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OZET

IMATINIB DIRENCLI K562R HUCRE HATTINDA KEMOTERAPOTIK
AJANLARIN OLUSTURDUGU REAKTIF OKSIJEN TURLERININ SIGLA
YAGI iLE ORTADAN KALDIRILMASI

Liquidambar orientalis Mill (Hamamelidaceae)'den elde edilen Sweetgum Qil (SO)
Tiirk halk hekimliginde antiiilserojenik olarak ylizyillar boyunca kullanilmistir.
Antibakteriyel ve antioksidan aktivitesi gesitli calismalarda gosterilmistir. Bu ¢alismada
K562R ve K562S hiicre hatlarinda sitotoksik dozda Tirozin Kinaz Inhibitorleri (TKI) ile
Sweetgum Oil kombinasyonunun reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve bunun otofaji
izerine etkilerini incelemek amaclanmistir. Bu amac¢ dogrultusunda K562R ve K562S
hiicre hatlarinda sitotoksisite, ROS olusumu, DNA hasari, otofaji, otofaji ile iliskili
proteinlerden otofagozom olusumunda rol oynayan LC3a/p proteini, vezikiil
uzamasinda gorevli Atg5S proteini ve ROS olusumuna baglh olarak inaktif hale gelen
Atg4A proteininin ekspresyon seviyelerine etkileri incelenmistir. Bu ¢alismanin
sonucunda sigla yagi kullaniminda olusan ROS’un K562R hiicrelerinde ponatinibe
kiyasla %28,8 oraninda, K562S hiicrelerinde ise imatinibe gore %23,8 oraninda daha az
oldugu goriilmiistiir. S1gla yagi ile tedavi edilen hiicrelerde tirozin kinaz inhibitorleri ile
tedavi edilen hiicrelere daha az DNA hasar1i meydana gelmistir. Sigla yagimin otofajiyi
artirdigt LC3o/p ve Atg5 proteinlerinin ekspresyonlarindan anlasilmaktadir. Ayrica
ROS’un fazla oldugu gruplarda Atg4A ekspresyonunun azaldig1 gérilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: K562R, Sigla Yagi, ROS, Otofaji



ABSTRACT

ELIMINATION OF REACTIVE OXYGEN SPECIES FORMED BY
CHEMOTHERAPEUTIC AGENT IN IMATINIB RESISTANT K562R CELL
LINE BY SWEETGUM OIL

Sweetgum Qil (SO) obtained from Liquidambar orientalis Mill (Hamamelidaceae) has
been used in Turkish folk medicine as an antiulcerogenic for centuries. Its antibacterial
and antioxidant activity has been shown in several studies. In this study, it was aimed to
investigate the cytotoxic dose of Tyrosine Kinase Inhibitors (TKI) and Sweetgum Oil
combination on the formation of reactive oxygen species and their effects on autophagy
in K562R and K562S cell lines. For this purpose, in K562R and K562S cell lines,
cytotoxicity, ROS formation, DNA damage, autophagy, LC30/B protein, which plays a
role in autophagy-related proteins autophagosome formation, Atg5 protein involved in
vesicle elongation, and the effects of Atg4A protein, which becomes inactive due to
ROS formation, were investigated. As a result of this work, it was observed that the
ROS produced by using sweetgum oil was 28.8% less in K562R cells compared to
ponatinib and 23.8% less in K562S cells than imatinib. Less DNA damage occurred to
cells treated with tyrosine kinase inhibitors in cells treated with sweetgum oil. It is
understood from the expressions of LC3a/p and AtgS proteins that sweetgum oil
increases autophagy. In addition, it was observed that Atg4A expression decreased in
the groups with high ROS.

Keywords: K562R, Sweetgum Oil, ROS, Autophagy
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1. GIRIS

Kronik myeloid l6semi (KML), 9. kromozom ile 22. kromozom arasinda
karsilikli translokasyon ile iretilen BCR/ABL onkoproteinin varligr ile karakterize
edilen malign hematolojik bir hastaliktir (Deininger, vd., 2000:1) Imatinib (STI571 veya
Gleevec), KML i¢in birinci basamak tedavi olarak kullanilir ve KML hastalarinin
tedavisinde oldukga etkilidir (Clarkson, vd., 2003:32). Kronik faz KML’nin uzamis
tedavisinden sonra imatinib direncini gelistirir ve hizlandirilmis faz veya blast kriz fazi
KML'si olan hastalar imatinib tedavisine direngli hale gelir (England, 2002:2; Sawyers,
vd., 2002:9). K562R hiicre dizisi, blast krizinde bir insan KML hastasindan olusturulan
hematopoietik bir progenitor hiicre dizisidir (Clarkson, vd., 2003:6; Drexler, 1994:1).
Ponatinib’in tedaviye direngli KML hastalarinda BCR-ABL T3151 mutasyonunun
aktivitesini inhibe edebildigi O'Hare ve arkadaslar1 tarafindan gosterilmistir (O’Hare,

T., vd., 2009:5)

Liquidambar orientalis Mill (Hamamelidaceae)'dan elde edilen Sweetgum Oil
(SO) Tirk halk hekimliginde antiiilserojenik olarak ylizyillardir kullanilmaktadir
(Gurbuz, vd., 2013:3). SO'nun antibakteriyel aktivitesi Sagdi¢ ve arkadaslarinin yaptigi
in vitro tekniklerle bildirilmistir (Sagdic, vd., 2005:2). Topal ve arkadaslari tarafindan
DPPH testi ile antioksidan aktivitesi de belirlenmistir (Topal, vd., 2008:15). Siizek ve
arkadaslart SO'min antioksidan aktivitesini kapsamli bir sekilde arastirmiglardir.
Aragtirmalar1 sonucunda elde edilen verilere gore SO’in koruyucu bir 6zellikte oldugu
ve antioksidan aktivitesi oldugunu belirtmiglerdir (Suzek, vd.,2016:5). Liquidambar
orientalis, Tiirkiye'nin gilineybati sahil bolgesinde; Kdycegiz, Fethiye, Marmaris ve
Ula'da goriilmektedir. SO, Liquidambar orientalis'in yarali gévdesinden elde edilen
“Sigla Yag1” adiyla yerel olarak isimlendirilen regineli bir eksiidattir (Suzek,

vd.,2016:2).

BCR/ABL kinazin, oksidatif DNA hasarina ve kinaz alaninda mutasyonlara
neden olan reaktif oksijen tiirlerini (ROS) uyardigi ve l16semi hiicrelerinde ROS'un
antioksidanlar ile inhibisyonunun imatinib direncini azalttig1 literatiirde bildirilmistir

(Koptyra, vd., 2006:5). Halliwell ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada DNA, lipid ve



proteinlere oksidatif hasarin kardiyovaskiiler hastalik, kanser ve noérodejeneratif

hastaliklarin gelisimine katkida bulunabilecegi gosterilmistir (Halliwell, 1996:1).

Otofaji, hiicre i¢ci makro molekiillerin ve organellerin bir kesecik i¢ine alinarak
lizozomlara yonlendirilmesi ve lizozomla birleserek burada parcalanmasina yol agan bir

mekanizmadir (Arslan, vd., 2011:1).

Bu projenin amac1 kronik myeloid 16semi (KML) hastalarinin tedavisinde birinci
basamak tedavi olarak kullanilan imatinibe ileri sathalarda diren¢ gelistirmis olan
K562R kronik myeloid 16semi hiicre hattinda, kemoterapdtik ajanlarin kullanimi
nedeniyle olusan reaktif oksijen tiirlerini (ROS) ortadan kaldirmak ve bdylelikle DNA
hasarlarinin Oniine gecebilmektir. Bu amac¢ ig¢in literatiirde antioksidan aktivitesi
bildirilmis olan sigla yagimin kullanimi arastirilmistir. Sigla yaginin kullanilmasiyla
direngli hiicrelerde otofaji aktivasyonu saglanilmistir. Sigla yaginin hematolojik
malignitelerde kullanimi ile ilgili literatiirde bir ¢alismaya rastlanilmamis olup bu

calisma 6zgiin niteliktedir.



2. GENEL BILGI

2.1. Kronik Myeloid Losemi

Kronik myeloid 16semi ilk olarak 1845'te tanimlanmistir. Philadelphia
kromozomu, 9. Kromozomdaki ABL onkogeni ile 22. kromozomdaki BCR bolgesi
arasindaki karsilikli translokasyonun bir sonucu olarak olusan BCR-ABL fiizyon
geninden iretilir. BCR-ABL fiizyon geni, KML vakalarmin %90'indan fazlasinda
gortliir (Frazer, vd., 2014:7). Olusan flizyon protein tirozin kinaz aktivitesine sahiptir
ve hastalikta neden olarak kabul edilir dolayisiyla tirozin kinaz inhibitorleri bu

hastaligin tedavisi i¢in kullanilir (Staal, vd., 2016:5).

KML ii¢ fazda ortaya ¢ikar: Kronik faz (CP), akselere faz (AP) ve blastik faz
(BP) (Deotare, vd., 2016:2). Hastalarin ¢ogunlugu, baslangigta kronik faz hastaligi olan,
tedavi ile kolayca kontrol edilen ve ortanca siiresi 3-4 yil siiren hastalardir. Etkili
tedavinin yoklugunda KML hastalarinin ¢ogunda kronik fazdan blastik faza doniisiim
kaginilmazdir. Hastalarin %70 ila %85'inde gelisen blastik kriz morfolojik olarak akut
16semiye benzer, ancak kemoterapiye ¢ok direnglidir. Blastik fazdaki hastalar genellikle
3-6 ay iginde oliir (Cortes, vd., 1988:1; Patel, vd.,2017:3).

Ph kromozomu, hastaligin kronik agamasinda mevcut olan tek sitogenetik
anormalliktir. Hastalarin yaklasik % 85'i kronik evrede teshis edilir ve hastaligin bu
asamasi tedaviye cevap verir. Hastalik akselere faz ve blastik faza dogru ilerledikge, ek

sitogenetik anormallikler ortaya ¢ikmaktadir (Frazer, vd., 2007:1).
2.2. BCR-ABL fiizyon geni ve fiizyon proteini

BCR-ABL flizyonunun etkinligi tim Iosemik hastalarda tam olarak ayni
degildir. Aktivitedeki bu farkin sebebinin, BCR-ABL fiizyon geninde BCR geninin
farkli kirilma noktalarindan kaynaklandigi bulunmustur. Temel olarak, ii¢ kirilma
noktasiin gen flizyonunda rol oynadigi bildirilmistir. Bunlar; ilk intronda minér BCR
(m-BCR) p190, 12-16 ekzonlar arasinda majér BCR (M-BCR) p210 ve 19. intronda
mikro BCR (u-BCR) p230 olarak adlandirilan farkli molekiil agirligina ve farkli kinaz
aktivitesine sahip ¢ farkli onkoproteinle sonuglanmigtir (Kunnumakkara, vd.,

2017:2,3). Kimerik proteindeki Abl kisminin sabit oldugu gozlemine dayanarak, BCR



dizisinin farkli boyutlarinin, hastaligin fenotipini dikte edebilecegi sonucuna varilmigtir

(Deininger, vd., 2000:1,2).
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Sekil 2.1. Kesme noktalarinin ABL ve BCR genlerindeki yerleri ve ¢esitli kesmelerden
tiiretilen kimerik BCR / ABL mRNA transkriptlerinin yapisi

Kaynak: (Salesse & Verfaillie, 2002:2).

p210'un KML ile daha fazla iliskili oldugu bulunmustur (Kunnumakkara, vd.,
2017:3). Birgok sinyal yolunun p210 ile aktive edilmesi, hiicre ¢ogalmasinin kontrolii
ve farklilagmasi, yapisma ve hiicre sagkalimi gibi temel hiicresel islemlere miidahale

ederek kotii huylu transformasyona yol agar (Salesse ve Verfaillie, 2002:2)

BCR-ABL'in, kronik oksidatif DNA hasari, S ve G2 / M hiicre dongiisii
fazlarinda ¢ift iplikli kopmalar (DSB'ler) ve mutajenez ile sonuglanan endojen reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) indiikledigi gosterilmistir. Sonu¢ olarak BCR-ABL kaynakl
olarak olugsan ROS’un, DNA onarim yollarinin anormal diizenlenmesiyle kombinasyon
halinde, KML hiicrelerinde bir mutator fenotipine katkida bulundugunu ve nokta
mutasyonlart ve sitogenetik anormallikler ile sonuglanarak genomik dengesizliklere
neden oldugunu gostermektedir (“Molecular biology of BCR-ABL—positive chronic
myeloid leukemia.pdf,” n.d.:6).

2.3. Philadelphia kromozomu



Kromozom 22 {izerindeki BCR geninin 5' ucu ile, kromozom 9 iizerindeki ABL-
proto-onkogeninin 3" ucunun yan yana gelmesiyle Ph kromozomu olusur. Ph
kromozomu, kronik miyeloid 16semi hastalarinin yaklagik % 95'inde ve erigkin akut
lenfoblastik 16semi (ALL) hastalarinin % 20'sinde bulunur. Ph translokasyonu, yapisal
olarak aktif bir tirozin kinaz ile karakterize edilen onkojenik BCR-ABL fiizyon
proteinine yol acar (Frazer, vd., 2007:1; von Bubnoff, vd.,2003:1).

Kromozom 22 e
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ABLE W 9q 34

Resiprokal translokasyon
sa* § Philadelphia Kromozomu

ra
Transkripsiyon
&
Translasyon
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Sekil 2.2. Philadelphia kromozomu

Kaynak: (Frazer, vd., 2007:3'ten degistirilerek alinmustir.)

2.4. KML Tedavisi

KML'de tedaviye hasta yasi ve hastaligin evresine gore karar verilmektedir.
Baslangigta hastalar WBC sayisinin hizli kontroliinii saglamak igin hidroksiiire ile
sitorediiktif kemoterapi alir. Busulfan, etkili hematolojik kontrol sagladig1 gosterilen ilk
ajandi. Hidroksitlire mitkemmel bir kiitle c6zme maddesidir ve kan sayisinin kontroliinii
saglar ve hastalarn% 50-80'inde hematolojik tepkilere neden olur. Sitogenetik tepkiler
nadirdir ve bu nedenle hidroksitire, KML'nin dogal ge¢misini degistirmez. Hidroksiiire,

diger tedavilere bir yardimci olarak ve ayn1 zamanda alloSCT'min hazirlanmasinda



hastaligin kontroliinde, ilk sitorediiksiyonda ¢ok etkilidir. Ancak, KML'li hastalarda tek
ajan tanimlayici bir tedavi olarak kullanilmamalidir (Hochhaus, vd., 2019:3,4).

alloSCT, kronik faz KML'de secilmis hastalarda etkili ve iyilestirici bir terapi
seklidir ve 3-5 yillik sagkalim oranlart % 40-80 arasinda degismektedir. Transplant
iligkili mortalite (TRM), diger faktorlerin yan1 sira, hasta yasi, dondr orijini ve eslesme
derecesine bagli olarak % 5-50 arasinda degismektedir. Transplantasyon sonucunu
etkileyen en dnemli iki faktor hasta yasi ve hastaligin evresidir. Nakil merkezlerinin
¢ogu, transplantasyonun erken evre KML'de yapilmasini 6nermektedir (Hochhaus, vd.,
2019:4).

KML tedavisi, 1980'li yillardan bu giine kadar interferon bazli kombinasyonlarin
gelistirilmesi ve allojenik kok hiicre transplantasyonundaki (alloSCT) gelismeler ile
saglanmistir. Daha yakin zamanlarda, imatinib mesilatin ortaya c¢ikisi ile hastaligin tiim
asamalarinda anti-KML aktivitesi olan spesifik bir BCR/ABL tirozin kinaz inhibitorii
olarak kullanilmistir (Hamad, vd., 2013:2; Hochhaus, vd., 2019:1).

2006:
19. yiizyil: 1960’lar: 1980°ler e .
. - . Ikinci Nesil
Arsenik Busiilfan Interferon TKI
Hidroksitre Alfa
Onaylanmasi

1900'lerin 1980’ler: 2001:
baslari: _ Allojenik Kék imatinibin
Radyoterapi Hicre onaylanmasi

Transplantasyonu

Sekil 2.3. KML Tedavisinin Zaman Tablosu

Kaynak: (Hamad, vd., 2013:2'den degistirilerek alinmustir.)

2.4.1. Birinci nesil TKI: imatinib

Imatinib mesilat (IM), KML hastalarinda tedavi icin ABD Gida ve ilag Idaresi
(FDA) tarafindan 2002 yilinda onaylanmis spesifik bir tirozin kinaz inhibitoriidiir. KML

hastalar1 i¢in imatinib mesilat standart birinci basamak tedavidir. Bununla birlikte, ana



imatinib direnci, imatinib tedavisi alan hastalarda % 20-25 oraninda gozlenmistir
(Bhamidipati, vd., 2013:1; Mirza, vd.,2019:1).

Imatinib, son on yildaki CP-KML tedavisinin temel dayanagi olmustur ve AP ve
BP-KML'deki Onceki ¢alismalarda da etkili bir sekilde kullanilmistir. AP-KML igin
imatinib ile tedavi edilen hastalarin ortanca sagkalim siiresi 37-47 ay arasinda ve BP

i¢in 7 ay olarak gozlenmistir (Deotare, vd., 2016:3).

KML hastalarinin imatinib ile tedaviye genel olarak olumlu tepki géstermesine
ragmen, zamanla ilaca direng gosteren mutasyonlarin birikmesi ciddi bir problemdir.
T3151 mutasyonu, imatinib tedavisi alan hastalarda goriilen en yaygin
mutasyonlardandir ve direngli vakalarm %?15'inden sorumludur. Thr 3%°, ABL'de
imatinib baglanma bodlgesinin merkezinde bulunur. Bu pozisyondaki kalinti, protein
kinazlardaki "gatekeeper” kalintis1 olarak adlandirilir, ¢iinkii ATP baglama bolgesini
farkli protein kinazlarinda degisken biiyiikliikteki bir i¢ bosluktan ayirir (Young, vd.,
2006:2).

Abl - Imatinib

Sekil 2.4. Abl'de imatinib baglanma bdlgesinin merkezinde Thr315 gatekeeper

gosterilmesi
Kaynak: (Young, vd., 2006:2)

Bcer/Abl flizyon proteininin varligt KML'yi geleneksel terapotik yaklagimlara
kars1 direncli kilar. Imatinib, BCR/ABL'nin ATP baglayict cebini isgal ederek tirozin
kinaz aktivitesini etkili bir sekilde inhibe eder, bdylece sonraki sinyal iletimini ortadan
kaldirir. Imatinib direnci ise zamanla gelisir ve KML hastalar igin ciddi bir sorundur.
Diren¢ vakalarmin ¢ogu, BCR/ABL'nin kinaz alanindaki mutasyonlardan

kaynaklanmaktadir. Kombine kemoterapi hala insan kronik miyelojendz l6semi igin



kritik bir terapdtik yontemdir. Bununla birlikte, molekiiler hedefe yonelik tedavilere
direng ve hosgoriisiizlik 6nemli klinik konulardir. Bu nedenle, 16semi tedavisi igin
diisiik toksisiteye sahip yiiksek etkili ilaglarin bulunmasi hala 6nemli ve acil bir

gorevdir (Hao, vd., 2020:2).
Imatinib etki mekanizmast;

Imatinib, Ber/Abl proteininin ATP baglayici cebini isgal etmekte ve bdylece
ATP'ye erisimi 6nlemektedir (Mughal, T. ve Goldman, 2006:4).

Y = tirozin P= fosfat

- \ N \
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N
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ATP Substrat
\
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Sekil 2.5. Imatinib'in etki mekanizmasi
Kaynak: (Mughal, T. and Goldman, 2006:5'ten degistirilerek alinmustir.)

Imatinib ATP baglama bdlgesini isgal etti§inde, substratin fosforilasyonunu
onler. Bu molekiil sirayla efektor protein ile temas kuramaz ve 'l6semi sinyalini' iletecek

olan sinyal iletim yolu ile kesilir (Mughal, T. ve Goldman, 2006:5).
Imatinib direnci ve etkili mekanizmalar;

Tedavi edilen KML hastalariin %95'inde tam bir hematolojik remisyon ve
%60'!nda major sitogenetik yanit goriiliir. Buna ragmen, blastik krizdeki KML
hastalarinda ve Ph+ ALL hastalarinda remisyonlar kisa siirelidir ve ilaca karsi direng
gelismektedir. Imatinib direnci, kronik fazda KML'li hastalarin %3 ila 4'iinde
goriilmektedir (Corbin, vd., 2003:1; Kantarjian, 2019:1; von Bubnoff, vd., 2003:1).

Imatinib'e kars1 birincil diren¢ olarak adlandirilan durumda bazi hastalar
tedavinin baslangicinda cevap vermez Ve hi¢bir zaman tam bir hematolojik, sitogenetik

veya molekiiler tepkiye de ulasilamayabilir. Tedaviye baslangicta yanit veren hastalarda



ise belli bir slire sonra yanit kaybedilebilir. Bu durum ise ikincil direng gelistigi

anlamina gelmektedir.

iki ana direng mekanizmasi grubu vardir. Bunlar; BCR/ABL bagimsiz
mekanizmalart ve BCR/ABL bagimli mekanizmalaridir. BCR/ABL'ye bagh direng
mekanizmalari, yiliksek bir ABL kinaz aktivitesine neden olabilecek BCR/ABL

onkogenin ¢ogaltilmasini veya asirt ¢ogaltilmasini igerir (Hamad, vd., 2013:4).

& BCR )Y _ABL D
(3)v vv km,k \)Y ABL :

v __BCR )I{
\(7) Alternatif -~ .
Halsk BCR )](_ABL ))
"' @

BCR-ABL Bagimli Mekanizmalar BCR-ABL Bagimsiz Mekanizmalar

1)

Sekil 2.6. Direng mekanizmalari
Kaynak: (Hamad, vd., 2013:5)

En yaygin olarak tanimlanan imatinib direnci mekanizmasi, BCR/ABL kinaz
bolgesi igindeki mutasyonlardir. Ber/Abl onkoproteinde imatinibin etkisiz kaldigi 55'in
tizerinde mutasyon tanimlanmistir. Bu mutasyonlar, imatinibin baglanma bolgesini,
imatinibin  baglanamadigi aktif forma doniistiriir. BCR/ABL'min en yaygin
mutasyonlarindan biri, ABL geninde bir tek niikleotit degisimi olan T3151
mutasyonudur (Thr315-11e315; T3151). Bu mutasyon, imatinibin sterik engel nedeniyle
ATP baglama bolgesine baglanmasini imkansiz kilar (Dong, vd., 2019:2; Hamad, vd.,
2013:4).

Met244Val, Gly250Glu, GIn252His, Phe31lLeu, Phe317Leu, Glu355Gly,
Phe359Val, Val379Ile, Leu387Met ve His396Pro / Arg dahil olmak {izere ek
mutasyonlar, daha disiik bir frekansta tespit edilmistir (Corbin, vd., 2003:1).

BCR/ABL bagimsiz mekanizmalar ise hiicre i¢i imatinib seviyesinde bir

azalmaya yol agan ilag efflux, ila¢ influx, ila¢ baglama veya ila¢ konsantrasyonuyla
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ilgili komplikasyonlardir. imatinibe kars: ikinci ana direng kategorisindedir (Hamad,
vd., 2013:5).

2.4.2. Ponatinib

Imatinib, hastalign uzun remisyon dénemleri olan kronik bir hastaliga
doniistiirmiistiir. Direngli KML hastalarinin tedavisi ig¢in ikinci nesil tirozin kinaz
inhibitorleri; bosutinib, ponatinib ve TKI olmayan omasetaksin 2012 yilinda
onaylanmistir (Bale1 Giigli, A. G., vd., 2020:2). Ponatinib (AP24534), BCR/ABL'yi
ozellikle imatinib, dasatinib, nilotinib ve bosutinib gibi diger TKi'ye kars1 direng
saglayan T3151 mutasyonunu inhibe etmek igin tasarlanmis oral olarak uygulanan bir
TKi'dir. Ponatinib’in karbon-karbon {iclii bag1 ile metilfenil ve piirin gruplar sterik
girisim olmadan T3151 mutasyonuna baglanmasina izin vermektedir (Hamad, vd.,

2013:4).
2.5. Liquidambar orientalis (Sweetgum Oil, Sigla Yag)

Liquidambar orientalis agaci Tiirkiye'de 'Sigla agact' veya 'Giinliik agact' olarak
bilinmektedir. L. orientalis, tibbi ve kozmetik 6zelliklere sahip otsu bir bitkidir (Okmen,
vd., 2014:1).

Liquidambar orientalis Tiirkiye'nin giineybati kiyilarinda, ozellikle Koycegiz,
Fethiye, Marmaris ve Ula'da yayilmaktadir. Sweetgum oil, Liquidambar

orientalis'in yarali gévdesinden elde edilen “Sigla Yag1” olarak adlandirilan regineli bir
ekstidattir (Duru, vd., 2002:1; Karadeniz, vd., 2013:1; Suzek, vd., 2016:2)
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Sekil 2.7. Liquidambar orientalis'in Tiirkiye'deki yayilis alanlari
Kaynak: (Murat & Kaya, 2003:5'ten degistirilerek alinmigtir.)

Liquidambar orientalis Tirk halk hekimliginde topikal parazitisit, balgam
soktliricli ve bazi cilt hastaliklarinin tedavisi i¢in kullanilir, agacin yaralanmasiyla
uretilen ekstraktin, 1y1 antiseptik Ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica
karakteristik ac1 bir tada ve kokuya sahiptir. Parflimeri ve kozmetik endiistrisinde
fiksatif olarak kullanilmaktadir (Duru, vd., 2002:1; Karadeniz, vd., 2013:1; Okmen, vd.,
2014:2).

Sigla yagi %45 oraninda fenolik bir bilesik olan sinnamik asit icermektedir.
Sinnamik asit igeren bitki ekstreleri ile yapilan calismalarda bu maddenin antioksidan,
antibakteriyal ve antiinflamatuar 6zelligi gosterilmistir. Bu ¢aligmalarda sinnamik asidin
baz1 hiicreleri lipid peroksidasyonundan ve oksidatif toksinlere bagl olarak ortaya ¢ikan
hasardan korudugu da gosterilmistir. Insanlar iizerindeki farmakokinetigi hakkinda ¢ok
detayli bilgiler bulunmamaktadir ancak sigla yaginin sinnamik asit ile antioksidan,
antiinflamatuar ve antimikrobiyal etki gosterdigi diistiniilmektedir (Ayding6z ve Bulut,
2014:4).

Sigla yaginin ¢ikartilmast;

1) Sigla agacindan yag cikarilmas1 agagta yara acilmasiyla olur. Once yara acilacak

kisimlar tizerindeki kabuk mart ay1 sonuna dogru yontularak inceltilir.
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2) Agaclar bir ay bu sekilde birakilir. Mayis ay1 sonunda kasik adi verilen bir aletle
yaralarin agilmasina baslanir. Bu yaralara damar adi verilir ve dis kabuk, diri kabuk,

kambiyum ve ¢ok az miktarda diri oduna girecek sekilde agilir.

3) Bir hafta sonra yaralarin tazelenmesi islemi gerceklestirilir ve bu isleme sur adi
verilir. Bu islemden iki hafta sonra, damarlar i¢inde biriken yag siyrilarak alinir ve bu

isleme de sur arkasi denir. Bundan sonra esas sigla yaginin alinmasi islemine gegilir.

4) Bu islem temmuz ayinin ortasindan ekim aymin sonuna kadar devam eder. Bu siire
icinde her on bes giinde bir yaralar iizerinde biriken yag, kabuk ve odun tabakalariyla

birlikte kagikla yontularak alinir.

5) Bunlar isgilerin 6nlerine astiklar1 torbalar ig¢erisinde toplanir. Bu isleme ise sefer adi
verilir. Kapgik ad1 verilen bakir kaplarda yag ile birlikte kabuk ve odun iceren yongalar

toplanir ve su igerisinde 30-90 dk kaynatilir.

6) Sonra kaynatilan yongalar keg¢i kilindan yapilmis torbalara konur. Bu torbalar
preslenerek sigla yagi ¢ikartilir.

7) Cikan yag beton havuzlarda toplanir. Presleme sonunda torbalar i¢inde kalan ve yag
bulagsmis haldeki artik (kiispe) da kurutulur. Bu artiklara giinliik veya buhur adi verilir
(Ayding6z ve Bulut, 2014:2)

2.6. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Reaktif oksijen tiirleri, mitokondriyal oksidatif metabolizmanin ya da NADPH
oksidaz enzimlerinin bir yan iriinii olarak iretilir. ROS, siiperoksit anyon (02°),
hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikal ("fOH) igeren radikal ve radikal olmayan
oksijen tiirlerinden olusmaktadir (Mi, vd., 2018:1). ROS kimyasal olarak oksijenden
daha aktiftir ve hiicresel homeostaz ile iliskilendirilmektedir. ROS, normal
konsantrasyonlardayken; hiicrelerin biliylimesini, ¢ogalmasint ve farklilasmasini
diizenleyen ¢esitli sinyal iletim olaylarinda rol oynayan ikinci haberciler olarak gorev

yapmaktadir (Y. F. Chen, vd., 2017:2).
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Sekil 2.8. ROS tarafindan diizenlenen hiicresel sinyal yollari
Kaynak: (Michels, 2003'ten degistirilerek ahnmlstlr.)

Reaktif oksijen tiirleri her yerde bulunmaktadir ve hiicresel sinyallemede 6nemli
bir rol oynamaktadir. ROS sinyallemesi, kanser indiiksiyonu ve ilerlemesine katkida
bulunabilmektedir. Ancak en dogrudan iliskilendirme genomik instabilitedir. Neredeyse
tim kanser hiicrelerinde genomik instabilite gozlenmektedir. Genomdaki DNA
mutasyonlarinin ve kromozomal yeniden diizenlemelerin tiimii genomik instabilite
olarak tanimlanmaktadir. Bu degisiklikler DNA hasarlarindan kaynaklanmaktadir.
Kansere bagl olarak gozlenen ROS DNA'ya verdigi zararin yani sira DNA onarim
proteinlerine de zarar verebilmektedir. Bu durum artan genomik instabiliteye neden
olmaktadir (Antoszewska-Smith, vd., 2017:2).

ROS, DNA hasarina neden olarak transformasyonu indiikleyebilmektedir ve
transforme hiicrelerin normal hiicrelere kiyasla daha yiiksek ROS iiretim seviyelerine
sahip olmalar1 sebebiyle kanserle iliskili oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir. ROS
iretiminin artmasinin, genomik instabilite ve DNA hasar ile iligkilendirilmesinin yan
sira hiicre proliferasyonunu ve hiicre gogiinii tesvik etmek i¢in bir sinyallesme
fonksiyonunu gerceklestirerek 16semik hiicre doniisiimiine katkida bulundugu

gosterilmistir (Mi, vd., 2018:1,2).

Hematopoietik hiicrelerde hidrojen ile indiiklendiginde oksidatif stres olugsmakta
ve BCR/ABL eksprese eden hiicrelerde anti-apoptotik ve proliferatif sinyallemesi, KML
ile sonuglanmaktadir. KML'nin ilerlemesi ise kii¢iik molekiiler agirlikli antioksidanlar
dahil olmak iizere ROS seviyelerini modiile eden kimyasallardan etkilenebilmektedir.

Imatinib ve diger TKi'lerinin, BCR/ABL-pozitif hiicrelerde ROS seviyesini diisiirdiigii
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gosterilmistir. Ancak bu etki yetersizdir ve TKli'lerle gergeklestirilen KML tedavisi,
ROS temizleyicileri kullanilarak gii¢lendirilebilmektedir (Antoszewska-Smith, vd.,
2017:5).

Normal ROS seviyeleri, hiicrelerin ¢ogalma ve farklilasmalarinin diizenlenerek
fizyolojik iglevlerinin korunmasi ve immiin tepkileri ve hiicresel enflamasyonun kontrol
edilmesi i¢in gereklidir (Owusu-Ansah ve Banerjee, 2009:3). Normal seviyede ROS,
HSC'lerin ¢gogalmasini, farklilasmasini ve mobilizasyonunu kontrol etmek i¢in bir sinyal
molekiilii olarak gorev yapmaktadir. Ancak antioksidan sistemler arasinda olusan
dengesizlik, ROS'un asir1 iiretilmesine ve hiicrelerde birikmesine neden olur. Yiiksek
ROS seviyeleri, HSC'lerde DNA hasarina neden olabilir ve bu durum anormal
proliferasyon ve farklilagsma gibi islev bozukluklarina yol agmaktadir (Y. F. Chen, vd.,
2017:2)

Antioksidanlar homeostatik ayar noktasinin altina diistiigiinde hiicre
proliferasyonu kesintiye ugrayabilir. ROS, protein, lipit ve DNA'ya zarar vererek
hiicresel fonksiyon bozukluguna ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Artan ROS zararh
olabilir yaglanmaya ve yasa bagl hastaliklara neden olabilir (Udensi ve Tchounwou,
2014:2).

| oksidant
Patoloji * Saghk
Oksidanlar > Antioksidanlar = Oksidatif Stres

Sekil 2.9. Dengesizligin oksidatif strese yol agabilecegi oksidan ve antioksidan tiirleri

Kaynak: (Udensi & Tchounwou, 2014:2'den degistirilerek alinmustir.)

2.7. Otofaji



1)

2)

3)
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Otofaji, hiicre i¢i makro molekiillerin ve organellerin bir kesecik igerisinde
lizozomla birleserek par¢alanmasina sebep olan bir mekanizmadir (Arslan, vd., 2011:1).
Otofaji stireci besin sinirlayict kosullar altinda hiicre sagkalimi mekanizmasi olarak
tanimlanmistir. Ozellikle otofajik katabolik aktivite, hiicrelerin besin yoklugunda yeterli
enerji seviyelerini geri kazanmasini saglamakta ve sonug¢ olarak canliligin artmasini
saglmaktadir. Otofajinin bu 6zelligi, gelisimsel siire¢ igerisinde enerji i¢in alternatif bir
hiicresel kaynak olarak normal metabolizmanin siirdiiriilmesini sagladigi i¢in énemlidir

(Eisenberg-Lerner ve Kimchi, 2009:1).
2.7.1. Otofaji Tiirleri
Otofajinin 3 ana ¢esidi vardir;

Mikrootofaji: sitoplazmik malzemeler dogrudan invajinasyon, ¢ikinti, lizozomal veya
vakuolar membranin ayrilmasi yoluyla lizozom veya vakuole gecer (Y. Chen ve
Klionsky, 2011:1).

Saperon aracili otofaji (CMA): Mayada olmayan ancak daha yiiksek oOkaryotlarda
karakterize edilen bir islemdir. Bu otofaji tiiriinde saperon proteini dnce sitosolik hedef
substratina daha sonra lizozomal zar ilizerindeki bir reseptdre baglanir. Katlanmamis
sitosolik hedef protein daha sonra bozunmasi igin dogrudan lizozom igine taginir (Y.
Chen ve Klionsky, 2011:1).

Makrootofaji: Makrootofaji, otofajik siirecin ana tipidir ve diger iki tipten farklidir.
Sitozolik ¢ift membranli vezikiil, otofagosom olusumu ile karakterizedir. Makrootofaji
sirasinda, sitoplazmik proteinler, organeller veya diger materyaller, otofagosomlar
olusturmak tiizere genisleyen ve yakin olan fagofoslarla ¢evrilidir. Bu otofagosomlar,
otoizozomlar olusturmak i¢in lizozomlarla veya vakuollerle birlesir. Elde edilen

bozunma iiriinleri daha sonra yeniden kullanim i¢in sitozole geri taginir (Beth Levine ve

Guido Kroemer, 2008:13; Y. Chen ve Klionsky, 2011:1; Nikoletopoulou, vd., 2015:2).
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2.7.2. Otofajinin Mekanizmasi
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Mayada yapilan caligmalar sonucunda otofaji mekanizmalarinda rol oynayan

otofaji ile baglantili proteinler (Atg proteinleri) bulunmustur. Giiniimiizde 30’dan fazla

ATG geni tanimlanmugtir. Atg proteinlerinin bir kismi ve ¢esitli protein kompleksleri

otofajik kesecik ve otofagozom olusumunda rol oynamaktadir. Hiicrede otofagozomlar

memelilerde endoplazmik retikulum ile golgi yapilarinin aralarina serpistirilmis olan

“otofaji olusum merkezi” (Preautophagosomal structure, PAS) adi verilen ve yapilarda

ortaya ¢ikmaktadirlar (Arslan, vd., 2011:2).
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Otofaji asagidaki temel adimlara ayrilabilir:
1) Baglatma / indiiksiyon;

Hiicrede besin varliginda, TOR proteini (target of rapamisin), aktifleserek
otofajiyi uyaran ATG1 (memelilerde ULK1/2), ATG13, ATG17 kompleksinden
ULK1/2-ATG13’1 fosforile edilerek kompleksin bozulmasina neden olur ve otofaji
inhibe edilir. Besin agliginda ise TOR engellenir, otofajiyi uyaran kompleks bozulmaz
ve ULK1/2 kendi kendini, Atgl3, FIP200 tarafindan fosforillenerek aktiflesmesi ile
otofaji tetiklenmis olur (Y. Chen ve Klionsky, 2011:7; Geng ve Klionsky, 2008:4;
Nikoletopoulou, vd., 2015:2).

2) Vezikiil niikleasyon (¢ekirdeklenme);

Memeli hiicrelerinde 3 siif PI3K (Fosfatidilinositol-3-kinaz) bulunur; sinif I
PI3K otofajinin inhibitoriidiir, sinif I PI3K otofaji ile iliskili degildir, sinif III PI3K ise
otofajinin aktivatoriidiir ve membran olusumunda gorev alir (Y. Chen ve Klionsky,
2011:5; Yang, vd., 2005:5). PI3K aktivasyonu, otofaji sirasinda vezikiil
¢ekirdeklenmesinde o6nemli bir adimdir. Aktif hale gelen ULK bilesenleri
otofagozomun olugmasi i¢in beclin 1 (BECN1), Vps34 (PIK3C3) ve Vps15 genlerinden
olusan smf IIT PI3K kompleksini aktiflestirir. Fosfatidilinositol 3-kinaz kompleksinin
aktivasyonu ile Atg proteinlerinin mayada fagofhore toplanma bdlgesine (PAS) veya
memelilerde PAS esdegerine alinmasiyla gekirdeklenme baslar (Y. Chen ve Klionsky,
2011:5).

3) Vezikiil uzamast;

Vezikiil membraninin uzamasi ve kesecik halini almasi; iki iibikuitin benzeri
konjugasyon sistemi tarafindan kontrol edilmektedir (Geng ve Klionsky, 2008). Birinci
tibikuitin benzeri konjugasyon sisteminde, Atgl2 proteininin Atg5 proteinine kovalent
olarak baglanmasi katalize edilir. Ikinci iibikitin benzeri konjugasyon sisteminde ise,
Atg8 (Memelilerde MAP-LC3 ya da kisaca LC3 olarak adlandirilmaktadir.) proteini, bir
fosfotidiletanolamin (FE) yag molekiiline kovalent olarak baglanmaktadir. Bu
baglanmanin gergeklesebilmesi i¢in, Atg8 ya da LC3’iin C-ucundaki bes aminoasitin
Atg4 proteazi tarafindan kesilerek 6. aminoasit olan glisinin ortaya ¢ikarilmasi

gerekmektedir. Boylelikle FE molekiilii aciga c¢ikan glisine baglanmaktadir.
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Atg8/LC3’lin FE’ye baglanmasi, PAS’a zar tasinmasi ve burada zar uzamasi igin

gerekli bir olaydir (Arslan, vd., 2011:3).
4) Lizozomla birlesme ve yikim;

Memeli hiicrelerinde, otofagosomun lizozom ile fiizyonundan Once
otofagosomlarin endozomlar veya endozomdan tiiretilen vezikiiller ile kaynasarak
olgunlagmasi gerekir. Otofagosom olgunlagmasi i¢in mayaya benzer sekilde monomerik
GTPazlarin (Rab22, Rab24) ve SNARE protein ailesi iiyelerinin ve NSF proteinin
aktivitesi gereklidir. Otofajik vakuollerle iligkili Rab7 proteininin negatif mutantinin
asir1 ekspresyonu, otofagosomlar ile ge¢ endozom / lizozomal kompartiman arasindaki
flizyonu engeller ve otofagosom birikimine yol agar (Yang, vd., 2005:6). Otofagozom
daha sonra ge¢ endozom veya lizozomla birlesir ve bdylelikle tasidigr kargonun
par¢alanmasina yol acar. Lizozomal enzimler tarafindan kargonun (proteinler,
organeller vb.) yikimi sonrasinda ortaya ¢ikan yapitaslart (6rn. aminoasitler, yag asitleri,

vb.) tekrar kullanilmak tizere hiicreye kazandirilir (Arslan, vd., 2011:3).
2.8. Otofajinin Diizenlenmesinde ROS’un Rolii

Reaktif oksijen tiirleri ve otofaji, insan viicudunda yaygin olarak goriilen ve hiicresel
homeostaz1 diizenleyen anahtar faktorlerdir. Hiicresel homeostaz siirdiirmek i¢cin ROS
ve otofaji koordine olarak g¢aligmaktadir. Otofaji, ROS tarafindan indiiklenebilir ve
boylelikle hiicrelere ve dokulara ROS kaynakli olarak verilen hasari engeller (Y. F.
Chen, vd., 2017:1).

Hem oksidatif stres hem de otofaji, hiicresel stresorlere yanit olarak hem
koruyucu hem de zararli yollar olarak tanimlanmistir. Dogrudan redoks bazli otofajinin
diizenlenmesi, LC3-II'nin delipidasyonunu baskilayan Atg4'in H2O; tarafindan onleyici
oksidasyonu sayesinde gerceklesir. Daha yavag, daha dolayli bir sekilde oksidatif stres,
Beclin 1 ve LC3'in transkripsiyonunu da diizenler. Asir1 ROS {iretimi iizerine,
mitokondri ciddi hasar riski tasir ve kismen ¢ikarilmasi gerekir. Bu, “mitofaji” adi
verilen hasarli mitokondriyal fragmanlarin segici otofajik bozulmasiyla meydana gelir

(Fang, vd., 2016:1; Van Erp, vd., 2017:5).



3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyaller
3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Tablo 3.1. Kullanilan cihazlar

Buz Makinesi

Buzdolabi (-20 °C)

CO2'li inkiibator

Distile Su Cihaz1

Hassas Terazi

Jel Goriintiileme Sistemi

Mikroplaka Okuyucu

Nanodrop

pH Metre

Rotator

Santrifiij Cihaz

Vorteks

Yatay Elektroforez Sistemi

(Hoshizaki - FM-80KE)

Ugur

Memmert

Mes

Ohaus

Syngene - G-box

Thermo Scientific - Multiscan Go

BioSpec-nano

inolab - PH 7110

Biosan - Multi Bio RS24

Niive - NF 800

Jeio Tech, Lab Companion

Cleaver




3.1.2. Sarf Malzemeler

Tablo 3.2. Kullanilan malzemeler

1,5 mP’lik toplama tiipii

10 ml Serolojik Pipet

2 mP’lik toplama tiipii

5 ml Serolojik Pipet

6’l well plate

Beher

Cryo Tiip

Erlen

Flask (T75) ve Flask (T25)

PVDF Membran

‘Whatman Kagidi

Isolab

Euro clone

Isolab

Euro clone

SPL

S&H Labware

Isolab

S&H Labware

Thermo Scientific

Merk Millopore

Biorad




3.1.3. Kullanilan Kimyasallar

Tablo 3.3. Kullanilan kimyasallar

100 bp DNA Ladder

2X Laemli

Agaroz

Amonyum Asetat

Atg4A antibody

BSA

Coommasie Brilliant Blue

Dimetilsiilfoksit (DMSO)

EDTA

Fenol klorofom izoamil alkol

H2DCFDA Assay Kit

Imatinib

GeneDirex

Sigma

Applichem

Merck Millipore

Santa Cruz

Carlo Erba

Sigma

Merck Millipore

Carlo Erba

Sigma

ABP biosciences

Merck Millipore
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Tablo 3.3. Devam ediyor

KH2PO4

Metanol

NazHPO4

Penisilin /Streptomisin

Ponatinib

Protein Marker (11-250 kDa)

RIPA Tamponu

RPMI-1640 Besiyeri

Sodyum Dodesil Siilfat

Tripsin-EDTA

Trypan Blue Soliisyonu (%0,4)

Merck Millipore

Sigma

Merck Millipore

Gibco

MCE

Invitrogen

Cell Signaling Technology

Gibco

Sigma

Sigma

Amresco

3.1.4. Kullanmilan Cozeltiler

1X PBS tamponu

22

Tablo 3.4.'te verilen kimyasallar 800 ml dH2O ile ¢ozdiiriildiikten sonra pH 7,4

ayarlanip hacim 1000 ml'ye tamamlanmustir. Otoklav ile sterilizasyonu saglanan tampon

gerektiginde kullanilmak iizere +4 °C'de saklanmistir.
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Tablo 3.4. 1X PBS tampon igerigi

Icerik Miktar
NaCl 8¢
KCI 0,29
NazHPO4 144 g
KH2PO: 0,24g

Hiicre dondurma ortami

0,22 um boyutundaki filtreden gegirilmis 9 ml fetal sigir serumu (FBS) ve 1 ml

dimetilsiilfoksit karistirilarak hazirlanmstir.

Amonyum Asetat: 3M - 10 ml

2,31 g tartilip 10 ml suda ¢ozdiiriilmiis ve sterilizasyonu saglanmaistir.

Tris-HCI: pH: 8- 0,01 M-V=10mI=0,01 L

0,0121 g Tris-Base tartilip dH20’da ¢6zdiiriilmiistiir. pH= 8¢ getirilip hacmi 10

ml’ye tamamlanmistir.

01MEDTA: pH:8-V=001L

0,29 g EDTA dH20’da ¢6zdiiriilmiistiir.

%10 SDS

10 g SDS 800 ml distile su ile ¢oziilerek hacim 1000 ml'ye tamamlanmustir.
%0.5’lik SDS

%10’luk SDS’ten seyreltmek icin 500 pl almip dH20 ile 10 ml’ye

tamamlanmaistir.

Lyzis buffer

Tablo 3.5.te belirtilen kimyasallar belirtilen miktarlarda karistirilmistir.
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Tablo 3.5. Lyzis buffer igerigi

10 ml i¢in

0,1 M EDTA pH:8 2000 pl

dH,0 7400 pl

TE buffer

Tablo 3.6°da belirtilen kimyasallar belirtilen miktarlarda karigtirilarak

otoklavlanmustir.
Tablo 3.6. TE buffer igerigi
1 M tris pH:8 2 ml
dH20 200 ml’ye tamamlanir
S0X TAE

Tablo 3.7.°de belirtilen kimyasallar belirtilen miktarlarda karistirilmagtir.

Tablo 3.7. 50X TAE igerigi

Tris-Base 242 ¢

0,5M EDTA

IX TAE
20 ml 50X TAE’den alinip dH20 ile 1000 ml’ye tamamlanmuistir.

%3’liik agaroz jel

3 g agaroz + 100 ml 1X TAE mikrodalgada eriyene kadar 1sitilmig ve 3 ul EtBr

eklenmistir.
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1X RIPA tamponu

10X RIPA tampondan 100 pl almip, 900 pl distile su ile 1000 pl'ye

tamamlanmistir. 1 ml RIPA tamponu igerisine 5 ul PMSF eklenmistir.
%10 APS
0,1 g Amonyum persiilfat 1 ml distile su ile ¢ozdiiriilmiistiir.

1.5 M Tris-HCI

27,23 g Tris 80 ml distile su ile ¢6ziilmiis, pH 8,8’¢ ayarlandiktan sonra hacmi

150 ml'ye tamamlanmustir.

0,5 M Tris-HCI

6 g Tris 80 ml distile su ile ¢ozilir, pH 6,8’¢ ayarlandiktan sonra hacmi 100

ml'ye tamamlanir.

SDS poliakrilamid jel

Tablo 3.8.'de verilen bilesenlerden belirtilen miktarda tartilarak 2 adet jel

hazirlanmastir.
Tablo 3.8. SDS poliakrilamid jel igerigi
icerik %10’luk Seperating %15’lik Seperating %4’liik Stacking
(ayirma) jel (ayirma) jel (yiikleme) Jel
Su 4,1 ml 7,4 ml 3,075 ml
Tris-HCI 25ml-pH:88-15 1,88 ml - pH: 8.8 -3 1,25 ml - pH:6,8 —
M M 05M
SDS 0,1 ml (%10’luk) 0,075 ml (%20°lik) 0,05 ml (%10°luk)
APS 0,075 ml 0,075 ml 0,04 mi
TEMED 0,008 ml 0,015 ml 0,001 ml
Akrilamid/ 3,3 ml (%30’luk) 5,6 ml (%40°1ik) 0,67 ml (%30’luk)
Bisakrilamid

IX Tris-Glisin-SDS viiriitme tamponu

Cell Signaling Technology marka 10X Tris-Gilisin-SDS yiirlime tamponundan
100 ml alinip 900 ml dH20 ile tamamlanmustir.
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10X Towbin transfer tamponu

Tablo 3.9°da verilenler tartilarak bir miktar suda ¢ozdiriilerek pH: 8,3 olarak

ayarlanmig ve 1000 ml’ye tamamlanmustir.

Tablo 3.9. 10X Towbin transfer tamponu igerigi

Tris 30,25 ¢
Glisin 144 g
dH20 1000 ml’ye tamamlanir.

1X Towbin transfer tamponu

10X Towbin Transfer tamponundan 100 ml alinarak toplam hacmin %20si

metanol dH-0 ile 1000 mI’ye tamamlanmustir.
Y3 Siit
5 g non-fat dry milk, 100 ml TBS-Tween 20 tamponu ile ¢6ziilmiistiir.

10X TBS tamponu

86,6 g NaCl ve 12,11 g Tris-Baz tartilarak 800 ml distile su ile ¢oziildiikten

sonra pH 8,8’e ayarlanmis ve hacmi 1000 ml'ye tamamlanmustir.

1X TBS tamponu

10X TBS tamponundan 100 ml almip, 900 ml distile su ile 1000 ml'ye

tamamlanmaistir.

1X TBS-Tween 20 tamponu

Cell Signaling Technology marka 10X TBS-Tween 20 tampondan 100 ml alinip,

900 ml distile su ile 1000 ml'ye tamamlanmaistuir.

3.2. Yontemler

3.2.1. Kullanilan Hiicre Hatlar:

K562R losemik hiicre hatti

Bu c¢alismada K562 hiicrelerinin birinci nesil trozin kinaz inhibitérii imatinibe
karsi 1 uM diren¢ kazandirilmis formu olan K562R hiicre hatt1 kullanilmistir. K562R
hiicre hatt1 6zellikleri Tablo 3.10.’da 6zetlenmistir.



Organizma

Doku

Morfoloji

Biiyiime Ozellikleri
Hastahik

Yas

Cinsiyet

K562S losemik hiicre hatti
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Tablo 3.10. K562R Hiicre Hatt1 Ozellikleri

Insan

Kemik 1ligi
Hematopoetik
Stispansiyon

Kronik Myeloid Lésemi
53

Kadin

Bu calismada kullanilan K562S hiicre hatt1 terminal blastik kriz doneminde olan

kadin hastadan tiiretilen eritroid-miyeloid Oncii hiicre dizisidir. Hiicre hatt1 6zellikleri

Tablo 3.11.’de 6zetlenmistir.

Organizma

Doku

Morfoloji

Biiyiime Ozellikleri
Hastahk

Yas

Cinsiyet

Tablo 3.11. K562S Hiicre Hatt1 Ozellikleri

Insan

Kemik {ligi
Hematopoetik
Stispansiyon

Kronik Myeloid Lésemi
53

Kadin

Hiicre hattinda kullanilan besiveri ve Kiiltiir 6zellikleri

1X 500 ml RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) besi ortami igerisine 2

mM konsantrasyonda L glutamin, 1pg/ml konsantrasyonda penisilin/streptomisin ve %

10 oraninda FBS eklenmistir. Gerektiginde kullanmak iizere +4 °C’de saklanmustir.

3.2.2. Kullanilan Kemoterapétik Ilaclarin Hazirlanmasi

K562R hiicre hatti besiveri ortamina eklenen imatinibin hazirlanmasi

10 mM ana stoktan 150 pl alinip tizeri 1350 pl DMSO ile tamamlanarak 1 mM

stok hazirlanmistir. 1 mM’lik stok gerektiginde kullanmak iizere -20°C’de saklanmistir.
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imatinib etken maddesinin hazirlanmasi

1 mM ana stoktan 150 pl alinip tizeri 1350 pl DMSO ile tamamlanarak 100 pM
stok hazirlanmistir. 100 pM’lik stok gerektiginde kullanmak iizere -20°C’de

saklanmustr.

Ponatinib etken maddesinin hazirlanmasi

Molekiiler agirligi 532,56 g/mol olan ponatinib son konsantrasyonu 1 mM
olacak sekilde 1 mg Ponatinib 1877 pul DMSO icinde c¢ozilmiistir. 1 mM
konsantrasyondaki ¢ozeltiden 1 pl alimip 999 pul DMSO eklenerek 1 uM’lik ¢alisma
stogu hazirlanmigtir. Tiim ¢ozeltiler gerektiginde kullanmak iizere +4 °C’de

saklanmistir.

Si18la vagi (sweetgum o0il) etken maddesinin hazirlanmasi

0,1 g s1gla yag tartilarak 100 pl DMSO igerisinde ¢ozdiiriilerek 1 g/ml ana stok
hazirlanmistir. Deneylerde kullanmak {izere 1 g/ml ana stoktan 30 pl alinip {izerine
9970 ul DMSO eklenerek 3000 pg/ml calisma stogu hazirlanmistir. Tiim c¢ozeltiler

gerektiginde kullanmak iizere +4 °C’de saklanmistir.

3.2.3. Hiicre Kiiltiirii

Deneylerde kullanilmak {izere K562R hiicreleri 37°C sicaklikta %5 CO2 igeren
inkiibatorde T-25 ve T-75 flasklarda, 2 mM konsantrasyonda L glutamin, 1pg/ml
konsantrasyonda penisilin/streptomisin ve %10 oraninda FBS igeren RPMI besiyerinde

cogaltilmistir.

K562R hiicreleri ¢ogaltilip yedeklendikten sonra total 1 uM imatinib eklenerek
37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde T-25 ve T-75 flasklarda 2 mM konsantrasyonda L
glutamin, 1ug/ml konsantrasyonda penisilin/streptomisin ve %10 oraninda FBS iceren

RPMI besiyerinde kiiltiirlerine devam edilmistir.

K562S hiicreleri 37°C sicaklikta %5 CO2 igeren inkiibatérde T-25 ve T-75
flasklarda, 2 mM konsantrasyonda L glutamin, 1pg/ml konsantrasyonda

penisilin/streptomisin ve %10 oraninda FBS i¢eren RPMI besiyerinde ¢ogaltilmistir.
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K562R ve K5628S hiicre hatlarimin pasajlanmasi

T-25 ve T-75 flasklarda bulunan K562R ve K562S hiicreleri 15 ml’lik toplama
tiiptine alinarak 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve siipernatantlar1 atilmistir. Pellet 1
ml PBS ile ¢ozdiirtiliip yeniden 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve siipernatantlari
atilmistir. Pelet {izerine T-25 flasklar i¢in 4 ml, T-75 flasklar i¢in 7 ml besiyeri ve
K562R hiicreleri i¢in flasktaki son molarite 1 uM olacak sekilde eklenerek 37°C’de %5
CO2’li inkiibatorde kiiltiirleri gerceklestirilmistir.

Ancak K562R hiicre hattinin Imatinib’e maruz birakildig: siirecte, yapisma
ozelligi gosterdigi tespit edilmistir. Once siispanse olan hiicreler tamamen toplanmis
daha sonra yapisan hiicreler Tripsin/EDTA ile inkiibe edilerek hiicrelerin yapistiklar
yiizeyden ayrilmasi saglanmistir. Yilizeyden ayrilan hiicreler siispanse hiicrelerin
toplandigr 15 ml’lik toplama tiipiine alinarak 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve
stipernatantlar1 atilmistir. Pellet 1 ml PBS ile ¢ozdiiriiliip yeniden 1000 rpm’de 5 dk
santrifiij edilmis ve siipernatantlar1 atilmistir. Pelet {izerine T-25 flasklar i¢in 4 ml, T-75
flasklar icin 7 ml besiyeri ve total 1 uM imatinib eklenerek 37°C’de %5 CO’li

inkiibatorde kiiltiirlerine devam edilmistir.

K562R ve K5628S hiicre hatlarinin dondurulmasi

K562R ve K562S hiicreleri 15 ml’lik toplama tiipiine alinarak 1000 rpm’de 5 dk.
santrifiij edilmis ve siipernatantlar1 atilmigstir. Pelet lizerine 1 ml freezing media (%90

FBS + %10 DMSO) eklenerek cryotiipe alinmis ve -80°C’ye kaldirilmustir.

Dondurulmus hiicre hatlarinin coziilmesi

Cryotiipteki hiicreler -80°C’den almarak elde 1sitilmis ve ¢oziilmesi saglanmistir.
15 ml’lik toplama tiipiine 2 ml besiyeri lizerine alinan hiicreler 1000 rpm’de 5 dk
santrifiij edilmis ve siipernatant 1 ml kalana kadar atilmistir. Kalan 1 ml supernatant T-
25 flaska alinmis ve iizerine 3 ml besiyeri eklenmistir. Pelet tizerine 1 ml besiyeri
eklenerek 3500 pl besiyeri eklenmis iki adet T-25 flaska her ikisine de 500 pl olarak
ekim yapilmistir.  Flasklarmn  37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde  kiiltiirleri
gerceklestirilmistir.
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3.2.4. Hiicre Canliiginin Degerlendirilmesi (Tripan Mavisi Canlilik Testi)

Hiicre canliliginin degerlendirilmesi i¢in tripan mavisi canlilik testi yapilmistir. Bu
testte 6-well’de her kuyucuga ekilmis 200000 hiicrenin imatinibin 0,01uM, 0,1uM,
0,5uM, 1 uM ve 10 uM dozlarinda canliigi gozlenmistir. Calismalar ilag dozu
uygulanmamis kontrol gruplari varliginda yiiriitilmiistiir. Test asamalar1 asagida
belirtildigi gibidir.

1. 6-well’e her kuyucuga 2x10° hiicre belirtilen dozlarda imatinib iceren ortamlarda

ekilmistir. 24 ve 48. saatler i¢in iki deney kurulmustur.

2. 24 ve 48 saat inkiibasyon sonucunda her kuyucuktaki hiicreler 1,5 ml’lik
toplama tiiptine toplanarak 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve siipernatantlari

atilmastir.

3. Pelletler iizerine 50 pl besiyeri ve 50 pl tripan blue boyasi eklenerek pipetaj
yapilmistir.

4. Karisimdan 10 pl alinarak thoma laminda sayim yapilmistir. Canli hiicreler
parlak ve temiz bir sitoplazmaya sahip olarak goriiliirken, 6li hiicreler ise mavi

sitoplazmali olarak goriilmektedir.

5. 1 ml ortamdaki canli hiicre sayis1 = 1 biiyiik karede sayilan canli hiicre x
diliisyon faktorii x 10* formiilii ile belirlenmistir. (1ml’deki 6lii hiicre sayis1 da

ayni sekilde hesaplanmistir.)

6. Canli hiicre sayisinin toplam hiicre sayisina orani hesaplanarak canlilik yiizdesi

hesaplanmuistir.

3.2.5. Sitotoksisite Calismalar:

Imatinib, ponatinib ve sigla yag etken maddelerinin hiicreler iizerindeki
sitotoksik konsantrasyonlarini saptamak amaciyla MTT yontemi kullanilmistir. MTT
testi, metabolik aktivitenin Ol¢limiine dayali hiicre proliferasyon testidir.
Mitokondrideki aktivitelerine goére prolifere olmus hiicrelerde mitokondriyal siiksinat
dehidrojenaz artis1 gézlemlenmektedir. Mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enziminin
tetrazolyum boyasi ile verdigi reaksiyon sonucunda tetrazolyum halkasi parcalanmakta

ve soluk sar1 renkli MTT boyasi koyu mavi-mor formazan iirlinline doniigmektedir.
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MTT testi, olusan mor renkte ve suda ¢oziinmeyen formazan kristallerinin uygun bir
¢oziiclide ¢oziilerek absorbansinin 6l¢iimii esasina dayanan bir testtir. Sonu¢ olarak
canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler mor renkte boyanmakta, 6lii ya da

mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler ise boyanmamaktadir.

Hiicre hatt1 tlizerinde imatinib, ponatinib ve sweetgum oil etkin dozlarim

belirlemek amaci ile asagidaki protokol izlenmistir.

1. 96 kuyucuklu plagin her bir kuyucuguna 2x10* hiicre olacak sekilde 100 ul

hiicre, besiyeri ve etken maddelerin farkli dozlar karigimiyla ekim yapilmstir.

2. 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siireleri sonunda her kuyucuga 10 ul MTT ajan1 5
mg/ml konsantrasyonda eklenerek 4 saat 37°C’de, %5 CO2’li inkiibatorde

inkiibe edilmistir.

3. 4 saat inkiibasyon sonucunda 100 pl DMSO eklenerek 5 dk karanlikta
bekletilmistir.

4. Son olarak ELISA Reader’da 595 nm dalga boyunda dl¢timii yapilmustir.

5. llag uygulanmayan kontrol grubu hiicrelerin absorbans degeri %100 canlilik
olarak kabul edilmistir ve diger hiicre gruplarindaki canlilik ytlizdesi bu deger

iizerinden hesaplanmistir.

[laglarin farkli konsantrasyonlara 24, 48 ve 72. Saat inkiibasyondan sonra 595
nm’de bakilmig en optimum sonuglarin 24. saatte oldugu ve zaman arttikca ilaclarin

etkisinin arttig1 gozlenmistir.

Kombine ila¢ Uygulamasi

Kombine uygulamasi K562R hiicre hattinda sigla yagmin 150pug/ml’de sabit
tutulup ponatinibin 1Cso degerlerinin 1/12, 1/11,5, 1/11, 1/10,5, 1/10, 1/9,5, 1/9, 1/8,5,
1/8, 1/7,5, 1/7, 1/6,5 1/6, 1/5,5, 1/5, 4,5, 1/4, 1/3,5, 1/3, '»,5, 1/2, 1/1,5, 1/1 seklinde
oranlanmasiyla uygulanmistir. K5628S hiicre hattinda ise sigla yagi 150 pg/ml’de sabit

tutulup imatinibin artan dozlariyla kombine olusturulmustur.

3.2.6. ROS Tespiti
ABP ROS Assay Kit ile ROS tespiti yapilmistir. Kit prosediirii uygulanmustir.

1. 10°hiicre/ml kimyasallarla inkiibe edilmis ve ROS indiiklenmistir.
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2. Indiikleyici bir ajan olmaksizin negatif kontrol hazirlanmistir.

3. Pozitif kontrol igin 496,8 ulL PBS igerisine 3,2 uL. %70 TBHP (Component B)
ekleyerek 50 mM TBHP stok ¢6zeltisi hazirlanmistir. Daha sonra ml basina 4 pL
50 mM TBHP stok ¢ozeltisinden eklenerek son konsantrasyon 200 uM olacak
sekilde ayarlanir ve 30 — 60 dk normal biiylime kosullarinda inkiibe edilmistir.

4. Siseyi agmadan 6nce HoDCFDA’nin (Component A) sisesi kisa siire santrifiij
edilmistir.

5. 10 uM boya nihai ¢alisma konsantrasyonu saglamak i¢in HoDCFDA stok
soliisyonu (Component A) onceden 1sitilmis tamponda (HBSS veya HEPES)
1:1000 oraninda seyreltilmistir.

6. Santrifiijleme ve pipetaj ile hiicreler biiyiime ortamindan ayrilir ve 10 uM
H>DCFDA stok soliisyonu ile yeniden siispanse edilmistir.

7. 10-30 dakika boyunca hiicreler 37 ° C’de inkiibe edilmistir.

8. Yiikleme tamponu ¢ikarilir ve hiicreler 6nceden 1sitilmig tamponla (HBSS veya
HEPES) ii¢ kez yikanmustir.

9. Hiicreler onceden 1sitilmig biiylime ortamina geri dondiiriiliir ve hiicresel
esterazlarin asetat gruplarini hidrolize etmesi ve boyay1 oksidasyona duyarli hale
getirmesi i¢in 37°C’de 10-20 dakika inkiibe edilmistir.

10. Floresan mikroskobu ile hemen gozlemlenmistir.

3.2.7. DNA Hasarinin Belirlenmesi

DNA hasarinin belirlenmesi icin DNA Laddering deneyi yapilmis ve asagidaki

prosediir izlenmistir.

1. MTT testi ile belirlenen 1Csg degerlerinde konsantrasyonlarda K562R hiicreleri
icin ponatinib, sigla yag1 ve kombine dozu K5628S hiicreleri i¢in imatinib, sigla
yag1i ve kombine dozu uygulanmis hiicreler 24 saat boyunca inkiibasyona
birakilmigtir. Bir flaska ila¢ uygulanmamis ve kontrol grubu olarak
kullanilmustir.

2. Inkiibasyondan sonra flasklardan medyalar 1,5 ml toplama tiipiine toplanip
13200g’de 4°C’de 5 dk santrifiij edilmis ve supernatant atilmistir.

3. Flasklar 2 defa 1,5 ml 1 defa 1 ml PBS ile yikanmis, kazinmis ve ayn1 toplama
tiipiine toplanarak 13200 g’de 2 dk santrifiij edilmistir.
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Supernatant atildiktan sonra pellet iizerine 600 ul Lyzis Buffer eklenerek 1 saat
buzda beklenmistir.

1 saat bekledikten sonra 13200g’de 10 dk santrifiij edilmistir.

Ust faz yeni toplama tiipiine alimarak 5 pl RNase ve 4 ul Proteinaz K eklenerek
37°C’de 1 saat beklenmistir.

Hacim belirlenmis ve 1:1 oraninda fenolklorofom eklenmistir.

13200 g’de 15 dk santrifiij yapilmstir.

Supernatant yeni toplama tiipiine alinarak hacmin 1/10°u kadar 3M Amonyum
asetat pH:5.2 ve hacmin 2 kat1 kadar absolute etanol eklenmistir.

-20°C’de overnight bekletildikten sonra 13200 g’de 2 dk santrifiij edilmistir.
Etanol kuruduktan sonra pellet 25 pl TE igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.

%?3’liik 150 ml hazirlanan agaroz jelde 1:5 oraninda karigtirilan DNA 6rnegi ve

loading dye 70V’ta 120 dk yiirttiilmiistiir.

DNA hasarinin belirlenmesi i¢in Hoecsht (33342) boyama yapilmis ve asagidaki

prosediir izlenmistir.

N o gk~ w D E

Hiicreler 1x10° hiicre/mI’yi asmayacak sekilde kiiltiirlenmistir.

Hiicrelere test reaktifleri uygulanmis ve 24 saat inkiibasyona birakilmstir.

Daha sonra hiicreler ortamdan ayrilmis ve 2 kez 1X assay buffer ile yikanmistir.
Supernatant atilirak 100 pl Hoecsht (33342) boyasi ile siispanse edilmistir.

30 dakika 37 °C’de inkiibe edildikten sonra 1X assay buffer ile yrtkanmustir.

100 pl 1X assay buffer ile slispanse edilmistir.

1 lam iizerine 1 damla hiicre siispansiyonu uygulanip lamel ile kapatilarak

floresan mikroskopta goriintli alinmistir.

3.2.8. Otofaji Belirlenmesi

Otofaji  belirlenmesi amaciyla CYTO-ID Autophagy Detection Kit

kullanilmistir. Deneyde kit prosediirii izlenmistir.

1. Hiicreler 1x10° hiicre/ml’yi asmayacak sekilde kiiltiirlenmistir.

2. Santrifiij ile hiicreler toplanmistir ve hiicrelere test reaktifleri ile pozitif ve
negatif kontroller uygulanmistir.

3. 24 saat inkiibasyondan sonra hiicreler ortamdan ayrilmis ve 2 kez 1X assay

buffer ile yikanmistir.
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4. Supernatant atilirak 100 pl microskopy dual detection reagent ile slispanse
edilmisgtir.

30 dakika 37 °C’de inkiibe edilmistir.

Hiicreler 1X assay buffer ile yikanmistir.

100 pl 1X assay buffer ile slispanse edilmistir.

© N o o

1 lam tizerine 1 damla hiicre siispansiyonu uygulanip lamel ile kapatilarak

floresan mikroskopta goriintii alinmustir.

3.2.9. immiinblotlama Yontemi

N o o &

Protein izolasyonu

MTT testi ile belirlenen ICso degerlerinde konsantrasyonlarda ilag uygulanip 24
saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Birer flaska ila¢ uygulanmamis ve
kontrol grubu olarak kullanilmustir.

Inkiibasyondan sonra flasklardan besiyerleri toplama tiipiine toplanip 13200 g’de
4°C’de 5 dk santrifiij edilmis ve supernatant atilmustir.

Flasklar 2 defa 1,5 ml ve 1 defa 1 ml PBS ile yikanmis, kazinmis ve ayni
toplama tiipline toplanarak 13200 rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir.

Pellet, icerisine PMSF eklenmis RIPA Buffer ile ¢ozdiiriilmiistiir.

5 dk buzda ve 15 dk shakerda oda sicakliginda bekletilmistir.

14000 g’de 10 dk santrifiij edilmistir.

Siipernatant yeni toplama tiipiine alindiktan sonra -80 °C’ye kaldirilmistir.

Bradford analizi ile protein miktar tayini

Protein izolasyonundan sonra elde edilen proteinlerin konsantrasyonlari

Bradford analiziyle Ol¢iilmiistiir. Standarti bilinen bir proteinin konsantrasyonunu

bulmak i¢in dogrunun egiminden faydalanilmistir. Bu dogrultuda asagidaki prosediir

uygulanmigtir.

1.

96’11k well plate’e 3 tekrarl olacak sekilde BSA’nin artan miktarlar1 eklenmistir
(1 pul,2ul,3ul,4pulvesSpul)

Protein 6rneklerinden de 3 tekrarl olacak sekildel’er ul eklenmistir.

BSA ve protein orneklerinin yiiklii oldugu tiim kuyucuklara 200 pl Bradford

Reagent eklenmistir.
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4. 5 dk karanlikta bekledikten sonra 595 nm’de 6l¢lim alinmustir.

Protein orneklerinin hazirlanmasi

Bradford testi ile protein konsantrasyonlar1 belirlenen hiicre lizatlarindan her bir

protein 0rneginin esit miktarda protein icermesi i¢in gerekli miktarda 6rnek yeni birer

toplama tiipiine alinmistir. Her toplama tiiptine 1:1 oraninda olacak sekilde 2X laemmli

tamponu eklenerek pipetaj yapilmis ve 95 C°‘de 5 dakika inkiibe edilerek proteinler

denatiire edilmistir. Denatiirasyondan sonra drnekler buz {izerine alinmistir.

SDS jel elektroforezi

Proteinlerin elektrik akimi1 yardimiyla molekiil agirliklarina gore ayristirildigi bir

yonemdir. Asagidaki prosediir uygulanmistir.

1.

%10’luk ve %15°lik ayirma jelleri hazirlanip iki cam arasina dokiilmiistiir. Jel
yiizeyinin diizgiin donmas1 igin ilizerine izopropanol eklenmis ve 30 dakika

boyunca jelin polimerlesmesi i¢in beklenmistir.

. Jel donduktan sonra izopropanol dokiiliip distile su ile izopropanol tamamen

ortamdan uzaklastirilmistir. Uzerine %4’liik yiikleme jeli dokiilmiis ve yiikleme
kuyular1 olusturmasi ic¢in tarak yerlestirilmistir. 30 dakika boyunca jelin
polimerlesmesi i¢in beklenmistir.

1 ul protein marker1 ve protein drnekleri belirlenen kuyulara eklenmistir.
Elektroforez tanki1 1X Tris-Glisin-SDS yiiriitme tamponu ile doldurulmustur.
80V’da 70 dakika elektrik akimi uygulanarak protein markeri ve protein
orneklerinin yiikleme jelinden ayirma jeline ge¢gmesi beklenmistir. Tiim 6rnekler

ayirma jeline gectikten sonra 120V’da 2,5 saat elektrik akimi uygulanmistir.

Jelden membrana transfer

Jel lizerinde molekiil agirliklarina gore siralanan proteinlerin istenen proteinin

varhigimi gosterebilmek amaciyla elektrik akimi yardimiyla membrana gegirilmesidir.

Asagidaki prosediir uygulanmastir.

1.
2.

Jel biiyiikliigiinde PVDF membran kagidi kesilmistir.
Membran dnce metanol ile 1slatilarak aktivasyonu saglanmig, sonra 1X towbin
transfer tamponu ile 1slatilmistir. Blot kagitlar1 da 1X towbin transfer tamponu

ile 1slatilmistir.
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3. Cihazin transfer yiizeyi iizerine sirastyla; blot kagitlari, membran, jel ve tekrar
blot kagitlar1 yerlestirilmistir.

4. Olusabilecek hava kabarciklarin1 yok etmek amaciyla katli yapinin her katinda
silindir yardimiyla birkag¢ kez bas1 uygulanmistir.

5. 30V’da 60 dakika transfer islemi yapilmistir.

Primer ve seconder antikor isaretlemeleri

Spesifik antikorlar yardimiyla membran ilizerinde aranan proteinin gosterilmesi
icin primer ve seconder antikor isaretlemeleri yapilir. Membrana transfer islemi
gerceklestikten sonra membranlara %5 siit iceren TBS-T igerisinde 1 saat bloklama

islemi gerceklestirilmistir.

1. Mambranlar %5°lik siit igerisine 1:500 olarak hazirlanan primer antikor igerisine
alinarak 24 saat boyunca +4 °C’de rotatorda gevrilmistir.

2. 24 saat sonunda membranlar 3’er kez 5 dk TBS-T ile yikanarak %5’lik siit
igerisine 1:5000 olarak hazirlanan seconder antikor igerisine alinmis ve 24 saat
+49C’de rotatorda cevrilmistir.

3. 24 saat seconder antikor igerisinde bekleyen membranlar 3’er kez 10 dk TBS-T
ile ve 1’er kez de TBS ile yikandiktan sonra liiminesans olusturmasi i¢in ECL ile
muamele edilerek aranan proteine ait 1simalar goriintiileme sistemi ile
goriintiilenmistir.

4. Bant yogunluklar1 Image] programi ile hesaplanarak analiz edilmistir.

3.2.10. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler en az 3 tekrarin ortalamasidir. Veriler Image J programu ile

analiz edilmistir. Karsilastirmalarda bagimsiz T-Testi kullanilmistir.
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4. ANALIZ VE BULGULAR

4.1. Ara Rapor Doneminde Yapilan Calismalar

=

Proje ile ilgili literatiir taramasina devam edilmistir.

Bu proje i¢in gerekli olan malzemelerin alinmasi igin gerekli firmalarla goriisiiliip
proformalarin revizyonu gerceklestirilmis ve en uygun teklifi veren firmadan projede
kullanilacak olan malzemeler temin edilmistir.

Hiicre kiiltiirii calismalarinda hiicreler ¢cogaltilip yedeklenmesi yapilmistir.

Direncli hiicre hattinda besiyerine eklenmesi gereken imatinib miktarin1 belirlemek

amactyla tripan blue canlilik testi yapilmistir.
Deney sonucunda hiicre biiylime ortamina 1 uM imatinib eklenmesine karar verilmistir.

K562R hiicre hattinda Ponatinib ve sweetgum oil i¢in sitotoksisite caligmalari

gergeklestirilmistir.

Ponatinib 1Cso degeri 24 saat inkiibasyon sonucunda 0.015 uM olarak, sweetgum
Oil ICso degeri 24 saat inkiibasyon sonucunda 250 pg/ml olarak belirlenmistir.
Kombinasyon analizlerinde ise imatinib igeren biiylime ortaminda ICso degeri 0,0015
uM Ponatinib + 150 pg/ml sweetgum oil olarak, imatinib igermeyen biiylime ortaminda
ICso degeri 0,0037 uM Ponatinib + 150 pg/ml sweetgum oil olarak belirlenmis ve
ilerleyen deneylerde belirlenen dozlar uygulanmistir. 1Cso degerlerini gosteren grafikler

Sekil 3.1., Sekil 3.2., Sekil 3.3., Sekil 3.4.’te verilmistir.
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Sekil 4.1. K562R hiicre hattinda sigla yagi MTT sonuglart (IC50 degeri 250 pg/ml)
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Sekil 4.2. K562R hiicre hattinda ponatinib MTT sonuglar1 (IC50 degeri 0,015 uM)

Ponatinib+Sigla Yagi

120
100

e

0,00136 UM... ——

e H

0,0025 uM.., m—

e H

0,0015 uM.. m—

e H

0,00166 UM. .. m——

e H

0,00214 uM. . m—-

e H
—

0,00187 UM...

—-

0,005 uM. ., e

—-
e

0,0075 uM.. m=—=

B Ponatinib+Sigla Yagi

0,0037 UMM, m—_
0,015uM.. =i

Hiicre Canlilig1 (%)
3838
kontro| — s————
0,00125 uM. ., m——

[la¢ dozlar

Sekil 4.3. 1 uM imatinib eklenmis biiyiime ortaminda ponatinib ve sigla yagi kombine
MTT sonuglar1 (ICso degeri 0,0015 uM Ponatinib + 150 pug/ml sigla yagi)
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Sekil 4.4. Imatinib eklenmemis biiyiime ortaminda ponatinib ve sigla yagi kombine
MTT sonuglar1 (IC50 degeri 0,0037 uM Ponatinib + 150 pg/ml sigla yagi)

4.2. Sonu¢ Raporu Doneminde Yapilan Calismalar

1. K562S hiicre hattinda imatinib ve sweetgum oil icin sitotoksisite caligsmalari

gerceklestirilmistir.

3000 pg/ml sweeetgum oil ¢ozeltisi K562S hiicrelerine 20pg/ml, 50pg/ml,
75ng/ml, 100png/ml, 125png/ml, 150pg/ml,  200pg/ml, 250pg/ml, 500pg/ml,
750pg/ml, 1000pg/ml dozlarinda uygulanmistir. Calismalar ilag dozu uygulanmamais
kontrol gruplar1 varliginda yiiriitiilmiistiir. Sweetgum oil ICso degeri 24 saat inkiibasyon
sonucunda 150 pg/ml olarak belirlenmistir. Sweetgum oil ICso degeri Sekil 3.5.’de

gosterilmistir.

100 uM imatinib ¢ozeltisi K562S hiicrelerine 0,5 uM, 1 uM, 2 uM, 4 uM, 6 uM,
7 uM, 8 uM, 10 uM, 12 uM, 15 uM ve 20 uM dozlarinda uygulanmistir. Calismalar
ilag dozu uygulanmamis kontrol gruplar1 varliginda yiiriitiilmiistiir. Imatinib ICso degeri
24 saat inkiibasyon sonucunda 10 uM olarak belirlenmistir. Imatinib ICso degeri Sekil

3.6.’da gosterilmistir.

Sweetgum oil miktarini 100 pg/ml sabit tutup imatinibin farkli dozlarini
denedigimizde ICso degeri 2 uM imatinib + 100 pg/ml Sweetgum Oil olarak
bulunmustur. ICso degeri Sekil 3.7.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.5. K562S hiicre hattinda sweetgum oil MTT sonuglar1 (IC50 degeri 150 pg/ml)
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Sekil 4.6. K562S hiicre hattinda imatinib MTT sonuglar1 (IC50 degeri 10 uM)
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Sekil 4.7. K562S hiicre hattinda imatinib ve sweetgum oil kombine MTT sonuglari
(IC50 degeri 2 uM imatinib + 100 ug/ml Sweetgum Oil)



41

2. DCFH-DA yontemi ile floresan mikroskopta ROS tespiti yapilmistir

K562R ve K562S hiicrelerine belirlenen dozlarda imatinib, ponatinib ve
sweetgum oil uygulamasinin ardindan 24 saat sonra floresan mikroskop ile
gorintiilenmistir. K562R hiicre hattinda ponatinib uygulanmis hiicrelerde reaktif oksijen
tirlerinin sigla yagr uygulanmig hiicrelerinden daha fazla oldugu saptanmistir. Yine
K5628S hiicre hattinda da sigla yagi uygulanmis grupta ilag uygulanmis diger gruba
(imatinib uygulanmis) gére daha az ROS olusumu goézlenmistir. K562R ve K562S

hiicrelerinin floresan mikroskop goriintiileri Sekil 3.8. ve Sekil 3.9.’te gosterilmistir.

Sekil 4.8. K562R hiicrelerinde olusan ROS'un floresan mikroskop ile gosterilmesi (40x)
A)Pozitif kontrol B)Kontrol C)Sweetgum oil D)Ponatinib E)0,0015 uM Ponatinib +
150 pg/ml sweetgum oil F)0,0037 uM Ponatinib + 150 pg/ml sweetgum oil

Sekil 4.9. K562S hiicrelerinde olusan ROS'un floresan mikroskop ile gosterilmesi (40x)
A)Pozitif kontrol B)Kontrol C)Sweetgum oil D)Iimatinib E)2 uM imatinib + 100 ug/ml
Sweetgum Oil

3. DNA hasar1 gozlenmistir.
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K562R ve K562S hiicrelerine belirlenen dozlarda imatinib, ponatinib ve sigla
yagt uygulamasinin ardindan 24 saat sonra Hoecsht (33342) boyasi uygulanmis ve
floresan mikroskop ile ve agaroz jel elektroforezi ile DNA kiriklar1 goriintiilenmistir.
K562R ve K562S hiicrelerinin floresan mikroskop goriintiileri Sekil 3.10. ve Sekil
3.11.°de gosterilmistir. Sekillerde gri oklar olusan DNA kiriklarin1 gostermektedir.
Imatinib ve ponatinib uygulamalarinda DNA hasarinin kontrol ve sigla yag1 gruplaria
kiyasla arttigi goriilmektedir. Agaroz jel elektroforezi goriintiileri ise Sekil 3.12.’de

gosterilmistir.

Sekil 4.10. K562R hiicrelerinde DNA kiriklarinin floresan mikroskop ile gosterilmesi
(40x) A)Kontrol B)Sweetgum oil C)Ponatinib D)0,0015 pM Ponatinib + 150 pg/ml
sweetgum oil E)0,0037 uM Ponatinib + 150 pg/ml sweetgum oil

Sekil 4.11. K562S hiicrelerinde DNA kiriklariin floresan mikroskop ile gosterilmesi
(40x) A)Kontrol B)Sweetgum oil C)Imatinib D)2 uM imatinib + 100 ug/ml Sweetgum
Qil
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Sekil 4.12. K562R ve K562S hiicrelerinde agaroz jel elektroforezi ile DNA kiriklarinin
gosterilmesi A) K562R hiicreleri B) K562S hiicreleri

. Floresan mikroskopta hiicrelerde meydana gelen otofaji gosterilmistir.

K562R ve K562S hiicrelerinde otofajiyi saptamak amaciyla CYTO-ID otofaji
saptama kiti kullanilmistir. Hiicreler belirlenen dozlarda ilaglarla 24 saat inkiibe
edildikten sonra kit prosediirii uygulanmis ve floresan mikroskopta goriintiileri
alimmistir. K562R ve K562S hiicrelerinde otofajik aktivasyonu gosteren floresan
mikroskop gorintiileri Sekil 3.13. ve Sekil 3.14’ta gosterilmistir. Sekil 3.15.’te ise
otofajik aktivasyonun grafigi gosterilmistir. KS562R hiicrelerinde sigla yagmin
ponatinibe gore otofajik aktivasyonu artirdigi, K562S hiicrelerinde ise imatinibe gore

otofajik aktivasyonu azalttig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.13. 40X biiyiitme ile K562R hiicrelerinde olusan otofaji. A) Rapamisin B)
Klorokin C) DMSO D) Kontrol E) Sigla Yag1 F) Ponatinib G) 0,0015 pM Ponatinib +
150 pg/ml Sigla Yagi H) 0,0037 uM Ponatinib + 150 pg/ml Sigla Yagi
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Sekil 4.14.: 40X biiyiitme ile K562S hiicrelerinde olusan otofaji. A) Rapamisin B)
Klorokin C) DMSO D) Kontrol E) Sigla Yagi F)imatinib G) 2 uM imatinib + 100
ug/ml Sigla Yagi
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Sekil 4.15. Otofaji Grafigi A) K562R hiicreleri B) K562S hiicreleri



46

5. Immunoblotlama yontemi ile Atg4A, Atg5 ve LC3 o/p proteinlerinin ekspresyon

seviyeleri incelenmistir.

Sweetgum oil, imatinib ve ponatinib ile indiiklenen K562S ve K562R
hiicrelerinde, Atgd4A, Atg5 ve LC3 o/f proteinlerinin ekspresyon seviyeleri lizerine
etkisi gosterilmek amaciyla western blot yontemi uygulanmistir. K562R ve K562S
hiicrelerinin western blot goriintiileri ve kat degisim grafikleri Sekil 4.16. ve Sekil

4.17.’de gosterilmistir.

K562R hiicrelerinde LC3-1 ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla sigla yagi
uygulanan grupta azaldigi western blot deneyinde goriilmektedir. Sitozolik LC3-I’e
fosfatidetetanolamin (PE) ilave edilerek LC3-II'ye doniistiiriildiigii bu durum otofajinin
indiiklendigi anlamima gelmektedir. Sigla yaginda Atg5 ekspresyonun artmasi ise
otofajinin aktive edildigi anlami tagimaktadir. ROS azaldig1 i¢in Atg4A ekspresyonunun
da sigla yagi uygulanan grupta arttig1 goriilmektedir.

K562S hiicrelerinde ise LC3-1 ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla sigla
yag1 ve imatinib uygulamasiyla birlikte arttigi kombine uygulamasinda ise azaldigi
gozlenmistir. K562R hiicrelerinde oldugu gibi K5628S hiicrelerinde sigla yaginin Atg5
ekspesyonunu  arttirdigt  goriilmektedir.  Kombine  uygulamasinda  Otofaji
indiiksiyonunun saglandig1 goriilmektedir. K562S hiicrelerinde de ROS azaldig1 igin
Atg4A ekspresyonunun da sigla yagi uygulanan grupta arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.16. A) K562R hiicrelerinde AtgS, Atgd4A, LC3a/p ve GAPDH proteinlerine ait
western blot gorlintiileri B) K562R hiicrelerinde AtgS, Atg4A, LC30/f ve GAPDH
proteinlerine ait katli degisim grafigi
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Sekil 4.17. A) K5628S hiicrelerinde Atg5, Atg4A, LC3a/p ve GAPDH proteinlerine ait
western blot goriintiileri B) K562S hiicrelerinde Atg5, Atg4A, LC3a/p ve GAPDH
proteinlerine ait katl degisim grafigi
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5. TARTISMA VE ONERILER

Bu caligmada kronik myeloid I6semi hastalarinin tedavisinde kullanilan
Iimatinibe direng gelistirmis olan KS62R hiicre hattinda ve direng géstermeyen K562S
hiicre hattinda, kemoterapotik ajanlarin kullanimi sonucunda olusan reaktif oksijen
tiirlerinin DNA tizerinde olusturduklar1 etkiler ve literatiirde hiicresel homeostazi
stirdirmek i¢in ROS ve otofajinin koordine olarak calistigi bilgisiden yola ¢ikilarak

olusan ROS’un otofaji aktivasyonu iizerine etkileri aragtirilmistir.

Liquidambar orientalis Mill (Hamamelidaceae)'den elde edilen Sweetgum Oil
(SO) Tiirk halk hekimliginde antiiilserojenik olarak yiizyillar boyunca kullanilmigtir
(Gurbuz, vd., 2013). SO’nin antioksidan aktivitesi Topal ve arkadaslari tarafindan
DPPH testi ile belirlenmistir (Topal, vd., 2008). Siizek ve arkadaslari SO'nin
antioksidan aktivitesini in vivo olarak kapsamli bir sekilde arastirmiglardir (Suzek, vd.,
2016:2).

Calismaya baglayabilmek i¢in ilk olarak hiicre hatlar1 lizerinde ilaglarin ve sigla
yagmin sitotoksisitesini belirlemek amaciyla MTT testi yapilmistir. MTT deneyi
sonucunda elde edilen verilere gore sigla yaginin artan dozlariyla birlikte K562R ve

K562S hiicrelerinin canliliginda azalma gézlemlenmistir.

Yapilan bir ¢alismada sigla yagindaki bazi maddelerin sitotoksik etki gosterdigi
ve sigla yagmin oksidatif stres kaynagi olabilecegi gosterilmistir. Sigla yaginin bu
ozelliklerini DNA hasar1 tizerinden gerceklestirdigi ve bunun ise sigla yaginin
antimikrobiyal etkisinin kaynagi oldugu yapilan ¢alismada vurgulanmistir. Bu yiizden
sigla yaginin antioksidan etkisinin yani sira oksidan 6zelligi de olan bir bitki yag

oldugu belirtilmistir (Karadeniz B., vd., 2013:5)

Sigla yag1 kullaniminda olugan ROS’un K562R hiicrelerinde ponatinibe kiyasla
%28,8 oraninda, K5628S hiicrelerinde ise imatinibe gore %23,8 oraninda daha az oldugu
goriilmektedir. Kombine uygulamalar1 incelendiginde ise ROS’un sigla yaginin tekli
uygulamalarina goére K562R hiicrelerinde %67,56 oraninda, K562S hiicrelerinde ise
%60,9 oraninda azaldigini gormekteyiz. Bu durumda sigla yaginin K562R ve K562S
hiicre hatlar1 iizerinde tirozin kinaz inhibitdrleri ile kombine uygulamasinin ROS

iizerine daha olumlu etkileri oldugu sdylenebilir. Ayrica TKI direnci, TKi'ye duyarl
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hiicrelere gore daha yiiksek ROS iiretimi ile iligskilendirilebilmektedir (Antoszewska-
Smith, J., vd., 2017:1). Bu nedenle bu ¢alismada TKI direnci gosteren K562R hiicreleri
ile TKI direnci gdstermeyen duyarli K562S hiicrelerinde ROS iiretimi karsilastiriimistir.
Literatiirdeki veriyle tutarli olarak bu calismada K562R kontrol hiicrelerinde, K562S
kontrol hiicrelerine gore %21,9 daha fazla ROS gozlenmistir.

Bu calisgmada ROS’un neden oldugu DNA kiriklarini ve apoptozu gostermek
amaciyla Hoecsht (33342) boyama ile DNA laddering deneyi yapilmistir. K562R hiicre
hattinda ponatinib uygulanmis hiicrelerde daha fazla DNA kiriklar1 gézlenmistir. K562S
hiicre hattinda da imatinib uygulanmig grupta daha fazla DNA kiriklar1 gézlenmistir. Bu
sonuglar ROS ile DNA hasar1 arasindaki iliskiyi gostermektedir.

ROS, AtgdA‘nin katalitik bolgesindeki sistein aminoasitlerini okside eder ve
Atg4A‘yr inaktif yapar. Sigla yaginin antioksidan 6zelligi ROS olusumunun Oniine
gecilmesini saglar. Sigla yagi uygulanmis hiicrelerde Atg4A ekspresyonunun daha fazla
oldugu ve ROS’un fazla oldugu diger gruplarda ise Atg4A ekspresyonunun azaldigi

goriilmektedir.

K562S hiicrelerinde ise sigla yagi uygulanmis gruplarda kontrol grubuna gore
Atgd4A ekspresyonunda artis gozlenmistir. Elde edilen bu sonuglar H2DCFDA ve
Hoecsht (33342) boyama sonuglarini destekler niteliktedir ve literatiirdeki bilgilerle
ortlismektedir.

ROS ve otofaji, hiicresel homeostazi korumak igin etkilesime girer. ROS,
otofajiyi indiikleyebilir, ancak otofaji, hiicrelerdeki ROS seviyesini kontrol etmek ve
toksik etkilerini azaltmak i¢in bir tampon sistemi olarak gorev goriir (Chen, Y. F., vd.,
2017:2).

K562R hiicrelerinde kontrol hiicrelerine kiyasla sigla yaginin ROS’u artirdigr
gozlenmistir. ROS’taki artisa ragmen floresan mikroskopta incelenen otofaji
aktivasyonunda ise azalmaya neden oldugu goriilmektedir. Ayn1 durum ponatinib igin
de gecerlidir. K562S hiicrelerinde ise tam tersi olarak ROS’un arttigi durumda
otofajinin de arttig1 goriilmektedir. Bu durum hiicrelerde olugsan direncin ROS ve

otofajinin ¢aligma sistemleri iizerine etkisi oldugunu diisiindiirtmektedir.
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Hiicrelerde otofaji indiiklendigi zaman, sitozolik LC3-I’e fosfatidetetanolamin
(PE) ilave edilerek LC3-II'ye doniistirilir ve LC3-II otofagozom membranlarina
lokalize olur. Dolayisiyla, LC3-II ekspresyonu otofaji indiiksiyonunun bir gostergesi
olarak kabul edilmektedir (Hamurcu Z., vd., 2018:2). Otofajik aktiviteyi
degerlendirmek amaciyla LC3 proteininin ve Atg5 proteininin ekspresyon diizeyleri
incelenmistir. Artan ROS seviyelerinin K562R hiicrelerinde otofajiyi baskilayici bir etki
gosterdigi floresan mikroskopta gozlemlenmistir. LC3-1 ekspresyonunun sigla yagi
uygulanan grupta azaldigi da western blot deneyinde goriilmektedir. K562S
hiicrelerinde ise LC3-I ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla sigla yagi ve imatinib

uygulamasiyla birlikte arttig1 kombine uygulamasinda ise azaldig1 gézlenmistir.

Otofajide vezikiill membraninin uzamasi ve kesecik halini almasi birinci
iibikuitin benzeri konjugasyon sisteminde Atgl2 proteininin Atg5 proteinine kovalent
olarak baglanmasi ile katalize edilir. Atgl2’ye baglanmis Atg5, Atgl6 ile de birleserek
izolasyon membraninin dis ylizeyine baglanir. Atg5 ekspresyonu zar uzamasini
gostermektedir. K562R hiicrelerinde ve K562S hiicrelerinde sigla yagi uygulanmis
grupta Atg5 ekspresyonu imatinib ve ponatinibe gore artmistir. Hiicrelerde sigla yagi

kullanima ile otofajik aktivasyonun arttig1 anlasilmaktadir.

Sigla yagi ile yapilan caligmalarda, sigla yaginin K562R ve K562S hiicreleri
tizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu ve hiicreler iizerinde antitimér etki gosterdigi
goriilmiistiir. Sigla yag1 hiicre cogalmasin1 doza bagl olarak azaltmistir. Sigla yaginin
kanser kemoterapisini destekleyen hiicre dongiisii, homeostaz, migrasyon, anjiyogenez

gibi birgok biyolojik siirecte etkilerinin incelendigi ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Literatiir calismalar1 dogrultusunda bu c¢alismada elde edilen sonuglar goz
onlinde bulunduruldugunda kemoterapdtik ajanin  kanser hiicrelerini  Sldiirmeye
calisirken oksidatif stres olusturarak DNA hasarina neden oldugu goriilmektedir. Ayni1
zamanda antioksidanlarin oksidan Ozellik de gosterebileceginden dolayr kullanilan
antioksidanin dozu konusunda hassas davranilmalidir. Kanser kemoterapisinde
antioksidanlarin kullanilmasi ile kanser hiicrelerinin apoptozis ya da otofajik yolla
O0lmesi engellenmemelidir. Bu nedenle antioksidanlarin oksidatif stres {izerine

etkilerinin ileriki ¢alismalarda detayli olarak incelenmesi gerekmektedir.



o1

Homeostazin devam ettirilmesi icin ROS ve otofajiyi iceren sinyal iletim
yollarinin, molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi, kanser kemoterapisi icin yeni

hedefler saglayabilir.
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7. EKLER

Bu ¢alisma, Bilecik Seyh Edebali Universitesi 2019-01.BSEU.04-01 numarali

Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan desteklenmistir.

Proje kapsaminda laboratuvar sarf malzemelerinin ve kimyasal malzemelerin
temini igin biitce talep edilmistir. Bilecik Seyh Edebali Universitesi tarafindan sunulan
12,494,97 TL destek laboratuvar sarf malzemelerinin ve kimyasal malzemelerin alimi

i¢cin harcanmustir.

Bu proje ile Bilecik Seyh Edebali Universitesi Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali
yilksek lisans Ogrencisi Melike Biigiil Kilingarslan’in  yliksek lisans tezi
gerceklestirilmistir. Proje kapsamindaki ¢alismalarda elde edilen verilerden makale ve

teblig yayimlanmasi planlanmaktadir.



