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TURKCE OZET

INSAN PROSTAT KANSERI PC3 HUCRE HATTINDA
PROTEOZOM iNHIBiTORLERINE KARSI GELISTIRILEN
DIRENC MEKANIZMALARININ ARASTIRILMASI

Gilinlimiizde kanser tedavisi icin en umut vaat eden uygulama halen kemoterapi
olmasina ragmen kanser ilaglarina karsi ilag direnci, medikal onkolojideki en biiyiik engel
teskil etmeye devam etmektedir. Kemoterapide meydana gelen basarisizlik sebeplerinin
%90°1, kanserde olan veya olusan ila¢ direnci ile meydana gelen invazyon ve metastazdan
kaynaklanmaktadir. Tiim diinyada prostat kanseri, erkeklerde akciger kanserinden (%14,3)
sonra ikinci (%14,1) en sik goriilen kanser tipidir. Ubiquitin ve proteozom yolag1 (UPY)
proteinler i¢in bir kalite kontrol sistemidir. Hasarli ve yanlis katlanmis proteinlerin yikimindan
sorumludur. UPY; transkripsiyonda, hiicre dongiisiinde, hiicre i¢i sinyallerde, antijen
sunumunda ve epigenetik mekanizmalarda gorev almaktadir. Proteozom inhibitorleri
hematolojik malignitelerde kullanilmaktadir. Bortezomib bir proteozom inhibitériidiir.
Proteozom inhibitorlerinin solid tiimdrlerde kullanilmast umut vadetmektedir. Proteozom
inhibitorlerinin otoimmiin hastaliklarda da kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Hiicrelerin stres
kaynaklarina verdigi yanitlardan biri, hiicrelerdeki molekiiler degisiklikler ile kalic1 bir sekilde
hiicre dongiisii tutuklanmasi olan senesenstir. Senesent hiicreler genellikle biyoaktif proteinler
salgilarlar ve bunlar senesent olmayan komsu hiicreleri uyararak tiimor gelisimine sebep de
olabilmektedir ve ayn1 zamanda yaslanma siirecindeki kronik enflamasyondan sorumlu oldugu
disiiniilmektedir. Bu tezde; bir prostat kanseri hiicre hattt olan PC3 hiicrelerinde [PC3-P,
parental; PC3-R, direngli], klinikte prostat tedavi protokollerinde heniiz kullanilmayan ve
solid tiimorlerde kullanilmasi umut vadeden bortezomib ilacina karsi olusmus ilag direnci
mekanizmalari ile bortezomib’in PC3 hiicreleri {izerindeki senesens rolii arastirilmistir.

Direncli PC3-R ve parental PC3-P hiicrelerinde yaptigimiz bortezomib sitotoksisitesi,
hiicre 6liim modu, AO/EB ¢ift boyamasi ve 3 boyutlu hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda; PC3-R
hiicrelerinin PC3-P hiicrelerine gore ilaca ¢ok daha direncli olduklari, apoptoza daha direngli
olduklar1 ve ilag varliginda bile 3 boyutlu kompleks yapilari olusturarak kendilerini
destekleyebildikleri ve direng mekanizmasinin geri doniisiimli olmadigi gosterilmistir. Direng
mekanizmasini aydinlatmaya yonelik MAPK ve otofajik aktivasyon, 1s1 sok proteinlerin
ekspresyonu gibi incelenen stratejik yolaklarda; stres kosullarinda aktive olan ve dirence
sebebiyet veren bu yolaklarin ve ilgili molekiillerin direngli PC3-R hiicrelerinde degil, parental
PC3-P hiicrelerinde bir sagkalim mekanizmasi olarak aktive olduklar1 gozlenmistir. PC3-R
hiicrelerindeki bortezomib direncinin ilacin baglandigi PSMBS5 enziminde meydana gelen bir
mutasyondan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. PC3-P ve PC3-R hiicrelerinde yapilan
senesens deneyleri sonucunda, senesens markerlerinin bortezomib muamelesi sonucunda
ekseriyetle azaldig1 gézlenmistir ve bu sebeple bortezomibin bir senolitik etkisinin olabilecegi
oOne siirtilmektedir. Buna ek olarak PC3-R hiicrelerinde senesens, PC3-P hiicrelerine gore daha
az goriilmektedir ve bunun ilag direncine bir katkisi olabilir. Son olarak, literatiire gére ERK1
ve ERK2 proteinlerinin fonksiyonel olarak iglevlerinin aymi olup olmadigi hakkinda
tartismalar vardir. Tez calismamizda bortezomib muamelesinden sonra ERKI
fosforilasyonlarinin artarken ERK?2 fosforilasyonlarinin azaldigi goriilmiistiir. Bu olay, ERK1
ve ERK2’nin farkli regiile edilebildigini ve bu sebeple farkli islevler gorebileceklerine isaret
etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, ilag direnci mekanizmalari, proteozom yolagi, proteozom
inhibitdrleri, bortezomib, senesens
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INGILIiZCE OZET

INVESTIGATION OF RESISTANCE MECHANISMS
DEVELOPED AGAINST PROTEASOME iNHIiBiTORS
IN HUMAN PROSTATE CANCER CELL LINE PC3

Chemotherapy is still the most promising application for cancer treatment today.
However, drug resistance to cancer drugs remains the biggest obstacle in medical oncology as
90% of the causes of failure in chemotherapy are due to invasion and metastasis caused by
drug resistance in cancer. Prostate cancer is the second most common type of cancer in men
(14.1%) following lung cancer (14.3%) in the world. Ubiquitin and the proteasome pathway
(UPP) is a quality control system for proteins. It is responsible for the destruction of damaged
and misfolded proteins. UPP is involved in transcription, cell cycle, intracellular signals,
antigen presentation, and epigenetic mechanisms. Proteasome inhibitors are used in
hematological malignancies. Bortezomib is a proteasome inhibitor. The use of proteasome
inhibitors in solid tumors is promising. It is thought that proteasome inhibitors can also be
used in autoimmune diseases. One of the cells' responses to stressors is senescence, which is
a permanent cell cycle arrest by molecular changes in the cells. Senescent cells often secrete
bioactive proteins, which can stimulate neighboring non-senescent cells to cause
tumorigenesis and are also thought to be responsible for chronic inflammation in the aging
process. Bortezomib is not yet used in prostate treatment protocols in clinics and bortezomib
is promising to be used in solid tumors. In this thesis; drug resistance mechanisms against
bortezomib resistance and the senescence role of bortezomib on PC3 cells were investigated
in a prostate cancer cell line PC3 cells [PC3-P, parental; PC3-R, resistant].

In the studies of bortezomib cytotoxicity, cell death mode, AO/EB double staining,
and 3D cell culture performed in resistant PC3-R and parental PC3-P cells; PC3-R cells were
found to be much more resistant to bortezomib and apoptosis than PC3-P cells. We have shown
that the PC3-R cells can support themselves by forming 3-dimensional complex structures
even in the presence of bortezomib and the resistance mechanism in resistant PC3-R cells is
not reversible. In the strategic pathways we examined, such as MAPK and autophagic
activation, the expression of heat shock proteins for elucidating the resistance mechanism; it
has been demonstrated that these pathways and their related molecules, which are activated
under stress conditions and cause resistance, are more strongly activated in parental PC3-P
cells and not in resistant PC3-R cells due to cell survival mechanisms. We think that
bortezomib resistance may be due to a mutation in the PSMBS5 enzyme to which bortezomib
drug binds in the PC3-R cells. As a result of the senescence experiments performed in PC3-P
and PC3-R cells, senescence markers were observed to be decreased to bortezomib treatment
in general, and we, therefore, suggest that bortezomib may have a senolytic effect. Moreover,
it has been observed that senescence is less common in PC3-R cells than in PC3-P cells, and
this may contribute to drug resistance. Finally, according to the literature, there are debates
about whether the ERK 1 and ERK?2 proteins are functionally the same. In this thesis study, it
was observed that ERK 1 phosphorylations increased while ERK2 phosphorylations decreased
after bortezomib treatment. This indicates that ERK1 and ERK2 can be regulated differently
and hence they may possess distinct functions.

Keywords: Cancer, drug resistance mechanisms, proteasome pathway, proteasome inhibitors,
bortezomib, senescence
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1. GIRIS

Kanser hastaliginin anlasilmasindaki gizem, her asamasindaki ¢esitliliginde ve
karmasik yapisinda yatmaktadir. Kanserin temel oOzellikleri (Sekil 1), ¢ok farkli
ozelliklerde kendisini sunan bu hastalig1 anlamada, karmasiklig1 azaltacak bir ¢erceve
sunmaktadir. Bu ¢ercevede yer alan on temel ozellik, timor gelisirken ve malign
dontlistime ugradiginda, kanser hiicrelerinin kazandig1 6zelliklerdir. Bu 6zellikler;
kanser hiicrelerinin immiin sistem tarafindan taninmasindan ve saldirisindan kagis,
tiimor destekleyici enflamasyon, normalden daha ¢ok mutasyona ugramak ve genomik
kararsizlik, stirekli boliinerek cogalabilme yetenegi, hiicre oliimiine karsi direng
gostermesi, biiylimeyi durduran sinyallere karst duyarsiz olmasi, beslenmeye ve
metastaza katki saglayacak sekilde damarlanmanin artmasi, invazyon ve metastaz
yapabilme kabiliyeti, kendi kendine biiylimeyi saglayacak sinyalleri barindirmasi ve
glikoz aliniminin artmasi ve oksijen varliginda bile laktat olusturmasi (Warburg etkisi)

gibi hiicre enerjetiklerinin deregiilasyonudur.

Tim bu 06zelliklerin yaninda tiimér mikro g¢evresinde yer alan hiicrelerin
etkilesimi de yer almaktadir. Tiimor mikro c¢evresinde kanser hiicreleri ile kanser
hiicrelerini destekleyen anjiyogenik vaskiiler hiicreler, ¢esitli tiplerde fibroblastlar ve
infiltre eden immiin hiicreler vardir. Tiimdrleri olusturan neoplastik hiicreler de bir
popiilasyondur ve kendi aralarinda heterojenlik gosterirler. Bu sebeple farkli fenotipik
ozellik gosterebilirler ve de tiimor gelisiminde genetik olarak da farklilasirlar

(Hanahan & Weinberg, 2011; Hanahan & Weinberg, 2017).

Kanser diinyadaki 6liim sebeplerinin ikinci sirasinda yer almaktadir ve 2020
yilinda 18,9 milyon ve 2040 yilinda ise 29,5 milyon yeni vakanin goriilecegi
hesaplanmaktadir (Global Cancer Observatory Database). Klinikte kanser
tedavilerinde yaygin olarak ameliyat, radyasyon terapisi, kemoterapi, endokrin
tedavisi, immiinoterapi, lazer tedavisi ve kombine tedaviler uygulanmaktadir. Bunun
yaninda biyolojinin daha iyi aydinlatilmasi ile 6grenilen bilgi ve mekanizmalara ve
molekiiler genetige dayanan, hiicresel terapi gibi selektif terapiler de uygulanmaktadir.
Tim bu ilerlemelere ve tedavi yontemlerine ragmen giiniimiizde kanser tedavisi i¢in

en umut vaat eden uygulama halen kemoterapidir (Mansoori ve ark., 2017).
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Sekil 1. Kanserin Temel Ozellikleri. Bu sema kanserin cesitli asamalarda edindikleri ve malign hastalik olarak adlandirilmasinda
ihtiva etmesi gereken ozelliklerdir. Genomik kararsizliklar ve beraberinde getirdigi mutasyonlar ile tiimor ¢evresinde timdor
destekleyici enflamasyon, diger sekiz 6zelligin ortaya ¢ikmasindaki iki 6nemli siiriictidiir. Bu sekil, Hanahan ve Weinberg, (2011)
ve Hanahan ve Weinberg, (2017)’den uyarlanmistir ve BioRender ile ¢izilmistir.

Kanser ilaglarma kars1 ilag direnci, medikal onkolojideki en biiyiik engel
olmaya devam etmektedir (Zahreddine & Borden, 2013). Su anda kemoterapide
meydana gelen basarisizlik sebeplerinin %901, kanserde olan/olusan ila¢ direnci ile
meydana gelen invazyon ve metastazdan kaynaklanmaktadir (Mansoori ve ark., 2017).
Kanser tedavi siirecinde goriilen ilag¢ direnci tedaviden 6nce var olabilir ya da sonra
gelisebilir. Kanser terapisine verilen cevaba gore ilag direnci, primer diren¢ ve
kazanmilms direng olarak iki kategoride adlandirilabilir. Primer ilag direnci herhangi
bir tedavi verilmeden once tiimdr hiicrelerinde halihazirda bulunabilir. Buna karsilik
kazanilmis ilag direnci ilk terapi uygulandiktan sonra gelismektedir. Maalesef tedavi
baslangicindan sonra biiyilik bir ¢ogunluk hasta grubunda, bir asamadan sonra ilag
direnci gelismektedir. Kazanilmis kanser ila¢ direncine 6rnek olarak, adenokarsinoma

hastalarinda ameliyattan sonra hastaligin tekrar niiks etme oran1 %50-70tir.



Diger yanda, akut lenfoblastik lenfoma hastalarinin %20’sinde primer ilag¢
direnci goriilmektedir ve tedaviye cevap ilk anda bile vermemektedir. Bu sebeplerden
dolayi, kanser ilag direncine sebep olan mekanizmalarin ortaya ¢ikartilmasi ile daha
etkili ilaglar gelistirilebilir veya daha etkili tedavi planlar1 uygulanabilir (Zahreddine
& Borden, 2013).

Ubiquitin ve proteozom yolagi proteinler i¢in bir kalite kontrol sistemidir.
Genetik mutasyonlar veya translasyonel hatalardan kaynaklanan mutasyonlu
proteinlerin ve yanls katlanmis proteinlerin yikimindan sorumludur (Pohl & Dikic,
2019; Wang ve ark., 2015). Protein iiretimi kalitsal olarak hata yapmaya meyillidir ve
yaklasik olarak her bir 1.000 ile 10.000 arasinda aminoasit eklenmesi sirasinda hata
olusmaktadir (Drummond & Wilke, 2009). Hiicre i¢i homeostazin saglanabilmesi igin
bu mutasyona ugramis proteinlerin ve yanlhs katlanmis proteinlerin ortadan
kaldirilmas: i¢in ubiquitin proteozom yolagina dogru hedeflenmektedirler. Yeni
sentezlenmis proteinlerin yaklasik %30’unun translasyonel veya post translasyonel
hatalardan kaynaklanan bozukluklardan dolayr dogal formlarimi alamadiklari
hesaplanmaktadir. Bircok fizyolojik sartlarda bu hasarli proteinler, poliubiquitin
zincirlerinin takilmasi ile yikilmak tiizere, 26S proteozoma hedeflenmektedirler

(Schubert ve ark., 2000).

Kanser hiicrelerinin normal hiicrelere gore ayirt edici Ozellikleri vardir.
Bunlardan biri, genel olarak ribozom alt {initelerin ekspresyonunda gérev alan c-MYC
transkripsiyon faktoriiniin ekspresyonunun artmasindan kaynaklanan ribozom
miktarinin artmasi (Bastide & David, 2018) veya Okaryotik translasyon baslatici
faktorii elF4E gibi baglatici faktorlerinin aktivitesinin artmasindan kaynaklanan
protein sentez hizinin yiikselmesi ile hiicre ¢cogalmasinin artmasidir (Martineau ve

ark., 2014; Vaklavas ve ark., 2017).

Kanser hiicrelerinde protein sentezinin artmasindan dolay1 translasyonel
hatalar da artmaktadir. Bu sebeple, molekiiler saperonlarin artigi (6rnegin; Hsp27,
Hsp70 ve Hsp90), diizgiin katlanmamis protein yanitinin aktivasyonu, otofajide artis
ve proteozom aktivitesindeki artig birgok tiimor hiicresinde gézlemlenmistir (Santos
ve ark., 2019). Luce ve ark. (1985) HeLa hiicre lizatlarinin retikiilosit lizatlar ile

karsilastirilmasinda 6 kat daha fazla hata oranina sahip oldugunu gézlemlemislerdir.



Benzer sekilde, birkag transforme olmus SV40 hiicre hatlar1 transforme olmayanlar ile
karsilagtiginda 3-kat daha fazla hata oranina sahip oldugu goriilmiistiir (Pollard ve ark.,
1982). Bu sebeple, kanser hiicrelerinde protein sentezindeki hatalarin artmasi ortak bir

0zellik olarak onerilmistir (Luce ve ark., 1985).

Kanser hiicrelerinde translasyonel hatalarin artmasi1 yanlis katlanmig
proteinlerin birikmesine sebep olarak kanser hiicrelerinde protein kalite kontrol sistemi
tizerine biiylik bir agirlik yiiklemektedir. Kanser hiicreleri bu durumdan, hatali
proteinlerinin yikimini, proteozom aktivitesini ve/veya proteozom alt tinitelerinin
sentezini arttirarak iistesinden gelebilir. Birgok c¢esitli kanser tiiriinde (6rnegin; kolon,
prostat, deri, bobrek, akciger, karaciger kanserleri) proteozomlarin, proteozom alt
tinitelerinin ve de proteozom aktivitesinin arttig1r gosterilmistir (Arlt ve ark., 2009;

Chen & Madura, 2005; Stoebner ve ark., 2005).

Kanser hiicrelerinde bu sekilde mutasyonlu ya da yanlis katlanmis proteinlerin
elimine edilmesindeki artis, kanser hiicrelerinde oksidatif stresi azaltir ve apoptozdan
koruma saglar. Bu koruma tiimor gelisimini tesvik eder (Arlt ve ark., 2009; Chen ve
ark., 2017). Ubiquitin proteozom yolaginin kanser hiicreleri i¢in 6nemli olmasi, bu

yolagin kanser hiicrelerinin elimine edilmesi i¢in iyi bir hedef haline getirmektedir.

Hiicreler ekzojen ve endojen stres kaynaklarinin {istesinden gelebilmek icin
farkl sekillerde cevap veririler. Bu stres kaynaklar1 arasinda kemoterapétik ilaglar da
vardir. Hiicrelerin bu stres kaynaklarina verdigi yanitlardan biri, hiicrelerdeki
molekiiler degisiklikler ile kalict bir sekilde hiicre dongiisii tutuklanmasi olan
senesenstir. Hayatin son evrelerine dogru senesent hiicreler dokularda birikmeye ve
cesitli yas ile ilgili patolojilerin ortaya ¢cikmasina sebep olmaktadir. Senesense ugrayan
hiicrelerde kromatin re-modellemesi ile dramatik gen ekspresyon degisiklikleri

meydana gelmektedir (Basisty ve ark., 2020).

Senesent hiicreler genellikle biyoaktif proteinler salgilarlar (Kumari & Jat,
2021; Lasry & Ben-Neriah, 2015). Bu proteinler arasinda, sitokinler, kemokinler,
enzimler ve diger sekretuvar proteinler vardir, Salgilanan bu faktorler, senesent
olmayan komsu hiicreleri uyararak timor gelisimine sebep de olabilmektedir ve aym
zamanda yaglanma siirecindeki kronik enflamasyondan sorumlu oldugu

diisiintilmektedir (Gu & Kitamura, 2012).



Tiim diinyada, 2020 verilerine gore, prostat kanseri erkeklerde akciger
kanserinden (%14,3) sonra ikinci (%14,1) en sik goriilen kanser tipidir (Sung ve ark.,
2021). Sik karsilasilan veya 6ltim riski yiiksek olan kanser tiplerine karsi yeni tedavi
yontemleri gelistirilmesi gerekmektedir. Diger yandan, ilag diren¢ mekanizmalarinin
aydinlatilarak, bunlarda rol alan molekiil veya yolaklar1 hedef alan tedavi yontemleri
bulunmalidir. Tiim bu gereksinimlerden dolay1 bu tezde; bir prostat kanseri hiicre hatt1
olan PC3 hiicrelerinde, klinikte prostat tedavi protokollerinde heniiz kullanilmayan ve
solid tiimorlerde kullanilmasi umut vadeden bortezomib ilacina karsi olusmus ilag
direnci mekanizmalar1 ile bortezomib’in PC3 hiicreleri {izerindeki senesens rolil

arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kanser Ila¢ Diren¢c Mekanizmalar

Kanser tedavilerinde goriilen, ilk anda var olan primer ila¢ direnci ve daha
sonra ortaya c¢ikan kazanilmis ilag direnci c¢ok c¢esitli mekanizmalardan
kaynaklanmaktadir. Primer ilag direncinde kemoterapiden dnce kanser hiicrelerinde
hali hazirda olan faktorler, verilen kanser ilacinin etkisini azaltmaktadir. Diger yandan,
kemoterapi siirecinde ortaya ¢ikan ve gelisen, hedef olan molekiillerin
ekspresyonunun artmasi veya farkli sinyal yolaklarinin aktive olmasi gibi adaptif
yanitlar ihtiva eden hiicrelerin (Sekil 2) kemoterapdtik tedavi ile secilime ugramasi
ve sayica artmalar ile, timorde daha 6nce hassas olunan ilaca karsi duyarliligin

yitirilmesi, kazanilmis dirence 6rnektir.

Kanserler, kompleks doku ¢evresinde gelisirler. Tiimorlerin ve hatta bir timor
icerisindeki tiimor hiicrelerinin heterojenik yapist gibi tiimor mikro ¢evresindeki
tiimorii destekleyen kompozisyon da heterojendir ve degisiklik gosterir, ayrica ilag

direncinin olugmasina da etki ederler (Haider ve ark., 2020).

Kanser hiicreleri geleneksel yontemlere karst direng kazanabilme 6zelligini
barmdirirlar. Bu sebeple aktif tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesi olduk¢a 6nemlidir.
Ilag direnci ilk olarak bakterilerde, antibiyotiklere kars1 gelisen direngte gdzlenmistir.
Daha sonra, birgok hastalikta ve de kanserde bu olay goézlenmistir. Bazi ilag direnci
mekanizmalari hastaliga ya da fenotipine 6zgiidiir. Mikroplarda ve kanser hiicrelerinde
goriilen ilaglarin tasiyict proteinler ile hiicre disina atilmasi ise yaygin goriilebilecek

temel mekanizmalardandir (Hasan ve ark., 2018).

Kanser ilaglarina karsi hiicrelerdeki direng mekanizmalart olduk¢a ¢ok
yonliidiir ve farkli mekanizmalardan temel almaktadir (Sekil 2). Bir sonraki boliimde
kanser ilaglarina diren¢ olusturan temel mekanizmalardan bahsedilecektir. Bunlar
arasinda; onkojenler, ilaglarin etkisizlestirilmesi, ila¢ hedeflerinin degistirilmesi, ilag
disar1 attm pompalari, tiimoér mikro ¢evresi, LncRNA’lar, epidermal mezenkimal
transizyon, DNA tamirinin gii¢clendirilmesi, hiicresel 6liime direng, stres proteinlerinin

iiretilmesinin artmasi, otofaji ve eksozomlar vardir.
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Sekil 2. Kanser ilaglarina karsi kanser hiicrelerinde meydana gelen bazi direng mekanizmalari. A) ilaglarin tastyici proteinler ile
hiicre disina atilmasi. B) flaglar1 pargalayan enzimlerin ekspresyonlarinin artmasi. C) Tlaglarin hiicre igine alinmamasi. D) flaglarin
hedefi olan molekiillerin hiicre i¢inde miktarinin ve aktivitesinin artmasi. E) Ilag reseptorlerinde meydana gelen degisiklik ile
baglanmanin engellenmesi. F) Hiicreler, hiicreler aras1 baglanti yetenegini kaybederek ektomezenkimal hiicrelere doniigebilir. Bu
degisiklik hiicrelerin gégmesine ve invazyonuna sebep olmaktadir. Ektomezenkimal doniisiim tiimor gelisimi, metastaz ve ilag
direnci i¢in esansiyeldir. G) Kanser hiicreleri ve ekstraselliiler matriks elementleri arasindaki iligki dinamiktir bolgesel temastan
daha ileri iliskileri vardir. Ozellikle hiicre baglanmasi aracih ilag direnci, integrinin ekstraselliiler matriks komponentlerinden
fibronektin, kollajen ve laminine baglanmasina baglidir. H) Kanser hiicresinin kendisinden, diger kanser hiicrelerinden ve kanser
mikro ¢evresindeki hiicrelerden salgilanan faktorler tiimorii besleyen anjiyogenezi arttirmasi. I) Cesitli DNA tamir
mekanizmalarinin islevinin artmasi. J) Onkojenlerde meydana gelen mutasyonlar, etkili olan ilaca karsi diren¢ meydana
getirmesi. K) Long non-coding RNA’lar (IncRNA) ilag direncini birkag mekanizma ile regiile ederler; daha sonra anlatilmistir.
L) Otofajinin artmasi, hiicre stresini azaltarak dirence katki sunar. M) Proteozom sayisimim veya islevinin artmasi ile hasarli
proteinler azalir. Protein hemostazindaki stresin azalmasi ilag direncine katki sunar. Bu sekil BioRender ile ¢izilmistir.



2.1.1. Diren¢ Mekanizmasinda Onkojenler

Biiyume faktori reseptorleri

Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)’leri (Wu & Zhang, 2020),
Fibroblast Growth Factor Receptor (FGFR)’leri (Xie ve ark., 2019), Insulin-Like
Growth Factor Receptor (IGFR)’leri (Codony-Servat ve ark., 2017), Vascular
Endothelial Growth Factor Receptor (VEGFR)’leri (Yang ve ark., 2011),
Transforming Growth Factor-Beta Receptor (TGF-BR)’leri (Bhagyaraj ve ark., 2019)
ve Platelet-Derived Growth Factor Receptor (PDGFR)’leri (Shingu ve ark., 1989) gibi

bliytime faktor reseptorleri kemodireng ile iliskilidir.

EGFR; JAK/STATS3, PI3K/AKT/mTOR, SRC/FAK/ROS ve SOS/GRB2/RAS
yolaklarini aktive edebilir ve sag kalim, degisim ve de ¢ogalmadan sorumludur (Sekil
3). EGFR’1n agir1 ekspresyonu NF-kB ve STAT3’ii aktive edebilir ve bu kemodireng
ile iligkilidir. EGFR’deki mutasyonlar, EGFR tirozin kinazlari inhibitorlerine karsi
dirence sebep olmaktadir (Oxnard ve ark., 2011).

Codony-Servat ve ark. (2017) niikleer IGF-1R ekspresyonun artmasinin
metastatik kolorektal kanserinde kemodirence sebep oldugunu gostermislerdir. Yang
ve ark. (2011) adjuvant terapisi alan kiiglik hiicreli akciger kanseri olan hastalarda
VEGFR-2 gen kopya sayisinin artmasinin kemodireng ve daha kisa hayatta kalim ile

iliskili oldugunu gostermislerdir.

TGF-B (Tumor Transforming Growth Factor-f) bir multi-fonksiyonel
sitokindir. Tiimdr mikro ¢evresinde pleotropik rol oynar ve kemodireng ile iligkilidir.
Bhagyaraj ve ark. (2019) TGF-p sinyallerinin akciger kanserinde xenobiotic nuclear
receptor PXR’nin ekspresyonunu indiikleyerek ila¢ direncine sebep oldugunu
gostermislerdir. PXR’1n, ilag disar1 attim pompalarinin ekspresyonunu arttirdiklarini
gozlemlemislerdir. Bunun yaninda PXR antiapoptotik 6zellikleri ile dirence katki
sunmaktadir. Meng ve ark. (2015) epitelyal mezenkimal doniisiimii uyaran ve
forkhead box igeren transkripsiyon faktorii Foxql’in memeli epitelyal hiicrelerinde
kemodirence sebep oldugunu gostermislerdir. PDGFRa ve B direkt olarak Foxql
tarafindan regiile edilebilmektedir. PDGFRa ve B nin knockdown’u Foxql tarafindan

onkojenez etkisini geri dondiirmiistiir.
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Migrasyon / invazyon
Sekil 3. PI3K/AKT, JAK/STAT3 ve RAS/MAPK yolaklarinin aktivasyonu ve etkileri. Bu sekil BioRender ile ¢izilmistir.

PI3K/AKT

PI3K’lar (Phosphatidylinositol 3-Kinases), inositol lipidlerinin inositol halkas1
3’'-OH grubunu fosforile eden bir lipid kinaz ailesidir. Bu yolak iizerindeki
anormallikler kanser hiicrelerinde goriilen ozelliklerdendir. Timoér olusumu ve
gelisiminde ve ilag direncinde rol almaktadirlar (Chen ve ark., 2020). Ornegin,
bunlardan biri de prostat kanseridir (Chen ve ark., 2016). PI3K/AKT nin onkojenik
aktivasyonu; EGFR gibi upstream regiilatorlerinin ekspresyonunun artmasi,
PIK3CA’nin (Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit
Alpha) aktive edici mutasyonu, PI3K down-regiilatorii olan PTEN’in (Phosphatase
and Tensin homolog) ve PIPP’in (Proline-Rich Inositol Polyphosphate 5-Phosphatase)
mutasyonu, delesyonu veya degredasyonu seklinde olabilmektedir (Costa ve ark.,
2018; Guo ve ark., 2018). Wang ve ark. (2018) kolorektal kanserde PIK3CA

mutasyonunun kemodirence sebep oldugunu gostermislerdir.

SOX2 pluripotensi iligkili bir transkripsiyon faktdriidiir ve emriyogenezde ve
hayatin ileri asamalarinda esansiyeldir. SOX2’nin en az 25 kanser tipinde eksprese

oldugu gosterilmistir (Wuebben & Rizzino, 2017). PI3K/AKT1 yolag1 kanser kok



hiicreleri  biyolojisinde de Onemlidir. PI3K/AKT1 tarafindan fosforilasyonu,
SOX2’nin ubiquitinasyonunu baskilayarak SOX2’yi stabil hale getirir. Chen ve ark.
(2020) biiyiik B hiicresi lenfomasinda PI3K/AKT1 inhibisyonunun, R-CHOP
(R:rituximab, C:cyclophosphamide, H:doxorubicin, O:vincristine, P:Prednisolone)
direncini SOX2’yi de stabilize ederek geri dondiirdiigiinii gostermislerdir. Zhang ve
ark. (2018) hepatoselliiler karsinomada PI3K/AKT sinyal yolagini inhibe ederek
sorafenib’e olan direnci kirmislardir. Y. Li ve ark. (2017) hepatoselliiler karsinomada
long non-coding RNA olan IncARSR’nin PTEN-PI3K/AKT yolagini modiile ederek
doxorubicin direncine sebep oldugunu gostermislerdir. INPP4B  (Inositol
Polyphosphate 4-Phosphatase Type II) ekspresyonunun 16semi, melanoma ve kolon
kanserinde artmasinin; proliferasyonu, doniisimii ve ila¢ direncini tetikledigi
gosterilmistir (Rodgers ve ark., 2017). Yu ve ark. (2008) doxorubicin ve etoposide’in
PI3K/AKT sinyal yolagini aktive ettigini ve PI3K inhibitdrii wortmannin’in gastrik

kanserde kemoterapiye kars1 hassasligi arttirdigin1 bulmuslardir.
ERK1/2

ERK’ler (Extracellular Signal-Regulated Kinases 1-5), JNK’lar (C-Jun
Amino-Terminal Kinases 1-3), ve p38 izoformlar1t MAPK’lerin (Mitogen-Activated
Protein Kinase) parcasidir (Sekil 4). Bu ailedeki proteinler sag kalimi, mitozu,
degisimi, metabolizmay1 ve apoptozu kontrol ederler (Zhang & Liu, 2002). ERK
fertleri genellikle hiicre dig1 mitojenik uyaranlarin, tirozin kinazlar ile iliskiye girdikten
sonra olusan sinyallerden aktive olurlar. Sinyaller, RAS/RAF/MEK aksisinden
iletilmektedir (Sekil 4). ERK 1/2'nin birgok kanser tiiriinde kemoterapiye kars1 direng
olusturdugu bildirilmistir. Bunlar; go6giis, kolon, gastrik, akciger, prostat, ovaryan,
Ozofageal, karaciger kanserleri, gliomlar, noroblastomalar ve T hiicresi lenfoblastik
l6semilerdir (Salaroglio ve ark., 2019). ERK1 ve ERK2’de aktive edici mutasyonlar
bulunmustur fakat bu kinazlarin anormal aktivasyonu upstream molekiillerinde
meydana gelen onkojenik mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Boylece hiicre sag
kalimi desteklenir ve hiicreler kemoterapi ve immiin sistemin sagladig1 anti-timor
yanita daha dayanikli olurlar. RAS/RAF/MEK aksinin yaninda bagka bir¢ok faktor de
kanser hiicrelerinde ERK aktivitesini arttirabilir. EGFR, VEGFR, PDGFR, Her2
(Receptor Tyrosine-Protein Kinase Erbb-2), IGF1-R (Insulin-Like Growth Factor 1),

FlIt3 (Fms-Like Tyrosine Kinase 3), ve c-Kit gibi tirozin kinaz reseptdrlerini uyaran
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ekzojen veya otokrin biiylime faktorleri bircok kanserde, ERK1/2’nin downstream

aktivitelerini arttirmaktadir (Salaroglio ve ark., 2019).

Hiicre ve ekstraselliiler matriks arasindaki iliskiler de RAS ve ERK1/2’yi
aktive edebilmektedir. Integrinler ekstraselliiler matriks bagimli sinyali iletmekte
biiyiik rol oynarlar. Integrinler ilgili ligandlarina baglandiginda, FAK (Focal Adhesion
Kinase) gelir ve otofosforile olur. Bu adim ERK1/2’nin fosforile olup aktive olmasi
i¢cin gerekmektedir. Boylece proliferasyon ve metastazi tesvik eder (Salaroglio ve ark.,
2019). Bunlara ek olarak sitokinler, ERK aracili migrasyonu saglarlar. IL-1’in iki
downstream efektorii: Myeloid Differentiation Factor 88 (MyD88) ve Interleukin-1
Receptor—Associated Kinase (IRAK), Actin Capping Protein (ACP) ile ko-lokalize
olarak migrasyon yapan hiicrelerin, simirinda ERKI1/2’yi fosforile ederler.
MyDS88/IRAK/ACP kompleksi IL-1/ERK1/2-aracili migrasyon i¢in gereklidir.
Yapilan bazi caligmalara gore IL-6 veya downstream sinyalleri; MAPK/ERK,
PI3K/AKT veya Jakl/STAT3 sinyal yolaklarin1 aktive ederek kemodirence sebep
olmaktadir (Ham ve ark., 2019; Salaroglio ve ark., 2019). Ham ve ark. (2019) gastrik
kanserde kemodirence, kanser iligkili fibroblastlarin salgiladigi IL-6’nin sebep
oldugunu bulmuslardir. Kullanilan anti-IL-6 reseptdrii antikoru tocilizumab, bunu geri
dondiirmtstiir. IL-6, ileri diizeyde prostat karsinomasi olan ve terapiye direng gosteren

hastalarin serumlarinda artmis bulunmustur (Twillie ve ark., 1995).

ERK’leri aktive eden endojen faktdrler arasinda ROS (Reactive Oxygen
Species), kalsiyum ve hiicre iskeleti iliskili proteinleri vardir. Ornegin, gdgiis
kanserinde ROS, PI3K/AKT/ERK aksini aktive ederek, cyclin D ve CDK4’ii up-
regiile eder ve hiicreyi S-fazina girmeye tesvik eder. Kalsiyum degisimleri K-RAS
tarafindan kontrol edilir, kolorektal kanserde ERK aracili timorogenezi arttir (Pierro
ve ark., 2018). K-RAS’1n mutasyonunun akciger kanserinde gefitinib, erlotinib veya
sunitinib direncine sebep oldugu bildirilmistir. Mitozu ve mikrotiibiil insasini1 kontrol
eden KIF15 (Kinesin Family Member 15), MEK/ERK aksini aktive ederek pankreatik
adenokarsinoma hiicre biiyiimesini tesvik eder (J. Wang ve ark., 2017). Tiim bunlar
iliskili olmayan sinyallerin bile ERK aktivitesini regiile edebildigini gostermektedir.
Uyaran ne olursa olsun sonug olarak hiicre proliferasyonu, invazyonu veya ilag¢ direnci

goriilebilir (Salaroglio ve ark., 2019).
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Sekil 4. Ug temel MAPK yolagi (ERK1/2, JNK, P38). ERK1/2 yolag; sitokinler ve biiyiime faktorleri tarafindan uyarilir. INK
yolagy; stres, bilyiime faktorleri, sitokinler, TGF-f ile uyarilir. P38 yolagi; stres bilyiime faktorleri, sitokinler ve seramitler
tarafindan uyarilir. Bu sekil BioRender ile ¢izilmistir.
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NF-xB

NF-«B ailesi 5 farkli, DNA’ya baglanan protein ailesinden olusmaktadir. NF-
kB proteinleri, hiicre proliferasyonunu hizlandiran, apoptozu baskilayan, hiicre
migrasyonunu ve invazyonunu destekleyen, anjiyogenezi ve metastazi uyaran dogal
ve edinsel immiinitenin anahtar regiilatorlerinden biridir. NF-xB aktivasyonu ¢ok
cesitli etkenlerle olur. Bunlar; viral ve bakteriyel enfeksiyonlar, DNA hasari, ROS,
TNF-o, IL-1B, LPS, isoproterenol, kokain, radyasyon, kemoterapotikler ve
proenflamatuvar sitokinlerdir. NF-kB, bir¢ok kanser tiirlinde hem malign hiicrelerde
hem de tiimor mikro ¢evresinde siirekli aktiftir (Karin & Greten, 2005; Pham ve ark.,
2003; Taniguchi & Karin, 2018; Zheng, 2017). Kemodiren¢ ve radyo direng, NF-
kB’nin regiile ettigi genler tarafindan olmaktadir. Aktive olan NF-«xB, hedef
genlerdeki kB elementleri denen spesifik DNA sekanslarina baglanmaktadir ve immiin
regiilasyon, biiyiime, enflamasyon, karsinogenez ve hiicre sag kalimu ile ilgili 400’lin

lizerinde genin transkripsiyonunu regiile etmektedir.

NF-«B tarafindan regiile edilen COX-2, cyclin D1, Bcl-2, Bel-XL, XIAP,
Survivin, AKT ve kinazlarin ¢esitli kanserlerde kemodirence ve radyodirence sebep
oldugu rapor edilmistir (Li & Sethi, 2010). Bu aktifligin nedeni ¢ok nadiren NF-«kB ile
iliskili genetik degisikliklerdir. NF-xB aktivasyonu, spesifik inhibitorlerinin (IkB),
IxB kinaz kompleksleri tarafindan fosforile edilmesinden ve bu sayede bu
inhibitdrlerin poliubiquitinasyonu ile proteozomal degredasyonuna baglidir. Solid
malignitelerdeki artan NF-«xB aktivitesinin sebebi, Tumour Necrosis Factor (TNF) ve
IL-1 gibi IkB kinaz komplekslerini aktive eden sitokinlerin ekspresyonunun
artmasindan kaynaklanmaktadir. NF-xB, aktivasyonunun kemodirence sahip oldugu
bircok kanserde gosterilmistir (Karin & Greten, 2005; Taniguchi & Karin, 2018;
Zheng, 2017).

Singh ve ark. (2008) MCF7 gogiis kanseri hiicrelerinde, COX-2’nin Bcl-2
ekspresyonuna ve doxorubicin direncine sebep oldugunu gostermislerdir. Harte ve ark.
(2014) BRCA-1 ile indiklenmis kemodirengte, NF-kB’nin kritik bir mediator
oldugunu gostermislerdir. Bcl-2 proto-onkojen ailesi, apoptozun kritik bir
regiilatoriidiir, siklikla da bircok kanserde regiilasyonu bozulmustur. Bcl-2 ve Bel-XL

promoter bolgelerinde NF-kB baglanma bolgeleri tespit edilmistir. NF-kB’yi aktive
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eden kemoterapdtik ilaclar genellikle Bcl-2 ailesi proteinlerini de aktive

edebilmektedir.

Amundson ve ark. (2000) NCI-ACDS (National Cancer Institute's In Vitro
Anticancer Drug Screen) panelindeki 60 hiicre hattinda 10 gen transkriptin (O6AT,
CIP1/WAF1, GADD34, GADD45, GADD153, cMYC, MDM2, BAX, Bcl2, ve Bcl-
xL) basal seviyelerini yaygin olarak kullanilan, 122 standart kemoterapétik ilaca olan
hassasiyet ile karsilastirdiklar1 ¢alismada, Bcel-XL seviyeleri ile ilaca hassasiyetleri
arasinda giiclii bir negatif korelasyon bulmuslardir. Bunun yaninda 70.000 bilesige
kars1 hassasiyetlerini karsilagtirdiklarinda, 1200 bilesige kars1 hassasligin ayni sekilde
negatif korelasyon gosterdigini bulmuslardir. Elde ettikleri verilerden yola ¢ikarak
Bcl-XL’nin sitotoksik ajanlara karsi genel bir diren¢ olusumunda rol aldigini ifade

etmislerdir.

Cyclin D1, hiicre dongiisiinde G1’den S fazina geg¢meyi kontrol eden bir
proteindir. Bir¢ok c¢alismada, Cyclin D1’in bir¢ok kanser tiiriinde ekspresyonunun
artt1g1, bununla birlikte kemodireng ve radyodireng ile iligkili oldugu gosterilmistir
(Biliran ve ark., 2005; Liang ve ark., 2018; Roué¢ ve ark., 2008). NF-«B, Cyclin D1°’i
transkripsiyon diizeyinde kontrol eder ve bunu Cyclin D1 geninin iizerinde yer alan

promoter bolgesindeki ¢esitli yerlere baglanarak yapmaktadir (Li & Sethi, 2010).

Survivin, apoptozu inhibe eden proteinler ailesinden bir proteindir. Programli
hiicre 6liimiiniin ve mitozun 6nemli bir regiilatoriidiir. p50 ve RelB, survivin promoter
bolgesinde bulunan NF-xB bolgesine baglanabilmektedir. Survivin bir¢ok kanser
tiiriinde kemoterapiye ve radyo-terapiye karsi cevabin tahmin edici bir bileseni olarak

bulunmustur.
2.1.2. Diren¢ Mekanizmasinda Ilaclarin Etkisizlestirilmesi

Bir¢ok kanser ilacinin etkisinin gosterebilmesi i¢in in vivo ortama girdiginde
metabolik olarak aktiflesmesi gerekmektedir. Bu tarz ilaglarin aktive olabilmesi igin,
kismi yikimi, modifikasyonu, bir ilacin bagka bir molekiil veya protein ile birlesmesi
gerekmektedir. Baz1 kanserler ila¢ aktiflesmesini engelleyerek direng gelistirebilirler

(Hasan ve ark., 2018).
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Ornegin, platinum temelli ilaglarin ve 6zellikle de cisplatin, sisteinden zengin
olan metallothionein’lere baglanarak inaktive olmaktadir (Kelley ve ark., 1988).
Kolon kanserini tedavi etmede kullanilan, topoizomeraz I inhibitorii olan irinotecan’in,
ilact metabolize eden enzimler ile inaktive oldugu gosterilmistir (Xu & Villalona-
Calero, 2002). GST’ler (Glutathione-S-transferase) biiyiik bir gurup detoksifiye eden
enzimlerden olusmaktadir. Tiim Okaryotlar, sitozolik ya da membrana baglh
GST’lerden igerirler. GST’lerin ekspresyonu bircok toksik ajana karsi hassasligin
belirlenmesinde rol oynamaktadir. Fazla ekspresyonlar1 kemodireng ile iliskilidir
(Hayes & Pulford, 1995; Satta ve ark., 1992). Zou ve ark. (2019) insan akciger, gastrik,
ovaryan kanser hiicreleri (sirastyla A549, SGC7901, SKOV3) ve bunlarin cisplatin’e
direngli olan formlar1 (A549/DDP, SGC7901/DDP, SKOV3/DDP) arasinda yaptigi
caligmalarda, GSTA1’in (Glutathione S transferase isozyme alpha 1) kemodirencin

baskin sebebi oldugunu ortaya koymuslardir.
2.1.3. Diren¢ Mekanizmasinda Ila¢ Hedeflerinin Degistirilmesi

Bir ilacin etkinligi, hedef molekiilinde olusan mutasyonlar veya
ekspresyonundaki degisiklikler ile ortadan kalkabilir ve bu, ilag direncine sebep
olmaktadir. Topoizomeraz II, DNA’nin siiper-coil olmasin1 engelleyen bir enzimdir.
Bazi kanser ilaglar1 topoizomeraz II’yi hedef alirlar. Baz1 hiicre hatlari, topoizomeraz
II geninde mutasyon ihtiva ettiklerinden dolay1, topoizomeraz II’yi hedef alan ilaglara
kars1 direncli hale gelmislerdir (Hinds ve ark., 1991; Zwelling ve ark., 1989). ilag
hedeflerinden biri de EGFR ailesindeki ve alt yolaklarindaki Ras, Raf, Src ve MEK
gibi kinazlardir. Baz1 kanserlerde bu kinazlar siirekli aktiftir ve bunun sebebi
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Diger yandan mutasyonlarin disinda, bunlarin
asir1 ekspresyonu da dirence sebep olmaktadir. Ornegin, HER2 nin (EGFR ailesinin
bir iiyesidir ve bir transmembran reseptdr kinazidir) gdgiis kanseri hastalarinin
%30’unda asir1 eksprese oldugu gosterilmistir ve bu kinazlar1 hedef alan inhibitorler
uzun donem kullanildiginda ilag direnci gelisebilir. Benzer sekilde prostat
kanserlerinin yaklasik %30’unda androjen reseptdr ekspresyonu artmistir ve
leuprolide ve bicalutamide ilaglar ile, androjen tiiketim terapisine karsi, ila¢ direncine
sebep olurlar; ¢iinkii ilag hepsini inhibe etmeye yetmemektedir. Kronik miyeloid

16semi hastalarinin tedavisinde kullanilan imatinib’e karsi direng, imatinib’in hedef
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aldigt BCR-ABL (Break Point Cluster-Abelson) tirozin kinazinda, meydana gelen

mutasyondan kaynaklanmaktadir (Housman ve ark., 2014).
2.1.4. Diren¢ Mekanizmasinda Ila¢ Disar1 Attm Pompalan

Membrana bagl tasiyici proteinlerin dort temel smnifi vardir. Bunlar, iyon
kanallari, tagiyicilar, aquaporinler ve ATP ile calisan pompalar. ATP-binding cassette
(ABC) tastyicilart ATP bagimli pompalara drnektir ve 8 alt aileye ayrilmaktadir. ABC
tagiyicilart genis ¢esitlikteki substratlar1 tagiyan membrana bagli proteinlerden
olusmaktadir. ABC tasiyici proteinleri prokaryotlarda bulunmanin yaninda bitkilerde,
fungilerde, mayada ve hayvanlarda bulunmaktadir. Bu pompalar toksinleri hiicre
disina atarak hiicreleri korumaktadirlar. Bu toksinler bakterilerde antibiyotik
olabilirken, insandaki kanser hiicrelerinde bunlar genellikle anti-kanser ilaglar
olmaktadirlar. ABC tasiyicilari toksinleri digar1 atmanin yaninda aminoasitler,
peptidler, lipidler, siteroidler, safra tuzlari, niikleotidler ve endojen metabolitleri de
tagtyabilmektedirler. Bu sayede, ABC tasiyicilar birgok fizyolojik rol almaktadirlar
(Cree & Charlton, 2017; Robey ve ark., 2018; Vasiliou ve ark., 2009).

Cin hamster’inda kesfedilen P-glycoprotein (P-gp) ve insan homologu olan
ABCBI (ATP-Binding Cassette Subfamily B Member 1) geninin protein iiriinii olan
MDRI1 (Multidrug Resistance Protein 1) ilk kesfedilen ABC tasiyicisidir (Juliano &
Ling, 1976; Roninson ve ark., 1986; Ueda ve ark., 1986). MDR1’in faregillerdeki
homologu, ilaca hassas LR23 hamster hiicrelerine transfekte edildiginde ila¢ direnci
olusturdugu gorilmiistiir (Gros ve ark., 1986). Bu gibi ilk ufuk agan g¢alismalar
dikkatleri ABC tastyicilarina ¢evirmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda insanlarda

49 adet ABC tasiyict genleri belirlenmistir (Vasiliou ve ark., 2009).

Her ABC tastyicisinin substrat spesifikligi bakimindan genis bir tasima
kapasitesi yoktur ve 49 ABC tastyicisi arasinda bazi tasiyicilar ¢ok kiigiik ¢esitlilikte
substrata spesifiktir. Anti-kanser ilacini1 tasima kabiliyeti olan tasiyicilarin substrat
spesifikliginin genis olmasit beklenmektedir. Bu tasiyicilarin da tiimor hiicresi
tizerindeki ekspresyonu da ilag¢ direncine sebep olmaktadir (Mlejnek ve ark., 2017).
Literatiire gore, 49 ABC tastyicisindan en az 20’si anti-kanser ilaglar1 hiicre digina
atabilmektedir (Tablo 1). Bu ABC tastyicilarinin bazilarinin, birkag ilact substrat
olarak disar1 atabildigi diisiiniilmektedir (Borst ve ark., 2006; Ween ve ark., 2015).
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Tablo 1. Kanser ilaglarini digar atabilen ABC tasiyicilart ve inhibitorleri. Bu tablo, Ween ve ark. (2015)’ten uyarlanmustir.

ABC Tasiyic1 isimleri Kanser ilac1 (Substratlarn) inhibitorleri
Cisplatin (Chou ve ark., 2015) Glibenclamide/Glyburide (Hastie ve
ABCALI ark., 2008), JNJ-26854165 (Jones ve
ark., 2013)

ABCA2 Mitoxantrone, Estramustine (Boonstra ve ark., 2004), Belirlenmemis
Methotrexate (Efferth ve ark., 2006)

Nilotinib, Imatinib, Indomethacin (Hupfeld ve ark., 2013),

Dasatinib (Hupfeld ve ark., 2013); Genistein (Dai ve ark., 2015),

Doxorubicin (Steinbach ve ark., 2006), PK11195 (Mendonga-Torres &
ABCA3 Methotrexate (Efferth ve ark., 2006), Mitoxantrone, Roberts, 2013)

Daunorubicin,

Etoposide, Vincristine (Chapuy ve ark., 2008);

Paclitaxel,

Cisplatin (Overbeck ve ark., 2013)

ABCA5 Tasinan substratlar belirlenmemistir. U0126 (Shukla ve ark., 2010)

ABCA6 Tagman substratlar belirlenmemistir. IGF-1 (Gai ve ark., 2013)

Digoxin (Wakaumi ve ark., 2005) MS-209, MK-571, Ochratoxin A,

ABCAS Verapamil, Probenecid (Tsuruoka ve

ark., 2002)
5-Fluorouracil (Huang ve ark., 2004), Actinomycin Agosterol A
D (Safa ve ark., 1987), Bisantrene (Zhang ve ark., Annamycin,
1994), Dasatinib (Hegedus ve ark., 2009), Anthranilamide, Antimalarials,
Daunorubicin (Kartner ve ark., 1983), Digoxin Apatinib (Mi ve ark., 2010), BBA
(Tanigawara ve ark., 1992), (Zhang ve ark., 2012), CBT-1 (Robey
Docetaxel (Wils ve ark., 1994), Doxorubicin (Dalton ve ark., 2008), Cyclosporin A

ABCBI ve ark., 1986), (Pawarode ve ark., 2007), Disulfiram
Epirubicin (Kimiya ve ark., 1992), Etoposide/VP-16 (Sauna ve ark., 2004), Dofequidar
(Pastan ve ark., 1988), (Katayama ve ark., 2009),
Homoharringtonine (Tebbi ve ark., 1991), Elacridar/GG918/ GF120918 (Evers
Paclitaxel (Webster ve ark., 1993), ve ark., 2000), FG020326 (Dai ve
Vinblastine, ark., 2009),

Vincristine, Vindesine,
Vinorelbine (Zhou & Rahmani, 1992)

ABCB4 Daunorubicin, Digoxin, Cyclosporin A, Valspodar/PSC833,
Paclitaxel, Vinblastine (Smith ve ark., 2000) Verapamil (Smith ve ark., 2000)
5-Fluorouracil, Irinotecan, Mitozantrone,

ABCBS Topotecan, Camptothecin (Huang ve ark., 2004) Tastytcinin inhibitri hentiz
Doxorubicin (Frank ve ark., 2005) belirlenmetnistir.

. Doxorubicin (Elliott & Al-Hajj, 2009) Tastyicinin inhibitorii heniiz

belirlenmemistir.

ABCA4, ABCA7,
ABCA9, ABCA10,
ABCAI12, ABCA13,
ABCB6, ABCB7

Tasman substratlar belirlenmemistir.

Tastyicilarm inhibitorleri heniiz

belirlenmemistir.
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Insanlarda en ¢ok rapor edilen ve Coklu Ila¢ Direnci (CID)’e neden olan iic
ABC tasiyicist vardir. Bunlar: MDRI1(ABCB1), MRP1(ABCC1) ve BCRP’dir
(ABCG2). Klasik ilag direnci MDR1 geni tarafindan saglanir. Ik bulunan ve en ¢ok
calisilan ABC tastyicisidir. MDR1, 170.000 dalton agirliginda, iki ATP baglanma
kasetine ve her biri 6 transmembran domaine sahip iki transmembran bolge igeren bir

fosfo-glikoproteindir (Chen ve ark., 1986).

ATP hidrolizini kullanarak genis bir spektrumdaki maddeleri hiicre disina
atabilmektedir. MDR1; karaciger, bagirsak, plasenta, pankreas, bobrek gibi normal
organlarin epitelinde bulunmaktadir (Cordon-Cardo ve ark., 1990). MDR1 birgok ¢esit
kan kanserinde ve solid tiimorde eksprese edilerek ilag direncine sebep olmaktadir ve
taxol, vincristine, etoposide, daunorubicin ve irinotecan gibi bir¢ok kanser ilacinin
hiicre digina atilmasinda gérev almaktadir (Fletcher ve ark., 2016). Imatinib direncli
K562 16semi hiicrelerinde, MDR1 mRNA’sinin ve protein seviyelerinin arttigini

gosterilmistir.

MRP1, ABC tasiyicilarinda C alt ailesinde bulunmaktadir. C alt ailesine ait 13
{iye bulunmaktadir ve bunlardan 9’u CID ile iliskilidir. Bu dokuz ABC tastyicisinin, 2
adet transmembran ve 2 adet sitoplazmik niikleotid baglayan domaini vardir. MRP1’in
MDRI1 ile ortlisen direng profili vardir fakat fizyolojik substrat profili onemli 6l¢iide
degismektedir (Sodani ve ark., 2012; Sun ve ark., 2012). MRP1, bir¢ok, c¢oklu ilag
direncine sahip insan kanser hiicre hatlarinda fazlaca eksprese olmaktadir. Transfekte
edilmis hiicre profilleri ile MRP1’in direng profili karakterize edilmistir (Cole ve ark.,
1994). MRPI1; anthracyclin’lere, vinca alkaloid’lere, epipodophyllotoxin’lere,
camptothecin’lere, methotrexate, saquinavir ve mitoxantrone ilaglarina karsi direng
olusturmaktadir ve MDR1’den farkli olarak taxane’lere diren¢ olusturmamaktadir
(Breuninger ve ark., 1995; Chen ve ark., 1999; Cole ve ark., 1994; Morrow ve ark.,
2006; Williams ve ark., 2002; Zaman ve ark., 1994).

BCRP, 655 aminoasitlik 72 kDa agirliginda bir proteindir. ATP baglayan bir
kism1 ve 6 heliks yapida transmembran domaini vardir (Xu ve ark., 2004). BCRP
prostat, plasenta, kiiciik bagirsak, beyin, karaciger ve yumurtaliklardaki hiicrelerin
plazma membranlarinda temel olarak bulunmaktadir. MCF-7/AdrVp c¢oklu ilag

direncine sahip bir gogiis kanseri hiicresidir. Bu hiicre hatti ile parental MCF-7
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hiicrelerinde yapilan RNA ¢alismalarinda, direngli hiicrelerde, parental hiicrelere gore
daha fazla eksprese edilen bir ATP bagimli tastyici proteinini kodlayan RNA’nin daha
fazla eksprese oldugu bulunmustur. Bu c¢alismay1 yapan Doyle ve ark. (1998) buna
Breast Cancer Resistance Protein (BCRP) adin1 koymuslardir. Mitoxantrone’a direngli
kolon kanseri hiicrelerinin (S1-M1-80), BCRP tasiyicisini yiiksek miktarda eksprese
ettigi bulunmustur, bu sebeple BCRP’ye aym1 zamanda Mitoxantrone-Resistance

Protein (MXR) da denmistir (Miyake ve ark., 1999).

Gogilis kanseri ve kolon kanseri disinda BCRP’nin fazla eksprese edilmesi ile
mitoxantrone direnci gastrik karsinoma, fibrosarkoma, glioblastoma, miyeloma gibi
cesitli kanserlerde de gozlenmistir (Robey ve ark., 2001; Ross ve ark., 1999; Volk ve
ark., 2002). Insan yumurtalik kanseri IGROV1 hiicre hattindan elde edilen ve
topotecan veya mitoxantrone ile se¢ilmis hiicre hatlarindaki (T8 ve MX3, sirasiyla) ve
insan gogiis kanseri hiicre hattt MCF-7/TPT3000°deki BCRP’nin asir1 ekspresyonu,
SN-38’e (irinotecan’1n aktif bir maddesi) direnc¢li olmasina sebep oldugu gosterilmistir

(Maliepaard ve ark., 1999; Yang ve ark., 2000).

Tiimdrler i¢inde bulunan ve kiigiik bir popiilasyon olan kanser kok hiicreleri
tiimoriin tekrarlanabilmesine sebep olabilir. Zhou ve ark. (2001) BCRP proteinini
kodlayan BCRP1 geninin ¢esitli 6nciil kanser kok hiicrelerinde yiiksek oldugunu ve
bunun bir marker olarak kullanilabilecegini rapor etmiglerdir. Scharenberg ve ark.
(2002) hematopoietik kok hiicrelerde benzer bir BCRP ekspresyonu oldugunu

gostermislerdir ve bir molekiiler marker olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.
2.1.5. Diren¢ Mekanizmasinda Tiimor Mikro Cevresi

Hiicreler arasi iletisim ve hiicrelerin ¢evreleri ile olan iletisimi, hiicre biiyiimesi
icin ¢ok 6nemlidir ve homeostazin saglanmasinda rol alir. Bu, timor hiicreleri i¢in de
boyledir. Normal dokularda hiicrelerin dontistime ugramis durumlari ve dokular arasi
belirlenmis béliimler korunarak homeostatik ¢evre korunmaktadir. Tiimor olusumu ve
gelisimi normal doku yapisinin ve hiicre profilinin bozulmasi ile iliskilidir. Intrinsik
mekanizmalardan farkli olarak tiimor mikro ¢evresi, tiimorlerin olusumunu, gelisimini

ve ilag direncini kontrol eden bir ekstrinsik mekanizmadir.
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Tiimori engelleyen bir mikro ¢evre, tiimor olusumuna izin veren ve gelisimini
tesvik eden bir hale gelebilmektedir (S. C. Li ve ark., 2017; Maturu ve ark., 2017;
Straussman ve ark., 2012; G. Y. Wang ve ark., 2017). Tiim6r mikro ¢evresinin, kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini, metastazint ve ila¢ direncini etkileyen en 6nemli
faktorlerden biri oldugu kabul edilmektedir (Burmakin ve ark., 2017; Dzobo ve ark.,
2016a; Dzobo ve ark., 2016b; Fuhrmann ve ark., 2017; Nordby ve ark., 2017; Ring ve
ark., 2017). Tiimor mikro ¢evresinde normal stroma hiicreleri, ekstraselliiler matriks,
sitokinler ve biiylime faktdrleri gibi ¢6ziinmiis faktorler vardir. Tiimor-timor hiicreleri
iletigimi, tlimdr-stromal hiicreleri iletisimi, timor ve ekstraselliiler matriks ara yiizi
arasindaki etkilesim ve tlim bunlarin hepsi ayn1 anda etkili olarak ila¢ direncini kontrol

edebilmektedir (Qu ve ark., 2019).

Solid dokularda fibroblastlar yapisal iskelete ve fizyolojik homeostazin
stirmesine katki saglarlar. Kanser iligkili fibroblastlar ise normal bireylerine gore
fonksiyonel olarak farklidir ve genellikle patolojik 6zellik gdosterirler. Fibroblastlar,
lokal doku c¢evresinden saliman Fibroblast Growth Factor (FGF), Monocyte
Chemotactic Protein 1 (MCP1), Platelet-Derived Growth Factor (PDGF), Tissue
Inhibitor of Metalloproteinase 1 (TIMP-1) ve TGF-f ile kanser iliskili fibroblastlara
dontisebilirler (Quail & Joyce, 2013; Song ve ark., 2015).

Tiimoér mikro c¢evresinde aktive olan kanser iligkili fibroblastlar, NF-xB
bagiml sekilde timdr proliferasyonu i¢in, proenflamatuvar faktorler salgilarlar. Yuan
ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢alismaya gore, tamoxifen’e direngli gogiis kanseri
hiicrelerinde, G Protein-Coupled Estrogen Receptor (GPER)/EGFR/ERK sinyalleri,
B1-integrin ekspresyonunu arttirip ve asagi yolaklardaki kinazlar1 aktive ederek,
kanser iligkili fibroblastlar ile iliskili hiicre migrasyonuna sebep olmaktadir. Kanser
iliskili fibroblastlar, kanser hiicreleri ile sinerjetik bir iliski kurarlar ve malignitelerine
ve kemoterapotik direnclerine katki saglarlar. Standart kemoterapiler fenotipik ve
metabolik olarak fibroblastlari, kanser iligkili fibroblastlara doniistiirebilir. Boylece,
yiiksek derecede glikolitik, otofajik ve proenflamatuvar bir mikro ¢evrenin olusmasini
saglarlar. Bu katabolik mikro ¢evre, orada bulunan kanser hiicrelerinde antioksidan
yaniti, stemness (Sonic hedgehog/GLI signalling) ve interferon aracili sinyalleri aktive

eder (Peiris-Pages ve ark., 2015).
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Tiimo6r damar aglari; yeni damar olusumlarindan, olgunlasmis damarlarin
modifikasyonundan veya kemik iligindeki endotelyal Onciilerin degisimi ile
olusmaktadir. Bunlarin hepsi damar gelisimine etki eder ve heterojeniteyi saglar
(Junttila & Sauvage, 2013; Weis & Cheresh, 2011). Mezenkimal kok hiicreler, timor
iliskili makrofajlar ve kanser iligkili fibroblastlarin hepsi, timoér mikro ¢evresine
anjiyogenez ile ilgili ligandlar1 salgilayarak damarlanmaya katki saglamaktadirlar.
Tiumor ile iligkili endotel hiicreler normal endotel hiicrelerden birkag yonden
farklidirlar ve farkli gen ekspresyonlarina sahiptirler. Chemokine CXC Motif Ligand
Receptor 7 (CXCR7) ozellikle timor iliskili endotel hiicrelerinde ekspresyonu
artmistir ve ERK1/2 fosforilasyonu {izerine anjiyogenezi arttirmaktadir. CXCL12, bir
CXCR7 ligandidir ve ilging bir sekilde tiimdr iligkili endotel hiicrelerinin bulundugu
hiicre besiyerinde bulunurken normal endotel hiicrelerinin  besiyerinde
bulunmamaktadir. CXCLI12-CXCR7nin otokrin dongiisii; tiimor endotelyal hiicre
iligkili proanjiyogenez, timor biiylimesi, akciger metastazi ve direnci ile iliskilidir ve
bu sebeple anti anjiyogenez temelli terapilerde bir hedef teskil etmektedir (Yamada ve

ark., 2015).

Yakin bir zamanda, VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) reseptdrii
inhibisyonuna kars1 olan direncin hipoksiyadan kaynaklanan rezidiiel VEGF ve diger
proanjiyogenik faktorlerden kaynaklandigi gosterilmistir ve bu faktorleri hedefleyen
ajanlarin beraber kullanilmasinin tek basina VEGF yolag1 blokajindan daha iyi sonug
verecegi hipotezi ortaya konmaktadir. Fakat sorafenib, temsirolimus ve bevacizumab
sinerjetik olarak beraber verilmesi, tek basina gore, bevacizumab mono terapisine
gore, daha iyi sonu¢ vermemistir fakat daha ileri ¢aligsmalar yapilmasi gerekmektedir

(Flaherty ve ark., 2015).

Ekstraselliiller matriks, timdr mikro ¢evresindeki hiicre tipleri araciligi ile
iiretilmektedir ve tiimor mikro ¢evresindeki hiicresel olmayan kisimdir. Temel olarak
proteinler, glikoproteinler ve glikanlardan olugmaktadir (Lu ve ark., 2012).
Ekstraselliiler matriks yapisal destek icin bir fiber network olusturmaktadir ve hiicre
aktivitelerini kontrol etmektedir. Kanser hiicrelerinin bircok davranisi, ¢evresindeki
mikro ¢evreden etkilenmektedir (Martino ve ark., 2014). Erken yas donemlerinde

ekstraselliiler matriks bir koruma gibi davranarak kanseri dnlemektedir fakat ileriki
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donemlerde patolojik durumlar1 ve 6zellikle tiimorogenezi desteklemektedir (Klemm

& Joyce, 2015).

Timor ile iligkili ekstraselliler matriks normal dokudan farklilik
gostermektedir ve kemotaksis ile invazyon i¢in temel bir iskelet gibi gorev alir (Friedl
& Alexander, 2011). Kanser hiicreleri ve ekstraselliiler matriks elementleri arasindaki
iliski dinamiktir bolgesel temastan daha ileri iliskileri vardir. Ozellikle hiicre
baglanmasi aracili ilag direnci (Cell Adhesion-Mediated Drug Resistance (CAM-
DR)), integrinin ekstraselliiler matriks komponentlerinden; fibronektin, kollajen ve
laminine baglanmasia baglhidir (Senthebane ve ark., 2017). Ornegin, gogiis kanseri
hiicrelerinde ekstraselliiler matrikse kenetlenme polarizasyonlarin1 degistirerek,
etoposide ile indiiklenmis apoptoza kars1 kemodireng olusturmaktadir (Weaver ve ark.,
2002). Ekstraselliiler matriks ile kanser hiicreleri arasindaki iligskide, ekstraselliiler
matriksin hayatta kalma proteinlerinin aktivasyonu araciligi ile kemodirence sebep
oldugu distiniilmektedir. Bu hayatta kalma yolaklar1 PI3K/AKT, p53 ve MAPK dir
ve ekstraselliiler matrikse baglanmadan sonra aktive olduklar1t gosterilmistir

(Senthebane ve ark., 2017).

Kollajen, ekstraselliiler matriksin ana proteinidir, kanser hiicrelerinin
kiimelenmesine ve invazifligine sebep oldugu bilinmektedir. Dokulardaki kollajenin
yapisal organizasyonu ve miktar1 indirekt olarak ilaglarin etkisini etkileyebilmektedir.
Tip I ve Tip IV kollajen kanser hiicreleri lizerinde bulunan integrinler ile baglanarak
ilag direncini tesvik etmektedir (Armstrong ve ark., 2004; Sethi ve ark., 1999).
Kollajenden zengin bir ortamin MEK-ERK ve Wnt/B-catenin gibi bazi yolaklar1 aktive
ettigi bilinmektedir. Kollajen gibi ekstraselliiler matriks proteinlerinin kanser hiicreleri
tarafindan ekspresyonlarinin artmas: kemoterap6tik ilaglarin kanser dokularina
yayilmasmi azaltmaktadir. Ornegin paclitaxel ve topotecan’a direngli yumurtalik
kanser hiicre hattinda artan kollajen miktar1 ekspresyonu bu ilaglara karsi olusan
direncte etkili oldugu diisiiniilmektedir (Januchowski ve ark., 2016). Ayni sekilde ilaca
direngli MCF-7 hiicrelerinde yapilan gen ekspresyon analizlerinde kollajeninde i¢inde
bulundugu, fibronektin ve syndecan gibi ekstraselliiler matriks proteinlerinin gen

ekspresyonlarinin arttigi goriilmistiir (Iseri ve ark., 2010).
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Fibronektin; biiyiimede, degisimde, adezyon ve migrasyonda ¢ok dnemli bir
rol oynar. Fibronektin bir glikoproteindir ve ekstraselliller matrikste hiicreleri
kollajene baglar ve hiicrelerin ekstraselliiler matrikste hareket etmesini saglar.
Fibronektin hiicre ylizeyi integrinlerine ve kollajene baglanarak hiicrelerin iskeletini
tekrar organize etmesini saglayarak hiicrelerin hareket etmesini saglar. Fibronektin
yara iyilesmesinde ve kanserin baslamasinda ve gelismesinde anahtar rol almaktadir

(Gopal ve ark., 2017; Pankov & Yamada, 2002).

Akciger kanserinde, akciger kanseri hiicrelerinin fibronektine baglandiktan
sonra apoptozu indiikleyen terapotik ilaglara karsi direng kazandiklart gézlenmistir.
Fibronektin, laminin ve kollajene baglanan kiiciik hiicre akciger kanseri hiicreleri;
normal petri plastigine baglanan hiicrelere gore apoptozu indiikleyen kemoterapotik
ilaglara kars1 daha fazla dirence sahiptir (Rintoul & Sethi, 2002). Xing ve ark. (2008)
yiiksek derecede metastatik A2780 ve MDA-MB-231 gogiis kanseri hiicrelerinde,
hiicrelerin fibronektine baglanmasindan sonra Akt fosforilasyonunun olustugunu ve
bu hiicrelerin 6nemli derecede docetaxel ile indiiklenmis apoptoza kars1 kemodireng

kazandigin1 gostermislerdir.

Laminin, baz1 kanserlerin invazif davranislarinda onemli rol almaktadir.
Laminin-332, epitelyal-mezenkimal gecis i¢in bir markerdir ve hiicre baglanmasini ve
migrasyonunu regiile eden a3, B3 ve y2 zincirlerinden olusan heterodimer bir yapisi
vardir. Fukazawa ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢calismada kolorektal kanserde, Laminin 33
ekspresyonunun zayif hastalik iyilesmesi ve 5-FU (5-Fluorouracil) temelli kemoterapi
rejimlerinde direng ile iliskili oldugunu gostermislerdir. Bagska bir caligmada,
paclitaxel’e direncli A2780 yumurtalik kanseri hiicre hattinda yapilan gen ekspresyon
analizlerinde Laminin B1’in 20 kattan daha fazla oranda artti§1 gozlenmistir
(Januchowski ve ark., 2014). Laminin ile indiiklenmis FAK fosforilasyonu pankreatik
kanser hiicreleri hattinda gemcitabine’e kars1 kemodireng ile iliskilendirilmistir
(Huanwen ve ark., 2009). Govaere ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢alismada insan
hepatoselliiler kanser hiicrelerinde Laminin-332’nin, K19 keratin (biliary/HPC
marker) ekspresyonunu arttirdigi ve de sorafenib ve doxorubicin ilaglarina karsi

direnci arttirdigini1 gostermislerdir.
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2.1.6. Diren¢ Mekanizmasinda Kanser Kok Hiicreleri

Kanser kok hiicreleri popiilasyonlari, birgok hematopoietik ve solid tiimorlerde
tespit edilmistir. Kanser kok hiicreleri bu tlimdrlerin baslaticisi, stirdiiriiciisii ya da
tekrar ortaya cikaran sebep olabilmektedir. Tiimor icerisinde kiiciik bir popiilasyonu
olusturmaktadirlar ve kendini yenileyebilme ve heterojen kanser kalitimi1 gdsterme
kabiliyetindedirler (Barker ve ark., 2009; Blanpain & Simons, 2013; Clevers, 2011).
Tlmorlerin genis bir genetik kararsizlik igerdigi kabul edilmektedir. Genetik analizler
ve fonksiyonel caligmalar I8semilerdeki ve solid tiimoérlerdeki kanser kok
hiicrelerindeki genetik farkliliklarin daha aktif bir proliferasyon kapasitesi ve terapi
direnci ile iligkili oldugunu gostermistir (Kreso ve ark., 2013; Notta ve ark., 2011).
Akciger, karaciger, gogiis, glioblastoma, pankreatik ve kolon kanserlerindeki kanser
kok hiicrelerin hem in vivo hem de in vitro olarak kemoterapiden belirgin olarak daha

az etkilendikleri gosterilmistir.

Bertolini ve ark. (2009) yaptiklar ¢alismada akciger kanserinde CD133"ESA*
(CD133" Epithelial-Specific Antigen-Positive) tagtyan bir hiicre popiilasyonun normal
akciger dokusuna oranla daha ¢ok arttigini belirlemislerdir. Bu hiicreler SCID
farelerde daha cok tiimorojenik potansiyele sahiptir ve CDI133™ hiicreler ile
karsilastirildiginda motilite, adezyon, ilag disar1 atim1 ve stemness ile ilgili genlerin
daha ¢ok eksprese oldugu belirlenmistir. Kanser hiicrelerinin cisplatin ile muamelesi
CD133" hiicre sayisinda artisa sebep olmustur. Bu CD133" hiicreler CD133™ hiicreleri
ile karsilastirildiginda, CD133" hiicrelerde ¢oklu ilag direncine sebep oldugu bilinen
ABCC tagic1 protein ailesinden farkli birimlerin miktarmin arttigr tespit edilmistir.

ABCB ve ABCG2 mRNAs1 da ayni sekilde yilikselmistir.

Konvansiyonel kemoterapiler, etki mekanizmalarindan biri olarak DNA
hasarma yol agar ve mitokondriyal yolaktan kanser hiicrelerini 6liime
gotlirebilmektedir. Bu da apoptotik denge icerisinde bulunan anti- ve pro-apoptotik
sinyallerin anti-apoptotik proteinler yoniine kaymasi ile olmaktadir. Kemoterapiye

diren¢ mekanizmalarindan biri apoptoz indiiksiyonunun bloke edilmesidir.

Colak ve ark. (2014) kolon kanserinde bulunan kanser kok hiicrelerindeki
kemodirencin sebebinin buna bagli olup olmadiginin bulunmasi i¢in BH3 profilleme

deneyleri yapmiglardir. Sferoid hiicreler, BH3 peptidleri ile muamele edilmistir ve
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mitokondriyal depolarizasyonlar1 Ol¢iilmiistiir. Kanser kok hiicreler ile doniisiime
ugramis hiicreler karsilastirildiginda, kanser kok hiicrelerinde daha az depolarizasyon
goriilmiistiir. Bu sebeple, kolon kanseri hiicrelerinin mitokondriyal yolaktan 6lmesi
zor olmaktadir. Bu c¢alismada anti-apoptotik protein Bcl-XL’nin ABT-737 veya
WEHI-539 ile inhibe edilmesi, hiicrelerin direncini kirmistir ve kolon kanseri kok
hiicrelerini kemoterapiye hassas hale getirmistir. Todaro ve ark. (2007) kendi
yaptiklar1 calismalarda, CD133" kok hiicre markeri tasiyan kolon kanseri kok
hiicrelerin oraninin timor igerisinde %?2 oraninda oldugunu ortaya koymuslardir. Bu
doniisiime ugramamis hiicreler in vitro ortamda sferoid olarak biiylimektedirler.
Analizler sonucunda bu CD133" hiicrelerin, IL-4 iireterek kendilerini apoptozdan
koruduklar1 belirlenmistir. IL-4-R alpha antagonisti veya anti-IL-4 notralize edici
antikorlarin oxaliplatin ve 5-fluorouracil’e direngli bu hiicreleri kemoterapétik ilaglara

tekrar hassas hale getirdigini gdsterilmistir.

Benzer bir sekilde, Eramo ve ark. (2006) glioblastoma hastalarindan elde
ettikleri kanser kok hiicreleri ile yaptiklar1 caligmalarda, kullandiklar1 farkli tiim anti-
kanser ilaglarina kars1 direngli olduklarini gézlemlemislerdir. ilag direncine sebep olan
mekanizmanin tastyici proteinler olup olmadigini gérmek icgin floresan isaretli
doxorubicin ile muamele etmislerdir. Konfokal analizler sonucunda, ilacin hiicre
icinden atilmadigim1 gorerek diren¢ mekanizmasinin ABC tasiyicilarina bagh
olmadigin1 gostermislerdir. Glioblastoma kanser kok hiicrelerindeki direncin hiicre

6liim yolaklarindaki anormalliklerden kaynaklanabilecegini 6ne siirmiislerdir.

Kanser kok hiicrelerini hedef almak icin kullanilan terapotik stratejiler bu
hiicrelerdeki hayatta kalma yolaklarin1 ya da kendini yenileme yolaklarin1 hedef
almaktir. NOTCH, Hedgehog ve WNT bu yolaklar arasindadir (Korkaya & Wicha,
2007). Ginestier ve ark. (2010) in vitro ve fare modellerinde yaptiklar1 ¢caligmalarda
IL-8 reseptorii CXCR1’in, bir CXCRI1 inhibitorii repertaxin ile veya antikorlar ile
bloke edilmesi ile, her iki ¢aligma modelinde de gogiis kanseri kok hiicrelerinin
azaldigin1 gostermislerdir. CXCRI1 sinyallerinin, FAK/AKT sinyal yolag: lizerinden
etki ettigi bilinmektedir. FAK aktivasyonu FAS aracili apoptozu baskilayarak hiicre
canliligmi arttirmaktadir. Bu sebeple yazarlar, kanser kok hiicrelerindeki

kemodirencin sebebinin bu olabilecegini 6ne siirmiislerdir.
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Hermann ve ark. (2007) insan pankreatik kanser dokusunun CD133
ekspresyonu ile tanimlanan kanser kok hiicrelerine sahip olduklarini, yiiksek derecede
tiimorojenik  olduklarin1  ve standart kemoterapilere direngli  olduklarini
gostermislerdir. Aym1 zamanda, CD133" CXCR4" eksprese eden farkli kanser kok
hiicrelerinin metastatik bir fenotip oldugunu gostermislerdir. Benzer sekilde, Ma ve
ark. (2008) hepatoselliiler karsinomada CD133" fenotipi ile karakterize edilmis bir
kanser kok hiicre popiilasyonu belirlemislerdir. Insan hepatoselliiler karsinomasindan
izole ettikleri hiicre hatt1 ile olusturduklar1 ksenograft fare iizerinde doxorubicin ve
fluorouracil ajanlari ile incelemelerinde, CD133" olan hiicrelerin olmayanlara gore
daha ¢ok kemodirence sahip olduklarimi gostermiglerdir. Ayrica CDI133"
hepatoselliiler kanser kok hiicrelerindeki direncin sebebinin, AKT/PKB ve Bcl-2
yolaklarinin aktivasyonu ile oldugunu gostermislerdir. Abubaker ve ark. (2013) iki
farkli yumurtalik kanser hiicre hattinda (epitelyal OVCA 433 ve mezenkimal HEY);
cisplatin, paclitaxel ve her ikisinin birlikte muamele edilmesi ile protein ve mRNA
seviyesinde kok hiicre markerlerini tasiyan hiicrelerde yiiksek bir artis oldugunu
gostermigstir. Cisplatin ve paclitaxel enjekte edilmis fare tiimorlerinde yapilan
immiino-histokimyasal ¢aligsmalarda hiicrelerde proliferatif antijen Ki67, onkojenik
CA125, epitelyal E-cadherin ve kanser kok hiicre markeri Oct4 ve CD117°nin daha
fazla boyandig1 gortilmiistiir. Ayrica kemoterapdtik ilaglara karst yumurtalik kanser
hiicrelerinin, sferoid olusturma yeteneklerinin arttigin1  gozlemlemislerdir. Bu
caligmalar, kisa donem kemoterapi uygulamasinin, arkasinda kanser kok hiicresi
ozelliklerinde hiicreler biraktigin1 ve metastatik potansiyeli arttirdigini1 géstermektedir.

Bu da kemodirencin ve ilk terapi sonrasi niiksiin sebeplerini agiklamaktadir.

Kemodirencin yaninda, kanser kok hiicreleri, radyoterapiye karsi da direng
gostermektedirler (Baumann ve ark., 2008). Bao ve ark. (2006) yaptig1 ¢calismalarda,
gliomalarda radyoterapiden sonra noral kok hiicrelerde ve kanser kok hiicrelerinde
bulunan CD133 eksprese eden tiimor hiicrelerinin arttigini géstermislerdir. Yaptiklari
in vitro ve fare ¢alismalarinda CD133 eksprese eden glioma hiicrelerinin, etmeyenlere
gore daha fazla iyonize radyasyonda hayatta kaldiklarini gdstermislerdir.
Caligmalarinda, kanser kok hiicrelerinin glioblastomada radyodirence, DNA hasar
yolag1 yanmitin1 uyardiklar1 ve DNA tamir etme kapasitesini arttirmalar ile katki

sagladiklarini ortaya koymuslardir.
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2.1.7. Diren¢ Mekanizmasinda Long Non-Coding RNA’lar

Long non-coding RNA’lar (IncRNA) ilag direncini birkag mekanizma ile

regiile ederler. LncRNA’lar, ila¢ direncini direkt bir mekanizma ile etkilemezler.

Genellikle ila¢ direncini, ara regiilator faktorlerin ekspresyonunu regiile ederek

yaparlar. Cogu IncRNA’nin ekspresyonundaki artis ila¢ direncini tegvik ederken,

sadece bazi IncRNA’larin inhibe edici etkisi vardir (Zhao ve ark., 2019).

LncRNA’larin kanser ila¢ direncine sebep oldugu mekanizmalardan bazilar1 asagida

aciklanmaktadir. Tablo 2’de kanser ilag direnci ile iliskilendirilmis IncRNA’lardan

bazilarina ornekler verilmektedir.

Tablo 2. Kanser ilag direnci ile iliskilendirilmis IncRNAlara ait baz1 rnekler, Zhao ve ark. (2019)’dan uyarlanmigtir.

Kanser tipi

LncRNA’lar

ilac direnci

Fonksiyon

XIST (Sun ve ark.,

NSCLC hiicrelerinde otofajiyi baskilayarak ila¢ direnci

Cisplatin
2017) olusturmasi.
KCNQIOT!  (Ren
Akciger kanseri Paclitaxel Kemoterapétik direncin arttirilmasi.
ve ark., 2017)
AK 126698 (Yang ve Wnat sinyal yolaginin baskilanmasi ve cisplatin direncinin
Cisplatin
ark., 2013) azalmaslt.
) ) MRUL (Wang ve .
Gastrik kanseri Vincristine ABCBI ekspresyonunu arttirmasi.
ark., 2014)
HI9 (Si ve ark,
Paclitaxel Pro-apoptotik gen, BIK’in susturulmasi.
2016)
UCALI (Liu ve ark., ) P27 protein seviyesinin baskilanmasi ve timor
Tamoxifen
2016) hiicrelerinin biiylimesinin artmasi.
Gogiuis kanseri
ATB (Shi ve ark., Hiicre proliferasyonunun, invazyon ve metastazin
Trastuzumab
2015) desteklenmesi.
BCAR4  (Godinho . ) .
Tamoxifen ERBB2/ERBBS3 sinyallerinin artmast.
ve ark., 2010)
Lnc-VLDLR Sorafenib, . . .
Hepatoselliiler ) ) Hiicre  dongiisiiniin ~ tesvik  edilmesi, ABCG2
(Takahashi ve ark., | Camptothecins,
karsinoma ekspresyonunu baskilamasi.
2014) Doxorubicin

Kolorektal kanser

SNAR (Lee ve ark.,
2014)

5-Fluorouracil

SNAR ekspresyonun azalmasi, 5-Fluorouracil ilag

direncine sebep olmaktadir.

NCRAN (Zhu ve

Mesane kanseri Cisplatin Apoptozun baskilanmasi ve ilag direncinin artmast.
ark., 2011)
FENDRR (Kun-
Osteokarsinoma Doxorubicin ABCBI1 ve ABCC’nin ekspresyonun azaltilmasi.
Peng ve ark., 2017)
Hiicre proliferasyonu ila¢ direnci ile iligkilidir. LncRNA LUCATI,

osteokarsinoma hiicrelerinde, methotrexate direncine miR-200c/ABCB1 iizerinden

sebep olmaktadir. Bunun yaninda, osteokarsinoma hiicrelerinde ila¢ direnci ile iligkili
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genlerin ekspresyonunu arttirmakta, proliferasyon ve invazyonu tesvik etmektedir
(Han & Shi, 2018). Diger yandan, IncRNA FENDRR ise ABCB1 ve ABCC’yi
baskilayarak osteokarsinoma hiicrelerini doxorubicin’e kars1 hassas hale getirmektedir
(Kun-Peng ve ark., 2017). LncRNA TUGI, kolorektal kanser hiicrelerinde miR-
186/CPEB?2 hatti tizerinden methotrexate direncine sebep oldugu belirlenmistir (P. Li
ve ark., 2017).

ABC, MRP (Multidrug Resistance Associated Protein) ve CTP (Copper
Transport Protein) gibi tasiyict proteinlerin ekspresyon seviyeleri, ilaglarin hiicre
disina atilmasinda 6nemlidir ve bunlar ¢esitli IncRNA’lar tarafindan etkilenirler (Zhao
ve ark., 2019). Ornegin, IncRNA H19, hepatoselliiler karsinoma, gdgiis kanseri,
kolorektal kanser ve gastrik kanseri gibi birgok insan kanser tiiriinde yliksek oranda
eksprese olmaktadir. Zhu ve ark. (2017) MDR1’in ve MRP4’{in, LncRNA H19 aracili
doxorubicin direncinde 6nemli etkenler oldugunu ve doxorubicin direngli hiicrelerde
ekspresyonlarinin arttigin1 gostermislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada, LncRNA H19’un
nakavt edilmesi ile, MDR1 ve MRP4’iin ekspresyon seviyeleri onemli sekilde
diigmiistiir. LncRNA H19’un, gogiis kanserinde H19-CUL4A-ABCB1/MDRI1 yolagi
tizerinden ilag direncini etkiledigini bulmuslardir. LncRNA PVT]I, gastrik kanseri olan
cisplatin direngli hastalarda biiyiik miktarda eksprese oldugu bulunmustur. LncRNA
PVT1; MDR1, MRP, mTOR ve HIF-la’nin ekspresyonunu arttirarak ¢oklu ilag
direncine sebebiyet vermektedir (Zhang ve ark., 2015).

Yeni caligmalar, birgok IncRNA’nin hiicre dongiisiinde yer alan cyclin’lerin,
CDK’larin, CDK inhibitorlerinin, pRB ve p53 gibi bircok anahtar regiilatoriin
regiilasyonunda yer aldigint gostermistir (Kitagawa ve ark., 2013). Gogiis kanseri
hiicrelerinde, IncRNA Lnc712’nin gogiis kanseri hiicrelerinin proliferasyonunda rol
aldig1 gosterilmistir. Gogiis kanseri hiicrelerinde Lnc712’nin ekspresyonunun artmasi
HSP90-Cdc37-CDK2 yolagi iizerinden kanser hiicrelerinin ¢ogalmasina sebep
olmaktadir (Cui ve ark., 2020).

Epitelyal Mezenkimal Tranzisyon (EMT) bazal membrana baglh epitel
hiicrelerin  polaritesini ve hiicreler aras1 baglantt yetenegini kaybederek
ektomezenkimal hiicrelere doniismesidir. Bu degisiklik hiicrelerin gogmesine ve

invazyonuna sebep olmaktadir. EMT; timor gelisimi, metastaz ve ilag direnci igin
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esansiyeldir. LncRNA MALAT1 in kolorektal kanser hastalarinda EMT’yi arttirarak

oxaliplatin direncine sebep oldugu gosterilmistir (C. Li ve ark., 2017).
2.1.8. Diren¢ Mekanizmasinda DNA Tamirinin Giiclendirilmesi

Kemoterapotik ilaglardan bazilari, direkt olarak ya da indirekt olarak, kanser
hiicreleri DNA’larina zarar verirler. Bu tedavi yaklagiminda temel alinan fikir, timor
hiicrelerinin normal hiicrelere gore daha fazla hiicre dongiisii ve boliinme say1s1 vardir.
Diger yandan, DNA hasarlarina karsilik kanser hiicrelerinin de normal hiicreler gibi

DNA’y1 tamir eden mekanizmalar1 vardir.

Kanser tedavisinde kullanilan terapotik ilaglar ve radyasyon tedavileri,
hiicresel yanitlar i¢in hedef olabilecek lezyonlar olusturmaktadir. Kanser ilaglari
tarafindan olusturulan lezyonlar; kanser hiicrelerindeki MGMT (O6-Methylguanine
DNA Alkyltransferase), baz eksizyon tamiri, yanlis eslesme tamiri, homolog
rekombinasyon ve homolog olmayan ug birlestirme tamiri mekanizmalari ile tamir

olmaktadir ve kemodiren¢ olusmaktadir.

[laglarm etkinligi, tiimdr hiicrelerindeki DNA tamir mekanizmalari etkinligine
baglhdir. Kanser ilaglarina direngli tiimorlerde, bu tamir yolaklarinda regiilasyon
bozukluklar1 oldugu gézlenmistir. Bu yolaklarda yer alan genler farkli timor tiplerinde
yukar1 ya da asag1 yonde regiile olmustur ve biyomarker olarak kullanilabilirler
(Helleday ve ark., 2008; Salehan & Morse, 2013). Asagida DNA tamirinde gorev alan
4 mekanizma ve ilag direnci ile olan iliskileri 6rnek verilmistir. Bunun yaninda diger

DNA tamir mekanizmalar da ilag direncine sebep olabilmektedir.

Kanser tedavilerinde alkilasyon ajanlar1 oldukca kullanilmaktadir. Majér DNA
lezyonlarindan biri gunanin’in O°-pozisyonunda meydana gelen alkilasyondur. Bu
DNA’da kirklara yol agarak hiicreyi 6liime goétiirebilir. Temozolomide, dacarbazine,
carmustine ve streptozotocin, DNA’y1 metile eden kanser ilaglarina 6rnektir (Drables
ve ark., 2004). Alkile edilmis guaninlerin tamir edilmesi, alkil moitesinin direkt
MGMT tarafindan ¢ikarilmasi ile olmaktadir (Kaina ve ark., 2007). Tiimdrlerdeki
MGMT ekspresyonu ve alkile edici ajanlara karsit terapotik etki korelasyon
gostermektedir. Birgok calisma MGMT aktivitesi ile ilag direnci arasinda yiiksek
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derecede korelasyon bulmustur. Pankreatik adenokarsinomalar genelde nadir olarak

kemoterapiye ve radyoterapiye cevap verirler.

Kokkinakis ve ark. (1997) yaptiklar1 12 insan pankreatik duktal
adenokarsinoma ¢aligmalarinda, MGMT aktivasyonuna baktiklarinda, tiim 6rneklerde
normalden fazla miktarda olduklarini gézlemlemislerdir. MGMT nin, genotoksik
ajanlardan carmustine’in, lomustine’in ve streptozotocin’in olusturduklar1 hasarin
adenokarsinoma hiicrelerinde iistesinden gelmesini sagladigini ortaya koymuslardir.
Bir baska calismada, 26 insan melanomasindan elde edilen hiicrelerde yapilan;
temozolomide hassasligi, MGMT aktivitesi ve ekspresyon analizlerinde,
temozolomide’ye karsi olan dirence, MGMT aktivitesinin sebep oldugu ve MGMT
ekspresyonuna bakilmasinin melanoma hastalarinda tahmin edici bir yaklasim olacagi

One siiriilmiistiir (Augustine ve ark., 2009).

DNA Yanlis Eslesme Tamir Sistemi (DYETS), baz-baz ¢ifti yanlis
eslesmesinin fark edilmesinde ve tamirinde rol alir. DYETS, reaktif oksijen tiirleri ve
alkile edici ajanlar tarafindan olusturulan hasarlarin DNA tamirinde de rol alir.
DYETS eksikligi bir¢ok tiimdr tipinin gelismesine yol agar. Kolon, gastrik, servikal,
gogus, akciger, prostat, 16semi, lenfoma, bagirsak ve glioma gibi bir¢ok timor tipinde
eksikligi goriilmistiir. DYETS’teki problemler kemoterapotik ilag direnci ile de
iligkilidir.

Temozolomide ve procarbazine gibi alkile edici ajanlara direng, DYETS’in inaktive
olmasi ile olugmaktadir ve bu durumdaki hiicreler metile edici ajanlara yaklasik 100
kat daha direnglidir. Bunun yaninda diizgiin ¢alisan bir DYETS e sahip hiicreler ya G
faz1 tutulmasina girer ya da DNA hasarmin biiyiikliigiine gére apoptoza ugrarlar.
DYETS yolaginda bulunan proteinlerin ekspresyonunun azalmasi, klinik olarak
onemli; platinum igeren bilesenler, anthracyclin’ler, alkile edici ajanlar,
antimetabolitler ve epipodophyllotoksin’ler gibi ajanlara kars1 direng ile iliskilidir
(Aebi ve ark., 1996; Hawn ve ark., 1995; Lage & Dietel, 1999; Li, 2008). Ornegin
DYETS enzimlerinden MSH2 protein eksikligi, hatali eslesme oranini arttirarak

thiopurine’lere kars1 direng olusturmaktadir.
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Diouf ve ark. (2011) yaptig1 calismaya gore, l6semi hiicrelerinde MSH2
degredasyonunu regiile eden genlerin somatik delesyonu; tespit edilemeyecek MSH2
protein seviyelerine, DNA yanlis eslesme tamir eksikligine ve ilag direncine yol
acmaktadir. Etoposide bir, Topoisomerase II Alpha (TOP2A) inhibitoriidiir. Gogiis
kanserini tedavi etmede kullamlmaktadir. Ilag hedeflerindeki ve DNA tamir
genlerindeki ekspresyon degisimi, TOP2A inhibitorlerine karst olan ilag¢ direncinde
onemli mekanizmalardan biridir. TOP2A ve DYETS genlerinden MSH2 ve MLHI
ekspresyon seviyelerindeki diisme, gogiis kanserinde etoposide’e olan direncte dnemli
bir rol oynayabilir. Kaplan & Giindiiz (2012) MCF7 parental gogiis kanseri hiicreleri
ile bundan 2 ile 4 kat arasinda daha direncgli olan etoposide direngli MCF7 gdgiis
kanseri hiicreleri ile yaptig1 calismada, direngli hiicrelerde TOP2A, MSH2 ve MLH1

genlerinin parental hiicreye gore daha az eksprese oldugunu gozlemlemislerdir.

Baz Eksizyon Tamir Mekanizmas1 (BETM); oksidatif stresten, alkilasyondan,
deaminasyondan ve depirimidasyondan kaynaklanan baz lezyonlarini, DNA
glikozilazlarin bunlar1 fark ederek katalizleyip ¢ikartmas: ile tamir eder.
Temozolomide, melphalan, dacarbazine/procarbazine ve streptozotocin DNA’da bu
tarz lezyonlara sebep olmaktadirlar ve BETM’nin hedefi olan kemoterapdtik ilaglara
ornektir. Platinum-temelli ilaglar (6r. oxaliplatin ve cisplatin), anthracycline’ler, (6r.
epirubicin, daunorubicin, doxorubicin) ve paclitaxel bir yan iirlin olarak oksijen
reaktifleri lireterek DNA lezyonlarina sebep olur ve bunlar BETM tarafindan tamir
edilebilir. Pre-klinik kanitlara gore BETM yolagi; antimetabolitler, alkile edici ilaglar
ve radyoterapi ile DNA’da olusan lezyonlar1 tamir etmektedir. BETM nin modiile
edilmesi oksijen reaktifler iirettirebilen kemoterapotik ilaglara karsi kanser hiicrelerini
hassas hale getirebilmektedir. Bu sebeple AP endoniikleaz 1 ve DNA polimeraz 3
inhibitdrleri ile BET’1 hedef almak yeni terapdtik yaklasimlardandir (Helleday ve ark.,
2008; Kelley & Fishel, 2008). Srivastava ve ark. (1999) yaptiklar1 ¢alismada, DNA

polimeraz 3’nin bazi adenokarsinoma tiplerinde yiikseldigini bulmuslardir.

Dinis ve ark. (2012) imatinib direngli kronik miyeloid losemi K562
hiicrelerinde DNA hasar yanit1 ile ilgi ¢alismalarinda, BET genlerinden MDB4 ve
NTHL1 ekspresyonlarin arttigini ve direngli hiicrelerde bu genlerin siRNA’lar ile
susturulmasi ile doxorubicin ile muamele edildikten sonra hiicre canliliginin azaldigin

tespit etmislerdir.
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Niikleotid Eksizyon Tamiri (NET) DNA’nin heliks yapisint bozan ve
replikasyon ve transkripsiyonu engelleyen DNA lezyonlarini tamir etmektedir. NET
ile en ¢ok iligkili kemoterapotik ilaglar platinum-temelli ajanlar grubudur. Bu ilaglar
uzun yillardir akciger, yumurtalik, servikal, testikiiler ve bag ve boyun kanserlerinde
kullanilmaktadir (Rabik & Dolan, 2007). En ¢ok calisilmis platinum temelli ilag
cisplatin’dir. Cisplatin, DNA’ya kovalent olarak baglanir. NET yolag: ise bu DNA
lezyonlarmi1 tamir edebilir. Yukarida da bahsedildigi gibi, cisplatin metastatik
testikiiler kanserde kullanilmaktadir ve basari oran1 %80’den daha biiyiiktiir.
Testikiiler kanser hiicrelerinin cisplatin’e olan hassasiyeti DNA onarim kapasitelerinin
az olmasi ile iligkilendirilmistir (Koberle ve ark., 1997). Testikiiler kanser hiicrelerinin
genel olarak azalmig bir NET kapasitesi vardir ¢linkii XPA ve XPF-ERCC1 protein
seviyeleri diisiik bulunmustur. Bu sonuglar NET kapasitesinin kanser hiicrelerini

cisplatin’e direngli hale getirebilecegine isaret etmektedir.

Diger yandan, inherent olarak cisplatin’e direngli kanser hiicreleri ya da tedavi
sonrasi edinilen dirence sahip olan hiicreler ile yapilan bazi1 ¢alismalarda DNA onarim
kapasitelerinin artmis oldugu goézlenmistir (Masters & Kdberle, 2003). Yumurtalik
kanserine sahip hastalarda platinum temelli tedavilere diren¢ gosteren hastalarda
yapilan ¢alismada NET proteinlerinde ERCC1 mRNA’sinin ekspresyonunun arttigi
bulunmustur (Dabholkar ve ark., 1992). Baska bir calismada, metastatik akciger
kanseri olan 761 hasta arasindan platinum temelli ilag tedavisi verilmis bir alt gurupta
retrospektif olarak ERCCI1’e immiino-histokimyasal olarak bakilmistir. Bunun
sonucunda daha az ERCCI1 eksprese edenler istatistiksel olarak yasamsal avantaja

sahip olduklar1 gozlenmistir (Olaussen ve ark., 2006).
2.1.9. Diren¢ Mekanizmasinda Hiicre Oliimiiniin Engellenmesi

Hiicre oliimii genellikle, apoptoz, nekroz ve otofaji ile olmaktadir ve bu
yolaklar karakteristik olarak birbirlerinden farklidirlar. Apoptoz, internal ve eksternal
olmak tizere iki sekilde olabilmektedir. Eksternal yolakta; FAS, TNF-R, linker
proteinler, kaspaz-3, -6, -7, -8 gibi proteinler ve hiicre reseptorleri gorev alir.
Mitokondride gergeklesen internal yolakta ise antiapoptotik olan Bcl2, AKT, Mcl-1
proteinleri ve proapoptotik olan Bax, Bak, Bad ve Bim proteinleri gorev alir. Bel2,

AKT gibi anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonunun artmasit veya Bax, Bcl-XL gibi
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proapoptotik proteinlerin ekspresyonunun azalmasi tiimor hiicrelerinde kemoterapiye

kars1 direng ile iligkilidir.
2.2. Proteozom Yolag ve Kanser iliskisi

Hiicrelerin ve organizmanin yasamini siirdiirebilmesinde; énemli ve ¢ok cesitli
hiicresel fonksiyonlarin yerine getirilebilmesi igin, binlerce proteine ihtiya¢ vardir.
Proteinler, protein sentezi ve yikilmasi arasinda dinamik bir dengede bulunmaktadir.
Hiicresel protein seviyeleri; protein sentezine, katlanmalarina ve yikilmalarina
baglidir. Bu asamalarin dogru bir sekilde regiile edilmesinde ve koordine edilmesinde

meydana gelecek bozukluklar hastaliklara yol agar.

Hiicrelerin veya organizmanin bilylimesi sirasinda protein sentezi hizi, yikim
hizin1 gecer fakat uygun olmayan kosullarda, 6rnegin besin kithigi gibi, protein
yikilmasi sentez hizin1 gecebilir. Normal kosullarda bile bir yetigkin insanda normal
kilosunu devam ettirmek i¢in protein yapiminda kullandigr aminoasitlerin sadece
~%?20’s1 beslendigi aminoasitlerden gelmektedir. Geri kalan ~%80 aminoasit miktar1

protein degredasyonunu takiben geri doniisen aminoasitlerden meydana gelmektedir.

Hiicrelerde protein yikimi, iki sistem igerisinde olmaktadir. Bunlar, Ubiquitin
Proteozom Yolagr (UPY) ve otofaji-lizozomal sistemidir. Otofaji, hiicrenin kendi
kendini geri doniistiirme prosesidir ve bu siirecte genellikle hiicrelerin, organeller ve
protein agregatlar gibi biiyiik hiicresel cisimleri parcalamasi seklinde olmaktadir.
Otofajide bu cisimcikler ¢ift katmanli membran ile sarilarak (otofagozom) yikima
ugratilmak iizere lizozom ile birlestirilir. Otofaji, ¢esitli stres sartlarinda ve aglik
durumunda indiiklenmektedir. Bu sekilde hiicresel kompartimanlar1 geri doniisiime
ugratarak geri kazanmaktadir, bunlar arasinda protein sentezi i¢in aminoasitler de
vardir. Otofaji hiicrelerin icinde bulunduklar1 zor sartlarda hayatta kalmasini

saglamaktadir.

Besinler bol oldugu zamanlar hiicreler otofaji olmadan ve otofaji genlerinde
mutasyon ya da delesyon oldugunda bile yasayabilmektedirler. Buna karsilik
proteozom alt {initelerini kodlayan genler ¢cok elzemdir ¢iinkii besinler cok miktarda

oldugunda bile UPY tarafindan kontrol edilen proteinlerin geri doniisiimii oldukca
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yiiksektir. UPY ’nin hasarli ve yanlis katlanmis proteinler disinda binlerce kisa dmiirlii

ve regiilator proteini yikima ugrattigi diistiniilmektedir.

Bu sayede hiicre dongiisii, hiicre yasami, apoptoz, hiicresel metabolizma ve protein
kalite kontrolii gibi ¢ok cesitli hiicresel fonksiyonlar regiile edilebilmektedir.
Proteozom, aminoasit homeostazi i¢in de esansiyeldir. Tiim bu fonksiyonlarin yerine
getirilebilmesi i¢in UPY 'nin siki bir sekilde regiile edilmesi gerekmektedir (Rousseau

& Bertolotti, 2018).
2.2.1. Ubiquitin-Proteozom Yolag:

UPY, hiicredeki bir¢ok proteini kontrollii ve siki regiile edilen bir sekilde
yikima ugratmaktadir. UPY; transkripsiyonda, hiicre dongiisiinde, hiicre i¢i sinyallerde
ve antijen sunumunda gorev alan MHC smif I molekiilleri i¢in peptid olusturulmasi
gibi bircok biyolojik fonksiyonda gorev almaktadir (Sekil 6) (Rock ve ark., 1994;
Yerlikaya & Yontem, 2013). Proteozomal yikim tiim hiicrelerde ve canlilarda hayati
oneme sahiptir. Daha once anlatildig1 gibi, kanser gelisiminde aldig: role ek olarak,
UPY’de meydana gelen degisiklikler yaslanma, norodejeneratif hastaliklar,
kardiyomiyopati ve immiinolojik bir¢ok hastalik ile iligkilendirilmistir (Rousseau &

Bertolotti, 2018).

Iki tip sinyal proteinlerin proteozomda yikilmasmi hedeflemektedirler.
Bunlardan ilki ubiqutinasyondur ve genellikle 48. lizin’e baglanmis 76 aminoasitlik
ubiquitin molekiiliinden olusan zincirlerdir. ikincisi ise protein {izerinde yer alan yapisi
bozulmus boélgelerdir. Protein yikimi i¢in hedef olacak proteinlerin secilmesi ¢ok

onemlidir ve bir diizen i¢cinde olmaktadir.

Protein ubiquitinasyonu ATP bagimhidir ve birkag asamadan olusan bir
islemdir. Sirasiyla E1 ubiquitin aktive eden enzim, E2 ubiquitin konjiige eden enzim
ve E3 ligaz enzimlerinin sirali islemlerini gerektirir (Sekil 7). Ubiquitinlerin aktive
olarak ve daha sonra hedef proteine konjiige edildikten yikimina kadar olan sirali
islemler, kanser tedavilerinde hedef alinacak bircok potansiyel terapotik firsat
sunmaktadir (Yerlikaya & Kanbur, 2020). Simdiye kadar bilinen, insan genomunda

sadece 2 adet E1 ubiquitin aktive eden enzim geni bulunmaktadir.
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Sekil 6. Proteozomun gorev aldig hiicresel fonksiyonlara 6rnekler. Proteozom, bu sekilde verilen yolaklar1 ve fonksiyonlari yine
onlarda gorev alan proteinlerin kendisine hedeflendikten sonra yikima ugratmast ile regiile eder. Bu sekil, Thibaudeau & Smith,
(2019)’dan uyarlanmustir. Sekil igerisinde yer alan proteozomun ii¢ boyutlu yapis;; RCSB PDB protein veri bankasindan
(https://www.rcsb.org/), kimlik numarasi: 5GJR (PDB ID: 5GJR) ile elde edilmistir. Bu sekil BioRender ile ¢izilmistir.

Best ve ark. (2019) ilk ubiquitin aktive eden enzim inhibitérii TAK-243’{in,
global olarak ubiqutinasyonu engelledigini, endoplazmik stresi ve katlanmamig
protein tepkisini uyardigini gostermistir. Boylece difiize biiyikk B hiicresi
lenfomalarinda hiicre proliferasyonu azalmis ve apoptoz aracili 6liim ise artmustir.
Farelerde yapilan deneyde, Diffiiz biiyiik B hiicresi lenfoma ksenograftlarinda TAK-
243 inhibitorii, antiproliferatif ve sitotoksik etkiler gdstermistir. Bu caligmaya gore
TAK-243’tin bortezomib’ten daha etkili oldugu sdylenmistir ve non-Hodgkin

lenfomada kullanilabilecek yeni bir yaklasim oldugunu 6ne siirmiiglerdir.
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Sekil 7. Proteozomda proteinlerin yikilmas: islemi. Bu sekilde ubiquitinlerin aktive olarak hedef proteine konjiige edilmesinden
yikimina kadar olan sirali islemler gosterilmistir. Protein ubiquitinasyonu ATP bagimlidir ve birka¢ asamadan olusan bir iglemdir.
Sirasiyla E1 ubiquitin aktive eden enzim, E2 ubiquitin konjiige eden enzim ve E3 ligaz enzimlerinin sirali iglemlerini gerektirir.
Bu sekil BioRender ile ¢izilmistir.

Insanlarda ubiquitin ve ubiquitin benzeri molekiilleri hedef proteinlere
baglamak i¢in kullanilan E2 ubiquitin konjiige eden enzim genlerinden yaklasik 40
adet vardir. E2 enzimleri, 26S proteozomda yikilacak proteinlere ubiquitini, direkt
olarak ya da E3 enzimleri yardimi ile transfer etmektedir. Ubiquitin Conjugating
Enzyme E2 T’nin (UBE2T) hepatoselliiler karsinoma Orneklerinde asir1 eksprese
oldugu goézlenmistir. E2T nin knockdown’u hiicre boliinmesini engellemistir. Bu
E2T’nin bir onkojen olarak calistigini gostermektedir. insandaki E3 ligaz enzim
genlerinin c¢esitlilikleri ve miktarlar1 ¢ok biiyiikk say1 ve c¢esitlilikteki proteinleri
spesifik olarak 26S proteozoma hedefleyebilmesini yansitmaktadir. Insan genomunda
yaklasik olarak 1000 adet E3 ligaz enzim geni bulunmaktadir. Bu da insan
genomundaki genlerin %4’ line tekabiil etmektedir (Yerlikaya & Kanbur, 2020).
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E3 ligazlar yapilarina ve ubiquitin transfer sekillerine gore {i¢ gruba
ayrilmaktadir: Bunlar, HECT (Homologous to E6-associated protein C-Terminus),
RING (Really Interesting New Gene) ve RBR (RING-In-Between-RING) gruplaridir.
Bir¢ok calismada E3 ligazlarin onkojenleri ve tiimor baskilayici genleri regiile ederek
kanserde kritik etkiye sahip olduklarini gdstermistir. Ilging olarak yeni galigmalara
gore E3 ligazlarinin kendilerinin hiicre ¢ogalmasini destekleyen onkojenler gibi ya da

hiicre ¢cogalmasini durduran tiimér baskilayicilar gibi davranabildiklerini gostermistir.

Cho ve ark. (2018) E3 ubiquitin ligazi, CHIP’in (Carboxyl-Terminus of
HSP70-Interacting Protein), gdgiis kanseri kok hiicrelerinde azaldigmi bulmuslardur.
Yaptiklar kiitle spektrometri analizlerinde, CHIP E3 ligazinin OCT4’iin (stemness
faktorii) ubiquitinasyonunu saglayarak proteozom tarafindan yikima ugratildigi
bulunmustur. Ksenograft gogilis kanseri fare modellerinde, CHIP E3 ligazin asir1
ekspresyonu, OCT4’iin asir1 ekspresyonu aracilifiyla olugmus tiimor yiikiiniin
gerilemesine ve metastazin engellenmesine sebep olmustur. Bu 6zellikler, CHIP E3
ligazin, tiimor baskilayict 6zelligine isaret etmektedir fakat diger bazi ¢alismalarda
CHIP E3 ligazin onkojenik &zelliginin oldugunu da ifade etmistir. Ornegin, CHIP E3
ligazi, FoxO1’in (Forkhead Box Protein O1) ubiquitinasyonuna ve yikimina sebep
olmaktadir ve bu PTEN tiimor baskilayic1 proteinin bir regiilatoriidiir. Ayrica bu
protein de CHIP E3 ligazin ubiquitine ettigi ve proteozomda yikima ugrattigi bir

proteindir (Schmidt & Finley, 2014).
2.2.2. Proteozomun Yapisi

Proteozom, cok alt {initeli ve ¢oklu katalitik aktiviteye sahip bir enzimdir.
Hiicrede hem sitozolde hem de niikleusta bulunmaktadir. Proteozomun istisnai
bliyiikliigli ve kompleks yapisi, boyle bir makro molekiiler yapinin diizinelerce farkl
yapilarin bir araya koordineli ve tutarli bir sekilde nasil geldigini anlamak i¢in iyi bir
model sunmaktadir. Proteozomu anlamadaki bilgilerin ¢ogu, ti¢ boyutlu modellerinin
X-ray kristalografisi ve cryo-elektron mikroskobik goriintiilenmesi ile elde edilmistir.
En yaygin proteozom tiplerinden ve ubiquitine olmus proteinlerin yikimindan sorumlu
26S proteozom (Sekil 8), 20S proteozomun her iki ucuna 19S regiilatér bolgelerin

eklenmesi ile olusmaktadir (Marshall & Vierstra, 2019).
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Sekil 8. 26S proteozomun yapist ve proteozom alt {initelerinin yerlesimleri. Bu sekil, Yerlikaya & Kanbur, (2020)’den
uyarlanmstir.

2.2.3. Proteozom Tipleri

Proteozomlarin, farkl fizyolojik ve patolojik kondisyonlara uyum saglamalari
i¢cin oldukca degisken yapisal 6zellikleri vardir. Bu degiskenlikler yapisal ve katalitik
alt initelerin degismeleri ile, yapiya katilan farkli regiilatorlerin degismeleri ile,
proteozom alt {initelerinin farkli post translasyonel modifikasyonlar1 ve farkli protein
kofaktorler (regiilator proteinlerden farkli olarak) ile etkilesimleri tarafindan
olusturulur. Ik {i¢ degisken farkli formda ya da alt tipte proteozomlarm olusmasina
sebep olmaktadir. Serbest 20S proteozomlar en yaygin proteozom halidir. Ilging bir
sekilde hiicrelerdeki proteozomlarin %41-74°ti 20S proteozomdan olusmaktadir

(Morozov & Karpov, 2019).
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Hiicrelerdeki tiim proteozomlar 20S proteozomlar1 barindirir.  20S
proteozomun katalitik olan beta-alt iiniteleri, 20S proteozomun formunu ya da alt
tiplerini belirlemektedir. Bu sekilde bunlar 3 ana kategoride incelenebilir. Bunlar: 1)
Temel (kurucu, yapici; constitutive) proteozomlar, 2) Immiino proteozomlar ve 3) Ara

form (intermediate) proteozomlardir (Morozov & Karpov, 2019).

Temel proteozomlar a7 - Bi1—7 - Bi1-7 - a1—7 seklinde siralanmis 4 halkadan
olusmaktadir. Okaryotlarda bulunan dis o-halkalar1 benzer fakat farkli 7 tane o-alt
initesinden/proteininden  olusmaktadir ve ai-07 veya PSMAI1-7 seklinde
isimlendirilmistir (Sekil 8). I¢te bulunan 2 halka ise B-halkalaridir. B-halkalar1 7 tane
farkli yapida alt iiniteden olusur ve Bi-f7 veya PSMB1-7 seklinde isimlendirilmistir.
B1 (PSMB6), B2 (PSMB7) ve B5 (PSMBS5) alt tniteleri proteolitik olarak aktif
enzimlerdir. Her bir 1, B2 ve B5 enzimlerinin farkli substrat spesifitesi vardir ve
sirastyla asidik (kaspaz-benzeri aktivite), bazik (tripsin-benzeri aktivite) veya
hidrofobik (kimotripsin-benzeri aktivite) aminoasitlerden sonra kesme islemini
yaparlar. Temel proteozomlar, farkli bir¢ok dokuda bulunan en yaygin proteozomdur.
Hiicresel proteozomlarin yaklasik %85 (serbest halde veya farkli regiilator birimler
ile) merkez bolgesinde temel proteozomu bulundurmaktadir (Morozov & Karpov,

2019).

Immiino proteozomlar immiin katalitik iiniteler denen Bli (LMP2), B2i
(MECL-1), ve B5i (LMP7) igerir ve bunlar sirasiyla B1, B2 ve B5’in yerlerinde
bulunurlar. f2i, PSMB10 geni tarafindan kodlanir. Bli ve B51’yi kodlayan genler
sirastyla PSMB9 ve PSMB8’dir. Bunlar MHC sinif II gen bolgesinde bulunurlar ve
IFN-y araciligi ile JAK/STAT yolagindan sentezlenirler ve bu ylizden immiino
proteozom adini1 almaktadirlar. Diger molekiiller de immiino proteozom alt
birimlerinin sentezini uyarirlar. Bunlar: TNF-a, LPS, tip I interferonlar, nitrik oksit ve
gliko-oksidize olmus proteinlerdir. Immiino proteozomlarin kaspaz-benzeri aktivitesi
diiserken kimotripsin- ve tripsin-benzeri aktiviteleri temel proteozoma gore artmistir.
Temel proteozomlara gore degismis peptid kesme Oncelikleri vardir ve degisik
spektrumda peptidler olusturmaktadir. Immiino proteozomlar MHC simif I’e uyacak
sekilde etkili bir bigimde, C-termini hidrofobik olan peptidleri keserler. Bu sebeple
immiin reaksiyonlarda ve enflamasyonda onemli roller iistlenirler (Morozov &

Karpov, 2019).
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Immiino proteozomlar stres kosullarma uyum saglamada ve hasarli proteinleri
elimine etmede gorev alirlar. Immiino proteozomlar dendritik hiicrelerde 8000°den
fazla genin transkripsiyonunu regiile ederler. Temel proteozomlara gére immiino
proteozomlarin yarilanma zamani daha diisiiktiir (sirasiyla; 133 saat, 27 saat). Bu
anlasilir bir seydir ¢iinkii cogu hiicrede stres, enflamasyon, enfeksiyon ve sonrasindaki
sitokin salinimu ile uyarilirlar ve bu durumlar ortadan kalktiginda artik gereksinim
azalmaktadir. Immiin hiicrelerde proteozomlarin iigte ikisi immiino proteozomlardan

olusmaktadir. T hiicrelerinde ise neredeyse tiim proteozomlar immiino proteozomdur.

Ara form proteozomlar, temel proteozomlar olusurken igerisine immiino
proteozom alt birimlerinin eklenmesi ile olugsmaktadir. Bunlar temel ve immiino
proteozom arasindaki formlardir. Karaciger, kolon, kiicliik bagirsak ve bobreklerde
bulunan proteozomlarin {igte biri ile yaris1 arasindaki miktar1 ara form
proteozomlardan olusmaktadir. En yaygin olarak iki tip ara form proteozom
bulunmaktadir. Bunlar: 1/B2/pB51 katalitik iinitelerini igeren Tip I (B51) ve B11/p2/B51
katalitik tinitelerini i¢eren Tip II’dir (Bli ve B5i). Bunun yaninda farkli alt iinite
kombinasyonlarini iceren ara-formlar da vardir. Ayrica 20S proteozom iki adet 3
halkasina sahiptir. Boylece bir halka temel proteozom enzimlerini ihtiva edebilirken
digeri immiino proteozomda olan enzimleri ihtiva edebilir. Bu ¢esitteki proteozomlara
asimetrik proteozomlar denilmistir. Buna ek olarak asimetrik ve ara-form tipi olarak
10 ¢esit proteozom alt tipi olabilecegi One siiriilmiistiir. Ara-form proteozomlar olusan
peptid cesitligini arttirmaktadir. Bunlarin tiimdr antijenlerini pargaladiginda ender

peptidler olusturdugu gosterilmistir (Morozov & Karpov, 2019).

Yukarida bahsedilen proteozom tiplerine ek olarak doku spesifik proteozomlar
da bulunmaktadir. Bunlar: timo-proteozomlar ve spermato-proteozomlardir. Timo-
proteozomlar kortikal timik epitel hiicrelerinde bulunmaktadir. Bunlar immiin alt
tinitelerinden P11 ve B21’yi bulundurmaktadir ve farkli bir katalitik tinite olarak B5t’yi
(PSMBI11) bulundurmaktadir. Diger faktorler ile PSMB11 geni, transkripsiyon faktorii
Foxnl tarafindan regiile edilmektedir. Timo-proteozomlar 5t’nin substrat baglayan
cep kismindaki hidrofilik aminoasitlerinden dolay1r temel proteozomlar ile
karsilastirildiginda, %60-70 daha az kimotripsin-benzeri aktivite gosterirler. Bu olay
pozitif seleksiyonu desteklemek icin T hiicre reseptorlerine en uygun spesifik peptid

tiretilmesine sebep olmaktadir (Morozov & Karpov, 2019).
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Spermato-proteozomlar diger bir doku spesifik proteozom tipidir ve testis
spesifiktir. a4s alt iinitesinin (PSMAS) varligi ile karakterizedir. Temporal bir
ekspresyon profilleri vardir ve sadece spermatozoit, spermatid ve spermlerde
tanimlanmistir. a4s ve a4’lin 20S proteozom yapisina katilmasi proteozomun katalitik
aktivitesini degistirmemektedir. 04s’in varligi muhtemelen proteozomlarin PA200
regiilator birimi ile etkilesimini desteklemektedir. PA200 regiilatdr birimlerini iceren
proteozomlarin, spermatozomlarda spermatogenezde rol aldig1 ve ubiquitin bagimsiz
sekilde asetile histonlarin yikilmasini sagladigi gosterilmistir. Yapilan transkriptom
analizlerinde B hiicre lenfomasinda, timoma hiicrelerinde ve testikiiler germ hiicreleri
tiimoriinde PSMAS8 geninin ekspresyonunun arttig1 goézlenmistir (Morozov & Karpov,

2019).
2.2.4. Proteozom Regiilatorleri

200’e yakin 20S proteozom ile etkilesen protein kesfedilmistir. Serbest olan
20S proteozomlara regiilator proteinler baglanmaktadir. 20S proteozoma geri
doniistimlii bir sekilde regiilatdr birimlerin baglanmasi1 ayri bir seviye hiicresel
proteozom organizasyonunu olusturur. Bu regiilatorler, 20S proteozomun o
halkalarindan birine ya da her ikisine baglanabilmektedir, hatta her bir halkaya ayri
regiilator birimler baglanabilmektedir. Bunlar tek baslarina ya da ¢ok alt {initeli yapilar
olusturarak 20S proteozom ile etkilesime ge¢cmektedirler. Bunlardan bazilar
proteozom aktivitesinde ve substrat se¢iminde gorev almaktadir. 20S proteozoma
baglanan aktivatorler proteozomun aktivitesini, alfa-kapisini agmaya tesvik ederek

arttirabilirler ve substrat spesifitesini etkileyebilirler (Morozov & Karpov, 2018).

19S proteozom aktivatori (RP/PA700)

19S regiilatér birimi ~150-160 A yiiksekliginde ve ~180-200 A genisliginde
bir protein kompleksidir ve ~700 kDa agirligindadir. 19S regiilator birimi en az 19 alt
birimden olusmaktadir. Ozellikle ubiquitine olmus proteinlere baglanan, ubiquitinleri
uzaklastiran, proteini agan ve yikilmast i¢in 20S proteozoma sokan temel regiilator
birimdir. Ubiquitinler, PA700/19S kompleksinin periferinde bulunan S5a ve Adrml
ubiquitin reseptdrleri tarafindan taninirlar. insan genomunda 100 tane de-ubiquitine
edici enzim bulunmaktadir ve alti aileye boliinmiistiir. Proteozomlarda 3 tane de-

ubiquitine edici enzim bulunmaktadir ve hepsi farkli ailedendir. Bunlar: Rpnl1, Usp14
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ve Uch37°dir. Rpn11, 26S proteozomun integral bir parcasidir ve Usp14 ve Uch37 ise
proteozom ile iligkiye giren proteinlerdendir (Liu ve Jacobson, 2013). 19S regiilator
birimi poliubiquitine substratlar1 isleyebilen tek 20S proteozom aktivatoriidiir. Fabre
ve ark. (2014) 9 hiicre hattinda yaptiklar ¢alismalarda, hiicre tipi ne olursa olsun en
yaygin olarak bulunan regiilatér birimin 19S aktivatorii oldugunu gostermislerdir.
Bunlarin disinda yogunluklarina gore sirasiyla PA28af, PA28y ve PA200 regiilatorleri

bulunmaktadir.

11Saf aktivatori (PA28afB, REGaf)

En yaygin ikinci sitoplazmik proteozom aktivatoriidiir. 19S proteozom
regiilatori ATP bagimhi sekilde hareket eder. 11Saf ise enerji kullanmadan 20S
kapisin1 agmaktadir. Bu aktivator ile proteinden ¢ok peptidler pargalanmaktadir.
Baglandiginda proteozomun katalitik aktivitelerini arttirmaktadir. IFN-y ile
ekspresyonu uyarilir ve immiin hiicrelerde ve dokularda ekspresyonu artmustir.
Genellikle immiino proteozomlar ile iligskiye girerler ve MHC sinif I molekiillerinde
sunulan antijenlerin olusmasinda rol alirlar (Cascio, 2014; de Graaf ve ark., 2011;

Huber & Groll, 2017).

11Sy aktivatori (PA28y, REGy)

Yaygin olarak niikleer lokalizasyon gosterir. 20S proteozomun 6zellikle tripsin
benzeri aktivitesini yiikseltir. Okside olmus proteinlerin ve bazi regiilator proteinlerin
ubiquitin ve ATP’den bagimsiz sekilde yikiminda rol alir (Pickering & Davies, 2012).
11Sy tercihen immiino proteozomlar ile iliskiye girer ve hiicrenin proteozom
havuzundaki proteozomlarin yaklasik %5’inin 11Sy tasidigir gozlenmistir (Fabre ve

ark., 2014; Fabre ve ark., 2015).
P200

P200 bir baska proteozom aktivatoriidiir ve niikleusta lokalize olmaktadir. 200
kDa agirliginda bir fosfoproteindir ve PSME4 geni tarafindan eksprese edilir. 3 adet
izomorfu vardir ve bunlardan birisi 20S proteozomlar ile iligkiye girer. 20S
proteozomlar ile birleserek ATP ve ubiquitinden bagimsiz olarak asetile olmus
histonlarin parcalanmasinda gorev alir (Fabre ve ark., 2014; Guan ve ark., 2020;

Ustrell ve ark., 2002). Fabre ve ark. (2014) 9 insan hiicresi hattinda yaptiklar1 Label-
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free kantitatif kiitle spektrometri analizlerinde, P200 regiilatoriiniin  20S

proteozomlarin <%>5’ile ile iliskiye girdigini gostermislerdir.
2.3. Proteozom Inhibitorleri ve Onlara Kars1 Olusan Diren¢c Mekanizmalar

Proteozom inhibitorleri (Sekil 5) multiple miyeloma ve mantle cell lenfoma
tedavisinde kullanilan yeni bir ilag smifidir ve bagka tip kanserler igin klinik
denemelerde kullanilmaktadir. Bortezomib 2003 yilinda US FDA (United States Food
and Drug Administration) tarafindan onaylanan ilk proteozom inhibitériidiir. Bunun
arkasindan, 2012 yilinda carfilzomib daha sonra da 2015 yilinda ixazomib kullanima
onay almistir. Oprozomib, marizomib ve delanzomib multiple miyeloma ve diger

aplikasyonlar i¢in klinik denemelerdedir.

Ik olarak sentezlenen sentetik proteozom inhibitdrleri peptid aldehitlerdir.
Sentezlenmeleri kolay olmustur. Nitekim, daha onceki c¢alismalarda inhibitor
tasariminda kiiciik peptid substratlarin iyi bir kalip olarak hizmet edebilecegi
gosterilmistir. Bu sebeple, bircok peptid aldehitler sentezlenmistir ve bunlardan biri
MG-132’dir. Halen laboratuvarlarda proteozomu inhibe etmek i¢in kullanilmaktadir.
Fakat peptid aldehitlerin spesifitesi azdir ve lizozomlardaki enzimleri de

baskilamaktadirlar (Bogyo & Wang, 2002; Kisselev & Goldberg, 2001).

Lactacystin, bulunan ilk yiiksek derecede selektif proteozom inhibitoriidiir.
Sans eseri, noroblastoma hiicrelerinde nuritlerin indiksiyonu igin kullanilan
Streptomyces ekstraktlarindan elde edilmistir (Omura ve ark., 1991). Daha sonra
lactacystin’in bir metebolitinin (clastobeta-lactone) proteozomu geri doniisiimsiiz ve
selektif olarak inhibe eden bir inhibitdr oldugu bulunmustur (Omura & Crump, 2019).
Epoxomicin de Streptomyces ekstralarinin anti-timor aktivitesine bakildiginda
kesfedilmistir. Yapilan ¢aligsmalarda epoxomicin’in temel hedefinin proteozom oldugu
ve de anti enflamatuvar 6zellige de sahip oldugu bulunmustur. Epoxomicin peptid bir
iskelete sahiptir ve C terminusunda epoxyketone bulunmaktadir ve bu da
proteozomdaki enzimin aktif merkezinde bulunan theronine’e kovalent olarak

baglanmaktadir (Hanada ve ark., 1992).

Bortezomib ilacinin iiretilmesi, proteozomun kesfinden sonra kas kaybina

sebep olan kondisyonlarda kullanilmak iizere, proteozom inhibitorleri gelistirmek i¢in
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kurulan MyoGenetics firmasina dayanmaktadir. Firma tarafindan gelistirilen maddeler
arasinda MG-262 ve MG-341’de bulunmaktadir. Bu siliregte proteozom
inhibitorlerinin kas kaybi kondisyonlarinda kullanilamayacak kadar toksik oldugu
gozlenmistir fakat birgok kanser tiirlinde sitotoksik etkiye sebep olduklar
bulunmustur. MG-341 maddesi daha da gelistirilmistir ve sonra buna PS-341 ismi
verilmigtir. Firmanin isminin MyoGenetics’ten ProScript’e degismesi ile artik bu

madde su andaki jenerik ismi bortezomib’1 almistir (Teicher & Anderson, 2015).

Bortezomib geri doniistimlii olarak aktif merkeze baglanan ve peptid bir
iskelete sahiptir ve bir boranat grubunu ihtiva eder. Benzer peptid iskeletine sahip
aldehit grubu iceren molekiillere karsilik bor igermesi ile aktif merkeze daha etkili
baglanabilmektedir (Adams ve ark., 1998). Carfilzomib, bortezomib’in aksine geri
doniisiimsiiz olarak aktif merkeze baglanabilmektedir. Savas bashgi olarak da
epoxyketone  icermektedir. = Farmakofor olarak  epoxyketone’un  olmasi
epoxomicyn’den gelmektedir. Hem bortezomib hem de carfilzomib deri alt1 veya
damar yolu ile enjeksiyonu gerektirir. Proteozom inhibitorii olarak FDA tarafindan
onaylanan en son ila¢ ixazomib citrate, oral olarak alinabilmektedir. ixazomib citrate
plazma ile bulustugundan aktif formu olan ixazomib’e doniismektedir. Aktif formu
boranat icermektedir ve bu sebeple bortezomib gibi geri doniisiimlii olarak

proteozomdaki aktif merkeze baglanmaktadir.

Oprozomib, marizomib ve delanzomib gibi diger inhibitorlerin klinik
denemeleri siirmektedir (Sekil 5). Heniiz FDA’dan onay almamislardir. Bu ilaglarin
multiple myeloma tedavisinin yaninda diger kanser tipleri ile de klinik denemeleri
yapilmaktadir. Ornegin, birka¢ calisma marizomib’i glioblastomada denemektedir.
Bortezomib’in aksine marizomib kan-beyin bariyerini gecebilmektedir (Di ve ark.,
2016; Manton ve ark., 2016). Marizomib dogal bir {iriindiir, ad1 salinosporamide A’dir.
Okyanus sedimentinde bulunan Salinispora bakterisinden elde edilmistir. Marizomib
geri doniisiimsiiz olarak proteozom inhibisyonu yapmaktadir ve bicyclic $-lactone y-
lactam icermektedir, ayn1 lactacystin gibi. Oprozomib de yapisal olarak carfilzomib’e
benzemektedir ve epoxyketone icermektedir. Delanzomib ise bortezomib’e

benzemektedir ve boranat igermektedir (Fricker, 2020).
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Farkli mekanizmalara sahip anti-kanser ilaglarina karsi tedavilerden sonra
olusan diren¢ mekanizmalarindan bazilari proteozom inhibitérlerinde de
goriilmektedir ve yeni mekanizmalar kesfedilmektedir (Tablo 3). Proteozom
inhibitorlerine kars1 gelisen intrinsik veya kazanilmis direng mekanizmalar arasinda
PSMBS geninin asir1 ekspresyonu ve aktif bolgesinde yer alan mutasyonlar, normal
sartlarda stres kosullarinda eksprese olan 1s1 sok proteinleri, timor mikro ¢evresine
salgilanan ¢esitli sitokinler ve biiyiime faktorleri, koruyucu ve kompense edici bir
mekanizma olarak devreye giren otofaji, ilaglar1 veya toksik maddeleri disar1 atan

ABC tastyict proteinleri, ve icinde c¢esitli molekiilleri tasiyabilen eksozomlar

bulunmaktadir.

Sekil 5. Proteozom inhibitorleri. A) MG132, B) Laktasistin, C) Carfilzomib, D) Bortezomib. Yapilar, Accelrys Draw 4.0
programu ile ¢izilmistir.
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Tablo 3. Proteozom inhibitérlerine kargi gelistirilen direng mekanizmalari. Bu tablo, Yerlikaya & Kanbur, (2020)’den

uyarlanmustir.
Proteozom
Diren¢ mekanizmasi Degisen hedef Hiicre hatt1
inhibitorii
PSMBS alt iinitedeki A49T Bortezomib | THP1
PSMBS alt iinitedeki T21A, A50V Ixazomib Multiple miyeloma
Primer multiple
PSMBS alt iinitesindeki | PSMBS alt tinitedeki A20T, A27P, M451, C63Y Bortezomib
miyeloma
mutasyonlar
PSMBS alt tinitedeki Ala49Thr, Ala50Val Bortezomib | JurkatB
PSMBS alt tinitedeki Cys52Phe, Met451le ve
Bortezomib CCRF-CEM, THP1
Met45Val
Bortezomib | THP1
PSMBS alt tinitesi asir1 ekspresyonu . Hepatoselliiler
Proteozom alt Bortezomib )
karsinoma
tinitelerinin asir1 - .
PSMBS proprotein ekspresyonu Bortezomib | PC3
ekspresyonu ve
20S veya 19S proteozom alt tinitelerinin Nrfl ) Triple-negative meme
proteozom Bortezomib
. . transkripsiyon faktorii aracili biyogenezin artmasi kanseri hiicreleri
biyogenezinde artig
Bortezomib direngli hiicrelerde POMP agirt ) 8226 ve KAS-6/1
Bortezomib
ekspresyonu ve Nrf2 aktivasyonu Multiple miyeloma
miRNA aracili miR-29b ekspresyonun azalmasi PA200 (proteozom
Bortezomib | RPMI8226
proteozom regiilasyonu | aktivatdrii) artmasina yol agmakta
Yanlis katlanmis ve protein agregatlarin otofaji- . Meme kanseri
Bortezomib
Otofagozom olusumu lizozomal yol aracili uzaklagtirilmast hiicreleri
Agrezom aktivitesinin HDAC6 aracil regiilasyonu Bortezomib | Multiple miyeloma
Is1 sok protein (Hsp) HspB8 veya Hsp27 asir1 ekspresyonu bortezomib’e
. Bortezomib U266, DHL4
regiilasyonu diren¢ kazandirmaktadir
PCL
DLKP-A, NCI-
ABCBI-aracili carfilzomib ve bortezomib’in hiicre Carfilzomib, | Adr/res ve RPMI-
Coklu ilag direnci .
digina taginmalari Bortezomib | Dox40 MM
AMO-1 MM
ARH77 PCL
Multiple miyeloma hiicrelerinde eksozomal PSMA3 ve Mezenkimal kok
Eksozomal regiilasyon PSMA3-AS1’in proteozom inhibitdrii direncine yol Bortezomib | hiicreleri ve Multiple
agmast miyeloma

Proteozom alt birimi olan ve peptidlerin yikimindan sorumlu enzim olan
PSMBS5’in asir1 ekspresyonu veya proteozom inhibitorlerinin baglandigt PSMBS5’in
aktif bolgesinde olusan mutasyonlar, proteozom inhibitdrleri direncine sebep
olmaktadir. Ornegin, Lii ve ark. 2008a; Lii ve ark. 2008b yaptig1 iki ayr1 ¢alismada
bortezomib direncine, T-lenfoblastik lenfoma/losemi’de asir1 eksprese olan PSMBS5
geninin neden oldugunu ve PSMBS5 genindeki (G322A) mutasyonundan

kaynaklandigini géstermiglerdir.
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Hiicrelerin stresli olduklarinda eksprese ettigi 1s1 sok proteinleri birgok
tiimorde fazla miktarda eksprese edilirler ve diisiik prognoz ile kemoterapdtik direng
ile iligkilidirler (Calderwood ve ark., 2006). Shringarpure ve ark. (2006) 1s1 sok
proteinlerinden HSP70, HSP27, HSP90’nin bortezomib’e direngli primer B lenfoma
hiicrelerinde (SUDHL-4) bortezomib’e hassas olan hiicrelerden (SUDHL-6) daha
fazla eksprese oldugunu bulmuslardir. HSP27°nin DHL4 hiicrelerinde antisense
stratejisi ile bloke edilmesi, bortezomib’e olan apoptotik yanitt uyarmistir ve diger
yandan yabani tip HSP27’nin ektopik ekspresyonu, bortezomib’e hassas olan DHL6

hiicrelerine diren¢ kazandirmistir (Chauhan ve ark., 2003).

Timo6r mikro gevresindeki IL-6, IL-8, ve IGF-1 (Insulin-Like Growth Factor)
gibi sitokinler, hiicre biiylimesini saglayabilir ve RAF/MEKKI1 ve PI3K/AKT
yolaklar1 iizerinden NF-«xB aktivasyonu ile bortezomib direnci olusturabilir. Voorhees
ve ark. (2007), IL-6’ya kars1 bir monoklonal antikor olan CNTO 328 ile IL-6’nin
inhibisyonunun, bortezomib etkisini arttirdigim1 ve kaspaz-3, -8, -9 ve HSP70
ekspresyonunu uyardigini gostermislerdir. Benzer sekilde, kanser ile iliskili kemik
iligi fibroblastlar yiiksek seviyede IL-6, IL-8, ve TGF-f iireterek proteozom inhibitorii
direncine sebep olmaktadir. MIP-la (Macrophage Inflammatory Protein-lo) bir
kemokindir ve ERK1/2, AKT ve mTOR yolaklarindan bortezomib direncine sebep
olmaktadir (Tsubaki ve ark., 2018).

lik mikro cevresinde ve plazma hiicrelerinden salinan IGF-1, multiple
miyeloma patolojisindeki kritik bir aracidir. IGF-1 reseptorii miyeloma hiicrelerinde
fazla eksprese oldugu bulunmustur. Kuhn ve ark. (2012) yaptiklar1 ¢alismada, RPMI
8226, OPM-2, ANBL-6, ve KAS-6/1 miyeloma hiicrelerinden kademeli ilag
uygulamasi ile secilen direngli hiicrelerde, bortezomib direncinin PSMBS5 genindeki
mutasyonlardan kaynaklanmadig1r ve asir1 IGF-1 salinimi ile IGF-1 reseptoriiniin
aktive olmasi ile direng olustugunu bulmuslardir. IGF-1 reseptoriiniin hedeflenmesi

bortezomib direncini azaltmaistir.

Otofaji memeliler arasinda korunmustur ve ilag etkisi, protein ve lipid
eksikligi, hipoksi, protein kiimelenmesi, bliylime faktorii ve hormon eksikligi gibi
cesitli stres sartlar1 altinda aktive olan ve hiicre homeostazinin saglamasinda rolii olan

bir mekanizmadir. Otofaji sitoplazmik maddelerin (hasarli organeller, yaslanmis
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proteinler) yikimi ve geri doniistimiinden sorumludur. Proteozomlar inhibe edildiginde
otofaji bir telafi mekanizmasi olarak aktive olabilmektedir ve bu da proteozom

inhibitorii direncine sebep olmaktadir (Desantis ve ark., 2018).

Histone Deacetylase 6 (HDACO6) protein kiimelenmesinde ve onlarin otofajik
eliminasyonunda gorev almaktadir. Bir HDACG6 inhibitorii olan C1A’nin yalniz veya
bortezomib ile verilmesi malign hiicrelerde 6liimii arttirarak her iki yolaginda yanlis
katlanmis veya hatali proteinlerin eliminasyonunda goérev aldigin1 gostermektedir

(Kaliszczak ve ark., 2018).

Bortezomib uygulamasi ile bortezomib’e direngli hale getirilen multiple
miyeloma hiicrelerinde, AMPK (AMP-Activated Protein Kinase) alt birimleri
seviyelerinin arttig1 gdzlenmistir. Direngli hiicrelerde AMPK aktivitesi artmistir ve
direngli olmayan parental hiicreler ile karsilastirildiginda, direngli hiicrelerde 4 kat
daha fazla otofagozom olusumu goriilmiistiir. Atg5 (Autophagy-related gene)
otofagozom olusumu icin gereklidir. Atg5’in knockout’u, otofagozom olusumunu
durdurmustur ve hiicreleri bortezomib’e hassas hale getirmistir (Jaganathan ve ark.,
2014). Riz ve ark. (2015) carfilzomib’e kars1 direngli hale getirdikleri multiple
miyeloma hiicrelerindeki direncin, otofajinin artisi ile iliskili oldugunu ve KLF4’iin

(Kruppel-Like Factor 4) buna katki sundugunu géstermislerdir.

Bortezomib direnci 6nemli sekilde ¢oklu ilag direnci genleri ile iligkili
bulunmamis olsa da Besse ve ark. (2018) carfilzomib’e diren¢li multiple miyeloma
hiicrelerindeki direncin ABCB1/MDRI1 asir1 ekspresyonundan kaynaklandigini ve
HIV proteaz inhibitdrlerinden, nelfinavir ve lopinavir’in kullanilmasi ile direncin

tistesinden gelinebildigini gostermislerdir.

Multiple miyeloma patogenezinde ila¢ direnci gelisimi, mezenkimal kok
hiicreler ile multiple miyeloma hiicreleri arasindaki iliskiye baglidir. Xu ve ark. (2019)
mezenkimal kok hiicreler tarafindan salgilanan eksozomlar igerisinde PSMA3 (20S
proteozomal alt linitesidir) ve PSMA3-AS1 (PSMA3 Antisense RNA 1) tagidiklarini
ve bu sayede multiple miyeloma hiicrelerine bortezomib direncini tasidiklarin

gostermistir.
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2.4. Proteozom ve Epigenetik

Daha 6nce proteozom yolaginin birgok hiicresel fonksiyonda rol oynadigi
anlatilmistir. Proteozomun yaygin ve merkezi etkisi diisiiniildiiglinde kromatin re-
modelleme mekanizmalarini da regiile edebilecegi ongoriilebilir. Nitekim proteozom
yolaginin enzimatik ve enzimatik olmayan eleman ve fonksiyonlari, epigenetik
markerleri regiile ederek kromatin re-modellemesinde rol almaktadir. Proteozom
yolag1; histon asetilasyonu, de-asetilasyonu, histon metilasyonu ve de-metilasyonu,
histon ubiquitinasyonu ve de-ubiquitinasyonu, sumilasyon ve fosforilasyon gibi
epigenetik belirtecleri regiile eder. Kromatin re-modelleyiciler ve epigenetik
modelleyicilerden histon asetil transferazlar, de-asetilazlar, metil-transferazlar, de-
metilazlar ya da bunlarin regiilatorleri, ubiquitin bagimli veya bagimsiz olarak

proteozom yolaginin hedefleridirler.

Histonlarin genellikle; H2A, H2B ve H3 iizerinde mono-ubiquitinlenmesi,
kromatin re-modellemesini regiile eder ve boylece modifiye edilen histon tipine baglh
olarak transkripsiyonel aktivasyona ya da baskilanmaya sebep olur. Bunun yaninda
histon proteinlerinin kendileri de ubiquitin bagimli ya da bagimsiz olarak
proteozomlar tarafindan yikilmaktadirlar. Tiim bunlar proteozom yolaginin epigenetik
regiilasyonda oynadig1 6nemli ve biiylik rolii ortaya koymaktadir (Yerlikaya ve ark.,

2021).

Epigenetik ve proteozom yolag arasi iligkide biiyiik bir 6rnek, disi memelilerin
hiicrelerinde meydana gelen X Kromozomu Inaktivasyonu (XKI) olarak bilinen
mekanizmadir ve X kromozomlarindan biri transkripsiyonel olarak sessiz hale
getirilmektedir (Sekil 9). Bu olay rastgeledir, erken embriyogenezde meydana
gelmektedir ve klonal olarak aktarilmaktadir. XK1I bir non-coding RNA olan Xist (15-
17 kb uzunlugunda) tarafindan saglanmaktadir (Yerlikaya ve ark., 2021). Xist
transkribe oldugu X kromozomunu kaplayarak inaktivasyonu ger¢eklestirmektedir.
Diger yandan Tsix de XKi’nin baska bir regiilatoriidiir ve Xist genini kodlayan ayni
genin antisense yoniinden sentezlenmektedir. Bu sebeple Xist transkripsiyonunu
engellemektedir. Hem Xist hem de Tsix 6nemlidir ve rast gele XKi’nin merkezinde
rol almaktadir. REX1, bir XKI inhibitériidiir ve hem Xist hem de Tsix geninin

promoter bdlgesine baglanabilen bir transkripsiyon faktoriidiir.
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REXI, Xist’i giliglii bir sekilde iki yonlii olarak baskilar. Xist’i direkt trans
olarak baskilarken, Tsix’i aktive eder. Rlim/Rnf12 bir E3 ubiquitin ligazdir. REX1,
Rlim’in regiile ettigi proteinlerden biridir. Rlim, REX1’1 ubiquitine ederek proteozom
tarafindan yikima yonlendirerek yikilmasini saglar. Boylece Xist transkribe olurken
Tsix olmaz ve bdylece XKI gerceklesir (Sekil 9) (Gontan ve ark., 2012; Wang & Bach,
2019; Yerlikaya ve ark., 2021).

NI NN
Sk Xist Sense
'“'4‘;
SNINSN REX1

o L N

= Antisense
Tsix
NN
X

kromozomu AV AV
inaktivasyonu

26S
proteozom

Sekil 9. Ubiquitin proteozom yolaginin, X kromozomu inaktivasyonunda oynadigi roller. A) Rnfl2 E3 ligazin down
regiilasyonuna yanit olarak Xist’in Rex|1 tarafindan transkripsiyonel regiilasyonu. B) Rnfl12 E3 ligazin up regiilasyonuna yanit
olarak Rex1’in ubiquitin proteozom yolu tarafindan yikilmasi. Bu sekil, BioRender ile ¢izilmistir.

Daha Once bahsedildigi gibi ubiquitin-proteozom yolagi kromatin re-
modellemesinde ve transkripsiyonel regiilasyonda rol almaktadir (Sekil 10). H1, H2A,
H2B, H3 ve H4 histonlar1t mono- ya da poli-ubiquitine olabilmektedirler. H2A ve H2B
genellikle mono-ubiquitinlenir. Bu onlar1 proteozomal yikim i¢in isaretlememektedir
fakat niikleozomal dinamikleri etkilemeye yeterlidir ve gereklidir. Ornegin H2B nin
ubiquitine olmasi, Pol II (RNA Polymerase II) aracili transkripsiyondan sonra
niikleozomlarin yeniden yapilanmasi i¢in gerekli bulunmustur (Fleming ve ark., 2008;

Yerlikaya ve ark., 2021).
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Histonlarin iiretimi, hiicreler S fazina girerken ve girdiginde artmaktadir. Fazla
histonlar, genomik kararsizliga yol acabilir. Mono-ubiquitine ve niikleozom
igerisindeki histonlar oldukca stabil iken modifiye olmamis histonlar stabil degildir.
Koordineli histon iiretimi, DNA sentezi ve kromatin olusturulmasi i¢in ¢ok énemlidir
ve aksi sekilde genomik kararsizliga yol acar. Fazla olan histonlar fosforilasyon ve
ubiquitinasyon bagimli olarak yikima ugrarlar. H3 histonunun, 99. tirozin’in

fosforilasyonu sonrasindaki ubiquitinasyon proteozomal yikim i¢in gereklidir.

Histonlar proteozomlar tarafindan ubiquitinasyondan bagimsiz olarak da
yikilabilirler. Histonlarin lizin kalintisinin asetilasyonu, proteozom aktivatorii P200
tarafindan taninir ve ubiquitinasyondan bagimsiz olarak asetile olmus histonlarin
yikimini saglar. H3 histonlarinin poli-ubiquitine olmasi, histonlarin kromatin
yapisindan ayrilmasina sebep olmaktadir. Bu da gen ekspresyonunda degisikliklere
sebep olmaktadir. Histon H3’lin poli-ubiquitinasyonun kromatinden ayrilmasina ve
niikleozomun agilmasina sebep oldugu ve gen ekspresyonuna etki ettigi gosterilmistir.
H3’iin proteozomal yikima gonderilmesi ve kromatin yapisinin agilmasi ile Pol II’'nin
buraya baglanarak c-Myc ve Cyclin D1 onkojenlerinin ekspresyonuna sebep oldugu

gosterilmistir (Xia ve ark., 2017; Yerlikaya ve ark., 2021).

Kromatinin kondensasyonu/de-kondensasyonu ve gen ekspresyonunda rol alan
histonlarin modifikasyonlarmin disinda, histonlardaki bu modifikasyonlari yapan
enzimler/proteinler de kendileri ubiquitinlenerek proteozomlar tarafindan yikima
gonderilerek regiile edilmektedir. Ornegin, PRMT’ler (Protein Arginine Methyl
Transferases) histon olan ve olmayan proteinlerin metilasyonunu katalizlerler.
PRMT1’in, Sirtuin 2 (histon de-asetilazdir) tarafindan lizin 200 ve 205 rezidiilerinin
de-asetilasyonu ve daha sonra ayn lizin 205’in HAT (Histone Acetyl Transferase)
olan P300 tarafindan asetilasyonu ile SCF*BX!!7 kompleksinin PRMT1 e baglanmas1
saglanir. Bu sayede PRMT1 poli-ubiquitine olur ve 26S proteozom tarafindan yikima

PR

ugratilir. Cesitli hastaliklarda PRMT 1 in ekspresyonunun degistigi gosterilmistir.

KDM4A bir histon de-asetilazdir. H3 histonunun 9. ve 36. lizin rezidiilerindeki
tri- ve di-metilasyonlar1 hedef almaktadir. SCFYBX022 bir ubiquitin ligaz kompleksidir
ve KDM4A’y1 proteozomal yikima yoOnlendirerek aktivitesini kontrol etmektedir.

Ubiquitin ligaz kompleksi SCF'BX022) KDM4A’y1 kontrol ederek H3 isaretlerini
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kontrol etmektedir ve boylece KDM4A kontroliindeki hedef genleri regiile etmektedir
(Sekil 10). Tiim bunlar ubiqutinasyon, de-ubiquitinasyon, metilasyon, asetilasyon gibi

kromatin isaretlerinin proteozomlar tarafindan kontrol edilebildigini gostermektedir.

X kromozomu inaktivasyonu ve DNA’daki transkripsiyonel kontroliin 6nemli
mekanizmalarindan biri DNA metilasyonudur. DNA metilasyonunun bozulmasi
kanserin de dahil oldugu patolojik durumlarda meydana gelmektedir. TUmor
genomlarinda metilasyonlarin global olarak azaldigi bilinmektedir. Onkojenler
promoter bolgelerindeki hipo-metilasyon ile aktive olabilir ya da tiimdr baskilayict
genlerin promoter bolgeleri hiper-metilasyon ile baskilanabilmektedir. DNA’nin
metillenmesi, primer olarak DNA DNMTI1 (Methyltransferase 1) araciligr ile
olmaktadir fakat bunun yaninda DNMT3a ve DNMT3b de gorev alabilmektedir.
DNMT1 asetilasyon ile de-stabilize olabilir. Bu da asetil transferaz Tip60 tarafindan
yapilmaktadir. DNMT1’in asetillenmesi, bir E3 ligaz olan UHRFI1 tarafindan
ubiquitinlenerek 26S proteozom tarafindan yikilmasina sebep olmaktadir (Sekil 10).
Bu olay asetilasyonun proteozomal yikim i¢in gerekli olabilecegini gdstermektedir

(Yerlikaya ve ark., 2021).

Lysine-Specific Histone Demethylase 1A (LSD1) noroblastoma hiicrelerinde
bir master epigenetik regiilator olarak fonksiyon gostermektedir. H3’{in lizin 4 ve lizin
9 rezidiilerinden mono ve di-metil gruplarini uzaklastirmaktadir. Bu sekilde hedef
spesifik olarak ko-represdr veya ko-aktivator olarak gorev almaktadir. LSD1’in;
degisim, epitelyal mezenkimal tranzisyon, stemness’in kontrolii, senesens,
norodejeneratif hastaliklar ve metabolizma gibi bircok olayda yer aldig1 bilinmektedir.
LSD1’in prostat, 16semi, akciger kanseri, goglis ve pankreas kanseri gibi cesitli
malignitelerde ekspresyonu fazla bulunmustur. LSD1 otofajiyi de epigenetik olarak
regiile etmektedir. LSD1 inhibitdrleri otofaji iliskili genlerin ekspresyonunu uyararak
otofajinin  uyarilmasina sebep olmaktadir. PRMT4 (Protein  Arginine
Methyltransferase 4) LSD1’1 R838’de de-metile etmektedir, bu da de-ubiquitinaz
USP7’nin baglanmasina sebep olmaktadir. Bu da LSD1’in de-ubiquitinasyonuna ve

stabilizasyonuna sebep olmaktadir.
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Sekil 10. Transkripsiyonel aktivasyona ya da baskilanmaya sebep olan ¢esitli histon modifikasyonlarinda ubiquitin proteozom
yolagmm rolii. (RNF8, UHRF1, SCF™X02 ybiquitin ligaz veya kompleksleridir. DNMT]1 bir metil-transferazdir. Tip60 bir

asetilazdir. KDM4a bir de-metilazdir.) Bu sekil, BioRender ile ¢izilmistir.
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Yukarida verilen bilgiler ubiquitin proteozom yolagi ve bilesenlerinin
epigenetik mekanizmalarda ve tiimorogenezde nasil gorev aldiklarini gostermektedir.
Proteozom yolagiin epigenetik mekanizmalardaki rollerinin daha da aydinlatilmasi
ile, hiicre patolojisi ve timdr biyoloji hakkinda daha fazla bilgi ortaya ¢ikabilecektir

ve tedaviler i¢in yeni hedef molekiilleri bulunabilecektir.
2.5. Senesens

Hiicreler ekzojen ve endojen stres kaynaklarinin iistesinden gelebilmek icin
stres sinyallerine karsi farkli sekillerde cevap verirler. Bu yanitlarindan biri,
hiicrelerdeki molekiiler degisiklikler ile kalic1 bir sekilde hiicre dongiisii tutuklanmasi
olan senesenstir. Hiicresel senesens hem iyi hem de kétii sonuglar1 olan bir fizyolojik
fenomendir. Senesens hayat boyunca tiimorogenezi ve doku hasarini onler, fakat
hayatin son evrelerine dogru senesent hiicreler dokularda birikmeye ve c¢esitli yas ile
ilgili patolojilerin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Senesens ilk defa Hayflick
tarafindan tanimlanmistir. Hayflick, yaptigi deneyde insan fibroblastlarinin hiicre
kiiltiirtiniin ilk zamanlarinda hizlica bdliindiiklerini ve zamanla bunun azaldigini
gozlemlemistir ve Kkiiltlirdeki tiim hiicrelerin bdliinme yetenegini kaybettigini
gostermistir. Bu boliinmeyen hiicreler, haftalar boyunca canli kalmistir ve yeterince
alana, besine ve biiylime faktorlerine sahip olmalarina ragmen ¢ogalamamislardir
(Hayflick, 1965). Senesenst hiicreler quiescent (mitojenik bir uyar1 gelene kadar non-
proliferatif olan hiicre durumu) ve terminal olarak degismis hiicreler (sinir hiicresi,
kalp ve iskelet kas1 hiicreleri) gibi diger boliinmeyen hiicrelerden farklidir. Senesens
icin evrensel bir marker heniiz belirlenmemistir fakat senesens ile iligkili genel
birtakim 6zellikler ortaya konmustur. Senesens ile ilgili ¢aligmalar arttik¢a senesens
fenotiplerinin ¢esitli olabilecegi goriilmiistiir ve bu senesensin farkli hiicrelerde veya
farkl1 fizyolojik sartlarda meydana gelisine ve farkli stres uyaranlari ile tetiklenmesine

baglhdir (Gonzalez-Gualda ve ark., 2021).
2.5.1. Senesensi Uyaran Faktorler

Senesensi uyaran uyaricilarin sayisi giin gectikce artmaktadir. Hiicreler
birtakim intrinsik ve ekstrinsik etki ve sinyallere karsi senesense girebilirler (Sekil 11).
Telomer kisalmasi ve telomerde meydana gelen yapisal degisiklikler, mitojenik

sinyaller, onkojenik aktivasyon, radyasyon, oksidatif stres, genotoksik stres,
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epigenetik degisiklikler, kromatinde meydana gelen organizasyon bozukluklari,
protein hemostazinda meydana gelen bozukluklar, mitokondriyal bozukluk,
enflamasyon, doku hasar1 sinyalleri, besin eksikligi ve kemoterapotik ajanlar bu etki

ve sinyallere 6rnektir (Kumari & Jat, 2021).
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Sekil 11. Senesensi uyaran faktdrler ve senesent hiicrede meydana gelen bazi temel degisiklikler. Bu sekil, Gonzalez-Gualda ve
ark. (2021)’den uyarlanmustir ve BioRender ile ¢izilmistir.
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Bu uyaranlar ¢esitli molekiiler yolaklar: tetiklerler. Bunlardan birgogu p53°i
ve pek cogu pl6 (INK4A olarak da bilinir; CDKN2A tarafindan kodlanir), p15
(INK4B olarak da bilinir; CDKN2B tarafindan kodlanir), p21(WAF1 olarak da bilinir;
CDKNIA tarafindan kodlanir), ve p27 (CDKNIB tarafindan kodlanir) gibi CDK
(Cyclin-Dependent Kinase) inhibitorlerini aktive eder. CDK-cylin komplekslerinin
inhibisyonu hiicre ¢ogalmasimin tutuklanmasina sebep olur (Kumari & Jat, 2021;

Mufioz-Espin & Serrano, 2014).
2.5.2. Senesensin Karakteristik Ozellikleri ve Markerleri

Senesent hiicrelerin en biiyiik karakteristik 6zelligi metabolik olarak aktifken
hiicre boliinmesinin kalic1 olarak durmasidir. Senesent hiicreler tipik olarak G1 fazinda
gibidirler. Hiicre boliinmesinin durmasi temel olarak, hiicre dongiisii inhibitorleri
tarafindan kaynaklanmaktadir. Sessiz (quiescence) hiicrelerin aksine higbir fizyolojik
uyarima karsi boliinme 6zelligini tekrar kazanamazlar. Timor hiicreleri sayisiz bir
sekilde boliinebilseler de kemoterapotik ilaglara karsi senesense girebilmektedirler
(Campisi & d’Adda di Fagagna, 2007). Senesent hiicreler apoptotik sinyallere karsi
diren¢ kazanmaktadirlar. Hiicre kiiltiirlerinde uzun siireler boliinmeden ve dlmeden
kalmalar1 bu durumu agiklamaktadir. Hiicrelerin apoptoza mi yoksa senesense mi
ugrayacagini neyin belirledigi tam kesin degildir, fakat bunda hiicre tipinin bir etkisi
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ornegin, hasarli epitel hiicreleri ya da fibroblastlar
senesense daha yatkinken hasarli lenfositler apoptoza daha yatkindir. Hasarin ya da
stres sinyallerinin miktar1 ve ortam sartlar1 da bunda etkili olabilir. Cogu hiicre her
ikisini de yapabilme kabiliyetindedir (Campisi & d’Adda di Fagagna, 2007). Higbir
ozellik, tek basina senesensi tanimlayamaz. In vitro senesensi tanimlamak ig¢in gesitli
senesens ile iligkili karakteristik 6zelliklerden faydalanmak gerekmektedir (Tablo 4).
Bu karakteristik 6zelliklerden her biri her senesent hiicrede ayn1 anda bulunmaz. Bu
sebeple en az 3 6zelligin arastirilmasi onerilmektedir. Secilen ii¢ 6zellikten birinin
hiicre dongiisiinii ifade eden bir marker (p16 INK4a, p21, p53 vb.), ikincisinin, yapisal
degisikligi ifade eden bir marker (B-galactosidase, SA-a-Fucosidase, Lamin B1) ve
liclinciisii ise senesensin ilgilenilen alt tipini belirtecek bir marker olmasi (SASP
salgilar, DNA hasar1 markerleri, artan ROS miktar1) iyi bir yaklasim olacaktir
(Gonzélez-Gualda ve ark., 2021; Wang & Dreesen, 2018).
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Tablo 4. Senesent hiicrelerin markerleri ve tespit etme yontemleri. Bu tablo, Gonzalez-Gualda ve ark. (2021)’den uyarlanmustir.

Senesent hiicre 6zelligi Marker Beklenen degisiklik Deney metodu
DNA sentezlenmemesi BrdU, EdU Azalir
Proliferasyonun olmamasi Ki67 Azalr
z pl6 INK4a Artar
% p16-pRB hattinm aktivasyonu pRB Artar
:; phospho-pRB Azalir
gﬂ p21 Artar
b p53 Artar
E p53-p21 hattinin aktivasyonu phospho-p53 Artar
DEC1 (BHLHB2) Artar
PPP1A Artar
Morfoloji Artar
Hiicre yapisi
Hiicre biytikligi Artar
SA-B- B-galactosidase Artar
Lizozom biiyiikliigii ve aktivitesi SA-o-Fucosidase Artar
Lipofuscin Artar
YH2AX Artar
53BPI Artar
- Radl7 Artar
é DNA hasar ATR Artar
E; ATM Artar Immiinofloresans,
ii MDCl1 Artar immiinohistokimya,
é TIF Artar Western blot, qPCR,
> ROS ROS Artar FISH
Telomer kisalmast Telomere Azalir
DAPI/Hoechst 33342 Artar
HIRA Artar
SAHFs olusumu H3K9-methylation Artar
PML bodies Artar
HP1-gamma Artar
Niikleer membran Lamin B1 Azalir
Annexin V Yok
E Cleaved PARP Yok
g Apoptozun olmamast Cleaved caspase 2/3/9 Yok
- TUNEL staining Yok
& ;% Sitokinlerin, kemokinlerin, Tablo 5’teki salgilanan Astar
f,t) § MMP’lerin salgilanmast faktorler
= ICAM-1 Artar
£ . DEPI Artar
E Plazma membram protein NOTCIDG .
E ekspresyonu
5 DcR2 Artar
; B2MG Artar
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Senesense ugrayan hiicrelerin bir diger karakteristik Ozellikleri lizozom
aktivitesinin artmasidir. Senesense ugrayan hiicreler morfolojik degisikliklere ugrarlar
(biiylime ve yassilagsma) ve hiicrelerde kromatin re-modellemesi ile dramatik gen
ekspresyon degisiklikleri meydana gelmektedir (Basisty ve ark., 2020). Senesent
hiicreler genellikle ¢ozilinebilen faktorler (Tablo 5) salgilarlar ve buna senesens iliskili
sekretuvar fenotip denir (SASP-Senescence-associated secretory phenotype) (Kumari

& Jat, 2021; Lasry & Ben-Neriah, 2015; Niklander ve ark., 2021).

Tablo 5. SASP genlerinin listesi. Bu tablo, Lasry & Ben-Neriah, (2015)’den uyarlanmustir.

SASP genlerinin listesi
Activin A HGF MIP-1a
Amphiregulin ICAM-1 MIP-3a
Angiogenin ICAM-3 MMP1
Axl IGF-1 MMP2
bFGF IGFBP-1 MMP3
BMP2 IGFBP-2 MMP10
BMP6 IGFBP-3 MMP12
1-309 (CCL1) IGFBP-4 MMP13
Cathepsin B IGFBP-5 MMP14
CCL16 IGFBP-6 NAP2
CCL3 IGFBP-7 Osteoprotegerin
CD9 IGFBP-rP1, -2 PAIL, -2
CD55 IGFF-2R Pecaml
CSF2RB IL-1a PGE2
CXCL1, -2, -3,-5,-19 IL-1b PIGF
CXCLS8 (IL-8) IL-11 PTGES
EGF-3 IL-13 RPS6ka5
EGF IL15 SCF
EGFR IL6 SDF-1
Eotaxin-3 IL7 SGP130
Epiregulin Inhibin A TGFbl
Ets2 IQGAP2 Timp2
FAS Itga2 sTNFRI
FGF7 Itpka tPa
GCP2 Jun TRAIL-R3
GDF 15 KGF uPa
GEM Leptin uPAR
G-CSF MCP-1 (CCL2) VEGFa
GM-CSF MCP-2 (CCLS) VEGFc
Gmfg MCP-3 (CCL7) Wnt2
HCC-4 MCP-4 (CCL13)
Heregulin Mif
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Senesens iliskili sekretuvar fenotip ya da SASP, senesent hiicrelerin tipik bir
ozelligidir. SASP fenotipindeki hiicrelerde; sitokinlerin, kemokinlerin, Matrix
Metalloproteinases (MMP)’larin ve diger sekretuvar proteinlerin ekspresyonu ve
salinimi artmaktadir. Genel olarak senesens, hiicre bdliinmesini durdurdugu igin ve
pre-malign hiicrelerin immiin sistem tarafindan temizlenmesini tetikledikleri i¢in anti-
tiimorojenik olarak kabul edilir. Fakat diger yandan, SASP fenotipinde senesent
hiicrelerden yaygin olarak biyoaktif proteinler salgilanmaktadir ve bunlar senesent
olmayan komsu hiicreleri uyararak timor gelisimine sebep de olmaktadir. SASP
hiicreleri, ayn1 zamanda yaglanma siirecindeki kronik enflamasyondan sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. Senesens ile iligkili markerlerin ve patolojilerin daha fazla

arastirtlmasi 6nemlidir (Gu & Kitamura, 2012).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Besiyeri Hazirlamis1

PC3 prostat kanseri hiicre hatlart 0.375% sodium bikarbonat, 100 pg/mL
streptomisin, 100 U/mL penisilin ve %10 FBS (Fetal Bovine Serum) i¢ceren 10 mL
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) besiyerinde kiiltiir edilmistir. Besiyeri
hazirlanisindaki asamalar: DMEM (13,4 gr) (Kat. No: D5648-10, Merck, Almanya),
yaklagik 900 mL otoklavlanmis dH>O’da ¢oziindiikten sonra iizerine, steril %7,4’lik
NaHCOs’tan (sodyum bikarbonat, Kat. No: S5761, Merck, Almanya) 50 mL ilave
edilmistir. pH metrenin (6173, Jenco, ABD) kalibre edilmesini takiben, 1N HCI
(hidroklorik asit, Kat. No: H1758-500ML, Merck, Almanya) kullanilarak soliisyonun
pH’1 7,4’e ayarlanmistir. Karigima 10 mL penisilin/streptomisin antibiyotik karigimi
(Kat. No: P4333-100ML, Merck, Almanya) eklendikten sonra besiyeri hacmi,
otoklavlanmis (ALP, Japonya) dH>O ile 1L’ye tamamlanmistir. Daha sonra, 0,22 um
porlara sahip filtrasyon sistemi ile (Stericup®, Merck, Almanya), hazirlanan soliisyon
giivenlik kabini (BIOBASE, Cin) igerisinde filtre edilmistir. Filtre edilen besi yerinden
100 mL ayrilarak, FBS’siz DMEM gerektiren deneyler i¢in -80°C’de dolapta (Thermo
Fisher Scientific, ABD) saklanmistir. Kalan 900 mL besiyeri {izerine steril olan
FBS’ten (Kat. No: F9665-500ML, Merck, Almanya) 100 mL ilave edilerek %10
FBS’li DMEM besiyeri kullanima hazir hale getirilerek, +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2. PBS ve %1’lik Tripsin Soliisyonunun Hazirlanmasi

1000 mL PBS (Phosphate Buffered Saline) hazirlamak i¢in 8 gr NaCl (sodyum
klorid, Kat. No: S5629, Merck, Almanya), 0,2 gr KCI (potasyum klorid, Kat. No: P-
4504, Merck, Almanya), 1,44 gr Na,HPO4 (sodyum fosfat, Kat. No: S5136, Merck,
Almanya) ve 0,24 gr KHoPO4 (potasyum fosfat, Kat. No: P-8416, Merck, Almanya)
tartilarak 800 mL dH>0O’da karistirict yardimiyla ¢ozdiiriilmiistiir. Daha sonra dH,O
ile 1000 mL’ye tamamlanmistir. pH metre kalibre edildikten sonra pH’1 7,4’e
ayarlanmigtir. Steril hale getirmek icin otoklavlanmistir (ALP, Japonya). Hiicre
kiiltiirlerinde  hiicreleri  yapistiklar1 ~ flasktan ~ ayirmak  i¢in  tripsinden
faydalanilmaktadir. 10X konsantrasyonda steril ve filtre edilmis olarak satin alinan 20
mL Tripsin-EDTA soliisyonu (Kat. No: T4174, Merck, Almanya) hazirladigimiz steril
PBS ile 1X olacak sekilde diliie edilmistir.
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3.3. PC3 Prostat Kanseri Hiicre Hatti ve Direncli Hiicrelerin Eldesi

Bu bilimsel caligmada ila¢ direnci mekanizmalarinin sebeplerini arastirmak
tizere, PC3 prostat kanseri hiicre hattindan, bortezomib ilacina kars1 direngli bir hiicre
hatt1 gelistirilmistir. Parental (atasal, hassas) PC3 hiicreleri (PC3-P) (ATCC Cat#
CRL-1435, RRID: CVCL 0035) Prof. Dr. Serap Kuruca Erdem (Istanbul
Universitesi) tarafindan saglanmistir. Direngli hiicreler (PC3-R), PC3-P hiicreleri
kullanilarak kademeli doz artirimi yontemi ile daha 6nceki bir ¢alisma kapsaminda
gelistirilmistir (Yerlikaya & Okur, 2020). Hiicreler, 35 x 10 mm steril petri kaplarinda
pasajlanmigstir. 6 ay boyunca kademeli olarak artan bortezomib (Kat. No: 5043140001,
Merck, Almanya) konsantrasyonlarina maruz birakilmistir. Ilk 6nce hiicreler, 1 nM
bortezomib ile 3 giin siireyle muamele edilmislerdir ve akabinde 2,5 nM, 5 nM, 10
nM, 15 nM, 20 nM, 30 nM, 40 nM, 50 nM, 60 nM, 70 nM ve 80 nM bortezomib
konsantrasyonlariyla muamele edilmiglerdir. Her bir konsantrasyon ile en az 3 kez
muamele edilmislerdir. [la¢ muamelesi yapilmayan PC3-P hiicreleri de bir yandan es
zamanli olarak pasajlanmaya devam edilmistir. Direng seviyesini teyit etmek ve geri-
doniisiimlii bir fenotipi olup-olmadigini belirlemek i¢in ICso degerleri WST-1 testi ile
belirlenmistir. Hiicreler sonraki deneylerde kullanilmak iizere ¢ogaltilarak -80°C’de

muhafaza edilmistir.
3.4. Hiicrelerin Stoklanmasi ve Hazirlanmasi

Deneyler siiresince hiicre hatlar1 -80°C’de cryovial’lerde (Kat. No: 5000-0020,
Thermo Fisher Scientific, ABD) muhafaza edilmistir. Hiicreler %5 DMSO (Dimetil
stilfoksit, Kat. No: C6164-50ML, Merck, Almanya) igeren kendi besiyerlerinde (%10
FBS iceren DMEM besiyeri) dondurulmuslardir. Temel olarak, stoklanacak
hiicrelerdeki besiyeri emilmistir ve 1 mL PBS ile yikanmistir. Daha sonra, 2 mL 1X
tripsin konulmustur. Bu muamele siirecinde hiicreler inverted mikroskopta (AE21,
Motic, Cin) izlenmistir. Yaklasik bir dakika sonra hiicreler flask tabanindan kalkmaya
basladiklarinda, tiim tripsin emilmistir. Geride kalan eser miktardaki tripsin flaska
eklenen 10 mL taze besiyeri ile inhibe edilmistir ve hiicreler birkag kez pipetlenerek
flask tabanindan kaldirilmistir. Bu asamada, 2 mL hacime sahip cryovial’lere 100 uL.
DMSO eklenmistir. Daha sonra flask tabanindan kaldirilan hiicrelerden 1900 pL
alimarak DMSO eklenmis cryovial’lere aktarilmistir. Cryovial’lerin kapaklari
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kapatildiktan sonra birkag kez ters yiiz edilerek -80°C’de dolaptaki numaralandirilmig
kutulara konulmustur. Daha sonra konulan yerleri, hiicre stoklar1 listesine

kaydedilmistir.
3.5. Hiicre Stoklarinin A¢ilmasi

-80°C’de, cryovial’lerde muhafaza edilen dondurulmus hiicre stoklari,
37°C’de su banyosunda (Wisebath, Daihan, Kore) yaklasik 2 dakika bekletilerek sivi
hale getirilmistir. Daha sonra steril kosullarda, 8 mL taze besiyeri konulmus, 25
cm?’lik hiicre kiiltiirii flasklarma aktariimistir. DMSO’nun uzaklastirilmasi igin ertesi

giin, flasklardaki besiyerleri, yeni besiyerleri ile degistirilmistir.
3.6. Hiicre Pasajlan

PC3-P ve PC3-R hiicreleri, 37°C’de ve %5 CO:> igeren inkiibatorde (HF 90,
Heal Force, Cin) kiiltiirii yapilmistir. Stok kiiltiirler, 25 cm? steril flasklarda (Kat. No:
CLS430639-200EA, Corning, ABD) deney kiiltiirleri ise 35 mm x 10 mm steril petri
kaplarinda (Kat. No: CLS430165-500EA, Corning, ABD), 6 kuyulu pleytlerde (Kat.
No: CLS3335-50EA, Corning, ABD) ya da 60 x 15 mm boyutundaki petri kaplarinda
(Kat. No: CLS3295-126EA, Corning, ABD) ¢ogaltilmiglardir. Hiicre pasaji, hiicreler
~%70 yogunluga ulastiginda yapilmistir. Hiicreler, 1 mL PBS ile yikandiktan sonra 2
mL tripsin flasklara eklenmistir. Hiicreler ~1 dakika tripsin ile muamele edilmistir.
Tripsin, hiicreleri tamamen kaldirmadan, vakum pompasina bagli pastor pipeti ile
aspire edilmistir. Tripsini inhibe etmek i¢in %10 FBS iceren 5 mL DMEM besiyeri
flasklara eklenmistir. Daha sonra, PC3-P hiicrelerinden 500 pL, PC3-R hiicrelerinden
ise 1000 pL alinarak 10 mL taze besiyerine tamamlanmak iizere seyreltilerek yeni
flasklara ekilmistir. PC3-P hiicreleri, PC3-R hiicrelerinden daha hizli boliinme
gostermektedir. Bu sebep ile PC3-R hiicreleri iki kat daha yogun olacak sekilde ekim
islemleri yapilmistir (sadece normal pasaj asamalarinda, deneylerde esit miktar hiicre

ekilmistir). Hiicre pasaj1 her ii¢ glinde bir periyodik olarak yapilmistir.
3.7. Hiicre Sayimi

Hiicreler inverted mikroskop altinda, hemositometre (Kat. No: Z359629-1EA,
Bright-Line™, ABD) kullanilarak sayilmistir. Bunun i¢in, tripsinizasyonu takiben

hiicreler 10 mL taze besiyeri ile kaldirilmiglardir. Tripan blue eklenmesine gerek
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olmadan ve diliisyon yapilmadan 10 pL hiicre silispansiyonu hemositometreye
yiiklenerek sayim iglemi gergeklestirilmistir. Sayma isleminde, hemositometre i¢inde
16 kareden olusan ve her bir kosede bulunan 4 biiyiik kare kullanilmistir. Bu dort
biiyiik karedeki hiicrelerin toplam ortalamasimin 10* ile ¢arpilmasi, 1 mL hacimde kag

hiicre bulundugu sayisini1 vermistir.
3.8. PC3-P ve PC3-R Hiicrelerinde ilac Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

Sitotoksisite analizi, WST-1 (Kat. No: 5015944001, Merck, Almanya) reaktifi
kullanilarak gergeklestirilmistir. WST-1, kolorimetrik temelli bir reaktiftir ve hiicre
canliligimmin spektrofotometrede Olciilebilmesini saglayan bir yontemdir. Yd&ntemin
caligma prensibi, canli hiicrelerde WST-1 reaktifinin mitokondriyal dehidrogenaz
enzim aktivitesine bagli olarak koyu renkli formazan kristalleri olusturmasina dayanur.
Olusan bu renk degisimi kolorimetrik 6l¢iim ile sayisal degere doniistiiriilmektedir.
Hiicre canliligi fazla oldugunda kristal miktar1 daha fazla olmaktadir ve renk
skalasindaki koyuluk daha fazladir. Diger yandan, hiicre canliligindaki azalma ile daha
az kristal olugsmus olacagindan renk skalasinda daha agik renk olusmaktadir. Deney
kapsaminda kullanilan farkli ila¢ konsantrasyonlar1 ile hiicre canlilik orani
degismektedir ve farkli yogunluklarda olusan renk skalasi orantili ve sayisal olarak

Olciilebilmektedir.

PC3-P ve PC3-R prostat kanseri hiicre hatlari, -80°C’deki buz dolabindan
yukarida ‘Hiicre Stoklarinin A¢ilmasi’ kisminda anlatildig: gibi ¢ikartilmistir. WST-1
ile hiicre sitotoksisitesi belirlenmeden once hiicreler en az bir kere pasajlanmuistir.
Ikinci pasaj asamasinda, flasktaki hiicreler %70 oranma ulastiginda hiicreler 96
kuyucuklu pleytin (Kat. No: CLS4591-24EA, Corning, ABD) her bir kuyusunda
10.000 hiicre olacak sekilde ekilmistir. Deney, 5 tekrardan olusmaktadir. Yaklagik 24
saat sonra hiicreler %70 oranina geldiginde farkli konsantrasyonlarda bortezomib (1
nM, 10 nM, 50 nM, 100 nM, 500 nM, 1 uM, 10 uM, 50 uM, 100 uM) ile (Sekil 12)
48 saat boyunca muamele edilmistir. Kontrol grubu igin ilag soliisyonlarinin
hazirlandig1 izotonik su kullanilmistir. 48 saat ilag muamelesinden sonra, tiim
kuyulardaki besiyerleri emilmistir. Daha sonra her bir kuyuya 100 pL, 0.5% FBS + 10
mg/mL WST-1 igeren DMEM konularak 3 saat boyunca muamele edilmistir.
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WST-1 muamelesinden sonra her bir kuyu mikropleyt okuyucuda (Rayto RT-
2100C, Cin), 450 nm dalga boyunda okunmustur. Elde edilen veriler GraphPad Prism
5 programina yiiklenmistir. Daha sonra 1Cso degerleri ve grafikler olusturulmustur.
ICso degerleri, non-lineer regresyon kullanilarak log (inhibitor) vs. response-variable

slope denklemi ile elde edilmistir.

96.2 pl 2 Y5 110 12 15 12 15 110 izotonik
3 4 4 1 4 T 4 4 H
- [ — -

|||||

I ‘ ‘ \ )
— A 4 X X A 4

y K 4 ‘\. 4 \ 4 v 4

2,6 mM 100pM  50pM  10pM  1pM  500nM 100nM 50nM 10nM  1nM  kontrol

Sekil 12. Bortezomib ilag¢ konsantrasyonlarmin diliisyon ile elde edilmesi. PC3-P ve PC3-R hiicre hatlarinin bortezomib ilacina
karsi olan ICsy degerleri WST-1 yontemi ile belirlenmistir. Grafikler ve ICs, degerleri GraphPad Prism 5 programi kullanilarak
olusturulmustur.

3.9. PC3-P ve PC3-R Hiicrelerinin U¢ Boyutlu (3B) Sferoid Kiiltiirii

3B hiicre kiiltiirleri in vitro sartlardaki 2B kiiltiirlere gore, in vivo ortamlardaki
hiicrelerin fizyolojik sartlarin1 daha iyi temsil etmektedirler. In vitro hiicre temelli
testlere gore daha gelismis modellerdir ve kanser ¢alismalarinda daha yiiksek
fizyolojik benzerligi saglamaktadirlar (Chaicharoenaudomrung ve ark., 2019). Bu
sebeple parental ve direngli hiicre hareketlerinde (hiicre gocii/metastatik potansiyel)
bir degisim olup-olmadigini belirlemek icin sferoid olusturabilme yeteneklerine 3B

sferoid kiiltiir olusturularak bakilmistir.

3B sferoidler, %]1’lik (gr/hacim) agaroz kapli 96 kuyucuklu pleytlerde
olusturulmustur. Oncelikle, dH>0’da %10’luk agaroz (Kat. No: 11388983001, Merck,
Almanya) hazirlanmistir ve 20 dakika 121°C’de steril edilmistir. Daha sonra bu
%10’luk agaroz, %10 FBS iceren DMEM besiyerinde 10 kat seyreltilerek, %1’lik
konsantrasyona indirilmistir ve 96’lik pleyt icerisindeki tiim kuyulara 100 pl konarak
katilasmaya birakilmistir. Pasajlama sirasinda hemositometre ile sayilan PC3-P ve
PC3-R hiicreleri kuyu basma 100 ul besiyeri igerisinde 500 hiicre olacak sekilde,
%1’lik agaroz ile kapli 96 kuyucuklu pleytin kuyularina ekilmistir.
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Deney 5 tekrardan olugsmaktadir. 20 nM ve 100 nM ila¢ muamelesi hiicreler
ekildikten sonraki 3. giinde yapilmistir. Olugsmakta olan sferoidleri kaybetmemek i¢in
ilaglar besiyerini degistirme sekli ile verilmemistir. Istenilen ila¢ konsantrasyonlarini
olusturmak i¢in, hazirlanilan ilag soliisyonlarindan 2 pl sferoid kiiltiiriine
konuldugunda, 20 ve 100 nM konsantrasyonu verecek sekilde ayarlanmistir. Sferoid
gelisimi her 3 gilinde bir fotograflanmistir. Sferoid morfolojisi inverted mikroskop
kullanilarak 4X objektif ile her 3 giinde bir toplam 15 giin olmak iizere Moticam 1000
(Motic, Cin) kamerasi1 ile fotograflanmistir. Kaydedilen fotograflardaki sferoid
gelisimi, Motic Images Plus 3.0 programi ile ¢evrelerinin ve alanlarinin dl¢tilmesi ile
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar GraphPad Prism 5 programu ile analiz edilmistir.
Istatistiksel énemi belirlemek icin ‘One-way ANOVA’ ve ‘Bonferroni’s multiple
comparison test’ kullanilmistir. P degeri < 0,05 olan degerler 6nemli olarak kabul

edilmistir.
3.10. Muse Annexin V & Dead Cell Analizi

PC3-P ve PC3-R hiicrelerinin bortezomib, carfilzomib ve vinkristin stilfata
cevaben hiicre 6lim modlarini, Muse® Annexin V & Dead Cell Kit’i (Kat. No:
MCH100105, Luminex, ABD) ile belirlenmistir. Tiim hiicreler, 60 x 15 mm
boyutundaki petri kaplarina, her bir petriye 250.000 hiicre olacak sekilde ekilmistir.
Ekimden 24 saat sonra ila¢ muamelesine baglanmistir. Hiicreler, 20 nM bortezomib,
100 nM bortezomib, 20 nM carfilzomib ve 10 nM vinkristin siilfat ile 24 saat muamele
edilmislerdir. Ila¢ muamelelerinden sonra, ilk &nce her bir petrideki besiyerleri
toplanarak, grup isimlerine gore isaretlenen 15 mL’lik tiiplere aktarilmistir. Her bir
petri 1 mL PBS ile yikanmistir. Yikamada kullanilan bu PBS’ler de ilgili besiyerlerinin
toplandig1 15 mL’lik tliplere aktarilmistir. Hiicreleri kaldirmak i¢in petrilere 1 mL
tripsin soliisyonundan konulmustur. Hiicreler tamamen kalktiklarinda, yine ilgili 15
mL’lik tiiplere aktarilmislardir. 15 mL’lik tiipler 3.000 rpm’de 5 dakika santrifiij (3-
30KS, Sigma, Almanya) edilmistir. Santrifiijden sonra siipernatantlar atilmistir. Daha
sonra bir kez yikama islemi i¢in her bir tiipe 3 mL PBS eklenerek hiicre pellet’leri
siispanse edilmistir ve yine 3.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijden
sonra siipernatantlar atilmistir ve hiicreler sayim islemi i¢in 500 pL besiyerinde

kaldirtlmistir.
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Hiicreler hemositometre ile sayildiktan sonra her bir 6rnek, yeni eppendorf
tiiplerde 100 pL igerisinde 50.000 hiicre barindiracak sekilde siispanse edilmistir.
Hazirlanan 6rneklere 100 uL Muse Annexin V & Dead Cell Reagent ilave edilmistir.
Tiip icerigi orta hizdaki bir vorteks ile 3-5 saniye karistirilmistir. Ornekler daha sonra,
aliminyum folyo ile sarilarak karanlikta ve oda 1sisinda 20 dakika boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra tiim oOrnekler Muse Cell Analyzer cihazinda

(Milllipore, Merck, Almanya) kit ve cihaz manueline gore okutulmustur.
3.11. Acridine Orange (AQO) ve Ethidium Bromide (EB) Dual Boyamasi

PC3-P ve PC3-R hiicrelerinde 61iim modlarini dogrulamak i¢in hiicreler 20 nM
bortezomib, 100 nM bortezomib ve 20 nM carfilzomib ile 24 saat muamele edildikten
sonra AO/EB (Kat. No: A6014, Merck, Almanya), (Kat. No: E7637, Merck, Almanya)
cift boyasi ile boyanarak floresan mikroskop goriintiileri elde edilmistir. PC3-P ve
PC3-R prostat kanseri hiicreleri 35 x 10 mm petri kaplarina 50.000 hiicre olarak
ekilmistir. 24 saat inkiibasyondan sonra hiicreler 20 nM ve 100 nM bortezomib ve 20
nM carfilzomib ile muamele edilmistir. Kontrol hiicreleri izotonik su ile muamele
edilmistir. 24 saat ilag muamelesinden sonra hiicreler 5 ng/mL ET/AO (1:1 oran) ile
inkiibe edilerek 5 dakika igerisinde floresan mikroskopta (Nikon Eclipse 80i,
Japonya), B-2A filtresi (EX 450-490, DM 505, BA 520) kullanilarak, 200X

biiylitmede fotograflanmistir.
3.12. Muse Otofaji Analizi

Otofaji analizi i¢in Muse® Autophagy LC3-Antibody Based Kit’i (Kat. No:
MCH200109, Luminex, ABD) kullanilmistir. Oncelikle PC3-P ve PC3-R hiicreleri,
96’lik multipleytin her bir kuyusuna 200 pL besiyerlerinde 40.000 hiicre olacak
sekilde ekilmistir. Hiicreler ekildikten sonra logaritmik fazda 20 nM ve 100 nM
bortezomib ile 24 saat boyunca muamele edilmislerdir. Kontrol grubu, izotonik
soliisyon ile muamele edilmistir. ilag¢ muamelelerinden sonra tiim kuyulardan ilach
besiyeri emilmistir ve hiicreler 200 uL 1X HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution)
sollisyonu ile yikanmistir. Daha sonra, 1X HBSS’nin uzaklastirilmasi ile her bir
kuyuya 200 uL. EBSS (Earle’s Balanced Salt Solution) + 0,2 uL. Autophagy Reagent
A (1:1000 diliisyon) eklenmistir ve hiicreler 37°C’deki inkiibatorde 2 saat inkiibe

edilmislerdir.
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Inkiibasyondan sonra her kuyu 1X HBSS ile yikanmistir. Yikama isleminden
sonra hiicreler 100 pL tripsin ile kaldirilarak 100 pL 1X HBSS igeren eppendorf
tiiplerine aktarilmislardir. Tiipler, 300 x g’de 5 dakika boyunca 4°C’de santrifiij
edildikten sonra siipernatant uzaklastirilmistir. Daha sonra her bir 6rnek iizerine 5 pLb
Anti-LC3 Alexa Fluor™ 555 ve 95 uL 1X Autophagy Reagent B ilave edilerek 30
dakika boyunca buz iizerinde karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra tiipler
300 x g’de 5 dakika boyunca 4°C’de santrifiij edilmistir. Stipernatant uzaklastirilmistir
ve 1X Assay Buffer konulmasi ile tekrar santrifiij edilmislerdir. Son olarak siipernatant
uzaklastirllmistir ve hiicreler 200 pL. 1X Assay Buffer ile resiispanse edilerek hemen

Muse® Cell Analyzer ile kit protokoliine gore analiz edilmistir.

HBSS hazirlanisi: 400 mg KCI (Kat. No: P-4504, Merck, Almanya), 60 mg KH>PO4
(Kat. No: P-8416, Merck, Almanya), 350 mg NaHCO3 (Kat. No: S5761, Merck,
Almanya), 8.000 mg NaCl (Kat. No: S5629, Merck, Almanya), 48 mg Na,HPO4 (Kat.
No: S5136, Merck, Almanya), 1.000 mg D-glucose (Kat. No: G7021, Merck,
Almanya) maddeleri 800 mL dH»>O’da c¢oziildiikkten sonra 1 L’ye dH>O ile

tamamlanmaigtir.

EBSS hazirlanisi: 17 gr NaCl (Kat. No: S5629, Merck, Almanya), 1g KCI (Kat. No:
P-4504, Merck, Almanya), 0,35 gr Na,HPO4 (Kat. No: S5136, Merck, Almanya), 2,5
gr D-glucose (Kat. No: G7021, Merck, Almanya) 200 mL dH>0O’da ¢oziildiikten sonra

hacim 250 mL’ye dH;O ile tamamlanmistir. Bu soliisyon 10X konsantrasyonu

vermistir.
3.13. Muse PI3K/MAPK Aktivitesi Analizi

PI3K ve MAPK sinyal yollarindaki aktivasyon, PC3-P ve PC3-R hiicrelerinde
Muse® PI3K/MAPK Dual Pathway Activation Kit (Kat. No: MCH200108, Merck,
Almanya) kullanilarak arastirilmistir. Tiim hiicreler, 35 x 10 mm boyutundaki petri
kaplarina, her bir petriye 100.000 hiicre olacak sekilde ekilmistir. Hiicreler ekimden
24 saat sonra, 20 nM ve 100 nM bortezomib ile 24 saat boyunca muamele
edilmiglerdir. Ilag muamelesinden sonra, petrilerdeki besiyerleri grup adlari ile
isimlendirilmis 15 mL’lik falkon tliplere aktarilmistir. Daha sonra her bir petri 500 pL

1X tripsin ile muamele edilerek flask tabanindan kaldirilmstir.
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Tripsinizasyondan sonra her bir petriye tripsini inaktive etmek i¢in 2 mL
besiyeri konulmustur. Daha sonra hiicrelerin bulundugu bu besiyerleri ilgili
isimlendirilmis 15 mL’lik falkon tiiplerine aktarilmistir ve 3.000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra siipernatant atilmistir ve pellet tizerine
1 mL taze besiyeri konularak hiicreler hemositometre yardimiyla sayilmigtir. Tekrar
3000 rpm’de 5 dakika santrifiij isleminden sonra siipernatant atilmistir ve hiicre
pellet’leri kit icerisindeki 1X Assay Buffer (Her 100.000 hiicre i¢in 50 uL olacak
oranda) ile kaldirilmistir. Daha sonra bunlarin {izerine ayni miktarda kit igerisinde
verilen fiksasyon bufferindan eklenmistir ve 5 dk. buzda bekletildikten sonra 3000
rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

Daha sonra siipernatantlar atilmistir ve her 100.000 hiicreye karsilik 100 pL
permeabilizasyon buffer eklenerek buz iizerinde 5 dakika inkiibe edilmistir. Hiicreler
tekrar santrifiij edilerek siipernatant atilmigtir. Her bir 6rnekte 90 uL’de 200.000 hiicre
olacak sekilde 1X Assay Buffer eklenerek hiicreler restispanse edilmistir. Her bir 6rnek
icin, 5 upL anti-phospho-AKT ve 5 upL anti-phospho-ERK 1/2 soliisyonlari
karistirilarak 10 pL kokteyl hazirlanmistir. Orneklerin her birine 10 pL antikor
kokteyli ilave edilerek 30 dakika karanlikta ve oda sicakliginda inkiibasyon iglemi
yapilmistir. Inkiibasyondan sonra her érnege 100 uL 1X Assay Buffer konulmustur ve
3.000 rpm'de 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant atildiktan sonra pellet’ler 200
uL 1X Assay Buffer’da resiispanse edilmistir. Son olarak tiim ornekler Muse Cell

Analyzer cihazinda kit ve cihaz manueline gore okutulmustur.
3.14. Protein Tayini

Protein tayininin gerektigi tim deneylerde asagidaki protokol izlenmistir. PC3-
P ve PC3-R hiicreleri 35 x 10 mm petri kaplarina ya da 6 kuyulu pleytlere 200.000
hiicre olacak sekilde ekilmistir. Hiicreler ekildikten yaklasik 24 saat sonra, hiicreler
logaritmik fazdayken istenilen siirede (24 saat ya da 48 saat) ilag muamelesine maruz
birakilmislardir. Ilag muamelesi eski besiyerinin uzaklastirilmasi ve istenilen
konsantrasyonda ilacin bulundugu (10 nM, 20 nM ve 100 nM bortezomib; 20 nM
carfilzomib; kontroller i¢in izotonik soliisyon) yeni besiyerinin konulmasi seklinde
olmustur. Ilag muamelesinden sonra besiyerleri emilmistir ve 1 mL PBS ile

yikanmuistir.
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Hiicreler daha sonra 1X proteaz inhibitor kokteyli (Kat. No: sc-29131, Santa
Cruz Biotechnologies, ABD) iceren RIPA buffer (Kat. No: R0278, Merck, Almanya)
ile lizis edilmislerdir. Akabinde, Bio-Rad Protein Assay metoduyla protein miktar
tayini yapilmistir. Protein standardi olarak -20°C’de muhafaza edilen 1 pg/uL BSA
(Bovine Serum Albumin, Kat. No: 500-0007, Bio-Rad, ABD) kullaniimistir. Oncelikle
standart tiipleri hazirlanmistir (Tablo 6). Tampon olarak lizis soliisyonu kullanilmistir.
Ornekler iginde Lysis buffer oldugundan &l¢iim dogrulugu agisindan ayni miktarda
tampon konulmaktadir. Numune tiiplerinde: tampon yerine 4 uL protein (hiicre
homojenat1), 796 pL. dH>O, 0,2 mL Bio-Rad boyasi (Kat. No: 5000006, ABD)
bulunmaktadir (Tablo 6).

Tablo 6. Standart soliisyonlarinin ve 6rneklerin hazirlanis semasi. Caligma hacmi: 1 mL.

Ornekler Standard sol. (1 pg/uL) veya Ornek (uL) Tampon dH,O Bio-Rad boya
Deney korii (blank) - 4 uL 796 uL 200 pLL
Standart 1 1 pL 4 pL 795 uL 200 pL
Standart 2 2,5uL 4 pL 793,5 uL 200 pL
Standart 3 SuL 4 uL 791 uL 200 pLL
Standart 4 10 pL 4 pL 786 pL 200 pL
Ornek 4uL - 796 uL 200 uL

Tiipler 5 dakika oda 1s1sinda bekletildikten sonra, dncelikle deney korii olarak
‘blank’ spektrofotometrede (SmartSpec Plus, Bio-Rad, ABD) 595 nm’de
okutulmustur. Daha sonra, standart egriyi olusturmak {izere Tablo 6’daki
konsantrasyonlarda protein igeren protein standart soliisyonlar1 spektrofotometrede
okutulmustur. Son olarak protein konsantrasyonlarint bilmek istedigimiz orneklerin
absorbans degerleri okunduktan sonra cihaz tarafindan ¢izilen standart grafik ile
protein konsantrasyonlar1 cihaz tarafindan hesaplanmistir. Standart grafiginin

dogrusalligim gosteren r> degeri minimum 0,9812 olarak elde edilmistir.

Protein Ekstraksivonu Lizis Buffer Hazirlanisi1 ve Standart soliisyonu (1 pg/ul)

hazirlanisi:
1 tablet proteaz inhibitér kokteyli 500 pL PBS igerisinde ¢oziilerek 100X stok

hazirlanmistir. Her bir 35 mm’lik petriye 100 pL RIPA Buffer + 1X Proteaz inhibitor
kullanilmistir (1:100). Ornegin: 2970 pL Ripa Buffer’a + 30 puL 100X proteaz
inhibitori eklenmistir. Bu da 30 6rnek i¢in kullanilabilmektedir. BSA standardi distile
suile 1 pg/uL’ye diliie edilmistir.
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3.15. Western Blot

Her bir 6rnekten 35 pg protein, %12’lik (ERK1/2, LC3-B, pl16 INK4a ve
MMP-1 analizleri ic¢in) veya %10’luk (HSP70 analizleri i¢in) SDS-PAGE’de
ayrigtirildiktan sonra PVDF membrana (Kat. No: 1704156, Bio-Rad, ABD) Bio-Rad
Trans-Blot Turbo Transfer Sistemi (Bio-Rad, ABD) kullanilarak transfer edilmistir.
Proteinler, jellerden PVDF membranlara, 25V, 1.0A ve 30 dakikada transfer programi
kullanilarak transfer edilmistir. Membranlar, transferden sonra %5’lik blocking
sollisyonunda (1,5 gr yagsiz siit tozu, 30 ml TBS-T’de ¢oziildii) bir gece +4°C’de
bekletilmiglerdir.

Sonraki giin, membranlar TBS-T ile ii¢ defa yikanmistir. Tiim yikamalar TBST
ile; 1. yikamada 15 dakika, 2. ve 3. yikamada 5 dakika olmak {izere 3 kez yapilmistir.
Tiim antikorlar TBST igerisinde diliie edilmistir ve problama islemi, hafif ¢alkalama
ile 1 saat boyunca yapilmistir. Membranlarin antikorlar ile problama islemlerinde
oncelikle primer antikorlar ile inkiibe edilmislerdir. Yikama isleminden sonra
membranlar sekonder antikor olarak HRP-konjuge anti-tavsan ya da anti-fare antikoru
ile problanmislardir. Tekrar yikanan membranlar LumiGLO reagent (Kat. No: 7072,
Cell Signaling Technology, ABD) ile 2 dakika inkiibe edilmislerdir.

Isimalar Bio-Rad ChemiDoc MP goriintiileme sistemi (ChemiDoc MP, Bio-
Rad, ABD) ile ya da karanlik odada X-ray film iizerine kaydedilmistir. X-ray film
yontemi i¢in, membran plastik stre¢ ile sarilmistir. Daha sonra, iki mukavva kagidi
arasina membran ve onun lizerine Kodak Bio-Max film (18 cm x 24 cm) (Kat. No:
7363030-50EA, Kodak® BioMax®, ABD) konularak kemiliiminesans, filme
yansitilmistir (genellikle 2 dakika, ihtiya¢ halinde daha fazla ya da az). Film banyo
islemi sirasinda sirasiyla, 5 dakika developer soliisyonunda (Kat. No: Z354147,
Kodak, ABD), 1 dakika dH>O’da ve 5 dakika fixer soliisyonunda (Kat. No: 2354147,
Kodak, ABD) bekletilmistir. Son olarak film bol su ile yikanarak kurutulmustur. Bant
analizleri Image J programi ile yapilmistir. Grafiklerin olusturulmasinda GraphPad

Prism 5 programi kullanilmistir.

ERK1/2 fosforilasyonuna bakmak i¢in, primer antikor olarak tavsan
monoklonal anti-ERK1 (phospho T202) + ERK2 (phospho T185) antikoru (1:1000
veya 1:750 diliisyon, Kat. No: ab201015, Abcam, Birlesik Krallik) kullanilmistir.
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Membranlar daha sonra strip edilerek total formu taniyan tavsan poliklonal anti-ERK 1
+ ERK2 antikoru (1:1000, diliisyon, Kat. No: ab17942, Abcam, Birlesik Krallik) ile

problanmislardir.

Hsp70 ekspresyonu analizi i¢in fare monoklonal anti-Hsp70 antikoru (1:1000
diliisyon, Kat. No: H5147, Merck, Almanya) kullanilmistir. Otofaji aktivitesi, tavsan
poliklonal anti-LC3-B antikoru (1:1000 diliisyon, Kat. No: 2775, Cell Signaling,
ABD) ile belirlenmistir. Yiikleme kontrolleri, tavsan poliklonal anti B-aktin antikoru
ile yapilmistir (1:1000 diliisyon, Kat. No: 4970, Cell Signaling Technology, ABD).
Tavsan poliklonal anti-LC3-B primer antikoru i¢in sekonder antikor olarak, HRP ile
konjuge edilmis anti-tavsan (1:3000 diliisyon, Kat. No: 7074, Cell Signaling
Technology, ABD) antikoru kullanilmistir. Fare monoklonal anti-Hsp70 antikoru i¢in
sekonder antikor olarak, HRP ile konjuge edilmis anti-fare (1:3000 diliisyon, Kat. No:
7076, Cell Signaling Technology, ABD) antikoru kullanilmastir.

PC3-P ve PC3-R hiicrelerinde senesensi tespit etmek icin, primer antikor
olarak tavsan monoklonal anti-p16 INK4a (1:1000 diliisyon, Kat. No: 80772, Cell
Signaling Technology, ABD) ve tavsan monoklonal anti-MMP-1 (1:1000 diliisyon,
Kat. No: 54376, Cell Signaling Technology, ABD) kullanilmistir. Yiikleme
kontrolleri, tavsan poliklonal anti B-aktin antikoru ile yapilmistir (1:1000 diliisyon,
Kat. No: 4970, Cell Signaling Technology, ABD). Tiim primer antikorlar igin
sekonder antikor olarak, HRP ile konjuge edilmis anti-tavsan (1:3000 diliisyon, Kat.
No: 7074, Cell Signaling Technology, ABD) antikoru kullanilmistir.

3.16. PVDF Membranlarin Strip Edilmesi

Membran hazirlanan stripping buffer’ina konularak 50°C’de 30 dakika su banyosunda
calkalanmistir. Daha sonra iki kez, bol miktarda TBS-T igerisinde 10 dakika boyunca

yikanmistir. Daha sonra blocking soliisyonu ile bloklanmustir.

Strip etme soliisyonu hazirlanisi:

Formiil: 100 mM 2-mercaptoethanol, %2 SDS, 62,5 mM Tris HCI (pH 6,7). Bu
formiiliin hazirlanmasi i¢in, 12,5 mL Tris-HCI pH 6,8 igerisinde tarttifimiz 4 gr SDS
(Kat. No: L3771-1KG, Merck, Almanya) ¢6ziinmiistiir ve daha sonra tizerlerine 1,39
mL 2-mercaptoethanol (Kat. No: M3148-500ML, Merck, Almanya) eklenmistir.
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3.17. SDS-PAGE

Ayristirma jeli ve yigma jeli, asagida bulunan Tablo 7’e¢ ve Tablo 8’a gore
hazirlanmistir. Ayristirma jeli malzemeleri bir araya getirildikten sonra, cam plaklar
arasina dokiilmiistiir ve lizerine izopropanol (Kat. No: 563935-2.5L, Merck, Almanya)
konularak polimerize olmasi beklenmistir. Daha sonra izopropanol dokiilerek
hazirlanan yigma jeli, ayristirma jeli lizerine dokiilerek, lizerine kuyular1 olusturacak
tarak yerlestirilmistir. Bu sirada, ornekler 100°C’de 5 dakika denatiire edilmistir.
Denatiirasyondan sonra 12.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Bu asamada tarak
cikartilarak olusan kuyular running buffer ile iyice yikanmistir. Son olarak her bir
kuyuya, 35 pg protein yiiklenmistir. Ornekler jele yiiklendikten sonra 150V’da (Zoom
Dual power 3500V, Invitrogen, ABD) elektroforez islemi baglatilmistir. Bromophenol
blue jelden ¢ikar-¢ikmaz, gii¢ kaynagi durdurulmustur. Jel ¢ikarildiktan sonra Western

blot agamasina geg¢ilmistir.

Tablo 7. %12’lik ayrigtirma jeli hazirlanisi.

Madde Miktar
dH,0 1,402 mL
1 M Tris-HC] pH 8.8 1,670 mL
%40 Akrilamid 1,336 mL
%10 SDS 44,5 pL
%10 Amonyum persiilfat 44,5 uL
TEMED 2.7uL

Tablo 8. Yigma jeli hazirlanist

Madde Miktar
dH,0 1,909 mL
1 M Tris-HCl pH 8.8 307 uL
%40 Akrilamid 230 uL
%10 SDS 24,5 uL
%10 Amonyum persiilfat 24,5 uL
TEMED 4,1 uL

3.18. SDS-PAGE ve Western Blot Soliisyonlar1 ve Hazirlanislar:

1 M Tris-HCI pH 8.8
12,114 gr Tris-base (Kat. No: 10708976001, Merck, Almanya) tartilmistir ve yaklasik

60 mL de ¢oziildiikkten sonra pH 8,8’e, 1 N HCI ile ayarlanmigtir. Son hacim 100

mL’ye tamamlanarak 4°C’de muhafaza edilmistir.
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1 M Tris-HCI1 pH 6.8
12,114 gr Tris-base tartilmigtir ve yaklasik 60 ml de ¢oziildiikten sonra pH 6,8’e, 1 N

HCI ile ayarlanmistir. Son hacim 100 mL’ye tamamlanarak 4°C’de muhafaza

edilmistir.

%40 Akrilamid
19,48 gr akrilamid (Kat. No: A3553-100G, Merck, Almanya) ve 0,52 gr bis-akrilamid,

50 mL son hacimde ¢Oziilmiistiir.

%10 Amonyum persiilfat

0,1 gr amonyum persiilfat (Kat. No: A3678-100G, Merck, Almanya) 1 mL dH>O’da

¢cOziilmiistiir. Elektroforez yapilacagi giin hazirlanmistir. Hazirlandiktan sonra 1 hafta

+4°C’de dolapta saklanabilmektedir.

%10 SDS
4 gr SDS 40 mL dH20’da ¢oziilmiistiir.

TEMED:
Hazir sivi bir madde (Kat. No: GE17-1312-01, Merck, Almanya) olarak

kullanilmaktadir.

Tris-buffered saline (TBS) pH 7.6
8 gr NaCl, 20 mL 1 M Tris HCL, pH 7,6, 1000 mL distile suda ¢dziilmiistiir ve pH’1

kontrol edilmistir.

TBS Tween (TBS-T) : diliient ya da yikama buffer’1
0,1 % Tween 20 (Kat. No: P1379-25ML, Merck, Almanya) konsantrasyonunu elde

etmek i¢in, 999 mL TBS’e 1 mL eklenmistir.

6X Numune yiikleme soliisyonu (Sample Buffer):

10 mL hazirlamak i¢in: 6 mL gliserol (Kat. No: 8187091000, Merck, Almanya), 3 mL
IM tris-HCI (pH 6,8), 0,035 gr EDTA, 1,2 gr SDS, 600 pL B-mercaptoetanol ve 0,005
gr bromofenol mavisi (Kat. No: 114391-5G, Merck, Almanya) eklenerek

hazirlanmstir.
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2X Elektroforez tampon soliisyonu (Running solution):

12 gr tris base, 57,6 gr glisin (Kat. No: G8898-500G, Merck, Almanya) ve 4 gr SDS 2

L’ye tamamlanmistir. Elektroforez yapilacagi zaman 1:1 olacak sekilde dH>O ile

seyreltilmistir.

Transfer soliisyonu

28,826 gr glisin, 6,057 g tris-base, 1,4 gr SDS ve 140 mL metanol (Kat. No: 34860-

2.5L-R, Merck, Almanya) karistirilarak 2 L tamamlanmaistir.

Blocking Soliisyonu:

30 mL TBS-T icerisinde 1,5 gr yagsiz siit tozu (%5) ¢oziilerek hazirlanmistir.

Primer ve sekonder antikor diliisyonlari:

Antikorlar TBS-T igerisinde firmanin 6nerdigi oranda diliie edilmistir. Genellikle:

1:1000 oraninda seyreltilmistir. 15 mL TBST i¢inde 15 uL antikor eklenmistir.

Jel boyama soliisyonu:
%0,1 coomassie brillant blue (Kat. No: B6529-1L, Merck, Almanya), %30 metanol,
%10 glasiyel asetik asit (Kat. No: A6283-500ML, Merck, Almanya) karistirilmistir.

Yikama soliisyonu

%30 metanol, %10 glasiyel asetik asit karistirilmistir.
3.19. Label Free LC-MS Analizleri

Jel pargalar1 yaklasik 1 mm?® boyutlarinda olacak sekilde kesilmistir. Uzerlerine
500 uL 100 mM EDTA/NaOH eklenerek 15 dakika karistirici iizerinde yikanmistir.
Stipernatant atilarak jel parcalarinin lizerini kaplayacak kadar 50 mM dithiothreitol (20
mM amonyum dihidrojen fosfat ile ¢ozlilmiistiir) 55°C’deki karistiricida 10 dakika
bekletilmistir. Sonraki asamada siipernatant atilarak jel parcalarinin {iizerini
kaplayacak kadar 200 mM iodoacetamide (20 mM amonyum dihidrojen fosfat ile
¢cOziilmiistiir) eklenmistir ve 20 dakika karanlik ortamda bekletilmistir. Tekrar
slipernatant atilarak jel pargalarinin dehidrate edilebilmesi i¢in tizerlerini kaplayacak
kadar %100’liik asetonitril eklenmistir ve 5 dakika karistirici da bekletilmistir. Daha
sonra siipernatant atilarak jel pargalarini tekrar hidrate edebilmek i¢in iizerlerini
kaplayacak kadar %30’luk asetonitril eklenmistir ve 5 dakika karistirict da
bekletilmistir.

74



Bu islemden sonra iki defa 1 mL ultra saf H,O ile 10 dakika karistirici da
yikanmistir. Yikama isleminden sonra 5 defa, 30 dakika 1 mL %50 ACN + 20 mM
amonyum dihidrojen fosfat ile karistirici lizerinde boya materyali tamamen ¢ikana
kadar yikanmistir. Bu islemden sonra tekrar iki defa ImL ultra saf H>O ile 10 dakika
karistiricida yikanmistir. Yaklagik 150 pL asetonitril ile jel parcalar1 beyazlayana
kadar 2 defa vortekslenmistir. Son olarak siipernatant atildiktan sonra kapagi agik bir

sekilde oda sicakliginda, kalan asetonitrilin ugmasi saglanmistir.

Peptid eldesi i¢in 1 pg tripsin, 50 pL %2 asetonitril igeren 50 mM amonyum
bikarbonat ile ¢oziilerek once 20 pL sonra da 10 pL olacak sekilde 20 dakika
araliklarla 37°C’deki jel pargalar1 iizerine eklenmistir ve yaklasik 16 saat
tripsinizasyona birakilmistir. Bu islemden sonra siipernatant yeni bir tiipe aktarilarak,
jel pargalarinin iizerini kaplayacak kadar %5 formik asit + %35 asetonitril eklenmistir
ve 20 dakika sonic banyoda bekletilmistir. Stipernatant 6ncekiyle birlikte karigtirilarak
asetonitril ucana kadar speedvac’te bekletilmistir. Ornekler, maksimum rpm’de 10
dakika santrifiij edildikten sonra yeni tiiplere aktarilarak LC-MS/MS analizine

verilmigtir.

Analizlere baglamadan 6nce, analizlerin gergeklestirildigi Xevo G2-XS Q TOF
cihazina (Xevo G2-XS Q-TOF, Waters, ABD) 6zgii olan MassLynx programi (V4.1-
Waters) araciligi ile detektor ve kalibrasyon ayarlari yapilmistir. Metod SONAR ve
sensitivite moduna getirilerek, olusturulan triptik peptidler hidrofobisitelerine gore
HSS T3 (Waters-186008818) kolonunda asetonitril gradienti ile fraksiyonlanmustir.
Asetonitril %5-35 araliginda arttirilarak peptidlerin kolondan ayrilmasi saglanmistir
ve elektrospray iyonlagsmasi sonucu kiitle spektrometresinde analiz edilmistir. Analiz
esnasinda, m/z 50-1950 araliginda tanimlanabilecek peptidler igin veri toplanmistir.
0,7 saniye kadar MS analizi gergeklestirilmistir ve peptidlerin biitiinii hakkinda bilgi
toplanmistir. Ardindan 0,7 saniye kadar MS/MS analizi yapilip peptidin parcalanmasi
ve sekans bilgisinin elde edilmesi saglanmistir. Protein tanimlamalar1 yapilirken
UniProt protein veri bankasindaki insana ait protein sekans bilgisi kullanilmistir.
Progenesis QIP yazilimi1 (Waters-2018) kullanarak protein tanimlamasi ve istatistiksel

analizler yapilmistir.
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3.20. PC3-P ve PC3-R Hiicrelerinde p-Galaktosidaz Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Senesensin karakteristik 6zelliklerinden biri olan (-galaktosidaz aktivitesini
pH 6’da 6lgmek i¢in “’Senescence B-Galactosidase Staining Kit’” (Kat. No: 9860, Cell
Signaling Technology, ABD) kullanilmistir. PC3-P ve PC3-R hiicreleri kuyu bagina
50.000 hiicre olacak sekilde 6 kuyulu pleytlere ekilmistir. Hiicreler logaritmik faza
kadar biiyiitiilmiistiir ve daha sonra izotonik su (kontrol grubu i¢in), 10 nM bortezomib
ve 100 nM bortezomib ile 48 saat boyunca muamele edilmistir. Her bir grup iki teknik

replika olacak sekilde tekrar edilmistir.

Tim maddeler ve soliisyonlar iireticinin protokoliine gére hazirlanmis ve
uygulanmigstir. Kisaca, ilag muamelesinden sonra tiim kuyulardaki besiyeri alinmis ve
hiicreler 1 kez 1X PBS ile yikanmistir. Yikama isleminden sonra 1X fiksatif soliisyon
her bir kuyuya eklenmistir ve oda sicakliginda hiicreler 15 dakika boyunca fikse
edilmistir. Fiksasyon isleminden sonra hiicreler 1X PBS ile iki kere yikanmustir.
Yikama isleminden sonra her bir kuyuya 1 mL B-galaktosidaz boyama soliisyonu
eklenmistir ve pleytler hava almayacak sekilde parafilm ile kapatilarak CO> igermeyen
bir inkiibatdrde 37°C’de gece boyunca inkiibe edilmistir. Ertesi giin olusan mavi renk

degisimleri inverted mikroskop altinda ve 200X yakinlastirmada fotograflanmustir.

3.21. Sitokin Array Analizi

PC3-P ve PC3-R hiicre hatlarinda 60 adet sitokini (Angiogenin, BDNF, BLC,
BMP-4, BMP-6, CK beta 8-1, CNTF, EGF, Eotaxin-1, Eotaxin-2, Eotaxin-3, FGF-6,
FGF-7, FIt-3 Ligand, Fractalkine, GCP-2, GDNF, GM-CSF, 1-309, IFN-gamma,
IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-4, IGF-1, IL-10, IL-13, IL-15, IL-16, IL-1 alpha, IL-1
beta, IL-1 ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, Leptin, Light, MCP-1, MCP-2, MCP-
3, MCP-4, M-CSF, MDC, MIG, MIP-1 delta, MIP-3 alpha, NAP-2, NT-3, PARC,
PDGF-BB, RANTES, SCF, SDF-1, TARC, TGF beta 1, TGF beta 3, TNF alpha, TNF
beta) simiiltane olarak analiz etmek i¢in Human Cytokine Antibody Array kiti (Kat.
No: ab169817, Abcam, Birlesik Krallik) kullanilmistir. PC3-P ve PC3-R hiicreleri, 6
kuyulu pleytlere 2 ml besiyerinde kuyu bas1 100.000 hiicre olacak sekilde ekilmistir.

Ekimden 24 saat sonra ilag uygulamasina baslanmistir.
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flag muamelesi, 100 nM bortezomib ile 24 saat seklinde olmustur. Kontrol
gruplarina izotonik su eklenmis besiyeri, ilag muamelesi uygulanacak hiicrelere ise
100 nM bortezomib konsantrasyonuna sahip besiyeri konulmustur. Ilag
muamelesinden 24 saat sonra besiyeri uzaklastirilmistir. Hiicreler PBS ile yikanmistir
ve kit tarafindan saglanan lizis soliisyonu ile hiicreler protein ekstraksiyonu i¢in lizis
edilmistir. Bu lizis soliisyonuna 1X olacak sekilde proteaz inhibitdr kokteyli
eklenmistir. Ekstrakte edilen proteinlerin konsantrasyonlari, yukarida metodlar

kisminda anlatilan protein tayini metodu ile belirlenmistir.

Deney kit iireticisi firmanin talimatlarina gore yapilmistir. Tiim inkiibasyonlar
oda sicakliginda ve calkalayicida hafifce ¢alkalanarak (dakikada 60 dongii)
yapilmistir. Ozetle, membranlar kit icerisinde gelen 8 kuyulu pleyte yerlestirilmistir.
Her bir membran 200 pg protein iceren 1 mL 1X blocking buffer ile 2 saat oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra membranlar 3 kez wash buffer I
ile 2 kez de wash buffer II ile yikanmistir. Daha sonraki tiim yikamalar bu sekilde
yapilmistir. Yikama isleminden sonra membranlar 1 mL biyotinli antikor kokteyli ile
daha dnceki gibi 2 saat inkiibe edilip yitkanmistir. Daha sonra membranlar 1X HRP-ile
konjlige edilmis streptavidin ile 2 saat boyunca muamele edilmistir ve yikanmistir.
Daha sonra membranlar 2 dakika boyunca 500 pL deteksiyon buffer’1 ile muamele
dilmistir (C ve B buffer’larindan 250°ser uL. olmak iizere, 1:1 oraninda karistirilarak
uygulanmistir). Son olarak membranlar karanlik odada Kodak BioMax X-ray filmine
ekspoze edilmistir. Film fotograflandiktan sonra yuvarlak bantlarin yogunlugu Image
J programinda background diizeltmesi yapilarak 6l¢ililmiistiir. Grafikler ve istatistiksel

analizler GraphPad Prism 5 programu ile elde edilmistir.
3.22. ila¢ Direncinin Geri Doniisiimlii Olup Olmadiginin Belirlenmesi

Asamali doz artirimi yolu ile elde edilen direngli PC3-R hiicrelerinde ilag
direnci fenotipinde gerileme olmamasi i¢in deneyler disindaki pasajlama asamalarinda
PC3-R hiicreleri her zaman 5 nM ya da 10 nM bortezomib baskis1 altinda tutulmugtur.
Parental hiicrelere ise kontrol i¢in izotonik su verilmistir. Yaklagik bir yil siiren
deneylerin sonunda, PC3-R hiicrelerinde ila¢ direncinin geri doniisiimlii olup
olmadigin1 gérmek igin bortezomib olmadan hiicreler 1 ay boyunca 25 cm?lik

flasklarda pasajlanmistir.
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1 ay sonrasinda hiicrelerin bortezomib’e karsi olan hassasiyetleri yukarda metod
boliimiindeki ‘PC3-P ve PC3-R Hiicrelerinde Ilag Sitotoksisitesinin Belirlenmesi’

konu basladiginda anlatilan WST-1 Assay ile belirlenmistir.
3.23.iCELLigence Sistemi ile Cesitli inhibitérlerin Etkisinin Arastiriimasi

Melk inhibitorii olan OTSSP167 nin, CDK2 inhibitorii olan CVT-313’{in ve
Ca?* selatorii BAPTA-AM in PC3-P ve PC3-R hiicrelerinin proliferasyonu iizerindeki
etkisi iCELLigence sistemi (iCelligence, Agilent, ABD) kullanilarak belirlenmistir.
Bu sistemde hiicreler ¢ogaldik¢a ve pleyt tabanina yapistik¢a elektrik direncinde
degisimler olugsmaktadir ve bu degerler proliferasyon oranini yansitmaktadir. Bu
sistem, inhibitorlerin PC3-P ve PC3-R hiicreleri {izerindeki etkisinin ger¢ek zamanl
olarak izlenmesini saglamistir. Proliferasyon, cell index (CI) (hiicre indeksi) olarak
ifade edilmektedir. Deney iki tekrardan olusmaktadir ve iki adet iCELLigence pleyti
(E-Plate L8) ile yapilmistir. Deney baslangicinda, iCELLigence cihazinin elektrotlari
nazikge fir¢a yardimi ile temizlenmistir ve daha sonra iPad’e baglanmistir. Oncelikle
kontrol amagl olmak iizere, test pleytleri ile bos okuma yapilarak cihaz manuel’inde
beklenilen degerlerin alinip alinmadigina bakilmistir. Degerler uygun oldugundan
cithaz 37°C’de ve %5 CO:> igeren inkiibatore yerlestirilerek 2 saat bekletilmistir. Bu
siirede, yeni iCELLigence pleytleri (E-Plate L8) acilip her bir kuyusuna giivenlik

kabini iceresinde 150 pL besiyeri konulmustur.

Besiyeri konulan pleytler de inkiibatére konularak 30 dakika bekletilmistir.
Bekleme stireleri bittiginde pleytler cihaza yerlestirilmistir. Hiicrelerin olmadigi ve
150 pL besiyeri iceren pleytler i¢in ilk 6dnce background okumasi yapilmistir. Daha
sonra pleytler cihazdan ve inkiibatdrden ¢ikartilarak giivenlik kabinine getirilmistir.
Bu pleytlerdeki kuyularin ¢alisma hacmi 500 pL’dir ve 20.000 hiicre ekilmistir. Bunun
i¢in 350 uL besiyerinde 20.000 hiicre ayarlanarak ilgili gruplarin kuyularina ekilmistir.
Hacim 500 pL’ye tamamlanmistir. Daha sonra, pleytler inkiibatére ve de cihaza
yerlestirilmistir. ilk 24 saatlik cihaz okumas1 baslatilmistir. 24 saat sonra besiyerleri
dikkatlice emilmistir. Daha sonra, 100 nM OTSSP167, 100 nM CVT-313 ve 20 uM
BAPTA-AM igeren besiyerleri ilgili kuyulara aktarilmistir. Pleytler inkiibatordeki

iCELLigence cihazina tekrar yerlestirilmistir ve kaydetme islemi devam ettirilmistir.
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Hiicreler, 37°C’de, 5% CO: igiren inkiibatorde 96 saat boyunca canli olarak
izlenmigtir. Hiicre indeksi her 30 dakikada bir iCELLigence sistemi tarafindan

kaydedilmistir.
3.24. istatistik Analizleri

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi i¢in GraphPad Prism 5.0 programi
kullanilmistir. Verilere ait degiskenler yiizde ve ortalama + standart sapma (SD) olarak
tanimlanmistir. Gruplar arasindaki farkliliklarin belirlenmesi icin tek yonli varyans
(One-way ANOVA) analizi kullanilmistir. Anova analizi sonrasinda ¢oklu
karsilagtirmalarda anlamliligin hangi grup ya da gruplardan kaynaklandigini tespit

etmek i¢in Post-hoc Tukey, Newman-Keuls veya Bonferroni’s testi kullanilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. PC3-P ve PC3-R Hiicrelerinin ICso Degerleri

Bu tez caligmasi kapsaminda ilk o6nce, PC3-R hiicrelerinin ve PC3-P
hiicrelerinin (Yerlikaya & Okur, 2020) ICso degerlerinin teyit edilmesi ve
hesaplanmasi i¢cin WST-1 assay kullanilmistir. ICso degerleri 48 saat bortezomib
muamelesinden sonra hesaplanmistir. Sekil 13A ve 13B de goriilebilecegi gibi PC3-P
hiicrelerinin 1Cso degeri 32,8 nM bulunmusken, PC3-R hiicrelerinin ICso degeri 346
nM bulunmustur. Direngli hiicreler parental hiicrelere gore yaklasik 10,5 kat daha
direngli bulunmustur. Bu sonuglar, hiicreler gelistirildikten sonraki Olgiilen ICso
degerleri ile uyumludur. Tez ¢alismalar1 boyunca direncli PC3-R hiicrelerinde
herhangi bir direng kayb1 olugsmasin diye normal pasajlama zamanlarinda 5 nM ya da
10 nM bortezomib konsantrasyonu besiyerlerine uygulanmistir. Bu uygulama her

deney oncesi kesilmistir. Deneyler istenilen ilag konsantrasyonlarinda yapilmistir.
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Sekil 13. PC3-P (A) ve PC3-R (B) hiicrelerinin bortezomib ilacina karsi olan ICs, degerleri.

4.2. PC3-P ve PC3-R Hiicrelerinin U¢ Boyutlu (3B) Kiiltiirleri

Sferoidler, iic boyutlu (3B) hiicre kiiltiirleridir. Hiicreler kendilerini
proliferasyon siireglerinde ayarlayarak sfer yapilarma biiriinmektedir. ki boyutlu
kiltlirlere gore, in vivo ortamlar1 daha iyi yansitarak onlar1 anlamada daha iyi bir
model sunar. (Lv ve ark., 2017). Bu sebeple, PC3-P ve PC3-R hiicre hatlarinin
bortezomib ilact etkisi altinda 3B sferoid olusturabilme kabiliyetlerini arastirmak

istedik.
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Sekil 14. A) PC3-P ve PC3-R hiicrelerinin 3B sferoid olusturmasi. Hiicreler 15 giin boyunca 20 nM bortezomib konsantrasyonu
ile ya da izotonik su ile (kontrol gruplarr) muamele edilmistir. flag muamelesi sferoid olusumunun 3. giiniinde baslatiimistir. B)
Olusan sferoidlerin alanlar 6l¢iilmiistiir ve gelisimlerinin grafigi ¢izilmistir ***P <0,001.
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PC3-P ve PC3-R sferoid olusumuna 20 nM ve 100 nM bortezomib
konsantrasyonu altinda bakilmistir. Sekil 14A ve Sekil 14B’de goriilecegi iizere 20 nM
bortezomib muamelesi sonucu direncgli hiicrelerin parental hiicrelere goére anlaml
diizeyde (P <0,001) daha yiiksek bir sferoid ¢apina ulastiklar1 goriilmiistiir. 100 nM
ilag konsantrasyonlarinda her iki hiicre hatti da sferoid olusturamamistir ancak
gozlenebilecegi lizere direncli hiicreler sferoid olusturabilmeye yakindir ve parental
hiicrelere kiyasla kiire morfolojisine yakin daha kompakt veya yogun bir yapi
olusturmuslardir. PC3-P hiicrelerinde ilag verilen hi¢bir grupta, 15. son deney gliniine

kadar gercek bir sferoid olugsmamastir.

[lag verilmeyen kontrol gruplarinda, normal PC3-P hiicrelerinin olusturdugu
sferoidlerin PC3-R hiicrelerininkinden daha biiyiik oldugu gézlenmektedir. Bu durum
PC3-P hiicrelerinin daha hizli ¢ogaldiklarin1 gostermektedir. PC3-P hiicrelerinin hizli
cogalmalarinin sebebi ve PC3-R hiicrelerinin ilag varliginda bile ii¢ boyutlu sferoid

olusturabilme kabiliyetinin olas1 etkileri, tartisma ve sonug¢ kisminda yorumlanmaistir.

4.3. PC3-P ve PC3-R Hiicrelerinde Oliim Modunun incelenmesi

PC3-P ve PC3-R hiicrelerinin bortezomib, carfilzomib ve vinkristin siilfata
cevaben hiicre 6liim modlarin1 belirlemek igin ilk 6nce Muse® Annexin V & Dead
Cell Kit yardimiyla apoptoz ve nekroz iizerindeki etkileri arastirilmistir. Sekil 15°te
goriilecegi tlizere 24 saatlik 20 nM bortezomib muamelesinde sonra ge¢ ve erken
apoptotik hiicrelerin orani direncli hiicrelerde parental hiicrelere gore kismen yiiksek
oldugu ancak nekrotik hiicre oranin ise parental hiicrelerde direngli hiicrelere gore

daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (%5,80 ve 9%2.75, sirasiyla).

24 saatlik 100 nM’lik bortezomib muamelesi sonucunda ise direngli hiicrelerde
gec (%2.85) ve erken (%2.15) apoptotik oranlart bekledigimiz gibi parental
hiicrelerdeki ge¢ (%9.10) ve erken (%3.20) apoptotik oranlarindan daha diisiik
goriilmiistiir. Nekrotik hiicre (Dead, sol iist kuadrantlar) oranlar1 ise direngli hiicrelerde
%0.50 ve parental hiicrelerde ise %3.64 olarak belirlenmistir. Carfilzomib (20 nM) ve
vinkristin stilfat (10 nM) ile yapilan 24 saatlik muameleler sonucu direngli
hiicrelerdeki ge¢ apoptotik ve nekrotik (dead) oranlar1 parental hiicrelerdekine gore

diisiik bulunmustur (Sekil 15).
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Sekil 15. PC3-P ve PC3-R hiicrelerinin, 24 saat boyunca, 20 nM ve 100 nM bortezomib, 20 nM carfilzomib ve 10 nM vinkristin
stilfat muamelelerine cevaben apoptoz profilinin belirlenmesi.
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4.4. PC3-P ve PC3-R Hiicrelerinin AO/EB ile ikili Boyanmasi

PC3-P ve PC3-R hiicrelerinde 61iim modlarini dogrulamak i¢in hiicreler 20 nM
bortezomib, 100 nM bortezomib ve 20 nM carfilzomib ile 24 saat muamele edildikten
sonra AO/EB c¢ift boyasi ile boyanarak floresan mikroskop goriintiileri elde edilmistir.
Acridine orange (AO) niikleik asitleri boyayan bir katyonik floresan boyadir. Hiicreler,
AQ’ya gegirgendir ve hem 06lii hem de canli hiicreler AO tarafindan boyanir. AO
genellikle floresan mikroskop ve akan hiicre Olger analizlerinde, hiicrelerin

fizyolojisini ve hiicre dongiisti durumlarini aragtirmada kullanilmaktadir.

Mikroskop altinda canli hiicreler uniform olarak yesil goriinmektedirler,
apoptotik hiicreler de yesil goziikiirler fakat niikleuslarinda kromatin kondensasyonu
ve niikleer fragmentasyondan dolay1 yesil noktalar goziikmektedir. (Bunlar niikleolus
ile kanstirilmamalidir. Niikleolus okaryotik hiicre niikleuslarindaki en biiyilik
yapilardandir. Ribozom biyogenezinden sorumludurlar (Boisvert ve ark., 2007))
Nekrotik hiicreler turuncu olarak boyanmaktadir fakat soniik ve belirsiz olabilirler.
Ethidium bromide (EO), sadece membran biitiinliigiinii kaybetmis hiicreleri
boyamaktadir. AO, EB ile kombine edildiginde, nekrotik hiicreler turuncu olarak
boyanmaktadir fakat morfolojileri canli hiicrelere benzemektedir. Kondense olmus
kromozomlar1 yoktur. Normal hiicreler, apoptotik ve nekrotik hiicreler AO/EB

boyamasi ile ayirt edilebilmektedirler (Kasibhatla ve ark., 2006).

Sekil 16°da goriilebilecegi gibi, direngli hiicrelerde 20 nM bortezomib, 100 nM
bortezomib ve 20 nM carfilzomib muamelesi sonucu daha ¢ok sayida canli (parlak
yesil hiicreler) oldugu goriilmistiir. Ge¢ apoptotik, erken apoptotik ve nekrotik
hiicrelerin parental hiicrelerde direngli hiicrelere gore ¢ok daha fazla oldugu
anlagilmistir. Bu sonuglar, PC3-P ve PC3-R hiicrelerinin bortezomib’e olan ICso
degerleri ve hiicrelerdeki 6liim modunun incelenmesinde elde edilen sonuglar ile

uyumludur.
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Control

20 nM Bor

100 nM Bor

20 nM Car

Sekil 16. PC3-P ve PC3-R hiicrelerinin acridine orange/ethidium bromide (AO/EB) ile boyanmasi. EA, erken apoptotik; LA, geg
apoptotik; N, nekrotik; V, canl1.
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4.5. Otofajik Aktivasyonun Western Blot ile Belirlenmesi

Yakin zamanda yapilan g¢alismalarda ERK fosforilasyonun otofajik hiicre
Olimii aktivasyonunda rol aldigmi gostermektedir. Fakat ERK fosforilasyonun
otofajinin tetikleyicisi mi yoksa inhibitérii mii oldugu ile alakali tartismali sonuglar
vardir (Kao ve ark., 2014; Zhao ve ark., 2017). Kemoterapétik ilaglara karsi direncte
otofajik aktivasyonun yakindan iliskili oldugu bazi ¢alismalarda gosterilmistir
(Battista ve ark., 2018; Pagotto ve ark., 2017). Bu sebeple otofajik aktivasyonun,
bortezomib direnci ile bir iliskisi olup olmadig1, yaygin olarak kullanilan ve bir otofaji
markeri olan LC3-I’in LC3-II"ye doniisiimiiniin incelenmesi ile arastirilmigtir. Bunun
icin once Muse® Autophagy LC3-Antibody Based Kit ve ardindan tavsan poliklonal
anti-LC3-B antikoru kullanilarak Western blot ile otofajik aktivasyon belirlenmistir.
Oncelikle 24 saat boyunca 20 nM ve 100 nM bortezomib muamelesi sonucunda
otofajik aktivasyon Muse® Cell Analyzer ile incelenmistir. Sekil 17°de goriildiigi gibi
PC3-P ve PC3-R hiicrelerinde bortezomib’e cevaben otofajik uyarilmada anlamli bir
fark gozlenmemistir. Bu sonucun deneysel bir hata (kit ile ilgili bir sorun veya
hiicrelerin tripsinizasyonundan kaynaklanan bir durum gibi) olup-olmadigini
dogrulamak i¢in, PC3-P ve PC3-R hiicrelerinde otofajik aktivasyon, LC3-I’in LC3-
Il’ye doniisiimi, 6 saat ve 24 saat boyunca 20 nM ve 100 nM bortezomib ve de 20 nM
carfilzomib muamelesi sonucunda Western blot yontemi ile incelenmistir. Sekil 18’de
goriilecegi gibi 6 saat muamele sonucunda otofajik aktivasyon heniiz baglamamustir.
Kismen parental hiicrelerde 100 nM bortezomib uygulamasinda bagladigi
anlasilmaktadir. Diger yandan, Sekil 19°da goriilecegi gibi, 20 nM ve 100 nM
bortezomib’in 24 saat uygulamasinda, PC3-P hiicrelerinde LC3-1, LC3-II formuna
doniismiistiir. PC3-P hiicrelerinde giiclii bir sekilde otofajik aktivasyon meydana
gelmistir. Buna karsilik PC3-R hiicrelerinde LC3-I, LC3-II formuna doniismemistir ve
otofajik aktivasyon yoktur. Bu durum PC3-P hiicrelerinde proteozom inhibisyonunun
bir telafi mekanizmasi olarak otofajiyi arttirdigini gostermektedir. Direngli hiicrelerde
ise otofaji uyartlmamistir ¢iinkii yeteri kadar proteozom inhibisyonu yoktur. Bu
durum, direncli hiicrelerdeki diren¢ mekanizmasinda otofajinin bir rolii olmadigini
gostermektedir. Parental hiicrelerde tetiklenmesi ise bir sag kalim mekanizmasi olarak

ortaya ¢ikmaktadir. Ilging olarak 20 nM carfilzomib muamelesi her iki hiicrede de
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otofajiyi tetiklememistir (Sekil 19). Bu durum bortezomib’in PSMBS5 disinda da,

otofaji yolag iliskili bir takim molekiilleri hedef alabilecegine isaret etmektedir.
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Sekil 17. PC3-P ve PC3-R hiicrelerinde Muse cell analyzer ile otofajik uyarilmanin belirlenmesi. Deney, 24 saatlik 20 nM ve 100
nM bortezomib muamelesi ile yapilmistir. Kontrol hiicreleri izotonik su ile muamele edilmistir.

PC3-P PC3-R
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Sekil 18. PC3-P ve PC3-R hiicrelerinde 6 saat ilag muamelesinden sonra LC3-I ve LC3-II doniisiimiiniin Western blot analizi. 35
ng protein %12°lik SDS-PAGE’de ayristirilmstir. Otofajik aktivasyon, polilonal anti-LC3-B antikoru kullanilarak LC3-I’in LC3-
II’ye doniigsmesinin analizi ile belirlenmistir. Egit miktarda protein yiiklenmesi, membranlar strip edildikten sonra anti-f-aktin

tavsan poliklonal antikoru ile problanmasi ile belirlenmistir. PC3-P ve PC3-R hiicreleri 6 saat boyunca 20 nM, 100 nM bortezomib
ile 20 nM carfilzomib ile muamele edilmistir. Kontrol hiicreleri izotonik su ile muamele edilmistir.
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Sekil 19. PC3-P ve PC3-R hiicrelerinde 24 saat ilag muamelesinden sonra LC3-1 ve LC3-II doniisiimiiniin Western blot analizi.
35 pg protein %12’lik SDS-PAGE’de ayristirilmistir. Otofajik aktivasyon, polilonal anti-LC3-B antikoru kullanilarak LC3-I’in
LC3-II’ye doniismesinin analizi ile belirlenmistir. Esit miktarda protein yiiklenmesi, membranlar strip edildikten sonra anti-B-
aktin tavsan poliklonal antikoru ile problanmasi ile belirlenmistir. PC3-P ve PC3-R hiicreleri 24 saat boyunca 20 nM, 100 nM
bortezomib ile 20 nM carfilzomib ile muamele edilmistir. Kontrol hiicreleri izotonik su ile muamele edilmistir.

4.6. PC3-P ve PC3-R Hiicrelerinde PI3K/MAPK Aktivasyonu

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar ERK MAP kinaz sinyal yolunun otofaji
regiilasyonu ve ilag diren¢ mekanizmalariyla yakindan iligkili oldugunu
gostermektedir (Kao ve ark., 2014). Ayrica PI3K ve Ras/MAPK sinyal iletim yollari
aktivasyona ugradiklarinda hiicre ¢ogalmasini uyardiklar1 ve cesitli tiimorlerde ilag
diren¢ mekanizmalarina yol agtiklari rapor edilmistir. Ornegin, Raf/MEK/ERK sinyal
yolu aktivasyonun MDR-1 ila¢ pompalar1 veya anti-apoptotik proteinlerden Bel-2’nin

ekspresyonlarini artirdig1 goriilmiistiir (Zhang ve Liu, 2002).

Bu sebeple parental ve direngli PC3 hiicrelerimizde ilk ©once Muse
PI3K/MAPK Dual Pathway Activity Kit kullanarak PI3K ve MAPK sinyal yollar
aktivasyonlarinda bir degisim olup olmadigi arastirilmistir. Sekil 20 ve 21°de
goriilecegi gibi her iki hiicrede hem PI3K hem de MAPK aktivasyonunda bortezomib

konsantrasyonuna bagh sekilde artig goriilmiistiir.

Parental hiicrelerde MAPK aktivasyonunda kontrol, 20 nM ve 100 nM
bortezomib konsantrasyonlarinda sirastyla %3.70, %4.10 ve %5.50 gibi artislar
goriilmiistiir (Sekil 20). Direngli hiicrelerde ise MAPK aktivasyonunda kontrol, 20 nM
ve 100 nM bortezomib konsantrasyonlarinda sirastyla %3.10, %5.30 ve %7.50 gibi
artiglar goriilmiistiir (Sekil 21). Ancak aktivasyon yeterli diizeyde olmadigindan
Western blot teknigi ile MAPK sinyal iletim yolunun 6nemli kinazlarindan ERK

MAPK aktivasyonunu incelemeye karar verdik.
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Sekil 20. Parental hiicrelerde PI3K/MAPK aktivasyonu. Parental hiicrelerde PI3K/MAPK dual aktivasyonu Muse Cell Analyzer
ile aragtirlmistir. Deney gruplarini kontrol (izotonik), 20 nM ve 100 nM bortezomib muamelesi olusturmaktadir.
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Sekil 21. Direngli hiicrelerde PI3K/MAPK aktivasyonu. Direngli hiicrelerde PI3K/MAPK dual aktivasyonu Muse Cell Analyzer
ile aragtirlmistir. Deney gruplarini kontrol (izotonik), 20 nM ve 100 nM bortezomib muamelesi olusturmaktadir.
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4.7. ERK1/2 Yolag1 Aktivasyonunun Western Blot ile Belirlenmesi

ERK’ler (Extracellular Signal-Regulated Kinases 1-5), MAPK’larin (Mitogen-
Activated Protein Kinases) parcasidir (Sekil 4). Bu ailedeki proteinler sag kalimi
mitozu, degisimi, metabolizmay1, senesensi ve apoptozu kontrol ederler (Zhang ve
Liu, 2002). ERK1/2’nin bir¢ok kanser tiiriinde kemoterapiye kars1 direng olusturdugu
bildirilmistir. Bunlar: gogiis, kolon, gastrik, akciger, prostat, ovaryan, 6zofageal,
karaciger kanserleri, gliomalar, néroblastomalar, T hiicresi lenfoblastik 16semilerdir
(Salaroglio ve ark., 2019). ERK1/2’nin ekspresyon ve fosforilasyon diizeylerinin,
diren¢ mekanizmasinda bir roliiniin olup olmadigini incelemek i¢in, PC3-P ve PC3-R
hiicrelerinde, Western blot yontemi ile bakilmistir. Fosforilasyon diizeyleri,
proteinlerin fosforile hallerini taniyan anti-ERK1 (phospho T202) + ERK2 (phospho
T185) antikorlar1 ve kontrol olarak ERK1 ve ERK2 ekspresyon diizeylerini ifade
edecek ERK1 + ERK2’nin total formlarini taniyan tavsan poliklonal Anti-ERK1 +
ERK?2 antikorlari ile belirlenmistir (Sekil 23A-B, Sekil 24A-B). Sekil 22, ERK1/2’nin

aktivasyonunda fosforile edilen Treonin aminoasitlerini gostermektedir.

ERK1 1 MAAAAAQGGGGGEPRRTEGVGPGVPGEVEMVKGQPEFDVGPRYTQLQYIGEGAYGMVSSAY
ERK2 1 MAAAAA-———————————————=— AGAGPEMVRGQVEDVGPRYTNLSYIGEGAYGMVCSAY

ERK1 61 DHVRKTRVAIKKISPFEHQTYCQRTLREIQILLRFRHENVIGIRDILRASTLEAMRDVYI
ERK2 44 DNVNKVRVAIKKISPFEHQTYCQRTLREIKILLRFRHENIIGINDITIRAPTIEQMKDVYI|

ERK1 121 VODLMETDLYKLLKSQQLSNDHICYFLYQILRGLKYIHSANVLHRDLKPSNLLINTTCDL
ERK2 104 VODLMETDLYKLLKTQHLSNDHICYFLYQILRGLKYIHSANVLHRDLKPSNLLLNTTCDIL|

v

ERK1 181 KICDFGLARHADPEHDHTGFLTHYVATRWYRAPEIMLNSKGYTKSIDIWSVGCILAEMLS

ERK2 164 KICDFGLAR¥ADPDHDHTGFLTEYVATRWYRAPEIMLNSKGYTKSIDIWSVGCILAEML&

T185

ERK1 241 NRPIFPGKHYLDQLNHILGILGSPSQEDLNCIINMKARNYLQSLPSKTKVAWAKLEPKSD
ERK2 224 NRPIFPGKHYLDQLNHILGILGSPSQEDLNCIINLKARNYLLSLPHKNKVPWNRLEPNAD

ERK1 301 SKALDLLDRMLTFNPNKRITVEEALAHPYLEQYYDPTDEPVAEEPFTFAMELDDLPKERL
ERK2 284 SKALDLLDKMLTFNPHKRIEVEQALAHPYLEQYYDPSDEPIAEAPFKEFDMELDDLPKEKL

ERK1 361 KELIFQETARFQPGVLEAP
ERK2 344 KELIFEETARFQPGYRS--

Sekil 22. ERK1 ve ERK?2 proteinlerinin blast ile karsilastirilmasi. Kutu igerisindeki T202 ve T185 sirastyla ERK1 ve ERK2
proteinlerinin aktivasyonunda fosforile edilen Treonin aminoasitlerini gostermektedir.
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Sekil 23. A) PC3-P ve PC3-R prostat hiicre hatlarinda, 6 saat ilag muamelesinden sonra ERK1 ve ERK2 fosforilasyonlarinin
Western blot analizi. 35 pg protein %12’lik SDS-PAGE’de ayristirilmistir. Western blot ERK1 ve ERK2’nin fosforilasyonlu
formlarin1 taniyan tavsan monoklonal anti-ERK1 (phospho T202) + ERK2 (phospho T185) antikorlar1 ve bu proteinlerin total
formlarini tantyan tavsan poliklonal anti- ERK1 + ERK2 antikorlari ile yapilmustir. Her iki hiicre hatt1 6 saat boyunca 20 nM ve
100 nM bortezomib ve 20 nM carfilzomib ile muamele edilmistir, kontrol hiicresi izotonik su ile muamele edilmistir. B) ERK1
(phospho T202) ve ERK2 (phospho T185) fosforilasyonu seviyelerinin total formlarina normalize edildikten sonraki hesaplanma.
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Sekil 24. A) PC3-P ve PC3-R prostat hiicre hatlarinda, 24 saat ilag¢ muamelesinden sonra ERK1 ve ERK?2 fosforilasyonlarmnin
Western blot analizi. 35 pg %12’lik SDS-PAGE’de ayristirilmistir. Western blot ERK 1 ve ERK2’nin fosforilasyonlu formlarini
tantyan tavsan monoklonal anti-ERK1 (phospho T202)+ ERK2 (phospho T185) antikorlari ile bu proteinlerin total formlarini
tantyan tavsan poliklonal anti- ERK 1+ ERK?2 antikorlari ile yapilmistir. Her iki hiicre hatt1 24 saat boyunca 20 nM ve 100 nM
bortezomib ve 20 nM carfilzomib ile muamele edilmistir, kontrol hiicreleri izotonik su ile muamele edilmistir. B) ERK1 (phospho
T202) ve ERK2 (phospho T185) fosforilasyonu seviyelerinin total formlarina normalize edildikten sonraki hesaplanma.
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Ilk 6nce, 6 saat boyunca 20 nM ile 100 nM bortezomib ve de 20 nM carfilzomib
ile muamele edilen PC3-P ve PC3-R hiicrelerinde ERK1 ve ERK2 incelendi. Sekil
23A’da goriilebilecegi gibi ilag muamelesinden sonra total ERK1 ve ERK2 protein
ekspresyonlarinda onemli bir farklilik yoktur. PC3-P hiicrelerinde, ERK1 T202
fosforilasyonun bortezomib dozuna bagl olarak artti§i goriilmiistir ve 100 nM
bortezomib muamelesinde, ERK1 T202 fosforilasyonunun kontrol grubuna gore 2,3
kat arttig1 gézlenmektedir (Sekil 23A ve 23B). Diger yandan, PC3-R hiicrelerindeki 6
saat 20 nM ile 100 nM bortezomib muamelesinde ERK1 T202 fosforilasyonun 6nemli
derecede degismedigi gorilmiistiir (Sekil 23A ve 23B). 20 nM carfilzomib
muamelesinde PC3-P  hiicrelerinde ERK1 T202 fosforilasyonunda azalma
goriilmiisken, PC3-R hiicrelerinde ise ERK1 T202 fosforilasyonunda yaklagik %50
oraninda bir artis gorilmiistiir (Sekil 23A ve 23B). ERK2 T185 fosforilasyonu
incelendiginde 6 saat bortezomib ve carfilzomib muamelesinde 6nemli derecede bir

fosforilasyon degisikligi goriillmemistir (Sekil 23A ve 23B).

Ilging bir sekilde, PC3-P hiicre grubunda, 24 saat 100 nM bortezomib
muamelesinden sonra ERK1 T202 fosforilasyonu, kontrol hiicrelerine gore yaklagsik
25 kat artmisken bu durum PC3-R hiicrelerinde ise 5 kat artis seklinde olmustur (Sekil
24A ve 24B). Bu durum ERK1 T202 fosforilasyonunun proteozom inhibisyonuna
yanit olarak etkilendigini ortaya koymaktadir. 24 saat ilag mumalesi ile ERK2 T185
fosforilasyonlarin1 inceledigimizde de ilging olarak hem PC3-P hem de PC3-R
hiicrelerinde 20 nM ve 100 nM bortezomib muamelesinden sonra ERK2 T185
fosforilasyonlarinin diistiigii gozlenmistir. Fakat Sekil 24A ve 24B’de goriildiigii gibi
ERK2 T185 fosforilasyonunda direncli hiicreler ile karsilastirildiginda daha 6nemli

derecede bir diigme parental hiicrelerde gozlenmistir.

Daha ileride sonuglarda gosterecegimiz gibi direngli hiicrelerde geri
dontistimstiz ve kalic1 bir direng mekanizmasi vardir. Bu durumun proteozom alt birimi
PSMBS5 enziminde, bortezomin baglandigi yerde, kazanilmis bir mutasyondan
kaynaklandigin1 tahmin etmekteyiz. Bu sebepten dolay1 ilag muamelesine karsi
yanitlar parental hiicrelerde direngli hiicrelere gore daha ¢ok olmaktadir ¢iinkii direncli
hiicreler direng mekanizmalarini ¢alistirmaya gerek duymamaktadir ya da daha az

gerek duymaktadir.
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Diger yandan ERK 1 ve ERK2 proteinlerinin islevlerinin ayn1 oldugu hakkinda
litaretiirde birgok bilgi yer alamaktadir. Nitem Sekil 22’de goriilecegi gibi protein
sekansi biiyiik 6l¢iide aynidir. Fakat bunun yaninda ERK1 ve ERK2’nin farkli iglevleri
oldugunu ifade eden ¢alismalar da vardir (Gagliardi ve ark., 2020). Nitekim yaptigimiz
calismalarda proteozom inhibisyonu sonucunda ortaya ¢ikan bulgular, ERK1 ve
ERK2’nin, farkli fosforilasyon paternleri ile farkli sekilde regiile edilebildiklerine

isaret etmektedir. Tartisma ve sonug kisminda bu konuya daha da deginilecektir.
4.8. Label Free LC-MS Analizleri ve Hsp70’in Dogrulanmasi

Western blot deneylerinde protein miktarlariin esit bir sekilde yiiklenip
yiiklenmedigi ya da transfer verimliligini gérmek i¢in blot isleminden sonra genellikle
jeller 0.1% coomassie mavisi ile boyanmaktadirlar. Bu islemi yaparken, Sekil 25A’da
gorildigl gibi siirpriz bir sekilde yiiksek molekiiler agirliktaki bir proteinin sadece
parental hiicrelerde bortezomib konsantrasyonu ile orantili sekilde arttigini gordiik.
Diger yandan carfilzomib uygulamasinda da sadece PC3-P hiicrelerinde bu bant
gozlenmistir. PC3-R hiicrelerinde bu bantlar gézlemlenmemistir. Bu durum burada
bulunan protein veya proteinlerin PC3-P hiicrelerinde asir1 eksprese oldugunu ifade

etmektedir.

PC3-P PC3-R
Con 20Bor 100 Bor 20Car Con 20 Bor 100 Bor 20 Car (nM)

Hspm*FE.. — S

PC3-P PC3-R
20 Bor 100 Bor 20 Car Con 20 Bor 100 Bor 20 Car (nM)
Hsp70 —= W — W P O
B-actin —
(42 kDa)

Sekil 25. A) Coomassie mavisi boyamast ile jel iizerindeki yiliksek molekiiler agirliktaki proteinlerin goriintiilenmesi. Western
blot isleminden sonra jeller %0,1°lik coomassie mavisi ile boyanmistir ve destaining soliisyon ile iyice yikanmistir. B) HSP70
proteinin Western blot ile analiz goriintiisii. 35 pg protein %10°luk SDS-PAGE’de ayristirilmistir PC3-P ve PC3-R hiicreleri 24
saat boyunca 20 mM ve 100 nM bortezomib ve 20 nM carfilzomib ile muamele edilmistir. Kontrol hiicreleri izotonik su ile
muamele edilmistir.
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Ortaya ¢ikan bu protein bandinda hangi proteinlerin bulundugunu belirlemek
icin, kesilip cikartilarak, protein kimliklendirilmesi i¢in nLC-MS/MS ile analiz
edilmistir. Analizlerde, bu bantta 1s1 sok proteinlerinden HSP70 protein ailesine ait
protein oldugu yiiksek dogrulukta bulunmustur (Tablo 9). Bunu dogrulamak ig¢in
yaptigimiz Western blot calismasi Sekil 25B’de goriilecegi gibi, nLC-MS/MS
sonuclarint dogrulamistir. Bortezomib ve carfilzomib muamelesi ile parental
hiicrelerde HSP70 proteini artmaktadir. Bortezomib HSP70 ekspresyonunu PC3-P

hiicrelerinde 15,5 kat arttirmustir.

Is1 sok proteinleri stres kosullarinda artmaktadir. Hiicreye koruyucu bir etki
kazandirmaktadir. Hsp70 proteinlerinin PC3-R hiicrelerinde ekspresyonu artmamastir
¢linkii ila¢ direnci, hiicrelerde bortezomib’i etkisiz kilmaktadir. Direncli hiicrelerde
yeteri kadar proteozom inhibisyonu yoktur. PC3-P hiicrelerinde etkili olan bortezomib
ile proteozom inhibisyonu, hiicrenin kendisini korumasi icin gerekli 1s1 sok

proteinlerin (bu durumda HSP70) ekspresyonunun artmasina neden olmustur.

Tablo 9. PC3-P hiicrelerinde artan yiiksek molekiiler agirliktaki protein bandindaki proteinlerin label-free nLC-MS/MS ile
belirlenmesi. Is1 sok proteinlerinden HSP70 ekspresyonlari artmis bulunmaktadir.

Protein Accession Peptide Unique Confidence M.W. Kat degisimi
No count peptides score (Dalton) (muamele/kontrol)
Heat shock 70
PODMVS 25 18 200.8 70337 15.5
kDa protein 1A
Heat shock
cognate 71 kDa P11142 22 17 168 71126 1.16
protein

4.9. PC3-P ve PC3-R Hiicrelerinde Senesensin Arastirilmasi

Senesensi tespit, takip ve Ol¢mek icin birden fazla marker kullanmak
gerekmektedir. Senesent hiicreleri en az 3 senesens iligkili 6zelligi inceleyerek
belirlemek tavsiye edilmektedir (Gonzalez-Gualda ve ark., 2021). Bu dogrultuda
senesensi tespit etmek i¢in 1. B-galaktosidaz aktivitesinin pH 6.0’da belirlenmesi, 2.
hiicre dongiisii progresyonunu belirlemek i¢in bir CDK inhibitorii olan p16 INK4a
proteinin Western blot ile incelenmesi ve 3. SASP fenotipi faktorlerinin
ekspresyonlarinin Sitokin Array ile ve SASP faktorlerinden biri olan MMP-1’in

Western blot ile belirlenmesi yontemleri kullanilmigtir.
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SA-B-Gal (Senescence-associated B-galactosidase) aktivitesinin belirlenmesi
en ¢ok kullanilan senesens markerlerinden veya assay’lerinden birdir. SA-B-Gal bir
hidrolaz enzimidir ve B-galaktosidleri monosakkaritlere parcalamaktadir. X-Gal (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-B-d-galactopyranoside) SA-B-Gal aktivitesi i¢in kullanilan
en yaygin substrattir. X-Gal, SA-B-Gal tarafindan galaktoza ve 5-bromo-4-chloro-3-
hydroxyindole-1’e katalize edilir ve bunlar daha sonra dimerleserek mavi renkli
cokelti olugturur. X-Gal substrat1 kullanilarak yapilan bu enzimatik assay ile senesent
hiicrelerde lizozomal proteinlerin artan ekspresyon ve aktiviteleri gézlenmektedir.
Bir¢cok hiicre endojen olarak pH 4.0’te aktif p-galaktosidaz iiretirler. Senesent
hiicreleri normal hiicrelerden ayirmak i¢in bu sebeple enzim i¢in optimal olmayan bir
pH’da (pH 6.0) aktivite 6l¢iilmektedir. Sekil 26°da goriilecegi tizere PC3-P ve PC3-R
hiicrelerinde 48 saat boyunca, 10 nM ve 100 nM bortezomib konsantrasyonlari
uygulamasindan sonra Senescence [-Galactosidase Staining Kit‘i ile SA-B-Gal
aktivitesi arastirilmistir. PC3-P hiicrelerinde artan bortezomib konsantrasyonlarina
gore SA-B-Gal aktivitesini ifade eden mavi renkli ¢okeltiler azalmistir. PC3-P
hiicrelerinde kontrol grubundaki mavi renk veren hiicrelerin sayis1 10 nM ve 6zellikle
de 100 nM bortezomib ile 48 saat muamele edilen hiicrelerden daha ¢oktur. 100 nM
ila¢c uygulamasinda hiicre sayis1 da azalmigtir fakat genel olarak ortaya ¢ikan mavi
renk ile boyanmig hiicrelerin sayist az bulunmustur. Diger yandan yine Sekil 26°da
goriilecegi gibi, PC3-R hiicrelerinde kontrol grubundaki hiicrelerde SA-B-Gal

aktivitesi PC3-P hiicrelerinin kontrol grubundan oldukga azdir.

PC3-R hiicrelerinde (Sekil 26) 10 nM ve 100 nM bortezomib ile muamele
edilen hiicre gruplarinda goriilen SA-B-Gal aktivitesi kendi kontrol gruplari ile oldukca
benzerdir ve aktivitede gozle goriilebilen bir artis meydana gelmemistir. PC3-P ve
PC3-R  hiicrelerindeki ayn1  konsantrasyondaki ilag muamele gruplar
karsilastirildiginda PC3-P hiicrelerindeki SA-B-Gal aktivetesinin daha ¢ok oldugu ya
da PC3-R hiicrelerindeki SA-B-Gal aktivitesinin PC3-P hiicrelerinden daha az oldugu
goziikmektedir (Sekil 27). SA-B-Gal aktivitesinin 6l¢iilmesinden elde edilen sonuglar,
PC3-R hiicrelerinde senasansin direngli olamayan PC3-P hiicrelerinden daha az
oldugunu ve ilging olarak bortezomib’in senesensi Onleyebilecegi fikrini ortaya

koymaktadir.
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Sekil 26. p galaktosidaz aktivitesini pH 6’da kolorimetrik yontem ile belirlenmesi. Deney gruplarmni kontrol (izotonik su), 10 nM
ve 100 nM bortezomib ilag muamelesi olusturmaktadir. Hiicreler bortezomib ile 48 saat muamele edilmistir. Fotograflar, inverted
mikroskop altinda 200X bityiitme ile ¢ekilmistir.
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Sekil 27. B galaktosidaz aktivitesi gosteren hiicrelerin hesaplanmasi. Deney gruplarini kontrol (izotonik su), 10 nM ve 100 nM
bortezomib ilag muamelesi olusmaktadir. Muamele siiresi 48 saattir. Hesaplama her bir grupta bulunan mavi renk veren hiicrelerin
toplaminin gruptaki toplam hiicrelerin sayisi ile oranlayarak yapilmustir.

Yukarida bahsedildigi iizere senesensi arastirmak i¢in kullandigimiz diger
yontemler arasinda hiicre dongiisii progresyonunu belirlemek i¢in bir CDK inhibitorii
olan p16 INK4a proteinin ve SASP faktorlerinden biri olan MMP-1’in Western blot
ile incelenmesidir. Bu sebeple, p16 INK4a ve MMP-1 ekspresyon seviyelerine PC3-P
ve PC3-R hiicrelerinde, 24 ve 48 saat boyunca 10 nM ve 100 nM bortezomib
muamelesinden sonra bakilmistir. Sekil 28 A; kontrol hiicrelerinde, 10 nM ve 100 nM
bortezomib konsantrasyonlari ile 24 saat muamele edildikten sonra, PC3-P ve PC3-R
hiicrelerinde meydana gelen pl6 INK4a proteinindeki ekspresyon degisikliklerini

gosteren, Western blot goriintiistidiir.

Sekil 28B’de bantlarin hesaplanmasinda goriilecegi gibi PC3-P hiicrelerindeki
10 nM ve 100 nM bortezomib muamelelerindeki p16 INK4a proteinindeki ekspresyon
diizeylerinde, kontrol grubuna gore azalma vardir. Diger yandan PC3-R hiicrelerine
bakildiginda 10 nM bortezomib muamelesinde p16 INK4a ekspresyonunda biraz
artma gdzlenirken 100 nM bortezomib muamelesindeki p16 INK4a seviyeleri kontrol
grubu ile hemen hemen aynidir. PC3-P ve PC3-R hiicrelerinin kontrol gruplar
karsilastirildiginda, ila¢ uygulanmayan normal sartlarda p16 INK4a ekspresyonunun

PC3-P hiicrelerinde daha fazla oldugu goziikmektedir.

99



Bu deneyde elde edilen sonuglar, bortezomib’in PC3-P hiicrelerinde pl6
INK4a ekspresyonunu azalttigini ve PC3-R hiicrelerinde p16 INK4a ekspresyonunun
daha az oldugunu ve bortezomib muamelesinde p16 INK4a ekspresyonunda 6nemli
bir degisiklik meydana gelmedigini gostermektedir.
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Sekil 28. A) PC3-P ve PC3-R prostat hiicre hatlarinda, 24 saat ila¢ muamelesinden sonra p16 INK4a proteinin Western blot
goriintiisii. 35 pg protein %12°lik SDS-PAGE’de ayristirilmistir. Western blot, p16 INK4a formlarini tantyan tavsan monoklonal
anti-p16 INK4a antikorlari ile yapilmistir. Yiikleme kontrolleri, tavsan poliklonal anti B-aktin antikoru ile yapilmistir. Tiim primer
antikorlar i¢in sekonder antikor olarak, HRP ile konjuge edilmis anti-tavsan antikoru kullanilmistir. Her iki hiicre hatt1 24 saat
boyunca 10 nM ve 100 nM bortezomib ile muamele edilmistir, kontrol hiicresi izotonik su ile muamele edilmistir. B) p16 INK4a
seviyelerinin -aktin seviyeleri ile normalize edildikten sonraki hesaplanmasi.

Sekil 29A; kontrol hiicrelerinde, 10 nM ve 100 nM bortezomib
konsantrasyonlari ile 24 saat muamele edildikten sonra PC3-P ve PC3-R hiicrelerinde
meydana gelen MMP-1 proteinindeki ekspresyon degisikliklerini gosteren Western
blot goriintiisiidiir. Sekil 29B’de bantlarin hesaplanmasinda goriilecegi gibi PC3-P
hiicrelerindeki 10 nM ve 100 nM bortezomib muamelelerindeki MMP-1 proteinindeki
ekspresyon diizeylerinde, kontrol grubuna gore Onemli bir azalma vardir. PC3-R
hiicrelerine bakildiginda 100 nM bortezomib muamelesinde MMP-1 proteinindeki
ekspresyon seviyesi azalmistir. PC3-P hiicrelerinde meydana gelen ekspresyondaki

azalmalar PC3-R hiicrelerinkinden daha fazladir.
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PC3-P ve PC3-R hiicrelerinde, kontrol gruplarinda, MMP-1 proteinin bazal
seviyelerinin PC3-P hiicrelerinde, PC3-R hiicrelerine gore daha fazla eksprese oldugu
gozikkmektedir. MMP-1 proteini bahsedildigi iizere senesent hiicrelerdeki SASP
fenotipinde salgis1 artan bir proteindir. 24 saatlik bortezomib uygulamalarinin bu
proteinin ekspresyon seviyelerinde bir azalma meydana getirdigini ve en ¢ok da PC3-

P hiicrelerinde bir azalmanin oldugunu gostermektedir.

PC3-P PC3-R
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Sekil 29. A) PC3-P ve PC3-R prostat hiicre hatlarinda, 24 saat ilag muamelesinden sonra MMP-1 proteinin Western blot
goriintiisii. 35 pg protein %12’°lik SDS-PAGE’de ayristirilmistir. Western blot, MMP-1 formlarini tantyan tavsan monoklonal
anti-MMP-1 antikorlari ile yapilmistir. Yiikleme kontrolleri, tavsan poliklonal anti B-aktin antikoru ile yapilmistir. Tiim primer
antikorlar igin sekonder antikor olarak, HRP ile konjuge edilmis anti-tavsan antikoru kullanilmistir. Her iki hiicre hatt1 24 saat
boyunca 10 nM ve 100 nM bortezomib ile muamele edilmistir, kontrol hiicresi izotonik su ile muamele edilmistir. B) MMP-1
seviyelerinin B-aktin seviyeleri ile normalize edildikten sonraki hesaplanmasi.

Sekil 30A; kontrol hiicrelerinde, 10 nM ve 100 nM bortezomib
konsantrasyonlar ile 48 saat muamele edildikten sonra PC3-P ve PC3-R hiicrelerinden
meydana gelen p16 INK4a ve MMP-1 proteinlerindeki ekspresyon degisikliklerini
gosteren Western blot goriintiisiidiir. Sekil 30B’de bantlarin  hesaplanmasinda
goriilecegi gibi PC3-P hiicrelerindeki 10 nM ve 100 nM bortezomib muamelelerindeki
pl6 INK4a ekspresyonu PC3-R hiicrelerine gore bazal diizeyde daha fazla eksprese

olmaktadir. Bu sonug 24 saat bortezomib muamelesinde elde edilen sonug ile aynidir.

101



48 saat 100 nM bortezomib muamelesi gruplarindan hem PC3-P hem de PC3-R
hiicrelerinde p16 INK4a ekspresyonu seviyelerinde biiyiik bir oranda diisiis olmustur
(Sekil 30B). 100 nM bortezomib ilact her iki hiicre hattindaki hiicre dongiisii inhibitori

olan p16 INK4a ekspresyonu azalmistir.
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Sekil 30. A) PC3-P ve PC3-R prostat hiicre hatlarinda, 48 saat ilag muamelesinden sonra p16 INK4a ve MMP-1 proteinlerinin
Western blot goriintiisii. 35 pg protein %12’°lik SDS-PAGE’de ayristirilmistir. Western blot, p16 INK4a formlarini tanryan tavsan
monoklonal anti-p16 INK4a (1:1000 diliisyon, Kat. no: 80772, Cell Signaling) ve MMP-1 formlarin1 tantyan tavsan monoklonal
anti-MMP-1 (1:1000 diliisyon, Kat. no: 54376, Cell Signaling) antikorlari ile yapilmistir. Yiikleme kontrolleri, tavsan poliklonal
anti B-aktin antikoru ile yapilmustir (1:1000 dilisyon, Kat. no: 4970, Cell Signaling). Tiim primer antikorlar i¢in sekonder antikor
olarak, HRP ile konjuge edilmis anti-tavsan (1:3000 diliisyon, Kat. no: 7074, Cell Signaling) antikoru kullanilmistir. Her iki hiicre
hatt1 48 saat boyunca 10 nM ve 100 nM bortezomib ile muamele edilmistir, kontrol hiicresi izotonik su ile muamele edilmistir.
B) p16 INK4a ve MMP-1 seviyelerinin p-aktin seviyeleri ile normalize edildikten sonraki hesaplanmasi.

PC3-P ve PC3-R hiicrelerinde, 48 saat boyunca 10 nM ve 100 nM bortezomib
muamelesi sonucunda meydana gelen MMP-1 proteinlerindeki ekspresyon
degisikliklerine bakildiginda (Sekil 30A ve 30B) ila¢ dozuna bagl olarak PC3-R
hiicrelerinde MMP-1 protein miktarinda azalma vardir. En ¢ok azalma PC3-R

hiicresinde 100 nM bortezomib uygulamasindadir.

PC3-P ve PC3-R hiicrelerindeki kontrol gruplari incelendiginde MMP-1

proteininin bazal seviyelerinin neredeyse ayni oldugu gozlenmektedir (Sekil 30B).
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Sekil 30B’ye bakildiginda, PC3-P hiicre grubunda, kontrol grubu ile kiyaslandiginda,
10 nM bortezomib uygulamasinda MMP-1 seviyesi kismen artarken 100 nM
bortezomib uygulamasinda ise kismen azalma gozlenmistir. Sekil 30B incelendiginde
bortezomib uygulamasi, PC3-R hiicrelerinde, kontrol hiicre grubu ile kiyaslandiginda
MMP-1, doza baglh olarak azalmigtir. Hem 24 hem de 48 saat bortezomib
uygulamasinda genel olarak MMP-1 protein seviyelerinde bir diisme yasandigi ifade

edilebilir. Bu durum p16 INK4a proteini i¢in de benzer sekildedir.

PC3-P ve PC3-R hiicrelerinde normal sartlarda (kontrol) ve 100 nM
bortezomib uygulamasi altinda meydana gelen sitokin profillerindeki degisimi
incelemek i¢in, 60 sitokinin ayn1 anda bakilabildigi Human Cytokine Antibody Array
Kit’i kullanilmistir. Bu kit, Tablo 10’da verilen 60 adet sitokini arastirmada
kullanilmaktadir. Sitokinler, sartlanmis besiyerlerinde yani ekstraselliiler ortamdaki
varliklaria gore arastirilabilecegi gibi hiicrelerin lizis edilerek protein ekstraksiyonu

yapilarak da arastirilabilirler.

Deneyimizde, hiicrelerden protein ekstraksiyonu ile elde edilen Ornekler
kullanilmistir. Her bir 6rnegin protein miktar1 dl¢iilmiistiir ve esit miktarda protein
kullanilarak membranlar muamele edilmistir. Tablo 11, SASP fenotipindeki
hiicrelerden salgilanan faktorleri gostermektedir. Tablo 11, Tablo 5 ile igerik olarak
aynidir. Tablo 11°de i¢inde bulunan bazi sitokinler yesil ile yazilarak farkli sekilde
belirtilmistir. Bu faktorler, Tablo 10°da membran semas1 verilen Human Cytokine
Antibody Array Kit’inde yer alan ve deneylerimizde incelenmis faktorlerdir. Tablo
11°de yer alan MMP-1, Human Cytokine Antibody Array Kit’inde yoktur ve kendisi
bir sitokin de degildir. MMP-1, yukarida sonuglarini aktardigimiz Western blot

yontemi ile incelenmistir.
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Tablo 10. Abcam sitokin array membraninda yer alan faktorlerin semasi. Tablo 11°de yer alan SASP fenotipine 6zgii faktorlerden, Abcam sitokin array membraninda yer alanlar, yesil renk ile isaretlenmistir.

A B C D E F G H I J K L M N

1. Pos Pos Neg Neg Blank Angiogenin BDNF BLC BMP-4 BMP-6 CKp8-1 CNTF EGF Eotaxin
2o Pos Pos Neg Neg Blank Angiogenin BDNF BLC BMP-4 BMP-6 CKp8-1 CNTF EGF Eotaxin
3. Eotaxin-2 Eotaxin-3 FGF-6 FGF-7 Flt-3 Ligand | Fractalkine GCP-2 GDNF GM-CSF 1-309 IFN-y IGFBP-1 IGFBP-2 | IGFBP-4
4. Eotaxin-2 Eotaxin-3 FGF-6 FGF-7 Flt-3 Ligand | Fractalkine GCP-2 GDNF GM-CSF 1-309 IFN-y IGFBP-1 IGFBP-2 | IGFBP-4
5. IGF-1 IL-10 IL-13 IL-15 IL-16 IL-1a IL-1B IL-1ra IL-2 IL-3 IL-4 IL-5 IL-6 IL-7
6. IGF-1 1IL-10 IL-13 IL-15 IL-16 IL-1a IL-1B IL-1ra 1L-2 1L-3 1L-4 IL-5 IL-6 IL-7
s Leptin LIGHT MCP-1 MCP-2 MCP-3 MCP-4 M-CSF MDC MIG MIP-1 8 MIP-3 a NAP-2 NT-3 PARC
8. Leptin LIGHT MCP-1 MCP-2 MCP-3 MCP-4 M-CSF MDC MIG MIP-1 8 MIP-3 a NAP-2 NT-3 PARC
9. PDGF-BB RANTES SCF SDF-1 TARC TGF- Bl TGF- B3 TNF- o TNEF- B Blank Blank Blank Blank POS
10. PDGF-BB RANTES SCF SDF-1 TARC TGF- Bl TGF- B3 TNF- o TNEF- B Blank Blank Blank Blank POS
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Tablo 11. SASP genlerinin listesi (Tablo 5 modifiye edilmistir). Tablo 10°da, Abcam sitokin array membraninda yer alan SASP
faktorleri yesil renk ile isaretlenmistir. Kirmizi renk ile isaretlenen MMP-1 sitokin degildir. Western blot yontemi ile
incelenmistir.

SASP genlerinin listesi
Activin A HGF MIP-1a
Amphiregulin ICAM-1 MIP-3a
Angiogenin ICAM-3 MMP1
Axl IGF-1 MMP2
bFGF IGFBP-1 MMP3
BMP2 IGFBP-2 MMP10
BMP6 IGFBP-3 MMPI12
[-309 (CCL1) IGFBP-4 MMP13
Cathepsin B IGFBP-5 MMP14
CCL16 IGFBP-6 NAP2
CCL3 IGFBP-7 Osteoprotegerin
CD9 IGFBP-rP1, -2 PAIl, -2
CD55 IGFF-2R Pecaml
CSF2RB IL-1a PGE2
CXCL1, -2, -3,-5,-19 IL-1b PIGF
CXCLS8 (IL-8) IL-11 PTGES
EGF-3 IL-13 RPS6ka5
EGF IL-15 SCF
EGFR IL-6 SDF-1
Eotaxin-3 IL-7 SGP130
Epiregulin Inhibin A TGFbl
Ets2 IQGAP2 Timp2
FAS Itga2 STNFRI
FGF7 Itpka tPa
GCP2 Jun TRAIL-R3
GDF 15 KGF uPa
GEM Leptin uPAR
G-CSF MCP-1 (CCL2) VEGFa
GM-CSF MCP-2 (CCLS8) VEGFc
Gmfg MCP-3 (CCL7) Wnt2
HCC-4 MCP-4 (CCL13)
Heregulin Mif

Sekil 31, PC3-P ve PC3-R hiicrelerinde normal sartlarda (kontrol), ve 100 nM
bortezomib uygulamasi altinda meydana gelen sitokin profillerindeki degisimi
gostermektedir. Her bir sitokin Tablo 10’da goziiktiigli gibi iki tekrardan olugsmaktadir.
Membran iizerinde bulunan faktorler, lic ayr1 renkte dikdortgen ile isaretlenerek ifade

edilmislerdir. Bu renkler sar1, turuncu ve mavidir.
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Sekil 31. PC3-P ve PC3-R prostat hiicre hatlarinda, ilag muamelesiz ve 100 nM bortezomib uygulamasinda, Abcam sitokin array
membraninda yer alan 60 faktor ekspresyonunda meydana gelen degisikliklerin goriintiisii. Sar1 dikdortgen igerisinde yer alan
faktérler hem kontrol gruplarinda hem de muamele gruplarinda tespit edilemeyecek kadar azdir. Turuncu dikdértgen iginde yer
alan faktorler istatistiksel olarak anlamli bir degisim gostermektedir. Mavi dikdortgen iginde yer alan faktorlerde istatistiksel
olarak anlamli bir degisim yoktur. Bant yogunluklar1 Image J programinda protokole gore background kararmalar ¢ikartilarak
yapilmistir. Sekil diizeltme dncesi orijinal halidir.

Istatistiksel olarak dikkate alinan gruplar sunlardir: 1) PC3-P kontrol ve PC3-
P 100 nM arasindaki farkliliklar, 2) PC3-R kontrol ve PC3-R 100 nM arasindaki
farkliliklar, 3) PC3-P kontrol ve PC3-R kontrol arasindaki farkliliklar, 4) PC3-P 100

nM ve PC3-P 100 nM arasindaki farkliliklar.

Abcam sitokin array membraninda, bahsedildigi iizere 60 faktor
bulunmaktadir. Sonuglarimizda, Sekil 31°de de goriilebilecegi gibi, 22 anlaml1 degisik
gosteren (turuncu dikdortgen icinde gosterilen), 22 anlamhi degisiklik gdstermeyen
(mavi dikdortgen igerisinde gosterilen) ve 5 adet ekspresyon seviyeleri tespit
edilemeyecek kadar az olan faktorler (sar1 dikdortgen ile belirtilen) olmak iizere
toplam 49 adet faktoriin sonucu yer almaktadir. Geriye kalan 11 faktor film banyosu

sirasinda bu bolgelerde filmde olusan kararma sebebiyle analize dahil edilmemistir.
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Bunlar: FGF-7, Flt-3 Ligand, Fractalkine, GCP-2, IL-15, IL-16, IL-1a, IL-1,
IL-1ra, GM-CSF ve 1-309’dur. Bunlardan FGF-7, GM-CSF, 1-309, IL-15, IL-1a ve IL-
1B olmak iizere 6’s1, Tablo 11°de belirtilen SASP proteinleri arasinda yer almaktadir.
Sekil 31 iizerindeki sar1 dikdortgen igerisinde yer alan 5 faktér hem kontrol gruplarinda
hem de muamele gruplarinda tespit edilemeyecek kadar azdir. Bu sitokinler, IL-5, IL-
6, IL-7, IL-10, ve IL-13"tiir. Bu sitokinler daha ¢ok immiin sistem hiicreleri tarafindan
salgilanirlar. PC3 prostat hiicre hatlarimizda, ilagsiz normal sartlarda ve g¢esitli
bortezomib konsantrasyonlarinda salgilanmamasi bu sebeple normal goriilmektedir.
Sekil 31 iizerindeki turuncu dikdortgen icinde yer alan faktorler istatistiksel olarak
anlaml bir degisim gostermektedir. Buradaki 22 adet faktorde, istatistiksel olarak
dikkate alinmis gruplar arasindan en az birinde fark bulunmustur ve grafikleri Sekil
32’°de verilmistir. Gruplar1 arasindan anlamli degisiklik gosteren bu faktorler sunlardir:
BMP-4, BMP-6, CK B 8-1, CNTF, EGF, Eotaxin, Eotaxin 3, FGF-6, IFN-y, IGFBP-
1, IGFBP-2, IGF-1, MCP-1, MCP-4, M-CSF, MDC, MIG, MIP-18, MIP-3a, Nap-2,
NT-3 ve PARC’t1r. Sekil 31 iizerindeki mavi dikdortgen i¢inde yer alan faktorlerde ise
istatistiksel olarak anlamli bir degisim yoktur. Bu faktorlerin sayisi da 22 olmustur ve
grafikleri Sekil 33’te verilmistir. Gruplar1 arasinda anlamli degisiklik goriilmeyen bu
faktorler sunlardir: Angiogenin, BDNF, BLC, Eotaxin 2, GDNF, IGFBP-4, IL-2, IL-
3, IL-4, Leptin, LIGHT, MCP-2, MCP-3, PDGF-BB, RANTES, SCF, SDF-1, TARC,
TGF-B1, TGF-B3, TNF-a ve TNF-f’dur.

Tablo 11°de verilen SASP proteinleri arasinda yer alan ve Tablo 10’da Abcam
sitokin array membraninda bulunan faktorler bahsedildigi lizere ortak olarak yesil renk
ile isaretlenmistir. Bunlar: Angiogenin, BMP6, I-309 (CCL1), EGF, Eotaxin-3, FGF-
7, GM-CSF, IGF-1, IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-4, IL-1a, IL-1p, IL-13, IL-15, IL-6,
IL-7, Leptin, MCP-1 (CCL2), MCP-2 (CCLS8), MCP-3 (CCL7), MCP-4 (CCL13),
MIP-3a, NAP-2, SCF, SDF-1 ve TGF-B1 olmak tizere 27 adet sitokindir. Bunlardan
6’s1 (FGF-7, GM-CSF, 1-309, IL-15, IL-la ve IL-1B) yukarida bahsedilen
incelenemeyen 11 faktor arasinda yer almaktadir ve kalan 3’1 ise (IL-13, IL-6, IL-7)
sar1 dikdortgen ile igaretli ve ekspresyon seviyeleri belirlenemeyecek kadar az olan
sitokinler arasinda yer almaktadir. Bu sebeple, 18 tanesi incelenmistir (Angiogenin,
BMP-6, EGF, Eotaxin-3, IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-4, IGF-1, Leptin, MCP-1, MCP-
2, MCP-3, MCP-4, MIP-3a, NAP-2, SCF, SDF-1, TGF-B1).
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PC3-P ve PC3-R hiicrelerinde 100 nM bortezomib varliginda ve ilag
verilmeyen kontrol gruplarindaki bu 18 sitokin profilinde meydana gelen istatistiksel
olarak anlamli degisim gosterenler Sekil 32°de verilmisken istatistiksel olarak anlamli
bir degisim gostermeyenler ise Sekil 33’te verilmistir. Bu 18 sitokin, Sekil 32 ve Sekil
33’te, Tablo 10 ve 11°de oldugu gibi yesil ¢ergeve igerisine alinarak belirtilmistir.

Abcam sitokin array, SASP proteinlerinde meydana gelen degisim agisindan
incelendiginde 0Ozet olarak; 18 SASP proteini arasinda bulunan 8 proteinin,
karsilastirilan gruplart arasinda higbir 6nemli degisiklik olusmamistir (Angiogenin,
IGFBP-4, Leptin, MCP-2, MCP-3, SCF, SDF-1 ve TGF-B1) (Sekil 33). Deney gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli sonu¢ veren 10 sitokin vardir (BMP6, EGEF,
IGFBP-1, IGFBP-2, MCP-1, Eotaxin 3, IGF-1, MCP-4, MIP-30. ve NAP-2). ikisi
(BMP-6, IGFBP-2) her iki hiicre hattinda olmak iizere kontrole gore ilag muamele
grubu karsilastirildiginda toplam 5 SASP protein ekspresyonunda (BMP6, EGF,
IGFBP-1, IGFBP-2 ve MCP-1) azalma gozlenmistir (Sekil 32). Kontrol grubuna
kiyasla bir artig yalniz Eotaxin 3, IGF-1, MCP-4 ile MCP-1"de ve sadece direngli hiicre
hatt1 olan PC3-R hiicrelerinde gozlenmistir. MIP-3a ve NAP-2 ekspresyon seviyeleri
ila¢c uygulamalar ile degismemistir fakat bazal diizeyde direngli hiicrelerde parental

hiicrelere gore daha fazla eksprese oldugu gozlenmektedir.

PC3-P ve PC3-R hiicrelerinde senesens mekanizmasinin arastirilmasinda elde
edilen tiim sonuglarin 6zeti asagidaki gibidir: ikisi (BMP-6, IGFBP-2) her iki hiicre
hattinda olmak iizere kontrole gore ilag muamele grubu karsilastirildiginda, toplam 5
SASP proteininde (BMP6, EGF, IGFBP-1, IGFBP-2 ve MCP-1) azalma gozlenmistir.
Ayrica, Tablo 11°de SASP proteinleri arasinda yer alan MMP-1’in ekspresyonun hem
PC3-P hem de PC3-R hiicrelerinde 100 nM bortezomib uygulamasinda, kontrol
gruplarina gore 24 saat (Sekil 23) ve 48 saat (Sekil 30) ila¢ uygulamasinda azaldigi
Western blot yontemi ile gosterilmistir. Yine Western blot yontemi ile p16 INK4a’nin
48 saat 100 nM bortezomib uygulamasinda kontrol grubuna gore her iki hiicre hattinda
da diistigli gosterilmistir (Sekil 30). Sekil 26’da SA-B-Gal aktivitesine bakildiginda
bortezomib muamelesi sonucunda PC3-P hiicrelerinde bu aktivitenin azaldigi da
goriilmiistiir. Tlim bu sonuglar bir proteozom inhibitdrii olan bortezomib’in senesensi

azaltic1 yonde etki ettigine ve bir senolitik ilag aday1 olabilecegine isaret etmektedir.
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Buna ek olarak, SA-B-Gal aktivitesinin PC3-R hiicrelerinde daha az olmas1 ve
24 saatlik Western blot deneylerinde hem p16 INK4a hem de MMP-1 proteinin kontrol
gruplarindaki bazal seviyesinin PC3-R hiicrelerinde daha az olmasi, direngli hiicrelerin
daha az senesense ugradigina isaret edebilir. Literatiire gore senesensten kagis ilag
diren¢ mekanizmalari arasinda yer almaktadir (Rebbaa A., 2005) ve bu sebeple PC3-

R hiicrelerindeki direng mekanizmasina katki saglayabilir.

Tim sitokin array igerisinde analiz edilebilen 49 sitokinin sonuglari
incelendiginde, 22 sitokinin higbir grubunda anlamli bir degisiklik gdzlenmemistir
(Sekil 33). Istatistiksel olarak dikkate alman gruplar arasinda en az bir fark olan
sitokinler de 22 adettir (Sekil 32). Bu faktorler arasinda kontrol grubu ile 100 nM
bortezomib muamelesi karsilastirildiginda, PC3-P ve PC3-R hiicrelerinde 49 sitokin
arasindan 12’sinin ekspresyonu en az bir deney grubunda olmak lizere azalmistir
(Sekil 32). Bunlar: IGFBP-2, CKf8-1, MCP-1, BMP-6, CNTF, Eotaxin, IFN-y, BMP-
4, IGFBP-1, EGF, MDC ve PARC’tir. Parental PC3-P hiicrelerinin kontrol grubu ile
100 nM bortezomib muamelesi karsilagtirildiginda, higbir sitokinin ekspresyonunda
artis olmamistir. Direngli PC3-R hiicrelerinin kontrol grubu ile 100 nM bortezomib
muamelesi karsilastirildiginda, sadece 6 sitokinde anlamli bir artis vardir. Bunlar: IGF-
1, MIP-13, NT-3, Eotaxin 3, MCP-1 ve MCP-4’tiir. MCP-1 faktoriinde ise PC3-P

hiicrelerinde diisme yasanmaistir.

Sitokin array igerisinde yer alan faktorlerin PC3-R ve PC3-P hiicrelerindeki
bazal seviyeleri karsilastirildiginda MIP-3a, PARC, NAP-2, BMP-6, CNTF ve FGF-
6 faktorlerinin bazal seviyelerinin direngli PC3-R hiicrelerinde parental PC3-P
hiicrelerine gore daha fazla eksprese oldugu gézlenmistir (Sekil 32). Bu faktorlerin

dirence olas1 katkilar1 ‘TARTISMA ve SONUC’ boliimiinde yorumlanmastir.
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Sekil 32. PC3-P ve PC3-R hiicre hatlarinda 100 nM bortezomib muamelesi sonrasinda, Abcam sitokin array membraninda yer
alan ve deney gruplar arasinda anlamli degisiklik gosteren sitokinlerin bar grafikleri. Yesil gergeve ile belirtilen sonuglar tablo
10°daki SASP faktorleri arasindadir. Tiim bar grafikleri + SD ortalamasi seklinde verilmistir ve iki teknik tekrarm temsilcisidir.

*P <0,05, **P <0,01.
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Sekil 33. PC3-P ve PC3-R hiicre hatlarinda 100 nM bortezomib muamelesi sonrasinda, Abcam sitokin array membraninda yer
alan ve deney gruplar arasinda anlaml degisiklik gostermeyen sitokinlerin bar grafikleri. Yesil ¢ergeve ile belirtilen sonuglar
tablo 10’daki SASP faktorleri arasindadir. Tim bar grafikleri +SD ortalamasi seklinde verilmistir ve iki teknik tekrarin
temsilcisidir. *P <0,05, **P <0,01.
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4.10. PC3-R Hiicrelerinde Direncin Kalic1t Olup Olmadiginin Tespiti

Direncli hiicrelerin direngli fenotipinde bir gerileme olmamasi i¢in deney
siirecleri boyunca diren¢li hiicreler 5 veya 10 nM bortezomib baskis1 altinda
birakilmigtir. Direncli hiicrelerdeki direncin, ilag baskis1 kaldirildiginda, geri
dontigiimli olup olmadigini tespit etmek i¢in direngli PC3-R hiicrelerine uygulanan
bortezomib uygulamasi1 kesilerek ilagsiz ortamda 1 ay boyunca pasajlanmistir.
Parental PC3-P hiicreleri de es zamanli olarak pasajlanmistir. Daha sonra, PC3-P ve
PC3-R hiicrelerinin ICso degerleri WST-1 assay’i ile hesaplanmistir. Bu deney
sonucunda, Sekil 34’te goriilebilecegi gibi PC3-P hiicrelerinin I1Cso degeri 34.3 nM
bulunmustur. Bu sonug¢ bir 6nceki sonucumuz ile uyumludur (Sekil 13A). PC3-R
hiicrelerinin 1Cso degeri ise 100 pM’1in lizerinde oldugu tespit edilmistir. PC3-R
hiicrelerinde deney baslangicinda elde edilen ICso degeri 346 nM bulunmustur (Sekil
13B). Buna gore direng seviyesi ¢ok fazla artmistir. PC3-R hiicrelerindeki direncin
bortezomib baskisi olmadiginda da devam ettigi ve geri donlistimsiiz oldugu bu sekilde
gozlenmistir. Bu sonuca gore, normal pasajlama sirasinda verilen 5 ya da 10 nM
bortezomib baskisinin direngli hiicre hattindaki direngli hiicrelerin segici bir sekilde

hayatta kalmasina ve direng seviyesinin artmasina yol agtigini diistinmekteyiz.

100- - PC3-P
= PC3-R
E E ?5- n.hhﬂ"l-n-..h‘_
L -

; 8 :
=% 50- IC5, > 100 uM

0= — IC5, = 34.3 NM

25-
0 T -y

I 1
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Sekil 34. PC3-P ve PC3-R hiicrelerin bortezomib ilacina karsi olan ICsy degerleri.
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4.11. Cesitli Inhibitorlerin PC3-P ve PC3-R Hiicreleri Uzerine Etkisi

Uterine Leiomyosarcoma (ULMS) en o6liimciil jinekolojik malignitelerden
biridir. Maternal Embryonic Leucine Zipper Kinase (MELK) bir serine/threonine
kinazidir. Zhang ve ark. (2020) yaptiklar1 in vitro ¢alismalarda MELK’in ULMS
hiicrelerinde kemodirence sebep olduguna ve MELK’in fazla ekspresyonunun
doxorubicin direncine sebep olabilecegini gdstermislerdir. Burada, MELK’in
kemodirenci anti-apoptotik mekanizma ile JAK2/STAT3 yolagi iizerinden sagladigini
gostermislerdir. Benzer sekilde, Cyclin-Dependent Kinase 2’nin (CDK2) hiper
proliferasyonu uyardig1 ve bircok kanser tiiriinde, hastaligin seyri ile ilgili tahmin
edilebilirligin diistik olmasi, kemodiren¢ ve radyodireng ile iliskili oldugu
gosterilmistir (Pandey ve ark., 2020; Wang ve ark., 2016). Anti apoptotik ER-resident
protein GRP78 1s1 sok proteinleri 70 ailesine ait bir proteindir ve kanser hiicrelerinin
sag kalimmi indiikledigi ve kemodirence sebep oldugu bilinmektedir (Yerlikaya ve

ark., 2016).

Bu sebeplerle MELK inhibitorii olan OTSSP167°nin, CDK2 inhibitorii olan
CVT-313’iin ve GRP78 ekspresyonu inhibitorii ve Ca*" selatérii BAPTA-AM in PC3-
P ve PC3-R hiicrelerinin proliferasyonu iizerindeki etkisini iCELLigence sistemini
kullanilarak inceledik. iCELLigence sistemi ile yapilan bu ¢alismada, Sekil 35°te
goriildiigii gibi MELK inhibitérii OTSSP167 (100 nM) ve Ca®" selatorii ve GRP78
inhibitérii BAPTA-AM (20 uM) benzer sekilde parental ve direngli hiicrelerin
proliferasyonunu inhibe etmistir. CDK2 inhibitoriic CVT-313’in (100 nM) her iki
hiicre hattinda da etkili olmadig1 gorilmiistiir. Bu sonuglar OTSSP167 ve BAPTA-
AM’nin proteozom inhibitoriine karst direngli prostat hiicrelerine karsi

kullanilabilecek umut vadeden ilaglar oldugunu gostermektedir.
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Sekil 35. MELK inhibitorii olan OTSSP167°nin, CDK2 inhibitorii olan CVT-313’{in ve GRP78 ekspresyonu inhibitérii ve Ca*"
selatorii olan BAPTA-AM’in PC3-P ve PC3-R hiicrelerinin proliferasyonu tizerindeki etkisi. PC3-P ve PC3-R hiicreleri; 100 nM
OTSSP167, 100 nM CVT-313, ve 20 uM BAPTA-AM ile muamele edilmistir. flag uygulamasina hiicre ekiminden 24 saat sonra
baslanmistir. Deney siiresi 96 saat’tir. Proliferasyon degeri (Cell index) iCELLigence sistemi tarafindan hesaplanmaktadir.
Sonuglar ortalama, + SD (n=2)’dir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Giliniimiizde kanser tedavilerinde yaygin olarak ameliyat, radyasyon terapisi,
kemoterapi, endokrin tedavisi, immiinoterapi, lazer tedavisi ve kombine tedaviler
uygulanmaktadir. Biyolojinin daha iyi aydinlatilmasi ile &grenilen bilgi ve
mekanizmalara ve molekiiler genetige dayanan, hiicresel terapi gibi selektif terapiler
de uygulanmaktadir. Tiim bu ilerlemelere ve tedavi yontemlerine ragmen giiniimiizde
kanser tedavisi i¢in en umut vaat eden uygulama halen kemoterapidir (Mansoori ve
ark., 2017). Buna ragmen, kemoterapoétik tedavilerde, kanser ilaglarina karsi gelismis
ya da gelisen ila¢ direnci, medikal onkolojideki en biiyiik engel olmaya devam
etmektedir (Zahreddine & Borden, 2013). Kemoterapide meydana gelen basarisizlik
sebeplerinin %90°1, kanserde olan veya olusan ilag¢ direnci ile meydana gelen invazyon

ve metastazdan kaynaklanmaktadir.

Bir takim kanser tiirlerinin erkeklerde ya da kadinlarda goriilme siklig1 ayrica
endise veren bir durum haline gelmistir. Global kanser istatistiklerine gore 2020
senesinde, prostat kanseri erkeklerde, akciger kanserinden (%14,3) sonra ikinci
(%14,1) en sik goriilen kanser tipidir (Sung ve ark., 2021). Sik karsilasilan veya 6liim
riski yiiksek olan kanser tiplerine karst tedavi yontemleri gelistirilmeye
calisiimaktadir. Biz de kanser hiicrelerine karsi olusan diren¢ mekanizmalarinin
arastirilmasi ve aydinlatilmasi dogrultusunda, bir prostat kanseri hiicre hatt1 olan PC3
hiicrelerinde, klinikte tedavi protokollerinde heniiz solid tiimoérlerde kullanilmayan ve
kullanilmast umut vadeden bortezomib ilacina karsi olusmus ila¢ direncini ¢aligmak
istedik. Bunun i¢in Oncelikle atasal hat olan parental PC3 hiicrelerinden (PC3-P)
bortezomib ilacina kars1 direngli olan bir hat gelistirilmistir (PC3-R). Bu islem, PC3-
P hiicrelerini kademeli olarak artan bortezomib konsantrasyonlarina maruz birakilarak

yapilmustir (Yerlikaya & Okur, 2020).

Tlmorleri olusturan neoplastik hiicreler bir popiilasyondur ve kendi aralarinda
heterojenlik gosterirler. Bu sebeple farkli fenotipik 6zellik gosterebilirler ve timor
gelisiminde genetik olarak farklilasirlar. Bunun sebebi, kanser hiicrelerinin ¢ok hizli
boliinmesidir ve bununla birlikte genomik kararsizliklari artmistir. Zamanla bu etkiler
tiimor igerisindeki hiicrelerde farkli fenotipik 6zelliklerin ¢ikmasina sebep olmaktadir.

Bu 6zelliklerden biri, bir ilaca kars1 direng olusturulabilecek bir mekanizma olabilir.
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Daha 6nce bahsedildigi gibi ila¢ direnci primer ve kazanilmis direng olarak
ikiye ayrilmaktadir. Primer ilag direnci, hiicrelerin ilk karsilagtiklari bir kemoterapdtik
ilaca kars1 direng ihtiva etmesidir. Kazanilmis direng ise hiicrelerin kemoterapotik ilag
ile siirekli karsilasmalari halinde, tlimoriin verilen bu ilaca karsi diren¢ kazanmasidir.
Aslinda her iki diren¢ mekanizmasinin temelinde yatan sebep, bahsedildigi iizere,
tiimdr hiicrelerinin yeni fenotipik 6zellikler kazanmasi ve bunun heterojenlige sebep
olmasi ile alakalidir. Iki diren¢ mekanizmasi arasindaki fark, tiimor hiicreleri
arasindaki fenotipik farkliligin, tiimor gelisim asamasinda, erken mi yoksa ge¢ mi

olustugu ile ilgilidir.

Ornegin, yeni bir tiimdr olusumunda, tiimérii baslatan hiicrelerde meydana
gelen, ilaglara kars1 bir direng mekanizmasi, tiimoriin ileri agamalarinda da farklilasan
hiicrelerde bulunacaktir. Bu sebeple, ila¢ ile ilk karsilagsmalarinda bile tim timor
hiicreleri bu ilaca veya ilaglara kars1 direnclidir. Buna primer ila¢ direnci denir. Diger
yandan, farklilasan ve yeni fenotipler kazanan tiimor hiicreleri, tlimoriin ileri
asamalarinda meydana gelmisse, tiimor hiicreleri popiilasyonu arasindaki miktarlari az
olacaktir. Kazandiklar1 yeni fenotip igerisinde bir ilaca karsi direng gosterme
mekanizmasi ihtiva eden bu hiicreler, ilag ile karsilastiklarinda hayatta kalma oranlari,
popiilasyon igerisindeki diger hiicrelerden daha fazla olacaktir. Kemoterapdtik
tedavilerdeki gibi, ilaca siirekli maruziyetten sonra, bu hiicreler popiilasyon icerisinden
pozitif olarak se¢ilirken diger hiicreler 6lecektir. Bir siire sonra da tlimdre karsi verilen
bu ilaca, degisen tiimor, direng kazanmis olacaktir. Buna da kazanilmis ila¢ direnci

denir.

Bu bilgiler ile kademeli doz artirnmi yontemi ile elde edilen bortezomib’e
direngli PC3-R hiicrelerimizin, kazanilmis ila¢ direnci modelini yansittigini ifade
edebiliriz. Bunun sebebi, bortezomib ile ilk karsilasan atasal PC3-P hiicreleri bu ilaca
kars1 oldukca hassastir. 6 ay gibi bir slirede kademeli olarak arttirilan bortezomib
konsantrasyonlar1 ile hiicrelerde bu hassaslik kaybolmustur ve hiicreler daha yiiksek
konsantrasyonlardaki bortezomib’ten etkilenmektedir. Bu siiregte bortezomib’e karsi
diren¢ ihtiva eden hiicreler secilmistir. Bu hiicreler ihtiva ettigi mekanizma ile

bortezomib’ten daha az etkilenmektedirler.
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Bu durum, tez deneyleri baslangicinda, PC3-P ve PC3-R hiicrelerinin
bortezomib’e karst olan ICso degerlerinin, WST-1 assay ile hesaplanarak teyit
edilmistir (Sekil 13). Bu asamada PC3-P hiicrelerinde ICso degeri 32,8 nM
bulunmusken, PC3-R hiicrelerinde ise ICso 346 nM bulunmustur. Dolayis1 ile PC3-R
hiicreleri, PC3-R hiicrelerinden yaklasik 10,5 kat daha direnclidir.

Bu islem sonucunda elde edilen PC3-R hiicre hattinda arastirilacak direng
mekanizmasi ya da mekanizmalar1 bilinmediginden, diren¢ mekanizmasiin da geri
dontistimlii olup olmadigi bilinmediginden, hiicreler normal pasaj zamanlarinda, 5 ya
da 10 nM bortezomib baskisi altinda tutulmustur. Buradaki amacimiz, direng
mekanizmasi, 6rnek olarak gen ekspresyonu gibi bir mekanizmadan kaynaklaniyorsa,
hiicreleri devamli bazal seviyede uyarilmis tutarak geri doniisiimii engellemektir.
Ayrica, halen bortezomib’e hassas olan hiicrelerin varlig1 durumunda bunlarin daha da
elimine edilmesine katki saglamasidir. Her deney asamasindan 6nceki pasajlarda bu
ilag uygulamasina son verilmistir ve deneylerde gereken ila¢ konsantrasyonlari

uygulanmustir.

Bortezomib ilacina karst olan direng mekanizmasinin geri doniisiimlii olup
olmadigi, tez deneylerinin son asamasinda test edilmistir. Bunun i¢in PC3-R
hiicrelerini ilag baskisi altinda tuttugumuz 5 veya 10 nM bortezomib uygulamasi,
kesilerek hiicreler 1 ay boyunca pasajlanmistir. Bu zaman diliminde PC3-P hiicreleri
de paralel olarak ayni sekilde normal sartlarda pasajlanmistir. Yapilan WST assay
sonucunda (Sekil 34) PC3-P hiicrelerinin ICso degeri 34,3 nM bulunmustur ve bu
onceki sonucu olan 32,8 nM degeri ile neredeyse aynidir ve 6nemli bir degisiklik
olmamigstir. PC3-R hiicrelerinin 1Cso degeri ise bu sefer 100 pM’in iizerinde
bulunmustur. Daha 6nceki ICso degeri olan 346 nM’dan oldukea yiiksek bulunmustur
ve direngte biiyiik bir artis yasanmistir. Elde ettigimiz bu veriler, PC3-R hiicrelerindeki
diren¢g mekanizmasinin ilag yoklugunda da devam ettigini ve direncin geri doniisiimlii
olmadigini ispatlamistir. Buna ek olarak, normal pasaj zamanlarinda verilen 5 ya da
10 nM bortezomib ilaci, PC3-R hiicrelerini bortezomib’e kars1 daha etkisiz ve direngli
hale getirmistir. Bu ila¢ uygulamasinin PC3-R hiicrelerindeki, bortezomib’e hassas
olan hiicreleri daha da ayikladig1 ve direngli fenotipi daha da yaygin hale getirdigi

goziikkmektedir.
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Hiicre kiiltiirii galigmalar1 geleneksel olarak iki boyutlu olarak yapilmaktadir
fakat hiicrelerin gercek yasadiklari in vivo ortamlar1 taklit etmede yetersiz
kalmaktadirlar. Iki boyutlu hiicre kiiltiirlerinde hiicreler, iizerinde biiyiidiikleri substrat
ile temas kurarlar. 3B kiiltiirlerde olusan sferoidlerde hiicreler bir¢ok hiicreler arasi
baglanti kurarlar ve bu in vivo ortamlar1 daha iyi yansitarak onlar1 anlamada daha iyi
bir model sunar. 3B hiicre kiiltiirlerinde hiicreler kendilerini proliferasyon siireclerinde
ayarlayarak sfer yapilaria biiriinmektedirler. 3B olarak yapilan hiicre kiiltiirleri,
olusturulduktan sonra, aydinlatilmak istenen mekanizmalara yonelik iyi bir model
olusturmaktadir. Bunun yaninda, ilgilenilen bir hiicre yolaginin etkisinin ya da belirli
bir ilaca kars1 kanser hiicrelerinin 3B sferoid olusturabilme kabiliyeti de yine dnemli
bilgiler saglamaktadir (Lv ve ark., 2017). Bu sebeple, PC3-P ve PC3-R hiicre hatlarinin
bortezomib ilaci etkisi altinda 3B sferoid olusturabilme kabiliyetlerini arastirmak

istedik.

PC3-P ve PC3-R sferoid olusumuna 20 nM ve 100 nM bortezomib
konsantrasyonu altinda bakilmistir (Sekil 14). PC3-R hiicreleri 20 nM bortezomib
konsantrasyonlarinda 9. giinden itibaren sferoid olusturabilmistir ve deneyin 15.
giiniine kadar biiyiimeye devam etmistir. Buna karsilik PC3-P hiicrelerinde ilag verilen
hi¢bir grupta, 15. son deney giiniine kadar sferoid olusmamistir. Bu deneye gore
bortezomib, PC3-P hiicreleri agisindan bakildiginda prostat kanseri tedavisinde
kullanilmast umut vadetmektedir. PC3-P hiicreleri bortezomib varliginda kompleks
hiicresel arasi iletisimler kuramamaktadir. Bu sayede de tiimor mikro g¢evresinde

kendilerinin gelismesini tesvik edecek bir ortam olusturamayabilirler.

Diger agidan, PC3-R hiicrelerinin bortezomib varliginda bile sferoid
olusturmalari, in vivo ortamda kendi gelisimlerini ilaca ragmen devam
ettirebildiklerine isaret etmektedir. Bu durum tiimor mikro ¢evresini modifiye etmede
avantaj saglayabilir ilacin dokuya penetrasyonunu azaltabilir. Bu deney, PC3-P
hiicrelerinden PC3-R hiicrelerinin elde edilmesi asamasi ile ele alindiginda, belirli bir
stire ilaca maruziyetten sonra tiimor hiicrelerinin seleksiyona ugradigini ve bir siire
sonra kanserin tekrar o ilaca kars1 direncli olacak sekilde niiks edebilecegini temsil de

edebilir.
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Sonuglar kisminda da bahsedildigi lizere, 3B sferoid deneyinde, ilag
verilmeyen kontrol gruplarinda, normal PC3-P hiicrelerinin olusturdugu sferoidlerin
PC3-R hiicrelerinin olusturduklarindan daha biiyiik oldugu gozlenmistir. Bu durum
PC3-P hiicrelerinin daha hizli ¢ogaldiklarin1 gostermektedir. PC3-P hiicrelerinin daha
hizli ¢ogalmalarinin sebebinin daha oOnceki c¢alismamizda bulunan sonugtan
kaynaklandigin diistinmekteyiz. Buna gore, cyclin D1, ilag¢ muameleli ve muamelesiz
sartlarda PC3-P hiicrelerinde PC3-R hiicrelerine gore daha ¢ok ifade edilmektedir. ilag
konsantrasyonlarinin artmasi ile cyclin D1, PC3-P hiicrelerinde azalirken PC3-R
hiicrelerinde degismemistir. ilag muamelesiz kontrol gruplar karsilastirildiginda PC3-
P hiicrelerindeki cyclin D1 ekspresyonun PC3-R hiicrelerine gore 2,7 kat daha fazla
bulunmustur. Cyclin DI1’in fazla ekspresyonu kanser hiicrelerinin gelisimi ve
cogalmasi ile iligkilidir, bu sebeple proliferasyon hiz farkinin bu fenomenden

kaynaklandigin1 diisiinmekteyiz (Yerlikaya & Okur, 2020).

PC3-P ve PC3-R hiicrelerindeki 6liim modlarini belirlemek i¢in; bortezomib,
carfilzomib ve vinkristin muamelesinde, Muse® Annexin V and Dead Cell Assay Kit
yardimiyla hiicrelerdeki apoptoz ve nekroz arastirilmistir (Sekil 15). 24 saatlik 20 nM
bortezomib muamelesinden sonra ge¢ ve erken apoptotik hiicrelerin oranin direncli
hiicrelerde parental hiicrelere gore kismen yiiksek oldugu ancak nekrotik hiicre oranin
ise parental hiicrelerde direncli hiicrelere gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir
(%5.,80 ve %2,75, sirasiyla). Diger yandan, 24 saatlik 100 nM’lik bortezomib
muamelesi sonucunda ise direncli hiicrelerde ge¢ (%2,85) ve erken (%2,15) apoptotik
oranlar1 bekledigimiz gibi parental hiicrelerdeki ge¢ (%9,10) ve erken (%3,20)
apoptotik oranlarindan daha diisiik goriilmiistiir. Bortezomib’in diger hiicre hatlarinda
da apoptozu uyardig1 bilinmektedir ve sonuglarimiz bunlar ile uyum igerisindedir (Bao
ve ark., 2017; Gong ve ark., 2014; Li ve ark., 2019). Carfilzomib (20 nM) ve vinkristin
siilfat (10 nM) ile yapilan 24 saatlik muameleler sonucu direngli hiicrelerdeki geg

apoptotik ve nekrotik oranlar1 da parental hiicrelerdekine gore diisiik bulunmugtur.

Parental ve direngli hiicre 6liim modlarin1 dogrulamak i¢in hiicreler 20 nM
bortezomib, 100 nM bortezomib ve 20 nM carfilzomib ile 24 saat muamele edildikten
sontra AO/EB c¢ift boyas1 ile boyanarak floresan mikroskoptaki goriintiileri
kaydedilmistir (Sekil 16). AO/EB floresan boyamasi apoptoz esnasinda membranda
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goriilen degisimleri ve apoptozun farkli agamalar1 ve nekrotik hiicreleri tespit etmede
kullanilan hizli ve ekonomik bir yontemdir (Kasibhatla ve ark., 2006). Direngli
hiicrelerde 20 nM bortezomib, 100 nM bortezomib ve 20 nM carfilzomib muamelesi
sonucu daha ¢ok sayida canli (parlak yesil hiicreler) oldugu goriilmiistiir. Geg
apoptotik, erken apoptotik ve nekrotik hiicrelerin parental hiicrelerde direngli
hiicrelere gore ¢cok daha fazla oldugu anlasilmistir. Bahsedildigi iizere, hiicre 6lim
modlarint Muse® Annexin V and Dead Cell Assay Kit kullanilarak yapilmistir ve bu

sonuglar AO/EB boyamasinda elde ettigimiz sonuglar tarafindan desteklenmektedir.

Otofaji 30’dan fazla gen tarafindan regiile edilmektedir. Otofaji, yaslanmis
proteinlerin ve defektif organellerin yikilmasinda gorev alir. Otofaji; sitotoksik ajanlar,
protein ve lipid eksikligi, hipoksi, protein agregasyonu, biiyiime faktorii ve hormon
eksikligi gibi cesitli stres sartlar1 altinda aktive olan ve hiicre homeostazinin
saglamasinda rolii olan bir mekanizmadir. Birgok kanser terapisinde otofajinin
indiiklendigi ve timdr yasamimi destekledigi ve ilag direncine sebep oldugu
belirtilmistir (Desantis ve ark., 2018; Smith & Macleod, 2019). Ornegin dstrojen
reseptorii  pozitif gogiis kanserinde, tamoxifen direngli hiicreler otofajinin
engellenmesi ile tamoxifene hassas hale gelmislerdir (Qadir ve ark., 2008). Benzer
sekilde, prostat kanseri hiicrelerinde otofajinin engellenmesi ile, enzalutamide’e olan
direncin iistesinden gelinmistir (Nguyen ve ark., 2014). Xia ve ark. (2020), yaptig
calismada NEK2’nin asir1 ekspresyonun otofajiyi arttirarak multiple myeloma

hiicrelerinde bortezomib direncine sebep oldugunu bulmuslardir.

Bortezomib’e direncli PC3-R hiicrelerinde, ila¢ direncinde otofajinin bir etkisi
olup olmadig1, Western blot yontemi ile otofaji markeri LC3-I’in LC3-II’ye doniisiimii
incelenerek belirlenmistir (Sekil 18 ve 19). LC3, otofajinin merkezinde yer alan ve iyi
karakterize edilmis bir proteindir ve otofajik vakuollerin olusumunda ve
formasyonunda gorev almaktadir. LC3-I hiicrenin sitoplazmasinda yer almaktadir ve
otofaji indiiklendiginde fosfatidiletanolamin ile konjuge olarak LC3-II'yi
olusturmaktadir. LC3-II olusunca otofajik vakuollere baglanmaktadir. Bu sebeple,
LC3-I’in LC3-II"ye doniisiimii otofajik aktivasyonu gosteren ve yaygin kullanilan bir

otofaji markeridir (Bresciani ve ark., 2018).
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Elde ettigimiz sonuglara gore, 20 nM ve 100 nM bortezomib ve 20 nM
carfilzomib ile 24 saat muamele edilen PC3-P ve PC3-R hiicre hatlarinda otofajik
aktivasyon giiclii bir sekilde sadece PC3-P hiicrelerinde gozlenmistir (Sekil 19).
Direncgli hiicre hatti olan PC3-R hiicrelerinde otofajik aktivasyon hi¢ meydana
gelmemistir (Sekil 19). Bu durum, PC3-R hiicrelerindeki diren¢ mekanizmasinin
otofajiden kaynaklanmadigini kanitlamaktadir. PC3-P hiicrelerinde giiglii bir sekilde
otofajik uyarim olmustur. Bu durum bortezomib’e hassas olan PC3-P hiicrelerinde
proteozomun inhibe edildigini ve bir sagkalim mekanizmasi olarak otofajinin

uyarildigini géstermektedir.

Daha onceki c¢alismalarimizda, PC3-P hiicrelerinde bortezomib’e cevaben
proteozomun inhibe oldugu poliubiquitin konjugatlarinin, hiicrelerde birikmesine
bakilarak gosterilmistir (Yerlikaya & Okur, 2020). PC3-R hiicrelerinde poliubiquitin
konjugatlarinin birikmesi PC3-P hiicrelere kiyasla olduk¢a az olmustur. Bu durum,
PC3-R  hiicrelerinde yeteri kadar proteozomal inhibisyonun olmadigini
gostermektedir. PC3-R hiicrelerinde proteozom inhibisyonunun ger¢eklesmemesi, bir
sagkalim mekanizmasi olan otofajik aktivasyonun gerceklesmemesini agiklamaktadir.
PC3-R hiicrelerinde aktif bir proteozomun olmasi, hiicrenin stres yanitlarini
baslatmasina gerek birakmamaktadir. Tlging olarak 20 nM carfilzomib muamelesi her
iki hiicrede de otofajiyi tetiklememistir (Sekil 19). Bu durum carfilzomibin anti

otofajik bir etkisi olabilecegini isaret edebilir.

ERK’ler MAPK lerin pargasidir. Bu ailedeki proteinler sag kalimi, mitozu,
degisimi, metabolizmay1 ve apoptozu kontrol ederler (Zhang & Liu, 2002). ERK
fertleri genellikle hiicre dig1 mitojenik uyaranlarin, tirozin kinazlar ile iligskiye girdikten
sonra olusan sinyallerden aktive olurlar. Sinyaller RAS/RAF/MEK aksisinden
iletilmektedir. ERK 1/2'nin bir¢ok kanser tiiriinde kemoterapiye karsi direng
olusturdugu bildirilmistir. Bunlar; gogiis, kolon, gastrik, akciger, prostat, ovaryan,
0zofageal, karaciger kanserleri; gliomlar, noroblastomalar, T hiicresi lenfoblastik
l6semilerdir (Salaroglio ve ark., 2019). Bu sebeple, bortezomib’e direngli PC3-R
hiicrelerinde, ila¢ direncinde ERK1/2 aktivasyonunun bir etkisi olup olmadigi,

Western blot yontemi ile incelenmistir.
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Bunun i¢in ERK1/2 proteinlerinin total formlarmi taniyan antikorlar ile
fosforilasyonlu hallerini tantyan antikorlar kullanilmistir. ERK1/2 aktivasyonu, 6 saat
(Sekil 23) ve 24 saat (Sekil 24) boyunca 20 nM ile 100 nM bortezomib ve de 20 nM
carfilzomib ile muamele sonucunda incelenmistir. Her iki zaman diliminde de total
protein miktarlart kontroller ile karsilastirildiginda, ERK1 ve ERK2 ekspresyon
seviyesinde hi¢bir degisiklik olmamistir fakat fosforilasyon seviyeleri degismistir

(Sekil 23 ve 24).

Ilk énce, 6 saat boyunca 20 nM ile 100 nM bortezomib ve de 20 nM carfilzomib
ile muamele edilen PC3-P ve PC3-R hiicrelerinde ERK1 ve ERK2 fosforilasyonlari
incelendiginde, PC3-P hiicrelerinde, ERK1 T202 ve ERK2 T185 fosforilasyonu
bortezomib dozuna bagli olarak artmaya basladig1 goriilmiistiir (Sekil 23). Diger
yandan, PC3-R hiicrelerdeki bortezomib muamelesinde ERK1 T202 ve ERK2 T185
fosforilasyonunun 6nemli derecede degismedigi goriilmiistiir. 20 nM carfilzomib
muamelesinde PC3-P hiicrelerinde ERK1 T202 fosforilasyonunda azalma
goriilmiisken, PC3-R hiicrelerinde ise ERK1 T202 fosforilasyonuna yaklasik %50

oraninda bir artig goriilmiistiir.

llging bir sekilde, PC3-P hiicre grubunda, 24 saat 100 nM bortezomib
muamelesinden sonra ERK1 T202 fosforilasyonu, kontrol hiicrelerine gore yaklasik
25 kat artmigken bu durum PC3-R hiicrelerinde ise 5 kat artis seklinde olmustur (Sekil
24). Bu durum ERK1 T202 fosforilasyonunun proteozom inhibisyonuna yanit olarak
etkilendigini ortaya koymaktadir. 24 saat ilag muamelesi ile ERK2 TI185
fosforilasyonlarin1 inceledigimizde de ilging olarak hem PC3-P hem de PC3-R
hiicrelerinde 20 nM ve 100 nM bortezomib muamelesinden sonra ERK2 T185
fosforilasyonlarimin diistiigli gozlenmistir. Fakat ERK2 T185 fosforilasyonunda
direngli hiicreler ile karsilastirildiginda daha 6nemli derecede bir diisme parental
hiicrelerde gozlenmistir (Sekil 24). Bu sonuglara gore, etkinin en belirgin goziiktiigii,
24 saatlik 100 nM bortezomib uygulamasinda ERK1 fosforilasyonundaki en biiyiik
artis ve ERK2 fosforilasyonundaki en biiyiik azalig PC3-P hiicrelerinde olmugsken, bu
degisimler PC3-R hiicrelerinde ¢ok daha azdir. Bu sebeple ERK1/2 fosforilasyon
uyarimlarindaki en biiyiik degisiklik PC3-P hiicrelerinde olusmustur. Bu sonuglar bir
onceki otofaji deneyi sonuglarimizla etki bakimindan uyusmaktadir. Bortezomib

etkisini en ¢ok parental hiicrelerde gostermistir.
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Sonu¢ olarak, ERK1/2 aktivasyonun PC3-R hiicrelerindeki bortezomib
direncine sebep olmadigr goziikmektedir. Eger ERKI1/2 fosforilasyonu onemli
derecede PC3-R hiicrelerinde artig gostermis olsaydi, dirence sebebiyet verebilecegi
veya katki sunacagi sdylenebilirdi. Bu durumda ERK fosforilasyon artisina neden
olacak sebepler arastirilacakti. Ornegin, ERK1 ve ERK2’de aktive edici mutasyonlar
bulunmustur fakat bu kinazlarin anormal aktivasyonu upstream molekiillerinde
meydana gelen onkojenik mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Boylece hiicre sag
kalimi1 desteklenir ve hiicreler kemoterapi ve immiin sistemin sagladigi anti-timor
yanita daha dayanikli olurlar. RAS/RAF/MEK aksinin yaninda bagka bir¢ok faktor de
kanser hiicrelerinde ERK aktivitesini arttirabilir. EGFR, VEGFR, PDGFR, Her2,
IGF1-R, Flt3 ve c-Kit gibi tirozin kinaz reseptorlerini uyaran ekzojen veya otokrin
bliylime faktorleri birgok kanserde, ERKI1/2’nin downstream aktivitelerini
arttirmaktadir (Salaroglio ve ark., 2019). ERK’leri aktive eden endojen faktdrler
arasinda ROS (Reactive Oxygen Species), kalsiyum ve hiicre iskeleti iligkili proteinleri
vardir. Ornegin, gogiis kanserinde ROS, PI3K/AKT/ERK aksin1 aktive ederek, cyclin
D ve CDK4’ii up-regiile eder ve hiicreyi S-fazina girmeye tesvik eder. Kalsiyum
degisimleri K-RAS tarafindan kontrol edilir, kolorektal kanserde ERK-aracili
timorogenezi arttir (Pierro ve ark., 2018). K-RAS’in mutasyonunun akciger
kanserinde gefitinib, erlotinib veya sunitinib direncine sebep oldugu bildirilmistir.
Mitozu ve mikrotiibiil ingasin1 kontrol eden KIF15 (Kinesin family member 15),
MEK/ERK aksin1 aktive ederek pankreatik adenokarsinoma hiicre biiylimesini tesvik
eder (J. Wang ve ark., 2017). Tiim bunlar iliskili olmayan sinyallerin bile ERK
aktivitesini regiile edebildigini gostermektedir. Uyaran ne olursa olsun, sonug olarak
hiicre proliferasyonu, invazyonu veya ila¢ direnci goriilebilir (Salaroglio ve ark.,
2019). Bu sebeple, PC3-R hiicrelerine 6zgii sekilde ERK1/2'de fosforilasyon artisi

olsaydi, bahsedilen yolaklar ve proteinler arastirilabilecek hedefler arasinda olabilirdi.

Bu hedefler disinda hiicre dis1 etkiler de ERK1/2 {izerinden dirence sebep
olabilir fakat hiicrelerimizin test edildigi in vitro sartlarda bagka faktorler ya da
hiicreler yoktur. Bu sebeple PC3-R hiicrelerinde ERK1/2 aktivasyonu olsaydi bu
sebepler iizerinde durulmazdi. Bunlara 6rnek olarak, hiicre ve ekstraselliiler matriks
arasindaki iligkiler RAS ve ERK1/2’yi aktive edebilmektedir. Benzer sekilde, kanser
ile iliskili kemik iligi fibroblastlar1 yiliksek seviyede IL-6, IL-8, ve TGF-f iireterek
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proteozom inhibitdrii direncine sebep olmaktadir. MIP-10 (Macrophage Inflammatory
Protein-1a) bir kemokindir ve ERK1/2, AKT ve mTOR yolaklarindan bortezomib
direncine sebep olmaktadir (Tsubaki ve ark., 2018).

Ilging bir sonug olarak, ERK1 ve ERK2 proteinlerinin fosforilasyonlarinin 24
saatlik bortezomib uygulamasi sonunda, farkli sekilde regiile edildikleri
goziikkmektedir (Sekil 24). Bu sonuglar1 gore ERK1 fosforilasyonu artarken ERK2
fosforilasyonlar1 azalmaktadir. ERK1 ve ERK2’nin iglevlerinin fonksiyonel olarak
ayni oldugu hakkinda literatiirde bilgiler yer almaktadir (Busca ve ark., 2016; Frémin
ve ark., 2015). Diger yandan her ikisinin de farkli fonksiyonlara sahip oldugunu
sdyleyen ¢alismalarda bulunmaktadir (Wortzel & Seger, 2011). Ornegin, Gagliardi ve
ark. (2020) triple-negative gogiis kanseri tizerinde yaptiklari calismada ERK1’in degil,
ERK2’nin kanser kok hiicresi fenotipini ve metastazi destekledigini gostermislerdir.
Bu durumda ¢alismamizda bortezomib muamelesinde her iki hiicre hattinda da ERK2
fosforilasyonlar1  azalmaktadir. Bu olay, bortezomib’in solid tiimorlerde
kullanilmasinda bir bagka avantaj olusturmaktadir. Caligmamizda, bortezomib
muamelesinden sonra, ERK1 fosforilasyonlarinin artarken ERK?2 fosforilasyonlarinin
azalmasi, ERK1 ve ERK2’nin farkli sekilde regiile edildigine isaret etmektedir. Farkli
sekilde regiile edilmeleri ise farkli fonksiyonlar iistlenebileceklerine de isaret

etmektedir.

Western blot deneylerinde protein miktarlarinin esit bir sekilde yiiklenip
ylklenmedigi yada transfer verimliligini gormek i¢in blot isleminden sonra genellikle
jeller 0.1% coomassie mavisi ile boyanmaktadirlar. Tez caligmasi kapsaminda
yaptigimiz Western blot deneylerinde siirpriz bir sekilde yliksek molekiiler agirliktaki
bir proteinin sadece parental hiicrelerde bortezomib konsantrasyonu ile orantili olarak
arttigini gordiik (Sekil 25A). Diger yandan carfilzomib uygulamasinda da sadece PC3-
P hiicrelerinde bu bant gozlenmistir. PC3-R hiicrelerinde bu bantlar gozlenmemistir
(Sekil 25A). Bu durum burada bulunan protein veya proteinlerin PC3-P hiicrelerinde
asir1 eksprese oldugunu ifade etmistir. Ortaya ¢ikan bu protein bandinda hangi
proteinlerin  bulundugunu  belirlemek i¢in, kesilip ¢ikartilarak, protein
kimliklendirilmesi i¢in nLC-MS/MS ile analiz edilmistir. Analizlerde, bu bantta 1s1 sok
proteinlerinden HSP70 protein ailesine ait protein oldugu yiiksek dogrulukta

bulunmustur (Tablo 9).
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Bunu dogrulamak i¢in yaptigimiz Western blot ¢aligmast nLC-MS/MS
sonuclarint dogrulamistir (Sekil 25B). Bortezomib ve carfilzomib muamelesi ile
parental hiicrelerde HSP70 proteini artmaktadir. Bortezomib HSP70 ekspresyonunu
PC3-P hiicrelerinde 15,5 kat arttirmistir (Tablo 9).

Is1 sok proteinleri, molekiiler saperonlardan olusan ve molekiiler agirliklarina
gore siniflandirilmig (HSP27, HSP40, HSP60, HSP70 ve HSP90) protein ailesidir. Is1
sok proteinleri, hiicre homeostazinin saglanmasinda c¢esitli fizyolojik ve koruyucu
islemlerde rol alirlar. Is1 sok proteinleri 6zellikle ¢esitli stres sartlarinda proteinlerin
katlanmas1 ve olgunlasmasinda gorev alirlar. Is1 sok proteinlerinin birgok kanserde
fazla miktarda eksprese edildikleri; hiicre ¢ogalmasi, metastaz ve ilag direnci ile iligkili
olduklar bildirilmistir (Calderwood ve ark., 2006; Yun ve ark., 2019). Shringarpure
ve ark. (2006) 1s1 sok proteinlerinden HSP70, HSP27, HSP90’nin bortezomib’e
direncli primer B lenfoma hiicrelerinde (SUDHL-4) bortezomib’e hassas olan
hiicrelerden (SUDHL-6) daha fazla eksprese oldugunu bulmuslardir. HSP272’nin
DHLA4 hiicrelerinde antisens strateji ile bloke edilmesi bortezomib’e olan apoptotik
yanitt uyarmistir ve diger yandan wild-type HSP27’nin ektopik ekspresyonu
bortezomib’e hassas olan DHL6 hiicrelerine diren¢ kazandirmistir (Chauhan ve ark.,
2003). PC3-P hiicrelerinde bortezomib ile proteozom inhibisyonu, hiicrenin kendisini
korumasi i¢in gerekli 1s1 sok proteinlerin (bu durumda HSP70) ekspresyonunun
artmasina neden olmustur. Hsp70 proteinlerinin PC3-R hiicrelerinde ekspresyonu
artmamistir ¢iinkii ilag¢ direnci, hiicrelerde bortezomib’i etkisiz kilmaktadir. Direngli
hiicrelerde yeteri kadar proteozom inhibisyonu yoktur ve yeterli miktarda stres

olusmamustir.

Hiicreler, dis ve i¢ stres kaynaklarmin iistesinden gelebilmek igin stres
kaynaklarina kars1 farkli sekillerde cevap veririler. Bu yanitlarindan biri senesenstir.
Senesent hiicrelerde kalici bir sekilde hiicre boliinmesi durmustur. Senesense sebep
olan stres sebepleri arasinda telomerde meydana gelen yapisal degisiklikler, mitojenik
sinyaller, onkojenik aktivasyon, radyasyon, oksidatif stres, genotoksik stres,
epigenetik degisiklikler, kromatinde meydana gelen organizasyon bozukluklari,
protein hemostazinda meydana gelen bozukluklar, mitokondriyal bozukluk,
enflamasyon, doku hasar1 sinyalleri, besin eksikligi ve kemoterapétik ajanlar vardir

(Kumari & Jat, 2021).
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Strese sebep olan bu kaynaklar, hiicre boliinmesini durduran gesitli molekiiler
yolaklar tetiklerler. Bunlar p53, p16, pl5, p21ve p27 gibi CDK inhibitorlerini aktive
eder. CDK-cylin komplekslerinin inhibisyonu hiicre ¢ogalmasinin tutuklanmasina
sebep olur. Bu hiicreler ¢ogalamazlar fakat metabolik olarak aktiftirler ve yasamaya

devam ederler (Kumari & Jat, 2021; Muioz-Espin & Serrano, 2014).

Hiicresel senesens hem iyi hem de kotii sonuglar meydana getirmektedir.
Senesens geng canlida tiimor olusumunu ve doku hasarini 6nler, diger yandan hayatin
son evrelerine dogru senesent hiicreler dokularda birikerek cesitli yas ile ilgili
patolojilerin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Senesens iligkili sekretuvar fenotip
ya da SASP, senesent hiicrelerin tipik bir 6zelligidir. SASP fenotipinde hiicreler
biyoaktif proteinler salgilamaktadir ve bunlar senesent olmayan komsu hiicreleri
etkilemektedir. Bu etkilerden biri de tiimoér gelisimine destek olmasidir. SASP
fenotipindeki hiicrelerin kronik enflamasyondan da sorumlu oldugu diisiiniilmektedir
(Gu & Kitamura, 2012). Tiim senesent hiicrelerin her zaman ortak sahip oldugu
markerler heniiz belirlenmemistir fakat senesens ile iliskili genel birtakim karakteristik
Ozellikler ortaya konmustur. Bu karakteristik ozelliklerden her biri her senesent
hiicrede ayn1 anda bulunmaz (Gonzéilez-Gualda ve ark., 2021). In vitro olarak
senesensi tanimlamak i¢in birkag farkli senesens ile iliskili karakteristik 6zelliklerden
faydalanmak gerekmektedir. Bu sebeple en az 3 6zelligin arastirilmasi 6nerilmektedir.
Segilen ti¢ 6zellikten birinin hiicre dongiisiinii ifade eden bir marker (p16 INK4a, p21,
p53 vb.), ikincisinin, yapisal degisikligi ifade eden bir marker (3-galactosidase, SA-a-
Fucosidase, Lamin B1) ve iiclinciisii ise senesensin ilgilenilen alt tipini belirtecek bir
marker olmasi1 (SASP salgilari, DNA hasar1 markerleri, artan ROS miktar1) 1yi bir
yaklagimdir (Gonzalez-Gualda ve ark., 2021; Wang & Dreesen, 2018).

Bu tez caligmasi kapsaminda, PC3-R hiicrelerinin diren¢ mekanizmasinin
aydinlatilmasma yonelik ¢alismalarin yaninda PC3-P ve PC3-R hiicrelerindeki
senesens durumunu ve bortezomib ilacinin bu hiicrelerde senesens iizerindeki etkisini
incelemek istedik. Bu dogrultuda, senesensi incelemek igin; B galaktosidaz aktivitesi
pH 6.0°da belirlenmistir, hiicre dongiisii progresyonunu belirlemek i¢in bir CDK
inhibitorii olan p16 INK4a proteinin Western blot ile incelenmistir, SASP fenotipi
faktorlerinin ekspresyonlar1 Sitokin Array ile aragtirilmigtir ve SASP faktorlerinden

biri olan MMP-1’in ekspresyonu Western blot ile belirlenmistir.
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PC3-P ve PC3-R hiicrelerinde 48 saat, 10 ve 100 nM bortezomib
muamelesinden sonra [ galaktosidaz aktivitesi 6l¢iilmiistiir. PC3-R hiicrelerindeki {3
galaktosidaz aktivitesi genel anlamda PC3-P hiicrelerine gore ¢ok daha diisiik
bulunmustur (Sekil 26-27). PC3-R hiicrelerinde kontrol grubu ile muamele gruplari
karsilagtirildiginda onemli bir degisiklik olmamigtir. PC3-P hiicrelerinde goriilen B-
galaktosidaz aktivitesi PC3-R hiicrelerinden oldukg¢a fazladir. PC3-R ve PC3-P
hiicrelerindeki ilag muamelesiz kontrol gruplar1 karsilastirildiginda PC3-P
hiicrelerindeki aktivite PC3-R hiicrelerinden yaklasik 5 kat daha fazladir (Sekil 27).
Bortezomib uygulamasi ile PC3-P hiicrelerindeki B-galaktosidaz aktivitesi doza baglh

olarak 6nemli derecede diismiistiir (Sekil 27).

Senesensi arastirmak i¢in kullandigimiz diger yontemler arasinda, hiicre
dongiisii progresyonunu belirlemek i¢in bir CDK inhibitérii olan p16 INK4a proteinin
ve SASP faktorlerinden biri olan MMP-1 ekspresyonlarinin Western blot ile
incelemesi yer almaktadir. Bu sebeple, p16 INK4a ve MMP-1 ekspresyon seviyelerine
PC3-P ve PC3-R hiicrelerinde, 24 (Sekil 28 ve 29) ve 48 (Sekil 30) saat boyunca 10

nM ve 100 nM bortezomib muamelesinden sonra bakilmistir.

PC3-P hiicrelerindeki 24 saat 10 nM ve 100 nM bortezomib muamelelerindeki
p16 INK4a proteinindeki ekspresyon diizeylerinde (Sekil 28 A ve 28B), ilagsi1z kontrol
grubuna gore belirgin azalma vardir. Diger yandan PC3-R hiicrelerine bakildiginda 10
nM bortezomib muamelesinde p16 INK4a ekspresyonunda biraz artig gézlenirken 100
nM bortezomib muamelesindeki p16 INK4a seviyeleri kontrol grubu ile neredeyse
aynmidir. PC3-P ve PC3-R hiicrelerinin kontrol gruplarn karsilastirildiginda, ilag
verilmedigi normal sartlarda pl6 INK4a ekspresyonunun PC3-P hiicrelerinde daha
fazla oldugu goziikmektedir. Bu deneyde elde edilen sonuglar, bortezomib’in PC3-P
hiicrelerinde p16 INK4a ekspresyonunu azalttigin1 ve PC3-R hiicrelerinde p16 INK4a
ekspresyonunun daha az oldugunu ve bortezomib muamelesinde pl6 INK4a
ekspresyonunda 6nemli bir degisiklik meydana gelmedigini géstermektedir. 24 saat
boyunca 10 nM ve 100 nM bortezomib konsantrasyonlar ile muamele edildikten sonra
PC3-P hiicrelerinde meydana gelen MMP-1 proteinindeki (Sekil 29A ve 29B)
ekspresyon diizeylerinde, ilagsiz kontrol grubuna gore belirgin azalma vardir. PC3-R
hiicrelerine bakildiginda artan bortezomib konsantrasyonlari ile MMP-1 proteinindeki

ekspresyon seviyeleri azalmistir.
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PC3-P hiicrelerinde meydana gelen ekspresyondaki azalmalar PC3-R
hiicrelerinkinden daha fazladir. PC3-P ve PC3-R hiicrelerinde, ilagsiz kontrol
gruplarinda, MMP-1 proteinin bazal seviyelerinin PC3-P hiicrelerinde, PC3-R
hiicrelerine gore daha fazla eksprese oldugu goziikmektedir. MMP-1 proteinin
bahsedildigi lizere senesent hiicrelerdeki SASP fenotipinde salgis1 artan bir proteindir.
24 saatlik bortezomib uygulamalarin bu protein seviyesinde bir azalma meydana

getirdigini ve en ¢ok da PC3-P hiicrelerinde bir azalmanin oldugu gézlenmistir.

PC3-P hiicrelerindeki 48 saat 10 nM ve 100 nM bortezomib muamelelerindeki
pl6 INK4a ekspresyonu PC3-R hiicrelerine gore bazal diizeyde daha fazla eksprese
olmaktadir (Sekil 30A ve 30B). 48 saat 100 nM bortezomib muamelesi gruplarinda
hem PC3-P hem de PC3-R hiicrelerinde pl6 INK4a ekspresyonu seviyelerinde
belirgin diisiis olmustur. 100 nM bortezomib ilaci her iki hiicre hattindaki hiicre
dongiisii inhibitorii olan p16 INK4a ekspresyonu azalmistir (Sekil 30B). PC3-P ve
PC3-R hiicrelerinde, 48 saat boyunca 10 nM ve 100 nM bortezomib muamelesi
sonucunda meydana gelen MMP-1 proteinlerindeki ekspresyon degisikliklerine
bakildiginda (Sekil 30A ve 30B) ilag dozuna bagli olarak PC3-R hiicrelerinde MMP-
1 protein miktarinda azalma vardir. En ¢ok azalma PC3-R hiicresinde 100 nM
bortezomib uygulamasindadir. PC3-P ve PC3-R hiicrelerindeki kontrol gruplar
incelendiginde MMP-1 proteininin bazal seviyelerinin neredeyse ayni oldugu
gozlenmektedir (Sekil 30B). Sekil 30B’ye bakildiginda, PC3-P hiicre grubunda,
kontrol grubu ile kiyaslandiginda, 10 nM bortezomib uygulamasinda MMP-1 seviyesi
kismen artarken 100 nM bortezomib uygulamasinda ise kismen azalma gozlenmistir.
Sekil 30B incelendiginde bortezomib uygulamasi ile, PC3-R hiicrelerinde, MMP-1

ekspresyonu doza bagli olarak azalmistir.

Hem 24 hem de 48 saat bortezomib uygulamasinda genel olarak MMP-1
protein seviyelerinde bir diisme yasandigi ifade edilebilir. Bu durum pl6 INK4a
proteini icin de benzer sekildedir. Senesent hiicrelerde pl6 INK4a proteinin
ekspresyonun artmasi beklenmektedir fakat sonuglarimiz aksini géstermektedir. Buna
gore, bortezomib muamelesinin senesense karst bir etki olusturdugu diisiiniilebilir.
Ayrica bortezomib muamelesinde senesens markeri olan MMP-1 ekspresyon

seviyelerinin diismesi de bu durumu desteklemektedir.
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Senesensi incelemek i¢in yaptigimiz son deney, PC3-P ve PC3-R hiicrelerinde
normal sartlarda (kontrol) ve 100 nM bortezomib uygulamasi altinda meydana gelen
sitokin profillerindeki degisimi incelemek olmustur. Bu yontemde, 60 sitokine ayni
anda bir membran iizerinde bakilabilmektedir. Human Cytokine Antibody Array
kitindeki bu 60 sitokinin listesi Tablo 10°da verilmistir. Tablo 11, SASP fenotipindeki
hiicrelerden salgilanan faktorleri gostermektedir. Tablo 11°de yesil olarak isaretlenen
sitokinler Human Cytokine Antibody Array kitinde yer alan inceledigimiz 60 sitokin
arasinda yer almaktadir. Sonuclarimizda, Sekil 31°de de goriilebilecegi gibi, 22
anlaml degisik gosteren (turuncu dikdortgen i¢inde gdsterilen), 22 anlaml degisiklik
gostermeyen (mavi dikdortgen igerisinde gosterilen) ve 5 adet ekspresyon seviyeleri
tespit edilemeyecek kadar az olan faktorler (sar1 dikdortgen ile belirtilen) olmak iizere
toplam 49 adet faktoriin sonucu yer almaktadir. Geriye kalan 11 faktor film banyosu
sirasinda bu bolgelerde filmde olusan kararma sebebiyle analize dahil edilmemistir.
Sekil 31 tizerindeki sar1 dikdortgen igerisinde yer alan 5 faktér hem kontrol gruplarinda
hem de muamele gruplarinda tespit edilemeyecek kadar az olan sitokinler; IL-5, IL-6,
IL-7, IL-10, ve IL-13’tiir. Bu sitokinler daha ¢ok immiin sistem hiicreleri tarafindan
salgilandiklarindan PC3 prostat hiicre hatlarimizda salgilanmamasi bu sebeple normal

goriilmektedir.

Abcam sitokin array, SASP proteinlerinde meydana gelen degisim agisindan
incelendiginde ozet olarak; 18 SASP proteini arasinda bulunan 8 proteinin,
karsilastirilan gruplart arasinda higbir 6nemli degisiklik olusmamistir (Angiogenin,
IGFBP-4, Leptin, MCP-2, MCP-3, SCF, SDF-1 ve TGF-B1) (Sekil 33). Deney gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli sonu¢ veren 10 sitokin vardir (BMP6, EGEF,
IGFBP-1, IGFBP-2, MCP-1, Eotaxin 3, IGF-1, MCP-4, MIP-30. ve NAP-2). ikisi
(BMP-6, IGFBP-2) her iki hiicre hattinda olmak iizere kontrole gore ilag muamele
grubu arasinda toplam 5 SASP protein ekspresyonunda (BMP6, EGF, IGFBP-1,
IGFBP-2 ve MCP-1) azalma gozlenmistir (Sekil 32). Kontrol grubuna kiyasla bir artis
yalniz Eotaxin 3, IGF-1, MCP-4 ile MCP-1de ve sadece direncli hiicre hatt1 olan PC3-
R hiicrelerinde gozlenmistir. MIP-30 ve NAP-2 ekspresyon seviyeleri ilag
uygulamalar ile degismemistir fakat bazal diizeyde direncli hiicrelerde parental

hiicrelere gore daha fazla eksprese oldugu gozlenmistir.
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PC3-P ve PC3-R hiicrelerinde senesens mekanizmasinin arastirilmasinda elde
edilen tiim sonuglarin 6zeti asagidaki gibidir: ikisi (BMP-6, IGFBP-2) her iki hiicre
hattinda olmak {izere kontrole gore ilag muamele grubu karsilastirildiginda toplam 5
SASP proteininde (BMP6, EGF, IGFBP-1, IGFBP-2 ve MCP-1) azalma gozlenmistir.
Ayrica, Tablo 11°de SASP proteinleri arasinda yer alan MMP-1"in ekspresyonun hem
PC3-P hem de PC3-R hiicrelerinde 100 nM bortezomib uygulamasinda, kontrol
gruplarina gore 24 saat (Sekil 23) ve 48 saat (Sekil 30) ila¢g uygulamasinda azaldig:
Western blot yontemi ile gosterilmistir. Yine Western blot yontemi ile p16 INK4a’nin
48 saat 100 nM bortezomib uygulamasinda kontrol grubuna gore her iki hiicre hattinda
da diistigli gosterilmistir (Sekil 30). Sekil 26’da SA-B-Gal aktivitesine bakildiginda
bortezomib muamelesi sonucunda bu aktivitenin PC3-P hiicrelerinde azaldigi da
goriilmiistiir. Tlim bu sonuglar bir proteozom inhibitdrii olan bortezomib’in senesensi
azaltic1 yonde etki ettigine ve bir senolitik ila¢ aday1 olabilecegine isaret etmektedir.
Buna ek olarak, SA-B-Gal aktivitesinin PC3-R hiicrelerinde daha az olmas1 ve 24
saatlik Western blot deneylerinde hem p16 INK4a hem de MMP-1 proteinin kontrol
gruplarindaki bazal seviyesinin PC3-R hiicrelerinde daha az olmasi, direngli hiicrelerin
daha az senesense ugradigina isaret edebilir. Literatiire gore senesensten kacis ilag

diren¢ mekanizmalar1 arasinda yer almaktadir (Rebbaa A., 2005).

Tim sitokin array igerisinde analiz edilebilen 49 sitokinin sonugclar
incelendiginde, 22 sitokinin higbir grubunda anlamli bir degisiklik gdzlenmemistir
(Sekil 33). Istatistiksel olarak dikkate alman gruplar arasinda en az bir fark olan
sitokinler de 22 adettir (Sekil 32). Bu faktorler arasinda kontrol grubu ile 100 nM
bortezomib muamelesi karsilastirildiginda, PC3-P ve PC3-R hiicrelerinde 49 sitokin
arasindan 12’sinin ekspresyonu en az bir deney grubunda olmak lizere azalmistir
(Sekil 32). Bunlar: IGFBP-2, CKf8-1, MCP-1, BMP-6, CNTF, Eotaxin, IFN-y, BMP-
4, IGFBP-1, EGF, MDC ve PARC’tir. Parental PC3-P hiicrelerinin kontrol grubu ile
100 nM bortezomib muamelesi karsilagtirildiginda, higbir sitokinin ekspresyonunda
artis olmamistir. Direngli PC3-R hiicrelerinin kontrol grubu ile 100 nM bortezomib
muamelesi karsilastirildiginda, sadece 6 sitokinde anlamli bir artis vardir. Bunlar: IGF-
1, MIP-15, NT-3, Eotaxin 3, MCP-1 ve MCP-4’tiir. MCP-1 faktoriinde ise PC3-P
hiicrelerinde diisme yasanmistir. IGF-1 ve MIP-16 literatiire gore kanserde ilag¢ direnci

ile iliskisi bulunan faktorlerdendir (Lii & Wang, 2013; Korbecki ve ark, 2020).
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IGF-1, Iniisiline benzeyen polipeptid biiyiime hormonudur. MAPK ve PI3K
sinyal yolaklarimi aktive eder. Viicuttaki tiim dokularda anabolik yollar ile biiyiime ve
olgunlagmay1 saglar. Interleukin-6 ve IGF-1’in Rat/MEKKI1 ve PI3K/AKT yolaklar
tizerinden NF-KB’yi aktive ederek bortezomib direncine sebep oldugu bilinmektedir.
Kuhn ve ark. yaptiklart calismada, RPMI 8226, OPM-2, ANBL-6, ve KAS-6/1
miyeloma hiicre hatlarindan bortezomib muamelesi ile elde ettikleri bortezomib
direngli hiicrelerde PSMB5 mutasyonun bulunmadigint ve direncin IGF-1
sekresyonunun artmasi ve IGF-1R’ni aktivasyonu ile iligkili oldugunu gostermislerdir
(Kuhn ve ark,, 2012). Skuamoz hiicreli bag ve boyun kanserinde MIP-18’nin da CCR1
reseptorii araciligl ile NF-xB’yi aktive ederek apoptoz ve ilag direncine sebep oldugu

bildirilmistir (Korbecki ve ark, 2020).

Sitokin array igerisinde yer alan faktorlerin PC3-R ve PC3-P hiicrelerindeki
bazal seviyeleri karsilastirildiginda MIP-3a, PARC, NAP-2, BMP-6, CNTF ve FGF-
6 faktorlerinin bazal seviyelerinin direngli PC3-R hiicrelerinde parental PC3-P
hiicrelerine gore daha fazla eksprese oldugu gozlenmistir (Sekil 32). MIP-3a’nin triple
negatif gogilis kanserlerinde ABCBI1 ekspresyonunu artirarak taksenlere karsi
kemodirence sebep oldugu bilinmektedir (Kwantwi ve ark., 2021). PARC, prostat
kanserinin malign gelisimi ile iligkilidir. Prostat kanserlerinde timdr biiylimesi ve
damarlanmay1 tesvik etmektedir (Rani ve ark., 2019; Chen ve ark., 2014). NAP-2,
CXC kemokin ailesindendir. Hizl1 cogalan ve metastatik prostat kanseri ile iliskilidir
(Rani ve ark.,, 2019). BMP-6’nin prostat kanserlerinde ekspresyonu artmis
bulunmustur. BMP-6, prostat kanserlerinin daha agresif ve invazif olmasina sebep
olmaktadir. PC3 hiicrelerinde yapilan bir deneyde, BMP-6 ekspresyonu artirildiginda
hiicrelerin migrasyon ve metastaz yeteneklerini artmistir (Darby ve ark., 2008). FGF-
6’nin prostat kanserlerinin %40°1nda arttig1 bulunmustur ve parakrin ve otokrin olarak
proliferasyonu saglayabilir, apoptozu engelleyebilir ve anjiyogenezi arttirabilir
(Ropiquet ve ark., 2000). Kanser ila¢ direncine de sebebiyet vermektedir (Szymczyk
ve ark., 2021). Bu sonuglara gore, IGF-1, MIP-15, MIP-3a ve FGF-6’nin literatiire
gore, kanserlerde ilag direnci ile iliskisi bulunan faktorlerdendir. Bu sebeple bu
faktorler direngli PC3-R hiicre hattinda dirence katki saglayabilecek aday

molekiillerdendir.
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PARC, NAP-2, BMP-6 ve CNTF faktdrleri ise prostat kanserinin agresifligi ile
iligkisi bilinen faktorler. Bu sebeple de direngli PC3-R hiicrelerinde daha fazla
eksprese olan bu faktorler, direng¢li hiicrelerin, klinikte goriilen agresif prostat

kanserlerinin 6zelliklerinde oldugunu gostermektedir.

Tartisma ve sonu¢ kisminin baginda, PC3-R hiicrelerindeki direncin geri
dontlistimlii olup olmadigr deneyini yaptigimizdan bahsetmistik. Bunun igin, tez
deneylerinin son asamasinda, direngli hiicrelerdeki diren¢ mekanizmasinda bir geri
doniisiim olmasin diye normal pasaj zamanlarinda verilen 5 veya 10 nM bortezomib
ilag baskist kaldirilmistir ve hiicreler 1 ay boyunca ilagsiz olarak pasajlanmistir.
Parental PC3-P hiicreleri de es zamanl olarak pasajlanmistir. Daha sonra WST-1
assay’i ile PC3-P ve PC3-R hiicrelerinin ICso degerleri ile hesaplanmistir. Deney
sonucunda, Sekil 34’te goriilebilecegi gibi PC3-P hiicrelerinin 1Cso degeri 34.3 nM
bulunmustur ve bir 6nceki sonucumuz ile uyumludur. Bununla birlikte PC3-R
hiicrelerin ICso degeri 100 uM’1n iizerinde oldugu tespit edilmistir ve buna gére PC3-
R hiicrelerinde direng seviyesi énemli miktarda artmistir. Bu sonuca gore normal
pasajlama sirasinda verilen 5 ya da 10 nM bortezomib baskisinin direngli hiicre
hattindaki direncli hiicrelerin segici bir sekilde hayatta kalmasina ve direng seviyesinin
artmasina yol actigin1 diistinmekteyiz. Sonug olarak da PC3-R hiicrelerindeki direncin
herhangi bortezomib baskisi olmadiginda da devam ettigi ve geri doniisiimsiiz oldugu

bulunmustur.

Tez kapsaminda yaptigimiz son deneyde, bortezomib direncli PC3-R
hiicrelerine kars1 etki edecek tedavi secenegi olabilecek ajanlar test ettik. Bu ajanlari
segerken diren¢ mekanizmalarinda rol alan faktorlere karsi etkili olan molekiilleri
kullanmay1 hedefledik. Ornegin, ULMS en &liimciil jinekolojik malignitelerden
biridir. MELK bir serine/threonine kinazidir. Zhang ve ark. (2020) yaptiklar1 in vitro
caligmalarda MELK’in ULMS hiicrelerinde kemodirence sebep olduguna ve
MELK’in fazla ekspresyonunun doxorubicin direncine sebep olabilecegini
gostermislerdir. Burada, MELK’in kemodirenci anti-apoptotik mekanizma ile
JAK2/STAT3 yolag1 iizerinden sagladigmi gostermislerdir. Bu sebeple MELK
inhibitorii olan OTSSP167’yi sectigimiz ajanlardan biridir.
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Benzer sekilde, CDK2 hiper proliferasyonu uyardigi ve bir¢ok kanser tiiriinde,
hastaligin seyri ile ilgili tahmin edilebilirligin diisikk olmasi, kemodiren¢ ve
radyodireng ile iligkili oldugu gosterilmistir (Pandey ve ark., 2020; Wang ve ark.,
2016). Bu sebeple ikinci olarak CDK2 inhibitorii olan CVT-313’l de ¢alisma
kapsamina aldik. Son olarak da anti apoptotik ER-resident protein GRP78 1s1 sok
proteinleri 70 ailesine ait bir proteindir ve kanser hiicrelerinin sag kalimini indiikledigi
ve kemodirence sebep oldugu bilinmektedir (Yerlikaya ve ark., 2016). Bu bilgi
15181nda, GRP78 ekspresyonu inhibitdrii ve Ca?* selatdrii BAPTA-AM nin etkilerini

hiicreler iizerinde arastirdik.

Sectigimiz 3 ajanin; MELK inhibit6rii olan OTSSP167 nin, CDK2 inhibitorii
olan CVT-313"iin ve GRP78 ekspresyonu inhibitdrii ve Ca** selatdrii BAPTA-AM’in
PC3-P ve PC3-R hiicrelerinin proliferasyonu tizerindeki etkilerini, iCELLigence
sistemi kullanilarak inceledik. Sekil 35’te goriildiigi gibi, iCELLigence sistemi ile
yapilan bu ¢alismada, MELK inhibitérii OTSSP167 (100 nM) ve Ca*’ selatorii ve
GRP78 inhibitéri BAPTA-AM (20 uM) benzer sekilde parental ve direncli hiicrelerin
proliferasyonunu inhibe etmistir. CDK2 inhibitorii CVT-313lin (100 nM) her iki
hiicre hattinda da etkili olmadig1 goriilmistiir. Bu sonuglar OTSSP167 ve BAPTA-
AM’nin proteozom inhibitoriine karsi direngli prostat hiicrelerine karsi

kullanilabilecek umut vadeden ilaglar oldugunu géstermektedir.

Bu tez calismasinda elde ettigimiz tiim sonuglart asagidaki sekilde
Ozetleyebiliriz. Tez c¢alismast kapsaminda, PC3-R hiicrelerindeki direng
mekanizmasini incelemeye yonelik yaptigimiz bortezomib sitotoksisitesi, hiicre 6lim
modu, AO/EB c¢ift boyamast ve 3 boyutlu hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda, PC3-R
hiicrelerinin PC3-P hiicrelerine gore ilaca ¢ok daha direngli olduklari, apoptoza daha
direngli olduklar1 ve ilag varliginda bile 3 boyutlu kompleks yapilar1 olusturarak
kendilerini destekleyebildikleri ve direng mekanizmasiin geri doniisiimlii olmadigi
gosterilmigtir. Direng mekanizmasin1 aydinlatmaya yonelik; MAPK aktivasyonu ve
otofajik aktivasyon, 1s1 sok proteinlerin ekspresyonu gibi inceledigimiz, stres
kosullarinda aktive olan ve dirence sebebiyet veren bu yolaklarin ve ilgili
molekiillerin, diren¢li PC3-R hiicrelerinde degil, parental PC3-P hiicrelerinde bir

sagkalim mekanizmasi olarak aktive olduklar1 gézlenmistir.
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Bu yolaklar, PC3-P hiicreleri ile kiyaslandiginda, siirekli bir sekilde PC3-R
hiicrelerinde aktif olsaydi, buna sebebiyet veren proteinler veya yolaklar
arastirilacakti. Fakat, bu yolaklar direngli PC3-R hiicrelerinde ilag varlifinda bile tam
olarak uyarilmamaktadir. Parental PC3-P hiicrelerinde ilag varliginda, hiicrelerde bir
sagkalim mekanizmalari olarak uyarilmaktadir. Bunun sebebinin, PC3-R hiicrelerinde
bortezomib ilacinin baglandigi PSMBS5 enziminde meydana gelen bir mutasyon veya
mutasyonlardan kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz c¢linkii bortezomib, PC3-R
hiicrelerinde proteozom inhibisyonunu tam olarak saglamamaktadir ve bu yilizden
bortezomib’ten etkilenmeyen veya az etkilenen direngli hiicreler, yasamlarini
desteklemek i¢in gereken yolaklar1 aktive etmeye gerek duymamaktadir. Bu
hipotezimiz daha O©nce laboratuvarimizda bu hiicre hatlarinda yaptigimiz
caligmalardaki sonuclar ile de desteklenmektedir (Yerlikaya ve Okur, 2020). Buna
gore, proteozom inhibisyonunu tespit etmek i¢in, ubiquitin konjugatlarinin PC3-P ve
PC3-R hiicrelerinde bortezomib muamelesinden sonra birikimine bakildiginda,
ubiquitin konjugatlar1 6nemli bir sekilde parental PC3-P hiicrelerinde birikmistir. Bu
durum PC3-P hiicrelerindeki proteozomlarin inhibe oldugunu fakat PC3-R

hiicrelerindeki proteozomlarin yeterince inhibe olamadigini gostermektedir.

Yine bir 6nceki ¢alismamizda (Yerlikaya & Okur, 2020), bortezomib’in hedef
aldig1 PSMBS5 enzim ekspresyonun diren¢ mekanizmasinda rol alip almadigini tespit
etmek icin, PSMBS ekspresyon diizeyleri arastirildiginda, direngli PC3-R hiicrelerinde
ekspresyon artis1 goriillmemistir. PSMB5 enzim ekspresyonu direngli hiicrelerde
artmis olsaydi, ilacin hedef molekiiliiniin ekspresyonunun artmasi yeteri kadar
inhibisyonuna sebebiyet vermeyeceginden ve protein degredasyonu artacagindan
dolay1r dirence katki saglayabilecegini diisiinebilirdik. Nitekim, aksine PSMBS5
enziminin onciil formunun parental PC3-P hiicrelerde arttig1 bulunmustur fakat olgun
formunda bir ekspresyon artis1 yine yoktur. Buna ek olarak diren¢ mekanizmasinin
coklu ilag direncine sebebiyet veren disar1 atim pompalarindan kaynaklanmadigini
sOyleyebiliriz. Bu tez c¢aligmasinda, yaygin olarak kullanilan kemoterapétik ilag
vincristine sulfat’a ve OTSSP167 ve BAPTA-AM’ye direngli hiicreler hassastir.
Bunlar, ila¢ disar1 atim pompalarinin, direngli PC3-R hiicrelerindeki ilag direng
mekanizmasinda yer almadigina isaret etmektedir ¢linkii ilag veya inhibitorler direncli

hiicreler igerisinde kalarak etki gosterebilmektedir.
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Tez deneylerimiz siirecinde direngli hiicreler daha da diren¢ kazanmistir ve
direng geri dontigiimlii degildir. Tiim bu bilgiler dogrultusunda PSMBS5 enziminde bir
mutasyonun PC3-R hiicrelerindeki dirence sebebiyet verebilecegi diisiiniilmektedir.
Bir sonraki ¢alismalarda, PC3-P ve PC3-R hiicrelerinde hem PSMBS5 enziminde hem
de diger genlerdeki mutasyonlar tespit etmek i¢in full exome sekanslama yapilmasi
planlanmaktadir. Bunun yaninda bortezomib muamelesinde PC3-P ve PC3-R
hiicrelerinde meydana gelen gen ekspresyon degisiklikleri ve bunlarin dirence ve

senesense muhtemel etkilerinin RNA sekanslamasi ile belirlenmesi diistiniilmektedir.

Tez calismamiz kapsaminda arastirdigimiz 6nemli bir konuda da PC3-P ve
PC3-R hiicrelerinde bortezomib muamelesi sonucunda senesensi arastirmak olmustur.
Yapilan sitokin array analizinde; 2’si (BMP-6, IGFBP-2) her iki hiicre hattinda olmak
tizere kontrole gore ilag muamele grubu arasinda toplam 5 SASP proteininde (BMP6,
EGF, IGFBP-1, IGFBP-2 ve MCP-1) azalma goézlenmistir. Buna ek olarak, Tablo
11°de SASP proteinleri arasinda yer alan MMP-1"in ekspresyonun hem PC3-P hem de
PC3-R hiicrelerinde 100 nM bortezomib uygulamasinda, kontrol gruplarina gore 24
saat ve 48 saat ila¢ uygulamasinda azaldigin1t Western blot yontemi ile gostermistik.
Yine Western blot yontemi ile pl6 INK4a’nin 48 saat 100 nM bortezomib
uygulamasinda kontrol grubuna gore her iki hiicre hattinda da diistiiglinii gostermistik.
SA-B-Gal aktivitesine bakildiginda bortezomib muamelesi sonucunda bu aktivitenin
azaldig1 da goriilmiistiir. Tlim bu sonuglar bir proteozom inhibitorii olan bortezomib’in
senesensi azaltic1 yonde etki ettigine ve bir senolitik ilag aday1 olabilecegine isaret
etmektedir. Buna ek olarak, SA-B-Gal aktivitesinin PC3-R hiicrelerinde daha az olmasi
ve 24 saatlik Western blot deneylerinde hem p16 INK4a hem de MMP-1 proteinin
kontrol gruplarindaki bazal seviyelerinin PC3-R hiicrelerinde daha az olmasi, direncli
hiicrelerin daha az senesense ugradigina igaret edebilir. Literatlire gére senesensten
kacis ila¢ direng mekanizmalar1 arasinda yer almaktadir (Rebbaa A., 2005) ve bu
sebeple PC3-R hiicrelerindeki ilag direncinde senesens mekanizmasinin da bir katkisi
olabilir. Buna ek olarak PC3-R hiicrelerinde IGF-1, MIP-16, MIP-30a, FGF-6
sitokinlerinin ekspresyonu PC3-P hiicrelerine gore daha fazla eksprese olmaktadir.
Literatiire gore bunlar ilag diren¢ mekanizmalarinda yer almaktadir ve bu sebeple PC3-

R hiicrelerindeki ila¢ diren¢ mekanizmasinda rol alabilirler.
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Bu faktorlerin dirence olasi katkilari, Western blot ile ekspresyon diizeylerinin
teyit edilmesinden sonra gen susturma metotlar1 ile PC3-R hiicrelerindeki ilag
direncinde rol alip almadiklar1 arastirilacaktir. Son olarak, literatiire gore ERK1 ve
ERK2 proteinlerinin fonksiyonel olarak islevlerinin aymi olup olmadigi hakkinda
tartigmalar vardir. Tez calismamizda bortezomib muamelesinden sonra ERKI1
fosforilasyonlarinin artarken ERK2 fosforilasyonlarinin azaldigi goriilmiistiir. Bu
olay, ERK1 ve ERK2’nin farkli regiile edilebildigini ve farkhh islevler

gorebileceklerine isaret etmektedir.
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7. SIMGELER ve KISALTMALAR

ABC: ATP-binding cassette transporter

ABD: Amerika Birlesik Devletleri

ABCB1: ATP-Binding Cassette Subfamily B Member 1
ACP: Actin Capping Protein

AMPK: AMP-Activated Protein Kinase

Atg: Autophagy-related gene

BETM: Baz Eksizyon Tamir Mekanizmasi
BCR-ABL: Break Point Cluster-Abelson

BCRP: Breast Cancer Resistance Protein

CAM-DR: Cell Adhesion-Mediated Drug Resistance
CD133+ESA+: Epithelial-Specific Antigen-Positive
CDK: Cyclin-Dependent Kinase

CHIP: Carboxyl-Terminus Of HSP70-Interacting Protein
CTP: Copper Transport Protein

CXCR7: Chemokine CXC Motif Ligand Receptor 7
CID: Coklu ila¢ Direnci

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO: Dimetil Siilfoksit

DNMT1: DNA Methyltransferase 1

DYETS: DNA Yanlis Eslesme Tamir Sistemi
EBSS: Earle’s Balanced Salt Solution

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor

EMT: Epitelyal Mezenkimal Tranzisyon

ERK: Extracellular Signal-Regulated Kinases 1-5
FAK: Focal Adhesion Kinase

FBS: Fetal Bovine Serum

FGF: Fibroblast Growth Factor

FGFR: Fibroblast Growth Factor Receptor

FIt3: Fms-Like Tyrosine Kinase 3
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FoxO1: Forkhead Box Protein O1

GPER: G Protein-Coupled Estrogen Receptor

GST: Glutathione-S-transferase

GSTATI1: Glutathione S-transferase isozyme alpha 1
HBSS: Hank’s Balanced Salt Solution

HCI: Hidroklorik Asit

HDAC®6: Histone Deacetylase 6

HECT: Homologous to E6-associated protein C-Terminus
Her2: Receptor Tyrosine-Protein Kinase Erbb-2
HAT: Histone Acetyl Transferase

IGF-1: insulin-Like Growth Factor

IGF1-R: Insulin-Like Growth Factor 1

IGFR: Insulin-Like Growth Factor Receptor

IL-1: Interleukin-1

INPP4B: Inositol Polyphosphate 4-Phosphatase Type 11
IRAK: Interleukin-1 Receptor—Associated Kinase
JNK: C-Jun Amino-Terminal Kinases 1-3

KCI: Potasyum Klorid

KH2PO4: Potasyum Fosfat

KLF4: Kruppel-Like Factor 4

IncRNA: Long non-coding RNA

LSD1: Lysine-Specific Histone Demethylase 1A
MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase

MCP1: Monocyte Chemotactic Protein 1

MDR1: Multidrug Resistance Protein 1

MELK: Maternal Embryonic Leucine Zipper Kinase
MGMT: O6-Methylguanine DNA Alkyl transferase
MHC: Major Histocompatibility Complex Class
MIP-1a: Macrophage Inflammatory Protein-1a
MMP: Matrix Metalloproteinases

MRP: Multidrug Resistance Associated Protein
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MXR: Mitoxantrone-Resistance Protein

MyD88: Myeloid Differentiation Factor 88

NaCl: Sodyum Klorid

NaHCO3: Sodyum Bikarbonat

Na2HPO4: Sodyum Fosfat

NET: Niikleotid Eksizyon Tamiri

NCI-ACDS: National Cancer Institute's In Vitro Anticancer Drug Screen
PC3-P: Parental PC3 Hiicresi

PC3-R: Direngli PC3 Hiicresi

PBS: Phosphate Buffered Saline

PBS-T: PBS tween

PDGF: Platelet-Derived Growth Factor

PDGFR: Platelet-Derived Growth Factor Receptor
P-gp: P-glycoprotein

PI3Ks: Phosphatidylinositol 3-Kinases

PIK3CA: Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Alpha
PIPP: Proline-Rich Inositol Polyphosphate 5-Phosphatase
Pol II: RNA Polymerase II

PRMT: Protein Arginine Methyltransferases
PRMT4: Protein Arginine Methyltransferase 4
PSMA3-AS1: PSMA3 Antisense RNA 1

PTEN: Phosphatase and Tensin homolog

RBR: RING-In-Between-RING

RING: Really Interesting New Gene

ROS: Reactive Oxygen Species

SA-B-Gal: Senescence-associated -galactosidase
SASP: Senesens iliskili Sekretuvar Fenotip Denir
TBS: Tris-buffered saline

TBS-T: TBST Tween

TGF-B: Tumor Transforming Growth Factor B
TGF-BR: Transforming Growth Factor-Beta Receptor
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TIMP-1: Tissue Inhibitor Of Metalloproteinase 1

TNF: Tumour Necrosis Factor

TOP2A: Topoisomerase II Alpha

UBE2T: Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 T

ULMS: (Uterine Leiomyosarcoma)

UPY: Ubiquitin Proteozom Yolag1

USFDA: United States Food and Drug Administration
VEGTF: Vascular Endothelial Growth Factor

VEGFR: Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
XKi: X Kromozomu inaktivasyonu

X-Gal: 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-d-galactopyranoside
5-FU: 5-Fluorouracil
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9. TESEKKUR

Oncelikle, beni bugiinlere getiren annem Nejla Kanbur’a ve babam Osman
Kanbur’a tesekkiir ederim. Egitim ic¢in hi¢cbir masraftan kaginmamislardir. Egitim
disinda da beni sosyal ve sportif olarak her alanda desteklemislerdir. Yiiksek lisansa
basladigimdan beri babam bana hocam diye hitap etmektedir, asil hoca kendisi ve
annemdir. En lezzetli yemekleri yapan annemin sefkati, babamin motivasyon veren
enerjisi benim enerji kaynagim olmustur. Annemin ve babamin karsiliksiz verdikleri
tiim maddi ve manevi emekleri sevgiyle onlara ben de vermeyi diliyorum. Kardesim
oldugu i¢in sevindigim Hiiseyin Kanbur’a, her zaman yanimda oldugu ve giiven
verdigi i¢in tesekkiir ederim. Ailemin bir pargasi olarak, egitim hayatimda her zaman
maddi ve manevi destek aldigim &gretmen halam Fitnet Kanbur’a ve kuzenlerim
Nevin Draman ve Kubilay Erdogan’a tesekkiir ederim.

Doktora yaptigim Bursa Uludag Universitesi Immiinoloji Ana Bilim
Dali’ndaki danigmanim sayin Prof. Dr. Ferah Budak hocama, doktora siirecimde
verdigi tlim emek ve katkilardan dolayi, is disiplinini bizlere kazandirdig1 i¢in tesekkiir
ederim. Kendisinin odiillii bir fotograf¢1 oldugunu belirterek, bilimsel ¢aligmalarin
yaninda, sanatt da es gidimlii gotiirmeyi Ogretmesi ile benim de hobim olan
fotograf¢ilik caligsmalarima, ilham vermistir. Saym Prof. Dr. Ferah Budak hocam,
benim de i¢inde bulundugum boliimdeki tiim ogrencilerin akan hiicre Olgeri
deneyimleyerek 6grenmesinde biiyiik fayda sunmustur.

Bundan 12 sene 6nce lisans 6grencisiyken, 2009 yilinda ilk aldigim dersinde,
Ogrencilerine laboratuvarina isteyenlerin gelebilecegini sOyledikten sonra hemen
odasinda soluk aldigim, sayin Prof. Dr. Azmi Yerlikaya hocama, o ilk giinden,
doktoray1 bitirdigim bu zaman kadar emeginin gectigi her sey icin ¢ok tesekkiir
ederim. Bu tezde, sayin Azmi hocamin iki bilimsel projesinde yer alarak tez
deneylerimi bitirmis bulunuyorum. Sayin hocamdan, bire-bir bilimsel teknik ve etik
o0grendigim i¢in ¢ok miitesekkirim.

Doktora yaptigim Bursa Uludag Universitesi Immiinoloji Ana Bilim Dali
baskani ve tip fakiiltesi dekan yardimcisi olan sayin Prof. Dr. Barbaros Oral hocama
giiler yiizliiliglinden, yardim severliginden ve diger tiim katkilarindan dolay1 ¢ok
tesekkiir ederim. Sayin Barbaros hocam, tez ¢alismalarimdan ¢ikan sonuglar1 sézli
olarak sundugum immiinoloji kongresi katilim {icretlerini ben ve diger 6grenciler igin
karsilamistir. Bizlere verdigi bu imkan ve deger icin ayrica tesekkiir ederim. Sayin
hocam, boliimiimiizdeki tiim 6grencilerin, 6nemli bir konu olan organ nakli i¢in
gereken test ve tetkiklerde deneyim kazanmasini saglamistir. Barbaros hocamizin
bilimsel birikimi ve kuvvetli akademik sosyal baglara sahip olmasi, 6grenciler i¢in yol
gosterici olmustur. Boliimiimiizde, bir¢ok 6grencinin doktora g¢alismalarinin bir
kismin1 yurt disinda yapmalarini da saglamistir.

Yiiksek lisansimi tamamladigim, Uludag Universitesi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Boliimii bagkan1 sayin Prof. Dr. Sezai Tiirkel’e, o zamandan bu zamana kadar
sagladigl tim egitim, moral ve motivasyon icin ¢ok tesekkiir ederim. Kendisi her
zaman Ogrencilerin daha iyi bir egitim almasi i¢in ¢alismistir. Zor zamanlarimizda
destek olarak fikirlerini sunmustur. Aralarinda da yer aldigim, bircok 6grencinin
Erasmus programu ile yurt diginda staj yapmasina vesile olmustur.
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Degerli, Tiirkiye Cumhuriyeti’ne ve kiymetli kurumlarina (TUBITAK, YOK,
Bursa Uludag Universitesi, Kiitahya Saglik Bilimleri Universitesi) bana sagladigi burs
ve imkanlar i¢in tesekkiir ederim. Doktora sirasinda 4 sene boyunca geri 6demesiz
olarak aldigim < YOK 100/2000>° isimli burs i¢in YOK’e minnettarim. Tez
deneylerimin masraflar1 Prof. Dr. Azmi Yerlikaya yiirtitiictiliigiindeki; proje numarasi,
1192145 olan TUBITAK 1002 programi projesinden ve proje numarasi, TSA-2021-
56 olan, Kiitahya Saglik Bilimleri Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri
biriminden karsilanmistir. Tiim bu proje destekleri i¢in miitesekkirim. Son olarak tiim
seyler icin Rab’bime tesekkiir ederim.
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10. OZGECMIS

Ertan Kanbur, lisans derecesini, Dumlupinar Universitesi'nden 2013 yilinda,
Biyoloji Boliimii'nden onur 6grencisi derecesi ile mezun olarak almistir. Lisans
sirasinda yazn, Ingilizcesine katki saglamasi icin Amerika Birlesik Devletleri’nde can
kurtaran olarak calismustir. Yiiksek lisans derecesini, Uludag Universitesi’'nden 2015
yilinda, Molekiiler biyoloji ve genetik boliimiinden, yiiksek onur 6grencisi derecesi ile
mezun olarak almistir. Yiiksek lisansi sirasinda, 2014 yilinda; Belgika, KU LEUVEN
Universitesi, Hiicresel ve Molekiiler Tip Béliimii altinda yer alan, ‘Laboratory of
Biosignaling & Therapeutics’ isimli laboratuvarda Erasmus bursiyeri olarak staj
yapmustir. 2016 yilinda Ingiltere, Liverpool’da bulunan Liverpool Hope
Universitesi’nden ‘VICE CHANCELLOR’S PhD SCHOLARSHIP’ adl tiim egitim
ve yasam giderlerini karsilayan ve karsiliksiz olan doktora bursunu kazanmistir. Bu
donemde uluslararas1 kongrelerde bildiri ve sunum yapmustir. Ingiltere’de, 1 yil
kaldiktan sonra iiniversitenin kendi alaninda yeterli egitimi saglayamayacagindan
emin olarak, zor bir karar alip istifa ederek Tiirkiye’ye doniis yapmistir. 2017 yilinda
Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Immiinoloji Ana Bilim Dali Doktora
Programi’na kabul edilmistir. Doktoraya bagladiginda, dncelikli alanlar kapsaminda
yer alan onkoloji alaninda tez yapmak iizere, Yiiksekogretim Kurulu’nun (YOK)
sagladigt YOK 100/2000 Doktora Bursu'nu 4 yi1l boyunca almaya hak kazanmistir.
Doktora egitimi sirasinda, otoimmiin hastaliklarin teshisinde ve doku tipleme ve organ
nakli laboratuvarinda calisarak bolca deneyim kazanmistir. Doktora yeterlilik sinavini
2019 yilinda basar1 ile ge¢mistir. Yeterlilik sinavindan sonra, deneysel tez
calismalarin1  Kiitahya Saglik Bilimleri Universitesi (KSBU) Tibbi Biyoloji
Laboratuvarinda gergeklestirmistir. Tez ¢alismalarint TUBITAK (Tiirkiye Bilimsel ve
Teknolojik Arastirma Kurumu) tarafindan desteklenen ‘Proteozom inhibitorii
bortezomib’e direngli PC3 prostat hiicrelerinde hiicre 6liim modu ve PI3K/MAPK
sinyal yollarinin arastirllmasi” bashkli proje kapsamindan yapmistir. Tez
calismalarinin diger bir kismi ise arastirmaci olarak yer aldigi KSBU, Bilimsel
Aragtirma Projeleri (BAP) birimi tarafindan desteklenen ‘Proteozom inhibitorii
bortezomib’e kars1 gelistirilen diren¢ mekanizmasinda tiimor baskilayici islevleri olan
hiicresel senesens roliiniin ve mekanizmasinin arastirilmasi’ baslikli proje kapsaminda
yapilmistir. Doktora egitimi sirasinda yaptigi ¢alismalar ile SCI, SCI-Exp ve ESCI
kapsaminda 4 adet uluslararasi makalede yer almistir. Yine bu dénemde yaptigi
calismalardan sozlii bildirisi ve posteri bulunmaktadir. Akademik kariyerin yaninda
CMAS 3 yildiz brovesi ile ileri seviye tiiplii dalis (SCUBA) yapmaktadir. iki farkl
arama kurtarma derneginde goniilli faaliyet yiiriitmiistir. Kiyt Emniyeti Genel
Miidiirliigii’nden aldig1 belge ile amator telsizcilik yapmaktadir ve burada da dernek
faaliyetlerinde goniillii olmustur. Profesyonel olarak fotograf ve video ¢ekmektedir.
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