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ÖNSÖZ 
 
Multipl myelom (MM), antikor üreten plazma hücrelerinin malign transformasyonu sonucu 

oluşan bir kanser türüdür. Primer MM tedavisindeki ilerlemelere rağmen, MM hala tedavi 

edilemeyen bir hastalıktır ve MM’de daha etkin sonuçlar için kombinasyon tedavileri ile ilgili 

daha fazla preklinik çalışmalara gereksinim vardır. 

 

MM tedavisinde protezom inhibitörü olan bortezomib (BTZ)-tabanlı kombine tedavilerle ilgili 

preklinik çalışmaların sonuçları, bu kombinasyonların klinik etkinliklerinin beklenenden daha 

az olduğu göstermektedir. Bu nedenle yeni tedavi ajanlarının dahil edildiği kombinasyon 

denemelerine gereksinim vardır. 

 

BTZ, bafilomisin (BAF), vorinostat (SAHA) ve 5-azasitidin (5-AzaC)’i içeren proteozom 

inhibisyonu-tabanlı kombine tedavinin MM hücre sitotoksitesi üzerinde etkinliği ve bu 

etkinliğin hangi programlı hücre ölümü/ölümleri üzerinden gerçekleştiği tam olarak 

bilinmemektedir. Bu projede, BTZ, BAF, SAHA ve 5-AzaC’nin, MM hücre sitotoksisitesinde 

sinerjik etki göstererek daha güçlü tedavi yanıtların elde edilmesini sağlayıp sağlamadıkları 

ve epigenetik modülasyonu da içeren bu 4’lü preoteozom inhibisyonu-tabanlı kombine 

tedavinin, ER stresi-ile ilişkili apoptozu ve/veya otofajiyi arttırarak daha güçlü tedavi yanıtları 

oluşturup oluşturmadıklarının araştırılması amaçlanmıştır.   

 
Bu amaçla hazırlanan ve tamamlanan “Multipl Myelomda Proteozom İnhibisyonu-Tabanlı 

Kombine Tedavinin Etkinliği” başlıklı proje TÜBİTAK tarafından 15/01/2015 tarihinde 

114S905 no’lu Hızlı Destek Projesi olarak desteklenmiştir. 
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ÖZET 

 

Multipl myelom (MM), antikor üreten plazma hücrelerinin malign transformasyonu sonucu 

oluşan bir kanser türüdür. Primer MM tedavisindeki ilerlemelere rağmen, MM hala tedavi 

edilemeyen bir hastalıktır ve MM’de daha etkin sonuçlar için kombinasyon tedavileri ile ilgili 

daha fazla preklinik çalışmalara gereksinim vardır. 

 

MM tedavisinde proteazom inhibitörü olan bortezomib (BTZ)-tabanlı kombine tedavilerle ilgili 

preklinik çalışmaların sonuçları, bu kombinasyonların klinik etkinliklerinin beklenenden daha 

az olduğunu göstermektedir. Bu projede BTZ, vorinostat (SAHA), 5-azasitidin (5-AzaC) ve 

bafilomisin (BAF)’i içeren proteazom inhibisyonu-tabanlı kombine tedavinin MM hücre 

sitotoksitesi üzerinde etkinliğini değerlendirmeyi ve bu etkinliğin hangi programlı hücre 

ölümü/ölümleri üzerinden gerçekleştiğini belirlemeyi amaçladık 

 

Proje kapsamında öncelikle U266B1 ve RPMI 8226 MM hücre dizilerinde BTZ, SAHA, 5-

AzaC ve BAF ajanlarının tek tek ve dörtlü kombinasyon IC50 değerleri belirlendi. Kullanılan 

ajanların MM hücre dizilerinde sitotoksik etkilerinin apoptoz ve otofaji açısından 

değerlendirilmesi amacıyla Annexin V boyamasıyla flow sitometri ve kaspaz-3 ve kaspaz-7 

proteinlerine yönelik western blotlama yöntemleri kullanıldı. Otofaji açısından ise akridin oranj 

boyasıyla floresan mikroskobik analiz ve LC3 ve beklin-1 proteinlerinin western blot analizi 

uygulandı. Son olarak hücre dizilerindeki sitotoksisitenin endoplazmik retikulum (ER) stresi 

ile ilişkisi açısından CHOP ve XBP1 genlerinin ekspresyon analizleri kantitatif gerçek zamanlı 

PCR ile gerçekleştirildi. 

 

BTZ, BAF, SAHA ve 5-AzaC’dan oluşan dörtlü kombinasyon tedavisi, protein degredasyon 

sistemlerinin eş zamanlı baskılanmasına yol açarak MM hücrelerinde ER stresini 

artırmaktadır. Bu da CHOP gibi ER-stresi aracılı apoptotik sinyallerin aktivasyonuna neden 

olarak, MM’da güçlü bir biçimde apoptozu uyarır.  

 

BTZ, SAHA, 5-AzaC ve BAF’ı içeren proteozom inhibisyonu-tabanlı kombine tedavinin MM 

hücre sitotoksitesi üzerinde etkinliğini değerlendirmeyi hedefleyen bu preklinik çalışmadan 

elde edilen veriler, özellikle relaps/refraktör MM hastalarının tedavisinde alternatif yeni 

yaklaşımları sunması ve in vivo çalışmaları kapsayan yeni projelerin oluşturulmasına olanak 

sağlaması açısından önemli olacaktır. 

 
Anahtar Kelimeler: Multipl myelom, bortezomib, ER-stresi, otofaji, apoptoz 
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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 IC50 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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GİRİŞ 
 

Multipl myelom (MM), antikor üreten plazma hücrelerinin malign transformasyonu sonucu 

oluşan bir kanser türüdür. Primer MM tedavisindeki ilerlemelere rağmen, MM hala tedavi 

edilemeyen bir hastalıktır ve MM’de daha etkin sonuçlar için kombinasyon tedavileri ile ilgili 

daha fazla preklinik çalışmalara gereksinim vardır. 

 

Uzun bir süredir Multipl Myelom (MM)’da en önemli tedavi stratejilerinden biri de proteozom 

inhibisyonudur. Klinik olarak yaklaşık 10 yıldır protezom inhibitörü olarak bortezomib (BTZ) 

ve BTZ-tabanlı kombine tedaviler kullanılmaktadır. Konvansiyonal tedavi ile 

karşılaştırıldığında, BTZ içeren kombine tedaviler her ne kadar daha iyi sonuçların elde 

edilmesine olanak sağlamışsa da, MM ortalama 3-6 yıl sağkalım süresi ile hala tedavi 

edilemeyen bir hastalıktır. Bu nedenle, daha etkin tedavi olanaklarının araştırılması kritik 

öneme sahiptir. 

 

MM’nin patogenezinde Nüklear Faktör Kappa B (NF-κB)’nin sürekli aktif olması önemli yer 

tutmaktadır. Bu aktivite en azından anti-apoptotik proteinlerin uyarımına neden olarak, hem 

MM hücrelerinin sağkalımında hem de kemoterapi ve radyoterapiye dirençte rol 

oynamaktadır. NF-κB inhibitörü olan IκB’nin proteozom için bir substrat olmasından yola 

çıkarak, başlangıçta MM tedavisinde BTZ kullanımında asıl hedef NF-κB’yi inhibe etmekti. 

Ancak son yıllardaki çalışmalar, BTZ’nin MM ve lenfoma hücrelerinde NF-κB’nin kanonikal 

yolağını aktive ettiğini, böylelikle BTZ’nin terapotik etkisinin NF-κB aktivitesinin inhibisyonu 

olmadığını göstermiştir. BTZ-aracılı sitotoksisitenin altında yatan moleküler mekanizmalar 

araştırıldığında, son yıllardaki raporlar MM hücrelerinde BTZ-ile uyarılan sitotoksisitenin bir 

diğer moleküler mekanizmasının BTZ’ye yanıtla oluşan ER-stresi olduğunu göstermektedir. 

Benzer şekilde, son yıllarda BTZ’nin MM hücrelerinde ER-stresi kadar otofajiyi de uyardığı 

gösterilmiştir.  Bu veriler, otofaji-lizozom sistemi ile ubikutin-proteozom sistemi ve ER-stresi 

arasında direkt bir ilişkinin varlığını göstermektedir. Dolayısıyla, BTZ’nin yanısıra bu alternatif 

yolakları hedefleyen ajanların kombine kullanımlarının, MM hücrelerinde daha güçlü 

sitotoksik etkiye sahip olabilecekleri düşünülmektedir. Bu amaçla, günümüze değin birçok 

farklı yolakları hedefleyen ajanlarla farklı kombinasyon tedavilerini değerlendiren birçok 

preklinik çalışma bulunmaktadır ve bu çalışmalardan bazılarına ait klinik çalışmalar devam 

etmektedir.   

 

Ne yazık ki, birçok farklı yolağı hedefleyen kombine tedavi yaklaşımlarında her ne kadar in 

vitro olarak sinerjik etkiler gözlense de, bu kombinasyonların klinik etkinliklerinin beklenenden 

daha az olduğu gösterilmiştir. Bu nedenle yeni tedavi ajanlarının dahil edildiği alternatif 
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kombinasyon denemelerine gereksinim vardır. Bu gerekçeden yola çıkarak, proje önerimizde 

ubikutin-proteozom sistemini hedefleyen BTZ, otofaji-lizozom sistemini hedefleyen BAF, 

epigenetik modülasyonu hedefleyen histon deasetilaz inhibitörü olan SAHA ve DNA demetile 

edici ajan olarak 5-AzaC’nin kombine kullanımlarının MM hücre sitotoksisitesi üzerindeki 

etkinliğini belirlemeyi amaçladık. Söz konusu hedeflerin farklı kombinasyonlarına ait farklı 

veriler bulunmakla birlikte, bilgilerimiz dahilinde literatürde bu hedefleri içeren 

kombinasyonlara ait herhangi bir çalışmaya rastlanmamıştır. 
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LİTERATÜR ÖZETİ 

 

Multipl myelom (MM), antikor üreten plazma hücrelerinin malign transformasyonu sonucu 

oluşan bir kanser türüdür ve malign neoplazmı oluşturan plazma hücreleri kemik iliğinde 

birikerek, kemik ve kemik iliği fonksiyonlarını etkiler (Kyle vd., 2003). Plazma hücrelerinin 

sayısal artışı ile karakterize bu hastalığın tanı belirteçleri hiperkalsemi, renal hastalık, anemi 

ve osteolitik kemik lezyonları (CRAB)’dır. 

 

MM, aşırı somatik hipermutasyon ve antijen seçimi ile karakterize bir post-germinal merkez 

tümörüdür (Demchenko ve Kuehl, 2010). Hematolojik malignensilerin %10’undan fazlasını ve 

diğer malignensilerin de yaklaşık %1’ini oluşturur. MM riski yaşla birlikte artar ve erkeklerde 

görülme oranı kadınlara göre daha yüksektir. Radyasyon ve çeşitli kimyallara mesleksel 

maruziyetlerin hastalık riskini arttırdığı düşünülmektedir. Bunun yanısıra anlamı belirsiz 

monoklonal gamopati (MGUS) ve soliter plazmasitom gibi plazma hücre hastalıkları da 

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

 

MM, tam olarak tedavi edilebilir bir hastalık değildir (Anderson, 2011; Bird vd., 2011; Laubach 

vd., 2011). Proteozom inhibitörü olan bortezomib (Velcade®), MM tedavisinde kullanılmak 

üzere 2006 yılında FDA’den onay almıştır (Kane vd., 2006).  MM patogenezinde NF-κB’nin 

sürekli aktivasyonu önemli bir rol oynadığından ve NF-κB’nin inhibitörü olan Iκ-B, 

proteozomun bir substratı olduğundan, başlangıçta MM tedavisinde BTZ, NF-κB’yi inhibe 

etmek amacı ile kullanılmıştır (Hideshima vd., 2002; Berenson vd., 2001). Ancak sonraki 

yıllardaki raporlar MM hücrelerinde BTZ-ile uyarılan sitotoksisitenin bir diğer moleküler 

mekanizmasının BTZ’ye yanıtla oluşan endoplazmik retikulum (ER) stresi olduğunu 

göstermektedir (Meister vd., 2007; Obeng vd., 2006).  MM’nin özgün biyolojik özelliklerinden 

biri de monoklonal Ig üretimidir. IgG-sekrete eden insan MM hücre hattı JK6 ile yapılan bir 

çalışmada, proteozom inhibitörlerinin tercihen ER’de katlanmamış (unfolded) protein birikimi 

ile karakterize, yüksek Ig sentez oranına sahip hücrelerde apoptozu uyardıkları belirlenmiştir 

(Meister vd., 2007). Bu veriler, diğer kanser türleri ile karşılaştırıldığında BTZ’nin MM 

tedavisinde tercihan kullanım sebebini açıklayabilmektedir ve MM hücrelerinde, BTZ’nin 

sitotoksik etkisinin ER-aracılı apoptoz olduğunu göstermektedir (Meister vd., 2007; Obeng 

vd., 2006).  

 

ER stresi, ER lümenindeki katlanmamış (unfolded) veya yanlış katlanmış (misfolded) protein 

miktarı ile bu proteinleri doğru biçimde katlayacak ER mekanizmasının kapasitesi arasındaki 

dengesizliktir (Ron ve Walter 2007). BTZ aracılığı ile 26S proteozom inhibisyonunun ER’de 

yanlış katlanmış (misfolded) proteinlerde artışa neden olduğuna dair birçok veri 
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bulunmaktadır (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 sonuçta ER’de strese neden olur. UPR’nin temel 

fonksiyonu translasyon oranının supurasyonu ile ER’ye giren protein miktarını azaltmak veya 

şaperon proteinlerinin translasyonal aktivasyonu ile katlanma kapasitesini arttırmaktır. Aynı 

zamanda, eğer proteinler ER’de doğru biçimde katlanmazlarsa, ubikutin-proteozom yolu ile 

degredasyon için tekrar sitoplazmaya gönderilirler ki bu mekanizma ER-ile ilişkili 

degredasyon (ERAD) olarak adlandırılır. Eğer adaptasyon için bu stresin üstesinden 

gelinemezse, proapoptotik transkripsiyon faktörü CHOP ile ve kaspaz 12 sinyal iletiminde yer 

alan IRE1 ile apoptoz başlar (Ron ve Walter, 2007; Herr ve Debatin, 2001; Verfaillie vd., 

2010). Böylece BTZ ve diğer ajanlar kullanılarak bu yolağın terapotik maniplasyonu, yüksek 

protein yükleri ve hücresel stresle ilgilenme yeteneği ile interfere olabilir ve MM hücre ölümü 

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

 

Klinik denemelerde MM için BTZ ile önemli klinik yararlar sağlanmış olsa da toksik yan etkiler 

ve direnç gelişimi nedeniyle etkinliği ve uygulaması ile kısıtlılıklar bulunmaktadır (Oakervee  

vd., 2005; Richardson vd., 2005; Oerlemans vd., 2008; Smith vd., 2011). Bu nedenle BTZ’nin 

etkinliğini arttıracak ve/veya toksik etkilerini azaltacak yeni kombinasyon stratejilerinin 

araştırılmasına gereksinim vardır. Daha fazla klinik aktivite elde etmek amacı ile, son yıllarda 

çoğunlukla proteozom inhibisyonu-tabanlı kombinasyonlar araştırılmıştır (Kubicek vd., 2009; 

Lancet vd., 2011; Su vd., 2010; Badros vd., 2009). Preklinik çalışmalarda identifiye edilen 

aday ajanlar arasında, preklinik MM modellerinde ve diğer insan solid tümörlerinde 

proteozom inhibitörleri ve HDAC inhibitörleri kombinasyonlarının daha güçlü ve sinerjik 

sitotoksisiteye neden oldukları belirlenmiştir (Pei vd., 2004; Lin vd., 2009).   

 

Hücre döngüsünden kaçış ve apoptoz gibi birçok normal hücresel olaylar, histon ve histon 

olmayan proteinlerle ve bu proteinlerin asetilasyonu ile regüle edilirler. Bu fizyolojik hücresel 

mekanizmaların birçoğu tümör hücrelerinde düzensizdir. Proteinlerin asetilasyon durumu, 

birbirine zıt etkili histon asetiltransferaz (HAT)’lar ve histon deasetilaz (HDAC)’larla 

düzenlenir (Jazirehi, 2011; Frew vd., 2009; Marks ve Xu, 2009). T-hücre lenfoması ve 

Hodgkin lenfomada normal doku ile karşılaştırıldığında HDAC’ların ekspresyonlarında artış 

olduğu ve bu artışın daha agresif seyir ve zayıf tedavi etkinliği ile ilişkili olduğu belirlenmiştir 

(Adams vd., 2010; Marquard vd., 2009). HDAC inhibitörleri (HDACI), protein asetilasyonu 

üzerindeki çeşitli etkileri nedeniyle tümör hücrelerini ve bu hücrelerin lokal mikroçevresi ile 

olan etkileşimlerini hedef alır. Böylece kanserde regülasyonu bozulan hücresel 

mekanizmaları ve sinyal iletim yolaklarını modüle eder (Bolden vd., 2006; Dokmanovic vd., 

2007). HAT ve HDAC’ların aktivitesi kanser gelişiminde yer alan yolaklarda rol oynayan 
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birçok hücresel aktiviteyi kontrol ederler. Kor histonların N-terminal kuyruklarında, HAT’lar ԑ-

amino lizin rezidülerini asetiller ve transkripsiyonal aktivasyonla ilişkili açık kromatin 

konformasyonunu oluşturur, oysa HDAC’lar α-asetil lizin rezidülerini deasetile eder ve 

transkripsiyonal baskılanma ile ilişkili kapalı kromatin konformasyonunu oluşturur 

(Dokmanovic vd., 2007; Yang ve Seto, 2007; Glozak ve Seto, 2007). Aynı zamanda 

HDAC’lar non-histon proteinlere (Örneğin p53, HIF1α, E2F ve NF-κB gibi transkripsiyon 

faktörleri) de bağlanırlar, onları deasetile ederler ve aktivitelerini düzenlerler (Bolden vd., 

2006). HDACI’lar, HDAC’ların katalitik bölgesine bağlanır, hedef histon üzerindeki HDAC 

aktivitesini önler, histon kodunu değiştirir ve sonuçta transkripsiyon faktörlerinin promoter 

bölgesine ulaşılabilirliğini sağlarlar. Aynı zamanda HDACI’lar, transkripsiyonun 

modülasyonunda rol oynayan non-histon moleküler hedefleri de etkiler (Sasakawa vd., 2003; 

Lin vd., 2006). HDACI olan vorinostat (SAHA=suberoylanilide hydroxamic acid) ve trikostatin 

A’nın hücre döngüsünde durmayı uyararak ve G1 fazının negatif regülatörlerini (p21’ler gibi) 

upregüle ederek insan MM hücre hatlarında sitotoksik etki oluşturdukları gösterilmiştir (Fandy 

vd., 2005). Normal hücresel fonksiyon için protein asetilasyonu ve deasetilasyonu arasındaki 

denge kritiktir ve HDACI’ları, farklı ve önemli biyolojik etkilere sahip histon ve histon-olmayan 

proteinlerin (ki bunlar kanserde şiddetle etkilenen moleküller olabilir) asetilasyonunun 

regülasyonunda önemli rol oynarlar.  

 

Antimyeloma aktiviteli olduğu gösterilen ilk HDACI da, vorinostattır. Vorinostat (SAHA), 

agrezomal protein degredasyonunu bloke edebilen bir oral HDACI’dır ve 2006 yılında 

kutanöz T-hücre lenfomalı bireylerin tedavisinde kullanım için onay almıştır (Mann vd., 2007). 

Vorinostat monoterapisi, hem solid hem de hematolojik kanserli bireylerin tedavisinde kabul 

edilebilir bir güvenlik profiline sahiptir (Kelly vd., 2005; O’Conner vd., 2006; Richardson vd., 

2008). Hem hücre hatlarında hem de diğer B-hücre malignensili bireylerden alınan hasta 

kökenli hücrelerde aktivite gösterdiği belirlenmiştir (Mitsiades vd., 2003). Sonraki yıllarda 

SAHA’nın anti-MM etkisi daha iyi karakterize edilmiş ve SAHA’ya maruz kalan MM 

hücrelerinin moleküler profilinin, MM patofizyolojisinde yer alan insülin-benzeri büyüme faktör 

reseptörü ve IL-6 reseptörü sinyal iletim kaskad üyelerinin, onkogenik kinazların, DNA 

sentez/tamir enzimlerinin ve transkripsiyon faktörlerinin (XBP-1 ve E2F-1 gibi) 

transkriptlerinin downregülasyonu kapsayan antiproliferatif ve/veya proapoptotik moleküler 

olayların birlikteliğini içerdiği gösterilmiştir. Bir başka önemli bulgu da SAHA’nın proteozom 

alt ünitelerinin ekspresyonu kadar proteozom aktivitesini de baskıladığının belirlenmesidir, ve 

böylece SAHA, MM hücrelerinin BTZ ile proteozom inhibisyonuna olan duyarlılıklarını 

arttırmaktadır (Carew vd., 2008; Mitsiades vd., 2004). Aynı zamanda bir faz 2 çalışması, 

vorinostat ve BTZ kombine tedavisinin (dekzametazonlu veya dekzametazonsuz) BTZ’ye 

refraktör olan relaps veya refraktör MM hastalarının yaklaşık %40’ında objektif bir yanıt 
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alındığını göstermiştir (Badros vd., 2009). Otuz bir ülkeden 174 üniversite hastanesinin 

katılımı ile gerçekleştirilen ve bir faz 3 çalışmasında (VANTAGE 088), BTZ’nin tek başına 

kullanımı ile karşılaştırıldığında vorinostat ve BTZ tedavi kombinasyonu ile daha yüksek yanıt 

oranlarının elde edildiği ve progresyon-free sağkalım ömrünün daha uzun olduğu 

gösterilmiştir (Dimopoulos vd., 2013). Yukarıda tartışılan veriler doğrultusunda, in vitro olarak 

HDACI’ları proteozom inhibitörleri ile sinerji gösterdikleri, günümüze kadar bu 

kombinasyonların klinik etkinliklerinin beklenenden daha az olduğu ispatlanmıştır. Bu 

nedenle yeni tedavi ajanlarının dahil edildiği kombinasyon denemelerine gereksinim vardır.  

 

5-azasitidin (5-AzaC), DNA metilasyon inhibitörü olarak geliştirilen sitozin analogları sınıfına 

ait bir ajandır ve MSD, AML ve MM gibi hematolojik hastalıklarda klinik etkinlikleri 

gösterilmiştir (Bhalla, 2005; Kiziltepe vd., 2007). 5-AzaC’nin biyolojik aktivitesi, selüler DNA 

ve/veya RNA ile ilişkilidir.  5-AzaC’nin C6’sı ve DNA metiltransferaz (DNMT)’ların sistein 

tiolatı arasında kovalent bağ oluşur ve DNMT’lerin çalışması engellenir. Fizyolojik koşullarda, 

bu enzim-DNA/RNA kompleksi irreverzibl olarak oluşur, bu hücrelerde DNMT aktivitesi 

azalarır ve sonuçta hücresel DNA’da demetilasyona neden olur.  Bu durumun tümör 

sitotoksistesindeki rolü ile ilgili en önemli mekanizmalar arasında; i) Sessiz genlerin tekrar 

aktive olması ile birlikte hücresel DNA’nın demetilasyonu ve ii) İrreverzıbl, kovalent 

enzim/DNA kompleksinin oluşması nedeniyle DNA hasarının uyarılmasıdır (Christman, 

2002). MM ile ilgili yapılan bir çalışmada da, 5-AzaC’nin sağlıklı donör PBMC’ler için 

sitotoksik olmadığı, ancak MM hücrelerinde DNA çift-iplik kırık yanıtını ve sonuçta apoptozu 

uyardığı belirlenmiştir (Kiziltepe vd., 2007).  

 

Bafilomisin A1 (BAF), bir makrolid antibiyotiğidir ve başlangıçta bir proton pompa V-ATPazı 

selektif inhibe ettiği gösterilmiştir. Nanomolar konsantrasyonlarda BAF, veziküler proton 

gradientlerini bozar ve sonuçta asidik veziküllerin pH’sını arttırır. BAF’a yanıt olarak veziküler 

asidifikasyonun bozulmasının lizozomla otofagozomların füzyonunu engellediği ve sonuç 

olarak da otofajiyi inhibe ettiği düşünülmektedir (Klionsky vd., 2008). Bir otofaji inhibitörü olan 

BAF’ın MM hücre hatlarında ER stresini arttırarak BTZ-ile uyarılmış apoptozu arttırdığı 

bulunmuştur. U266 ve IM-9 olmak üzere 2 MM hücre hattı kullanıldığı bir çalışmada, BTZ’nin 

MM hücrelerinde ER stresi kadar otofajiyi de uyardıkları gösterilmiştir. Ek olarak, BAF’ın da 

proapoptotik CHOP (GADD153) ekspresyonunun upregülasyonu aracılığı ile ER stresini 

uyardığı belirlenmiştir. Aynı zamanda klaritromisin ve azitromisin gibi makrolid 

antibiyotiklerinin de otofaji akışını attenüe veya bloke ettiği gösterilmiştir (büyük olasılıkla 

lizozomal fonksiyonun inhibisyonu aracılığı ile). Aynı araştırmacılar, BTZ ve BAF arasında 

ER stresi kinetikleri arasında farklılıklar olduğu bulgusuna dayanarak da, CHOP uyarımı ile 

birlikte ER stresini maksimuma çıkarmak için BTZ’yi takiben BAF uygulaması ile ER-stresini 
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senkronize etmeye çalışmışlardır. Bu çaba, U266 hücrelerinde sitotoksisiteyi arttırmıştır. 

Dolayısıyla, otofaji, proteozom ve ER stresi arasındaki ilişkinin kinetiğini kontrol etmenin, MM 

tedavisinin optimize edilmesinde önemli bir parametre olduğu sonucuna varmışlardır.  Özetle 

bu çalışma, BTZ ve BAF kombine tedavisininin in vitro MM hücre ölümünü sinerjik olarak 

uyardığını göstermiştir (Kawaguchi vd., 2011). Diğer taraftan, yeni bulgular ER stresinin, 

otofajinin güçlü bir başlatıcısı olduğunu da göstermektedir (Høyer-Hansen ve Jäättelä, 2007). 

Bu bulgular ER-stesi ile uyarılan otofajinin ER genişlemesini telafi ettiği, biriken proteinleri 

ER’den uzaklaştırdığı ve bir hücre koruyucu fonksiyona sahip olduğunu göstermektedir.  

 

Yakın zamanda tamamlanan bir çalışmada BTZ ve bir makrolid (azitromisin, klaritromisin 

veya eritromisin) kombinasyonunun CHOP’un transkripsiyonal aktivasyonu ile ER-stresi 

aracılı sitotoksisiteyi arttırdığı belirlenmiştir. Transkripsiyonal olarak CHOP ile regüle edilen 

proapoptotik genlerin ekspresyon düzeylerinin de arttığı gösterilmiştir. BTZ ve klaritromisin 

kombinasyonunda hem agrezom oluşumu dramatik olarak artmış hem de ER-stresi ile ilişkili 

genlerin (CHOP, BAX, BIM, DR5, GADD34, TRB3) ekspresyonu artmıştır. Dolayısıyla 

ubikutin-proteozom sistemi (BTZ aracılığı ile) ve otofaji-lizozom sisteminin (makrolidler 

aracılığı ile) simultane inhibisyonu, MM hücrelerinde ER-stresi-aracılı apoptozu arttırmıştır 

(Moriya vd. 2013). BTZ’ye yanıtta otofajinin uyarılmasının moleküler mekanizması hala net 

değildir. Yapılan çalışmalar otofaji-lizozom sistemi ile ER-stresi arasındaki karşılıklı 

etkileşimin rol oynayabileceğini göstermektedir (Kawaguchi vd., 2011; Verfaillie vd., 2010 ). 

Moriya ve ark.,  her ne kadar makrolidlerin otofaji akışını bloke ettiklerini belirlemişlerse de, 

U266 hücrelerinde tek başına BTZ uygulaması ile karşılaştırıldığında, kombine 

kullanımlarında 48 saatten sonra otofaji uyarımının arttığını göstermişlerdir (Moriya vd. 

2013). Son yıllarda yapılan bir çalışmada, intraselüler protein degredasyonunun ve agrozom 

oluşumunun eş zamanlı olarak inhibe edilmesinin, ER-stresi aracılı hücre ölümünü arttıracağı 

hipotezi öne sürülmüş ve sonuçta, SAHA, klaritromisin ve BTZ kombine tedavisinin meme 

kanseri hücre hatlarında apoptozu uyarıcı bir etkisinin olduğu ve kısmen bu artan etkinin ER-

stres-aracılı CHOP uyarımı ile gerçekleştiği belirlenmiştir. Bu sonuçlar, refraktör-metastatik 

meme kanserli hastalar için agrezom oluşumu ve intraselüler proteolitik yolakların birlikte 

hedeflendiği ER-stres yükleme tedavisi ile ilgili yeni fikirler edinmemizi sağlamıştır (Komatsu 

vd., 2013). 
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GEREÇ ve YÖNTEM 

 

Hücre Kültürü 

 

Çalışmada değerlendirilen iki MM hücre hatlarına ait özellikler Tablo 1’de özetlendi. Ticari 

olarak temin edilen MM hücre hatları RPMI 8226 (ATCC) ve U266B1 (ATCC), 25 cm2’lik 

hücre kültürü kaplarında, %10 fetal sığır serumu (Sigma), %1 penisilin/streptomisin (Sigma) 

ve 0,3 g/L L-glutamin (Sigma) içerecek şekilde hazırlanan RPMI 1640 komple hücre kültürü 

ortamında, 37oC sıcaklıkta ve %5 CO2 içeren inkübatörde çoğaltıldı. Hücreler, kültür 

ortamında 1x105 - 1x106 hücre/mL olacak şekilde izlendi ve her 2-3 günde bir beslendi.  

 

 

Tablo 1. MM hücre hatları ve özellikleri 

U266B1 RPMI 8228 

Bortezomibe-duyarlı  Bortezomibe-duyarlı 

Dekzametazona-dirençli Dekzametazona-dirençli 

TP53’te A161T missens mutasyonu TP53’te  E285K missens mutasyonu 

P16 full metilasyonu P16 full metilasyonu  

 

 

Sitotoksisite Testleri 

 

Araştırmada kullanılan BTZ (Sigma), BAF (Sigma), SAHA (Sigma) ve 5-AzaC (Sigma) DMSO 

(Sigma) içerisinde çözüldü. Bu ajanların RPMI 8226 ve U266B1 hücreleri için tek tek ve 

kombine olarak IC50 değerlerinin saptanması amacıyla ticari kit (Promega, CellTiter 96 Non-

Radioactive Cell Proliferation Assay) kullanılarak MTT tabanlı sitotoksisite testi yapıldı. 

Bunun için aşağıdaki protokol izlendi: 

 

- Hücreler 100 μL hücre kültürü ortamında 1x105 hücre/mL sayıda hücre olacak 

şekilde 96 kuyucuklu hücre kültürü kabına alındı. 

- Sitotoksik ajanlar her kuyucukta bir öncekinin yarı konsantrasyonunda olacak 

şekilde hücre kültürü ortamına eklendi. Her bir konsantrasyon için iki örnek 

çalışıldı. Deneyin bu basamağı Şekil 1’de sunulmuştur.  

- 24 saat sonra boyama işlemine geçildi: 

o Her kuyucuğa 15 μL boya solüsyonu eklendi 

o Hücre kültürü kabı 37oC’de 1-4 saat inkübe edildi. 

o Her bir kuyucuğa 100 μL Solübilizasyon/Stop solüsyonu eklendi. 
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- Boyama sonrası hücre kültürü kapları plate okuyucuda 570 nm dalga boyunda 

değerlendirildi. 

Sitotoksik ajanların RPMI 8226 ve U266B1 hücreleri için IC50 değerleri 

hesaplanırken öncelikle daha geniş konsantrasyon aralıkları çalışıldı. İzleyen 

deneylerle konsantrasyon aralığı daraltılarak en kesin IC50 değerinin saptanması 

hedeflendi. 

 

 

Şekil 1. Araştırmada uygulanan sitotoksisite testinin deney protokolü. 

 

Annexin V (AV)/Propidium Iodide (PI) Boyaması 

 

Projede kullanılan BTZ, BAF, SAHA ve 5-AzaC sitotoksik ajanları uygulanan RPMI 8226 ve 

U266B1 hücreleri, Annexin V (AV)/Propidium Iodide (PI) ile boyanarak flow sitometri 

analiziyle apoptotik açıdan değerlendirildi. Bunun için ticari olarak temin edilen ‘BD 

Pharmingen FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I’ kullanıldı ve üreticinin önerdiği 

aşağıdaki protokol uygulandı: 

 



10 
 

- Hücreler 24 kuyucuklu hücre kültürü kaplarına 1x107 hücre/mL olacak şekilde 500 

μL hücre kültürü ortamı içerisinde ekildi. 

- Hesaplanan IC50 değerlerinde sitotoksik ajanlar hücre kültürüne eklendi ve 

hücreler 24 saat inkübe edildi. 

- İnkübasyon sonunda hücreler 2 kez soğuk PBS tamponuyla yıkandı. 

- Yıkama sonrasında kit içerisinde yer alan bağlanma tamponu ile hücreler yeniden 

süspanse edildi. 

- Hücre süspansiyonuna 5 μL AV ve 5 μL PI boyaları eklendi. Hafifçe vortekslendi. 

- Oda sıcaklığında karanlık ortamda 15 dakika inkübasyon sonrasında hücreler flow 

sitometrik olarak analiz edildi. 

- Hücreler AV+/PI- (erken apoptotik) veya AV+/PI+ (geç apoptotik) olduklarında 

apoptotik olarak değerlendirildi. 

 

Western Blot Analizi 

 

BTZ, BAF, SAHA ve 5-AzaC sitotoksik ajanları uygulanan RPMI 8226 ve U266B1 

hücrelerinin endoplazmik retikulum (ER) stresi, apoptoz ve otofaji belirteçleri açısından 

western blot (WB) ile analizi de araştırma kapsamında gerçekleştirildi. Bu amaçla aşağıdaki 

protokol uygulandı:  

 

- Hücreler 24 kuyucuklu hücre kültürü kaplarına 1x107 hücre/mL olacak şekilde 500 

μL hücre kültürü ortamı içerisinde ekildi. 

- Hesaplanan IC50 değerlerinde sitotoksik ajanlar hücre kültürüne eklendi ve 

hücreler 24 saat inkübe edildi. 

- İnkübasyon sonunda hücreler 2 kez soğuk PBS tamponuyla yıkandı. 

- Hücreler ticari olarak temin edilen hücre lizis tamponu kullanılarak (Cell Signalling 

Technology, 9803S) western blot analizi için hücre lizatları oluşturuldu: 

- Hücre lizatlarının protein konsantrasyonları Bradford yöntemi ile belirlendi. Bu 

amaçla ticari bir kit (DC Protein Assay, BioRad) ve ticari protein standardı (Protein 

Standard II, BSA, BioRad) kullanıldı. Uygulanan protokol aşağıda özetlendi: 

- Öncelikle protein standartları hazırlandı. Kısaca 1.29 mg/ml stok 

konsantrasyon 2 katlı dilusyonlar yaparak toplamda 1.29-0.008 mg/ml 

konsantrasyonlarda 5 farklı standard hazırlandı. 

- Üretici firmanın belirttiği şekilde çalışma solusyonu hazırlandı. Herbir 

standardın üzerine çalışma solusyonu eklendi ve vorteksle iyice homojenize 

edildi. 
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- Bu karışımın üzerine kitle birlikte sağlanan bir diğer solusyonu eklendi ve 15 

dk inkübasyondan sonra 595 nm’de (NanoDrop, Thermo Sci.) okuma yapıldı. 

- Benzer şekilde protein örneklerine de standardlara uygulanan protokol 

uygulandı ve 595 nm’de okuma yapıldı. Örneklerdeki protein miktarları, standard 

grafiği baz alınarak hesaplandı. 

- Hücre lizatları kuyu başına 30 μg protein olacak şekilde SDS-PAGE protein 

elektroforez jelinde yürütüldü ve PVDF membranlara transfer edilerek kaspaz 

aktivasyonunun belirteçleri olarak anti-kaspaz-3, anti-kaspaz-7; otofaji belirteçleri 

olan anti- LC3 ve anti-beklin 1 antikorları ile analiz edildi. Protein yükleme kontrolü 

olarak anti – β-aktin antikoru kullanıldı.  

 

Akridin Oranj Boyaması 

 

Hücrelerde otofajinin değerlendirilmesi amacıyla akridin oranj (Sigma) ile aşağıda sunulan 

yöntem kullanılarak supravital hücre boyaması yapıldı.  

- Besiyeri uzaklaştırılarak hücre peleti PBS ile 2 kez yıkandı. 

- 50 µl akridin oranj(1µg/ml) solüsyonu pelet üzerine ilave edildi.  

- Örnek 37°C’de 15 inkübasyona bırakıldı 

- İnkübasyonun ardından PBS ile 1 kez yıkama işlemi gerçekleştirildi 

- Pelet 10 µl PBS’te sulandırılarak lam üzerine alındı 

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

long-pass barrier filter ekipmanlı) analiz edilerek fluoresan görüntüleri alındı. 

 

Kantitatif Real-Time PCR 

 

Hücrelerde ER-stresini değerlendirmek amacıyla hücre pelletlerinden ticari kit (RNeasy® Mini 

Kit, Qiagen) yardımıyla total RNA izolasyonu yapıldı ve izole edilen RNA örneklerinden cDNA 

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

yardımıyla gerçekleştirilerek CHOP ve XBP1 gen ekspresyonları kantitatif olarak gerçek-

zamanlı PCR yöntemi kullanılarak belirlendi. Relatif kantitasyonda β-aktin geni referans gen 

olarak kullanıldı. 

 

Hücrelerden total RNA izolasyonu aşağıdaki protokole göre yapıldı: 

- Hücreler 24 kuyucuklu hücre kültürü kaplarına 1x107 hücre/mL olacak şekilde 500 

μL hücre kültürü ortamı içerisinde ekildi. 

- Hesaplanan IC50 değerlerinde sitotoksik ajanlar hücre kültürüne eklendi ve 

hücreler 24 saat inkübe edildi. 
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- İnkübasyon sonrasında hücreler 300 g’de 5 dakika santrifüj edilerek hücre kültürü 

ortamı uzaklaştırıldı. 

- Hücre pelleti üzerine 350 μL kitin lizis tamponu eklendi ve vortekslendi. 

- Hücre lizatı üzerine 350 μL %70’lik etanol (Merck) ilave edildi ve mikropipet 

yardımı ile homojenize edildi. 

- Hücre lizatı kitle birlikte sağlanan 2 ml’lik toplama tüplerine yerleştirilmiş olan spin 

kolonlara aktarıldı ve 8.000 g’de 15 sn santrifüj edildi. Toplama tüpleri 

uzaklaştırıldı. 

- Spin kolonlara kitle birlikte sağlanan Yıkama Tamponu 1’den 700 μl ilave edildi ve 

8.000 g’de 15 sn santrifüj edildikten sonra toplama tüpü yeniden değiştirildi. 

- Spin kolonlara kitle birlikte sağlanan Yıkama Tamponu 2’den 500 μl ilave edildi ve 

8.000 g’de 15 sn santrifuj edildikten sonra toplama tüpü yeniden değiştirildi. 

- Her bir spin kolon tekrar 8.000 g’de 1 dk santrifüj edildi. Her bir spin kolon steril, 

RNaz-içermeyen 1.5 ml’lik tüplere yerleştirildi ve üzerlerine kitle birlikte sağlanan 

RNaz-içermeyen sudan 35 μl eklendi. 8.000 g’de 2 dk santrifuj edildi.  

- Elde edilen total RNA örneklerinin cDNA sentezi öncesi konsantrasyonları ve 

saflıkları spektrofotometrik yöntemle (NanoDrop, Thermo Sci., USA) belirlendi.  

Örnekler, aynı gün aşağıda protokolü verilen ticari kit ile cDNA’ya dönüştürüldü. 

 

İzole edilen total RNA örneklerinden cDNA sentezi, ticari kit (High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit, Applied Biosystems) yardımı ile yapıldı. cDNA sentezi için uygulanan 

protokolde temel basamaklar aşağıda sunulmaktadır:  

 

- Her örnek için aşağıdaki reaksiyon karışımı hazırlandı:  

 

Komponent Miktar  

Reverse transkriptaz (RT) 1 µl 

RT tamponu   2 µl  

RT primer karışımı  2 µl  

dNTP karışımı 0.8 µl 

RNease-free su X µl (herbir örnek için ayrı hesaplandı) 

Template RNA  X µl (20 µl’lik reaksiyon hacminde 2 µg total RNA 

olacak şekilde herbir örnek için ayrı hesaplandı) 

Toplam hacim 20 µl 

 

- Hazırlanan reaksiyon karışımı 42°C’de 15 dk inkübe edildi.  

- Reverse transkriptazı inaktive etmek için, örnekler 95°C’de 3 dk inkübe edildi. 
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- Bu aşamaların sonunda 20 μl miktarında cDNA elde edildi. 

- Örnekler, gerçek-zamanlı PCR ile analiz edilmek üzere -20°C’de saklandı.  

 

CHOP ve XBP1 genleri (hedef genler) ve β-aktin (referans gen) için relatif kantitasyon 

analizi, gerçek-zamanlı PCR sistemi (LightCycler 1.5 Instrument, Roche Diagnostics) 

kullanılarak yapıldı. Hedef genlerin ve referans genin mRNA düzeyinde ekspresyon analizi 

için kullanılan primer ve prob setlerine ait diziler Tablo 2’de verildi. 

 

Tablo 2. CHOP, XBP1 genleri ve -aktin mRNA ekspresyon analizlerinde kullanılan özgün 

primer dizilimleri (5’3’)  

 

CHOP  

     Primer seti GACCTGCAAGAGGTCCTGTC (Forward) 

CTCCTCCTCAGTCAGCCAAG (Reverse) 

XBP1  

     Primer seti 

 

CTGCAGAGGTGCACGTAGTC (Forward) 

GCACCTGCTGCGGACTC (Reverse) 

β-aktin  

    Primer seti 

 

AAA TCG TGC GTG ACA TTA A (Forward) 

CTC GTC ATA CTC CTG CTT G (Reverse) 

 

CHOP, XBP1 ve β-aktin genlerinin mRNA düzeyinde relatif ekspresyonlarını analiz 

etmek için Tablo 3 ve 4’de verilen gerçek-zamanlı PCR karışımı ve protokolü uygulandı. Her 

bir örnek için gerçek-zamanlı PCR analizleri 2 farklı reaksiyonda 3 kez tekrar edildi ve 

fluoresan değeri olarak 3 analizin ortalaması alındı.  

 

Tablo 3. CHOP, XBP1 ve -aktin genlerinin mRNA düzeyinde ekspresyonlarını belirlemek 

amacı ile hazırlanan reaksiyon karışımı  

 

Komponent Miktar 

Master karışımı (2X) 10 µL 

Primer-Probe karışımı  1 µl 

PCR-grade su 6 µl 

cDNA örneği 3 µl 
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Tablo 4. CHOP, XBP1 ve -aktin genlerinin mRNA düzeyinde ekspresyonlarını belirlemek 

amacı ile uygulanan gerçek-zamanlı PCR protokolü* 

 

Analiz Modu Döngü Segment Isı Süre Kazanım Modu 

   
Pre-inkübasyon 1  95C 10 dk - 

     
  Denatürasyon 95C 15 sn - 

Amplifikasyon 60 Annealing 60C 30 sn - 

  Ekstensiyon 72C 15 sn Tek okuma 

Soğutma   1    40C           30 sn  

 

*: Gerçek-zamanlı PCR Protokolü; Pre-inkübasyon: Enzim aktivasyonu ve kalıp cDNA’nın 

denatürasyonu, Amplifikasyon: Hedef bölgenin primerler yardımı ile çoğaltılması ve özgün 

problar yardımı ile ürünün belirlenmesi, Soğutma: Sistemde yer alan rotorun soğutulması 

basamaklarını içermektedir. 

 

Optimize edilen protokollerle örneklerin gerçek-zamanlı PCR aşamaları tamamlandı ve 

“relatif kantitasyon” olarak örneklerin ekspresyon düzeyleri belirlendi. Bu amaçla, her bir 

örneğin hedef gene ait mRNA ekspresyon düzeyi, aynı örneğin referans gen olan β-aktin 

(aynı zamanda, relatif kantitasyonda eksternal standard) ekspresyon düzeyi gerçek-zamanlı 

PCR sisteminde varolan yazılım programı (LightCycler Relatif Kantitasyon Yazılım Programı) 

kullanılarak hesaplandı ve relatif olarak kantite edildi. Eksternal standart, gerçek-zamanlı 

PCR ile kantitasyon sırasında hedef ve referans cDNA miktarları arasındaki farklılığı, örnek 

yüklemedeki varyasyonları ve PCR inhibitörlerinin etkisini dengelemede yardımcı olması 

amacı ile seçildi. 
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BULGULAR 

 

1. IC50 değerleri 

U266B1 ve RPMI 8226 MM hücre dizilerinde BTZ, BAF, SAHA ve 5-AzaC ajanlarının tek tek 

ve dörtlü kombinasyon IC50 değerleri Tablo 5’ de verilmiştir: 

  

Tablo 5. Projede kullanılan ajanların IC50 değerleri  

 

 IC50 RPMI 8226 (µM) IC50 U266B1 (µM) 

BTZ 0,04 5 

5-AZA 9 20 

SAHA 40 2,56 

BAF 0,03 0,008 

BAF+BTZ+ 

5-AZA+SAHA 

0,00625BAF/0,125BTZ/1,25 5-AZA/5SAHA 0,0005BAF/0,3125BTZ/0,625 5-AZA/0,16SAHA 

 

 

2. BTZ, BAF,  SAHA ve 5-AzaC kombinasyon tedavisi MM hücre hatlarında apoptozu 

uyarır  

Dörtlü kombinasyon tedavisinin zamana bağlı olarak hücrelerde sitotoksik etki gösterdiği 

belirlendi. 24 saat inkübasyon sonrası, test edilen tüm hücre hatlarında sitotoksik etki 

gösterdiği ve 48 saat sonra tüm hücrelerin öldüğü belirlendi.  

Annexin V-flow sitometri sonuçları Tablo 6’da gösterilmiştir. Buna göre herbir ajanın tek 

başına MM hücre hatlarında erken apoptotik hücre ölümüne neden olduğu, 4’lü 

kombinasyonun ise geç apoptotik/nektorik hücre ölümüne neden olduğu belirlendi. RPMI 

8226 hücrelerinde, BTZ uygulaması sonrası geç apoptotik hücre oranı %53 iken 4’lü 

kombine tedavide bu oran %99 olarak belirlendi. Benzer şekilde, U266B1 hücrelerinde BTZ 

uygulaması sonrası geç apoptotik hücre oranı %65 iken 4’lü kombine tedavide bu oran %99 

olarak belirlendi. Şekil 2’de örnek flow sitometri sonuçları verilmiştir.  
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Tablo 6.  Annexin V-flow sitometri sonuçları 

 U266B1 RPMI 8226 

 PI AV PI 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.  

 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

E 

 

F 

 

 

Şekil 2. MM hücre hatlarında sitotoksik ajan uygulaması sonrası Annexin V- flow sitometri 

görüntüleri. (A) Ajan uygulaması yapılmamış RPMI 8226 hücreleri, (B) BTZ uygulaması 

sonrası RPMI8226 hücreleri, (C) 4’lü kombine uygulama sonrası RPMI 8226 hücreleri, (D) 

Ajan uygulaması yapılmamış U266B1 hücreleri, (B) BTZ uygulaması sonrası U266B1 

hücreleri, (C) 4’lü kombine uygulama sonrası U266B1 hücreleri. 
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Apoptozun değerlendirilmesinde kaspaz aktivasyonu belirteçleri olan kaspaz-3 ve kaspaz-7 

proteinlerinin Western blot analizlerinde ise, her iki hücre dizisinde de bu proteinlerin 

ekspresyonlarında artış gözlenmedi (Şekil 3). Flow sitometri sonuçlarından sonra, beklendiği 

gibi Western blot sonuçlarında iki kaspaz proteininin ekspresyonunda değişikliğin 

gözlenmemesi geç apoptotik/sekonder nekrotik sürecin göstergesi olarak değerlendirildi.  

 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

E 

 

F 

 

 

Şekil 3. MM hücre hatlarında sitotoksik ajan uygulaması sonrası kaspaz-3 (A ve D) ve 

kaspaz-7 (B ve E) western blotlama görüntüleri. Üst sırada RPMI 8226 hücreleri, alt sırada 

U266B1 hücrelerine ait sonuçlar gösterilmektedir, her panelde ilk kuyucuk dörtlü kombine, 

ikinci kuyucuk BTZ ve son kuyucuk ajan uygulanmamış hücrelere aittir. C ve F panelleri β-

aktin protein yükleme kontrolüdür. 

 

Kombine tedavinin otofaji ile ilişkili olup olmadığının belirlenmesi amacı ile de akridin oranj 

boyaması yapıldı ve asidik veziküller görüntülendi. Beklendiği gibi BAF uygulamasının 

lizozomla otofagozomlarin füzyonunu (asidik veziküller) bloke ettiği gözlendi ve bu durumda 

MM hücrelerinde %2-3 akridin oranj pozitifliği gözlendi (Şekil 4). Dörtlü kombinasyon 

tedavisinde de sırasıyla RPMI 8226 ve U266B1 hücrelerinde akridin oranj pozitif hücre varlığı 

%14 ve %16 olarak belirlendi (Şekil 5 ve 6). Akridin oranj boyama sonuçları kombine tedavi 

sonrası otofajinin uyarılmadığını göstermektedir. Bu bulgunun teyidi amacı ile, 4’lü kombine 

tedavi uygulaması yapılan MM hücre hatlarında otofaji belirteçleri olarak Beclin-1 ve LC3 

ekspresyonları WB analizi ile değerlendirildi ve bu proteinlerin ekspresyonlarında artış 

gözlenmedi (Şekil 7). 

 

 

Şekil 4. Bafilomisin uygulanan RPMI 8226 

hücrelerinde fluoresan mikroskopta akridin oranj 

boyaması ile asidik veziküllerin görünümü (x400). 

Canlı hücreler yeşil renkte gözlenirken, kırmızı renk 

asidik veziküllerin varlığını göstermektedir. 
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A 

 

B 

 

C 

 

 

Şekil 5. Akridin oranjla boyanan U266B1 hücreleri. Hücreler fluoresan mikroskop altinda 

görüntülendi (x100) Canlı hücreler yeşil renkte gözlenirken, kırmızı renk asidik veziküllerin 

varlığını göstermektedir. (A) Tedavi uygulanmamış hücre, (B) BTZ uygulanmış hücre, (C) 

Kombine tedavi uygulanmış hücre 

 

 

 

A 

 

B 

 

C 

 

 

Şekil 6. Akridin oranjla boyanan RPMI 8226 hücreleri. Hücreler fluoresan mikroskop 

altında görüntülendi (x100) Canlı hücreler yeşil renkte gözlenirken, kırmızı renk 

asidik veziküllerin varlığını göstermektedir. (A) Tedavi uygulanmamış hücre, (B) BTZ 

uygulanmış hücre, (C) Kombine tedavi uygulanmış hücre 
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A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

E 

 

F 

 

 

Şekil 7. MM hücre hatlarında sitotoksik ajan uygulaması sonrası Beclin-1 (A ve D) ve LC3 (B 

ve E) western blotlama görüntüleri. Üst sırada RPMI8226 hücreleri, alt sırada U266B1 

hücrelerine ait sonuçlar gösterilmektedir, her panelde ilk kuyucuk dörtlü kombine, ikinci 

kuyucuk BTZ ve son kuyucuk ajan uygulanmamış hücrelere aittir. C ve F panelleri β-aktin 

protein yükleme kontrolüdür. 

 

3. Kombine tedavi hücreleri ER-stresi aracılı apoptoza götürür 

Dörtlü kombine tedavinin ER stresindeki artışla mı hücreyi apoptoza yönlendirdiğini 

belirlemek amacı ile ER-stresi ile ilişkili genlerden CHOP ve XBP1 ekspresyon analizi yapıldı. 

Her iki MM hücre hattında da BTZ ve 4’lü kombine tedavi sonrasında XBP1 mRNA 

düzeyinde artış gözlenmezken, CHOP mRNA düzeyinde artış gözlendi (Şekil 8 ve 9). Ajan 

uygulaması yapılmamış her iki hücre hattında da, beklendiği üzere (Myeloma hücrelerinde 

aşırı miktarda Ig birikimi nedeniyle XBP1 ekspresyonu bazal olarak yüksektir), XBP1 

ekspresyonu ajan uygulaması yapılan hücrelere göre daha daha yüksekti.   

 

 

Şekil 8. U266B1 MM hücre hattında CHOP ve XBP1 gen ekspresyonları.  
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Şekil 9. RPMI 8226 MM hücre hattında CHOP ve XBP1 gen ekspresyonları 
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TARTIŞMA VE SONUÇ 

  

MM’da tedavi seçenekleri oldukça hizli ilerlemekte ve değişmektedir. Kronolojik olarak 

melfalan ve siklofosfamid gibi alkilleyicilerle başlayan tedavi seçenekleri, prednizon ve 

dekzametazon gibi kortikosteroidler, doksorubisin gibi antrasiklinlerle devam etmiş ve 

günümüzde yerini bortezomib gibi proteozom inhibitörleri ile talidomid ve leanlidomid gibi 

immunmodulator ilaçlara bırakmıştır. Yeni ilaçların kullanımı ile tedavi stratejilerindeki bu 

değişimler, tedaviden alınacak yanıtın kalitesini arttırmasına karşın, MM’da henüz arzu edilen 

düzeyde yanıtın alındığı ve üzerinde konsensus sağlanmış bir tedavi stratejisi 

bulunmamaktadır (Moreau vd., 2015). Çalışmamızda BTZ-tabanlı BAF, SAHA ve 5-

AzaC’den oluşan kombine tedavinin MM hücreleri üzerindeki etkinliğinin değerlendirilmesi 

hedeflendi.  

 

Proteozom inhibitörü olan BTZ’nin, myeloma hücrelerinde otofajiyi uyardığı gösterilmiştir 

(Hoang vd., 2009). Otofaji inhibitörü olan BAF-aracılı otofaji inhibisyonunun, MM hücre 

hatlarında ER stresini arttırarak BTZ-aracılı apoptozu arttırdığı rapor edilmiştir (Kawaguchi 

vd., 2011). BTZ-aracılı ubikutin proteozom inhibisyonu ve bir makrolid aracılı otofaji-lizozom 

sisteminin inhibisyonun birlikteliğinin, myeloma hücrelerinde ER-stresi-aracılı hücre ölümünü 

uyardığı ve intraseluler ubikutinle-konjuge proteinlerin birikimine neden olduğu gösterilmiştir 

(Moriya vd., 2013). Biz de çalışmamızda, beklediğimiz gibi BTZ, BAF, SAHA ve 5-AzaC 

kombinasyonunun MM hücre hatlarında belirgin bir biçimde hücre çoğalmasını inhibe ettiğini 

belirledik. Artan sitotoksisitenin apoptozla ilişkili olup olmadığını belirlemek için de bir sonraki 

aşamada flow sitometri analizlerini tamamladık. Her bir ajanın tek başına kullanımı ile 

karşılaştırıldığında MM hücre hatlarında 4’lü kombine tedavinin, hem anneksin-V pozitif hem 

de propidium iodide pozitif myeloma hücre populasyonunu arttırdığını bulduk. Bu bulgular 

MM hücrelerinin geç apoptotik veya sekonder nekrotik hücreler olduklarını göstermektedir. 

Erken veya geç apoptotik hücre olumunu teyit etmek amacı ile de, kaspaz 3 ve kaspaz 7 

ekspresyonunu WB analizi ile değerlendirdik ve 4’lü kombinasyonda her iki kaspazın 

ekspresyonun artmadığını belirledik. Kaspaz 3 ve 7 ekspresyonu özellikle erken apoptotik 

süreçte gözlenen bir değişimdir (McIlwain vd., 2013) ve bulgularımız 4’lü kombinasyonla 

hücre olumunun büyük olasılıkla geç apoptotik/sekonder nekrotik süreçle ilişkili olduğunu 

göstermektedir. 

 

Gec apoptotik ve nekrotik süreçte ortak nokta plazma membranının hasara uğramasıdır. Geç 

apoptotik hücreler, ortadan kaldırılmamış erken apoptotik hücrelerden köken aldığı için, 

erken apoptotik hücrelerin ortadan kaldırılmasında yer alan moleküler mekanizmaların çoğu 

geç apoptotik hücrelerin ve hatta nekrotik hücrelerin fagositozunda da yer alırlar. Örneğin 
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erken apoptotik hücre yüzeyinde “beni ye” sinyali olan fosfatidilserin (PS) geç apoptotik ve 

nekrotik hücrelerin makrofajlar tarafından tanınmasında ve fagositozunda yer alır (Nagata 

vd., 2016;  Krysko ve Vandenabeele, 2008) Erken apoptotik süreç sıklıkla anti-inflamatuvar 

bir yanıt olarak değerlendirilmesine karsın, geç apoptotik ve sekonder nekrotik süreç sıklıkla 

inflamasyonla ilişkilidir ve immuniteyi uyarır. Ancak, erken apoptotik hücrelerin ve geç 

apoptotik/sekonder nekrotik hücrelerin uzaklaştırılması ile ilgili immunolojik sonuçları 

belirleyen faktörler oldukça komplekstir ve çoğu zaman bu konuda fikir birliğine 

varılamamıştır. Ölen hücrelerin uzaklaştırılması ile ilişkili immunolojik yanıtlar ölen hücrelerin 

tipi, hücre ölümünün evresi, fagositik hücreler tarafından tanınma ve fagositoz süreçleri, 

hücre ölümünün gerçekleştiği mikroçevredeki fagositlerin tipi gibi birçok faktörden 

etkilenmektedir (Krysko ve Vandenabeele 2008; Lockshin, 2016). Bu kompleks süreç 

nedeniyle de, literatürlerde farklı sonuçlar yer almaktadır. Her ne kadar ölen hücrenin orijini 

önemli olsa da, ölen hücreler tarafından açığa çıkan immunmodulator sinyaller ve aktive olan 

fagositik hücreler tarafından salınan sinyaller, hücre ölümünü takiben hücrelerin 

uzaklaştırılması sürecinin kalitesini belirlemede önemli faktörlerdendir. Ölen hücrelerdeki 

membran bütünlüğü, hücre ölümünün farklı evrelerini (örneğin erken apoptotik veya geç 

apoptotik hücreler) ayırmada önemli kriterlerden biridir. Fonksiyonel olarak, geç apoptotik ve 

nekrotik hücrelerde membran bütünlüğünün kaybı, pro-inflamatuvar yanıtı uyaracak endojen 

tehlike sinyallerinin salınımında kritik rol oynamaktadır (Kono ve Rock, 2008). Isı şok 

proteinleri, DNA gibi geç apoptotik/nekrotik hücrelerden köken alan tehlike sinyalleri Toll-

benzeri reseptör (TLR) ailesi üyeleri tarafından tanınırlar ( Garg vd., 2014). Projemiz 

sonucunda elde ettiğimiz veriler çevresinde, bir sonraki hedefimiz MM’da bu 4’lü tedavi 

kombinasyonun immunolojik yanıtlarına odaklanmak olacaktır.  

 

Sentezledikleri Ig moleküllerinin bilinmesi ve bu moleküllerin otofaji inhibisyonuna duyarlı 

olmaları nedeniyle çalışmamızda U266B1 ve RPMI 8226 hücre hatlarını kullandık. Myeloma 

hücrelerinde aşırı miktarda protein birikimi nedeniyle, bazal otofaji düzeyi yüksektir. Hoang 

ve ark., ajan uygulaması yapılmamış U266B1 ve RPMI 8226 hücre hatlarında otofaji belirteci 

olan LC3 ekspresyonunun yüksek olduğunu (sırası ile %65 ve %85) olduğunu 

belirlemişlerdir. (Hoang vd., 2009). Çalışmamızda ajan uygulaması yapılmamış her iki hücre 

hattında da akridin oranj pozitifliği yüksek bulundu. Bu bulguların, literatürle uyumlu olduğu 

gözlendi.   

 

Daha önce bahsedildiği üzere, MM hücrelerinde BTZ ve bafilomisin sinerjik etki 

göstermektedirler (Kawaguchi vd., 2011). Bazı histon deasetilazlar (HDAC)’ların proteazom 

inhibitör direncinde yer aldıkları gösterilmiştir. Bu veriler, proteazom inhibitörlerinin HDAC 

inhibitörleri ile kombine kullanımlarında proteazom inhibitör direncinin üstesinden 
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gelinebileceğini düşündürmüştür. Multipl myelomda HDAC1 knock-down edildiğinde BTZ-

aracılı apoptosis artarken, HDAC1 aşırı ekspresyonunun bortezomib direncine neden olduğu 

gösterilmiştir (Kikuchi vd., 2010). BTZ ile SAHA kombinasyonunun değerlendirildiği bir faz III 

klinik çalışmasında, MM hastalarında, plasebo grubu ile karşılaştırıldığında SAHA-BTZ 

kombinasyonu ile tedavi edilen grupta overall yanıt oranı %54 olarak rapor edilmiştir 

(Dimopoulos vd., 2013). Biz de çalışmamızda bir HDAC inhibitörü olan SAHA’nın da yer 

aldığı BTZ-tabanlı kombine tedavinin sinerjik etki göstererek MM hücre ölümünde etkin 

olduklarını belirledik.  

 

5-azasitidin, sitozin analogudur ve hücresel DNA ve/veya RNA ile etkileşime girer. Yapısında 

C6 ile DNA metiltransferaz (DNMT)’ların sistein tiolati arasında kovalent bağ oluşur ve 

DNMT’ler bloke olur. Bir başka ifade ile 5-azasitidin bir DNMT inhibitörüdür. Kanserle ilişkili 

fonksiyonları acısından sonuçta hücresel DNA demetile olur ve bazı inaktif genlerin 

reaktivasyonu gerçekleşir ya da birbirine kovalent bağlı irreversibl enzim-DNA yapısı DNA 

hasarını uyarır (Bhalla, 2005). Son yıllarda hematolojik malignensiler de dahil farklı kanser 

türlerinin tedavisinde 5-azasitidini içeren epigenetik tedavilerin de değerlendirildiği birçok 

çalışma bulunmaktadır (Wongtrakoongate, 2015). 5-azasitidinin myeloma hücrelerindeki 

etkinliği ile ilgili çalışmalar ise oldukça sınırlıdır. Kiziltepe ve ark. MM hücre hatlarında 

gerçekleştirdikleri çalışmalarında, ilk kez 5-azasitidinin DNA çift iplik kırık yanıtını uyararak 

MM hücrelerinde apoptozu uyardıklarını belirlemişlerdir. Aynı zamanda araştırmacılar, 

bortezomib tedavisi alan MM hücrelerinin 5-AzaC ile uyarılan sitotoksisiteyi arttırdıklarını ve 

sinerjik etki gösterdiklerini belirlemişlerdir (Kiziltepe vd., 2007). Biz de çalışmamızda bir 

DNMT inhibitörü olan 5-AzaC’nın da yer aldığı BTZ-tabanlı kombine tedavinin sinerjik etki 

göstererek MM hücre ölümünde etkin olduklarını belirledik.  

 

Bilgilerimiz dahilinde MM’da bu 4’lu kombinasyonun değerlendirildiği bir çalışmaya 

rastlanmamıştır. Çalışmamızda da 4’lu kombinasyon tedavisinin ajanların tek basına neden 

oldukları sitotoksik etkiden daha güçlü sitotoksik etkiye neden oldukları belirlenmiştir. Bir 

başka ifade ile bu 4 ajan sinerjik etki göstererek MM hücrelerinde ölüme neden olmaktadırlar. 

Dörtlü kombine tedavinin ER stresindeki artışla hücreyi apoptoza yönlendirdiğini araştırmak 

amacı ile ER-stresi ile ilişkili genlerden CHOP ve XBP1 ekspresyon analizini yaptık ve CHOP 

geninde 4’lü kombine tedavi grubunda her iki hücre hattında da ekspresyon artışı 

gözlemledik. CHOP (GADD153) proteini oldukça potent pro-apoptotik bir faktördür. 

Katlanmamış Protein Yanıtı (UPR) sinyal iletim yolu ve diğer sinyal iletim yolları ile aktive 

olur. UPR, ER-stres yanıtında yer alan önemli bir sinyal iletim yoludur. Hücresel hemostazın 

korunmasında, fazla miktarda biriken veya yanlış katlanan proteinlerin uzaklaştırılması veya 

tekrar kullanılabilir hale getirilmesi son derece önemlidir (Aronson ve  Davies, 2012) Ubikutin-
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proteazom sistemi ve otofaji-lizozom sistemi, iki major intraselüler protein degredasyon 

sistemidir. Multipl myelomda plazma hücreleri fazla miktarda immunoglobulin üretirler ve 

katlanmamış immunoglobulinlerin aşırı miktarda olması, ER stresinde artışa neden olur. Bu 

proteinler ya proteazom aracılığı ile (Davenport vd., 2007) ya da otofaji aracılığı ile (Hoang 

vd.,2009) uzaklaştırılırlar. Bu veriler, bu iki major degredasyon sisteminin terapötik hedef 

olmalarına neden olmuştur. Otofaji, normal hücrelerde hemostazin devamlılığında önemli bir 

koruyucu rol üstlenmektedir. Myeloma hücrelerinde aşırı miktarda protein birikimi nedeniyle, 

bazal otofaji düzeyi yüksektir (Hoang vd.,2009). Biz de çalışmamızda değerlendirdiğimiz 4’lü 

kombine tedavi ile bu iki major protein degredasyon sistemini de kullanan ajanları MM hücre 

hatlarına uyguladık. Sonuçta, bu degredasyon sistemlerinin eş zamanlı uyarımının, MM 

hücrelerinde CHOP aracılı ER-stresini arttırarak apoptotik süreçlerin aktivasyonuna neden 

olduğunu düşünüyoruz.   

 

Sonuç olarak,  

 BTZ, BAF, SAHA ve 5-AzaC’dan oluşan dörtlü kombinasyon tedavisi, proje 

kapsamında araştırıldığı üzere, protein degredasyon sistemlerinin eş zamanlı 

baskılanmasına (Bortezomib aracılı ubikutin proteazom sisteminin baskılanması ve 

bafilomisin aracılı otofajinin baskılanması) yol açarak MM hücrelerinde ER stresini 

artırmaktadır. Bu da CHOP gibi ER-stresi aracılı apoptotik sinyallerin aktivasyonuna 

neden olarak, MM hücrelerinde apoptoza neden olarak MM’da güçlü bir biçimde 

apoptozu uyarır.  

 Gelecekte, dörtlü kombine tedavi uygulamasının MM hücre ölümünde apoptozun 

mekanizması ile ilgili olarak TUNEL,  kromozomal DNA elektroforezi gibi farklı 

moleküler yöntemlerle apoptotik sürecin daha ayrıntılı incelenmesi planlanabilir.  

Ayrıca, MM’da bu 4’lu tedavi kombinasyonun immunolojik yanıtları da kapsayan yeni 

projelerin yapılması hedeflenmektedir.  
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