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OZET

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

Sweetgum Oil (SO), Liquidambar orientalis'in yarali gévdesinden elde edilen “Sigla Yag1”
adiyla yerel olarak isimlendirilen regineli bir eksiidattir. SO'nun antibakteriyel, antioksidan,
antiseptik ve antienflamatuar 6zellikleri bir¢ok ¢aligmada bildirilmistir. Bu ¢alismada direngli
K562R ve duyarli K562S kronik myeloid l6semi hiicre hatlarinda ROS olusumu {izerine
farkliliklarin belirlenmesi ve ROS’un otofaji {izerindeki etkilerinin gdzlenmesi amaciyla
sitotoksik dozda Tirozin Kinaz inhibitorleri (TK1) ile sigla yag1 kombinasyonu hiicre hatlarina
uygulanmistir. K562R ve K562S hiicre hatlarinda sitotoksisite, ROS olusumu, DNA hasari,
otofaji ve otofaji ile iligkili proteinlerden otofagozom olusumunda rol oynayan LC3a/B
proteini ile ROS olusumuna bagli olarak inaktif hale gelen Atg4A proteininin ekspresyon
seviyelerine etkileri incelenmistir. Sitotoksisite caligmalarinda sigla yagimin K562R
hiicrelerinde 1Cso degeri 250 pg/ml, K562S hiicrelerinde 1Cso degeri 150 pg/ml olarak
belirlenmistir. H.DCFDA boyama ile 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. Kombine uygulamalarinda ise sigla yagimnin tekli
uygulamalarina gore ROS un K562R hiicrelerinde %67,56 oraninda, K562S hiicrelerinde ise
%60,9 oraninda azaldig1 goriilmiistiir. K562R hiicrelerinde, K562S hiicrelerine gore %21,9
daha fazla ROS gozlenmistir. Olusan ROS’a bagli olarak tirozin kinaz inhibitorleri ile tedavi
edilen hiicrelerde sigla yag: ile tedavi edilen hiicrelere gére daha fazla DNA hasar1 meydana
gelmigtir. K562R hiicrelerinde sigla yaginin otofaji aktivasyonunda azalmaya neden oldugu
K562S hiicrelerinde ise otofaji aktivasyonunda artis sagladigi floresan mikroskop ile
gozlenmistir. Western Dblot deneyinde sigla yagi uygulanmis hiicrelerde Atg4A
ekspresyonunun daha fazla oldugu ve ROS’un fazla oldugu diger gruplarda ise Atg4A
ekspresyonunun azaldigi goriilmistiir. LC3-1 ekspresyonu ise sigla yagi uygulandiginda

K562R hiicrelerinde azalmis, K562S hiicrelerinde ise artis gostermistir.

Anahtar Kelimeler: K562R, Sigla Yagi, ROS, Otofaji



ABSTRACT

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

Sweetgum Oil (SO) is a resinous exudate locally named ™ Sigla Yag: " obtained from the
injured body of Liquidambar orientalis. Antibacterial, antioxidant, antiseptic and anti-
inflammatory properties of SO have been reported in many studies. In this study, cytotoxic
dose Tyrosine Kinase Inhibitors (TKI) and Sweetgum Oil combination was applied to cell
lines in order to determine the differences on ROS formation in resistant K562R and sensitive
K562S chronic myeloid leukemia cell lines and to observe the effects of ROS on autophagy.
In K562R and K562S cell lines, the effects of the LC3a/p protein, which plays a role in the
formation of autophagosomes, which are related to cytotoxicity, ROS formation, DNA
damage, autophagy and autophagy, and the Atg4A protein, which becomes inactive due to
ROS formation, on expression levels were examined. In cytotoxicity studies, the 1C50 value
of sweetgum oil in K562R cells was determined as 250 pg / ml and in K562S cells as 150 ug /
ml. It was observed that the ROS formed by the use of sweetgum oil with H2DCFDA staining
was 28.8% less in K562R cells compared to ponatinib and 23.8% less in K562S cells than
imatinib. In combined applications, according to the single applications of sweetgum oil, it
was observed that ROS decreased by 67.56% in K562R cells and 60.9% in K562S cells.
21.9% more ROS were observed in K562R cells than in K562S cells. Due to the ROS
generated, more DNA damage occurred in cells treated with tyrosine kinase inhibitors than
cells treated with sweetgum oil. It was observed by fluorescent microscope that sweetgum oil
caused a decrease in autophagy activation in K562R cells and increased autophagy activation
in K562S cells. In the Western blot experiment, it was observed that Atg4A expression was
higher in cells treated with sweetgum oil, and Atg4A expression was decreased in other
groups with high ROS. LC3-I expression decreased in K562R cells and increased in K562S

cells when sweetgum oil was applied.

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

Kronik myeloid 16semi (KML), kromozom 9 ve kromozom 22 arasinda bir karsilikli
translokasyon ile iiretilen yapisal olarak aktif bir tirozin kinaz olan BCR/ABL onkoproteinin
varlig ile karakterize edilen hematopoietik kok hiicrelerin malign hematolojik bir hastaligidir

(Deininger, vd., 2000:1)

Imatinib (STI571 veya Gleevec), KML hastalariin tedavisinde oldukca etkilidir ve
KML i¢in birinci basamak tedavi olarak kullanilir (Clarkson, vd., 2003:32; Mauro ve
Deininger, 2006:1). Bununla birlikte, kronik faz KML uzamis tedaviden sonra imatinib
direncini gelistirir ve hizlandirilmis faz veya blast kriz faz1 KML'si olan hastalar imatinib

tedavisine direngli hale gelir (England, 2002:2; Sawyers, vd., 2002:9).

K562R, blast krizinde bir insan KML hastasindan olusturulan hematopoietik bir
progenitor hiicre dizisidir (Clarkson, vd., 2003:6; Drexler, 1994:1). K562R hiicreleri sinirsiz
cogalma kabiliyetine sahiptir ancak farklilasmaya devam edemezler (H. M. Huang, vd.,
2004:1). K562R hiicrelerinin bu ¢alismada kullanilmasinin sebebi imatinib direnci gostermesi

ve oksidatif stres, sitotoksisite ve anti-kanser ¢alismalarda 6nceden kullanilmis olmasidir.

Ponatinib onceki TKI tedavisine direngli veya toleranssiz Ph+ (Philadelphia
Kromozomu) ALL (Akut Lenfoblastik Losemi) ve KML hastalarinin tedavisi igin
onaylanmistir (W. S. Huang, vd., 2010:2). Tedaviye direngli KML hastalarinda BCR-ABL
T3151 mutasyonunun aktivitesini inhibe edebildigi O'Hare ve arkadaslari tarafindan

gosterilmistir (O’Hare, T., vd., 2009:5)

BCR/ABL fiizyonu imatinib mesilat direncinde 6nemli bir rol oynar. BCR/ABL
kinazin, oksidatif DNA hasarina neden olan ve kinaz alaninda mutasyonlara neden olan
reaktif oksijen tiirlerini (ROS) uyardigr ve 16semi hiicrelerinde ROS'un antioksidanlar ile
inhibisyonunun imatinib direncini azalttigi literatiirde bildirilmistir (Koptyra, vd., 2006:5).
Reaktif oksijen tiirlerinin oksidatif stresi indiikleyerek ya karsinojenezin baglangicinda ya da
ilerlemesinde Onemli bir rol oynadigi bilinmektedir (Giilgin, 2006:6). Halliwell ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada DNA, lipid ve proteinlere oksidatif hasarin kardiyovaskiiler
hastalik, kanser ve norodejeneratif hastaliklarin gelisimine katkida bulunabilecegi

gosterilmistir (Halliwell, 1996:1).

Liquidambar orientalis Mill (Hamamelidaceae)'dan elde edilen Sweetgum OQil (SO)
Tirk halk hekimliginde yiizyillardir antiiilserojenik olarak kullanilmigtir (Gurbuz, vd.,
2013:3). SO'nun antibakteriyel aktivitesi Sagdi¢ ve arkadaslarinin yaptigi in vitro tekniklerle
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bildirilmistir (Sagdic, vd., 2005:2). Antioksidan aktivitesi ise Topal ve arkadaslar tarafindan
DPPH testi ile belirlenmistir (Topal, vd., 2008:15). Siizek ve arkadaslari SO'nin antioksidan
aktivitesini in vivo olarak kapsamli bir sekilde arastirmislardir. Karaciger dokularinin
arastirilmasiyla elde edilen verilere gére SO’in koruyucu bir 6zellikte oldugu ve antioksidan
aktivitesi oldugu sonucuna varmuslardir (Suzek, vd.,2016:5). Liquidambar orientalis,
Tiirkiye'nin giineybat1 sahil bolgesinde, 6zellikle Koycegiz, Fethiye, Marmaris ve Ula'da
yayilmaktadir. SO, Liquidambar orientalis'in yarali gévdesinden elde edilen “Sigla Yag1”

adiyla yerel olarak isimlendirilen re¢ineli bir ekstidattir (Suzek, vd.,2016:2).

Otofaji, sitoplazmik materyalin, ya homeostaziyi korumak i¢in ya da aglikta enerji ve

besinler i¢in geri donistiiriilmesi i¢in bozuldugu hiicresel bir siirectir (Kumar, vd., 2012:1).

Bu caligmanin amaci kronik myeloid 16semi 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 ortadan kaldirmak ve boylelikle DNA hasarlarinin Oniine gegmek igin
literatiirde antioksidan aktivitesi bildirilmis olan sigla yaginin kullanimi arastirmaktir. Ayrica
bu c¢alismada sigla yaginin kullanilmasinin otofaji aktivasyonu iizerine etkileri arastirilmistir.
Dire¢ gosteren K562R hiicrelerinde sigla yaginin ROS’u azaltarak otofajinin aktivasyonunu
sagladig1 sonucuna ulasiimistir. Sigla yagimin hematolojik malignitelerde kullanimina yonelik

literatiirde bildirilen bir caligma olmamasi bu ¢alismay1 6zgiin kilmaktadir.



2. GENEL BILGIi

2.1. Hematopoetik Hiicrelerin Gelisimi

Hematopoetik farklilagsma, bir organizmanin yasami boyunca gaz degisimi, yara
iyilesmesi ve patojenlere karst uygun bir savunma gelistirmede gerekli tiim kan hiicrelerini
olusturmak i¢in 6nemlidir (Montagner, Deho, & Monticelli, 2014:3). Trombositler, eritrositler
ve tiim lokositler dahil tim kan hiicrelerinin kokeni yetiskin kemik iliginde bulunan
hematopoetik kok hiicrelerdir (hematopoietic stem cell (HSC’ ler)). HSC’ ler multipotent
ozelliktedir ve tim kok hiicreler gibi, kendini yenileme ve farklilagsma 6zelligine sahiptirler

(Staal, vd., 2016:1).

Yetiskinlerde kemik iliginde HSC’ler uzun siireli kendini yenileyebilenler (long-term
reconstituting HSCs (LT-HSCs)) ve kisa siireli kendini yenileyebilenler (short-term
reconstituting HSCs (ST-HSCs)) olmak fizere iki grup hiicreyi olusturmaktadir. HSC’lerin
boliinmesi sonucunda olusan bu iki hiicreden LT-HSC'ler; organizmanin tiim yasami boyunca
siirsiz kendini yenileme 6zelligini ve multipotent yetenegini korurken, ST-HSC’lerin kendini

yenileme Ozelligi sinirlidir ancak farklilasma 6zelligini siirdiiriir. Bu hiicrelere progenitor

hiicre denir (Montagner, vd., 2014:3).
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Sekil 2.1. Kemik iliginde hematopoez.

Kaynak: (Du, Adam, Rani, Zhang, & Pang, 2008:4'den degistirilerek alinmugtir.)



2.2. Losemi

Losemi, hematopoetik sistemi etkileyen malign bir neoplazmdir. Kemik iliginde genel
bir asamanin ardindan periferik kandaki l6semik hiicrelerin ortaya ¢ikmasiyla deri de dahil
olmak tizere viicudun cesitli organlarinda ekstramediiller tezahiir olusabilir. Losemiler,
hastaligin biyolojik davranisina goére akut ve kronik l6semiler olarak siniflandirilmasinin
yanisira hiicrelerin morfolojik, immiinofenotipik ve sitogenetik 6zelliklerine gore de lenfoid

veya miyeloid 16semiler olarak siniflandirilir (Wagner, vd., 2012:1).

Myeloblastik (M0)

Myeloblastik (M1)

Myeloblastik (M2)

Promyelositik (M3)

{Myelomonositik (M4)

Monositik (M5)

Eritrolésemi (M6)

Megakaryotik (M7)

Sekil 2.2. Major 16semi tiirleri
Kaynak: (Udensi & Tchounwou, 2014:7'den degistirilerek alinmustir.)

2.2.1. Kronik Myeloid Lésemi: Tamim ve Tarihgesi

Kronik myeloid 16semi ilk olarak 1845'te tanimlanmustir, 1960 yilinda Nowell ve
Hungerford tarafindan Philadelphia (Ph) kromozomu olarak tanimlanan, 16semik hiicrelerde
tutarli bir kromozomal anormallik sergiledigi kesfedilmistir. Philadelphia kromozomu, 9.
Kromozomun uzun kolundaki ABL onkogeni ile 22. kromozomun uzun kolundaki BCR
bolgesi arasindaki karsilikli translokasyonun bir sonucu olan BCR-ABL filizyon geninden
tiretilir. BCR-ABL fiizyon geni, KML vakalarinin %90'indan fazlasinda goriiliir. KML'nin
sitogenetik  Ozelligi  1973'te  karsilikli  translokasyon  t(9;22)(q34:11)  olarak
tamimlanmustir. Ayrica, 1984 yilinda, ABL (Abelson) proto-onkogeninin bu translokasyonda

yer aldig1 tespit edilmistir. Kanser biyolojisindeki atilimlar, KML'nin kapsamli bir sekilde



karakterizasyonuna ve simdi kanserde bir 'model' olarak nitelendirilmesine yol a¢mustir

(Frazer, vd., 2014:7).

KML, Philadelphia kromozomu ile karakterize edilir ve karyotipin spesifik bir
anormalliginin 16kojenogenez patojenik siiregleriyle baglantili olabilecegi bir gen

translokasyonu ile iligkili ilk insan hastalig1 malignitesidir (Udensi ve Tchounwou, 2014:7)

S6z konusu translokasyon ABL tirozin kinazi kodlayan genler ve BCR arasinda bir
fiizyonla sonuglanir. Olusan flizyon protein yapici tirozin kinaz aktivitesine sahiptir ve
hastalikta neden olarak kabul edilir dolayisiyla imatinib gibi tirozin kinaz inhibitorleri bu

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

2.2.2. Kronik Myeloid Losemi Fazlari

KML {i¢ fazda ortaya ¢ikar: Kronik faz (CP)’in ardindan akselere faz (AP) ve blastik
fazin (BP) terminal asamalar1 hastalarin ¢ogunda gozlenmektedir (Deotare, vd., 2016:2).
Hastalarin ¢ogunlugu, baslangicta kronik faz hastaligi olan, tedavi ile kolayca kontrol edilen
ve ortanca siiresi 3-4 yil siiren hastalardir. KML hastalarinin ¢ogunda kronik fazdan blastik
faz olarak adlandirilan bir akut 16semiye doniisiim, etkili tedavinin yoklugunda kaginilmazdir.
Hastalarin %70 ila %85'inde gelisen blastik kriz morfolojik olarak akut losemiye benzer,
ancak kemoterapiye ¢ok direnglidir. Bazi hastalarda, blastik faz ekstramediiller infiltrasyon ile
karakterize edilir. Bu genellikle CNS (Merkezi Sinir Sistemi)'de, lenf diigiimlerinde, deride
veya kemiklerde goriiliir ve bazen kanda veya kemik iliginde blastik transformasyon kanitinin
yoklugunda ortaya cikar. Bu vakalarin ¢ogunda birka¢ ay icinde hematolojik bulgulara
rastlanmaktadir. Blastik fazdaki hastalar genellikle 3-6 ay i¢inde oliir. Hastalarin %75 — 80’1
ise blastik fazdan Once hizlandirilmis bir asamadan gegmektedir. Akselere faz KML,
genellikle ilerleyici olgunlasma durmasi, hastalik doniisiimii ve mevcut tedaviye direng ile
iliskili ozelliklerin gelistirilmesini ifade eder. Bu ozellikler arasinda kan ve kemik iligi
patlamalar1 veya bazofillerinde, sitogenetik klonal evrimde, ekstramediiller hastaligin ortaya
cikmasinda, trombosit degerlerinde uglarda artis, hastaligin kontrol altina alinmasinda mevcut
ilaglarin artan gereksinimi ve tedaviye devam edilmesine ragmen splenomegali gelismesinde
artis goriilmektedir. Her ne kadar bu akselere fazdan blastik faza gegme asamasina genis ¢capta
alint1 yapilsa da, akselere faz KML'nin tanimi kesin degildir (Cortes, vd., 1988:1; Patel,
vd.,2017:3). Cok degiskenli analizlerle 18 aydan kisa siiren bir hayatta kalma ile ilgili spesifik

kriterler akselere faz i¢in Onerilmistir, bunlara periferik kanda > % 15 patlama veya kanda >%



30 patlama ve promyelositlerin varligi da dahil edilmistir. Kanda >% 20 bazofil veya

trombosit say1s1 < 100 X 10° / L olmas1 da akselere faz icin kriterdir (Cortes, vd., 1996:4).

Hastaligin ilerlemesi genellikle periferik kandaki veya kemik iligindeki patlamalarin
sayisi ile Olgiiliir. Diinya Saglik Orgiitii kriterlerine gore, AP patlama sayis1 %10 ile %19
arasindayken %20'nin {izerinde oldugunda ise BP tanimlanmaktadir. Bununla birlikte, klinik
uygulamada, diinya ¢apindaki klinisyenler rutin olarak AP i¢in % 15-30 ve BP i¢in ise > % 30
bir patlama sayist kullanirlar. Hastalarin %5'inden daha azinda tani sirasinda BP
gozlenmektedir. KML'nin ilk sunumu BP'de ise, blast hiicrelerinin iigte ikisi miyeloid olarak
ve ligte biri lenfoid olarak bulunur; Megakaryositik veya promyelositik patlama krizi ise

nadiren goriilmektedir (Deotare, vd., 2016:2).

Ph kromozomu genellikle hastaligin kronik asamasinda mevcut olan tek sitogenetik
anormalliktir. Hastalarin yaklasik % 85'i kronik evrede teshis edilir ve hastaligin bu asamasi
tedaviye cevap verir. Hastalik hizlandirilmis asamadan (akselere faz) ve patlama krizine
(blastik faz) dogru ilerledikge, ek sitogenetik anormallikler ortaya ¢ikmaktadir (Frazer, vd.,
2007:1).

2.2.3. Kronik Myeloid Losemi Epidemiyolojisi

KML, eriskin 16semi olgularinin yaklasik %20'sini olusturmaktadir. KML'nin yillik
insidanst 100.000 kiside 1-2 olarak goriilmekte olup; tliim kanser tiirlerinde oldugu gibi
erkeklerde daha sik (2:1) ortaya ¢ikmaktadir ve median tani yasi 45-55°tir. Kafkas etnik
kokeninde daha yaygindir (Frazer, vd., 2007:1).

Kronik miyeloid 16semi i¢in 5 yillik nispi sagkalim orani, 1970'lerin ortalarinda teshis
edilen hastalar i¢cin %22 iken 2008 ila 2014'te teshis edilenler i¢in %69'a ulasmistir. 2019
kanser istatistiklerine gore ¢cogunlukla tirozin kinaz inhibitorleri ile tedavi edilen hastalarin

neredeyse normal bir yasam siirdiigii goriilmistiir (Siegel, vd., 2019:9).

2.2.4. Kronik Miyeloid Losemi Patogenezi

2.2.4.1. Philadelphia kromozomu

Klasik KML, 9 ve 22 kromozomlar1 arasindaki karsilikli bir translokasyon ile
karakterize edilir. Bu, kromozom 22 {izerindeki BCR geninin 5 ucu ile, kromozom 9
tizerindeki ABL-proto-onkogeninin 3' ucunun yan yana gelmesiyle olusur. Ph kromozomu,
kronik miyeloid 16semi (KML) hastalarinin yaklasik % 95'inde ve eriskin akut lenfoblastik

l6semi (ALL) hastalarinin % 20'sinde bulunur. Ph translokasyonu, yapisal olarak aktif bir



tirozin kinaz ile karakterize edilen onkojenik BCR-ABL fiizyon proteinine yol agar. Flizyon
MRNA farkli uzunluklardaki molekiilleri iretilir ve degisken molekiil agirliklart ile kimerik
protein iriinlerine kopyalanir. En yaygin olanm1 p210 BCR-ABL olarak karsimiza cikar
(Frazer, vd., 2007:1; von Bubnoff, vd.,2003:1).

Kromozom 22 Kromozom;2

22q11.2 F % scr

()

ABL B o 9g 34

Resiprokal translokasyon
R 2 Philadelphia Kromozomu

210 BCR-ABL

Sekil 2.3. Philadelphia kromozomu
Kaynak: (Frazer, vd., 2007:3'ten degistirilerek alinmigtir.)

2.2.4.2. ABL onkogeni

Insanda bulunan c-ABL protoonkogeni Abelson fare 16semi viriisiinde (Abelson
Murine Leukemia Virus) bulunan v-ABL’nin homologudur. 9q34.1°de lokalize olan c-ABL
geni, 230 kb uzunlukta olup, 11 ekzon icermektedir. Sitoplazma ve nukleusta saptanan ancak
daha ¢ok nukleusa lokalize olan 145 kDa bir reseptér olmayan kinaz proteini kodlar. Gen
normal insan hiicrelerinin tiimiinde ifade edilir. Abl proteininin hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesi, stres yanitlari, integrin sinyali iletimi ve apoptoz siireglerinde rol oynadigi
gosterilmistir. Birinci eksonun alternatif eklenmesiyle 1a ve 1b olarak adlandirilan iki form
iretilir ve farkli promotor bolgeleri yonetilir. Hangi ekzonun ifade edilecegine bagl olarak 6
kb ve 7 kb olmak ftizere iki farkli transkripsiyon {irinii mevcuttur. Bu iki mRNA farkli N-
terminallere sahip proteinler kodlar. Bu izoformlar ise ABL (ABL) ve Arg (ABL2) olarak
adlandirilirlar. Abl proteinlerinin N-terminal ucunda yiiksek oranda korunmus ii¢ Src kinaz
homoloji (SH) alan1 bulunur. SH3 alani prolin bakimindan zengin dizileri tanirken, SH2 alan

tirozin fosforile edilmis peptitlere baglanir. Kinaz veya SH1 domeni, ABL kinazlarinda en
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yiliksek korunan bolgedir. ABL’nin C-terminalinde ise niikleer lokalizasyon sinyali (NLS),
niikkleer ¢ikis sinyali (NES) ve DNA baglanma bolgesi bulunmaktadir. ABL Kkinaz bir
kromozomal translokasyon olayinin sonucu olarak, insan kronik myeloid 16semi rolii ile
bilinir. ABL ile BCR genleri BCR-ABL onkoproteininin iiretilmesini saglar. BCR-ABL'dekKi
BCR sarmal-bobin alani ve Abelson murin 16semi viriisiindeki gag dizileri oligomerizasyonu

ve ABL kinazinin kurucu trans fosforilasyonunu tesvik eder (Deininger, vd., 2000:1,2).
pl45S ABL

5 . ATM
&
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Sekil 2.4. Abl proteininin yapisal alanlar
Kaynak: (Deininger, vd., 2000:2).

2.2.4.3. BCR geni ve proteini

BCR bagslangigta iyi tanimlanmig bir 16semi hasta grubunda bulunan bir kromozom
anomalisi olan Philadelphia translokasyonunda yer alan bir gen olarak tanimlanmistir. Bu
translokasyonun bir sonucu olarak, BCR geninin bir kismi, kronik miyelojen ve akut
lenfoblastik 16semilerin gelismesinden sorumlu olan Ber / Abl flizyon proteinlerini {ireten, c-

Abl protein-tirozin kinazi kodlayan gen olan ABL'ye baglanir (Chuang, vd., 1995).

BCR geni, 22. kromozom {izerinde bulunur ve siirekli eksprese edilerek 160 kD
agirliginda bir proteini iiretir. Ilk N-terminal ekzonu bir serin-treonin kinazi kodlar. 14-3-3
protein ailesinin bir iiyesi olan Bap-1 ve Ber proteinleri bu kinazin substratlaridir (Deininger,
vd., 2000:1).

Yapisal olarak, p160 BCR, tanimlanmis ii¢ fonksiyonel alandan olusur. Amino
terminus, serin ve / veya treonin kalintilar1 iizerinde BCR'yi fosforile eden bir kinaz aktivitesi
igerir. Proteinin merkezi kismi, Rho ve CDC42H'lerde guanin niikleotit degisimini katalize
eden, protoonkojen {irtin Dbl'in guanin niikleotit ayrisma (GDS) bolgesi ile homolojiye
sahiptir. BCR'nin karboksil terminali, Rho ailesinin iiyeleri tarafindan GTP hidrolizini uyaran
GTPaz-aktive edici proteinlerin (GAP) katalitik alanina homologtur. Bu sayede BCR,
potansiyel olarak bir molekiil i¢inde birlestirilen kiiciik GTP baglayicit proteinlere (GDS ve
GAP) yonelik iki zit diizenleyici aktiviteye sahip olan benzersiz bir yapiya sahiptir (Chuang,
vd., 1995:1).
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Sekil 2.5. Bcr proteininin yapisi
Kaynak: (Deininger, vd., 2000:2).

2.2.4.4. BCR-ABL fiizyon geni ve fiizyon proteini

BCR-ABL fiizyonunun etkinligi tim losemik hastalarda tam olarak ayni degildir.
Omegin, bazilar1 uzun gecikme siiresine sahipken, bazi1 vakalar hastaligin gelismesinden once
cok kisa gecikme siiresi ile bulunmustur. Aktivitedeki bu farkin sebebinin, BCR-ABL fiizyon
geninde BCR geninin varyasyonlarindan kaynaklandigi bulunmustur. Temel olarak, iyi
tanimlanmis li¢ kesme noktasinin gen fiizyonunda rol oynadigi bildirilmistir. Bunlar; ilk
intronda minér BCR (m-BCR), 12-16 ekzonlar arasinda major BCR (M-BCR) ve 19. intronda
mikro BCR (u-BCR) olarak adlandirilan farkli molekiil agirligina ve farkli kinaz aktivitesine
sahip {i¢ farkli onkoproteinle sonuglanmigtir. p190 (190 kDa), p210 (210 kDa) ve p230 (230
kDa), sirasiyla M-BCR, m-BCR ve u-BCR ile ABL fiizyonu tarafindan {iiretilen {i¢ kimerik
protein olarak bulunmustur (Kunnumakkara, vd., 2017:2,3).

Hemen hemen tiim KML hastalarinda BCR genindeki kirilma noktalart major BCR
(MBCR) iginde bulunur. Alternatif ekleme nedeniyle, b2a2 veya b3a2 birlesimiyle fiizyon
transkriptleri iretilebilir. BCR-ABLfiizyon geni, ABL alani, KML hiicrelerinin asir
proliferasyonuna yol acan aktivasyon i¢in adenozin trifosfat (ATP) baglamas1 gereken BCR-

ABL proteinini liretmek iizere ¢evrilir (Hoshiko, vd., 2019:1).

9934'teki ABL geni i¢indeki kesme noktalari, birinci alternatif ekson Ib'nin
yukarisinda, ikinci alternatif ekson Ia'nin asagisinda, ya da daha sik olarak, arasinda, 5’
ucunda biytik bir alanda (300 kb'den biiyiik) herhangi bir yerde olusabilir. Kimerik
proteindeki Abl kisminin neredeyse degismez bir sekilde sabit oldugu gozlemine dayanarak,
BCR kismi biiylik olgiide degistigi halde, ABL'nin doniistiirme prensibini tagimasinin
muhtemel oldugu, ancak BCR dizisinin farkli boyutlarinin, hastaligin fenotipini dikte

edebilecegi sonucuna varilmistir (Deininger, vd., 2000:1,2).



P190'n kinaz aktivitesi, hastalik fenotipleri ile korele olan p210'dan c¢ok daha
biiyiiktiir. P190"1n esas olarak ALL ile iligkili oldugu ve yiiksek tirozin kinaz aktivitesinden

dolayr kotii prognoz ile sonuglandigi, p210'un ise KML ile daha fazla iligkili oldugu
bulunmustur (Kunnumakkara, vd., 2017:3).
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Sekil 2.6. Kesme noktalarinin ABL ve BCR genlerindeki yerleri ve ¢esitli kesmelerden
tiiretilen kimerik BCR / ABL mRNA transkriptlerinin yapisi

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

p210 BCRABL

T T

1v'1n f f SH3 SH2 SHI NLS DNA Actin

Sarmal Serin | |
GEF
Bobin i

Treonin (DBL

ifi i Tirozin Baglanma
Motifi Kinaz Benzeri)

Kinaz Alani

Sekil 2.7. P210 BCR / ABL'nin fonksiyonel alanlari
Kaynak: (Salesse & Verfaillie, 2002:3'ten degistirilerek alinmustir.)

P210BCR / ABlymin artan tirozin kinaz aktivitesi, birka¢ hiicresel substratin

fosforilasyonuna ve ardindan birkac¢ adaptor molekiilii ve proteinin baglanmasini indiikleyen

p210BCR/ABLnin otofosforilasyonunu saglar.
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Bir ¢ok sinyal yolunun p2108R/ABL jle aktive edilmesi, hiicre ¢ogalmasimin kontrolii
ve farklilagsmasi, yapisma ve hiicre sagkalimi gibi temel hiicresel islemlere miidahale ederek

koti huylu transformasyona yol acar (Salesse ve Verfaillie, 2002:2)

Transformasyon
Proliferasyon
Diferansiyon

\

‘ "Aooz I
ﬁ‘ —
A 4

e

Sitoplazma

Sekil 2.8. P210 BCR / ABL’nin sinyal yollar1
Kaynak: (Salesse & Verfaillie, 2002:3'ten degistirilerek alinmustir.)

p210BCR/ABL RAS /| MAPK, PI-3 kinaz, c-CBL ve CRKL yollari, JAK-STAT ve Src
yolu gibi sinyal iletim yollarin1 aktive eder. Bunlardan, RAS, Jun-kinaz ve PI-3 kinaz
yolaklarinin doniisiim ve proliferasyonda 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir. Apoptozisin
inhibisyonunun, PI-3 kinaz ve RAS yolaklarinin aktivasyonundan, c-myc ve BCL-2'nin

AKT'si boyunca indiiksiyonla sonuglandig: diisiiniilmektedir (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 kaynakli olarak olugan ROS’un,
DNA onarim yollarinin anormal diizenlenmesiyle kombinasyon halinde, KML hiicrelerinde
bir mutator fenotipine katkida bulundugunu ve nokta mutasyonlar1 ve sitogenetik
anormallikler ile sonucglanarak genomik dengesizliklere neden oldugunu gostermektedir

(“Molecular biology of BCR-ABL—positive chronic myeloid leukemia.pdf,” n.d.:6).
2.2.5. K562 Hiicre Hattimin Karyotipi

Kronik miyeloid 16seminin kronik bir fazdan akut faza doniismesine siklikla ek
kromozom degisiklikleri eslik eder. Kapsamli kromozom G-bantli ¢alismalar, ikincil

degisikliklerin rastgele olmadiginmi ve siklikla trizomi 8, izokromozom 17q, trizomi 19 veya
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Philadelphia kromozomunun ekstra bir kopyasinmi igerdigini ortaya koymustur. Bu ikincil
kromozom degisikliklerine ek olarak, karmasik yapisal yeniden diizenlemeler siklikla
geleneksel G-bantli analizle tanimlanamayan isaret yapilarini olusturmak i¢in meydana gelir.
KML'den tiiretilen hiicre ¢izgisi, K562, ilk olarak 1975'te kuruldugundan beri arastirmada
yaygin olarak kullanilmaktadir (Gribble, S. M., vd., 2000:1). Philadelphia kromozomu, KML
vakalarinin %90'inda goriiliir. Kalan durumlarda, ii¢, dort veya bes kromozomun dahil oldugu

karmasik translokasyonlar mevcuttur (Naumann, S. Vd., 2001:1).

K562 hiicre dizisinin kromozomlarinin ayrintili olarak karakterize edilmesi amaciyla
sitogenetik arastirmalar yapilmistir. Lozzio ve Lozzio kisa siireli kiiltiirlerde hipodiploid
karyotipli bir t (15; 17) 'den tiiretilmis olarak yorumlanan bir Ph kromozomu ve uzun bir
akrosantrik isaret bulmugken, uzun siireli kiiltiirler triploid yakin bir karyotip gostermistir

(Lozzio, C. B., & Lozzio, B. B. 1975:1).

K562 hiicre hattinda 20 ayr1 K562 hiicresinin analizi ¢aligmasinda da, tiim hiicrelerin
triploide yakin bir karyotip sergiledigini ve ¢oklu yapisal anormalliklerle karakterize edildigi
gosterilmistir. Triploid durumunun lokemogenez sirasinda veya hiicre hattinin kurulmasinin
erken asamalarinda ortaya ciktigi ve farkli laboratuarlarda pasajlanan farkli K562 hiicre
hatlarimin bazi ek karyotipik farkliliklar gosterebilecegi diislintilmektedir. K562 hiicre
hattindaki tiim kromozomlar i¢in karyotip, Onceki Kkaryotip analizleri tarafindan
desteklenmesine ragmen, en fazla degiskenligi gosteren 10, 12 ve 21 numaral

kromozomlardaki hafif varyasyonlardir (Zhou, B., vd., 2019:3).

Collins ve Groudine bir Ph pozitif hiperdiploid karyotip bulmuslardir (Collins, S. J., &
Groudine, M. T., 1983:3). Yapilan bir ¢aligmada, K562'nin karyotipi, FISH, M-FISH, CGH
ve G-bandi ile detayli bir sekilde analiz edilmistir. M-FISH ile iki markér kromozom (M11,
M13) saptanmistir. G-bantlama, MFISH, FISH ve CGH ile birlesik analizi, 21 benzersiz
markor kromozomu ile bir hipotriploid karyotip ortaya ¢ikarmistir. Bu karyotip, G-bantlama

ile analiz edilen 51 hiicreden 40'inda bulunmustur (Naumann, S., vd., 2001:4).

2.2.6. KML Tedavisi

Kronik miyeloid 16semi ilk taninan losemi tiriidiir. 1841'de Glasgow'da David
Craigie’in ates, splenomegali ve 16kositozlu bir hasta gérmesi ve bundan 3 yil sonra ikinci bir
benzer hastayr gormesiyle, meslektasi ve bir patolog olan John Hughes Bennett'in otopsi
yapmasina ve 1845'te Edinburgh Tip ve Cerrahi Dergisi'nde bulgularini tanimlamasina yol

acmistir. Ayni1 zamanda Rudolph Virchow, Berlin Charite Hastanesi'nde benzer bir hasta
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gbérmiis ve bu hasta 4 ay sonra 6lmiistiir. Virchow dalagin otopsi genislemesinde dikkat ¢ekti.
Raporu, Bennett’in gazetesinden 5 hafta sonra Almanca olarak yayinlandi. Her iki makalenin
de, 1842,3'te Paris'teki Alfred Donne'den neredeyse kesin olarak ldseminin ne oldugunu

aciklayan bir raporundan 6nce geldigine dikkat gekmekte fayda var (Goldman, 2010:1).

KML'de tedavi kararlar1 hasta yas1 ve hastaligin evresine dayanmaktadir. Baslangigta
cogu hasta WBC sayisimin hizli kontroliinii saglamak igin hidroksiiire ile sitorediiktif
kemoterapi alir. Busulfan, etkili hematolojik kontrol sagladigi gosterilen ilk ajandi. Daha
sonra alloSCT ile tedavi edilen hastalarin sonuglarin1 olumsuz yonde etkileyen Busulfan'in,
hastanin hayatta kalmasiyla hidroksitirein iliskisine gore daha diisiikk oldugu ve onceden
tahmin edilemeyen miyelosupresyon ve organ fibrozisine neden olabilecegi gosterilmistir
Busulfan, alloSCT preparatif rejim i¢in mitkemmel bir bilesendir. Ancak bu ayarin disinda
yalnizca zaman zaman kullanilmalidir. Hydroxyurea miikemmel bir kiitle ¢ozme maddesidir
ve kan sayisinin kontroliinii saglar ve hastalarin% 50-80'inde hematolojik tepkilere neden
olur. Sitogenetik tepkiler nadirdir ve bu nedenle hidroksitire, KML'nin dogal gegmisini
degistirmez. Hidroksitire, diger daha kesin tedavilere bir yardimci olarak ve ayni zamanda
alloSCT'min hazirlanmasinda hastaligin kontroliinde, ilk sitorediiksiyonda ¢ok etkilidir.
Ancak, KML'li hastalarda tek ajan tanimlayict bir tedavi olarak kullanilmamalidir (Hochhaus,
vd., 2019:3,4).

alloSCT, kronik faz KML'de se¢ilmis hastalarda etkili ve iyilestirici bir terapi seklidir
ve 3-5 yillik sagkalim oranlar1 % 40-80 arasinda degigsmektedir. Transplant iliskili mortalite
(TRM), diger faktorlerin yani sira, hasta yasi, dondr orijini ve eslesme derecesine bagli olarak
% 5-50 arasinda degismektedir. Transplantasyon sonucunu etkileyen en 6nemli iki faktor
hasta yas1 ve hastaligin evresidir. 30 ila 40 yasin altindaki hastalar hastaliksiz sagkalim (DFS)
oranlarm1 % 60-80, 1 yillilk TRM oranlarin 1% 5-20'den az ve %20'lik niiks oranlarina
sahiptir. Sonu¢ yaglilikta kotiilesir. Genis bir seri iceren caligmalar, 50 yasindan biiyiik
hastalarda 5 yillik sagkalim oranlarini % 30-40 olarak bildirmistir. Avrupa Kemik Iligi
Transplantasyonu Kayit Defteri (EBMTR) 45 yasindan biiyiik hastalarda % 47'lik bir TRM ve
% 251k 5 wyillik bir DFS bildirmistir. Kronik fazda nakledilen hastalar, blastik fazda
nakledildiklerinde, % 15 ila % 40-60 arasinda tahmini bir DFS'ye sahiptir. Nakil
merkezlerinin ¢ogu, transplantasyonun erken evre KML'de yapilmasini Onermektedir

(Hochhaus, vd., 2019:4).

KML tedavisi, 1980'li yillardan bu giine kadar interferon bazli kombinasyonlarin

gelistirilmesi ve allojenik kok hiicre transplantasyonundaki (alloSCT) gelismeler ile
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saglanmistir. Daha yakin zamanlarda, imatinib mesilatin ortaya ¢ikisi, KML tedavisinde
devrim yaratmig ve imatinib mesilat, 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:

ikinci Nesil
TKI
Onaylanmasi

1980’ler
interferon
Alfa

1960’lar:
Busiilfan
Hidroksitre

19. yuzyil:
Arsenik

1900’lerin
baslari:
Radyoterapi

1980’ler:
Allojenik Kok
Hicre
Transplantasyonu

2001:
imatinibin
onaylanmasi

Sekil 2.9. KML Tedavisinin Zaman Tablosu
Kaynak: (Hamad, vd., 2013:2'den degistirilerek alinmustir.)

2.2.6.1. KML tedavisinde TKI kullanilmasi

Miyeloproliferatif bir hastalik olan kronik miyeloid 16semi, tiim l6semilerin yaklagik
%10'unu olusturmakta ve her yil 8,430 yeni bir vaka gozlenmektedir. Hidroksiiire ve
interferon-a. gibi 6nceki birkag tedavinin klinik etkisi tatmin edici olmadigindan tirozin kinaz
inhibitdrlerinin (TKI'ler) gelisimi, KML'nin tedavisinde devrim yaratmistir ve TKI tedavisi
alan KML'li hastalar, genel popiilasyonun neredeyse tamami kadar yasamaktadir (Pan, vd.,
2019:1).

2.2.6.2. Birinci nesil TKI: imatinib

Imatinib mesilat (IM), KML hastalarinda 6n tedavi i¢gin ABD Gida ve Ilag Idaresi
(FDA) tarafindan 2002 yilinda onaylanmis spesifik bir tirozin kinaz inhibitoridiir ve KML
hastalar1 i¢in standart birinci basamak tedavidir. Bununla birlikte, ana imatinib direnci ve
devam eden hastaligin molekiiler kanit1 % 20-25 oraninda imatinib tedavisi alan hastalarda

g6zlenmistir (Bhamidipati, vd., 2013:1; Mirza, vd.,2019:1).

Tirozin kinaz inhibitorleri c¢ogu hastada KML'yi yonetilebilir bir hastaliga
doniistiirmiis ancak TKI direnci ve intolerans: hala ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle, basarili
tedavi i¢in neoplastik hiicre Oliimiinii artiran alternatif terapodtik yaklasimlar gereklidir

(Hoshiko, vd., 2019:1).

Imatinib, son on yildaki CP-KML tedavisinin temel dayanag1 olmustur ve AP ve BP-
KML'deki onceki ¢alismalarda da etkili bir sekilde kullanilmistir. AP-KML i¢in imatinib ile
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tedavi edilen hastalarin ortanca sagkalim siiresi 37-47 ay arasinda ve BP i¢in 7 ay olarak

gozlenmistir (Deotare, vd., 2016:3).

KML hastalarmin imatinib ile tedaviye genel olarak olumlu tepki gdstermesine
ragmen, BCR/ABL'de ilaca diren¢ gosteren mutasyonlarin birikmesi zamanla ortaya c¢ikan
ciddi bir problemdir. Bu hastalarda diren¢ olgusu, BCR/ABL'in ABL kinaz bélgesine eslenen
bir veya daha fazla nokta mutasyonunun edinimi ile baglantili olmustur. T3151 mutasyonu,
imatinib tedavisi alan hastalarda bulunan en yaygin mutasyonlardan biridir ve direngli
vakalarin %15'inden sorumludur. Thr 3>, ABL'de imatinib baglanma bélgesinin merkezinde
bulunur. Bu pozisyondaki kalinti, protein kinazlardaki "gatekeeper" kalintis1i olarak
adlandirtlir, ¢iinkii ATP baglama bolgesini farkli protein kinazlarinda degisken biyiikliikteki
bir i¢ bosluktan ayirir (Young, vd., 2006:2).

=
His 356

Abl ; Imatinib

Sekil 2.10. Abl'de imatinib baglanma bdlgesinin merkezinde Thr315 gatekeeper gosterilmesi
Kaynak: (Young, vd., 2006:2)

Bu mutasyonlarin bazilart imatinib baglanma bolgesine yakin olmasina ragmen,

mutasyonlarin ¢ogu distal pozisyonlarda gergeklesir. Bu mutasyonlarla direncin uyarilmasi

icin makul bir mekanizma, kinaz bolgesinin katalitik yeteneklerinin birlikte korunmasiyla

birlikte aktif olmayan konformasyonun dengesizlestirilmesini igerir (Young, vd., 2006:2).

Ber/Abl fiizyon proteininin varhigt KML'yi geleneksel terapotik yaklagimlara karsi
direngli kilar, bu da BCR/ABL'yi 6nemli bir terap6tik hedef haline getirir. Imatinib (STI1571,
Gleevec, Novartis), BCR/ABL'nin ATP baglayici cebini isgal ederek tirozin kinaz aktivitesini
etkili bir sekilde inhibe eder, boylece sonraki sinyal iletimini ortadan kaldirir. Bununla
birlikte, imatinib direnci zamanla gelisir ve KML hastalar1 i¢in ortaya ¢ikan bir sorundur.
Edinilmis klinik direng vakalarinin ¢ogu, BCR/ABL'min kinaz alanindaki mutasyonlardan

kaynaklanmaktadir. Kombine kemoterapi hala insan kronik miyelojen6z 16semi i¢in kritik bir
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terapotik yontemdir. Bununla birlikte, molekiiler hedefe yonelik tedavilere direng ve
hosgoriisiizlik onemli klinik konulardir. Bu nedenle, 16semi tedavisi i¢in diisiik toksisiteye

sahip yiiksek etkili ilaglarin bulunmasi hala 6nemli ve acil bir gérevdir (Hao, vd., 2020:2).
Imatinib etki mekanizmast;

Imatinib, Bcr/Abl proteininin ATP baglayict cebini (P-halkasi) isgal eder ve bdylece
ATP'ye erisimi Onler, boylece herhangi bir substratin fosforilasyonunu dnler; imatinib ayrica
kinaz bolgesinin P-loop disindaki kisimlariyla da temas eder (Mughal, T. ve Goldman,
2006:4).

Y = tirozin P= fosfat

)
BCR- ABL BCR-ABL

-

%) i

A B Efektor

Substrat Imatinib
L

Sekil 2.11. Imatinib'in etki mekanizmasi
Kaynak: (Mughal, T. and Goldman, 2006:5'ten degistirilerek alinmistir.)

Sekil 2.11°de bir substratin fosforilasyonu sematik olarak gosterilmistir. ATP, cebi
Bcr/Abl onkoproteinin ABL bileseninde isgal eder. Substrat daha sonra kendisini Bcr/Abl
onkoproteininden ayirir ve bir baska downstream efektdr molekiilii ile fonksiyonel temas
saglar. Imatinib ATP baglama bdlgesini isgal ettiginde, substratin fosforilasyonunu énler. Bu
molekiil sirayla efektor protein ile temas kuramaz ve 'ldsemi sinyalini' iletecek olan sinyal

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

Imatinib mesilat kullanimiyla kronik fazdaki hastalarin yaklasik %80'inin, 12 aylik

tedavi siliresince tam bir sitogenetik remisyona ulastigi kanitlanmistir (Dong, vd., 2019:1)

Tedavi edilen kronik faz KML hastalarinin %95'inde tam bir hematolojik remisyon ve
%60'inda major sitogenetik bir yanit gériilmesine ragmen, KML blastik krizdeki hastalarda ve
Ph+ ALL hastalarinda remisyonlar kisa siirelidir ve ilaca kars1 direng gelismektedir. imatinib
direnci, kronik fazda KML'li hastalarin %3 ila 4'tinde goriilmektedir. Ve tedaviyi takiben 3 ay

icerisinde tam hematolojik yanit (CHR), 6 ay icerisinde herhangi bir sitogenetik cevap veya
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12 ay i¢inde major sitogenetik cevap (Ph + <% 35) veya sitogenetik veya hematolojik relaps

gelisimi gozlenmez (Corbin, vd., 2003:1; Kantarjian, 2019:1; von Bubnoff, vd., 2003:1).

Baz1 hastalar tedavinin baglangicinda cevap vermemekle birlikte higbir zaman tam bir

hematolojik, sitogenetik veya molekiiler tepkiye de ulasilamayabilir. Bu durum, imatinib'e

kars1 birincil direng olarak adlandirilmaktadir. Tedaviye baslangigta yanit veren hastalarda ise

belli bir siire sonra yaniti kaybedilebilir. Bu durumda ise ikincil direng¢ gelistigi sOylenir.

BCR/ABL bagimsiz mekanizmalar1 ve BCR/ABL bagimli mekanizmalar olmak tizere iki ana

direng mekanizmasi grubu vardir. BCR/ABL'ye bagh diren¢ mekanizmalari, yiiksek bir ABL

kinaz aktivitesine neden olabilecek BCR/ABL onkojenin ¢ogaltilmasini veya asiri

cogaltilmasini igerir (Hamad, vd., 2013:4).

7.

\ 8
p v v __ BCR )Y ,;_;1‘,)) )

(3)' vv k BC::(‘{{Y V VAB/‘\LBI)
- =) @)

v

BCR-ABL Bagimli Mekanizmalar BCR-ABL Bagimsiz Mekanizmalar

Sekil 2.12. Diren¢ mekanizmalar1
Kaynak: (Hamad, vd., 2013:5)

. Gen amplifikasyonu

. Gen mutasyonu

Ila¢ konsantrasyonu
[lag baglanmasi
Ilag efflux

Ilag influx

Alternatif sinyal yolaklar1

En yaygin olarak tanimlanan imatinib direnci mekanizmasi, BCR/ABL kinaz bolgesi

icindeki mutasyonlardir ve niiks ile iligkili en yaygin olarak tanimlanmig mekanizmadir.

Bcr/Abl onkoproteinde imatinib etkisinin etkisiz kaldigi 55'in iizerinde mutasyon tiirii
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tanimlanmistir. Bu mutasyonlar, imatinibin baglanma bdlgesini veya onkoproteini degistiren
bolgeleri, imatinibin baglanamadigi aktif formuna etkiler. BCR/ABL'min en yaygin
mutasyonlarindan biri, ABL geninde bir tek niikleotit ikamesi olan T3151 mutasyonu,
aminoasit 315'te bir treonin ila izoldsin ikamesi ile sonuglanir (Thr315-1le315; T3151) Bu
mutasyon, imatinibin sterik engel nedeniyle baglanma i¢in gereken bir oksijen molekiiliiniin
elimine edilmesi nedeniyle ATP baglama bolgesine baglanmasini imkansiz kilar (Dong, vd.,

2019:2; Hamad, vd., 2013:4).

Met244Val, Gly250Glu, GIn252His, Phe311Leu, Phe317Leu, Glu355Gly, Phe359Val,
Val379Ile, Leu387Met ve His396Pro / Arg dahil olmak iizere ek mutasyonlar, daha diisiik bir
frekansta olsa da tespit edilmistir (Corbin, vd., 2003:1).

BCR/ABL bagimsiz mekanizmalar1 imatinib'e karsi ikinci ana direng kategorisidir.
Bunlar, ilag efflux, ila¢ influx, ila¢ baglama veya ila¢ konsantrasyonuyla ilgili
komplikasyonlar nedeniyle hiicre i¢i imatinib seviyesinde bir azalmaya yol agabilir (Hamad,

vd., 2013:5).
2.2.6.3. ikinci nesil TKi’ler ve etki mekanizmalar:

Imatinib direncinin ortaya gikmasi, tedaviye tahammiilsiizliik ve hastalarmn terapotik
cevap eksikligi, ikinci nesil TKi'nin gelismesine neden olmustur (Dasatinib, Nilotinib,

Bosutinib) (Hamad, vd., 2013:3).

Dasatinib (eski adiyla BMS-354825), ikinci nesil TKi'dir. FDA tarafindan 2007
yilinda kronik faz KML hastalar: i¢in ikinci basamak tedavi segenegi olarak onaylanmuistir.
Dasatinib, BCR/ABL'nin ATP baglanma yerine imatinib'den daha giiclii bir sekilde baglanir.
Sadece ABL kinaz bolgesinin aktif olmayan konformasyonuna baglanan imatinibin aksine,
dasatinib, hem aktif hem de inaktif BCR/ABL durumlarina baglanma yetenegine sahiptir.
Dasatinib, yalnizca BCR/ABL kinaz aktivitesi tizerinde degil, Src ailesi, c-Kit, trombosit
kaynakli biliylime faktorii reseptorii (PDGFR) ve ephrin-A reseptorii gibi diger onkogenik
kinazlarda da genis bir etki spektrumuna sahiptir. Dasatinib, ¢ogu imatinib direngli ABL
mutasyonuna etki eder, ancak T315I'ye etki etmez. Dasatinib tedavisi ile iliskili 6nemli bir
olumsuz etki, hastalarin% 14,3'inde meydana gelen ancak basarili bir sekilde yonetilen

plevral efiizyonlardir (Hamad, vd., 2013:3).

Nilotinib (eski adiyla AMN107), 2007'de kronik faz KML hastalarinin ikinci basamak
tedavi secenegi olarak FDA onaylanmis ikinci nesil bir TKi'dir. imatinib aktivitesinin

molekiiler mekanizmasinin anlasilmasina dayanarak, yapisal modifikasyonlar nilotinibin
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gelismesine neden olmustur. imatinib gibi nilotinib de, ABL kinaz bolgesinin aktif olmayan
bir DFG-disar1 konformasyonuna baglanarak BCR/ABL'yi inhibe eder, bdylece enzimin
katalitik olarak aktif konformasyonu benimsemesini ve BCR/ABL sinyal transdiiksiyonunda

yer alan proteinlerin tirozin fosforilasyonunu bloke etmesini onler. (Kantarjian, 2019:1).

Bosutinib (eski adiyla SKI-606), KML hiicre hatlarina kars1 imatinib'den daha etkili
oldugu kanitlanan ikinci nesil TKi'dir. Bosutinib, V299L ve T3151 disindaki bircok imatinib

direngli mutasyona kars: aktiftir. ishal ve yiiksek karaciger enzimleri, bosutinib'in baskin yan

etkileridir (Hamad, vd., 2013:4).
2.2.6.4. Uciincii nesil TKI: Ponatinib

KML tedavisinde oral hedefe 6zel ilk ajan olan imatinib, hastaligt uzun remisyon
donemleri olan kronik bir hastaliga doniistiirmiistiir. KML'nin ilk tedavisi olarak imatinibin
onaylanmasindan sonra; direngli KML hastalarinin tedavisi igin ikinci nesil tirozin kinaz
inhibitorleri (TKI), bosutinib, ponatinib ve TKI olmayan omasetaksin 2012 yilinda
onaylanmistir (Balc1 Giiglii, A. G., vd., 2020:2). Ponatinib (AP24534), BCR/ABL'yi
mutasyonlarla, 6zellikle imatinib, dasatinib, nilotinib ve bosutinib gibi diger TKi'ye karsi
direng saglayan T315I ile inhibe etmek i¢in tasarlanmis oral olarak uygulanan bir TKI'dir.
Ponatinib, M244V, G250E, Q252H, Y253F / H, E255 K / V, F317L, M351T ve F359V'yi
iceren dogal ve mutasyonlu BCR/ABL'yi inhibe eder. Ponatinib’in karakteristik karbon-
karbon tclii baginin varligr ile metilfenil ve piirin gruplar sterik girisim olmadan T3151
mutasyonuna baglanmasina izin vermektedir (Hamad, vd., 2013:4). Tablo 1’de birinci, ikinci
ve {iglincii nesil TKI’lerinin T315I mutasyonu iizerinde etkili olup olmadigi 6zet olarak

gosterilmistir.

Tablo 2.1. Tirozin kinaz inhibitorlerinin 6zeti ve bunlari T3 151 tizerindeki etkileri

TKI Orijinal Adlandirma TKI jenerasyonu T3151 mutasyonu iizerine
etkisi
Imatinib STI571 Birinci Hayir
Dasatinib BMS-354825 Ikinci Hayir
Nilotinib AMN107 Ikinci Hayir
Bosutinib SKI-606 Ikinci Hayir
Ponatinib AP24534 Ucgiincii Evet

Kaynak: (Hamad, vd., 2013:3'ten degistirilerek alinmugtir.)
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2.3. Liquidambar orientalis (Sweetgum Oil, Sigla Yagi)

Liquidambar tiirleri Hamamelidacea familyasina ~ ait ~ bir  tlrdiir. Liquidambar
orientalis agac1 ise Tiirkiye'de 'Sigla agact' veya 'Glinliik agaci' olarak bilinmektedir. L.
orientalis, tibbi ve kozmetik 6zelliklere sahip oldugu bilinen otsu bir bitkidir (Okmen, vd.,
2014:1).

Liquidambar orientalis Tiirkiye'nin giineybat1 kiyilarinda, 6zellikle Kdycegiz, Fethiye,
Marmaris ve Ula'da  yayilmaktadir. Sweetgum  oil, yerel olarak Liquidambar
orientalis'in yarali govdesinden elde edilen “Sigla Yagi” olarak adlandirilan regineli bir
eksiidattir (Duru, vd., 2002:1; Karadeniz, vd., 2013:1; Suzek, vd., 2016:2)

Sigla Agaci Dagilim Araligi

Sekil 2.13. Liquidambar orientalis'in Tiirkiye'deki yayilis alanlari
Kaynak: (Murat & Kaya, 2003:5'ten degistirilerek alinmigtir.)

Liquidambar orientalis’in yaralanmasiyla iiretilen ekstraktin, iyi antiseptik 6zelliklere
sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica Tiirk halk hekimliginde topikal parazitisit, balgam
sOktiiriicii ve bazi cilt hastaliklarinin tedavisi i¢in kullanilir, karakteristik aci bir tada ve
kokuya sahiptir. Bunlarin yanisira parfiimeri ve kozmetik endiistrisinde fiksatif olarak

kullanilmaktadir (Duru, vd., 2002:1; Karadeniz, vd., 2013:1; Okmen, vd., 2014:2).

Sigla yag1 %45 oraninda fenolik bir bilesik olan sinnamik asit igermektedir. Sinnamik
asit igeren bitki ekstreleri ve propolis ile yapilan galismalarda bu maddenin antioksidan,
antibakteriyal ve antiinflamatuar 6zelligi gosterilmistir. Yine bu ¢alismalarda sinnamik asidin
baz1 hiicreleri lipid peroksidasyonundan ve cesitli oksidatif toksinlere bagli olarak ortaya
¢ikan hasardan korudugu da gosterilmistir. insanlar iizerindeki farmakokinetigi hakkinda gok
detayli bilgiler bulunmamakla birlikte sigla yagi; sinnamik asit ile antioksidan,
antiinflamatuar ve antimikrobiyal etki gosterdigi diisiiniilmektedir (Aydingéz ve Bulut,
2014:4).
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Sigla yaginin ¢ikartilmast;

1) Sigla agacindan yag cikarilmasi agacta yara acilmasiyla olur. Bu amagla once

agaclarda yara acgilacak kisimlar tizerindeki kabuk mart ay1 sonuna dogru yontularak inceltilir.

2) Agaclar bir ay siireyle bu sekilde birakilir. Mayis ay1 sonunda kasik adi verilen
aletle yaralarin acilmasina baslanir. Damar adi verilen bu yaralar dis kabuk, diri kabuk,

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

3) Bir hafta sonra yaralar tazelenir ve bu isleme sur adi verilir. Bu islemden iki hafta
sonra, damarlar i¢inde biriken yag kasikta siyrilarak alinir ve buna da sur arkasi denir. Bundan

sonra esas sigla yaginin alinmasi islemine gegcilir.

4) Bu islem temmuz ay1 ortasindan ekim ay1 sonuna kadar siirer. Bu siire i¢inde, her
on bes giinde bir yaralar lizerinde biriken yag, kabuk ve odun tabakalariyla birlikte kasikla

yontularak alinir.

5) Bunlar is¢ilerin onlerine astiklar1 torbalar icerisinde toplanir. Bu isleme sefer adi
verilir. Kapgik adi verilen yag ile birlikte kabuk ve odun igeren yongalar bakir kaplarda, su

igerisinde 30-90 dK siireyle kaynatilir.

6) Sonra kaynatilan yongalar sapli yabalarla kazinilarak keci kilindan yapilmis

torbalara konur. Bu torbalar preslerle sikistirilarak sigla yagi ¢ikartilir.

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

2.4. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), mitokondriyal oksidatif metabolizmanin veya NADPH
oksidaz enzimlerinin bir yan iirlinli olarak {iretilen hiicresel molekiillerdir. ROS, siiperoksit
anyon (O2), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikal (‘{OH) igeren radikal ve radikal
olmayan oksijen tiirlerinden olusmaktadir (Mi, vd., 2018:1). Kimyasal olarak oksijenden daha
aktif olan ROS  hiicresel homeostaz ile iliskilendirilmektedir. ROS, normal
konsantrasyonlarda; hiicrelerin biiylimesini, cogalmasini ve farklilasmasini diizenleyen ¢esitli

sinyal iletim olaylarinda rol oynayan 6nemli ikinci haberciler olarak gérev yapmaktadir (Y. F.
Chen, vd., 2017:2).
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Sekil 2.14. ROS tarafindan diizenlenen hiicresel sinyal yollar
Kaynak: (Michels, 2003'ten degistirilerek alinmistir.)

Reaktif oksijen tiirleri her yerde bulunmakta ve hiicresel sinyallemede onemli bir rol
oynamaktadir. ROS sinyallemesinin birgok yonii, kanser indiiksiyonu ve ilerlemesine katkida
bulunabilmektedir. Ancak en dogrudan iligskilendirme genomik instabilitedir ve neredeyse tim
kanser hiicrelerinde genomik instabilite gozlenmektedir. Genomik instabilite, genomdaki
DNA mutasyonlarmin ve kromozomal yeniden diizenlemelerin tiimii  olarak
tanimlanmaktadir. Bu degisiklikler DNA hasarlarindan kaynaklanmaktadir. Kansere bagh
olarak gbzlenen ROS sadece DNA'ya degil, ayn1 zamanda DNA onarim proteinlerine zarar
verebilmektedir. Bu durum artan genomik instabiliteye neden olmaktadir (Antoszewska-
Smith, vd., 2017:2).

ROS, DNA hasarma neden olarak transformasyonu indiikleyebilmektedir ve
transforme hiicrelerin normal hiicrelere gore daha yiiksek ROS iiretim seviyelerine sahip
olmalarindan dolay1 kanserle iligkili oldugu yaygin olarak kabul edilmistir. ROS iiretiminin
artmasi, genomik instabilite ve DNA hasar1 ile iliskilendirilmesinin yani sira hiicre
proliferasyonunu ve hiicre gocilinii tesvik etmek icin bir sinyallesme fonksiyonunu

gerceklestirerek 10semik hiicre doniisiimiine katkida bulunmaktadir (Mi, vd., 2018:1,2).

Oksidatif stres (OS), reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ile antioksidan savunma
sistemlerinin tepkisi arasindaki dengesizlikten kaynaklanan hiicresel ortam kosullarini ifade
etmektedir. ROS kisa omiirlii yiiksek reaktif molekiillerdir ve OS'nin ilerlemesinde kritik bir

rol oynamaktadir (Zhang, vd., 2018:1).
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Artmig ROS

Azalmig Ant:oksndan

Reactive Oxygen Species ¢ ©2016 Cell Med Press

Sekil 2.15. Oksidatif stresin sematik gosterimi
Kaynak: (Li, Y. R., & Trush, M., 2016:14’ten degistirilerck alinmstir.)

Gosterildigi gibi, oksidatif stres, ya reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artmis
olusumundan ya da antioksidan savunmanin azalmasindan ya da her ikisinden kaynaklanir.
Oksidatif stresi redoks sinyalinden ayirt etmek onemlidir. Oksidatif stres, artmig ROS'un
potansiyel zararli etkilerini vurgularken, redoks sinyali, ROS'un fizyolojik tepkilere yol agan

hiicre sinyal transdiiksiyonuna katilimini1 vurgular (Li, vd., 2016:14).

Hematopoietik hiicrelerde hidrojen ile indiiklendiginde oksidatif stres olusmaktadir ve
BCR/ABL eksprese eden hiicrelerde anti-apoptotik ve proliferatif sinyallemesi ile KML’ye
neden olmaktadir. KML'nin ilerlemesi ise kiiclik molekiiler agirlikli antioksidanlar dahil
olmak iizere ROS seviyelerini modiile eden kimyasallardan etkilenebilmektedir. imatinib ve
diger TKI'lerinin, BCR/ABL-pozitif hiicrelerde ROS seviyesini diisiirdiigii gosterilmistir.
Ancak bu etki yetersizdir. Bu nedenle, TKI'lerle KML tedavisi, ROS temizleyicileri
kullanilarak gii¢lendirilebilmektedir (Antoszewska-Smith, vd., 2017:5).

Reaktif oksijen tiirleri, DNA'ya dogrudan veya ara maddeleri vasitasiyla zarar
verebilmektedir. Bu durum genomun biitiinliigiinde 6nemli bir rol oynamaktadir ve ROS
tiretiminin artmast BCR/ABL aktivitesi ile iliskilidir (Sattler, vd., 2000:6).

Normal ROS seviyeleri, hiicrelerin ¢ogalma ve farklilasmalarini diizenleyerek
fizyolojik islevlerini korumak ve immiin tepkileri ve hiicresel enflamasyonu kontrol etmek
icin gereklidir (Owusu-Ansah ve Banerjee, 2009:3). Normal fizyolojik kosullar altinda,
viicutta ROS olusumu ve bozulmasi denge durumunda kalmaktadir. Normal seviyede ROS,
HSC'lerin ¢ogalmasini, farklilagsmasini ve mobilizasyonunu kontrol etmek i¢in bir sinyal
molekiilii olarak goérev yapmaktadir. Ancak antioksidan sistemler arasindaki dengesizlik,

ROS'un asir1 tiretilmesine ve birikmesine neden olur. Yiiksek ROS seviyelerinin ise HSC'ler
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tizerinde toksik etKileri bulunmaktadir. HSC'lerde DNA hasarina neden olabilir, bu da
anormal proliferasyon ve farklilasma gibi islev bozukluklarina yol agmaktadir (Y. F. Chen,

vd., 2017:2)

Antioksidanlar Sekil 2.16.'de gosterildigi gibi homeostatik ayar noktasinin altina
distigiinde hiicre proliferasyonu kesintiye ugrayabilir. Artan ROS zararli olabilir ve hiicre
Olimiine neden olabilir veya yaslanmaya ve yasa bagli hastaliklara neden olabilir. ROS,
protein, lipit ve DNA'ya zarar vererek hiicresel fonksiyon bozukluguna ve hiicre 6liimiine

neden olmaktadir (Udensi ve Tchounwou, 2014:2).

X Oks'\da“‘a‘ g

Patoloji » Saghk
Oksidanlar > Antioksidanlar = Oksidatif Stres

Sekil 2.16. Dengesizligin oksidatif strese yol acabilecegi oksidan ve antioksidan tiirleri

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

Otofaji, hiicre i¢ci makro molekiillerin ve organellerin bir kesecik igine alinarak
lizozomlara yonlendirilmesi ve lizozomla birleserek burada parcalanmasina yol acan bir
mekanizmadir (Arslan, vd., 2011:1). Otofaji siireci baslangicta besin smirlayict kosullar
altinda hiicre sagkalimi1 mekanizmasi olarak tanimlanmustir. Spesifik olarak, otofajik katabolik
aktivite, hiicrelerin besin yoklugunda yeterli enerji seviyelerini geri kazanmasini saglamakta
ve sonu¢ olarak canliligi arttirmaktadir. Otofajinin bu o6zelligi, enerji icin alternatif bir
hiicresel kaynak olarak normal metabolizmanin siirdiiriilmesini sagladigi i¢in gelisimsel siire¢
icerisinde ozellikle onemlidir (Eisenberg-Lerner ve Kimchi, 2009:1). Otofaji terimi, Yunan
kokenli “oto” (kendi) ve “faji” (yemek i¢in) kelimelerinden tiiretilmistir ve kendi kendine

sindirim anlamina gelir (Manuscript, 2010:2).
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2.5.1. Otofaji Tiirleri
Otofajinin 3 ana ¢esiti vardir;

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

2) Saperon aracili otofaji (CMA): Daha yiiksek Okaryotlarda karakterize edilen, ancak
mayada olmayan bir islemdir. CMA'da bir saperon proteini Once sitosolik hedef
substratina daha sonra ise lizozomal zar iizerindeki bir reseptore baglanir. Katlanmamis
sitosolik hedef protein daha sonra bozunmasi i¢in dogrudan lizozom igine taginir (Y.
Chen ve Klionsky, 2011:1).

3) Makrootofaji: ~ Sitozolik ¢ift membranli vezikiil, otofagosom olusumu ile
karakterizedir. Makrootofaji, otofajik siirecin ana tipidir ve diger iki tipten farklidir.
Makrootofaji sirasinda, sitoplazmik proteinler, organeller veya diger materyaller,
otofagosomlar olusturmak iizere genisleyen ve yakin olan fagofoslarla gevrilidir. 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).

Makrootofaji
Saperon Aracili Otofaji

izolasyon Fagafor

Membrani Sitozolik Protein
0 ®. > E
°
: QN l Saperon Kompleks

i o @ -
N - o~ <

@
otolizozom
Otofagozom - Lizozom
- |-

Mikrootofaji
Sekil 2.17. Ug tip otofajinin sematik gosterimi
Kaynak: (Nikoletopoulou, vd., 2015:2'den degistirilerek alinmustir.)
2.5.2. Otofajinin Mekanizmasi

Otofaji mekanizmalarinda rol oynayan “otofaji ile baglantili proteinler” (Autophagy-

related proteins) ya da kisaca Atg proteinleri olarak adlandirilan proteinler, mayada yapilan
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caligmalar sonucunda bulunmustur. Gliniimiizde 30’dan fazla ATG geni tanimlanmistir. Atg
proteinlerinin bir kismi ve ¢esitli protein kompleksleri “otofajik kesecik” ya da bir bagka
deyisle “izolasyon membrani” ve otofagozom olusumunda rol oynamaktadir. Hiicrede
otofagozomlar “otofaji olusum merkezi” (Preautophagosomal structure, PAS) adi1 verilen ve
memelilerde endoplazmik retikulum ile golgi yapilarinin aralarina serpistirilmis olan
yapilarda ortaya ¢ikmaktadirlar (Arslan, vd., 2011:2).

Lizozom Lizozomal Hidrolaz ™

Otofagozom /
8 <t Otolizozom

)
N L v
A ‘ f w20l AY
izolasyon 4! Aa |
Membrani » 6 \ LV
. o
Ve2|lfu| niikleasyon Vezikiil Yerlefstlrme Vezikill Bozulmas!
(cekirdeklenme) uzamasi ve Birlesme

Sekil 2.18. Otofaji basamaklari
Kaynak: (Meléndez ve Levine, 2009:3'ten degistirilerek alinmustir.)

Otofaji agagidaki temel adimlara ayrilabilir:

1) Baslatma (indiiksiyon),

2) Vezikiil niikkleasyon (¢ekirdeklenme)

3) Vezikiil uzamasi

4) Lizozomla birlesme ve yikim (Meléndez ve Levine, 2009:3; Nikoletopoulou, vd.,
2015:2).

Baslatma / indiiksiyon;

Ik kez mayada mantar olusumuna karsi kullanilmak iizere gelistirilen rapamisin
ilacinin hedefi olan TOR proteini (target of rapamisin), hiicrede protein sentezini ve hiicrenin
biiyiimesini tetikleyen serin-treonin kinaz tiyesidir. Otofajinin diizenlenmesinde 6nemli bir
role sahiptir ve baskilanmasi durumunda otofajinin aktiflestigi bildirilmistir. Hiicrede besin
varliginda, TOR aktifleserek otofajiyi uyaran ATG1 (memelilerde ULK1/2), ATG13, ATG17
kompleksinden ULK1/2-ATG13’i fosforile edilerek kompleksin bozulmasia neden olur ve
bu sayede otofaji inhibe edilir. Besin agliginda ise TOR engellenir, otofajiyi uyaran kompleks
bozulmaz. ULK1/2 kendi kendini, Atgl3, FIP200 tarafindan fosforillenerek aktiflesmesi ile
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otofaji tetiklenmis olur (Y. Chen ve Klionsky, 2011:7; Geng ve Klionsky, 2008:4;
Nikoletopoulou, vd., 2015:2).

Vezikiil niikleasyon (¢ekirdeklenme);

Memeli hiicrelerinde 3 sinif PI3K vardir; sinif I PI3K otofajinin inhibitoriidiir, sinif II
PI3K otofaji ile iligkili degildir, smif III PI3K (Fosfatidilinositol-3-kinaz) otofajinin
aktivatoriidiir ve membran olusumunu baglatir (Y. Chen ve Klionsky, 2011:5; Yang, vd.,
2005:5). Bir fosfatidilinositol 3-kinaz kompleksinin aktivasyonu, otofaji sirasinda vezikiil
cekirdeklenmesinde 6nemli bir adimdir. Aktiflenen ULK bilesenleri otofagozomun olusmasi
icin siuf IIT PI3K bilesenlerini aktiflestirir. Sif IIT PI3K kompleksi, beclin 1 (BECN1),
Vps34 (PIK3C3) ve Vpsl5S genlerinden olusur. fosfatidilinositol 3-kinaz kompleksinin
aktivasyonu ile Atg proteinlerinin mayada fagothore toplanma bdlgesine (PAS) veya
memelilerde PAS esdegerine alinmasiyla ¢ekirdeklenme baglar (Y. Chen ve Klionsky,
2011:5).

Vezikiil uzamasi;

Vezikill membraninin uzamas: ve kesecik halini almasi; iki tbikuitin benzeri
konjugasyon sistemi tarafindan kontrol edilmektedir (Geng ve Klionsky, 2008). Birinci
iibikuitin benzeri konjugasyon sisteminde, Atgl2 proteininin Atg5 proteinine kovalent olarak
baglanmas1 katalize edilir. Atgl2’ye baglanmis Atg5, Atgl6 ile de birleserek izolasyon
membraninin dis yiizeyine baglanir. ikinci iibikitin benzeri konjugasyon sisteminde ise, Atg8
(Memelilerde MAP-LC3 ya da kisaca LC3 olarak adlandirilmaktadir.) proteini, bir
fosfotidiletanolamin (FE) yag molekiiliine kovalent olarak baglanmaktadir. Bu baglanmanin
gerceklesebilmesi icin, Atg8 ya da LC3’iin C-ucundaki bes aminoasitin Atg4 proteazi
tarafindan kesilerek 6. aminoasit olan glisinin ortaya ¢ikarilmas1 gerekmektedir. Boylelikle
FE molekiilii agiga ¢ikan glisine baglanmaktadir. Atg8/LC3’iin FE’ye baglanmasi, PAS’a zar

taginmasi ve burada zar uzamasi i¢in gerekli bir olaydir (Arslan, vd., 2011:3).
Lizozomla birlesme ve yikim;

Memeli hiicrelerinde, otofagosomun lizozom ile flizyonundan 6nce otofagosomlarin
endozomlar veya endozomdan tiiretilen vezikiiller ile kaynasarak olgunlasmasi 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

geg endozom / lizozomal kompartiman arasindaki fiizyonu engeller ve otofagosom birikimine
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yol agar (Yang, vd., 2005:6). Otofagozom daha sonra ge¢ endozom veya lizozomla birlesir ve
boylelikle tasidigi kargonun parcalanmasma yol agar. Lizozomal enzimler tarafindan
kargonun (proteinler, organeller vb.) yikimi sonrasinda ortaya cikan yapitaglari (Orn.
aminoasitler, yag asitleri, vb.) tekrar kullanilmak tiizere hiicreye kazandirilir (Arslan, vd.,

2011:3).
2.5.3. Otofajinin Diizenlenmesinde ROS’un Rolii

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve otofaji, insan viicudunda yaygin olarak goriilen ve
hiicresel homeostaz1 diizenleyen anahtar faktorlerdir. Hiicresel homeostazi siirdiirmek ig¢in
ROS ve otofaji koordine olarak ¢alismaktadir. Otofaji, ROS tarafindan indiiklenebilir ve ROS
kaynakl1 olarak hiicrelere ve dokulara verilen hasari engeller (Y. F. Chen, vd., 2017:1).

Besin Aclig

™ Es.] ag
Radyasyon

Sekil 2.19. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) tarafindan otofajinin diizenlenmesi
Kaynak: (Y. F. Chen, vd., 2017:5'ten degistirilerek alinmigtir.)

ROS esas olarak mitokondride iiretilir. Besin agligi, ilaglar ve radyasyonun neden
oldugu artan ROS fiiretimi, AMPK-mTOR ve PI3K-Akt mTOR yollar1 gibi ¢esitli sinyal
yollarindan otofajiyi diizenler. Ek olarak, artan ROS iiretimi, GSH'nin MRP1 yoluyla ¢evreye
salinmasi yoluyla hiicrelerde redoks dengesizligine yol acar, bu da otofajiye neden olur (Y. F.
Chen, vd., 2017:7).

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 H20: tarafindan onleyici oksidasyonu
sayesinde gerceklesir. Daha yavas, daha dolayli bir sekilde oksidatif stres, Beclin 1 ve LC3'lin
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transkripsiyonunu da diizenler. Birlikte, bu koruyucu, otofatojik etkiler ROS'taki ince
degisikliklerle elde edilir. Asirt ROS iiretimi {izerine, mitokondri ciddi hasar riski tasir ve
kismen c¢ikarilmasi gerekir. Bu, “mitofaji” adi verilen hasarli mitokondriyal fragmanlarin

se¢ici otofajik bozulmasiyla meydana gelir (Fang, vd., 2016:1; Van Erp, vd., 2017:5).
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3. MATERYAL VE METOTLAR

3.1. Materyaller

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Tablo 3.1. Laboratuvarda kullanilan cihazlar

Buz Makinesi
Buzdolabi (+4 °C)
Buzdolabi (-20 °C)
Buzdolabi (-80 °C)

CO2'li Inkiibatér
Dikey Elektroforez Sistemi
Distile Su Cihaza
Etiiv

Hassas Terazi
Invert Mikroskop

Jel Goriintiileme Sistemi
Laminar Flow
Mikroplaka Okuyucu
Neubauer Tip Thoma Lam
Nanodrop
Otoklav
pH Metre
Pipet Seti
Rotator
Sogutmah Santrifiij Cihaz
Santrifiij Cihazi
Su Banyosu
Vorteks
Western Transfer Sistemi

Yatay Elektroforez Sistemi

(Hoshizaki - FM-80KE)
Regal
Ugur
Panasonic
Memmert
Cleaver
Mes
Jeio Tech-IB-E
Ohaus
Nikon Eclipse TS100-F
Syngene - G-box
Scanlaf - Mars Safety Classe 2
Thermo Scientific - Multiscan Go
Marienfeld Superior
BioSpec-nano
Niive Steamart - OT 90L
Inolab - PH 7110
Nichiryo/Thermo Scientific
Biosan - Multi Bio RS24
Thermo Scientific - Micro CL 21R
Niive - NF 800
Niive- NF 800
Jeio Tech, Lab Companion
HOEFER

Cleaver
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3.1.2. Sarf Malzemeler

Tablo 3.2. Laboratuvarda kullanilan malzemeler

1,5 mP’lik toplama tiipii
10 pl’lik pipet ucu
10 ml Serolojik Pipet
1000 pl’lik pipet ucu
2 ml’lik toplama tiipii
200 pl’lik pipet ucu
5 ml Serolojik Pipet
50 ml’lik ve 15 mD’lik falkon
6’1 well plate
96’1l well plate
Beher
Cam Sise
Cryo Tiip
Enjektor
Erlen
Filtre 0,22 pM
Flask (T75) ve Flask (T25)
Meziir
PVDF Membran
Scraper

Whatman Kagidi

Isolab
Isolab
Euro clone
Isolab
Isolab
Isolab
Euro clone
Euro clone
SPL
Biologix
S&H Labware
Isolab
Isolab
Ayset
S&H Labware
Sarstedt
Thermo Scientific
S&H Labware
Merk Millopore
SPL

Biorad
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3.1.3. Kullamilan Kimyasallar

Tablo 3.3. Laboratuvarda kullanilan kimyasallar

100 bp DNA Ladder
10X TBS/10X TBS-T
2X Laemli
6X Loading Dye
Agaroz
Akrilamid / Bisakrilamid
Amonyum Asetat
Amonyum Persiilfat
Atg4A antibody
Bradford Reagent

BSA

Color-coded Prestained Protein Marker 11-250 kDA

Coommasie Brilliant Blue
Cyto-ID Otofaji saptama Kiti
Dimetilsiilfoksit (DMSO)
ECL
EDTA
FBS
Fenol klorofom izoamil alkol
Glasiyal Asetik Asit
H2DCFDA Assay Kit
HCI
Imatinib
izopropanol

KCI

GeneDirex
CST
Sigma
Biolabs
Applichem
Sigma
Merck Millipore
Thermo Scientific
Santa Cruz
Sigma
Carlo Erba
Cell Signaling Technology
Sigma
Enzo
Merck Millipore
Thermo Scientific
Carlo Erba
Biological Industries
Sigma
Sigma
ABP biosciences

Merck Millopore

Merck Millopore

Merck Millipore
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Tablo 3.3. Devam ediyor

KH2PO4 Merck Millipore
LC3 a/p antibody Santa Cruz
Metanol Sigma
MTT Reagent (Thiazolyl blue tetrazolium bromide) Glentham Life Sciences
NazHPO4 Merck Millipore
NaCl Merck Millipore
Penisilin /Streptomisin Gibco
PMSF Cell Signaling Technology
Ponatinib MCE
Ponceau Red Merck Millopore
Protein Marker (11-250 kDa) Invitrogen
Proteinaz K Sigma
RIPA Tamponu Cell Signaling Technology
RNase MACHEREY-NAGEL
RPMI-1640 Besiyeri Gibco
Sekonder Antikor CST
Sodyum Dodesil Siilfat Sigma
TEMED Tokya Chemical Industry
Tripsin-EDTA Sigma
Tris-Base Sigma
Trypan Blue Soliisyonu (%0,4) Amresco

3.1.4. Kullanilan Cozeltiler

1X PBS tamponu

Tablo 3.4.'te verilen kimyasallar 800 ml dH2O igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra pH
7,4'e ayarlanip toplam hacim 1000 ml'ye tamamlanmistir. Otoklav ile sterilizasyonu saglanan

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

Icerik Miktar
NaCl 8¢
KCI 0,29
NazHPO4 1,44 g
KH2PO4 0,24g

Hiicre dondurma ortami

0,22 um boyutundaki filtreden gegcirilmis 9 ml fetal sigir serumu (FBS) ve 1 ml
dimetilsiilfoksit (DMSO) karistirilarak hazirlanmastir.

Amonyum Asetat: 3M - 10 ml

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

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

0,0121 g Tris-Base tartilip dH20’da ¢ozdiriilmiistiir. HCI ile pH= 8’e getirilip hacmi

10 mI’ye tamamlanmistir.

0,1 MEDTA: pH:8-V=001L

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

%10 SDS

10 g SDS 800 ml distile su ile ¢oziilerek hacmi 1000 ml'ye tamamlanmistir.
%0.,5’lik SDS

%10’luk SDS’ten seyreltmek i¢in 500 pl alinip dH20 ile 10 ml’ye tamamlanmuistir.
%0,5’lik SDS hazirlamak i¢in 0,5 g SDS tartilip 100 ml dH20’ ile ¢ozdiirtilmiistiir.

Lyzis buffer

Tablo 3.5.°te belirtilen kimyasallar belirtilen miktarlarda karigtirilmistir.
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Tablo 3.5. Lyzis buffer igerigi

10 ml i¢in
10 mM Tris-HCI pH: 8 100 pl
0,1 M EDTA pH:8 2000 pl
%0,5’lik SDS 500 pl
dH.0 7400 pl

TE buffer

Tablo 3.6°da belirtilen  kimyasallar  belirtilen miktarlarda  karigtirilarak

otoklavlanmustir.
Tablo 3.6. TE buffer icerigi
1 M tris pH:8 2ml
EDTA pH:8 0,4 ml
dH20 200 ml’ye tamamlanir
50X TAE

Tablo 3.7.°de belirtilen kimyasallar belirtilen miktarlarda karistirilmstir.

Tablo 3.7. 50X TAE igerigi

Tris-Base 2429

Glasiyal Asetik Asit 57,1 ml

0,5M EDTA 100 ml

dH20 1000 ml’ye tamamlanir.

IXTAE
20 ml 50X TAE’den alinip dH20 ile 1000 ml’ye tamamlanmaistir.

%3’lik agaroz jel

3 g agaroz + 100 ml 1X TAE mikrodalgada eriyene kadar isitilmis ve 3 pl EtBr

eklenmistir.

1X RIPA tamponu

10X RIPA tampondan 100 ul alinip, 900 pl distile su ile 1000 pl'ye tamamlanmistir. 1
ml RIPA tamponu igerisine 5 pl PMSF eklenmistir.
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%10 APS

0,1 g Amonyum persiilfat 1 ml distile su ile ¢ozdiiriilmiistiir.
15 M Tris-HCI

27,23 g Tris 80 ml distile su ile ¢oziilmiis, pH 8,8’¢ ayarlandiktan sonra hacmi 150

ml'ye tamamlanmistir.

0,5 M Tris-HCI

6 g Tris 80 ml distile su ile ¢oziiliir, 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

hazirlanmustir.
Tablo 3.8. SDS poliakrilamid jel i¢erigi
Icerik %10’luk Seperating %15’1lik 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°1uk) 0,075 ml (%20°1ik) 0,05 ml (%10°1uk)
APS 0,075 ml 0,075 ml 0,04 ml
TEMED 0,008 ml 0,015 ml 0,001 ml
Akrilamid/ 3,3 ml (%30’luk) 5,6 ml (%40°11k) 0,67 ml (%30°1uk)
Bisakrilamid

IX Tris-Glisin-SDS vyiiriitme tamponu

Cell Signaling Technology marka 10X Tris-Gilisin-SDS yiirime tamponundan 100 ml
alinip 900 ml dH20 ile tamamlanmustir.

10X Towbin transfer tamponu

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

ayarlanmig ve 1000 ml’ye tamamlanmugtir.
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Tablo 3.9. 10X Towbin transfer tamponu icerigi

Tris 30,259
Glisin 144 g
dH20 1000 ml’ye tamamlanir.

1X Towbin transfer tamponu

10X Towbin Transfer tamponundan 100 ml alinarak toplam hacmin %20si metanol
olacak sekilde 200 ml metanol ve 700 ml dH20 eklenmistir.

Y3 Siit

5 g Cell Signaling Technology marka non-fat dry milk, 100 ml TBS-Tween 20

tamponu ile ¢oziilmiustiir.

10X TBS tamponu

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

8,8’¢ ayarlanmig ve hacmi 1000 ml'ye tamamlanmugtir.

1X TBS tamponu

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

tamamlanmustir.

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 tamamlanmugtiir.

3.2. Yontemler

3.2.1. Kullanilan Hiicre Hatlarn

K562R losemik hiicre hatti

Tez kapsaminda insan kronik myeloid 16semi hiicre dizisi K562 hiicrelerinin birinci
nesil trozin kinaz inhibitorii imatinib ilacina karst 1 uM diren¢ kazandirilmis formu olan
K562R hiicre hatt1 kullanilmigtir. K562R hiicre hatt1 53 yasinda KML blastik kriz doneminde
olan kadin hastanin plevral sivisindan elde edilmistir. Hiicre hatti 6zellikleri Tablo 3.10.’da

Ozetlenmistir.
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Tablo 3.10. K562R Hiicre Hatt1 Ozellikleri

Organizma

Doku

Morfoloji

Biiyiime Ozellikleri
Hastahik

Yas

Cinsiyet

K562S losemik hiicre hatti

Insan

Kemik [ligi
Hematopoetik
Stispansiyon

Kronik Myeloid Lésemi
53

Kadin

Tez kapsaminda insan kronik myeloid 16semi hiicre dizisi K562S kullanilmistir.

K562S hiicre hatt1 53 yasinda terminal blastik kriz doneminde olan kadin hastadan tiiretilen

eritroid-miyeloid oncii hiicre dizisidir. Hiicre hatt1 6zellikleri Tablo 3.11.’de 6zetlenmistir.

Tablo 3.11. K5628S Hiicre Hatt1 Ozellikleri

Organizma

Doku

Morfoloji

Biiyiime Ozellikleri
Hastalhik

Yas

Cinsiyet

Insan

Kemik Tligi
Hematopoetik
Stispansiyon

Kronik Myeloid Losemi
53

Kadin

Hiicre hattinda kullanilan besiveri ve Kiiltiir ozellikleri

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

konsantrasyonda L glutamin, lpg/ml konsantrasyonda penisilin/streptomisin ve % 10

oraninda FBS eklenmistir. Gerektiginde kullanmak {izere +4 °C’de saklanmustir.

3.2.2. Kullanilan Kemoterapétik Ilaclarin Hazirlanmasi

K562R hiicre hatt1 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 saklanmustir.
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Imatinib etken maddesinin hazirlanmasi

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

Ponatinib etken maddesinin hazirlanmasi

Molekiiler agirligr 532,56 g/mol olan ponatinib son konsantrasyonu 1 mM olacak
sekilde 1 mg Ponatinib 1877 ul DMSO i¢inde ¢oziilmiistiir. Stok ¢dzeltinin moralitesi yiiksek
oldugundan ¢ok kiigiik miktarlarda sivi ¢gekmek zor olacagindan dolay1 deneylerde kullanmak
iizere 1 mM konsantrasyondaki ¢ozeltiden 1 pl almip 999 pl DMSO eklenerek 1 uM’lik
calisma stogu hazirlanmistir. Tiim ¢ozeltiler gerektiginde kullanmak iizere +4 °C’de

saklanmustir.

Si18la yag (sweetqum 0il) etken maddesinin hazirlanmasi

0,1 g sigla yag: tartilarak 100 pl DMSO igerisinde ¢ozdiiriilerek 1 g/ml ana stok
hazirlanmistir. Deneylerde kullanmak iizere 1 g/ml ana stoktan 30 pl alinip lizerine 9970 pl
DMSO eklenerek 3000 pg/ml g¢alisma stogu hazirlanmistir. Tim ¢o6zeltiler gerektiginde

kullanmak iizere +4 °C’de saklanmustir.

3.2.3. Hiicre Kiiltiirii

Deneylerde kullanilmak iizere K562R hiicreleri 37°C sicaklikta %5 CO: iceren
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 puM imatinib eklenerek
37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde T-25 ve T-75 flasklarda 2 mM konsantrasyonda L glutamin,
Ing/ml  konsantrasyonda penisilin/streptomisin ve %10 oraninda FBS iceren RPMI

besiyerinde kiiltiirlerine devam edilmistir.

K562S hiicreleri 37°C sicaklikta %5 COz igeren inkiibatorde T-25 ve T-75 flasklarda,
2 mM konsantrasyonda L glutamin, 1pg/ml konsantrasyonda penisilin/streptomisin ve %10

oraninda FBS iceren RPMI besiyerinde ¢ogaltilmistir.

K562R ve K562S hiicre hatlarinin pasajlanmasi

T-25 ve T-75 flasklarda bulunan K562R ve K562S hiicreleri 15 ml’lik toplama tiipiine
alinarak 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve siipernatantlari atilmistir. Pellet 1 ml PBS ile
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cozdiiriiliip yeniden 1000 rpm’de 5 dk santriflij edilmis ve silipernatantlari atilmistir. Pelet
iizerine 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 1 mM imatinib’den T-25 flasklar i¢in 4 pl, T-75
flasklar igin 7 pl eklenerek 37°C°de %5 CO2’li inkiibatorde kiiltiirleri gergeklestirilmistir.

Ancak K562R hiicre hattinin Imatinib’e maruz birakildig1 siiregte, yapisma 6zelligi
gosterdigi tespit edilmistir. Once siispanse olan hiicreler tamamen toplanmis daha sonra
yapisan hiicreler Tripsin/EDTA ile inkiibe edilerek hiicrelerin yapistiklari ylizeyden ayrilmasi
saglanmistir. Yiizeyden ayrilan hiicreler siispanse hiicrelerin toplandigi 15 ml’lik toplama
tiiptine alinarak 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve siipernatantlart atilmistir. Pellet 1 ml
PBS ile ¢ozdiiriiliip yeniden 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve siipernatantlari atilmistir.
Pelet tizerine T-25 flasklar i¢in 4 ml, T-75 flasklar i¢in 7 ml besiyeri ve total 1 uM imatinib
eklenerek 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde kiiltiirlerine devam edilmistir.

K562R ve K562S hiicre hatlarinin dondurulmasi

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

%10 DMSO) eklenerek cryotiipe alinmis ve -80°C’ye kaldirilmistir.

Dondurulmus hiicre hatlarinin coziilmesi

Cryotiipteki hiicreler -80°C’den alinarak elde 1sitilmis ve ¢dziilmesi saglanmustir. 15
ml’lik toplama tiipline 2 ml besiyeri lizerine alinan hiicreler 1000 rpm’de 5 dk santrifii
edilmis ve siipernatant 1 ml kalana kadar atilmistir. Kalan 1 ml supernatant T-25 flaska
alinmis ve tizerine 3 ml besiyeri eklenmistir. Pelet iizerine 1 ml besiyeri eklenerek 3500 pl
besiyeri eklenmis iki adet T-25 flaska her ikisine de 500 pl olarak ekim yapilmistir. Flasklarin
37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde kiiltiirleri gerceklestirilmistir.

3.2.4. Hiicre Canliiginin Degerlendirilmesi (Tripan Mavisi Canlilik Testi)

Hiicre canliliginin degerlendirilmesi i¢in tripan mavisi canlilik testi yapilmistir. Canli
hiicreler membran biitiinliigline sahip olmalar1 nedeniyle tripan mavisi boyasini hiicre igine
almazlar fakat 6lii hiicrelerin membran biitiinliikleri bozuldugundan hiicreler boyay1 gegirir.
Bu testte 6-well’de her kuyucuga ekilmis 200000 hiicrenin imatinibin 0,01uM, 0,1uM,
0,5uM, 1 uM ve 10 uM dozlarinda canliligr gézlenmistir. Caligmalar ila¢ dozu uygulanmamais

kontrol gruplart varliginda yiiriitiilmiistiir. Test asamalar1 asagida belirtildigi gibidir.
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6-well’e her kuyucuga 2x10° hiicre belirtilen dozlarda imatinib igeren ortamlarda

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

24 ve 48 saat inkiibasyon sonucunda her kuyucuktaki hiicreler 1,5 ml’lik toplama

tiiptine toplanarak 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve siipernatantlar1 atilmistir.

Pelletler iizerine 50 pl besiyeri ve 50 pl tripan blue boyasi eklenerek pipetaj

yapilmustir.

. Karigimdan 10 pl alinarak thoma laminda sayim yapilmistir. Canli hiicreler parlak ve
temiz bir sitoplazmaya sahip olarak goriiliirken, 6lii hiicreler ise mavi sitoplazmali

olarak goriilmektedir.

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 ayn1 sekilde

hesaplanmustir.)

Canli hiicre sayisinin toplam hiicre sayisina orami hesaplanarak canlilik yiizdesi
hesaplanmustir.

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 gore

prolifere olmus hiicrelerde mitokondriyal siiksinat dehidrojenaz artis1 gozlemlenmektedir.

Mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enziminin tetrazolyum boyas1 ile verdigi reaksiyon

sonucunda tetrazolyum halkasi parcalanmakta ve soluk sar1 renkli MTT boyasi koyu mavi-

mor formazan iriinline doniismektedir. MTT testi, olusan mor renkte ve suda ¢dziinmeyen

formazan kristallerinin uygun bir ¢oziiciide ¢oziilerek absorbansinin 6l¢limii 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 hatti iizerinde imatinib, ponatinib ve sweetgum oil etkin dozlarini belirlemek

amaci ile asagidaki protokol izlenmistir.

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

besiyeri ve etken maddelerin farkli dozlar1 karisimiyla ekim yapilmastir.
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2. 24,48 ve 72 saat inkiibasyon siireleri sonunda her kuyucuga 10 pl MTT ajan1 5 mg/ml
konsantrasyonda eklenerek 4 saat 37°C’de, %5 CO2’li inkiibatorde inkiibe edilmistir.

3. 4 saat inkiibasyon sonucunda 100 ul DMSO eklenerek 5 dk karanlikta bekletilmistir.
4. Son olarak ELISA Reader’da 595 nm dalga boyunda 6l¢timii yapilmistir.

5. 1lag uygulanmayan kontrol grubu hiicrelerin absorbans degeri %100 canlilik olarak
kabul edilmistir ve diger hiicre gruplarindaki canlilik yiizdesi bu deger iizerinden

hesaplanmuistir.

[laglarm farkli konsantrasyonlarina 24, 48 ve 72. Saat inkiibasyondan sonra 595 nm’de
bakilmis en optimum sonuglarin 24. saatte oldugu ve zaman arttik¢a ilaglarin etkisinin arttig

gozlenmistir.

0,1 pM ponatinib ¢ozeltisi direngli K562R hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda
uygulanmistir. Hazirlanan ponatinib konsantrasyonlart 0,010uM, 0,015uM, 0,020uM,
0,025uM, 0,030pM, 0,035uM, 0,040uM, 0,045uM, 0,050uM, 0,055uM, 0,060uM

seklindedir. Caligsmalar ilag dozu uygulanmamis kontrol gruplar1 varliginda yiirtitilmiistir.

3000 pg/ml sigla yagr cozeltisi direngli K562R hiicrelerine ve duyarli K562S
hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda uygulanmistir. Hazirlanan sigla yagi konsantrasyonlari
20pg/ml, 50pg/ml, 75pg/ml, 100pg/ml, 125pg/ml, 150pg/ml, 200pg/ml, 250ug/ml,
500pug/ml, 750pg/ml, 1000png/ml seklindedir. Calismalar ila¢ dozu uygulanmamis kontrol

gruplar1 varliginda yuriitiilmustiir.

100 pM imatinib ¢ozeltisi K5628S hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda uygulanmustir.
Hazirlanan imatinib konsantrasyonlar1 0,1 pM, 0,5 uM, 1 uM, 1,5 uM, 2 uM, 5 uM, 7 uM,
10 uM, 15 uM, 20 uM, 30 uM seklindedir. Calismalar ila¢ dozu uygulanmamis kontrol

gruplar1 varliginda yuriitiilmustiir.

Kombine ila¢ Uygulamasi

Kombine uygulamasi K562R hiicre hattinda sigla yaginin 150pg/ml’de sabit tutulup
ponatinibin ICso 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, 'A,5, 1/2, 1/1,5, 1/1 seklinde oranlanmasiyla
uygulanmistir. K562S hiicre hattinda ise sigla yagi 150 pg/ml’de sabit tutulup imatinibin artan

dozlariyla kombine olusturulmustur.
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3.2.6. ROS Tespiti
ABP ROS Assay Kit ile ROS tespiti yapilmistir. Kit prosediirii uygulanmistir.

1. 10°hiicre/ml kimyasallarla inkiibe edilir ve ROS indiiklenmistir.

2. Indiikleyici bir ajan olmaksizin negatif kontrol hazirlanmistir.

3. Pozitif kontrol i¢in 496,8 puL PBS igerisine 3,2 puL %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 biiyiime kosullarinda inkiibe edilmistir.

4. Siseyi agmadan Once HDCFDA’nin (Component A) sisesi kisa siire santrifiij
edilmistir.

5. 10 uM boya nihai ¢alisma konsantrasyonu saglamak i¢cin H2DCFDA stok soliisyonu
(Component A) dnceden 1sitilmis tamponda (HBSS veya HEPES) 1:1000 oraninda
seyreltilmistir.

6. Santrifiijleme ve pipetaj ile hiicreler biiylime 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 c¢ikarilir ve hiicreler onceden 1sitilmig tamponla (HBSS veya
HEPES) ti¢ kez yikanmustir.

9. Hiicreler 6nceden 1sitilmig biiyiime 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 i¢in DNA Laddering deneyi yapilmig ve asagidaki

prosediir izlenmistir.

1. MTT testi ile belirlenen 1Cso degerlerinde konsantrasyonlarda K562R hiicreleri igin
ponatinib, sigla yagi ve kombine dozu K562S hiicreleri i¢in imatinib, sigla yagi ve
kombine dozu uygulanmis hiicreler 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Bir
flaska ila¢ uygulanmamis ve kontrol grubu olarak kullanilmistir.

2. Inkiibasyondan sonra flasklardan medyalar 1,5 ml toplama tiipiine toplanip 13200g’de

4°C°de 5 dk santrifiij edilmis ve supernatant atilmistir.
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10.
11.
12.

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

Supernatant atildiktan sonra pellet tizerine 600 ul Lyzis Buffer eklenerek 1 saat buzda
beklenmistir.

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

Ust faz yeni toplama tiipiine alinarak 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 yapilmistir.

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 karistirllan DNA oOrnegi ve

loading dye 70V ’ta 120 dk yiiriitiilmiistiir.

DNA hasarinin belirlenmesi igin Hoecsht (33342) boyama yapilmis ve asagidaki

prosediir izlenmistir.

N o a ~ w b oe

Hiicreler 1x10° hiicre/m1’yi asmayacak sekilde kiiltiirlenmistir.

Hiicrelere test reaktifleri uygulanmis ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

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

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

100 pl 1X assay buffer ile siispanse edilmistir.

1 lam iizerine 1 damla hiicre slispansiyonu uygulanip lamel ile kapatilarak floresan

mikroskopta gorilintli alinmistir.

3.2.8. Otofaji Belirlenmesi

Otofaji belirlenmesi amaciyla CYTO-ID Autophagy Detection Kit kullanilmustir.

Deneyde Kit prosediirii izlenmistir.

8.
9.

Hiicreler 1x10° hiicre/m1’yi asmayacak sekilde kiiltiirlenmistir.
Santrifiij ile hiicreler toplanmistir ve hiicrelere test reaktifleri ile pozitif ve negatif

kontroller uygulanmistir.
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10.

11.
12.
13.
14.
15.

N o g &

24 saat inkiibasyondan sonra hiicreler ortamdan ayrilmis ve 2 kez 1X assay buffer ile
yikanmistir.

Supernatant atilirak 100 pl microskopy dual detection reagent ile siispanse edilmistir.
30 dakika 37 °C’de inkiibe edilmistir.

Hiicreler 1X assay buffer ile yikanmistir.

100 pl 1X assay buffer ile siispanse edilmistir.

1 lam tiizerine 1 damla hiicre siispansiyonu uygulanip lamel ile kapatilarak floresan

mikroskopta goriintii alinmistir.

3.2.9. immiinblotlama Yontemi

Protein izolasyonu

MTT testi ile belirlenen ICso degerlerinde konsantrasyonlarda K562R hiicreleri igin
ponatinib, sigla yagi ve kombine dozu K562S hiicreleri igin ise imatinib, sigla yagi ve
kombine dozu uygulanmis hiicreler 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Birer
flaska ilag uygulanmamis ve kontrol grubu olarak kullanilmistir.

Inkiibasyondan sonra flasklardan besiyerleri toplama tiipiine toplamp 13200 g’de
49C’de 5 dk santrifiij edilmis ve supernatant atilmustir.

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

Pellet, icerisine PMSF eklenmis RIPA Buffer ile ¢ozdiriilmiistiir.

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 konsantrasyonlar1 Bradford

analiziyle Olcililmiistiir. Standarti bilinen bir proteinin konsantrasyonunu bulmak igin

dogrunun egiminden faydalanilmistir. Bu dogrultuda asagidaki prosediir uygulanmistir.

1.

4.

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

Protein O6rneklerinden de 3 tekrarli olacak sekildel’er pl eklenmistir.

BSA ve protein drneklerinin yiiklii oldugu tiim kuyucuklara 200 pl Bradford Reagent
eklenmistir.

5 dk karanlikta bekledikten sonra 595 nm’de 6l¢iim alinmuistir.
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Protein orneklerinin hazirlanmasi

Bradford testi ile protein konsantrasyonlart belirlenen hiicre lizatlarindan her bir

protein drneginin esit miktarda protein igermesi igin gerekli miktarda 6rnek yeni birer toplama

tiiptine alinmistir. Her toplama tiipiine 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 akimi yardimiyla molekiil agirliklarina gore ayristirildigi bir

yonemdir. Protein konsantrasyonlar1 belirlenen hiicre lizatlar1 jel kuyularina yiiklendikten

sonra elektrik akimi vasitasiyla proteinler dnce yiikleme jelinden daha sonra ise ayristiric

jelden gecerek siralanirlar. Asagidaki prosediir uygulanmistir.

1.

%10’luk ve %15’lik ayirma jelleri hazirlanip iki cam arasma dokiilmistiir. Jel
yiizeyinin diizgiin donmas1 i¢in iizerine 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’liikk yiikleme jeli dokiilmiis ve yiikleme kuyulart
olusturmasi i¢in tarak yerlestirilmistir. 30 dakika boyunca jelin polimerlesmesi i¢in
beklenmistir.

1 ul protein marker1 ve protein drnekleri belirlenen kuyulara eklenmistir.

Elektroforez tanki 1X Tris-Glisin-SDS yiiriitme tamponu ile doldurulmustur.

80V’da 70 dakika elektrik akimi uygulanarak protein markeri ve protein 6rneklerinin
yiikkleme jelinden ayirma jeline gegmesi beklenmistir. Tiim ornekler ayirma jeline
gectikten sonra 120V’da 2,5 saat elektrik akimi uygulanmistir.

100

80 | .

o7 | -

46
2 [ —

2 (.
17 | -

11‘—

Sekil 3.1. Kullanilan protein marker (CST)
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Jelden membrana transfer

Jel lizerinde molekiil agirliklarina gore siralanan proteinlerin istenen proteinin
varligim1  gosterebilmek amaciyla elektrik akimi yardimiyla membrana gecirilmesidir.

Asagidaki prosediir uygulanmastir.

1. Jel biiyiikliigiinde PVDF membran kagidi kesilmistir.

2. Membran 6nce metanol ile 1slatilarak aktivasyonu saglanmig, sonra 1X towbin transfer
tamponu ile 1slatilmigtir. Blot kagitlari da 1X towbin transfer tamponu ile 1slatilmistir.

3. Cihazin transfer yiizeyi lizerine sirasiyla; blot kagitlari, membran, jel ve tekrar blot
kagitlar1 yerlestirilmistir.

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

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

Primer ve seconder antikor isaretlemeleri

Spesifik antikorlar yardimiyla membran {izerinde aranan proteinin gdsterilmesi i¢in
primer ve seconder antikor isaretlemeleri yapilir. Membrana transfer islemi gerceklestikten
sonra membranlara %5 siit igceren TBS-T igerisinde 1 saat bloklama islemi

gerceklestirilmistir.

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

2. 24 saat sonunda membranlar 3’er kez 5 dk TBS-T ile yikanarak %5’lik siit igerisine
1:5000 olarak hazirlanan seconder antikor icerisine alinmis ve 24 saat +4°C’de
rotatorda ¢evrilmistir.

3. 24 saat seconder antikor igerisinde bekleyen membranlar 3’er kez 10 dk TBS-T ile ve
I’er kez de TBS ile yikandiktan sonra liiminesans olusturmasi i¢in ECL ile muamele
edilerek aranan proteine ait 1g1malar goriintiileme sistemi ile goriintiilenmistir.

4. Bant yogunluklar1 ImageJ programi ile hesaplanarak analiz edilmistir.

3.2.10. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler en az 3 tekrarin ortalamasidir. Veriler Graph Pad Prism 9.0 ve

Image J programu ile analiz edilmistir. Karsilastirmalarda bagimsiz T-Testi kullanilmigtir.
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4. BULGULAR
4.1. Hiicre Hatt1 Bulgulari

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda hiicreler ¢ogaltilip yedeklenmesi yapilmistir. Sekil

4.1°de K562R ve K562S hiicrelerin 20X objektif ile ¢ekilmis goriintiisii yer almaktadir.

Sekil 4.1. Hiicrelerin goriintiileri A) K562S hiicrelerin goriintiisii. B) K562R hiicrelerin
goruntisu
4.2. Hiicre Canlihginin Degerlendirilmesi (Tripan Mavisi Canlilik Testi)

6-well’e her kuyucukta 1 ml RPMI besiyeri igerisinde 200000 hiicre olacak sekilde,
imatinibin 0,01 pM, 0,1 pM, 0,5 pM, 1 uM ve 10 uM dozlar ile imatinib uygulanmamis
kontrol grubu i¢in ekim yapilmigtir. 48 saat inkiibasyona birakilan hiicrelere tripan blue
canlilik testi yapilmistir. Her kuyucuktaki hiicreler 1,5 ml toplama tiipiine toplanarak
santrifiijlenmis ve pellet tizerine 50 pl besiyeri ile 50 ul tripan blue karigtirilarak eklenmistir.
Pipetaj yapildiktan sonra 10 pl alinarak thoma laminda canli ve 6lii hiicreler sayilmistir.
Boyay1 i¢ine almis hiicreler olii hiicrelerdi ve mavi renkte goriiniiyordu, boyayi i¢ine almayan
beyaz ve parlak hiicreler ise canli hiicrelerdi. Hiicre canlilig1 canli hiicre sayisinin total hiicre
sayisina boliinmesiyle elde edilmistir. Deney sonucunda hiicre biiyiime ortamimna 1 pM
imatinib eklenmesine karar verilmistir. Tablo 4.1°de canli ve 6li hiicre sayilar ile canlilik
oranlar1 gosterilmistir. Sekil 4.2°de ise 48 saat inkiibasyon sonucunda her kuyucuktaki

hiicrelerin goriintiisii gosterilmistir.
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Tablo 4.1. Tripan Blue Canlilik Testi sonucunda hiicre sayilart

Canli Olii hiicre Total Canlilik
hiicre sayisi hiicre (%)
sayist sayisi
Kontrol 2240000 130000 2370000 94
0,01 uM imatinib 2400000 100000 2500000 96
0,1 uM imatinib 480000 40000 520000 92
0,5 uM imatinib 540000 60000 600000 88
1 uM imatinib 410000 80000 490000 83
10 uM imatinib 300000 80000 380000 78

Kontrol 0,01 uM imatinib 0,1 uM imatinib

0,5 uM imatinib 1 uM imatinib 10 uM imatinib

Sekil 4.2. Imatinibin farkli dozlar1 ile 48 saat inkiibasyona birakilan hiicrelerin mikroskop
goruntisu

4.3. Sitotoksisitenin Belirlenmesi

4.3.1. K562R Hiicre Hattinda Sigla Yaginin Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

3000 pg/ml sigla yagi cozeltisi direngli K562R hiicrelerine 20ug/ml, 50ug/ml,
75ug/ml, 100pg/ml, 125pg/ml, 150pg/ml, 200pg/ml, 250ug/ml, 500pg/ml, 750ug/ml,
1000pug/ml dozlarinda uygulanmigtir. Calismalar ila¢ dozu uygulanmamis kontrol gruplar1 ve
DMSO uygulanmis negatif kontrol gruplari varliginda yiiriitiilmiistiir. Bliylime ortamina
imatinib eklendiginde sigla yag1 1Cso degeri 24 saat inkiibasyon sonucunda 250 pg/ml olarak
belirlenmistir. Biiyiime ortamina imatinib eklenmediginde ayni dozlar denenmis ve sigla yag:
ICs0 degeri yine 250 pug/ml olarak belirlenmistir. Imatinib iceren biiyiime ortaminda sigla yagi
ICso degeri Grafik 4.1°de, imatinib igermeyen biiyiime ortaminda sigla yagi 1Cso degeri ise
Grafik 4.2°de gosterilmistir.
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Grafik 4.1. K562R hiicre hattinda 1 uM imatinib eklenmis biiylime ortaminda sigla yagi
MTT sonuglar1 (IC50 degeri 250 pg/ml)
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Grafik 4.2. K562R hiicre hattinda imatinib eklenmemis biiyiime ortaminda sigla yagt MTT
sonuglar1 (IC50 degeri 250 pg/ml)

4.3.2. K562R Hiicre Hattinda Ponatinibin Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

0,1 uM ponatinib ¢ozeltisi direncli K-562 hiicrelerine 0,010uM, 0,015uM, 0,020uM,
0,025uM, 0,030uM, 0,035uM, 0,040uM, 0,045uM, 0,050uM, 0,055uM, 0,060uM dozlarinda
uygulanmigtir. Calismalar ilag dozu uygulanmamis kontrol gruplar1 varliginda ylriitiilmiistiir.
Biiylime ortamina imatinib eklendiginde ponatinib ICso degeri 24 saat inkiibasyon sonucunda
0,015 puM olarak belirlenmistir. Biliylime ortamina imatinib eklenmediginde ayni dozlar
denenmis ve ponatinib ICso degeri 0,020 pM olarak belirlenmistir. Imatinib eklenmis biiyiime
ortaminda ponatinib ICso degeri Grafik 4.3’te, imatinib eklenmis biiylime ortaminda ponatinib

ICso degeri ise Grafik 4.4’te gosterilmistir.
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Grafik 4.3. 1 uM imatinib eklenmis biiyiime ortaminda ponatinib MTT sonuglar1 (IC50
degeri 0,015 puM)
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Grafik 4.4. imatinib eklenmemis biiyiime ortaminda ponatinib MTT sonuglart (ICsp degeri
0,020 uM)

4.3.3. K562R Hiicre Hattinda Sigla Yagi ve Ponatinib Kombinasyon Analizleri

Imatinib iceren biiyiime ortaminda sigla yag miktarim1 150 pg/ml sabit tutup
ponatinibin farkli dozlarini denedigimizde ICso degeri 0,0015 uM Ponatinib + 150 pg/ml
sweetgum oil olarak bulunmustur. imatinib eklenmis biiyiime ortaminda kombine uygulamasi

ICs0 degerleri Grafik 4.5’te gosterilmistir.
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Grafik 4.5. 1 puM imatinib eklenmis biiyiime ortaminda ponatinib ve sigla yagi kombine MTT
sonuglart (ICso degeri 0,0015 uM Ponatinib + 150 pg/ml sigla yagi)

Imatinib icermeyen biiyiime ortaminda da sweetgum oil miktarin1 150 pg/ml sabit
tutup ponatinibin farkli dozlarin1 denedigimizde ise ICsp degeri 0,0037 uM Ponatinib + 150
ug/ml sigla yagr olarak belirlenmistir. Imatinib igermeyen biiyiime ortammda kombine

uygulamasi ICso degerleri ise grafik 4.6’da gosterilmistir.
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Grafik 4.6. Imatinib eklenmemis biiyiime ortaminda ponatinib ve sigla yagi kombine MTT
sonuglari (IC50 degeri 0,0037 uM Ponatinib + 150 pg/ml sigla yagi)

Imatinib uygulanmamus kiiltiirde ve imatinib uygulanmus kiiltiirde ICso degerlerinin
farkli olmasi1 imatinibin de hiicre hatti izerinde etkili oldugunu ve ii¢ ilacin birlikte etkilesime
girebildigini gostermektedir. Ponatinibin yan etkilerini en aza indirmek i¢in imatinib bulunan
ortamda 150 pg/ml sigla yagi kullanildiginda ponatinibin daha diisiik dozunun etkili oldugu
(0,0037 uM yerine 0,0015 uM) goriilmiistiir.
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K562R hiicrelerinde 1 uM Imatinib igeren biiyiime ortaminda, 250 pg/ml s13la yag1 ve
0,015 uM ponatinib optimum dozlar olarak belirlenmis ve deneylerde bu dozlar
kullanilmistir. Imatinibin etkilerinin gosterilebilmesi amaciyla her iki kombine dozu da diger

deneylerde kullanilmistir.

Ilag (ponatinib, sigla yag1 ve kombine sigla yagi ve ponatinib) uygulamalari

sonucunda hiicrelerdeki morfolojik degisiklikleri izlemek amaciyla hiicreler fotograflanmistir.

4.3.4. K562S Hiicre Hattinda Sigla Yaginin Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

3000 pg/ml sigla yagi c¢ozeltisi K562S hiicrelerine 20pg/ml, 50pg/ml, 75pg/ml,
100pg/ml, 125pg/ml, 150pg/ml, 200pg/ml, 250pg/ml, 500pg/ml, 750pg/ml, 1000pg/ml
dozlarinda uygulanmistir. Calismalar ilag dozu uygulanmamis kontrol gruplari varliginda
yuritilmustir. Sigla yagi 1Cso degeri 24 saat inkiibasyon sonucunda 150 pg/ml olarak
belirlenmistir. Sigla yagi ICso degeri Grafik 4.7°de gosterilmistir.
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Grafik 4.7. K562S hiicre hattinda sigla yagi MTT sonuglar1 (IC50 degeri 150 pg/ml)
4.3.5. K562S Hiicre Hattinda imatinibin Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

100 puM 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 ila¢ dozu
uygulanmamis kontrol gruplar1 varhiginda yiiriitiilmiistiir. Imatinib 1Cso degeri 24 saat
inkiibasyon sonucunda 10 puM olarak belirlenmistir. imatinib ICso degeri Grafik 4.8’de

gosterilmistir.
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Grafik 4.8. K562S hiicre hattinda imatinib MTT sonuglart (IC50 degeri 10 uM)

4.3.6. K562S Hiicre Hattinda Sigla Yagi ve Imatinib Kombinasyon Analizleri

Sigla yagr miktarin1 100 pg/ml sabit tutup imatinibin farkli dozlarini denendiginde

ICso degeri 2 uM imatinib + 100 pg/ml sigla yagi olarak bulunmustur. ICso degeri Grafik

4.9°da gosterilmistir.
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Grafik 4.9. K562S hiicre hattinda imatinib ve sigla yagi kombine MTT sonuglari (IC50

degeri 2 uM imatinib + 100 pg/ml sigla yagi).
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4.4. ROS Tespiti

K562R ve K5628 hiicrelerine belirlenen dozlarda imatinib, ponatinib ve sigla yagi
uygulandiktan 24 saat sonra boya uygulanarak ROS etkileri floresan mikroskop ile
gorlintiilenmistir. K562R ve K562S hiicrelerinin floresan mikroskop goriintiileri Sekil 4.3. ve
Sekil 4.4°te gosterilmistir. Grafik 4.10°da olusan ROS'un grafigi gosterilmistir.

K562R hiicrelerinde sigla yagi uygulanmig grupta olusan ROS’un ponatinib
uygulanmis gruba kiyasla kiyasla %28,8 oraninda daha az oldugu goriilmektedir. Kombine
uygulamalar1 incelendiginde ise sigla yagiin tekli uygulamalarina gére ROS’un %67,56

oraninda daha az oldugu goriilmektedir.

K562S hiicrelerinde ise sigla yagr uygulanmis grupta olusan ROS’un imatinib
uygulanmis gruba kiyasla %23,8 oraninda daha az oldugu goriilmektedir. Kombine
uygulamasinda ise sigla yaginin tekli uygulamasina gére ROS’un %60,9 oraninda daha az

oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.3. K562R hiicrelerinde olusan ROS'un floresan mikroskop ile gosterilmesi (40x)
A)Pozitif kontrol B)Kontrol C) Sigla Yagi D)Ponatinib E)0,0015 uM Ponatinib + 150 pg/ml
Sigla Yagi F)0,0037 uM Ponatinib + 150 pg/ml sigla yagi
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Sekil 4.4. K562S hiicrelerinde olusgan ROS'un floresan mikroskop ile gosterilmesi (40x)
A)Pozitif kontrol B)Kontrol C) Sigla Yagi D)imatinib E)2 uM  imatinib + 100 pg/ml Sigla
Yagi
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10000 - 10000 |
0 0
Pozitif  Kontrol Sigla Yagi Ponatinib Kombine Kombine Pozitif ~ Kontrol Sigla Yagi imatinib Kombine
Kontrol 1 2 Kontrol

Grafik 4.10. Olusan ROS'un Grafigi A) K562R hiicrelerinde ROS B) K562S hiicrelerinde
ROS

45. DNA Hasarmin Belirlenmesi

KS562R ve K562S hiicrelerine belirlenen dozlarda imatinib, ponatinib ve sigla yagi
uygulandiktan 24 saat sonra agaroz jel elektroforezi ile ve Hoecsht (33342) boyasi
uygulanarak floresan mikroskop ile DNA kiriklar1 goriintilenmistir. K562R ve K562S
hiicrelerinin floresan mikroskop goriintiileri Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da gosterilmistir. Sekillerde
gri oklar olusan DNA kiriklarini gostermektedir. Ayrica DNA kiriklarint gorebilmek amaciyla
DNA laddering deneyi yapilmistir. Agaroz jel elektroforezine ait goriintiiler Sekil 4.7°de
gosterilmistir. Imatinib ve ponatinib uygulamalarinda DNA hasarmin kontrol ve sigla yag

gruplarina kiyasla arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.5. K562R hiicrelerinde DNA kiriklarinin floresan mikroskop ile gosterilmesi (40x)
A)Kontrol B) Sigla Yagi C)Ponatinib D)0,0015 pM Ponatinib + 150 pg/ml Sigla Yag: oil
E)0,0037 uM Ponatinib + 150 ug/ml Sigla Yag1 (Oklar DNA kiriklarint gdstermektedir.)

Sekil 4.6. K5628S hiicrelerinde DNA kiriklarinin floresan mikroskop ile gosterilmesi (40x)
A)Kontrol B) Sigla Yagi C)Imatinib D)2 uM imatinib + 100 pg/ml Sigla Yag: (Oklar DNA
kiriklarmi gostermektedir.)
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Marker Kontrol Sigla Imatinib Kombine

Yagi

A B

Sekil 4.7. Agaroz jel elektroforezi ile DNA kiriklarinin gosterilmesi A) K562R hiicreleri B)
K5628S hiicreleri

4.6. Otofaji Belirlenmesi

K562R ve K5628 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 alinmistir. Grafik 4.11’°de otofajik
aktivasyonun grafigi gosterilmistir. K562R ve K562S hiicrelerinde otofajik aktivasyonu
gosteren floresan mikroskop goriintiileri ise Sekil 4.8. ve Sekil 4.9’de gosterilmistir. K562R
hiicrelerinde sigla yaginin ponatinibe gore otofajik aktivasyonu artirdigi, K562S hiicrelerinde

ise imatinibe gore otofajik aktivasyonu azalttig1 goriilmektedir.
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Grafik 4.11. Otofaji Grafigi A) K562R hiicreleri B) K562S hiicreleri
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Sekil 4.8. 40X biiyiitme ile K562R hiicrelerinde olusan otofaji. A) Rapamisin B) Klorokin C)
DMSO D) Kontrol E) Sigla Yag: 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 4.9. 40X biiyiitme ile K562S hiicrelerinde olusan otofaji. A) Rapamisin B) Klorokin C)
DMSO D) Kontrol E) Sigla Yag: F)imatinib G) 2 uM imatinib + 100 pg/ml Sigla Yag
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4.7. immunblotlama Metodu

Sigla yagi, imatinib ve ponatinib ile indiiklenen K562R ve K562S hiicrelerinde,
Atg4A ve LC3 I/ll proteinlerinin ekspresyon seviyeleri {izerine etkisi gosterilmek amaciyla
western blot yontemi uygulanmistir. K562R ve K562S hiicrelerinin western blot goriintiileri

ve kat degisim grafikleri Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°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 doniistiriildiigic bu durum otofajinin
indiiklendigi anlamina gelmektedir. ROS azaldig1 i¢in Atg4A ekspresyonunun da sigla yagi
uygulanan grupta arttigi goriillmektedir.

K5628 hiicrelerinde ise LC3-I ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla sigla yagi ve
imatinib uygulamasiyla birlikte arttigi kombine uygulamasinda ise azaldigi gozlenmistir.
Kombine uygulamasinda Otofaji indiiksiyonunun saglandigi goriilmektedir. K562S
hiicrelerinde de ROS azaldig: icin AtgdA ekspresyonunun da sigla yagi uygulanan grupta
arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.10. A) K562R hiicrelerinde Atg4A, LC30/p ve GAPDH proteinlerine ait western blot
goriintiileri B) K5S62R hiicrelerinde Atg4A ve LC30/f proteinlerine ait katli degisim grafigi

K5625

K625 Sretam ot K625 K625
kontrol weetgum of imatinib kombine

LC3 A (16 kDa) A
—— &
Em
LC3 B (14 kDa) .Z’ !
by
0,49 0,51 0,55 0,01 ¢
= 1,50
Y 3
2 100
AtgdA (48 kdA) a— 0 Hatgda
- :
=
0,97 2,06 0,13 1,46 E 0,50
W
GAPDH (37 kDa) ; C
b R g e— §00 -
1,00 0,84 0,96 0,96 E Kontrol ~ SiglaVag Imatinb  Kombine
A B

Sekil 4.11. A) K562S hiicrelerinde Atg4A, LC3a/p ve GAPDH proteinlerine ait western blot
gortintiileri B) K5628 hiicrelerinde Atg4A ve LC3a/B proteinlerine ait katli degisim grafigi
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5. TARTISMA

Philadelphia kromozomu, 9. Kromozomun uzun kolundaki ABL onkogeni ile 22.
kromozomun uzun kolundaki BCR bolgesi arasindaki karsilikli translokasyondan
kaynaklanan BCR/ABL fiizyon geninden iiretilir. BCR/ABL fiizyon geni, KML vakalarinin
%90"ndan fazlasinda goériilmektedir (Frazer, vd., 2007:1; Udensi ve Tchounwou, 2014:7).
K562R hiicre hatti1, blastik transformasyondaki bir hastanin plevral efiizyonundan 16semik
hiicrelerin kiiltiirlenmesi yoluyla olusturulmustur (Assaf, vd.,2003:1). K562 hiicreleri sinirsiz
cogalma kabiliyetine sahiptir ancak farklilasmaya devam edemezler (H. M. Huang, vd.,
2004:1). K562R hiicrelerinin bu ¢alismada kullanilmasinin sebebi imatinib direnci gostermesi

ve oksidatif stres, sitotoksisite ve anti-kanser ¢alismalarinda onceden kullanilmis olmasidir.

BCR/ABL fiizyon genini ifade eden KML hiicrelerinin, diizensiz mitokondriyal
elektron tagima zinciri nedeniyle yiiksek diizeyde reaktif oksijen tiirleri (ROS) biriktirdigini
ve bunun da genomik kararsizhiga yol agarak imatinib direncine yol agtigi bildirilmistir
(Blasiak J., vd.,, 2015:1).

Hiicre i¢ci ROS’un sinyal iletiminde 6nemli bir rol oynamasinin yani sira, ayni
zamanda ROS iretimi hiicresel antioksidan savunmasii astiginda hiicre yapisinda hasara
neden olmaktadir. Antioksidan temizleyiciler ve antioksidan enzimler ROS'a kars1 hiicresel

savunmalar arasinda yer almaktadir (Wu, vd.,, 2015:1).

Liquidambar orientalis Mill (Hamamelidaceae)'den elde edilen Sweetgum Oil (SO)
Tiirk halk hekimliginde antiiilserojenik olarak yiizyillar boyunca kullanilmigtir (Gurbuz, vd.,
2013). SO'nun antibakteriyel aktivitesi Sagdi¢ ve arkadaslarinin yaptigi in vitro tekniklerle
bildirilmistir (Tian, vd., 2013). Antioksidan aktivitesi ise Topal ve arkadaslari tarafindan
DPPH testi ile belirlenmistir (Topal, vd., 2008). Siizek ve arkadaglari SO'nin antioksidan
aktivitesini in vivo olarak kapsamli bir sekilde arastirmislardir. Liquidambar orientalis'in
yaral1 govdesinden elde edilen ve “Sigla Yag1” adiyla yerel olarak isimlendirilen regineli bir
eksiidat olan Sweetgum Oil’in koruyucu bir 6zellikte oldugu ve antioksidan aktivitesi oldugu
sonucuna varmislardir (Suzek, vd., 2016:2). Literatiirde yer alan bir ¢alismada ratlarda sigla
yagi ile yanik yarasinda kullanilan giimiis siilfadiazin karsilastirilmistir ve sigla yaginin yanik

yara iyilesmesini hizlandirdig1 ve dnemli 6lgiide olumlu etkileri oldugu belirlenmistir (Kumral
B,, vd., 2015:18).

Bu calismada kronik myeloid 16semi hastalarinin tedavisinde birinci basamak tedavi

olarak kullanilan imatinibe ileri safhalarda diren¢ gelistirmis olan K562R hiicre hattinda ve
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diren¢g gostermeyen K562S hiicre hattinda, kemoterapotik ajanlarin kullanimi nedeniyle
olusan reaktif oksijen tiirlerinin DNA iizerindeki etkileri iizerinde durulmustur. Bunun
yaninda Y. F. Chen ve arkadaslar1 tarafindan bildirilmis olan hiicresel homeostazi siirdiirmek
icin ROS ve otofajinin koordine olarak ¢alistig1 bilgisinden yola c¢ikilarak hiicre hatlar

iizerinde otofajik aktivite incelenmistir.

Calismaya baglayabilmek i¢in ilk olarak hiicre hatlar1 {izerinde ilaglarin ve sigla
yaginin sitotoksisitesini belirlemek amaciyla MTT testi yapilmistir. MTT deneyi sonucunda
elde edilen verilere gore sigla yaginin artan dozlariyla birlikte KS62R ve K5628S hiicrelerinin

canliliginda azalma gozlemlenmistir.

Sigla yag ile ilk defa yapilan sitotoksisite ve antioksidan aktivite caligmalarina gore;
HelLa (insan serviks adenokarsinomu), A-549 (insan alveolar adenokarsinomu), MCF-7 (insan
gogilis adenokarsinomu), CaCo-2 (insan kolorektal adenokarsinomu), mPANC96 (insan
pankreas adenokarsinomu), PC-3 (insan prostat adenokarsinomu), U87MG (insan
glioblastom-astrositom hiicre hatt1), normal hiicre hatti olarak HEK293 (insan embriyonik
bobrek hiicreleri) ve Vero (Afrika yesil maymun bobrek epitelyal hiicreleri) hiicre hatlari
iizerinde sigla yaginin hekzan, diklorometan, metanol ve su ekstreleri ile sitotoksisitesi
degerlendirilmis ve ICso degerleri 6.68-48.90 pg/ml arasinda belirlenmistir (Nalbantsoy, A.,
vd., 2016:3). Antioksidan aktivite, HL-60 hiicrelerinde DCF iiretimi ile tespit edilmistir.
Ekstraktlar, 19.01-39.77 pg/ml arasindaki ICso degerleri ile potansiyel antioksidan etki
gostermistir (Nalbantsoy, A., vd., 2016:4).

Bir¢ok hiicre hatt1 iizerinde caligma yapilmis olmasina ragmen K562R ve K562S
hiicre hatlar1 lizerinde sigla yaginin sitotoksisitesini ve anti tiimor 6zelliklerini inceleyen bir
calismaya literatiirde rastlanilmamis olup bu calisma ilk defa yapilmaktadir ve 6zgiin
niteliktedir. Onceki ¢alismalarda ICso degerleri 6.68-48.90 pug/ml arasinda belirlenmistir, bu
calismada ise Sigla yagmin ICso degeri K562R hiicrelerinde 250 pg/ml olarak, K562S
hiicrelerinde ise 150 pg/ml olarak belirlenmistir. Diger hiicre hatlari ile yapilan ¢alismalardan
daha yiiksek dozlarin K652R ve K562S hiicreleri ilizerinde sitotoksik etki gdstermesinin

nedeninin hiicre hatlarinin farkli 6zelliklerinden kaynaklandig: diigiiniilmektedir.

K562R hiicreleri imatinibe direncli hiicreler oldugundan sitotoksisite deneyleri hem
imatinib iceren besiyeri ile hem de imatinib igermeyen besiyeri ile ¢ogaltilmis hiicrelerde
denenmistir. Sigla yaginin ICso degeri her iki durumda da 250 pg/ml olarak belirlenmistir.
Ponatinib 1Cso degeri ise imatinib igeren biiylime ortaminda 0,015 uM olarak, imatinib
igermeyen bilyliime ortaminda ise 0,020 uM olarak belirlenmistir.
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Kombine uygulamalarinda sitotoksisite deneyleri sigla yaginin ICsg degerine en yakin
diisiik doz olan 150 pg/ml dozunu sabit tutarak hem imatinib i¢eren biiylime ortaminda hem
de imatinib igermeyen biiyiime ortaminda ger¢eklestirilmistir. 1Cso degerlerinin farkli olmasi
imatinibin de hiicre hatt1 tizerinde etKili oldugunu ve {i¢ ilacin birlikte etkilesime girebildigini
gostermektedir. Imatinibin hiicreler iizerinde gdstermis oldugu sitotoksik etkisinden dolayi
ponatinibin daha diisiikk dozunun yeterli oldugu diisiiniilmektedir. Ponatinibin yan etkilerini en
aza indirebilmek i¢in imatinib bulunan ortamda 150 pg/ml sigla yagi kullanildiginda
ponatinibin daha diisiik dozunun etkili oldugu (0,0037 uM yerine 0,0015 uM) goriilmiistiir ve
ilerideki deneylerde kullanmak icin diisiik dozda ponatinib ve imatinib iceren grup
kullanilmistir ve bu grup kombine 1 olarak adlandirilmistir. Deneylerde imatinibin etkisini de
gorebilmek amaciyla diger kombine dozu da uygulanmistir ve kombine 2 olarak
adlandirilmistir. MTT deneyinde oldugu gibi diger deneylerde de biiylime ortamina eklenen

imatinibin K562R tizerinde farkl etkileri gozlenmistir.

K562S hiicrelerinde ise sigla yaginin ICso degeri 150 pg/ml olarak, imatinib ICso
degeri ise 10 uM olarak belirlenmistir. Sigla yagi miktarin1 100 pg/ml sabit tutup imatinibin
farkli dozlarimi denendiginde 1Cso degeri 2 uM imatinib + 100 pg/ml sigla yagi olarak
bulunmustur. Sigla yag ile imatinibin kombine uygulamasinda da kemoterapdtik ajanin daha

diisiik dozunun yeterli oldugu goriilmiistiir.

H2DCFDA, hiicre i¢indeki reaktif oksijen tiirlerinin aktivitesini belirleyen bir boyadir.
Kanser Onleyici ilaglar gibi bircok uyaran, hiicrelerin ROS {iretmesine neden olur. Olusan
ROS apoptozu indiikler. DCFH-DA, hiicre zarlarin1 gegebilir ve hiicre i¢i esterazlar tarafindan
DCFH'ye boliiniir ve bdylece hiicre iginde hapsolur. ROS DCFH'yi floresan DCF'ye (2,7-
diklorofloresein) oksitleyerek floresansla sonucglanir ve bu da apoptozun uyarildiginin
gostergesidir (Rahman, vd., 2015:3). Bu ¢alismada da H2DCFDA boyama ile reaktif oksijen

tiirleri g6zlenmistir.

Grafik 4.10. dikkatli incelendiginde sigla yagi kullaniminda olusan ROS’un K562R
hiicrelerinde ponatinibe kiyasla %28,8 oraninda, K562S hiicrelerinde ise imatinibe gore
%23,8 oraninda daha az oldugu goriilmektedir. Kombine uygulamalari incelendiginde ise
ROS’un sigla yaginin tekli uygulamalarina gore K562R hiicrelerinde %67,56 oraninda,
K562S hiicrelerinde ise %60,9 oraninda azaldigini gérmekteyiz. Bu durumda sigla yaginin
K562R ve K5628 hiicre hatlar1 lizerinde tirozin kinaz inhibitdrleri ile kombine uygulamasinin

ROS iizerine daha olumlu etkileri oldugunu séyleyebiliriz.
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BCR/ABL, KML ilerlemesi ile artan ve BCR/ABL kendi kendine mutagenezini
indiikleyen reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini uyarmaktadir. imatinib ve diger tirozin kinaz
inhibitérlerinin  KML tedavisine dahil edilmesi, tedavi sonucunu radikal bir sekilde
iyilestirmistir ancak TKli'lara direng, ortaya ¢ikan bir sorun haline gelmistir. TKI direnci,
TKi'ye duyarli hiicrelere gore daha yiiksek ROS iiretimi ile iliskilendirilebilmektedir
(Antoszewska-Smith, J., vd., 2017:1). Bu nedenle bu ¢alismada TKI direnci gdsteren K562R
hiicreleri ile TKI direnci gdstermeyen duyarli K562S hiicrelerinde ROS iiretimi
karsilagtirilmistir.  Literatiirdeki veriyle tutarli olarak bu c¢alismada K562R  kontrol
hiicrelerinde, K562S kontrol hiicrelerine gore %21,9 daha fazla ROS gozlenmistir.

Yapilan bir caligmada sigla yagindaki bazi maddelerin sitotoksik etki gosterdigi ve
sigla yaginin oksidatif stres kaynagi olabilecegi gosterilmistir. Sigla yaginin bu 6zelliklerini
DNA hasari itizerinden gerceklestirdigi ve bunun ise sigla yaginin antimikrobiyal etkisinin
kaynagt oldugu yapilan calismada vurgulanmistir. Bu yiizden sigla yagmin antioksidan
etkisinin yani sira oksidan 6zelligi de olan bir bitki yagi oldugu belirtilmistir (Karadeniz B.,
vd., 2013:5)

Sigla yaginin antioksidan 6zelliginden faydalanmak isterken bir de sigla yaginin da
ayn1 zamanda oksidan 6zellik gostermesi goz ardi edilemezdi. Bu nedenle bu ¢aligmada sigla
yaginin hiicreler iizerinde olusturdugu etkiler imatinib ve ponatinib ilaglarinin etkileriyle
karsilagtirilmistir. Nitekim sigla yaginin da imatinib ve ponatinib gibi ROS olusumuna katk1

sagladigi ve DNA hasarina neden olabilecegi sonucu elde edilmistir.

ROS, DNA hasarmin nedenlerinden biri olarak bilinmektedir. Iyonlastirici Radyasyon
(IR), cift iplik kiriklarini DNA'nin seker omurgasina hiicrelerde iiretilen serbest radikaller
yoluyla indiikler. Srinivas ve arkadaslart ROS'un niikleosit bazlarini oksitleyerek DNA
hasarin1 dogrudan indiikledigini bildirmislerdir. ROS birikiminin ayrica mitokondriyal DNA
lezyonlarini, iplik kirilmalarim1 ve mitokondriyal DNA'min bozulmasint indiikledigini de

yaptiklar1 ¢alismada gostermislerdir (Srinivas, vd., 2019:2).

Bu ¢alismada ROS’un neden oldugu DNA kiriklarin1 ve apoptozu gostermek amaciyla
Hoecsht (33342) boyama ve DNA laddering deneyi yapilmistir. Bu dogrultuda K562R hiicre
hattinda ponatinib uygulanmis hiicrelerde DNA kiriklarinin sigla yagi uygulanmis hiicrelere
kiyasla daha fazla oldugu saptanmistir. Yine K562S hiicre hattinda da sigla yagi uygulanmis
grupta ilag uygulanmis diger gruba (imatinib uygulanmis) gore daha az DNA kiriklar

gbzlenmistir. Bu sonug¢larimiz ROS ile DNA hasar1 arasindaki iliskiyi agiklamaktadir.
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Ayrica ROS Atgd4A‘nin Katalitik bolgesindeki sistein aminoasitlerini okside ederek
Atg4A‘y1 inaktif yapar. Sigla yaginin antioksidan 6zelligi sayesinde ROS olusumunun 6niine
gegmesine bagl olarak sigla yagi uygulanmis hiicrelerde Atg4A ekspresyonunun daha fazla
oldugu ve ROS’un fazla oldugu diger gruplarda ise Atg4A ekspresyonunun azaldigi

goriilmektedir.

K562R hiicrelerinde kombine 2 olarak adlandirilan 150 pg/ml sigla yag: ile 0,0037
UM  ponatinibin imatinib icermeyen biiylime ortaminda uygulanmasiyla Atg4A
ekspresyonunun diger kombine uygulamaya gore daha fazla arttigi goriilmektedir. ROS
grafigini inceledigimizde ROS olusumuna bagli olarak kombine 2°de Atg4A ekspresyonunun
daha az olmasi beklenirken daha fazla gézlenmesinin birden fazla nedeni olabilir. Bunlardan
bazilar1 s0yledir: Kombine 1°de imatinib i¢eren biiyliime ortami ve kombine 2’de ise imatinib
icermeyen biiylime ortami kullanilmast bu farkin olusmasina neden oluyor olabilir. Diger
yandan ponatinibin dozunun (kombine 1’de 0,0015 pM ponatinib kombine 2’de 0,0037 uM
ponatinib) proteinlerin ekspresyon seviyelerine farkli etkileri olabilir. Ayrica diisiik seviyede
iiretilmis olan ROS da, proteinlerin sistein gruplarin1 okside edebilir ancak bunu tersinir
olarak gerceklestirir. Antioksidan sistemler oksidatif modifikasyonun tersine ¢evrilmesinde

etkili olur.

K562S hiicrelerinde ise yine sigla yagi uygulanmis gruplarda kontrol grubuna gore
Atg4A ekspresyonunda artis gozlenmistir. Elde edilen bu sonuglar H2DCFDA ve Hoecsht

(33342) boyama sonuglarini destekler niteliktedir ve literatiirdeki bilgilerle ortiismektedir.

DNA'ya zarar veren ajanlar, mikrotiibiil hedefli ilaclar, antimetabolitler, 6liim reseptor
agonistleri, hormonal ajanlar, antianjiyojenik ajanlar, proteazom inhibitdrleri, histon
deasetilaz inhibitorleri ve kinaz inhibitorleri gibi cesitli antikanser ilag siniflarinin hepsinin

otofajiyi etkiledigi gosterilmistir (Thorburn A., vd., 2014:2).

ROS ve otofaji, hiicresel homeostaz1 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).

Bu ¢alismada otofaji aktivasyonu floresan mikroskop ile gozlenmistir Grafik 4.11.’de
hiicrelerdeki otofaji aktivasyonu gosterilmistir. ROS olusumunu gosteren Grafik 4.10. ile
Grafik 4.11. birlikte yorumlandiginda K562R hiicrelerinde kontrol hiicrelerine kiyasla sigla
yaginin ROS’u artirirken otofaji aktivasyonunda ise azalmaya neden oldugu goriilmektedir.

Ayni durumun ponatinib i¢in de gegerli oldugu grafiklerden anlasilmaktadir. K562S
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hiicrelerinde ise tam tersi olarak ROS’un arttigi durumda otofajinin de arttig1 goriilmektedir.
Bu durum hiicrelerde olusan direncin ROS ve otofajinin g¢alisma sistemleri {izerine etkisi

oldugunu diistindiirtmektedir.

Hiicrelerde otofaji indiiklendigi zaman, sitozolik LC3-I’e fosfatidetetanolamin (PE)
ilave edilerek LC3-II'ye doniistiiriilir ve LC3-II otofagozom membranlarina lokalize olur.
Dolayistyla, LC3-II ekspresyonu otofaji indiiksiyonunun bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir (Hamurcu Z., vd., 2018:2). Bu nedenle bu calismada, otofajik aktiviteyi
degerlendirmek amaciyla LC3 proteininin ekspresyon diizeyleri incelenmistir. Artan ROS
seviyelerinin K562R hiicrelerinde otofajiyi baskilayici bir etki gosterdigi floresan
mikroskopta gézlemlenmistir. LC3-1 ekspresyonunun sigla yagi uygulanan grupta azaldigi da
western blot deneyinde goriilmektedir. K562S hiicrelerinde ise LC3-1 ekspresyonunun kontrol
grubuna kiyasla sigla yagi ve imatinib uygulamasiyla birlikte arttigi kombine uygulamasinda

ise azaldig1 gézlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sigla yagi ile yapilan ¢alismalarda, sigla yagimin K562R ve K562S hiicreleri {izerinde
antitimor etki gosterdigi ve hiicreler tizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.
Sigla yagi hiicre ¢ogalmasint doza bagli olarak azaltmistir. Sigla yaginin kanser
kemoterapisini destekleyen hiicre dongiisii, homeostaz, migrasyon, anjiyogenez gibi bir¢ok

biyolojik siiregte etkilerinin incelendigi ¢alismalara ihtiyag vardir.

Literatiir ¢alismalart dogrultusunda bu g¢alismada elde edilen sonuglar géz Oniinde
bulunduruldugunda kemoterapotik ajanin kanser hiicrelerini 6ldiirmeye ¢alisirken oksidatif
stres olusturarak DNA hasarina neden oldugu goriilmektedir. Ayn1 zamanda antioksidanlarin
oksidan 6zellik de gosterebileceginden dolay1 kullanilan antioksidanin dozu konusunda hassas
davranilmalidir. Kanser kemoterapisinde antioksidanlarin kullanilmasi ile kanser hiicrelerinin
apoptozis ya da otofajik yolla Olmesi engellenmemelidir. Bu nedenle antioksidanlarin
oksidatif stres tizerine etkilerinin ileriki ¢alismalarda detayli olarak incelenmesi

gerekmektedir.

Bu calismada K562R diregli hiicre hattinda ROS’un azalmasiyla otofajinin arttigi
sonucuna ulagilmistir. Homeostazin devam ettirilmesi i¢cin ROS ve otofajiyi i¢eren sinyal
iletim yollarinin, molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi, kanser kemoterapisi i¢in yeni

hedefler saglayabilir.
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