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Multipl Miyelom Hiicrelerinde CLpP inhibisyonunun Integrin Sinyalizasyonu
Uzerindeki Etkisinin Arastirilmasi
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Fen Bilimleri Enstitiisii
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Multipl miyelom (MM), kemik iliginde monoklonal antikor tireten plazma
hiicrelerinin agir1 proliferasyonu sonucu olusan kan kanseridir. Mevcut tiim tedaviler kiiratif
potansiyele sahip olmadigindan ve hastalarin cogunlugunda niiks olustugundan MM tedavi
edilemez bir malignite olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle, MM biyolojisinin altinda
yatan molekiiler mekanizmalarin iyi anlagilmasina gerek vardir.

MM hiicreleri gogalabilmek ve monoklonal antikor iiretebilmek igin mitokondriyal
fonksiyonlarmin siirdiiriilmesine ihtiya¢ duymaktadir. Ancak, mitokondrilerin hipoksi,
reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve artmis protein homeostazina maruz kalmasi ile olusan stres
sonucunda fonksiyonlar1 bozulabilir. Mitokondriyal homeostazin korunmasinda rol oynayan
mekanizmalardan biri olan mitokondriyal katlanmamis protein yanit1 (UPR™)’nda gorevli
kazeinolitik proteaz proteolitik alt birim (CLpP) mitoproteazi, oksitlenmis proteinleri
elimine ederek ve yanlis dizilmis veya katlanmamuis polipeptitleri par¢alayarak mitokondride
kalite kontrol gdzetimini saglar. Ayrica, MM hiicre adezyonunu, go¢iinii, homingini,
invazyonunu ve kemo-direncin diizenlenmesinde VLA-4 (04 1), VLA-5 (a581) ve integrin
B7 integrinlerinin rol oynadiklar1 gosterilmistir. Ancak, MM hiicrelerinde CLpP nin VLA-4
ve VLA-5 integrinleri iizerine olan etkisi bilinmediginden, bu tez ¢alismasinda CLpP’nin
VLA-4 ve VLA-5 integrinleri arasindaki iligkinin arastirilmasi amaglanmistir.

Bu amag dogrultusunda ¢alismamizda insan MM hiicre hatlar1t NCI H929 ve RPMI
8226’da CLpP’nin inhibisyonu shRNA lentiviriis yontemi ile gerceklestirilmis ve bu
inhibisyonun integrin ailesinden VLA4 ve VLA-5’in mRNA ifadeleri iizerindeki etkisi
kantitaif es-zamanli PCR (qPCR) ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, MM hiicrelerinde
kontrol hiicrelere kiyasla CLpP inhibisyonunun saglandigi hiicrelerde VLA4, VLA-5
integrin B7°nin mRNA ekspresyonundaki 6nemli azalislara yol agtigin1 gostermistir. Sonug
olarak, CLpP’nin MM hiicrelerinde VLA4 ve VLA-5 ifadelerini uyardigi anlagilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: multipl miyelom, mitokondri, UPRmt, CLpP, integrin
Hazirlanan bu Yiiksek Lisans urdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel Arag-tirma
Projeleri Koordinatorliigii tarafindan 0683-YL-20 proje numarasi ile desteklenmistir.
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Investigation of the Effect of CLpP Inhibition on Integrin Signaling in Multiple
Myeloma Cells

Gamze BOZKAYA

Burdur Mehmet Akif Ersoy University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assist. Prof. DILARA AKCORA YILDIZ

May, 2023

Multiple myeloma (MM) is a hematological malignancy characterized by the
excessive proliferation of plasma cells producing monoclonal antibodies in the bone marrow.
As current treatments do not have curative potential and most patients experience relapse,
MM is considered an incurable malignancy. Therefore, a good understanding of the
molecular mechanisms underlying MM biology is essential.

MM cells require the maintenance of mitochondrial functions to proliferate and
produce monoclonal antibodies. However, exposure to mitochondrial stressors, such as
hypoxia, reactive oxygen species (ROS) and increased protein homeostasis, can lead to
mitochondrial dysfunction. The mitochondrial unfolded protein response (UPRmt), which
plays a role in maintaining mitochondrial homeostasis, involves the kazeinolitik protease
proteolytic subunit (CLpP) mitoprotease, which eliminates oxidized proteins and degrades
misfolded or unfolded polypeptides to ensure quality control surveillance of the
mitochondria. Additionally, the role of VLA-4 (a4 B1), VLA-5 (a5p1) and integrin B7
integrins has been shown in regulating MM cell adhesion, migration, homing, invasion and
chemoresistance. However, the effect of CLpP on VLA-4 and VLA-5 integrins in MM cells
IS unknown.

Therefore, the aim of this study was to investigate the relationship between CLpP
and VLA-4 and VLA-5 integrins. In our study, the inhibition of CLpP was achieved using
shRNA lentiviral vectors in human MM cell lines NCI H929 and RPMI 8226. The effect of
this inhibition on mMRNA expression levels of VLA-4, VLA-5 and integrin 7 from the
integrin family was determined by quantitative simultaneous PCR (gPCR). The results
revealed that the inhibition of CLpP in MM cells led to a significant decrease in mRNA
expression levels of VLA-4 and VLA-5 compared to control cells. Therefore, it is concluded
that CLpP stimulates the expression of VLA-4, VLA-5 and integrin 7 integrins in MM
cells.

Keywords: multiple myeloma, mitochondria, UPRmt, CLpP, integrin

The present M.Sc. Thesis was supported by Burdur Mehmet Akif Ersoy University Scientific
Research Projects Coordinatorship Under the Project number of 0683-YL-20.
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1. GIRIS

Multipl miyelom (MM), kemik iliginde plazma hiicrelerinin anormal proliferasyonu
sonucu olusan, en yaygin ikinci hematolojik malignitedir (Tanenbaum vd., 2023). Bu
malignite, miyelom hiicreleri tarafindan salgilanan monoklonal antikor olarak bilinen
monoklonal immiinoglobulin (Ig) veya M-proteinlerinin kan ve/veya idrarda tespiti ile
karakterize edilir. Uretilen bu asir1 ve islevsiz M proteini u¢ organ hasarinin CRAB olarak
bilinen karakteristik klinik belirtilerine yol agcar. CRAB, hiperkalsemi (C), bobrek yetmezligi
(R), anemi (A) ve osteolitik kemik yikimi (B) semptomlarindan olugsmaktadir (Neumeister
vd., 2022). CRAB gelisimine dogrudan veya dolayli olarak yol agan asir1 M protein
iiretiminden dolayl, MM hiicreleri yiiksek seviyelerde proteazom aktivitesine sahiptir. Bu
nedenle, birinci nesil proteazom inhibitdrii (PI) bortezomibin tedavi rejimlerine dahil
edilmesi, MM hastalarinin sag-kalimini1 6nemli 6lgiide iyilestirmistir. Bununla birlikte, cogu
hastada bortezomib direnci gelismekte ve ardindan MM'da 6nde gelen 6liim nedenlerinden
relaps/refrakter durum olusmaktadir. Edinilmis bortezomib direncinin {istesinden gelmek
icin ikinci nesil PI olan carfilzomib ve ixazomib, relaps/refrakter MM (RRMM)'u tedavi
etmek igin onaylanmistir (X. Zhang vd., 2023). Bununla birlikte, carfilzomib direncinin
kazanilmasi, MM tedavisinde bir engel haline gelmistir ve bu, RRMM'li hastalarin tedavisi
icin yeni terapodtik segeneklerin hala gerekli oldugunu gostermektedir. Nitekim yakin
zamanda CAR-T hiicre stratejisinin RRMM hastalarin tedavisinde klinik uygulamaya
gecilmesi, MM tedavisi i¢in umut vaat etmektedir. Ancak, MM tedavisinde kullanilan
kemoterapotik ajanlara karsi kaginilmaz direng gelisimi nedeniyle su anda MM tedavi
edilemez olarak kabul edilmekte ve bu nedenle MM’da maligniteyi yonlendiren molekiiler
mekanizmalarin daha iyi anlasilmasina gerek duyulmaktadir.

MM hiicre canliiinin siirdiirilmesi ve PI'ne karst direng gelisiminde mitokondri
onemli bir rol oynamaktadir (Song vd., 2013); (Zheng vd., 2018). Mitokondri, hiicrede enerji
talebini karsilamak icin oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) ve trikarboksilik asit (TCA)
dongiisii yoluyla biiylik miktarlarda adenozin trifosfat (ATP) ve ara metabolitler iiretir.
Biyoenerjik ve biyosentetik rollerine ek olarak, mitokondri ayrica hiicresel sinyalizasyonda,
kalsiyum homeostazinin siirdiiriilmesinde, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretiminde ve
apoptozda rol oynamaktadir (Fischer vd., 2012). Islevsel bir mitokondri hiicre sagliginin

korunmasinda énemli iken, mitokondriyal yetmezlik ya da islev kaybi kalitsal metabolizma
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bozukluklari ve yaslanmay1 da igine alan gesitli patolojilerle iliskilidir. [laveten, mitokondri,
apoptotik veya nekrotik hiicre 6limiiniin merkezi uygulayicisi olarak hareket ettiginden,
hiicre 6limiinii 6nlemek i¢in mitokondriyal kalite iyi kontrol edilmelidir. Mitokondriler,
homeostazlarin1 korumak i¢in birgok mekanizma gelistirmistir. Birincisi, mitokondrilerin
kendi proteolitik sistemleri mevcuttur ve bu onlarin mitokondriyal fonksiyonu potansiyel
olarak bozabilecek yanlis katlanmis proteinleri par¢alamalarina izin verir. ikincisi, hasarl
dis mitokondriyal membran proteinleri proteazom tarafindan pargalanabilir. Ugiinciisii,
mitokondri, mitokondrinin hasarli bilesenlerini onarmak i¢in siirekli fisyon ve fiizyona
ugrayabilir; bu, fisyon islemi yoluyla hasarli mitokondrilerin ayrilmasina ve fiizyon islemi
yoluyla sagliklt mitokondriler arasinda materyal aligverisine izin verir. Dordiinciisi,
mitokondrinin bir kism1 tomurcuklanip oksidatif stres kosullar1 altinda mitokondri kaynakli
vezikiiller (MDV) olusturabilir, bunlar MDYV i¢indeki oksitlenmis mitokondriyal proteinleri
pargalamak i¢in lizozomlarla daha fazla birlesir. Besincisi, hasarli mitokondri,
mitokondriyal sferoidler olusturabilir ve muhtemelen hasarli mitokondrinin ¢ikarilmasi igin
alternatif bir yol olarak hizmet edecek lizozomal belirtecler edinebilir. Son olarak, hasarli
mitokondri, mitofaji yoluyla lizozomdaki bozulmalarini tetiklemek icin otofagozomlar
tarafindan sarilabilir (Ni vd., 2015; X. Zhang vd., 2023).

Bu sistemler arasinda yer alan mitokondriyal katlanmamis protein yaniti (UPR™),
hiicrelerin mitokondriyal islev bozuklugu sirasinda mitokondriyal protein homeostazini
korudugu bir mekanizma olarak tamimlanan adaptif bir transkripsiyonel yanmittir. UPR™
mitokondriyal matrikste katlanmamis proteinlerin birikmesi dahil olmak iizere ¢esitli
mitokondriyal stres faktorlerine yanit olarak aktive edilir (T. Wang vd., 2018). Memeli
hiicrelerinde UPR™'nin énemli diizenleyicileri ATF4, CHOP, HSP60, HSP10, kazeinolitik
proteaz proteolitik alt birim (CLpP), LON peptidaz 1, (Lonpl), JNK2, c-Jun, C/EBP
proteini, Sirtuin3 (SIRT3) ve ATF5 oldugu bulunmustur (Gu vd., 2021). UPRmt’a katilan
saperon ve proteazlardan kazeinolitik proteaz veya peptidaz P (CLpP), mitokondriyal
matrikste yer alan proteolitik aktiviteye sahip ATP bagimli bir serin proteazdir (Nouri vd.,
2020). Normal mitokondriyal fonksiyonun gerceklesmesinde protein kalitesini saglamak
lizere esasen yanlig katlanmis ve/veya hasar gormiis proteinlerin degredasyonunu katalize
eder. OXPHOS ve TCA dongiisiindeki proteinler, Ozellikle CLpP'nin substratlaridir.
CLpP'nin inhibisyonu veya hiperaktivasyonu, mitokondriyal biyoenerjetik ve biyosentetik
metabolizmanin bozulmasma yol a¢maktadir. CLpP asir1 ekspresyonu, hematolojik

maligniteler dahil olmak iizere c¢esitli kanserlerde gozlemlenmistir (Nouri vd., 2020).
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Bununla birlikte, CLpP mitoproteazinin MM hiicrelerinde oynadigi dnemli roller tam olarak
aydinlatilamamastir.

Mitokondriyal fonksiyondaki degisiklikler, kanser hiicrelerinin hizla ¢ogalmasina ve
metastaz yapmasina izin verir. Mitokondriyal fonksiyonun yerine getirilmesinde integrinler,
Rho GTPazlara bagimli bir mekanizma ile sinyal iletiminde gorev yaparlar (Werner ve
Werb, 2002). MM hiicreleri, kemik iligi mikrogevresinde ekstraselliiler matriks (ECM)
proteinlerine veya kemik iligi stromal hiicrelerine yapisir. Bu hiicrelerle etkilesimlerde
integrinler ve sindekan-1/CD138, immiinoglobulin siiper ailesi, hiicresel adezyon
molekiilleri ve diizenleyicileri vardir. integrinler, MM hiicreleri de dahil olmak iizere, bircok
hiicre tipi tarafindan eksprese edilen genis bir heterodimerik membran glikoprotein ailesidir.
Hiicre dis1 madde ile hiicre-hiicre adezyon molekiilleri arasindaki etkilesime aracilik eden
birincil reseptorler olarak islev goriirler. B1 integrin ve 6zellikle Cok Geg¢ Goriinen Antijen
(04 B1, VLA-4, CD49d) ve VLA-5 (04B7, CD49e) gibi ¢cok geg¢ antijenler, MM hiicre
hatlarinda ve hastadan tiiretilen miyelom hiicrelerinde ifade edilmektedirler. Ozellikle bu
integrinlerin, MM hiicre adezyonunu, goégiinli, homingini, invazyonunu ve ayrica ilag
direncini diizenlemede rol oynadiklari bilinmektedir (Hosen, 2020). Ayrica MM
hiicrelerinde varlig1 saptanan ve Proto-onkogen c-Maf veya V-maf (MAF) gen aktivasyonu
ile iligkili oldugu bilinen integrin-f7'nin MM hiicre yapigmasi, gogii, istilasi, BM homingi
ve ilag direncinde kritik bir rol oynadigini gosterilmistir (Neri vd., 2011).

MM tedavisinde oksidatif stresi indiikleyen kemoterapdtik ajanlarm kullanimi ve
mitokondride OXPHOS nedeniyle ROS'daki artisin mitokondriyal homeostaza zarar
vermesini engelleyen mekanizmalardan UPR™de gorev yapan CLPP nin integrin ifadesi ve
sinyalizasyonu {izerine olan etkisi tam olarak bilinmemektedir. Calismamizda insan MM
hiicre hatlar1 NCI H929 ve RPMI 8226°da CLpP’nin inhibisyonu shRNA lentiviriis yontemi
ile gerceklestirilmis ve bu inhibisyonun integrin ailesinden VLA4, VLA-5 ve integrin-$7°nin
mRNA ifadeleri lizerindeki etkisi kantitaif es-zamanlit PCR (qPCR) ile belirlenmistir. Elde
edilen sonuglar, MM hiicrelerinde CLpP inhibisyonunun VLA4, VLA-5 ve integrin-f7’nin
mRNA ekspresyonundaki 6dnemli azalislara yol a¢tigin1 ve CLpP’nin VLA4, VLA-5 ve

integrin-B7’°nin ifadelerini uyardigimi gostermektedir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Multipl Miyelom (MM)

Multipl miyelom (MM), neoplastik plazma hiicrelerinin kontrolsiiz cogalmasinin neden
oldugu tedavi edilemez bir hematopoetik malignitedir. Her yil diinya ¢apinda yaklasik
140.000 yeni tanis1 konmus hasta bulunmaktadir. Bu nedenle 16semiden sonra en sik goriilen
kan kanseridir (Wallington-Beddoe ve Mynott, 2021). Multip] miyelomun, kadinlara
nazaran erkeklerde goriilme siklig1 daha yiiksektir. Hastalarin ortalama tani yasinin 65 yas
civarinda oldugu bilinmektedir (Rajkumar, 2022). MM, kemik iliginde (KI) malign plazma
hiicrelerinin klonal proliferasyonu, litik kemik lezyonlari, kanda veya idrarda monoklonal

protein ile iliskili immiin yetmezlik ile karakterize edilmistir (Mimura vd., 2015).

MM, o6nce premalign bir durum olan 6nemi belirsiz monoklonal gamopati (MGUS)’den
gelismektedir (Rajkumar, 2016). MGUS, i¢in i¢in yanan multipl miyelom (SMM) olarak
bilinen bagka bir asemptomatik, ancak daha ileri premalign asamaya ilerleyebilmektedir.
SMM, MM'ye ilerleme agisindan ¢ok daha yiiksek bir risk ile MGUS'tan ayrilmaktadir (Ho
vd., 2020). Uluslararast Miyelom Calisma Grubu (IMWG) MM tani kriterlerini revize
etmeden 6nce SMM, idrarda >500 mg ve >10 serumda monoklonal protein varlig: ile
tanimlanmistir. Herhangi bir CRAB semptomu (hiperkalsemi, bobrek yetmezligi, anemi
veya litik kemik lezyonlar1) olmayan kemik iligi plazma hiicreleridir. SMM, taniy1 takip
eden ilk 5 yilda MM'ye ilerleme riski yi1lda %10, sonraki 5 yilda yilda %3'e ve tanidan 10
yil sonra yilda %]1'e diisen bir hastaliktir (Ho vd., 2020). MM hiicreleri tarafindan asiri
uiretilen fonksiyonel olmayan monoklonal proteinler (immiinoglobulin G [IgG], IgM veya
IgA veya nadiren IgE veya IgD veya hafif zincir proteinidir (kappa veya lambda)), organ
hasarima neden olmaktadirlar. Hastaligin klinik belirtileri, hiperkalsemi, bobrek yetmezligi,
anemi ve/veya litik lezyonlu kemik hastaligi gibi son organ hasari belirtilerini (CRAB olarak
siiflandirilan organ hasari gibi belirgin klinik semptomlar) veya patolojik kiriklar
icermektedir (Rajkumar vd., 2014). MM'nin teshisi i¢in birden fazla crab semptomlarinin

bulunmasi gerekmektedir (Michels ve Petersen, 2017).

2.1.1. MM Tedavisi
MM tedavisinde son yirmi yilda “tanisal ve terapdtik bir devrim” meydana gelmesine
ragmen, MM mevcut literatiirde hala tedavisi olmayan bir hastalik olarak kabul edilmektedir

(Gozzetti ve Bocchia, 2022). Ozellikle, proteazom inhibitdrii bortezomib ile carfilzomib ve
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immiinomodiilator ilaglardan (IMiD'ler) talidomid, lenalidomid ve pomalidomid gibi yeni
tedavilerin uygulanmasi, MM hastalarinin genel sagkaliminin iyilesmesine neden
olmaktadir. (Das vd., 2022). Bu ilaglar ayrica immiinosupresif bir ilag olan deksametazon
ile birlestirilebilmektedir. Genel sagkalimdaki bu gelismelere ragmen, MM'lu hastalar
sonunda niiks etmektedir. Niiksiin ana nedeni ila¢ direncinin olusmasidir. Mevcut
tedavilerdeki gelismelere ragmen, MM'lu hastalar hala belirli bir tedavi direnci agamasina
kadar ilerleyebilmektedirler. Kemodirencin, ilacin disar1 pompalanmasi, apoptozun
inhibisyonu, ila¢ inaktivasyonu, ilaca bagli DNA hasar1 onarimi ve epigenetik etkilerden

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (Maes ve Menu, 2018).

2.2. MM Metabolizmasi

Mitokondri, memeli hiicrelerinde oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) islemiyle hiicre
enerjisinin yaklasik %901 adenozin trifosfat (ATP) formunda iireten ¢ift zarl bir organeldir
(Yan vd., 2019). Bir memeli hiicresindeki diger organellerin aksine, mitokondri,
mitokondriyal solunum i¢in bir dizi 6nemli proteini kodlayan mitokondriyal DNA
(mtDNA)'a sahiptir. Mitokondriyal biyokiitle ve fonksiyon artisina yol agan biyoenerjideki
degisikliklerin, MM dahil hematolojik malignitelerde ila¢ direncine katkida bulundugu
gosterilmistir (Barbato vd., 2020). Tekrarlayan ve direngli MM hastalarinda, MM ilerlemesi
ile iliskili olan artmig mitokondriyal biyogenezin etkisi bulunmaktadir (Zhan vd., 2017).
Glukoz tasima (GLUT4) inhibitorlerinin gelistirilmesi dahil olmak tizere MM'daki
metabolik giivenlik agiklarini hedeflemenin terapdtik yetenegini ve MM'da glukoz ve
glutamin metabolizmasin1 hedefleyen kombine tedavilerin avantajlar1 oldugu bilinmektedir.
Ayrica, ritonavir ile glukoz yoksunlugunda veya GLUT4 inhibisyonunda hayatta kalan MM
hiicrelerinin alt kiimesinde artan mitokondriyal OXPHOS'u hedeflemenin etkili olacagi s6z
konusudur. Bu yiizden MM'da ilag¢ direncinin iistesinden gelmede mitokondrinin kritik etkisi
one siiriilmektedir (Nair vd., 2022). OXPHOS metabolik yolu, elektronlarin mitokondriyal
ic zarda elektron tagima zinciri (ETC) olarak bilinen bir dizi transmembran protein
kompleksine taginmasiyla ATP tiretir. NADH, FADH 2 ve siiksinat elektron vericisi olarak
gorev yapar. Elektronlar multiprotein ETC kompleksleri I ila IV'ten gecerken, protonlar
mitokondriyal matriksten kompleksler I, 111 ve 1V tarafindan zarlar aras1 bosluga pompalanir.
OXPHOS aktif oldugunda, zar boyunca yiiksek bir proton gradyani vardir ve protonlar, i¢
zarlar aras1 bosluktan mitokondriyal matrikse, kompleks V, ATP sentaz yoluyla ATP
sentezini yonlendirerek geri akmaktadir. Oksijen, terminal elektron alicis1 olarak islev

gormektedir (Ashton vd., 2018).

14



Kanser hiicreleri kontrolsiiz c¢ogaldik¢a, bu hiicreler temel destek sistemleri
tarafindan korunmay1 gerektiren bir dizi giivenlik acig1 gelistirmektedir. Ozellikle
mitokondri, kanserin ¢esitli evrelerinde biliylimeye ve hayatta kalmaya katkida
bulunmaktadir. Bununla birlikte, mitokondri ayn1 zamanda, asir1 seviyelerde mitokondriyal
reaktif oksijen tiirleri (mtROS) {iireten genetik degisikliklere ugramaktadir. Fizyolojik
kosullar altinda ve hastaligin erken evrelerinde mitokondri, hiicresel biiylime ve hayatta
kalma i¢in faydali olan orta diizeyde mtROS iiretmektedir. Aym1 zamanda mitokondriyal
fonksiyon bozuklugu koétiilestikce, mtROS seviyeleri tolere edilebilir esigi asabilir ve timor
hiicreleri i¢in oldiiriicii hale gelebilmektedir. mtROS, mitokondriyal proteinlerin agilmasin
ve toplanmasini tesvik ederek mitokondriyi giderek daha kirilgan ve iglevsiz bir durumda

birakabilmektedir (Inigo ve Chandra, 2022).

2.2.1. Mitokondriyal kalite kontroliin saglanmasi

Mitokondriyal fonksiyonun devamliliginin saglanmasinda ve mitokondri kalitesini
korumak i¢in, cesitli sistemler gelismistir. Bu sistemler antioksidanlar, DNA tamir
sistemleri, mitokondriyal katlanmamis protein yamitina (UPR™) katilan saperon ve
proteazlar, mitofaji ve fizyon/flizyon mekanizmalaridir ve bu sistemler bir orkestra seklinde
mitokondriyal biitiinligii kontrol ederler (Ni vd., 2015).

Mitokondri, morfolojisini hiicresel gereksinimlere goére uyarlayabilen dinamik
organeldir. Bu degisiklikler, fisyon ve flizyonu kapsar. Caligmalar, yiiksek veya uzun siireli
bir stres durumunda mitokondrilerin fisyona ugradigini, hafif veya diisiik bir stres
durumunda ise mitokondrilerin fiizyonu tercih ettigini gostermektedir. Ayrica aragtirmalar,
mitokondrilerin stresin dogasina baglh olarak, 6rnegin aglik stresinin fiizyonu indiikledigi,
diisiik glikoz ve ETC inhibisyonunun fisyonu uyararak mitokondrilerin morfolojilerini
degistirebilecegini gdstermistir (Roca-Portoles ve Tait, 2021). Ilaveten, fiizyon mtDNA
biitlinliigliniin, mitokondriyal solunumun, mitokondriyal membran potansiyelinin,
apoptozun ve kalsiyum sinyalinin korunmasinda rol aldigi, fisyonun ise oksidatif hasari
onlemek ve hasarli mitokondrilerin degredasyonunu saglamak icin onemli oldugu
gosterilmistir (Roca-Portoles ve Tait, 2021). Iki mitokondrinin birleserek tek bir
mitokondriye doniistiigli siire¢, mitokondriyal fiizyon olarak bilinir. Cift zar nedeniyle,
mitokondriyal fiizyon hem dis hem de i¢ zar fiizyonunu igerir. Ug biiyiik dinaminle iligkili
GTP hidrolize edici enzim (GTPaz), mitofusin 1 (MFN1), mitofusin 2 (MFN2) ve optik
atrofi 1 (OPA1), fiizyon islemine dahil olur. Ozellikle MFN1 ve MFN2, dis mitokondriyal
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zarda (OMM) lokalize olup, dis zar fiizyonu i¢in gereklidir (Roca-Portoles ve Tait, 2021).
Dis zar flizyonunu takiben OPA 1, mitokondriyal i¢ zar flizyonuna aracilik eder.

Fisyon, mitokondriyal boliinme ve kalite kontrol i¢in olduk¢a 6nemlidir ve dinamik
iliskili protein 1 (Drpl) bu siirecte dnemli bir rol oynamaktadir. U¢ adet Drpl reseptorii,
mitokondriyal fisyon faktorii (MFF), mitokondriyal dinamik proteinler 49 (MiD49) ve
mitokondriyal dinamik proteinler 51 (MiD51), Drpl’in sitoplazmadan OMM’ye
alinmasinda rol oynar (Shen vd., 2022). OMM’de bulunan baska bir protein olan Fisyon 1’in
(Fisl) de Drpl1’i aldig1 gosterilmistir (Roca-Portoles ve Tait, 2021).

A B

" MID{O

Sekil 2.1. Memeli hiicrelerinde mitokondriyal fiizyon (A) ve fizyonun (B) sematik
gosterimi.

Diger bir kalite kontrol mekanizmasi olan mitofaji siirecinde, Once islevsiz
mitokondri tespit edilir, ardindan mitokondriyal networkden ayrilir ve mitofagozom
tarafindan cekilir. Mitofagosom yapilari, mikrotiibiille iliskili protein hafif zincir 3 (LC3) ve
GABARAP olarak siniflandirilan ATGS8 ailesi proteinlerinin  yoklugunda olusur.
Degredasyon i¢in mitofagozomun lizozomlarla flizyonu, zarar gérmiis mitokondrilerin
ortadan kaldirilmasiin son asamasi i¢in gereklidir (Kulikov vd., 2017).Dort ana mitofaji
yolu, serin/treonin-protein kinaz PINK1 (PINK1) /E3 ubikuitin-protein ligaz parkin (Parkin)
aracilt mitofaji, Bcl-2/adenoviriis E1B 19 kDa etkilesimli protein 3 (BNIP3)/NIP3 benzeri
protein X ( NIX) tarafindan diizenlenen mitofaji, 1 (FUNDC1) aracili mitofaji igeren FUN14
alan1 ve lipid iliskili yolaklardir (Kulikov vd., 2017). Degredasyonun tetiklenmesi igin, bu

dort yolun timii ATGS ailesinin tiyeleri ile etkilesime girmelidir.

2.2.2. Mitokondriyal katlanmamis protein yamiti (UPR™)

Protein homeostazinin (proteostaz) siirdiiriillmesi, hiicre canliliginin devami ve
yaslanma {iizerinde Onemli bir etkiye sahiptir. Dengesiz proteostaz, nodrodejeneratif
hastaliklarin gelismesine ve yasa bagli kas zayifliklarinin olusumuna neden olabilmektedir.

Proteostaz, molekiiler saperonlar ve katlanmamis protein tepki yollar1 (UPR) gibi stres
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kaynakl1 tepkiler tarafindan kontrol edilmektedir. Mitokondriyal homeostazin hiicreler i¢in
onemli oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, mitokondriyal homeostazi siirdiirmek igin,
organizmalar bir dizi mitokondriyal kalite kontrol sistemi gelistirmistir, bunlardan biri
mitokondriyal katlanmamis protein yanitidir (UPR™). UPR™ hiicrelerin mitokondriyal islev
bozuklugu sirasinda mitokondriyal protein homeostazini korudugu bir mekanizma olarak
tanimlanan adaptif bir transkripsiyonel yanmittir (Inigo ve Chandra, 2022). UPR™
mitokondriyal matrikste katlanmamis proteinlerin birikmesi dahil olmak ftizere cesitli
mitokondriyal stres faktorlerine yanit olarak aktive edilmektedir (T. Wang vd.,
2018). UPR™ mitokondriyal protein homeostazin1 ve kusurlu organel iyilesmesini
destekleyen proteinleri igermektedir. Mitokondri ile iligkili proteinlerin homeostazini ve
hiicre sag-kalimin1 korumaya yardimct olan sinyalleri mitokondriden c¢ekirdege
aktarmaktadir (Gu vd., 2021).

Mitokondri proteinlerin olgunlasmasinda, kusurlu veya gereksiz proteinlerin
pargalanmasinda islev goren ¢ok sayida proteaz ve peptidazlara sahiptir. Protein katlama
kapasitesindeki azalma, karmasik katlanmis proteinlerin veya pargalanamayan protein
kiimelerinin artmis olmasi, bozulmus proteostaz ile sonuglanmaktadir. Bu dengesizlik hiicre
tarafindan algilanir ve UPR™1 tetiklemektedir (Vogtle, 2021).

UPR™, mitokondriyal biitiinliigii koruyarak ve tiimor biiyiimesini tesvik ederek
kanserde onemli bir destek sistemi olarak hizmet etmektedir. UPR™, mtROS'un zararli
etkilerini hafifleten bir dizi saperonu ve proteazi aktive etmektedir. Mitokondriyal
proteinlerin agilmasi, yanlis katlanmasi ve toplanmasi durumlari ¢6ziimlenmeden birakilirsa,
protein agregatlarinin birikmesi oksidatif stresi daha da artirabilir ve mitokondriyal
disfonksiyona yol acabilecegi bilinmektedir (Inigo ve Chandra 2022).

Memeli hiicrelerinde UPR™ mekanizmasinda ATF4, CHOP, HSP60, HSP10,
kazeinolitik proteaz proteolitik alt birim (CLpP), LON peptidaz 1, (Lonpl), JNK2, c-Jun,
C/EBP proteini, Sirtuin3 (SIRT3) ve ATF5'in 6nemli rollere sahip olduklari bulunmustur
(Gu vd., 2021). Yapilan calismalar, UPR™nin birgok tiimdr tipinde aktive edildigini ve
kanser hiicrelerinin biiyiime ve ilerleme igin yiiksek oranda UPR™'e bagimli olduklarini
gostermektedir (Inigo ve Chandra, 2022). Bu baglamda, UPR™ kanserin gelisimini tesvik
etmekte ve c¢esitli mekanizmalar araciligiyla ilerlemesini hizlandirmaktadir. Kanser
hiicreleri, ¢ogalmalarini, biiyiimelerini ve metastazlarmi tesvik etmek icin UPR™'de ATF5,
HSP60 ve CLpP gibi sinyal molekiillerini ve transkripsiyonel triinlerini kullandig1 igin
UPR™nin bilesenlerini hedeflenmesinin kanser tedavisi igin potansiyel, giivenilir ve etkili

bir yontem olabilecegi vurgulanmaktadir (G. Wang vd., 2022).
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2.3. Mitokondriyal Proteaz Sistemi

Protein homeostazinin korunmasi, hiicre canliligi i¢in kritik Oneme sahiptir.
Proteinler dogru sekilde katlanmali, multimerik kompleksler halinde uygun sekilde bir araya
getirilmeli ve hasar gordiigiinde veya gereksiz oldugunda yikilmalidir. Okaryotik hiicreler,
farkli hiicresel boliimler arasinda koordine edilmis proteinleri yeniden katlamak, yeniden
birlestirmek, yikmak veya bilesenlerine ayirmak icin g¢esitli protein kalite kontrol
sistemlerine sahiptir (Chen vd., 2011).

Mitokondri, kendi bagimsiz protein sentezi ve degredasyon mekanizmasini
igermektedir. Mitokondri, farkli mitokondriyal ribozomlar ve geviri makineleri kullanilarak
mitokondriyal matrikste sentezlenen kiigiik, dairesel, ¢ift sarmalli mitokondriyal genom
(mtDNA) tarafindan kodlanan 13 proteine ek olarak niikleer genom (nDNA) tarafindan
kodlanan 1000'den fazla benzersiz protein igermektedir (Kehrein vd., 2013). Bu 13 protein,
oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP'nin aerobik iiretimi i¢in bir elektron tasima zincirinde
diizenlenmis bes solunum kompleksi (I-V) olusturmak iizere nDNA kodlu proteinle
birleserek i¢c mitokondriyal zarda bulunan solunum zinciri komplekslerinin alt birimlerini
olusturmaktadir (Balsa vd., 2012). Mitokondri ayrica farkli protein kalite kontrol ve
bozunma sistemlerine sahiptir. Sitoplazmada ubikuitin-proteazom sisteminin diizensizligi
kanserde gozlemlenmis olmasina ve FDA onayl1 bortezomib gibi proteazom inhibitérleri ile
terapotik olarak modiile edilebilmesine ragmen, tiimdr hiicrelerinde mitokondriyal protein
kalite kontroliinii baskilamanin etkisi belirsizdir. Insan mitokondrisinin farkli bolmelerinde
yani, dig mitokondriyal zar, zarlar arasi bosluk, i¢ mitokondriyal zar ve mitokondriyal
matriks boyunca, mitokondriyal protein bozulmasinda yer alan bes ana proteaz dahil olmak
tizere yaklagik 20 peptidaz bulunmaktadir (Micel vd., 2013).

AAA+ proteaz ailesi, mitokondride protein yikimi icin Onemli bir yol
saglamaktadir (Steele ve Glynn, 2019). Protein degradasyonu, hiicresel homeostazin
stirdiiriilmesinde ve hiicre dongiisii regiilasyonu, gen ekspresyonu, sinyal transdiiksiyonu,
immiin yanit, apoptoz ve karsinogenez gibi neredeyse tiim ana hiicresel stireglerin
diizenlenmesinde temel bir rol oynamaktadir (S. Zhang ve Mao, 2020). Mitokondriyal
matriks, ¢esitli hiicresel aktiviteler AAA+ siiper ailesi ile iligkili ATPaz'in evrimsel olarak
korunmus ii¢ proteazini igermektedir. Bunlar; LonP, kazeinolitik peptidaz XP (ClpXP) ve
matriks yonelimli AAA (m-AAA) proteazlardir. Bu multimerik proteazlarin her biri niikleer
DNA tarafindan kodlanir ve i¢ mitokondriyal zara veya matrikse aktarilmak iizere bir

mitokondriyal hedefleme sekansi, klasik Walker A ve B motiflerine sahip korunmus bir
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AAA+ stiper aile ATPaz modiilii ve a proteaz alanmi igermektedir. Bu ii¢ proteaz,
mitokondriyal matriks ve i¢ mitokondriyal zardaki proteinlerin bozunmasini, islenmesini ve
birlestirilmesini koordine etmektedir. U¢ mitokondriyal matriks AAA+ proteazina genel bir
bakisla bunlarin yeni antikanser terapétikleri i¢in varsayilan hedefler olarak rollerinin

olabilecegi diistiniilmektedir (Goard ve Schimmer, 2014).

2.4. Kazeinolitik Proteaz P (CLpP)

Kazeinolitik proteaz P (CLpP) proteolitik kompleksi okaryotlarin mitokondrilerinde
bulunan yiiksek oranda korunan multimerik bir serin proteaz olarak bilinmektedir
(Mabanglo ve Houry, 2022; Nouri vd., 2020).

CLpP, memeli hiicrelerinde niikleer DNA tarafindan kodlanir ve yanlig katlanmis
proteinlerin bozunmasi yoluyla mitokondriyal proteinlerin kalite kontroliinde merkezi bir rol
oynamaktadir. ilk olarak bakterilerde tanimlanmis olan CLpP, potansiyel bir anti-mikrobiyal
terapdtik hedef olarak ilgi uyandirmistir (J. Luo vd., 2020). insan CLpP aktif formu, insan
ClpX (hClpX) ile iliskili olarak ATP agilimlarina sahip ortak tetradekamerik kompleks iken,
yalnizca hClpX baglanmasinin indiiksiyonu ile tetradekamere kaynasan, aktif olmayan tek
bir heptamerik halka olarak bulunmaktadir. CLpP hedef proteinleri, yag asidi, amino asit ve
enerji metabolizmasi gibi bir dizi hiicresel siirecte rol oynadigi i¢in bakteriyel CLpP'ye
benzer sekilde, insan CLpP’si mitokondriyal solunum verimliligini korumak i¢in yanlis
katlanmig veya kiimelenmis proteinleri bozmaktadir (Moreno-Cinos vd., 2019).

CLpP’nin protein degradasyonundaki rolii sayesinde, protein homeostazi
korunmakta ve protein kalitesinin kontrolii saglanmaktadir. Hasarli polipeptitler 5nce UPR™
ile onarilmakta, ardindan onarilmamis veya ciddi sekilde hasar gérmiis polipeptitler CLpP
tarafindan yikilmaktadir. CLpP tarafindan parcalanan peptitler, mitokondri disina
tasinmakta ve ATP baglayici kaset alt ailesi B iiyesi 10 (Abcb10) tarafindan UPR™'yi
tetiklemektedir. Kiigiik ubikitin benzeri protein 5 (UBL5), Hs pdl ve Hs p9 gibi
mitokondriyal saperonlarin promotorlarina baglanarak transkripsiyonu desteklemektedir (B.
Luo vd.,, 2021). Memeli hiicrelerinin son proteomik analizleri, CLpP'nin, ¢ogu
mitokondriyal ETC'nin bilesenleri, translasyonda aktif olan mitokondriyal ribozomun alt
birimleri veya mitokondriyal metabolizmada yer alan enzimler olan mitokondriyal i¢ zar ve

matriks proteinlerinin devri igin gerekli oldugunu gostermektedir (Hu ve digerleri, 2019).
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2.5. Integrinler

Integrinler, bircok hiicre tipi tarafindan eksprese edilen genis bir glikoprotein
ailesidir (Neri vd., 2011). Integrinler, hiicrelerin gevrelerine hem baglanmasinda hem de
yanit vermesinde 6nemli rol oynamaktadir. Fonksiyonel integrinler, hiicre i¢ini hiicre digina
baglayan hiicre zar1 boyunca uzanan iki glikoprotein alt biriminden (karbonhidrat bilesenleri
iceren protein yapilar1) olusmaktadir. Bu alt birimlere alfa (a) zinciri ve beta (B) zinciri
denilmektedir. Her integrin her zaman bir o zinciri ve bir B zinciri igermektedir. Hem o hem
de B alt birimleri, hiicrenin diger hiicrelere veya ¢evreye baglanmasina Kkatkida

bulunmaktadir (Calderwood, 2004).

Integrin

/—\ heterodimer

ligand baglama bolgesi,
hiicre dis1 matriksi baglar o B

sitozolik alan, hiicre
1skeletini baglar

Sekil 2.2. Bir hiicre yiizey protein reseptdrii olan integrinin temel yapisi.

Bugiine kadar 17 a ve 8’i B integrin alt birimi tanimlanmistir. Dogada bu alt
birimlerin bir araya gelmesinden yaklagik 24 integrin olusmakta, bu da tiim olasi
kombinasyonlarm mutlaka var olmadigini géstermektedir. Integrinler, birden fazla liganda
baglanabilmektedir. Bu ligandlar esas olarak hiicreler (hiicre dis1 matriks molekiilleri) igin
dis ortamda bulunmaktadir. Diger hiicreler tarafindan salinan biiylime faktorleri gibi sinyal
molekiilleri olarak da rol oynamaktadirlar. Integrinler, sadece hiicre adezyonunda degil, ayni
zamanda hiicre hareketi ve gogiinde de onemli yere sahiptirler (Wehrle-Haller ve Imhof,
2003).

Ozellikle a5B1 (VLA-5) ve 04Bl (VLA-4)’in, MM hiicre adezyonunu, gdgiinii,
homingini, invazyonunu ve ayrica ilag direncini diizenledigi gosterilmistir. Integrin-f7, MM
hiicrelerinin Ki ile yapiskan etkilesimini arttirdigi ve vaskiiler endotelyal biiyiime

faktoriiniin (VEGF) tretimini arttirarak ilag direncine yol agtig1 icin MM biyolojisinde
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onemli bir yere sahiptir (Ryu vd., 2016). Bu integrinlerin aktivitesi, hem dogrudan
integrinlerin Ki-Ekstraselliiler matriks (ECM) molekiillerine baglanmas: yoluyla hem de
igten disa sinyallemeyle indiiklenen konformasyonel degisiklikler yoluyla diizenlenmektedir
(Neri vd., 2011).

25.1.VLA-4

VLA-4, integrin o4 ve B1'in bir heterodimeri olarak tanimlanmaktadir. VLA-4, MM
hiicrelerinde eksprese edilmekte ve fibronektin gibi ECM'e baglanmaya aracilik etmektedir.
MM hiicrelerinin fibronektine baglanmasi, p27'yi yukar1 yonde regiile etmekte ve MM
hiicrelerinde NF«kB aktivasyonunu indiiklemekte, bu da geleneksel kemoterapiye hiicre
adezyon aracili ilag¢ direnci (CAM-DR) olusumuna sebep olmaktadir (Hosen, 2020). VLA-
4, hiicre ECM'nin yani sira hiicre-hiicre etkilesimlerine aracilik ettigi kesin olarak gosterilen

tek heterodimer oldugu icin integrinler arasinda benzersiz oldugu disiiniilmektedir

(Damiano vd., 1999).

2.5.2. VLA-5

Deneysel kanitlar, B1 integrinlerinin ve fibronektin (FN)’ nin apoptotik baskilama ve
hiicre sagkaliminda rol oynadigii gostermistir. Ozellikle, FN adezyonunun VLA-5 yoluyla
gerceklestigi gosterilmistir. VLA-5, Bcl-2'yi yukart dogru diizenleyerek hiicrelerde serum
agliginin neden oldugu apoptozu engelledigi gozlemlenmistir. VLA-5, integrin ailesinin ana
FN reseptorii olarak bilinmektedir. Malignite sirasinda ¢ogu B hiicresinde VLA-5
ekspresyonunun degisken oldugu rapor edilmistir (Damiano vd., 1999)

2.5.3. integrin-p7

Integrin B7, MM hiicrelerinde ifade edilen glikoprotein ailesindendir. integrin B7 gen
ekspresyonunun MAF geni tarafindan diizenlendigi ve bu nedenle integrin f7'nin MAF
ekspresyonu yiiksek olan MM hastalarinda, 6zellikle IgH-MAF translokasyonu olanlarda
yiiksek oranda eksprese edildigi bildirilmistir (Hosen, 2020). Integrin-B7 alt ailesinin,
l6kositler tarafindan eksprese edilen, lenfoid yap1 olusumunda, gastrointestinal mukozaya
ev sahipligi yapan plazma hiicrelerinde ve inflamatuvar tepkilerde rol oynadigi bilinen 2
tiyesi (a4p7 ve aEB7) bulunmaktadir. Ligandlari olan mukozal vaskiiler adresleme hiicre
adezyon molekiili 1 (MAdCAM-1) ve E-kadherin, endotel hiicrelerinin, Ki stromal
hiicrelerinin ve ayrica epitel hiicrelerin ylizeyinde bulunmaktadir. 04p7nin MAdCAM-1 ile
etkilesimi, dolasimdaki lenfositlerin bagirsagin lamina propria ve dokuya 6zgii gé¢iine izin

verirken, oEB7 E-kadherin baglanmasi yoluyla bagirsak epiteli i¢indeki intraepitelyal
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lenfositleri tutmaktadir (Binion vd., 1997). Integrin $7'nin ayrica kolit, diyabetik ve manto
hiicreli lenfomada lenfomat6z polipoz, timik lenfoma ve mukoza ile iliskili T ve B hiicreli
olmayan lenfoid maligniteler gibi ¢esitli hastaliklarin patogenezinde yer aldigi rapor
edilmistir (Aapro, 1991). Bu bulgular, B7-integrinin bagisiklik sisteminin fizyolojik
fonksiyonlar1 ve patolojik degisiklikleri i¢in 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir. MM
hiicrelerinde bortezomib veya melfalan ile tedavi edilen integrin-p7 susturulmus hiicrelerde
FN adezyonunun aracilik ettigi koruyucu etkide kismi bir kayip gostererek integrin-B7'nin
CAM-DR'ye katkisini in vitro olarak dogrulanmistir (Neri vd., 2011). Bununla birlikte, MM
hiicrelerinde rol oynadigi biyolojik yolaklar hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.

2.6. Kisa Sa¢ Tokasi RNA’lar (Short Hairpin RNA’lar, shRNA)

Gen ifadesi, transkripsiyon sonrasi cesitli sekillerde diizenlenebilmektedir. Son
yillarda, RNA interferansinin (RNA1) kullanimi, memeli hiicrelerinde gen fonksiyonunun
incelenmesi i¢in gii¢lii bir ara¢ olarak ortaya ¢ikmistir. RNAi'nin mekanizmasi, konakg1
mRNA'nin, hedef diziye 6zdes ¢ift sarmalli RNA'nin (dsRNA) sitoplazmik iletimi yoluyla
diziye 6zgii degredasyonuna dayanmaktadir. Ornegin, kiiciik RNA igeren RNA kaynakli
susturma kompleksinin (RISC) translasyon inhibisyonu veya RNA degradasyonu igin
mRNA'y1 hedefledigi RNAi1 mekanizmasidir (Iwakawa ve Tomari, 2015). siRNA'lar olarak
bilinen bu kii¢iik RNA molekiilleri, hedef mRNA'larin1 tamamlayici dizilere sahiptir. Onciil
RNA'lar (pre-shRNA'lar), ¢ekirdekte sentezlenen ve exportin-5 yardimiyla niikleer zarin
niikleer por komplekslerinden (NPC) gecerek sitoplazmaya giren sag¢ tokasi seklinde olan
yapilardir. Sitoplazma, 3’ucunda 2-niikleotid (nt) uzantisi olan ¢ift sarmall1 bir siRNA yapisi
olusturmak tizere Dicer enzimi tarafindan boliiniir ve bu siRNA'lar RISC kompleksine katilir
(Rao vd., 2009).

shRNA sistemleri, ekspresyonlarini stirdiirmek i¢in kullanilan RNA polimerazlarina
(IT ve II) gore Sinif I (RNA Pol III) ve Smf II (RNA Pol II) sac¢ tokalar1 seklinde
smiflandirilabilmektedir. Daha genel bir strateji olarak sunulan Sinif I sag tokalar1 veya basit
sa¢ tokalari, 19-29 bp dsRNA icerir ve RNA polimeraz III promotdrii (insan veya fare U6
snRNA veya insan RNaseP (H1) RNA promotorii) tarafindan yonlendirilir. 4-9 niikleotid
halka (loop) yapisi, exportin-5 ve shRNA'nin NPC'lerden niikleer ¢ikisi ve bunlarin Dicer'in
PAZ alani ile etkilesim yoluyla RNA1 yoluna girisi i¢in kritiktir. Pol III sistemi, gecici veya
stirekli ifade i¢in kullanilir. Pol III tabanli destekleyicilerin cogu ¢ok giicliidiir ve uzun stireli
susturma saglar. Pol III shRNA ekspresyonunun bir dezavantaji, pol III transkripsiyonunun

doku 6zgiilliigliniin olmamasidir. Bu sorun, loxP rekombinasyonu tarafindan etkinlestirilen
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pol I kullanilarak kismen ¢oziilmiistiir. Hedeflenen transgen, farkli dokularda Cre
rekombinaz ifade edenlerle birlestirilebildigi i¢in fonksiyonel ve ¢ok yonliidiir. Bununla
birlikte, loxP stratejileri, iki transgen ve rekombinasyon taramasi gerektirerek daha karmasik
olabilir. Sinif I sag tokalari, geleneksel miRNA'lara benzer olarak islenmemis haldedir. Sinif
II sag tokalari, miRNA onciillerinden modellenmistir (Taxman vd., 2010).

Ikinci shRNA ekspresyon stratejisinde, smif II sa¢ tokalar;, siRNA'lar, RNA pol Il
promotorlarindan eksprese edilen endojen miRNA'lardan olusturulur. Bu miRNA tabanlh
shRNA'lar, Drosha enzimleri araciligiyla sinyal yollarmma girer. Bu miRNA tabanl
shRNA'larmn basit sa¢ tokalarina gore cesitli avantajlar1 vardir. ilk olarak, sShRNA ifade
platformlar1 genistir ve tet ile diizenlenen veya dokuya 6zgli promotorler gibi Pol II ifade
sistemlerinden ifade edilebilir. Daha sonra Drosha ve Dicer'in sayesinde 22 nt'lik bir dizi
RISC'ye dahil edilir. Bu ozellik sayesinde aktif hedef dizilerini tahmin eden algoritmalar
kullanilarak gelistirilebilir (Ashihara vd., 2010; Taxman vd., 2010).

Sentetik olarak sentezlenen sentezlenmis shRNA'lar da oldukg¢a aktiftir. 25-29 nt
dsRNA ve 2 nt 3' ¢ikint1 igeren shRNA'lar, ayn1 hedef diziyi igeren siRNA'lardan daha
etkilidir. Bunun nedeni, dogrudan RISC alimi yerine Dicer islemi yoluyla RNAi yolunu
baglatmasidir (Siolas vd., 2005).

Ifadeyi diizenlemenin diger bir yolu, indiiklenebilir bir sistem kullanmaktir. Bu
sistemler, indiikleyiciler tarafindan siki bir sekilde kontrol edilir ve transkripsiyon doza
bagimli ve geri doniisiimlii diizenleme ile kontrol edilir. indiiklenebilir Pol III tabanl
sistemler, tetrasiklin veya ekdison yanitlar1 igin diizenlenir. Doksisiklin gibi tetrasiklin
analoglari in vivo ¢alismalarda kullanilmaktadir (Taxman vd., 2010).

SiRNA kullaniminin 6nemli bir sinirlamasi, memeli hiicrelerinde stabil veya
indiiklenebilir gen susturma fonksiyonunun olmamasidir. Memeli hiicre sistemlerinde RNA1
sinyalinin bagslaticilar1 olan uzun dsRNA'larin, siRNA'larin veya shRNA'larin gegici
transfeksiyonu, 2-7 giin siiren gegici etkiler tretir. (Brummelkamp vd., 2002; Taxman vd.,
2010). shRNA, hiicre igerisine bir plazmid veya viral vektor araciligiyla verilmektedir. Bu
tir vektor sistemleri, memeli hiicrelerinde hedef genlerin etkin ve stabil bir sekilde
degredasyonunda basariyla kullanilmaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar,
shRNA'larin siRNA'ya oranla RNAI indiiklenmesinde daha kuvvetli bir etki gosterdigini
bilinmektedir. shRNA kodlanmasinda gorevli viral veya plazmid DNA (pDNA) vektorleri,
shRNA {iretimini hiicre niikleusunda sentezledigi i¢in uzun siireli bir baskilama

gerceklestirmektedir (Mittal, 2004).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Multiple Miyelom (MM) Hiicre hatlar

Insan MM hiicre hatlar1 olan NCI H929 ve RPMI 8226 hiicreleri ATCC hiicre kiiltiirii
koleksiyonundan TUBITAK 1137383 Kariyer Destek Projesi kapsaminda ATCC’den temin

edilmistir.

3.1.2. Aletler ve Cihazlar

Kimyasallarin ve numunelerin uzun siireli saklanmasi i¢in -80 buzdolabi (Thermo
Scientific) kullanildi. Buzdolab:1 +4 /-20 (Siemens) kimyasal ve kitlerin stabil sekilde
saklanmasi icin kullanilmistir. Hiicreler icin kiiltiir ortami saglamak iizere bir inkiibator
(Thermo Electron Corporation) kullanildi. Laminar Akish Steril Kabin (Nuanre), hiicre
kiiltiirii caligmalarin1 ve hiicre kiiltiiriinde potansiyel kontaminasyon risklerini en aza
indirmek i¢in bazi kimyasal soliisyonlar1 hazirlamak i¢in kullanildi. Mikroskop (Olympus)
hiicrelerin sagliklarinin kontrol edilmesinde ve hiicre sayiminin yapilmasinda kullanilmistir.
Hiicrelerin pasajlanmast veya besi ortamindan uzaklastirilmas:t i¢in MikroSantrifiij
(Beckman) kullanilmistir. Epoch Mikroplaka Spektrofotometre (BioTek) RNA safliginin
belirlenmesinde ve protein miktarinin tayin edilmesinde kullanilmistir. PZR Cihazi
(BioRad) primerlerin TM sicakliklarinin belirlenmesinde kullanilmigtir. Pipet Seti
(Eppendorf) hassas olglimlerin yapilmasinda ve deney setlerin kurulmasinda kullanilmistir.
Gen ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi i¢in qPCR analizleri Light Cycler 480 -11 (Roche)

cthazinda gerceklestirilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Lentiviral Paketleme ve shRNA Plazmidlerinin Temini ve Cogaltilmasi

CLpP Human shRNA Plasmid kit (ID 8192), Scrambled shRNA control in pGFP-C-
shLenti shRNA Vector plazmidleri ve pMD.G2 ve pPAX2 paketleme plazmidleri
ORIGENE firmasindan ticari olarak temin edilmistir. Sonrasinda ekonomik bir ydontem olan
TSS yontemiyle plazmidler E. Coli susu olan STBL3 hiicrelerine aktarilmig ve plazmidlerin
cogaltilmas1 islemi gergeklestirilmistir. CLpP’nin inhibisyonu 1182535 nolu TUBITAK

projesi tarafindan desteklenmistir.
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3.2.2. Bakteri Hiicrelerinin Aym Soliisyonda Déniistiiriilmesi ve Saklanmasi
(TSS)

Kompetent hiicre olusturma igin, peg4000, DMSO, MgCly, Lizojen suyu (LB) 8 mL
i¢cin hazirlandi, TSS karisimi laminar kabin igerisinde filtreden gegirilerek hazir hale getirildi.
Ardindan TSS karisgim1 +4 °C’ye kaldirildi. 2 mL LB’de inkiibe edilen stbl3 kiiltiirii 1:100
oraninda diliie edildi. 10 mL’ye ulagan Stbl3’lin O.Deoo degerini 6l¢mek igin inkiibatdre
birakildi. Her saat spektrofotometre ile 6l¢tim gergeklestirildi. O.Deoo degeri 0,2-0,4 araligina
ulasildiginda inkiibasyon durduruldu ve 10 dakika buz {izerinde tutularak boliinmenin
durmast saglandi. +4 °C 1000xg’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatat
uzaklastirildi ve bakteri pelleti 200 uL TSS ile ¢ozdiiriildii. Bu asamada her ¢alisma tiipii
icin 20 pL Stbl3 kullanildi. Her tiipe CLpP shkontrol, shA, shB, shC, shD vektorleri olmak
tizere 10 ng plazmid igerigi ile muamele edildikten sonra D-glukoz ile zenginlestirilmis LB
stv1 besiyeri igerisinde 1 saat inkiibe edildi. Stbl3 tek koloni seg¢ilimi yapabilmek i¢in LB
agar yapildi. Vektorler kloromfenikol direng geni igerdigi i¢in agarda kloromfenikol ile
secilim yapildi. Bek alevi basinda agarlar dokiildii. Donmasinin ardindan CLpP shkontrol,
shA, shB, shC, shD vekdrlerini iceren Stbl3 hiicreleri alev ile steril edilen 6ze yardimi ile
tek koloni ekimi yapildi. Bir tane agarda pozitif kontrol olarak stbl3 tek koloni olarak ekildi.
Negatif kontrol olarak sadece kloromfenikol i¢eren agar bulundu. Ekim yapilan petri kaplari
37 °C’de inkiibatdrde bir gece birakildi.
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 CLPPshD gl CLPP shKontrol

Sekil 3.1. Kloromfenikol igeren LB agar besiyerinde biiylimiis ilgili sShRNA
plazmidini igeren STBL3 kolonileri.

3.2.3. Plazmid izolasyonu

Tek koloni olarak biiyiimeleri saglanan vektorlerden Maxipreb kit kullanimi ile
izolasyon yapildi. Her vektdrden bir koloni secilerek 50 mL kloromfenikol iceren LB’ye
karistirildi ve 37 °C inkiibatore birakildi. Promega PureYield™ Plazmit Maxiprep Sistemi
Teknik Kilavuzu kullanildi ve plazmid izolasyonu gergeklestirildi.

Cizelge 3.1. izole edilen plazmidlerin yogunluklar1

Tlgili Plazmid Yogunluk (ng/ul)
shA 885 ng/ul
shB 399 ng/ul
shC 967 ng/ul
shD 736 ng/ul
shKontrol 906 ng/ul
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3.2.4. Lentiviriis Uretimi

CLpP ekspresyon seviyelerinin belirlenmesinde shRNA vektor sistemi kullanildi ve
lentiviral sistemlerin gegici transfeksiyon yontemlerinerine goére daha uzun vadede etkinlik
saglamasindan dolay1 lentiviral enfkesiyon yontemi kullanildi. Lentiviriis iiretimi i¢in ikinci
nesil paketleme yontemi igin protokol su sekildedir: Lentiviriis iiretiminde kullanilan
HEK293T hiicreleri %10 FBS iceren DMEM besiyeri kullanilarak T75 flaska ekildi. 48 saat
sonra hiicreler topland1 sayim yapildi ve cm?’ye 70 bin hiicre olacak sekilde iki adet T75
flasklardan biri CLpP shkontrol digeri CLpP shA, shB, shC, shD plazmidleri icin
adlandirildi. 25 pM klorokin igeren 7,5 mL %10 FBS’li DMEM besiyerinde ekildi ve 2 saat
beklendi. 15 mL’lik falkon tiipiin igerisine steril su eklenerek CLpP shA, shB, shC, shD
plazmidleri toplam 15 pg olacak sekilde pool yapilarak hazirlandi. Icerisine lentiviral
paketleme plazmidleri olan 3.5 ug pMD.G2 ve 6.5 pg pPAX2 ve CaClz (2.5M) eklenerek
birkag kez alt iist edilerek karistirildi ve diisiik ayarda vorteklesnerek iizerine 570 ul HBSS
(Hank‘s balanced tuz ¢ozeltisi) damla damla eklendi 5 dakika beklendi. CLpP shkontrol
plazmidi i¢in de 15 mL’lik falkon tiipe steril su eklendi 15 pg shkontrol plazmidi 3.5 pg
pMD.G2 ve 6.5 pg pPAX2 ve CaClz (2.5M) eklenerek ayni islemler gergeklestirildi ve 570
pl HBSS (Hank‘s balanced tuz ¢ozeltisi) damla damla eklendi ve 5 dakika beklendi.
Hazirlanan transfeksiyon karisimlart ilgili HEK293T flasklarma eklenerek 16-17 saat
inkiibasyona birakildi. Transfeksiyon besiyeri 7,5 mL taze %10 FBS i¢eren DMEM besiyeri
ile degistirildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. Viriis igceren hiicre besiyeri topland1 ve 0.45
uM‘lik PVDF (Poliviniliden Florid) filtreden gegirilerek +4 °C‘de saklandi. Hiicrelere 7,5
mL taze %10 FBS igeren DMEM besiyeri eklendi 24 saat inkiibe edildi. Viriis i¢eren hiicre
besiyeri topland1 ve 0.45 uM‘lik PVDF (Poliviniliden Florid) filtreden gegirilerek bir 6nceki
viriis ile birlestirildi. Toplanan DMEM {izerine 3’e 1 oraninda Lenti-X concentrator
(Clontech) eklendi 5-10 kez alt iist edilerek +4 °C*de bir gece bekletildi. +4 °C ‘de 1500xg‘de
45 dakika santrifiij edildi. Stipernatant kisim alinarak tekrar +4 ‘de 1500 xg‘de 3 dakika
santrifiij edildi. Pellet viriis iceren DMEM hacminin 1/100 oraninda PBS ile iki kez yikandi
ve elde edilen viriis partikiilleri ependorf tiiplere 20 pl olacak sekilde alikotlanarak -80 °C*ye
kaldirildi.

3.2.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalar
S1vi azot tankinda muhafaza edilen HEK293T, NCI H929 ve RPMI 8226 hiicreleri
37°C’lik su banyosunda 1sitilarak seri bir sekilde %10 FBS igeren besiyeri icerisine alindi.

DMSO igeren dondurma medyumunun uzaklagtirilmasi i¢in 800 xg’de 5 dk santrifiij edildi.
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Pellet %10 FBS iceren besiyeri ile homojen hale getirildi. Hiicreler T25 hiicre kiiltiir
kaplarina alind1 ve ml basina 5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Yatay bir sekilde T25
hiicre kiiltiir kab1 37°C’de inkiibatére kaldirildi. Mikroskopta hiicre yogunlugu ve

morfolojisi kontrol edildikten sonra pasajlama islemleri 2-3 giinde bir ger¢eklestirildi.

3.2.6. infeksiyon

Kiiltiir edilen hiicreler RPMI 8226 ve NCI H929 sayild1 sayim sonucunda 3 mL %10
FBS’li besiyeri i¢inde 6 kuyucuklu plakalara cm?’sine 70 bin hiicre olacak sekilde ekimleri
yapildi. Uretilen lentiviriisten 15 uL ve 8 pug/mL polybrene aym anda eklendi. Hiicrelerin
besiyeri bir glin sonra toplandi ve pellet 2 kez PBS ile yikandiktan sonra 3 mL taze besiyeri

iceren 6 kuyucuklu plakaya birakildi.

3.2.7. Pozitif Klonlarin Secilimi

Infekte edilen hiicrelerin hepsi vektdrii almadigi igin infekte edilmis hiicrelerin viral
vektor genomunda yer alan segilim markirt olan puromisin ile segilim gerceklestirildi. Fakat
hiicrelerin infeksiyon sonrasinda ¢ogalamamasi bu durumu olumsuz etkiledi. Hiicrelerin iki
pasajdan sonra puromisin uygulamasina ge¢ilememesi durumundan infeksiyondan 72 saat

sonra deney asamalar1 gergeklestirildi.

3.2.8. Protein Izolasyonu ve Kantitasyonu

Hiicre sayimmi1 yapildi ve 500.000 hiicre alinarak 200 xg’de 5 dakika santrifiij edildi.
Pellet soguk PBS ile yikand santrifiij edildi. PBS uzaklastirildi ve pellet lizerine RIPA buffer
eklenerek pellet ¢ozdiiriildi. Dondurup ¢ozdiirme isleminden sonra oda sicaklifinda
kopiiriinceye kadar pipetaj yapildi. +4 °C’de 16100g’de 30 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant yeni bir ependorf tiipe alindi. BSA standartlar1 2 mg/mL stok hacimden diliie
edilerek hazirlandi. 2mg/Ml1 - 1,5mg/mL - Img/mL - 0,75mg/mL - 0,5mg/mL - 0,25mg/mL
- 0,125mg/mL - Omg/mL olacak sekilde hazirlanarak 96 well plate kiiglikten biiylige BSA
standartlar1 yiiklendi. Ornekler ve Coomassie Blue G250 eklendi. 10 dakika aliiminyum
folyoya sarili sekilde calkalayicida inkiibe edildi ve 96’11 EPOCH plate reader okuyucuda
595 absorbans degerinde spektrofotometrik 6l¢tim yapildi.

3.2.9. Western Blotlama Yontemi

Protein miktarlar1 belirlenen Orneklerden %5 p-merkaptoetanol laemli buffer
hazirlandi. Protein laemli buffer karisimi 95 °C’de 5 dakika inkiibe edildi. BioRad TGX
FastCast Akrilamid Kiti kullanilarak yiikleme ve yiiriitme jelleri hazirlandi. Jel kasetleri

yiikleme tankina yerlestirildi kasetlerin aras1 SDS running buffer ile dolduruldu. Kuyulara
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protein laemli buffer karigimlar sirasiyla yiiklendi. Yiikleme jeli boyunca 90V yiiriitme
yapildi. Yiikleme jeli bitip ayirma jeline gecince 80V yiiriitmeye devam edildi. Marker iyi
acildiginda yiiriitme durduruldu. Jelin membrana aktariminda elektro aktarim metodu
kullanildi. 10 adet transfer bufferla islatilmis kurutma kagidi aktarim tablasina konuldu.
Membran kesildi ve tablaya konan 10 kurutma kagidinin istiine birakildi. Jel kasetin
arasindan ¢ikarildi ve membran iizerine yerlestirildi. 10 adet transfer bufferla islatilmis
kurutma kagidi jelin tstline koyuldu ve tablanin iist kapagi kapatilarak aktarim cihazina
yerlestirildi. 25V 25 Amp’de 25 dakika membrana aktaril saglandi. Membran %35 yagsiz siit
tozu iceren TBS igerisine alind1 ve oda sicakliginda 1 saat calkalayicida inkiibe edilerek
bloklama islemi gergeklestirildi. Membran 3 defa 5’er dakika 1X TBS ile yikand1 ve primer
antikor (CLpP) eklenerek bir gece ¢alkalayicida +4 °C’De birakildi. Ertesi sabah ti¢ ayri kez
yikamalar takiben gece inkiibasyonunun ardindan TBS ile 3 defa 5’er dakika calkalayicida
yikama yapildi. CLpP sekonder antikor (Mouse) 1 bucguk saat oda sicakliginda calkalayicida
inkiibe edildi. TBS ile 3 defa 5’er dakika ¢alkalayicida yikama yapild1 ve ECL substratlari

ile goriintii alind1.

3.2.10. RNA izolasyonu

Infeksiyon yapilan RPMI 8226 ve NCI H929 hiicrelerinden 72 saatin sonunda
1,5x10° hiicre toplandi ve RNA izolasyonu NucleoZOL reaktifi kullanilarak gergeklestirildi.
Hiicreler santrifiij edildi ve pellet PBS ile yikandi. Pellet iizerine 500 uL NucleoZOL ve 200
pL RNaz/DNaz icermeyen su eklendi. Tiipler 15 saniye kuvvetlice alt list edildi ardindan
oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibe sonunda 12.000 xg’de 15 dakika santrifii]
edildi. Stipernatanttan 500 pL alinarak yeni eppendorf tiipiine aktarildi. Alinan siipernatant
lizerine 500 pL Izopropanol eklendi ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Tiipler
12.000 xg’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant atildi ve pellet {izerine %75’ lik
etanolden 500 pL eklendi. Tiipler 8.000 xg’de 3 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant
uzaklastirildi ve pellet kurumaya birakildi. Kuruyan pellet iizerine 25 pL RNaz/DNaz
icermeyen su ile ¢ozdiriildi. Elde edilen RNA miktarlarinin safligiin belirlenmesinde
Epoch mikroplaka spektrofotometre kullanildi. RNA 6rneginden, 0,2 mL’lik steril
eppendorf tiip i¢ine 2 uL. ve son hacim 4 pL olacak sekilde RNaz/DNaz icermeyen su ile
tamamlandi. Spektrofotometrede OD260 ve OD280 degerleri dl¢iildii. OD260 ve OD280
degerlerinin orani hesaplanarak RNA’nin safligi belirlendi. Elde edilen RNA 6rnekleri -80
°C’de sakland.
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3.2.11. DNaz Muamelesi ve cDNA Sentezi

3.2.11.1. DNaz Muamelesi
Elde edilen RNA 6rneklerinden DNaz muamelesi i¢in Thermo Scientific™ DNase
I, RNase free kiti ile firma talimatlarina uyarak gergeklestirildi. DNa kit prosediirii Cizelge
3.2.”deki gibidir.
Cizelge 3.2. DNaz Muamelesi

Kit bileseni 10 pL reaksiyon hacmi i¢in
10X React Buffer 1uL

DNasel 1uL

1 ug RNA falaied

DNase/RNase free water 10 puL‘ye tamamlanr.

Cizelge 3.2.”deki talimatlara gore hazirlanan reaskiyon tiipleri Cizelge 3.3.’deki PCR

kosullarina birakilda.
Cizelge 3.3. DNaz PCR kosullari
Adimlar Sicaklik Dakika
1. Adim 37 30 dakika
2. Adim 65 10 dakika

*Reaksiyon tiiptine 10 pL
icin 1 uL 50 mM EDTA

eklenir.

3.2.11.2. cDNA Sentezi

cDNA sentezi BioRad iScript cDNA sentez kiti kullanilarak gergeklestirildi.
Reaksiyon bilesenleri Cizelge 3.4.’te verildigi sekilde hazirlanarak Cizelge 3.5.’te verilen
PCR kosullaria birakilmistir.
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Cizelge 3.4. BioRad iScript cDNA sentez kiti bilesenleri

Cdna PCR mix bilesenleri (uL) 1 6rnek igin

Reaktif Hacim (uL)
10X RT Buffer 2

25X dNTP mix 0,8
Nuclease-free water 4,2

Toplam reaksiyon 10

Cizelge 3.5. BioRad iScript PCR basamaklar1

Adimlar Sicaklik Dakika
1. Adim 25°C 5

2. Adim 46 °C 20

3. Adim 95 °C 1

4. Adim 4°C -

3.2.12. Es-Zamanh Kantitatif PCR (qPCR)

Kantitatif Es-Zamanli PCR (qPCR) reaksiyonlar1 igin NYX Technik Light Cycler
480 -1l (Roche) cihazi kullanildi ve qPCR reaksiyonu {iretici firma tarafindan saglanan
[Script Reverse Transkiripsiyon kit protokoliine uygun olarak gerceklestirildi. Elde edilen
cDNA’lar -80 °C’de saklandi. Ilgili genlerin RNA ifadelerinin tespitinde kullanilan

primerlerin sekanslar1 Cizelge 3.6.’de verilmistir.

Cizelge 3.6. Bu calismada kullanilan primerlerin sekanslari.

Tlgili Gen Primer dizisi TM (°C)

CLpP F CTTTCAGGCTCCGTCCCTATC 60 °C
R | GTAGAAAGATGGAGGTGAGGGG

VLA4 F TGTTCGGCTACTCGGTCGT 60 °C
R TTCCACAAGGTTCTCCATT

VLA5 F AAGCCCTGAAGATGCCCTAC 60 °C
R CCACCTGACGCTCTTTTTG

ITG7 F | GAGTGAGACCCCAAGAAAAGG 60 °C
R GGCGGTCATAGATTTCCAC
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shKontrol ve shCLpP hiicrelerinin arasindaki gen ifadesi farkliliklarini belirlemek
icin yapilan qPCR i¢in Roche LightCycler-II 480 cihazi kullanildi. Yukarida agiklandigi
sekilde elde edilen cDNA’lar SYBR Green qPCR Mastermix protokoliine uygun olarak 96
kuyucuklu plate’lerde spesifik primerler ile cogaltildi. Analizden elde edilen piklere ait Cq

2-8ACt metodu kullanilarak

degerleri gen ifadelerinin belirlenmesinde kullanildi. Degerler
hesaplandi. Internal gen olarak Hipoksantin Guanin Fosforibozil Transferaz (HPRT)
kullanildi. Gen ifadelerinin belirlenmesinde Cizelge 3.6.’da verilmis olan 19-22 baz ¢ifti

uzunlugunda 4 adet primerin Forward ve Reverse primer karisimlari hazirland.

3.2.13. Istatiksel Analiz

Verilerin istatiksel degerlendirilmesi sirasinda bir parametre agisindan iki grup
arasindaki anlamli farklarin belirlenmesinde bagimsiz 6rneklem Student (unpaired) t-test
kullanildi. p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Tiim grafiklerde
kullanilan hata gubuklari standart sapma (SD)’y1 gostermektedir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgulan

4.1.1. MM Hiicrelerinde CLpP Ifadesinin inhibisyonu

CLpP ekspresyon seviyelerinin belirlenmesinde shRNA vektor sistemi kullanildi.
MM hiicrelerinde CLpP’yi hedef alan shRNA lentiviriisleri lentiviral infkesiyon yontemi
kullanilarak uygulandi. Uretilen lentiviriisten 15 uL ve 8 pg/mL polybrene ayni anda eklendi.
Hiicrelerin besiyeri bir giin sonra topland1 ve pellet 2 kez PBS ile yikandiktan sonra 3 mL
taze besiyeri iceren 6 kuyucuklu plakaya birakildi. 72 saat sonunda hiicrelerin florasan
mikroskop altinda mavi filtrede 10X biiyiitme ile GFP (yesil floresan protein) goriintiileri
alindi. Firma direktifleri géz oniine alinarak 72 ve 96 saat sonunda infeksiyon yapilan MM
hiicrelerinden protein izolasyonu yapilarak CLpP ifadesinin inhibisyonu western blot ile

teyit edildi.

NCI-H929 CLPP shpool NCI-H929 CLPP shpool

RPMI 8226 CLPP shpool RPMI 8226 CLPP shpool

Sekil 4.1. CLpP shpool lentiviriislerinin MM hiicrelerine infeksiyonu. (Nikon
florasan mikroskop, 10X objektif).
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a

RPMI 8226 CLPP shkontrol RPMI 8226 CLPP shkontrol

Sekil 4.2. CLpP shkontrol lentiviriislerinin MM hiicrelerine infeksiyonu. (Nikon
florasan mikroskop, 10X objektif).

4.1.2. Lentiviral shRNA Infeksiyonu Sonrasit MM Hiicrelerinde CLpP mRNA
Ekspresyon Degisimi

Lentiviral shRNA infeksiyonu sonrast NCI H929 ve RPMI 8226 MM hiicrelerinde
MRNA ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi i¢in 72 saat sonunda RNA izolasyonu yapilmis
ve qPCR calismalar1 gergeklestirilmistir. Lentiviral shRNA ile MM hiicrelerinde CLpP
inhibisyonunun saglandigmin teyidi olarak, qPCR yontemi uygulanarak CLpP mRNA
ifadesi belirlenmistir. NCI H929 ve RPMI 8226 hiicrelerinde kontrole kiyasla mRNA

ekpresyon diizeyinde istatiksel olarak anlamli azalis gézlemlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.3. Lentiviral shRNA uygulamasi sonrast NCI H929 ve RPMI 8226 MM
hiicrelerinde CLpP mRNA ekspresyon degisimi (n=3).

4.1.3. MM Hiicrelerinde CLpP ifadesinin inhibisyonunun Protein Seviyede
Teyidi

Lentiviral shRNA infeksiyonu sonrast NCI H929 ve RPMI 8226 MM hiicrelerinden
yapilan Western Blot deneyleri sonucunda CLpP protein seviyesinin 72 saat sonunda

azaldig gozlemlenmistir.

NCI H929
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Sekil 4.4. CLpP inhibisyonu sonras1t NCI H929 hiicresinde CLpP protein ifadesi
(p<0,0001) (n=3).
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Sekil 4.5. CLpP inhibisyonu sonras1t RPMI 8226 hiicresinde CLpP protein ifadesi
(p<0,0001) (n=3).

4.1.4. MM hiicrelerinde CLpP Inhibisyonunun Integrin mRNA Ekspresyonlari
Uzerine Etkisi

MM hiicrelerine CLpP shRNA lentiviriislerinin uygulanmasi sonrasi hiicrelerden 72
saat sonunda elde edilen RNA Orneklerinden integrinlerin mRNA ekspresyon diizeyleri

belirlenmistir.

4.1.4.1. VLA4 mRNA ekpresyon degisimi

MM hiicrelerinde fibronektin gibi ECM’ye baglanmaya aracilik eden VLA4’iin
hiicrelerin birbiri ile etkilesimlerinde bulunmasinda rol aldigi ve kemoterapiye direncin
olusmasinda gorev aldigindan CLpP inhibisyonunda mRNA ekspresyon seviyesi
arastinlmustir. Ug farkli zamanda elde edilen kontrol hiicrelerine kiyasla CLpP inhibisyonu
gergeklestirilen NCI H929 ve RPMI 8226 hiicrelerinde VLA4 mRNA ekspresyon diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli azalis gbzlemlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Lentiviral shRNA aracili NCI H929 ve RPMI 8226 hiicrelerinde CLpP
inhibisyonun VLA4 mRNA ekspresyon diizeyinin degisimi

4.1.4.2. VLAS mRNA ekpresyon degisimi

VLAS5’in hiicre sag-kaliminda rol oynadig1 ve fibronektin adezyonunun VLAS ile
gerceklestigi bilindiginden, CLpP inhibisyonu gerceklesen MM hiicrelerinde VLAS mRNA
ekpreyon seviyesi arastirtlmistir. Kontrol hiicrelerine kiyasla CLpP inhibisyonu
gergeklestirilen NCI H929 hiicresinde VLAS mRNA ekspresyon diizeyinde istatistiksel
olarak anlamli azalis gozlemlenirken, RPMI 8226 hiicrelerinde VLAS mRNA ekspresyon
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli artis g6zlemlemistir (p<0,05) (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. Lentiviral shRNA aracili NCI H929 RPMI 8226 hiicrelerinde CLpP
inhibisyonun VLAS mRNA ekspresyon diizeyinin degisimi

4.1.4.3. integrin-p7 mRNA ekpresyon degisimi

MM hiicrelerinde integrin-p7’nin fibronektin adezyonunda aracilik ettigi ve hiicre
adezyon aracili ilag direncine katkisi dogrulanmistir. Dolayisiyla, CLpP inhibisyonu
gergeklesen MM hiicrelerinde integrin-p7°nin mRNA ekpreyon seviyesi aragtirtlmustir.
Kontrol hiicrelerine kiyasla CLpP inhibisyonu gergeklestirilen NCI H929 ve RPMI 8226
hiicrelerinde integrin-f7 nin MRNA ekspresyon diizeyinde istatistiksel olarak anlamli azalis
saptanmustir (p<0,05) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Lentiviral sShRNA aracilt NCI H929 ve RPMI 8226 hiicrelerinde CLpP
inhibisyonun ITG7 mRNA ekspresyon diizeyinin degisimi

4.2. Tartisma

Bu c¢aligma kapsaminda, memeli hiicrelerinde niikleer DNA tarafindan kodlanan ve
mitokondri matriksinde yanlis katlanmis veya hasar gérmiis proteinlerin uzaklastirilmasinda
rol oynayan CLpP ifadesinin MM hiicrelerinde shRNA aracili inhibisyonunun integrin
sinyalizasyonunda gorevli VLA4, VLAS ve integrin-B7 lizerine olan etkisine iliskin in vitro
calismalar gerceklestirilmistir. Insan MM hiicre hatt1 olarak NCI H929 ve RPMI 8226
hiicreleri bu c¢alismada kullanilarak, bu hiicrelerde shRNA lentiviriisleri ile CLpP
inhibisyonu saglanmis ve bu inhibisyonun VLA4, VLAS ve integrin- 7°nin mRNA
ekpresyonlarini degistirdigi qPCR yontemi ile belirlenmistir.

MM, tiim hematolojik kanserlerin yaklasik %10'unu olusturan malign bir plazma
hiicre bozuklugudur. Mevcut cesitli tedavi seceneklerine ragmen, hastalarin ¢ogunun
degisken bir tedavi siliresinden sonra kaginilmaz olarak relaps ve mevcut tedavilere direngli
hale gelmesinden dolayr MM hala 6ldiiriicii maligniteler arasinda yer almaktadir (Besse vd.,
2018). Bu nedenle, MM gelisiminin ve ilerlemesinin altinda yatan molekiiler
mekanizmalarin aydinlatilmasina ihtiyag vardir.

Birgok bilimsel kanit MM hiicre canlilifinin siirdiiriilmesi ve PI’'ne karsi direng
gelisiminde mitokondrinin 6nemli bir rol oynadigini belirtmektedir (Song vd., 2013; Zheng
vd., 2018). Mitokondri, trikarboksilik asit (TCA) dongiisii ve oksidatif fosforilasyon
(OXPHOS) ile ATP fiiretimi de dahil olmak {izere bir¢cok metabolik fonksiyonu yerine
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getiren, kendi DNA’s1 ve ribozomlar1 olan ¢ift membranli bir organeldir. Enerji {iretim
roliine ilaveten, mitokondri ayrica biyomolekiillerin sentezi, kalsiyum homeostazinin
siirdiiriilmesi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi ve apoptozda rol oynamaktadir
(Fischer vd., 2012). Mitokondri, mitokondriyal proteinlerin uygun sekilde katlanmasi,
hasarli veya yanlis katlanmis olanlarin ise bozunmasi dahil olmak iizere, optimal protein
yapisini ve islevini siirdiirmek igin bir¢ok diizenleyici mekanizmaya sahiptir. Bu
mekanizmalardan birisi olan UPR™ tarafindan diizenlenen mitokondriyal proteostaz,
hiicresel fonksiyonlarin siirdiiriilmesi ve hayatta kalma i¢in ¢ok dnemlidir. Mitokondrideki
yiiksek oksidatif ve proteotoksik stres, MM ilerlemesini tesvik etmek i¢in her yerde bulunan
bir UPRmt'nin aktivasyonu ile azaltilmalidir. Mitokondriyal protein homeostazinin
korunmasina, saperonlar ve proteazlar aracilik eder ve proteaz aracili hidroliz, proteostazin
stirdiiriilmesinde onemli bir rol oynar. Mitokondriyal proteostazin efektorleri arasinda,
mitokondriyal matriks serin proteazi CLpP, mitokondriyal fonksiyonlar1 siirdiirmek icin
gerekli olan yanlis katlanmis veya hasar gormiis proteinlerin temizlenmesi igin
mitokondriyal protein kalite kontroliiniin anahtar indiikleyicisidir (Gai vd., 2022). Bu
proteazin yiiksek aktivitesi, tiimdr gelisimi ve ilerlemesi ile iliskilidir. Bu proteaz, hipoksi,
oksidatif stres veya aglik altinda kanser hiicresi canliligini, reaktif oksijen tiirleri (ROS)
seviyelerini ve metabolik yeniden programlanmayi modiile edebilir (Lee vd., 2021).
ClpP’nin, hem inhibisyonu hem de hiperaktivasyonu, farkli mekanizmalar yoluyla
da olsa, habis hiicreleri 6ldiirdiigii ig¢in benzersiz bir kanser hedefi oldugu bildirilmistir.
ClpP'yi inhibe etmek, oksidatif fosforilasyonu bozan ve hiicre 6liimiine neden olan hasarl
ve yanlis katlanmis solunum zinciri proteinlerinin birikmesine yol actig1 bilinmektedir. Buna
karsilik, hiperaktivasyon yapan ClpP, solunum zinciri proteinleri dahil olmak tizere ClpP
substratlarinin kontrolsiiz ancak se¢ici bir sekilde bozulmasini saglar. Sonug olarak, ClpP'nin
hiperaktivasyonu, oksidatif fosforilasyonu da bozan ve hiicre 6liimiine neden olan solunum
zinciri proteinlerinin seviyelerinde azalmaya yol agtigi bulunmustur (Ishizawa vd., 2019).
ClpP, akut miyeloid 16semi, meme, akciger, karaciger, yumurtalik, mesane, prostat, rahim,
mide, prostat, testis, tiroid ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) dahil olmak
tizere farkli malignitelerde asir1 eksprese edildigi rapor edilmistir (Cole vd., 2015). ClpP
ifadesi, UPR™ gen ifadesi ile pozitif olarak iliskili oldugu ve bununla birlikte, kanserde
diizensiz ifadeye yol acan transkripsiyon faktorleri ve epigenetik isaretler gibi ClpP
ifadesinin dogrudan diizenleyicileri heniiz tam olarak tanimlanmamistir (Nouri vd., 2020).
AML hiicrelerinde, ClpP'nin inhibisyonundan sonra canlilik kaybi, mitokondriyal

metabolizma ve oksidatif fosforilasyon bozuklugu ile iliskilendirildigi bildirilmistir. Bu
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bulgu, AML hiicrelerinin ve kok hiicrelerin oksidatif fosforilasyona daha fazla bagimh
oldugunu gosteren calismalarla tutarli oldugunu gostermistir (Cole vd., 2015). ClpP
ekspresyonu ile timor ilerlemesi, hayatta kalma ve ilag duyarlilig1 arasindaki iliski, bu
proteazin insan kanserinde yalnizca terapotik hedefi degil, ayn1 zamanda yeni bir prognostik
ve prediktif belirteci temsil edip edemeyecegini degerlendirmek icin derinlemesine
arastirilmalidir.

MM’da, malign plazma hiicreleri kemik iliginde lokalizedir ve nadiren periferik
kanda dolasirlar (Uchiyama vd., 1992). Kemik iligi mikro ¢evresinde MM hiicreleri, ECM
proteinlerine veya kemik iligi stromal hiicrelerine yapisir. Bu tiir bir adezyona, CD44,
VLA4, VLAS, lokosit igleviyle iligkili antijen 1 (LFA1), ndral hiicre adezyon molekiilii
(NCAM), hiicreler aras1 adezyon molekiilii 1 (ICAMI1) ve sindekan 1 dahil olmak {izere
adezyon molekiilleri aracilik eder. Integrinler, tiimor hiicresi cogalmasima, gociine ve
istilasina aracilik ederek tiimdriin baslamasi, ilerlemesi ve metastazinda ¢ok onemli bir rol
oynamaktadir. VLA4 MM hiicre yapigmasini, gocii, istilayr ve ayrica MM hiicrelerinin
fibronektine baglanmasi, p27'yi yukar1 dogru diizenler ve MM hiicrelerinde niikleer faktor
kB (NFxB) aktivasyonunu indiikler bu da geleneksel kemoterapiye hiicre adezyon aracili
ilag direnci sagladig1 gosterilmistir (Hosen, 2020). Yapilan galismada CLpP inhibisyonu
sonucu VLA4’iin NCI H929 ve RPMI 8226 hiicrelerinde kontrole kiyasla mRNA ekpresyon
diizeyinde azalma gozlemlenmistir. CLpP inhibisyonu MM hiicrelerinin yapigsmasinda,
gogiinde, istilasinda ve ayrica fibronektine baglanmasinda gorev alan VLA4’{in ifadesinin
azalmasina neden olmustur. VLA4 ifadesinin azalmasi hiicre gogiinlin azalmasina neden
olacaktir. Boylelikle MM hiicrelerinin metastazinin azalmasina ve bekasini kaybetmesine
neden olacaktir. Bu durum CLpP nin iyi bir terapotik hedef oldugunu gostermektedir.

MM hiicrelerinde VLAS'in ifadesi hiicresel biiyimeyi, farklilasmay1 ve hayatta
kalmay1 diizenledigi bildirilmistir. MM'de VLAS, adezyon, gé¢ ve homing yoluyla MM
hiicreleri ve BM nisleri arasindaki etkilesime aracilik eden ana integrinlerden biri olarak
taninmaktadir. Solid timdrii olan hastalarin alt popiilasyonunda yiiksek VLAS integrin
ekspresyonu ile bu hastalar i¢in kotii prognoz arasindaki iligki, bunun konvansiyonel
tedavilere direng tizerindeki etkisini diisiindiirmektedir. VLAS’in, tiimor ilerlemesinde yer
almasmin yani sira Ozellikle en agresif tiimorlerde asirt eksprese edilmis oldugu
bilinmektedir. Timor anjiyogenezine ve tiimoral hiicre gogiine katilimi ve metastaz nislerine
yapismasinin yani sira terapi direnci tizerindeki etkileri, onu gelecek i¢in uygun bir terapdtik
hedef haline getirmektedir (Schaffner vd., 2013). Yapilan bir ¢alismada VLAS’in MM

hiicrelerinde BCL2 ifadesini arttirarak hiicrelerin apoptozdan ka¢gmasia sebep oldugu
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bulunmustur (Z. Zhang vd., 1995). Bu ¢alismada CLpP inhibisyonu gergeklesen NCI H929
hiicrelerinde VLA5 mRNA ekspresyon diizeyinde azalis gozlemlenirken; RPMI 8226
hiicrelerinde VLAS5 mRNA ekspresyon diizeyinde artis gézlemlenmistir. NCI H929
hiicreleri p53 proteini ifade etmekte RPMI 8226 hiicreleri ise p53-/- oldugundan p53 proteini
ifade edememektedir. RRMM hastalarda olas1 bir CLpP inhibisyonu saglandiginda VLAS
ekspresyonundaki azalma hastalarin tedaviye yanitinin pozitif yonde ilerleyecegini
diistindiirmektedir. Ama RPMI 8226 hiicrelerinde gézlemlenen sonuglar ise bu durumun tam
tersini gostermektedir. Bu da MM’da RRMM hastalar1 agiklamaktadir. MM biyolojisini
aciklamak i¢in daha ileri ¢aligmalarin yapilmasi gerektigini gostermektedir.

MM hiicrelerinde integrin B7'min susturulmasi, fibronektin veya E-kadherine
yapigmay1 azalttigi ve MM hiicrelerinde bortezomib veya melfalan direncine kars1 hiicreleri
hassaslastirdigi rapor edilmistir (Ohguchi vd., 2016). Ayrica bir baska ¢alismada integrin 7
susturulmasi sonrasi hiicrelerin gog¢iiniin azaldigr bulunmustur. Tutarlt bir sekilde, integrin
7 susturulmasi, MM hiicrelerinin in vivo olarak kemik iligine yonlendirilmesini azaltmistir.
Ayrica integrin-p7 MM hiicrelerinin BM ile yapiskan etkilesimini arttirdigi ve vaskiiler
endotelyal biliylime faktoriiniin (VEGF) iiretimini arttirarak ilag direncine yol actig1 i¢in de
onemlidir (Ryu vd., 2016)

Bu bulgular, integrin-f7min MM hiicre yapismasi, gogii ve kemik iligi hedef
aramasinda ¢ok dnemli rollere sahip oldugunu 6ne siirmiistiir. Elde edilen sonuglar, CLpP
inhibisyonu sonucu NCI H929 hiicrelerinde ve RPMI 8226 hiicrelerinde integrin f7 mRNA
ekspresyon diizeyinde azalma gozlemlenmistir. CLpP’nin terapotik hedef olarak ele
alinmasi ila¢ direncinde gorevli oldugu bilinen integrin-B7'nin azalan ekspresyon diizeyiyle
desteklenmektedir. Ayrica RRMM hastalarda integrin-p7 aracili VEGF {iretimi
azalacagindan hiicrelerin tedaviye verdigi yanit pozitif olarak degisecektir.

Bu calisma da elde edilen tiim sonuglar géze alindiginda CLpP’nin terapotik bir
hedef olabilecegi diisliniilmektedir. CLpP inhibisyonu tiimor hiicresi ¢ogalmasina, gogiine
ve istilasina aracilik eden integrinlerin ifadesinde azalmaya neden olmustur. Integrinlerin
ifadesinin azalmasi1 kanser hiicrelerinin tedaviye daha olumlu yanitlar vermesiyle
sonuglanacaktir. Ayrica ilag direnci gelisen hastalarda artan integrin ifadeleri géz Oniine
alindiginda RRMM hastalarda olasi bir CLpP inhibisyonunu saglamak ilag direncinin
iistesinden gelebilecegini diisiindiirmektedir. Bu sonuglar 1s18inda CLpP’nin inhibisyonu
sonucu MM hastalarinda ne gibi sonuglar ortaya ¢ikaracagi agik olarak bilinmemektedir. Bu
yiizden CLpP inhibisyonun MM biyolojisi iizerine etkisi daha ileri ¢caligmalarla arastirilmasi

gerekmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Sonu¢ olarak bu tez calismasinda, shRNA vektor sistemi kullanilarak lentiviriis
tiretimi gerceklestirildi. NCI H929, RPMI 8226 MM hiicre hatlarinda lentiviral infeksiyon
yapildi. Hiiclerin infeksiyondan sonra proliferasyonlarmin azaldigi goézlemlenmistir.
Hiicrelerde puromisin se¢ilimi gergeklestirilememistir. Firma talimatlarina gore hiicrelerden
infeksiyondan 72 saat ve 96 saatin sonunda protein elde edildi. Protein ile gergeklestirilen
western blot sonunda 72 saatinde hiicrelerde kontrol hiicrelerine kiyasla CLpP
inhibisyonunun gergeklestigi bulundu. Ardindan 72 saat sonunda integrin ailesinden VLA4,
VLA5 ve integrin B7genlerinin mRNA ekspresyon diizeyleri shkontrol ve shCLpP
uygulanarak NCI H929 ve RPMI 8226 hiicrelerinde qPCR kullanilarak aragtirilmistir.
Kontrol hiicrelere kiyasla CLpP inhibisyonu gergeklestirilen NCI H929 ve RPMI 8226
hiicrelerinde VLA4 mRNA ckspresyon diizeyinde istatistiksel olarak anlamli azalig
gozlemlenmistir. Kontrol hiicrelerine kiyasla CLpP inhibisyonu gergeklestirilen NCI H929
hiicresinde  VLAS mMRNA ekspresyon diizeyinde istatistiksel olarak anlamli azalig
gozlemlenirken RPMI 8226 hiicrelerinde VLA5 mRNA ekspresyon diizeyinde istatistiksel
olarak anlamli artis gozlemlenmistir. Kontrol hiicrelerine kiyasla CLpP inhibisyonu
gerceklestirilen NCI H929 ve RPMI 8226 hiicrelerinde integrin-f7°nin mRNA ekspresyon
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli azalis gozlemlenmistir.

CLpP’nin MM’da ila¢ direnci veya hiicre proliferasyonu ile iliskisi tam olarak
belirtilmemistir. Integrinlerin MM hiicrelerinin proliferasyonu ve ilag direncinde rollerinin
oldugu bilinmektedir. Bu yiizden CLpP ve integrinlerin arastirildigi her ¢alisma MM

biyolojisinin aydinlatilmasina katki saglayacaktir.
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