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Multiple Myeloma (MM), kemik iliginde malign plazma hiicrelerinin birikmesiyle
ile karakterize olan hematolojik bir kanser tiiridiir. Bortezomib multiple myeloma
tedavisinde klinikte kullanilan en etkin kemoterapdtik ilaglardan biridir. Fakat kanser
tedavisi siirecinde bortezomibe karsi direnclilik siklikla karsilasilan bir durumdur.
Timdr hiicrelerinde, ila¢ tasima proteinlerinin sentezinin artmasi, apoptozisin
baskilanmasi ve hiicre donglisii kontroliinde yer alan diizenleme faktorlerindeki
degisikler kemoterapdtik ilaglara karsi direng olusmasina sebep olan en Snemli
mekanizmalardir. Bu nedenle ¢alismamizda, multiple myeloma kanser hiicrelerinde
gelisen bortezomib direngliginin hiicre dongiisii kontrol noktalarinda bulunan cyclin
genleri ile iliskisi arastirilmustir.

Bu c¢aligmada, multiple myeloma KMS-28 (bortezomibe hassas) ve KMS-20
(bortezomibe direngli) hiicre hatlar1 ¢ogaltildi. MTT testi uygulanarak her iki hiicre
hatt1 i¢in bortezomibin ICsy degerleri saptandi. Hiicre hatlarindan RNA izolasyonu
yapilarak cDNA sentezi gerceklestirildi ve hiicre dongiisii diizenleyici faktorleri olan
Cyclin D1, Cyclin D2, Cyclin Al, Cyclin E1 ve Cyclin B1 genlerinin ifade diizeyleri
Real-time PCR ile analiz edildi.

Elde ettigimiz bulgulara gore Cyclin A1 geninin bortezomibe hassas hiicrelerde ifade
edilmeyip, bortezomibe direngli hiicrelerdeki yliksek ifadesi (overekspresyon) bu
genin multiple myelomada bortezomib direngliliginin gelisiminde dogrudan roliiniin
oldugunu gostermistir. Cyclin D1 geni KMS-28’de asir1 ifade edilirken, KMS-20’de
ise baskilanmistir. Cyclin D1 genindeki bu degisikliklerin bortezomib direngliligine
neden olabilcegi diistiniilmektedir.

Sonug olarak, multiple myelomada ilag direngliligine yol agan mekanizmalarin
aydinlatilmasi, hastaligin molekiiler diizeyde anlasilmasini saglayacak ve MM ile
ilgili daha etkili tedavi se¢eneklerinin olusturulmasini olanak taniyacaktir.

Anahtar Kelimeler: Multiple Myeloma, Bortezomib, Kanser, Ila¢ Direngliligi,
Hiicre Dongiisii Siklin Genleri.

Haziran, 2021; 75 sayfa
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ABSTRACT

Multiple Myeloma (MM) is a type of hematological cancer characterized by the
accumulation of malignant plasma cells in the bone marrow. Bortezomib is one of
the most effective chemotherapeutic drugs used clinically in the treatment of multiple
myeloma. However, resistance to bortezomib is a frequently encountered situation
during the cancer treatment process. In tumor cells, increased synthesis of drug
transport proteins, suppression of apoptosis and changes in regulation factors
involved in cell cycle control are the most important mechanisms that cause
resistance to chemotherapeutic drugs. Therefore, in our study, the relationship
between bortezomib resistance in multiple myeloma cancer cells and cyclin genes at
cell cycle checkpoints was investigated.

In this study, multiple myeloma KMS-28 (bortezomib-sensitive) and KMS-20
(bortezomib-resistant) cell lines were propagated. Bortezomib 1Csy values were
determined for both cell lines by applying the MTT test. cDNA synthesis was
performed by RNA isolation from cell lines and the expression levels of the cell
cycle regulatory factors Cyclin D1, Cyclin D2, Cyclin A1, Cyclin E1 and Cyclin B1
genes were analyzed by Real-Time PCR.

According to our findings, the Cyclin Al gene is not expressed at all in bortezomib-
sensitive cells, and its high expression (overexpression) in bortezomib-resistant cells
has shown that this gene has a direct role in the development of bortezomib
resistance in multiple myeloma. The Cyclin D1 gene is overexpressed in KMS-28
and suppressed in KMS-20. It is thought that these changes in the Cyclin D1 gene
may cause bortezomib resistance.

In conclusion, elucidating the mechanisms leading to drug resistance in multiple
myeloma will provide an understanding of the disease at the molecular level and will
enable more effective treatment options for MM.

Keywords: Multiple Myeloma, Bortezomib, Cancer, Drug-Resistance, Cell Cycle
Cyclin Genes.

June, 2021; 75 pages
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1. GIRIS

Kanser giinlimiizde en fazla 6liime yol acan hastaliklarin basinda gelmektedir. Tiim
diinya genelinde kansere yakalanma orami gilin gectikce artmaktadir. Bu duruma
karsilik siirekli yeni tedavi secenekleri gelistirilmekte olup kullanilan en etkili tedavi
yontemlerinden birisi kemoterapidir. Kullanilan tedavi yontemlerine karsilik
kemoterapi siiresince hastalarin tedaviye cevap vermemesi veya tedavi sonrasi
kanserin niiksetmesi sik¢a goriilen bir durumdur. Kemoterapiye karsi gelistirilen
direnclilik pek ¢ok antikanser ilacin hastalar {izerinde beklenen etkisini
gosterememesine ve nedenle de hastaligin tedavi edilememesine neden olmaktadir
(Krishan vd., 1997; Gottesman vd., 2002; Yague vd., 2007; Lage, 2008; Baguley,
2010; Shaffer vd., 2012; Saraswathy ve Gong, 2013). Kanser hiicrelerinde ilag
direngliligine neden olan mekanizmalardan biri de hiicre dongiisii diizenleme
faktorlerindeki degisikliklerdir (Abdi vd., 2013).

Hiicre dongiisiiniin her agamasi siklinler (cyclins) olarak bilinen bir dizi protein ailesi
tarafindan diizenlenmektedir (Heuvel ve Harlow, 1993). Bu proteinlerin diizeyleri
hiicre dongiisiiniin farkli fazlarinda degisiklik gosterir. Hiicre dongiisii boyunca
sirastyla siklin D, E, A ve B ortaya ¢ikar (Vermeulen vd., 2003). Bu diizenleyici
faktorlerde meydana gelen degisiklikler sonucunda normal hiicreler kanser
hiicrelerine doniisebilir ayn1 zamanda kanser tedavisi boyunca kemoterapétik ilaglara
kars1 direnglilik gelisebilir (Sherr, 2000).

Multiple myeloma (MM), kemik iliginde malign plazma hiicrelerinin birikmesiyle ile
karakterize olan hematolojik bir kanser tiiriidiir. Genellikle 65-70 yas araligindaki
bireylerde daha sik goriilmektedir. Kemik erimesi ve yikimi basta olmak iizere
anemi, bagisikligin azalmasi ve bdbrek yetmezligi gibi bir dizi klinik bulguya
sahiptir (Kyl ve Rajkumar, 2004; Kumar, 2010; Borrello, 2012). MM tedavisinde
klinikte kullanilan ve FDA tarafindan onaylanmis en etkin kemoterapotik ilaglardan
birisi bortezomibtir. Dipeptid boronik asit analogu olan bortezomib (PS-341,
Velcade), antitimor ozellige sahip bir proteozom inhibitdriidiir. Bortezomibin
apoptozisi indiiklemesi ve proliferasyonu baskilamasi hiicrelerin kemoterapiye karsi
duyarliliklarmin artmasina neden olur ve bu o&zelliginden dolayr hematolojik
kanserlerin  tedavisinde yaygimn bir sekilde kullanilmaktadir (Blade vd., 2005;

Boccadoro vd., 2005). Fakat kanser tedavisi siirecinde bortezomibe karsi direnclilik
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siklikla karsilagilan bir durumdur ve bu da tedavideki basarty1 6nemli oranda azaltir.
Bu nedenle multiple myelomada bortezomib direngliligine neden olan
mekanizmalarin anlagilmasi hastaligin tedavisinde basariya ulasabilmek icin oldukca

onemlidir (Tsubakia vd., 2012).

Tez ¢aligmasinin amaci, multiple myeloma tedavisinde kullanilan bortezomibe karsi
olusan direncliligin  hiicre dongiisii  dlizenleme faktorleriyle iliskisinin
arastiritlmasidir. Tez ¢alismasi kapsaminda bortezomib ile muamele edilmis multiple
myeloma KMS-20 (bortezomibe direngli) ve KMS-28 (bortezomibe hassas) hiicre
hatlarinda hiicre dongiisii kontrol noktarinda yer alan cyclin D1, cyclin D2, cyclin

E1, cyclin Al ve cyclin B1 genlerinin ifade diizeyleri incelenmistir.

Sonug olarak, multiple myeloma hiicrelerindeki bortezomib direngliligine neden olan
molekiiller mekanizmalarin  aydinlatilmasi, hastaligin = molekiiler diizeyde
anlagilmasina ve hastalikla ile ilgili daha etkili tedavi se¢eneklerinin olusturulmasina
olanak saglayacaktir. Kanser hiicrelerinin bortezomibe karsi olusturduklari direncin
engellenebilmesi multiple myeloma tedavisinde yeni bir umut 15181 olabilir. Ayrica
ileriki zamanlarda yapilacak c¢aligmalar sayesinde ilag stratejilerinin kisiye 0Ozel

olarak sekillendirilebilmesi de miimkiin olabilecektir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Kanser

Kanser, giiniimiizde tiim diinyada rastlanilan en Oliimciil hastaliklardan biridir.
Patalojik ve sistemik bir hastalik olan kanser; kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi,
proliferasyon, apoptozis ya da farklilagmadaki bozukluklardan kaynaklanir.
Kanserlerin bir kism1 kalitsal olarak aktarilirken, biiyiik bir kisminin ise DNA’nin
cesitli mutajenlere maruz kalmast ve DNA sentezinde olusan hatalardan
kaynaklandigi distiniilmektedir (Klug vd., 2011; Yokus ve Cakir, 2012). 2018 yili
Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi’'nin (IARC) yaymnladigt GLOBOCAN
verilerine gore diinya genelinde her 6 kisiden birinin kanser nedeniyle hayatini
kaybettigi, 18,1 milyon yeni kanser vakast oldugu ve toplamda 9,6 milyon kisinin
kanser nedeniyle hayatin1 kaybettigi bildirilmistir. Bu istatistikler goz Oniinde
bulundurularak diinya genelinde en ¢ok 6liime neden olan kanser tiirleri kadinlarda
meme kanseri, erkeklerde ise akciger kanseri oldugu gozlenmistir. Genel olarak
bakildiginda, akciger kanseri, meme kanseri, prostat kanseri ve kolon kanseri 6liim
orani en yiiksek olan kanser tiirleridir (Klug vd., 2011). Diinya genelinde kanserin
goriilme oranlar1 kadinlarda 100 binde 182,6 oranindayken erkeklerde ise 218,6
oranindadir. Ayni oran Tirkiye genelinde kadinlarda 100 binde 183,6 iken
erkeklerde 259,9°dur (URL-1).

Hiicre boliinmesi sirasinda DNA replikasyonunda olusan hatalar nedeniyle esey ve
somatik hiicrelerde ¢esitli mutasyonlar olusabilir ve bunun sonucunda normal
hiicreler kanser hiicrelerine doniisebilir (Abecasis vd., 2010; Alexandrov vd., 2015).
Somatik hiicrelerde olusan kromozomal kayiplar ve insersiyonlar gibi cesitli
mutasyonlar birgok kanser tiiriinde siklikla gozlemlenir (Lengauer vd., 1998;
Rajagopalan vd., 2004). Erken tiimor gelisimi esnasinda, hiicrelerde meydana gelen
farklilasma hatalar1 kontrolsiiz biiyiimeye neden olurken ayni zamanda tiimoriin
icinde heterojeniteye sebep olabilirler (Nowell, 1976; Wolman, 1986). Tiim somatik
hiicreler timor olusturma egilimine sahip olarak kabul edilir (Tsimberidou vd.,
2020). Kanser hiicreleri Kitleler halinde biiytimelerine devam ederler ve kan ya da
lenf yolu ile viicudun diger bolgelerine dogru dolasim saglayabilirler. Kanserin boyle
yayilma hareketi gostermesine metastaz adi verilmektedir. Kanser hiicreleri

olusmaya bagladiklar1 hiicre tipine ve organlara gore siiflandirilirlar. Farkli hiicre
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tipinde olusan kanser tiirleri farkli oranlarda biiyiirler ve orjinlerine gére de degisik
yayilma sekilleri gosterirler. Mevcut kanser tipine bagl olarak, kanser hastalarinin
tedavisinde farkli tedavi yontemleri kullanilmaktadir (Beemster, 1998; Alexandrov
vd., 2015).

Hanahan ve Weinberg 2000 yilinda kanser hiicresinin temel fonksiyonel 6zelliklerini
6 maddede ozetlediler. 2011 yilinda bu 6zelliklere yenileri eklenmistir. Bu 6zellikler
asagidaki gibidir (Hanahan ve Weinberg, 2000, 2011):

— Kanser hiicreleri biiylime sinyallerini kendileri (otonom biiylime) olusturur,
— Biiylimeyi baskilayan sinyallere karsi duyarsizdirlar,

—  Smursiz ¢ogalma (replikatif 6liimsiizliik) potansiyelleri vardir,

— Apoptozisten (programli hiicre 6liimii) kagis gosterirler,

— Dokulara ve uzak organlara yayilma (metastaz) yaparlar,

— Kendilerine yeni damarlar (anjiogenezis) olusturabilirler.

— Degisen enerji mekanizmasina sahiptirler,

—  Immiin sistemden kagcis gosterirler,

— Kanser hiicrelerinde genomik kararsizlik ve mutasyon goriiliir,

— Kanser hiicrelerinde tiimorii tetikleyen inflamasyon gdzlenir.
2.2 Hiicre Dongiisii

Hiicrelerin boliinmeye baslamalarindan itibaren bir sonraki hiicre boliinmesine kadar
stiren zaman boyunca, hiicrelerde gerceklesen biyokimyasal ve morfolojik

degisikliklerin gozlemlendigi siirece hiicre dongiisii ad1 verilmektedir (Sherr, 2000).
Hiicre dongiisii iki evreden olusur (Luo, 1995):

Interfaz Evresi: Hiicre metabolizmasmimn yogun olarak gerceklestigi biiyiime ve
gelisme evresidir. Interfaz evresi boliinme icin hazirlik yapar (Luo, 1995). Hiicre
dongiisiiniin yaklasik olarak %90 nin1 olusturur (Campbell ve Reece, 2006). Interfaz
evresi boyunca hiicre igerisinde meydana gelen degisimler asagida gosterildigi
gibidir (Luo, 1995):

- Hiicre organellerinin sayist artar.
- Protein sentezi, ATP iiretimi ve RNA sentezi gibi metabolik olaylar hizlanir.
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- Hiicrenin hacminde belli oranda artis olur.

- DNA kendini esler.

- Hayvansal hiicrelerde, sentrozomun eslenmesi bu evrede gercgeklesir.
- Boliinme sirasinda gerekli olan enzimler tretilir.

— S fazi1 sirasinda kromatin iplikler kendini esler.

Okaryotik hiicrelerde hiicre boliinmesi 4 temel evreden olusmaktadir. Bu evreler

asagidaki gibidir (Nelson ve Cox, 2005):

» G; Fazi: Bu evrede hiicreyi boliinmeye iten biiyiime faktorleri aktif olur ve RNA

ile protein sentezi gerceklesir. DNA sentezi heniiz yoktur.

» S (Sentez) Fazi: S evresinde; RNA sentezi devam eder ve protein sentezi en iist

seviyeye c¢ikar. DNA kopya olusturmak iizere replike olur ve sentez sonrasinda

DNA miktar1 iki katina ¢ikar.

» G, Fazi: Bu evre mitoz boliinme i¢in hazirlik sathasidir. Mitozu aktive edecek
proteinler cogalir. DNA sentezi dururken RNA ve protein sentezi devam eder.

Sentrozom duplikasyonu tamamlanarak organeller ¢ogalir ve iki katina ¢ikar.

» M (Mitoz) Fazi: Mitoz fazi kendi i¢inde 4 (profaz, metafaz, anafaz ve telofaz)

sathadan olugmaktadir. Bu sathalar boyunca sirasiyla ¢ekirdek zarfi kaybolmaya
baslar, sentrozomlar olusur, kromozomlar kisalip kalinlasir, kardes kromozomlar
hiicrenin z1t kutuplarina ¢ekilir, her bir yavru kromozom takimi yeniden ¢ekirdek

zarfi ile kaplanir ve sitokinez sonucu iki yavru hiicre olusur.

Cizelge 2.1. Hiicre Dongiisii Evreleri (Mens ve Ghanbari, 2018).

G, Fazx S Faz G, Fazx M Fazn
RNA ve protein RNA sentezi Kromozomlarin Profaz, Metafaz,
sentezlenir. devam eder. yogunlagmasi ve Anafaz, Telofaz
mitoz i¢in hazirlik evrelernden
asamasidir. olusur.
DNA sentezi Protein sentezi en Mitozu aktive Mitotik
hentiz yoktur. yiiksek seviyeye edecek proteinler ipliklerin
cikar. birikir. olusumu ilk
sinyallerdir.




Cizelge 2.1 (devam). Hiicre Dongiisii Evreleri (Mens ve Ghanbari, 2018).

Hiicreyi Cok sayida DNA sentezi Sentrozom
boliinmeye iten replikasyon durur, RNA ve dublike olur.
proteinler (biiyiime orijini aktive protein sentezi
faktorleri) olur. devam
aktive olur. eder.
Biiytime i¢in sartlar | DNA sentezi Sentrozom Yavru
uygun degil ise baslar ve iki duplikasyonu kromozomlar
dongii geciktirilir katina ¢ikar. tamamlanir. meydana gelir.

ve hiicre G0’a
fazina girer.

Sentrioller Organeller Sitokinez
kendini cogalir, iki katina | meydana gelir.
eslemeye ¢ikar.
baslar.

Genel anlamda hiicreler, biiyiime faktorleri, sitokinler ve timor viriisleri gibi
mitojenlerin gonderdigi bolinme sinyallerini  alamadiklar1 zaman G1 fazina
giremezler ve istirahat fazi denilen GO fazinda beklerler (Pucci vd., 2000; Ho ve
Dowdy, 2002). Okaryotik bir hiicre M fazi sonunda G; fazina tekrar gecis yapar ve
gelen boliinme sinyali ile birlikte yoluna devam eder ya da béliinme igin gerekli
sartlar uygun degil ise bolinmeyi durdurarak Go (Pasif) fazina girer ve burada
saatler, aylar hatta ondan sonraki tiim yasami boyunca kalabilir. Gg fazinda olan bir
hiicre tekrar bolinmeye baglayacak ise dongiiye G; fazindan baslar (Nelson ve Cox,
2005).

Toplam dongii siiresi 24 saat olan bir insan hiicresi igin bu béliinme interfaz ve mitoz
asamalar1 olmak tizere iki temel asamadan olusmaktadir (Cogulu vd., 2007). Hizli
veya yavas boliinen hiicrelerde farklilik goriilse de genel olarak 24 saat siiren bir
hiicre dongiisiinde; Gy faz1 ~11 saat, S faz1 ~8 saat, G, faz1 ~4 saat ve M faz1 ~1 saat
stirmektedir (Cross vd., 1989).

Mitotik evre: Karyokinez (¢ekirdek boliinmesi) ve sitokinez (sitoplazma boliinmesi)
olmak tizere iki temel evreden olugmaktadir. Mitotik evre sonunda sitoplazma
boliinmesi de tamamlanmis olur ve sonucta birbiriyle 6zdes iki yeni yavru hiicre
olusur (Campbell ve Reece, 2006). Mitotik evrenin temel karakteristik 6zellikleri su

sekildedir:



—  Mitoz sonucunda iki yeni yavru hiicre olusur. Bu hiicrelerin organel ¢esitleri
ayni1 iken organel sayilar1 ve sitoplazma miktarlar1 farkl olabilir.

—  Olusan hiicrelerin DNA’larindaki niikleotid dizilimleri ayni oldugundan dolay1
kalitsal 6zellikleri de tipa tip aynidir.

—  Mitoz sirasinda kromozom sayilarinda degisim goriilmez. Yavru hiicrelerin
kromozom sayilar ana hiicre ile aynidir. Boylelikle mitoz boliinme ile birlikte
kalitsal devamlilik saglanmis olur.

—  Mitoz boliinme tek hiicreli canlilarda tiremeyi, ¢ok hiicreli canlilarda biiytimeyi

ve gelismeyi saglar (Klug vd., 2011).

2.3 Hiicre Dongiisii Kontrol Noktalar

Hiicre dongiisliniin fazlar1 arasindaki iligkileri saglamak icin hiicreler 3 adet kontrol
noktasina sahiptir. Kontrol noktalari, hiicre dongiisiinde yer alan her asama
sonundaki olaylarin bir sonraki asamaya gegebilmesi i¢in diizgiin ve dogru sekilde
tamamlanabilmesini saglamaktadir (Kastan ve Bartek, 2004). Boylece faz gegisleri
sirasinda olaylarin akisina bagl olarak bir dizi 6zel protein aracilig ile hiicreye,
“DUR!” ya da “DEVAM!” seklinde sinyaller gonderilir ve dongii mekanizmasinin
sistemli olarak ¢aligmasina olanak verilir (Schneider, 1997). Hiicre dongiisti kontrol

noktalar1 agagida belirtildigi gibidir (Seidel, 2001):

G1/S Kontrol Noktasi: G; fazinda hiicreler boliinme i¢in yeterli biiylikligi ulasirsa

“DEVAM!” sinyalleri vererek dongiiniin S fazina dogru ilerlemesini saglar.
Metabolik olaylarda anormallik var ise hiicre “DEVAM!” sinyalini alamaz ve dongii

G; fazinda durur, S fazina ilerleyemez ve hiicre Go fazina girer.

Go/M Kontrol Noktasi: S fazi sonunda DNA replikasyonunda herhangi bir hata olup

olmadigini ve hiicrenin metabolik aktivitelerinde anormallik olup olmadigini kontrol
eder. Hiicre boliinmesi sirasinda anormallik yok ise hiicreye “DEVAM!” sinyali

gondererek bir sonraki faza dogru ilerlemesini saglar.

M Kontrol Noktasi: G, faz1 sonunda kromozomlar ig ipliklerine diizgiin bir sekilde
baglanip baglanmadigmi kontrol eder. Ig ipliklerinin baglanmasinda sorun yasanirsa
hiicre Gy fazina gonderilir. Eger anormallik olmaz ise hiicreye “DEVAM!” sinyali

gondererek bir sonraki faz olan M fazina dogru ilerlemesini saglar.



G1/S kontrol noktas:
Hiicre, boyutu ve DNA
bitunligund izler

Hiicre donglisiine  G1
yeniden giris karari J

oufg.‘!n
ef’"‘l One'b
s
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<

Hiicre dongisiinden g1 '

cikis karari G2 G2/M kontrol noktasi

Hiicre, DNA sentezini

ve hasarini izler
M kontrol noktas:

Hiicre, i iplik
olusumunu ve kinetokorlara
tutunmasini izler

Sekil 2.1. Hiicre Dongiisti Kontrol Noktalar1 (Klug vd.,2011).

2.4 Hiicre Dongiisii Diizenleyici Faktorleri

Hiicre dongiisiinde yer alan G1, S, G2 ve M evreleri;

» Siklinler (Cyclins),
»  Siklin bagiml kinazlar (CDK),

»  Siklin bagimli kinaz inhibitorleri (CKI) tarafindan kontrol edilir (Kaldis vd.,

1998; Mens ve Ghanbari, 2018).
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Sekil 2.2. Hiicre Dongiisii Diizenleyici Faktorleri (URL-2).




2.4.1 Siklinler (Cyclins)

Hiicre dongiisiinlin asamalar siklinler (cyclins) olarak da bilinen bir dizi protein
ailesi tarafindan diizenlenlenir ve bir grup siklinin gérevini tamamlamasindan sonra,
diger grup siklin aktif hale gelir (Heuvel ve Harlow, 1993). Bu proteinlerin diizeyleri
hiicre dongiisiiniin farkli fazlarinda degisiklik gosterir. Siklinlerin fonksiyonlari
siklin bagimli kinazlarnt (CDK’lar) aktif etmek olup, hiicre dongiisiiniin belirli
fazlarinda sistemik olarak sentezlenirler ve gorevlerini tamamladiktan sonra
siklinlerin diizeyleri hizla diiser (Senderowicz ve Sausville, 2000). Siklinlerin
yoklugunda siklin bagimli kinazlar (CDK) inaktif haldedir. Ancak siklinler, CDK
komplekslerine baglandiklarinda katalitik bolge acilir ve katalitik alt birimlerin
aktiviteleri 10.000 kat artar (Nelson ve Cox, 2005). Siklinlerin seviyeleri
transkripsiyonel diizeyde regiile edilirken, yikimlar1 ubiquitin yoluyla saglanmaktadir
(Ulukaya, 2001). Literatiirde on besten fazla farkli siklin tanimlanmustir; hiicre
dongiisiinde ise sirasiyla siklin D, E, A, ve B ortaya ¢ikar (Vermeulen vd., 2003).

Cyclin Expression Cycle

4 :
Cyclin E. {Cyclin AF
= S H 2
i) 20 ’ :
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= \ ; \
G1 Phase S Phase G2 Phase Mitosis

Sekil 2.3. Siklinlerin Hiicre Ddngiisiindeki ifade Diizeyleri (Vermeulen vd., 2003).

2.4.1.1 Siklin D

Cyclin D1, CCND1 geni tarafindan kodlanan 295 amino asitlik bir proteindir. Insan
CCND1 geni 13.388 baz ¢ifti uzunlugunda olup 11. kromozomun q13 bandinda yer
alir (Withers, 1991; Inaba, 1992; URL-3). Hiicre dongiisiiniin baslamas1 cyclin D
genlerinin ifade diizeylerine baghdir. Cyclin D, G1/S fazinda sentezlenir ve hiicre S
fazina girdikten sonra yikilmaya baslar (Sherr, 2000). Biiyiime faktorleri veya
mitojenlere cevap olarak sentezlenirler. Mitojenler ve biiyiime faktorleri ortamdan

uzaklastirildiginda D tipi siklinlerin seviyeleri hizla diiserek yikilir (Sewify vd.,



2014). Drosophila’da bir tane cyclin D proteini bulunurken, farelerde ve insanlarda 3
tip cyclin D bulunur. Bu ii¢ tip homolog siklin proteinleri ¢ogalan hiicrelerde

sentezlenir ve bunlarin miktarlar1 ¢esitli hiicre tiplerinde farklilik gosterir (Terpstra

vd., 1992).

D tipi siklinlerin; D1, D2 ve D3 olmak iizere 3 adet izoformu bulunmaktadir (Aktug,
2014). Hangi cesit cyclin D’nin sentez edilecegi dokularin tipine 6zgiidiir. Ornegin,
T lenfositler D3 tipini sentez ederler. Genel olrakar cyclin D’ler CDK4 ve CDK6’y1
regule ederler (Pucci vd., 2000). CCNDY1’in asir1 ekspresyonunun, timor
farklilagmasi, artan metastaz ve zayif sagkalim ile iliskili oldugu bildirilmistir. Insan
timorlerinin ¢ogunda cyclin D1’in asir1 ifade edildigi rapor edilmistir (Ding vd.,
2019). Yapilan ¢alismalarda, hemen hemen tiim multiple myeloma tiimoérlerinde g
tip cyclin D geninden birinin diizensizligi saptanmistir. CCND2 gen ekspresyonunun
CCND1 veye CCND3’iin over ekspresyonuna bagli olmaksizin multiple myeloma
orneklerinin ¢ogunda up-regiile oldugu bildirilmistir (Misiewicz-Krzeminska, vd.,
2016). CCND2 gen ifadesinin bozulmasi, multiple myeloma, T hiicreli lenfoma ve
kolon gibi kanser tiplerinde goriiliirken, CCND3 gen ifadesindeki degisikliklerin
multiple myeloma, glioma ve cilt kanser tiplerinde go6zlendigi rapor edilmistir
(Thanh-Truc vd., 2010).

2.4.1.2 Siklin E

Cyclin E1 proteini, CCNE1 geni tarafindan kodlanmaktadir (Lew vd.,1991). Asir
ifadesi hipofiz tiimorlerinde baskindir (Reincke vd., 2019). Cyclin E'nin asir1 ifadesi,
kanser gelisimine yol agmaktadir. Gogiis ve kolon basta olmak {izere bir¢ok kanser
tirtinde etkilidir (Donnellan ve Chetty, 1999). Cyclin E, G1/S fazlarinin sinirinda
gecici olarak sentez edilir ve hiicre S fazina girdiginde hizla yikilir (Pucci vd., 2000).
Cyclin E, CDK2’yi regule eder ve S fazinda DNA replikasyonunun baglayabilmesi
icin cyclin E ile CDK2 arasinda aktif bir kompleksin olusmasi gerekir (Lew vd.,
1991). Bu kompleks i¢in aktif EoF transkripsiyon faktoriine ihtiyag duyulur. Aktif
E,F, cyclin E ve DNA polimerazin transkripsiyonunu arttirir ve boylece DNA sentezi
uyarilir. Cyclin E’nin, E1 ve E2 olmak iizere 2 adet izoformu bulunur. Bu
izoformlarin eksikliginde Gop’da bekleyen hiicreler dongiliye giremezler (Aktug,

2014).
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Cyclin E1, ilk olarak 1991'de tanimlanmig olup 19q12'de CCNE1 geni tarafindan
kodlanir. Hiicre proliferasyonu ve onkogenezde ¢ok onemli rollere sahip oldugu
bilinmektedir. Cyclin E2 ise 1998'de tanimlanmistir ve 8¢22.1'de CCNE2 geni
tarafindan kodlanir. Cyclin E1 ve cyclin E2 proteinlerinin insanda (homo sapiens)
%69,3’liik yiiksek dizi benzerligi gosterdikleri ve benzer rollere sahip olduklar
bulunmustur. Cyclin E1 ve E2’de goriilen diizensizlikler, onkojenik transformasyonu
ve kanser hiicresi proliferasyonunu arttirir. Cyclin E1’in meme disindaki diger timor
tiplerininin ¢ogunda ve 6zellikle timusta cyclin E2’ye gore daha yiiksek seviyelerde
eksprese edildigi tanimlanmistir. Cyclin  E2’nin ise insan beyninde yiiksek
seviyelerde eksprese edildigi goriilmiis fakat ayni hiicrelerde cyclin E1’in belirgin
sekilde ifade edilmedigi saptanmistir (Caldon ve Musgrove, 2010).

2.4.1.3 Siklin A

Cyclin Al proteini, CCNAL geni tarafindan kodlanmaktadir (Yang vd., 1997). Cyclin
A, hiicre dongiisii diizenleyici proteinlerinden olan cyclin ailesinin bir tyesidir
(Bendris, 2011). 1983 yilinda ilk olarak deniz kestanesi embriyolarinda goriilmiistiir
(Evans vd., 1983). Cyclin A, S faz1 boyunca sentez edilir, anafaz esnasinda yikilir.
CDK2 ile kompleks yaparak DNA replikasyonunda rol oynar (Pucci vd., 2000).
G2/M kontrol noktasinda E,F transkripsiyon faktorii, cyclin A’y1 transkribe eder ve
kontrol noktalar1 arasindaki gecis cyclin A-CDK2 kompleksi tarafindan saglanir.
Ayrica cyclin A-CDK2 kompleksi, profaz evresinde gergeklesen olaylari diizenler
(Ulukaya, 2001; Aktug, 2014).

A tipi siklinlerin, cyclin Al ve cyclin A2 olmak {izere iki izoformu bulunmaktadir.
Cyclin Al'in testis, beyin ve bazi losemik hiicre hattinda eksprese edildigi
bilinmektedir. Cyclin Al, mayoz ve embriyogenezde Onemli bir rol oynar;
spermatogenez sirasinda testiste yliksek oranda eksprese edilir (Sweeney vd., 1996).
Ayni1 zamanda cyclin Al geninin hematopoietik kok hiicrelerde ve akut miyeloid
16semide yiiksek seviyelerde eksprese edildigi bildirilmistir (Yang vd., 1997). Cyclin
A2 ise memelilerdeki ana A tipi cyclin olup boliinen somatik hiicrelerde eksprese
edilir (Sweeney vd., 1996). Cyclin A2, hem G1/S kontrol noktasinin (CDK2 ile
etkilesim yoluyla) hem de G2/M kontrol noktasinin (CDKI ile) diizenlenmesinde rol

oynar (Lara-Pezzi ve Rosenthal, 2010).
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2.4.1.4 Siklin B

Cyclin B1 proteini, CCNB1 geni tarafindan kodlanmaktadir (Sartor vd., 1992).
Cyclin B, S fazinin sonlarina dogru sentez edilir ve G2 fazindan M fazina gegerken
sentezi en yiiksek diizeye ulasir, ardindan anafaz evresi esnasinda yikilir. Boylece
hiicre mitoz evresinden ¢ikarak G; fazina geri doner. Cyclin B, CDK1 ile kompleks
olusturur ve bu komplekse MPF (“M-phase/maturation promoting factor”, Mitoz
aktif edici faktor) adi verilir. Bu kompleks hiicre dongiisiiniin profazdan sonraki
evrelere dogru ilerlemesini saglar. Cyclin B-CDK1 kompleksi Cdc25 olan protein
fosfataz tarafindan aktive edilmektedir. Kompleksin aktivasyonu ile birlikte ¢ekirdek
zar1 ¢oziiliir ve mitoz baslar (Pucci vd, 2000; Ulukaya, 2001; Aktug, 2014).

Yapilan bir¢ok aragtirmada, farkli kanser tiplerinde hiicre dongiisii diizenleme
faktorleri olan siklin (cyclin) genlerinin asir1 ifade edildikleri asagida belirtildigi gibi
rapor edilmistir (Bai vd., 2017).

—  Siklin D1: B-hiicre malignitelerinde (lenfoma, myeloma), meme, mesane
kanseri,

—  Siklin D2: Meme ve prostat kanseri,

—  Siklin E: Ovaryum ve lenfoma kanseri,

— Siklin A: Tiroid ve meme kanseri,

— Siklin B: Kolon, tiroid, meme kanseri.

Bir bagka arastirmada ise, hiicre dongiisii kontroliinde yer alan cyclin D1 geninin
asir1 ifadesinin multiple myelomada ¢oklu ila¢ direngliligiyle iliskili oldugu rapor

edilmistir (Sewify vd., 2014).
2.4.2 Siklin bagimh kinazlar (CDK’lar)

Memeli hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde cyclin proteinleri ile
birlikte Siklin Bagimli Kinazlar (CDK’lar) rol oynamaktadir. CDK’lar hiicre
dongiisiiniin her evresinde inaktif olarak sentez edilirler ve cyclin proteinlerine
baglanarak aktif hale gelirler (Senderowicz ve Sausville, 2000). Her bir siklin
proteini, spesifik bir CDK’ya baglanarak aktif Siklin/CDK komplekslerini olusturur
(Bai vd., 2017).
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CyclinB/CDK1
Cyclin D/CDK4/6
M G,
)Cyclin E/CDK2
CyclinA/CDK1

CyclinA/CDK2
Sekil 2.4. Hiicre Dongiistindeki Siklin-CDK Kompleksleri (Suryadinata vd., 2010).

Siklinler ve CDK’lar heterodimerik proteinlerdir. CDK’lar siklinlerin ekspresyonu
ile aktif olan serin/ treonine 6zgii protein kinazlardir. CDK’nin regiilator kismi
“cyclin”, katalitik kismi ise “cyclin dependent kinaz” (CDK) olarak adlandirilir.
CDK’lar herhangi bir siklin ile kompleks olusturmadigi siirece katalitik aktivite
gosteremezler. Her CDK farkli bir siklin ile kompleks olusturur ve hangi proteinlerin
fosforile edilecegi bu siklinlerin tipine baghdir. Hiicre dongiisiinde CDK1, CDK2,
CDK4 ve CDK6 olmak iizere dort tane spesifik siklin bagimli kinaz proteini gérev
alir (Ulukaya, 2001; Morgan, 2007).

Cizelge 2.2. Hiicre Dongiistindeki Siklin Bagimli Kinazlar (CDK’lar).

CDKA4/6 ° Cyclin D ile kompleks olustururlar

° Kompleks RB’yi fosforile eder

G1 ge¢ doneminde cyclin E ile kompleks olusturur
CDK?2 G1/S gecisinde rol alir

° S fazinda cyclin A ile kompleks olusturur

G2/M gecisini kolaylastirir

CDK1 ° Cyclin B ile kompleks olusturur

G2/M geg¢isinde rol oynar

CDK’larin fonksiyonlari fosforile olma derecelerine ve olusturduklart komplekslere
baglidir (Raff, 1996). CDK ’lar siklinlerle birlesince aktif olurlarken, siklin bagiml
kinaz inhibitorleri (CDI) ile birlestikleri zaman inaktif olurlar. Aktif halde bulunan
formlari, subsratlar1 fosforiller ve aktiflestirir. Boylelikle substratin aktivasyonuna
gore hiicre dongiisii durur ya da bir fazdan digerine geger (Pucci vd., 2000; Ulukaya,
2001).



. Siklin-bagiml kinaz
Siklin inhibitorit (CDI)
‘ aktivasyon ‘ ‘ inhibisyon ‘

Siklin-bagiml
kinaz (CDK)

Substrat:serin P Substrat:serin
hipofosforile < fosforile

Inaktir | I | Akir

Fosfataz

Sekil 2.5. Aktif/Inaktif CDK Kompleksleri (Ulukaya, 2001).

Siklin bagimli kinazlar ile yapilan ¢alismalar sonucunda on besten fazla farkl
CDK’nin oldugu bildirilmistir. Hiicre dongiisiinde yer alan temel CDK1, 2, 4 ve 6’ya
ek olarak bu protein ailesinin alt dallar1 olan CDK3, 5, 7, 8, 9, 10, 12 ve 13
tanimlanmistir (Jeronimo vd., 2016). CDKY7, hiicre dongiisiinde gorev alan temel
CDK’lart (1, 2, 4 ve 6) aktif ederek dongiiyii diizenler (Fisher ve Morga, 1994).
CDKS, Ggp’dan G1’e geciste retinoblastoma proteinini (pRB) fosforile eder (Ren ve
Rollins, 2004). CDKS5, dongiisel olmayan hiicrelerde islev goriir (Dhavan ve Tsai,
2001). CDK10, transkripsiyonda gorev alir (Guen vd., 2013).

2.4.3 Siklin bagimh kinaz inhibitorleri (CKI)

Siklin bagiml kinaz inhibitor proteinleri (CKI), CDK aktivitesini kontrol ederler. Bu
proteinler cyclin/CDK kompleksi olusumunu inhibe ederek DNA replikasyonu ve
hiicre proliferasyonunu durdururlar. CKI’ler hiicre dongiisii boyunca ilerleme, S
fazinda DNA sentezinin baslamasi gibi olaylar1 yonetirler (Hiraivd., 1995).
CDK’larin aktivasyonu hiicre dongiistinti hizlandirirken, CKI’lerin CDK’lar1 inhibe
etmesi dongliyli yavaglatir ve inhibe eder. CKI’ler somatik olan hiicrelerde, hiicre
cogalmasimin diizenlenmesini saglarlar. Bazi1 CKI’ler G; fazinda dongiiniin devam

edip etmeyeceginden sorumludur. (Toshiaki vd., 2017).

Etkiledikleri cyclin/CDK kompleksi ve inhibisyon mekanizmalarina gore iki farkli
Siklin Bagimli Kinaz Inhibitor (CKI) ailesi vardar:
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Cip-Kip Ailesi (p21, p27, p57): CDK2’nin cyclin A ve E ile yaptigi kompleksleri
baskilarken, CDK4 ve 6’nin cyclin D ile yaptig1 kompleksleri aktive ederler. DNA
hasart oldugunda p21, p53 tumdr supressor gen ile uyarilir ve cyclin/CDK
kompleksini inhibe eder, boylece hiicre dongiistinii durdurmus olur. Cip-Kip ailesine
ait proteinler, siklinlere ve CDK’lara ayr1 ayr1 baglanma 0Ozgiilliklerine sahip
olmalarina kargin siklin-CDK kompleksinin olusumunda da rol oynarlar (Sherr ve
Roberts, 1995, 1999).

INK4/ARF Ailesi (p15,p16,p18,p19): CDK4 ve CDK6’y1 inhibe ederler. Bu
proteinlerden herhangi birinin CDK4 veya CDK6’ya baglanmasi durumunda bu
CDK’larin cyclin D ile kompleks olusturmasini ve bu sebeple de aktif olmasini
engeller (Sherr ve Roberts, 1995, 1999; Roussel, 1999). CDK’lar retinoblastomay1
fosforile ederler. p16 ™ ise cyclin D/CDK4 kompleksine baglanarak RB’nin
inhibitor etkisini kolaylastirir ve tiimor baskilayici olarak islev goriir (Lukas vd.,

1995; Medema vd., 1995).

CDK inhibitors

C,
ohors p21 P27 p57 Cyclin Ok ing,
ok p19 £ 2\"”/%
@) p18 /\’ 27

Sekil 2.6. Hiicre Dongiisliniin Diizenlenmesinde Siklinler, CDK’lar ve CKI’larin
Rolii (URL-4).
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2.4.4 Onkogenler ve tiimor baskilayici genler

Hiicre dongiisii kontroliinde iki tip gen grubu daha rol oynamaktadir. Bunlar:

Onkogenler (BRCA1, BCL2 vb.): Dogrudan ve dolayli olarak kanser gelisimini
indiikleyen gen grubudur. Protoonkogenler, sinyal ileti mekanizmalarinda rol alan
bir¢ok proteinin sentezinden sorumludurlar. Protoonkogenler ve onkogenler, hiicre
bliylimesinin diizelenmesinde gorev alan proteinleri sentezlerler. Protoonkogenler,
onkogenlere doniistiiklerinde hiicre dongiisiinde bozulmalara, kanser hiicrelerinin
kontrolsiizce cogalip biiyliimelerine sebep olurlar. Hiicre dongiisiinlin c¢alismasini
bozan onkogenler, gerektigi kadar prolife olamayan hiicreleri inhibe eder ve
apoptozisi tetikler. Protoonkogenlerin Oniine “c” eki (c-Fos, c-Myc) getirilirken,

onkogenlerin Oniine “v” eki (v-Fos, v-Myc) getirilir (Yokus ve Cakir, 2012).

Tiimo6r baskilayic1 genler (Retinoblastoma geni, pS3 geni): Kanser gelisimini
baskilar (Lodish vd., 2000). Tiimor baskilayici genlerden herhangi birinde mutasyon,
hiicre biiylimesinin baskilanmasini engeller ve bdylece tiimdr olusur (Yokus ve

Cakir, 2012).

Retinoblastoma (RB): 1Ilk bulunan tiimdér baskilayici gendir. Normal olan

retinoblastoma geninde heterizogotlugun kaybi kansere yol agar (Yokus ve Cakar,
2012). Hiicre dongiisiiniin devamliligi Rb proteininin fosforillenmesi ile belirlenir.
(Kirsch ve Kastan, 1998). Fosforillenmemis haldeki Rb proteini, E2F transkripsiyon
faktoriinii baglar ve inaktiflestirir. E2F'nin inaktiflesmesi sonucu hiicre S fazina geg¢is

yapamaz ve dongii durur (Dyson, 2002).

p53 Proteini: Hiicre dongiistinii diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. Bu protein;
hiicre biiylimesinin durdurulmasinda, programlanmis hiicre dliimiinde (apoptozis),
hiicre farklilasmasinda ve DNA tamir mekanizmasinin baslatilmasinda rol alir. p53
geninde mutasyon olursa fonksiyonunu kaybeder ve hiicre biiylimesinin kontrolii

ortadan kalkarak hiicre kanserlesmeye gider (Vermeulen vd., 2003).

2.5 Multiple Myeloma

Multiple Myeloma (MM), kemik iliginde anormal plazma hiicrelerinin birikmesi ile
karakterize edilen ikinci en yaygin hematolojik kanser tiiriidiir (Raab vd., 2009). En

tehlikeli kanser tiirleri arasinda kanser oOliimlerinin %2'sini olusturur (Zaidi ve
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Vesole, 2001). MM, kemik iligindeki plazma hiicrelerinde bulunan anomalilerden
kaynaklanir. Multiple myelomada, belli bir plazma hiicresi (bir klon) ¢ok yiiksek
sayilarda kopyalanarak, monoklonal protein veya M-protein adi verilen bir
immiinoglobiilin tiirliniin asir1 miktarda olusturulmasina neden olur (Kyle, 2003).
Normal plazma hiicreleri enfeksiyonlara karst immunoglobulin olarak da adlandirilan
antikorlar iretirken, MM’de bulunan anormal plazma hiicreleri paraprotein (M-
protein) ad1 verilen antikorlar tiretmektedir. Viicutta farkl tiirlerde plazma hiicreleri
bulunur ve her bir plazma hiicresi yalnizca bir tiirde immiinoglobiilin olusturur.
Sonugta ¢ok ¢esitli ve farkli tiirlerde immiinoglobiilinler meydana gelir. Memelilerde
5 farkhh tip (IgG, IgA, IgD, IgE ve IgM) immiinoglobulin tanimlanmistir.
Immuiinoglobulinler, agir (u, 8, v, €, a) ve hafif zincirlerden [kapa (K) ve lambda
(A)] olusurlar. Normal bir antikor molekiilii Sekil 2.6’da goriildiigii gibi 2 agir, 2
hafif zinciri olan ve her bir zincir bir degisken (V) ve bir sabit (C) bolge igeren

tolamda dort adet polipeptit zincirinden meydana gelir (Abbas vd., 2015).

R Degisken Hafif zincir
\ bolge ’
Antijen S?_l;!t Agir zincir
baglama gap (E Q2 &
C.// Zincirler aras \\
1

“disulfit baglar’” Cul

Y
[ Kompleman
C2 baglayict
Biyolojik 2 | - bolge
akti'\"xte Fo o
aracilids - Fc reseptoriine

baglanir

Sekil 2.7. Immiinoglobulinlerin Yapis: (URL-5).

MM, normal plazma hiicrelerinde ger¢eklesen mutasyonlar sonucu bu hiicrelerin
anormal plazma hiicrelerine donlismesi ile meydana gelir. MM, diger kanser
hiicreleri gibi tiimor halinde bulunmak yerine boliinme ve ¢ogalma gibi metabolik
olaylarmi kemik iligi i¢inde gerceklestirir. MM, yetiskin bireylerde omurga, kafatasi,
legen kemigi, gogiis kafesi vb. kemik iliginin aktif oldugu bolgelerde bulunur ve bu
nedenle multiple myeloma olarak adlandirilir. MM’in kemik yikimi, kemik iligi
cevresinin degismesi, anemi, bobrek yetmezligi, anjiyogenezin artmasi, bagisikligin

baskilanmasi gibi birden fazla klinik goriiniimii vardir (URL-6).
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Saghkh Kemik iligi Multiple Miyeloma'da Kemik iligi
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Sekil 2.8. Normal Plazma Hiicreleri Ile MM’in Karsilastirilmas1 (Multiple Myeloma
Research Foundation [MMRF], 2015).

Multiple myeloma, 13. ve 14. kromozomlardaki translokasyonlar1 icermektedir. Bu
translokasyonlarin yarisi, immiinoglobulin agir zincirde yer alan onkogenleri
icermektedir. Bu nedenle ¢ogu MM’de her ii¢ siklin D (D1, D2, D3) geninin birinde
cesitli mutasyonlar gézlemlenir (Kyle vd., 2003; Hideshima vd., 2004; Campo vd.,
2011). MM’in patogenezini a¢iklamak iizere yeni bir model 6nerilmistir. Bu modele
gore iki tane patogenez yolu tanimlanmistir. ik yolda, hiperdiploid olmayan timér
hiicrelerinin ¢ogunda Ig agir zincir (IgH) translokasyonlarina ve 13. kromozomun
kaybina rastlanilmustir. Ikinci yol ise kromozom 13’iin delesyon siklig1 ile IgH’1n
translasyonu ile ilgilidir. Her iki model de cyclin D geninin diizensizligini
icermektedir. Hastalarda en sik rastlanilan M-protein tipi IgG iken en az rastlanilan
tip ise IgE’dir. IgA kemik dis1 hastaliklar ile ilgiliyken, IgD plazma hiicreli 16semi ve
bobrek hasarlariyla iligkilidir (Alexander vd., 2007).

2.5.1 Multiple Myeloma epidemiyolojisi

MM, tiim kanserlerin %]1’ini olustururken, hematolojik kanserlerin %15’ini
olusturmaktadir (Siegel vd., 2015). Genellikle ortalama 65-75 yas araliginda goriiliir.
Hastalarin %35°1 65 yas alt1 iken %281 65-74 yas arasinda ve kalan %37’°lik kisim
75 yasin iizerindedir. MM, ABD'deki tiim hematolojik kanserlerin yaklasik %10'unu
olusturan yillik 14.000-15.000’1ik bir insidansa sahiptir (San vd., 1999; Collins,
2005; Raab vd., 2009). Tiirkiye'de ise bu oran yillik ortalama 3 bindir (Lag vd.,
2002; Horner vd., 2009). Erkeklerde kadinlardan iki kat daha sik goriilir. MM
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duyarlilig1 yaslanma siireci ile birlikte artmaktadir ve siyah wrkli insanlarda beyaz
irklilara gore iki kat daha fazla goriilmektedir (Mitsiades vd., 2004; Sirohi ve Powles,
2004).

2.5.2 Multiple Myeloma etiyolojisi

MM’in etiyolojisi heniiz tam bilinmemektedir. Uzun siire radyasyona maruz kalan
insanlarda multiple myelomada artis gozlenmistir (Riedel ve Pottern, 1992). Yapilan
aragtirmalara gore daha Onceleri gecirilmis olan enfeksiyonlarin ve alerjik
hastaliklarinda MM’e neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Kyle ve Rajkumar, 2009).
Kotii olan sosyoekonomik ortamlar da multiple myeloma ile iligkili ¢evresel
faktorlerden biridir (Dispenzieri vd., 2004). MM, insan herpes ve HIV viriisi
enfeksiyonlari, tiiberkiiloz ve kronik osteomiyelit gibi hastaliklarda daha sik

goriilmektedir (Isomaki vd., 1978; Lichtenstein vd., 1995).
2.5.3 Multiple Myeloma evreleri ve patogenezi

1975 yilindan itibaren multiple myelomali hastalari simiflandirmak igin Durie-
Salmon evreleme sistemi kullanilmaktadir ve evreleme sistemi kemik lezyonlarinin
siiflandirilmasinda 6nemlidir. Greipp ve arkadaglari’da 2005 yilinda 11.171 hasta
tizerinde uluslararasi bir evreleme sistemi gelistirmistir. Evrenin yani sira asil
prognostik faktorler, immiinoglobulin agir zincir translokasyonlari, karyotiplemede
gerceklesen delesyon 13 ve hipodiploididir. Bdylece Greipp ve arkadaslari bu
faktorlerden en az birinin multiple myelomal1 hastalarda goriilmesini ytiksek riskli
olarak siniflandirmiglardir. Bu caligsma ile hastalarda bulunan 5 yillik sagkalim siiresi
ile yiiksek risk siifinda bulunan hastalar karsilastirilmistir ve buna gore yiiksek risk
siifindaki hastalarin sagkalim siirelerinin 2-3 yil oldugu gozlemlenmistir (Durie ve
Salmon, 1975; Greipp vd., 2005). Multiple myelomanin baslangic noktasi sebebi
bilinmeyen monoklonal gamopatidir (MGUS) ve saptanabilmesi i¢in 109 tane klonal
plazma hiicresine gereksinim vardir. MGUS’Iu kisiler zamanla myeloma veya
plazma hiicre bozukluklarina doniisebilir. Non-IgM MGUS, %1 oraninda multiple
myelomaya doniisebilmektedir. M - protein diizeyi > 30 g/L ise ya da kemik iligi
%10 plazma hiicresi igeriyorsa, asemptomatik myeloma olarak adlandirilir.
Asemptomatik myeloma gosteren hastalarin idrarlarinda az miktarda M-proteini

olabilirken serumda normal immiinoglobulin konsantrasyonunda azalmalar
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goriilebilir (Kyle ve Greipp, 1980). Asemptomatik myeloma olan hastalar MGUS ile
benzerlik gosterir fakat serumdaki M-protein seviyesi > 30 g/L oldugu icin veya
kemik iliginde > %10 plazma hiicresi bulundugu i¢in teshisi zordur. Asemptomatik
myelomalarin birgogunda semptomatik myeloma gelisir bu nedenle hastalar yakin
takibe alinmalidir (Kyle vd., 2003; Dispenzieri vd., 2007). 2009 yilinda yapilan iki
ayr1 c¢aligmaya gore multiple myeloma olgulart MGUS evresinden gecerek
semptomatik multiple myeloma doniistiigli gostertilmistir. Bu iki arastirmaya gore
semptomatik myelomanin 2-10 yil kadar dncesinde MGUS saptandig bildirilmistir.
Monoklonal gamopatili (MGUS) bireylerdeki izlenimlere gére multiple myeloma,
MGUS’li olgularin yarisinda ilk baglarda hi¢ degismeden daha sonralarinda ise ani
bir doniisiim seklinde ortaya c¢ikmistir. Diger yarisinda ise kademe kademe
ilerleyerek semptomatik myeloma halini almistir (Landgren vd., 2009; Weiss vd.,
2009). Multiple myelomanin olusumunda patolojik olaylar da etkilidir. Genel olarak
neoplazi Ornek verilebilir ve hastaligin MGUS’den ortaya c¢ikist ile evrelerin
ilerlemesi gosterilebilir (Kuehl ve Bergsagel, 2002; Bergsagel vd., 2005). Kronik
antijenik uyarim, viral enfeksiyonlar, pestisitler ve genetik gibi faktorler MM
patogenezinde yatkinlik olarak belirtilmektedir. Ayrica MM’de kromozom
translokasyonlart ve kromozom kayiplar1 da goriilmektedir. Genetik lezyonlarin
bircogu MGUS’Iu kisilerin aile bireylerinde de gorildiigii saptanmistir. Buna gore
ailesel genetik riskler 2-4 kat fazla bulunmustur (Altieri vd., 2006; Broderick vd.,
2011). Yapilan diger arastirmalarda HIV-1 (+) olan bireylerde plazma hiicrelerinde
monoklonal artis gézlenmistir (Konrad vd., 1993). Bir bagka arastirmada ise insan
herpes viriisii tip-8’in multiple myeloma ile iliskili oldugu belirtilmistir (Berenson ve
Vescio, 1999). Multiple myelomada spesifik bir kromozomal anormallik yoktur,
birden fazla anormallik goriilebilir (Feinman vd., 1997). Yapisal anormallikler
arasinda en sik rastlanilan translokasyon; t(8;14) (q24;q32) ve t(11;14) (q13;q32)’dir.
8924 bandi c-myc’yi ve 11q13 bandi bcl-1 protoonkogenlerini tanimlarken, 14932,
Ig agir zincir geninin lokusudur. MM’de 14932 anomalisi tan1 olgularinin %30-

50’sinde goriilmektedir (Greil vd., 1991; Hallek vd., 1998).
Multiple myeloma patogenezindeki etkenler agsagida belirtildigi gibidir:

Sitogenetik ve kromozom anomalileri: Hastaligin seyrini etkileyen en Onemli

faktordiir. MM’de kromozom anomalileri hipodiploidi ve hiperdiploidi, krmozom 1

ve kromozom 13 anomalileridir. Sitogenetik anormallikler 3. evrede goriilmektedir.
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Bu oran tani sirasinda %20-60 iken, 3. evrede %90’a ¢ikmaktadir (Cevigen, 2005;
Durak ve Giilbas, 2008).

Hiicre dongiisii bozukluklari: Cyclin D geninin ekspresyonundaki artislar, p16’da

gerceklesen mutasyonlar ve p53 kaybi gibi olaylarin MM patogenezinde biiyiik rolii
vardir. Mutasyonlar ve kromozomal translokasyonlar da MM patogenezinde 6nemli

rol oynarlar (Dispenzieri vd., 2004; Yildiz, 2005).

Kemik iligi mikrocevresi: Kemik iliginin hiicresel ve protein bilesenleri MM

patognezinde o6nemli rol oynar. Yapilan g¢alismalarda kemik iligi mikro ¢evre
hiicreleri ile plazma hiicreleri arasinda patolojik bir iliski oldugu da gozlemlenmistir.
Myeloma hiicrelerinin ekstraseliiler matrikse adezyonu, bu hiicrelerin gesitli
sitokinlerin salinimina aracilik ederken proliferasyonda ve anjiogenezde de onemli

roller oynar (Dispenzieri vd., 2004; Ozsan, 2008).

Sitokinler ve sinyal ileti sistemi: MM’de kemik iligindeki plazma hiicreleri, myeloma

hiicrelerine farklilagir. Olgunlasmamis B hiicreleri, olgun plazma hiicrelerine
dontisiicken DNA’da olusabilecek herhangi bir bozunma B hiicrelerinin genetik
yapisinin bozulmasina sebep olmaktadir. Bu nedenle Ig agir zincir (IgH) bolgesinde

yer alan 14932 gen lokusunda degisiklikler olmaktadir (Sirohi ve Powles, 2004).

2.5.4 Multiple Myeloma’da tam ve tedavi

Multiple myeloma tanisinda rutin testler, kemik iligi incelemesi ve goriintiilleme
yontemleri olmak tizere 3 adet tani yontemi bulunmaktadir. Uygulanan testler
tarama, tan1 koyma, prognozun belirlenmesi ve organ hasarinin degerlendirilmesi
amactyla kullanilmaktadir (Bolaman, 2008). MM’de kullanilan tam kriterleri 2003
yilinda Uluslararasi Myeloma Calisma Grubu (IMWG) tarafindan olusturulmustur.
IMWG, 2014 yilinda multiple myeloma tani kriterlerini revize etmistir. MM
tanisinda, yapilan kemik iligi biyopsisi sonucu monoklonal plazma hiicre oraninin
minimum > %10 olmas1 gerekmektedir (Kyle, 2003). Organ hasari bulunan MM’li
hastalara yeterli tedavi uygulanmalidir. Bu tedavi genelde tam iyilesmeyi saglamasa
da modern tedavi yontemleri 75 yasina kadarki hastalar i¢cin 5 yillik sagkalim oranim
%350’nin lizerine ¢ikarabilmeyi bagsarmistir (Pulte vd., 2015). MM tedavisinde en ¢ok

tercih edilen yontem kemoterapidir ve glinlimiizde klinikte kullanilan en yaygin
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kemoterapétik ilaglar proteozom inhibitorleri olan bortezomib (Velcade) ile
deksametazondur. Bazi durumlarda bu ilaglar siklofosfamid, adriamisin ya da
talidomid (VTD) ile birlestirilerek kombine olarak da verilir. Avrupa Ilag Ajansi
2013 yilinin Agustos ayinda gergeklestirdigi bir ¢alisma sirasinda daha 6ncesinde
tedavi gormemis hastalar tizerinde 3-6 dongiiliik bortezomib ile uyguladig
indiiksiyon tedavisi sonrasinda bu hastalarin %75-80’inde MM’i kontrol altina
almay1 basarmistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde lenalidomid ve deksametazonu
birlestiren indiiksiyon tedavisi Avrupa onayr almistir (Gerecke vd., 2016).
Talidomid, bortezomib ve lenalidomid’in gelistirilmesi ile birlikte tedavi
yaklagimlar1 biiyiikk Ol¢lide Oneme sahip olmustur. 65 yas ustlii hastalar igin
melfalan/prednizon (MP) hala kullanilsa da trasplantasyona uygun olmayan
hastalarda MP’den daha biiyliik Olclide etki eden melfalan/prednizon/talidomid
(MPT) ve bortezomib/melfalan/prednizon (VMP) kombinasyonlar1 kullanilmaktadir.
2007 yilinda yapilan bir ¢alismada MP ile MPT’yi karsilastirilmis ve MPT’nin
tedaviye daha c¢ok yanit verdigi ayrica sag kalimi arttirdigi gozlenmistir. Yas
ortalamalar1 71 olan 682 hastay1 kapsayan daha biiyiik bir ¢aligma sonucunda, VMP
kombinasyonunun MP kombinasyonuna gore daha iyi sonuglar verdigi gortilmiistiir
(Facon vd., 2007). Hastalarda tedaviye yanit, sag kalim ve hastaligi kontrol altina
alma oranlariin hepsi MP ilag stratejisine gore daha biiyiiktiir. Bu c¢alisma ile
birlikte VMP ilag protokolii standart tedaviye nazaran biiyliik bir {stlinliik
gostermistir (San Miguel vd., 2008). Tekrarlayan multiple myeloma tedavisi yasa ve
onceki tedaviye baghdir. Niikseden multiple myelomada, M-proteini yavas yavas
artiyorsa tedaviye hemen baslanmayabilir, ancak organ hasarinda ya da M-
proteininde hizli bir artis varsa tedaviye hemen baglanmalidir (Bladé vd., 2015).
Proteozom inhibitorleri, immiinomodiilator maddeler ve klasik kemoterapi ajanlari,
tekrarlayan multiple myeloma tedavisinde ¢ok onemlidir. Proteozom inhibitorii olan
bortezomib, tekrarlayan ve diren¢li multiple myelomali hastalarda en ¢ok kullanilan
ilaglardan biridir (Richardson vd., 2005). Bortezomib, 2001 yilinda Dana-Farber
Kanser Enstitiisii’'nde Kenneth Anderson'in laboratuarlarinda yapilan deneylerde,
pre-klinik caligmalarda myeloma hiicrelerine karsi etkili oldugu goriilmiis ve 2002
yilinda ilk faz 1 ¢alismalar1 sonucunda sasirtict derecede anti-myeloma aktivitesine
sahip oldugu saptanmistir. 2003 yilinda yapilan bir baska calismada ise ilk faz 2
denemesi ile tedaviye yanit vermeyen ve tekrarlayan 202 multiple myeloma

hastasina uygulanmistir. Bu hastalarin yaklasik 67°si bu tedaviye ortalama 1 yil sag
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kalim ile cevap vermistir. Boylece 2003 yili Mayis ayinda bortezomib multiple
myeloma tedavisinde kullanilmak iizere US Food and Drug Administration (FDA)
tarafindan onaylanmistir. 2005 yilinda yapilan baska bir calisma ile tekrarlayan
MM’li hastalarda bortezomibin tek basina deksametazona gore daha iyi sonuglar
verdigi gorilmistiir (Hideshima vd., 2001; Orlowski vd., 2002; Richardson vd.,
2003; Richardson vd., 2005).

2.6 Bortezomib

Bortezomib (PS-341, Velcade), dipeptid boronik asit analogu olan, antitimor
Ozellige sahip bir proteozom inhibitoriidiir (Sekil 2.9.). Bortezomibin proteozomlari
inhibe etmesi, hiicre dongiisliniin durmasma yol agan, apoptoza neden olan ve
anjiyogenezi inhibe eden cesitli hiicre sinyal iletim yollari1 bozar. Yapilan
calismalar, bortezomibin transkripsiyonel faktér NF-kB’nin aktivasyonunu inhibe
ettigini gostermistir. Bu etkiyi, NF-kB’nin hiicre i¢i inhibitorii I-kB’nin proteozomal
yikimmi engelleyerek gerceklestirir. Bortezomibin apoptozu indiiklemesi ve
proliferasyonu baskilamasi hiicrelerin kemoterapiye karsi duyarliliklarinin artmasina
neden olur. Bortezomib bu 6zelliginden dolayr hematolojik kanserlerin tedavisinde
yaygin bir sekilde kullanilir. Bortezomib, 2003 yilinda ilk olarak multiple
myelomanin 3. basamak tedavisi i¢cin FDA tarafindan onaylamistir (Ma vd., 2003;

Mitsiades vd., 2003; Blade vd., 2005; Richardson vd., 2005; Kane vd., 2007).

Proteozom inhibisyonu kanser tedavilerinde kullanilan hedefe yonelik bir
yontemdir. Dogal ve sentetik olarak kullanilabilen proteazom inhibitorleri spesifik
olarak kanser hiicrelerine etki ederler ve tiimoérijenez ile metastazda gorev yapan
diizenleyici proteinlerin yok edilmesini engeller. Bu sayede hiicre iginde bu
proteinlerin dengesizligine neden olurken, tiimdr hiicresinin sinyal yollarinin
sistematik aktivasyonuna da miidahalede bulunur ve boylelikle hiicresel replikasyon
inhibe edilerek sonugta apoptozis baslatilmis olur. Insan klinik deneylerinde
kullanilan ilk proteazom inhibitdrii bortezomibtir (PS-341, Velcade). Hiicre igi
ubikutin-proteozom yolaginin ¢aligmasini inhibe eder ve MM hiicrelerinde ¢esitli
yollarla apoptozisi uyararak kemoterapik etki gosterir. Ulusal Kanser Enstitiisii
(NCI) tarafindan 60 kanser hiicre hattinda yapilan bir calisma sonucunda
bortezomibin ¢oklu insan tiimorlerine karsi in vitro olarak onemli bir sitotoksisiteye

sahip oldugu gosterilmistir (Adams vd., 1999). Calisma sonrasinda, bortezomibin
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cesitli kanser tiplerinde fare ksenograft modellerinde kullanilmasina olanak
saglayarak tiimor hacmini diisiirdiigii bildirilmistir. Ayrica cesitli kemoterapi ajanlari
ile birlikte kullanildiginda insan ksenograftlarinda tiimor hiicrelerini 6ldiirticti
etkisininde arttig1 gosterilmistir (Shah vd., 2001; Cusack vd., 2001; LeBlanc vd.,
2002; Pink vd., 2002). Bortezomibin Kkanser hiicrelerini 6ldiirmesinde hiicre
adezyonunun bozulmasi, sitokin yollarinin kesilmesi, anjiogenezin inhibe edilmesi
ve pro-apoptotik genlerin upregiilasyonu gibi birden fazla mekanizma goérev alir
(Briining vd., 2011). Bortezomib ayrica DNA onarim mekanizmasinda gorev alan
genlerin transkripsiyonu gibi diren¢ yollarini ve mekanizmalarini upregiile ederek
bozar. Multiple myeloma i¢in giiniimiizde ¢esitli tedavi segenekleri gelistirilmeye
devam ederken bortezomib halen MM tedavisinde kullanilan en etkin kemoterapotik
ilaglardan birisidir (Cusack, 2003; Jung vd., 2004; Pandit, 2005; Blade vd., 2005;
Dmoszynska, 2008).

Sekil 2.9. Bortezomib'in Kimyasal Yapis1 (MA: 384.24 g / mol) (Huber vd., 2015).

2.6.1 Proteazom kompleksi

Proteazom, 2000 kDa’luk bir proteazdir. Ayrica 20S c¢ekirdek iceren katalitik bir
birimdir ve her iki ucunda yikilma icin isaretlenmis olan ubikitin proteinleri tanir
(Kisselev ve Goldberg, 2001; Hideshima vd., 2003; Zheng vd., 2009). Proteazom
kompleksi, hiicre dongiisiiniin kontrolii, hiicresel adezyon, proliferasyon, sagkalim ve
apoptoz gibi temel hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol alan hiicre igi
proteinlerin yikimindan sorumludur. Proteazom inhibitorii olan bortezomib, 20S
proteozom kompleksinin B5 alt iinitesine bor atomuyla baglanarak proteozomu
inhibe eder (Matthews vd., 1989; Adams vd., 1998; Glickman ve Ciechanover, 2002;
Kupperman vd., 2010). Hiicre dongiisii diizenleyici proteinler ubikitin ile etiketlenir
ve daha sonra 26S proteazomu tarafindan bozunur (Adams, 2003; 2004). 26S

proteazomu, apoptoz gibi hiicre dongiisii proteinlerinin bozunmasi i¢in gerekli olan
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ubikitin-proteazom yolunun 6nemli bir bilesenidir ve hasar gormiis proteinleri
hidrolize eder. Ubikitin-proteazom yolunun inhibisyonu antikanser tedavileri igin
onemli bir hedeftir (Voorhees vd., 2003; Adams ve Kauffman, 2004; Burger ve Seth,
2004; Goy ve Gilles, 2004).

26 S Proteasome

. 198
Cap
—
P >
B . 208
T — Subunit
198
-
Cap

Sekil 2.10. 26S Proteozomun Yapist (Mateos ve Miguel, 2007; Roodman, 2009).

Ubikiitin-proteazom yolu ile bozulan proteinler arasinda siklinler, p21 ve p27 gibi
sikline bagimli kinaz inhibitorleri ve p53 tiimdr baskilayict gen bulunur (Adams vd.,
2000; Myung ve Kim, 2001). 26S proteazomunun inhibisyonu, bu substratlarin
birikmesine ve bu sebeple hiicre dongiisiiniin bozulmasina neden olur. Bdylece
birgok yol ile birlikte hiicre 6limiinii destekler. Bunun nedeni yiiksek oranlardaki
hiicresel replikasyonun yani sira, proteazom inhibisyonunun hiicre dongiisii
diizenleyici proteinlerinin iizerindeki etkilerden de kaynaklaniyor olabilecegi
distintilmektedir (Schenkei, 2002; Voorhees vd., 2003; Richardson vd., 2003).
Bortezomib, hiicre i¢i ubikutin-proteozom yolaginin g¢alisgmasimi inhibe eder ve
boylece MM hiicrelerinde g¢esitli yollarla apoptozisi uyararak kemoterapik etki
gosterir (Blade vd., 2005).
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Sekil 2.11. Bortezomib-Proteozom Inhibisyonunda Gergeklesen Olaylar (Wright,

2010).

Cizelge 2.3. Proteazom Inhibitorii Tarafindan Bozularak Hiicre Déngiisiine Katilan
Proteinler (Adams vd., 2000; Adams, 2003; Adams ve Kauffman,

2004).
Protein sinifi Proteinler Fonksiyonlar:
Siklinler Siklin A,B,Dve E Hiicre dongiisii
ilerlemesi
Sikline Bagimli kinaz Siklin aktivitesinin
A s21, s27 B :
inhibitorleri diizenlenmesi
Timor baskilayicilar P53 Transkripsiyon faktorii
Onkogenler c-myc, N-myc Transkripsiyon faktorii
Pro- ve antiapoptotik Bax Proapoptoz faktorii
faktorler Bcl-2 Apoptoz inhibitorii

2.7 Kanserde ila¢ Direncliligi

Kanser diinyada en fazla 6liime neden olan hastaliklardan birisidir. Kemoterapi,
kanser tedavisinde uygulanan en yaygm ve etkili yontemdir. Bununla birlikte,
kemoterapi siiresince, hastalarin tedaviye cevap vermemesi veya tedavi sonrasi
kanserin tekrarlamasi siklikla goriilen bir durumdur. Kanser tedavisinde basariya
ulagsmak icin genellikle birden fazla antikanser ilaci uygulanmaktadir. Ancak,
sonradan kazanilan ya da tedavi Oncesi kiside var olan ila¢ direngliligi, kanser
kemoterapisinde basariya ulasmayi biiyiik Ol¢iide engellemektedir. Kemoterapiye

kars1t gelistirilen direnglilik pek ¢ok antikanser ilacin hastalar tizerinde beklenen
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etkisini gosterememesine ve hastaligin tedavi edilememesine neden olmaktadir.
Kanser tedavilerinde sagkalimi arttirabilmek igin birden fazla anti-kanser ilag
kullanilmaktadir. Direncliligin aksine ilaglarin dozlar1 arttirildigt zaman olas1 yan
etkiler ¢ikmakta ve bdylece tedavide giderek zorlasmaktadir (Tomida ve Tsuruo,
2001; Aksoy, 2010). Bu duruma “coklu ilag direngliligi” (Multiple-Drug-Resistance;
MDR) denilmektedir (Krishan vd., 1997; Gottesman vd., 2002; Yague vd., 2007,
Lage, 2008; Baguley, 2010; Shaffer vd., 2012; Saraswathy ve Gong, 2013).

Sekil 2.12.°de goriildiigii gibi; kemoterapatik ilaglara karst direng ¢esitli
mekanizmalarla olabilmektedir (Kapse-Mistry vd., 2014).

— Anormal ilag¢ tasinimi

—  Apoptozisin baskilanmasi

—  Hiicre dongiisii diizenleyici faktorlerindeki degisiklikler
— Sinyal yolaklarinda bozulma

—  Artan DNA tamiri

—  Detoksifikasyon sistemlerin aktivasyonu

— Tlag hedeflerinde meydana gelen degisiklikler

Azalan ilac alim

Artan ilac atim

Detoksifikasyon sistemi

G1
2 ‘x
Cell
Hiicre dongiisii yollarinda " cyde
degisiklik
»
ilag hedefi
degisiklikleri
?[ﬁﬂ s Amwm

Apoptozisin engellenmesi

Sekil 2.12. Ila¢ Direnglilik Mekanizmalar1 (Stella vd., 2010).
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Tiim kanser tiirlerinde oldugu gibi Multiple Myeloma’ da da sonradan kazanilan ya
da tedavi oOncesi kiside var olan ilag direncliligi, terapiyi biyiik Ol¢iide
engellemektedir. Multiple myelomada, bortezomib uygulamasi ilk baslarda basarili
olsa da, daha sonra gelisen ila¢ direnci genellikle hastaligin 6liimle sonuglanmasina
neden olmaktadir. Kemoterapiye karst gelistirilen direnglilik pek ¢ok anti-kanser
ilacin hastalar lizerinde beklenen etkisini gosterememesine ve hastaligin ilerlemesine
neden olmaktadir. Bortezomib direngliligi, ilk defa tedavi gormiis hastalarda
gorilmiis olup klinik ¢alismalar bu etkinin bortezomib direngliliginin dogal ya da
sonradan edinilmis oldugunu gostermektedir. Ayrica bu direngligin nedeninin
proteazomun asag1 yolaklarinda gerceklestigi diisiiniilmektedir (Sonneveld vd., 1994;
Oerlemans vd., 2008; Kale ve Moore, 2012; Schmitt vd., 2014). Kanserle ilgili
yapilan calismalar hiicre dongiisii diizenleme faktorlerinde meydana gelen
degisikliklerin MM’de ila¢ direncinin olusumunda énemli oldugunu gostermektedir.
Bu degisikler sonucunda hiicre dongiisiindeki genlerin ifadesi yiliksek oranda
artmakta, boylece uygulanan ilag tedavisine ragmen kanser hiicreleri ¢ogalmalarina

devam ederek ilaca kars1 direng gelistirmektedirler (Bai vd., 2017).
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3. MALZEME ve YONTEM

3.1 Kullanilan Kimyasallar ve Genler

Hiicre kiiltirti i¢in kullanilan: L-Glutamine RPMI-1640 besiyeri, Penisilin/
Streptomisin, Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS), Fetal bovine serum
(FBS) Capricorn Scientific’den, dimetilsiilfoksit (DMSO) NZY Tech’den, Agaroz ve
Ethyenediaminetetraacetic acid (EDTA) Sigma’dan, MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] Serva’dan, trypan blue (%0,4), PureLink®
RNA Mini Kit, High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit ve RNase Inhibitor,
Beta Actin (VIC MBG Probe), Tagman Gene Expression Master Mix, Life
Technologies’den ve Bortezomib (Velcade 3.5mg) Millenium Pharmaceuticals

Incorporated’den temin edildi.
3.2 Hiicre Hatlarimin Cogaltilmasi ve Dondurulmasi

Tez ¢alismasi kapsaminda, JCRB Cell Bank’tan (Japanese Collection of Research
Bioresources Cell Bank) temin edilen multiple myeloma KMS-20 (bortezomibe

direngli) ve KMS-28 (bortezomibe hassas) hiicre hatlar1 kullanildi.

Bu hiicre hatlar1 37°C su banyosunda ¢oziildii ve ortamdaki DMSO’nun
uzaklastirilabilmesi i¢in phosphate buffered saline (PBS) eklenerek oda sicakliginda
800 g’de 5 dk 2 kez santrifiij edildi ve ardindan yikandi. Hiicrelerin ¢cogaltilmasi i¢in
%10 fetal bovine serum (FBS), %1 penisilin/streptomisin, L-glutamin ve RPMI-1640
iceren besiyeri hazirlanarak 7mL’si alindi. Alinan besiyeri 15mL’lik falkonlar da
hiicre ile siispanse edildi ve 25 cm?’lik flakslara ekimi yapildi. Hiicre hatlar1 37°C’de

%5 CO; ve %95 nem varliginda CO; etiiviinde gogaltildu.

Kontaminasyon riskini en aza indirip, ¢ogalma hizini arttirabilmek i¢in diizenli
olarak besiyeri degisikligi yapildi. Sonug¢ olarak hiicre sayilarinda ve canlilik
oranlarinda degerlendirilebilir bir artis gozlendi. Hiicreler ¢ogalip, hiicre flaskinin
yiizeyini kapladiktan sonra 25 cm®lik flakslardan almarak 75 cm?lik hiicre
flakslarina pasajlandi. Flakslarda ¢ogalan hiicreler canlilik ve miktar tayini yapilmak
lizere trypan blue boyast kullanilarak inverted mikroskopta incelendi. Dondurma
islemi i¢in sirasiyla %20 hiicre besiyeri, %10 dimetilsiilfoksit (DMSO) ve %70 FBS

iceren media ve canli hiicreler falkon tiiplerine alinarak siispanse edildi. Falkon
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tiiplerinde bulunan hiicreler 1.5X10°-2X10° hiicre/mL olacak sekilde karyoviyal
tiplere dagitildi. Ardinda donma isleminin basamaklar1 icin KMS-20 ve KMS-28
hiicre hatlar1 sirasiyla 24 saat -20°C’ de bekletildikten sonra ertesi giin -80°C’ de 24
saat bekletildi ve ardindan yedek hiicre bankalari olusturulmak iizere sivi azot
tankina alindi. Dondurulan hiicreler tekrar kullanima agilacagi zaman tanktan
cikarilarak 37°C’de su banyosunda ¢oziildii ve besiyeri eklenerek CO, etiiviine

konuldu.
3.3 Hiicre Canlihiginin Saptanmasi

Cogalan hiicrelerin canliliklarinin tespiti i¢in trypan blue (tripan mavisi) boyasi
kullanildi. Hiicreler PBS ile yikanarak uygun hacimde besiyeri ile siispanse edildi ve
stispanse edilen hiicrelerden 10 pL alindi, lizerine %0.4 trypan blue’den 10 pL
eklendi. Hiicreler, 5 dakikalik inkiibasyonun ardindan thoma lamina alinarak inverted
mikroskopta mL’de canli hiicre sayimi yapildi. Trypan blue sadece 6li olan
hiicrelerin, hiicre zarindan gegebildigi icin 6lii ve canli hiicreler inverted mikroskop
kullanilarak kolayca ayrilabildi (Doyle ve Griffiths, 1998). Canli hiicre sayilarini ve
% canliliklarini belirlemek i¢in asagidaki formiiller (3.1), (3.2) kullanilmistir.

Toplam Canli Hiicre Sayist = HS X SF x 10 x 10* (3.1)

HS: Ortalama Canli Hiicre Sayisi
SF: Sulandirma Faktorii

% Canliligin belirlenebilmesi i¢in asagidaki formiil kullanilmistir;

% Canlilik = (Canll Hﬁcre%Hﬁcre SaylSl) x 100 (3.2

3.4 Hiicre Proliferasyon Analizi / MTT Testi

3.4.1 Bortezomib dozunun belirlenmesi

Multiple miyeloma hiicre hatlarinda antikanser ilaci olarak kullanilan bortezomibin
sitotoksik etkileri incelendi. KMS-20 ve KMS-28 hiicre hatlarinin her birine

bortezomibin artan konsantrasyonlar1 uygulanarak 1Csg degerleri saptandi. KMS-20
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ve KMS-28 hiicre hatlari i¢in; 1, 5, 7.5, 10, 20, 30, 50 ve 100nM konsantrasyonlarda
bortezomib kullanildi.

3.42 MTT testi

MTT testi, formazon boyalarinin ya da MTT azalmasina bagli olarak enzimatik
aktivitenin kolorimetrik dl¢limiine dayanan hiicre ¢ogalma miktarin tespit edildigi
bir yontemdir (Bahuguna vd., 2017). Bu test ile mitokondriyal aktiviteyi belirleyen
canli hiicreler MTT’ yi formazan kristallerine doniistiiriir. MTT testi ilaglarin hiicre
hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkilerinin 6l¢iimiinde biiyiik rol oynar (van Meerloo
vd., 2011). MTT testi ile agik sar1 renkli olan tetrazolyum tuzu enzimatik olarak
koyu mor-mavi renkli formazana doniisiir. Optimize kosullardaki absorbans degeri

canli hiicre sayist ile orantilidir (Grela vd., 2018).

MTT Cozeltisinin Hazirlamisi: 0,06g MTT tartildi ve 15 ml’lik falkona alindi. 12ml
DPBS eklenerek hi¢ partikiil kalmayacak sekilde vorteks yardimiyla karistirildi.
Karistirma isleminden sonra 0,22mM’lik filtreden gecirildi ve 1siktan korunmasini

saglamak amaciyla falkonun etrafi aliiminyum folyo ile sarilarak +4°C’lik

buzdolabinda saklandi.

Testin Yapilisi:

1.Giin: Hiicreler DPBS yardimiyla besiyerlerinden uzaklastirildi ve trypan blue
yardimiyla hiicre sayimi gergeklestirildi. Deney i¢in kullanilacak 96 kuyucuktan
olusan pleyt i¢in gerekli olan 10X10° sayidaki hiicre 15 ml’lik falkona alindi ve
toplamda 10 ml’ye tamamlanacak sekilde iizerine besiyeri eklendi. 96’11k pleytin ilk
ve son kuyucuguna 100pL sadece besiyeri konulurken, diger kuyucuklara 100uL
besiyerithiicre konuldu. Tez ¢alismasi kapsaminda 100uL besiyeri konulan
kuyucuklar kontrol amagli kullanilmistir. Pleytin {izerine ¢aligilan hiicre hattinin
ismi, ¢alismaya baslanan tarih ve saat yazilarak 24 saat boyunca 37 °C’ de ve %5’lik
CO; etiiviinde inkiibe edildi. Boylece bortezomib ilacin1 ilave etmeden oOnce

hiicrelerin metabolik aktivitelerini kazanmalar1 saglandi.

2.Giin: Stokladigimiz bortezomib igerisinden 1mM alindi ve steril su ile 1/10
sulandirilarak onceden belirlenen konsantrasyonlar hazirlandi. 24 saat beklendikten

sonra ilk ve son kuyucuklara kontrol olarak kullanildigindan dolay1 sadece 100uL
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besiyeri konulurken diger kuyucuklarin hepsine toplamda 100uL olacak sekilde
ilag+besiyeri ilave edildi. ilavelerin ardindan pleyt 24 saat inkiibe edilmek iizere

inkibatore kaldirildi.

3.Giin: Bortezomib ilacinin hiicrelere 24 saatlik muamelesinin sonunda 96’lik pleytte
yer alan tim kuyucuklara 6nceden hazirlanmig MTT ¢ozeltisinden 20ul. konuldu.
Daha sonra pleyt 4 saatlik inkiibasyon i¢in inkiibatore kaldirildi. 4 saat sonunda pleyt
inkiibatorden ¢ikarilarak 1000 RPM’de 10dk santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan
dibe ¢oken hiicrelerin iizerinde kalan besiyeri pipet yardimiyla alindi. Hiicreler MTT
konuldugunda olusan kristallerin DMSO yardimiyla ¢dziinerek mavi-mor renk
almas1 i¢in son bir inkiibasyon islemine gerek duymaktadir. Bu nedenle islemin
ardindan her kuyucuga 100 mikrolitre olacak sekilde DMSO ilave edilerek
inkiibatorde 10dk inkiibasyonu saglandi. 10dk sonra pleyt inkiibatorden ¢ikarilarak
ChroMate marka ELISA cihazina konuldu ve 492nM dalga boyunda hiicrelerin
absorbans degerleri Olglildii. Sonugta her hiicre hatti i¢in ayr1 ayri 24 saatlik
birbirinden bagimsiz tiger tekrar olacak sekilde deneyler yapildi ve her {i¢ ¢alismanin
ortalamalar1 alindi. Microsoft Excel programi ile bortezomib dozuna karsilik %

hiicre canlilik grafikleri olusturuldu.

Sekil 3.1. Bortezomibin KMS-20 ve KMS-28 Hiicre Hatlarindaki MTT Sonuglari.

3.4.3 I1Csp degerlerinin belirlenmesi
KMS-28 ve KMS-20 hiicre hatlarinin %50 oraninda inhibe olduklari
konsantrasyonlarmin (ICsp) saptanabilmesi igin, Microsoft Excell programi

kullanilarak uygulanan bortezomib konstantrasyonlarinin 10 tabanina gore

logaritmast alind1 ve bortezomibin hiicre hatlarindaki ICsg degerleri hesaplandi.
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3.5 RNA Izolasyonu

3.5.1 Hiicre ekim asamasi

1.Giin: KMS-20 ve KMS-28 hiicre hatlari i¢in 24 saatlik siirelerde olmak tizere ayri
ayri 6 kuyucuklu pleytlere her bir kuyuya 10X10° hiicre gelecek sekilde 2ml
hiicre+besiyeri konuldu. RNA izolasyonu agamasinda, KMS-20 ve KMS-28 hiicre
hatlar1 i¢in 1Csg degerlerinin altinda ve iistiinde olacak sekilde 5 farkli konsantrasyon
(5; 10; 20; 25 ve 30nM) belirlendi. Pleytler etiketlendi ve cogalmak iizere 24 saatlik
inkiibasyon i¢in 37°C’ye ve %5 CO,’ ye ayarlanmis inkiibatore kaldirildi.

Sekil 3.2. RNA izolasyon Asamasi i¢in Hiicre Ekimi ve Bortezomib Dozlarinin
Uygulanmasi.

2.Glin: 24 saat sonra her bir kuyuya 2ml olacak sekilde bortezomib+besiyeri eklendi.
Kontrol grubuna ise sadece 2ml besiyeri ilave edildi. KMS-20 ve KMS-28 hiicre
hatlarinda RNA izolasyonu gerceklestirildi.

PureLink® mini RNA izolasyon kiti protokoliine gore sirasiyla asagidaki islemler

uygulanmistir:

1) Hiicreler 15 ml’lik falkonlara alindi ve 6nceden ayarl santrifiijde 2000 devirde
4°C’de olacak sekilde santrifiij edildi. Islem 2 kez tekrarlanarak iist faz hiicreden
uzaklagtirildu.

2) Oncede hazirlanmis ve igerisinde %1°lik 2- merkaptoetanol olan Lizis Buffer
¢ozeltisinden 0,06ml alinarak tiim tiiplere konuldu, vorteks yardimiyla ¢oziilene
kadar karistirildi.

3) Her tiipe 1:1 hacimde %70’lik etil alkol ilave edilerek vortekste karistirildi.
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4) Falkonlarda bulunan hiicrelerden 700uL alindi ve koleksiyon tiiplerine konuldu.

5) Alman hiicreler oda 1sisinda 12.000 devirde 15 saniye olacak sekilde dnceden
ayarli santrifiije almarak santifiij edildi ve alt faz uzaklastirildi. Islem 2 kez
tekrarlandi.

6) Koleksiyon tiiplerinin her birine 700uL %100’lik etanol igeren Wash Buffer 1
ilave edildi. Hiicreler oda 1sisinda 12.000 devirde 15 saniye santrifiij edildi. Alt
faz uzaklastirildi.

7) Hiicreler yeni koleksiyon tiiplerine alinarak iizerlerine 500ul. Wash Buffer 2
ilave edildi. Oda 1sisinda 12.000 devirde 15 saniye santrifiij edilerek alt faz
uzaklagtirildu.

8) Koleksiyon tiiplerinde bulunan O6rnekler {izerlerine bir sey eklenmeden oda
1s1sinda 2 dakika bos sekilde santrifiij edildi ve RNA’nin membrana baglanmasi
saglandi.

9) Islemin ardindan koleksiyon tiipleri toplama tiipleri ile degistirildi.

10) Toplama tiiplerinin her birine 50 ml RNase-Free sudan eklendi ve oda 1sisinda
1dk inkiibasyon yapild. Inkiibasyonun ardindan tiipler 12.000 devirde 2 dakika
santrifiij edildi. islem 2 kez tekrarland.

Izolasyon islemi tamamland1 ve RNA’larin miktar1 Nanodrop 2000 (Thermo) cihazi

ile saptandu. Izole edilen RNA’lar gen ifadesi ¢alismasi igin -80 °C’ye kaldirilds.
3.5.2 RNA miktarlarinin NanoDrop ile 6l¢iimii

Izole edilen RNA’larin miktarlar;, Thermo Fisher Scientific NanoDrop 2000 cihaz
ile olgtldi. 260, 280 ve 230 nM dalga boylarinda sirastyla niikleik asit, protein
degerleri ve kontaminasyonlar1 belirlemek amaciyla 6l¢iim yapidi. RNA’larm saflig
260 nM’deki absorbansin digerlerine boliinmesi ile hesaplanmaktadir. Optimize bir
RNA izolasyonunda 260/280 ve 260/230 oranlarinin ~2.0 ve ~1.8 olmasi
beklenmektedir. Bu konsantrasyonlara gore ise cDNA sentezsinde kullanilacak olan

RNA miktarlar1 asagidaki gibi hesaplanmistir:
RNA Miktart (52) = 4260 x SF x 4022 (3.3)
mL mL

A260 =260 nm’daki Absorbans Degeri
SF = Sulandirma Faktori

40 pg /mL = RNA’ nin Ortalama Katsayisi
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3.6 Agaroz Jel Elektroforezi

RNA safliginin belirlenmesi ardindan izole edilen RNA’lar, belirlenen safligin
kontrolii amactyla 1X Tris-Borat-EDTA (TBE, pH: 8,3) tamponu araciligiyla %1°lik
agaroz jel elektroforezi yapildi. Jel iizerindeki bantlar Etidyum Bromiir ile boyanarak

jel goriintiileme cihazinda (UVITEC Cambrige) goriintiilendi.

Sekil 3.3. Agaroz Jel Elektroforezinin Uygulanmasi.

3.7 Gen ifade Diizeylerinin Belirlenmesi
3.7.1 Komplementer DNA (cDNA) eldesi

Thermo Fisher Scientific cDNA Reverse Transcription Kit protokoliine uygun olarak
calisma kapsaminda kullanilacak her bir RNA’dan 1 pg alinarak iizerleri niikleaz-
free su ilavesiyle 10ul’ye tamamlandi. Calisma devaminda 2ul. 10x RT buffer
tamponu, 0,8ul dNTP mix, 2ulL random primer, 1ul reverse transkriptaz enzimi ve
4,2ul. RNase free su ependor icerisinde karistirilarak toplamda 20ul olacak sekilde
hazirlanan 6rneklerin her birine 10pl master mix alindi ve 10ul 6rnek RNA’s1 ilave
edildi. Master mix protokol sartlarina uygun sekilde buz iizerinde yapilarak primer
ile enzimin 151k almamasi saglandi. Tamamlanan tliplerdeki tiim Ornekler PCR
cithazina yerlestirildi. Amplifikasyon basamaklar1 sirastyla 25°C’de 10 dk, 37°C’de
120 dk, 85°C’de 5 dk ve soguma 4°C’de « olacak sekilde ayarlanarak cDNA sentezi
gerceklestirildi. NanoDrop 2000 cihazi ile elde edilen cDNA’larin miktarlar 6l¢iildii
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ve ardindan Real Time PCR (RT-PCR) isleminde kullanilmak {izere -20 °C’ deki

dondurucuda saklanda.

3.7.2 Real-Time PCR (gRT-PCR) analizi

Kantitatif gercek zamanli RT-PCR (qRT-PCR) gen ifadesinin dl¢iimiinde en etki
yontemlerden biridir ve PCR reaksiyonu boyunca amplifikasyon iriinlerinin
sentezlenmesi i¢in floresan raportér molekiiller kullanilir. gqRT-PCR, niikleik asit
amplifikasyonunu tek bir homojen deneyde birlestirir boylece jel elektroforezine olan
ihtiyaci ve Southern blot veya DNA sekanslama ihtiyacini da ortadan kaldirir. Ayrica
gRT-PCR bitkilerde gen ekspresyonunu izlemede, birbiri ile yakin olan genlerde gen
ekspresyonunu ayirt etmede ve genlerin transkript seviyelerinin 6l¢iimiinde sikca
kullanilmaktadir (Gachon vd., 2004; Czechowski vd., 2004; Bustin vd.., 2005). RT-
PCR, DNA kopyalarin1 datalar haline doniistirir ve mRNA miktarinin
saptanmasinda en sik kullanilan yontemlerden biridir. RT-PCR, tek nokta
mutasyonlari, DNA hasari, patojen belirleme ve kromozom bozukluklarinin tespiti
gibi birden fazla alanda kullanilmaktadir (Kubista vd., 2006). PCR reaksiyonlarinda
verimli nicel verilere ulagabilmek i¢in primerlere bagli veya primerlerden bagimsiz

floresan isaretleyiciler kullanilmaktadir.

Tez caligmas1 kapsaminda elde edilen cDNA’lar kalip olarak, genlerin TagMan
primer problar: ile diger gerekli molekiiller ve enzimler kullanilarak Real-time-PCR
gerceklestirildi. Sonug olarak, uygulanan bortezomibe karsi KMS-20 ve KMS-28
multiple myeloma hiicre hatlarinda B-aktin endojen kontrol genine gore, hiicre
dongiisti kontrol noktalariyla ilgili cyclin D1, cyclin D2, cyclin Al, cyclin B1 ve
cyclin E1 genlerinin ifade diizeyleri saptandi [Livak ve Schmittgen, 2001;
LightCycler® Real-Time PCR System Application manual (Anonymous, 2016)].

Real-time PCR Analizinde Kullanilan Genlerin Primer / Problar:.

= Cyclin D1 geni: TagMan Gene Expression Assay Hs00765553 = ml, (FAM-
MGB)

= Cyclin D2 geni: TagMan Gene Expression Assay Hs00153380 _ m1l, (FAM-
MGB)

= Cyclin Al geni: TagMan Gene Expression Assay Hs00171105 = ml, (FAM-
MGB)

36



= Cyclin Bl geni: TagMan Gene Expression Assay Hs01030099 = ml, (FAM-
MGB)

= Cyclin E1 geni: TagMan Gene Expression Assay Hs01026536 @ m1, (FAM-
MGB)

= B-Actin geni (Endojen Kontrol): TagMan Gene Expression Assay Hs01060665 _
g1, (VIC-MGB)

Gen ekspresyonu deneyleri Q2000B Thermal Cycler Real-Time PCR (Long Gene)
cihazi ile yapildi. KMS-20 ve KMS-28 hiicre hatlarindan sentezledigimiz ¢cDNA
ornekleri icin iki ayr1 deney ve her bir deney i¢in {i¢ tekrar yapildi. Cizelge 3.1.’de
gRT-PCR ig¢in gerekli olan optimum reaksiyon sartlar1 ve Sekil 3.5.’de reaksiyon i¢in

kullanilan amplifikasyon basamaklar1 gosterilmistir.

Cizelge 3.1. qRT-PCR i¢in gerekli olan optimum reaksiyon sartlari.

Gen Grubu 1 uL
PCR Master Mix 10 pL
RNaz Free Su 6 uL
cDNA 3uL
Toplam Hacim 20 pL

Sekil 3.4. qRT-PCR reaksiyonunda gergeklesen amplifikasyon basamaklari.

3.7.3 Real-Time PCR reaksiyon iiriinlerindeki kathk degisim (RQ) oranlariin

belirlenmesi

Real-time_PCR iiriinlerindeki floresan 1simalar Ct (Cycle threshold) olarak gosterilir.
Her bir gen icin belirlenen Ct degerlerinin hiicrede her zaman ifade olan referans bir
gene (B- aktin) gore karsilastirilmasi gereklidir. Boylece calisilan genlerin - aktin
kontrol genine gore ne kadar ifade edildigi belirlenir (ACt). Daha sonra bortezomib
uygulanan gruplarin ACt degerleri kontrol grubu ACt degerlerinden g¢ikarilarak
calisilan gen ile kontrol grubu arasindaki farklilik (AACt) degeri belirlenir. Gruplar
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2—AACt

arasindaki katlik degisim orant (3.4a) ya da (3.4b) formiillerine gore belirlenir.

Tez kapsaminda, galisilan genlerin kontrol genine gore ifade diizeylerindeki katlik

degisim (RQ) oranlar1 2" formiiliine (3.4a) gore hesapland.
Gel’l lfade Dﬁzeyl = RQ(Re|ative Kantitagyon) = 2 ~Adet (348.)
ACtCahsma grubu — Ct(Hedef gen) — Ct(Referans gen)

AC‘[Kontrol grubu = Ct(Hedef gen) — Ct(Referans gen)

AACt = ACtCahsma grubu — ACltontrol grubu
AACt = Callsma grubu [Ct(Hedef gen) — Ct(Referans gen)] = KOI’]tI’Ol grUbU

[Ct(Hedef gen) — Ct(Referans gen)] (34b)

3.8 istatiksel Analiz

Multiple myeloma KMS28 (bortezomibe hassas) ve KMS20 (bortezomibe direngli)
hiicre hatlarinda bortezomib dozunun artirilmasina bagli olarak hiicre dongiisii
kontrol noktalarindaki genlerin ifadesindeki degisiklerin istatiksel analizi igin
oncelikle Microsoft Excel programinda, B-aktin endojen kontrol genine (referans
gen) gore her bir genin ACt degerleri belirlendi. ACt degerleri Microsoft Excel
programinda hesaplanarak IBM SPSS Staticticcs 21 programina aktarildi. AACt
degerleri P (<0,05) olacak sekilde One-way ANOVA testi ile belirlendi (Livak ve
Schmittgen, 2001).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Multiple Myeloma Hiicre Hatlarimin Cogalmasi

KMS28 ve KMS20 hiicre hatlar1 optimum kosullarda (%5 CO, ve 37 °C’de) etiiv
icerisinde cogaltildi. Yeterli sayiya ulasan hiicrelerin 1. ve 20. giin sonundaki

mikroskop goriintiileri Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de yer almaktadir.

Sekil 4.1. KMS-28 (bortezomibe hassas) Hiicrelerinin Cogalma Goriintiileri.

Sekil 4.2. KMS-20 (bortezomibe direngli) Hiicrelerinin Cogalma Goriintiileri.

4.2 MTT Testi Sonuglar:

Tez galismasi kapsaminda, KMS-28 (bortezomibe hassas) ve KMS-20 (bortezomibe
direngli) hiicre hatlarmin % canliligt MTT testi ile saptandi. Chromate ELISA cihaz1
kullanilarak 492 nm dalga boyunda MTT testlerinin sonuglar1 6lgiildii ve Microsoft
Excel programi yardimi ile uyguladigimiz artan bortezomib dozlara karsilik %
hiicre canliligi verileri hesaplandi. Yapilan deneylerde uygulanan bortezomib
konsantrasyonlarina karsi hiicrelerin % canlilik degerleri kontrol gruplarinin (sadece
hiicre iceren) canliliklar1 %100 alinarak karsilagtirildi. Her iki hiicre hatti i¢in 24
saatlik siirecte yapilan ve farkli zamanlarda gercgeklestirilen iicer ayr1 deney

sonuglarinin ortalamalar1 alinarak 1Csy degerleri hesaplandi.
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4.2.1 KMS-28 hiicre hattindaki MTT sonuclari

Yapilan MTT analizine gore KMS-28 hiicre hattina uygulanan bortezomib dozlarina
karsilik elde edilen % hiicre canlilik oranlar1 Cizelge 4.1 ve % canlilik egrisi Sekil

4.3°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. KMS-28 hiicre hattina 24 saatlik bortezomib uygulanmasi sonucu elde
edilen % canlilik degerleri.

0nM 100

1nM 93,7

5nM 73,86
7.5nM 28,23
10 nM 9,15
20 nM 1,36
25nM 0,9
30 nM 0,6
50 nM 0,59
100 nM 0,24

100 - m KMS-28

90 -
80 -

70 -

60 -

50 -

40 -

30

20 A

10 - i
0 - T T T T

0 1 5 7,5 10 20 25 30 50 100

Bortezomib Konsantrasyonu (nM)

% Canhhk

Sekil 4.3. KMS-28 hiicre hattina uygulanan bortezomibin 24 saatlik % hayatta kalma
grafigi.
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4.2.2 KMS-20 hiicre hattindaki MTT sonuclari

Yapilan MTT analizine gore KMS-28 hiicre hattina uygulanan bortezomib dozlarina
karsilik elde edilen % hiicre canlilik oranlar1 Cizelge 4.2 ve % canlilik egrisi Sekil

4.4°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. KMS-20 hiicre hattina 24 saatlik bortezomib uygulanmasi sonucu

edinilen % canlilik degerleri.

HOIrteZo

0nM 100

1nM 92,53

5nM 87,02
7.5nM 81,84
10 nM 76,29
20 nM 64,52
25nM 56,28
30 nM 47,88
50 nM 27,49
100 nM 14,13

100 ~
90 -

0% Canhlik

80 -

70

60

50

40

30

20

0 A T T T T T T T T T

0 1 5 7,5 10 20 25 30 50 100

Bortezomib Konsantrasyonu (nM)

Sekil 4.4. KMS-20 hiicre hattina uygulanan bortezomibin 24 saatlik % hayatta kalma

grafigi.
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4.2.3 KMS-28 ve KMS-20 hiicre hatlarinda ICsy degerleri

24 saatlik bortezomib uygulamasi sonucunda KMS-28 ve KMS-20 hiicre hatlarinda
saptanan 1Csq degerleri Cizelge 4.3.’de ve Sekil 4.5.’de gosterildigi gibidir.

Cizelge 4.3. KMS-28 ve KMS-20 Hiicre Hatlarinin ICsg Degerleri.

KMS-28 KMS20
(Bortezomibe Hassas) | (Bortezomibe Direngli)

1Cso 5,13 nM 26,28 nM

100 —Mg

90

o i‘iﬁ
0 X 1

o 1 S —o— KMS-28
0 R + —— KMS-20

30
20 T
10 \ ~- T

== ————o_

0 1 5 75 10 20 25 30 50 100
Bortezomib Konsantrasyonu (nM)

Yiizde (%) Canhihk

Sekil 4.5. KMS-28 ve KMS-20 hiicre hatlariin ICsq degerleri grafigi.

43 KMS-28 ve KMS-20 Hiicre Hatlarinda Direnclilik indeksinin (RI)

Hesaplanmasi

MTT sonuglart dogrultusunda KMS-20’nin ICsg degerinin, KMS-28 ICsy degerine
boliinmesi ile direnglilik indeksi (RI) hesaplanarak multiple myeloma hiicre

hatlarinin bortezomibe karsi olan direncliligi (4.1)’deki formiil ile dl¢tildii.

IC50 Direngli Hat

Rindis = IC50 Hassas Hat (4'1)
RI = 26,28 _ 5,12
513 7

Hiicre hatlarina 24 saat boyunca bortezomib uygulandiktan sonra, KMS-28 ve KMS-
20 i¢in RI degeri 5,12 bulundu. Bulunan RI degerine gére KMS-20 hiicre hattinin 24
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saatlik bortezomib uygulamasi sonucu KMS-28’¢ gore 5 kattan daha fazla direnclilik

gosterdigi bulunmustur.
4.4 KMS-28 ve KMS-20 Hiicre Hatlarinda RNA izolasyonu Sonuclar

Bortezomib ile muamele edilmis multiple myeloma hiicre hatlarindan Thermo Fisher
Scientific PureLink® RNA Mini Kit protokoline gére RNA izolasyonu
gergeklestirildi. Sekil 4.8”de belirtildigi gibi 1XTBE tamponu (100mM Tris, 100mM
Borik asit, 2mM EDTA) kullanilarak %1°’lik agaroz jel elektroforezi yapildi ve
RNA’lar goriintiilendi.

Kont 5nM 10nM 20nM 25nM Kont 5nM 10nM 20nM 25nM 30nM

— S San e &
- Fig-... - e e ..

KMS-20 KMS-28

Sekil 4.6. KMS-28 ve KMS-20 hiicre hatlarindaki RNA miktarlarmin agaroz jel
elektroforezi goriintiisii.

RNA izolasyonu sonucu Nanodrop 2000 cihazi ile multiple myeloma hiicre
hatlarinin RNA miktarlar1 6lciildii. Izole edilen RNA’larin nanodrop &l¢iimii sonucu

elde edilen konsantrasyonlar1 Cizelge 4.4.’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.4. KMS-28 ve KMS-20 hiicre hatlarindan izole edilen RNA

konsantrasyonlari.
Bortezomib Dozlar: KMS-28 i¢in Niikleik KMS-20 i¢in Niikleik
Asit Miktarlar: Asit Miktarlar:
Kontrol Grubu 0,3314 pg/ul 0,3470 pg/ul
5nM 0,3796 pg/ul 0,3402 ug/ul
10 nM 0,2622 pg/ul 0,3103 pg/ul
20 nM 0,2186 pg/ul 0,2387 pg/ul
25 nM 0,1858 pg/ul 0,2580 pg/ul
30 nM 0,1887 pg/ul 0,2514 ng/ul
4.5 cDNA Sentezi

Hiicre hatlarindan elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi yapildi. Elde edilen

cDNA’larin  konsantrasyonlar1 nanodrop cihazi ile 6lgiildii. Olgiillen cDNA

konsantrasyonlar1 Cizelge 4.5.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Hiicre hatlarindan sentezlenen cDNA konsantrasyonlari.

Ornek KMS-28 I¢in Niikleik KMS-20 I¢in Niikleik
Asit Miktarlar Asit Miktarlar

Kontrol Grubu 26515 ng/ul 26309 ng/ul

5nM 26615 ng/ul 26976 ng/ul

10 nM 26918 ng/ul 26758 ng/ul

20 nM 25981 ng/ul 26859 ng/ul

25 nM 25508 ng/ul 27108 ng/ul

30 nM 26507 ng/ul 27250 ng/ul

4.6 Gen Ekspresyon Analizleri

Multiple myeloma hiicre hatlarinda gen ekspresyonu deneylerinin hepsi Q2000B
Thermal Cycler Real-Time PCR (Long Gene) cihazi kullanilarak yapildi.
Reaksiyonlar i¢in TagMan primer problar kullanilirken kontrol olarak B-actin geni,
negatif kontrol icin ise cDNA i¢cermeyen homojen karigim kullanildi. Tez ¢alismasi
kapsaminda, multiple myeloma hiicre hatlarinin 24 saatlik siire i¢erisinde arttirilan
bortezomib dozlarina gore hiicre dongiisii kontroliinde yer alan CCND1, CCND2,
CCNAL, CCNBL1 ve CCNE2 cyclin genlerinin her biri tiger tekrar olacak sekilde ayri
ayr incelendi. Calisilan genlerinin ekspresyon diizeyleri QRT-PCR ile analiz edildi.

Elde edilen tiim veriler AACt ve RQ (Rolatif Kantitasyon) olacak sekilde hesaplandi.
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Gruplar arasindaki farkliliklar P<0,05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

4.6.1 CCND1 genine ait ekspresyon analizleri
Multiple myeloma KMS-20 ve KMS-28 hiicre hatlarina 24 saatlik bortezomib

uygulanmasi sonucunda cyclin D1 genine ait RQ degerleri Cizelge 4.6.’da, grafikleri
ise Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.’da gosterildigi gibidir.

Cizelge 4.6. KMS-20 ve KMS-28 hiicre hatlarinda artan bortezomib dozlarina goére
cyclin D1 geninin RQ degerleri.

KMS-20 RQ | STDError | KMS-28 RQ | STD Error

Kontrol 1,00 0,000 Kontrol 1,00 0,000
SnM 0,6 0,013 SnM 0,48 0,050
10nM 0,67 0,012 10nM 0,86 0,091
20nM 0,12 0,005 20nM 4,2 0,422
25nM 0,05 0,006 25nM 6,47 0,416
30nM 0,05 0,001 30nM 5,21 0,501

m KMS-20 D1

| a c b

N = S S

Kont 5nM 10nM 20nM 25nM 30nM
Bortezomib konsantrasyonu (nM)

Gen ekspresyon diizeyleri (RQ)
O B, N W b O O

Sekil 4.7. KMS-20 hiicre hattinda artan bortezomib dozlarina gore cyclin D1 geninin
RQ sonuglart grafigi.

* Her siitunda gosterilen farkli harfler (a,b,c,d,e) istatistiksel olarak birbirinden
farklidir (P<0,05).
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Cizelge 4.6. ve Sekil 4.7.’de goriildigii gibi KMS-20 hiicre hatt1 artan bortezomib
dozlarima maruz birakildiginda cyclin D1 gen ifadesinin tiim konsantrasyonlarda

istatistiksel olarak (P<0,05) anlamli azalis gosterdigi bulunmustur.

m KMS-28 D1

Gen ekspresyon diizeyleri (RQ)
o = N w H (6, ] a ~ (o] (o]
o

c c
-| (o}
BN = B

Kont 5nM 10nM 20nM 25nM 30nM

Bortezomib konsantrasyonu (nM)

Sekil 4.8. KMS-28 hiicre hattinda artan bortezomib dozlarina gore cyclin D1 geninin
RQ sonuglar: grafigi.

* Her siitunda gosterilen farkli harfler (a,b,c) istatistiksel olarak birbirinden
farklidir (P<0,05).

Cizelge 4.6. ve Sekil 4.8.’de goriildiigii gibi KMS-28 hiicre hatt1 artan bortezomib
konsantrasyonlarina maruz birakildiginda cyclin D1 gen ifadesinin 20nM’da ~4,2

kat, 25nM’da ~ 6,47 kat ve 30nM’da ~5,21 katlik bir artig gosterdigi bulunmustur.

4.6.2 CCND2 genine ait ekspresyon analizleri

Multiple myeloma KMS-20 ve KMS-28 hiicre hatlarina 24 saatlik bortezomib
uygulanmasi sonucunda cyclin D2 genine ait RQ degerleri Cizelge 4.7.’da, grafikleri
ise Sekil 4.9. ve Sekil 4.10.’de gosterildigi gibidir.
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Cizelge 4.7. KMS-20 ve KMS-28 hiicre hatlarinda artan bortezomib dozlarina gore
cyclin D2 geninin RQ degerleri.

KMS-20 RQ STD Error | KMS-28 RQ STD Error
Kontrol 1,00 0,000 Kontrol 1,00 0,000
5nM 117 0,990 5hM 247 0,104
10nM 171 0,051 10nM 1,99 0,128
20nM 1,86 0,061 20nM 6,42 0,487
25nM 121 0,280 25nM 4,69 0,348
30nM 1,37 0,037 30nM 5.4 0,393

L = KMS-20 D2

o

6

g

25

g

S

=

2.3

E 2 - a 2 b,c b

3l N N

dmm BB RBR

Kont 5nM 10nM 20nM 25nM 30nM
Bortezomib konsantrasyonu (nM)

Sekil 4.9. KMS-20 hiicre hattinda artan bortezomib dozlarina gore cyclin D2 geninin
RQ sonuglart grafigi.

* Her siitunda gosterilen farkli harfler (a,b,c) istatistiksel olarak birbirinden
farklidir (P<0,05).

Cizelge 4.7. ve Sekil 4.9.’da goriildigii gibi KMS-20 hiicre hatt1 artan bortezomib

konsantrasyonlarina maruz birakildiginda 10nM, 20nM ve 30nM’da cyclin D2 gen

ifadesinde artis bulunmustur. Diger doz araliklarinda anlamli farkliliklar

gozlenmemistir.
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m KMS-28 D2
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Kont 10nM 20nM 25nM 30nM

Gen ekspresyon diizeyleri (RQ)
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Bortezomib konsantrasyonu (nM)

Sekil 4.10. KMS-28 hiicre hattinda artan bortezomib dozlarina gore cyclin D2
geninin RQ sonugclar1 grafigi.

* Her siitunda gosterilen farkli harfler (a,b,c) istatistiksel olarak birbirinden
farklidir (P<0,05).

Cizelge 4.7. ve Sekil 4.10.°da goriildiigi gibi KMS-28 hiicre hatt1 artan bortezomib

konsantrasyonlarina maruz birakildiginda cyclin D2 gen ifadesinin tim dozlarda

kontrole gore anlamli olarak arttig1 saptanmis olup 6zellikle yiiksek dozlarda (20nM,

25nM ve 30nM) bu artigin daha yiiksek oldugu goézlenmistir.

4.6.3 CCNEL1 genine ait ekspresyon analizleri

Multiple myeloma KMS-20 ve KMS-28 hiicre hatlarina 24 saatlik bortezomib
uygulanmasi sonucunda cyclin E1 genine ait RQ degerleri Cizelge 4.8.’da, grafikleri
ise Sekil 4.11. ve Sekil 4.12.°da gosterildigi gibidir.

Cizelge 4.8. KMS-20 ve KMS-28 hiicre hatlarinda artan bortezomib dozlarma gore
cyclin E1 geninin RQ degerleri.

KMS-20 RQ STD Error | KMS-28 RQ | STDError

Kontrol 1,00 0,000 Kontrol 1,00 0,000
snM 2.2 0,077 snM 1,47 0,410
10nM 1.28 0,047 10nM 0,99 0,031
20nM 1,51 0,055 20nM 3,2 0,109
25nM 1,03 0,038 25nM 2.46 0,111
30nM 1,24 0,056 30nM 2,64 0,121
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Gen ekspresyon diizeyleri (RQ)
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Bortezomib konsantrasyonu (nM)

Sekil 4.11. KMS-20 hiicre hattinda artan bortezomib dozlarina gore cyclin E1
geninin RQ sonuglar grafigi.

* Her silitunda gosterilen farkli harfler (a,b,c,d) istatistiksel olarak birbirinden
farklidir (P<0,05).

Cizelge 4.8. ve Sekil 4.11.’de goriildiigi gibi KMS-20 hiicre hatti artan bortezomib
konsantrasyonlarina maruz birakildiginda cyclin E1 gen ifadesinde sadece 5SnM’da
~2,2 katlik anlamli bir artis saptanmistir. Diger dozlarda herhangi bir degisiklik

gozlenmemistir.

. m KMS-28 E1

Gen ekspresyon diizeyleri (RQ)
O R, N WHU O N O O
1

fJi-I'l

Kont 10nM 20nM 25nM 30nM
Bortezomib konsantrasyonu (nM)

Sekil 4.12. KMS-28 hiicre hattinda artan bortezomib dozlarina gore cyclin E1
geninin RQ sonuglar1 grafigi.

* Her siitunda gosterilen farkli harfler (a,b,c,d) istatistiksel olarak birbirinden
farklidir (P<0,05).

49



Cizelge 4.8. ve Sekil 4.12.°de goriildiigli gibi KMS-28 hiicre hatti artan bortezomib
konsantrasyonlarina maruz birakildiginda cyclin E1 gen ifadesinde 20nM’da ~3,19
katlik anlaml1 bir artis goriiliirken, 20nM ve 30nM’da sirasiyla ~2,46 ve ~2,63 katlik

artiglar gézlenmistir.

4.6.4 CCNB1 genine ait ekspresyon analizleri

Multiple myeloma KMS-20 ve KMS-28 hiicre hatlarina 24 saatlik bortezomib
uygulanmasi sonucunda cyclin D1 genine ait RQ degerleri Cizelge 4.9.’da, grafikleri
ise Sekil 4.13. ve Sekil 4.14.”da gosterildigi gibidir.

Cizelge 4.9. KMS-20 ve KMS-28 hiicre hatlarinda artan bortezomib dozlarina gore
cyclin B1 geninin RQ degerleri.

KMS-20 RQ STD Error | KMS-28 RQ STD Error
Kontrol 1.00 0.000 Kontrol 1.00 0.000
SnM 0,84 0,034 20 0,46 0,031
10nM 1,31 0,028 10nM 0,39 0,025
20nM 0,88 0,036 20nM 0,56 0,043
25nM 0,81 0,018 25nM 051 0,033
30nM 0,71 0,026 30nM 0,50 0,032
7 - m KMS-20 B1
o>
£ 6 -
S,
? 1 b c ’ c cd d
N
mom e mw
Kont 5nM 10nM 20nM 25nM 30nM
Bortezomib konsantrasyonu (nM)

Sekil 4.13. KMS-20 hiicre hattinda artan bortezomib dozlarma goére cyclin Bl
geninin RQ sonuglar1 grafigi.

* Her siitunda gosterilen farkli harfler (a,b,c,d) istatistiksel olarak birbirinden
farklidir (P<0,05).
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Cizelge 4.9. ve Sekil 4.13.’de goriildiigli gibi KMS-20 hiicre hatt1 artan bortezomib
konsantrasyonlarina maruz birakildiginda cyclin B1 gen ifadesinde 10nM digindaki

diger bortezomib dozlarinda kontrole yakin degerler bulunmustur.

m KMS-28 B1
9 -
o s
% 8
g
g 6
_N
2 5
s
= 4
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&
324
E 1 T blc C b b b
Sl Ml wwm e mE mm  wm
Kont snM 10nM 20nM 25nM 30nM
Bortezomib konsantrasyonu (nM)

Sekil 4.14. KMS-28 hiicre hattinda artan bortezomib dozlarma goére cyclin Bl
geninin RQ sonuglar grafigi.

* Her siitunda gosterilen farkli harfler (a,b,c,d) istatistiksel olarak birbirinden
farklidir (P<0,05).

Cizelge 4.9. ve Sekil 4.14.’de goriildiigii gibi KMS-28 hiicre hattindaki cyclin B1

gen ifadesinin tiim bortezomib dozlarinda anlamli olarak azaldig1 saptanmustir.

4.6.5 CCNAL1 genine ait ekspresyon analizleri

Multiple myeloma KMS-20 ve KMS-28 hiicre hatlarina 24 saatlik bortezomib
uygulanmasi sonucunda Cyclin Al genine ait RQ degerleri Cizelge 4.10.’da,
grafikleri ise Sekil 4.15. ve Sekil 4.16.’da gosterildigi gibidir.
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Cizelge 4.10. KMS-20 ve KMS-28 hiicre hatlarinda artan bortezomib dozlarina gore
cyclin A1 geninin RQ degerleri.

KMS-20 RQ STD Error | KMS-28 RQ STD Hata
Kontrol 1,00 0,000 Kontrol 1,00 0,000
5nM 0,46 0,024 5nM 1,09 0,3
10nM 1,39 0,150 10nM - -
20nM 2,14 0,130 20nM - -
25nM 3,06 0,150 25nM - -
30nM 5,32 0,370 30nM - -

m KMS-20 Al
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Sekil 4.15. KMS-20 hiicre hattinda artan bortezomib dozlarina goére cyclin Al
geninin RQ sonuglar1 grafigi.

* Her siitunda gosterilen farkli harfler (a,b,c,d,e) istatistiksel olarak birbirinden
farklidir (P<0,05).

Cizelge 4.10. ve Sekil 4.15.°de goriildiigii gibi KMS-20 hiicre hattindaki cyclin Al
geninin ifadesi 5nM bortezomib dozunda azalir iken, 10nM’dan itibaren diger tiim

bortezomib dozlarinda yliksek oranlarda dogrusal olarak artis géstermistir.
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Sekil 4.16. KMS-28 hiicre hattinda artan bortezomib dozlarina gore cyclin Al
geninin RQ sonugclar1 grafigi.

Cizelge 4.10. ve Sekil 4.16.’da goriildiigii gibi KMS-28 hiicre hattindaki cyclin Al
geninin 5SnM  disindaki diger tiim bortezomib dozlarinda ifade edilmedigi

saptanmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Giliniimiizde en o6liimciil hastaliklardan biri olan kansere yakalanma siklig1 giderek
artmaktadir. Buna bagli olarak da kanser arastirmalarina yonelik tedavi segenekleri
de ¢esitlenip ¢ogalmaktadir. Bununla birlikte, kemoterapdtik ilaclara karsi direng,
insan kanserlerinin klinik tedavisinde karsilagilan en biiylik sorunlardan birisidir.
Hematolojik bir kanser tlirii olan multiple myelomada, ilk tedaviler ¢ogunlukla
basarili olsa da, daha sonra gelisen ila¢ direnci genellikle hastaligin o6liimle
sonuglanmasina neden olmaktadir. Bu nedenle multiple myeloma hiicrelerinde ilag
direngliligine neden olan mekanizmalarin anlasilmasi olduk¢a 6nemlidir (Tsubakia
vd., 2012).

Kanser hiicrelerinde gelisen ilag direngliliginin altinda yatan molekiiler
mekanizmalart aydinlatmak igin birgok arastirma yapilmaktadir. Direnclilik
gelisiminde rol alan 6nemli mekanizmalardan biri de hiicre dongiisii diizenleme
faktorlerinde meydana gelen degisikliklerdir (Abdi vd., 2013). Bu degisikliklerin
kanser hiicrelerinde olusan ila¢ direncliliginde 6nemli role sahip olduklar1 bircok
arastirict tarafindan bildirilmistir (Flatt ve Pietenpol, 2000; Volm ve Koomagi, 2000;
Mutlu vd., 2014).

Tez ¢alismasi kapsaminda, multiple myeloma KMS 20 (bortezomibe-direngli) ve
KMS 28 (bortezomibe-hassas) hiicre hatlarinda bortezomibe karst gelisen
direngliligin hiicre dongiisii diizenleme faktorleriyle iliskisini anlayabilmek icin
cyclin D1, cyclin D2, cyclin Al, cyclin B1 ve cyclin E1 genlerin ifade diizeyleri

arastirilmistr.

Multiple myeloma hiicrelerinde 6zellikle cyclin D1 ifadesi tedaviye yanit, hastaligin
seyri, sagkalim siiresi ve ila¢ direncliligi gibi bir¢ok parametrede prognostik bir
belirte¢ gibi rol almaktadir. Ayrica cyclin D2 geninde meydana gelen bozukluklarin
multiple myeloma hiicrelerinde sik¢a goriildigii bildirilmistir (Thanh-Truc vd.,
2010). Bu nedenle caligmamizda cyclin D izoformlarindan cyclin D1 ve D2’nin

ifadelerini arastirdik.

Cyclin A2, okaryotlardaki boliinen tiim somatik hiicrelerde eksprese edilmektedir
(Sweeney vd., 1996). Cyclin Al geninin ise embriyogenezdeki rolii disinda 6zellikle
hematopoietik kok hiicrelerde ve akut miyeloid l6semide yiiksek seviyelerde

eksprese edildigi bildirilmistir (Yang vd., 1997). Ayrica baska bir ¢alismada, cyclin
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Al geninin asirt ekspresyonunun G1 fazindan S fazina ilerlemeyi 6nemli Glgiide
hizlandirdig1 gosterilmistir. Bdylece cyclin Al’in hiicre dongiisii ve akut miyeloid
16semi i¢in onkojenik mekanizmalardan biri ve terapotik miidahale i¢in uygun bir
hedef olabilecegi bildirilmistir. Bu nedenle hematolojik kanserlerdeki yiiksek
ifadesinden dolay1 biz de multiple myeloma hiicre hatlarinda cyclin A1 geninin ifade

diizeylerini arastirdik (Sweeney vd., 1996; Lara-Pezzi ve Rosenthal, 2010).

E tipi siklinler olan cyclin E1 ve E2 protein dizileri insanlarda yiiksek oranda
benzerlik gosterirler. Fakat cyclin E1 geni, bir¢cok kanser tipinde cyclin E2’ye gore
daha yiiksek seviyelerde ifade edilir. Cylin E1’in bu 0zelliginden dolay1 tez
calismasinda bu genin ifade diizeyi incelenmistir (Caldon ve Musgrove, 2010).

B tipi siklinlerden olan cyclin Bl ise mitozda gorev alan ana mitotik siklin

oldugundan dolay1 c¢aligmalarimizda bu genin ekspresyon diizeylerine bakilmistir

(Gong ve Ferrell, 2010).

Caligmalarimizda, oncelikle multiple myeloma KMS-20’nin KMS-28 hiicre hattina
gbre bortezomibe karsi 5 kattan daha fazla direngli oldugu tespit edilmistir. Bu
dogrultuda her iki hiicre hattinda bortezomib konsantrasyonlarina bagli olarak

gerceklestirdigimiz gen ifadesi analiz sonuglarina gore:

KMS28 (bortezomibe hassas) hiicre hattinda cyclin Al geninin 5SnM disindaki diger
bortezomib dozlarinda hi¢ ifade edilmedigi gozlenmisken (Sekil 4.16), KMS-20
(bortezomibe direngli) hiicre hattinda ise artan bortezomib dozlarina karsilik cyclin
Al gen ifadesinde 20nM’da ~2 katlik, 25nM’da 3 katlik ve 30nM’da ~5,5 katlik
dogrusal bir artig oldugu bulunmustur (Sekil 4.15).

Sekil 4.8.’de goriildiigli gibi KMS-28 hiicre hattinda cyclin D1 geninin
ekspresyonunda 20nM’da 4,2 kat, 25nM’da 6,47 kat, 30nM’da ise 5,2 katlik artig
olurken, KMS-20 hiicre hattinda ise bortezomib dozu arttik¢a cyclin D1 gen

ifadesinin 6nemli oranda azaldig1 gozlenmistir (Sekil 4.7).

Cyclin D2 gen ekspresyonu KMS-28 hiicre hattinda yiiksek bortezomib dozlarinda
anlamli artis gostermistir (Sekil 4.10). KMS-20’de ise cyclin D2’nin ifade
diizeylerinde kontrole yakin artiglar saptanmistir (Sekil 4.9).

Cyclin  El’in  ekspresyonu KMS-28 hiicrelerinin  yiiksek  bortezomib

konsantrasyonlart ile muamele edildiginde artmistir (Sekil 4.12). Ayni genin
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ifadesi KMS-20 hiicrelerinde sadece SnM’lik bortezomib dozunda 2 katlik bir artig
gosterirken diger dozlarda herhangi bir degisiklik gozlenmemistir (Sekil 4.11).

KMS-28 hiicre hattina uygulanan tiim bortezomib dozlarinda cyclin B1 geninin ifade
diizeylerinde yaklasik 0,5’er katlik bir azalma gozlenmis (Sekil 4.14), KMS-20 hiicre
hattinda da ayn1 genin ekspresyon diizeylerinde 10nM’daki artis disinda diger
dozlarda kontrole yakin degerler bulunmustur (Sekil 4.13).

Cyclin D’ler disaridan aldiklar1 boliinme sinyallerini hiicre dongiisiine iletilmesine
aracilik eden molekiillerdir. D tipi siklinlerin (D1, D2, D3) ekspresyon diizeylerinin
kontrolii mitojenik sinyaller tarafindan diizenlenir. Cyclin D’ler ortamdaki biiylime
faktorleri ve mitojenlere cevap olarak sentezlenir. Cyclin D’lerin yar1 Omiirleri
kisadir ve biliylime faktorleri ya da mitojenler bulunduklar1 ortamdan
uzaklastirildiginda ekspresyon diizeyleri hizla diiser. Cyclin D genleri farkli
uyaricilar (NF-kB yolagi, Jak/STAT sinyal yolagi, biiylime faktorleri, p-catenin,
myc, cyclic AMP) tarafindan indiiklenir (Weinberg, 2014). Hiicre dongiisii
diizenlemesindeki roliine ilave olarak, cyclin D1, aym1 zamanda apoptozisin
diizenlenmesinde de karmasik bir sekilde rol alir. Cyclin D1, hiicrenin proliferatif ve
farklilasma durumuna bagl olarak hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik olacak
sekilde etki gosterebilir (Han vd., 1999; Biliran vd., 2005). Deneylerimizden elde
ettigimiz bulgulara goére, cyclin D1 geni, KMS-28 hiicrelerinin G; evresinde yukari
regiile (up-regulation) olarak yiiksek bortezomib konsantrasyonlarinda overeksprese
edilmistir. Bilindigi {izere bortezomib tarafindan gerceklestirilen proteozom
inhibisyonu sonucu NF-k B’nin aktivitesi azalir ve bdylece apoptozis uyarilir.
Bununla birlikte baz1 ¢alismalar, bortezomibin antikanser 6zelliklerinin sadece NF-x
B'nin inhibisyonu ile degil farkli mekanizmalarla da gergeklesebilecegini
gostermektedir (Hideshima vd., 2002; Ishii vd., 2006). Yapilan bir g¢alismada,
bortezomibe yanit veren hiicrelerde cyclin D1’in asir1 eksprese edildigi ve bu
hiicrelerde STAT3 ile Bcl-xL seviyelerinin azaldigi bulunmustur. Cyclin D1'i asir
eksprese eden hiicrelerin bortezomib ile tedavisi iizerine, kalsiyum salinimi basta
olmak {iizere sirasiyla kaspaz aktivasyonu ve bid-cleavage (parcalanma) olaylarinin
hizlandig1, boylece Bax ve Bak genlerinin daha da aktiflestigi saptanmistir. Kisaca,
bortezomibin yiiksek dozlarinin cyclin D1 seviyelerini arttirmasi, STAT3 ve Bcl-
XL'nin ifadelerinin azaltilmasina neden olmakta ve bdylece pro-apoptotik genlerin

aktivasyonuyla apoptozisin indiiklenmesini kolaylastirmaktadir (Zong vd., 2003;
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Ishii vd., 2006). Sonug¢ olarak, KMS-28 hiicrelerinde gozlemledigimiz yiiksek
bortezomib konsantrasyonlarindaki asir1 cyclin D1 ifadesi ile apoptozisin
indiiklenme yolu Ishii ve arkadaslarimin (2006) yaptiklari arastirma bulgulariyla
ortiismektedir. KMS-20 direngli hiicrelerde ise bu anlatilan mekanizmalarin tam tersi
gerceklesmekte olup cyclin D1 geninin asag regiilasyonu (down-regulation) yoluyla
bu genin ifadesi 6nemli oranda azalmistir. Sonugta bu hiicre hattinda pro-apoptotik
genlerin ifadesi azalip anti-apoptotik genlerin aktivitesi artmistir. Boylece KMS-20
hiicrelerinde apoptozisin baskilanmasi sonucu proliferasyonun devamlilik kazanarak

hiicrelerin bortezomibe kars1 direngli hale geldikleri diigiiniilmektedir.

Erken ve orta G; fazinda mitojenlerden gelen sinyallerle cylin D2 nin CDK 4/6 ile
kompleks yapmasi sonucu retinoblastoma proteini (Rb) bu kompleks tarafindan
hipofosforillenir (pRb). Ge¢ G; fazina gecen pRb’ler cyclin E-CDK2 kompleksi
tarafindan hiperfosforile forma sokularak transkrpsiyon faktorii olan E2F’nin serbest
hale gegmesi saglanir boylece hiicre dongiisii G; fazindan S fazina dogru ilerlemeye
devam eder (Kirsch ve Kastan, 1998; Dyson, 2002). Yaptigimiz ¢alisma sonucu
KMS-20 hiicrelerinde cyclin D2 ve El ifadelerinde gézlemledigimiz kontrole yakin
degerler yukaridaki ¢alismalar ile ortiismektedir. KMS-28 hiicre hattinda, yiiksek ilag
konsantrasyonlarinda goriilen cyclin D2 overekspresyonun bortezomib kaynakli

apoptozisin uyarilmasiyla baglantili olabilcegi diisliniilmektedir.

Hiicre dongiisiinde ge¢ G; safhasinda gorev alan cyclin E1 gen ekspresyonu KMS-28
hiicre hattinda sadece yiiksek dozlarda artig gosterirken, KMS-20 hiicre hattinda ise
kontrole yakin degerlerde bulunmustur. Sonug¢ olarak bu genin bortezomib

direngliliginde rolii oldugu diisliniilmemektedir.

Aragtirma bulgularimiza gére KMS-20 hiicre hattinda cyclin Al geninde meydana
gelen degisiklikler sonucunda S fazinda bu genin ekspresyonu agiri yiikselmis olup
hiicrelerin DNA sentez hizi da ayni oranda artis gostermekte ve bdylece hiicre
proliferasyonu devamliliini korumaktadir. Tiim bu verilere dayanarak biiyiik
olasilikla KMS-20 hiicre hattinda gelisen bortezomib direncliliginin altinda yatan
sebeplerden birinin  cyclin Al genindeki degisikliklerden kaynaklandigini
diisinmekteyiz. Ayrica KMS-28 hiicre hattinda cyclin Al geninin yiiksek
bortezomib dozlarinda ifade edilmemesi hipotezimizi destekler niteliktedir. Ayni

zamanda tez ¢aligmamiz, cyclin Al geninin MM’deki bortezomib direncliligiyle
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iligkili oldugunu literatiirde agiklayan ilk aragtirma olmasi nedeni ile 6zgiin bir deger

kazanmistir.

Hiicre dongiistiniin M safhasinda gorev alan cyclin B1 gen ifadesinde KMS-28 hiicre
hattinda 6nemli oranda azalmalar gozlenirken KMS-20 hiicrelerinde bu genin ifadesi
kontrole yakin degerlerde bulunmustur. Yiiksek dozda bortezomible muamele
edilmis KMS-28 hiicrelerinin proliferasyonu hiicre dongiisiiniin S sathasinda
durduruldugundan dolayr M safhasina ulagmalari beklenmemektedir. Dolayisiyla
KMS-28 hiicrelerinde cyclin B1 gen ekspresyonunda herhangi bir artis gozlenmesi

beklenen bir durum degildir.

2010 yilinda Thanh-Truc Ngo ve arkadaslari tarafindan yapilan bir arastirmada
cyclin D1 geninin asir1 ekspresyonunun, multiple myelomali hastalarda bortezomibe
bagli olarak apoptozisi artirdigi bulunmustur (Thanh-Truc Ngo vd., 2010). Benzer
sekilde bizim calismalarimizda da KMS-28 hiicre hatlarinda yiiksek bortezomib
dozlarina bagli olarak cyclin D1 geninin overekspresyonu sonucu apoptozis
indiiklenmistir. Sewify ve arkadaslar tarafindan yapilan bir calismada, hiicre
dongiisii kontroliinde yer alan cyclin D1 geninin asir1 ifadesinin multiple myelomada

ilag direngliligiyle iligkisi rapor edilmistir (Sewify vd., 2014).

Hiicre dongiisii diizenleme faktorleri ve ilag direngliligi ile ilgili ¢esitli ilag ve hiicre
hatlar1 iizerinde de farkli deneysel ¢aligmalar yapilmigtir. Ornegin, multiple myeloma
U266 (vinkristine direngli) hiicre hattinda cyclin E2 gen ifadesinin biiyiik olglide
arttig1 ve gesitli siklin bagimli kinaz genlerinin ifadelerinde artis oldugu gozlenmistir
(Mutlu vd., 2014). Bir baska ¢alismada, multiple myeloma hiicre hatlarinda
Palbociclib (PD0332991) ilacinin Cdk4/6'y1 inhibe ederek hiicre dongiisiiniin G1
sathasinda durmasma neden oldugu rapor edilmistir. Ayni zamanda apoptozu
indiikleyebilmek i¢in bu ilacin tek basina yeterli olmayip deksametazon veya

bortezomib ile kombine halde uygulanmasi gerektigi bildirilmistir (Maes vd., 2017).

Yapilan bir¢ok arastirmada, farkli kanser tiplerinde hiicre dongiisii diizenleme
faktorleri olan siklin (cyclin) genlerinin agir1 ifade edildikleri bildirilmistir. Ornegin;
cyclin D1 geninin lenfoma ve myeloma gibi hematolojik kanserler basta olmak iizere
meme ve mesane kanserlerinde, cyclin D2’nin meme ve prostat kanserinde, cyclin
E’nin ovaryum ve lenfoma gibi kanserlerde, cyclin A’nin tiroid ve meme gibi

kanserlerde ve cyclin B’nin kolon, tiroid ve meme gibi kanser tiplerinde asir1 ifade
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edildikleri rapor edilmistir (Zlamalikova vd., 2016; Matsubayashi vd., 2003; Padar
vd., 2003; Kuhn vd., 2014; Erlanson vd., 1998; Santo vd., 2015; Aaltonen vd., 2009;
Bondi vd., 2005; Nar vd., 2012; Bai vd., 2017).

Yapilan tez ¢alismasi ile multiple myeloma KMS-20 hiicrelerinin bortezomibe karsi
direnglilik kazanmasinda, hiicre dongiisii diizenleyici faktorlerinden olan cyclin D1
genindeki down-regiilasyonun ve cyclin Al genindeki overekspresyonun rolii

oldugunu acgikg¢a gosterdik.

Sonug olarak, multiple myelomada ilag¢ direngliligine yol agabilecek molekiiler
mekanizmalardan biri olan hiicre dongiisii diizenleyici faktorlerindeki degisikliklerin
aydinlatilmasiyla hastaligin molekiiler diizeyde anlasilmasi saglanacaktir. Bu sayede
multiple myelomadaki bortezomib direngliligini en aza indirebilmek igin yeni tedavi
stratejilerinin gelistirilmesi miimkiin olabilecektir. Boylece kanser hiicrelerinin
bortezomibe kars1 gelistirdikleri direncin engellenebilmesi multiple myeloma
tedavisinde yeni bir umut 15181 olusturabilir. Ayrica ilag direncliligine sebep olan
molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmast  kemoterapi i¢in kullanilan ilag
stratejilerinin kisiye 6zgii sekillendirilebilmesi de ileriye yonelik tedavi yontemleri

i¢in atilmig 6nemli bir adim olacaktir.
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