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MATERYAL VE YÖNTEMLER
BULGULAR

Hücre Kültürü: HL-60 (ATCC® CCL-240™) hücre hattı bilimsel literatür
çalışmalarına uygun olarak %20 fetal sığır serumu, 1%
penisilin/streptomisin içeren RPMI-1640 besiyeri içerisinde %5 CO2 ve %95
nemli hava koşullarında 37oC inkübatörde kültür edilmiştir.
Yapılan Analizler/Deney Akışı:
▪ WST-1 canlılık testi ile ilaçların IC50 değerlerinin belirlenmesi
▪ Aday ilaçların proteazom aktivite tayini
▪ WST-1 testli ile kombine ilaç gruplarının canlılık testi
▪ Seçilen kombine ilaç grubunun proteazom aktivite tayini
▪ Akım sitometrisi ile apoptoz tayini

Kanser hastalarında terapötik müdahale için umut
verici bir moleküler hedef, gereksiz veya hasarlı
proteinleri parçalayan multimerik protein kompleksi
olan proteazomdur. Malign hücreler, artan protein
üretimine ve bozulmasına yüksek oranda bağımlıdır,
bu da onların proteazom inhibisyonuna duyarlı
olacaklarını düşündürür.

GİRİŞ

Şekil 1.:HL-60 hücrelerine aday 
ilaçların hepsi 24 saatlik 
uygulandıktan sonra proteazomal
aktivite sonuçları.

Şekil 2.: Aday ilaçlardan 
Desipramine (DSP), Risedronate
(RSD) ve Leucovorin (LV) ilaçları 
Ixazomib (IXA) ile kombine edilerek 
24  saatlik maruziyet ardından HL-60 
hücrelerinde  WST-1 canlılık testi 
yapılmıştır. DSP+IXA kombinasyon 
ilaç tedavisinden  diğer kombine ilaç 
gruplarına kıyasla daha etkili bir 
sonuç elde edilmiştir.

▪ Öncelikli olarak, HL-60 hücrelerinde tüm aday ilaçlar (Nortriptyline,
Desipramine, Doxepin, Estrasmustine, Leucovorin, Risedronate ve
Hydrochlorothiazide) ve Ixazomib için etkin dozlar bulunmuştur.

Şekil 3.: DSP ve IXA ile 24 saatlik 
ilaç maruziyeti ardından 
proteazom aktivite sonuçları.  
DSP+IXA grubuna bakıldığında 
diğer gruplara kıyasla anlamlı bir 
şekilde proetazom inhibisyonu
görüldü.

Şekil 4.: DSP ve IXA ile 24 saatlik 
ilaç maruziyeti ardından akım 
sitometrisi ile apoptoz tayini 
sonuçları. DSP+IXA grubuna 
bakıldığında diğer gruplara 
kıyasla apoptoza gidişin arttığı 
gözlemlendi.
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İlaç yeniden konumlandırma ile belirlenen tüm aday ilaçların öncelikli olarak
proteazom aktivitelerine bakılarak aday ilaçlardan hiçbirinin proteazomu
aktive etmediği önveri olarak gösterilmiştir. Proteazomu inhibe eden
ilaçlardan 3 farklı ilaç gruhuna ait 3 ilaç (DSP, LV, RSD) seçilerek PI olan
Ixazomib ile kombine edilerek WST-1 canlılık testi yapılmıştır. Hücre
canlılığı, DSP+IXA kombine ilaç tedabisinde diğer kombine gruplarla
karşılaşlaştırıldığında önemli ölçüde azaldığı gösterilmiştir. AML
hücrelerinin 20S + 26S proteazom aktiviteleri DSP ve IXA uygulamalarından
sonra azalırken, DSP+IXA kombine uygulamasında ki proteazom
inhibisyonunun diğer gruplara göre daha fazla olduğu gösterilmiştir.Kanser
hücrelerinin sahip olduğu yüksek proteazom aktivitesinin inhibisyonunun
AML tedavisinde ki direnç ve nüksün önlenmesinde etkili olabileceği
önveriler doğrultusunda desteklenmektedir. AML hücrelerinin apoptoz
tayini sonucunda kontrol grubuna kıyasla DSP, IXA ve DSP+IXA gruplarında
bir artış görülmüştür.
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-İstatistiksel karşılaştırmalar, ANOVA testi kullanılarak değerlendirilmiş ardından Tukey çoklu 
karşılaştırma analizi yapılmıştır. İstatistiksel anlamlılık p < 0.05 olarak belirlenmiştir.

Bu çalışmada ilaç yeniden konumlandırma ile AML için seçilen 7 farklı ilacın öncelikli olarak proteazom aktivitelerine bakılması ardından seçilen
Desipramine, Risedronate ve Leucovorine ilaçları ile proteazom inhibitörü Ixazomib kombine edilerek AML hücrelerinde ki sitotoksik etkileri
incelenmeştir. Çalışmanın sitotoksik deney sonuçlarına göre en etkili görülen Desipramine + Ixazomib kombine ilaç tedavisi seçilerek AML hücrelerinde
proteazomal aktivite tayini ve akım sitometrisi yöntemi ile apoptoz tayini yapılmıştır. Trisiklik yapıda bir antidepresan olan Desipraminin, glioma, kolon,
osteosarkoma gibi başka kanser türlerinde antikanser özellik gösterdiği bilinmektedir.

İlaç yeniden konumlandırma
stratejisi ilaçlar ve protein
hedefleri arasındaki etkileşim
ağlarını sistematik olarak
tanımlamak için veri tabanlarını
ve biyoinformatik araçlarını
kullanır.

Akut myeloid lösemi (AML), eş zamanlı farklılaşma
durması ve kemik iliğinde ve kanda miyeloid
öncüllerinin birikmesine yol açan hücre sinyal
düzensizlikleri ile karakterize malign hematopoietik
patolojilere sahiptir. AML tedavisinde standart
kemoterapilerin lösemik hücreleri etkili ve uzun süreli
bir şekilde hedefleyememesi nedeniyle, nükseden
hastalar genellikle antilösemik ilaçlara direnç geliştirir.
Bu nedenle tedaviye yanıtı iyileştirmek için yeni
terapötik ajanlar belirlenmelidir.

Carfilzomib gibi proteazom inhibitörleri (PI), artık multiple
myeloma çoğu hasta için standart bakım rejimlerine dahil
edilmiştir ve geliştirilmiş klinik yanıtlar ve genel hayatta
kalım (OS) sağlamıştır. Ixazomib, 26S proteazomunun 20S
katalitik alt birimini inhibe ederek protein bozulmasını
bloke eder. Ixazomibin klinik denemeleri, Bortezomib ile
karşılaştırıldığında düşük periferal nöropati insidansı
göstermiştir.
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