T.C.
GEBZE TEKNiK UNiVERSITESI
FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU

PROTEAZOM iNHIBITORLERiININ H295R HUCRE HATTINDA ER STRES VE
APOPTOZ UZERINDEKI ETKiSi

BETUL CIKI
YUKSEK LISANS TEZi
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILiM DALI

GEBZE
2021



T.C.
GEBZE TEKNiK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERIi ENSTITUSU

PROTEAZOM INHIBITORLERININ H295R HUCRE
HATTINDA ER STRES VE APOPTOZ UZERINDEKI
ETKISI

BETUL CIKI
YUKSEK LISANS TEZi
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILiM DALI

DANISMANI
PROF.DR. TAMER YAGCI
[I. DANISMANI
PROF.DR. BETUL YILMAZ

GEBZE
2021



T.R.
GEBZE TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

EFFECT OF PROTEASOME INHIBITORS ON ER
STRESS AND APOPTOSIS IN H295R CELL LINE

BETUL CIKI
A THESIS SUBMITTED FOR THE DEGREE OF
MASTER OF SCIENCE
DEPARTMENT OF MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS

THESIS SUPERVISOR
PROF. DR. TAMER YAGCI
[I. THESIS SUPERVISOR
PROF. DR. BETUL YILMAZ

GEBZE
2021



s

e

>

GE BZE”\\\ YUKSEK LiSANS JURI ONAY FORMU

TEKNIK UNIVERSITESI

GTU Fen Bilimleri Enstitiisii Y6netim Kurulu’nun 01/07/2021 tarih ve 2021/30 sayili
karartyla olusturulan jiiri tarafindan 30/07/2021 tarihinde tez savunma siavi yapilan
Betll CIKI ’nin tez ¢ahsmasi Molekiler Biyoloji Anabilim Dalinda YUKSEK
LISANS tezi olarak kabul edilmistir.

JURI
UYE

(TEZ DANISMANI) :PROF. DR. TAMER YAGCI

UYE 'PROF. DR. AYTEN KANDILCI
UYE 'DR. OGRETIM UYESI NAZLI KESKIiN TOKLU
ONAY

Gebze Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu’nun

........ [eeioooid i tarth ve ... /..o say1ll karar.

iMZA/MUHUR




OZET

Adrenokortikal karsinom (ACC), tam rezeksiyondan sonra bile siklikla
tekrarlayan ve yiiksek metastatik yayilma riski olan malign bir hastaliktir. ileri
evrelerde genel sagkalim zayiftir ve terapotik secenekler sinirlidir. Proteazom
inhibitorlerinin cesitli kanser tiirlerindeki etkinligi litaratirde bir¢cok calismayla ortaya
konmustur. Bu calismada, 20S proteazomun B5 ve daha az bir oOlglide B1 ve B2
katalitik bolgesine baglanarak inhibe eden Bortezomib ve Ixazomib ile, segici olarak
immunoproteazomun B5i altlinitesine baglanarak inhibe eden ONX 0914’ in H295R
hiicre hattinda ER stres ve apoptoz uzerindeki etkileri arastiriimistir. H295R
hiicrelerine 48 saat siire ile 70 nM Bortezomib, 140 nM Ixazomib ve 2.5 uM ONX 0914
uygulanarak kontrole gore stres proteinlerinin varligi GRP78 / P-PERK / ATF4 / CHOP
yolagi lizerinden Western blot yontemiyle tayin edilmis olup hedef protein varliginin
intihibitorli gruplarda kontrole kiyasla anlamli derecede artis gosterdigi tespit
edilmistir. Yapilan akim sitometrisi analizinde 48 saat IC50 dozu verilen inhibitorli
gruplarda kontrole kiyasla apoptozun anlamli derecede artis gosterdigi tespit
edilmistir. Bu bulgular, proteazomun farkli alt birimlerinin farkh inhibitorler
tarafindan inhibe edildigi taktirde H295R hiicre hattinda ER stres ve apoptoz lizerinde
etkin oldugunu ve immunoproteazom inhibisyonunun da bu hastalikta yeni bir

terapotik hedef olabilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Adrenokortikal Karsinom, H295R, Bortezomib, Ixazomib, ONX

0914, immunoproteazom.



SUMMARY

Adrenocortical carcinoma (ACC) is a malignant disease that frequently recurs
even after complete resection and has a high risk of metastatic spread. In advanced
stages, overall survival is poor and therapeutic options are limited. The effectiveness
of proteasome inhibitors in various types of cancer has been demonstrated by many
studies in the literature. In this study, the effects of Bortezomib and Ixazomib, which
inhibit by binding to the B5 and a lesser extent f1 and B2 catalytic region of the 20S
proteasome, and ONX 0914, which selectively binds to the B5i subunit of the
immunoproteasome, on ER stress and apoptosis in the H295R cell line were
investigated. The presence of stress proteins was determined by Western Blot
method via GRP78 / P-PERK / ATF4 / CHOP pathway by applying 70 nM Bortezomib,
140 nM Ixazomib, and 2.5 uM ONX 0914 to H295R cells for 48 h was found to be
significantly increased compared to the flow cytometry analysis, it was determined
that apoptosis increased significantly in the groups with inhibitor which is given IC50
dose for 48 h compared to the control. These findings reveal that if different subunits
of the proteasome are inhibited by different inhibitors, they are effective on ER stress
and apoptosis in the H295R cell line, and immunoproteasome inhibition may be a

new therapeutic target in this disease.

Key Words: Adrenocortikal Carsinoma, H295R, Bortezomib, Ixazomib, ONX 0914,
Immunoproteasome.

Vi



TESEKKUR

Basta tiim yiksek lisans egitimim ve tez calismalarim boyunca bilgi, tecriibe ve
samimiyetiyle destegini esirgemeyen danisman hocam Prof. Dr. Tamer YAGC!’ ya,
sonrasinda bu ¢alismanin gerceklesmesinde en biylk paya sahip, bana laboratuvarini
acan, kiymetli zamanini ayiran, akademik durusunu ve mitevaziligini her zaman
ornek alacagim, ikinci danisman hocam Prof. Dr. Betlil YILMAZ a ve bu sirecte
calismalarima destek olan degerli hocam Dr. Ogretim Uyesi Ayse Mine YILMAZ
GOLER’ e ve Marmara Universitesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’ ndaki hocalarima,
ayni laboratuvari paylastigim arkadaslarim; Kiibra TOPRAK, Sema ESERYEL, Ulkugiil
GUVEN ve Nalan KORKMAZ' a desteklerinden ve arkadasliklarindan dolayi c¢ok
tesekkir ederim.

Son olarak tim egitim hayatim boyunca maddi, manevi desteklerini
esirgemeyen, her daim bana ve icimdeki bilim askina inanan sevgili anne ve babama

cok tesekkir ederim.

Vii



ICINDEKILER

Sayfa

OZET v
SUMMARY vi
TESEKKUR vii
ICINDEKILER viii
SIMGELER ve KISALTMALAR Xi
SEKILLER DiziNi xiii
TABLOLAR DiZziNi XV
1.GIRIS XV
1.1.Tezin Amaci, Katkisi ve icerigi 1

2. LITERATUR OZETI 3
2.1. Adrenokortikal Gelisim ve Sinyal Yolaklari 3
2.1.1. insiilin Benzeri Biiyiime Faktoérii Sinyal Yolag! 4
2.1.2. WNT Sinyal Yolagi 4
2.1.3. Sonic Hedgehog Sinyal Yolagi 5
2.1.4. cAMP/PKA Sinyal Yolagi 6

2.2. Adrenokortikal Karsinoma Genel Bakis 7
2.3. Ubikitin Sistem 8
2.3.1. Ubikitin Konjugasyonu 9
2.3.2. Deubikitinasyon 9

2.4. Proteazomal Sistem 10
2.4.1. 26S Proteazom 10
2.4.2. 20S Proteazom 11

viii



2.4.3. Immunoproteazom
2.5. Proteazom inhibisyonu ve Kanser Tedavisindeki Rolii
2.5.1. Bortezomib
2.5.2. Ixazomib
2.5.3. ONX 0914
2.6. ENDOPLAZMIK RETIKULUM STRES
2.6.1. ATF6 Aktivasyonu
2.6.2. IRE1 Aktivasyonu
2.6.3. PERK Aktivasyonu

2.6.4. ER Stres ve Apoptoz

3. GERECLER

3.1. Genel Kimyasallar
3.2. Hiicre Hatti ve Kiltir Malzemeleri
3.3. Cihazlar
3.4.Cozelti ve Tamponlar
3.5.Kullanilan inhibitérler
3.6.Antikorlar, Boyalar ve Kitler
. YONTEMLER
4.1. Hicre Kaltara
4.2. inhibitér Stoklarinin Hazirlanmasi
4.3. MTT Testi ile Canhlik Tayini
4.4, Protein ifadesinin Belirlenmesi
4.4.1. Hucre Lizizi
4.4.2. Western Blot

4.5. Akim Sitometresi Calismalari

5.BULGULAR

12

14

16

17

18

19

21

21

22

24

27

27

28

28

28

29

29

30

30

30

31

32

32

33

34

35



5.1. MTT Testi ile Canlilik Tayini Sonuglar
5.2. Western Blot Sonuglari
5.3. Akim Sitometrisi Sonuglari

6. TARTISMA ve SONUC

KAYNAKLAR
OZGECMIS

35

38

43

45

49
58



SIMGELER ve KISALTMALAR DiziNi

Simgeler ve  Aciklamalar

Kisaltmalar

a Alfa

B Beta

I Mikro

ACA Adrenokortikal adenoma
ACC Adrenokortikal karsinoma
ACTH Adrenokortikotropik Hormon
APS Amonyum persiilfat

ATF4 Transkripsiyon Faktori 4
ATF6 Transkripsiyon Faktori 6

AV Annexin V

BCA Bikinkoninik Asit

Bcl-2 B- Hiicreli Lenfoma-2

BiP Baglayici Protein

CHOP C/EBP Homolog Protein

Cp Cekirdek pargacigi

) Cushing sendromu

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO Dimetil sulfoksit

Xi



ER

ERAD

FBS

FDA

GC

HH

IGF-2

IL-1

IL-6

IRE-1

MHC

MM

MTT

NaCl

NF-Kb

oD

PBS

PERK

Pl

ROS

PAGE

TBS

TBST

Endoplazmik Retikulum
Endoplazmik Retikulum iliskili Yikim
Fotal Dana Serumu

Food and Drug Administration
Glukokortikoid

Hedgehog

insiilin Benzeri Bilyiime Faktérii-2
Interlokin-1

Interlokin-6

inositol Diizenleyici Enzim-1

Major Histocompatability Complex
Multipl Miyelom
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromr
Sodyum Klorir

Nukleer Faktor Kappa B

Optik Yogunluk

Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi
Endoplazmik Retikulum Kinaz
Propidium lodide

Reaktif Oksijen Tirleri
Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Tris Tamponlu Tuz Cozeltisi

Tris Tamponlu Tuz Cozeltisi + Tween 20

xii



TEMED

TNF-a

Tris

UBP

UPR

UPS

Tetrametiletilendiamin

TUmor Nekroz Faktor- a

Tris (Hidroksimetil) Aminometan
Ubikitin Baglanma Proteini
Katlanmamis Protein Yanit

Ubikitin Proteazom Sistemi

SEKILLER DiziNi

xiii



2. 1:Adrenal Bez Anatomisi

2
2
2
2
2
2
2
2
5
5.
5
5
5
5
5
5
5
5
5

O 00 N o u b W N B O 00 N O U b

.3:

. 2: Ubikitin Moleklinin Yapisi

Ubikitin Konjugasyonu

: Proteazomun Alt Uniteleri

: 20S Proteazomun immunoproteazoma Déniisiimii

: Bortezomib' in Kimyasal Yapisi

: Ixazomib2 in Kimyasal Yapisi

: ONX 0914' iin Kimyasal Yapisi

: ER Stres Yolaklari

: 24-48 Saatlik Bortezomib Maruziyetinin Hiicre Canliligina Etkisi

: 24-48 Saatlik Ixazomib Maruziyetinin Hicre Canliligina Etkisi

: 24-48 Saatlik ONX 0914 Maruziyetinin Hiicre Canliginina Etkisi

: Inhibitdr Konsantrasyonlarinin 48 Saatteki Hiicre Canliligina Etkileri
: Inhibitdr Uygulanan H295R Hiicre Hattinin Isik Mikroskobu Goriintisii
: 48 Saatlik Maruziyet Sonucu GRP78 Protein ifadesi

: 48 Saatlik Maruziyet Siiresi Sonucu P-PERK Proteini ifadesi

: 48 Saatlik Maruziyet Siiresi Sonucu ATF4 Proteini ifadesi

: 48 Saatlik Maruziyet Siiresi Sonucu CHOP Proteini ifadesi

10: Apoptoz Oranlarinin Akim Sitometrisi ile Olglilmesi

11: inhibitorlii Hiicrelerin Kontrole Kiyasla Kat Degisimleri

6. 1: H295R Hiicrelerinde Proteazom inhibisyonu

Xiv

11
14
16
17
18
23
35
36
36
37

39
40
41
42
43
44
48



TABLOLAR DIiziNi

Tablo No:
3.1: Genel Kimyasallar

5.1: Akim sitometrisi nokta alan grafigi sonuglari

XV

Savyfa

27

44



1. GIRIS

Adrenokortikal karsinom (ACC), diinya ¢apinda 0.7-2.0 vaka / milyon / yil

insidansi ile agirhkli olarak 40-50 yaslarindaki yetiskinleri ve 1-5 yas arasi ¢ocuklari
etkilese de her yasta ortaya cikabilen nadir gorilen bir malignitedir [1]. Hastalik
genellikle ileri evrelerde ortaya g¢ikmaktadir ve genel sag kalim zayiftir. ACC' nin
patofizyolojisi ve prognozu hakkindaki bilgiler ve tedavi edici secenekler giinimuzde
hala sinirlidir. Bu da yeni terapotik yaklasimlarin gelistirilmesi gerekliligini ortaya
koymaktadir [2].
Ubikitin proteazom sistemi (UPS), hiicre déngisiinii diizenleyici proteinler de dahil
olmak (izere hicresel proteinlerin hedeflenen yikiminda merkezi bir rol
oynamaktadir. Bu sistem, kanserli hiicreler de dahil olmak Gzere tim hiicrelerin
kaderini belirlemede kritik bir rol tGstlenmektedir [3].

Proteazomun inhibisyonu, yanlis katlanmis veya oksitlenmis proteinlerin asiri
birikmesine sebep olarak ER- Golgi agl icinde, baslangicta hiicre sag kalimini
destekleyen, ancak sitoprotektif mekanizmalar baskilandiginda apoptoza sebep olan
koordineli bir hiicresel yaniti tetiklemektedir [4]. Bu 6zelliklerinden dolayi proteazom
inhibitorleri (P1), son yirmi yilda multipl miyelom (MM) ve mantle hicreli lenfoma gibi
hematolojik kanserlerin tedavisinde temel ilaglari olusturmakla beraber birgok kanser

tipi icin de gelistirilebilir bir hedef haline gelmistir [5].

1.1.Tezin Amaci, Katkisi ve icerigi

Bu tez calismasiyla amaglanan, Bortezomib, Ixazomib ve ONX 0914’ (in
adrenokortikal karsinomlu (H295R) hiicre hatti (zerinde olusturduklari 20S
proteazom ve imminoproteazom inhibisyonu sonucu tetiklenen ER stres ve bu stres
sonucunda hiicrelerin kontrollli hiicre 6limine gittigini gdstermektir.

Literatirde proteazom inhibitérlerinin H295R hiicre hatti Uzerindeki etki

mekanizmalarina dair ¢alismalar oldukga kisitlidir. Bu ¢alismayla Ixazomib ve ONX



0914 inhibitorlerinin H295R hiicrelerinde ER stres ve apoptoz lizerine etkileri ilk kez
arastiriimigtir.

Bu amacg igin oncelikle, proteazom inhibitérlerinin hiicre canliigl tGzerindeki
etkileri degerlendirilerek ICso dozlari belirlenmistir. Ardindan ER stresin belirlenmesi
icin hedeflenen kaskadin proteinleri Western blot yontemiyle tayin edilmis ve stres
kaynakl apoptozun ortaya giktigini gdstermek amaciyla akim sitometrisinde apoptoz

analizi yapilmistir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Adrenokortikal Gelisim ve Sinyal Yolaklar

Adrenal bezler, sodyum tutulmasini, kan basincini, sivi hacmini, bagisikhk
sistemini, metabolizmayr ve davranisi  dizenleyen, glukokortikoidler,
mineralokortikoidler ve androjenler dahil kortikosteroidler lireten o6nemli bir
endokrin organdir. Adrenal korteks, spesifik fonksiyonlari olan g farkli morfolojik
bolgeden olusur. Zona glomeruloza (ZG), kapsulin hemen altinda bulunur ve kan
basincinin  sodyum ve potasyum homeostazi ve diizenlenmesi ile ilgili
mineralokortikoidler lretir. Korteksin en kalin bolgesi olan zona fasciculata (ZF), stres
yaniti ve enerji homeostazinda 6nemli roller oynayan glukokortikoid hormonlari
Uretirken cinsel steroidlerin biyosentezi ise i¢ zona retikulariste (ZR) gerceklesir (Sekil

2.1) [6].

Glomerulosa

Zona Fasciculata (ZF)

Zona Retikularis (ZR)

Sekil 2. 1: Adrenal Bez Anatomisi.

Son yillarda yapilan c¢alismalar, adrenal korteksin organogenezinde ve
homeostazinda yer alan sinyal yollarinin dizensizliginin insan adrenokortikal
hastaliginda merkezi bir rol oynadigini gostermistir. Tersine, adrenokortikal belirtiler

gosteren farkh genetik bozukluk tiplerinin molekiiler patogenezinin aydinlatiimasi,



adrenal korteks homeostazinin daha iyi anlagilmasini saglayarak fizyolojik ve patolojik
siirecleri entegre eden bir paradigma olusturmustur. insiilin benzeri bilyiime faktori
(IGF), Wnt, hedgehog (HH) ve protein kinaz A (PKA) sinyal yolaklari, hem embriyonik
gelisim hem de homeostaz sirasinda énemli rol oynar ve gesitli kalitsal ve edinilmis

adrenokortikal bozukluklarda patojenik rollere sahiptir [7].

2.1.1. insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii Sinyal Yolagi

Bobrekisti bezi, instlin benzeri biylime faktori Il (IGF-11) de dahil olmak tizere
bir dizi biyime faktori Uretmektedir. IGF-2, adrenal korteksin farklilasmasi ve
blyumesinde rol oynamaktadir. IGF-2'nin kromozomal konumu, sikline bagh kinaz
inhibitérd 1C (CDKN1C) ve H19.17'yi de iceren 11p15.5 Gzerindeki baskilanmis bir
lokus icinde yer alir. IGF2' nin adrenokortikal gelisimdeki 6nemi Beckwith-
Wiedemann Syndrome (BWS), pediatrik asiri biylime bozuklugu ile gdsterilmistir [8].
BWS, 11p15.5 bolgesi kromozomu igcinde CDKN1C, H19, IGF2 ve P57 genlerini
kapsayan mutasyon, delesyon veya hipermetilasyondan kaynaklanmaktadir [9]. H19
ve P57 maternal kalitim gosteren timor supresor genlerdir. Yapilan calismalar,
adrenokortikal timorlerde, 6zellikle de malign olanlarda, 11p15 lokusunda paternal
alelin tekrarlanmasiyla maternal allel kaybinin sik oldugu gostermistir [10], [11]. Bu

anormallikler siklikla IGF-II geninin asiri ifadesi ile iliskilidir [8].

2.1.2. WNT Sinyal Yolagi

Memeli kanatsiz tip MMTV entegrasyon bolgesi (Wnt) yolu, adrenokortikal
gelisiminde merkezi bir rol oynamaktadir. Wnt sinyalinin yoklugunda, B-katenin,
aksin, APC ve GSK3 ile bir kompleks halindedir. Bu kompleks icinde B-katenin daha
sonra yikima ugramak Uzere fosforile edilir. Uyar sinyali etkinlestirildiginde, B-
katenin bu kompleksden ayrilir ve hedef genleri aktive etmek lizere ¢ekirdege tasinir
[9]. Adrenal korteksin gelisiminde Wnt sinyal yolaginin bir bileseni olan Wnt4 liganti,
organogenezde birden fazla rol Ustlenmektedir. Wnt4, embriyonik gelisimin

d11.5'ten itibaren adrenal bezin kortikal bdlgesinde, 6zellikle en dis kisimda, zona

4



glomerulozada eksprese edilmektedir. ifadesi gecici olarak transkripsiyon faktori Sf1
ile iligkilidir [12].

B-kateninin  konstititif aktivasyonu adrenokortikal timoér olusumunu
tetiklemektedir. Wnt yolu aktivasyonunda CTNNB1'de gergeklesen genetik APC kaybi
veya fonksiyon kazanci mutasyonlari (gain of function) ACC' nin bilinen etkin
mutasyonlaridir. CTNNB1, hiicre-hiicre yapismasina aracilik eder ve aktin hiicre
iskeletini sabitler, boylece hiicre biylimesini diizenlemektedir [9]. Yapilan ¢alismalar
Whnt sinyal yolaginin ACC' lerde en sik mutasyon geciren yolak oldugunu gostermistir
[13].

Dai ve ark. yapmis oldugu calismada; proteasom inhibisyonunun Wnt/B-katenin
sinyal yolu ile ilgili proteinler olan B-katenin ve c-Myc' nin ekspresyon seviyesini
azalttigr ve Wnt/B-katenin sinyallesmesini aktive ederek hiicre proliferasyonunu

inhibe edebildigi ve apoptozu hizlandirabildigi gdsterilmistir [14].

2.1.3. Sonic Hedgehog Sinyal Yolagi

Omurgalilarda, Desert Hedgehog (DHH), Sonic Hedgehog (SHH) ve Indian
Hedgehog (IHH) olmak lzere Ug farkl hedhehog protein ailesi tiyesi bulunmaktadir.
Hepsi SHH yolunun hedef genlerinin ekspresyonuna yol agan sinyal kaskadini aktive
edebilmektedir [15]. Hedgehog sinyal yolagi, Hh ligandinin hedef hiicrede bir
transmembran proteini olan Patched 1’e (Ptch) baglanmasiyla aktiflesmektedir. Bu
ligantin yoklugunda Ptch reseptor benzeri bir baska protein olan Smoothened’i (Smo)
baskilamaktadir ancak ligantin reseptére baglanmasiyla Ptch aktivitesi kaybolmakta
ve Smo aktif hale gegmektedir. Smo’ nun aktive olmasiyla Hh sinyali sitoplazmaya

Ill

iletilir. Bu sinyal, Ci (Cubitus interruptus)/ GLI “zinc-finger” ailesi transkripsiyon
faktorleri araciligiyla sitoplazmaya iletilir. GLI 1 bu yolagin aktivasyonunda en énemli
gosterge olarak kabul edilmektedir. Shh vyolunun adrenal bez gelisimi ve
homeostazindaki rolu tzerine yapilan ¢calismalar gosteriyor ki, kapstler Glil eksprese
eden hiicreler, fetal adrenal hiicrelerden kéken almaktadir. Adrenal gelisim sirasinda,

Glil-eksprese eden hiicreler, adrenal kortekste bulunan farklilasmamis Shh-eksprese

eden hicrelere ve Ug¢ farkh kortikal bolgede bulunan steroidojenik hiicrelere



dontslrler. Bununla birlikte, yetiskin adrenal bezinin homeostazinda Shh eksprese
eden hucreler 6nemli rol Gstlenmekte ve Glil+ hiicrelerinin etkisi azalmaktadir.

SHH sinyali cilt, prostat, akciger, pankreas ve mesane dahil bircok organ ve dokuda
timor biyolojisinde dnemli bir rol oynamaktadir. Bununla birlikte insan adrenalinde
SHH sinyallemesinin roli Gzerine calismalar oldukca kisithdir. Ancak son donemde
yapilan ¢calismalar normal yetiskin adrenal kortekslere kiyasla PTCH1, SMO, GLI3 ve
SUFU' nun adrenokortikal karsinoma hiicrelerinde daha fazla eksprese edildigini
ortaya koymustur. Bu calismalarda ayni zamanda pediatrik ACC' lerin normal
pediatrik adrenal kortekslere kiyasla SHH, PTCH1, SMO, GLI1 ve GLI3'iin mRNA

ekspresyonunun daha disik oldugu gosterilmistir [16], [17], [18], [15].

2.1.4. cAMP/PKA Sinyal Yolagi

cAMP 'ye bagh PKA sinyal yolu, adrenokortikal hiicrelerin gelisimini,
fonksiyonunu ve proliferasyonunu kontrol etmede merkezi bir rol oynamaktadir [9].
cAMP yolaginin aktivasyonu, adrenal korteks hiicreleri de dahil olmak lizere bircok
endokrin hiicrenin hem fonksiyonunun artmasina hem de replikasyonuna neden
olmaktadir.
Normal kosullar altinda, adrenokortikal hiicreler melanokortin 2 reseptort (MC2R)
yoluyla sinyal veren adrenokortikotropik hormonun (ACTH) siki kontroli altindadir.
Bir G proteini bagh reseptor olan MC2R'nin aktivasyonu, glukokortikoid Gretimini
uyararak, cAMP'nin hiicre i¢i konsantrasyonunun ve PKA' nin aktivasyonunun
artmasina yol agmaktadir. Aktif PKA, steroidojenik enzimlerin birgogu dahil, cAMP' ye
yanit veren genlerin transkripsiyonunun aktivasyonundan sorumlu CREB (cAMP yanit

elemani baglayici protein) ve diger hedef substratlari fosforile etmektedir [1], [7].



2.2. Adrenokortikal Karsinoma Genel Bakis

Literatlrde adrenokortikal timorler (ACT) hem adrenokortikal adenoma (ACA)
hem de adrenokortikal karsinoma (ACC) olarak ge¢mesine ragmen birbirlerinden
ayrilmaktadirlar [12]. ACA, genel popilasyonda sik gorilmekte ve glinimiizde en sik
rastlantisal olarak teshis edilmekteyken ACC, diinya gapinda insidansi 0.7-2.0 vaka/
milyon/ yil olan nadir bir malignitedir. Her yasta ortaya ¢ikabilir ve bimodal insidansi
vardir, cogunlukla 40-50 vyaslarindaki yetiskinleri ve 1-5 yas arasi cocuklari
etkilemektedir. Kadinlarda erkeklerden daha sik goriilir. Vakalarin yaklasik %60' inda,
otonom hormon Uretiminin klinik yansimalari, genellikle Cushing Sendromu olarak
kendini gostermektedir. Cushing Sendromu (CS) kronik hiperkortizolizm ile
karakterize nadir ve potansiyel olarak olimcil bir endokrin durumdur. Baslica
nedenleri, adrenokortikotropik hormon (ACTH) salgilayan hipofiz neoplazmalari
(ACTH'ye bagli, %70) veya adrenal timorlerken bir diger sebep ise immin sistemdeki
degisiklerdir. Artan interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6) ve timor nekroz faktor alfa
(TNFa) kronik, c¢ozilmeyen, enflamatuar bir duruma yol agmaktadir [19]. Bu
proinflamatuar sitokinler dolasima salindiginda hipotalamus-hipofiz-adrenal (HPA)
ekseninin  aktivasyonuna yol agar. HPA ekseni stimulasyonu, hipofiz
adrenokortikotropik hormonun (ACTH) ve adrenokortikal glukokortikoidlerin (GC'ler)
salgilanmasini tesvik eder ve bu da bagisiklik yanitini etkiler [20]. Yapilan klinik
calismalarda, saghkli gonullilere kiyasla CS ve ACC’ li hastalarda saglikh kontrol grubu
bireylere kiyasla tim proinflamatuar sitokinlerin ve adipokinlerin daha yliksek
ortalama konsantrasyonda oldugu o6zellikle TNFa ve IL-6 igin istatistiksel olarak
anlamli farklihklarin oldugu ortaya konmustur [21].

ACC ayrica endokrinolojik olarak inaktif de olabilmekte ve sadece kitlenin neden
oldugu lokal abdominal semptomlar nedeniyle veya bir gorintileme prosediri
sirasinda tesadiifen saptanabilmektedir [22], [23].

Genel sagkalim ileri evrelerde zayif ve tedavi edici secenekler sinirhdir.
Mitotane (1,1 dikloro-2 (o-klorofenil) - 2- (p-kloro-fenil) etan, o, p'-DDD), su anda FDA
(Food and Drug Administration) tarafindan ileri ACC' de onaylanan tek ilactir. ileri

hastalikta mitotane monoterapisi rezektabl olmayan ACC' li yaklasik her bes hastada



objektif timor yanitini indiklemektedir ve kombinasyon terapisinin temel tasini
olusturmaktadir [2].

ACC, hastaliktaki dlzensiz adrenokortikal bliyimeye sebep olan birkag
mutasyonu ve altta yatan mekanizmalari agiklayan son gelismelere ragmen,
glinimizde hala tedavisi zor bir hastalik olmaya devam etmektedir. ACC' yi tedavi
etmek icin onaylanmis ilaglar olsa da ayni zamanda sinirli etkiye sahiptir. Bu sebeple

yeni terapotik tedavi stratejileri gelistirilmeye devam etmektedir [24].

2.3. Ubikitin Sistem

Okaryotik hiicrelerdeki bircok kisa émiirlii proteinin degredasyonu, ubikuitin
sistemi tarafindan gerceklestirilir. Bu yolda proteinler, 76 aminoasitten olusan kiictik
bir protein olan ubikitine kovalent ligasyon ile baglanirlar. Dizenleyici proteinlerin
ubikitin aracili yikimi, hiicre déngisi, sinyal iletimi, transkripsiyonel dizenleme,
reseptér down-regiilasyonu ve endositoz gibi sayisiz siirecin kontroliinde 6nemli
gorevler Ustlenmektedir [25], [26].

Ubikitin, oldukca kararl yapida bir proteindir. Leu8 iceren B1 / B2 dongusii
ubikitin baglayici proteinlerin taninmasi icin 6nemli olan esnekligi gosterirken,
cekirdek rezidllerinin ¢ogu sabittir (Sekil 2.2). Evrimsel olarak korunmus (g

degisiklikle ubikitin, mayadan insana neredeyse degismez.

Sekil 2. 2: Ubikitin Molekiliinin Yapisi.



Ubikitasyon, tek bir ubikitinin (monoubikitinasyon) ya da birden fazla ubikitin
molekinin (poliubikitinasyon) hedef proteine konjuge olarak baglanmasiyla
gerceklesebilmektedir. Cesitli ubikitin modifikasyonu tirleri, hicrelerdeki farkl
fizyolojik islevlerle baglantihidir. Ornegin, monoubikitinasyon, DNA onarimini ve
reseptdr endositozunu diizenlerken, lizin48'e bagl ubikitin zincirleri proteazomal

degradasyon icin proteinleri isaretlemektedir [27].

2.3.1. Ubikitin Konjugasyonu

Ubikitin-protein ligasyonu igin U¢ enzimin ardisik etkisine ihtiya¢ vardir.
Ubikitinin C-terminal Gly rezidisli, ATP gerektiren bir adimda spesifik bir aktive edici
enzim olan E1 tarafindan aktive edilir. Bu asamada ubikitin, E1’ in Cys kalintisina tiol
ester bagiyla baglanir ve PPi (Pirofosfat) salinimi gerceklesir. Aktive edilmis ubikitin
daha sonra bir ubikitin tasiyici protein E2'nin Cys kalintisina aktarilir. Bir ubikitin-
protein ligaz veya E3 enzimi tarafindan katalizlenen (glincii adimda ubikitinin C-
terminali amid izopeptid bagi ile substrat proteininin Lys rezidisiine baglanir (Sekil

2.3) [26].

Hedef Protein
PPi + AMP

XXXX

P ©%H—

Sekil 2. 3: Ubikitin Konjugasyonu.
2.3.2. Deubikitinasyon

Deubikitinasyon yapan enzimler (DUB) Ubikitin benzeri proteinlerin (UBL)
konjugasyonunda Ug¢ ana islevi yerine getiren proteazlardir. Birincisi, genellikle pro-

proteinler veya lineer flizyon proteinleri olarak gérev yapan UBL’ lerin C terminallerini
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ayirmak ve olgunlasmasini saglamaktir. ikincisi, UBL' leri substratlarindan ayirmak ya
da onlarin sinyalleme fonksiyonlarini zayiflatmaktir. Bir diger rolleri ise, poliubikitin
zincirlerinin birbirlerinden ayrilmasini saglamaktir. Deubikitinasyon yapan enzimler
ayni zamanda “proof reading” mekanizmasina da sahiptirler. Memelilerde yaklagik
100 adet bes farkh protein ailesine ait DUB bulunmaktadir. Cogunlugu sistein
proteazlari; geri kalan az sayida cinko metaloproteazi icermektedir [28].
Housekeeping enzimler olarak adlandirilan birka¢ DUB, ubikitin kodunun
olusturulmasinda dnemli rol oynamaktadir. Ornegin, USP14, UCH37 / UCH-L5 ve
RPN11 / POH1 gibi proteazom bagli DUB'lar, ubikitini parcalanmaya karsi korur. Bu
islem, ubikitin zincirinin bir arada tutulmasini saglayan yeterli serbest ubikitin

seviyelerini korumak i¢in hayati 6neme sahiptir [26].

2.4. Proteazomal Sistem

Hiicre ici proteoliz, hiicre dongisi, sinyal iletimi, gen ekspresyonu, gelisim,
protein katlanmasi, antijen isleme ve diger hiicresel sireclerde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Okaryotik hiicrelerin protein yikimi icin iki ana mekanizmasi vardir:
lizozomlar ve proteazomlar. Hiicre igi proteinlerin ¢ogu proteazomlar tarafindan
proteolize edilmektedir. Bu, ¢ogu kiiltirlenmis memeli hiicrelerinde, protein ve
substrat yikiminin %80-90'in1 olusturur. Bunlar, transkripsiyonel regilatorleri (6rn.
NF-aB ve IAB), hicre donglisii proteinlerini (6rn. Siklinler, sikline bagl kinaz

inhibitorleri), onkogen Grlnlerini ve timor baskilayici P53’l de icermektedir [29].

2.4.1. 26S Proteazom

26S proteazom kompleksi, 6karyotlarda lizozomal olmayan bir proteolitik
makinedir. Bir 20S c¢ekirdek pargacigi (CP) ve 19S diizenleyici tinite (RP) icermektedir.
30S proteazom ise bir adet 20S proteazom ve iki adet 19S diizenleyici Uniteden

olusmaktadir [30], [31].
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19S dizenleyici  Unite, substratlarin  taninmasi ve baglanmasini
dizenlemektedir. Baz (Rpt) ve kapak (Rpn) olmak Gzere iki alt Gniteye ayrilan 195,
yaklasik 20 farkh alt birimden olusmaktadir. Bu alt birimlerin molektler agirliklari 10-
100 kDa arasinda degismektedir.

Kapak (Rpn) kisminda dokuz adet non- ATPaz alt birim bulunmaktadir (Rpn3,
Rpn5-9, Rpnll, Rpnl2 ve Rpnl5). Kapagin ana islevi, metallopeptidaz Rpn11' in
ubikitinleri geri donustiirmek icin islev gordgi bir islem olan yakalanan substratlarin
deubikitinasyonudur.

Baz kismi alti adet homolog ATPaz’ dan (Rpt1-Rpt6) ve dort ATPaz olmayan alt
birimden (Rpnl, Rpnl, Rpn2, Rpnl0 ve Rpnl13) olusmaktadir ve ¢ tane ana
fonksiyonu vardir: ubikitin kodu ile substratlarin taninmasi, proteinlerin katlanmamis

hale getirilmesi ve a-halkasinin aciimasi (Sekil 2.4) [32].

195 _ Kapak
Diizenleyici
\ Baz
o
a
20S Cekirdek < B
B
L a
195 [ Baz
Diizenleyici 1
: Kapak

Sekil 2. 4: Proteazomun Alt Uniteleri.

2.4.2. 20S Proteazom

20S “cekirdek” proteazomu, proteazomal sistemin ana parcacigidir.
Proteinlerin regllasyonu ve proteolitik parcalanmasi, protein " kalite kontroll ",
hiicre dongusi reglilasyonu, gen ekspresyonu, stres ve bagisiklik yanit, karsinogenez,
DNA onarimive muhtemelen heniiz kesfedilmemis daha birgok hiicresel fonksiyon ve

diizenleyici role sahip olan bu hiicresel yapi olduk¢a karmasik yapidadir.
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20S proteazom, dort halkadan (afBa) olusan bir silindire benzemektedir. Bu halkalar
birbirleriyle ayni hizadadir ve simetri kazandirir. Her a halkasi yedi farkh o
bileseninden (al-a7) olusur. Benzer sekilde, yedi farkli B bileseni (B1 — B7) bir B
halkasi olusturur.

Dis kisimda yer alan al-a7 sublniteleri substratlarin, proteazomun ic
proteolitik kismina erisimlerini diizenlemektedir. i¢ kisim, bir a ve B halkasi arasinda
bulunan iki 6n odaya ve B halkalari arasinda bulunan ana odaya bélinmustir. Dis
kissmda bulunan a subdlnitelerinin bir fonksiyonu da "cekirdek" parcaciginin
aktivitesini ve/veya 06zgllliginli degistirebilen farkli regulatér proteinlerine
baglanmasidir.

B halkasindaki yedi alt Uniteden gl katalitik olarak aktiftir ve substrat
spesifisiteleriyle adlandirilir: kimotripsin benzeri (B5), tripsin benzeri (B2) ve asidik

veya kaspaz benzeri (1) [30], [32].

2.4.3. Immunoproteazom

"Immunoproteazom" adi, g katalitik alt birim olan X, Y ve Z'nin sirasiyla LMP7,
LMP2 ve LMP10 olarak adlandirilan diger (g alt birimle degistirildigi omurgali
proteazomunun uyarilabilir formlarini tanimlamak igin kullanilmaktadir. Bu alt
birimlerden ikisi, LMP2 ve LMP7, Major Histocompatability Complex (MHC) sinif Il
bolgesinde bulunan genlerin Urinleriyken, LMP10 (MECL-1) bu bdlgenin disinda
kodlanmaktadir (Sekil 2.5).

PA28 veya 11S regilatorld (REG) olarak adlandirilan proteazomun diizenleyici
bolgesi de, immunoproteazom alt birimleri gibi uyaranlar (IFN— y) tarafindan
indiklenmekte ve ayni zamanda bu alt birimlerin ekspresyonlarinin da
diizenlenmesinde gérev almaktadir [33].

immiinoproteasomlar, bagisiklik hiicrelerinde yiiksek oranda ifade edilirken,
bagisiklik sistemine ait olmayan gesitli hiicre tiplerinde de, 6rnegin retina, okdiler lens
ve aortik endotelyal hicrelerde de yapisal olarak bazal seviyelerde eksprese

edilmektedir [34].
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Proteazomun imminoproteazoma donlstirilmesi, katalitik aktivitede bir
degisiklik sagladigi ve proteazom etkinligini arttirdigi icin énemlidir. Ornegin, antijen
sunumunda immiinoproteazom, proteinleri artan kimotripsin benzeri katalitik
aktivitesine bagh olarak farkh sekillerde kesmektedir. Boylece, MHC-Sinif | yapisina
daha iyi uyan, dolasimdaki efektor lenfositleri daha duyarl hale getiren hidrofobik
rezidiilere sahip daha fazla antijenik peptit Uretilebilmektedir. Son yillarda yapilan
¢alismalar, immuinoproteazomun roliiniin antijen sunumunun 6tesinde oldugunu,
transkripsiyon aktivatorleri ve salgilanan proenflamatuar sitokinlerin dogrudan etkisi
yoluyla enflamatuar yollarin diizenlenmesinde de etkin oldugunu ortaya koymustur
[35]. Ornegin, influenza viriisii ile enfekte olmus LMP2 / B1i eksikli farelerden alinan
kemik iligi kaynakh dendritik hiicrelerin, yabanil tipe kiyasla IFN-a, interlokin (IL) -1,
IL-6 ve TNF-a seviyelerinde onemli 6lclide azalma tespit edilmis ve dogustan gelen
immun yanitta immunoproteazomun etkin oldugu gosterilmistir. LMP2 / B1i eksikligi
olan hiicrelerde sitokin Gretme yeteneginin azalmasi, zayiflatilmis NF-kB sinyali ile
iliskilendirilmistir [36].

Bagisikhk sistemindeki roliiniin o6tesinde, immiinoproteasomun, protein
agregat olusumunu Onleyerek sitokin kaynakli oksidatif stres altinda protein
homeostazinin korunmasinda kritik bir rol oynadigi gosterilmistir. Oksidatif stres,
serbest radikallerin artan salimi ve daha sonra hasarli proteinlerin birikmesi ile
sonuglanir. Hasarli proteinler havuzu, standart proteazomun proteolitik kapasitesini
asacak olglide oksidatif stres kosulu altinda hizli bir sekilde birikebilir ve daha sonra
apoptoza yol agan zararli protein agregatlarinin olusumunu tetikleyebilir. Bu anlamda
imminoproteazom, oksidatif strese yol acan proteinlerin etkin bir sekilde
giderilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. [34].

Proteazomlarin birgok biyolojik ve metabolik streglerin kontroliinde ve CD8+
sitotoksik T hiicresi aktivasyonundan sorumlu MHC sinif | epitoplarin Gretimindeki
onemli roll nedeniyle bu proteaz, malignitelerin tedavisi icin cazip bir hedef haline
gelmistir [37]. Buna ek olarak, proteazomun inhibisyonu, kanser hiicrelerinde ilag
veya radyasyon direncinin korunmasinda rol oynayan NF-KB (Nukleer Faktér Kappa
B) yolunun inaktivasyonuna neden olmakta ve boylelikle hiicre dongiisi ve apoptotik
kontrol noktasindaki bazi degisiklikleri tersine cevirebilmekte veya atlayabilmektedir

[38].
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Sekil 2. 5: 20S Proteazomun immunoproteazoma Déniisimi.

2.5. Proteazom inhibisyonu ve Kanser Tedavisindeki Rolii

Protein homeostazi, kanser hicresinin hayatta kalim siireci icin kritik 6neme
sahiptir. Bu nedenle, protein lretiminin ve yikiminin diizenlenmesinin, 6zellikle de
proliferasyona aracilik eden faktorlerin ve malignitenin diger ayirt edici 6zelliklerini
hedeflemek, kanser arastirmalarinin ana odak noktasi olmustur. Bu sebeple
proteazom, kanser tedavisi icin ilgi cekici bir hedef olarak ortaya ¢ikmistir [3].

Proteazom inhibisyonunu anlamak igin éncelikle proteazomun yapisini anlamak
gerekmektedir. Proteazom, islevi geregi bir proteazdir ancak diger proteazlardan
farkh olarak, proteazomlardaki tim proteolitik bolgeler, aktif bolge olarak B-alt
birimlerinin N-terminal treoninlerini kullanir [30].

Enzime 06zgli proteaz inhibitorleri genellikle, C-terminalinde bulunan bir
farmakofora bagh kisa peptitlerdir. Farmakofor, geri donlisimli veya geri
donlslimsiz bicimde kovalent olarak katalitik rezidi ile etkilesime girerken, peptit
kismi 6zellikle substrat baglanma bolgesiyle iliskilidir. Proteazomun birden fazla aktif
bolgesi olmasina ragmen, protein yikimini énemli 6lglide azaltmak icin hepsinin
inhibisyonu gerekli degildir. Aslinda, kimotripsin benzeri bélgenin inhibisyonu veya
tek basina mutasyonla inaktivasyonu, protein degredasyon oranlarinda azalmaya
neden olurken, aksine, tripsin benzeri veya kaspaz benzeri bolgelerin
inaktivasyonunun genel proteoliz izerinde ¢ok az etkisi olmaktadir. Sonuc¢ olarak,
proteazomun hemen hemen tim sentetik ve dogal inhibitorleri baskin olarak
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kimotripsin benzeri aktiviteye etki eder fakat diger iki bolge Uzerinde de bazi,
genellikle cok daha zayif etkilere sahiptir. Peptit bazl bilesikler tarafindan proteazom
inhibisyonunun yuksek segiciliginin, sadece inhibitoriin peptit kisminin manipiile
edilmesiyle elde edilmesi oldukg¢a zordur. Bunun yerine, proteazomun N-terminal
treonini tercih edilen bir farmakofor kullanilmasi gereklidir. Farmakoforlara
dayanarak, proteazom inhibitorleri birka¢ gruba ayrilabilir. Bunlar; peptit aldehidler,
peptit vinil silfonlar, peptit boronatlar, peptit epoksiktonlar (epoksomisin ve
eponomisin) ve lactasistin ve tirevleridir [39].

Calisilan ilk proteazom inhibitori olan Bortezomib (Velcade, PS-341), 1994'teki
ilk gelisiminden sonra 2003'te Food and Drug Administration (FDA) onayini aldi ve
multiple myeloma tedavisinde bir mihenk tasi haline geldi [40]. Bu gelisim,
proteazomu terapo6tik bir hedef haline getirerek diger proteazom inhibitorlerinin
klinik calismalarinda ilham kaynagi olmustur. Boylelikle inhibisyonda birka¢ yeni
yapisal sinif kesfedilmistir. Tim biylk yapisal siniflarin X-ray yapilari ¢ozilmis ve
proteazomlarin baglanabilecegi sasirtict mekanizma cesitliligi ortaya cikmistir [41].

Yeni nesil proteazom inhibitorleri arasinda, geri donlisimsiiz epoksiketon
proteazom inhibitorleri olan Carfilzomib ve Oprozomib, tersinir boronik asit
proteazom inhibitorleri olan Ixazomib ve Delanzomib ve B-Lactone-y-Lactam bilesigi
olan Marizomib bulunmaktadir. Ginimuizde ¢ proteazom inhibitori, Bortezomib,
Carfilzomib ve Ixazomib FDA onayli ilaglardir. Oprozomib, Delanzomib ve Marizomib
icin hematolojik ve solid timorlerde klinik galismalar devam etmektedir.

Gunumizde multipl miyelom igin yerlesik bir tedavi yontemi olan konstitltif
proteazom inhibitorlerinin basarisinin ardindan, imminoproteazomu segici olarak
inhibe eden bilesikler su anda aktif arastirma altindadir. Bunlar; bir peptit
epoksiketon bilesigi olan B1i (LMP2) inhibitori UK-101, tripeptit epoksiketon bilesigi
olan B5i (LMP7) inhibitorii ONX 0914, karbbenzoksi-leusil-norlésinal bilesik olan B1i
(LMP2) inhibitora IPSI 001, tripeptit epoksiketon bilesigi olan B5i (LMP7) inhibitori
PR-924'tiir [40], [42].

Bu tez calismasinda FDA onayli ve bir siredir klinikte kullanilan Bortezomib ve
Ixazomib ile bir immunoproteazom inhibitérii olan ONX 0914’ in ACC Ulizerindeki

etkileri incelenmistir.
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2.5.1. Bortezomib

Baslangigcta hicresel proteazlarin inhibitérleri olarak kullanilan peptit
aldehitlerin proteazom igin inhibitdr etkileri oldugu ortaya konduktan sonra bu
molekiillerden peptit boronatlar gelistirilmistir. Peptit boronik asitler, aktif bolgede
substrat baglanmasini taklit ederek kimotripsin gibi serin proteazlari inhibe
ettiginden, proteazomu da 20S c¢ekirdeginde kimotripsin benzeri bélgeye baglanarak
inhibe edebilecegi varsayilmistir. Bu hipotezi test etmek icin sentezlenen dipeptidil
boronatlar, yliksek potansiyel, kimotriptik bolge icin yliksek 6zglllik ve geri
donlstimli aktivite gostermistir. Ancak peptid boronatlar, serin proteazlari da inhibe
etmektedir. Bu dezavantajin ortadan kaldirilmasi ve yiliksek spesifiteye sahip
proteazom inhibisyonu icin dipeptid boronatlar sentezlenmistir [3], [43].

Bortezomib (PS-341) klinik kullanima giren ilk proteazom inhibitortdir. 26S
proteazomunun katalitik bolgesine baglanan, B5/kimotripsin benzeri ve daha az bir
Olcude B2/ tripsin benzeri ve B1/ post-glutamil peptit hidroliz aktivitelerinin

inhibisyonunu saglayan yavas geri dontistiimli bir inhibitordir (Sekil 2.6) [3].
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Sekil 2. 6: Bortezomib' in Kimyasal Yapisi.

Yaklasik on yil 6nce, Bortezomib baslangicta bir faz | calismasinda ve daha sonra
faz Il klinik calismalarda niikseden ve /veya inatgi multipl miyelom (MM) tedavisinde
tek bir ajan olarak etkileyici klinik aktivite gostermistir [44], [45]. Bu bulgular,
baslangicta tedaviye direncli hastalar i¢in bir kurtarma tedavisi olarak 2003 yilinda

FDA tarafindan Bortezomib’ in hizlandiriimasini desteklemistir. ilk kez, Bortezomib bu
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hasta popilasyonunda 6nceki tedavi cizgisine kiyasla (kullanilan 6nceki tedaviden
bagimsiz olarak) uzun siireli ilerlemesiz sagkalim siiresini uzatmis ve bazi hastalarda
ilk tam remisyon elde edilmistir. 2008 yilinda multipl myelomanin birinci basamak
tedavisinde, 2014 yilinda ise, mantle hiicreli lenfoma tedavisinde onaylanmistir [40],

[46].
2.5.2. Ixazomib

MLN9708 (Ixazomib), arastirma amach, oral olarak biyoyararlanabilen, ikinci
kusak boronat proteazom inhibitoridir. Klinik dncesi ¢alismalar, fizyolojik kosullar
altinda Ixazomib Sitrat’ in (MLN9708) biyolojik olarak aktif form olan Ixazomib' e
(MLN2238) hizla hidrolize edildigini gostermistir (Sekil 2.7) [47].

OH
g
B
H’Y T 9 >—oH
O \I/ 's)
Cl
Sekil 2. 7: Ixazomib’ in Kimyasal Yapisi.

Ixazomib, tercihen 20S proteazomunun B5 alt lnitesinin kimotripsin benzeri
aktivitite bolgesine baglanan ve inhibe eden geri donlsimli bir proteazom
inhibitoradir. Daha yiksek konsantrasyonlarda B1 (kaspaz benzeri) ve B2 (tripsin
benzeri) aktivitesini de inhibe etmektedir. Ixazomib i¢in yarilanma 6mri Bortezomib’
e kiyasla nispeten kisadir (18 dakika) ve sonucta tiimor hiicrelerine ve diger dokulara
yeniden girmek icin yeniden kullanilabilmektedir; bu nedenle, Bortezomib ile
karsilastirildiginda, bu daha kisa yarilanma 6mriinin, iyilesmis timor ve doku
dagiliminda énemli bir rol oynadigi diistintilmektedir [48], [49].

In vitro calismalar, Ixazomib’ in, geleneksel tedavilere duyarli ve direngli MM

hicre hatlarinda ve MM hastalarindaki hiicrelerde apoptozu indiikledigini
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gostermistir. Ayrica, hem Bortezomib hem de Lenalidomid direncli hastalarda plazma
hiicrelerine karsi Ixazomib sitotoksisitesi de gozlenmistir. Fare MM ksenograft
modellerinde, Ixazomib, kontrol farelerine kiyasla belirgin timor blyimesi
inhibisyonu ve uzun sireli sag kalim saglamistir [50].

Kasim 2015'te FDA, daha once en az bir tedavi almis multipl miyelomlu
hastalarin tedavisi igin Lenalidomid ve Deksametazon ile kombinasyon halinde

kullanilmak Gzere Ixazomib' i onaylamistir [48].

2.5.3. ONX 0914

Ozellikle MM’ da sahip oldugu vyiiksek basariya ragmen, Bortezomib,
muhtemelen hedef disi faaliyetlerden kaynaklanan noéropati gibi ciddi olumsuz
etkilere neden olmaktadir. Ayrica, cok sayida antikanser ilaci ve antibiyotikte oldugu
gibi, hastalar siklkla direng¢ kazanir, ancak Bortezomib’ e yanit vermemenin altinda
yatan molekiiler mekanizmalar halen arastirma konusudur.

Her ne kadar memeli hiicreleri, proteolitik olarak aktif B alt birimleri iceren li¢
tip 20S proteazomu eksprese etseler de, (konstititif proteazom, immiinoproteasom
ve timoproteasom) Bortezomib direnci ile iliskili mutasyonlar yalnizca cekirdek
proteazomun B5 alt biriminde tanimlanmaktadir [51]. Proteazomun 5 aktif
bolgesinde, Bortezomib' in tercih edilen baglanma bolgesi etrafindaki uyarlanabilir
mutasyonlar, hicre kaltiri modellerinde direnglere neden olmak Uzere
tanimlanmustir [52], [53].

Bu gelismeler 1s1ginda, Uzerinde etkin bir inhibitére olan ihtiyaci karsilamak

Uzere ONX 0914 (PR-957) gelistirilmistir (Sekil 2.8) [54].
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Sekil 2. 8: ONX 0914' iin Kimyasal Yapisi.
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ONX-0914, imminoproteazomun B5i alt birimini secici olarak inhibe eden bir
tripeptit epoksiktonudur. Secici B5i Onleyici etkisinin disinda ONX-0914, B5i alt
birimini inhibe etmek icin gerekli olanlardan 6nemli o6lglide daha yilksek
konsantrasyonlarda, tripsin benzeri aktivite tasiyan B2i katalitik alt birimini de inhibe
edebilir.

Yapilan in vitro ve in vivo galismalar ONX 0914’ (in LMP7'ye 6zgli, MHC-I
kisitlamali antijenlerin sunumunu ve aktive edilmis monositler araciligiyla cgesitli
sitokinlerin Uretimini bloke ettigini ortaya koymustur. Ayrica romatoid artritli fare
modellerinde, ONX 0914 tedavisi hastalik belirtilerini tersine ¢evirmis ve hiicresel
infiltrasyon, sitokin Uretimi ve otoantikor seviyelerinde azalma saglamistir. Bu
calismalar, patojenik bagisiklik tepkilerini kontrol etmede LMP7 icin essiz bir rol
ortaya koymakta ve otoimmiin bozukluklarda LMP7' yi hedeflemek i¢in terapotik bir
gerekce ortaya koymaktadir [55].

LMP7 inhibitéri ONX 0914 tedavisi ile, kimyasal olarak indiiklenen veya kolon
karsinogenezinin transgenik fare modellerinde timor baslamasi ve ilerlemesi
engellemistir. ONX 0914 tedavisi ile, hasta farelerin hayatta kalma oranlari 6nemli
Olclide artarken timor sayilarinin ve kolorektal karsinoma ile iliskili viicut agirlig
kaybinin 6nemli dlglide distrildigi gortlmistir [56].

ONX-0914, in vitro ve in vivo MM' daki tim FDA onayh proteazom inhibitorleri
ile sinerji gosterir. ONX-0914’ Gin (500 nM), MM hiicrelerinde 100 nM Bortezomib
veya Carfilzomib’ e duyarliligi 6nemli 6lglde arttirdigi gorilmistir. Bu nedenle, halen
otoimmun hastaliklarin tedavisi igin klinik ¢alismalarda bulunan immiinoproteazom

inhibitorleri de MM tedavisi icin distinilmektedir [57].

2.6. ENDOPLAZMIK RETIKULUM STRES

Endoplazmik retikulum (ER), 6karyotik hiicrelerdeki membrana bagh en buylk
organeldir. Protein sentezi ve islenmesi, lipit biyosentezi, kalsiyum depolamasi ve
salimi dahil olmak Uzere cesitli temel hiicresel fonksiyonlari gerceklestirir. Birbirine
bagl ve bitisik coklu yapisal alanlardan olusan ER' in en blylk alani, nikleer zarf

olarak adlandirilan ¢ift membranli iki tabakali bariyeri olusturmak icin hiicre ¢ekirdegi
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etrafinda dizlesir. Dis niikleer membrandan ayrilan kisim, iki yapisal alandan olusan
periferik ER' dir. Bunlar, diiz membran sisterna (sarnig) ve tibdllerdir. ER tabakalari
membran, luminal ve salgilanan proteinlerin sentezi, tasinmasi ve katlanmasi igin
ribozomlarla kaplidir. ER tibdilleri dallanir ve sitozol boyunca yayilir. Ribozom ile
birlesmeleri daha azdir ve bu nedenle 'pirizsiz' ER olarak kabul edilirler. Ttbuler
formlu ER agi, diger organeller ve plazma membrani ile bol miktarda membran temas
bolgesi (MCS) olusturur [58].

Okaryotik hiicrelerde ER, salgi proteinlerinin tasinmasini saglayan salgi
yolundaki ilk duraktir. Bu durak, hticre disi bosluk icindeki proteinlerin uygun hedef
bolgelere sentezlenmesi, modifikasyonu ve tasinmasindan sorumludur. ER' da
proteinler salgl yoluna girmeden 6nce olgunlasmalidir. Bu amacla dogal yapilarina
katlanirlar ve ¢cok sayida post-translasyonel degisiklige ugrarlar. Bu asamada kalite
kontrol olarak adlandirilan bir islemde GRP78/ BiP, GRP94 ve protein disulfir
izomerazi ile iliskili Erp72 gibi bir dizi ER saperonunun gen ekspresyonunda artis
meydana gelmektedir. Sadece dogru katlanmis proteinler Golgi kompleksine ihrag
edilirken, eksik katlanmis proteinler katlama islemini tamamlamak veya degradasyon
icin hedeflenecek sekilde ER' da tutulur. Yeni ortaya c¢ikan, katlanmamis
polipeptitlerin akisi, ER' in katlama ve / veya isleme kapasitesini asarsa, ER' in normal
fizyolojik durumu bozulur. Bu kosullar altinda, katlanmamis protein yaniti (UPR)
olarak adlandirilan sinyal yollari, ER' 1 normal fizyolojik durumuna déndiirmek igin
aktive edilir. Anormal proteinler biriktiginde, UPR, salgilanan proteinlerin katlanmasi,
olgunlasmasi, tasinmasi ve ER genislemesi i¢cin onemli faktorlerin ekspresyonunu
indikleyen benzersiz bir sinyal iletim yoluyla aktive edilir. Bu yanit durumu ER
stresinin bir 6rnegidir. ER' in katlanma kapasitesini ve katlanmamis protein yukinu
siraya sokmak ve ER' 1 normal fizyolojik durumuna déndirmek icin iki basit adaptif
mekanizma kullanilir. Anormal proteinlerin ER' dan ¢ikarilmasi ve bunlarin varhgini
tolere etme yetenegi, ER ile iliskili yikim (ERAD) ile katlanmamis protein yaniti (UPR)
arasindaki ishirligine dayali bir cabadir [59], [60]. UPR ayrica Endoplazmik Retikulum
Kinaz (PERK), inositol Diizenleyici Enzim 1 (IRE1) ve Transkripsiyon Faktdrii 6 (ATF6)
gibi spesifik ER transmembran proteinleri tarafindan tetiklenebilen (¢ dala
ayrilmaktadir. ER limeni, heat-shock protein ailesine ait olan immunoglobulin agir

zincir baglayici protein (BiP) gibi, GRP78 olarak da bilinir, 6zel saperonlarla doludur.
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Normal sartlar altinda, bu stres sensorlerinin tumu ER saperon BiP / GRP78 ile bir
kompleks olusturarak inaktif durumda tutulur. ER limeninde yanls katlanmis ve
katlanmamis proteinlerin birikmesinden sonra, BiP / GRP78, ER reseptérlerinin
l[imenal alanlarindan salinir. Bu ayrisma ER stres reseptorlerinin hizla aktivasyonuna

yol agmaktadir [61]

2.6.1. ATF6 Aktivasyonu

ATF6, baslangicta ER-yerlesik transmembran proteini olarak sentezlenen 670
amino asitli 90 kD bir transkripsiyon faktorldir. ATF/ CREB losin fermuar DNA
baglayici protein ailesinin bir Gyesidir. ATF6, N-terminali sitoplazmaya bakacak
sekilde 378-398 amino asitlerinde bir transmembran alaniicermektedir [62]. ER stresi
kosullari altinda, ATF6, ER' dan Golgi aparatina tasinir, burada Golgi' de yerlesik
proteazlar (S1P ve S2P) tarafindan sitozolik DNA-bagl kismi serbest birakmak icin
kesilir. Kesilen kisim oradan, gen ekspresyonunu aktive etmek icin ¢ekirdege dogru
hareket eder [63]. islenmis ATF6 formu cekirdege tasinir ve ER stres cevap
elementlerine (ERSE) baglanir ve daha sonra hedef genleri aktive eder (Sekil 2.9) [64].
Bip, GADD34 ve kalretikulin dahil olmak (izere bir¢cok ER saperonu, promotor
bolgelerinde bir ERSE igerir ve ATF6 tarafindan indiiklenir [65].

2.6.2. IRE1 Aktivasyonu

Memeli IRE1" in iki izoformu vardir: IRE1a ve IRE1B. Bunlar sirasiyla iki farkh gen
tarafindan kodlanmaktadir; ERN1, ERN2. Molekiiler diizeyde, IRE1a, cift enzimatik
aktiviteye sahip Tip-1 ER trasmembran proteinidir. N-terminal ucu ER limeninde, C-
terminal serin/treonin ucu ise sitoplazmadadir. ER' da katlanmamis ya da yanlis
katlanmis proteinlerin birikmesiyle, IREla, trans-otofosforilasyonu uyarir ve
oligomerize olurken RNase domaini aktive edilir [66]. Oligomerizasyon direkt olarak
katlanmamis proteinlerin IRE1 limenal alanina baglanmasiyla ve/veya

oligomerizasyon baskilayici saperonlarin salinimiyla tetiklenebilir. IRE1'in kinaz
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alaninin  trans-otofosforilasyonu, bilinen tek substratinin  endoniikleolitik
parcalanmasina neden olan efektor fonksiyonunu aktive eder. Bu substrat mayalarda
Hacl veya metazoanlarda XBP1' dir [67], [68]. Bu nedenle IRE1, hem protein kinaza
hem de endoribonikleaza sahip iki fonksiyonlu bir enzimdir. IRE1, bir fragmani veya
intronu keserek Hacl veya XBP1 mRNA oOncisini iki kez keser. 5' ve 3' mRNA
fragmanlari daha sonra ligasyona tabi tutulur ve UPR hedef genlerinin bir aktivatori
olan mRNA {retilir (Sekil 2.9). IRE1l'e bagh splicing ile post-transkripsiyonel
regllasyona ek olarak, HAC1 ve XBP1 mRNA' lar da UPR' nin transkripsiyonel
hedefleridir. Metazoan hiicrelerde, XBP1 mRNA seviyeleri UPR indiiksiyonuna bagli
olarak artarken, ER stresi azaldik¢a ve IRE1 inaktif hale geldikge yiikselmeye devam
eder. Bu nedenle, yeni sentezlenen XBP1 mRNA, oncli formunda kalirken XBP1 icin
inhibe edici sinyali kodlar. Bu bir terminasyon sinyali olarak gorev alabilir [63]. Maya
ve A. thaliana' da genom profili olusturma ve mayada genetik analiz calismalari, bu
organizmalarda IRE1 yolunun, saperon indiksiyonu, ERAD genlerinin dizenlenmesi
de dahil olmak lizere salgi yolunun bircok yoniini koordine ettigini ortaya koymustur.
Memelilerde ise, XBP-1 ER vyerlesik molekiiler saperonlarin bir alt kimesini

dizenlemektedir [60], [69].

2.6.3. PERK Aktivasyonu

IRE1 gibi PERK, normal bliyiime kosullari altinda BIP ile bir aradayken inaktif bir
monomer olarak korunmakta ve ancak ER stresinin indiklenmesi Uzerine serbest
kalmaktadir. BIP' den salinim, PERK oligomerizasyonunu, trans-otofosforilasyonu ve
aktivasyonu arttirir. PERK, farkli hiicresel streslere tepki veren bir elF2a kinaz ailesine
aittir. PERK' e ek olarak, bu kinaz ailesi GCN2, PKR ve HRI proteinlerini de
icermektedir. Bu kinazlardan PERK, UPR sirasinda translasyonu diizenlemede merkezi
rol Ustlenmektedir [70].

ER stresinin ardindan PERK' in aktivasyonu, okaryotik translasyon baslatma
faktori  elF2a' nin fosforilasyonunu arttirir, boylece translasyonun baslamasi
zayiflatilmis olur [71]. Translasyonun baslangici 6karyotik hiicrelerde oldukca

karmasik bir siirectir. ilgingtir ki, biiyiik dlciide ii¢ alt birimden (o, B ve y) olusan elF2a'
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ya baghdir. elF2a' nin fosforilasyonu, ER stres kosullarina hiicre adaptasyonunun ana
dlzenleyicisidir. Ayni zamanda, sadece protein translasyonunun degil, ayni zamanda
hiicre cogalmasinin da engellendigi 6nemli bir kontrol noktasidir. Ayrica, fosforile
elF2a' nin elF2B biriminin fonksiyonu Uzerinde olumsuz bir etkisi vardir ve ana
inhibitord olarak islev gormektedir. elF2a sinirlandiginda, tercihen, 5' ucunda acik
okuma cercevesi (ORF) iceren ve translasyona ugramamis bazi mRNA’ larin
translasyonu baslatilir. Bunlardan biri, ATF4’ tir. Genel olarak, ATF4, stres kosullarina
hiicre adaptasyonunda, amino asit metabolizmasinda ve apoptozda 6nemli rol
oynayan cok cesitli genleri diizenleyen bir transkripsiyon faktoridir, ancak, uzun
stireli ER stresi altinda ATF4, apoptotik kaskadin baslatilmasindan sorumlu olan CHOP
(CCAAT-enhancer-binding protein homologous protein) ve GADD34 genlerini stimiile
etmektedir (Sekil 2.9). CHOP (GADD153 olarak da bilinmektedir), apoptozda yer alan
bilesenleri kodlayan genleri kontrol eden bir transkripsiyon faktoéridir [64], [72].
CHOP ayrica proteini p38 kinaz tarafindan post-translasyonel olarak aktive
edilmektedir. Dlzensiz CHOP aktivitesi hilicre canhligini tehlikeye atarken, CHOP
eksikligi olan hicreler ER stresinin o6limcil sonuglarindan o6nemli 6lgide
korunmaktadir [73]. GADD34, DNA hasari, biuylime faktori yoksunlugu ve diger hiicre
stresi formlari tarafindan induklenen ve 6karyotik serin / treonin fosfataz protein 1'in

(PP1) dogrudan elF2a' ya bagladigi bir GADD genleri ailesinin tyesidir [74].
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Sekil 2.9: ER Stres yolaklari.
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2.6.4. ER Stres ve Apoptoz

UPR' nin aktivasyonu, hiicrede yanlis katlanmis proteinlerin birikimini ve ER
stresini asmaya calistigl uyarlanabilir bir yanita neden olmaktadir. Bununla birlikte,
bazi durumlarda UPR' nin aktivasyonu, ER stresinin Gstesinden gelmek igin yetersiz
kalirken, yanhs katlanmis proteinlerin birikmesinin toksik etkileri olabilir. Bu da hiicre
olimine sebep olmaktadir. Apoptoz, ER stresi baglaminda hiicre o6limind
indiklemek igin dnemli bir mekanizmadir. Metazoanlarda apoptoz, organizma igin
gereksiz veya zararli olabilecek hiicreleri ortadan kaldirmak igin kaspazlarin ve Bcl-2
ailesi Gyelerinin aktivasyonunu gerektiren kontrolll bir hiicre 6lim seklidir [75].

Kaspazlar hiicre icinde inaktif pro-formlar veya zimojenler olarak bulunan
sistein proteazlardir ve apoptozun indiiklenmesini takiben aktif enzimler olusturmak
Uzere kesilirler. Farelerde, kaspaz-12, ER stresiyle indiiklenen apoptozda onemli
olarak karakterize edilen ilk enzimdir. Kaspaz 12, kalsiyumlar tarafindan aktive edilen
sitoplazmik proteazlar olan kalpainler tarafindan aktive edilmektedir. ER' da
aktivasyonundan sonra, kaspaz-12, kaspaz-9'un kaspaz-3'e bagh aktivasyonuna yol
acarak pro-kaspaz-9'u ayirmaktadir [76].

Mavya ve solucanlar gibi organizmalarda, UPR' nin IRE1 dali, ER stresinin 6limcdl
sonuglarina karsi hicreleri ve dokulari savunmada énemli bir role sahipken, tersine,
IRE1a ve XBP-1'den yoksun memeli hiicreleri, ER' da protein katlanmasini bozan ER
stres faktorlerine karsi asiri duyarli degildir. Bu hiicreler gelisimlerini, ER stresi icin
daha az risk altinda birakacak sekilde degistirmekte yani, cok miktarda salgilanan
proteinleri sentezleme ve katlama yetenegini kazanamamaktadirlar. Bu nedenle,
IRE1’den yoksun memeli hiicreleri sadece hayatta kalmaz, ayni zamanda uzun sireli
ER stresi altinda yabanil tip hlicrelerden daha iyi hayatta kalabilirler [77], [78]. Yapilan
calismalar, yuksek stres sinyali seviyelerinde, kultlirlenmis hiicrelerde, IRE1' in,
diizenlenmis IRE1' e bagli degredasyon veya RIDD olarak adlandirilan bir islem yoluyla
membran ile iligkili mRNA' larin yikimina katkida bulunabilecegini géstermistir [79].
Her ne kadar RIDD, ER ile iliskili mRNA' lar1 parcalayarak ve boylece yeni protein
translasyonunu sinirlandirarak hiicreleri ER stresine karsi savunmaya yonlendirse de,

ayni zamanda siddetli ER stresinin ayarlanmasinda bir apoptoz mekanizmasi da
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olabilir. IRE1 aktivitesinin, insilin Greten pankreatik beta hiicre hattinda (INS-1) RIDD
Uzerinden maniplle edildigi deneylerde, ER stresine bagh apoptozun arttig
gorulmugtlir [80]. IRE1 ve ER stresiyle indiklenen apoptoz arasindaki bir diger
baglanti; IRE1a' nin apoptozun mitokondriyal yolaginda yer alan proteinler olan Bak
ve Bax ile etkilesimini icermektedir. Bu etkilesim IRE1a aktivasyonu igin dnemlidir
[81], [82]. Fosforile ve aktive memeli IRE1 ayrica adapt6r proteini TRAF2 (timor
nekroz faktori reseptori (TNFR) ile iliskili faktor-2) ile etkilesime girer ve sonucta Jun
amino terminal kinazini aktive eden bir dizi fosforilasyon olayini tesvik eder. Sirekli
JNK (c-Jun Amino Terminal Kinaz) aktivitesi ve hiicre 6liimu arasindaki baglantilar g6z
oniline alindiginda JNK aktivitesi belirli ortamlarda IRE1 aracili ER stres sinyalini hiicre
olimune baglayabilmektedir [83], [84].

UPR sensorleri arasinda, PERK, ATF4 ve CHOP' u aktive ederek kaspazlarin
aktivasyonu icin 6nemli bir faktor olarak tanimlanmistir. Fare hiicrelerinde CHOP 'un
silinmesi ER stresinin neden oldugu apoptozda azalmaya vyol acarken, asiri
ekspresyonu hiicre dizilerinde apoptozu indiiklemek icin yeterlidir [85], [86].

ER stresinin neden oldugu apoptoz sirasinda CHOP ekspresyonu ve c¢ekirdekte
birikimi kanonik olarak yukari regiile edilmektedir. CHOP geni baslangicta UV i1sinimi
ve alkilleyici ajan olarak bilinen metil metansiilfonat (MMS) gibi genotoksik stres
tarafindan indiiklenen genlerin arastirilmasinda tanimlanmis ve bu nedenle GADD153
olarak adlandiriimistir. Bunun kaynagi olan CHOP, anti-apoptotik faktér B hiicre
lenfoma-2'nin (Bcl-2) asagi reglilasyonu ve Bcl-2 ailesinin proapoptotik BH3 liyesi olan
Bim' in yukar regllasyonu yoluyla hicreleri ER stresinin neden oldugu apoptoza
duyarh hale getirmektedir [87]. Ek olarak, CHOP, ER' de protein katlanmasini tesvik
etmek icin disilfid bagi olusumuna aracilik eden bir tiyol oksidaz olan Ero-1' i upregiile
ederek apoptozu indiikleyebilirken, ayni zamanda apoptotik programin
aktivasyonuna katki saglamak icin yan Grlin olarak reaktif oksijen tirleri (ROS)
olusturur [81]. Bu fikre glicli bir destek olarak, Ero-1 seviyelerinin azaltilmasinin, ER
stresinin neden oldugu apoptozu glcli bir sekilde bastirdig gosterilmistir [73], [88].

TRB3, birkag sinyal transdiksiyon kaskadinin aktivitesini modile eden bir hiicre
ici psodokinazdir. TRB3 gen ekspresyonu, bircok hiicre tipinde diizenlenirken, kardiak
olmayan hiicrelerde amino asit achgi, hipoksi ve ER stresi de TRB3 ekspresyonunu

desteklemektedir. ER stresi sirasinda, TRB3, ATF4/ CHOP tarafindan yukari regiile
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edilirken, TRB3'Un asir ifadesi, ATF4/ CHOP transkripsiyonel aktivitesinin
tekrarlanmasi vyoluyla negatif geri besleme ile kendi ifadesini asagi dogru
diizenlemektedir [89].

PERK ayrica ER stresine yanit olarak hayatta kalmayr destekleyen bir
transkripsiyon faktorl olan fosforile edici Nrf2 araciligiyla bir anti-apoptotik yola
aracihk etmektedir. ER stresinin yoklugunda, Nrf2 sitoskeletal capa Keapl ile iligkisi
nedeniyle inaktiftir. Nrf2'nin PERK aracili fosforilasyonu, Nrf2-Keapl kompleksinin
ayrilmasina yol agarak, Nrf2'nin antioksidan yanit elementleri igeren koruyucu
genlerin transkripsiyonunu aktive etmesine izin vermektedir [90].

Hiicrelerin elF2a fosforilasyonu yoluyla transkripsiyonu yavaslatma yetenegi,
uzun sdreli ER stresinde oksidatif stres ve apoptozu Onlemek icin anahtar bir
mekanizmadir. Bu anlamda, fosforile elF2a' nin defosforilasyonunu destekleyen ve
boylece transkripsiyonu geri yiikleyen, CHOP’ un transkripsiyonel hedefi GADD34,
uzun slreli CHOP ekspresyonunun bir baska pro- apoptotik mekanizmasini temsil
etmektedir. Pro- apoptotik ER stresi ayrica siirekli JINK aktivasyonu ile iliskilidir. Son
yillarda yapilan in vitro ¢alismalar apoptozu Bad aktivasyonu ile iliskilendirmistir [91].
Oyle ki Bax-Bak' in majér proapoptotik etkisi mitokondriyal permeabilizasyon yoluyla
gergeklesir ki bu, ayni zamanda CHOP — ERO1a— IP3R — kalsiyum — CaMKII yolaginin

onemli bir proapoptotik anahtaridir [81].
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3. GERECLER

3.1. Genel Kimyasallar

Tablo 3.1: Genel Kimyasallar.

Kimyasal Adi Markasi
Akrilamid,Bis akrilamid Cozeltisi Bio-Rad
(3-4,5-dimetil-tiyazolil 2,5-difeniltetrazolyum bromid) MTT | Glentham
Amonyum Persiilfat Sigma-Aldrich
Dimetil siilfoksit (DMSO) Biomatik
Etanol Sigma-Aldrich
Bovine Serum Albumin (BSA) ChemCruz
Metanol Sigma-Aldrich
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) Sigma-Aldrich
HEPES Sigma-Aldrich
Magnezyum Klorid (MgCl5) Sigma-Aldrich
Ditiotreitol (DTT) Biomatik
Proteaz inhibitér Kokteyli Sigma-Aldrich
Sodyum Klorir (NaCl) Sigma-Aldrich
Fetal bovin serum (FBS) Biochrom
Hidroklorik asit (HCI) Sigma-Aldrich
izopropil alkol Tekkim

PBS Gibco
Ponceau S Santa Cruz
Sodyum dodesil stlfat (SDS) MultiCell

Tetrametiletilendiamin (TEMED)

ThermoFisher

Tris baz BioShop
Triton X-100 Biomatik
Tripan Mavisi Sigma-Aldrich
Tween 20 Serva

Yagsiz sit tozu BioShop
B-Merkaptoetanol Sigma-Aldrich

Gliserol ThermoFisher
Glisin MultiCell
Sodyum Ortovanadat Sigma-Aldrich
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3.2. Hiicre Hatti ve Kiiltiir Malzemeleri

Bu tez calismasinda Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya
Anabilim Dali hiicre stoklarinda bulunan H295R hiicre hatti kullanilmistir. Hiicre
besiyeri olarak yuksek-seker icerikli DMEM (Thermo Fisher) ile Ham’s F12 (Thermo
Fisher) 1:1 oraninda karistirilarak, %10 Fotal Dana Serumu (Gibco), 10X
Penisilin/Streptomisin (Gibco), 1X Fosfat tamponlu tuz soliisyonu, 6.25 pg/ml insulin
(Lilly ilag) kullanilmistir. Buna ek olarak kiiltiir calismalarinda 10X Tripsin (Gibco)

kullaniimistir.

3.3. Cihazlar

4°C Buzdolabi (Arcelik), -20°C Dondurucu (Bosch), -80°C Dondurucu (Sanyo), -
150°C Dondurucu (Sanyo), CO2’li inklibator (Nuarie), Blok Isitici (Stuart), Calkalayici
(IKA), Dikey Elektroforez ve Islak Blotlama Sistemi (Bio-Rad), Gii¢ Kaynagi (Bio-Rad),
Hassas Terazi (Shimadzu), Kemiluminesans Goérintiileme Cihazi (Bio-Rad), Laminar
Kabin (ScanLaf), Mikroplaka Okuyuculu Multimod Spektrofotometre (Perkin Elmer),
Otoklav (Zealway), Sogutmali Mikro Santriflij (Beckman Coulter), Spin Santrifij
(Thermo Scientific), Ters Faz Isik Mikroskobu (Carl Zeiss), Ultra Saf Su Cihazi (Thermo
Scientific), Vorteks (Clever Scientific), Akim Sitometrisi (Becton Dickinson),

Ayarlanabilir Otomatik Pipetler (Thermo Scientific).

3.4.Cozelti ve Tamponlar

e Hicre Dondurma Ortami: %10 DMSO, %10 FBS, %80 DMEM: F12

e Elektroforez Yuritme Tamponu: 25 mM Tris bazi, 192 mM glisin, 0.1% SDS
(pH:8.3) (1 L’ ye tamamlandi).

e Transfer Tamponu: 25 mM Tris base, 192 mM glycine, 0.1% SDS ve %10

metanol (1 L’ ye tamamlandi).
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e 1XTBS: 100 mM Tris Base (pH=7.4), 1,4 M NacCl.

e TBS-T: TBS icerisinde %0,05 olacak sekilde Tween 20 ¢ozildd.

e Bloklama Cozeltisi: 1X TBST igerisinde %5 sit tozu

e Bloklama Cozeltisi: TBST igerisinde 5mg/ml Bovine Serum Albumin (BSA).

e 4xYikleme Tamponu: 4X Laemli Buffer (Bio-Rad), 800 mM B-merkaptoetanol
ile kanistirildi (9:1).

e  %10'luk ayirma jeli: 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

o %5’ lik istifleme jeli: 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 1M DTT:0,3085 g DTT 2 mL soguk ddH20 ile ¢ozilda.

e Nikleer Protein Liziz Tamponu: 20 mM HEPES (pH:7,9), 0,5 mM DTT, 1,5 mM
MgClz, 420 mM NaCl, 0,2 mM PMSF, %25 Gliserol

3.5.Kullanilan inhibitoérler

e Bortezomib (SelleckChem)
e [xazomib (SelleckChem)

e ONX 0914 (Cayman Chemical)

3.6.Antikorlar, Boyalar ve Kitler

Anti- GADD153/CHOP (Novus, 1:1000), Anti- ATF4 (Thermo Fisher, 1:750), Anti-
P-PERK (Thermo Fisher, 1:1000), Anti- GRP78 (Santa Cruz, 1:1000), Anti- B-Actin
(Santa Cruz, 1:1000), Goat Anti-Rb Seconder Antikor (Calbiochem, 1:5000), Super
Signal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific), BCA Protein
Assay Kit (Thermo Scientific), Cell Extraction Buffer (Invitrogen), ApopNexin FITC

Apoptosis Detection Kit (Millipore).
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4. YONTEMLER

4.1. Hiicre Kulturu

H295R hiicre hatti icin %10 fotal dana serumu, %1 Penisilin Streptomisin ve 5
ug/ul insulin iceren DMEM:F12 karisimi besiyeri olarak kullanildi. Flasklardaki hiicre
yogunlugu %80- %90 oranina gelince hiicreler 1X Tripsin ile muamele edildi, 37°C’ de
5 dk inklbe edildi. Ardindan kalkan hicreler 5 dk 17000 rpm’ de santrifiij edildikten
sonra Ust faz aspire edildi. Pellet temiz besi yerinde ¢6ziildi ve hiicreler 1:1 oraninda
Tripan mavisiyle boyanarak 1sik mikroskobu altinda Neubauer lami Gzerinde sayildi.
Sayilan hiicreler 1’er milyon olacak sekilde besi yeri ile seyreltildi ve tGzerlerine 200 ul
%100 DMSO ve 200 ul FBS eklenerek gerektiginde kullanilmak tzere -80°C’ ye
kaldirildr.

4.2. inhibitor Stoklarinin Hazirlanmasi

Bortezomib ara stoklarinin hazirlanmasi:

Bortezomib’ in DMSQ’ da in vitro ¢ozunurlGgli; 76 mg/mL (197.79 mM).

50 mM: 25 mg ilag 1,3013 pL %100 DMSO ile ¢ozulda.

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

500 uM: 10 mM stoktan 10 pL alinarak tizerine 190 uL %100 DMSO eklendi.

50 uM (%10 DMSO): 500 uM stoktan 50 pL alinarak tizerine 450 pL 1xPBS eklendi.
Ixazomib ara stoklarinin hazirlanmasi:

Ixazomib’ in DMSQ’ da in vitro ¢ozinurligl; 72 mg/mL (199.42 mM).

500 uM: Hicre laboratuvarinda -20°C’ de saklanan 10 mM stoktan 10 uL alinarak
Uzerine 190 pL %100 DMSO eklendi.
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50 uM (%10 DMSO): 500 uM stoktan 50 uL alinarak Gizerine 450 pL 1xPBS eklendi.
ONX 0914 ara stoklarinin hazirlanmasi:

ONX 0914’ (in DMSQ’ da ¢ozUinurltgi; 2 mg/ml.

20 mM: 1 mg ONX 0914 90 pul %100 DMSO’ da ¢6zild.

500 uM: Stoktan 5 ul alinarak lizerine 195 pl %100 DMSO eklend.i.

50 uM (%10 DMSQ): 500 uM ara stoktan 50 ul alinarak Gzerine 450 pl PBS (1X)

eklendi.

4.3. MTT Testi ile Canlilik Tayini

Hiicreler 96’ lik mikroplakaya her kuyucukta 2x10* konsantrasyon olacak sekilde
ekildi. 24 saatin sonunda inhibitdr stoklari yukarida bahsedildigi gibi hazirlanarak
farkli konsantrasyonlarda (Bortezomib ve Ixazomib icin: 500 nM, 300 nM, 200 nM,
100 nM, 50 nM, ONX 0914 icin: 5 uM, 2 uM, 1 uM, 1 um, 500 nM) olmak Uizere 4’ er
tekrar hicrelere uygulandi. Negatif kontrol grubuna %0,1 DMSO, pozitif kontrol
grubuna %1 TritonX-100 verildi. Hiicreler 48 saat 37°C’ de inkiibasyona birakildi.

Maruziyet sonunda hicrelere 20 pl MTT sollisyonu eklenerek 37°C’ de
formazan kristalleri olusana kadar yaklasik 4 saat inklibasyona birakildi. Stire sonunda
MTT’ li besi yeri ortamdan uzaklastirildi ve lzerlerine ¢6zlici olarak 100 pl %100
DMSO eklendi. Mikroplaka 10 dk calkalandiktan sonra mikroplaka okuyuculu
spektrofotometrede 590 nm dalga boyunda olusan rengin siddeti olculda.

Cikan OD degerlerine gore hiicrelerdeki canhlik asagidaki formiile goére hesaplandi:

OD(6rnek) — OD(pozitif Kontrol)/ OD(Negatif kontrol) — OD(pozitif Kontrol) * 100 = % Canhhk
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4.4. Protein ifadesinin Belirlenmesi

4.4.1. Hucre Lizizi

Proteazom inhibitorlerinin protein ifadesi Uzerine etkilerinin belirlenmesi
amaciyla H295R hiicrelerinden protein lizati elde edildi. Bunun icin hicreler 6’lik
mikroplakaya her kuyucukta 75x10* konsantrasyon olacak sekilde ekildi. 3 farkli
inhibitor icin ¢ikan canlilik tayini sonuglarina gére ICso degeri ve kontrol kuyucuguna
%0,1 DMSO eklenerek 48 saat maruziyet baslatildi.

Sdrenin sonunda hiicre lizizi igcin dncelikle hiicrelerin Gzerindeki ortam falkona
alindi. Yapisan hiicreler 1X tripsin ile kaldirildi ve falkonlarin tizerine eklendi. Falkonlar
1300 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi. Sipernatant aspire edildi ve pellet soguk PBS
ile cozduralda. Ardindan hiicreler 3500 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi, pellet
hazirlanan liziz buffer ile ¢ézdirildi ve eppendorflara alindi. Hicreler 5 dakika
araliklarla vortekslenerek 30 dakika buzda bekletildi. Son asamada mikrosantrifij
+4°C’ ye getirildikten sonra 14000 rpm’ de 30 dakika santriflij edildi. Elde edilen
protein lizatinin siipernatanti protein konsantrasyon tayini yapilmak Uzere baska bir
eppendorfa alindi. Pellet kismi hazirlanan nikleer protein liziz tamponunda ¢ozilda.
Ardindan 20 dakika buzda bekletildi. 4 °C’ de 10 dakika 13,000 g’ de santrifiij edildi.
Supernant kismi dikkatlice alinarak protein analizlerinde kullanilmak lzere -80°C’ ye
kaldirildi.

Protein konsantrasyonlari Bikinkoninik Asit (BCA) tayin yontemi ile 6l¢lldi. Bu
amagcla BCA Protein Tayin Kit’ i Uretici firmanin direktifleri dogrultusunda uygulandi.
Bu amagla, Bovin Serum Albimin ddH20 ile seyreltilerek 2000, 1500, 1000, 750, 500,
250, 125, 25 pg/mL olacak sekilde ¢alismanin standartlari hazirlandi. Standart ve
protein lizatlarindan 10’ar pL 96’lik mikroplakaya eklendi. Kit icerigideki Reaktif A ve
Reaktif B 50:1 oraninda karistirilarak kuyucuklarin Gzerine 200 uL eklendi. Plaka 37
°C’de 30 dk inklibasyona birakildi. Son asamada olusan rengin absorbansi 562 nm’ de

mikroplaka okuyuculu spektrofotometre ile olclildii. Standartlar ile olusturulan
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kalibrasyon egrisinden 6rneklerin protein konsantrasyonlari hesaplandi. Hiicreler

saklanmak tzere -20 °C’ ye kaldirildi.

4.4.2. Western Blot

Proteinler, konsantrasyonlari 50 ug/ul olacak sekilde 4X ylkleme tamponuyla
karistirilarak 95°C’ de denatiirasyona birakildi ve 5 dakika buzda bekletildi. %5" lik
yukleme jeli ve %10’luk ayirma jeli yukarida belirtildigi tizere hazirlandi. Hazirlanan
jeller donduktan sonra 6rnekler %10’ luk SDS-PAGE jele yuklendi. 120 V’ ta 10 dak.,
90 V'’ ta 90 dakika yuratalda.

Jelin membrana transferi icin, PVDF membran 1 ml metanolle aktive edildi
ardindan dH;O0 ile yikandi. Jeller kasetlerin arasindan ¢ikarildi, tarak kisimlari kesildi
ve transfer icin yerlestirildi. Whatman filte kagitlari, jeller ve membranlar transfer
tamponuyla slatildi. Aralarinda hava kabarcigl kalmayacak sekilde ruler ile
Ustlerinden gecildi ve islak transfer sistemine yerlestirildi. Transfer islemi 90 V' ta
gerceklestirildi. islemin sonunda transfer islemini dogrulamak icin membranlar
Ponceau S ile boyandi ve goriinti alindi.

Membranlar TBST ile yikanip, %5 yagsiz sut tozu ile 1 saat bloklandi. Yalnizca P-
PERK hedef proteini igin siit tozu yerine %5 BSA kullanildi. Hedef antikorlar %5 yagsiz
sit tozu ile Uretici firmanin belirttigi miktarda diliiye edildi (P-PERK igin %5 BSA
kullanildi). Proteinler spesifik antikorlariyla 1 gece +4°C’ de galkalayicida birakildi.
Ertesi gin membranlar TBST ile 15 dakika yikandi. Ardindan membranlar sekonder
antikorlarin baglanmasi icin 1 saat calkalayicida inkiibe edildi. Sire sonunda
membranlar tekrar TBST ile ¢alkalayicida 15 dakika siire ile yikandi. Kemilliminesans
Substrat Kit ile protein bantlari ChemiDoc MP cihazi ile gorintilendi. Gorlintlilenen
bantlar Image Lab programi ile analiz edildi ve yikleme kontroli olarak tim

proteinler kendi B-actin protein bantlarina oranlanarak normalize edildi.
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4.5. Akim Sitometresi Calismalari

Bu calismada proteasom inhibitorlerinin H295R hiicre poptlasyonu lzerindeki
apoptotik etkisini gdormek igin flow sitometi ile apoptoz tayini yapildi. Bunun igin
ApopNexin FITC Apoptosis Detection Kit (Millipore) kullanildi. Hiicreler 10°/kuyucuk
konsantrasyonda olacak sekilde 6 kuyulu plakaya ekildi ve 48 saat ilag maruziyetine
birakildi. Kontrol grubuna %0,1 DMSO eklendi. Stre sonunda hiicrelerin st fazlari
FACS tlplerine alindi ve yapisan hicreler tripsin ile kaldirilarak tiiplerin lzerine
eklendi ve 1300 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi. Us fazlar atildi ve pellet protokole
uygun sekilde ikiser kez soguk PBS ile yikandi. Ardindan kit icerisinde bulunan Binding
Buffer (1X) ile 200 ul hacimde pellet ¢ozdiirildi tiiplere 3 ul AV, 2 ul Pl boyalari
eklendi. Deney gruplarinin haricinde 1 adet yalnizca Binding Buffer ekli Unstained tip,
bir adet Binding Buffer ve yalnizca AV boyasi ekli tip ve bir adet Binding Buffer ile
birlikte yalnizca Pl boyasi ekli tiipler de protokole gore hazirlandi. Tiiplere boyalari
karanlik ortamda eklendi ve 15 dakika karanlk ortamda inktbe edildi. Ardindan Akim

sitometrisi (Becton Dickinson) cihazinda 6lciim yapildi.

34



5.BULGULAR

5.1. MTT Testi ile Canlilik Tayini Sonuglan

Sekil 5.1’ de farkl konsantrasyonlardaki (50, 100, 200, 300, 500 nM) Bortezomib
maruziyetinin 24 ve 48 saatlik slire sonunda hiicre canlihgl Uzerindeki etkisi
gosterilmektedir. inhibitériin canlilik Gizerindeki etkisi % canlilik olarak +SD degerleri
ile birlikte gosterilmistir. 48 saatlik stire sonunda kontrole kiyasla hiicre canhliginda

anlamli bir azalma gorilmektedir (*p < 0,05) (Sekil 5.1).
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Sekil 5. 1: 24-48 Saatlik Bortezomib Maruziyetinin Hicre Canhiligina Etkisi.

Sekil 5.2’ de farkh konsantrasyonlardaki (50, 100, 200, 300, 500 nM) Ixazomib
maruziyetinin 24 ve 48 saatte hilicre canhligi Uzerindeki etkisi gosterilmistir.
inhibitériin canhlik Uzerindeki etkisi % canhlik olarak +SD degerleri ile birlikte
gosterilmistir. 48 saatlik siire sonunda kontrole kiyasla hiicre canliiginda anlamli bir

azalma gorilmektedir (*p < 0,05) (Sekil 5.2).
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Sekil 5. 2: 24-48 Saatlik Ixazomib Maruziyetinin Hiicre Canliligina Etkisi.

Sekil 5.3" te farkli konsantrasyonlardaki (0.5, 1, 2, 3, 5 uM ONX 0914
maruziyetinin 24 ve 48 saatte hilicre canhligi Uzerindeki etkisi gosterilmistir.
inhibitériin canlilik Gzerindeki etkisi % canlilik olarak +SD degerleri ile birlikte

gosterilmistir. 48 saatlik siire sonunda kontrole kiyasla hiicre canliiginda anlaml bir

azalma gorilmektedir (*p < 0,05) (Sekil 5.3).
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Sekil 5. 3: 24-48 Saatlik ONX 0914 Maruziyetinin Hiicre Canliginina Etkisi.

H295R hiicre hattinda kullanilan (g farkh proteazom inhibitériniin 48 saatlik
maruziyet siresi sonunda hiicre canhligl UGzerindeki etkileri ve yari maksimum

inhibitdr konsantrasyon degerleri (ICso) Sekil 5.4’ te gdsterilmistir. inhibitérlerin ICso
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degerleri GraphPad Prism 8.0’ da hesaplanmistir. Bu hesaba gore Bortezomib igin ICso

70 nM, Ixazomib igin 140 nM, ONX 0914 igin 2,5 uM’ dir.

——BTZ IXA ONX
120
100 -
80

60

% CANLILIK

40

20 \‘\_A
0 0.05 0.1 0.5 1 3 5

INHIBITOR KONSANTRASYONU MM

Sekil 5.4: inhibitér Konsantrasyonlarinin Hiicre Canliligina Etkileri.

Proteazom inhibitorleri icin canhlik testi sonucunda belirlenen ICso ilag
konsantrasyonlarinda hiicrelerde meydana gelen morfolojik degisimler sk

mikroskobunda goérintilenmistir (Sekil 5.5).
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Sekil 5. 4: inhibitdr Uygulanan H295R Hiicre Hattinin Isik Mikroskobu Goriintiisi. A)
Yalnizca %0,1 DMSO uygulanan negatif kontrol grubu. B) 70 nM bortezomib
uygulanan hiicre grubu. C) 140 nM Ixazomib uygulanan hiicre grubu. D) 2,5 uM ONX
0914 uygulanan hiicre grubu. E) %0,1 Triton X 100 uygulanan pozitif kontrol grubu.

5.2. Western Blot Sonuglari

Ug proteazom inhibitérii icin 48 saat ICso maruziyeti yapilan H295R hiicrelerinde
ER stres proteinlerinden Western blot yontemi ile GRP78, P-PERK, ATF4, CHOP

proteinleri tayin edilmis olup, yiikleme kontroll olarak Beta-Actin kullaniimistir.
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Sekil 5. 5: 48 Saatlik Maruziyet Sonucu GRP78 Protein ifadesi. A) GRP78 proteinin
Beta-actin ile normalize edilmis Western blot analizi sonucu. B) GRP78 protein
ifadesinde inhibitorlerin kontrole kiyasla kat degisimi (**p<0,01).

Grp78 proteini ekspresyon seviyesi 48 saat Bortezomib (70 nM), Ixazomib (140
nM) ve ONX 0914 (2,5 uM) maruziyeti sonunda kontrole kiyasla anlamli artis
gostermistir. Veriler ortalama * SD olarak verilmistir. *p<0,05 vs. kontrol (n = 3).

Sonuglar ANOVA testi ile degerlendirilmistir (Sekil 5.6.).
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Sekil 5. 6: 48 Saatlik Maruziyet Siiresi Sonucu P-PERK Proteini ifadesi. A) P-Perk
proteinin Beta-actin ile normalize edilmis Western blot analizi sonucu. B) P-Perk
protein ifadesinde inhibitorlerin kontrole kiyasla kat degisimi. (**p<0,01).

P-PERK proteini ekspresyon seviyesi 48 saat Bortezomib (70 nM), Ixazomib (140
nM) ve ONX 0914 (2,5 uM) maruziyeti sonunda kontrole kiyasla anlamli artis
gostermistir. Veriler ortalama t SD olarak verilmistir. **p<0,01 vs. kontrol (n = 3).

Sonuglar ANOVA testi ile degerlendirilmistir (Sekil 5.7).
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Sekil 5. 7: 48 Saatlik Maruziyet Siiresi Sonucu ATF4 Proteini ifadesi. A) ATF4
proteinin Beta-Actin ile normalize edilmis Western blot analizi sonucu. B) ATF4
protein ifadesinde inhibitorlerin kontrole kiyasla kat degisimi (**p<0,01).

ATF4 proteini ekspresyon seviyesi 48 saat Bortezomib (70 nM), Ixazomib (140
nM) ve ONX 0914 (2,5 uM) maruziyeti sonunda kontrole kiyasla anlamli artis
gostermistir. Veriler ortalama + SD olarak verilmistir. **p<0,01 vs. kontrol (n = 3).

Sonuglar ANOVA testi ile degerlendirilmistir (Sekil 5.8).
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Sekil 5. 8: 48 Saatlik Maruziyet Siiresi Sonucu CHOP Proteini ifadesi. A) CHOP
proteinin Beta-Actin ile normalize edilmis Western blot analizi sonucu. B) CHOP
protein ifadesinde inhibitorlerin kontrole kiyasla kat degisimi (**p<0,01).

CHOP proteini ekspresyon seviyesi 48 saat Bortezomib (70 nM), Ixazomib (140

nM) ve ONX 0914 (2,5 uM) maruziyeti sonunda kontrole kiyasla anlamli artis

gostermistir. Veriler ortalama + SD olarak verilmistir. **p<0,01 vs. kontrol (n = 3).

Sonuglar ANOVA testi ile degerlendirilmistir (Sekil 5.9).
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5.3. Akim Sitometrisi Sonuglan

H295R hiicrelerine 48 saat onceden belirlenmis 1Cso konsantrasyonlarinda
Bortezomib, Ixazomib ve ONX 0914 maruziyeti yapilarak akim sitometresi ile apoptoz
oranlari belirlendi. Bu galismada kontrol grubu hiicrelerine yalnizca %0,1 oraninda

DMSO verilmistir.

BT.I Lo

Coniead | 04

Sekil 5. 9: Apoptoz Oranlarinin Akim Sitometrisi ile Olgiilmesi. A) Kontrol Grubu
Hicrelerinin Akim Sitometresi ile Olgiimii. B) Bortezomib Uygulanan Hiicrelerinin
Akim Sitometresi ile Olciimii. C) Ixazomib Uygulanan Hiicrelerinin Akim Sitometresi
ile Olctimii. D) ONX 0914 Uygulanan Hiicrelerinin Akim Sitometresi ile Olgimi.

Sekil 5.10’ da her bir alana disen hiicre ylizdeleri ayri ayri hesaplandiktan sonra
ortalama ylizde degerler Tablo 5.1’de gosterilmistir. Tablo verilerine gére hem erken
apoptotik hem gec¢ apoptotik hiicrelere ait ylizde degerleri “apoptotik” olarak
toplanmugtir. Veriler ortalama £ SD olarak verilmistir. *p<0,05 vs. kontrol (n = 3).

Sonuclar ANOVA testi ile degerlendirilmistir (Sekil 5.11).
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Tablo 5.1: Akim Sitometrisi Apoptoz Analizi Nokta-Alan Grafigi Sonuglari.

HUCRE GRUBU % CANLI %ERKEN % GEC % NEKROZ
APOPTOZ APOPTOZ

BORTEZOMIiB [61.02 13.38 23.01
ONX 0914 67,31 10,38 20.34

N w » [S,]

Kontrole Kiyasla Kat Degisimi

=

* *
I I *
0 - I
KONTROL BORTEZOMIB IXAZOMIB ONX 0914

Sekil 5. 10: inhibitérlii Hiicrelerin Kontrole Kiyasla Kat Degisimleri (*p<0,05; n=3).
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6. TARTISMA ve SONUC

Adrenokortikal karsinom (ACC), tam rezeksiyondan sonra bile siklikla
tekrarlayan ve yiiksek metastatik yayilma riski olan malign bir hastaliktir. ileri
evrelerde genel sagkalim zayiftir ve terapotik secenekler sinirhdir [92]. ACC' li
hastalarin yaklasik tgte ikisinde asirn glukokortikoid ve/ veya androjen salinimi ve
hastalarin Ucte birinde klasik Cushing Sendromu goriilmektedir [93]. Erken teshis
edilirse, tam cerrahi rezeksiyon ve beraberinde adjuvan tedavi ile %80' e varan 5 yillik
sagkalim saglanabilir. Bununla birlikte, siklikla gec teshis edilir ve ilerlemis vakalarda,
radikal cerrahiden sonra bile yiiksek niiks orani ile 5 yillik sagkalim %15’ ten azdir.
Mitotan, su anda ABD Gida ve ilag idaresi ve Avrupa ilag Yiriitme Ajansi tarafindan
ACC' de onaylanan tek ilactir [1]. ACC' nin patofizyolojisi ve prognozu hakkindaki
bilgiler ve tedavi edici secenekler glinimiizde hala kisithidir ve bu durum vyeni
terapotik yaklasimlarin gelistirilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir [2].

Okaryotik hiicrelerin protein yikimi icin iki ana mekanizmasindan biri olan
proteasomal sistem, hiicre ici protein yikimi, hiicre doéngisi, sinyal iletimi, gen
ekspresyonu, gelisim, protein katlanmasi, antijen isleme ve diger hiicresel siireclerde
onemli bir rol oynamaktadir [29].

Proteazom inhibitorleri ilk dnce proteazomun proteolitik aktivitelerinin islevini
ve 0zgllligluni arastirmak icin araglar olarak sentezlenmistir. Cogu sentetik inhibitor
COOH terminal basliga bagl bir protein substratini taklit eden peptit bazina
dayanmaktadir [94].

Bortezomib (PS-341) klinik kullanima giren ilk proteazom inhibitéridir ve MM’
Il hastalardaki tedavi basarisindan sonra mantle hiicreli lenfoma tedavisinde de
kullanimi onaylanmis ve solid tiimérler tGzerindeki ¢calismalari hala devam etmektedir
[44].

Proteazomun kanser tedavisi i¢in bir hedef olarak onaylanmasiyla, bazi ekstra
avantajlar sunabilecek yeniinhibitorlerin gelisimine odaklanildi [94]. 2015 yilinda FDA
tarafindan onaylanan Ixazomib Sitrat, oral olarak aktiftir, oysa hem Bortezomib hem
de Carfilzomib intraven6z veya subkutan uygulama gerektirmektedir. Ixazomib Sitrat,

plazmaya maruz kaldiginda hizla aktif forma (Ixazomib) dénisen bir 6n ilactir. Aktif

45



form bir boronat pargasi icermektedir ve bu nedenle tersinir bir inhibitordir.
Bortezomib' e direncli hastalar siklikla Ixazomib’ e yanit vermektedir [95].

Secici olmayan proteazom inhibisyonunun yan etkilerinin (stesinden gelmek
icin, spesifik immuinoproteazom inhibitorlerinin gelistirilmesi, otoimmiin hastaliklarin
ve bazi malign timorlerin ilag tedavisi icin daha iyi bir se¢im sunmaktadir. Bu amag
icin gelistirilen immdinoproteazom inhibitérlerinden biri de ONX-0914' tir.
immiinoproteazomun temel bileseni olan LMP7' nin aktivitesini etkili bir sekilde
inhibe edebilmekte, inflamatuar faktorlerin Gretimini azaltabilmekte ve hastaligin
ilerlemesini geciktirebilmektedir [55].

Okaryotlarda, ER stresi durumunda bir dizi diizeltici eylem baglatan sinyal
mekanizmalari harekete gecmektedir. Bu sinyal yollarinin aktivitesi toplu olarak ER'
ye 0zgl katlanmamis protein yaniti (UPR) olusturmaktadir. Katlanmamis protein
yaniti (UPR) koruyucu bir mekanizmadir. Ancak ER’ in kronik ya da yanitlanmamis
stres apoptozla sonuclanabilir [81].

Proteazom inhibitorleri ile tedavinin insan kolon kanseri hiicrelerinde ER
stresini ve hlicre 6limint indikledigi bilinmektedir. Yapilan calismalar proteazom
inhibisyonunun yanlis katlanmis proteinlerin birikmesini indikledigine ve c¢oklu
miyelom hicrelerinde UPR' yi baslattigini gostermektedir. Ayrica, hiicrede protein
birikiminin, iltihaplanma ve ER stresi tarafindan indiklenen bir sitozolik UPR oldugu
bildirilmistir. Bu bulgular, UPS' in ER stresinin diizenlenmesinde rol oynayabilecegini
disundiurmektedir [96], [97], [98].

Bu calismada hedeflenen, Ug farkli proteazom inhibitériiniin adrenokortikal
karsinomlu (H295R) hiicre hatti lzerinde olusturduklari proteazom inhibisyonu
sonucu tetiklenen ER stres ve bu stres sonucunda hiicrelerin kontrollG hicre 6limune
gittigini gostermektir (Sekil 6.1). Bu amag dogrultusunda 6ncelikle hiicrelere farkli
dozlarda inhibitoér uygulanarak MTT testi ile hiicre canlihg Gzerindeki etkileri
gosterilmistir (Bortezomib ve Ixazomib i¢in; 50, 100, 200, 300 ve 500 nM, ONX 0914
icin; 0.5,1, 2, 3, 5 uM). Sekil 5.4’ te gosterildigi Gzere proteazom inhibitorlerinin 48
saatteki ICso dozlari Bortezomib icin 70 nM, Ixazomib icin 140 nM ve ONX 0914 igin
2.5 uM olarak tespit edilmistir (p<0,05). Calismanin devami icin uygun dozlar
belirlendikten sonra ER’ da stres yolagi proteinlerinin varligi Western blot yontemiyle

gosterilmistir. Bu amacgla oncelikle ER saperon proteinlerinden biri olan GRP78’ e
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bakilmistir. GRP78, ER llimeninden salinarak stres reseptoérlerinin hizla aktivasyonuna
yol acmaktadir. Sekil 5.5 te 48 saat sonunda kontrole kiyasla GRP78 varliginin
Bortezomib uygulanan hicrelerde 3 kat, Ixazomib uygulanan hiicrelerde 2.5 kat ve
ONX 0914 uygulanan hiicrelerde 2 kat arttig1 goriilmustiir (p<0,01). ER’ da hedeflenen
sinyal vyolagi PERK proteininin otofosforillenerek P-PERK’ e donlUsmesiyle
baslamaktadir. Sekil 5.6" da kontrole kiyasla P-PERK varliginin Bortezomib uygulanan
hicrelerde 4 kat, Ixazomib ve ONX 0914 uygulanan hiicrelerde 3 kat arttig
goriilmustir (p<0,01). P-PERK aktivasyonu bir transkripsiyon faktori olan ATF4’ Un
translasyonunun uyarilmasini saglamaktadir. Sekil 5.7 de ATF4 varliginin kontrole
kiyasla Bortezomib uygulanan hicrelerde 2.5 kat, Ixazomib uygulanan hiicrelerde 2
kat ve ONX 0914 uygulanan hiicrelerde 1.7 kat arttigi gértlmastir (p<0,01). ATF4,
apoptotik kaskadin baslatilmasindan sorumlu olan CHOP’ u stimiile etmektedir. Bu
sebeple Sekil 5.8 de kontrole kiyasla inhibitorlii hiicrelerde CHOP varligi kontrol
edilmistir. CHOP proteininin Bortezomib ve Ixazomib uygulanan hiicrelerde 2 kat ve
ONX 0914 uygulanan hiicrelerde 1.6 kat arttigi gérilmdistir (p<0,01). Western Blot
sonuglarindan vyola c¢ikarak 48 saatlik proteazom inhibitér maruziyetlerinin
adrenokortikal karsinomali hiicrelerde ER stresini anlamli bir sekilde arttirdigi ve stres
kaynakli sinyal iletiminin apoptotik kaskadi tetikledigi gosterilmistir. Kontrole kiyasla
inhibitorlerin ER stres (izerindeki etki degerlerinin sirasiyla Bortezomib, Ixazomib ve
ONX 0914 seklinde oldugu soylenebilir.

Western Blot sonuglarina gore ER stres Gizerinden tetiklendigi gorilen apoptotik
kaskadin dogrulamasi akim sitometrisinde Annexin V/PI boyamasi ile yapilmistir.
Sonuglarin Tablo 5.1’e gore degerlendirmesi yapildiginda kontrole kiyasla Bortezomib
verilen hicrelerde apoptozun 5 kat artigl, Ixazomib verilen hiicrelerde kontrole
kiyasla apoptoz oraninin 4.7 kat arttigi ve ONX 0914 verilen hiicrelerde kontrol
grubuna gore apoptozun 4.1 kat artmis oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Bu veriler
beklenildigi gibi western blot sonuclarini desteklemektedir. inhibitérlerin apoptoz
Uzerindeki etkilerinin birbirlerine ¢ok yakin olsa da western blot sonuglarini destekler
nitelikte oldugu, kontrole gbére apoptoz artisinin Bortezomib, Ixazomib, ONX 0914
seklinde siralandigini sdyleyebiliriz.

Sonug olarak, litaratir bilgileri ve bu tez calismasi verilerine gore g farkli

proteazom inhibitoriiniin benzer etki mekanizmalarina sahip olmalarina ragmen
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Bortezomib, Ixazomib ve ONX 0914’ e kiyasla H295R hattinda daha fazla ER stres ve
buna bagli olarak daha yliksek apoptoz yaratmistir. Ancak H295R hiicre hatti (izerinde
etkinlikleriilk kez bu ¢alisma ile ortaya konan Ixazomib ve ONX 0914’ {in kontrol grubu
hiicrelere kiyasla yarattiklari ER stres ve apoptoz istatistiksel olarak anlamli farkhlikta
ve Bortezomib’ e oldukca yakindir. Buradan yola ¢ikarak proteazom inhibitorlerinin
uygulanmasi, adrenokortikal karsinom gibi agresif ve tedavi seceneklerinin kisitl
oldugu bir hastalikta yeni tedavi yaklasimlari gelismesine sebep olabilir. Ayrica bu
calisma ile H295R hicre hatti Gizerindeki etkisi ilk kez ortaya konan ONX 0914’ (n
adrenokortikal karsinomda oldugu gibi yilksek immunoproteazom ekspresyon
seviyelerine sahip hiicrelerde hedeflenen tedavisine izin verebilir. Buna ek olarak,
diislik veya daha az immunoproteazom ekspresyon seviyesine sahip saghkli hiicreler
bu tedaviden minimum seviyede etkilenecektir. Bu da, kanser tedavisinde yasanan en
blyuk sikintilardan biri olan yan etkileri azaltabilir ve adrenokortikal karsinom gibi
tedavi secenekleri kisitl bir hastalik icin gelecekte immunoproteazomu terapotik bir

hedef haline getirebilir.

" BORTEZOMIB
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v ONX 0914
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Sekil 6.1: H295R Hiicrelerinde Proteazom inhibisyonu.
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