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Proteozom inhibitorii Carfilzomib’in multipl miyelom hiicrelerinde piroptozis hiicre 6liim yolagi iizerine olan etkisi

Amag: Multipl miyelom (MM), monoklonal antikor salgilayan anormal plazma hiicrelerinin kemik iliginde asiri birikimi ile karakterize bir B
hiicre malignitesidir. Klinik uygulamalarda ikinci nesil proteozom inhibitort carfilzomib (CFZ), relaps veya tedaviye direncli hastalarin tedavi
rejimlerinde kullanilmaktadir. Ancak, MM hiicrelerinde CFZ'in tetikledigi hiicre 6liimi mekanizmalari tam olarak aydinlatilamamistir. Bu
calismanin amaci, MM hiicrelerinde CFZ'in apoptotik olmayan diizenli hiicre 6ltim yolaklarindan biri olan piroptozis lizerine olan etkisinin
arastirllmasidir.

Yontem: insan RPMI 8226, U266 ve NCI H929 MM hiicre hatlari, CFZ'in 1C50 dozlari ile 48 saat siire boyunca muamele edildi. Muamele edilen
hiicrelerde piroptozisin nemli substratlari olan GSDMD ve GSDME ile Bax ve Bcl-2 genlerinin mRNA diizeylerindeki farkhliklar kantitatif es
zamanl PCR (qPCR) yontemiyle belirlendi.

Bulgular: NCI H929 ve RPMI 8226 hiicrelerinde CFZ uygulamasinin hem GSDMD hem de GSDME mRNA diizeylerinde anlamli artisa neden
oldugu belirlenirken, U266 hiicrelerinde ise sadece GSDME mRNA seviyesinde anlamli bir artis tespit edildi (p<0.05). MM hiicrelerinde
CFZ uygulamasi Bax mRNA ifadesinde genel bir artisa neden olurken sadece RPMI 8226 hiicrelerinde bu artis istatistiksel olarak anlaml
bulundu. CFZ ile muamele edilen MM hiicrelerinde Bcl-2 mRNA seviyesinde ise bir degisiklik saptanmadi.

Sonug: Bu calismada, ilk kez CFZin MM hiicrelerinde piroptozis 6lim yolagini da tetikleyerek anti-miyelom ozellik gosterebilecegi
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Multipl miyelom, Proteazom inhibitori, Carfilzomib, Piroptozis, Gasdermin E

The effect of proteasome inhibitor Carfilzomib on pyroptosis cell death pathway in multiple myeloma cells

Objective: Multiple myeloma (MM), characterized by excessive accumulation of monoclonal antibody-secreting abnormal plasma cells in
the bone marrow, is a B-cell malignancy. In clinical practice, the second-generation proteasome inhibitor Carfilzomib (CFZ) is used in the
treatment regimens of relapsed or treatment-resistant patients. However, the mechanisms of CFZ-induced cell death in MM cells have not
been fully elucidated. The aim of this study is to investigate the effect of CFZ on pyroptosis, which is one of the regulated non-apoptotic
cell death pathways in MM cells.

Method: Human NCI H929, RPMI 8226, and U266 MM cell lines were treated with 1C50 doses of CFZ for 48 hours. In treated cells, the
differences in mRNA levels of GSDMD and GSDME, which are important substrates of pyroptosis, and in mRNA levels of Bax as well as in
mRNA levels of Bcl-2 were determined by quantitative real-time PCR (qPCR) method.

Results: CFZ treatment led to a significant increase in GSDMD and GSDME mRNA levels in NCI H929 and RPMI 8226 cells, while a remarkable
increase was detected only in GSDME mRNA levels in U266 cells (p<0.05). Furthermore, CFZ treatment in MM cells showed a trend toward a
significant increase in Bax mRNA expression, and this increase was statistically significant only in RPMI 8226 cells. In MM cells treated with
CFZ, Bcl-2 mRNA levels were found to be unchanged.

Conclusion: This study for the first time determined that CFZ might show an anti-myeloma effect by triggering the pyroptosis in MM cells.
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Multipl miyelom (MM), monoklonal antikor salgilayan
anormal plazma hiicrelerin kemik iliginde asirt birikimi
ile karakterize bir B hiicre malignitesi olup, tim
hematolojik kanserlerin  %10'unu olusturmaktadir. Son
yillarda tedavisindeki carpici gelismelere ragmen cogu
hastanin kacinilmaz bir sekilde relaps ve mevcut tedavilere
direncli hale gelmesinden (refrakter) dolayr hala oldurtict
maligniteler arasinda yer almaktadir (1). Klinikte, ikinci nesil
proteazom inhibitorii carfilzomib (CFZ) niikseden ve/veya
direngli MM hastalarinin tedavisinde kullaniimaktadir. MM
hiicreleri yiiksek oranlarda antikor tretip salgiladiklarindan,
protein kalite kontrol kapasiteleri artmistir. Protein kalite
kontroliinde ©nemli rol oynayan proteazom, hiicre ici
proteinlerin parcalanmasindan veya islenmesinden sorumlu
olan ¢ok enzimli bir katalitik komplekstir (2). Proteinlerin
76 aminoasitlik ubikitin ile isaretlenmesini saglayan
ubikitinasyondan sonra proteazomal bozunma gerceklesir.
Proteazom inhibe edilirse, hiicre ici proteinlerin birikmesine
yol acarak hiicrenin 6limiine sebep olmaktadir. Bu nedenle,
proteazom inhibisyonu MM icin oldukca etkili bir tedavi
yontemidir. CFZ, proteazomun kimotripsin benzeri aktivitesi
icin daha fazla secicilige sahiptir ve geri dondriilemez sekilde
baglanarak aktiviteyi inhibe etmektedir. Bu nedenle, birinci
nesil proteazom inhibitorii bortezomibe gore hiicrelerde
daha etkilidir ve daha az toksik etki gostermektedir (2).

Apoptotik olmayan dizenli hiicre 6limi yolaklarindan biri
olan piroptozis, cesitli patojenle iliskili molekiiler modeller
(PAMP’ler) ve hasarla iliskili molekiler modellere (DAMPler)
yanit olarak pro-inflamatuvar kaspazlarin aktivasyonu ve bu
aktivasyonun bir sonucu olarak gasdermin ailesinin tyeleri
tarafindan hiicre membraninda capi 10-14 nm olan porlarin
olusturulmasi ile karakterizedir (3). insan gasdermin ailesi
tyeleri GSDMA, GSDMB, GSDMC, GSDMD, GSDME ve PJVK
(DFNB59) olup, N-terminal bolgelerinde giicli dizi benzerligi
paylasmaktadirlar. Baslangicta, piroptoziste, pro-inflamatuvar
kaspazlar tarafindan GSDMD’nin kesimlenerek aktif formuna
donusmesi, hem IL-13 ve IL-18" iceren inflamatuvar
aracilarin salinmasina yol actigi hem de hiicre zarinda porlar
meydana getirerek terminal hicre lizizine neden oldugu
kabul edilmistir. Son doénem c¢alismalar, GSDMD'nin yani
sira, gasdermin ailesinin diger tyelerinin de piroptozis hiicre
olimune katildigini gostermistir. Kaspaz-3 (CASP3) tarafindan
GSDME'nin kesimlenmesinin, kemoterapi uygulanan baz
kanser hiicrelerinde klasik olmayan piroptozisi tetikledigi
gosterilmistir (4). Ancak, MM hiicrelerinde tedavide kullanilan
CFZ'in piroptozis 6lim yolagi tizerine olan etkisini arastiran
bir calismaya rastlanilmamistir. Bu baglamda daha fazla
bilimsel calisma, MM hiicrelerinde CFZ'in etkiledigi hiicre
oltim tiplerini gostermek icin gereklidir.

Diizenlihiicre 6limii olan apoptozisin regiilasyonunda Bcl-

2 ailesi onemli rol oynamaktadir. Bcl-2 ailesinin Bcl-2 iliskili
X (Bax) ve Bcl-2 homolog antagonisti (Bak) gibi pro-apoptotik
tyeleri artmis mitokondriyal dis zar gecirgenligine aracilik
ederken, B-hiicre lenfoma-2 (Bcl-2), Bcl-XL veya indiiklenmis
miyeloid l6semi hiicre farklilasmasi proteini (Mcl-1) gibi
anti-apoptotik tyeleri sag-kahimi uyarmaktadir (5). Giincel
bir calisma, Bcl-2'nin, gozenek olusturan proteinlerden Bax
ve Bak’i dogrudan aktive eden BH3 alani iceren proteinleri
etkisizlestirerek apoptozisi onledigi ve hiicresel hayatta
kalmayi destekledigini gostermistir (6). Ayni calismada, hem
GSDMD hem de karisik soy kinaz alani benzeri (MLKL)'nde
BH3 benzeri bir alan tanimlanmis ve Bcl-2’'nin bu alanla
etkilesime girmesinden oturi sadece bir anti-apoptotik
protein olarak degil, ayni zamanda bir anti-piroptotik ve anti-
nekroptotik protein olarak da islev gordigu bulunmustur
(6). Bu calismanin amaci, MM hiicrelerinde CFZ'in piroptozis
hiicre 6limint nasil etkilediginin aydinlatilmasina katkida
bulunmaktir.

YONTEM

Bu calisma, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Bolimi'nde gerceklestirilmistir.

Hiicre Kiiltiiri

RPMI 8226, U266 ve NCI H929 insan MM hiicre hatlar
ATCCden satin alindi ve %10 fetal bovin serum (FBS), 100U/
ml penisilin, 200 ug/ml streptomisin iceren L-glutamin ve
Hepes'li RPMI 1640 besiyerinde %5 CO2 iceren nemlendirilmis
ortamda 37°Cde kiltire edildi. Alti kuyucuklu kaltur
kaplarina 1x10° hiicre/kuyu seklinde ekilen RPMI 8226,
U266 ve NCI H929 hiicrelerine sirasi ile 27nm, 60nm ve 6nm
dozlarda CFZ (PR-171, Selleckchem, ABD) uygulanarak 48 saat
kalturleri yapildr.

Total RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Kontrol ve CFZ uygulanan gruplar CFZ ile 48 saat
muamele edilmelerinin ardindan, MM hicrelerinden
total RNA izolasyonu, Nucleozol (Macherey-Nagel,
GERMANY) kullanilarak gerceklestirildi. Elde edilen RNA'lar
spektrofotometrede (Epoch, Biotek, ABD) 260/280 nm dalga
boyunda olciilerek ubdeki ug degerleri belirlendi. cDNA
sentezi, her bir 6rnek icin 1 ug RNA'dan iScript cDNA sentez
kiti (cat:1708890, Bio-rad, ABD) kullanilarak (reticinin
talimatlarina gore gerceklestirildi.

Es Zamanli-Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Her bir cDNA orneginin kantitatif ters transkriptaz-
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR) analizi, LightCycler
480 SYBR Greeen | master mix (Roche Applied Sci. ABD)
kullanilarak ve GAPDH normalizasyonu ile Bio-rad CFX (Bio-
rad, ABD) sisteminde gerceklestirildi. qPCR reaksiyonu 10 pl
toplam hacimde, LightCycler 480 SYBR Greeen | master mix
5 ul, 0,5 ul forward primer, 0,5 ul revers primer, 1 ul cDNA
ve dH20'u icerdi. qPCR reaksiyonu icin kullanilan GSDMD,
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GSDME, Bcl-2 ve GAPDH primer dizileri: GSDMD Primer R:
TGCCCTGTATCTGCCCATCC  F: TGTGTCAACCTGTCTATCAAGGA
GSDME Primer R: CTTTGTGAAATACGAGGGCAAG
F: GGTTCCAAATGAAGACTGGCTC Bcl-2 Primer R:
AACAAGACGCCAACATTCTC  F. GGGATTGCCCTGATTATTTACA
GAPDH Primer R: TGAGTCCTTCCACGATACCA F:
ATGAGAAGTATGACAACAAGCCT'dir. qPCR reaksiyonu sicaklik
dongusi: 45 dongii olmak tizere 95°Cde 15 sn denatiirasyon,
60°Cde 15 sn annealing ve 72°Cde 1 dk uzama seklinde
gerceklestirildi. ilgili genlerin  mRNA ifade diizeyleri
gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaza (GAPDH) mRNA ifade
diuzeyi temel alinarak normalize edildi. Bagil mRNA ifade
degisiklikleri 2-ACt esik yontemi kullanilarak degerlendirildi.

istatistiksel Analiz

En az ti¢ farkli zamanda yapilan deneyler sonucunda elde
edilen verilerin istatistiksel analizi, GraphPad Programi'nda
Student-t test yontemi kullanilarak yapildi. p <0.05 istatiksel
degerli olarak dikkate alindi. Degerler ortalamax standart
sapma olarak verilmistir.

BULGULAR

CFZ'in insan MM hiicrelerinde piroptozis 6lim vyolagi
tizerine olan etkisini belirlemek icin, CFZ’in 1C50 dozlari
ile 48 saat muamele edilen NCI H929, RPMI 8226 ve U266
hiicrelerinde piroptozis sirasinda hiicre zarinda por olusturan
GSDMD ve GSDME'nin mRNA seviyeleri qPCR ile arastirildi.
Elde edilen sonuclara gore, kontrol grubuna kiyasla; CFZ
uygulanan NCI H929 ve RPMI 8226 hiicrelerinde hem GSDMD
hem de GSDME mRNA ifadelerinde anlamli artis saptandi
(p <0.05) (Sekil 1-2). U266 hiicrelerinde ise GSDMD mRNA
ifadesinde artisa yonelik bir trend gozlemlenirken, GSDME
mRNA ifadesinde anlamli bir artis belirlendi (p<0.05) (Grafik
1-2).
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Grafik 1. CFZ uygulamasinin NCI H929, RPMI 8226 ve U266 hiicrelerinde

GSDMD mRNA diizeyine etkisi.
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Grafik 2. CFZ uygulanan MM hiicrelerinde anlamli olarak artan GSDME
mRNA ifadesi.

MM hicrelerinde CFZ uygulamasinin, apoptozisin
uyarilmasinda gorevli Bax geninin mRNA ifadesinde genel
bir artisa neden oldugu gozlemlendi. Bu artisin NCI H929
ve U266 hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli olmadig
bulundu (p>0.05) (Sekil 3). RPMI 8226 hiicrelerinde ise CFZ
uygulamasinin  Bax mRNA seviyesini istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde arttirdigi tespit edildi (p <0.05) (Grafik 3).
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Grafik 3. MM hiicrelerinde CFZ uygulamasinin Bax mRNA diizeyine
etkisi.

Sondonem calismalar, apoptozisi baskilayan genlerden Bcl-
2'nin ayni zamanda anti-piroptotik roliinii vurguladigindan;
MM hicrelerinde CFZ uygulamasinin Bcl-2 mRNA ifadesi
tizerine etkisi qPCR ile arastirildi. qPCR sonuclarina gore,
CFZ uygulanan NCI H929, RPMI 8226 ve U266 hiicrelerinde
Bcl-2 mRNA ifadesinde onemli bir degisim gozlemlenmedi
(Grafik 4).
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Grafik 4. CFZ uygulamasinin NCI H929, RPMI 8226 ve U266 MM
hiicrelerinde Bcl-2 mRNA diizeyine etkisi.

TARTISMA

Multipl Miyelom (MM), plazma hiicrelerinin habislesmesi
sonucu olusan kan kanseridir. MM tedavisinde CFZ dahil yeni
ilaclarin ve bunlarin kemoterapotik kombinasyonlarinin
kullanimi tedavide yiiksek oranda iyilesmeye neden olmasina
ragmen, hastalarda kullanilan terapilere karsi kemo-direnc
gelismesi, MM’'nin hala tam kiir saglanamayan hastaliklar
arasinda yer almasina neden olmaktadir. Karsilasilan
kemo-direncin Ustesinden gelinebilmesi icin CFZ dahil
tedavide kullanilan ajanlarin etki mekanizmalarinin daha iyi
anlasiimasina gerek duyulmaktadir.

Bu calismada ilk kez MM hiicrelerinde CFZ’in, piroptozis
olim vyolaginda hiicre membraninda por olusturarak
hiicrenin 6limine yol acan GSDMD ve GSDMEnin mRNA
ifadelerini arttirarak piroptozis olim yolagini uyardigina
dair bulgular elde edilmistir. Ayrica, MM hiicrelerinde CFZ
uygulamasi, pro-apoptotik Bax mRNA seviyesinde genel bir
artisa yol acmis, anti-apoptotik ve anti-piroptotik Bcl-2 mRNA
seviyesinde ise bir degisiklige neden olmamistir.

CFZ, ikinci nesil proteozom inhibitori olup, niikseden ve/
veya Bortezomib’e karsi direncli MM hastalarinin tedavisinde
kullaniimaktadir (7). Genel olarak hiicrelerde proteazom
inhibisyonu, endoplasmik retikulumda (ER) yanlis katlanmis
ve politbikitinlenmis proteinlerin birikmesi sonucunda
ER stres yanitin olusumu ile mitokondriden sitokrom c
ve serin proteazlarin salinimi ile sonuclanmaktadir (8).
Apoptozisin baslatiimasi, sitokrom ¢ salinimi ve kaspaz-9
aktivasyonunu iceren icsel bir yol veya daha sonra ortak
bir efektor olan kaspaz-3'te birlesen Fas/kaspaz-8'e bagli
sinyal yolaginin aktivasyonunun aracilik ettigi dissal bir
yol aracihigiyla gerceklesebilmektedir (9). Calismamizda
48 saat sure zarfinca CFZ ile muamele edilen RPMI 8226
hiicrelerinde icsel yolagin aktivasyonunda rol oynayan Bax'in
mRNA ifadesinde istatistiksel olarak anlamh bir artis, icsel

yolagin baskilanmasinda rol oynayan ve ayni zamanda anti-
piroptotik etkiye sahip oldugu belirtilen Bcl-2 ifadesinde ise
bir degisiklik olmadigi gozlemlenmistir. Bizim calismamizla
uyumlu olarak, Kuhn ve ark.’nin yapmis olduklari calismada,
24 ve 48 saat sire boyunca CFZ uygulanan RPMI 8226
hucrelerinde kontrole kiyasla Bax protein seviyesinde anlamli
bir artis tespit edilmistir (10). Ancak, bu calismada Bcl-2
ifadesi arastirilmamistir.

CFZin MM hiicrelerinde icsel apoptozis yolaginin
aktivasyonuna ilaveten dissal kaspaz yollariyla da apoptozisi
uyardigi gosterilmistir (11). Dissal apoptotik yolakta TNF ailesi
olim ligandlari onemli rol oynamaktadir. Ayni zamanda,
TNF ailesi oltim ligandlari, diizenli apoptotik olmayan hiicre
oltim yolagi olan nekroptoziste de énemli rol oynamaktadir.
Nitekim, proteazom inhibisyonunun politibikitinlenmis
reseptor etkilesimli serin-threonin protein kinaz 3 (RIPK3)'e
atfedilen bir mekanizma vyoluyla fare fibroblastlarinda
nekroptozisi  indikledigi, ancak insan hicrelerinde
nekroptozisi tetiklemeden modifiye RIPK3 birikimine neden
oldugu rapor edilmistir (12,13). Sonugta, insan hicrelerinde
proteazom inhibisyonunun, 6liim kompleksi agregasyonunu
azaltarak nekroptozisi bloke ettigi gosterilmistir (13). Ayrica,
CFZ'in otofaji olim yolaginin gerceklesmesinde onemli rol
oynayan otofagozomlarin olusumunda bir artis sagladigi,
ancak apoptozisin ilerlemesi ile muhtemel Beclin 1 ve p62
inaktivasyonu nedeniyle otofajinin gerceklesmedigi; ancak
otofajiyi bloke eden klorokin ile CFZ birlikte uygulamasinin
in vitro ve in vivo olarak apoptozisi kuvvetlendirdigi rapor
edilmistir (14).

Piroptozis, pro-inflamatuvar kaspazlarin aktivasyonu
sonucu olarak gasdermin ailesinin tyeleri tarafindan hiicre
membraninda porlarin olusturulmasi ile inflamatuvar
interlokin-1 (IL-1) aile dyelerinin (IL-1 ve 1L-18) salinimi
ile karakterize bir apoptotik olmayan DHO formudur (15).
Hicreler, cesitli ekzojen veya endojen faktorler tarafindan
uyarildiginda, gasderminler bazi kaspazlar veya granzimler
tarafindan kesimlenmektedir. Bu kesimlenmenin sonucu
olarak, gasdermin N-terminal gozenek olusturma alani
(PFD), C-terminal baskilayici domainden ayrilir. Daha sonra
N-terminal PFD oligomerizasyonu hiicre zarinda gozenekler
olusturarak, inflamatuvar molekillerin salinmasina ve
piroptotik hiicre 6limiine neden olmaktadir (15). Yapilan
calismalar, gasdermin ailesi Uyelerine ait ekspresyon
seviyelerinin cesitli timorlerin olusumu ve ilerlemesi ile
iliskili oldugunu gostermistir. Meme kanserinde, yiksek
GSDMB ifadesinin tiimor ilerlemesi ile iliskili oldugu ve
GSDMB’nin asirt  ekspresyonunun HER-2nin hedeflenen
tedavisine karsi zayif bir yanit gostermesinden dolayi
GSDMB’nin meme tiimorleri icin yeni bir prognostik belirteg
olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir (16). ilaveten,
meme kanserinde yiksek GSDMC seviyeleri ile dusuk
GSDME ekspresyonunun zayif sag-kalim ile iliskili oldugu
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belirtilmistir (15,17). Kolorektal kanser hiicrelerinde yapilan
calismalarda, asirt GSDMC ifadesinin hiicre proliferasyonunu
tesvik ettigi ve bu nedenle GSDMCnin kolorektal kanserde
umut verici bir terapotik hedef olabilecegi (18), GSDMD’nin ise
normal kolorektal epitel hiicrelerine kiyasla kolon karsinom
hiicrelerinde ifadesinin azaldigi gosterilmistir (19).

Calismamizda, MM hicrelerinde CFZ uygulamasinin
GSDMD ve GSDME'nin mRNA ifadelerini istatistiksel olarak
anlamli arttirarak piroptozis oltiim yolagini uyarabilecegini
tespit ettik. Bizim calismamizla uyumlu olarak, Rogers ve
ark. B16-Ova melanoma hiicrelerinde piroptozisle iliskili
protein GSDME'nin tlimor baskilayic bir etki gosterdigini
bulmuslardir (20). Ek olarak, BRAF ve MEK inhibitorlerine
ait kombinasyonun, melanom hiicrelerinde GSDME'ye
bagli piroptozisi indikledigi bildirilmistir (21). Ayrica,
kemoterapotik ilaglarin, yiksek GSDME ekspresyonuna sahip
mide kanseri hiicrelerinde apoptozisden ziyade piroptozisi
indukledigi bulunmustur (22). Yang ve ark.’nin yaptiklari
calismada, THP-1 akut miyeloid I6semi (AML) hiicrelerinde,
dustk toksisiteye sahip kiictik bir molekiil olan piridoksin (B6
vitamini) uygulamasinin GSDME aracili piroptozisi uyarmasi,
piridoksinin AML tedavisi icin potansiyel bir ila¢ olabilecegini
dustndurmektedir (23).

SONUC

Elde ettigimiz sonuclar, ilk kez MM hiicrelerinde CFZ’in,
apoptozise ilaveten piroptozis 6liim yolagini da uyararak anti-
miyelom sekilde etki edebilecegini gostermektedir. Ancak,
elde ettigimiz sonuclarin CFZ uygulanan MM hiicre hatlar
ile MM hastalarindan elde edilen primer hiicre hatlarinda
protein seviyesinde teyit edilmesine ihtiya¢c duyulmaktadir.
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