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OZET

Primer karaciger kanseri olgularinin ¢ogunlugunu olusturan hepatoseliler
karsinoma (HCC), diinya ¢apinda kanser iliskili 6limlerde 3. sirada yer almaktadir. Erken
evrede teshis konulan hastalarda rezeksiyon ve transplantasyon iyilestirici tedavi
yontemleri olarak kabul edilse de 6nemli sayidaki ilerlemis HCC'li hastalarda cerrahi
islemler metastaz riski sebebiyle uygun degildir ve bu hastalar icin en uygun tedavi
yontemi farmakoterapidir.

Birden fazla klinik calismada, Bortezomib’in hiicre gelisim ve blylimesini
engelleyerek HCC dabhil ¢esitli insan kanserlerinde anti-timor aktivitesi ve apoptotik
hiicre 6limlerine sebep oldugu gosterilmistir. Kuersetin hepatik tiimorlerin de iginde
bulundugu bircok habis hiicrenin bliyiimesini inhibe eder ve farkli kemoterapétik ilaglarla
kombine halde ilag direncinin Ustesinden gelebilir.

Cogu durumda tedavi sirasinda Bortezomib’e direg hizli bir sekilde gelisir. HCC'de
Bortezomib’e karsi olusan direncin, B1 ve R5 proteazom alt-birimlerinin artmis
ekspresyonundan kaynakli, yliksek seviyedeki bazal proteazom aktivitesi ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Direngli HCC hiicrelerindeki artmis 1 ve R5 ekspresyonu, Bax ve Noxa
proteinlerinin birikmesini engelleyerek Bortezomib uygulamasi boyunca apoptozdan
kacisi saglar. Bunlarla birlikte, kolon kanserinde artmis Nrf2 ekspresyonunun, proteazom
alt birimlerinin asiri ekspresyonundan sorumlu oldugu gosterilmistir.

Sonug olarak, Nrf2’nin artmis aktivitesi hiicrelerde proteazomal alt birimlerinin
ekspresyonunu artirarak Bortezomib’e direncg olusturabilir. Bu Tez calismasinda, Nrf2’yi
inhibe ettigi distnilen Kuersetin’in yalniz ve Bortezomib ile kombinasyonunun,

Bortezomib’e hassasiyet lizerine etkisinin arastirilmasi planlanmistir.

Anahtar Kelimeler: Hepatoseliiler Karsinoma (HCC), ilag Direnci, Bortezomib,

Kuersetin.



SUMMARY

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the third leading couse of cancer-related
deaths in the worldwide and majority of primary liver cancer cases. Although resection
and transplantation are accepted as curative treatment methods in patients diagnosed
at an early stage, surgical procedures are not appropriate in a significant number of
patients with advanced HCC due to the risk of metastasis, thereby pharmacotherapy is
the most appropriate treatment method for these patients.

In most clinical studies, Bortezomib has been shown to inhibit cell development
and growth, by causing anti-tumor activity and apoptotic cell death in various human
cancers, including HCC. Quercetin inhibits the growth of many malignant cells, including
hepatic tumors, and can overcome drug resistance in combination with different
chemotherapeutic drugs.

In most cases, resistance to Bortezomib develops rapidly during treatment.
Resistance to Bortezomib in HCC has been shown to be associated with high levels of
basal proteasome activity resulting from increased expression of the Rl and R5
proteasome subunits. Increased expression of B1 and R5 in resistant HCC cells prevents
the accumulation of Bax and Noxa proteins, allowing escape from apoptosis during
Bortezomib administration. However, increased Nrf2 expression in colon cancer has
been shown to be responsible for overexpression of proteasome subunits.

In conclusion, increased activity of Nrf2 may increase the expression of its
proteasomal subunits in cells, resulting in resistance to Bortezomib. In this thesis study,
it is expected that quercetin, which is thought to inhibit Nrf2, is used alone or in

combination with Bortezomib, to increase sensitivity to Bortezomib.

Keywords: Hepatocellular Carcinoma (HCC), Drug Resistance, Bortezomib, Quercetin.
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1. GIRIS

Karaciger kanseri viral hepatitler, asiri alkol tiiketimi ve aflatoksin zehirlenmeleri
gibi sebeplerden meydana gelen diinyada altinci siklikta goriilen 6limcil bir kanser
tiridar.

Primer karaciger kanseri olgularinin %70-85’ini olusturan hepatoseliiler
karsinoma (HCC), kansere bagli 6limlerde 3. siradadir. Klinikte cerrahi rezeksiyon ve
sonrasinda organ nakli uygun olarak kullanilmasina ragmen, daha sonrasinda doku
yenilenmesi problemleri ve niiksetme gibi sikintilar ortaya ¢ikmaktadir. Kemoterapi ve
radyo-terapi gibi uygulamalar ise yan etkiler ve hastalarda mevcut olan karaciger
bozukluklari nedeniyle uygulamada sinirli kalmaktadir. Bu nedenlerden dolayi hastalarda
etkin tedavi yontemi saglanamamaktadir ve HCC icin yeni tedaviler gelistirmeye ihtiyag
vardir.

Okaryotik hiicrelerin ¢ogunda molekiiler yolaklarin regiilatérii olan ubikitin
proteazomal sistem (UPS), transkripsiyon faktorleri ile onkogen ve timor baskilayici gen
Urlinlerinin miktarini ve aktivitesini kontrol eder. Kanser ve hizli bliyliyen embriyonik
hiicreler genellikle diger hiicrelerden fazla proteazom hiicresine sahiplerdir. Kanser
hicreleri ve normal hiicreler arasindaki bu proteazom seviyesi farki yliziinden proteazom
inhibitorleri kanser tedavisi icin potansiyel bir ajan olarak umut vadetmektedir.
Bortezomib klinik uygulamalara ilk tasinan proteazom inhibitortdir ve multipl myeloma
tedavisinde genis capta kullanilir. Klinik ve klinik 6ncesi yapilan ¢alismalarda Bortezomib
hematolojik ve kati timorlerde tek basina ya da diger kemoterapotik ilaglarla
kullanildiginda aktif bir ajan olarak yanit alindigi gorilmustir. Ancak, cogu durumda
HCC’de Bortezomib’e karsi direnc hizla gelismektedir. Bu direncin Gistesinden gelmek igin
altinda yatan mekanizmalar aydinlatilarak yeni tedavi yaklasimlari bulunmalidir [1], [2],
[3]. Karaciger kanserinde tek basina tedavi yontemi ile basaril bir terapotik etki elde
etmek zordur ve karmasik mekanizmalarin bulundugu bir hastalik olarak tanimlanir. Bu
ylzden, bu karmasik sinyal mekanizmalarini diizenleyebilecek tekli veya ¢oklu terapilere
ihtiyac vardir.

Kuersetin, bitkilerde bol miktarda bulunan ve bircok biyolojik aktiviteye sahip

flavonoid bir bilesiktir. Hepatik timorlerin de icinde bulundugu bir ¢ok habis hiicrenin



blylmesini inhibe eder ve farkli kemoterapétik ilaglarla kombine halde ilag direncinin
Ustesinden gelebilir [4].

Bu calismada, Bortezomib’e diren¢ kazandirilmis HepG2 hicre hattinda
Bortezomib ve Kuersetin kombine terapisinin hiicre canhligi ve Bortezomib’e yanitin

Uzerindeki etkisi incelenmistir.

1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve icerigi

Kanser tedavileri, timor olusumuna sebep olan mekanizmalarin anlasiimasi ve bu
mekanizmalari diizenleyecek stratejilerin belirlenmesi lzerine olusturulur. Her timor
tipine uygun hedefli ajanlar sirekli olarak gelistirilmektedir. Ancak ¢ogu durumda HCC
gibi bircok kanser tiriinde, kullanilan ilaclara karsi direng gelismektedir. Olusan direng
timoril yok etmede ilacin etkisini azaltmaktadir. Bu sebeple hastalara, daha agir yan
etkilere yol acan yliksek dozda ilaglar uygulanabilmektedir. Bu sebeple kullanilan etkin
ilacin calismasini olumlu yonde etkileyecek yeni stratejiler gelistirilmelidir.

Bu calismada uzun siire Bortezomib uygulamasina maruz birakilarak direng
gelistirilen HepG2 hiicre hattinda, direncin kaynagini etkileyecegi diistinilen Bortezomib
ve Kuersetin kombine tedavisi kullanilarak hiicreleri Bortezomib’e hassas hale getirmek

amaclanmistir.



2. KARACIGER KANSERI

Kanser, hiicresel homeostazin ve fonksiyonun geri déniisii olmayan bir sekilde
bozulmasiyla tetiklenen heterojen bir hastaliktir. Kanserin ilerlemesi, kontrolsliz hiicre
bliyimesi ve farklilasmaya ek olarak, apoptotik islevlerin kaybolmasi sonucunda
neoplastik hiicre popiilasyonunun genislemesiyle de iliskilidir [5].

Karaciger kanseri diinya ¢apinda yilda 841 bin vaka ile en sik goriilen altinci kanser
tiriadir ve yilda 782 bin 6lim ile kanser iliskili 6limlerde dordiinci sirada yer almaktadir
[6]. HCC, primer karaciger kanser tirlerinin baslica tipidir ve toplam karaciger kanseri
olgularinin %70-85’ini olusturur. HCC agisindan en buiiyik risk grubunda bulunan hastalar
Hepatit B (HBV) ve Hepatit C (HCV) hastalaridir ve HCC tanisi konan hastalarin yaklasik
%75-80 kadarini olustururlar. Ek olarak, asiri alkol tiiketimi, aflatoksinler, hemokromatoz
ve obezite gibi faktorler HCC icin risk grubundadir [7]. Cerrahi rezeksiyon ve karaciger
nakli erken evre tlimorll hastalarda iyilestirici tedavi yontemidir. Ancak énemli sayidaki
ilerlemis HCC'li hastalarda cerrahi islemler metastaz riski sebebiyle uygun degildir ve

farmakoterapi bu hastalar i¢in ana tedavi yontemidir [8].



3. PROTEAZOMAL SISTEM

Hicre canliiginin korunmasinda gerekli olan hicresel fonksiyonlarin yerine
getirilmesi i¢in binlerce protein gereklidir. Hiicresel protein miktari, sentez ve yikim
arasinda dinamik bir denge halindedir. Hiicre icerisindeki protein seviyeleri, proteinlerin
sentezi, katlanmasi ve bozulmasina baglidir. Bu islemlerin dogru sekilde diizenlenmemesi
ve koordine edilmemesi hastaliklara yol agmaktadir [9]. Ubikitin-proteazom vyolagi
transkripsiyonel diizenleme, hiicre dongisi devamliligi, proliferasyon ve apoptoz gibi

hiicresel proseslerde rol alan proteinlerin yikiminda temel rol oynar.

3.1. 20S Proteazom

20S cekirdek proteazomu, Okaryotik ve bazi prokaryotik hiicrelerin dnemli bir
parcasi olan proteazomal sistemin merkezi kismidir. Memeli 20S ¢ekirdek proteazomu, 2
alfa (a-) ve 2 beta (R-) halkasindan olusan ici bos silindirik bir yapidadir. Her a ve B halkasi
7 farkli alt Ginite icerir (a1-7-R1-7-R1-7-a1-7) (Sekil 3.1) [1]. i¢ kisimda bulunan B halkalari
proteazomun katalitik bolgesini olustururken, dis kisimdaki a halkalari ise, substratin
proteolitik ic cembere erisimini diizenler. Alfa alt birimlerinin sikica i¢ ice gecen amino
(N-) terminal kuyruklari sayesinde, substrat girisini bloke eden bir kapi olusturulur.
Kapinin acilmasi, substratin katalitik bolgeye erisimini dizenler. 7 Beta alt Unitesi
arasinda B1, B2 ve R5 alt Uniteleri katalitik aktiviteye sahipken, digerlerinin katalik
aktivitesi yoktur. 31 kaspaz-benzeri, 82 tripsin benzeri, B5 ise kimotripsin benzeri aktivite
gosterir. Bu katalitik merkez N-terminal treonin rezidilerinden olusur.

Proteinlerin yikimi cogunlukla ATP bagimlidir. ATP gerektiren proteolitik proseste,
substrat proteinin Ubikitin molekiilli ile etiketlenmesi gerekirken, ATP bagimsiz

proteolitik yolakta, substrat protein Ubikitinlenmek zorunda degildir [1], [5].
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Sekil 3.1: 20S Proteazom Yapisi.

Substrat proteinlerin proteazomal taninmasi ve degradasyonunun kontroli igin
cesitli regiilatér proteazom birimleri vardir. Bu sayede hiicresel proteinlerin yanlis bir
sekilde yikima ugramasi engellenir. Ornegin, hidrofobik proteinler, yapilarinda bulunan
hidrofobik uzantilar sayesinde a-alt Unitesi kapisini agabilirken, hasarsiz ve normal
katlanmis proteinlerin taninmasi igin regiilator proteazom yapilarina ihtiya¢ vardir. Bu
reglilatorlerin arasinda en énemlisi, 7 alt Gniteli bir taban ve kapak kismindan meydana
gelen 19S regilatordir. 19S reglilatér, o halkasi kapisinda yapisal degisiklikler
olusturarak, substrat proteininin i¢ proteolitik cembere erisiminin artmasini saglar ve 20S
proteazomun her iki ucuna baglanarak 26S proteazomu olusur (Sekil 3.2) [1]. 26S

proteazom, protein degradasyonu igin gerekli olan ATP-bagimli bir komplekstir.
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Sekil 3.2: 26S Proteazom Yapisi (uyarlanmistir).

3.2. Ubikitin-Proteazom Sistemi (UPS)

Hicrelerde protein yikimi Ubikitin-proteazom sistemi (UPS) ve otofaji lizozom
sistemi olarak bilinen iki sistem tarafindan gerceklesir [9]. UPS, hiicre icerisindeki protein
yikiminin %80-90’indan sorumlu proteoliz mekanizmasidir. Bu ylzden UPS hiicresel
homeostaz i¢cin dnemli ve hayati bir mekanizmadir [10]. UPS, hiicre donglisi, hlicre
sagkalimi, apoptoz, DNA hasari/onarimi, endositoz, ila¢ direngi, anjiyogenez, hicresel
metabolizma, hiicre farklilasmasi ve protein kalite kontroli gibi bircok hiicresel yolakdaki
proteinlerin yani sira, hasarli ve yanlis katlanmis proteinlerin yikimindan sorumlu bir
yolaktir [9], [10]. Proteazom, ayrica amino asit homeostazi icin de dnemlidir. Ek olarak,
yapilan son ¢alismalarla, UPS’nin timor olusumu ve timor sag kaliminda énemli bir rol
oynadigl gosterilmistir [10]. Bu dnemli fonksiyonlarin dogru bir sekilde gerceklesebilmesi
icin UPS’nin aktivitesi siki bir sekilde diizenlenmelidir. Aksi takdirde, bulasici hastaliklar,
otoimmdiin hastaliklar ve kanser dahil olmak Uzere gesitli hastaliklar ortaya ¢cikmaktadir
[91, [11].

UPS ile yikim prosediiri iki ana asamadan olusur. Bunlardan ilki, degradasyon icin

ilk sinyal olan, Ubikitinasyon asamasidir. Ubikitin (Ub) 6karyotik hiicrelerin timiinde
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korunmus olan 76 amino asidin olusturdugu bir proteindir. Bu asamada Ubikitin proteini,
E1 (Gbikitin aktive edici enzim), E2 (konjuge edici enzim) ve E3 (lbikitin ligaz) enzimleri
araciliglyla, substrat proteinine kovalent olarak baglanir [12], [13], [14]. E1 enzimi, ATP
kullanarak ylksek enerjili E1-Ub kompleksi olusturmak icin Ub’yi adenile eder ve boylece
Ub aktive edilir. Bu reaksiyonda Ubikitinin C-terminali, E1 enziminin aktif merkezindeki
bir veya daha fazla sistein rezidilerine tioester bag ile eklenir. Daha sonra, E1 enzimi
aktive edilmis Ubikitini, E2 enzimine transfer eder. E2 enzimi ise Ubikitini ya dogrudan
substrat proteinine aktarir ya da 6nce E3 enzimine daha sonra substrat proteine ekler.
Substrat proteine spesifik E3 enzimi, hedef proteine baglanir ve Ubitin ile etikilenmis
substrat protein degradasyon icin proteazoma yonlendirilir [1], [10].

Protein substratina bir adet Ubikitin baglanmasindan (mono-ubikitinasyon) sonra,
ayni Gbikitinasyon kaskadi boyunca bir poli-tbikitin zinciri olusur. Bazi proteinlerin yikimi
icin tek bir Gbikitin baglanmasi yeterli iken, digerlerinin proteazom tarafindan yikilmasi
icin poli-tbikitinlenmesi gerekir. Ornegin 20S proteazom tarafindan yikima ugrayan
proteinler icin tek bir Gbikitin baglanmasi yeterken, 26S proteazom tarafindan degrade
edilen ¢cogu protein poli-tbikitinlenmelidir. UPS’in ikinci asamasi, substrat proteinin 20S

proteazom ile degradasyonudur [1], [14] (Sekil 3.3).
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3.3. Kanser Hiicrelerinde Proteazomal Sistem

UPS, hiicrelerde protein parcalanmasinin yani sira, onkogen ve timor baskilayici
gen Urilinlerinin, transkripsiyon faktorlerinin ve diger sinyal molekillerinin miktarini ve
aktivitesini kontrol eder. Ubikitinasyonun HCC dahil cesitli kanser tiirlerinde artmis
oldugu bilinmektedir [15]. Hiicre donglsini dilizenleyen proteinlerin ekspresyon
seviyeleri genellikle UPS'nin kontroll altinda oldugundan, UPS yolaginda gergeklesen
anormallikler, hiicre donglisiiniin kontroliinde anormalliklere sebep olabilir. Boylece
timorin baslamasi ve gelismesine katkida bulunur [16]. Cogu timor hicresi ylksek
seviyede proliferatif 6zellige sahiptir ve daha fazla protein sentezine ihtiya¢ duyarlar. Bu
ylzden proteazom inhibisyonuna karsi daha savunmasizdirlar [17]. Yapilan ¢alismalarda
kanser hiicrelerinde proteazom aktivitesinin normal hiicrelerden yiiksek oldugu rapor
edilmistir. Boylece proteazomun secici inhibisyonu, kanser hiicrelerinde hiicre
dongisiinii durdurulmasina ve apoptoza sebep olurken, normal hiicrelerin bliyime ve

fonksiyonunu minimal etkiler [18], [19].



3.4. UPS inhibisyonu

ilk proteazom inhibitériiniin bulunmasiyla, UPS’nin hiicresel fonksiyon ve
proseslerde 6nemi anlasiimistir. Proteazomal sistem, 6karyotik hiicrelerde siklin ve siklin
bagimli kinaz inhibitorlerinin degradasyonu yoluyla hiicre dongistni kontrol etmesi,
cesitli transkripsiyonel regtilatérlerin degradasyonu yolu ile hiicre bliyiimesi ve gen
ekspresyonunu diizenlemesi ve aktif protein kinazlarin degradasyonu ile belirli sinyal ileti
basamaklarinin sonlandiriimasi gibi bircok hiicresel fonksiyona dahil oldugu icin,
proteazom inhibitorlerinin hiicreler lzerinde ¢oklu ve kompleks etkileri vardir ve habis
hiicrelerin proliferasyonunu énler [1], [3], [20].

Proteazom inhibisyonunun sonucunda ilk olarak tim protein yikim orani azalir ve
bu da tbikitin-konjuge kisa dGmrli proteinlerin hizli bir sekilde birikimine sebep olur. Ayni
zamanda, hasarli ve yanlis katlanmis proteinler birikir ve boylece toksik kosullara karsi
koruma mekanizmasi amaciyla isi-sok proteinleri ve endoplazmik retikulum iliskili
proteinlerin miktari artar [1].

Proteazom aktivitesinin kanser hiicrelerinde normal hiicrelere kiyasla daha fazla
oldugunun 6grenilmesine ek olarak, hiicre donglisli ve apoptoz ile iliskili bircok proteinin
proteazomun substrati oldugu gosterilmistir. Cogu timor hicrelerinde proteazom
aktivitesinin inhibisyonu, Bax ve p27 gibi proteinlerin akiimile olmasina sebep olmustur
ve hilicre donglist durdurularak hiicre apoptoza girmistir. Boylece proteazom inhibitorleri
potansiyel anti-kanser ilaci olarak gortlmuistir [2].

UPS cesitli asamalarda bloke edilebilse de inhibitorlerin cogu dogrudan 20S
proteazomun proteolitik aktivitelerini hedefler (Sekil 3.4) [14], [16].
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Sekil 3.4: Proteazom inhibitdrlerinin 20S c¢ekirdek tzerindeki etkisi (uyarlanmistir).

3.4.1. Proteazom inhibitérleri (Pi)

Cogu proteazom inhibitord, katalitik alt Gnitenin substrat baglanma bdlgesine
gore tasarlanmis ve C-ucunda farmakofor bulunduran kisa peptitlerdir. Farmakofor kisim
proteazin katalitik rezidiisi (N-ucu) ile kovalent bag kurarken, peptid kisim proteazin aktif
bolgesindeki enzim-substrat baglanma bdlgesi ile etkilesime girer. Proteazom 3 katalitik
bblgeye sahip olmasina ragmen (R1, 82 ve B5), protein degradasyonunu 6nemli 6l¢lide
etkilemek icin tiim katalitik bélgelerin inhibisyonu sart degildir. Ornegin, R1 ve R2 alt
birimlerinin spesifik inhibisyonu tim protein bozunmasini O6nemli derecede
etkilemezken, RB5 inhibisyonu, protein yikimini 6nemli derecede azaltir. Ek olarak, R5
inhibitorleri hidrofobik 06zelliginden dolayl digerlerine kiyasla daha fazla hiicre
gecirgendir. Bu ylizden, ¢ogu proteazom inhibitorii R5 bdlgesini hedefler ve ilk
proteazom inhibitori, B5 alt birimini inhibe eden basit bir hidrofobik peptid aldehittir.
Ancak, aldehit proteazom inhibitérleri hedefe spesifik olmamasi ve zayif metabolik
stabiliteden dolayi insanlarda sinirli terapétik potansiyele sahiptir [1], [20].

Proteazom inhibitorleri kimyasal yapilarindan dolayi sentetik ya da dogal olarak iki
ana gruba ayrilir. Sentetik inhibitorler, peptid kismina boronat, vinilsiilfon, benzamid ve

a-ketoamid/ B-ketoamid bilesiklerinden biri olan farmakofor kismi eklenmis bilesiklerdir.
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Proteazomun aktivitesi farmakofor kismina bagldir. 20S proteazom inhibitor olan peptit

boronatlar, en cok basari elde edenlerdir [1], [20].

3.4.2. Bortezomib

Proteazom inhibitorli olarak kullanilan peptid aldehitler disik spesifisite,
stabilite problemleri ve dilisik biyoyararlanimlarindan dolayi yerini bu bilesiklerden
sentezlenen peptit boronatlara birakmistir. Peptit boronatlar ise proteazomlara ek olarak
serin proteazlari da inhibe eder. Tripeptid boronatlardan elde edilen dipeptid boronik
asitler, serin proteazlara etkisiz bir sekilde baglandiklari icin, daha spesifik bir sekilde
proteazomun inhibisyonunu gerceklestirir [21].

Bortezomib (PS-341) molekiiler formili C19H25BN404 olan bir dipeptid boronik
asit proteazom inhibitoridir (Sekil 3.5). Bortezomib, proteazomun katalitik bolgelerine
farkl afiniteye sahiptir. 20S proteazomun R5 alt birimini 1 den daha fazla inhibe
ederken, R2 alt birimini hemen hemen etkilemez [1]. Bortezomib vyapisinda
bulundurdugu boron atomlari sayesinde 26S proteazomun katalitik bolgesine spesifik

olarak baglanir ve proteazomun degradasyon yetenegini azaltir [22].

Sekil 3.5: Bortezomib’in kimyasal yapisi.
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PS-341, 1990l yillarda 60 farkli kanser hiicresi hattinda in-vitro calisiimistir.
Boylece proteazom inhibisyonu ve antineoplastik aktivitesi sayesinde antikanser
ajanlarin gelistirilmesinde yeni bir yaklasim ortaya koymustur. PS-341 bu amacla 1999
yilinda hematolojik kanser hastalarinda klinik Faz | calismalarina girmistir. Daha sonra
refrakter multipl myelom ve kronik lenfoid I6semi tedavisi icin Faz Il denemelerine
ilerlemis, 2003 yilinda FDA tarafindan onaylanmistir. Faz II'deki dikkate deger basarisi
nedeniyle FDA 2003 yilinda PS-341’i lglincli basamak tedavi olarak onayladi ve daha
sonra ismi Bortezomib olarak adlandirildi. 2008 yilinda multipl myelomda birinci basamak
tedavi icin onaylanmistir [20], [23]-[24]. 2014 yilinda ise mantle hiicreli lenfoma
tedavisinde onaylanmistir [25]. Glnlimizde yeni tani konulmus multipl myelom

hastalarinda FDA onayli baslangic tedavisi olarak kullanilmaktadir [26].

3.4.3. Kanser Tedavisinde Bortezomib’in Apoptotik Rolii

Apoptoz, organizmanin gelismesinde ve doku homeostazinda 6nemli rol oynayan
programlanmis hiicre 6limu sirecidir. Apoptozun deregiilasyonu, kanser dahil olmak
Uzere bircok patolojik kosullarla iliskilidir. Apoptozun diizenlenmesinde proteazom coklu
seviyelerde rol oynar. Ornegin; p53, NOXA ve Bax gibi bir cok proapoptotik proteinler
proteazomun hedefleridir. Bu proteinlerin proteazomal degradasyonu normal hiicreleri
apoptozdan korurken, Lactacystin, MG132 ve Bortezomib gibi proteazom inhibitorleri,
proapoptotik proteinlerin akiimilasyonuna neden olup apoptotik hiicre 6limuini saglar.
Bunun yaninda, Bcl-2 ailesine ait antiapoptotik proteinler de UPS tarafindan yikima ugrar
[16], [27], [28]. Bortezomib’in proteazomu inhibe etmesiyle, p53 ve c-jun gibi hiicre
dongisiinde 6nemli rollere sahip faktorler akiimile olur. Béylece apoptoza duyarlilik
indlklenir ya da artirilmis olur. Bortezomib hem intrinsik hem de ekstrinsik yolaklarla
apoptozu baslatabilir (Sekil 3.6). Klinik oncesi ¢alismalar, kicik molekiil proteazom
inhibitorlerinin, hiicre kiltiri ve fare kanser modelinde apoptozu indikledigini

gostermistir [29], [30].
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Sekil 3.6: Bortezomib kaynakli proteazom inhibisyonunun etkisi (uyarlanmistir).

3.4.3.1. BCL2 Ailesi

Memeli BCL2 protein ailesi, belirli anti-kanser ilaglara da dahil olmak lizere cok

cesitli hiicre ici stres sinyallerine yanit olusturabilen en az 30 iliskili proteinden olusur. Bu

proteinler BCL2 homoloji (BH) olarak isimlendirilen ve 20’den az amino asit motifi iceren

sekanslarla karakterize edilir (Sekil 3.7) [31]. BCL2 ailesi yapisal ve islevsel ozelliklerine

gore 3 farkli alt sinifa ayrilmaktadir.
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Sekil 3.7: Anti-apoptotik ve pro-apoptotik BCL2 proteinleri (uyarlanmistir).

Anti-apoptotik aile (yeleri

BCL2 anti-apoptotik aile grubunu, BH domainlerinin timiini (BH4-BH4) ve bir
hidrofobik C-ucunu iceren BCL-2, BCL-XL, BCL-W ve MCL-1 gibi proteinler olusturur. BH4
domaini anti-apoptotik aktivitede anahtar rol oynar ve bu ylzden apoptotik BCL2
proteinlerinin motifinde bulunmazlar. Anti-apoptotik BCL-2 proteini, mitokondriden
apoptojenik molekiillerin salinmasini saglayan BAX/BAK oligomerizasyonunu onleyerek
apoptozu inhibe eder. BCL-2 anti-apoptotik proteini ayrica sitokrom c salimini dogrudan
bloke ederek APAF-1 ve kaspaz-9 aktivasyonunu onler.

Pro-apoptotik aile liyeleri

BCL2 pro-apoptotik aile grubu icerisindeki BAX, BAK ve BOK ortak olarak BH1, BH2
ve BH3 domainlerini icerir. Sitozolde monomerik halde bulunan BAX, apoptoz esnasinda,
integral mitokondriyal protein olan BAK ile etkilesime girer ve oligomerizasyon
gerceklesir. Gergeklesen oligomerizasyon sonucunda sitokrom ¢ salimi ve ardindan
kaspaz aktivasyon kaskadi baslatilarak apoptoz tetiklenir.

Sadece BH3 domaini igeren aile (iyeleri

BCL2 ailesinden sadece BH3 domaini iceren proteinlerden BID ve BIM proteinleri

BAK ve BAX proteinlerine baglanarak direkt olarak aktive olmalarini saglarlar. BAD, NOXA
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ve PUMA gibi proteinler ise pro-apoptotik proteinleri aktive etmekten ziyade, anti-

apoptotik BCL2 yelerini inhibe ederek apoptozu baslatirlar (Sekil 3.8) [32]- [33].
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Sekil 3.8: BCL2 proteinlerinin apoptoz Gzerindeki etkisi (uyarlanmistir).

3.4.4. Bortezomib’in HCC Uzerinde Literatiirdeki Yeri

Klinik calismalarla, Bortezomib’in molekiiler hedeflerinin solid timorlerde
hematolojik malignitelerden farkli oldugu gosterilmistir [2]. Birden fazla klinik calismada,
Bortezomib'in gelisimini ve blylimesini engelleyerek HCC dahil insan kanserlerinde anti-
tUimor aktivitesi gosterilmistir. Yine yapilan calismalarda hiicre 6limlerinin apoptoz iliskili
oldugu gosterilmistir [4], [12]. Cerrahi islem uygulanamayan hastalardaki Fazl/Il

denemesinde, Bortezomib’in HCC'li hastalarda iyi tolere edildigi gosterilmistir [2].
15



Baska bir calismada 50 nM Bortezomib HepG2 hiicrelerinde 26S proteazomu inhibe
etme, kaspaz (caspase-3 ve caspase-8) aktivasyonu, mitokondri hasari ve apoptozla

alakali gesitli ic ve dis yolaklari indikledigi gorilmustar [34].

3.4.5. Kanser Hiicrelerinde Bortezomib Direnci

Bortezomib direnci, mekanizmasi tamamen aydinlatilamamis klinik bir problem
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Cogu durumda tedavi sirasinda Bortezomib’e direng hizl bir
sekilde gelisir [2], [35]. Bortezomib’e karsi adaptasyon gelistirmis insan akut miyeloid
[6semi hiicrelerinde, 81 ve R5 alt-tnitelerinin artmis ekspresyonu ve buna bagh olarak
ylksek proteazom aktivitesi gorulir. Benzer sekilde HCC'de Bortezomib’e karsi olusan
direncin, proteazom alt-birimlerinin artmis ekspresyonundan kaynakli, yiiksek seviyedeki
bazal proteazom aktivitesi ile iliskili oldugu gdsterilmistir. Bortezomib direnci, proteazom
gen transkripsiyonu, ekspresyonu ve aktivitesiyle karakterize edilir. Proteazom
inhibisyonu sonucu, UPS substrati olan Bax, Noxa ve p53 gibi pro-apoptotik proteinler
hiicrede birikir boylece apoptoz indiklenir. Ancak Bortezomib direncli HCC hiicreleri, bu
pro-apoptotik proteinlerin, stabilite ve birikim yetenegini kaybetmesiyle apoptoza karsi
direng kazanir. Bu nedenle, direngli HCC hiicrelerindeki artmis 81 ve 85 ekspresyonu, Bax
ve Noxa proteinlerinin birikmesini engelleyerek Bortezomib uygulamasi boyunca

apoptozdan kagisi saglar [36].

3.4.6. UPS ve Nrf2 iliskisi ve Diren¢ Gelisimine Etkisi

Hicreler, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) miktarini arttiran oksidatif strese neden
olan cevresel kirlilik ve toksik maddelere maruz kalirlar. ROS ise, endojen ve eksojen
kaynakh oksijen yan Urintdir. Olusan bu ROS, baz modifikasyonu gibi DNA hasarlarina,
DNA sekansinin yeniden diizenlenmesine, tek iplik kirilmalarina ve kansere neden

olabilecek timor baskilayici gen mutasyonlarina sebep olabilir.
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Nrf2 (NF-E2 ile ilgili faktor 2), bircok zararli cevresel toksik maddeye ve
kanserojene karsi hiicrenin ana savunma mekanizmasi olarak ortaya cikan, ylksek
oranda korunmus l6sin yapisi iceren bir transkripsiyon faktoridir. Nrf2’nin ana goérevi,
antioksidan tepkimeyi aktive etmek ve hicreyi oksidatif stresin zararh etkilerine karsi
koruyabilen 200 kadar genin transkripsiyonunu indiklemektir. Boylece, hiicre igi
homeostaz korunmus olur. Bu genler; GCL ve HMOX-1 gibi hiicre i¢i redoks dengeleyici
proteinler, GST ve NQO1 gibi ROS’u n6tralize eden faz Il detoksifiye edici enzimler ve MRP
gibi coklu ilag direnciile iliskili enzimleri kodlayan genleri icermektedir. Nrf2’nin promotor
kismi, antioksidan yanit elementi (ARE) olarak adlandirilan spesifik DNA bolgesini
hedefler ve boylelikle Nrf2 baglanarak gen ekspresyonu indiklenir. Nrf2, bahsedilen
genlere ek olarak proteazom alt birimlerinin ekspresyonu da etkiler (Sekil 3.9) [37], [38].
Yapilan bir ¢alismada, kolon kanserinde artmis Nrf2 ekspresyonunun, proteazom alt
birimlerinin asiri ekspresyonu ve dolaslyla artmis proteazom aktivitesinden sorumlu
oldugu gosterilmistir [39]. Nrf2, enflamasyon, noérodejeneratif hastaliklar, yaslanma,
diyabet, kanser gibi hastaliklara karsi antioksidan yanitla hiicre sag kalimi ve koruma
saglar. Ancak sadece normal hicrelerin degil, kanserli hiicrelerin de sag kalimini
destekler. Kanser hiicrelerinde Nrf2’nin asiri ekspresyonu, hiicre blylimesine elverisli ve
oksidatif stres ile kemoterap6tik ajanlara karsi koruma saglayan bir ortam olusturur. Bu
durum, “the dark side of Nrf2” fenomeninin ortaya ¢ikmasini saglar. Dolayisiyla, Nrf2

seviyesi kemorezistans ile korele bulunmustur [40].
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Sekil 3.9: Stres kosullari altinda Nrf2'nin gen ekspresyonuna etkisi (uyarlanmistir).

Nrf2’nin hiicre sag kalimi Gzerindeki 6nemli etkileri nedeniyle diizenlenmesinin
siki denetlenmesi gerekmektedir. Herhangi bir ilag ya da oksidatif stresin olmadigi bazal
kosullar altinda, Nrf2, KEAP1 (Kelch-like ECH-associated protein 1) ve Cullin 3 (CUL3)
Ubikitin ligazdan olusan bir kompleks tarafindan Ubikitinlenir. Burada KEAP1, substrat
adaptori olarak ¢alisip Nrf2’yi hedefler, CUL3 ise Ubikitinlenmeyi gergeklestirerek Nrf2’yi
proteazomal degradasyona yonlendirir ve bdylece Nrf2 transkripsiyonel olarak inaktif

halde tutulur (Sekil 3.10) [37], [41].
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Sekil 3.10: Nrf2'nin proteazomal degradasyonu (uyarlanmistir).

Normal kosullar altinda Nrf2 proteazom yoluyla degradasyona ugradig igin
hiicrede ¢ok dustik seviyede bulunur. Ancak oksidatif stres ya da ilag uygulamasi gibi diger
stres kosullari altinda, E3 Ubikitin ligazin Nrf2’yi Gbikitinleme yetenegi baskilanir ve
Nrf2'nin UPS tarafindan degradasyonu engellenir bdylece miktari artar. Nrf2 cekirdege
gittiginde, antioksidan o&zellikli bircok proteinin sentezini baslatir. Onemli élciide,
oksidatif hasari ve canhligi geri kazanmaya yardimci olan 20S proteazom alt birimlerinin
ekspresyonunda gorev alir. Proteazom alt birimlerinin artan ekspresyonu, alt birimleri
birlesmis proteazom seviyelerinin artmasina yol acar. Bu da yliksek proteazom aktivitesi
ile sonuglanir. Boylece her proteazom inhibisyonunda, hiicreler 20S proteazom ya da 19S
RP’nin alt birimlerini kodlayan spesifik genlerin ekspresyonunu artirarak de novo

proteazom sentezini tekrar aktive eder (Sekil 3.11) [40], [42], [43].
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Sekil 3.11: Nrf2'nin de novo proteazom sentezindeki etkisi (uyarlanmistir).

Nrf2’ye bagli proteazom aktivasyonu, malign transformasyonun basladig
hiicrelerde timor blylmesi ve sag kalimi destekler. Yapilan bir ¢alismada kolon
kanserinde Nrf2’nin indlksiyonun ya da artmis ekspresyonunun proteazom alt birimi
ekspresyonunu ve proteazom aktivitesini arttirdigi gordlmistir [39]. Benzer bir
calismada ise akut myeloid 16semi hiicrelerinde Nrf2’nin Bortezomib kaynakli hiicre
olimine direncli olma olasihgini artirdigi gorilmuistir (Sekil 3.12) [44]. Baska bir
calismada ise Nrf2 inhibisyonunun Bortezomib’e direngli hiicre hattini duyarli hale

getirdigi gorilmastir [35].
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Sekil 3.12: BTZ direncinde Nrf2'nin etkisi (uyarlanmistir).

Bu bulgular ele alindiginda, proteazom inhibitorlerinin tedavi icin tek basina iyi

bir strateji olmadigi gorilmektedir. Bu sebeple proteazomun de novo sentezinin

gerceklesmeyecegi yeni kombine tedavilere yonlenilmelidir [42].
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4. FLAVONOIDLER VE KANSER

Flavonoidler, ¢ogunlukla bitkiler tarafindan sentezlenen ikincil metabolitlerdir.
Fenolik birlesiklerin blyik bir kismini olusturan flavonoidler, sert cevre kosullari, UV
radyasyon ve mikroorganizmalara karsl koruma ile ciceklere renk ve aroma vermekten
sorumludur. Farkli yiyecek ve iceceklerde bulunurlar ancak en yiiksek kaynagi sebze ve
meyvelerdir [5], [45], [46]. Halkasal yapisinda bulunan 5 adet hidroksil grubun biyolojik
aktivitesi sayesinde insan saglgi Uzerinde bircok faydasi vardir. Bunlar; antialerjik,
antiinflamatuvar, antioksidan, antimutajenik, antikarsinojenik ve enzimatik aktivitelerin
diizenlenmesidir [47], [48].

Flavonoidler oksidasyon derecesine gore c¢esitli gruplara ayrilirlar. Bunlar;
Flavonlar, flavonoller, izoflavonlar, antosiyaninler, flavanoller ve flavanonlardir.
Flavonoidler, anti-proliferasyon, hiicre dongisini durdurma, apoptozu indiikleme ve
farklilasma, anjiyogenezin inhibisyonu, antioksidan aktivite ve c¢oklu ila¢ direncinin
inhibisyonu gibi mekanizmalari tek basina ya da beraber etkileyerek karsinogenez
slirecine cesitli basamaklarda etki etmektedir. Bir¢ok in-vivo ve in-vitro ¢alismada,
flovonoidlerin farkh kanser tiplerine karsi antikarsinojenik ozellikleri gosterilmistir.
Flovonoidler, hiicresel ve hayvan modellerinde gosterdikleri antikarsinojenik,
antimetastatik ve immino-modulatér aktivitelerinden dolayl kanserin 6nlenmesi ve
tedavisinde potansiyel aday olarak gorilmektedir. Flavonoidler proteinlerle direkt
etkilesime girer ve boylece enzimlerin, transkripsiyon faktorlerinin ve reseptoérlerin
modiilasyonunu saglarlar. Bu o6zelliklerinden dolayl tiimoér sinyalizasyonunu modiile
etmek, kemorezistansin listesinden gelmek ve timor mikro cevresini yeniden olusturmak

icin yeni yaklasimlar sunmaktadir [5], [45]-[47], [49], [50].

4.1. Kuersetin’in Yapisi ve Biyolojik Etkileri

Kuersetin (3,3’,4’,5,7-pentahidroksiflavon) (Sekil 4.1) (Tablo 4.1) (Sigma-Aldrich,

Q4951) basta sogan olmak Uzere, elma, kirmizi meyve ve brokoli gibi tiketilen bitkisel
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besinlerde en bol bulunan bioaktif bir flavonoldur. Kuersetin genellikle glukoz, galaktoz
ve ramnoz gibi sekerlerle konjuge formlarda olmak tzere bir¢cok farkh glikozidik formda
bulunabilir. ince bagirsak ve karacigerde emilim sirasinda yogun bir sekilde metabolize
edilir. Lipofilik yapisindan dolayr hiicresel membrani gecebilir ve bdylece
kemoprevansiyon ile iliskili bircok hiicre ici yolagi tetikleyebilir. Yapilan calismalarda
Kuersetin’in apoptozu baslatmanin yani sira, siklin-bagimli kinaz ekspresyonunu

diizenleyerek hiicre déngtstini durdugu gosterilmistir [50]-[51].

OH
OH

HO O

OH
OH O

Sekil 4.1: Kuersetin'in kimyasal yapisi.

Tablo 4.1:Kuersetnin kimyasal 6zellikleri.

Renk Madde hali Formiil Molekdil Saflik Erime Biyolojik
(oda sicakhgi) agirhg noktasi kaynagi
Sari Kati Ci1sH1007 302,24 >%95 | 316,5°C Sentetik
g/mol (organik)

Kuersetin viicudu reaktif oksijen tiirlerinden koruyan en giicli flavonoidlerden
biridir. Kuersetinin sahip oldugu endojen antioksidan yetenegi, serbest radikallerden
kaynakh alerjik hasar sirasinda olusan hiicresel hasarin alanini degistirir. Daha sonra

enzimler araciligl ile hasar onarilarak membran yeniden olusturulur.
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Kuersetin, lipoksijenaz gibi enzimlerin ve enflamatuar medyatorlerin inhibisyonu
yoluyla antienflamatuvar 6zellik gdsterir. Ozellikle I16kositlere etki ederek ve ¢ogu hiicre
ici sinyal kinazlari ile fosfatazlari, enzimleri ve genellikle hiicresel spesifik bir islev icin cok

onemli olan membran proteinlerini hedefleyerek bagisiklik ve iltihabi etkiler [52].

4.2. Kuersetin’in Anti-kanser Ozellikleri

Bircok in-vivo ¢alismada kuersetin’nin timor baslangicinin glcli bir inhibitori
oldugu gosterilmistir. Bu ylzden Kuersetin’nin antikarsinogenik aktivite gelistirdigi
diistinilmektedir. in-vitro yapilan ¢alismalarda ise, hiicresel oksidatif stresi destekleyen
kosullari onleyen ya da geciktiren glicli bir radikal temizleyici 6zelliginden dolaysi,
Kuersetin’in timor hiicrelerine karsi anti-proliferatif 6zellige sahip oldugu gosterilmistir.
Onkogen gen ekspresyonunu azaltma, malignant hlicre apoptozunu indikleme,
anjiyogenezi engelleme gibi spesifik yolaklari reglile ederek kanser hiicresinin
blylimesini kontrol eder. Apoptotik hiicre oltimdi ile iliskili hiicresel sinyal transdiksiyon
yolagindaki bircok anahtar elementi modile ederek, farkli kanser hiicre hatlarinda
apoptozu indlklemistir [4], [51]. Yapilan in-vivo ve in-vitro ¢alismalarda cesitli kanser
tirlerinde Kuersetin’in normal hiicreleri etkilemeden kanserli hiicrelerde, farkl hicre
dénglisii asamalari sirasinda apoptozu indiikledigi gosterilmistir [53]. Ornegin |6semi
hiicre hattinda hiicre dongusi GO/G1’de durdurulurken [54], meme kanseri hicre
hattinda ise hiicre donglsit S fazinda durdurulmustur [55]. Kuersetinin anti-kanser
aktivitesinin icerisinde glikolizin inhibisyonu ve p21WAF1 ve p27KIP1 gibi hlicre dongisi
proteinlerin yukari-regiilasyonu da bulunmaktadir [56].

Tumor hicreleri, serbest radikalleri notralize eden antioksidanlari yiksek
seviyede Uretir. Boylece hicre ici reaktif oksijen seviyesi (ROS)'nin dengesi bozulur ve
kanser htcrelerinin sag kalimi hizlanir. Normal sartlarda antioksidanlar, serbest radikal
Ureten ilaglarin toksik etkisinin azalmasini saglar ve boylece kanserli hastalarin normal
dokusunun saghgini korur. Ancak antioksidan sistemin yukari-regiilasyonu, timor
hiicrelerini oksidatif hasara karsi ayni sekilde koruyabilir bu da timor ilerlemesini ve

kemorezistansi gelistirebilir [57]. Kuersetin, konsantrasyon ve maruziyet siresine bagli
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olarak prooksidan ya da antioksidan olarak davranabilir. Yapilan ¢alismalarda yiiksek doz
Kuersetin’in hilicre sag kalim oranini azalttigi ve hiicresel antioksidan seviyesi ile
aktivitesini ortadan kaldirdigi gosterilmistir. Aksine diisiik dozdaki Kuersetin ise kanser
hiicresinin toplam antioksidan seviyesini artirir. Diisik doz Kuersetin akciger kanseri,
kolon kanseri ve yumurtalik kanseri hiicrelerini antineoplastik ilaclarin sitotoksik etkisine
karsi korur [57]. Ayrica HepG2 hiicrelerinde yapilan bir c¢alismada, Kuersetin’in
konsantrasyon ve maruziyet siiresine bagh olarak Nrf2’yi regiile ettigi gosterilmistir [51],

[57].

4.2.1. Kuersetin’in HCC Uzerinde Literatiirdeki Yeri

Kuersetin, viicuda herhangi bir zarar vermeden, karacigeri hasara karsi koruyan
bir maddedir [58]. HCC, yliksek mortalite ve etkin tedavisinin sinirlamalarindan dolaysi,
kuersetinin potansiyel anti tiimoér etkilerinin incelenmesi icin hedef haline gelmistir.
Kuersetinin anti timor etkisi HCC dahil farkl kanser tiplerinde tartisiimistir [59]. Yapilan
bir calismada kuersetin, doz ve zamana bagli olarak HCC proliferasyon kapasitesinin
azalmasina ve apoptoz insidansinin artmasina sebep olmustur. Ayni zamanda otofaji,
hiicre donglsinid durdurma, migrasyon ve invazyon ile baglantili pozitif etkileri de
gorilmistir [58]. 2016 vyilinda yapilan in-vitro bir calismada, kuersetin HepG2
hiicrelerinde 50uM konsantrasyonda 24 ve 48 saat uygulama sonrasinda canhligi biyuk
oranda azaltmistir [60]. Kuersetin, HCC hiicrelerinde p21 ve p27 miktarini artirarak hicre
doglsini G1 fazinda bloke eder. Ayrica survivin ve Bcl-2 gibi apoptozu onleyici
proteinlerin downregtilasyonu yoluyla hiicre apoptozunu indikler [61]. 2018 yilinda
yapilan baska bir calismada ise 50 uM Kuersetin, HepG2 hiicrelerinde kaspaz-3, kirpiimis-
PARP ve Bax protein seviyelerini belirgin bir sekilde artirirken, Bcl-2 protein seviyesini
azaltarak HepG2 hiicrelerinin sag kalimini azaltmistir. Ayni ¢alismada 50 uM kuersetin

HepG2 hiicrelerinde kemotripsin benzeri proteazom aktivitesini azaltmistir [62].
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4.3. Kuersetin ile Bortezomib Kombine Terapisi

Timorler, genetik olarak onkolitik ajanlara karsi diren¢ olusturabilen gesitli
klonlardan olustugu icin, sinerjik hedef terapi kanser icin ideal terapidir. Bu yontemde, iki
veya daha fazla ajan kombine edilir. Boylece saglikli hiicreleri etkilemeden ya da herhangi
bir yan etki olusturmadan anti timor aktivite kiimulatif bir sekilde artirihir [63]. Yapilan
bir calismada kuersetin ve Bortezomib kombinasyonu lenfoma hiicre hatti hiicre sag

kalimini ciddi bir sekilde azaltmistir [64].
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5. CHOU-TALALAY METODU

ilac kombinasyonu, kanser ve AIDS gibi en &limcil hastaliklarin tedavisinde
siklikla kullanilan bir metottur. Burada ana amag, doz ve toksisiteyi azaltmaya ek olarak,
olusabilecek ilag direnci indiksiyonunu en aza indirerek sinerjik terapotik etki
saglayabilmektir. Bu metot, biyokimya, biyofizik gibi alanlarda kullanilan Michaelis-
Menten, Hill, Henderson-Hasselbalch ve Scatchard denklemlerini kapsayan medyan-etki
denklemine dayanir. Bu denklemden ortaya ¢ikan kombinasyon indeksi (Cl) teoremine
gore, ilag kombinasyon calismalarinda Cl=1 ise eklenebilir etki, Cl< 1 ise sinerjik etki, CI>
1 ise antagonist etki olarak tanimlanir.

Kullanilan ilaglarin kombinasyonu her iki ilacin ayri ayri kullanimina gére daha
etkiliyse iki ajan arasinda sinerjizmin oldugu anlamina gelir ve bir ajan digerinin etkisini
glclendirmektedir. Ancak kombinasyon kullaniminin ayri ayri kullanima gore daha az etki
gostermesi ise antagonizm oldugu anlamina gelir ve bir ajan digerini etkisiz hale
getiriyordur.

In-vitro ilag¢ kombinasyon calismasi dizayni Calcusyn programi kullanilarak
yapilabilir. Her iki ilacin ayri ayri bulanan absorbans degerlerine gore toksisite ylizdeleri
hesaplanir ve Calcusyn programina girilir ve her iki ilacin IC50 degeri hesaplanir.
Hesaplanan IC50 degerleri ile ilag kombinasyonunun etkin oldugu doz ve siiresi belirlenir.

Boylece iki ilacin kombine kullanim dozlari belirlenmis olur [65].
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6. MATERYAL VE YONTEMLER

6.1. Materyaller

6.1.1. Kimyasallar

%30 Akrilamid/Bis akrilamid ¢6zeltisi ((37,5: 1) Bio-Rad, 1610158), (SUC-LLVY-MCA)
7-Amino 4-metilkumarin ((MCA) Sigma-Aldrich, A9891), Amonyum persilfat (Sigma-
Aldrich, A367), Asetik asit (Merck, 100058), Blotlama kagidi (ThermoFisher, 84783),
Dimetil stlfoksit ((DMSO) SANTA CRUZ, SC-358801), Ditiotreitol ((DTT) Biomatik, A2452),
EDTA (Sigma-Aldrich), Etanol (Sigma-Aldrich, 32205), GAPDH primer antikoru (Novus,
NB300-221), Glisin (Wisent Bioproducts, 800-045), Hekzokinaz (Sigma-Aldrich, H4502),
Hidroklorik asit ((HCI) Sigma-Aldrich, 320331), HRP konjugati anti-mouse sekonder
antikor (Biochrom, 402335), HRP konjugati anti-rabbit sekonder antikor (Biochrom,
401315), 10X Hucre lizis tamponu ( Cell Signaling, 9803S), izopropil alkol (Tekkim,
TK.090250.01000), Metanol (Merck, 106008), Nitroseliiloz transfer membrani ((0,22
pum) Santa Cruz, sc-3718), N-Siksinil-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amido-4-metilkumarin (Sigma-
Aldrich, S6510), PBS (Gibco, 10010023), Polivinilidin flortir (PVDF) membran ((0,22 uM)

Thermo Scientific, 88520), Ponceau S (Thermo Scientific, 88520), Protein markeri
(Thermo Scientific, 26619), Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Wisent Bioproducts, 800-100),
Sodyum kloriir (NaCl) (Sigma-Aldrich, 13423), Tris baz (Wisent Bioproducts, 600-125),
Tween-20 (Sigma-Aldrich, P9416), Yagsiz siit tozu (BioShop, SKI400), B-Merkaptoetanol
(Sigma-Aldrich, M6250).

6.1.2. Hiicre Kiltiirii Malzemeleri

(3-4,5-dimetil-tiyazolil 2,5-difeniltetrazolyum bromid) MTT (Glentham, GC4568),
10 mL Serolojik pipet (NEST, 327001), 15 mL Santriflij tipa (NEST, 601002), 50 mL
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Santrifiij tipl (NEST, 602002), 6-kuyulu plaka (NEST, 703001), 96-kuyulu plaka (NEST,
701001), DMEM (Thermo Fisher, 41966029), Fetal bovin serum (FBS) (Thermo Fisher,
10270106), FLASK (75 cm2, NEST, 70800)1, L-glutamin (Thermo Fisher, 25030081), PBS
(Gibco, 0010023), Penisilin/Streptomisin (Thermo Fisher, 15140122), Tripsin-EDTA
(Thermo Fisher, 25300054), Triton X-100 (Biomatik, A4025).

6.1.3. Hiicre Hatlan

Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim dali hiicre
stoklarinda bulunan HepG2 hiicre hatti ve bu hattan elde edilen Bortezomib-direncli

HepG2 hiicre hatti (DHepG2) ile calisiimistir.

6.1.4. Kullanilan Kitler

Apoptoz kiti (Merck, APT750), BCA protein assay kiti (Thermo Scientific, 23225),
Kemilliminesans substrat kit (Thermo Fisher, 34577), Protein lizis tampon kiti (Cell

Signaling, 9803S).

6.1.5. Kullanilan Cozelti ve Tamponlar

e 10X TBS (Tris-bazi, NaCl, HCl): 12,11 g Tris-baz (100 mM), 81,81 g NaCl (1,4 M),
distile su ve pH ayari i¢in HCI (pH: 7,4)

e 1MDTT:0,3085 g DTT 2 mL soguk ddH20 ile ¢ozilda.

e 4x Laemmli tamponu: 4X Laemli Buffer (Bio-Rad), 800 mM B-merkaptoetanol ile
karistinildi (9:1).

e Bloklama Soliisyonu WB: TBS-T igerisinde %5 st tozu,

e Elektroforez Ylriitme Tamponu: 3,03 g Tris-baz (250 mM), 1 g SDS (%1), 14,44 g
glisin (1,92 M) ve distile su
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e Hicre Dondurma Ortami: %10 DMSO, %10 FBS, %80 DMEM: F12

e SDS-PAGE Ayirma Jeli (%10): 3.96 ml H20, 2,5 Tris ph: 8.8, 3,34 ml %30
Akrilamid/Bis Akrimalamid, 100 ul %10 SDS, 100 ul %10 APS, 4 ul TEMED

e SDS-PAGE istifleme Jeli (%5): 2,7 ml H20, 500 ul Tris ph: 6.8, 670 ul %30
Akrilamid/Bis Akrimalamid, 40 ul %10 SDS, 40 ul %10 APS, 4 ul TEMED

e TBS-T: 100 mL 10X TBS, 1 mL Tween-20 ve 899 mL distile su

e Transfer Tamponu: 3,03 g Tris-baz (250 mM), 14,44 g glisin (1,92 M), distile su ve
Metanol, Triton-X100 buffer.

6.1.6. Antikorlar, Boyalar ve ilaglar

e Western blot antikorlari; Bax (Thermo Fisher, MA5-14003), NOXA (Thermo
Fisher, MA1-41000), Nrf2 (Cell Signaling, 12721S), PSMB1 (Santa Cruz, sc-
374405), PSMB2 (Santa Cruz, sc-54732), PSMB5 (Enzo, BML-pw8895-0100).

e Boyalar; Tripan mavisi (Sigma-Aldrich, T8154).

e ilaglar; Bortezomib (APExBIO, A2614), Kuersetin (Sigma-Aldrich, Q4951).

6.1.7. Kullanilan Cihazlar

-150 °C Dondurucu (Sanyo), -20 °C Dondurucu (Bosch), -80 °C Dondurucu (Sanyo),
Akim sitometrisi (Becton Dickinson, FACSCalibur), Ayarlanabilir Otomatik Pipetler
(0,5-2 pL; 1-10 pL 10-100 pL; 20-200 pL; 100-1000 pL)( Thermo Scientific), Blok isitic
(Stuart, SBH200D), Buz Makinesi (Scotsman), CO2’li inkiibator (Nuarie, NU-5831),
Calkalayici (IKA, MTS4), Dikey elektroforez sistemi (Bio-Rad, MiniPROTEAN ve islak
blotlama sistemi 1658030), Hassas terazi (Shimadzu, ATX224), Kemiluminesans
gorintileme cihazi (Bio-Rad, ChemiDoc MP), Laminar kabin (ScanLaf, Mars), Mikroplaka
okuyuculu spektrofotometre (Perkin Elmer, EnSpire), No Frost Buzdolabi (Argelik),

Otoklav (Zealway, GR85DR), pH metre (Hanna, H183141), Pipet Tabancasi
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(CAPPController), Sogutmali mikro santrifiij (Beckman Coulter, 22R), Sogutmal santrif(ij
(Sigma, 2-16K), Spin santrifiij (Thermo Scientific, Espresso), Ters faz i1stk mikroskobu (Carl
Zeiss, Primovert), Ultra saf su cihazi (Thermo Scientific, Smart2Pure), Vorteks (Clever

Scientific).

6.2. Yontemler

6.2.1. Hiicre Kiiltiirii ve Buyutiilme Sartlan

HepG2 hiicre hatti hiicre kabinin ylizeyine yapisarak blyir ve ¢ogalir. HepG2
hicrelerini blyltmek icin ylksek glikoz iceren DMEM besiyeri, %10 FBS ve %1 penisilin-
streptomisin ile tamamlanarak kullanildi. Hicreler kaltir kabini  yaklagik %80
kapladiginda pasajlandi. Pasaj islemi uygulanacak hicrelerin bulundugu besiyeri aspire
edildi ve 7-8 mL 1X PBS ile hiicre kabi yikandi. Hicreleri ylizeyden kaldirmak igin 1 mL
tripsin eklendi ve 37°C'de 5 dk bekletildi. Mikroskop altinda kalkisi g6zlemlendikten sonra
hiicreler 5 mL taze besiyeri ekleyerek 15 mL’lik falkon tliplere alindi. Ttpler 3000 g’de 5
dk santrifiij edilerek hiicre pelleti elde edildi. Olusan hiicre pelleti 5 mL taze besiyeri ile
siispanse edildi ve mikroskop altinda sayildi. istenilen sayida hiicre besiyeri ile

seyreltilerek elde edildi ve yeni hiicre kaplarina pasajlandi.

6.2.2. Bortezomib Direngli Hiicre Hattinin Olusturulmasi

HepG2 hiicre hatlari yapilan ¢alismalardan yola cikilarak 4 ay siireyle birer hafta
artan dozlarda (15,30 nM, 30,57nM, 48,86 nM, 61,14 nM, 76,5 nM, 91,7 nM, 122,3 nM,
137,6 nM, 152,85 nM, 168,2 nM, 214 nM, 244 nM, 260 nM, 275 nM, 400 nM ve 500nM)
Bortezomib’e maruz birakilarak Bortezomib direncli HepG2 hiicre hatlari elde edildi ve

DHepG2 olarak adlandirildi [2].
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6.2.3. Hiicrelerin Sayilmasi ve Ekimi

Bolim 6.2.1’de anlatildigi sekilde bulundugu kaptan kaldirilan hiicreler yeni
kiltlr kabina ekilmeden 6nce 1:1 oraninda tripan mauvisi ile karistirildi ve Neubauer lami
Uzerine konularak sayildi. Tripan mavisi, canli hiicrelerin igcine girmezken membran
bitlinltgl bozulmus olan 61U hiicrelerin icine girerek boyanmasini saglar. Boylelikle 1sik
mikroskopu altinda 61l hiicreler koyu mavi renge boyanirken canh hicreler parlak ve
seffaf renkte gorindr.

Neubauer lami asagida yer alan formil ile 1mm3 hacimdeki hiicre sayisini
hesaplamaya olanak saglar.

Hicre Sayisi (mL) = Sayilan hiicre x 2 (dilisyon faktori) x 104 x hiicre
sispansiyonunun bulundugu total hacim (mL)

Hesaplamanin ardindan gerekli hiicre sayisi besiyeri kullanilarak diliisyon yoluyla

elde edildi ve plaka veya kiiltlir kaplarina ekim yapildi.

6.2.4. Hiicre ¢6zme ve dondurma islemleri

Deneyler icin dondurulmus hicreler kullanildi. -150 °C’den alinan hiicreler
eritilerek 15 mL’lik falkon tiiplere toplandi. Uzerine soguk besiyeri eklenerek siispanse
edildi ve 500 g’'de oda isisinda 5 dk santrifiij edildi. Slipernatant atilarak pellet
tamamlanmis DMEM hiicre besiyeri ile slispanse edildikten sonra kiiltiir kaplarina ekildi
ve blyutulda.

Hiicre pasajindaki asamalarla kaldirilan ve dondurulmak istenen hiicreler santrif(j
sonrasinda dondurmak i¢in hazirlanmis DMEM (%20 FBS ve %10 DMSO icerikli) ile 1x106
hicre/mL olacak sekilde stspanse edildi. Homojen haldeki soliisyon Mr. Frosty
icerisindeki viallere dagitildi ve hemen -80 °C'ye kaldirildi. Ertesi glin uzun siire

saklanabilmek icin -150 °C’ye kaldirildi.
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6.2.5. Bortezomib ve Kuersetin Stok Cézeltilerinin Hazirlanmasi

Bortezomib

50 mM: 25 mgilag 1301,3 pL %100 DMSO ile ¢oziild.

10 mM: 50 mM stoktan 100 pL alinarak tzerine 400 pL %100 DMSO eklendi.

500 uM: 10 mM stoktan 10 pl alinarak {izerine 190 pL %100 DMSO eklendi.

50 UM (%10 DMSO): 500 uM stoktan 50 pL alinarak Gzerine 450 pL 1X PBS eklend.i.
Kuersetin

20 mM: 60,4 mg ilag tartilarak %100 DMSO ile 10 mL’ye tamamlandi ve ¢6zdurdldd.

2 mM (%10 DMSO): 20 mM stoktan 100 pl alinarak (izerine 900 pL tamamlanmis besiyeri

eklendi.

Tam stoklar -20 °C’de saklandi.

6.2.6. Hiicrelere ilag Uygulanmasi

istenilen sayiya ulasan hiicreler kontrol, Bortezomib, Kuersetin ve kombinasyon
olarak 4 gruba ayrildi. Uygulanacak olan ila¢ konsantrasyonlari, 50 uM Bortezomib ve 2
mM Kuersetin ara stok ¢ozeltilerinden M1xV1 = M2xV2 formli kullanilarak hazirlandi
ve hiicrelere uygulandi. Kontrol grubuna ise Bortezomib ve Kuersetin’in hazirlandigi
¢6zlcl konsantrasyonu olan %0,1 DMSO uygulandi. 24 saatlik maruziyet sonrasinda

hiicreler yapilacak deneye gore hazirlandi.
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6.2.7. MTT Testi ile Sitotoksisite Tayini

Canli hiicreler, MTT bilesigindeki tertazolyum halkasini, mitokondriyal bir enzim
olan stliksinat dehidrojenaz ile suda ¢6ziinmeyen bir formazan kristaline donustirr.
Olusan kristal uygun c¢oziciler kullanilarak ¢ozdirdlir. Olusan rengin  siddeti
spektrofotomerik olarak olgltir ve hiire canlihgi belirlenir.

Kullanilan Kimyasallar

-5 mg/mL MTT (Cézeltisi: 50 mg MTT 10 mL 1X PBS ile ¢ozdurildi ve isiktan

koruyarak +4°C’de saklandi.
-DMSO

-Negatif Kontrol Cézeltisi: 900 puL 1X PBS (izerine 100 uL DMSO eklendi ve -20
°C’de saklandu.

-Pozitif Kontrol Cézeltisi: 900 pL 1X PBS lizerine 100 plL Triton X-100 eklendi ve -
20°C’de saklandi.

-10 uM Bortezomib
-10 mM Kuersetin

Deneyin Yapilisi

96’lik plakalara hicreler 1x104/kuyu olacak sekilde ekildi ve 24 saat hucrelerin
yapismasi icin beklendi. Bekleme siiresi sonunda kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirildi.
Ve hiicrelerin lizerine 99 uL taze besiyeri eklendi. Tim gruplar 3 tekrar olacak sekilde
kuyucuklara negatif kontrol grubu icin 1 pL negatif kontrol sollisyonu, pozitif kontrol
grubu i¢in 1 plL pozitif kontrol sollisyonu ve uygulama yapilan grup icin ise 1 plL
Bortezomib sollisyonundan eklendi. 24 saat maruziyet siiresinden sonra kuyulardaki
besiyeri uzaklastirilip taze besiyeri eklendi ve Ulzerine 10 uL MTT cozeltisi eklendi.
Mikroplaka 2 dk ¢alkalayicida tutulduktan sonra %5 CO2 iceren 37 2C’deki inklibat6rde 3

saat sireyle inkibe edildi.
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Bekleme siresi sonunda kuyucuklardaki MTT iceren besiyeri uzaklastirildi ve
kuyucuklara 100 pL DMSO eklendi. Calkalayicida 5 dk ¢alkalanarak formazan kristallerinin
¢Oozinmesi  saglandi. Olusan rengin siddeti (OD) mikroplaka okuyuculu
spektrofotometrede 590 nm dalga boyunda verdikleri absorbans degerleri olgildu.

ilac sitotoksisitesi asagidaki formiile gére hesaplandi.

Canlilik: (6rnek OD590-pozitif kontrol OD590) / (negatif kontrol OD590 — pozitif
kontrol OD590)

Canlilik (%): (6rnek OD590-pozitif kontrol OD590) / (negatif kontrol OD590 —
pozitif kontrol OD590) x 100

6.2.8. Calcusyn Metodunun Uygulanmasi

Calcusyn (Biosoft) iki veya daha fazla maddenin sinerjik, aditif ya da antagonist

etkisini analiz edilebilmesini saglayan bir bilgisayar yazilimidir [65].

6.2.8.1. 1C50 Degerlerinin Belirlenmesi

Deneyin Yapilisi

Her iki ajan icin Bolim 6.7.2’de anlatildigi gibi yapilan MTT testi sonucunda elde
edilen canhlik sonuglarindan Fa (Fraksiyonel etki) degerleri hesaplandi. Bu degerler
Calcusyn programina girilerek her iki hiicrede BTZ ve Kuersetin’in IC50 dozlari belirlendi.

(Fa = (1-hicre canhlik orani) olarak hesaplanmistir.)

6.2.8.2. Kombinasyon Analizi

Her iki maddenin IC50 degerleri ile hiicredeki etkin dozu belirlendikten sonra,
bulunan IC50 degerlerinin birbirlerine orani (IC50kuersetin/IC50bortezomib) hesaplandi.

Daha sonra iki maddeden dozu yiiksek olanin (Kuersetin) konsantrasyonu sabit tutularak,
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diger maddenin (Bortezomib) kombinasyon igin en etkin dozunun belirlenmesi amaciyla

bulunan oran kullanilarak yeni bir konsantrasyon belirlendi. Kuersetin dozlari, bulunan

oran sabitine (IC50kuersetin/IC50bortezomib) bolindigiinde ¢ikan sonug, Kuersetin ile

kombine edilecek olan Bortezomib konsantrasyonunu vermektedir. Belirlenen bu doz

kombinasyonlari ile tekrar MTT deneyi yapildi ve Fa degerleri hesaplandi. Bulunan Fa

degerleri Calcusyn programina girilerek sinerjik etki belirlendi. Calcusyn programi

tarafindan cizilen Fa-Cl (Fraksiyonel etki-kombinasyon indeksi (Cl)) grafiginde, y-

ekseninde bulunan 1 degerin altindaki degerler sinerjizm gosterirken, 0.5 degerinin

altindakiler ise yiksek sinerjizm vermektedir. Kombinasyon indeksini ifade eden

tanimlamalar Tablo 6.1’de verilmistir [66].

Tablo 6.1: Kombinasyon indeksini ifade eden tanimlamalar.

<0.1 +++++ Cok giicli sinerjizm
0.1-0.3 ++++ Gucli sinerjizm
0.3-0.7 +++ Sinerjizm

0.7-0.85 ++ Orta sinerjizm
0.85-0.90 + Hafif sinerjizm
0.90-1.10 t Eklenebilir
1.10-1.20 - Hafif antagonizm
1.20-1.45 -- Orta antagonizm
1.45-3.3 - Antagonizm

3.3-10 - Gucli antagonizm
>0 |- Cok giiclii antagnizm
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6.2.9. Protein Ekspresyon Analizi

6.2.9.1. Protein izolasyonu

Kullanilan Kimyasallar

-Hiicre Lizis Tamponu (10X): 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1 mM
Na2EDTA, 1 mM EGTA, %1 Triton, 2,5 mM sodyum pirofosfat, 1 mM betagliserofosfat, 1
mM Na3V04, 1 ug/mL leupeptin

-100 mM PMSF: 0,174 g PMSF 10 mL izopropil alkol ile ¢oziildi. Porsiyonlanip -20
°C’de saklandi.

-100X Proteaz Inhibitér Kokteyli

Deneyin Yapilisi

5x105 hiicre 6 kuyuluk plakalara ekildi ve plakalara yapismasi icin 24 saat inklibe
edildi. Bekleme siresi sonunda Bolim 6.2.6'da anlatildigi sekilde ilag maruziyeti
uygulandi. Maruziyet slresi sonunda hicreler tripsin ile kaldirilarak 15’lik santrifiij
tlplerinde 3000g’de 5 dk santrifiij edildi. Bekleme siiresince 10X Cell Lizis Tamponu (10X)
(Cell Signaling) ile asagida belirtildigi sekilde Uretici firmanin direktifleri dogrultusunda
protein izolasyonu gerceklestirildi.

Oncelikle 10X Cell Lizis Tamponu ddH20 ile 1X haline getirildi. Tampon izerine son
konsantrasyonlari sirasiyla 1mM ve 1X olacak sekilde PMSF ve Proteaz inhibitér Kokteyli
eklendi. Hazirlanan karisimdan hiicre pelletlerinin tzerine 200 pL eklenerek resiispanse
edildi ve buz lizerinde 5 dk inklibe edildi. Bekleme siiresi sonunda karisim buz lizerinde
iken insilin enjektorinden gegirildi. Ardindan 14000 g’de 30 dk +4°C sicaklikta santrifiij
edildi. Slpernatant temiz bir mikrosantrifiij tlplne alinarak lizatlarin protein
konsantrasyonu Béliim 6.2.9.2’de belirtildigi sekilde 6l¢iildi. Ornekler kullanilana kadar -

20°C’de saklandi.
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6.2.9.2. Hiicre Lizatlarinin Protein Konsantrasyonlarinin Tayini

Hicre lizatlarinin protein konsantrasyonlari Bikinkoninik Asit (BCA) tayin yontemi

ile 6lctldi. BCA Protein Tayin Kiti Uretici firmanin direktifleri dogrultusunda kullanildi.
Bu yontemde, alkali ortamda proteinler Cu+2’ yi Cu+1’ e indirger ve Cu+1 BCA ile
ile reaksiyonu sonucu verdigi renkli kompleks 562 nm’de spektrofotometrik olarak

Olcalur.

Protein+ Cu?* —*> Protein+ Cu*

Cu?*+2BCA ——— [Cu*2BCA] ——

Sekil 6.1: 562 nm dalgaboyun'da isima saglayan Cu*2BCA kompleksinin olusmasi.

Kit icerigi
BCA Reaktif A
BCA Reaktif B

2 mg/mL Bovin Serum Albumin

Deneyin Yapilisi

Kit icerisinde gelen 2 mg/mL Bovin Serum Albimin ddH20 ile seyreltilerek 2000,
1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25 ug/mL olacak sekilde protein standartlari hazirlandi.
Hazirlanan standartlar ve érnekler 3 tekrar olacak sekilde 10’ar pL 96’lik mikroplakaya
eklendi. Kit icerigindeki Reaktif A ve Reaktif B 50:1 oraninda karistirildi ardinda
vortekslendi. Plakaya eklenen o6rnek ve standartlarin Uzerine 200’er pL reaktif

karisimindan eklendi ve 5 dk oda sicakliginda 150g’de calkalandi. Daha sonrasinda 37
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°C'de 30 dk inkiibe edildi. Bekleme siiresi sonunda olusan mor rengin absorbansi 562
nm’de mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede olclildi. Standart absorbanslariyla bir
kalibrasyon egrisi olusturuldu, daha sonra bu egri lizerindeki denklemi kullanarak protein

konsantrasyonlari hesaplandi.

6.2.9.3. SDS-PAGE

Kullanilan Kimyasallar

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8): 18,2 g Triz baz 90 mL ddH.0 ile ¢6ziildi. Cozeltinin pH’i
%37'lik HCl ile 8,8’e ayarlandi. ddH20 ile 100 mL’ye tamamlandi ve +4 °C’de saklandi.

1 M Tris-HCI (pH 6,8): 12,1 g Triz baz 90 mL ddH20 ile ¢oziildi. Cozeltinin pH’I
%37’lik HCl ile 6,8’e ayarlandi. ddH20 ile 100 mL'ye tamamlandi ve +4 °C’de saklandi.

%30’luk Akrilamid-Bis akrilamid ¢ézeltisi

%10 SDS: 1 g SDS ddH20 ile ¢oziilerek 10 mL’'ye tamamlandi.

%10 APS: 0,11 g APS 1 mL ddH20 ile her deney 6ncesi taze olarak ¢ozuldi.
TEMED

Yukaridaki kimyasallardan asagida belirtilen formilasyon kullanilarak akrilamid jeller

hazirlandi.
Kimyasal Yiriutme Jeli (%10-%12) Ayirma Jeli (%5)
ddH,0 3,96 mL-3,3 mL 2,7 mL
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 2,5mL-2,5 mL
1 M Tris-HCI (pH 6,8) 500 pL
%30’luk Akrilamid-Bisakrilamid 3,34 mL-4 mL 670 pL
cozeltisi
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%10 SDS 100 pL-100 pL 40 plL
%10 APS 100 pL-100 pL 40 plL

TEMED 4 pL-4 pL 4L

%10 ve %12’lik jeller, 1,5 mm bogluga sahip SDS-PAGE jel camlarinin alt kismina 6
cm yuksekliginde dokildi. Polimerizasyon gerceklesmesi igcin gegen slire sonunda %5’lik
jeller Gzerine dokulip 10 kuyucuklu taraklar takildi.

Ornek vyiikleme tamponu: 900 pL LDS &rnek tamponu (4X) 100 upL B-
Merkaptoetanol ile karistirildi.

SDS-PAGE protein markeri

Yirtutme Tamponu: 6,06 g (50 mM) Tris baz, 28,52 g glisin (380 mM) ve 5 g SDS
(%0,5) 900 mL ddH20 ile ¢oziildi. Cozeltinin pH’1 8,5-8,7’ye %37’lik HCl ile ayarlandi ve 1
L'yve ddH20 ile tamamlandi.

Deneyin yaplilisi

Protein konsantrasyonu BCA kiti ile belirlendikten sonra 6rneklerden 50 ug protein
1X 6rnek yikleme tamponu ile karistirildi ve 95 °C'de 10 dk proteinler denatiire edildi.
Bekleme siiresi sonunda 6rnekler hemen buz lizerine alindi. Sogutulan 6rnekler ve 5ulL
protein markeri elektroforez tankina vyerlestirilen jellerin kuyucuklarina yiklendi.
Yirtutme tamponu icindeki jeller 120V sabit volt'da 10 dk, 100 V sabit volt'da ise 6rnekler
jelin sonuna gelene kadar +4 °C’de ylritilerek proteinlerin molekiler agirliklarina gére

ayrilmasi saglandi.

6.2.9.4. Western Blotlama

Kullanilan Kimyasallar

Nitroseliiloz membran: Kullanmadan dnce transfer tamponunda oda sicakliginda 5
dk inklbe edildi.
PVDF membran: Kullanmadan 6nce metanol icinde 10 dk bekletilerek membranin

aktiflesmesi saglandi.
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Yiiriitme tamponu: 3,03 g Tris baz (25mM), 14,44 g glisin (192 mM), 1 g SDS 1000
mL ddH20 ile ¢6zuldi.

Transfer tamponu: 3,03 g Tris baz (25mM), 14,26 g (190 mM), glisin 800 mL ddH20
ile ¢6ziildii. Uzerine 200 mL metanol eklenip +4 °C’de saklandi.

Ponceau S boyasi: 0,1 g Ponceau S 500 pL asetik asit icinde ¢6zildi ve 50 mL'ye
ddH20 ile tamamlandi.

TBS (Tris Tamponu): 12,1 g Tris baz (100 mM), 8,76 g NaCl (150 mM), 900 mL ddH20
ile ¢ozlldU. Cozeltinin pH’1 7,5’e %37’lik HCl ile ayarlandi ve 1 L'ye ddH20 ile tamamlandi.

TBST (%0,1 Tween-20 iceren TBS): TBS’in Uzerine 1 mL Tween-20 eklenerek
kullanildr.

%5 Yagsiz Siit Tozu Cozeltisi: 2,5 g Yagsiz st tozu 50 mL TBST ile ¢6zuld.

%5 BSA Cozeltisi: 2,5 g BSA 50 mL TBST ile ¢ozulda.

Primer antikorlar: ve GAPDH primer antikorlarindan ayri ayri 5’er pL alinip 5 mL %5
yagsiz sit tozu ¢ozeltisi ile karistirildi (1:1000).

Sekonder antikorlar: Anti-rabbit ve Anti-mouse HRP konjuge sekonder
antikorlarindan ayri ayri 0,5 pL alinip 5 mL %5 yagsiz siit tozu ¢ozeltisi ile karistirildi

(1:10000).

Deneyin yaplilisi

Yiurutilen jeller 1slak transfer sistemi kullanilarak soguk transfer tamponu
nitroseliloz membranlara 90 V sabit volt ile 90 dk siiresince +4 °C’de aktarildi. Aktarimin
basarisini valide etmek icin membranlar Ponceau S boyasinda 2 dk bekletilip
gorintilendi. Daha sonra membran TBST ile yikanarak boyadan temizlendi. Ardindan %5
yagsiz sit tozu ¢Ozeltisi ile 1 s oda isisinda calkalanarak bloklandi. Bloklama sonrasinda
membran istenen spesifik antikorlar ile 1 gece +4 °C’'de calkalanarak inkiibe edildi. Ertesi
gln TBST ile 3 kez 5 dk calkalandi ve yikamanin ardindan primer antikorlarin Uretildigi
canliya spesifik olan bir HRP-konjuge sekonder antikorlar ile 2 saat oda isisinda
calkalanarak inkiibe edildi. Bekleme siresi sonunda membran 3 kez 5 dk TBST ile
calkalanarak yikandi ve ardindan membran Kemiliminesans Substrat Kit ile muamele

edilip protein bantlari ChemiDoc MP cihazi ile goriintiilendi. Bant yogunluklari Image Lab
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programi ile analiz edildi ve ylikleme kontroli olarak tiim proteinler kendi GAPDH protein

bantlarina oranlanarak normalize edildi.

6.2.10. Florometrik Proteazom Aktivite Tayini

Proteazom aktivitesi tayininde, hiicre lizatlari belli substratlarla inkiibe edilip,
aciga cikan florojenik Griin olan metilkumarinin floresansi 6lgulir.

Kimotripsin benzeri proteazom aktivitesinin tayininde substrat olarak siiksinil-
|6sin-16sin-valin-tirozin-metilkumarin (Suc-LLVY-MCA) kullanildi. Agiga ¢ikacak olan MCA
miktari ile florojenik 6l¢tiim yapildi.

Kullanilan Cozeltiler

3x26S inkiibasyon Tamponu: 250 mL ddH20’da 13,63 g Tris Baz, 1,68 g KCl, 0,8 g
(CH3C00)2Mg-4H20, 0,76 g MgCI2.6H20 ¢ozildi ve 10 M HCl ile pH’1 8,2’ye ayarlanip
porsiyonlanarak -20 °C’de saklandi.

IM DTT: 2 mL soguk ddH20’da 0,3085 g DTT ¢ozildi ve ¢ozelti porsiyonlanarak -
20 °C’de saklandi.

200 mM 2-Deoksiglukoz: 5 mL ddH20 igerisinde 0,33 g 2-Deoksiglukoz ¢ozlldu.
Cozelti porsiyonlanip -20 °C’de saklandi.

500 U/mL Hekzokinaz: 1 mL ddH20 icerisinde 500 U hekzokinaz ¢oziildu. Cozelti
porsiyonlanip -20 °C’de saklandi.

100 mM ATP: 5 mL ddH20 ‘da 0,28 g ATP ¢ozlldiu. Cozelti porsiyonlanip -20 °C’'de
saklandi.

2 mM Substrat SUC-LLVY-MCA: 6,55 mL DMSO’da 10 mg SUC-LLVY-MCA ¢o6zuldu.
Cozelti porsiyonlanip 1siktan korunacak sekilde -20 °C’de saklandi.

Lizis tamponu: 100 mL ddH20’da 8,56 g sakkaroz, 0,6 g HEPES, 0,2 g MgCl2, 0,037
g EDTA ¢o6zildi. 1IN NaOH ile ¢ozeltinin pH’si 7,8’e ayarlandi. 10 mL olacak sekilde
porsiyonlanip -20 °C’'de saklandi.

Diliisyon tamponu: 1 mL DMSO ve 5,66 mL ddH20 icerisinde 3,33 mL lizis tamponu
karistirildi.
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MCA Standartlari:
1. Stok (100 mM) MCA: 5 mL DMSO’da 88 mg MCA ¢oziildi. Cozelti porsiyonlanip

-20 °C’'de saklandi.
2. Stok (100 uM) MCA: 9,99 mL dilisyon tamponu icerisine 1. stoktan 10 uL alindi

ve karistirildi. Cozelti porsiyonlanip ve -20 °C’de saklandi.
Kalibrasyon Egrisinde Kullanilan Standartlar:
10 uM MCA: 900 pL dillisyon tamponu lzerine 100 pL 2. stok eklendi.
5 uM MCA: 950 pL diliisyon tamponu tzerine 50 uL 2. stok eklendi.
2 UM MCA: 980 L diliisyon tamponu lzerine 20 uL 2. stok eklendi.
1 uM MCA: 990 pL diliisyon tamponu Gzerine 10 pl 2. stok eklendi.
0,5 uM MCA: 995 pL dillisyon tamponu lzerine 5 uL 2. stok eklendi.

Deneyin Yapilisi

Hicreler 5x105 hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara ekildi ve yapismalari igin
24 h inklibe edilmek lzere etiive kaldirildi. Ertesi glin Bolim 6.2.6’da anlatildig sekilde
ilag maruziyetleri yapildi.

Maruziyet sonrasi hiicreler tripsin ile kaldirildi ve 15 mL’lik tlplere aktarilip 300
g’de 5 dk santriflj edildi. Stipernatant aspire edilip hicre pelleti 300 uL soguk lizis
tamponu ve 0,5 pL 1 M DTT ile karistirildi. Daha sonra 6rnekler mikrosantrifiij tiiplerine
alinarak -150 °C’'de 1 dk slireyle dondurulup ardindan 40 °C’de 1 dk sireyle ¢ozduruldi.
Bu islem 3 kez uygulanarak dondur-¢6z metoduyla hiicrelerin parcalanmasi saglandi.
Hlcre slispansiyonu daha sonra 13400 rpm’de 30 dk +4 °C’de santriflj edildi. Proteazom
aktivitesinin 6lcimi icin kullanilacak olan sipernatant temiz bir mikrosantrifiij tipline
alindi ve kullanilana kadar -20 °C’de sakland.

MCA standartlari 3 tekrar olacak sekilde 120’ser uL siyah 96’lik siyah mikroplakaya
alindi. Orneklerden ise 3 tekrarli bir sekilde 10’ar pL alindi. Orneklerdeki proteazom
aktivitesi ATP’nin eklenmedigi 20S+26S aktivitesi Ol¢lildi. Bu amacgla kuyucuklara
asagidaki tabloya gore kimyasallar eklendi. Mikroplaka calkalayici izerinde ¢alkalanarak
10 dk oda isisinda inklibe edildi. Bekleme siliresi sonunda eklenmesi gereken diger
kimyasallar proteazom substrati (MCA) eklenip karistirildi ve plaka isiktan korunacak

sekilde 37 °C'de 30 dk inkiibe edildi.
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Kimyasal(pL) —ATP

Hicre lizati 10 pL
3x26S inkiibasyon Tamponu 33,3 uL
1M DTT 0,2 pL
ddH20 66,5 uL
Laktasistin 4,5 uL

10 dk inklibasyon

2mM SUC-LLVY-MCA 10 pL

inkiibasyon siiresi sonunda spektrofotometre ile 360 nm eksitasyon 460 nm
emisyon degerlerinde floresan oOl¢iim yapildi. MCA standart egrisi kullanilarak substrat
degradasyonu hesaplandi daha sonra elde edilen sonuglar lizatlarin protein

konsantrasyonlarina normalize edildi.

6.2.11. Akim Sitometresi ile Apoptoz Tayini

6 kuyulu plakalara, her kuyuda 5 x 105 hiicre /2 mL besiyeri olacak sekilde hiicre
ekimi gercgeklestirildi ve hiicrelerin ylizeye yapismasini saglamak icin 37°C’ de %5 CO2
iceren etlivde 24 saat inklibe edildi. 24 saat sonrasinda kontrol DMSO, Bortezomib,
Kuersetin ve kombinasyon gruplari belirlenen konsantrasyonlarda uygulandi. inkiibasyon
periyodundan sonra, kuyulardaki besiyeri flow tiiplerine toplandi. Daha sonra kuyular 1X
PBS ile yikarak, hiicreler soguk flow tiiplerine alinmak Uzere tripsin ile muamele edildi.
Hicrelerin bulundugu tlpler +4°C'de 400xg’'de 5 dk santriflij edildi ve Ust kisim 6zel

tuplerin Gzerinde bulunan cizgiye kadar aspire edilerek pellet 3 mL soguk 1X PBS ile
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yikandi. Tekrar 400xg’de 5 dakika santrifiij edilerek yikama islemi ayni basamaklarla
gerceklestirildi. Kontrol disindaki tiplere 500 pL Annexin V (AV) baglama tamponu
eklendi. Daha sonra kontrol disindaki tiiplere 7,5 uL Annexin V-FITC ve 5 pL Propidyum
iyodiir (P1) boyalari eklendi ve buz tizerinde 15 dk isik almayacak sekilde inkiibe edildi.
Bekleme siiresi sonunda akim sitometrisinde Annexin V icin FL1 paneli, Pl i¢in FL2
panelinde okuma gerceklestirildi. Analizler akim sitometri cihazinda kadran istatistigi

yapilarak (%) apoptoz olarak degerlendirildi.
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7. BULGULAR

7.1. Hiicre Canliik Deneyleri

7.1.1. HepG2 Hiicrelerinde Canlilik Tayini

72 saat cesitli konsantrasyonlarda (5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 ve 200 nM)
Bortezomib maruziyeti sonunda hiicre canhligindaki degisimler % canhlik olarak +SD
degerleri ile birlikte gosterildi. 20 nM, 40 nM 60 nM, 80 nM, 100 nM ve 200 nM 72 saat

Bortezomib maruziyeti hiicre canliliginda anlamli bir azalmaya neden oldu (Sekil 7.1).

HepG2 hiicrelerinde BTZ
uygulamasi sonucu canlilik

120
n.s

100
f: 80 n-s
p—
p— *
S 60 -

* %k %k ¥

o\ * %k %k ¥

20 I ' * ok %k

, H =

Kontrol 5 10 20 40 60 80 100 200

BTZ (nM)

Sekil 7.1: 72 saat ¢esitli konsantrasyonlarda Bortezomib uygulanan HepG2 hiicrelerinde
MTT testi sonucu. (ortalama £ SD; BTZ: Bortezomib; * p <0,05; **** p <0,0001; kontrole
karsi; n:3).

72 saat cesitli konsantrasyonlarda (10, 20, 30, 40 ve 50 uM) Kuersetin maruziyeti
sonunda hicre canliigindaki degisimler % canllik olarak +SD degerleri ile birlikte

gosterildi. 10 uM ve 20 uM Kuersetin maruziyeti hiicre canliiginda anlaml bir degisiklik
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olusturmazken, 30 uM, 40 uM ve 50 uM Kuersetin maruziyeti hiicre canliliginda kontrole

kiyasla anlamli bir diistise neden oldu (Sekil 7.2).

HepG2 hiicrelerinde KUER
uygulamasi sonucu canlilik

n.s
120.0
n.s
100.0 *ok
=4
'5 800 * %k
=
8 60.0 EET TS
< 400
X
20.0
0.0
DMSO 10 20 30 40 50
Control

Kuersetin (LM)

Sekil 7.2: 72 saat gesitli konsantrasyonlarda Kuersetin uygulanan HepG2 hiicrelerinde
MTT testi sonucu. (ortalama + SD; * p <0,05; **** p <0,0001; kontrole karsi; n:3).

7.1.1.1. HepG2 IC50 Degeri Sonuglan

Bortezomib ve Kuersetin’in HepG2 hiicreleri izerinde maksimum inhibisyonun
%50 sini olusturan konsantrasyon miktarlari (IC50) Calcusyn ile hesaplandi. IC50
degerlerinin hesaplanmasinda, Bortezomib ve Kuersetin’in eklenmesinden 72 saat sonra
yapilan MTT testlerindeki hiicre canhilik sonuglarindan (Sekil 7.1 ve Sekil 7.2) fraksiyonel
etki (Fa) degerleri hesaplandi. Her doz icin Fa degeri, ‘1- canlilik sonucu’ formilasyonu ile
hesaplandi. Calcusyn programina, hesaplanan Fa degerleri girildi ve Bortezomib ve
Kuersetin’in HepG2 hiicreleri icin IC50 degerleri sirasiyla 30.57179 nM (Sekil 7.3) ve
41.87742 uM (Sekil 7.4) bulundu.
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Sekil 7.3: HepG2 hiicre hattinda Bortezomib IC50 degeri.

Effect
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4 Quercetin

Sekil 7.4: HepG2 hiicre hattinda Kuersetin IC50 degeri.

7.1.2. DHepG2 Hiicrelerinde Canlilik Tayini

HepG2 hiicre hattindan Bortezomib’e direncli hiicre hatti olusturulmasi amaciyla

4 ay boyunca artan Bortezomib konsantrasyonlarinda biiyttiilen DHepG2 hiicrelerinin 72
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saat cesitli konsantrasyonlarda (20, 40, 60, 80, 100, 150, 200, 250 ve 300 nM) Bortezomib
ile maruziyetinin sonucunda hicre canhligindaki degisimler % canlilik olarak £SD degerleri
ile birlikte gosterildi. 20nM ve 40 nM Bortezomib meruziyeti kontrole gére canliligl
desteklerken, 60 nM, 80 nM ve 100 nM Bortezomib maruziyeti hiicre canliiginda anlaml
bir degisime neden olmadi. 150 nM, 200 nM, 250 nM ve 300 nM Bortezomib maruziyeti

ise hiicre canliliginda anlaml bir sekilde disiise neden oldu (Sekil 7.5).

DHepG2 hiicrelerinde BTZ
uygulamasi sonucu canlilik

180.000 ok
160.000

* %
140.000 n-s
120.000
100.000 n.s n.s
80.000 Fokok * %k *ok ok
60.000
40.000 ok
20.000 .
0.000
0 60 80 100 150 200 250 300

Kontrol 20 4

% Canlilik

BTZ (nM)

Sekil 7.5: 72 saat ¢esitli konsantrasyonlarda Bortezomib uygulanan DHepG2
hiicrelerinde MTT testi sonucu (ortalama * SD; BTZ: Bortezomib; * p <0,05; **** p
<0,0001; kontrole karsi; n:3).

7.1.2.1. DHepG2 IC50 Degeri Sonuglarn

Bortezomib’in DHepG2 hiicreleri Uzerindeki IC50 degeri Bolim 6.2.8.1.'de
bahsedildigi gibi Calcusyn yazilimi ile hesaplandi. Bortezomib’in DHepG2 hiicreleri icin
IC50 degeri 247.30018 nM olarak bulundu (Sekil 7.6).

M)
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Sekil 7.6: DHepG2 hiicre hattinda Bortezomib IC50 degeri.

7.2. Kombinasyon (Calcusyn) Analizi

Bortezomib ve Kuersetin icin HepG2 hiicrelerinde ayri ayri belirlenen 1C50
degerlerinin birbirlerine oranina gore (IC50kuersetin/IC50bortezomib) iki maddenin 72
saatte etkin dozlari HepG2 hiicrelerinde (41,87 uM/0,030 uM) 1395,6/1 oraninda
belirlendi. Bu orana gore kombine doz gruplari (Tablo 7.1) belirlenerek tekrar canhhk
analizi yapildi (Sekil 7.7). Cikan sonuglar Calcusyn programina girildi ve her iki maddenin
birlikte kullanilmasi icin gerekli dozlar belirlendi. Bu sonuglara gore, apoptoz deneyi igin
her iki hiicre hattinda da Fa’si 0,5’e karsilik gelen 37.55 uM Kuersetin, 27.41 nM

Bortezomib kombine dozlarinin uygulanmasina karar verildi.
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Tablo 7.1: Deneylerde kullanilan gruplar.

Gruplar Kuersetin (uM) Bortezomib (nM)
I 10 7,3
Il 20 14,5
1l 30 21,8
\Y) 40 29
vV 50 36,4

HepG2 hiicrelerinde kombinasyon
uygulamasi sonucu canlilik
140.00
120.00
100.00

n.s
n.s
80.00 * =
60.00 1E
40.00
20.00
0.00

KONTROL 10uMK+ 20uMK+ 30uMK+ 40uMK+ 50uMK+
73nMB 145nMB 21,8 nMB 29nMB 36,4nMB

Kombinasyon

% Canlilik

Sekil 7.7: 72 saat belirlenen konsantrasyonlarda ilag kombinasyonu uygulanan HepG2
hiicrelerinde MTT testi sonucu (ortalama £ SD; B: Bortezomib; K; Kuersetin; * p <0,05;
** p <0,01; n:3).
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Tablo 7.2: Kombinasyon dozlarinin, fraksiyonel etkinin ve kombinasyon indeks
degerlerinin belirlenmesi.

Fa Cl Kuersetin (uM) Bortezomib (nM)
0,150 0,499 11,78886 8,61
0,200 0,562 14,87680 10,86
0,250 0,619 18,02856 13,16
0,300 0,674 21,32372 15,56
0,350 0,728 24,83573 18,13
0,400 0,783 28,64383 20,91
0,450 0,839 32,84266 23,97
0,500 0,898 37,55342 27,41
0,550 0,961 42,93985 31,34
0,600 1,030 49,23431 35,94

Secilen dozlar, 0,898 kombinasyon indeksine tekabil eigi i¢in, Tablo 5.1'de
belirtildigi gibi hafif sinerjizm etkisine sahiptir. Sekil 7.8’de Bortezomib ve Kuersetin
kombinasyonunun Fa-Cl grafigi verilmistir. Grafikte x-ekseni maruziyetin etkisini 0 ila 1
arasinda belirtirken, y-ekseni ise kombinasyon indeksini vermektedir. Bu eksende 1
degerinin altinda kalan alan iki ajanin sinerjik, 1’in Gzerinde kalan alan ise antagonist etki
gosterdiklerini  belirtmektedir. Yani, kombinasyon icin secilen dozlar, hicre
poptlasyonunun %50’sinde 6lim saglarken, bir arada kullanilmasi halinde her birinin tek
basina meydana getirecegi etkiden daha etkilidir. ilaglarin kombine uygulanmasi iki ilacin

da tek basina uygulanmasinda kullanilan dozu 1,396 kat azaltmistir (Tablo 7.3).
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Sekil 7.8: Fraksiyonel etki (Fa) ve Kombinasyon indeksi (Cl) grafigi.

Tablo 7.3: Doz azaltma indeksi sonuglari.

Yalniz Kuersetin Yalniz Doz azaltma Doz azaltma
Fa uygulamasi Bortezomib indeksi (Kuer) indeksi (B)
uygulamasi
0,5 41,8774 30,5718 1,396 1,396

7.3. Protein Analizi Sonugclari

7.3.1. Protein Konsantrasyonu Sonuglari

Proteazom aktivitesi ve protein ekspresyon analizleri icin hazirlanan lizatlarin
protein miktarlari standart olarak BSA kullanilarak hazirlanan 6l¢i egrisi ile hesaplandi.

Hazirlanan olgi egrisi ve dogru denklemi Sekil 7.9’de verildi.
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Sekil 7.9: Protein standart Olcu egrisi.

7.3.2. Protein Ekspresyon Analizi Sonuglar

72 saat 30,57 nM Bortezomib, 41,88 uM Kuersetin ve kombine ila¢ uygulamasi
direncli ve yabanil HepG2 hiicrelerinden elde edilen proteinlerden Western blot yontemi
ile PSMB1, PSMB2, PSMB5, Bax, NOXA ve Nrf2 proteinlerinin ekspresyon seviyeleri

incelendi. YUkleme kontroli olarak GAPDH kullanildi.

7.3.2.1. HepG2 ve DHepG2 hiicrelerindeki proteazom alt birimlerinin

ekspresyon sonuglar

Direng gelistirmek Uzere 4 ay boyunca ila¢ uygulamasi yapilan DHepG2
hiicrelerinde Bortezomib uygulanan grupta B5 alt-biriminin ekspresyon seviyesinde,

HepG2 hiicrelerine kiyasla anlamli bir yikselis gorildi.
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Sekil 7.10: 72 saat IC50 dozunda Bortezomib uygulanan HepG2 ve DHepG2 hiicrelerde
proteazom R1, B2 ve R5 alt-birimlerinin proteinlerinin seviyeleri.
a: R1, B2, #3 ve yikleme kontrolii olarak GAPDH proteinlerinin 6rnek Western blot
goruntisu
b: B1, B2 ve R5 proteinlerinin kontrole gore kat degisim bar grafigi (ortalama + SD;
KONT: Kontrol, BTZ: Bortezomib, *p < 0,05; kontrole karsi; n:3). Sonuglar ANOVA testi
ile degerlendirilmis ardindan ¢oklu karsilastirma analizi yapilmistir.

7.3.2.2. HepG2 ve DHepG2 Hiicrelerinde Bax ve NOXA proteinlerinin

ekspresyon sonuglar

Bax proteininin ekspresyon seviyesinde Bortezomib uygulanmis grupta DHepG2
hiicrelerinde HepG2 hiicrelerine kiyasla azalma goriilse de istatistiksel olarak anlamlilik

bulunamad..
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Sekil 7.11: 72 saat IC50 Bortezomib, IC50 Kuersetin ve ilag kombinasyonu uygulanan
HepG2 ve DHepG2 hiicrelerde Bax proteininin seviyeleri.

a: Bax ve yikleme kontrolli olarak GAPDH proteinlerinin 6rnek Western blot goriintisd.
b: Bax proteininin kontrole gore kat degisim bar grafigi (ortalama + SD; KONT: Kontrol,
BTZ: Bortezomib, KUER: Kuersetin, KOMB: Kombinasyon). Sonuclar ANOVA testi ile
degerlendirilmis ardindan ¢oklu karsilastirma analizi yapilmistir.

NOXA proteininin ekspresyon seviyesi HepG2 hiicrelerinde Bortezomib
uygulamasinda anlaml bir sekilde artma gosterirken, DHepG2 hiicrelerinde herhangi bir
degisim gorilmedi. Buna karsilik, DHepG2 hiicrelerinde Kuersetin ve kombinasyon

grubunda HepG2 hiicrelerine kiyasla NOXA proteini ekspresyonu kontrole gbre artis
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gostermistir. Hicrelerde Bortezomib uygulanmis gruptaki NOXA ekspresyonundaki fark

istatiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 7.12).

4 HepG2 DHepG2
KONT BTZ KUER KOMB KONT EBETZ KUER KOME kDa
NOXA - L1
sapoH| (il .S D @D | = D B @ - -
h
HepG2 DHepG2
TE- 80 L] :E- ED
|"1‘| E &0 I‘l‘l E &0
Sy a S
) =)
22 R
E 0 - L L E o —_ — . [ |
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Bortezomib
__ED
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i B0
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E i _'I:l
-l E 10 EL L]
E o —
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Sekil 7.12: 72 saat IC50 Bortezomib, IC50 Kuersetin ve ila¢ kombinasyonu uygulanan
HepG2 ve DHepG2 hiicrelerde NOXA proteininin seviyeleri.
a: NOXA ve yikleme kontrolli olarak GAPDH proteinlerinin 6rnek Western blot
goruntisa.

b: NOXA proteininin kontrole gore kat degisim bar grafigi. (ortalama * SD; KONT:
Kontrol, BTZ: Bortezomib, KUER: Kuersetin, KOMB: Kombinasyon *p<0,05; kontrole
karsi; n:3). Sonuclar ANOVA testi ile degerlendirilmis ardindan ¢oklu karsilastirma analizi
yapilmistir.
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7.3.2.3. HepG2 ve DHepG2 Hiicrelerinde Nrf2 Proteininin Ekspresyon Sonuglari

Hicrelerdeki total Nrf2 protein ekspresyon seviyelerine bakildiginda, DHepG2
hiicrelerinde Bortezomib uygulandiginda Nrf2 protein seviyesinin anlamli bir sekilde artis
gosterdigi gozlenmistir. Buna karsilik Kuersetin ve kombinasyon grubunda artis
gozlenmemistir. Ayrica Bortezomib uygulanan grupta iki hiicre arasindaki Nrf2

ekspresyon farkli istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 7.13).

HepiG2 DHepG2
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Nrf2 | — - - — - e g7
GAPDH | Wy o . || SR c——— | :7
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= Hep2 DHep&2

Sekil 7.13: 72 saat IC50 Bortezomib, IC50 Kuersetin ve ilag kombinasyonu uygulanan
HepG2 ve DHepG2 hiicrelerde Nrf2 proteininin seviyeleri.
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a: Nrf2 ve yikleme kontrolii olarak GAPDH proteinlerinin 6rnek Western blot goriintlist
b: Nrf2 proteininin kontrole gore kat degisim bar grafigi (ortalama = SD; KONT: Kontrol,
BTZ: Bortezomib, KUER: Kuersetin, KOMB: Kombinasyon *p<0,05; kontrole karsi; n:3).
Sonuglar ANOVA testi ile degerlendirilmis ardindan coklu karsilastirma analizi
yapilmigtir.

7.4. Florometrik Proteazom Aktivitesi Sonuglari

72 saat Bortezomib, Kuersetin ve ilag kombinasyonu uygulanan HepG2 ve
DHepG2 hiicrelerinde florometrik olarak proteazom aktivitesi dlclldi. MCA standartlari

ile hazirlanan 6l¢u egrisi de verildi (Sekil 7.14).

600000
y =49567x + 30634

R*=0.9732
— 500000

400000 | e

300000 o .

200000
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100000 o .

h.'. ‘

0oe
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Sekil 7.14: MCA standart 6l¢l egrisi.

Her iki hiicre hattinda da 72 saatlik Bortezomib uygulamasi proteazom aktivitesini
anlamh sekilde duasitrdid. Kuersetin uygulamasi HepG2 hiicrelerinde proteazom
aktivitesini etkilemezken, DHepG2 hiicrelerinde aktivitede anlamli azalmaya sebep oldu.
Kombinasyon uygulamasi her iki hiicre hattinda da proteazom aktivitesini anlamli sekilde

disardi (Sekil 7.15).
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Sekil 7.15: 72 saatlik IC50 dozu Bortezomib, IC50 dozu Kuersetin ve ilag kombinasyonu

uygulamasi sonrasinda 20S + 26S proteazom aktivitesi (ortalama + SD; KONT: Kontrol;

BTZ: Bortezomib; KUER: Kuersetin; * p <0,05; ** p <0,01; kontrole karsi; n:3). Sonuglar
ANOVA testi ile degerlendirilmis ardindan ¢oklu karsilastirma analizi yapilmistir.

7.5. Akim Sitometresi ile Apoptoz Tayini

Kombinasyon deneyinden elde edilen sonuglara gore, Bortezomib ve Kuersetin
konsantrasyonlari tek ve kombine halde HepG2 ve DHepG2 hiicrelerine 72 saat siireyle
uyguland. inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler Bélim 6.2.11’de anlatildigi gibi AV ve Pl
ile boyanarak akim sitometrisinde okuma yapildi. Elde edilen bulgular sonucunda, HepG2
hiicrelerinde kontrol grubunda % 0.25 erken apoptoz, %0.96 ge¢ apoptoz olmak Uzere
toplamda %1.21 oraninda apoptoz gézlemlenmistir. Bortezomib uygulamasinda %32.50
erken apoptoz, %14.47 ge¢ apoptoz olmak lzere toplamda %46.97 oraninda apoptoz
gozlemlenmistir. Kuersetin uygulamasinda %9.96 erken apoptoz, %22.12 ge¢ apoptoz
olmak Uzere toplamda % 32.08 oraninda apoptozun gergeklestigi gozlemlenmistir.
Kombinasyon uygulmasinda ise %9.03 erken apoptoz, % 23.85 ge¢ olmak lizere toplamda
% 32.88 oraninda apoptoz gozlemlenmistir (Sekil 7.16). Bortezomib’e direncli olarak
bilinen DHepG2 hiicrelerinde ise kontrol grubunda % 1.03 erken apoptoz, % 2.23 geg
apoptoz olmak Uzere toplamda %3.26 oraninda apoptoz gozlemlenmistir. Bortezomib
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grubunda %0.63 erken apoptoz, %2.75 gec¢ apoptoz olmak (lizere toplamda %3.38
oraninda apoptoz gozlemlenmistir. Kuersetin grubunda %8.52 oraninda erken apoptoz,
%6.64 oraninda ge¢ apoptoz olmak Uzere %15.16 oraninda toplam apoptoz
gozlemlenmistir. Son olarak, kombinasyon uygulanan grupta %20.52 erken apotoz,
%14.07 gec¢ apoptoz olmak lizere toplamda 34.59 oraninda apoptoz gozlemlenmistir
(Sekil 7.17). Akis sitometrisi ile elde edilen toplam ylizde (%) apoptoz miktarlarinin bar

grafigi Sekil 7.18’de verilmistir.
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Sekil 7.16: HepG2 hiicrelerinde apoptoz analizi icin akim sitometrisi ile elde edilen
kadran istatistigi grafigi. Bortezomib, Kuersetin ve kombinasyon dozlarinin 72 saat
inklibasyonu sonunda hiicrelerde olusturdugu apoptoz incelenmistir. Sag Uist kadranda
gec apoptoz, sag alt kadranda ise erken apoptoz ylizdeleri gosterilmistir.
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Sekil 7.17: DHepG2 hiicrelerinde apoptoz analizi icin akim sitometrisi ile elde edilen
kadran istatistigi grafigi. Bortezomib, Kuersetin ve kombinasyon dozlarinin 72 saat
inklibasyonu sonunda hiicrelerde olusturdugu apoptoz incelenmistir. Sag Uist kadranda
gec apoptoz, sag alt kadranda ise erken apoptoz ylizdeleri gosterilmistir.
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Sekil 7.18: Apoptoz analizi i¢in akim sitometrisi ile elde edilen sonuglarin bar grafik ile
gosterilmesi (ortalama * SD; KONT: Kontrol; BTZ: Bortezomib; KUER: Kuersetin; * p
<0,05; **** p <0,0001; kontrole karsi; n:3). Sonuglar ANOVA testi ile degerlendirilmis
ardindan coklu karsilastirma analizi yapilmistir.
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8. TARTISMA

Kanser iliskili 6limlerin 6nde gelen tiirlerinden biri olan hepatoseliiler karsinoma,
erkeklerde ikinci, kadinlarda ise altinci en oOlimcll kanser cesidi olarak kabul edilir.
Ortotopik karaciger transplantasyonu HCC icin en etkili tedavi yontemi olsa da ¢ogu
ilerlemis HCC hastalari i¢in uygun degildir. Mevcut kemoterapotikler ise ciddi yan etkiler
olusturmaktadir ve HCC'li hastalarin ¢ogunda karaciger bozuklugu oldugu icin agresif
medikal tedavi uygulanamamaktadir. Bu nedenle, hastalarda etkin tedavi saglayacak yeni
stratejiler gelistirmeye ihtiya¢ duyulmaktadir [6], [67], [68].

Faz I/Il cahsmalarinda, rezeksiyon uygulanmamis HCC'li hastalarda Bortezomib’in
iyi tolere edildigi gosterilmistir. Ancak ¢ogu durumda, Bortezomib tedavisinde hizlica
direng gelisir. Bortezomib direncinin altinda yatan mekanizmalar bazi c¢alismalarla
belirlenmistir. Bu ¢alismalar arasinda, HCC hiicrelerinde proteazom R5 alt-biriminin asiri
ekspresyonunun Bortezomib direncine sebep oldugu gosterilmistir [2].

Tez ¢alismasinda bu direng mekanizmasinin arastirilabilmesi icin 6ncelikle HepG2
hiicrelerine 4 ay boyunca artirilmis konsantrasyonlarla Bortezomib uygulamasi yapilarak,
DHepG2 olarak adlandirilan Bortezomib’e direngli yeni bir hiicre hatti elde edildi. 4 ayhk
ilag uygulamasinin ardindan, yapilan canlilik testi sonuclarinda HepG2 hiicrelerinde 30,57
nM olan 72 saatlik Bortezomib IC50 degeri, DHepG2 hiicrelerinde 247,3 nM olarak
bulundu. Boylelikle uzun siire ilag uygulamasi sonucunda, Bortezomib’e karsi hassasiyeti
8 kat azalmis direngli hiicreler elde edildi. HepG2 hiicrelerinde yapilan baska bir
¢alismada da benzer sekilde 15,6 nM olan 72 saatlik Bortezomib IC50 degeri, 6 ay
boyunca ilag verilerek olusturulan Bortezomib direncli HepG2 hiicrelerinde 235 nM
olarak bulunmustur [2].

Nrf2, proteazom alt-birimlerinin de icinde bulundugu bircok antioksidan genin
ekspresyonundan sorumlu bir transkripsiyon faktoridir. Nrf2, oksidatif stresin
olusmadigi normal kosullar altinda Keap1 tarafindan inaktif halde tutulur. Ancak oksidatif
stres altinda sitozolde serbest kalir ve ardindan cekirdege transfer edilir. Burada
proteazomal alt-birimler de dahil olmak lzere oksidatif ve kimyasal strese karsi hiicresel

direnci artiran genlerin ekspresyonunu saglar [69]. Yapilan calismalarda, Nrf2 aracili
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kalici antioksidan yanitlarin, kanser hiicrelerinde apoptoz ve ila¢ direncini destekledigi
gosterilmistir. Bu nedenle Nrf2 inhibitorleri kullanilarak kanser hiicrelerindeki
antioksidan yanit ve ilag metabolizmasi azaltilabilir. Meme kanseri hiicrelerinde yapilan
bir 6n calismada, 25 uM Kuersetin’in Nrf2 ekspresyon seviyesini artirirken, 50 ve 75 uM
Kuersetin’in Nrf2 ekspresyon seviyesinde azalmaya sebep oldugu gosterilmistir. HepG2
hiicrelerinde yapilan bir calismada ise, 50 uM Kuersetin’in Nrf2 aktivasyonunu azalttig
gosterilmistir [51], [57].

Bu kapsamda mevcut calismayla, Bortezomib’e karsi direng gelistirmis HepG2
hiicre hattinda, Kuersetin’in tek basina ya da Bortezomib ile kombinasyonu yoluyla Nrf2
aracili ilag direncini azaltarak, hiicrelerde Bortezomib’e karsi hassasiyet olusturulmasi
amaclanmistir. Bu amagla ilk olarak Calcusyn yazilimi kullanilarak HepG2 hiicre hattinda
Kuersetin’in 72 saatlik IC50 degeri 41,88 uM olarak belirlenmistir. Daha sonra Bortezomib
ve Kuersetin igin uygun sinerjizm dozlari yine Calcusyn yazilimi kullanilarak Tablo 7.2’de
belirtildigi gibi bulunmustur. Elde edilen bu tabloda kombinasyon indeksi (Cl) 1’in altinda
olan kombinasyon dozlari sinerjizme sahiptir ve birlikte kullanildigindaki etkisi yalniz
kullanimina gore daha fazladir. Tablo 7.2’deki kombinasyon se¢eneklerinden fraksiyonel
etki (Fa) degeri 0,5 olan Bortezomib dozu 27,41 nM, Kuersetin dozu ise 37,55 uM
¢alismanin devaminda gerceklestirilecek olan deneyler icin kombine dozlar olarak
secilmistir. Boylelikle her iki ila¢ icin de yalniz uygulamaya kiyasla kombine uygulamasi
halinde 1,396 kat doz azaltma indeksi ile dozlar belirlenmistir (Tablo 7.3).

Apoptozda proteazomun etkisi farkh mekanizmalarla anlasiimis ve proteazom
ekspresyon seviyelerindeki artisin, apoptoz direnci ile iliskili oldugu ortaya ¢ikarilmistir.
Proteazom, bazi apoptotik regiilator molekiilleri degrade etme potansiyelinden dolayi
apoptozun onemli diizenleyicilerindendir. Bax ve NOXA gibi proteazom substratlari
apoptozda kritik 6dneme sahiptir. Bir ¢ok timor hiicresinde proteazom inhibisyonu
sonucunda bu proteinler hiicrede birikir ve apoptoz indlklenir [6], [70], [71]. Apoptoza
diren¢ kazanmis bortezomib direncli HepG2 hiicrelerinde, pro-apoptotik Bax ve NOXA
proteinlerinin birikim ve stabilite yeteneginin kaybi goridlmistir [2]. Mevcut tez
calismasinda da ayni sekilde Bortezomib’e diren¢ kazanmis HepG2 hiicre hattinda, Bax ve
NOXA protein ekspresyon seviyelerindeki azalma Western blot c¢alismalari ile
gosterilmistir. Bax proteini ekspresyon seviyesi, Bortezomib uygulanan DHepG2
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hiicrelerinde HepG2 hicrelerine kiyasla azalmistir. Her iki hilicre hattinin ilag
uygulanmayan DMSO’lu kontrol grubunda neredeyse hi¢ ekspresyon géstermeyen NOXA
proteininin ise, Bortezomib uygulanan DHepG2 hiicrelerinde, HepG2 hiicrelerine kiyasla
ekpresyon seviyesi dramatik bir sekilde azalmistir.

Bortezomib, Kuersetin ve kombinasyon uygulamasinin ardindan yapilan Bax,
NOXA ve Nrf2 Western blot ¢alismalarinda, Bax pro-apoptotik proteini, direngli hiicrede
Bortezomib grubunda azalmis bir ekspresyon verse de istatistiksel olarak anlamli degildi.
NOXA pro-apoptotik proteini ise HepG2 hiicrelerinde, Bortezomib uygulamasinda
DMSOQO’lu kontrol grubuna gore yaklasik 69 kat anlamli bir sekilde fazla ekspresyon
gosterdi. Ancak bu artmis ekspresyon seviyesi beklendigi gibi DHepG2 hiicrelerinde
gozlenmedi. Bunun sebebi artmis Nrf2 aktivasyonunun proteazom inhibisyonunu
engelleyerek NOXA'nin proteazomal bozunmasini desteklemesi olarak sdylenebilir.
NOXA’nin DHepG2 Kuersetin ve kombinasyon gruplarinda ise istatiksel olarak anlaml
olmasa da sirasiyla 12,5 ve 7 kat fazla ekspresyonu gozlemlendi. Buradan, tez
calismasinda elde edilen Bortezomib direngli HepG2 hiicre hattinda NOXA’nin
aklimulasyon yeteneginin azaldigl, ancak Bax protein stabilitesinin degismedigi ortaya
cikmaktadir. Her iki proteinin de ekspresyon seviyesinin Kuersetin ve kombinasyon
uygulamasinda, Bortezomib’in tek basina uygulamasina kiyasla arttigi gézlenmistir.
Ayrica hiicrelerden total protein izolasyonu ardindan Western blot yontemi ile Nrf2
protein ekspresyon seviyesine bakildi. HepG2 hicrelerinde Nrf2 protein seviyesi
Kuersetin uygulandiginda kontrole kiyasla anlamh bir sekilde azaldi. DHepG2
hiicrelerinde ise Bortezomib uygulamasinda kontrol grubuna goére Nrf2 seviyesinde
anlamh bir yikselis goriildii. Bu sonugtan hiicrelerde olusan Bortezomib direncinin Nrf2
aractl oldugu cikarilabilir. Hiicrelere 4 ay Bortezomib uygulamasi sirasinda, Nrf2
antioksidan yanit olusturabilmek i¢in proteazom alt birimlerinin de igcinde oldugu bircok
stres iliskili genin ekspresyonunu saglamak amaciyla stirekli aktif hale gelmistir. Aslinda
hiicrelerde proteazomu inhibe etmek amaciyla Bortezomib uygulansa da sirekli aktif
halde bulunan Nrf2, proteazomal alt birimlerinin de-novo sentezini desteklemistir.
Calsmada Western blot ile yapilan B alt-birimlerin ekspresyon analizlerindeki R5 alt-

birimindeki ekspresyon artisi bu tezi dogrular niteliktedir.
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Proteazom kompleksi 20S cekirdek ve 19S regilatoér partikiilden olusur. 20S
proteazom iki adet dis ve iki adet i¢ halkadan meydana gelir. Dis halkalarin her biri 7 adet
a-alt birimlerinden olusmaktadir ve proteazom substrati taninmasinda gorev alir. ig
halkalar ise 7 adet R-alt birimlerden olusur ve bu alt birimlerden 81, B2 ve R5 katalitik
aktiviteye sahiptir. Bortezomib, secici olarak daha ¢ok R5 alt birimini inhibe eder. Yapilan
calismalarda Bortezomib direncinin R5 alt birimindeki mutasyonlar ya da 85 alt biriminin
asiri ekspresyonundan kaynaklandigi gortlmustir [1], [6]. Tez calismasinda olusturulan
direncli hiicre hattinda Western blotlama yontemi ile proteazom R-alt birimlerinin
ekspresyonlarina bakildi. DMSO’lu  kontrol gruplari karsilastirildiginda DHepG2
hicrelerindeki bazal R5 ekspresyon seviyesi, HepG2 hiicrelerine kiyasla 2,47 kat
artmistir. Ayrica Bortezomib uygulanan DHepG2 hiicre hattinda HepG2 hiicrelerine gore
2,8 kat fazla B5 ekspresyon seviyesi gdozlemlenmistir. Buraya kadar yapilan deneyler ile
Bortezomib’e karsi olusan direncin Nrf2 aktivitesinden kaynakli 85 alt biriminin asiri
ekspresyonundan kaynaklandigi gériilmektedir. Ayrica tez ¢calismasinda B5 alt-biriminin
katalitik aktivitesindeki degisimlere de bakilmistir. Ancak HepG2 ve DHepG2 hiicreleri
kontrol gruplari kiyaslandiginda, bazal seviyedeki B5 alt biriminin aktivitesinde bir
degisiklik gorilmemistir. Buna karsilik Kuersetin ve kombinasyon grubunun R5 alt
biriminin katalitik aktivitesini ilging bir sekilde direngli hiicrelerde daha fazla inhibe ettigi
gorilmastir.

UPS, Apoptozun da icinde bulundugu bircok temel hiicresel prosesleri diizenler.
Losemi hicrelerinde yapilan ¢alismalarda R5 alt-birimdeki mutasyonlar ya da R5-alt
biriminin asiri ekspresyonu hiicredeki apoptoz oranini disiirmustir. Bunun aksine, siRNA
yontemi ile B5 alt biriminin gen ekspresyonunun susturulmasi Bortezomib hassasiyetini
artirarak apoptozu indiklemistir [6], [72], [73]. Tez calismasinda yabanil ve R5-alt
biriminde asiri ekspresyona sahip Bortezomib direngli hiicre hattinda apoptoz seviyeleri
akis sitometrisi ile analiz edildi. Elde edilen sonuglarda IC50 Bortezomib degeri HepG2
hiicrelerinde %47 oraninda apoptozu indiiklerken, DHepG2 hiicrelerinde Bortezomib
uygulamasi beklendigi gibi apoptozu indiiklemedi. Buna karsilik, DHepG2 hiicrelerinde
Kuersetin %15, ila¢ kombinasyon uygulamasi ise %35 oraninda apoptozu indiiklemistir.

Tez calismasindaki tim veriler toparlandiginda, HepG2 hiicrelerinde olusan
Bortezomib direncine, Nrf2 aktiflesmesinden kaynakli proteazom R5-altbirimindeki asiri
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ekspresyonun sebep oldugu soylenebilir. Sonrasinda yapilan Western blot
calismalarinda, DHepG2 hiicrelerinde NOXA proteinindeki birikme kaybi sonuglarindan
yola cikarak, bu hiicrelerde proteazom inhibisyonu saglanamadigi icin NOXA proteininin
apoptozu indikleyemedigi gorilmektedir. Nitekim yapilan akis sitometri ile DHepG2
hiicrelerinin kontrol ve Bortezomib grubunda canlilik oranlari sirasiyla %93 ve %94
bulunarak bu durum kanitlanmistir. Kuersetin ve kombinasyon grubunun DHepG2
hicrelerinde anlamli olmasa da NOXA proteininde artis olusturmasi, Kuersetin’in
Bortezomib ile ya da tek basina hicrelere uygulanmasinin NOXA birikmesine yol
acabilecegini gostermektedir. Ayni sekilde Kuersetin yalniz ya da kombine halde,
Bortezomib uygulamasinda yikselen Nrf2 protein ekspresyonunu azaltmistir. Bu sonug,
Kuersetin’in Nrf2 ekspresyonunu etkiledigini gbstermekte olup, Nrf2 yonlendirmeli stres
genlerinin ekspresyonunu etkileyerek hiicre canliigini azalttigina isaret etmektedir.
Nitekim, yine yapilan akis sitometrisi ile Kuersetin ve kombinasyon grubunun DHepG2
hiicrelerinde canhligi azalttig1 gértlmektedir. HepG2 ve DHepG2 hiicrelerinde proteazom
aktivitesi karsilastirildiginda, ilging bir sekilde bazal proteazom aktivitesinin iki hiicre
hattinda da ayni oldugu gorilmektedir. Bu durum baslangicta ayni hiicre hatlar
kullanilarak arastirilip aydinlatilmasi gereken bir nokta olarak 6niimiizde durmaktadir.
Bortezomib’e direngli hiicrelerde yalniz Kuersetin ya da Bortezomib kombine
uygulamasinin Nrf2 seviyesinin azalmasi ve apoptozun indiklenmesine yol agmasi, diger
kanser hiicrelerinde ila¢ direncinin Ustesinden gelmek icin bu ilag kombinasyonunun
uygulanmasi agisindan isik tutan bir sonug¢ vermistir. Bu kombinasyon uygulamasinin
farkli mekanizmalarin da aydinlatiimasiyla diren¢ gelistiren hastalarda uygunlugu
arastirilabilir. Boylelikle, direncli timorlerde ila¢g dozunu artirmak yerine kemoterapotik

ilac ve bitkisel maddelerin kombinasyonu tedavi icin bir secenek olabilir.
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