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PROTEOZOM INHIiBITORU PS-341 VE HSP70 INHIBITORU QUERCETININ B16F10
HUCRE KULTURUNE ETKILERIi

Semih SEKER
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, 2010
Tez Danmismant: Yrd. Dog. Dr. Azmi YERLIKAYA

OZET

Bu calismada, giliniimiizde kanser tedavisinde kullanilan proteozom inhibitorlerinden
PS-341’in, Hsp70 inhibitorii quercetin’in ve PS-341 + quercetin kombinasyonlarinin B16F10
melenoma kanser hiicresi tizerindeki morfolojik ve sitotoksik etkileri arastirilmugtir.
Calismamizda, B16F10 melenoma kanser hiicreleri farkli konsantrasyonlarda PS-341 (1 nM, 10
nM, 50 nM, 100 nM, 1 uM ve 10 uM) ve quercetin (100 nM, 1 uM, 10 uM, 50 uM, 100 uM ve
200 uM) ile 24 saat siiresince muamele edildiginde, PS-341 muameleli hiicrelerde 10 nM ve
tizerindeki konsantrasyonlarda, quercetin muameleli hiicrelerde ise 50 uM ve ilzeri
konsantrasyonlarda Apoptotik anlam igeren morfolojik degisiklikler tespit edilmistir. Daha
sontra. MTT testi kullamilarak hiicrelerin % sagkalim grafikleri cikarilarak ICs, degerleri
hesaplandi. Bu ¢alismaya gore B16F10 hiicrelerinde PS-341 1Cs degeri 1.3 nM, quercetin ICsg
degeri ise 45 uM olarak tespit edilmistir. Ayrica, PS-341 ve quercetin ortak kombinasyonunun
yeni bir kanser tedavisi gelistirmede etkili olup-olmayacag: arastirilmistir. DMSO (kontrol),
10nM PS-341, 45uM quercetin ve 10 nM PS-341 + 45 uM quercetin konsantrasyonlar: ile
B16F10 hiicrelerinin 24 saat muamelesi sonucunda ¢ikan % sagkalim degerleri kontrol grubu ve
diger gruplar kendi aralarinda karsilastirilmistir. Ayrica, DMSO (kontrol), 100 nM PS-341,
quercetin (50 uM veya 100 uM), 100 nM PS-341 + 50 uM quercetin ve 100 nM PS-341 + 100
UM quercetin konsantrasyonlari ile hiicreler 24 saat muamele edilmistir. Bu sonuglar 1s1g1nda,
tek basimma uygulanan inhibitérler veya kombine inhibitér grubu kontrol grubuna kiyasla
istatistiki olarak farkli olmasina ragmen kombine muamele tek basina uygulanan ilag
gruplarindan istatistiki olarak farkli ¢ikmamistir. Bu sonuglar, PS-341 ve quercetin ortak
kombinasyonunun kanser tedavisinde ilaglarin yalniz kullanimindan daha etkili olmayacagini

gOstermistir.
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EFFECTS OF PROTEASOME INHIBITOR PS-341 AND HSP70 INHIBITOR
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Thesis Supervisor: Assist. Prof. Azmi YERLIKAYA

SUMMARY

In this study, the morphological and cytotoxic of effects of the proteasome inhibitor PS-
341, currently being used in cancer treatment, Hsp70 inhibitor quercetin and of PS-341 +
quercetin combination were investigated in B16F10 melanoma cancer cell line. In our study,
when different concentrations of PS-341 (1 nM, 10 nM, 50 nM, 100 nM, 1 uM and 10 uM) and
quercetin (100 nM, 1 uM, 10 puM, 50 pM, 100 uM and 200 pM) were applied to B16F10
melanoma cancer cells, morphological changes were observed in PS-341-treated cells with 10
nM and higher concentrations and in quercetin-treated cells with 50 pM and higher
concentrations. Afterwards, MTT test was used to obtain % viability and then ICs, values were
calculated. According to this study, the 1Cs, value of PS-341 was 1.3 nM and that of quercetin
was 45 uM in B16F10 cells. After these studies, PS-341 and quercetin combination was
investigated to determine if a potentially novel combination therapy could be developed.
Therfore, B16F10 cells were treated with DMSO (control), 10 nM PS-341, 45 uM quercetin and
10 nM PS-341 + 45 uM quercetin concentrations for 24 h and % viability results were compared
to control and with each other. In addition, treatment of cells with DMSO (control), 100 nM PS-
341, quercetin (50 uM or 100 uM), 100 nM PS-341 + 50 uM quercetin or 100 nM PS-341 + 100
UM quercetin concentrations for 24 h verified the above results. In light of these results,
although singly applied inhibitor groups or combined treatment group were statistically different
as compared to control, combined treatment was not statistically different than the single agent
treatment. These results show that PS-341 and quercetin combination may not be more effective

than the single inhibitor treatments.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Simgeler Aciklama

El Ubiquitin aktive edici enzim.

E2 Ubiquitin konjugasyon enzim.

E3 Ubiquitin ligaz enzim.

Ub Ubiquitin proteini.

Hspl10 10 kDa molekiiler agirlikli 1s1 soku proteini.
Hsp27 27 kDa molekiiler agirlikli 1s1 soku proteini.
Hsp40 40 kDa molekiiler agirlikli 1s1 soku proteini.
Hsp60 60 kDa molekiiler agirlikli 1s1 soku proteini.
Hsp70 70 kDa molekiiler agirlikli 1s1 soku proteini.
Hsp90 90 kDa molekiiler agirlikli 1s1 soku proteini.
Hsp100 100 kDa molekiiler agirlikli 1s1 soku proteini.
Kisaltmalar Aciklama

DMSO Dimetil Stilfoksit

M6F Mannoz-6-fosfat

OoDC Ornitin Dekarboksilaz

NF«B Niikleer Faktor Kappa B

IxB Inhibitér Kappa B

CAD Kaspaz Aktiviteli Deoksiriboniikleaz
ER Endoplazmik Retikulum

GA Geldanamisin

FBS Fetal Bovine Serum
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢ogalmasi veya anormal hiicrelerin apoptozise
ugrayamamasi olarak tanimlanmaktadir. Yapilan arastirmalarda kanser ile proteozom
fonksiyonu arasinda énemli iliskiler belirlenmistir. Proteozom, hiicre ¢ogalmasi ve apoptozisin
onemli bir diizenleyicisidir [1]. Malignant formlar genel olarak onkogenler veya timor
supressor genlerde olugan genetik mutasyonlar tarafindan olugmaktadir. Bu genlerin birgcogunun
driinlerinin  ifadesi proteozomal yikim tarafindan kontrol edilmektedir. Proteozom
fonksiyonunda kanserle iliskili olarak meydana gelen modifikasyonlar yikim yollarim
etkileyebilmektedir. Ayrica bazi gen iriinleri, proteozomun alt-iiniteleri ile ve dolayisiyla
ubiquitin-proteozom yolu ile direk etkilesim halinde olabilir. Ubiquitin ya da proteozom
baglayic1 bolgelerde meydana gelen mutasyonlar, protein dengesini degistirerek karsinojenesize
neden olabilmektedir. Bunlara ilave olarak bazi tiimor baskilayic1 genler veya onkogen iiriinler
(E3 ligaz gibi) substrat ubiquitinasyonuna direk katilabilmektedir. Kanserle iliskisi belirlenen
birgok timor siipressor gen [APC (B-katenin seviyesini kontrol eder), DCC (Deleted in Colon
Cancer), p53 ve Rb] ve onkogenler (Fos, Mos, Myb, Myc) ubiquitin-proteozom yolu tarafindan
yikilmaktadir ya da direk etkilesim halindedir [2]. Proteozom inhibitorlerinin spesifik olarak
cogalabilen tiimor hiicrelerde apoptozisi daha giiglii uyardiklar1 bilinmektedir. Bu nedenle
proteozom inhibitorlerine olan ilgi diger anti-kanser ilaglarina olan ilgiye gore son zamanlarda
artmigtir. Fakat su ana kadar yapilan diger bazi c¢alismalarda ise, multiple myeloma, non-
Hodgkin’s lenfoma ve kiiciik hiicre disi akciger karsinomasi tedavisinde proteozom
inhibit6rlerinin olumlu sonug vermesine ve bir¢ok kanser ilaglarina (doxorubicin, melphalan,
mitoxantrone ve dexamethasone) karst olusan direncin kirilmasina ragmen metastatik
melanoma, kolorektal kanser ve kronik lenfositik 1osemide beklenen sonuglar elde
edilememistir [3-5]. Bu ¢alismalar ise proteozomun hiicresel gorevlerinin ve apoptotik

mekanizmalar ile iligkilerinin daha kapsamli arastirilmas1 gerektigini ortaya koymaktadir.

Hiicrede protein hasarina neden olan stresler, Hsp’lerin (1s1 sok proteinleri) ifadesinin
artmasina neden olmaktadir. Hsp’lerin baslica rolii hiicreleri Proteotoksisite ve stresin giiclii
oldiiriicti etkisinden korumaktir. Stresten koruyucu Hsp’ler bir¢ok kanser hiicresinde asiri
sentezlenmektedir. Hsp’ler ile hiicre sagkalimmmin ve apoptotik yollarin bir¢ok anahtar
komponenti etkilesim halindedir. Hsp70, Hsp60 ve Hsp27 baslica molekiiler saperonlardir ve
protein katlanmasi, hiicresel kompartmanlar arasinda proteinlerin nakledilmesi, aktif protein
kompleksi olusturma ve hatali katlanmis ya da kisa omiirlii proteinlerin yikimu igin gereklidirler

[6]. Hsp70 inhibitorii quercetinin antiproliferasyon ve apoptotik etkiler gibi ¢esitli biyolojik



aktivitelere sahip oldugu bulunmustur [7]. Bu tezin amaci proteozom inhibitdrii PS-341 ve

Hsp70 inhibitorii quercetinin B16F10 melanoma kanser hiicre dizilerine etkilerini arastirmaktir.



2. PROTEIN YIKIMI

Protein yikimi, diger adiyla proteoliz, hiicre ic¢indeki veya digindaki proteazlar

tarafindan proteinlerin kismen veya tamamen yikilmasi islemidir. Protein yikimu ile:
e Hasarli, anormal proteinlerin yikilarak hiicre i¢inde birikmesi engellenir.

e Normal sartlar altinda hiicre yasaminda Onemli gorevler iistlenen
proteinlerin/enzimlerin metabolik aktiviteleri kontrol edilerek hiicrenin degisen

cevre sartlarina ve strese cevap vermesi saglanir.

e Besin yetersizligi durumunda proteinler amino asit yapitaglarma kadar

pargalanarak hiicrenin enerji ve enerji kaynagi karsilanir.

Her hiicrede bircok protein siirekli sentezlenmekte ve yikima ugramaktadir.
Biyomolekiillerden protein ve RNA’nin siirekli bir sekilde sentezlendigi ve yikildigi goriisii son
zamanlara kadar pek Onemsenmemistir. DNA, protein ve RNA’nin aksine mitoz ve mayoz
boliinme oncesinde sentezlendikten sonra tekrar sentezlenmemekte ve yikilmamaktadir. Eger,
protein ve RNA hiicre homeostazisini kontrol etmek icin siirekli bir sekilde sentezleniyor ve
sirastyla amino asit ve niikleotid yapitaslarina kadar pargalaniyorlar ise o zaman protein ve
RNA’nin sentezini ve yikimini kontrol eden biyokimyasal mekanizmalar olmas1 gerekmektedir.
Son zamanlarda yapilan ¢alismalar hiicre homeostazisinin saglanmasinda protein ve RNA yikim

mekanizmalarinin biyosentez mekanizmalar1 kadar 6nemli oldugunu gostermistir.

Bir hiicre icindeki enzim/protein seviyesi sentez hizinin yaninda yikim hizi ile de
kontrol edilmektedir. Dolayisiyla, bir enzimin/proteinin yikim hizim kontrol etmek hiicre
ekonomisi agisindan sentez hizin1 kontrol etmek kadar onemlidir. Asagidaki siirekli hal
denkleminde de goriildiigii gibi bir enzimin/proteinin hiicre igindeki miktar1 sentez hizi ve yikim

hizi ile kontrol edilmektedir[5].
[P]=ks/kd

[P]: protein miktar1, ks: Protein sentez hizi, kd: Protein yikim (degredasyon) hizi. Bu
denkleme gore bir proteinin sentezini 10 kat arttirirsak protein miktar1 10 kat artar. Eger, protein

yikimini 10 kat azaltirsak benzer sekilde protein miktart da 10 kat artar [8].

Proteinler, sifirmci-dereceden reaksiyon kinetigi ile sentezlenip birinci-dereceden

reaksiyonlar ile yikilmaktadirlar. Sifirinci-dereceden reaksiyonlarda, reaksiyon hizi sabittir ve



zamanla degismez. Ancak reaksiyona giren maddelerden sadece birinin hiicre iginde tiikkenmesi
ile reaksiyon tamamen durmaktadir. Proteinler, sentezi i¢in gerekli olan faktdrlerden sadece
birinin eksikliginde dahi sentezlenemez. Ornegin, bir proteinin sentezi esnasinda gerekli olan
sadece tek bir amino asidin eksikliginde sentez tamamen durur. O ana kadar olusan polipeptid
zinciri protein sentezi tamamlanmadan ribozomdan ayrilir ve protein yikim mekanizmalari
tarafindan parcalanir. Bu nedenle bir proteinin sorunsuz sentezlenebilmesi i¢in protein sentez
mekanizmasinin siirekli olarak elzem faktorlerle beslenmesi gerekmektedir. Birinci-dereceden
reaksiyonlarda ise reaksiyon hizi reaksiyona giren maddelerden birinin konsantrasyonuna
baglidir. Reaksiyona giren madde (reaktant) reaksiyon esnasinda tiikendikge, reaktant
konsantrasyonu azaldig1 gibi konsantrasyon azalmasina bagli olarak zamanla reaksiyon hizi da

azalacaktir[5].

Protein yari-0mrii protein molekiillerinin yarisinin yikildig: siire olarak kabul edilir ve

asagidaki denklem yardimiyla hesaplanir:
ty = In 2/ky
ty: Protein yar1 omri, In: Dogal logaritma, kd: Yikim hiz sabiti [8].

Proteinlerin yari-omiirleri yarim dakika ile birkag saat, hatta birkac¢ yil arasinda degisir.
Genellikle hizli bir sekilde yikilan proteinler, sentez esnasinda yanlis amino asidin
eklenmesinden dolay1 {i¢ boyutlu yapisini alamamis olan, normal islevi esnasinda bozulan
proteinlerdir [5, 9]. Proteinlerin yari-6miirleri hiicre igindeki birtakim sinyaller ile artabilir veya
azalabilir. Protein yari-Omiiriinii belirleyen sinyaller hakkindaki hipotezler Cizelge 2.1°de

verilmistir.

Cizelge 2.1 Proteinlerin yari-omiirlerini belirleyen sinyaller hakkinda hipotezler.

1. Koenzim azalmasi (Pyrodoxal-P, NAD"):
(Grup spesifik proteazlar tarafindan Apo enzim yikimi)

2. Molekiiler Kiitle: (Molekiiler kiitle arttik¢a yikim orani artar)

3. izoelektrik nokta: (Izoelektrik noktada azaldik¢a yikim oran1 artar)

4. Hidrofobisite: (Proteinin hidrofobisitesi arttik¢a yikim orani artar)

5. Yiizey polaritesi: ( Yiizey polaritesi arttik¢a yikim orani artar)




6. Termal denge: ( Termal denge azaldik¢a yikim orani artar)

7. Fosforilasyon: ( Interconversion durumu iizerine yikim orani bagimlilig1)

8.0ksidasyon: ( Oksidasyon tarafindan inaktivasyon yikim i¢in enzimi isaretler)

9. Ubiquitinasyon, serbest a-amino grubu, N- ucu kural:
( Ubiquitinasyon yikim i¢in proteini isaretler)

10. Sekans-spesifik yikim sinyalleri PEST hipotezi:
( Molekiil i¢i sekanslar hizl1 yikim sinyalleridir)

11. Yardimci-proteinler:
( Spesifik ikinci proteinler, Antizyme yikim baslatir ve ilerletir)

Genellikle protein yari Omiirlerinin N-ucunda bulunan aminoasit ile iligkili oldugu
belirlenmistir. Protein yari-Omiirleri ile N-ucu amino asidi arasindaki iliski N-end kurali olarak
bilinir. Bu kurala gore, N-ucunda metionin, serin, alanin, treonin valin ve glisin aminoasidi
bulunan proteinlerin yar1 6miirleri 20 saati agmaktadir. N-ucunda fenilalanin, 16sin, aspartik asit,
lizin ve arginin bulunan amino asitler ise yari-Omiirleri 3 dakika veya daha kisa olan
proteinlerdir [5, 10]. Ayrica yapilarinda PEST sekansi ( P: Prolin, E: Glutamik asit, S: Serin, T:
Treonin) igeren proteinler diger proteinlere gore daha hizlhi yikilmaktadir [5, 11-12]. Hiicre
icinde veya disginda gdrev alan proteazlarin bazilar1 sunlardir: Serin proteazlar, lizozomda

bulunan katepsinler, kaspazlar, meprinler ve ubiquitin-proteozom yolu [5, 13].
2.1. Serin Proteazlar

Aktif merkezlerinde enzimatik aktivite gosterebilmeleri i¢cin zorunlu olarak bulunmasi
gereken serin amino asidi igerdikleri icin bu sekilde isimlendirilmiglerdir. Serin proteazlar
grubunu tripsin, kimotripsin ve elastaz enzimleri girmektedir. Bu {i¢ enzim pankreas tarafindan
sentezlenip proenzim seklinde sindirim sistemine salgilanmaktadir. Sindirim sisteminde sinirh
proteoliz ile peptid zincirinin bir kismi koparilarak aktif enzim formuna doniisiirler. Her ig
proteazinda molekiiler agirliklar1 25 kDa civarinda olup aktif merkezlerinde histin, aspartik asit
ve serin amino asitleri bulunmaktadir. Tripsin, hiicre disindaki proteinleri bazik aminoasitleri
(lizin ve arginin) karbonil grubundan (peptid bagina katilan karboksil grubu) kirmaktadir.
Kimotripsin, fenilalanin ve tirozin gibi aromatik aminoasitlerin karbonil grubundan sonra
proteinleri yikmaktadir. Kimotripsinin aktif merkezindeki Hiss;, Serigs ve Aspig, peptid

baglarinin hidrolizinde 6nemli rol oynamaktadir. Hisg; sirasiyla hem baz hem de asit gibi



davranmaktadir. Serygs direk olarak peptid bagina saldirmaktadir. Aspio, ise Hiss;’yi Serygs ile
hidrojen bagi yapmasi i¢in yonlendirmektedir. Elastaz enzimi ise daha az spesifik olup
cogunlukla kiiglik fakat ndtr amino asitlerden sonra proteinleri parcalamaktadir. Ayrica bu ii¢
proteaz diginda kan pihtilasmasinda gorev alan trombin ve pihtinin yikimini saglayan plazmin

de serin proteazlar grubuna girmektedir [5, 9, 13].
2.2. Lizozomlar

Lizozomlar, hiicre igindeki makro molekiillerin sindirilmesi igin gerekli olan hidrolitik
enzimleri iceren membranla g¢evrili organellerdir. Lizozomlar icerisinde yaklasik 40 cesit
hidrolitik enzim bulunmaktadir (proteazlar, niikleazlar, lipazlar, glikozidazlar ve fosfolipazlar).
Lizozom igerisindeki hidrolitik enzimler ayrica asit hidrolazlar olarak da bilinmektedirler.
Ciinkii enzimatik aktivitelerini gosterebilmeleri i¢in asidik pH’ya ihtiya¢ duyarlar. Membranda
bulunan bir H'ATPaz pompas! ile sitozolden proton iyonlar: (H") lizozom liimenine tasinarak
pH 5 civarinda tutulur. Lizozomal enzimler, asidik pH’da aktif olduklar1 i¢in sitozole sizmalari
halinde sitozolik pH 7.2°de inaktif hale doniisiip ¢ok az bir tahribat yaparlar. Lizozom
membranindaki proteinlerin ¢oguna ¢ok sayida karbonhidrat grubunun eklenmis olmasinin bu

proteinleri lizozom liimeninde bulunan proteazlardan korudugu diisiiniilmektedir [5, 14].

0.05-0.5 pm

ASIT HIDROLAZLAR

FProteazlar
Mikleazlar
Lipazlar
Fosfotazlar
Faosfalipazlar
RHED  Glikozidazlar
Silfatazlar
+
pH T2 H

Sitozol 1
ATP ADP + Pi

Sekil 2.1 Lizozomlardaki hidrolitik enzimler [14].

Lizozomlar biitlin 6karyotik hiicrelerde bulunmaktadirlar. Bitkilerdeki ve mantarlardaki
vakuoller ¢ok yonlii lizozomlar gibi islev géormektedir. Vakuoller hiicrelerin yaklasik % 30’luk

bir boliimiini kaplamaktadir, bazi hiicrelerde bu % 90°na varmaktadir. Vakuollerin ¢ok degisik



gorevleri vardir. Sindirim kompartmani olmasinin yaninda ayrica atik madde deposu, embriyo
gelisimi i¢in besin deposu ve hatta bitki yenildigi zaman zararli maddeler vakoullerden salindigi

i¢in predatorlere karsi bir savunma mekanizmasi olarak gorev almaktadir [5, 14].
2.2.1. Lizozomal Degredasyon

Lizozomda yikilacak maddeler, lizozoma endositoz, otofaji veya KFERQ sekans ile
ulagmaktadir. Endositoz, hiicre disindan maddelerin plazma membranin invajinasyonu ile hiicre
icine alinmasi ile meydana gelir ve pinositoz (sivilarin hiicre i¢ine alinmasi: hiicrenin igmesi) ve
fagasitoz (katt maddelerin hiicre i¢ine alinmasi: hiicrenin yemesi) olmak {izere iki ¢esidi vardir.
Endositoz ile alinan maddeler 6nce erken endozom (early endosome) denilen kiiciik diizensiz
vezikiiller (keseler) i¢ine almir. Bu vezikiiller igine alinan bazi molekiiller ¢ikarilir ve tekrar
plazma membranina geri gonderilir, diger maddeler ise ge¢ endozom (late endosome) denilen
vezikiillere iki vezikiiliin fiizyonu (birlesmesi) sonucu teslim edilir. Ge¢ endozomlarda pH 6
civarindadir. Olgun lizozomlar, ge¢ endozom membranindaki bazi proteinlerin kaybolmasi ve
pH’nin daha da diismesiyle olusurlar. Lizozomlarda yikilacak olan maddeler ikinci bir yol olan
otofaji ile de lizozomlara ulasabilir [5, 14]. Otofaji hiicrenin kendisine ait bazi maddelerin veya
kisimlarin elimine edilmesi islemidir. Karacigerde bir mitokondrinin yaklasik 10 giin gibi bir
Oomrii vardir. Bu siirenin sonunda mitokondri lizozom tarafindan otofaji ile yok edilmektedir.
Bu islem ER’den elde edilen membran ile organelin etrafinin sarilmasi (otofagozom) ve daha

sonra otofagozomun lizozom ile birlegsmesiyle sonuglanir[5].
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Y > ) > (g S S ‘%’i\ s . Selonder
- _-\‘ L. S R T -\ lzozom
Erlenendozom Geg endozom
Mitokondri ‘AZ?"' i
Titokondii =2
ER y‘a‘ lizozom
Obfagozom
) (@D

Otofaiji

Sekil 2.2 Lizozomal yikim yollar1 [14].

Okaryotlardaki lizozomal sistem ile cogunlukla uzun dmiirlii hiicre zar1 ve hiicre dist

proteinler hiicre i¢ine alindiktan sonra yikima ugramaktadir [5, 14]. Lizozomda endositoz ile



hiicre i¢ine alman proteinleri yikan katepsin olarak bilinen yaklasik 50 hidrolitik proteaz

vardir[5]. Bunlardan bazilar1 Cizelge 2.2’de verilmistir.

Cizelge 2.2 Lizozomal sistemde bulunan bazi katepsinler [15]. (M.A.: Molekiiler agirlik).

Enzim Ka!talitilf MA. AKktif oldugu
amino asit pH
Katepsin B Sis 27 5.0-6.5
Katepsin D Asp 42 2.8-5.0
Katepsin E Asp 100 3.0-35
Katepsin G Ser 30 7.5
Katepsin H Sis 28 5.0-6.5
Katepsin L Sis 29 4.5-6.0
Katepsin N Sis 34 3.5
Katepsin S Sis 24 5.0-7.5
Katepsin T Sis 34 6.9
Katepsin K Sis 27-29 6.0-6.5

Lizozomlara ulagsmada kullanilan {igiincii bir yol, baz1 proteinlerin yiizeyinde bulunan
KFERQ sinyal sekansidir. KFERQ sekansi (K, lizin; F, fenilalanin; E, glutamik asit; R, arginin;
Q, glutamin amino asitidir) muhtemelen lizozom membraninda bulunan spesifik transportir
proteinler tarafindan taninarak bu sekansi tasiyan proteinlerin lizozom liimenine taginmasi ve
orada proteazlar tarafindan yikilmasini saglamaktadir. Besin yetersizli§i durumunda KFERQ
0zgil sinyal sekansini igeren proteinler lizozoma yonlendirilmekte ve kisa bir siire i¢in hiicrenin
amino asit ihtiyac1 bu proteinlerden saglanmaktadir. Sitozolik proteinlerin yaklasik % 30’u bu
sekansi igermektedir ve besin yetersizligi durumunda (hiicre kiiltiirlerinde serum eksikliginde)
bu proteinler lizozomlara hedeflenmektedir. Bu pentapeptit sekansa heat shock proteinlerden
(1st sok proteini) Hsp73 proteinin baglandigini ve bu protein araciligi ile lizozomlara
yonlendirildigi bilinmektedir (Sekil 2.3) [5, 16]. Bolim 3’de anlatildigi gibi bu proteinlere 1s1
sok proteinleri denilmesinin nedeni yiiksek 1sida uyarilmalarindan dolayidir. Fakat daha sonra
hiicrelerde normal sartlarda da siirekli ve yiiksek miktarda sentezlendikleri goriilmiistiir. Hsp
proteinleri yeni sentezlenen proteinlerin ER veya mitokondriye gonderilmesinde de gorev
alirlar. Ayrica stres sartlari altinda ii¢ boyutlu yapilarin1 kaybeden proteinlerin katlanmalarina
yardimc1 olmak veya degredasyon yollarina hedeflenmelerini saglayarak hiicre iginde bu

anormal proteinlerin birikmesini engellemede 6nemli rolleri vardir.



Sekil 2.3 Hsp73 proteini aracilig1 ile lizozomlara protein hedeflenmesi [16].

Lizozomal hidrolazlar pre-proenzim olarak sentezlenirler, sentez devam ettigi sirada
sinyal sekansi cikarilir ve ER’da proenzim katlanmalar1 olur. Golgide asparagin-bagli (N-
linked) glikozilasyona ugrarlar. Yine golgide N-asetil glukozamiylfosfotransferaz enzimi ve N-
asetilglukozamidaz enzimleri ile mannoz-6-fosfat (M6P) eklenir. Bu isaretlenmis olan proenzim
golgi membraninda bulunan M6P reseptorleri tarafindan baglanir ve endolizozomal sisteme
yonlendirilir. Glikolizasyonun bu enzimleri endozom ve lizozomlarda yikimdan korudugu

varsayilmaktadir [5, 14].

Lizozomal
hidralaz
prekirsdri 5 +®
RESEPTOR-
, BAGIMLI
ER'dan MEP TRANSPORT
RESEPTORUNE H*
BAGLANMA
FOSFAT \ o i
EKLENMESI
: . S
Mannoz ) Yezikl o FOSFATIN
B-fosfat Clathrin transportu \’ CIKARILMASI
e ASIDIK pH'DA
o RS -— AYRILMA
Olgun
lizozomal
RESEPTOR hidrolaz
: : Trans GERI Geligmekte olan
gé? golgi golgi DONUSD vezikilde MEP Geg endozom
: ag " reseptideri

Golgi aparati

Sekil 2.4 Lizozomal hidrolazlarin olgunlagsmasi [14]’den uyarlanmistir.
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Lizozomlara teslim edilen proteinler dnce asidik ortamda denatiire olurlar daha sonra
endoproteazlar tarafindan yikilirlar ve son olarak ekzoproteazlara substrat olarak amino asitlere
kadar yikilirlar. Tiim endoproteazlarin primer yapilari olduk¢a korunmus ve benzer sekonder
yapilara sahiptirler. Aralarindaki farklar c¢ogunlukla korunan bdlgeler arasinda bulunan
kisimlara insorsiyon ve delesyonlardan kaynaklanmaktadir. Aktif bolgede bulunan sistin amino
asidine ek olarak histidin (His), asparagin (Asn) ve glutamin (Gln) aktif bolgeyi olusturan ve
substrat hidrolizine katilan amino asitlerdir. Bu amino asitler tiim sistin endoproteazlar arasinda
korunan amino asitlerdir. Sistin proteazlar lizozomlardaki denatiirasyona sebep olan ortam
sartlarina dayanikli ve genis bir pH spektrumuna sahiptirler. Fakat cogu nétr ve alkali
ortamlarda dayaniksizdirlar. Bu da hiicreyi bu tiir enzimlerden korumaktadir. Sistin proteazlarin
yari-Omiirleri lizozomlarda birka¢ giin ile haftalar arasinda degismektedir. Bazi proteazlar,
inhibitor proteinler araciligi ile regiile edilmekte iken lizozomal proteazlarda buna ihtiyac
yoktur. Ornegin, tripsin inhibitorii (MA, 6 kDa) tripsini, ay-antiproteinaz (MA, 53 KDA) ise
elastaz enzimini inhibe eden proteinlerdir. Lizozomal degredasyon c¢aligmalari NH,Cl ve
leupeptin ilaclar1 ile inhibe edilmektedir. Bu inhibitorler sayesinde bir proteinin lizozomlar
tarafindan m1 veya bagka bir hiicre i¢i proteaz tarafindan mu yikilip-yikilmadigir kolayca

anlasilmaktadir [5, 15].

2.3. Kaspazlar

Kaspazlar hasarli veya fazla olan hiicrelerin g¢evrelerine zarar vermeden ortadan
kaldirilmasin1  saglayan programlanmis hiicre Oliimiinii (apoptozis) uyaran proteazlardir.
Apoptotik hiicrede meydana gelen morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler sistin proteazlar
olan kaspazlar tarafindan gerceklestirilmektedir. Aktif merkezlerinde sistin amino asidi
tasidiklar1 ve hedefledikleri proteinleri aspartik asit birimlerinden sonra kestikleri i¢in bu sekilde
isimlendirilmislerdir (C-Asp-ase; C: Sistin aminoasidi simgesi, Asp: Aspartik asit, -ase: kesici
enzim eki). Kaspazlar proteazlar arasinda en ¢ok spesifisite gosteren enzimlerdir. Kesinlikle
aspartik asitten sonra substratlarini kirmaktadirlar. Aspartik asidin oniindeki 4 aminoasit
(tetrapeptit) komposizyonu ve bunlarin ii¢ boyutlu yapisi spesifisitede 6nemli etkiye sahiptir.
Memelilerde simdiye kadar 12 tane kaspaz tespit edilmistir. Tiim kaspazlar amino asit
sekanslari, yapilar1 ve substratlari yoniinden benzerlik gostermektedir. Kaspazlar amino ucu
domaini (prodomain), biiylik alt-birim ve kiigiik alt-birim olmak {izere li¢ onemli domain
bulundurur. Aktif merkez, biiyiik alt-birimde yer almaktadir. Aktivasyon bu domainler arasinda
peptit baglarmin kirilmasi ve daha sonra biiyiik ve kiigiik alt-birimler birleserek heterodimer,

heterodimerler de birleserek iki aktif merkez igeren bir tetramerik yapi olusmasiyla meydana
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gelir (Sekil 2.5). Apoptozisi uyarmalarina gore kaspazlar apikal (baslatic1) kaspazlar ve efektor
kaspazlar olmak tizere ikiye ayrilirlar. Baslatici kaspazlar, efektor kaspazlari aktive eden
proteazlardir. Efektor kaspazlar hiicre c¢ekirdeginde (laminler), DNA tamir enzimlerinden
PARP, fodrin, Rb, sitoplazmada (aktin) ve hiicre iskeletinde bulunan birgok yapisal ve islevsel
proteinleri pargalayan proteazlardir. Apoptozisde rol alan kaspazlar Cizelge 2.3°de
goriilmektedirler [5, 17-20].

32-53kDa

L )

-

S Y

[ Prodomam (328 EDa) ||| Biryik alt birm (17-21 kD) | Kaigik aft birim (10-13 KDa)_|

7
Aktif merkez
(QACXG)

A ktrvasyon

Sekil 2.5 inaktif kaspazin aktivasyonu [5, 21]’den uyarlanmustir.

Cizelge 2.3 Apoptozisde rol oynayan kaspazlar [5, 19].

Enzim Proenzim agirhgi (kDa) Iz:(:;;?lsg?tlll)isr(i)::i:il

Baslatic1 Kaspazlar

Kaspaz-2 51 19/22

Kaspaz-8 55 18/11

Kaspaz-9 45 17/10

Kaspaz-10 55 17/12

Kaspaz-12 50 20/10
Efektor Kaspazlar

Kaspaz-3 32 17/12

Kaspaz-6 34 18/11

Kaspaz-7 35 20/12
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2.3.1. Kaspazlarin aktivasyonu

Kaspaz aktivasyonunda baslica li¢ mekanizma vardir:
a) Baglatici bir kaspaz tarafindan proteolitik kesim sonucu aktivasyon
b) Yakin indiikleme (induced proximity)

¢) Holoenzim olugumu

Efektor kaspazin baslatict kaspaz tarafindan proteolitik kesimi sonucu aktivasyonu
olduk¢a etkin bir mekanizmadir. Yakin indiikleme mekanizmasinda ise birgok kaspaz-8
molekiilii bir araya gelerek birbirlerini ¢apraz bigimde aktive ederler. Holoenzim olarak
aktivasyonda ise sit-c ve ATP-bagimli Apaf-1 oligomerizasyonu, prokaspaz-9’un bu komplekse
katilmasina olanak vererek apoptozomu olusturur. Kaspaz-9’un bu yolla aktivasyonu proteolitik
olarak degil, kompleksin bi¢im degistirmesiyle saglanir. Ayrica IAP ( inhibitor of apoptosis-
apoptozis inhibitdrleri) ailesi prokaspazlara baglanip aktivasyonlarini 6nleyerek veya aktif
kaspazlara baglanip aktivite gostermelerini engelleyerek kaspaz aktivasyonunu inaktive eder ve

boylelikle apoptozis inhibe edilir [22].
2.3.2. Apoptozis ve apoptoziste kaspazlarin rolleri

Apoptozis terimi ilk defa Kerr ve arkadaglari tarafindan ortaya atilmigtir. Apoptozis
veya diger adiyla programlanmig hiicre 6liimii, organizmanin hayat1 boyunca goriilen normal
hiicresel bir siirectir. Boliinme ile artan hiicre sayisi Apoptozis ile dengelenerek organizmanin
hiicresel homeostazisi saglanmis olur. Apoptozis, fizyolojik ve patolojik uyarilar ile aktif veya
inhibe edilebilir. Apoptozis organizmanin ihtiyag duymadigi fazla hiicrelerin ortadan
kaldirilmasini saglar. Embriyo gelisimi esnasinda parmaklar arasindaki perdenin ve sinir
sistemindeki néronlarin % 50’sinin ortadan kaldirilmas1 apoptozis ile saglanmaktadir. Tiim ¢ok
hiicreli organizmalarda apoptozis her giin cereyan etmektedir ve homeostazisin saglanmasi igin
yaklasik 10 milyar hiicre her giin apoptozis ile 6lmektedir. Bir organizmada normal hiicresel
stirecinin disinda, apoptotik mekanizmalarin aktivasyonu veya inhibisyonu ¢esitli hastaliklarin
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Organizmada meydana gelebilecek yetersiz apoptozis
kanser ve otoimmiin hastaliklara, artan apoptozis ise akut ve dejeneretif bir¢ok hasaliga yol
acabilmektedir. Dolayisiyla apoptozis mekanizmasinin kusursuz islemesi organizmanin saglikl

yasami agisindan son derece 6nemlidir [5,22].

Apoptozise ugrayan hiicrelerde karakteristik bir takim ozellikler goézlenmektedir.
Apoptotik hiicrelerde lamin ve aktin filamentlerin kesilmesi sonucu sitoplazma kiigiilmeye

baslar. Benzer sekilde kromatin ve c¢ekirdekte bulunan yapisal proteinlerin kesilmesi sonucu
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¢ekirdekte kondensasyon baslar ve ¢ogu zaman cekirdek at nali seklinde goriiliir. Apoptotik
hiicrelerin bir diger karakteristik 6zelligi membran yiizeyinde kiigiik keseciklerin goriilmesi ve
hiicrelerin biiziilmesidir. Biiziilen hiicreler dokularda komsu hiicrelerden ayrilmaktadir. Bu
durum hiicre kiiltiirlerinde ise petri kabina yapisik olarak biiyiiyen hiicrelerin kabin dibinden
ayrilarak besi yerinde asili durmasi olarak gozlenmektedir. Dokularda komsu hiicrelerden
ayrilan ve petri kabinda ise asili duran hiicreler kiigiik parcaciklara bdliinerek apoptotik
vezikiilleri olustururlar. Apoptozise ugrayan hiicrelerin organelleri, bu vezikiiller igerisinde
bozulmadan durmakta ve hiicre igerigi disartya salinmamaktadir. Boylelikle hiicre igerigi etrafa
yayllmayarak apoptozise ugrayan hiicrelerin diger hiicrelere zarar vermesi engellenmis olur.
Olusan apoptotik vezikiiller hizla komsu hiicreler tarafindan fagosite edilir. Normal bir hiicrede
membran asimetrik yapidadir. Fakat apoptotik hiicreler bu asimetrik yapiy1 koruyamamakta ve
ozellikle fosfatidilserin molekiilleri ¢ift katli lipid membraninin i¢ ylizeyinden dis yiizeyine
transfer olmaktadir. Apoptotik hiicrelerin en belirgin biyokimyasal belirte¢lerinden biri DNA
fragmentasyonudur (DNA merdiveni). Apoptotik hiicre kromatini 200 b¢ (baz ¢ifti)
uzunlugunda fragmentlere ayrilarak agaroz jel elektroforezinde merdivenimsi goriilmektedir [5,
20, 22-24].

Apoptozis yaklasik olarak 30-60 dakika stirmektedir. Apoptozis esnasinda kaspazlar
tarafindan yikilan yaklasik 40 substrat tespit edilmis olup bu substratlarin yikimi apoptoziste
goriilen olaylart tetiklemektedir. Kaspazlarin gorevlerinden bir tanesi, hiicreyi apoptozisten
koruyan proteinleri ortadan kaldirmak ve inaktive etmektir. Bu proteinlerden bir tanesi 1“®*dr.
Bu protein normalde CAD (kaspaz aktiviteli deoksiriboniikleaz) proteinine baglanarak hiicre
iginde bu enzimi inaktif durumda tutmaktadir. Apoptotik bir uyar1 geldiginde kaspazlar aktive

edilir edilmez bu inhibitérii (14°

) yikarak CAD enzimini serbest birakmaktadir. Serbest kalan
CAD enzimi niikleozomlar arasindaki DNA’y1 kirarak 200 bg uzunlugunda DNA fragmentleri
olusturmaktadir. Bu olugan DNA fragmentleri agaroz jel elektrofezde DNA merdiveni seklinde

gortilmektedir [5, 23].

Memeli hiicrelerinde iki tane biiyiik apoptotik yol belirlenmistir: 6liim almag1 dis yol
(extrinsic) ve mitokondriyel i¢ yol (intristic). Dis yol membranda bulunan 6liim almaglarina
ligandlar baglandiginda aktive edilmektedir. D1g yollardan bir tanesi Fas aracili sinyal iletimidir.
Fas trimer bir molekiildiir. Fas-L ile birlestiginde almag trimerizasyonu tetiklenir ve proteinin i¢
kisminda yer alan 6liim domainleri (DD) kiimelesmeye baslar. Bu kiimelesme FADD’in 6liim
domainlerinin, almacinin DD’leri ile etkilesime girmesini saglar. FADD ayrica DED (death

effector domain) igerir. Bu domain FAS-FADD kompleksine prokaspaz-8’in baglanmasini
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saglar. Boylelikle kaspaz-8 aktive olur ve bu da kaspaz-3’i aktive ederek apoptozisi tetikler
(Sekil 2.6) [22].

——»FaslL

—wFas

FADD -4 — Death Domain — Qlom domaini

Kaspar § 4——=

.
Kaspaz 3 44— i,.l |, PARP, Laminler, aktinve
berzeri substratiarin

* / yikimi

Krormozormal DkA degredasyarn

Sekil 2.6 Kaspaz-8 ve kaspaz-3’iin Fas reseptorii araciligiyla aktivasyonu [18].

Mitokondri, kaspaz zinciri ve apoptozisin diizenlenmesinde en onemli rolii oynayan
organeldir. Mitokondriden sitokrom-c salinmasi kaspaz-3 ve kaspaz-9’un aktivasyonunu saglar.
Mitokondriyel yol ile apoptozis uyarilmasi apoptozom olusumu ile saglanir. Apoptozom ¢ok
proteinli bir yap1 olup sitokrom-c, Apaf-1, prokaspaz-9 ve ATP igerir (Sekil 2.7). Mitokondri
membraninda bulunan antiapoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri (Bcl-2 ve Bcl-XL) hiicre yasamini
tesvik ederken ayni protein ailesi grubunun liyeleri olan Bax ve Bad hiicreleri 6liime siiriikler.
Bax dis mitokondri membraninda por olusturarak membran potansiyelinin kaybolmasini ve bu
porlardan sitokrom-c salinmasini saglar. Bel-2 ve Bcl-XL mitokondri membraninda por
olusmasini engellemektedir. Bax ya da Bad, Bcl-2 veya Bcl-XL ile heterodimer olusturmak
suretiyle Bcl-2 ve Bcl-X1 proteinlerinin koruyucu etkilerini ortadan kaldirilir. Bdoylelikle
mitokondriden salinan sitokrom-c, apaf-1 ve prokaspaz-9 apoptozumu olusturur ve kaspaz

zincirini aktive ederek hiicre 6limiinii gergeklestirir [22].
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Sekil 2.7 Apoptotik sinyaller ile kaspaz zincir aktivasyonu [22].
2.4. Meprinler

Hiicre zarinda bulunan veya ekstraseliiler siviya salgilanan metaloproteazlardir. Amino
asit seviyesinde % 50 benzerlik gdsteren o ve B alt birimlerinden olusurlar. Alt birimler
birleserek homo veya heterokompleksler meydana getirilir. Membran formlar1 dimerik
(homodimerik B, meprin B) ya da tetramerik (heteromerik o3, ya da osp, kompleksler, meprin
A) seklindedir. Salgilanan meprin formu ise 10-100 tane a alt biriminin nonkovalent olarak
birlesmesi sonucu olusan, bilinen en biiyiik proteazlardan biridir. Meprinler bobrek proksimal
tiiplerinde ve bagirsak epitel hiicrelerinde yiiksek miktarda bulunmaktadir. Cok sayida peptid ve
protein pargalamaktadirlar; bunlar arasinda gastrin, angiotensin gibi peptidler ve ekstraseliiler
matriks proteinleri kolajen IV ve fibronektin bulunmaktadir. Meprin alt birimlerinin sentezinin
onemli derecede bagirsak yolu enfeksiyonlarinda ve kanserli hiicrelerde arttigi goriilmiistiir ve
oOzellikle ekstraseliiler matriks proteinlerini yikmalar1 nedeniyle kanserli hiicrelerin metastazinda

onemli etkileri oldugu bilinmektedir [25].
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2.5. Ubiquitin-proteozom yolu

Protein yikiminda lizozomal enzimlerin gorev aldigi uzun siireler dnce biliniyordu.
Fakat leupeptin, antipain ve kimostatin gibi lizozomal inhibitérlerin kesfinden sonra protein
yikiminda baska yollarinda oldugu anlasilmistir. Cilinkii bu inhibitdrlerle lizozomu inhibe
edilmis hiicrelerde protein yikimi devam etmekteydi. Ciechanover ve arkadaslar yaptiklar
caligmalarda ubiquitin molekiiliinii kesfetmis ve protein yikiminda roliinii belirlemislerdir [26].
Okaryotik hiicrelerde segici protein yikimi genellikle yikilacak olan proteine ubiquitin
molekiillerinden (76 aminoasitlik bir peptid komponenti) olusan bir zincir eklenip 26S
proteozoma yonlendirilerek burada peptidlere kadar yikilmasi ile meydana gelir [27-29].
Ubiquitin molekiilii hedef proteine E1, E2 ve E3 ubiquitin enzim kompleksi araciligiyla
baglanir. ilk olarak ubiquitin aktive edici enzimde (E1) bulunan bir sistin kalintis1 ile ubiquitin
molekiiliiniin C-ucu arasinda bir thioester bagi kurulur. Bu sekilde aktive edilmis olan ubiquitin
molekiilii benzer sekilde ubiquitin konjuge edici enzime (E2) aktarilir. E2 enzimleri ubiquitin
molekiiliinii, ubiquitin ligaz enziminin (E3) tiirline gore ya direk hedef proteine aktarir veya ilk
once E3 ubiquitin molekiilii kendi iistiine alir daha sonra hedef proteine aktarir. Hedef
proteindeki bir lizin amino asidi ile ubiquitinin C-ucundaki glisin amino asidi arasinda bir
izopeptid bagi olusur. Baglanacak olan diger bir ubiquitin molekiilii ilk baglanmig olan ubiquitin
molekiiliiniin 48. pozisyonunda bulunan lizin amino asidine eklenir. Eklenen her bir ubiquitin
molekiiliiniin lizin 48. aminoasidine bir ubiquitin molekiilii baglanmasi ile hedef protein
tizerinde bir poliubiquitin zinciri sentezlenir [5, 30-33]. En az 4 ubiquitin molekiilii birbirine bu
sekilde baglanip bir poliubiquitinasyon zinciri olustuktan sonra hedef protein 26S proteozoma
yonlendirilir. Poliubiquitinasyon zinciri olusurken ubiquitin molekiilleri arasinda olusacak
baglar hedef proteinin gelecegi agisindan son derece onemlidir. Ubiquitin molekiilleri arasinda
lizin63-glisin76 baglantis1 olusmast DNA tamiri, endositozis gibi proteolitik olmayan sinyal
olusmasina neden olur [26]. Cogunlukla ubiquitin hedef proteinde lizin amino asitlerine
eklenmesine ragmen nadiren bazi proteinlerde (6rnegin, transkripsiyon faktérii MyoD) N-
terminusundaki amino asidin NH, grubuna eklendigi goriilmiistiir [34]. 26S proteozom 2.5 MDa
agirhiginda olup 19S diizenleyici kompleks ve 20S kor kompleksin birlesmesi ile olugsmaktadir.
268 proteozomda genellikle ubiquitin molekiilii ile isaretlenmis proteinler yikilmaktadir. Fakat
nadiren bazi proteinler [6rnegin, a-Synuclein (Parkinson hastaliginda goriilen dogustan hatalt
katlanmis bir protein), tiimor baskilayict proteinlerin retinoblastoma ailesi (p105, p107, p130),
C-jun ve ornitin dekarboksilaz] ubiquitin ile isaretlenmeden 26S proteozom tarafindan
yikilmaktadirlar. Ornitine dekarboksilaz (ODC), istisna olarak 26S proteozoma antizyme

araciligr ile hedeflenmektedir. ODC, ubiquitin ile modifiye edilmemektedir ve ubiquitin ODC
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yikiminda gorev almamaktadir [35-37].
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Sekil 2.8 Ubiquitin-proteozom yolu (Ub: Ubiquitin, E1: Ubiquitin aktive edici enzim, E2:
Ubiquitin konjuge edici enzim, E3: Ubiquitin ligaz) [38].

2.5.1. 26S Proteozom

26S proteozom, ¢ogunlukla ubiquitin ile isaretlenmis proteinlerin yikildigi, tiim hayat
formlarinda bulunan ve yaklasik 64 alt birimden olusan biiyiik bir proteazdir. 26S proteozom,
sitoplazma ve c¢ekirdekte bulunan multikatalitik bir proteazdir. Gorevleri arasinda, hiicre
icindeki bir¢ok kisa ve uzun Omiirlii proteinlerin miktarlarin1 kontrol etmenin yani sira hatal
katlanmig-anormal proteinlerin yikimi, hiicre dongiisii proteinleri olan siklinlerin, transkripsiyon
faktorlerinin iglenmesi ve yikimi, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, immiin-cevap ve apoptozis
bulunmaktadir. 26S proteozomda yikilan proteinlerin bazilari; p53, C-Myc (onkoprotein), kB
(NF«B inhibitorii), B-catenin, Bax, tBid, siklinler, poliamin sentezinde gorevli olan ODC ve
SAMDOC proteinleridir. 26S proteozom, bir adet 20S proteozom ve iki adet 19S diizenleyici
kompleksi icerir ve 2.5 MDa agirligindadir. Ubiquitin ile isaretlenmis hedef protein, ilk olarak
19S diizenleyici kompleks tarafindan taninarak proteinin ii¢ boyutlu yapist ¢oziiliir. Buradan
20S kor bolgesine gonderilerek hedef protein peptidlere kadar yikilir. 19S diizenleyici
kompleksi 20S kompleksinin her iki ucunda bulunur. 19S diizenleyici kompleksi iki alt
kompleksten olusmaktadir: Base (20S kompleksine yakin boélge) ve Lid (kapak). Baz
kompleksinde ATPaz aktivitesi igeren 6 protein ve ubiquitin taniyan S5a proteini

bulunmaktadir. ATPaz enzimlerinin hedef proteinlerin li¢ boyutlu yapilarmin ¢dziilmesi ve
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proteolitik aktiviteleri igeren 20S kompartimani igine gonderilmesinden sorumlu oldugu
sanilmaktadir. 26S proteozomda protein yikimi i¢in lid kisminin bulunmast zorunludur. Lid
sekiz alt birimden olusmaktadir. Gérevi tam olarak bilinmese de ubiquitine olmus proteinlerin
taninmasi, yikimdan 6nce ubiquitin zincir ilerlemesi ve deubiquitinasyondan sorumlu oldugu
sanilmaktadir. Prokaryotik ve okaryotik 20S kompleksi 700 kDa agirliginda olup o ve B alt
birimlerinin olusturdugu 4 tabakli silindirik bir yapidir. Arkeobakter Thermoplasma
acidophilum’da 14 tane P alt birimi icteki iki tabakayi, 14 o alt birimi ise distaki iki tabakay1
olusturmaktadir (azppr0; seklinde dizilmektedir). Okaryotlarda her bir a ve P alt birimi
farklidir ve a3.7B;.7B1-700.7 seklinde dizilmektedirler. f i¢ halkalar1 katalitik yerleri barindirirlar.
20S proteozom kompleksi kimotripsin benzeri, tripsin benzeri ve peptidil glutamil benzeri
olmak iizere en az ii¢ farkli proteolitik aktivite gostermektedir. Beta alt birimleri proenzim
olarak sentezlenirler ve proteozom olgunlasmasi sirasinda 75 amino asit kadar olan pro sekans
cikarilir. Yedi beta alt biriminden ii¢li (B, B, ve Ps) enzimatik aktivite gostermekte ve bu alt
birimler Gly ve Thr amino asitleri arasinda kirilmakta ve enzim bu Thr yan gruplarini substrat
peptid baglarini kirmakta kullandigi i¢in threonin proteazlar olarak da bilinmektedir. Peptid bag:
hidrolizi ATP ve ubiquitin gerektirmektedir. Aktif bolgedeki her bir Thr amino asidi arasindaki
mesafe 28 A kadardir, bu da proteinlerin yaklasik 8 amino asitlik peptidlere kadar yikildigin
gostermektedir. a-alt-iinitelerinin amino uglar1 proteolitik kompartmana girisi engeller. Boylece
proteozomun igerdeki bosluguna silindirin her iki ucunda sinirh porlar araciligiyla gegis olur [5,
26-29, 33, 38].

198 diizenleyici 198 diizenleyici
kompleks

20S proteozom kompleks

Sekil 2.9 26S proteozomun yapisi [5].
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2.5.2. 26S proteozom inhibitorleri

Proteozom inhibitdrleri MG-132 ve laktasistin ile yapilan ¢alismalar hiicre
proteinlerinin %80-90’nin proteozom tarafindan yikildigini gostermistir. Bu proteinler arasinda
siklinler, Cdk inhibitorleri p21, p27 ve p57, timdr baskilayict p53, transkripsiyon faktorleri c-
Jun ve c-Fos, NFxB inhibitorii kB, poliamin biyosentez enzimleri ODC ve AdoMetDC
(adenozilmetionin dekarboksilaz) gibi ¢ok farklt mekanizmalarda rol alan proteinler vardir.
Proteozom inhibitorleri sentetik inhibitérler ve dogal inhibitorler olmak iizere iki grupta

toplanmiglardir [5, 28-29, 36, 39-41].
2.5.2.1. Sentetik inhibitorler

Aragtirmacilar proteozom aktivitesini inhibe edebilmek i¢in yaptiklari1 ¢alismalarda 20S
proteozomun kimotripsin-benzeri aktivitesini segici olarak inhibe eden MG-115, MG-132 ve
PSI inhibitorlerini gelistirmiglerdir. MG-132, katepsin B gibi bazi1 proteazlar1 da inhibe
edebilmektedir. Bu peptid aldehitler, 20S proteozomun giiclii inhibitorleri olarak genis capta
biyolojik arastirmalarda kullanilmasina ragmen yiiksek reaktif aldehit fonksiyonel grup ortaya
cikarmalart nedeniyle secici inhibisyon yapamadiklarindan tedavi edici ajanlar olarak ya da
kompleks sinyal yollariin incelenmesi i¢in molekiiler aragtirmalarda kullanilmasinda biiyiik bir
engel olusturmaktadir. Bu engelin iistesinden gelebilmek i¢in arastirmacilar reaktif olmayan
peptid inhibitorleri gelistirmislerdir. Reaktif olmayan peptid inhibitdrlerine 6rnek olarak o-
ketokarbonil, boronik ester tiirevleri verilebilir. Ayrica aldehit olmayan proteozomu geri
doniisiimsiiz olarak inhibe eden proteozom inhibitorleri tripeptidler a’, p’-epoksiketonlar ve
vinly siilfonazlar gelistirilmistir. Vinly siilfonazlar ilk olarak sistin proteaz inhibitorleri olarak
tanimlanmustir. Daha sonraki yapilan ¢alismalarda Peptid vinly siilfonazin proteozomun amino
ucu treonininin hidroksil grubunun degisimi ile 20S proteozomu geri doniisiimsiiz olarak inhibe
ettigi gosterilmistir. Peptid bazli inhibitorlerin diger bir sinifi boronik asit fonksiyonel grubu
kullanmaktadir. Bu sinifin en iyi karakterize edilmis inhibitorii dipeptid boronik asit analogu
PS-341°dir. Arastirmacilar tarafindan yapilan faz Il denemelerinde cesitli hastaliklarda PS-341
muamelesi hizli ve etkili cevap olugmasini saglamistir [3, 42]. Birgok timoér ¢esidine (multiple
myeloma, lenfoma, prostat) karsi etkili oldugu goriildiigii i¢in Amerikan Saglik Bakanligi
tarafindan kanser tedavisinde kullanilmak {izere onaylanmistir. PS-341 proteozomun
kimotripsin benzeri aktivitesini geri doniisiimlii olarak inhibe eder. PS-341 muamelesi
hiicrelerde hiicre siklusu ilerlemesini bloke ederek G2-M fazinda hiicr elerin yi1gilmasina neden
olmustur. Hiicrelerin PS-341 ile uzun siireli muamelesi apoptozise neden olmaktadir. Bundan

baska PS-341, in vivo sartlarda proteozom aracili IkB yikimini ve NFkB-bagimli gen



20

expressyonunu inhibe ettigi gosterilmistir [40, 43].

2.5.2.2. Dogal proteozom inhibitorleri

Laktasistin dogal bir Streptomyces lactacystinaeus metabolitidir. Laktasistinin hiicre
siklusu ilerlemesini inhibe ettigi belirlenmistir. Sonraki ¢aligmalarda Schreiber ve arkadaslari
laktasistinin 20S proteozomu B-alt-iinitesinin amino-ucu treoninini geri doniigiimsiiz olarak
inhibe ettigini gostermislerdir. Epoxomicin kimligi belirlenmemis bir actinomycetes irkinda
gbzlemlenmistir. Son zamanlarda yapilan calismalarda epoxomicin’in spesifik olarak 20S
proteozomu hedefledigi gosterilmistir. Epoxomicin 20S proteozom i¢in son derece spesifiktir

[40].
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Sekil 2.10 Proteozom inhibitorlerinin kimyasal yapisi [5, 40]’den uyarlanarak ISIS/DRAW
programinda ¢izilmistir.
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3. ISI SOKU PROTEINLERI

Stres proteinleri olarak da bilinen 1s1 soku proteinleri (heat shock proteins-hsps), ilk
olarak yiiksek 1s1tya maruz kalan hiicrelerde kesfedilmislerdir. Daha sonra yapilan ¢aligmalarda
151 sokunun yaninda fiziksel stres, baz1 kimyasallar, oksidatif stres ya da diger protein hasarina
yol acan durumlarda da uyarildiklar belirlenmistir. Hsp proteinlerinin molekiiler agirliklart 15
kDa — 110 kDa arasinda degismektedir. Hsp proteinleri normal kosullar altinda hiicrelerde
bulunmaktadir; fakat 1s1 artisi, kimyasallar ya da diger stres faktorleri ile karsilasildiginda
hiicredeki miktar1 artmaktadir. Hsp bir hiicrenin strese karsi direncini arttiran proteinlerdir.

Proteinlerin stabilitesinde ve denatiire olmus proteinlerin katlanmalarinda gereklidir [44].

Is1 soku proteinleri molekiiler agirliklarina gore 5 sinifa ayrilmaktadir. Biiylik molekdiler
agirliga sahip Hsp’ler ATP-bagimli saperonlardir. Kii¢iik Hsp’ler ise bir ATP-bagimsiz

modeller olarak tanimlanmaktadir [44-45]. Bunlar:

o Kiigiik 1s1 soku proteinleri (sHsps)
o Is1 soku proteini (Hsp60)

o Is1 soku proteini (Hsp70)

o Is1 soku proteini (Hsp90)

o Is1 soku proteini (Hsp100)

3.1. Kiiciik 1s1 soku proteinleri (sHsps)

Kiugiik 1s1 soku proteinleri, 12-43 kDa agirh@indaki 1s1 sok proteinleridir. Stres
faktorlerinin yoklugunda en c¢ok hiicrelerin ve dokularin sitozoliinde bulunur. Fakat Birgok
sHsps stres durumlari altinda ortaya ¢ikmaktadir. Is1 ya da oksidatif stres gibi uyarilarla sSHsps
sentezi artarak memeli hiicrelerinin sagkalimini arttirirlar. sHsps yiiksek molekiiler agirliga
sahip Hsp’lerin aksine ATP’den bagimsiz bicimde protein kiimelesmesini engelleyen
saperonlardir. Normal fizyolojik durumlar altinda sentez seviyeleri hiicre biiylimesi ve
farklilasmas1 ile iligkilidir. sHsps’nin sentezinin artmasi sabit fazli tiimor hiicrelerinde,

farklilagsma esnasinda ve bilyiimesi durmus B-lenfositlerde gézlenmistir [46-48].
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Hsp40 saperon proteinleri Hsp70 ve polipeptidler arasinda kompleks olusumu igin
gereklidir. Hsp70-Hsp40 saperon ailesi lyeleri, protein katlanmasi ve hatali katlanmig
proteinlerin geri kazanilmasinda rol oynamaktadir [49-50]. Biitin Hsp40 ailesinde J-domaini
bulunur ve Hsp70 ATPase aktivitesinin diizenlenmesinden sorumludur. Hsp40 proteinleri 3
mekanizma ile Hsp70 ve polipeptidler arasinda kompleks olusumunu diizenler. Birincisi, Hsp40
proteinleri polipeptid-baglayici domainlerin (PPDs) nadir bir smifin1 igermektedir. Bu PPDs,
hedef proteinleri Hsp70’e baglar ve dagitir. Ikincisi, Hsp40 proteinleri Hsp70’e bagl olan
ATP’yi ADP forma doniistiirerek Hsp70’in konformasyonu ile Hsp70-protein kompleksini
stabilize eder. Ugiinciisii, Hsp40 ailesinin uzmanlasnus iiyeleri ayn1 hiicresel kompartman i¢inde
farkli alanlara yerlesmistir. Farkli alanlara yerlesmis Hsp40 proteinleri ile Hsp70’lerin
etkilesimi farklt Hsp70-Hsp40 kompleksi olusturarak bu alanlarda tek hedef proteinlerin

baglanmasina olanak verir [49].

Hsp27’nin hiicrede sentezi hormon, kemoterapi ve inhibitorler gibi faktorler ile
apoptozisin uyarilmasina cevap olarak artmaktadir. Hsp27 ve Hsp70’in sito-koruyucu aktivitesi
i¢in farkli birka¢ mekanizmadan s6z edilebilir. Birincisi her iki protein ¢ok gii¢lii saperonlardir.
Baglangicta, Hsp27 gibi ATP-bagimsiz saperonlar hasarli proteinlerin birikmesini ve ¢okmesini
engeller. Hiicre iyilesmeye basladigi ve ATP seviyeleri zenginlestigi zaman Hsp70 ve Hsp60
gibi ATP-bagimli saperonlar proteinlerin yikilmasi ya da taginmasi ve geri katlanmasinda gorev
alirlar. ikincisi her iki protein apoptozom, kaspaz aktivasyon kompleksi (Hsp27 ve Hsp70),
apoptozis uyaran faktor (sadece Hsp70) gibi apoptotik mekanizmalarin inhibisyonunda kilit rol
oynarlar. Ucgiinciisii, her iki protein apoptozis diizenleyici proteinlerin proteozom-aracili
yikiminda gorev alirlar. Hsp27 ve Hsp70 malignant hiicrelerde bol miktarda ifade edilir. Hsp27
seviyelerinde artis ¢ogunlukla prostat, meme, ovaryum ve mide tiimorlerde belirlenmistir.
Tiimor hiicrelerinde bu proteinlerin asir1 sentezi hiicrelerin onkojenik giiciinii arttirabilir. Bu
nedenle Hsp70 ve Hsp27’nin secici inhibisyonu kanser tedavisinde degerli bir strateji
olusturabilir [45, 51]. Hsp70 ve Hsp27’nin sito-koruyucu etkisi hiicreleri apoptozisten mahrum
birakabilme kabiliyeti ile iligkilidir. Hsp70 ve Hsp27 birka¢ farkli apoptotik efektor ile direk
etkilesim halindedir (Sekil 3.1). Hsp27 CD95-aracili apoptotik yol ile etkilesim halindedir.
Hsp27’nin fosforile olmus formu CD95-aracili 6liim yolunun komponentlerinden biri olan Daxx
ile direk etkilesimdedir. Bu nedenle apoptotik mitokondriyel (intrinsic) yoldan farkli olarak
apoptotik dis (extrinsic) yol, Hsp27’nin fosforile formu tarafindan inhibe edilir. Intrinsic yol da
ise apoptozis Hsp27’nin fosforile olmamis formu tarafindan inhibe edilir. Ayrica Hsp27
tarafindan olusturulan antiapoptotik etki serin/treonin kinaz Akt/PKB’nin inhibisyonu ile

olabilir. Serin/treonin kinaz Akt/PKB hiicre biiyiime uyarilmasina cevapta sagkalim sinyali
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olusturan bir proteindir. Akt, Bad ve kaspaz-9 gibi birka¢ proapoptotik proteini fosforile ve
inhibe eder. Boylelikle Akt fosforilasyonlari, NF-xB (hiicreyi sagkalima tesvik eden
transkripsiyon faktorii)-aracili sagkalim yollarinin yiikselmesiyle sonuglanir. Hsp70 ATP
tikenmesiyle meydana gelen enerji yoksunlugundan ve stres-uyarilmali kaspaz-bagimli
apoptozisden hiicreleri korumaktadir. Hsp70 kaspaz aktivasyonunu gii¢lii bir sekilde
engelleyebilir. Intrinsic yolun baz1 modellerinde Hsp70’in asir1 ifadesi kaspaz-3 aktivasyonunu
engellerken mitokondriden sitokrom-c’nin salinmasini engellememektedir. Ayrica Hsp70’in
antiapoptotik etkisi Hsp70 ve AIF arasindaki etkilesim ile ilgilidir. AIF bir kaspaz-bagimsiz
olim efektoridiir. AIF, sitozol araciligiyla mitokondriden nukleusa hareket etmektedir.
Hsp70’in  AIF’in  mitokondriyel salinimi iizerine etkisi yoktur. Dolayisiyla Hsp70
mitokondriden salindiktan sonra AIF’yi inhibe etmektedir. Ayrica Hsp70 jun N-terminal kKinaz-
I’e (JNK1) baglanir ve inhibe eder. Fakat bu etkilesim apoptozisin engellenmesi i¢in yeterli
olmayabilir. Hsp70 pro-apoptotik proteinler p53 ve c-Myc ile birlestigi gosterilmistir. Son
olarak Hsp70 yardimci-saperon BAG-1 {iizerine bir etkisi ile apoptozisi inhibe edebilir [45].
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Sekil 3.1 Hsp27 ve Hsp70’in apoptotik proteinler ile iligkileri [45]’den uyarlandi.
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Hsp’lerin ubiquitin/proteozom sistem ile proteinlerin yikimin1 kolaylastirabildigi
belirlenmistir. Hsp27, Hsp70 ve Hsp90 birka¢ mekanizma tarafindan ubiquitin/proteozom yolu
ile proteinlerin yikimim arttirabilir. BAG-1 ve CHIP, protein katlanmasindan yikimina saperon
sistemin aktivitesini diizenlemede rol almaktadirlar. CHIP (C-terminus of Hsc70-interacting
protein) olarak bilinen bir yardimci-saperon ubiquitin ligazdir ve Hsp70 ile etkilesim halindedir.
Ubiquitine olmus hatali katlanmis proteinler saperon tarafindan yakalanir ve proteozomun 19S
alt-linitesi ile birlesir. Ubiquitin-seven domain igeren BAG-1, Hsp70 ve Hsc70 i¢in diger
saperondur. BAG-1, Hsc70/Hsp70 saperon sistemi ve 26S proteozom arasinda ekstra bir bag
saglamaktadir. BAG-1, Hsp27 ubiquitin-seven bir domain igerir, 26S proteozomun katalitik
aktivitesini arttirir ve stres uyarimina cevapta ubiquitine proteinlerin yikimini arttirir. Hsp27

ubiquitin ile direk etkilesim halindedir [45].

Hsp10’un protein katlama mekanizmasimin gerekli bir komponenti oldugu tespit
edilmistir. Protein komplekslerinin toplanmasinda ve mitokondri ig¢ine hiicumda Hspl0O
gereklidir. HsplO bir niikleer gen tarafindan sifrelenir, sitoplazmada translate edilir ve
mitokondri igine taginir. Hsp10 normal hiicrelerde en ¢ok mitokondri matriksinde yerlesmistir.
Ayrica diger hiicre i¢i bolgelerde de bulunmustur. Kanser hiicrelerinin sitoplazmasinda
Hsp10’un yiiksek seviyeleri rapor edilmistir. Hsp10, Hsp60/10 protein katlama mekanizmasinda
baslica Hsp60’1n partneri olarak bulunmustur. Hsp60’1n fonksiyonu Hsp10’a bagimlidir. Hsp10,
Substrat baglamas1 ve ATPase aktivitesinin diizenlenmesi i¢in Hsp60 proteinine baglanir.
Hsp60/10  kompleksinin polipeptidlerin  katlanmasin1  hizlandirmada sorumlu oldugu

diistiniilmektedir [52-53].
3.2. Is1 soku proteini 60 (Hsp60)

Hsp60 ailesi 1s1 sok proteinlerinin biiyiik bir grubudur. Hsp60 {iyeleri sitozolde ve
ekstraseliiler kompartmanda bulunmalarina ragmen ¢ogunlukla mitokondri matriksinde
lokallesmislerdir. Molekiiler saperon olarak Hsp60 olgunlasmamis proteinlerin katlanmasinda
ve sitoplazmadan organellere proteinlerin transportunda goérev alir. Tipik saperon fonksiyonuna
ek olarak aminoasit transportu, sinyal iletimi, peptid taninmasi, immiin sistem regiilasyonu ve
apoptozis gibi ¢esitli fonksiyonlarda gorev alir [54]. Hsp60 ifadesinin artigi, insan kanserlerinin
farkli tiplerinde g6zlenmistir. Hsp60’1n asir1 sentezi in vivo ve in vitro’da metastaitk fenotipleri
uyarmaktadir [55]. Hsp60’1n asir1 sentezi Adrenal cushing tiimérleri, insanda meydana gelen
meme, kalin bagirsak, bronsiyal ekzoservikal, ovaryum ve prostat kanseri gibi gesitli timor ve
kanserlerde rapor edilmistir [56]. Jurkat T hiicrelerinde, Hsp60 ve Hsp10 saperon proteinleri,

kaspaz-3’iin subpopulasyonu ile kompleks halinde mitokondride bulunur. Staurosporin ile
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apoptozisin uyarilmasi iizerine mitokondriyel prokaspaz-3 Hsp60’dan ayrilir ve aktive edilir.
Boylelikle her iki protein sitozol igine salinir [53]. Sitozolik Hsp60 ayrica proapoptotik protein
Bax ile kompleks olusturur. Oksijen yetersizligi durumunda Hsp60 ve bax ayrilir. Bunun
lizerine bax, apoptozise katilmak iizere mitokondriye nakledilir [57]. Molekiiler saperon
Hsp60’in  kiigiik miidahale edici RNA (SiRNA) tarafindan inhibisyonu ile Hsp60/p53
kompleksinde bozulma meydana gelmektedir. Boylelikle p53 stabilizasyonu, proapoptotik bax
ekspresyonunun artmasi ve bax-bagimli apoptozis meydana gelmektedir. In vivo sartlarda

Hsp60 insan tiimorlerinde normal dokulara gore daha fazla ifade edilmektedir [58].
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Mitokondriyal apoptozis upregiilasyonu

Sekil 3.2 Hsp60 inhibisyonu ile mitokondriyel apoptozis olusumu [58].

3.3. Is1 soku proteini 70 (Hsp70)

Hsp70, membranlar arasinda protein translokasyonundan apoptozisin diizenlenmesine
birgok hiicresel silirecin genis bir alaninda yer almaktadir. Hsp70’ler zayif adenozin
trifosfatazlardir (ATPaz) ve ATP-bagimli molekiiler saperonlardir [45, 59]. Hsp70 ailesi tiyeleri
polipeptid baglayici olarak hareket ederek hiicresel protein metabolizmasini diizenler [49].
Hsp70 apoptotik uyari, 1s1 soku, tiimdr nekroz faktorti, biiylime faktorii geri ¢ekilmesi, oksidatif

stres, kemoterapik ajanlar, seramid ve radyasyondan hiicreleri korur. Hsp70, 1s1 sokunda ya da
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seramid uyarilmali apoptozisde kaspaz-3 ve SAPK/JNK aktivasyonunu engeller [60]. Hsp70’in
yukarida bahsettigimiz hiicreyi koruyucu 6zelliklerinden dolay1 kanser aragtirmalarinda Hsp70
inhibitorlerine olan ilgi son zamanlarda artmistir. Hsp70’in bazi 6nemli fonksiyonlarini

asagidaki gibi maddeleyebiliriz [45].
1. Hiicresel kompartmanlar i¢ine proteinlerin getirilmesi
2. Sitozol, mitokondri ve endoplazmik retikulumda proteinlerin katlanmasi
3. Stabil olmayan proteinlerin yikimi
4. Protein komplekslerinin bozulmasi
5. Diizenleyici proteinlerin kontrolii
6. Hatali katlanmig proteinlerin geri katlanmasi

7. Mitokondri i¢ine oncii proteinlerin translokasyonu
3.3.1. Hsp70 inhibitorleri

Flavonoidler, dogal olarak meydana gelen polifenolik bilesiklerdir ve giiglii
farmokolojik ozelliklere sahiptirler. Flavonoidlerin giinlik alimi disikk kanser riski ile

iliskilendirilmistir [61].

Quercetin, oOzellikle meyve ve sebzelerde bol olan bir flavonoittir ve giiglii bir
antioksidandir. Quercetinin antiproliferasyon ve apoptotik etkiler gibi c¢esitli biyolojik
aktivitelere sahip oldugu bulunmustur. Son giinlerde yapilan c¢alismalarda quercetinin
proteozom aktivasyonunu inhibe ederek apoptozisi uyardigi, G;/S ya da G,/M fazinda hiicre
siklusunun durmasina sebep oldugu, p21 ifadesini arttirdigt ve Hsp70’i inhibe ettigi
bulunmustur. Quercetin’in 16semi, meme, 6zefagus, kolon, prostat, nazofarinks, endometrial ve
akciger kanseri gibi ¢esitli insan kanserlerinin biiylimesini inhibe ettigi rapor edilmistir.
Quercetin Hsp70 inhibisyonu, glikolizisin inhibisyonu, makromolekiil ve enzim sentezi, hiicre
siklusunun durdurulmasit ve 0&strojen tipll baglayici bolgesi ile etkilesim gibi ¢esitli

mekanizmalar ile malignant hiicrelerin biiyiimesini inhibe ettigi belirlenmistir [62-65].

Schisandrin B bir dibenzocyclooctadiene bilesigidir ve Schisandra chinensis’in
meyvesinden izole edilmistir. Cin kliniklerinde viral ve kimyasal hepatidlerin tedavisi igin

kullanilmaktadir. Yapilan bir arastirmada Schisandrin B’nin insan hepatoma SMMC-7721
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hiicrelerinde Hsp70’i ve hiicrelerin ¢ogalmasinmi inhibe ettigi, in vitro da apoptozisi uyardigi

belirlenmistir [66].

KNK437 (N-formyl-3,4-methylenedioxy-benzylidene-y-butyrolactam) in vitro da 1s1 sok
proteinlerin sentezini inhibe etmektedir. Yapilan bir arastirmada KNK437’nin doz-bagiml
olarak COLO 320DM (insan kolon karsinomasi) hiicrelerinde Hsp105, Hsp70 ve Hsp40’in

uyarilmasini ve 1s1 toleransina kazanci inhibe ettigi tespit edilmistir [67-68].
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Sekil 3.3 Hsp70 inhibitorlerinin kimyasal yapisi, Quercetin [62]’den, KNK437 [67] den
uyarlanarak ISIS/DRAW programinda ¢izilmistir. Schisandrin B [66]’den alinmustir.
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3.4. Is1 soku proteini 90 (Hsp90)

Hsp90 bir molekiiler saperondur. Gereksiz ya da asir1 sentezlenmis proteinler tarafindan
uyarilarak aktive edilmis sinyal proteinlerin fonksiyonu ve stabilitesi i¢in gereklidir [69]. Hsp90
miktar1 ¢evresel stres esnasinda hiicrede normal bulundugu miktardan 2-10 kat daha fazla
bulunmaktadir. Hsp90 proteinlerin  katlanmasi, hiicresel kompartmanlar arasinda
translokasyonu, protein kiimelerinin baskilanmasi ve sinyal proteinlerin olgunlagmasi igin
gereklidir. Hsp90 fonksiyonel bir hedef proteinin uygun katlanmasina ya da bazi proteinlerin
yikimina Onciiliik edebilir. Stres altinda hedef protein Hsp90 yoluyla ya yikima ugrar ya da
tamir islemi gergeklesir [70]. Bugiine kadar 100’den fazla Hsp90 hedef protein belirlenmistir.
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Sekil 3.4 Hsp90-bazl: siiper saperon makinesi [70]’dan uyarlanmustir.
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Sekil 3.4’de Hsp90-aracili siiper-saperon makinesinin niikleotid-bagimli siklusu
gosterilmistir. Yeni sentezlenmis hedef protein ilk olarak bir Hsp70/Hsp40 saperon
kompleksi ile birlesir. Bu topluluk bir Hsp90/Hsp70-baglayici protein olan p60"® ile
Hsp90’a birlesir. Bu noktada Hsp90, ADP- bagli konformasyondadir. Hsp90’nin bir amino-
ucu niikleotid baglayici cebinde ATP ile ADP’nin degisimi sonucu Hsp90 konformasyonu
degisir. P60"® ve Hsp70/Hsp40 serbest kalir. P50cdc37 ve p23 igeren yardimei saperonlarin
diger seti eklenir. Bu ATP baglh saperon kompleksi hedef proteinleri katlar ve stabilize eder
ve gegcici olarak bu durumda tutunurlar. Bu bir uyariya cevaba ya da liganda baglanmaya
hazirdir. Eger hedef protein liganda baglanmaya ya da uyariya maruz kalmay1 basaramazsa
yeni saperon etkilesimleri ile geri doniisiimii (recycled) olacaktir. Eger ATP-bagimli adim
gerceklesmezse hedef protein ubiquitinasyona ve proteozomal yikima ugrayacaktir. Sonug
olarak Hsp90’nin amino-ucu baglayici cebinde meydana gelen ATP/ADP niikleotid degisimi

Hsp90 saperon mekanizmasini yonlendirerek hedef proteinin gelecegini belirler [70].

3.4.1. Hsp90 Inhibitorleri

GA (Geldanamycin) in vitro deneylerin yani sira in vivo deneylerde de v-Src-
doniigmiis kanser hiicrelerine karsi anti-timor aktivite gdstermistir. GA baslangicta direkt
olarak tirozin kinaz inhibisyonu ile anti-tiimor aktivitesi gosterdigi diigiiniilmiistiir. Ancak bir
in vitro kinaz yontemi ile GA’nin higbir Src ya da onun fosforilasyon aktivitesi inhibisyonu
ile direkt olarak etkilesmedigi gosterilmistir. Sonug olarak GA’nin Hsp90’1 direk hedefledigi
belirlenmistir. Ansamycin, ATP ya da ADP’den daha biiyiik bir ilgi ile Hsp90-baglayici
cepte niikleotidin yerini alan peptid shepherdin gibi N-ucu inhibitérleridir. Boylelikle Hsp90
saperon siklusunda kisa-sirkiilasyon meydana gelir. Hsp90 inhibitorleri niikleotid-bagimli
sikluyu engeller. Promotor alana GA baglanmis siiper-saperon makinesi toplulugu saperonun
ADP bagli konformasyonuna benzer ve ubiquitin-proteozomal sisteme hedef proteinin
hedeflenmesi ile sonuglanir ve hedef protein burada yikilir. Bu sekilde Hsp90 inhibisyonu,
Hsp90 hedef proteinlerin yari-omriini diizenli olarak kisaltmaktadir. Hsp90 tiimoér hiicreleri
gibi normal hiicrelerin fonksiyonu igin de gereklidir. Bu nedenle Hsp90 inhibisyonu
malignantlik i¢in segici olamayabilir. Preklinik ve klinik gézlemler Hsp90 inhibitorlerinin in
vivo’da belirli dozlarda ve program dahilinde toksisiteye neden olmadan anti-timor

aktivitesi i¢in kullanilabilecegini gostermistir [70].
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Proteozomal
yikim

Sekil 3.5 GA (geldanamycin) ile Hsp90 inhibisyonu ve hedef proteinin proteozomal
yikima y6nlendirilmesi [70]’den uyarlanmustir.

3.5. Is1 soku proteini 100 (Hsp100)

Fizyolojik kosullar altinda bu protein, molekiiler saperonlar gibi fonksiyon gostererek,
proteinlerin yeniden diizenlenmesinde gorev alir. Hsp100 protein kiimelerini ayirmak igin onlari
eritir. Ozellikle Hsp100 ailesi icinde yer alan Hspl04 yeni toplanan proteinleri kurtarma
“yetenegine sahiptir. Ayrica Hsp100 mayalarda sicaklik toleransinin kazanilmasinda da gorev

alir. Bitkilerde Hsp100 belli bir 1s1 toleransindan sonra kapasitesini yitirir [44].
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4. MATERYAL ve METOT

4.1. Materyal

B16F10 melanoma hiicreleri Dog. Dr. Nuray Erin (Akdeniz Universitesi, Tip fakiiltesi)
tarafindan gonderilmistir. RPMI-1640 besiyeri, fetal bovine serum (FBS), tripsin,

Penicillin/Streptomisin, MTT ve diger kimyasallar Sigma-Aldrich Inc.’dan temin edilmistir.

4.2. Besiyeri Hazirlamisi

10.4 gr RPMI-1640 850 ml dH,O’da ¢oziindiikten sonra 1N HCI ile pH 4’¢ ayarlanir.
Bu asamadan sonra steril 20 ml NaHCO; (stok % 7.5) ve 22.5 ml glukoz (% 20’lik stokdan), 4
ml HEPES soliisyonu (2.5 M stoktan) ve 1 ml sodyum piriivat soliisyonu (1 M stoktan)
konulduktan sonra pH 7.1’ 1 N NaOH ile ayarlanir. 10 ml Pen/Strep antibiyotik karigim
eklendikten sonra besiyeri hacmi 1L’ye tamamlanir. 1L kapasiteli disposable Millipore
filtrasyon sistemi (por ¢ap1 0.22 pm) ile Laminer Flow kabini i¢inde filtre edilir. Filtre edilen

besiyerinin 900 ml’sine 100 ml FBS konulur. 4°C’de muhafaza edilir.
4.3. Hiicre Kiiltiirleri

B16F10 hiicreleri 37°C’de % 5 COy’lik ortam saglayan HF90 inkiibatoriinde
cogaltildilar. Stok kiiltiirler 25 cm” steril Corning Flasklarda ve deney kiiltiirleri ise 35 mm x 10
mm steril petri kaplarinda gogaltildilar. Hiicre pasaji ¢ogunlukla ~% 70 yogunlukta yapildi.
Hiicreler 1 ml % 0.25’lik tripsin ile yikandiktan sonra 2 ml % 0,25 tripsin flasklara (PBS de
hazirlandi) konuldu ve B16F10 hiicreleri ~30 saniye tripsin ile muamele edildi. Tripsin, vakum
pompasina bagl pastor pipeti ile aspire edildikten sonra hiicreler 1/10 oraninda yeni besi yeri ile

seyreltilerek flasklara ekildi. Hiicre pasaji her 3 giinde bir periyodik olarak yapildi.
4.4. MTT testi

B16F10 hiicre kiiltiirleri 35 mm x 10 mm steril kaplarda, 37 °C, % 5 CO2’ de
logaritmik faza ulasana kadar inkiibe edildiler. Logaritmik fazdaki hiicreler PS-341 ve
quercetinin farkli konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlar1 ile muamele edilerek inkiibatdrde 24
saat muamele edildiler. 24 saatin sonunda besiyerleri tiiplere alindi. Tiipler 2700 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi ve siipernatantlar atildi. Pelletler ise tekrar petrilere eklendi. Her petriye 2
ml 0.5 pg/ul MTT ve % 0.5 FBS iceren besiyeri konuldu. Petrilerin etrafi aliminyum folyo ile
sarilarak inkiibatdrde 4 saat inkiibe edildi. 4 saatin sonunda petrilerdeki besiyerleri tiiplere alindi

ve 2700 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar atildi pelletler ise tekrar petrilere
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eklendi. Her petriye 200 pl % 3 SDS ve 1 ml 40 mM HCl/izopropanol konuldu. Pipetleme ile
homojenizasyon gergeklestirilerek 6rnekler ependorf tiiplerine alindi. Ependorflar 12000 rpm’de
5 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra ependoflarin siipernatantindan 100 pl alinarak 900
ul % 3 SDS 40 mM HClizopropanol ile seyreltildi (1/10 seyreltme). Ornekler
spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda 6l¢iildii.

istatistiki Analizler:

Istatistiki analizler, GraphPad Prism 3.03 programi ile yapilmistir. Deney sonuglari
ortalama + SEM olarak sunuldu. Deneylerin istatistiki analizi one-way ANOVA ve Bonferroni

coklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. p < 0.05’den kiiciik degerler 6nemli kabul edilmistir.

4.5. Kullamlan Soliisyonlar
MTT

49.750 ml besiyerine 250 pl FBS ilave edildi. 50 ml'de % 0.5 FBS igeren besiyerine
0.025 gr MTT konuldu. MTT ¢6ziinene kadar karistirildi.

%3 SDS

1.5 g SDS 50 ml dH,0’da ¢oziiliir.
40 mM HCVizopropanol

1M stok HCI ¢ézeltisinden 2 ml alimir. Uzerine 48 ml izopropanol ilave edilir.
4.6. Kullamlan Cihazlar:

e HF 90 marka CO, inkiibator.

e SANYO derin dondurucu.

e Niive marka otoklav.

e HANNA marka pH 6l¢iim cihazi.

e Motik marka inverted mikroskop.

e Motic marka mikroskop kamerasi

e Hettich ZENTRIFUGEN marka santrifiij

e GYRO-ROCKER STR 9 marka galkalayici.

e BIO-RAD Smart SpecPlus marka spektrofotometre.
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5. SONUCLAR

B16F10 hiicre kiiltiirleri 35 x 10 mm’lik steril petrilerde logaritmik faza gelene kadar
cogaltildilar. Bu hiicrelere asagida belirtilen konsantrasyonlarda PS-341 ve quercetin muamelesi
yapilarak inkiibatérde (37 °C, % 5 CO,) inkiibe edildiler. 24 saat sonunda her petrideki

hiicrelerin morfolojileri inverted mikroskop yardimiyla incelenip kaydedildi.

Sekil 5.1’deki PS-341’in farkli konsantrasyonlar ile muamele edilmis B16F10 hiicreleri
10x’lik objektif ile inverted mikroskopda incelendiginde, kontrol grubunda hiicrelerin petri
dibine yapisik, petrinin tamamen hiicre ile dolu oldugu goriilmektedir. PS-341 1 nM muameleli
petride, hiicre morfolojisinde ve miktarinda kontrol grubu ile arasinda bir fark gézlenmemistir.
Fakat, 10 nM, 50 nM, 100 nM, 1 uM ve 10 uM PS-341 ile muamele edilmis petrilerde hiicre
miktar1 azalmis, apoptotik hiicrelerin karakteristik 6zellikleri olan hiicrelerin kiigiiliip
biiziilmesi, birbirlerinden ayrilmasi ve besiyerinde asili bir vaziyette durmasi gibi morfolojik

degisimler gdzlenmistir.

Sekil 5.2°deki quercetinin farkli konsantrasyonlar1 ile muamele edilmis B16F10
hiicreleri 10x’lik objektif ile mikroskopda incelendiginde, DMSO (kontrol) grubu petrisi ile 100
nM, 1 puM, 10 pM, quercetin ile muamele edilmis petriler arasinda hiicre miktar1 ve
morfolojileri arasinda fark gozlenmemistir. Fakat, 50 uM, 100 uM ve 200 pM quercetin ile
muamele edilmis petrilerde hiicre miktarinda azalma, hiicrelerin kiigiiliip biiziilmesi ve besi

yerinde asili kalmasi gézlenmistir.

Hiicrelerin morfolojik degisimlerinden elde ettigimiz sonuglara gére B16F10 melanoma
kanser hiicreleri proteozom inhibitorii PS-341’e ve Hsp70 inhibitorii quercetine karsi

hassastirlar.

PS-341 ve quercetinin ICsy degerini hesaplamak i¢in morfolojileri kaydedilmis petrilere
MTT testi uygulandi. MTT testinin sonuglari GraphPad Prism 3.03 programu ile istatistiki
analizi yapildi. Bu istatistiki analize gore PS-341’in ICsy degeri 1.3 nM, quercetin’in ICsq degeri
45 uM olarak tespit edilmistir. PS-341 ile quercetin ICs, degerleri arasinda son derece biiyiik bir
fark tespit edilmistir (~ 35 x 10° kat). Bu da, PS-341’in, BI6F10 melanoma kanser hiicre
dizilerinde quercetine gore ¢ok daha giiglii bir sekilde sitotoksik etki yarattigin1 gostermektedir.
ICso degeri bulunan PS-341 ve quercetinin muameleli B16F10 hiicrelerinin % sagkalim

grafikleri ¢cikarilmistir (Sekil 5.3 ve Sekil 5.4).
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Sekil 5.1 PS-341 muamelesi sonrasi hiicre morfolojilerinde goriilen degisiklikler. B16F10
hiicreleri 35 x 10 mm steril petrilerde esit olarak ekildi. Logaritmik fazdaki hiicreler izotonik
NaCl soliisyonu, ilag ¢oziiciisii (kontrol) ve PS-341’in farkli konsantrasyonlari (0.001, 0.01, 0,5,
0.1, 1 ve 10 uM) ile 24 saat muamele edildi. 24 saat sonunda hiicre morfolojileri 10x’lik
objektif ile inverted mikroskopda incelenip kaydedildi.



36

%0.1 DMSO

0.1 uM

10 uM

50 uM

100 uM

Sekil 5.2 Quercetin muamelesi sonrasi hiicre morfolojilerinde goriilen degisiklikler. BI6F10
hiicreleri 35 x 10 mm steril petrilerde esit olarak ekildi. Logaritmik fazdaki hiicreler % 0.1 DMSO
(kontrol) ve quercetinin farkli konsantrasyonlari (0.1, 1, 10, 50, 100 ve 200 pM) ile 24 saat
muamele edildi. 24 saat sonunda hiicre morfolojileri inverted mikroskop ile incelendi.
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Sekil 5.3 B16F10 hiicrelerinde PS-341 muamelesi sonucu meydana gelen biiyiime inhibisyonu.
Hiicreler PS-341’in farkli konsantrasyonlari (0.001, 0.01, 0.5, 0.1, 1 ve 10 uM) ile 24 saat muamele
edildi. Hiicrelerin ICsy degeri ve % sagkalim grafigi MTT yontemi ile belirlendi.
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Sekil 5.4 B16F10 hiicrelerinde quercetin muamelesi sonucu meydana gelen biiylime inhibisyonu.
Hiicreler quercetinin farkli konsantrasyonlari (0.1, 1, 10, 50, 100 ve 200 uM) ile 24 saat muamele
edildi. Hiicrelerin ICsy degeri ve % sagkalim grafigi MTT yontemi ile belirlendi.
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Elde ettigimiz sonuglardan yola ¢ikarak PS-341 ve quercetin ile kombinasyon
olusturmanin B16F10 melanoma hiicre dizilerini daha etkili bir sekilde ortadan kaldirabilecegi
varsayiminda bulunduk. Bunun i¢in B16F10 hiicre kiiltiirleri 35 x 10 mm’lik steril petrilerde
iiretildikten sonra kontrol, 10 nM PS-341, 45 uM quercetin ve 10 nM PS-341 + 45 uM
quercetin ile 24 saat siiresince muamele edildiler. 24 saat sonunda ilk olarak petrilerdeki
hiicrelerin morfolojileri inverted mikroskop yardimiyla incelenip kaydedildi (Sekil 5.5). Sekil
5.5 incelendiginde PS-341’in hiicreleri giiclii bir sekilde ortadan kaldirdigi goriilmiistiir.
Quercetinin ise diger yaptigimiz deney ile benzer sekilde PS-341’e gore daha zayif bir sekilde
hiicreleri ortadan kaldirdig1 goriilmiistiir. PS-341 ve quercetin kombinasyonunda ise hiicre
miktarinda azalma go6zlenmistir. Fakat kombinasyonun etkisinin PS-341’in tek basma
etkisinden daha zayif oldugu goriilmiistiir. Bu sonucu istatistiki agidan teyit etmek icin hiicrelere
MTT testi uygulanarak sonug¢lar GraphPad Prism 3.03 programu ile veri haline getirildi. BI6F10
hiicrelerinin % sagkalim grafigi incelendiginde kontrol grubu ile ilag muameleleri [10 nM PS-
341 (p<0.05), 45uM quercetin (p<0.05), 10 nM PS-341 + 45 uM quercetin (p<0.001)]
arasindaki fark istatistiki agidan 6nemli bulunmustur. Fakat ilag muameleleri (10 nM PS-341,
45 uM quercetin, 10 nM PS-341 + 45 uM quercetin) arasinda istatistiki agidan 6nemli bir fark
bulunmamustir (Sekil 5.6).

Yaptigimiz deneyin sonucunu teyit etmek ve daha yiiksek ilag konsantrasyonlarinda
hiicrelerin morfolojilerini ve % sagkalimimi incelemek icin diger bir deneyde B16F10 hiicre
kiiltiirleri 35 x 10 mm’lik steril petrilerde logaritmik faza gelene kadar iiretildikten sonra 100
nM PS-341, 50 uM quercetin, 100 nM PS-341 + 50 uM quercetin, 100 uM quercetin, 100 nM
PS-341 + 100 uM quercetin ile 24 saat muamele edildiler. 24 saat sonunda ilk olarak
petrilerdeki hiicrelerin morfolojileri inverted mikroskop yardimiyla incelenip kaydedildi (Sekil
5.7). MTT testi uygulanarak sonuglarin GraphPad Prism 3.03 programu ile istatistiki analizi
yapildi. Kontrol grubu ile ilag muameleleri arasinda istatistiki agidan 6nemli fark oldugu tespit
edilmistir (p<0.001). Fakat, 100 nM PS-341, 50 uM quercetin, 10 nM PS-341 + 50 uM
quercetin arasinda istatistiki agidan 6nemli bir sonu¢ bulunamayarak yukaridaki sonug teyit
edilmistir. Ayrica 100 pM quercetin ve 10 nM PS-341 + 100 uM quercetin ilag muameleri ile
diger ilag muameleleri arasinda istatistiki a¢idan 6énemli bir fark bulunmustur (p<0.05). Yine,
100 uM quercetin ve 10 nM PS-341 + 100 uM quercetin arasinda istatistiki agidan énemli bir
fark bulunmamustir (Sekil 5.8). Bu deneylerden ¢ikardigimiz sonuca gore B16F 10 hiicre dizileri
proteozom inhibitdrii PS-341 ve Hsp70 inhibitorii quercetin’e karsi hassastir. Fakat, PS-341 ve
quercetin kombinasyonunun B16F 10 hiicre dizilerinde etkili bir tedavi olusturmayacagi sonucu

tespit edilmistir.
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Sekil 5.5 B16F10 hiicrelerinde 10 nM PS-341, 45 uM quercetin ve kombinasyonu sonrast
goriilen morfolojik degisiklikler.
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Sekil 5.6 B16F10 hiicrelerinde 10 nM PS-341, 45 uM quercetin ve kombinasyonu sonrasi
goriilen % sagkalim grafigi. Hiicreler steril petrilerde logaritmik faza gelene kadar iiretildikten
sonra 10 nM PS-341, 45 uM quercetin ve 10 nM PS-341 + 45 uM quercetin ile 24 saat
muamele edilmistir. Sonuglar Materyal ve Metotta belirtilen MTT yontemiyle belirlenmistir.
Sonuglar, ortalama = SEM olarak sunulmustur (n = 2) (PS: PS-341, QC: Quercetin).
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Sekil 5.7 100 nM PS-341, iki farkli quercetin konsantrasyonu ve kombinasyonlar1 sonrasi
goriilen morfolojik degisiklikler.
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Sekil 5.8 100 nM PS-341, iki farkli quercetin konsantrasyonu ve kombinasyonlar1 sonrast
goriilen % sagkalim grafigi. Hiicreler steril petrilerde logaritmik faza gelene kadar iiretildikten
sonra 100 nM PS-341, 50 uM, 100 uM quercetin, 100 nM PS-341 + 50 uM quercetin, 100 nM

PS-341 + 100 uM quercetin ile 24 saat muamele edilmistir. Sonuglar Materyal ve Metotta

belirtilen MTT yoOntemiyle belirlenmistir. Sonuglar, ortalama + SEM olarak sunulmustur (n = 2)
(PS: PS-341, QC: Quercetin).
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6. TARTISMA

Clarke ve arkadaslar1 apoptozisi dogal gelisimsel hiicre 6liimii ve toksin uygulamasi
sonrast olusan hiicre 6liimii olarak tanimlamislardir ve bu tip hiicre 6liimiiniin, hiicre kii¢iilmesi,
kromatin yogunlagmasi, ¢ekirdek i¢inde bulunan DNA’nin fragmentlere ayrilmasi ve apoptotik
cisimciklerin olusumu gibi 6zellikleriyle ayirt edildigini sdylemistir [71-72]. Uzerinde
calistigimiz B16F10 kanser hiicreleri proteozom inhibitérii PS-341 ile muamele ettigimizde
hiicrelerin petri kabinin dibinden kalktigin1 ve besiyeri ortaminda yiizer bir hal aldigini,
kiiresellestigini, kiiciiliip biiziildiiglinli, komsu hiicrelerden ayrildigini, membran zarinda kii¢iik
vezikiillerin olustugunu ve iizerine diisen 15181 daha c¢ok yansittigini gozlemledik. Benzer
morfolojik degisikliler Yerlikaya ve ark. (2009) tarafindan B16F10 melanoma ve 4T1 meme
kanser hiicrelerinde tespit edilmistir [33]. Yine, Zhang ve ark. (2005) tarafindan HeLa
hiicrelerinin 0.1 pM 4DPG ile muamele edilmesi sonucu benzer morfolojik degisikler
kaydedilmistir ve bu hiicrelerin apoptozise ugradiklari goriilmistiir [73]. Benzer sonuglar,
spesifik proteozom inhibitorleri LLnV ve PSI ile muamele edilmis HL60 hiicrelerinde ilag
ilavesinden yaklasik olarak 3-4 saat sonra hiicrelerin bir kisminda apoptozis gozlenmis ve
morfolojik olarak da hiicre membraninda keseler ve hiicre kii¢iilmesi gdzlenmistir. Uzun stireli
ilag muamelesi sonucunda ise apoptozisin 6nemli belirteclerinden olan DNA fragmantasyonu
gbzlenmistir [74]. Yapilan diger bazi ¢alismalarda ise, bazi tiimor hiicrelerinde (DHL4 lenfoma
ve akciger kanser hiicresi H460) proteozom inhibitorleri ile apoptozis uyarilmasi igin ¢ok
yiiksek konsantrasyon kullanilmasi gerekmektedir; bazilarinda ise proteozom inhibitorleri

apoptozis uyarilmasina tamamen engel olmaktadirlar [75-77].

Proteozom inhibitorleri kisminda bahsettigimiz {izere PS-341 bir boronik asit
analogudur. Bir¢ok tiimor ¢esidine (multiple miyeloma, lymphoma, prostat) kars: etkili oldugu
goriildiigli icin Amerikan Saglik Bakanligi tarafindan kanser tedavisinde kullanilmak iizere
onaylanmigtir. PS-341 proteozomun kimotripsin benzeri aktivitesini geri doniisiimlii olarak
inhibe eder. PS-341 muamelesi hiicrelerde G2-M fazinda hiicre siklusunun bloke olmasina ve
hiicrelerin y1gilmasina neden olmustur. Hiicrelerin PS-341 ile uzun siireli muamelesi apoptozise
neden olmaktadir. Bundan bagka PS-341, in vivo sartlarda proteozom aracili IkB (NFxB
inhibitori) yikimimi ve NFxB (hiicre sagkalimini arttiran transkripsiyon faktorii)-bagimli gen
expresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir [3, 40, 43]. PS-341’in bu sitotoksik ve proapoptotik
etkileri hiicre sagkaliminda Onemli gorevler {iistlenen Hsp’lerin miktarini arttirmaktadir.
Proteozom inhibisyonu sonucu hiicrede miktar1 artan Hsp70 membranlar arasinda protein

translokasyonundan apoptozisin diizenlenmesine kadar birgok hiicresel siiregte rol almaktadir.
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Hsp70’in hiicredeki miktar1 1s1 soku, tiimor nekroz faktorii, biiylime faktorii geri ¢ekilmesi,
oksidatif stres, kemoterapik ajanlar, seramid ve radyasyon gibi apoptotik uyarilara cevap olarak
artmaktadir. Li ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada Hsp70’in antiapoptotik etkisinin seramid
uyarilmali apoptozisde kaspaz-3 ve SAPK/INK aktivasyonunu engellemek suretiyle meydana
getirdigini belirtmislerdir [59-60]. Yerlikaya ve ark. yaptiklari bir c¢alismada B16F10
hiicrelerinin 10 uM PS-341 ile 6 saat muamelesi sonras1 Hsp70 miktarinda yaklasik % 30’luk
bir artis tespit etmislerdir [78]. Benzer sekilde Combaret ve ark.10 nM PS-341 ile 48 saat
muamele edilen CLB-Sedp, SHEP, CLB-Ga ve IMR32 hiicre dizilerinde Hsp70 miktarindaki
artig1 tespit etmislerdir [79]. Yine Hsp70 miktarindaki ve bununla beraber Hsp27 ve Hsp90
miktarindaki artis1 Mitsiades ve ark. MMI1.S hiicrelerinin PS-341 muamelesi sonrasi 8. saatten
itibaren tespit etmislerdir [80]. PS-341 muamelesi sonrasi hiicrelerde miktar1 artan bu Hsp
proteinleri PS-341’in sitotoksik ve proapoptotik etkilerini azaltabilecegini varsaydik. Bu
nedenle proteozom inhibitorii PS-341 ile birlikte Hsp inhibitorleri kullanmanin B16F10
hiicrelerini daha giiclii bir sekilde ortadan kaldirabilecegini diisiindilk. Bu nedenle Hsp70
inhibitorlerinden biri olan quercetinin sitotoksik etkilerini arastirdik. Bilindigi {izere quercetin,
ozellikle meyve ve sebzelerde bol olan bir flavonoittir ve giiglii bir antioksidandir. Son giinlerde
yapilan c¢aligsmalarda quercetinin proteozom aktivasyonunu inhibe ederek apoptozisi uyardigi,
G4/S ya da G,/M fazinda hiicre siklusunun durmasina sebep oldugu, p21 ifadesini arttirdig:
tespit edilmistir [62-63].

Yukarida bahsettigimiz PS-341 ve quercetinin sitotoksik ve apoptotik etkilerinden
dolaytr bu caligmamzda proteozom inhibitorii PS-341 ve Hsp70 inhibitdrii quercetinin ve
ikisinin kombinasyonunun B16F10 melanoma kanser hiicre dizilerine sitotoksik etkilerini
aragtirdik. 11k olarak PS-341 ve quercetinin farkli konsantrasyonlari ile 24 saat muamele edilmis
B16F10 hiicrelerindeki morfolojik degisiklikler inverted mikroskop yardimiyla incelendi. Buna
gore Hsp70 inhibitdrii quercetin B16F10 hiicrelerinde doz-bagimli olarak antiproliferasyona
neden olmustur. Benzer morfolojik degisimleri Wei ve ark. K562, Molt-4, raji ve MCAS
hiicrelerinde tespit etmislerdir. Wei ve ark. tarafindan yapilan deneyde K562, Molt-4, raji ve
MCAS tiimér hiicrelerinin quercetin ile muamelesi sonucu hiicrelerde morfolojik degisimler,
niiklear kromatin kondensasyonu ve niiklear fragmentasyon gdzlemlemisler, bu sonuclarla
quercetin’in bu hiicrelerde apoptozise neden oldugunu tespit etmislerdir [63]. Bu ¢alismada, PS-
341’in quercetine gore ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda ve daha giiglii bir sekilde hiicreleri
ortadan kaldirdigi tespit edilmistir. PS-341 ve quercetinin 1Cs, degerleri hesaplandiginda
aralarinda yaklasik 35000 katlik bir fark tespit edilmistir (PS-341 1C5, = 1.3 nM, quercetin ICsq
= 45 uM). 10 nM PS-341 + 45uM quercetin kombinasyonu ile 24 saat muamelesi sonucu
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beklentimizin aksine enterasan olarak B16F10 hiicrelerinin sagkaliminda 10 nM PS-341 ve 45
UM quercetin ile 24 muamele arasinda istatistiki acidan bir fark tespit edilmemistir.
Sonucumuzu teyit etmek ve PS-341 ve quercetinin yiiksek konsantrasyonlarinda B16F10
hiicrelerinin morfolojilerini belirlemek i¢in yaptigimiz deneyde benzer sonuglar elde edilmistir.
Bu sonugla beklentimizin aksine B16F10 melanoma kanser hiicre dizilerinde proteozom
inhibit6rii PS-341 ile Hsp70 inhibit6rii quercetin arasinda olusturulacak kombine bir tedavinin
ilaglarin tek basina kullanilmasindan daha etkili olmayacagini; hatta quercetinin PS-341’in
etkisini bloke ettigi tespit edilmistir (morfolojik kriterlere gore). Bu c¢alismada, quercetinin
B16F10 hiicrelerinde Hsp70 uyarilmasini bloke edip-etmedigi arastirllmamustir. Fakat,
Yerlikaya ve ark. yaptiklart ¢alismalarda B16F10 hiicrelerinde quercetinin Hsp70’i inhibe

ettigini Western blot yontemi ile belirlemislerdir (Yerlikaya, A., yaymlanmamis sonug).

Elde ettigimiz sonuglara benzer sekilde Liu ve ark. yaptiklar1 calismada doza bagl bir
bigimde quercetinin CLL ve malignant-B hiicre dizilerinde PS-341 tarafindan uyarilan
apoptozisi inhibe ettigini belirlemislerdir. Fakat diger proteozom inhibitorleri lactacystin ve
MG-132 ile olusturulan quercetin kombinasyonunun CLL hiicreleri ile muamelesinde
quercetinin lactacystin ve MG-132 tarafindan uyarilan apoptozis iizerine inhibitor etki
gostermedigini belirlemiglerdir. Sonugta quercetin, farkli proteozom inhibitorleri ile farkll
etkiler gostermistir. Bu nedenle quercetinin PS-341 iizerine inhibitor etkisinin proteozomal
diizeyde olmayabilecegini, ikisinin kimyasal yapisi arasinda bir kompleks olustugunu
belirlemislerdir. Quercetin ve PS-341’in kimyasal yapist incelendiginde quercetin bir katekol ve
PS-341 bir borik asit analogudur. 1,2 dihidroksibenzen (katekol) ile boron asitleri arasinda bir
kompleks olugsmaktadir. PS-341’de bulunan boronik asit ile quercetinin katekol grubu arasinda
olusan boronat kompleksi tarafindan PS-341’in oldiiriicii etkisini ortadan kaldirabilmektedir
(sekil 6.1). Katekol ve boronik asit gruplari arasindaki bu kimyasal kompleks olusumundan
dolay1 arastirmacilar anti-kanser ilaci olarak yapisinda katekol icermeyen sentetik bir flavon
olan flavopiridolii gelistirmislerdir [62]. Dai ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada PS-341 ve
flavopiridol kombinasyonu ile K562 ve Lama hiicrelerinin muamelesi sonucu hiicrelerin giiglii

bir sekilde apoptozise ugradiklarini belirlemislerdir [81].
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Sekil 6.1 PS-341 ve quercetin arasinda boronat ester bagi olusumu [62]’den uyarlanmustir.

PS-341 ile quercetin arasinda olusan kimyasal kompleks PS-341 ve quercetin
kombinasyonunun kanser hiicre dizilerine uygulanmasii engellemektedir. Bu nedenle PS-341
ile baska Hsp70 inhibitorlerinin (shisandrin B, KNK 437 gibi) B16F10 hiicrelerine
uygulanmasinin  alternatif kanser tedavi yOntemlerinin gelistirilmesini  saglayacagi
kanaatindeyiz. Bununla beraber quercetinin B16F10 hiicreleri tizerindeki antiproliferasyon
etkisi umut verici diizeydedir. Bu nedenle quercetinin farkli proteozom inhibitorleri ile
muamelesinin melanoma kanserlerinde etkili olacagi ve alternatif yeni kanser tedavi
yontemlerinin gelistirilmesine yardimci olacagi kanaatindeyiz. Ayrica Hsp27, Hsp60 ve Hsp90
gibi diger Hsp’lerin inhibitorleri ile PS-341 veya baska proteozom inhibitorleri arasinda
olusturulacak bir kombinasyon B16F10 hiicre dizileri iizerine daha gii¢lii bir sitotoksik etki
gbsterebilir. In vitro sartlarda olumlu sonug elde edilen ilag kombinasyonlarinin sitotoksik
etkileri timor olusturulan hayvan deneyleri lizerinde denenebilir. Hayvan deneyleri sonrasi
sitotoksik etkisi belirlenen ve verimli sonuglar alinan ilag kombinasyonlarimin klinik diizeyde

kullanilabilecegi ve alternatif anti-kanser tedavisi olarak gelistirilebilecegi kanaatindeyiz.
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