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OZET

Proteozom, tiim Okaryotlar, arkeobakteriler ve bazi bakterilerde bulunan proteolitik aktiviteye sahip bir
komplekstir. Cogu kanserde proteozom aktivitesinde ve alt-birimlerinde yiikselmeler siklikla goriilmektedir.
Proteozom inhibitorleri kanser hiicre kiiltiirlerinde apoptozisi uyararak anti-timor aktivite gostermektedirler.
Proteozom inhibitorlerini kanser tedavisinde kullanmak i¢in g¢alismalar bir¢ok laboratuarda halen devam
etmektedir. Bu c¢alismada proteozom inhibitdri MG132°nin 4T1 meme ve BI6F10 melanoma kanser
hiicrelerindeki sitotoksik etkileri arastirildi. Apoptotik hiicrelerde yaygin olarak kullanilan morfolojik kriterler ve
tripan mavisi testi ile her iki hiicre kiiltliriiniin MG132’ye hassas oldugunu belirledik. Bulgular, proteozom
inhibitorlerinin melanoma ve meme kanseri hiicrelerine karsi anti-kanser etki gosterebileceklerini ve bundan
dolay1 daha ileri diizeyde arastirilmasi gerektigini dnermektedir.

Anahtar Kelimeler: Proteozom, MG132, kanser, sitotoksik etki

THE CYTOTOXIC EFFECTS OF PROTEASOME INHIBITOR MG132 ON 4T1
BREAST AND B16F10 MELANOMA CANCER CELLS

ABSTRACT

Proteasome is a proteolytic complex found in all eukaryotes, archaeabacteria and some eubacteria. Increases in
proteasome activity and subunits are commonly found in many cancers. Proteasome inhibitors exhibits antitumor
activities in a number of cancer cell cultures by triggering apoptosis. Studies are currently conducted in many
laboratories in order to use proteasome inhibitors in cancer treatment. In this study, we investigated the cytotoxic
effects of proteasome inhibitor MG132 on 4T1 breast and B16F10 melanoma cancer cells. It was determined that
both cell lines are sensitive to MG132 using morphologic criteria commonly found in apoptotic cells and typan
blue exclusion test. Results suggest that the proteasome inhibitors may show effective anti-cancer effects against
melonoma and breast cancers and are therefore warranted to further investigation.

Key Words: Proteasome, MG132, cancer, cytotoxic effects

1. GIRiS

26S proteozom, normal metabolik sartlar altinda kisa omiirlii proteinlerin yikimindan sorumlu ATP-bagimli
multi-katalitik hiicre i¢i bir proteazdir. Ayrica, 26S proteozom uzun 6miirlii proteinlerin yikimi, bazi proteinlerin
islenmesi (6rnegin; transkripsiyon faktorii NF-kB) ve antijen sunumunda gorevlidir [1-3]. Proteozom, hiicre ve
organizmanin yasami i¢in zaruri olan ve arkeobakterilerden Okaryotlara kadar yiiksek derecede korunmus bir
proteolitik sistemdir [4]. Yaklagik 2.5 MDa agirliginda olup; silindirik bir 20S proteozom kompleksi (kor
bolgesi) ve bunun her iki tarafinda yer alan iki adet 19S diizenleyici kompleksten meydana gelmektedir.
Okaryotik 20S kompleksi, 7 farkli a ve 7 farkli B alt-biriminden olusur. Bu B alt-birimleri 20S kompleksinin
ortasindaki iki halkayi; a alt-birimleri ise distaki iki halkayr olusturur [2, 5]. 20S kompleksinde ii¢ farkli
proteolitik aktivite bulunmaktadir. Bunlar kimotripsin benzeri, tripsin benzeri ve peptidilglutamil benzeri
hidrolitik aktivitelerdir [2, 5, 6].
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Proteozom inhibitdrleri MG132 ve laktasistin ile yapilan c¢aligmalar hiicre i¢i proteinlerinin yaklasik % 80-
90’min yikimi i¢in proteozomun gerekli oldugunu gostermistir. 26S proteozom tarafindan yikilan proteinler
arasinda poliamin biyosentez enzimleri; ornitin dekarboksilaz (ODC), S-adenozilmetiyonin dekarboksilaz, hiicre
yasaminda anahtar rol oynayan proteinlerden transkripsiyon faktorii c-Fos, M-, S-, G1- faz1 spesifik siklinleri,
siklin-bagiml kinaz inhibitorleri, p53, NF-kB inhibitorii IkB ve onkogenler bulunmaktadir [1, 3, 7-9].

Genellikle substrat proteinlerin 26S proteozoma hedeflenmesi icin 76 amino asitlik bir ubiquitin molekiiliiniin
substrat proteine eklenmesi gereklidir. Substrat proteine ubiquitin eklenmesi ¢ok basamakli bir islemdir. ilk
olarak ubiquitin, ubiquitin aktive edici enzime (E1) baglanir. Ubiquitin buradan ubiquitin konjuge edici enzime
(E2) aktarilir. Son olarak ubiquitin ligaz enziminin (E3) tiiriine bagl olarak ubiquitin ya direk substrat proteine
veya ilk &nce E3 ligaz iizerine daha sonra substrat proteine aktarilir [2, 10]. Ilk ubiquitin molekiiliiniin
eklenmesinden sonra substrat protein {izerinde bir poliubiquitin zinciri olusmaktadir [11]. Substrat proteinin 26S
proteozomal yikima yonlendirilebilmesi i¢in en az dort ubiquitin molekiiliinden olusan bir poliubiquitin zinciri
gereklidir [12]. MG132, yukarida belirtilen proteozomun her ii¢ proteolitik aktivitesini geri doniisiimlii olarak
inhibe etmektedir; bunun yaninda yiiksek konsantrasyonda kullanildiginda kalpanlar ve katepsin B gibi diger
bazi proteazlari da inhibe etmektedir (Sekil 1) [13].
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Sekil 1. Proteozom inhibitorii MG132’nin kimyasal yapisi. Yapi, ISIS/DRAW programi ile ¢izilmistir.

Bu ¢alismada proteozom inhibitdrii MG132’nin 4T1 meme ve B16F10 melanoma kanser hiicre dizileri {izerinde
sitotoksik etki gosterdigi morfolojik analizler ve tripan mavisi testi ile belirlenmistir.

2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal

4T1 meme kanseri ve B16F10 melanoma hiicreleri, Dog. Dr. Nuray Erin (Akdeniz Universitesi, Tip
Fakiiltesi)’den temin edilmistir. RPMI-1640 besiyeri, fetal bovine serum (FBS), penicillin/streptomisin, tripsin
ve MG132 Sigma Aldrich Inc.’dan temin edilmistir.

2.2. Besiyeri hazirlamisi

RPMI-1640’dan 10.4 gr once 850 ml dH,0’da ¢6ziindii, sonra 1IN HCI ile pH 4’e ayarlandi. Bu
asamadan sonra steril 20 ml NaHCO; (stok % 7.5) ve 22.5 ml glukoz (% 20°lik stokdan), 4 ml HEPES soliisyonu
(2.5 M stokdan) ve 1 ml sodyum piriivat soliisyonu (stok 1M) konulduktan sonra pH 7.1°¢ 1N NaOH ile
ayarlandi. 10 ml Pen/Strep antibiyotik karigimi eklendikten sonra besiyeri hacmi 1L’ye tamamlandi. 1L
kapasiteli disposable Millipore filtrasyon sistemi (por ¢ap1 0.22 pm) ile Laminer Flow kabini iginde filtre edildi.
Filtre edilen besiyerinin 900 ml’sine 100 ml FBS konuldu. Besiyeri, 4°C’de muhafaza edildi ve kullanilmadan
once 37°C’de yaklasik 10 dakika kadar 1sit1ld1.
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2.3. Hiicre Kiiltiirleri

4T1 ve B16F10 hiicreleri, 37°C’de % 5 CO,’lik ortam saglayan HF90 inkiibatoriinde ¢ogaltildilar. Stok kiiltiirler
25 cm” steril Corning Flasklarda ve deney kiiltiirleri ise 35 mm x 10 mm steril petri kaplarinda ¢ogaltildilar. Her
iki hiicre flasklara tutunarak cogalmaktadirlar. Hiicre pasaji cogunlukla % 70 yogunlukta yapildi. Pasaj islemi
icin Once besiyeri aspire edildi ve hiicreler hemen 1 ml % 0.25’lik tripsin ile yikandi. Daha sonra 2 ml % 0.25
tripsin flasklara pipetlendi (% 0.25 tripsin, PBS ile hazirlandr). Tripsin muamele siiresi 4T1 hiicrelerinde ~3 dk,
B16F10 hiicrelerinde ise ~30 saniye olarak uygulanmistir. Tripsin, vakum pompasina bagli pastdr pipeti ile
aspire edildikten sonra flask yeni besiyeri ile yikanarak hiicreler kaldirildilar. Ve 1/10 oraninda seyreltilerek yeni
flasklara ekildiler. Hiicrelerin pasaji her ii¢ giinde bir periyodik olarak yapildi.

2.4. Tripan Mavisi Testi

Hiicreler 10 uM MG132 veya % 0.1 DMSO (kontrol) ile 24 saat muamele edildikten sonra besiyerindeki kalkan
hiicreler 2700 rpm’de 2 dk. santrifiij edildi. Ve daha sonra 500 pl tripsin ile kaldirilan petrilerdeki hiicreler ile
birlestirildiler. Santrifiij sonunda siipernatantlar atildi ve pelletler (hiicreler) iizerine 500’er pul PBS ilave edildi.
Hiicreler pipetlenerek ¢oziindiikten sonra 20 pl alindi ve diger bir ependorftaki 20 pl tripan mavisi (% 0.4
PBS’de) soliisyonuna ilave edildi. Hiicreler karistirildiktan sonra 5 dk bekletildi. Ve bu siire sonunda 20 pl alinip
thoma laminin her iki kisminda hemasitometrik 6lgiim yapildi. Olii hiicreler tripan mavisi ile maviye boyanirken,
canli hiicreler ise boyanmamistir. % sagkalim hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanilmustir.

Canli hiicre say1si/ml

% Sagkalim = X 100
Toplam hiicre sayisi/ml

2.5 Mikroskobik Analizler

10 uM, 50 uM MG132 veya % 0.1 DMSO (kontrol) ile muamele edilen hiicre morfolojileri belirtilen zamanlarda
motik marka kamera monte edilmis inverted mikroskop yardimiyla 10x veya 40x biiyiitillerek kaydedildi.

2.6 istatistiki Analizler

Deney gruplari arasindaki istatistiki onem degeri GraphPad Prism 3.03 programu ile ¢-testi kullanilarak
belirlenmistir. Sonuglar ortalama = SEM olarak sunulmustur (n =3), p < 0.05 6nemli olarak kabul
edilmistir.

3. BULGULAR

4T1 ve B16F10 hiicre kiiltiirleri 35 x 10 mm’lik steril petrilere ekildi. Logaritmik iireme fazina gelen hiicreler
degisik siirelerde 10 uM, 50 uM proteozom inhibitérii MG132 veya % 0.1 DMSO (kontrol) ile 37 °C’de, % 5
CO;’li ortamda inkiibe edildiler. Daha sonra asagida belirtilen siirelerde ilgili petrilerdeki hiicreler inverted
mikroskop yardimiyla incelendiler ve morfolojileri kaydedildi. Sekil 2°deki 4T1 hiicreleri 10x’lik objektifte
incelendiginde 0. ve 4. saatlerde kontrol ve MG132 muamele edilen gruplarda herhangi bir degisiklik olmadig1
gbzlenmistir. Bu durumdaki hiicrelerin besiyeri ortaminda petrinin dibinde hiicre uzantilariyla yapisik vaziyette
bulundugu ve hiicrelerin saglikli oldugu goriilmektedir. Ayrica, hiicrelerin ¢ok biiyiik bir yiizdesi canlidir. 50 pM
MG132 muamele edilen hiicrelerde, 8. saatten itibaren morfolojik degisiklikler oldugu gdzlenmistir. Bu
morfolojik degisimler; hiicrelerin kii¢iiliip biizlilmesi, uzantilarinin kaybolup kiiresel bir bigim almasi ve petri
kabinin dibine yapisik olarak degil besiyerine asili olarak bulunmalart bigiminde gézlenmistir. Bu tiir morfolojik
degisiklikler 4T1 hiicrelerinde 10 uM ile 12. saatten itibaren gozlenmeye baslanmistir (Sekil 2). Kontrol
grubunda bu tiir morfolojik degisiklikler gézlenmemistir. Sekil 3’de gorildigi gibi B16F10 hiicreleri ayni
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sekilde 10x’lik objektifte incelendiginde 4T1 hiicrelerine benzer sekilde 0. ve 4. morfolojilerinde bir degisiklik
gdzlenmemistir ve hiicrelerin biiyiik bir yiizdesinin saglikli oldugu anlasiimaktadir.

VIG-132 10 uM

MG-132 50 ul

Sekil 2. Proteozom inhibitdrii MG132 ile muamele sonucu 4T1 hiicrelerinde meydana gelen morfolojik
degisiklikler. 4T1 hiicrelerinin farkli siirelerde % 0.1 DMSO, 10 uM ve 50 uM MG132 ile muamelesi sonucu
olusan morfolojik degisimler 10x objektifte kaydedilmistir.

18



DPU Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi Proteozom Inhibitérii MG132 nin 4T1 Meme ve B16F10 Melanoma
Say1 19, Agustos 2009 Kanser Hiicrelerindeki Sitotoksik Etkileri
A. Yerlikaya, H. Dokudur, S. Seker

Sekil 3. Proteozom inhibitorii MG132 ile muamele sonucu B16F10 hiicrelerinde meydana gelen morfolojik
degisiklikler. B16F10 hiicrelerinin farkl siirelerde % 0.1 DMSO, 10 uM ve 50 uM MG132 ile muamelesi
sonucu olusan morfolojik degisimler 10x objektifte kaydedilmistir.
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4T1 hiicrelerinden farkli olarak 10 pM MG132 muamele edilen B16F10 hiicrelerinde 8. saatten itibaren
morfolojik degisiklikler gozlenmistir. Sekil 4’deki 4T1 ve B16F10 hiicreleri 40x’lik objektifte incelendiginde 24.
saatte % 0.1 DMSO muamele edilen (kontrol) hiicrelerde herhangi bir degisim gozlenmez iken 10 pM MG-132
ile muamele edilmis 4T1 ve BI16F10 hiicrelerinde ise morfolojik degisimler daha detayli gdzlenmistir.
Hiicrelerin morfolojik degisimlerinden elde edilen sonuca gore her iki hiicre kiiltiiriiniin proteozom inhibitdrii
MG132’ye kars1 hassas oldugu ve her iki hiicre kiiltiiriinde sitotoksik etki yarattig1 anlasilmaktadir. Proteozom
inhibitérii MG-132’nin sitotoksik ve anti-proliferasyon etkileri tripan mavisi ile yaptigimiz % sagkalim deneyleri
ile dogrulanmistir.

TINVS() MGTI32 10 M

4T1

B16F10

Sekil 4. MG132 muamelesinin 4T1 ve B16F10 hiicrelerinde sebep oldugu morfolojik degisimlerin analizi. % 0.1
DMSO ve 10 uM MG132 muamelesi ile 24 saat sonunda her iki hiicre kiiltiirlinde meydana gelen morfolojik
degisiklikler 40x objektif ile kaydedilmistir.

Tripan mavisi testi i¢in petri kaplarina esit sayida 4T1 ve B16F10 hiicreleri ekildi. Logaritmik fazda olan
hiicreler % 0.1 DMSO ve 10 uM MG132 ile 24 saat inkiibe edildiler. Daha sonra tripan mavisi ilave edilen
hiicreler thoma lami iizerinde inverted mikroskop yardimiyla incelendiler. Her grup i¢in canli ve 6li hiicreler
thoma laminda sayild1 ve Materyal ve Metot bdliimiinde goriillen formiil yardimiyla % sagkalim hesaplandi. %
sagkalim grafigi incelendiginde % 0.1 DMSO ile muamele edilen 4T1 hiicrelerinin % 9542.4’liniin canli oldugu
belirlenmistir. Buna kargm 10 uM MG132 ile muamele edilen 4T1 hiicrelerinin % 53+6.8’inin (p < 0.0044) canli
oldugu goriilmektedir. Benzer sekilde BI6F10 canli kalan hiicrelerin orani kontrolde % 84.74+9.05 iken 10 uM
MG132 ile muamele edilen hiicrelerde bu oran % 57.4+£2.8 ( p < 0.0453) olarak belirlenmistir (Sekil.5). Bu
sonuglarin, GraphPad Prism 3.03 programu ile istatistiki analizi yapildiginda proteozom inhibitorii MG132’nin
her iki kanser hiicresinde onemli oranda sitotoksik etki yarattigi ve her iki kanser hiicresinin proteozom
inhibitdrii MG132’ye karsi hassas oldugu anlasilmastir.
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Sekil 5. 4T1 ve B16F10 hiicrelerinin % sagkalim grafigi. Hiicreler, 10 uM MG132 ile 24 saat muamele
edildikten sonra canli ve 6lii hiicrelerin sayisi tripan mavisi testi ile belirlenmistir.

4. TARTISMA VE SONUC

Kerr ve ark. (1972) yaymladiklari bir makalede iki tip hiicre 6liimiinden bahsetmislerdir; genetik olarak
kontrol edilen programl: hiicre 6liimii apoptozis ile programli olmayan ve yaralanmalar sonucu meydana gelen
nekrozis [14, 15]. Daha sonra yapilan ¢aligmalarda dogal gelisimsel hiicre 6liimii ve toksin uygulamasi sonrasi
olugan hiicre 6liimii apoptozis olarak tanimlanmig ve bu tip hiicre 6limiiniin, hiicre kii¢lilmesi, kromatin
yogunlagmasi, ¢ekirdek i¢inde bulunan DNA’nin fragmentlere ayrilmasi ve apoptotik cisimciklerin olusumu gibi
ozellikleriyle ayirt edilebilecegi belirtilmistir [15, 16]. Uzerinde calistigimiz 4T1 ve B16F10 kanser hiicrelerini
proteozom inhibitorii MG-132 ile muamele ettigimizde hiicrelerin petri kabmin dibinden kalktigin1 ve besiyeri
ortaminda yiizer bir hal aldigini, kiiresellestigini, kiigiiliip biiziildigiinii, komsu hiicrelerden ayrildigini, membran
zarinda kiigiik vezikiillerin olustugunu ve iizerine diisen 15181 daha ¢ok yansitigini gozlemledik. Benzer
morfolojik degisiklikler Zhang ve ark. (2005) tarafindan HeLa hiicrelerinin 0.1 uM 4DPG ile muamele edilmesi
ile kaydedilmistir ve bu hiicrelerin apoptozise ugradiklari goériilmiistiir [17]. Yine benzer sonuglar, spesifik
proteozom inhibitorleri LLnV ve PSI ile muamele edilmig HL60 hiicrelerinde ilag ilavesinden yaklasik olarak 3-
4 saat sonra hiicrelerin bir kisminda apoptozis gbzlenmis ve morfolojik olarak da hiicre membraninda keseler ve
hiicre kiigiilmesi gdzlenmistir. Uzun siireli ilag muamelesi sonucunda ise apoptozisin dnemli belirteglerinde olan
DNA fragmantasyonu gozlenmistir [18].

Proteozom inhibitoérii MG132’nin sitotoksik ve anti-proliferasyon etkileri tripan mavisi ile yaptigimiz sayim ile
desteklenmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda, hem 4T1 hiicrelerinde hem de B16F10 hiicrelerinde, ilag muamelesi
sonucunda kontrol gruplarina gore anlamli bir fark elde edilmistir. MTT-temelli test ile diger bir proteozom
inhibitériic Velcade’in (bortezomib) hem B16F10 hem de 4T1 meme kanseri hiicrelerinde sitotoksik etki
yarattigini ve bu etkinin olusmasinda p53 tiimér baskilayici proteinin 6nemli rol oynadigini 6nceki ¢alismamizda
belirledik [19]. Fakat, 4T1 hiicrelerinin p53 mutant hiicreler olmalarina ragmen proteozom inhibisyonun bu
hiicrelerde yine apoptozisi uyardigint gézlemledik. Bu sonuglar, proteozom inhibisyonun p53-bagimsiz bir
sekilde de apoptozisi uyardigini isaret eden 6nemli bulgulardir [19]. Yapilan diger bazi 6nemli ¢alismalarda ise,
bazi tiimor hiicrelerinde (DHL4 lenfoma ve akciger kanser hiicresi H460) proteozom inhibitdrleri ile apoptozis
uyarilmasi i¢in ¢ok yiliksek konsantrasyon kullanilmasi gerekmektedir (direngli hiicrelerdir); bazilarinda ise
proteozom inhibitorler apoptozis uyarilmasina tamamen engel olmaktadirlar (timiis hiicreleri ve sempatetik
ndronlar) [20-22]. Bu sebeple, elde ettigimiz bu bulgular proteozom inhibitorlerinin tek basina veya kombine
olarak bagka inhibitorler ile kullanildiginda meme ve melanoma kanserlerinde etkili olma olasiliginin yiiksek
olabilecegini 6nermektedir.
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