS’te sulandirilarak lam tzerine alindi

Hucreler fluoresan mikroskopta (490-nm band-pass blue exitation filter ve 515-nm

long-pass barrier filter ekipmanli) analiz edilerek fluoresan gorintileri alindi.

Kantitatif Real-Time PCR

Hucrelerde ER-stresini degerlendirmek amaciyla hicre pelletlerinden ticari kit (RNeasy® Mini

Kit, Qiagen) yardimiyla total RNA izolasyonu yapildi ve izole edilen RNA 6rneklerinden cDNA

sentezi yine ticari kit (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems)

yardimiyla gercgeklestiriierek CHOP ve XBP1 gen ekspresyonlari kantitatif olarak gercek-

zamanli PCR ydntemi kullanilarak belirlendi. Relatif kantitasyonda (-aktin geni referans gen

olarak kullanildi.

Hucrelerden total RNA izolasyonu agagidaki protokole gore yapildi:

Hicreler 24 kuyucuklu hiicre kiiltiiri kaplarina 1x107 hiicre/mL olacak sekilde 500
ML hdcre kaltdrd ortami igerisinde ekildi.
Hesaplanan ICso degerlerinde sitotoksik ajanlar hucre kiltirine eklendi ve

hicreler 24 saat inktibe edildi.
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inkiibasyon sonrasinda hiicreler 300 g'de 5 dakika santrifiij edilerek hiicre kulturi
ortami uzaklastirildi.

Hucre pelleti Gzerine 350 uL kitin lizis tamponu eklendi ve vortekslendi.

Hicre lizati Uzerine 350 pL %70’lik etanol (Merck) ilave edildi ve mikropipet
yardimi ile homojenize edildi.

Hucre lizati kitle birlikte saglanan 2 ml'lik toplama tiplerine yerlestirilmis olan spin
kolonlara aktarildi ve 8.000 g'de 15 sn santrifij edildi. Toplama tapleri
uzaklastiridi.

Spin kolonlara kitle birlikte saglanan Yikama Tamponu 1'den 700 pl ilave edildi ve
8.000 g’'de 15 sn santriflij edildikten sonra toplama tipu yeniden degistirildi.

Spin kolonlara kitle birlikte saglanan Yikama Tamponu 2’den 500 pl ilave edildi ve
8.000 g'de 15 sn santrifuj edildikten sonra toplama tipu yeniden degistirildi.

Her bir spin kolon tekrar 8.000 g’de 1 dk santriflij edildi. Her bir spin kolon steril,
RNaz-icermeyen 1.5 ml'lik tplere yerlestirildi ve Gizerlerine kitle birlikte saglanan
RNaz-icermeyen sudan 35 pl eklendi. 8.000 g’'de 2 dk santrifuj edildi.

Elde edilen total RNA orneklerinin cDNA sentezi oncesi konsantrasyonlari ve
safliklari spektrofotometrik yontemle (NanoDrop, Thermo Sci.,, USA) belirlendi.

Ornekler, ayni giin asagida protokolii verilen ticari kit ile cDNA’ya donusturaldd.

izole edilen total RNA drneklerinden cDNA sentezi, ticari kit (High Capacity cDNA Reverse

Transcription Kit, Applied Biosystems) yardimi ile yapildi. cDNA sentezi i¢in uygulanan

protokolde temel basamaklar asagida sunulmaktadir:

Her 6rnek icin asagidaki reaksiyon karisimi hazirlandr:

Komponent Miktar

Reverse transkriptaz (RT) 1 ul

RT tamponu 2 pl

RT primer karisimi 2ul

dNTP karigimi 0.8 ul

RNease-free su X ul (herbir érnek icin ayri hesaplandi)

Template RNA X pl (20 prlik reaksiyon hacminde 2 pg total RNA

olacak sekilde herbir 6rnek igin ayri hesaplandi)

Toplam hacim 20

Hazirlanan reaksiyon karigimi 42°C’de 15 dk inkube edildi.

Reverse transkriptazi inaktive etmek igin, érnekler 95°C’de 3 dk inklibe edildi.
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- Buasamalarin sonunda 20 pl miktarinda cDNA elde edildi.

- Ornekler, gergek-zamanli PCR ile analiz edilmek lizere -20°C’de saklandi.

CHOP ve XBP1 genleri (hedef genler) ve B-aktin (referans gen) icin relatif kantitasyon
analizi, gercek-zamanlh PCR sistemi (LightCycler 1.5 Instrument, Roche Diagnostics)
kullanilarak yapildi. Hedef genlerin ve referans genin mRNA duzeyinde ekspresyon analizi

icin kullanilan primer ve prob setlerine ait diziler Tablo 2’de verildi.

Tablo 2. CHOP, XBP1 genleri ve f-aktin mRNA ekspresyon analizlerinde kullanilan 6zgin

primer dizilimleri (5°—3’)

CHOP
Primer seti GACCTGCAAGAGGTCCTGTC (Forward)
CTCCTCCTCAGTCAGCCAAG (Reverse)
XBP1
Primer seti CTGCAGAGGTGCACGTAGTC (Forward)
GCACCTGCTGCGGACTC (Reverse)
B-aktin
Primer seti AAA TCG TGC GTG ACA TTA A (Forward)

CTC GTC ATACTC CTG CTT G (Reverse)

CHOP, XBP1 ve B-aktin genlerinin mRNA dizeyinde relatif ekspresyonlarini analiz
etmek icin Tablo 3 ve 4’de verilen gercek-zamanli PCR karigimi ve protokolt uygulandi. Her
bir 6rnek igin gergek-zamanli PCR analizleri 2 farkli reaksiyonda 3 kez tekrar edildi ve

fluoresan degeri olarak 3 analizin ortalamasi alindi.

Tablo 3. CHOP, XBP1 ve p-aktin genlerinin mRNA duzeyinde ekspresyonlarini belirlemek

amaci ile hazirlanan reaksiyon karigimi

Komponent Miktar
Master karisimi (2X) 10 pL
Primer-Probe karigimi 1u
PCR-grade su 6 ul
cDNA 06rnegi 3l
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Tablo 4. CHOP, XBP1 ve p-aktin genlerinin mRNA dizeyinde ekspresyonlarini belirlemek

amaci ile uygulanan gergek-zamanli PCR protokoli*

Analiz Modu Dongu Segment Isi Sire Kazanim Modu
Pre-inkiibasyon 1 95°C 10 dk -

Denatlirasyon 95°C 15sn -
Amplifikasyon 60 Annealing 60°C 30 sn -

Ekstensiyon 72°C 15sn Tek okuma
Sogutma 1 40°C 30 sn

*. Gergek-zamanh PCR Protokoll; Pre-inkibasyon: Enzim aktivasyonu ve kalip cDNA’nin
denatlrasyonu, Amplifikasyon: Hedef boélgenin primerler yardimi ile ¢ogaltiimasi ve 6zgin
problar yardimi ile GrGnln belirlenmesi, Sogutma: Sistemde yer alan rotorun sogutulmasi

basamaklarini icermektedir.

Optimize edilen protokollerle orneklerin gergek-zamanli PCR asamalari tamamlandi ve
“relatif kantitasyon” olarak &érneklerin ekspresyon dizeyleri belirlendi. Bu amacla, her bir
ornegin hedef gene ait mMRNA ekspresyon dizeyi, ayni drnegin referans gen olan B-aktin
(ayn1 zamanda, relatif kantitasyonda eksternal standard) ekspresyon dizeyi gergcek-zamanh
PCR sisteminde varolan yazilim programi (LightCycler Relatif Kantitasyon Yazilim Programi)
kullanilarak hesaplandi ve relatif olarak kantite edildi. Eksternal standart, gergcek-zamanl
PCR ile kantitasyon sirasinda hedef ve referans cDNA miktarlari arasindaki farkhhdi, érnek
yuklemedeki varyasyonlari ve PCR inhibitérlerinin etkisini dengelemede yardimci olmasi

amaci ile secildi.
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BULGULAR

1. ICso degerleri

U266B1 ve RPMI 8226 MM hiicre dizilerinde BTZ, BAF, SAHA ve 5-AzaC ajanlarinin tek tek
ve dortli kombinasyon ICso dederleri Tablo 5’ de verilmigtir:

Tablo 5. Projede kullanilan ajanlarin ICso degerleri

ICs0 RPMI 8226 (M) ICs0 U266B1 (uM)
BTZ 0,04 5
5-AZA 9 20
SAHA 40 2,56
BAF 0,03 0,008

BAF+BTZ+ 0,00625g4r/0,1258712/1,25 5.aza/5saHa  0,000584¢/0,3125g72/0,625 5.424/0,165AHA
5-AZA+SAHA

2. BTZ, BAF, SAHA ve 5-AzaC kombinasyon tedavisi MM hlicre hatlarinda apoptozu

uyarir

Dortli kombinasyon tedavisinin zamana bagh olarak hicrelerde sitotoksik etki gosterdigi
belirlendi. 24 saat inkibasyon sonrasi, test edilen tim hicre hatlarinda sitotoksik etki

gOsterdigi ve 48 saat sonra tim hicrelerin 6ldigu belirlendi.

Annexin V-flow sitometri sonuglari Tablo 6'da gdsterilmistir. Buna goére herbir ajanin tek
basina MM hiicre hatlarinda erken apoptotik hiicre 6limine neden oldugu, 4’li
kombinasyonun ise gec¢ apoptotik/nektorik hicre olimine neden oldugu belirlendi. RPMI
8226 hucrelerinde, BTZ uygulamasi sonrasi ge¢ apoptotik hicre orani %53 iken 4’li
kombine tedavide bu oran %99 olarak belirlendi. Benzer sekilde, U266B1 hicrelerinde BTZ
uygulamasi sonrasi ge¢ apoptotik hiicre orani %65 iken 4’li kombine tedavide bu oran %99

olarak belirlendi. Sekil 2’de 6rnek flow sitometri sonuglari verilmistir.
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Tablo 6. Annexin V-flow sitometri sonuglari

U266B1 RPMI 8226

Pl AV Pl AV
5-azasitidin 10.82 79.38 10.08 74.25
Bafilomisin 16.90 79.49 64.92 76.59
Bortezomib 19.07 84.53 23.89 80.21
SAHA 9.61 69.60 8.76 75.95
Kombine 99.50 99.69 99.44 99.72

PI: Propidium iodide, AV: Anneksin V, degerler % olarak verilmektedir.
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Sekil 2. MM hicre hatlarinda sitotoksik ajan uygulamasi sonrasi Annexin V- flow sitometri

goruntileri. (A) Ajan uygulamasi yapilmamig RPMI 8226 hicreleri, (B) BTZ uygulamasi
sonrasi RPMI8226 hcreleri, (C) 4’'lu kombine uygulama sonrasi RPMI 8226 hucreleri, (D)
Ajan uygulamasi yapilmamis U266B1 hucreleri, (B) BTZ uygulamasi sonrasi U266B1

hicreleri, (C) 414 kombine uygulama sonrasi U266B1 hicreleri.
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Apoptozun degerlendirimesinde kaspaz aktivasyonu belirtecleri olan kaspaz-3 ve kaspaz-7
proteinlerinin Western blot analizlerinde ise, her iki hiucre dizisinde de bu proteinlerin
ekspresyonlarinda artis gézlenmedi (Sekil 3). Flow sitometri sonuglarindan sonra, beklendigi
gibi Western blot sonuglarinda iki kaspaz proteininin ekspresyonunda degisikligin

gOzlenmemesi ge¢ apoptotik/sekonder nekrotik surecin gostergesi olarak degerlendirildi.

A B C
D E F
52 .- ——""ﬂv—-' e — —

Sekil 3. MM hicre hatlarinda sitotoksik ajan uygulamasi sonrasi kaspaz-3 (A ve D) ve
kaspaz-7 (B ve E) western blotlama géruntileri. Ust sirada RPMI 8226 hiicreleri, alt sirada
U266B1 hicrelerine ait sonuglar gosterilmektedir, her panelde ilk kuyucuk doértlii kombine,
ikinci kuyucuk BTZ ve son kuyucuk ajan uygulanmamis hicrelere aittir. C ve F panelleri 3-

aktin protein yukleme kontroltdur.

Kombine tedavinin otofaji ile iligkili olup olmadiginin belirlenmesi amaci ile de akridin oranj
boyamasi yapildi ve asidik vezikiller goruntilendi. Beklendigi gibi BAF uygulamasinin
lizozomla otofagozomlarin fizyonunu (asidik vezikiller) bloke ettigi gbzlendi ve bu durumda
MM hicrelerinde %2-3 akridin oranj pozitifligi gozlendi (Sekil 4). DOortli kombinasyon
tedavisinde de sirasiyla RPMI 8226 ve U266B1 hicrelerinde akridin oranj pozitif hiicre varhgi
%14 ve %16 olarak belirlendi (Sekil 5 ve 6). Akridin oranj boyama sonuglari kombine tedavi
sonrasi otofajinin uyarilmadigini goéstermektedir. Bu bulgunun teyidi amaci ile, 4’li kombine
tedavi uygulamasi yapilan MM hiicre hatlarinda otofaji belirtecleri olarak Beclin-1 ve LC3

ekspresyonlart WB analizi ile dederlendirildi ve bu proteinlerin ekspresyonlarinda artis

gozlenmedi (Sekil 7).

Sekil 4. Bafilomisin uygulanan RPMI 8226
hiicrelerinde fluoresan mikroskopta akridin oranj
boyamasi ile asidik veziklllerin gérinimu (x400).
Canli hicreler yesil renkte goézlenirken, kirmizi renk

asidik vezikullerin varligini géstermektedir.
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A B C

Sekil 5. Akridin oranjla boyanan U266B1 hucreleri. Hicreler fluoresan mikroskop altinda
goruntilendi (x100) Canli hiicreler yesil renkte goézlenirken, kirmizi renk asidik vezikillerin
varhigini géstermektedir. (A) Tedavi uygulanmamis hicre, (B) BTZ uygulanmis hicre, (C)

Kombine tedavi uygulanmis hicre

Sekil 6. Akridin oranjla boyanan RPMI 8226 hucreleri. Hucreler fluoresan mikroskop
altinda gorintilendi (x100) Canli hicreler yesil renkte gbézlenirken, kirmizi renk
asidik vezikullerin varligini géstermektedir. (A) Tedavi uygulanmamis hicre, (B) BTZ

uygulanmis hucre, (C) Kombine tedavi uygulanmig hicre
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Sekil 7. MM hicre hatlarinda sitotoksik ajan uygulamasi sonrasi Beclin-1 (A ve D) ve LC3 (B
ve E) western blotlama goriintileri. Ust sirada RPMI8226 hiicreleri, alt sirada U266B1
hicrelerine ait sonuglar gosterilmektedir, her panelde ilk kuyucuk dortli kombine, ikinci
kuyucuk BTZ ve son kuyucuk ajan uygulanmamis hicrelere aittir. C ve F panelleri B-aktin

protein yukleme kontroludur.

3. Kombine tedavi hiicreleri ER-stresi aracili apoptoza gotirir

Dortli kombine tedavinin ER stresindeki artigla mi hiicreyi apoptoza yonlendirdigini
belirlemek amaci ile ER-stresi ile iligkili genlerden CHOP ve XBP1 ekspresyon analizi yapildi.
Her iki MM hicre hattinda da BTZ ve 4’li kombine tedavi sonrasinda XBP1 mRNA
dizeyinde artis gozlenmezken, CHOP mRNA dizeyinde artis gozlendi (Sekil 8 ve 9). Ajan
uygulamasi yapiimamig her iki hicre hattinda da, beklendigi Gizere (Myeloma hicrelerinde
asiri miktarda Ig birikimi nedeniyle XBP1 ekspresyonu bazal olarak yuksektir), XBP1
ekspresyonu ajan uygulamasi yapilan hiicrelere gére daha daha ytiksekti.

a
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Sekil 8. U266B1 MM hiicre hattinda CHOP ve XBP1 gen ekspresyonlari.
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Sekil 9. RPMI 8226 MM hiicre hattinda CHOP ve XBP1 gen ekspresyonlari
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TARTISMA VE SONUG

MM’da tedavi secgenekleri oldukga hizli ilerlemekte ve degismektedir. Kronolojik olarak
melfalan ve siklofosfamid gibi alkilleyicilerle baglayan tedavi segenekleri, prednizon ve
dekzametazon gibi kortikosteroidler, doksorubisin gibi antrasiklinlerle devam etmis ve
ginimuizde yerini bortezomib gibi proteozom inhibitorleri ile talidomid ve leanlidomid gibi
immunmodulator ilaclara birakmistir. Yeni ilaglarin kullanimi ile tedavi stratejilerindeki bu
degisimler, tedaviden alinacak yanitin kalitesini arttirmasina karsin, MM’da hentiz arzu edilen
dizeyde vyanitin alindigi ve Uzerinde konsensus saglanmis bir tedavi stratejisi
bulunmamaktadir (Moreau vd., 2015). Calhsmamizda BTZ-tabanh BAF, SAHA ve 5-
AzaC’den olusan kombine tedavinin MM hicreleri Gzerindeki etkinliginin degerlendiriimesi
hedeflendi.

Proteozom inhibitérii olan BTZ'nin, myeloma hicrelerinde otofajiyi uyardigi gosterilmistir
(Hoang vd., 2009). Otofaji inhibitérii olan BAF-aracili otofaji inhibisyonunun, MM hiicre
hatlarinda ER stresini arttirarak BTZ-aracili apoptozu arttirdi§i rapor edilmistir (Kawaguchi
vd., 2011). BTZ-aracili ubikutin proteozom inhibisyonu ve bir makrolid aracili otofaji-lizozom
sisteminin inhibisyonun birlikteliginin, myeloma hicrelerinde ER-stresi-aracili hiicre 8limani
uyardidi ve intraseluler ubikutinle-konjuge proteinlerin birikimine neden oldugu goésterilmistir
(Moriya vd., 2013). Biz de calismamizda, bekledigimiz gibi BTZ, BAF, SAHA ve 5-AzaC
kombinasyonunun MM hiicre hatlarinda belirgin bir bigcimde hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigini
belirledik. Artan sitotoksisitenin apoptozla iligkili olup olmadigini belirlemek igin de bir sonraki
asamada flow sitometri analizlerini tamamladik. Her bir ajanin tek basina kullanimi ile
karsilastirildiginda MM hiicre hatlarinda 4’10 kombine tedavinin, hem anneksin-V pozitif hem
de propidium iodide pozitif myeloma hiicre populasyonunu arttirdigini bulduk. Bu bulgular
MM hcrelerinin ge¢ apoptotik veya sekonder nekrotik hicreler olduklarini gostermektedir.
Erken veya ge¢ apoptotik hiicre olumunu teyit etmek amaci ile de, kaspaz 3 ve kaspaz 7
ekspresyonunu WB analizi ile degerlendirdik ve 4’li kombinasyonda her iki kaspazin
ekspresyonun artmadigini belirledik. Kaspaz 3 ve 7 ekspresyonu 0Ozellikle erken apoptotik
surecgte gozlenen bir degisimdir (Mcllwain vd., 2013) ve bulgularimiz 4’li kombinasyonla
hiicre olumunun buyuk olasilikla ge¢ apoptotik/sekonder nekrotik strecle iligkili oldugunu

gOstermektedir.

Gec apoptotik ve nekrotik surecte ortak nokta plazma membraninin hasara ugramasidir. Geg
apoptotik hucreler, ortadan kaldiriimamis erken apoptotik hiicrelerden kodken aldigr icin,
erken apoptotik hicrelerin ortadan kaldiriimasinda yer alan molektler mekanizmalarin gogu

gec apoptotik hiicrelerin ve hatta nekrotik hiicrelerin fagositozunda da yer alirlar. Ornegin
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erken apoptotik hiicre yuzeyinde “beni ye” sinyali olan fosfatidilserin (PS) ge¢ apoptotik ve
nekrotik hicrelerin makrofajlar tarafindan taninmasinda ve fagositozunda yer alir (Nagata
vd., 2016; Krysko ve Vandenabeele, 2008) Erken apoptotik sure¢ siklikla anti-inflamatuvar
bir yanit olarak degerlendiriimesine karsin, ge¢ apoptotik ve sekonder nekrotik stire¢ siklikla
inflamasyonla iligkilidir ve immuniteyi uyarir. Ancak, erken apoptotik hicrelerin ve geg¢
apoptotik/sekonder nekrotik hicrelerin uzaklastiriimasi ile ilgili immunolojik sonugclari
belirleyen faktérler oldukca komplekstir ve ¢ogu zaman bu konuda fikir birligine
varilamamistir. Olen hiicrelerin uzaklastiriimasi ile iligkili immunolojik yanitlar 6len hiicrelerin
tipi, hucre olumunin evresi, fagositik hicreler tarafindan taninma ve fagositoz suregleri,
hicre o6lumunin gerceklestigi mikrogevredeki fagositlerin tipi gibi bircok faktorden
etkilenmektedir (Krysko ve Vandenabeele 2008; Lockshin, 2016). Bu kompleks sureg
nedeniyle de, literattrlerde farkli sonuglar yer almaktadir. Her ne kadar 6len hicrenin orijini
onemli olsa da, 6len hiicreler tarafindan agiga ¢ikan immunmodulator sinyaller ve aktive olan
fagositik hucreler tarafindan salinan sinyaller, hicre 6liuminia takiben hicrelerin
uzaklastiriimasi surecinin kalitesini belirlemede ©nemli faktorlerdendir. Olen hiicrelerdeki
membran batanltgud, hicre olumindn farkh evrelerini (6rnegin erken apoptotik veya gec
apoptotik htcreler) ayirmada 6énemli kriterlerden biridir. Fonksiyonel olarak, ge¢ apoptotik ve
nekrotik hiicrelerde membran butlnliginin kaybi, pro-inflamatuvar yaniti uyaracak endojen
tehlike sinyallerinin saliniminda kritik rol oynamaktadir (Kono ve Rock, 2008). Isi sok
proteinleri, DNA gibi gec¢ apoptotik/nekrotik hiicrelerden kdken alan tehlike sinyalleri Toll-
benzeri reseptdr (TLR) ailesi Uyeleri tarafindan tanmnirlar ( Garg vd., 2014). Projemiz
sonucunda elde ettigimiz veriler ¢evresinde, bir sonraki hedefimiz MM’da bu 4’0 tedavi

kombinasyonun immunolojik yanitlarina odaklanmak olacaktir.

Sentezledikleri Ig molekdllerinin bilinmesi ve bu molekillerin otofaji inhibisyonuna duyarl
olmalari nedeniyle ¢alismamizda U266B1 ve RPMI 8226 hiicre hatlarini kullandik. Myeloma
hiicrelerinde asin miktarda protein birikimi nedeniyle, bazal otofaji diizeyi yuksektir. Hoang
ve ark., ajan uygulamasi yapiimamis U266B1 ve RPMI 8226 hiicre hatlarinda otofaji belirteci
olan LC3 ekspresyonunun yiksek oldugunu (sirasi ile %65 ve 9%85) oldugunu
belirlemislerdir. (Hoang vd., 2009). Calismamizda ajan uygulamasi yapilmamig her iki hticre
hattinda da akridin oranj pozitifligi yiksek bulundu. Bu bulgularin, literatirle uyumlu oldugu

gOzlendi.

Daha oOnce bahsedildigi Uzere, MM hicrelerinde BTZ ve bafilomisin sinerjik etki
gostermektedirler (Kawaguchi vd., 2011). Bazi histon deasetilazlar (HDAC)'larin proteazom
inhibitér direncinde yer aldiklari gosterilmistir. Bu veriler, proteazom inhibitorlerinin HDAC

inhibitorleri ile  kombine kullanimlarinda proteazom inhibitér direncinin Ustesinden
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gelinebilecedini disundirmustir. Multipl myelomda HDAC1 knock-down edildijinde BTZ-
aracili apoptosis artarken, HDAC1 asiri ekspresyonunun bortezomib direncine neden oldugu
gosterilmistir (Kikuchi vd., 2010). BTZ ile SAHA kombinasyonunun degerlendirildigi bir faz IlI
klinik calismasinda, MM hastalarinda, plasebo grubu ile karsilastirildiginda SAHA-BTZ
kombinasyonu ile tedavi edilen grupta overall yanit orani %54 olarak rapor edilmistir
(Dimopoulos vd., 2013). Biz de g¢alismamizda bir HDAC inhibitoru olan SAHA'nin da yer
aldig1 BTZ-tabanli kombine tedavinin sinerjik etki gostererek MM hucre 6luminde etkin

olduklarini belirledik.

5-azasitidin, sitozin analogudur ve hiicresel DNA ve/veya RNA ile etkilesime girer. Yapisinda
C6 ile DNA metiltransferaz (DNMT)Ylarin sistein tiolati arasinda kovalent bagd olusur ve
DNMT’ler bloke olur. Bir baska ifade ile 5-azasitidin bir DNMT inhibitéridir. Kanserle iliskili
fonksiyonlari acisindan sonugta hicresel DNA demetile olur ve bazi inaktif genlerin
reaktivasyonu gercgeklesir ya da birbirine kovalent bagli irreversibl enzim-DNA yapisi DNA
hasarini uyarir (Bhalla, 2005). Son yillarda hematolojik malignensiler de dahil farkh kanser
turlerinin tedavisinde 5-azasitidini iceren epigenetik tedavilerin de degerlendirildigi bircok
calisma bulunmaktadir (Wongtrakoongate, 2015). 5-azasitidinin myeloma hicrelerindeki
etkinligi ile ilgili calismalar ise oldukga sinirlidir. Kiziltepe ve ark. MM hicre hatlarinda
gercgeklestirdikleri galismalarinda, ilk kez 5-azasitidinin DNA c¢ift iplik kirik yanitini uyararak
MM hicrelerinde apoptozu uyardiklarini belirlemiglerdir. Ayni zamanda arastirmacilar,
bortezomib tedavisi alan MM hucrelerinin 5-AzaC ile uyarilan sitotoksisiteyi arttirdiklarini ve
sinerjik etki gosterdiklerini belirlemiglerdir (Kiziltepe vd., 2007). Biz de g¢alismamizda bir
DNMT inhibitérii olan 5-AzaC’nin da yer aldigi BTZ-tabanli kombine tedavinin sinerjik etki

gOstererek MM hicre dlimunde etkin olduklarini belirledik.

Bilgilerimiz dahilinde MM’da bu 4’lu kombinasyonun degerlendirildigi bir c¢alismaya
rastlanmamigtir. Calismamizda da 4’lu kombinasyon tedavisinin ajanlarin tek basina neden
olduklar sitotoksik etkiden daha gucli sitotoksik etkiye neden olduklari belirlenmistir. Bir
baska ifade ile bu 4 ajan sinerjik etki gostererek MM htcrelerinde 6lime neden olmaktadirlar.
Dortli kombine tedavinin ER stresindeki artigla hiicreyi apoptoza yonlendirdigini aragtirmak
amaci ile ER-stresi ile iligkili genlerden CHOP ve XBP1 ekspresyon analizini yaptik ve CHOP
geninde 4’lu kombine tedavi grubunda her iki hucre hattinda da ekspresyon artisi
gOzlemledik. CHOP (GADD153) proteini oldukgca potent pro-apoptotik bir faktordur.
Katlanmamig Protein Yaniti (UPR) sinyal iletim yolu ve diger sinyal iletim yollari ile aktive
olur. UPR, ER-stres yanitinda yer alan énemli bir sinyal iletim yoludur. Hlcresel hemostazin
korunmasinda, fazla miktarda biriken veya yanlig katlanan proteinlerin uzaklagtiriimasi veya

tekrar kullanilabilir hale getiriimesi son derece 6nemlidir (Aronson ve Davies, 2012) Ubikutin-
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proteazom sistemi ve otofaji-lizozom sistemi, iki major intraselller protein degredasyon
sistemidir. Multipl myelomda plazma hucreleri fazla miktarda immunoglobulin Uretirler ve
katlanmamis immunoglobulinlerin asiri miktarda olmasi, ER stresinde artisa neden olur. Bu
proteinler ya proteazom aracihgi ile (Davenport vd., 2007) ya da otofaji aracihg ile (Hoang
vd.,2009) uzaklastinlirlar. Bu veriler, bu iki major degredasyon sisteminin terapttik hedef
olmalarina neden olmustur. Otofaji, normal hiicrelerde hemostazin devamliliginda énemli bir
koruyucu rol tstlenmektedir. Myeloma huicrelerinde asiri miktarda protein birikimi nedeniyle,
bazal otofaji diizeyi yuksektir (Hoang vd.,2009). Biz de galismamizda degerlendirdigimiz 4’l
kombine tedavi ile bu iki major protein degredasyon sistemini de kullanan ajanlari MM hicre
hatlarina uyguladik. Sonugta, bu degredasyon sistemlerinin es zamanl uyariminin, MM
hiicrelerinde CHOP aracili ER-stresini arttirarak apoptotik sireglerin aktivasyonuna neden

oldugunu dusutnuyoruz.

Sonug olarak,

e BTZ, BAF, SAHA ve 5-AzaC’dan olusan doértli kombinasyon tedavisi, proje
kapsaminda arastirildi§i Gzere, protein degredasyon sistemlerinin es zamanli
baskilanmasina (Bortezomib aracili ubikutin proteazom sisteminin baskilanmasi ve
bafilomisin aracili otofajinin baskilanmasi) yol acarak MM hicrelerinde ER stresini
artirmaktadir. Bu da CHOP gibi ER-stresi aracili apoptotik sinyallerin aktivasyonuna
neden olarak, MM hiicrelerinde apoptoza neden olarak MM'da gugli bir bigcimde
apoptozu uyarir.

o Gelecekte, dortli kombine tedavi uygulamasinin MM hicre 6liminde apoptozun
mekanizmasi ile ilgili olarak TUNEL, kromozomal DNA elektroforezi gibi farkl
molekiler ybdntemlerle apoptotik strecin daha ayrintili incelenmesi planlanabilir.
Ayrica, MM’da bu 4’lu tedavi kombinasyonun immunolojik yanitlari da kapsayan yeni

projelerin yapilmasi hedeflenmektedir.
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Multipl myelom (MM), antikor Ureten plazma hucrelerinin malign transformasyonu sonucu
olusan bir kanser tirtdur. Primer MM tedavisindeki ilerlemelere ragmen, MM hala tedavi
edilemeyen bir hastaliktir ve MM?de daha etkin sonuglar icin kombinasyon tedavileri ile ilgili
daha fazla preklinik galismalara gereksinim vardir.

MM tedavisinde proteazom inhibitéri olan bortezomib (BTZ)-tabanli kombine tedavilerle ilgili
preklinik galismalarin sonuclari, bu kombinasyonlarin klinik etkinliklerinin beklenenden daha
az oldugunu géstermektedir. Bu projede BTZ, vorinostat (SAHA), 5-azasitidin (5-AzaC) ve
bafilomisin (BAF)?i iceren proteazom inhibisyonu-tabanli kombine tedavinin MM hcre
sitotoksitesi Uizerinde etkinligini degerlendirmeyi ve bu etkinligin hangi programli hiicre
o6lumu/élimleri Gzerinden gergeklestigini belirlemeyi amagladik

Proje kapsaminda éncelikle U266B1 ve RPMI 8226 MM hucre dizilerinde BTZ, SAHA, 5-
AzaC ve BAF ajanlarinin tek tek ve dortlii kombinasyon IC50 degerleri belirlendi. Kullanilan
ajanlarin MM hiicre dizilerinde sitotoksik etkilerinin apoptoz ve otofaji agisindan
degerlendiriimesi amaciyla Annexin V boyamasiyla flow sitometri ve kaspaz-3 ve kaspaz-7
proteinlerine yonelik western blotlama yontemleri kullanildi. Otofaji agisindan ise akridin oranj
boyasiyla floresan mikroskobik analiz ve LC3 ve beklin-1 proteinlerinin western blot analizi
uygulandi. Son olarak hiicre dizilerindeki sitotoksisitenin endoplazmik retikulum (ER) stresi ile
iliskisi agisindan CHOP ve XBP1 genlerinin ekspresyon analizleri kantitatif gercek zamanli
PCR ile gergeklestirildi.

BTZ, BAF, SAHA ve 5-AzaC?dan olusan dortli kombinasyon tedavisi, protein degredasyon
sistemlerinin es zamanl baskilanmasina yol agcarak MM hticrelerinde ER stresini
artirmaktadir. Bu da CHOP gibi ER-stresi aracili apoptotik sinyallerin aktivasyonuna neden
olarak, MM?da gui¢lu bir bicimde apoptozu uyarir.

BTZ, SAHA, 5-AzaC ve BAF?i igeren proteozom inhibisyonu-tabanli kombine tedavinin MM
hiicre sitotoksitesi Uzerinde etkinligini degerlendirmeyi hedefleyen bu preklinik calismadan
elde edilen veriler, 6zellikle relaps/refraktér MM hastalarinin tedavisinde alternatif yeni
yaklasimlari sunmasi ve in vivo galigsmalari kapsayan yeni projelerin olusturulmasina olanak
saglamasi acisindan énemli olacaktir.
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