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ÖZET 

 

BCR-ABL pozitif hücrelerde tirozin kinaz inhibitörlerinin otofajik hücre 

ölümü üzerindeki etkileri 

Seda BAYKAL 

D.E.Ü. Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı İnciraltı/İZMİR 

seda.baykal@deu.edu.tr 

Programlı hücre ölümünün mekanizmalarını iyi anlamak, bu mekanizmalardaki 

herhangi bir bozukluk sonucu olușabilecek hastalıklara karșı geliștirilecek ilaçlar ve 

tedavi yaklașımlarını belirlemede önem arz etmektedir. Günümüzde apoptozdan bașka 

nekroptoz, otofaji gibi farklı programlı hücre ölüm tipleri tanımlanmıștır. Kronik myeloid 

lösemilerde (KML) bir tirozin kinaz olan BCR-ABL kimerik gen ürününün 

programlanmıș hücre ölümüne karșı hücrelerde direnç olușturduğu ilk 1990’lı yılların 

sonlarında ortaya konulmuș ve takip eden yıllarda yapılan çalıșmalarda doğrulanmıștır. 

KML tedavisinde kullanılan İmatinib de dahil çoğu kanser ilacının moleküler etki 

mekanizmaları en çok bilinen programlı hücre ölümü olan apoptotik yolakta çalıșılmıștır. 

Bahsi geçen diğer programlı hücre ölüm tiplerindeki etkileșimler ise henüz açıklık 

kazanmamıștır. Genel olarak  KML biyolojisi ve  tirozin kinaz inhibitörleri ile tedavisinde 

diğer programlanmıș hücre ölüm șekillerinin rolünü araștırmayı hedeflemektedir. Bu 

amaçla burada sunulan yüksek lisans tezi kapsamında dirençli bir kronik myeoid lösemi 

alt hücre hattının üretilmesi planlandı. İmatinib dirençli bir hücre hattı, KML ve tedavisi 

ile ilgili laboratuar araștırmalarına büyük katkı sağlayacaktır. Ne yazık ki bu tür 

tanımlanmıș direnç mutasyonlarını tașıyan bir hücre hattı bulunmamaktadır. Bu tür 

araștırmalar literatürde mutasyon içeren bir BCR-ABL klonunun daha çok fare hücre 

hatlarına transfeksiyonu ile yapılmaktadır. Tanımlanmıș mutasyonlarla İmatinib’e direnç 

özelliği gösteren bir KML hücre hattı olușturmanın büyük yararları olacağı görülmüștür. 

Tez çalıșması kapsamında K-562 hücre hattı giderek artan ilaç dozlarına maruz bırakıldı. 

Bunun sonucunda ilaca direnç kazanan hücrelerin zaman içerisinde klonal seçilim yoluyla 

hayatta kalıp üremesiyle K-562 İmatinib dirençli alt klonlar ürettildi. İmatinib direnci 

annexinV akım sitometrisi ve kaspaz-3 aktivasyon tayini ile doğrulandı. Dirençli ve 

kontrol hatlarında otofaji belirteçleri incelendi. 

 

Anahtar kelimeler : KML, otofaji, İmatinib direnci  
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 ABSTRACT 

 

The affect of the tirosine kinase inhibitors on the autophagic cell death in the  

BCR-ABL positive cells 

 

Seda BAYKAL 

D.E.U. School of Medicine Dept. Of Medical Biology and Genetics İnciraltı/İZMİR 

seda.baykal@deu.edu.tr 

 

 Better understanding of programmed cell death mechanisms is important for 

determining treatment strategies and designing drugs in which there is a disorder in the 

cell death mechanisms. Today different types of programmed cell death are identified. In 

chronic myelogenous leukemia (CML), the resistance toward programmed cell death 

caused by  the BCR-ABL chimeric gene product which is a tyrosine kinase was revealed 

in the late 1990s and was confirmed in the following studies.  Studies are done on the 

efficacy of drugs inducing apoptosis.  Molecular mechanisms of many anticancer drugs 

are focused on apoptosis including İmatinib which is used in CML. Their efficacy on 

other types of programmed cell death are not yet determined.  Our primary research goal 

is to ivestigate the role of other forms of cell death in CML biology and in resistance to 

therapy. This present study is the part of our prelimenary work focusing on the 

development of a imatinib resistant K562 clon. We applied increasing doses of imatinib to 

the K-562 chronic myeloid leukemia cell line and we obtained imatinib-resistant 

subclons. İmatinib resistance was confirmed by annexin-V staining and caspase-3 

activation analyses.  Autophagic markers were analyzed in the resistant cell line as well as 

the sensetive control K562 cells. 

 

Keywords: Autophagy, CML, İmatinib-resistance 
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1. GİRİȘ ve AMAÇ 

 

Kronik miyeloid lösemide (KML) olgularının % 90’dan fazlasında 9 ile 22 no’lu 

kromozomların uzun kolları arasındaki dengeli translokasyon sonucu olușan Philadelphia 

kromozomu (Ph) izlenir. Bu translokasyon sonucunda 9q34’de yerleșik ABL geni ile 

22q11’de yerleșik BCR genleri kimerik bir gen olușturur (BCR/ABL). Gen ürünü Bcr-abl 

hücreye sürekli bir yașam sinyali sağlarken; hücreleri apoptozdan korumaktadır. BCR-

ABL pozitif hücrelerde gözlenen apoptoza direnç, KML’nin kronik fazında gözlenen 

miyeloid hücre kompartmanının așırı genișlemesinden sorumlu mekanizmalardan biri 

olarak tarif edilmektedir. Son yıllarda KML tedavisinde kullanılan ve bir Bcr-Abl kinaz 

inhibitörü olan İmatinib mesylate BCR-ABL pozitif hücrelerde apoptozu 

tetikleyebilmektedir. BCR-ABL gen ürününün programlanmıș hücre ölümüne karșı 

hücrelerde direnç olușturduğu ilk 1990’lı yılların sonlarında ortaya konulmuș ve takip 

eden yıllarda yapılan çalıșmalarda doğrulanmıștır. Ancak bu çalıșmalar yapıldığı zaman 

moleküler mekanizmaları kısmen bilinen tek programlı hücre ölüm șekli apoptozdu. 

Günümüzde ise farklı programlanmıș hücre ölüm tipleri tanımlanmıștır. Amacımız KML 

biyolojisi ve  tirozin kinaz inhibitörleri ile tedavisinde bir bașka programlanmıș hücre 

ölüm șekli olan otofajinin rolünü araștırmaktır. Araștırma önerimiz BAP projesi 

kapsamında kabul görmüștür (Proje no: 2009.KB.SAG.029). Araștırma projemizde 

İmatinib’e duyarlı ve dirençli KML hücre hatları kullanılarak, İmatinib varlığında  

otofajik gen ifadelerindeki değișiklikleri gerek protein gerekse mRNA düzeyinde 

göstermek; buna ek olarak İmatinib sonucu gerçekleșen hücre ölümünün apoptotik ve 

otofajik fraksiyonlarını göreceli olarak mikroskobik yöntemlerle kantite etmeyi 

hedeflemekteyiz. Bu bağlamda bu yüksek lisans tezi dahilinde öncelikle kronik myeloid 

lösemi K-562 hücre hattından dirençli bir alt klon üretiminin ve karakterizasyonunun 

yapılması amaçlanmıștır. 
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2. GENEL BİLGİLER  

 

2.1. LÖSEMİLER 

 

 Lösemiler kemik iliğinin neoplastik hücrelerle diffüz replasmanı ile karakterize 

hematopoetik kök hücrelerin malign neoplazmlarıdır. Kanserin bașlangıç bölgesi kemik 

iliğidir. Genellikle lösemik hücreler kana dökülür ve kanda yüksek sayılara ulașırlar. Bu 

hücreler aynı zamanda karaciğer, dalak, lenf nodları ve vücuttaki diğer dokulara invaze 

olurlar. Geleneksel olarak lösemiler tutulan hücre tipi ve hücrelerin olgunluk derecesine 

göre sınıflandırılır. Buna göre akut lösemiler denilen grupta blast adı verilen 

olgunlașmamıș hücre kompartımanının așırı çoğalması görülür. Kemik iliğini kaplayan ve 

sürekli çoğalan blastik hücreler olgunlașamamaktadır. Sonuçta kırmızı hücreler, 

granülositler ve trombositler gibi olgun myeloid hücreler zamanla kaybolmaktadır ve 

tedavi edilmediği takdirde hastayı hızla ölüme götürmektedir. Kronik lösemiler grubunda 

ise hücreler farklılașma kapasitesini tașımakta fakat bunu yetersiz ve düzensiz olarak 

yerine getirmektedir. Kemik iliği megakaryosit prekürsöleri, garip görünüșlü blastlar, 

granülsüz megakaryositler gibi anormal hücre popülasyonu ile kaplıdır ve hastalık 

oldukça yavaș bir seyir gösterir. Akut ve kronik lösemilerin lenfoid progenitörlerin 

tutulumuyla lenfositik, myeloid/eritroid progenitörlerin tutulumuyla myeloid (myelositik) 

olarak adlandırılan iki tipi vardır. Böylece basit bir sınıflandırmayla lösemilerde dört ayrı 

grup ortaya çıkmaktadır: akut lenfositik lösemi (ALL), kronik lenfositik lösemi (KLL), 

akut myelositik lösemi (AML), kronik myelositik lösemi (KML) (30).  

Hematopoetik hücreler kemik iliğindeki kök hücrelerin farklılașmasıyla meydana 

gelir. Bu farklılașma ve hücre çoğalması kemik iliğindeki stromal hücreler ve hücredıșı 

matriks tarafından kontrol edilir. SCF, IL-3, IL-6, IL-2, eritropoetin gibi büyüme 

faktörleri yardımıyla hücreler giderek özelleșmiș karakter kazanırlar (Șekil 1). 
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Șekil 1: Hematopoetik kök hücreden hematolojik komponentin farklılașması (Dr. Jeff 

Drew’un izniyle) 

 

Kromozom sayısındaki artıșlar veya kromozom kayıpları gibi anomalilerin yanı 

sıra özgül translokasyonlar dikkat çekicidir. Bu translokasyonlar iki sebeple kansere yol 

açar: proto-onkogen aktifleșmesi gerçekleșir veya iki gen translasyon bölgelerinden 

birleșerek yeni bir füzyon proteini meydana getirirler ve bu protein tümör gelișiminde rol 

oynar. Genellikle çoğu kanserde olduğu gibi ilerleyen evrelerde genetik ve epigenetik 

anomaliler birikmeye devam eder (6).  

Tezimizde model olarak kronik myeloid lösemi hücre hattı kullandığımızdan, 

moleküler mekanizmaları daha iyi anlayabilmek adına ilerleyen bölümlerde KML ile ilgili 

gerekli bilgiler verilmiștir. 

 

2.1.1. Kronik Myeloid Lösemi (KML): Tanım ve Klinik 

 

Kronik myeloid lösemi, olgunlașmamıș myeloid, megakaryosit ve eritroid 

hücrelerin așırı çoğalmasıyla karakterize hematopoietik kök hücre hastalığıdır. Tüm 

lösemilerin %15  
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kadarını olușturur ve yıllık insidansı 100.000/1-2 olarak izlenmektedir. Erkeklerde daha 

sık gözlenmekte olup; ortalama görülme yașı 45-55’dir. KML insidansı yașla birlikte artıș 

gösterir. Hastaların %30’u 60 yaș üstündedir. KML vakaların çok az bir yüzdesi (yaklașık 

%3 kadarı) çocukluk çağında gözlenir (1). Mutasyonlar germ hücre hattında olmadığından 

kalıtım riski sıfırdır. 

KML klinik açıdan trifazik özellik gösteren bir hastalıktır. Kronik faz özellikle 

miyeloid kompartımanının kontrolsüz genișlemesiyle karakterizedir. Hücre olgunlașması 

(matürasyon), duraklama (arrest) veya farklılașma (diferansiyasyon) süreçleri atlanarak 

devam eder. Hastalık anemi, splenomegali, hepatomegali, terleme, kilo kaybı gibi 

sistemik bulgularla ortaya çıkar. Hastalık kemik iliğinin normal diploid elemanlarının 

yerine, așamalı olarak kontrol mekanizmalarına duyarsız, olgun myeloid hücrelerin 

geçmesi ile karakterizedir. Tedavi edilmeyen olgularda zaman içerisinde progresyon 

gözlenir. Ek somatik mutasyonlarla hücreler farklılașma yeteneklerini giderek 

kaybederler. Hastalık ilerledikçe, bașlangıçta gözlenen lösemik hücre / normal hücre 

oranı, lösemik hücrelerin lehine artar. (8) Hastalığın akselere fazı ve akut lösemi tablosu 

gösteren blastik fazı izlenir. Akselere faz hastanın tedaviye yanıtında azalma, anemi ve 

bazofili ile karakterizedir. Bazı hastalarda kronik fazdan direk blastik faza geçiș 

görülebilir. Blastik fazda hücreler artık  

kontrolsüz çoğalmakla birlikte hücre ölümüne direnç göstermektedir. Bcr-Abl așırı 

üretimi, artmıș EVII gen ürünü, RB1, CDNK2A, TP53, p16 gibi tümör baskılayıcı 

genlerde mutasyonlar ve  kromozom instabilitesi gözlenir (6). Akut lösemilerde blast 

krizindeki hastada tüm hematopoetik serilerin tutulumu izlenebilmektedir. Tedavi 

edilmediği takdirde tüm organlarda blast birikimi gözlenebilir. Hasta enfeksiyon, 

hemoraji, akciğer veya beyin trombozu vb. nedenlerle 3-6 ay içerisinde kaybedilir (2). 

Hastalığın olușumunda etkili olan birincil genetik değișiklikler hastalığı tașıyan tüm 

bireylerde benzer olmakla beraber, bireylerin farklı prognoz ve tedavi yanıtları ikincil 

mutasyonlara bağlıdır. Hastalığın ilerlemesinde sitogenetik değișiklikler gözlenmektedir. 

Prognozu daha iyi anlamak adına KML sitogenetiğine değinilecektir. 

 

 

 

 

 



 7

2.1.2. Kronik Myeloid Lösemi: Sitogenetik 

 

1960 yılında Nowell ve Hungerford tarafından tanımlanan KML, insanlarda 

spesifik bir kromozom anomalisi ile ilișkisi tespit edilen ilk hastalıktır. İlk tanımlandığı 

șehrin ismini alan Philadelphia kromozomu (Ph)  KML vakalarının % 90’dan fazlasında 

sitogenetik analiz ile tespit edilir (1). Bantlama tekniklerinin henüz gelișmediği bu 

dönemde Ph kromozomu kısalmıș bir 21. kromozom olarak kabul görmekteyken, 

ilerleyen tekniklerle söz konusu derivasyonun bir delesyon değil 9. ve 2.. kromozomlar 

arasında dengeli bir translokasyon olduğu anlașmıștır (9) (Resim 1). Bu translokasyon 

sonucunda 9. kromozomun q34.1 bandında yerleșik ABL proto-onkogeni ile 22. 

kromozomun q11.2 bandında yerleșik BCR geni 22. kromozomda lokalize BCR-ABL, 9. 

kromozomda ABL-BCR olmak üzere iki kimerik gen olușturur (Șekil 2). 22. 

kromozomda olușan BCR-ABL kimerik genin ürünü KML’de lösemik fenotipin 

gelișmesinden sorumludur. Bcr-Abl onkoproteini hücre çoğalmasını tetikleyen sinyal 

yolaklarını aktive eder, apoptozu durdurur, hücre adezyonunu azaltır, hücre 

olgunlașmasını engeller ve olgunlașmamıș hücrelerin kana salınmasına neden olur (6). 

Ayrıntılı bilgi ileriki bölümlerde verilecektir. 

 

Resim 1: KML tanısı almıș bir olgunun kemik iliğinden G bantlama ile 

hazırlanmıș karyotipi. Derive 9 ve 22. kromozomlar ok ile gösterilmiștir.  

(http://www.roswellpark.org/specialized-services/pathology/cytogenetics)   
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                  Șekil 2: t(9;22)(q34;q11) resiprokal translokasyonunun șematik anlatımı 

(Expert Reviews in Molecular Medicine, 2003, Cambridge University Press) 

 

 

Klasik Ph(+) KML olarak tanımlanan kronik fazda karșılașılan tek kromozomal 

anomali t(9;22)’dir. Vakaların %5-10’unda moleküler olarak Bcr-Abl onkoproteinini 

tașırlar ve varyant translokasyonlar gözlenmiștir (10,11) . 

Kronik fazdaki hastaların hemen hepsi t(9;22)(q34;q11) translokasyonunu tașırken 

blast krizdeki hastaların %60-80’i ikincil genetik anomali tașımaktadır. Bu anomaliler 

rastlantısal değildir. Özellikle +8 (vakaların %34’ünde), +Ph (%30), i(17q) (%20), +19 

(%13), -Y (erkeklerin %8’i), +21 (%7), +17 (%5), ve - 7 (%5) en sık görülen 

anomalilerdir. Blast krizindeki Ph pozitif hastaların yaklașık %71’i +8, +Ph, i(17q) ve 

+19 anomalilerinin  en az birini tașımaktadırlar. KML’nin karyotipik evrimindeki bu 

değișimlere majör yol denilmektedir. 1p36, 3p21, 5q13, 6p21, 9q22, 11q13, 12p13, 

17p13, 17q21, 17q25, 19q13, 21q22, 22q12, ve 22q13 gibi rastlantısal olmayan varyant 

translokasyonlar da gözlenmektedir. Hemen her kromozomun katıldığı anomaliler 

KML’nin karyotipik evriminde minör yol olarak adlandırılmaktadır. Fakat özellikle +17, -

17, -Y, +21 minör yolda dikkat çekicidir. Ayrıca hastanın gördüğü tedavi süreci ve 

kullanılan ilaçlar ikincil anomalilerin olușum sürecinde etkili olduğu gözlenmiștir (11,12). 
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2.1.3. Kronik Myeloid Lösemi: Moleküler Biyolojisi 

 

Reseptör olmayan bir tirozin kinazı kodlayan Abelson protoonkogeni (ABL) 

9q34’te, bir fosfoproteini kodlayan “breakpoint cluster region” geni (BCR) 22q11’de 

yerleșiktir. Philadelphia kromozomunun olușumu sırasında ABL geni intron 1’den 

kırılmıștır. BCR geninde ise kırılma noktaları üç bölgede kümelenmiștir (2). Kromozom 

üzerindeki bu kırılmalar ABL geninde Ib ekzonu öncesi ve Ia ekzonu sonrasında herhangi 

bir bölgede veya daha sıklıkla bu iki ekzonun arasında gerçekleșir. Bunun tersine adından 

da anlașıldığı gibi BCR genindeki kırılmalar genellikle üç bölgeyle sınırlıdır (Șekil 1) (3). 

Detaylı bilgi ileriki bölümlerde verilecektir. 

 

 

2.1.3.1 ABL 

 

Bugüne kadar Abl ve Bcr proteinlerinin fizyolojik ișlevleri giderek açıklık kazansa 

da tam olarak tanımlanamamıștır. İnsanda c-Abl protoonkogeni Abelson fare lösemi 

virüsünde (Abelson Murine Leukemia Virus) bulunan v-ABL’nin homoloğu olarak 

bulunmuștur. 9 nolu kromozomun q34 bandında, 230 kb uzunlukta olup, 11 tane ekzon 

içermektedir. Hem sitoplazma hem de nukleusta saptanan ama daha çok nukleusa lokalize 

olan 145kDa bir reseptör olmayan kinaz proteini kodlar. Gen tüm normal insan 

hücresinde ifade bulur. Abl proteininin hücre döngüsü, DNA onarımı, stres yanıtları, 

integrin sinyali iletimi, nöral gelișim ve apoptoz süreçlerinde hücre içi ve hücre dıșı 

sinyallerin düzenlenmesinde rol oynadığı gösterilmiștir.  

Ekzon 1, 1a ve 1b olarak adlandırılan iki alternatif form barındırır. Bu ekzonları 

farklı promotor bölgeleri yönetir. Hangi ekzonun ifade edileceğine bağlı olarak 6kb ve 

7kb olmak üzere iki farklı transkripsiyon ürünü vardır. Bu iki mRNA farklı N-

terminallere sahip proteinler kodlar. Bu izoformlar Abl (Abl1) ve Arg (Abl2) olarak 

adlandırılırlar. N-termianlinde Src kinaz homoloji (SH) alanları oldukça korunmuștur. 

Buna karșılık C-terminalde farklılıklar gösterilmiștir (Șekil 3). Abl’nin C-terminalinde 

nükleer lokalizasyon sinyali (NLS), nükleer çıkıș sinyali (NES) ve DNA bağlanma 

bölgesinin  varlığına karșın Arg’de bu motiflerin yokluğu, Abl’nin hem nükelus hem 

sitoplazmada barınırken Arg’nin yalnız sitoplazmada barındığını göstermektedir 

(3,13,14). 



 10

 

 

 

Șekil 3: Abl ve Arg kinazların yapısal alanları (Ref. 13) 

 

 Proteinin SH1 alanı tirozin kinaz aktivitesi barındırırken, SH2 ve SH3 alanları 

diğer proteinlerle ilișki kurar. Aktin bağlanma bölgeleri hücre-hücre etkileșimlerinde ve 

hücre iskeletinden nükleusa sinyal iletiminde rol oynar. Abl’nin DNA’ya bağlanma 

yeteneği cdc-2 fosforilasyonu ile düzenlenir. DNA’ya bağlandıktan sonra kinaz alanı 

(domain) (SH1) ile yakında bulunan diğer proteinleri fosforilleyerek transkripsiyonu 

uyarır. Abl’nin aktivasyonu hücreiçi ve hücredıșı uyaranlarla kontrol edilir. Aktif veya 

inaktif formunu alması diğer moleküllerle olan etkileșimlerine bağlıdır. Aktif form SH3-

SH2 alanlarındaki tirozin rezidülerinin fosforilasyonu ile sağlanır. Bu proses 

otofosforilasyon veya CDC ailesi gibi fosfatazlarla gerçekleșebilir. Molekülün inaktif 

edilmesi de yine protein-protein etkileșimlerine bağlıdır. Abi-1 ve Abi-2 (Abl interaction 

protein 1 ve 2) SH3 alanlarının inhibisyonundan sorumludur. Abl aktifken Abi -1 ve Abi-

2 proteozom yıkımına uğramaktadır (3,13). 

c-abl hücre döngüsünde önemli bir rol oynar. Cdc-2 tarafından fosforillenmesi, 

gerek siklin D1 gerek RB1 proteiniyle olan etkileșimi bu görüșü desteklemektedir. c-

Abl’nin kinaz aktivitesinin düzenlenmesi, baskılayıcı proteinlere bağlanmak suretiyle 

gerçekleșir. c-Abl’nin așırı ifadesi hücre döngüsünün G1 evresinde durmasına neden olur. 

c-Abl hücre çoğalmasında negatif düzenleyici bir role sahiptir. Brc proteini ile füzyonu 

sonucunda pozitif etkili bir düzenleyiciye dönüșmektedir (15). 
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2.1.3.2. BCR 

 

 İlk yıllarda Ph(+) hastalarda yapılan araștırmalarda 22. kromozomun q11 

bölgesindeki kırıkların 5.8 kb’lık bir alanla sınırlı olduğu gösterilmiștir. Kırıklar intron 

diziler içerisindedir. Bu bölge çok sayıda kırılma içerdiğinden “breakpoint cluster region” 

(bcr) adını almıștır. Daha sonraki çalıșmalar bu  5.8 kb’lık alanın bir genin (BCR) orta 

bölgesinde barındığını göstermiștir. BCR 5’-3’ yönünde, 5’ ucu sentromere yakın 

yerleșiktir. 130 kb alan kaplayan, 23 ekzon barındıran bir gendir. İlk tanımlanan kırılma 

bölgesi majör-BCR (M-BCR), ikinci tanımlanan gen bölgesi ise minör BCR (m-BCR) 

olarak adlandırılır. Daha sonraları mikro BCR (�-BCR) denilen ișlevi henüz tam olarak 

anlașılamamıș bir bölge daha tanımlanmıștır. G-C açısından zengin 5’ ucundaki 

“untranslated” bölge Ph kromozomunun olușumu için önemlidir. Çünkü bu prosesi BCR 

geninin promotor bölgesi regüle eder. Transkripsiyonun bașlangıç noktasından 1 kb 

yukarı yönde CAAT ve TATA kutularının (transkripsiyon faktörlerinin bağlanma 

bölgeleri) ișlev gördüğü promotor bölgesi tanımlanmıștır.  

Yapılan ilk çalıșmalarda ortaya konan  ekzon 1, ekzon 2 ve onları ayıran 68kb’lık 

intron bölgesinin,  alternatif ekzon 1 ve alternatif ekzon 2 olacak șekilde düzenlenmiș 

olduğu ortaya konmuștur. Dolayısıyla 4.5 kb ve 7.0 kb uzunluğunda iki m-RNA 

transkripti bulunur. 165kDa ‘luk aynı stoplazmik proteini kodlarlar. Bcr proteini tüm 

hücrelerde ifade bulmakla birlikte insan ve fare dokularında yapılan çalıșmalarda en çok 

beyin ve hematopoeik hücrelerde ifade edildiği gösterilmiștir. Bcr proteini öncelikli 

olarak myeloid farklılașmasının ilk evrelerinde yoğun bi șekilde ifade bulurken 

farklılașmanın ilerleyen basamaklarında ifadesi azalır. Bcr-Abl proteini sürekli yoğun 

ifade edildiğinden myeloid kompartımanın farklılașma basamaklarında sorun olușur. Bcr 

proteininin sitoplazmik yerleșimi olduğu bilinmektedir. Fakat son zamanlarda yapılan 

çalıșmalarda mitotik DNA’ya, özellikle yoğun heterokromatine bağlandığı gösterilmiștir. 

Bununla birlikte XBP gibi DNA tamirinde görevli proteinlerle ilișkide olduğunu gösteren 

çalıșmalar da vardır (3,16).  

Proteinin ilk ekzonu, bilinen tüm Bcr-Abl füzyon proteinlerinde mevcuttur. Bu 

bölge serin/treonin kinaz alanı, iki adet SH2 bölgesi ve oligomerizasyon  alanı barındırır. 

Ayrıca bu bölgenin serin/treonin rezidülerinden fosforillenmiș olduğu gözlenir. Bcr-abl 

füzyon proteininin otofosforilasyonu da gerçekte Bcr üzerindedir.  Hidrofobik rezidüler 

barındıran oligomerizasyon alanı proteinin diğer proteinlerde bağlanmasında ișlev görür. 
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Bu bölgedeki mutasyonlar Bcr’nin Bcr-Abl ile olan bağlantısını zayıflattığı gibi tirozin 

aktivitesini de düșürür. Bcr, Bcr-Abl’nin F-aktin’e bağlanma kapasitesini arttırırken 

bölgedeki delesyon Bcr-Abl’nin actin’e bağlanmasını engeller. Bu nedenle Bcr-Abl’in 

lokalizasyonunda bu bölge kritiktir. Proteinin merkez bölgesi, sinyal iletimi, sitoiskelet 

organizasyonu, hücre büyümesinde rolü olan G proteinlerinin negatif regülatörü olan GEF 

proteinleriyle homoloji gösterir. C-terminalinde Rac ve Rho GTPazlarını düzenlemekte 

görevli guanozin-trifosfat aktive edici alanı (GAP) , Ras ailesi üyelerinin 

düzenlenmesinde rol oynayan bir GDP-GTP değișim alanı ve diğer proteinlerle 

etkileșimlerinde rol oynayan “coiled-coil” motifi bulunur (Șekil 4). Bu bilgiler ıșığında 

GTP-bağlama özelliği ve fosforilasyon aktivitesi Bcr’nin sinyal ileti yolaklarında ișlevi 

olduğunu göstermektedir (2,16).  

 

 

 

Șekil 4: Bcr proteinin șematik gösterimi. İșlevsel bölge, ekzon 1 karșılığı ona 

serin/treonin kinaz alanı, GEF alanı ve karboksil ucundaki GAP alanını içerir. SH2 

bağlanma bölgeleri ayrıca ekzon 1 içinde gösterilmiștir. Grb2 117. pozisyondaki 

fosfoprotein ile, BAP1 fosfoserin ile SH2 alanına bağlanır. GEF alanı DNA onarım 

proteini olan XPB ile etkileșime girer.  

 

, 
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2.1.3.3. BCR-ABL:  

 

 KML, 22. kromozomda BCR-ABL füzyon geninin olușumu ile sonuçlanan 9. ve 

22. kromozomlar arası resiprokal translokasyon ile karakterizedir. ALL ve AML 

hastalarında da %5 oranında bu translokasyonun görüldüğü bilinmektedir.  

Füzyon sırasında ABL’in 3’ ucu BCR’ın 5’ ucuna eklenir. Bu konfigürasyon 

füzyon genini BCR promotorunun kontrolüne sokmaktadır.  BCR ve ABL genlerinin her 

ikisi de Alu sekansları içerir. Genler arasındaki bu yeniden düzenlenmeler sırasında 

çerçeve mutasyonu gözlenmez. “Open reading frame” korunmaktadır (20).  

9. kromozomda ABL genindeki kırık 200kb’lık oldukça büyük bir alanda 

gerçekleșir. ABL genindeki kırık bazı hastalarda 5’ uçta iki alternatif ekzon (1a-1b) 

arasında bazı hastalarda ilk intronun içinde gerçekleșir. 22. kromozomdaki kırılma bölgesi 

M-bcr’de e12-16’yı (b1-b5) barındıran 5.8 kb’lık bölgedir. Kırık BCR’ın ilk intronundan 

olduğunda (m-bcr) transkript (e1a2) 7.0 kb, M-bcr bölgesinde olduğunda transkript 8.5 kb 

boyutundadır. M-bcr bölgesinde ABL geninin 2 ekzonuyla birleșerek iki farklı kimerik 

ürün veren özellikle iki kırılmaya rastlanır. Bu kırılmalar e13-e14 veya e14-e15 arasında 

gerçekleșir. b2a2 (e13a2) ve b3a2 (e14a2)  BCR-ABL transkriptleri olușur. b2a2, b3a2 

transkriptinden 75kb (22 aminoasit) daha büyüktür. Her iki transkript de 210kDa’luk aktif 

protein kinazı kodlar. ABL’nin 2. ekzonu tüm BCR-ABL transkriplerinde barınmaktadır 

(16,17). BCR geni içerisinde �-bcr bölgesindeki kırk e19-e20 arasında gerçekleșir. BCR 

ABL’e 1a ve a2 intronlarından füzyon yapar, e191a ve e19a2 transkriptleri olușur. 

230kDa’luk proteini kodlar (Șekil 6). Bu kırılma KML hastalarında çok nadir olarak 

gerçekleșir (tespit edilmiș 15 hasta) (21).  

BCR-ABL transkripti her ne kadar lösemilere has görünse de t(9;22) 

translokasyonunun sağlıklı insanlarda da gerçekleștiği ileri PCR teknikleriyle 

gösterilmiștir. Bu durum hücre döngüsü sırasında iki kromozomun çok yaklaștığı S 

fazından G2 fazına geçerken gerçekleștiği ve hatanın immün sistem tarafından algılandığı 

düșünülmektedir (17). 

9. ve 22. kromozomlar arasındaki resiprokal translokasyon sonucu derive 9’da 

bulunan ABL-BCR geninin son yıllara kadar KML patogenezinde rolü olmadığı ileri 

sürülmüștür. 
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ABL-BCR geninden transkribe olan ürünlerin (a1bb3- p40 ve a1bb4-p96) KML’deki rolü 

henüz tam olarak açığa kavușmamıștır. Fakat yeni yapılan in vitro çalıșmalarda  p210 

Bcr-abl gibi lökemojenik olduğu, p210 un aksine hematopoeik kök hücrelerin 

çoğalmasında etkili olduğu gösterilmiștir. Ayrıca a1bb3 ve a1bb4 transkriptlerinin CD4+ 

ve CD8+ T lenfositlerinde HLA-A2 tarafından sunulduğunu gösteren çalıșmalar vardır 

(18,19). 

  

 

 

 

Șekil 5: ABL ve BCR gen kırılma bölgeleri ve bazı farklı kırılma bölgelerinin 

kodladıkları olası Bcr-Abl füzyon proteinleri. BCR geninde ekzon 1’ ve 2’ ilk intron 

içinde alternatif ekzonlardır. ABL geninin sırasıyla 1b ve 1a olarak iki alternatif ilk 

ekzonu vardır. Tanımlanmıș füzyon transkriptlerinden kodlanan çeșitli proteinler 

gösterilmiștir. ( Boyutları verilmemiș olan proteinler henüz jel üzerinde 

gösterilememiștir.)  (Ref. 17) 

 

 

Bcr-abl kimerik proteini proteini 210 kDa boyutundadır (µ-bcr bölgesi barındıran 

transkript 230kDa’dur). Abl kısmında  SH1, SH2 protein interaksyion bölgesi, aktin 
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bağlanma bölgesi ve Bcr kısmında fosfoserintreonin sekansları  ve tirozin barındırdan 

coiled-coil motifi proteinin ișlevinde önemlidir. Yapısal tirozin kinaz aktivitesi çok 

artmıștır. Abl’in aksine sitoplazmada lokalizedir. Bcr-abl bir çok sitoplazmik substratı 

fosforile eder, büyüme ve farklılașmayı ve muhtemelen hematopoetik hücrelerin 

adezyonunu kontrol eden sinyal yollarını aktive eder. STAT (signal transducers and 

activators of transcription) moleküllerini; GRB-2 ve Crkl gibi Ras aktive edici adaptör 

moleküller aracılığıyla da mitojenik sinyal yolaklarını aktive ederek, hücre 

proliferasyonunu arttırır ve kontrolsüz büyümeye neden olur. Ayrıca aktin moleküllerine 

bağlanarak paxillin, talin gibi sitoiskelet düzenleyicilerini, FAK gibi fokal adezyon 

komplekslerini fosforilleyerek hücre adezyonunu değiștirir. Bcr-abl hücreye sürekli bir 

yașam sinyali sağlarken;  STAT/Akt/PI63K molekülleri üzerindeki etkisiyle mitokondri 

üzerinden  hücrelere anti-apoptotik özellik kazandırır  ve proliferasyon artar. (Șekil 6) (3, 

4,6).  

 

 

 

 

Șekil 6:  Bcr-Abl pozitif hücrelerde aktive olmuș sinyal yolakları (Ref.3) 

 

 Bcr-Abl endojen oksijen reaktiflerinin (ROS) salınımını artırarak hücre 

döngüsünün S ve G1/M fazlarında kronik oksidatif DNA hasarına, çift iplik kırıklarına 

dolayısıyla mutajeneze yol açar. Birçok genin kodlanan bölgelerinde (BCR-ABL de dahil 

olmak üzere) tranzisyon ve transversiyonları indükler. ROS salınımı ve daha önce 

bahsedilen DNA onarımı proteinleriyle olan ilișkisiyle KML’de genomik instabilite ile 

sonuçlanan mutator fenotip ve sitogenetik anomalilerin sorumlusudur. Tümör süpresör 
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genlerindeki mutasyonlar ve bu genlerin ürünleriyle olan ilișkisi hastalığın patogenezinde 

önemlidir. P16 ve p14 gibi tümör süpresör genlerindeki mutasyon/delesyonlar p53’ün 

ifadesinde azalmaya ve G1/S fazı siklin D-cdk4/cdk6’nın inhibisyonuna yol açar. P16 

homozigot delesyonu ve p53 mutasyonları çoğu blastik krizdeki hastada gözlenmektedir 

(22). 

 Tezimizde KML tedavisinde kullanılan İmatinib mesilat ile çalıștık. KML’nin 

geçmișten günümüze tedavi yöntemlerine göz atalım. 

 

 

2.1.4. Kronik Myeloid Lösemi: Tedavi 

 

 Uzun yıllardan beri BCR-ABL kimerik gen ürününün, hematopoetik hücreleri 

apoptotik uyaranlara karșı koruduğu bilinmektedir. BCR-ABL pozitif hücrelerde gözlenen 

apoptoza direnç, KML’nin kronik fazında gözlenen miyeloid hücre kompartmanının așırı 

genișlemesinden sorumlu mekanizmalardan biri olarak tarif edilmektedir.  BCR-ABL 

pozitif hücreler, sağlıklı hücrelerde hücre ölümünü tetikleyen pek çok kimyasal ve 

radyasyon dozundan etkilenmemektedir. Uygulanan tedavi türü ne olursa olsun yanıt 

hematolojik yanıt (remisyon) ve sitogenetik yanıt olmak üzere bașlıca iki kriter ile 

değerlendirilir. Hematolojik yanıtta dalak büyüklüğünün, akyuvar ve trombosit sayısının 

normale dönmesi esas alınmaktadır. Sitogenetik yanıtta ise kemik iliğindeki Ph(+) hücre 

sayısının düșmesi yani Ph kromozomu tașıyan hücre klonunda azalma beklenir. KML’de 

tedavi yöntemlerinden birisi de allojenik kök hücre naklidir. Fakat morbidite ve 

mortalitenin yüksek olması, uygun donör bulmadaki sıkıntılar, verimlilik ve dayanılırlık 

gibi faktörler uygulama alanını daraltmaktadır. Kemik iliği nakli tam tedavi yöntemi 

olarak gösterilse de yaș faktörü, uygun donör bulunmasındaki güçlükler ve yine morbitide 

ve mortalitenin yüksekliği nedeniyle yaygın bir tedavi yöntemi olamamıștır. Ağızdan 

alınan busulfan ve hidroksiüre  gibi kemoterapötik ajanlar uzun yıllar tedavide 

kullanılmıștır. Konvansiyonel tedavi anlayıșı ile birçok ajanın kombinasyonu denenmiș, 

bazılarında %70’lere varan remisyon gözlenmiștir. Fakat bu remisyonun 6-8 ay gibi kısa 

süre olduğu gözlenmiștir. Ayrıca morbiditenin yüksek olması sebebiyle bu yöntemlere ilgi 

zamanla azalmıștır. Konvansiyonel yöntemde kullanılan bir diğer ilaç lenfositlerden 

salgılanan sitokin ailesi üyesi interferon-alfa (INF- �)’ dır. INF- � ‘nın ișlevi tam olarak 

kesinlik kazanmıș olmasa da antilösemik bağıșıklık cevabını arttırdığı düșünülmektedir. 
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Biyolojik bir ajanın bir kanser türünü regüle edebileceğinin ilk göstergesi olması 

açısından önemlidir. İnterferon alfa uygulanan kronik fazdaki hastalarda %70-%80 

oranında tam hematolojik, %5-%15 oranında sitogenetik yanıt gözlenmiștir ve 1990’ların 

sonuna kadar standart tedavi yöntemi olarak kabul görmüștür.  

1998 yılında spesifik bir bcr/abl tirozin kinaz inhibitörü olan İmatinib mesilat 

(Gleevec, Glivec, STI571, Novartis Pharmaceuticals, Basel, İsviçre) bir ilaç olarak klinik 

uygulamaya girdikten sonra interferon-alfa tedavisinden daha etkili olduğu gösterilmiș,  

(kronik fazda %98 tam hematolojik %58 sitogenetik yanıt) 2002 yılında FDA (Food and 

Drug Administration, USA) onayıyla  KML tedavisinde “İmatinib Dönemi” bașlamıștır 

(24).  

 

2.1.4.1. Tirozin Kinaz İnhibitörleri ve İmatinib  

 

Protein kinazlar sübstrat özgünlüğüne göre serin/treonin kinazlar ve tirozin 

kinazlar olarak ikiye ayrılır. Tirozin kinazlar ATP’den aldığı fosfat grubunu sübstrat 

proteinin tirozin rezidüsüne bağlarlar. Serin/treonin kinazlar ise sübstrattaki serin veya 

treoninin hidroksil grubunu fosforiller. Abl proteininde tirozin kinaz alanı, Bcr 

proteininde ise serin/treonin alanı  bulunmaktadır. Abl proteini reseptör olmayan tirozin 

kinaz ailesine ait bir enzimdir ve Bcr-Abl onkoproteininde tirozin kinaz aktivitesinde 

gözlenen artıș hücrede așırı proliferasyona yol açar. O nedenle bu aktiviteyi düșürecek, 

proteine spesifik inhibitörlere ihtiyaç vardır (23). Son 20 yıldır, hücre biyolojisi ve 

moleküler biyoloji alanında yapılan çalıșmalar  bunu mümkün kılmıștır.  

1998 yılında İmatinib; Abl tirozin kinazın ATP-yarıșmalı inhibitörü olarak 

geliștirilmiștir. 2-phenylaminopyrimidine türevidir. Hücre içinde cKit, PDGF-R (platelet-

derived growth factor receptor) ve ARG kinazları da inhibe ettiği bilinmektedir (24). 

İmatinib tüm hücrelerdeki serbest c-abl üzerinde inhibisyona yol açar. Ancak sağlıklı 

hücreler sinyal ileti yolakları ağının diğer bileșenleriyle hayatta kalmaya devam eder. 

Tümör hücreleri ise Bcr-abl’ e bağımlıdır. Bcr-Abl kinaz aktivitesinin durdurulması hücre 

döngüsünün düzenlenmesini, hücre adezyonunu, hücre iskelet organizasyonunu ve 

apoptotik süreci tetikleyecek genlerin transkripsiyonel düzenlenmesiyle sonuçlanır ve 

normal hücrelerin proliferasyonuna fırsat verir (5,25).  
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İmatinib genellikle iyi tolere edilir. Oral șekilde 400mg ilaç alındığında yarılanma 

ömrü 18 saattir. En yüksek plazma konsantrasyonu 5.4µM, en düșük plazma 

konsantrasyonu 1.43�M olarak ölçülmüștür (25). 

Tirozin kinazların bağlanma bölgelerinin boyutu ve șekli bağlanacak olan ligand, 

ATP, ve inhbitörün seçiciliğini etkiler. Kinazların aktivasyon halkasının N-terminali 

katalitik aktiviteyi sağlarken C-terminali substratın bağlanması için zemin hazırlar. 

İmatinib, abl’ye aktivasyon halkasının N-terminali ATP-bağlanma bölgesinin içine 

katlanıp inaktif formunu aldığında bağlanabilmektedir. Bu bağlanma hidrojen ve Van der 

Waals bağları ile gerçekleșir.   İmatinib ve Abl kompleksinin sıkı moleküler yapısı, 

proteinin bağlanma bölgesindeki herhangi bir değișikliğin bu yapıyı bozmasıyla özellikle 

sekonder anomaliler barındıran blast krizdeki hastalarda ilaca direnç gelișmesine neden 

olur (26). 

 

 

Șekil 7 : İmatinib’in ișlev mekanizması. Üst panel bcr-abl kinaz alanına substrat 

proteinin bağlandığını gösterir. Kinazın enzimatik aktivitesi ile protein fosfatlanır. Alt 

panelde İmatinib kinaz alanına bağlanmak için substratla yarıșır. İmatinib kinaz alanına 

bağlandığında substrat protein fosforillenemez ve  tümör hücresi çoğalma sinyallerini 

alamaz. (Loab D., Targeted therapies for sarcomas: The next generation of treatments, 

ESUN, 2007) 
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2.1.4.2. İmatinib Direnci ve Direncin Moleküler Mekanizması 

 

Kronik fazdaki çoğu hastada uzun süreli remisyon gözlense de blastik krizdeki 

hastaların çoğunda ilaca karșı direnç gelișmektedir. Bu durumda onkoprotein Bcr-Abl 

İmatinib varlığında dahi aktivitesine devam eder . Bu direnç genellikle, füzyon proteininin 

ABL kinaz kısmındaki ATP bağlama alanında olușan nokta mutasyonlardan ve/veya 

füzyon genin amplifiye olmasından kaynaklanır.  

Mutasyonlar genellikle İmatinib’in bağladığı proteinin inaktif konformasyonunun 

aktif konformasyona dönüșmesi ile sonuçlanır. Bazen de Bcr-Abl onkoproteininden 

bağımsız olarak nükleus içindeki farklı genetik değișiklikler hücre proliferasyonunu 

artırıyor olabilir. 8. kromozomun trizomisi nedeniyle veya blast krizindeki gen 

amplifikasyonuyla MYC geninin ifadesinde de artıș söz konusudur. Ayrıca  albumin, alfa-

1 asit glikoprotein (AGP) gibi plazma proteinlerinin hücre içindeki serbest İmatinibe 

bağlanabildikleri gösterilmiștir. Bu proteinlerin miktarlarındaki artıș ilacın inhibisyonuna 

neden olabilmektedir (Șekil 8) (6,7). Fakat in vitro yapılan çalıșmalarda AGP’den 

arındırılmıș hücrelerde İmatinib ișlevini yerine getirememektedir. Dolayısıyla plazma 

proteinleri ve İmatinib arasındaki ilișki tartıșmalı olmakla birlikte dirençlilikte rolü 

olduğu düșünülmektedir (7). 

 

Șekil 8: İmatinib direncinin mekanizması. (a) İmatinib hücredeki tüm Bcr-Abl 

proteinini bloklamada yeterlidir. (b) Bcr-Abl’nin așırı ifadesi lösemik hücrelerin 

İmatinibin varlığına rağmen bazal düzeyde hayatta kalmasını sağlar. (c) Abl kinaz 

alanındaki spesifik mutasyonlar İmatinib’e bağlanmayı engeller fakat ATP bağlanması 

engellenmediğinden Bcr-Abl ișlevine devam etmektedir. (d) genetik instabilite ikincil 
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mutasyonlarla lösemik hücrelerin bcr-abl den bağımsız çoğalmasını ve hayatta kalmasını 

sağlayabilir. (e) alfa-1 asit glikoproteinin düzeyindeki artıș Bcr-Abl’ e bağlanacak olan 

serbest İmatinib miktarını düșürebilir. (Ref. 7) 

 

Dirençli hasta gruplarında ve dirençli hücre hatlarında yapılan çalıșmalarda Bcr-

Abl proteininde yaklașık 18 farklı pozisyonda nokta mutasyonlarına rastlanmıștır. Yapılan 

çalıșmalarda ikincil mutasyonların dört ana bölgede toplandığı görülmektedir. Bir grup 

mutasyon ( G250E, Q252R, Y253F/H, E255K/V) ATP’nin bağlandığı fosfat-bağlanma 

bölgesindedir (P-loop). İkinci grup mutasyonlar ( V289A, F311L, T315I, F317L) Van der 

Waals ve hidrojen bağlarının gerçekleștiği İmatinib bağlanma bölgesindedir. Üçüncü grup 

(M351T, E355G) katalitik bölgeye yakın mutasnyonları içerir. Dördürüncü grup 

mutasyonlarda (H396R/P) ise kinazın aktive/inaktive durumunu kontrol eden aktivasyon 

bölgesinde olduğu bulunmuștur (27) ( Șekil 9). Bunların arasında abl T315I mutasyonu, 

çoğu dirençli klonda görüldüğünden dikkat çekicidir. Proteinin 315inci pozisyonundaki 

treoninin izolösine dönüșmesi İmatinibe bağlanmada anahtar  rol oynar. Bu değișim  

proteinin yan zincirinde  hidrojen bağı yerine fazladan bir hidrokarbon grubunun 

eklenmesine neden olur. Böylece İmatinib ile protein arasında kimyasal bir uyușmazlık 

meydana gelir. Bu bağlamda normal Bcr-Abl’in otofosforilasyonunu engelleyecek 

konsantrasyondaki İmatinib, mutant Bcr-Abl’in fosforillenmesini engelleyememektedir. 

T315I, ATP afinitesini iki kat arttırmaktadır. Bu durum Abl’nin ATP bağlanma 

bölgesindeki mutasyonlara direnç kazanmasına katkıda bulunur.  F317, F359 

pozisyonlarındaki mutasyonların dirençlilik sağlamadaki rolleri T315’e benzerdir. 

Yapılan çalıșmalar diğer mutasyonların proteinin tamamının veya aktif bölgesinin 

konformasyonunu değiștirerek ilacın bağlanmasını engellediklerini göstermektedir (7). 

 

.  

Șekil 9: A. Abl kinaz alanında rapor edilmiș nokta mutasyonlarının bölgelere göre 

dağılımı. B. Abl ve İmatinib kompleksinin üç boyutlu gösterimi. (Ref. 7) 
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Epigenetik modifikasyonların da sürece katkıda bulunduğunu gösteren yeni 

çalıșmalar  mevcuttur. Histon olmayan proteinlerin asetilasyon paternlerindeki 

değișiklikler, lösemi gelișiminde etkili olan hücresel proliferasyonu ve apoptoz direncini 

kontrol etmektedir. İmatinib rezistansında, sınıf I ve III deasetilazları (HDAC)’nın așırı 

ifade edilmesinin ve bazı histon asetiltransferazların ifadelerindeki azalmanın etkisi 

olduğu gösterilmiștir. KML hücrelerine HDCA inhibitörü SAHA uygulandığında birçok 

proteinin asetilasyon paterninin ve apoptotik yolağın düzenini sağladığı gösterilmiștir 

(28). Ancak henüz klinik olarak uygulamaya geçilmemiștir.  

İmatinib dozajını arttırmanın bazı dirençli hastalarda ișe yaradığı gözlenmiștir. 

İnterferon-alfa ve İmatinibin beraber kullanılmasının yalnız İmatinib verilen hastalara 

oranla tedaviye yanıt verme hızında avantaj sağladığını ayrıca ilk 6 ayda sitogenetik ilk 18 

ayda moleküler yanıtın sadece İmatinib kullanan hastalara göre daha iyi olduğunu 

gösteren çalıșmalar da mevcuttur (29). 

İmatinib direncinin görülmesinden sonra ikinci nesil tirozin kinaz inhibitörleri 

dizayn edilmiștir. En sık kullanılanları Dasatinib (Bristrol-Myers, New York, Amerika) ve 

Nilotinib (Novartis, Basel, İsviçre)’dir. Her iki molekül de İmatinib direnci gösteren Ph 

pozitif hücrelerde remisyon sağladığı gösterilmiștir. Dasatinib, İmatinib den farklı olarak 

proteinin aktif konformasyonuna da bağlanabilmektedir. Nilotinib ise İmatinib’e göre 

proteine 30 kat daha selektif olarak bağlanır.  

İmatinib dirençli bir hücre hattı KML ve tedavisi ile ilgili laboratuar 

araștırmalarına büyük katkı sağlayacaktır. Ne yazık ki bu tür tanımlanmıș direnç 

mutasyonlarını tașıyan bir hücre hattı bulunmamaktadır. Bu tür araștırmalar literatürde 

mutasyon içeren bir BCR-ABL klonunun daha çok fare hücre hatlarına transfeksiyonu ile 

yapılmaktadır. Araștırma, projemizde tanımlanmıș mutasyonlarla direnç özelliği gösteren 

bir KML hücre hattı ile çalıșmanın büyük yararları olacağı görülmüș ve  böyle bir hücre 

hattının olușturulmasına burada sunulan yüksek lisans tezi kapsamında karar verilmiștir. 

İmatinib dirençli hattın olușturulması basamaklarına geçmeden önce araștırmamızın teșkil 

eden devamını hücre ölüm mekanizmalarının incelenmesine temel olușturan bilgiler 

așağıda verilmiștir.  
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2.2 PROGRAMLI HÜCRE ÖLÜMÜ 

 

 Temel biyolojik bir olgu olan programlı hücre ölümü embriyonik  dönemden 

itibaren tüm yașam süresince gözlenmektedir. Programlı hücre ölümü, hücre sayısını 

kontrol etmede, yanlıș yerleșim gösteren, hasarlı, anormal hücrelerin ortadan 

kaldırılmasında ișlev görür. Olgun organizmalarda doku homeostazisi hücre bölünmesi ve 

programlı hücre ölümü arasındaki dengeye bağlıdır. Hücrelerin ölüm/yașam dengesindeki 

bozukluklar önemli patolojik sonuçlar doğurabilmektedir. Hücre ölümünün olmaması 

gerekirken gerçekleșmesi, hücre ölümünün hızlanması ya da hücre ölümünün yavașlaması 

organizmanın sağlığı açısından tehlikelidir. Programlı hücre ölümündeki yetersizlik, 

genellikle erken evre kanserlerde ve kanser tedavilerine dirençte karșımıza çıkar. Kanser 

hücreleri, kendilerini programlı hücre ölüm mekanizmalarına dirençli hale getirecek 

mutasyonlar barındırır. Klinikte kanser ilaçlarının çoğu kanserli hücrelerde bir veya 

birkaç hücre ölüm yolağını tetiklemek üzere kullanılmaktadır. Ayrıca kanserden farklı 

olarak, iskemi/reperfüzyon hasarları veya septik șoklarda, aynı zamanda kronik 

nörodejeneratif veya nöromüsküler hastalıklarda akut hücre kayıplarıyla sonuçlanan hücre 

ölümleri de gözlenebilmektedir. Tüm bunlar gösteriyor ki programlı hücre ölümünün 

mekanizmalarını iyi anlamak bu mekanizmalardaki herhangi bir bozukluk sonucu 

olușabilecek hastalıklara karșı geliștirilecek ilaçlar ve tedavi yaklașımlarını belirlemede 

önem arz etmektedir (30,31).  

 Hücre Ölümü İsimlendirme Komitesi (Nommenclature Committee on Cell Death- 

NCCD) așağıda belirtilen morfolojik veya moleküler kriterlerin en az birinin 

gerçekleșmesi durumunda hücrenin ölü kabul edilmesini önermektedir: (a) hücrenin 

plazma membran bütünlüğünü kaybetmesi (in vitro koșullarda PI gibi vital boyalar ile 

gösterilir); (b) hücrenin, nukleusu da dahil birçok küçük parçaya ayrılması (c) ve/veya 

komșu hücreler tarafından yutulması. Dolayısıyla hücre döngüsünün herhangi bir 

basamağında durmuș hücreler ve ölmekte olan hücreler (süreç için gerekli biyokimyasal 

basamakları tamamlanmamıș hücreler) ölü kabul edilmezler (32).  

 Hücre ölümü morfolojik özelliklerine göre bașlıca apoptotik, nekrotik, otofajik ve 

ayrıca mitotik katastrof olarak tiplendirilmiștir. Hücre içi yolaklar göze alındığında 

kaspaz-bağımlı ve kaspaz-bağımsız olarak sınıflandırmalar da gösterilmektedir. Kaspaz-

bağımlı “klasik” apoptoz olarak tanımlanırken, kaspaz yolaklarını kullanmadan hücre 

ölümünün gerçekleștiği otofaji, epitelde görülen kornifikasyon, mitotik katastrof, 
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paraptoz, programlı nekroz (nekroptoz) kaspaz-bağımsız olarak tanımlanmıștır. Bu ölüm 

tiplerinin hepsi ciddi șekilde hücre içi yolaklar tarafından regüle edilmektedir ve klasik 

nekrozla sonuçlanan tesadüfi hücre ölümünden ayrılırlar. Bazı kaynaklarda üç büyük 

morfolojik farka göre tip I (klasik apoptoz), tip II ( otofajik hücre ölümü) , tip III 

(programlı nekroz) olarak sınıflandırmalar  da gösterilmektedir (32). İsimlendirmeler 

konusunda gerekli detaylar alt bölümler içerisinde verilecektir. Tezimizde odaklandığımız 

bașlıca programlı hücre ölüm tiplerini inceleyelim. 

 

 

2.2.1. Apoptoz (Tip I) 

 

 Apoptoz (apoptosis) terimi Kerr. ve ark. tarafından ilk kez 1972’de kullanılmıș ve 

o günden bu yana  en çok çalıșılmıș ve yolakları en iyi karakterize edilmiș hücre ölüm 

tipidir.  

Apoptoz yașlanmıș, fonksiyonunu yitirmiș, fazla üretilmiș, virüsle enfekte, düzensiz 

gelișmiș veya genetik olarak hasarlı hücrelerin, organizma için güvenli bir șekilde yok 

edilmesini sağlayan ve genetik olarak kontrol edilebilen programlı bir hücre ölümüdür. 

Morfolojik olarak hücrenin yuvarlaklașması ve büzülmesi, “membran blebbing” ve 

kromatin yoğunlașmasıyla  (piknozis) ve parçalanması (kriyohekzis) karakterizedir. 

Sürecin bașlaması, hücrenin apoptotik cisimlere ayrılıp çevre hücreler ve fagositler 

tarafından yutulmasıyla sonuçlanır.  Bcl-2 protein ailesi üyeleri evrimsel olarak iyi 

korunmuștur. Apoptozun meydana gelmesi için gerekli “kaspaz”ları (sisteinil aspartat- 

özgü proteazlar) ve mitokondri bütünlüğünü kontrol ederek  önemli rol üstlenmișlerdir 

(33). Apoptoz kaspaz inhibitörlerinin varlığında baskılandığı gösterildikten sonra 

“kaspaz-bağımlı hücre ölümü” olarak da adlandırılmıștır. Kaspaz inhibitörleri her ne 

kadar çoğu kaspaz molekülünü baskılasa da hücredeki tüm kaspaz molekülerine eșit 

oranda etki etmemektedir. Kaspaz inhibitörleri apoptozu baskılasa da hücrede bir bașka 

programlı hücre ölümü gerçekleșebilir. Bunun nedeni hücre ölüm yolaklarındaki çoğu 

molekülün birbiri ile bağlantılı olmasıdır. O nedenle kaspaz bağımlı hücre ölümü tanımı 

günümüzde artık çok kabul görmemektedir (32). Konuyla ilgili detaylı bilgi ileriki 

bölümlerde verilecektir.  

 

 



 24

2.2.1.1 Apoptozun Moleküler Mekanizması 

 

Apoptozdan sorumlu hücre içi mekanizmanın tüm hayvan hücrelerinde benzer olduğu 

görülmektedir. Bu mekanizma, etkin yerinde sistein olan ve hedef proteini belirli aspartik 

asitlerden kesen bir proteazlar ailesine dayanır. Bunlara “kaspaz” denilmektedir. Bugüne 

kadar on kaspaz proteini tanımlanmıș ve üç sınıfa ayrılmıștır: Bașlatıcı kaspazlar (kaspaz-

2, -8, -9, -10), etkili kaspazlar (kaspaz-3, -6, -7) ve yangı kaspazları (kaspaz-1, -4, -5). 

Bunların dıșında septik șok sırasında apoptozu düzenleyen ve sitokin olgunlașmasını 

sağlayan kaspaz-11, endoplazmik retikuluma bağlı apoptozda ișlev gören kaspaz-12, 

sığırda tanımlanmıș kaspaz-13 ( insandaki ortoloğu kaspaz-4) ve embriyonik dokularda 

bulunup olgun dokularda raslanmayan kaspaz-14 tanımlanmıștır (34). Kaspazlar hücre 

içinde inaktif proenzim formunda ifade edilirler. Bir kez aktive olduktan sonra diğer ön-

kaspazları (pro-caspases) aspartik asitlerden keserek aktive ederler ve proteoliz silsilesinin 

ilerlemesi sağlarlar (Șekil 10). Aktif kaspazlar özgül sitoplazma proteinleriyle, çekirdek 

laminlerini de içeren çok sayıda anahtar proteinin dönüșümsüz yıkımını sağlarlar. Ayrıca, 

normalde DNA yıkıcı enzimi  (DNaz) etkisiz konumda tutan bir proteini keserek DNaz’ın 

serbest kalmasına ve çekirdek içinde DNA’nın parçalanmasına neden olur. Sonuç olarak 

hücre büzülür ve yoğunlașır. Hücre iskeleti yıkılır, çekirdek zarfı dağılır ve çekirdek 

DNA’sı parçalara ayrılır. Hücre yüzeyi değișerek, komșuları veya makrofajlar tarafından 

hızla fagosite edilebileceği özellikler gösterir. Böylece hem hücre içeriğinin dıșarı 

boșalması sonucu hasara yol açacak yangısal yanıt engellenir hem de organik bileșiklerin 

sindiren hücre tarafından yeniden kullanılması sağlanır (35). Bu süreci yakından 

inceleyelim. 
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Șekil 10: Apoptozda kaspaz silsilesi (A) etkin olmayan kaspazlar hücrede sıklıkla 

kaspaz ailesinin bir diğer üyesi tarafından proteolizle kesilme yoluyla etkinleștirilen 

etkisiz bir proenzim (prokaspaz) olarak bulunurlar. (B) etkinleșen her kaspaz molekülü 

birçok prokazpazı keserek etkinleștirebilir ve bunlar daha sonra çok daha fazla prokaspaz 

molekülünü etkinleștirirler. Bașlangıçta az sayıdaki prokaspaz molekülleri (bașlatıcı 

kaspazlar) etkinleșerek zincirleme büyüyen bir tepkimeye (silsileye) neden olurlar. 

Bundan sonra etkinleșen kaspazlardan bazıları (etken kaspazlar) özgül stoplazma 

proteinleri, çekirdek laminleri gibi hücresel proteinleri keserek hücrenin denetimli 

ölümüne yol açarlar. (Ref.35) 

 

Bugüne kadar yapılan çalıșmalarda apoptoz mekanizmasında son derece karıșık ve 

birbirinden bağımsız iki ana yolak tanımlanmıștır (Șekil 11). Bunlar ekstrinsik (veya ölüm 

reseptörü yolağı) ve intrinsik (veya mitokondri yolağı) olarak adlandırılır (35). Apoptozda 

mitokondri yolağının yanı sıra  Bcl-2 ailesi üyelerinin, kazpaz-12 ve kazpaz-4’ün 
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endoplazmik retikulum (ER) stresine bağlı apoptotik yolakta rolü olduğu gösterilmiștir. 

Ca+2 ‘a  bağlı ER ve mitokondri ilișkisi apoptozda mitokondri dinamiklerini etikilediği 

gibi otofajik yolakta da rolü olduğu bilinmektedir (35a). Bahsi geçen yolaklara ek olarak 

apoptozda  özellikle sitotoksik T-hücrelerinin aktive ettiği perforin/giranzim yolağının 

varlığı gösterilmiștir. Ekstrinsik, intrinsik ve giranzim yolakları en son yıkım yolağına 

birleșirler ve hücrede ölüm gerçekleșmiș olur.  

 Ekstrinsik yolakta hücre ölümü membran reseptörlerinin etkileșmeleri sonucu 

gerçekleșir.  Bu reseptörler tümör nekroz faktör (TNF) süper ailesine ait ölüm 

reseptörleridir. TNF reseptör ailesi üyeleri sisteince zengin hücre dıșı alanı (domain) ve 

80 aminoasitlik “ölüm alanı” denilen hücre içi bölgeden olușur. Bu ölüm alanı ölüm 

sinyalini hücre dıșından hücre içi yolaklara iletmede kritik rol oynar. Bugüne kadar  

FasL/FasR, TNF�/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 (TRAIL/TRAIL-1) ve Apo2L/DR5 

(TRAIL/TRAIL-2) reseptörleri tanımlanmıștır. Ekstrinsik yolağın en iyi modellemesi 

FasL/FasR ve TNF�/TNFR1 üzerinde gösterilmiștir. Reseptör ligand etkileșimi 

gerçekleștikten sonra hücre içi adaptör moleküllerle trimer olușumu gerçekleșir. Fas 

ligandın Fas reseptörüne bağlanması adaptör protein FADD’ın bağlanmasıyla, TNF 

ligandının TNF reseptörüne bağlanması FADD ve RIP varlığında adaptör protein 

TRADD’ın bağlanmasıyla sonuçlanır. Fas-ilișkili yolakta FADD daha sonra ön-kaspaz-8 

ve/veya kaspaz-10’un ölüm alanı ile dimer olușturur. Bu birleșme önkaspaz-8 ve/veya 

önkaspaz-10’un otokatalitik aktivitesini bașlatır. Kaspaz-8 aktive olması apoptozun yıkım 

(execution) evresini bașlatır. TNF-ilișkili yolakta daha karmașık iki kompleks olușur. 

Plazma membranında kompleks-1, TNFR1, TRADD, TRAF2, RIP1, cIAP1 ve cIAP2 

proteinlerinin birleșmesiyle  meydana gelir. TNFR1’in endositozunu kompleks-2’nin 

olușması takip eder. Kompleks-2 daha önce Fas yolağında belirtilen kaspaz-8/-10 ‘un 

otokatalitik aktivitesiyle sonuçlanan süreçle analogtur.  Kaspaz-8/-10 aktivasyonu, 

önkaspaz-3, -6, -7’nin aktive edilmesiyle sonuçlanır, substrat yıkımları bașlar ve hücre 

apoptotik ölüme gider. RIP1 proteinin kompleks-1 de aktif veya inaktif olmasının 

programlı hücre ölümlerinin regülasyonunda önemli rol oynadığını gösteren çalıșmalar 

vardır (Șekil 11) (33, 34).   

İntrinsik yolak DNA hasarı, sitotoksik artıklar gibi çeșitli hücre içi uyaranlarla aktive 

olur Memeli hücrelerinde, hücre içi proteinlerinden Bcl-2  ailesi üyeleri mitokondride 

görev yapar ve ön kaspazların etkileșmesinin düzenlenmesinde etkilidirler. Mitokondri 

bütünlüğünde ve  bir elektron tașıyıcı protein olan sitokrom c salınımında düzenleyici rol 
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oynarlar. Bax ve Bak gibi apoptotik üyeler hücre stres altındayken mitokondriden 

sitokrom c ‘nin salınımını tetiklerken, Bcl-2 ve Bcl-XL gibi anti-apoptotik üyeler 

sitokrom c salınımını kısmen durdurarak apoptozu engellerler. Hücresel stres sırasında, 

Bcl-2 homolog 3 (BH-3) proteini aktive durumdadır ve anti-apoptotik üyeleri baskılarlar. 

Sitokrom c ‘nin apoptozdaki görevi; önkaspazları etkinleștiren Apaf-1 molekülünün 

aktive olmasını sağlamaktır. Sitosolde sitokrom c, Apaf-1’e bağlanır ve apoptozom 

denilen, çok alt üniteli Apaf-1/Kaspaz-9 kompleksinin olușumunu tetikler ve kaspaz-9 

aktive edilir. Kaspaz-9 așağı yöndeki kaspaz-3, -6, -7 efektör kaspazlarını keser ve aktive 

eder. Böylelikle Apaf-1, daha önceden de bahsedildiği gibi önkaspazların aktive olmasına 

ve geri dönüșümsüz olarak bir kaspaz kaskadının bașlamasına ve dolayısıyla hücre 

ölümünün gerçekleșmesine neden olur (Șekil 11) ( 33,35). Ayrıca  ekstrinsik yolakta sözü 

geçen kaspaz-8’in, inaktif BH-3 proteinini keserek mitokondriden sitokrom c salınımında 

görevli Bid proteini üzerinden reseptör-ilișkili apoptotik ölümünü intrinsik yolak  ile 

desteklediği gösterilmiștir (33).   

Hücre içi apoptoz düzenleyicilerin bir diğer ailesi IAP (İnhibitor of Apoptosis) 

ailesidir. Bunlar apoptozu engelleyici proteinlerdir. Bunu bazı önkaspazlara ve bazı 

kaspazlara bağlanıp etkileșimlerini engelleyerek gerçekleștirirler. Mitokondriler Apaf-1’i 

etkinleștirmek için sitokrom c’yi salıverirken, Smac/DiabIo gibi IAP’leri engelleyen pro-

apoptotik proteinleri de salıverirler ve bu yolla ölümün gerçekleșme verimini önemli 

ölçüde arttırırlar. Bcl-2 ailesi üyeleri ve IAP’ler memeli hücrelerinin sağ kalımını kontrol 

eden sinyal ileti yolaklarının kritik hedefleridir (35, 33). 
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Șekil 11: Ekstrinsik ve intrinsik apoptotik sinyal ileti yolakları șeması. (Ref. 33) 

 

 Ekstrinsik ve intrinstik yolaklar apoptozun son evresi olan yıkım yolağıyla 

sonuçlanır. Yıkım kaspazları nüklear materyali yıkan sitoplazmik endonükleazları ve 

nükleer ve hücre iskelet proteinlerini yıkan  proteazları aktive der. Yıkım kaspazlarından 

kaspaz-3, -6, ve -7 substrat olarak sitokeratin, PARP, plazma membran sitoiskelet protein 

alfa fodrin, nuklear protein NuMA ve diğer proteinlerine bağlanıp keserek apoptotik 

hücrelerdeki morfolojik olaylara sebep olurlar. Kaspaz-3 en önemli yıkım kaspazı olarak 

kabul edilir ve bașlatıcı kaspaz-8, -9, -10 tarafından aktive edilir. Kaspaz-3 kromozomal 

degradasyona ve kromatin yoğunlașmasına neden olan CAD endonükleazının 

aktivasyonundan sorumludur. Aynı zamanda aktin-bağlayan proteinler de kaspaz-3’ün 

sübstratıdır (34). Aktin polimerizasyonundan sorumlu gelsolin gibi proteinleri keserek 

hücre iskeletinin yıkımına, hücre içi transport, hücre bölünmesi, sinyal iletiminin 

bozulmasına neden olur. Hücre membran kesecikleri halinde parçalara ayrılır. 

Fosfotidilserin molekülünün membran yüzeyine çıkması bu evre için belirteçtir. 
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Fosfatidilserinin membran yüzeyine yerleșmesi yangısal olmayan fagositozu 

kolaylaștırmaktadır. Yıkım evresi sonucu olușan apoptotik kesecikler hücre içi materyelin 

korunmasıyla yangısal yanıta neden olmamaktadır. 

Çoğu hücrede apoptozun baskılanması, salgılanan faktörlerden veya hücre-hücre 

temasından gelen sağ kalım sinyallerine bağımlıdır. Hedef hücrelerinden yeterli miktarda 

sağ kalım sinyali alan hücre sağ kalır. Yüksek ökaryotlardaki çoğu hücre, hücre ölümü 

diğer hücrelerden gelen sağkalım sinyalleri ile aktif olarak engellenmezse, apoptoza 

girmeye programlanmıștır. PI3-kinaz/Akt yolağı hücre sağkalımını uyarmaktan sorumlu 

ana sinyal iletimi yolağıdır. Büyüme faktörleri reseptör protein-tirozin kinazları aktive 

ederek PI3 kinaz aktivasyonuna ve Akt’ın  fosforillenmesi sonucunda aktive edileceği yer 

olan plazma zarına yerleșimini sağlar. Böylece Akt hücre sağ kalımına katkıda bulunan 

birçok proteini fosforiller. Akt’ın hedefleri apoptoz baskılayıcılardır (35). Hücrenin 

apoptoza girip girmemesi ölüm sinyalleri ve sağ kalım sinyalleri arasındaki dengeye 

bağlıdır. Dolayısıyla apoptotik  regülasyonun iyi düzenlenmesi, yolaklardaki herhangi bir 

aksaklığın hücreyi/organizmayı patolojik bir duruma sokması açısından önem teșkil 

etmektedir (34). 

 

 

  

2.2.2. OTOFAJİ ( Tip II) 

  

Hücre biyolojisinde otofaji belirli çevresel uyaranlar doğrultusunda hücre 

bileșenlerinin lizozomal yoldan yıkıldığı, hücre homeostazisi için gerekli fizyolojik bir 

süreçtir. Evrim süresince mayalardan memelilere kadar tüm ökaryotik canlılarda iyi 

korunmuștur. Otofajiden sorumlu genler ilk olarak mayalarda bulunsa da günümüzde 

ökaryotlardaki tüm homologları gösterilmiștir. Son zamanlarda yapılan çalıșmalar 

otofajinin, bașta açlık olmak üzere çeșitli stres koșulları, uzun ömürlü zararlı proteinlerin 

ve organellerin yıkımı, gelișim ve farklılașma süreçlerinde hücresel düzenlemeleri, tümör 

baskılayıcı mekanizmalar ve antijen sunumu gibi birçok fizyolojik ve metabolik süreçte 

etkin rollü olduğunu göstermektedir. Aynı zamanda bazı bakteri, virüs ve protozoon gibi 

patojenlerin uzaklaștırılması, bazı kanser tiplerinde, yașlanma, kas sistemi bozuklukları, 

Alzheimer ve Parkinson gibi nörodegeneratif hastalıklarda da etkili olduğu gösterilmiștir 

(36, 37).  
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Normal hücre büyümesi ve gelișmesinde protein sentezi ve yıkımı arasında bir 

denge vardır. Ökaryotik hücrelerde yıkım ișlemi proteozom ve otofaji sayesinde 

gerçekleșir. Otofaji uzun ömürlü protein yıkımından sorumluyken, übikitin-proteozom 

sistemi kısa ömürlü proteinlerin yıkımından sorumludur. Otofajiyi diğer yıkım 

sistemlerinden ayıran en önemli morfolojik fark, sitoplazmik içeriğin otofagozom denilen 

çift zarlı vesiküllere alınmasıdır. Schweichel ve Merker’in 1972’de öne sürdüğü, 1990 

yılında Clarke tarafından tekrar düzenlenen ve kabul gören programlanmıș dört hücre 

ölüm șeklinden Tip II sınıfına dâhildir. Tip II hücre ölümü veya otofajik hücre ölümü; 

mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi hücre içi organellerin ve/veya sitoplazma 

yığınının iki veya daha fazla membrana sahip veziküllerin içine çekilmesiyle 

karakterizedir. Otofajik veziküller ve içerikleri aynı hücrenin lizozomal sistemi tarafından 

sindirildiğinden, kendini yeme (self-eating) olarak da tanımlanır (37). Sitoplazmik 

materyalin sindirimi, yağ asidi ve aminoasitlerin tekrar kullanıma sokulması sonucu açlık 

veya hipoksi durumlarında hücreye enerji ve besin kaynağı sağladığı gibi kimi 

durumlarda hücrenin ölümüyle de sonuçlanabilir (Șekil 12). Nitekim yakın zamanda 

yapılan çoğu araștırma otofajik hücre ölümü üzerinde durmaktadır. Örneğin; DNA hasarı 

ve ER stresindeki Bax/Bak “double knockout” MEF hücrelerinde Beclin-1 ve Atg5’in 

varlığıyla otofajik hücre ölümü gözlenmiștir. FADD ve kaspaz-8 hasarlı T hücrelerinin 

otofaji ve RIP-1 bağımlı nekrotik hücre ölümüne maruz kaldığını gösteren çalıșmalar da 

mevcuttur (33). Otofajinin apoptoz ve nekroptoz gibi programlı hücre ölümleriyle ilișkisi 

araștırıcıların dikkatini çekmektedir.  
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Șekil 12: Otofaji yolağı ve hücresel fonksiyonu ( B. Levine,Cell Biology: 

autophagy and cancer, Nature, 2007) 

 

 

Otofajinin çeșitli faktörlerle tetiklenmesiyle sitoplazmada ilk olarak izolasyon 

membranı veya phagophore denilen zarsı yapılar olușur. Bu yapılar gelișip kendi 

etrafında kıvrılarak otofagozomun çift lipid tabakalı yapısını meydana getirir. İlk olușan 

zarsı yapıların organellerden köken almadığını ortaya koyan çalıșmalar olsa da vezikül 

olușumu hala araștırma konusudur (37). Tamamlanan çift zarlı yapı ve içeriği 

autophagosome olarak adlandırılır. Otofagozom endozomal ve lizozomal vesiküllerle 

birleșerek (amphisome) olgunlașır ve autolysosome adını alır. Lizozomal enzimler ve 

asidik ortam otofagozomdaki bileșenlerin sindirilmesini sağlar ve sindirilen ürünler 

sitoplazmaya dağılır  (Șekil 13) (38). 
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Șekil 13: Memeli hücrelerinde otofagozom olușumu ve olgunlașması (Ref. 36) 

 

 

2.2.2.1. Otofajinin moleküler mekanizması 

  

Mayalarda yapılan çalıșmalarda genel adı Atg (autophagy-related) olan 31 farklı 

otofaji geni bulunmuș ve Atg proteinlerinin hemen hepsi floresan mikroskopisinde 

gösterilmiștir (36). Mayalarda ve memelilerde yapılan çalıșmalarda serum ihtiyacı ve bazı 

aminoasitlerin  (lösin, fenilalanin, tirozin, glutamin ve alanin) yoksunluğunda olușan 

otofaji indüksiyonunda, mTOR serin/treonin protein kinazın önemli rolü olduğu 

gösterilmiștir.  Yeterli amino asit ve ATP varlığında, AKT yolağında görevli Sınıf I-

P13K(Vps34) proteinleri büyüme faktörleri tarafından etkinleștirilir ve bu proteinler 

mTOR’un aktif kalmasını sağlar. mTOR kinazın aktif kalması, bir otofaji indükleyicisi 

olan Atg1’in baskılanmasını sağlamaktadır. Besin yetersizliğinde veya rapamycin gibi 

mTOR inhibitörlerinin varlığında Atg1 aktive olur ve otofaji indüksiyonunu bașlatacak 

olan Atg11, Atg13 ve Atg17 ile kompleks olușturur. Böylece otofagozom olușumu bir 

Atg kaskadı ile bașlar, lizozomal vesikülle, otofagozomun birleșmesinde LAMP2 (veya 

memelide Rab GTPase Rab7) proteininin rol oynamasıyla biter. Bu kaskaddaki 

moleküller otofaji belirteci olarak kullanılırlar (Șekil 14-16) (38). 
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Șekil 14: Otofajinin moleküler yolağı (Sapphyre Bioscience Wall Chart) 

 

Otofajik vesiküllerin biogenezinde iki übikitin-benzeri konjügasyon sistemi 

bulunmaktadır. İlki Atg12 molekülünün Atg5 molekülüyle birleșmesini kapsar. Tüm 

hücrelerde bu iki molekül kompleks halinde bulunur ve Apg12/Atg5 konjügasyonu otofaji 

tetikleyici uyaranlara bağımlı değildir (konstitütiftir). Apg12/Atg5 kompleksi, Apg16 

(memelide Apg16L) molekülüyle kovalent olmayan bir bağ yaparak daha büyük bir 

protein kompleksi olușturur. Bu kompleks öncül membranın olușmasında iș görür ve  

membranın dıșına yerleșir (Șekil 15-16) (36) 
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Șekil 15: Otofajik vesikül olușumunda übikitin-benzeri konjügasyon 

sistemleri (ref. 38) 

 

İkinci sistem Apg8 (memelide MAP-LC3) ve bir lipid molekülü olan PE’i 

(fosfatidiletanolamini) kapsar. Apg8, karboksil ucundan Apg4 tarafından kesime uğrar. 

Hem Apg8’in hem de Apg12’nin aktivasyonundan sorumlu Apg7, kesilmiș olan Atg8 i 

aktive eder. Sonunda Apg8 molekülü PE molekülüyle kompleks olușturur ve iç otofajik 

membrana bağlanır (Șekil 14-16). Aynı șekilde memelideki LC3 proteini bir sistein 

proteaz tarafından kesilir ve  karboksil ucunda glisin rezidüsü tașıyan sitosolik form LC3-

I olușur. Bu form PE molekülüyle birleșerek LC3-II adını alır ve bu iki molekül iç 

otofagozomal membrana yerleșir. Bu konjügasyon Atg3 ve Atg7 yardımıyla gerçekleșir. 

Otofagozom lizozomla birleșmeden önce membranındaki Atg proteinleri sitosole geri 

dönerken LC3-II membranda kalır (Șekil 15). LC3,  hücre içi lokalisayonu ve otofajik 

membrandaki elektroforetik mobilite özellikleri moleküler otofajik deteksiyonda marker 

olarak kullanılmasını sağlamaktadır (38). 

 Beclin 1 (mayalardaki Atg6/Vps30’un memelilerdeki homoloğu) hücrelerde 

otofaji yolağı ve apoptoz arasında geçiș molekülü ve otofajinin önemli bir 

düzenleyicisidir. Beclin1, PI3kinaz/Vsp34 ile kompleks olușturur. Bu ilișkinin evrimsel 

süreçte iyi korunduğu gözlenmiștir. Bu kompleks protofagozomal yapıda Atg 

proteinlerinin ișlevi ve aynı zamanda PI3P molekülünün üretimi için önemlidir. Beclin 

1’in nakavt edilmesiyle yapılan çalıșmalarda LC3 sürecinin bozulduğu ve hücre içi 

vesikül olușumda değișiklikler olduğu gösterilmiștir. 

 Otofagozomun hücre içi vesiküllerle birleșmesi belli bir olgunlașma sürecine 

bağımlıdır. Bazı otofagozomların vesiküllerle direk olarak birleștiğini gösteren çalıșmalar 

da bulunmaktadır. Yapılan araștırmalarda kalsiyumun, otofagozomların endosom ve 
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lizozomlarla birleșmesinde önemli rol oynadığı gösterilmiștir. Kalsiyum homeostazisi ve 

iletiminin Bcl-2 üzerinden yapıldığı düșünülmektedir (39). 

 

 

 

Șekil 16: Otofaji yolağı. (Autophagy and multivesicular bodies: two closely 

    related partners) 

 

 

 Ayrıca Okada ve ark. 2004 yılındaki çalıșmalarında BCR-ABL pozitif lösemik 

hücrelerin  Abl kinaz inhibitörü İmatinib (Gleevec)’e cevaben kaspaz-bağımsız hücre 

ölümünü sergileyebildiğini göstermiștir. İmatinib tarafından indüklenen hücre ölümünde 

apoptoz ve nekroz arasındaki denge  sadece tümör hücrelerini öldürmekle kalmaz aynı 

zamanda hastanın immün sistemini regüle etmektedir. Hastadaki immün cevabın Gleevec 

tedavisini desteklediği düșünülmektedir. 

 

  Görüldüğü üzere programlı hücre ölüm tipleri her ne kadar ayrı ayrı tanımlansa da 

birbiriyle ilintili ve son derece karmașık yolaklardan olușmaktadır. Bu yolakların daha iyi 
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tanınması hastalıkların moleküler mekanizmalarını anlamada son derece önem 

kazanmaktadır. 

 Yukarıda da bahsettiğimiz gibi araștırmamızda hedefimiz kontrol KML hücre 

hattıyla karșılaștırabileceğimiz bir İmatinib dirençli hücre hattı olușturduktan sonra, bu 

hatlarda hücre ölüm mekanizmalarının moleküler düzeyde incelenmesidir. Tüm 

araștırmanın temeli dirençli bir hattın olușturulmasına dayanmaktadır. Burada sunulan 

yüksek lisans tezi kapsamında gerçekleștirilmiș olan bu hedefe, 2 yıl süren 

altklonlamalardan sonra ulașılmıștır. İlgili süreç așağıda anlatılmıștır. 

 

 

 

3. GEREÇLER VE YÖNTEM 

 

3.1. HÜCRE HATTI ve HÜCRE KÜLTÜRÜ 

 

3.1.1. K-562 Hücre hattı 

 İnsandan elde edilmiș ilk ölümsüz daimi myelositik lösemi hücre hattıdır. 1970 

yılında 53 yașında KML blastik kriz döneminde olan kadın hastanın plevral sıvısından 

elde edilmiștir. Hücreler 20 �m çapında, düzgün yüzeyli, yuvarlak, ve yüzeye tutunmaz 

(süspanse) özelliktedir. Lenfositik belirteçleri içermezler. Diferansiye olmamıș granülosit 

ve eritrosit hücreleriyle proteomik benzerlik gösterirler. Hücreler erken-evre granülosit, 

eritrosit ve monositlere dönüșebilirler. Epstein-Bar virüs ve benzeri diğer herpesvirüsleri 

barındırmadıkları gösterilmiștir. İkilenme zamanı  yaklașık 12 saattir.  

BCR-ABL pozitif hücre hattı oluğundan tezimizde K-562 hücre hattı tercih 

edilmiștir.  

 

 Gereçler:  

1. Pipet pompası (Greiner Labortechnik 000424NS – 9) 

2. İnverted faz kontrast ıșık mikroskobu (Nikon – Diaphot 200) 

3. 10 ml’lik ve 5 ml’lik steril pipetler. 

4. 25 cm2’ lik filtreli flasklar 

5. CO2’ li inkübatör. 

6. RPMI 1640 besi ortamı (Biochrom). 
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7. L-glutamin 

8. FBS (Fetal bovine serum) 

9. Penisilin/streptomisin 

 

Besi Ortamı Hazırlanması: 

 1X 500 ml.’ RPMI besi ortamı içerisine 2 mM konsantrasyonda L glutamin, 

1µg/ml konsantrasyonda penisilin/streptomisin ve % 15 oranında FBS eklenmiștir. 

Gerektiğinde kullanmak üzere +4 Cº de saklanmıștır. 

  

Hücreler 37Cº CO2’li inkübatörde inkübe edilmiștir. 2-3 günde bir hücre yoğunluğuna 

göre 1/2 veya 1/3 oranında pasajlama yapılmıștır. 

 

Hücre Dondurma Ortamı ve Dondurma Yöntemi: 

%50 RPMI 1640, %40 FBS, %10 DMSO oranında olacak șekilde dondurma 

ortamı hazırlandı. Gerektiğinde kullanmak üzere +4 C ‘de saklandı.   

 

Yöntem:  

 

1. Kültür ortamı 12ml’lik steril santrifüj tüpüne aktarılır.  

2. 600 G hızında 5dk santrifüj edilip üst faz atılır.  

3. Hücre pelleti üzerine 1 ml dondurma ortamı eklenir.  

4. Pipetaj yapıtlıktan sonra hücreler dondurma tüplerine aktarılır.  

5. Donma ișleminin yavaș olması için -20C º de en az 1 saat bekletilir.  

6. Gerektiğinde çözmek üzere -80Cº ye kaldırılır.    

 

3.2. TRİPAN MAVİSİ CANLILIK TESTİ ve HÜCRE SAYIMI 

 

Canlı hücreler membran bütünlüğüne sahip olmaları nedeniyle tripan mavisi 

boyasını hücre içine almazlar fakat ölü hücrelerin membran bütünlükleri bozulduğundan 

hücreler boyayı geçirir. Bu testte bir hücre süspansiyonu tripan mavisi ile karıștırılır ve 

hücrelerin boyayı alıp almadığı mikroskopta kontrol edilir. Canlı hücreler parlak ve temiz 

bir sitoplâzmaya sahip olarak görülürken, ölü hücreler ise mavi sitoplâzmalı olarak 

görülür.  
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Hücre kültürü çalıșmalarında tripan blue ile boyama ve hemositometre ( Neubeur 

ya da Thoma lamı ) ile hücre sayımı altın standart olarak kabul edilir. Lamların sayım 

yapılan bölümlerinde 9 adet büyük kare içerisindeki hücreler tek tek sayılarak formül 

yardımıyla 1 ml’deki hücre sayıları hesaplanır. 

 

Gereçler: 

1. Tripan mavisi %0,5 (Biological Industries – Lot 420488) 

2. 0,5 ml hücre süspansiyonu  

3. Neubauer lamı (Marienfeld – Ref 0610110, Lot 409104) 

4. 20’lik ve 1000’lik pipet (eppendorf 273747, 1854995) ve pipet ucu (Greiner bio – 

one FT 20 E, G)  

5. Mikrosantrifüj tüpü 

6. İnverted faz kontrast ıșık mikroskobu (Nikon – Diaphot 200) 

 

 

Yöntem: 

2. 1.Süspanse hücre kültüründen 0,5 ml örnek alındı.  

2. 1:1 Oranında tripan mavisi ve PBS bir mikrosantrifüj tüpünde karıștırıldı. 

2. Tripan mavisi + PBS karıșımından 0,5ml alınıp 0,5ml hücre süspansiyonu ile 

karıștırıldı. 

2. Neubauer lamının kenarlarına 1’er damla su damlatılıp üzerine lamel kapatıldı. 

2. Lamel ile lam arasındaki boșluktan 10µl tripan mavisi + hücre karıșımından      

eklendi. 

2. Ișık mikroskobunda 10X objektifte sayım yapıldı. 

2. Mavi boyayı almamıș olan hücreler canlı, almıș olanlar ise ölü olarak 

değerlendirildi. 

2. 1 ml ortamdaki canlı hücre sayısı = 1 büyük karede sayılan canlı hücre x dilüsyon 

faktörü x 104
 formülü ile belirlendi. (1 ml’deki ölü hücre sayısı da aynı șekilde 

hesaplanır.) 

2. Canlı hücre sayısının toplam hücre sayısına oranı hesaplanarak canlılık yüzdesi 

hesaplandı. 
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3.3. İMATİNİB DİRENÇLİ K-562 HÜCRE HATTININ ELDE EDİLMESİ 

 

K562 hücre hattını artan İmatinib dozlarına maruz bırakarak hücrelerin direnç 

kazanmasını sağlamak üzere artan mikromolar dozlar belirlenmiștir. İlk deneme dozu 0,5 �M’dür. Beklenenden fazla miktarda ölüm gerçekleștiğinden 0,1�M ile deneye 

bașlanılmasına karar verilmiștir. Her doz artırımından önce kontrol grubuyla eșit sayıda 

ve benzer canlılık oranında hücre sayılıp ekilmiștir. İlacın ekleneceği gün tekrar hücre 

sayımı yapılıp çoğalma hızlarının benzer olduğu gösterildikten sonra ilaç eklenmiștir. 72 

saat inkübasyondan sonra kontrol grubuyla karșılaștırmalı olarak canlılık testi yapılmıștır. 

İlaç eklenmiș gruptaki hücreler, kontrol grubuyla benzer çoğalma hızında olduğu 

gözlendikten sonra bir sonraki doza geçilmiștir. Her doz așımında bir önceki basamaktaki 

dirençli hücre grubu ve o grubun kontrolleri -80Cº de dondurulup yedeğe alınmıștır. 

Sırasıyla 0,1�M – 0,2 �M – 0,4 �M – 0,8 �M – 1,2 �M -  2 �M -  4µM – 8 µM doz 

uygulanmıștır.  

0,4�M doza kadar 72 saatten sonraki inkübasyon sırasında normal ortam 

kullanılmıștır. Daha sonraki doz artırımlarında yöntem modifiye edilerek hücreler sürekli 

olarak artan dozlardaki molaritelere eș olacak șekilde ilaç eklenmiș ortamlarda 

üretilmiștir. 

Gereçler: 

o İmatinib (Gleevec- Novartis Company (Basel, Switzerland) : 

Doç. Dr. Ogün SERCAN’dan alınan 2mg İmatinib serumsuz RMPI ortamında 

çözdürülerek 2 mM ana stok elde edilmiștir. 2 mM ana stoktan ara stoklar elde 

edilmiș, +4 Cº’de saklanmıștır. Ana stok gerektiğinde kullanmak üzere -20 Cº’ye 

kaldırılmıștır. 

o Yöntem sırasında daha önce belirtilen hücre kültürü için gerekli görülen tüm 

sarflar kullanılmıștır. 

Yöntem:  

-80C º ‘de dondurulmuș K562 hücreleri 37C º lik su banyosunda çözdürüldükten 

sonra 25 cm2 lik hücre kültürü flasklarına ekildi. (Tüm deneyler 25 cm2 lik flasklarda 

yapılmıștır.) Hücrelere canlılıklarını geri kazandırmak üzere 5’er ml ortam eklenerek %5 

karbondioksitli inkübatörde 37C º de inkübasyona bırakıldı.  
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1. Hücreler canlılık testi yapılarak canlılıklarını geri kazandıkları gözlendikten sonra (~ 

%95 canlı hücre) 1,000,000 canlı hücre sayılarak iki ayrı flaska ekildi. Flasklardan biri 

kontrol diğeri deney flaskı olarak belirlendi. İlk deneme ilaç dozu 0,5�M İmatinib 

olarak düșünüldü. 

 

2. Flasktaki son molarite 0,5 olacak șekilde 2mM stok İmatinib’den 1,25 �l alınarak 5ml 

lik kültür ortamına eklendi. Hücreler 72 saat inkübasyona bırakıldı. 72 saat sonunda 

hücre sayımı ve canlılık testi sonucu %10 dan daha az canlılık gözlendiğinden daha 

düșük bir ilaç dozunda bașlanmasına karar verildi. 

 

3. Aynı deney 0,1�M imatinib ile tekrarlandı. Stok çözeltinin moralitesi yüksek 

olduğundan çok küçük miktarlarda sıvı çekmenin zorluğundan dolayı ilk olarak 

5�M’lık ara stok hazırlandı. Bundan sonraki deneylerde farklı molaritelerde ara 

stoklar kullanıldı.  

 

4. 0,1�M imatinibli ortam için 5 �M ara stoktan 100�l İmatinib deney flaskına eklendi. 

72 saat inkübasyona bırakıldı. 72 saat sonunda kontrol grubuyla yapılan karșılıklı 

canlılık testinde iki grupta da yaklașık %92 civarında canlılık gözlendi.  

 

5. Aynı deney grubundaki hücreler sayılarak 1’er milyon hücre tekrar ekilip deney 

flaskına 0,2 �M İmatinib olacak șekilde ara stoktan ilaç eklendi. Tekrar 72 saat inkübe 

edildi. 72 saat sonunda deney hücre grubunda belirgin hücre ölümü gözlendi (kontrol 

grubu: %95, deney grubu: %40 canlılık). İlaçlı ortamda hayatta kalan hücrelerin 

çoğalması adına kültür ortamı üç ayrı flaska bölündü. İnkübasyona bırakıldı. 

6. 7 gün sonra ilaçlı ortamdaki canlı hücre sayısında artıș gözlendiğinden hücreler 

pasajlandı. (Süre zarfında kontrol grubu ve deney grubundaki  hücreler gözlemlenip 

gerektiği zamanlarda pasajları devam ettirilmiștir.) 

 

7. Yaklașık 3 hafta sonra deney grubu kontrol grubuyla benzer davranıșta olduğu 

gözlendi. Yukarıda anlatıldığı gibi gerekli sayımlar yapılarak hücreler ekildi. 0,2 �M 

den 0,4�M’e çıkmak için aradaki molaritenin farkı alınıp gerekli miktar deney 

flaskına eklendi. 72 saat inkübasyona bırakıldı.           

5�M(ara stok) . X = 0,2�M . 5ml(ortam) 
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X= 200�l ilaç 0,2�M’e dirençli hat üzerine eklendi 

 

8. 72 saat sonunda canlılık testi yapıldı. Canlılık yüzdesi kontrol grubunda ortalama %87 

iken deney grubunda ortalama %42 olduğu belirlendi. Hücreler inkübasyona bırakıldı. 

 

9. 20 gün sonunda 0,4�M imatinibli ortamdaki hücreler kontrol grubuyla benzer özellik 

gösterdiği gözlendi.  Canlılık testi yapıldı. (Kontrol grubu %91, deney grubu %89 

canlı). Kontrolle eșit sayıda hücre ekilip, ertesi gün deney flaskı üzerine 0,8�M olacak 

șekilde ilaç eklendi. 72 saat inkübasyona bırakıldı. 

 

10. 72 saat sonunda yapılan canlılık testinde kontrol grubunda %93, deney grubunda %49 

canlı hücre olduğu hesaplandı. Hücreler farklı flasklara pasajlanarak inkübasyona 

bırakıldı. İnkübasyon sırasında kullanılan besi ortamına 0,8�M olacak șekilde 

İmatinib eklendi. 

 

11. Yaklașık 1,5 ay sonunda kontrol grubunda %91 canlılık, 0,8�M dirençli grupta % 86 

canlılık hesaplanmıștır. Kontrol ile eș miktarda hücre ekilip ertesi gün canlılıklarının 

ve çoğalma hızlarının benzerliği doğrulandı.  Deney grubuna toplam molarite 1,2�M 

olacak șekilde hesaplanıp ara stoktan 40�l ilaç eklendi. 72 saat inkübasyona bırakıldı. 

 

12. 72 saat sonunda kontrol grubundaki canlılık %96, deney grubundaki canlılık %38 

olarak hesaplandı. Hücreler farklı flasklara bölünerek 1,2�M imatinibli ortamda 

inkübasyona bırakıldı. 

 

13. Yaklașık 1 ay sonunda benzer özellik gösteren kontrol ve deney grubunda canlılık 

testi ve hücre sayımı yapıldı. Her iki grupta canlılık %91 olarak hesaplandı. 1,2 �M 

dirençli hücrelere 2�M olacak șekilde ara stoktan 72�l ilaç eklendi. 72 saat 

inkübasyona bırakıldı. 

 

14. 72 saat sonunda kontrol grubundaki canlılık %95, deney grubundaki canlılık %79 

olarak hesaplandı. Deney grubundaki hücreler farklı flasklara bölünüp inkübasyona 

bırakıldı. Kullanılan besi ortamının ilaç molaritesi 2�M’e yükseltildi. 
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15. Yaklașık 2 ay sonunda benzer özellik gösteren kontrol ve deney grubunda canlılık 

testi ve hücre sayımı yapıldı. Kontrol grubunda canlılık %94, 2µM dirençli grupta 

%87 olduğu belirlendi. Kontrol ve dirençli flasktaki canlı hücre sayıları eșitlenerek 

ertesi gün tekrar sayım yapıldı. Artmıș hücre sayıları ve benzer canlılık yüzdesi elde 

edildi. 2 �M dirençli hücreler üzerine toplamda 4�M olacak șekilde ilaç eklendi. 72 

saat inkübasyona bırakıldı.  

 

16. 72 saat sonunda kontrol grubundaki canlılık yüzdesi % 92 iken, deney grubundaki 

canlılık %47 olarak hesaplandı. Deney flaskı 1/2 oranında pasajlanıp inkübasyona 

bırakıldı. Kullanılan ilaçlı besi ortamının ilaç molaritesi 4 �M’e yükseltildi. 

 

17.  Yaklașık 1 ay sonunda kontrol grubu ve 4 µM dirençli grup arasında hücre sayımı ve 

canlılık testi yapılmıștır. Kontrol grubunda canlılık oranı % 87 4 µM dirençli grupta 

%84 civarında olduğu gözlenmiștir. Her iki gruptan eșit miktarda hücre ayrı flasklara 

ekildi. 24 saat sonunda hücre sayısının her iki grupta benzer oranda arttığı (yaklașık 

iki kat) canlılık yüzdelerinin eșite yakın olduğu (sırasıyla %94-%95) gözlendi. 4 µM 

dirençli gruba ilaç molaritesi 8 µM olacak șekilde İmatinib eklendi. 72 saat 

inkübasyona bırakıldı. 

 

18.  72 saat sonunda canlılık oranları kontrol grubunda %95 deney grubunda %80 olarak 

hesaplandı. 

 

19.  Yaklașık 1 ay sonunda kontrol grubu ve 8 µM dirençli grup arasında hücre sayımı ve 

canlılık testi yapıldı. Kontrol grubundai canlılık oranı %91, 8 µM dirençli grupta 

canlılık oranı % 89 olarak gözlenmiștir. Her iki gruptan eșit miktarda hücre ayrı 

flasklara aktarılıp 24 saat inkübasyona bırakıldı. 24 saat sonunda hücre sayısının 

benzer miktarlarda arttığı hücre sayımıyla belirlendikten sonra 8 µM ilaçlı ortamda 

büyüyen dirençli gruba ilaç molaritesi 10 µM olacak șekilde İmatinib eklendi. 72 saat 

inkübasyona bırakıldı.  72 saat sonunda canlılık oranı kontrol grubunda % 92 deney 

grubunda %90 olarak hesaplandı. 

 

Anlatılan yöntemin șematik özeti ileriki sayfada gösterilmiștir. 
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Hücre sayımı ve canlılık testi yapılır.  
Flasklara aynı canlı hücre sayısında ekim yapılır. 

24 saat inkübasyon 

 

Hücre sayımı 
ve canlılık 
testinin 
tekrarlanır. 
Kontrol 
grubu deney 
grubuyla 
benzer özellik 
gösterdiğinde 
ilaç eklenir. İmatinib 

72 saat inkübasyon 

Hücre sayımı ve 
canlılık testi 
tekrarlanır. 

İnkübasyon + pasajlama 

İlaç doz artırımı 
için benzer 
özellik gösteren  
kontrol ve 
deney grubu 
flaskları seçilir. 

İnkübasyon + pasajlama 

Kontrol grubu ve direnç 
kazanmıș hücrelerin bir 
kısmı dondurulur. 

  

Kontrol grubu  

   

 

Deney grubu 
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3.4. DİRENÇLİ K-562 HÜCRE HATTINDA BECN GEN EKSPRESYONUNUN       

PROTEİN DÜZEYİNDE BELİRLENMESİ 

 

Hazırladığımız dirençli K-562 hücre hattında otofaji markeri olan BECN gen ürünü 

Beclin-1 proteini Western Blot yöntemi kullanılarak gösterilmek üzere öncelikle pozitif 

kontrol olarak belirtilen HeLA ve MECF-7 hücre hatlarında optimizasyonu yapılmıștır. 

Yöntem için uygulanan  ișlemler așağıda belirtilen sırada yapılmıștır. Gerekli detaylar 

ilerleyen bölümlerde verilecektir.  

 

• Kontrol grubu ve belirlenen dirençli K-562 hücre flasklarından hücre lizatı elde 

edilmiștir. 

• Pierce BCA Protein Assay kullanılarak lizatların protein konsantrasyonları 

ölçülmüștür. 

• Mini-PROTEAN 3 Cell cihazı kullanılarak SDS-PAGE jel elektroforezi 

yapılmıștır. 

• Biorad Trans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell cihazı kullanılarak 

yarı kuru SDS-PAGE jelinde PVDF membranına proteinler transfer edilmiștir. 

• Beclin-1 antikoru ile membran inkübe edilmiștir.  

• Pierce Supersignal West Pico Chemiluminescent Substrat kiti ile deteksiyon 

yapılmıștır. 

  

3.4.1. Hücre Lizatının Hazırlanması 

 

Gereçler : 

o Lizis Tamponu (içerik için bkz. Ek1) 

o İnsülin șırıngası 

o PBS 

o Santrifüj tüpü 

o Mikrosantrifüj tüpü 

o Soğutmalı mikrosantrifüj (Eppendorf centrifuge 5417 R) 
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Yöntem : 

1. Süspanse hücreler 15 ml santrifüj tüpüne alınıp 600 G hızda 5 dk santrifüj edilir. 

2. Üst faz atıldıktan sonra pellet PBS ile resüspanse edilerek tekrar santrifüj ișlemi 

yapılır.  

3. Pelletin üç katı hacimde lizis tamponu eklenir.  

4. 10 dakika buz üzerinde inkübe edilir. 

5. Karıșım insülin șırıngası ile üç kez çekilip bırakılır. 

6. 10 dakika daha buz üzerinde inkübe edilir. 

7. 40 dakika en yüksek hızda (15000 G) 4 C’de santrifüjlenir. 

8. Üst fazdaki lizat bașka bir santrifüj tüpüne aktarılıp kullanılana kadar -80 C’de 

saklanır. 

 

3.4.2. Protein Konsantrasyon Ölçümü 

 BCA Protein Assay BCA (bicinchronic acid) temelli, kolorimetrik olarak total 

protein konsantrasyonu ölçülmesi için geliștirilmiș bir yöntemdir. BCA ile ortamdaki 

bakır iyonunun șelat olușturması mor renkli bir ürünün açığa çıkmasını sağlar. Bu renk 

değișimi spektrofotometrede 562nm dalga boyunda absorbans vermektedir. 

Konsantrasyonları bilinen örnekler ile absorbans değer grafiği elde edilir. Konsantrasyonu 

bilinmeyen örneklerin absorbansları bu grafikle karșılaștırılarak protein konsantrasyonları 

belirlenir.  

  

 Gereçler:  

o Pierce BCA Protein Assay Kit 

o Plate okuyucu  (BioTek Synergy HT) 

 

Yöntem:  

1. 50 kat hacimde A solüsyonu, 1 kat hacimde B solüsyonu karıștırılarak reaksiyon 

karıșımı hazırlandı. 

2. 96 well plate’in belirlenen gözlerine 200’er µl reaksiyon karıșımı eklendi. 

3. 8000, 6000, 4000, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250 ve 125’er �g/ml 

konsantrasyonlardaki standartlardan 10’ar µl reaksiyon karıșımlarının bulunduğu 

kuyulara eklenmiștir. Bir adet kuyu “blank” olarak bırakılmıștır. Konsantrasyonu 
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belirlenmek istenen lizattan 10µl alınarak reaksiyon karıșımının bulunduğu bir 

bașka kuyuya eklenmiștir. 

4. 30 dakika 37 Cº’de inkübe edilmiștir. 

5. Plate okuyucuda 562nm dalga boyunda karșılaștırmalı absorbanslar ölçülmüștür. 

Konsantrasyonlar µg/ml cinsinden belirlenmiștir. 

 

3.4.3. SDS-PAGE Jel Elektroforezi 

 Proteinlerin büyüklüklerine göre ayrıștırıldığı bir yönemdir. Lizat jel kuyularına 

yüklendikten sonra elektrik akımı yardımıyla proteinler önce yükleme jelinden daha sonra 

ayrıștırıcı jelden geçerek sıralanırlar.   

 

 Gereçler:  

o Mini-Protean 3 Cell cihazı (katalog numarası: 165-3301) 

o Elektroforez tankı 

o Güç kaynağı 

o %10’luk ayrıștırıcı jel ve %5lik yükleme jeli (bkz. Ek 1) 

o Yürütme tamponu 

o 4X ya da 2X  RG yükleme boyası (bkz. Ek 1) 

o 50ml’lik ve 15ml’lik tüp 

o Protein markeri (İnvitrogen-SeeBlue Pre-Stained Standart, katalog numarası: 

LC5625) 

 

Yöntem: 

1. %10’luk ayrıștırıcı jel iki cam arasına (1mm) döküldü. Jel yüzeyinin düzgün 

donması için üzeri izopropanolle kaplandı. 15 dakika jelin polimerleșmesi 

beklendi. 

2. İzopropanol döküldü. 5 dk alkolün buharlașması beklendi. Üzerine %5’lik 

yükleme jeli döküldü. Yükleme kuyuları olușturmak üzere tarak yerleștirildi. 15 

dakika jelin polimerleșmesi beklendi. 

3. Protein konsantrasyonları belirlenen hücre lizatlarından gerekli miktarda (20-

40µg olacak șekilde) örnek mikrosantrifüj tüplerine alındı. 1:1 oranın 2X RG 

veya 1:3 oranında 4X RG lizatla karıștırıldı. 100 Cº ‘de 5 dakika inkübe 

edilerek proteinler denatüre edildi.  
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4. Lizatlar ve 5-10µl protein markeri belirlenen kuyulara eklendi. 

5. Elektroforez tankı yürütme tamponu ile dolduruldu. 

6. 70V’da 30 dakika, 110V’da 1,5 saat elektrik akımı uygulandı. 

 

3.4.4. Jelden Membrana Yarı-Kuru Yöntem ile Protein Transferi 

 Jel üzerinde ağırlıklarına göre sıralanan lizatlardaki tüm hücresel proteinlerin 

elektrik akımı yardımıyla -daha sonra istenen proteinin varlığını gösterebilmek adına- 

nitroselüloz membrana geçirilmesidir.  

 

 Gereçler:  

o Trans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell cihazı (Biorad- katalog 

numarası: 170-3940) 

o Nitroselüloz membran (Applichem- Pure Nitrocellulose Unsupported 0,45µm 

transfer membrane – A5239, 30E20R) 

o Transfer tamponu (bkz. Ek 1) 

o Wattman blot kağıdı 

 

Yöntem:  

1. Jel büyüklüğünde nitroselüloz membran kağıdı kesildi. 

2. Jel, membran ve Wattman kağıtları transfer tamponu ile ıslatıldı. 

3. Cihazın transfer yüzeyi üzerine sırasıyla; Wattman kağıdı, membran, jel ve 

tekrar Wattman kağıdı yerleștirildi. 

4. Olușabilecek hava kabarcıklarını yok etmek adına katlı yapının üzerine cam 

pipet yardımıyla birkaç kez bası uygulandı. 

5. 15V’da 45 dakika transfer ișlemi yapıldı. 

 

 

 

 

3.4.5. Western Blot Yöntemi 

Membran üzerinde (lizattaki proteinler dahilinde) aranan proteinin olup olmadığını 

ve varsa ne kadar olduğunu spesifik antikorlar yardımıyla gösteren bir yöntemdir.  
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Gereçler:  

o Transferi yapılmıș membran 

o Shaker 

o Süt tozu 

o TBS 

o TBS-T (bkz. Ek 1) 

o Primer antikor: BECN1 (Santa Cruz D-018 sc-10086) keçide üretilmiș poliklonal    

antikordur. 

o Sekonder antikor: Donkey anti-goat Ig6-HRP (Santa Cruz sc-2002) Eșekte keçi 

antikorlarına karșı üretilmiș ikincil antikordur. Kullanılan primer antikora 

özgüldür.  

 

Yöntem: 

1. Membran blotlama kasetine yerleștirildi. 

2. %5 süt tozu barındıran 20 ml TBS-T hazırlanıp membran üzerine döküldü. Kaset 

shaker’a yerleștirilip +4 C ‘de 1 saat blotlama yapıldı (inkübasyon). 

3.  15ml TBS-T ile %5’lik süt tozu hazırlandı. İçerisine 1:500 oranında primer 

antikor eklendi.  

4. Membrana eklenen blotlama solüsyonu antikor barındıran solüsyonla değiștirildi. 

Bir gece (overnight) inkübasyona bırakıldı. 

5. Membran kaseti shaker’a yerleștirilip 10’ar dakika iki kez TBS-T bir kez TBS ile  

yıkama ișlemi yapıldı. 

6. 15 ml %1 süt tozu barındıran TBS-T hazırlandı. İçerisine 1:5000 oranında 

sekonder antikor eklendi.  

7. Hazırlanan sekonder antikor solüsyonu membran üzerine eklendi. Kaset shaker’a 

yerleștirilip +4C ‘de 1,5 saat, oda sıcaklığında 30 dakika inkübe edildi. 

8. 10’ar dakika üç kez TBS-T bir kez TBS ile yıkama yapıldı. 
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3.4.6 Deteksiyon 

 

Sekonder antikorlara HRP (Horseradish peroxidase) bağlanmıștır. HRP deteksiyon 

kitleri yardımıyla lüminesans olușturur. Fotoğraf filmi veya CCD kamera ile aranan 

proteine ait ıșımalar gözlenebilmektedir. 

 

Gereçler:  

o SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate Kit (Pierce- katalog no: 

34080) 

o Film kaseti (Kodak, Biomax- katalog no: 115193) 

o Poșet dosya 

o Film (Kodak, Biomax Light Film – katalog no: 8761520, Kodak X-Ray Film 

Katalog no: 8143059) 

o Developper  

o Fixer 

o Deterjanlı su 

 

Yöntem: 

1. SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate kitinin peroksit ve 

enhancer solüsyonları 1:1 oranında karıștırıldı. 

2. Membran kasetine karıșım eklenip 5 dakika inkübe edildi. 

3. Membran süzdürülüp aynı boyutlarda kesilmiș poșet dosya içerisine 

yerleștirildi ve film kasetine konuldu.  

4. Karanlık odada fotoğraf filmi kasete yerleștirildi. 20-60 saniye film kaset 

içerisinde bekletildi. 

5. Film kasetten çıkartılıp 45 saniye developper solüsyonundan 30 saniye fixer 

solüsyonundabekletilip son olarak deterjanlı sudan geçirildi. 
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3.5 FLUOROMETRİC CASPASE 3 ASSAY KİT İLE APOPTOTİK DAVRANIȘ 

ÖLÇÜMÜ: 

 

 Kaspaz 3 Florometrik assay peptit substrat aacetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-

methylcoumarin (Ac-DEVD-AMC)’ nin kaspaz 3 ile hidrolizine dayanır. Hidroliz 

sonucunda florescent 7-amino-4-methylcoumarin (AMC) salınır. 

  

Ac-DEVD-AMC                                                         Ac-DEVD + AMC   

 AMC’ nin eksitasyon ve emisyon dalga boyları 360 ve 460 nm.’  dir.  Salınan 

AMC konsantrasyonu ve dolayısıyla kaspaz 3 miktarı, konsantrasyonları bilinen AMC 

solüsyonlarından elde edilen kalibrasyon eğrisinden yararlanılarak belirlenebilmektedir. 

   

 Gereçler: 

 Sigma Caspase-3 Assay Kit, Fluorimetric (katalog no: CASP3F) 

• 5X Lizis tamponu (Ürün kodu L 2912): Çift distile su ile 1X halinde dilüe edilir. 

- 20 °C’ de saklanır. 

• 10X Reaksiyon Tamponu (Ürün kodu A 0219): Çift distile su ile 1X halinde 

dilüe edilir. - 20 °C’ de saklanır. 

• Kaspaz 3 (Ürün kodu C 5974): 50 µl çift distile su ile 5µg liyofilize toz 

sulandırılarak 100 µg/µl konsantrasyonda solüsyonu hazırlanır. Alikatlanıp, -80 

°C’ de saklanır. 

• Ac-DEVD-AMC Substratı (Ürün kodu A 1086): Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp–7-

amido–4-methylcoumarin. 2,5 mg İçerik 370 µl DMSO (Dimetil sülfoksit) 

içerisinde çözülerek 10mM’ lık solüsyon hazırlanır.  - 20 °C’ de saklanır. 

• Ac-DEVD-CHO İnhibitörü (Ürün kodu A 0835): Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-al. 

0,5mg içerik 500 µl DMSO içerisinde çözülerek 20 mM.’ lık solüsyon hazırlanır. - 

20 °C’ de saklanır. Kullanılmadan önce 1X “assay tampon” ile 100 kat, 200 µM.’ 

a dilüe edilir.  

• 7-Amino-4-methylcoumarin Standard  (Ürün kodu A 9891): 1 mg içerik 570 µl 

DMSO’ da çözülür. Kalibrasyon eğrisinde standart olarak kullanılır. - 20 °C’ de 

saklanır. AMC kalibrasyon eğrisi hazırlamak için 1X assay tampon ile 1000 kat 

dilüe edilerek, konsantrasyonu 10 µM’ a getirilir.  
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• 96 well plate (CELLSTAR, Flat bottom No:655180) 

• Apoptotik ajan İmatinib ile indüklenen hücreler  

• Plate okuyucu (BioTek Synergy HT) 

 

          Yöntem: 

           AMC Kalibrasyon Grafiği Hazırlanması: 

1. 96 well plate microassay metodu için Tablo 1 deki standart solüsyonlar 

hazırlanır:  

 

AMC 

Standard 

 

200 µl Hacim 

içerisindeki AMC 

miktarı (nm) 

 

10 µM AMC 

Solüsyonu miktarı 

 

1X Assay Tampon 

Miktarı 

6 µM 1,2 nmol 180 µl 120 µl 

4 µM 0,8 nmol 120 µl 180 µl 

2 µM 0,4 nmol 60 µl 240 µl 

1 µM 0,2 nmol 30 µl 270 µl 

500 nM 0,1 nmol 15 µl 285 µl 

100 nM 0,02 nmol 3 µl 297 µl 

 

Tablo 1: AMC  (7-Amino-4-Methylcoumarin) kalibrasyon grafiği hazırlanması 

 

2. Her solüsyondan 200’ er µl 96 well plate gözlerine eklenir. 

3. Referans için bir göze 200 µl 1X assay tampon eklenir. 

4. Flüoremetrenin eksitasyonu 360 nm, emisyonu 460 nm’ ye ayarlanır.  

5. Solüsyonların flüoresans değerleri ölçülür. 

6. Flüoresans yoğunluğuna karșı AMC konsantrasyonu grafiği çizilir. 

 

 Hücre lizatı Hazırlanması: 

1. Apoptoz indüklenen hücreler inkübasyon süresi sonunda  600g’ de 5 dak. + 4 °C’ 

de santrifüjlenerek çöktürülür. 

2. Bir kez PBS ile resüspanse edilerek tekrar santrifügasyon yapılır . 

3. 250000 hücre bașına 40 µl 1 X lizis tampon eklenir. Vorteksle süspanse edilir. 
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4. Buzda 15 – 20 dak. İnkübe edilir. 

5. Lizis edilen hücreler 14000 g’ de 10 -15 dak. 4 °C’ de santrifüjlenir. 

6. Süpernatantlar yeni tüplere aktarılır. 

7. Lizatlar hemen analiz edilir ya da alikatlanarak – 80 °C’ de saklanır. 

 

             96 Well Plate Microassay Metodu ile Apoptotik davranıșın Belirlenmesi: 

1. Her 3 ml 1X Assay Tampon bașına 5 µl 10 mM Ac-DEVD-AMC eklenerek 

reaksiyon karıșımı hazırlanır. 96 Gözlü plate’ lerin her gözüne 200’ er µl reaksiyon 

karıșımı eklenir.  

2.Tablo 2 de anlatıldığı gibi 96 gözlü plate hazırlanır. 

 

  

1X Assay 

Tampon 

 

Kaspaz 3 

(0,5 µg/µl) 

 

Hücre Lizatı 

Kaspaz 3 

İnhibitörü 

Ac- DEVD-CHO 

 

Reaksiyon 

Karıșımı 

Blank 5 µl _ _ _ 200 µl 

Kaspaz 3 pozitif 

kontrol 

_  

5 µl 

_ _  

200 µl 

Kaspaz 3 pozitif 

kontrol + İnhibitör 

_  

5 µl 

_  

2 µl 

 

200 µl 

Apoptoz 

İndüklenmeyen 

hücre lizatı 

_ _  

5 µl 

_  

200 µl 

Apoptoz 

İndüklenmeyen 

hücre lizatı 

+  İnhibitör 

_ _  

 

 

5 µl 

 

 

2 µl 

 

 

 

200 µl 

Apoptoz İndüklenen 

hücre lizatı 

_ _  

 

5 µl 

_  

 

200 µl 

Apoptoz İndüklenen 

hücre lizatı +  

İnhibitör 

_ _  

 

5 µl 

 

2 µl 

 

 

200 µl 

 

Tablo 2 : 96-well plate metoduyla apoptotik davranıșın belirlenmesi 
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3. Plate’ in kapağı kapatılıp karanlıkta oda sıcaklığında 1 – 1,5 saat inkübe edilir.  

4. Eksitasyon 360 nm, emisyon 460 nm’ de plate flüoremetre’ de okutulur.   

5. Kalibrasyon grafiğine göre AMC konsantrasyonları hesaplanır. 

 

3.6 AKIȘ SİTOMETRİSİ İLE  (FLOW CYTOMETRY) ANNEXİN-V APOPTOZ 

ANALİZİ 

 

Akıș sitometrik yöntemler kantitatif apoptoz tayininde kullanılmaktadır. 

Çalıșmamızda kullanılan Annexin-V apoptoz analizi hücrelerde tetiklenen apoptozun 

kantitatif tayini amacıyla gerçekleștirilecektir. 

Annexin-V apoptoz analizinde kullanılan FITC ile konjüge Annexin-V lektini, 

apoptotik hücrelerin hücre membranının dıș yüzeyinde bulunan fosfatidil serin 

fosfolipidine bağlanır. FITC, Annexin-V bağlanan hücrelerin floresan (FL1 detektörü; 

ekzitasyon= 488nm, emisyon=535nm) ıșımasına neden olmaktadır. Hücrelerdeki bu 

floresan ıșıma akıș sitometrideki FL1 dedektörü ile belirlenebilir. Ișımanın șiddetine göre 

hücreler sınıflandırılır ve bir diyagrama yerleștirilir. Nekrotik hücreler ise nükleik asitlere 

bağlanabilen floresan PI (FL2 detektörü, ekzitasyon= 488nm, emisyon=562-588nm) 

boyası ile belirlenir. PI nekrotik hücrelerin zarar görmüș hücre membranından geçerek 

DNA’larını boyar. DNA’ları boyanan hücrelerdeki floresan ıșıma akıș sitometrideki FL2 

dedektörü ile belirlenir. Ișımanın șiddetine göre hücreler sınıflandırılır ve bir diyagrama 

yerleștirilir (bakınız hesaplama).  

 

Gereçler: 

o FITC ile konjüge Annexin-V  

o 50µg/mL PI, PBS içerisinde  

o Bağlama tamponu  

o Floresan Reaktif: 100µL bağlama tamponu, 5µL Annexin-V, 10µL PI 

o Hücre kültürü cihazları 

o Akıș Sitometre (Beckman Coulter –epics XL.MCL). 
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Yöntem: 

1. 25cm2 flasklarda çoğaltılan hücreler  Neubauer lamında sayılır  

2. Hazırlanan 1x105 hücre/mL süspansiyonundan 2șer’ml 6’lı plak 

kuyucuklarına ekilir. Böylece her bir kuyucuğa 2x105 hücre ekilmiș olur. 

3. Hücrelerin yapıșması için plaklar 24 saat boyunca inkübatörde bekletilir. 

4. Kuyucuklardaki hücreler üzerinde istenen deneme gerçekleștirilir.  

5. 6’lı plak kuyucuklarının içerikleri ayrı ayrı tüplere aktarılır (2mL). 

6. Kuyucukların içerisindeki hücreler scrapper ile 1’er ml PBS içerisinde 

kaldırılır ve kendi tüplerine aktarılır (3mL). 

7. Kuyucuklar 1’er ml PBS ile yıkanır ve kendi tüplerine aktarılır (4mL). 

8. Hücre süspansiyonu oda sıcaklığında 1300rpmde 5 dakika santrifüj edilir. 

9. Süpernatant atılır ve her bir pellet 115uL floresan reaktifi ile süspanse 

edilir. 

10. Tüpler karanlıkta 15 dakika inkübe edilir.  

11. Her bir tüpe 400’er µL PBS ilave edilir ve akıș sitometrede FL1 ve FL2 

filtreleri kullanılarak okuma gerçekleștirilir. 

Hesaplama 

 

Hücreler, her bir hücrenin Annexin-V ve PI 

ıșıma miktarına göre diyagrama yerleștirilir (Șekil 1). 

Annexin-V ve PI sinyalinin algılanmadığı hücreler 

canlı, sadece PI sinyalinin algılandığı hücreler 

nekrotik, sadece Annexin-V sinyalinin algılandığı 

hücreler apoptotik ve hem Annexiv-V hem de PI 

sinyalinin algılandığı hücreler geç apoptotik olarak 

değerlendirilir. Diyagramdaki her bir bölgeye düșen 

hücre sayısının (Hücre sayısı bölge) sayılan toplam 

hücre sayısına oranından yüzde değerler hesaplanır.  

 

 

 

 

 

Șekil 17: Annexin-V apoptoz analizi 

için akıș sitometri diyagramı. Hücreler 

ıșıma șiddetlerine göre diyagrama 

yerleștirilir. Her bir alana düșen hücre 

sayısının toplam okunan hücre sayısına 

oranından hücre yüzdeleri belirlenir. 
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Yüzde Hücre = (Hücre sayısı bölge / Toplam Hücre sayısı) x 100 

 

Bu formüle göre hesaplanan yüzde değerlerinin her bir örnek için ortalamaları 

alınır. Elde edilen ortalama hücre yüzdeleri grafiğe geçirilerek veriler değerlendirilir. 

Veriler grafiğe geçirilirken tüm Annexin-V pozitif alanlara düșen hücreler bir arada 

apoptotik olarak değerlendirilmiștir. Bunun için Annexin-V (+) / PI (-) (erken apopototik) 

ve Annexin-V (+) / PI (+) (geç apoptotik) alanlarına düșen hücre yüzdeleri toplanmıș ve 

elde edilen toplam değerler kullanılmıștır.  

 

3.7 VEKTÖR TRANSFEKSİYONU YARDIMI İLE OTOFAJİK HÜCRE 

ÖLÜMÜ ANALİZİ 

  

Analizi yapılacak hücre grubu LC3B-RFP (red floresence protein) eksprese eden Bac 

vektörü ile transfekte edilir. Transfeksiyondan sonra otofajik marker olan LC3B proteini 

floresans ıșıma sayesinde akıș sitometrisi ile ölçülür.  

 

Gereçler:  

o İnvitrogen Premo Autophagy Sencors (LC3B-FP) BacMam 2.0 Kit (# P36236) 

o Hücre kültürü ekipmanları 

o Akıș Sitometre (Beckman Coulter –epics XL.MCL). 

 

       Yöntem: 

1. Kontrol grubundan iki, 10 µM dirençli hücre grubundan bir flask olacak șekilde her 

gruptan eșit miktarda hücre sayılarak üç ayrı flaska ekildi. (~ 200,000 hücre) 

2.              formülü 

kullanılarak:  

       (200000 x 30) / 1x 108 = 60 µl  vektör preparatı her 3 flaska eklendi. LC3 

ekspresyonu için 18 saat inkübasyona bırakıldı. 

3. Kontrol grubu flasklarından birine 1µM İmatinib eklendi. 24 saat inkübasyona devam 

edildi. 

4. Akıș sitometrisinde analiz edildi.  
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3.8 ABL PROTEİNİ KİNAZ BÖLGESİNDE MUTASYON TARAMASI 

 

 İmatinib’e direnç gösteren KML hastalarında yapılan araștırmalarda bcr-abl 

proteininin abl kinaz bölgesinde tespit edilen L248V, G250E, Q252H, Y253F, E255K, 

E255V, D276G, E279K, V299L, T315I, F317L, M351T, F359V, L384M, H396P, 

H396R, G398R, F486S ikincil mutasyonlarının (40), olușturduğumuz dirençli K562 

subklonlarında varlığının araștırması planlanmıștır. Bu bağlamda abl eksprese ettiği 

bilinen HEK 293 hücre hattı üzerinde RNA izolasyonu ve  cDNA eldesinden sonra PCR 

metodu için dizayn edilen primerlerin optimizasyon çalıșmaları yapılmıștır. K-562 kontrol 

grubu ve K-562 dirençli deney grubunda tekrarlanan bu deneyler sonucu elde edilen PCR 

ürünleri Kore’ye gönderilerek sekans analizleri yapılmıștır. 

 

3.8.1 RNA İzolasyonu 

 

Gereçler: 

o Nucleospin RNA II kiti (Cat. No:  740955.50 )         

o Hücre kültürü  

o    
�

-merkaptoetanol 

o   % 96’lık ve %70’lik etanol 

o Standart masa üstü mikrosantrifüj (Eppendorf centrifuge 5417 R). 

o   Mikrosantrifüj tüpleri 

o   Santrifüj (Eppendorf santrifuge 5417 R) 

 

 

Kit içeriği : 

• Liziz tamponu RA1 

• Yıkama tamponu RA2 

• Yıkama tamponu RA3 (konsantre) 

• Membran tamponu MDB  

• rDNase  reaksiyon tamponu 

• rDNase 
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• Filtreli tüpler 

• Toplama tüpleri 

 

 Yöntem :  

 

Çalıșma solüsyonlarının hazırlanması 

ü  rDNase 540 µl RNase-free suda seyreltildi. Alikatlanarak - 20ºC ‘ye 

kaldırıldı. 

ü  Yıkama tamponu RA3’e 50 ml %96’lık etanol eklendi. 

 

1. Yüzeye yapıșan hücreler tripsinizasyon ile resüspanse edilip 600 x g’de 5 dk 

çöktürülür. 1 kez PBS ile yıkanarak tekrar pellet elde edilir. 

2. 350 µl RA1 tamponu 3.5µl  
�

-merkaptoetanol ile karıștırıldıktan sonra hücrelerin 

üzerine eklendi ve vortekslendi. 

3. Lizat mor filtreli tüplere aktarılardıktan sonra toplama tüpü yerleștrilip 1 dk 

11,000 x g de santrifüjlendi. 

4. Filtreli tüp atıldı. Toplama kabına 350 µl %70’lik etanol eklendi ve pipetaj 

yapıldı. 

5. Örnek mavi filtreli RNA bağlama tüplerine aktarıldı. Toplama tüpü 

yerleștirildikten sonra 30 sn 11,000 x g ‘de santrifüjlendi. 

6. 350 µl MBD tamponu eklendi. 1 dk 11,000 g ‘de santrifüjlendi. Toplama kabında 

biriken süpernatant atıldı. 

7. 90 µl rDNase reaksiyon tamponu ile 10 µl rDNase karıștırıldı. Karıșımın 95 µl’si 

filtrenin ortasına damlatıldı. 15 dk oda sıcaklığında inkübe edildi. 

8. 200 µl yıkama tamponu RA2 eklendi. 30 sn 11,000 x g ‘de santrifüjlendi. 

9. 600 µl yıkama tamponu RA3 eklendi. 30 sn 11,000 x g ‘de santrifüjlendi.  

10. 250 µl yıkama tamponu RA3 ile 2dk 11,000 x g ‘de tekrar santrifüjlendi.  

11. Filtre santrifüj tüpüne aktarıldı. 60-40 µl RNase’dan arındırılmıș su eklendi. 1 dk 

11,000 x g’de santrifüjlendi.  

12. RNA örnekleri konsantrasyon ölçümü için kullanıldıktan sonra -80 ºC ‘ye 

kaldırıldı. 

 

   3.8.1.1 RNA Miktarı Tayini 
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 İzole edilen RNA’ların belli oranda dilusyonları yapılıp, spektrofotometre ile 260 

ve 280 nm de absorbansları ölçüldü.  

A260 x dilüsyon faktörü x 40 µg/ml formülü ile RNA konsantrasyonları hesaplandı. 

A260 / A280 oranı hesaplanarak RNA’ların saflık dereceleri belirlendi. (En iyi saflık için 

A260 / A280 oranının 1,8 ile 2,0 arasında olması beklenir.)  

 

 

 3.8.2 RNA’dan cDNA eldesi   

 

    Gereçler: 

o Total RNA 

o M-MuLV Reverse Transkriptaz enzim ( Fermentas #K1611) 

o 5X reaksiyon tamponu  

o Oligo dT Primer 

o 10 mM dNTP mix 

o Ribolock RNase inhibitor 

o DEPC’li su 

 

   Yöntem: 

1. Kalıp cDNA’dan yaklașık 1 µg olacak șekilde örnek alındı. 1 µl oligo dT primer, 3 µl 

dNTP ile karıștırıldı toplamda 20 µl olacak șekilde üzeri DEPC’li su ile tamamlanarak 

1. karıșım elde edildi. 

2. 1. karıșım 70 ºC’de 5 dk inkübe edildi. Buz üzerine alındı. 

3.  5X reaksiyon tamponundan 8 µl, RNase inhibitörden 2 µl, DEPC’li sudan 8 µl , 

mMLV Reverse trancriptase enzimden 2 µl alınarak toplamda 20 µl’lik ikinci karıșım 

elde edildi. 37 ºC’de 5dk inkübe edildi.  

4. 1. ve 2. karıșımlar birleștirildi. Termal cycler aletinde;  

 37 ºC’de 1h 
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70 ºC’de 10 dk  inkübe edildi. 

 

5. Elde edilen HEK cDNA örnekleri -20 ºC ‘ye kaldırıldı. 

 

 

3.8.3 POLİMERAZ ZİNCİR REAKSİYONU (PCR) 

 

 K562 dirençli hastalarda daha önce bahsi geçen mutasyonların barındığı yaklașık 

1600 bç uzunluğundaki abl mRNA kinaz bölgesini çoğaltmak için bu bölge, birbiriyle 

örtüșen  dört ayrı parçaya bölünmüș (P1, P2, P3, P4) bu parçalara özgü primer çiftleri 

dizayn edilmiștir. Primer çiftlerinin sekansları așağıdaki gibidir: 

 

P1.  F= 5’ACAAGCCCACTGTCTATGGTGTGT 3’    
       R= 5’AGATCTGAGTGGCCATGTACAGCA 3’ 
 
P2. F= 5’ ACAGAGATCTTGCTGCCCGAAACT 3’ 
      R= 5’ TCAGAGGGATTCCACTGCCAACAT 3’ 
 
P3. F= 5’ TGAAGACCTTGAAGGAGGACACCA 3’ 
      R= 5’ AGCAATACTCCAAATGCCCAGACG  3’ 
 
P4. F= 5’ ACGTCTGGGCATTTGGAGTATTGC 3’ 
      R= 5’ CAAGGTACTCACAGCCCCACGGAC 3’ 

 
 
 

Gereçler:  

 

o 10X Maxima ®  Hot Start Taq buffer (Fermentas #EP0602) 

o Maxima ® Hot Start Taq DNA Polymerase (Fermentas #EP0602) 

o 25 mM MgCl2 

o Distile su 

o Primer çifti 

o Kalıp DNA 

o dNTP mix 

o elektroforez tankı 

o agaroz  
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o etidyum bromür 

o Fermentas 6X Orange yükleme boyası #R0631 

 

Yöntem :  

 

1. PCR tüpleri içerisinde her primer çifti için așağıda verilen reaktif değerleriyle 

25’er µl reaksiyon karıșımı hazırlandı. Hazırlanan PCR tüpleri așağıda belirtilen 

termal döngüde inkübe edildi. 

 

 

  Termal döngü:  

 (+4 ºC) 

  

 

 

 

           2.  Elektroforez ișlemi için %1,5 luk agaroz jel hazırlanmıștır.  

             0,45g agaroz 30 ml TBE içinde çözdürülmüștür. Mikrodalgada kaynatılıp hafif 

soğuması beklendikten sonra içerisine 2µl etidyum bromür eklenerek elektroforez tankına 

konmak üzere taraklı kalıba dökülmüștür. 40dk jelin donması beklenmiștir. Jel 

elektroforez tankına yerleștirilip, tank belirli seviyeye kadar TBE ile doldurulmuștur. 

          3. Jelin ilk kuyusuna Roche 100bp marker yüklenmiștir. Her bir 5µl’lik PCR ürünü, 

1 µl 6X yükleme boyasıyla karıștırılarak jelin kuyularına sırasıyla yüklenmiștir. 50V da 

elektroforez uygulanıp görüntülenmiștir. 

 

 

 

Reaktifler  µl 

H2o 14,25 

10X Buffer 2,5 

Primer çifti 0,5+0,5 

25 mM MgCl2 1,5 

10mM dNTP 0,5 

HEK cDNA 5 

HotStartTaq 

polimeraz 

0,25 

95ºC     5` 

95ºC     30`` 

58ºC     30``   X 33 

72ºC     45`` 

72ºC       7 ` 
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Etik Kurul Onayı:  Etik kurulun 5 Șubat 2009 tarih ve 18/03/2009 no.lu 

toplantısında 46/2009 Protokol numarası ile onaylanmıștır. 

 

 

 

 

 

4. BULGULAR 

 

4.1 Hücre Hattı Bulguları:  

 

K562 hücre hattını artan İmatinib dozlarına maruz bırakarak hücrelerin direnç 

kazanmasını sağlamak üzere artan mikromolar dozlar belirlenmiștir. İlk deneme dozu 0,5 �M’dür. Beklenenden fazla miktarda ölüm gerçekleștiğinden 0,1�M ile deneye 

bașlanılmasına karar verilmiștir. Her doz artırımından önce kontrol grubuyla eșit sayıda 

ve benzer canlılık oranında hücre sayılıp ekilmiștir. İlacın ekleneceği gün tekrar hücre 

sayımı yapılıp çoğalma hızlarının benzer olduğu gösterildikten sonra ilaç eklenmiștir. 72 

saat inkübasyondan sonra kontrol grubuyla karșılaștırmalı olarak canlılık testi yapılmıștır. 

İlaç eklenmiș gruptaki hücreler, kontrol grubuyla benzer çoğalma hızında olduğu 

gözlendikten sonra bir sonraki doza geçilmiștir. Her doz așımında bir önceki basamaktaki 

dirençli hücre grubu ve o grubun kontrolleri -80Cº de dondurulup yedeğe alınmıștır. 

Sırasıyla 0,1�M – 0,2 �M – 0,4 �M – 0,8 �M – 1,2 �M -  2 �M -  4 µM – 8 µM – 10 µM 

doz uygulanmıștır.  
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Dozaj artırımı yapılmadan önce kontrol ve deney gruplarının 
karșılaștırması
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Tablo 3: Grafikte deney düzeneğinin bașlangıç așamasından itibaren doz artırımı 

yapılmadan önce dirençli hat ile kontrol grubunun canlılık yüzdeleri karșılaștırılmıștır. 

Dozaj artırımı yapılmadan 24 saat önce grafikte görüldüğü gibi her iki grupta da %90 

civarında canlılık gözlenmektedir. Her doz artırımından önce deney ve kontrol 

grubundaki canlılık yüzdelerinin %90 ve üzeri olmasına dikkat edilmiștir. 

 

 

 

 

 

 

 



 63

Dozaj artırımında kontrol-deney grupları karșılaștırması
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Tablo 4: Grafikte doz artırımı yapıldıktan 72 saat sonra hesaplanan canlılık 

oranları kontrol grubuyla karșılaștırmalı olarak gösterilmektedir. Hücreler her doz 

artırımından sonra üreme hızları ve canlılık yüzdeleri Șekil 1’deki gibi kontrol grubuyla 

eșitlenene kadar belirtilen dozajlarda İmatinib’li ortamda üremeye bırakılmıștır. 
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İmatinib direnci elde edilmesi
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Tablo 5: Grafikte K-562 dirençli deney grubunun dozaj artırımdan önceki canlılık 

yüzdelerinin kontrol grubuyla karșılaștırılması gösterilmiștir. 
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E.       F. 
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Tablo 6: Farklı İlaç dozajlarında K562 hücrelerinde direnç kazanma. Yukarıda 

verilen grafikler dizisinde A.’dan itibaren deney grubu flasklarındaki hücrelerin sırasıyla 

0,2 - 0,4  - 0,8 - 1,2 - 2 - 4  - 8 -10 µM İmatinib’li ortamda inkübasyonu sırasındaki 

canlılık oranlarındaki değișimler verilmiștir. A. 0,2 µM ilaç uygulandıktan sonra canlılık 

oranı %40’a düșmüș ve yaklașık 2 ay süresince yapılan pasajlamalarla tekrar kontrol 

grubuyla benzer ikilenme zamanı ve canlılık yüzdesine erișilmiștir. B. İlaç dozajı 0,4 

µM’a yükseltilmiș canlılık oranı %42’ye düșmüș iki ay sonunda tekrar kontrol grubuyla 

benzer özelliğe erișmiștir. C. İlaç dozajı 0,8 µM’a çıkartılmıș canlılık oranı %47’e 

düșmüș ve iki ay sonunda kontrol grubuyla benzer özelliğe erișmiștir. D. İlaç dozajı 1,2 

µM’ a çıkartılmıș canlılık oranı %38’e düșmüș 2 ay sonunda kontrol grubuyla benzer 

özelliğe erișmiștir. E. İlaç dozajı 2 µM’ a çıkartılmıș canlılık oranı %87’e düșmüș tekrar 
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kontrol grubuyla benzer özelliğe erișmiștir. F. İlaç dozajı 4 µM’a yükseltilmiș canlılık 

oranı %42’e düșmüș iki ay sonunda tekrar kontrol grubuyla benzer özelliğe erișmiștir. G. 

İlaç dozajı 8µM’a yükseltilmiș canlılık oranı %87’e düșmüș 1 ay sonunda tekrar kontrol 

grubuyla benzer özelliğe erișmiștir. H. İlaç dozajı 10 µM ‘a yükseltilmiș canlılık oranında 

hemen hemen değișim olmamıștır. 

 

 

 

4.2 Western-Blot Bulguları:  

 

Hazırladığımız dirençli K-562 hücre hattında otofaji markeri olan BECN gen 

ürünü Beclin-1 proteini Western Blot yöntemi kullanılarak gösterilmek üzere öncelikle 

pozitif kontrol olarak belirtilen HeLa ve MCF-7 hücre hatlarında optimizasyonu 

yapılmıștır. Daha sonra kontrol K562 grubu 72 saat öldürücü doz 1 µM İmatinib’e maruz 

bırakılmıștır. İmatinib eklenen K562 kontrol flaskı, normal kontrol K562 ve 8µM 

İmatinib dirençli hatla Beclin-1 ekspresyonları açısından karșılaștırılmıștır. Bu deneyin 

optimizasyonu devam etmektedir. 

 

 

 

 

Resim 2: Beclin-1 (BECN-1) proteininin SDS-PAGE jel görüntüsü. Pozitif 

kontrol olarak HeLa ve MCF-7 hücre hattı kullanılmıștır. HeLa liztından 20 ve 30 µg 

MCF-7 lizatından 10, 20, 30 µg örnek yüklenmiștir. Pierce ve İnvitrogen marker’ları 

kullanılmıștır. Bantlar transfer probleminden dolayı düzgün görüntülenememiștir. 
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Resim 3: Beclin-1 proteini SDS-PAGE jel görüntüsü. İnvitrogen See Plus2 protein 

marker (LC5925) kullanılmıștır. Kontrol K562, Kontrol+1 µM (48 saat) İmatinib deney 

grubu, 8 µM dirençli deney grubu ve pozitif kontrol MCF-7 lizatları kullanılmıștır. 

 

 

4.3  FACS bulguları:  

 

4.3.1 Annexin-V FACS bulguları 

 

 Kontrol K562 grubu 72 saat süresince öldürücü doz 1 µM İmatinib’e maruz 

bırakılmıștır. İmatinib eklenen K562 kontrol flaskı, normal kontrol K562 ve 8µM 

İmatinib dirençli hücre grubunun apoptotik davranıșı FACS yöntemiyle karșılaștırılmıștır. 

 

 

 

  

Șekil 18: K562 annexinV için kontrol grubu FACS analizi verisi (ikili çalıșma) 
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Șekil 19: K562 hücrelerine 1 µM İmatinib eklendikten 72 saat sonra yapılan 

annexinV FACS analizi verisi (ikili çalıșma) 

 

 

  

Șekil 20: 8 µM dirençli K562 hücre grubunda annexinV FACS analizi verileri (ikili 

çalıșma) 
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Akım sitometrisi çalıșması sonucunda 1 µM İmatinib uygulanan kontrol grubunda 

yoğun olarak hücre ölümü izlenirken, 8 µM imatinib dirençli hücrelerde hücre ölümünün  

az olduğu izlenmektedir.  

 

4.3.2 LC3B-RFP FACS bulguları:  

 

 

 

 

 

Șekil 21: Kontrol grubu LC3B ekspresyonu FACS analizi. Kırmızı renkte belirtilen bölge 

transfeksiyon yapılmamıș hücre grubunu temsil etmektedir. Mavi çizgi ile belitilmiș 

diagram transfekte edilmiș kontrol grubu K562 LC3B-RFP ıșımasını temsil etmektedir. 

 



 71

 

 

 

 

 

 

Șekil 22: 24 saat 1µM imatinib’e maruz kalmıș kontrol grubu hücrelerinde LC3B 

ekspresyonu FACS analizi. Kırmızı renkte belirtilen bölge transfeksiyon yapılmamıș 

hücre grubunu temsil etmektedir.  Pembe çizgi  ile belitilmiș diagram transfekte edilmiș 

ve 1 µM İmatinib eklenmiș kontrol grubu K562 LC3B-RFP ıșımasını temsil etmektedir. 

Kontrol grubundan farklı görünmemektedir.  
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Șekil 23: 10µM imatinib dirençli K562 hücre grubunda LC3B ekspresyonu FACS analizi. 

Kırmızı renkte belirtilen bölge transfeksiyon yapılmamıș hücre grubunu temsil 

etmektedir.  Mor çizgi ile belitilmiș diagram transfekte edilmiș 10 µM imatinib dirençli 

K562 LC3B-RFP ıșımasını temsil etmektedir. 
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Okuma yapılan hücre 
popülasyonunda RFP   
oranı (transfeksiyon 

verimliliği) 

Transfekte edilmemiș 
kontrol grubu K562 % 0.33 

LC3-RFP Transfekte 
kontrol grubu % 1.15 

LC3-RFP Transfekte 
kontrol grubu +1µM 
imatinib  

% 1.73 

LC3-RFP Transfekte 
10 µM imatinib 
dirençli grup 

% 9.63 

 

Tablo 7: Akıș sitometrisinde optik okuyucudan geçen hücre grubunda ıșıma veren 

hücrelerin yüzdesi. 

 

FACS verilerine dayanılarak hesaplanan transfeksiyon verimliliğinin genel olarak 

düșük olduğu izlenmektedir. Genel verimlilik yaklașık %5-10 cıvarındadır. Ancak 

dirençli 10 mikromolar imatinib’de üretilmiș olan hücrelerin transfeksiyon 

verimliliklerinin kontrol hücrelerinden daha yüksek olduğu izlenmektedir. Dolayısıyla 

diagramlara bakılarak otofajide artıș olarak yorumlanabilecek LC3B ıșımasındaki artıșın 

transfeksiyon verimliliğinin daha yüksek olmasından kaynaklandığını düșünmekteyiz. 

Sonuç olarak duyarlı ve dirençli hatlar arasında otofajik aktivite açısından bir fark 

bulunmamaktadır.  

 

4.5 Kaspaz-3 Analizi Bulguları:  

 

 Kontrol K562 grubu 72 saat süresince öldürücü doz 1 µM İmatinib’e maruz 

bırakılmıștır. İmatinib eklenen K562 kontrol flaskı, normal kontrol K562 ve 8µM 

İmatinib dirençli hücre grubunda kazpaz-3 analizi yapılmıștır.  
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Tablo 8:  Kontrol, kontrol + 1 µM İmatinib (72 saat) ve 8 µM dirençli K562 hücre 

grubu lizatlarında kaspaz-3 deneyi 360/460 fluoresans ıșıma bulguları (ikili çalıșma). 

Tablo blank verisi sıfırlanarak elde edilen sonuçları göstermektedir. (A1: Blank; A2: 

kaspaz-3 pozitif kontrol; A3: kaspaz-3 + inhibitör; B1-B5: Kontrol K562; B2-B6: kontrol 

+ 1 µM imatinib; B3-B7: 8 µM dirençli K562; C1-C5: Kontrol K562 + inhibitör; C2-C6: 

kontrol K562+1 µM imatinib+ inhibitör; C3-C6: 8 µM dirençli K562 + inhibitör) 

 

 Kaspaz-3 analiz bulgularımız akım sitometrisi ile elde etmiș olduğumuz verileri 

desteklemektedir. Kaspaz-3 ölçümleri sonucunda 1 µM İmatinib uygulanan K562 

hücrelerinde yoğun olarak kaspaz-3 aktivasyonu saptanırken; 8 µM imatinib dirençli 

hücrelerde kaspaz-3 aktivasyonunun İmatinib uygulanmayan kontrol hücreleriyle eș değer 

olduğu izlenmektedir.  
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4.5 PCR Bulguları: 

 

               M        P1        P2         P3          P4 

 

 

Resim 4: HEK hücre hattı cDNA’sı Abl kinaz bölgesinin dört parça halinde 

çoğaltılmıș agaroz jel görüntüsü. M: Roche DNA Molecular Weight Marker XIV (100 bp 

ladder) (katalog no : 11721933001); P1: 381bç ‘lik bölgeyi temsil etmektedir; P2: 364 

bç’lik bölgeyi temsil etmektedir, P3: 478 bç’lik bölgeyi temsil etmektedir; P4: 305 bç’lik 

bölgeyi temsil etmektedir. 

 

 

 

 

   

 A.    B. 

 Resim 5: A. K562 kontrol grubu cDNA’sının Abl kinaz bölgesinin dört parça 

halinde çoğaltılmıș agaroz jel görüntüsü. B. K562 dirençli grup cDNA’sının Abl kinaz 

bölgesinin dört parça halinde çoğaltılmıș agaroz jel görüntüsü 

 

 

 

 

   500bç 
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4.6 Sekans analizi bulguları:  

 

Așağıda verilmiș olan ABL kinaz domeyninin DNA dizi  analiz sonuçları bu bölgede 

dirençli hattımızda mutasyon olmadığını; atasal K562 hücreleri ile karșılaștırıldığında bu 

bölgedeki dizide herhangi bir fark bulunmadığını göstermektedir.  

 

 

 

Resim 6: Abl kinaz bölgesinden bir kesit sekanslama örneği. (Veri yorumlanmaya 

uygundur.) 
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Resim 7: Abl kinaz bölgesinin P1 parçasının kontrol grubu ve dirençli grupta sekans 

karșılaștırması. “Dir” olarak belirtilen dizi, gen bankasında belirtilen abl kinaz bölgesi 

sekansıdır. K1-P1F: kontrol grubu sekansı, K8-1-P: 8 µM dirençli deney grubu sekansını 

belirtmektedir. 
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Resim 8: Abl kinaz bölgesi P2 parçasının kontrol ve 8µM dirençli grupta sekans 

karșılaștırması. “Dir” olarak belirtilen dizi, gen bankasında belirtilen abl kinaz bölgesi 

sekansıdır. K2-P2F: kontrol grubu sekansı, K8-2-P: 8 µM dirençli deney grubu sekansını 

belirtmektedir. 
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Resim 9: Abl kinaz bölgesi P3 parçasının kontrol ve 8µM dirençli grupta sekans 

karșılaștırması. “Dir” olarak belirtilen dizi, gen bankasında belirtilen abl kinaz bölgesi 

sekansıdır. K3-P3F: kontrol grubu sekansı, K8-3-P: 8 µM dirençli deney grubu sekansını 

belirtmektedir. 
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Resim 10: Abl kinaz bölgesi P4 parçasının kontrol ve 8µM dirençli grupta sekans 

karșılaștırması. “Dir” olarak belirtilen dizi, gen bankasında belirtilen abl kinaz bölgesi 

sekansıdır. K4-P4F: kontrol grubu sekansı, K8-4-P: 8 µM dirençli deney grubu sekansını 

belirtmektedir. 

 

 Sekans karșılaștırmalarında internet tabanlı MultAlin programı kullanılmıștır. 

Kontrol  grubu ve 8µM dirençli K562 hücreleri Abl kinaz bölgesinin her dört parçası ayrı 

ayrı ana sekansla karșılaștırmalı olarak analiz edildiğinde kontrol ve dirençli hücrelerde  

mutasyona rastlanmamıștır. 
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5. TARTIȘMA 

 

 

 Kronik miyeloid lösemide (KML) olgularının % 90’dan fazlasında 9 ile 22 no’lu 

kromozomların uzun kolları arasındaki dengeli translokasyon sonucu olușan Philadelphia 

kromozomu (Ph) izlenir. Bu translokasyon sonucunda 9q34’de yerleșik ABL geni ile 

22q11’de yerleșik BCR genleri kimerik bir gen olușturur (BCR/ABL) (1). Gen ürünü Bcr-

abl hücreye sürekli bir yașam sinyali sağlarken; hücreleri apoptozdan korumaktadır. BCR-

ABL pozitif hücrelerde gözlenen apoptoza direnç, KML’nin kronik fazında gözlenen 

miyeloid hücre kompartmanının așırı genișlemesinden sorumlu mekanizmalardan biri 

olarak tarif edilmektedir (3). Son yıllarda KML tedavisinde kullanılan ve bir Bcr-Abl 

kinaz inhibitörü olan İmatinib mesylate BCR-ABL pozitif hücrelerde apoptozu 

tetikleyebilmektedir (24). BCR-ABL gen ürününün programlanmıș hücre ölümüne karșı 

hücrelerde direnç olușturduğu ilk 1990’lı yılların sonlarında ortaya konulmuș ve takip 

eden yıllarda yapılan çalıșmalarda doğrulanmıștır (7). Ancak bu çalıșmalar yapıldığı 

zaman moleküler mekanizmaları kısmen bilinen tek programlı hücre ölüm șekli 

apoptozdu.  

Günümüzde nekroptoz, otofaji gibi farklı hücre ölüm tipleri tanımlanmıștır. Temel 

biyolojik bir olgu olan programlı hücre ölümü embriyonik  dönemden itibaren tüm yașam 

süresince gözlenmektedir. Programlı hücre ölümü, hücre sayısını kontrol etmede, yanlıș 

yerleșim gösteren, hasarlı, anormal hücrelerin ortadan kaldırılmasında ișlev görür. Olgun 

organizmalarda doku homeostazisi hücre bölünmesi ve programlı hücre ölümü arasındaki 

dengeye bağlıdır. Hücrelerin ölüm/yașam dengesindeki bozukluklar önemli patolojik 

sonuçlar doğurabilmektedir. Hücre ölümünün olmaması gerekirken gerçekleșmesi, hücre 

ölümünün hızlanması ya da hücre ölümünün yavașlaması organizmanın sağlığı açısından 
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tehlikelidir. Programlı hücre ölümündeki yetersizlik, genellikle erken evre kanserlerde ve 

kanser tedavilerine dirençte karșımıza çıkar (33, 34). Kanser hücreleri, kendilerini 

programlı hücre ölüm mekanizmalarına dirençli hale getirecek mutasyonlar barındırır. 

Klinikte kanser ilaçlarının çoğu kanserli hücrelerde bir veya birkaç hücre ölüm yolağını 

tetiklemek üzere kullanılmaktadır. Ayrıca kanserden farklı olarak, iskemi/reperfüzyon 

hasarları veya septik șoklarda, aynı zamanda kronik nörodejeneratif veya nöromüsküler 

hastalıklarda akut hücre kayıplarıyla sonuçlanan hücre ölümleri de gözlenebilmektedir. 

Programlı hücre ölümünün mekanizmalarını iyi anlamak bu mekanizmalardaki herhangi 

bir bozukluk sonucu olușabilecek hastalıklara karșı geliștirilecek ilaçlar ve tedavi 

yaklașımlarını belirlemede önem arz etmektedir. Tezimizde odaklandığımız otofajik hücre 

ölümü belirli çevresel uyaranlar doğrultusunda hücre bileșenlerinin lizozomal yoldan 

yıkıldığı, hücre homeostazisi için gerekli fizyolojik bir süreçtir. Evrim süresince 

mayalardan memelilere kadar tüm ökaryotik canlılarda iyi korunmuștur. Otofajiden 

sorumlu genler ilk olarak mayalarda bulunsa da günümüzde ökaryotlardaki tüm 

homologları gösterilmiștir. Son zamanlarda yapılan çalıșmalar otofajinin, bașta açlık 

olmak üzere çeșitli stres koșulları, uzun ömürlü zararlı proteinlerin ve organellerin yıkımı, 

gelișim ve farklılașma süreçlerinde hücresel düzenlemeleri, tümör baskılayıcı 

mekanizmalar ve antijen sunumu gibi birçok fizyolojik ve metabolik süreçte etkin rollü 

olduğunu göstermektedir (36, 37).  

Araștırmamız KML biyolojisi ve tirozin kinaz inhibitörleri ile tedavisinde diğer 

programlanmıș hücre ölüm șekillerinin rolünü araștırmayı hedeflemektedir. Bu amaçla 

burada sunulan yüksek lisans tezi kapsamında dirençli bir kronik myeoid lösemi alt hücre 

hattının üretilmesi planlandı. Bugüne kadar yaptığımız çalıșmalarımızda 10µM İmatinib 

mesilat’a dirençli K-562 kronik myeloid lösemi hücre hattı elde ettik.. 10µM dirençli hat 

elde ettikten sonra kontrol grubuyla karșılaștırmalı olarak cDNA üzerinden PCR 
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yöntemleriyle mutasyon taraması yapıldı. Abl proteinin ikincil mutasyonlarının barındığı 

bölgeye özgü dizayn ettiğimiz PCR primerlerinin düzgün çalıștığını HEK hücre hattı 

üzerinden yapılan PCR çalıșmalarıyla gösterdik. İlaca direnç gösteren hasta gruplarıyla 

yapılan çalıșmalarda Bcr-Abl’in özellikle tirozin kinaz alanındaki dirençliliğe neden 

olduğu belirtilen mutasyonların elde ettiğimiz dirençli hatta olup olmadığını araștırdık. 

ABL kinaz domeyninin DNA dizi  analiz sonuçları bu bölgede dirençli hattımızda 

mutasyon olmadığını; atasal K562 hücreleri ile karșılaștırıldığında bu bölgedeki dizide 

herhangi bir fark bulunmadığını göstermektedir.  

Olușturmuș olduğumuz hattın karakterizasyon çalıșmaları sürmektedir. 

Karakterizasyon amacıyla ilaca bağlı olușan ikincil kromozomal anomalilerin tespiti için 

sitogenetik analizlerden faydalanılacaktır. Kontrol grubuyla karșılaștırmalı olarak yüzey 

markerleri FACS yöntemiyle belirlenecektir.  

Karakterizasyon süreci devam ederken yapmıș olduğumuz hücre ölümü 

incelemelerinde imatinib dirençli hattımızın kaspaz 3 ve hücre yüzey  annexin ifadesi ile 

ölçülmüș apoptoza gerçekten de kontrol hattına göre derecede dirençli olduğunu 

gösterdik. Bunun yanında otofajik ölümü Beclin-1 expresyonunu western blot yöntemiyle 

bakarak ve LC3B ekspresyonunu FACS ile ölçerek değerlendirdik. Özellikle LC3B 

düzeyinin dirençli hattımızda anlamlı düzeyde artmıș olduğunu gösterdik. Ancak FACS 

verilerine dayanılarak hesaplanan transfeksiyon verimliliğinin genel olarak düșük olduğu 

izlenmektedir. Genel verimlilik yaklașık %5-10 cıvarındadır. Ancak dirençli 10 

mikromolar İmatinib’de üretilmiș olan hücrelerin transfeksiyon verimliliklerinin kontrol 

hücrelerinden daha yüksek olduğu izlenmektedir. Dolayısıyla otofajide artıș olarak 

yorumlanabilecek LC3B ıșımasındaki artıșın transfeksiyon verimliliğinin daha yüksek 

olmasından kaynaklandığını düșünmekteyiz. Sonuç olarak duyarlı ve dirençli hatlar 

arasında otofajik aktivite açısından bir fark bulunmadığını düșünmekteyiz. Bu da direnç 
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hattımızın otofajik mekanizmaları kullanma açısından atasal K562 hücrelerinden çok da 

farklı olamdığını, direnç mekanzimasının büyük olasılıkla otofajik hücre ölüm 

mekanzimalarıyla ilintili olmadığını düșündürmektedir.   

    

 

SONUÇ ve ÖNERİLER 

 

 Dirençli hat eldesi deneylerinde her ilaç dozu uygulandığında hücrelerin yaklașık 

%50-%60’ının öldüğü gözlenmiștir. Fakat doz artırımında hayatta kalan hücreler ilaçlı 

ortamda inkübe edilmelerine rağmen zaman içinde tekrar %90’lara yakın canlılığa 

ulaștıkları gözlenmiștir. İlaçlı ortamda hücrelerin üremeye devam etmesi ve her doz 

artırımında ortamda ölü hücrelerin yanı sıra canlı hücrelerin de bulunması, hücrelerin 

klonal seçilimle üremeye devam ettiklerini ve uygulanan dozlardaki İmatinib’e direnç 

kazandığını göstermektedir. Karakterizasyon amacıyla ilaca bağlı olușan ikincil 

kromozomal anomalilerin tespiti için sitogenetik analizlerden faydalanılacaktır. Kontrol 

grubuyla karșılaștırmalı olarak yüzey markerleri FACS yöntemiyle belirlenecektir. 

Karakterizasyondan sonra gerek protein gerek mRNA düzeyinde otofajik hücre ölümü 

çalıșılmaya devam edilecektir. Elde etmiș olduğumuz verilerin ek denylerle doğrulanması 

gerekmektedir. Ayrıca kronik myeloid lösemilerde miRNA’ların rolü henüz yeterince 

bilinmemektedir. Bu bağlamda dirençli  hattımızda ve kontrol hücrelerde programlı hücre 

ölümü miRNA düzeyinde çalıșılması planlanmaktadır.  
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EK 

KİMYASALLAR VE ÇÖZELTİLER: 

 

WESTERN BLOT ÇÖZELTİLERİ: 

 

LİZİS TAMPONU (50 ml. İçin): 

• 1,25 ml 1 M Hepes (pH: 7,6) çözeltisi 

• 10 ml. 2M. KCl 

• 625 µl 1M. MgCl2 

• 10 µl 500 µM EDTA 

• 5 ml. Gliserol 

• 500 µl. %20 NP40 solüsyonu 

• 500 µl 100 µM PMSF 

• 50 µl 1M. DTT 

• 50 µl proteaz inhibitör kokteyli. 

• Hacim ddH2O ile 50 ml.’ye tamamlanır. 

• Oda sıcaklığında saklanır. 

•  

TBS: 

• 10  mM Tris (pH: 8) 

• 150 mM NaCl  

 

TBST: 

• %0,05 Tween 20 + TBS 

 

4X YÜRÜTME TAMPONU 

 

• 18,17 gr Tris Bazı 

• 4 ml %10’luk  SDS  

• dH2O ile hacim 100 ml.’ ye tamamlanır. 

• pH’ ı 12 N HCl ile 8,8’ e ayarlanır.  
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4X YÜKLEME TAMPONU (500 ml için) : 

 

• 0,05M Tris : 25 ml 1 M Tris Buffer (pH: 6.8) alınır. 

• %0,05 SDS: 20 ml %10’luk SDS alınır. 

• Hacim çift distile su ile 500 ml.’ye tamamlanır. 

• Oda sıcaklığında saklanır. 

 

STOK  SDS PAGE ÖRNEK YÜKLEME TAMPON ÇÖZELTİLERİ: 

 

2X R/G Stoğu: 

• 2,5 ml. 4X Stacking Buffer 

• 2,0 ml %10 SDS 

• 0,25 mg Brom Fenol Blue boyası 

• 2,0 ml Gliserol 

• 2,5 ml ddH2O   

 

4X Gliserol (no R) Stoğu: 

• 5 ml. 4X Stacking Buffer 

• 0,25 mg Brom Fenol Blue boyası 

• 4,0 ml ddH2O   

 

4X R (no Gliserol) Stoğu: 

• 5 ml. 4X Stacking Buffer 

• 0,25 mg Brom Fenol Blue boyası 

• 4,0 ml ddH2O   

 

4X R/G Stoğu: 

• 5 ml. 4X Stacking Buffer 

• 0,25 mg Brom Fenol Blue boyası 

• 4,0 ml ddH2O   

 

Tüm stok örnek tampon stokları oda sıcaklığında saklanır. 
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SDS PAGE ÖRNEK YÜKLEME ÇÖZELTİLERİ: 

 

Kullanmadan hemen önce așağıdaki solüsyonlar hazırlanır: 

 

2X R/G: 

• 900 � Stok 2XR no G 

• 100 � Beta Mercapto ethanol.  

4X Gliserol (no R) : 

• 800 � Stok 4XG no R 

• 200 � ddH2O   

4X R (no Gliserol): 

• 800 � Stok 4XG no R 

• 200 � Beta Mercapto ethanol.   

4X R/G: 

• 800 � Stok 4XR/G 

• 200 � Beta Mercapto ethanol.   

 

% 10’ LUK AMONYUM PER SÜLFAT ÇÖZELTİSİ: 

 

• 1 gr. Amonyumpersülfat tartılır. 

• Son hacmi 10 ml olacak kadar çift distile suda çözülür. 

• + 4 °C’ de saklanır. 

 

% 10’ luk SDS PAGE JELİ : 

 

• 5 ml % 30’ luk Akrilamit bis solüsyonu 

• 3,8 ml 4X Running Buffer 

• 6 ml çift distile su 

• 224 µl % 10’ luk Amonyum per sülfat çözeltisi 

• 10 µl TEMED  
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% 5’ lik YÜKLEME JELİ: 

 

• 900 µl % 30’ luk Akrilamit bis solüsyonu 

• 1332 µl 4X Running Buffer 

• 3 ml çift distile su 

• 84 µl % 10’ luk Amonyum per sülfat çözeltisi 

• 15 µl TEMED  

 

DİĞER ÇÖZELTİLER: 

 

100 µM PMSF: 

• 0,174 gr. PMSF tartılır. 

• Hacmi ddH2O ile 10 ml.’ye tamamlanır. 

• -20 °C’de saklanır. 

 

1 M DTT: 

• 1,54 gr DTT tartılır. 

• Hacmi ddH2O ile 10 ml.’ye tamamlanır. 

• +4 °C’de saklanır. 

 

2M KCl: 

• 75,56 gr KCl  

• Hacmi ddH2O ile 500 ml.’ye tamamlanır. 

• Oda sıcaklığında saklanır. 

 

RNAse - Free Su : 

 

• 100 µl DPEC 100 ml suya eklenir. 

• Alt üst ederek karıștırılır. 

• 12 Saat 37 °C’de bekletilir. 

• 10 Dakika 121 °C’de otaklavlanır. 


