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KISALTMALAR

ALL: akut lenfositik 16semi

AML: akut myelositik 16semi

KLL: kronik lenfositik 16semi

KML: kronik myelositik 16semi

ABL: Abelson Protoonkogeni

BCR: Breakpoint cluster region

M-BCR: major BCR

m-BCR: minér BCR

pu-BCR: mikro BCR

GEF: Guanine nucleotide exchange factor

GAP: GTPase aktivating protein

STAT: Signal Transducers and activators of transcription
ROS: Reactif Oxygen Species

INF- o: Interferon-alfa

HDAC: Histone deacetylase

PI: Propidium iodide

TNF: Tumor necrosis factor

FADD: Fas-Associated protein with Death Domain
TRADD: Tumor necrosis factor receptor type 1-associated DEATH domain protein
IAP: Inhibitor of apoptosis

PARP: Poly (ADP-ribose) polymerase

RIP: Receptor interaction protein

LC3: Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3A
AIF: Apoptosis inducing factor

G (rcf): relative centrifugal force

PBS: Phospate Buffered Saline

SDS: Sodium dodesyl sulphate

BCA: Bi-cincronik acid

RPMI: Roswell Park Memorial Institute
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OZET

BCR-ABL pozitif hiicrelerde tirozin kinaz inhibitorlerinin otofajik hiicre
oliimii iizerindeki etkileri
Seda BAYKAL
D.E.U. Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dah Inciralt/IZMIR
seda.baykal @deu.edu.tr

Programli hiicre 6liimiiniin mekanizmalarini iyi anlamak, bu mekanizmalardaki
herhangi bir bozukluk sonucu olusabilecek hastaliklara kars1 gelistirilecek ilaglar ve
tedavi yaklagimlarini belirlemede 6nem arz etmektedir. Giiniimiizde apoptozdan bagka
nekroptoz, otofaji gibi farkli programli hiicre 6liim tipleri tanimlanmstir. Kronik myeloid
losemilerde (KML) bir tirozin kinaz olan BCR-ABL kimerik gen iiriiniiniin
programlanmis hiicre 6liimiine karg1 hiicrelerde direng¢ olusturdugu ilk 1990’11 yillarin
sonlarinda ortaya konulmus ve takip eden yillarda yapilan ¢alismalarda dogrulanmustir.
KML tedavisinde kullanilan Imatinib de dahil ¢ogu kanser ilacinin molekiiler etki
mekanizmalari en ¢ok bilinen programli hiicre 6liimii olan apoptotik yolakta ¢alisilmistir.
Bahsi gecen diger programli hiicre oliim tiplerindeki etkilesimler ise heniiz agiklik
kazanmamustir. Genel olarak KML biyolojisi ve tirozin kinaz inhibitorleri ile tedavisinde
diger programlanmus hiicre oliim sekillerinin roliinii arastirmayr hedeflemektedir. Bu
amagcla burada sunulan yiiksek lisans tezi kapsaminda direngli bir kronik myeoid 16semi
alt hiicre hattinin iiretilmesi planlandi. Imatinib direncli bir hiicre hatti, KML ve tedavisi
ile ilgili laboratuar aragtirmalarna biiylik katki saglayacaktir. Ne yazik ki bu tiir
tanimlanmig diren¢ mutasyonlarimi tasityan bir hiicre hatti bulunmamaktadir. Bu tiir
arastirmalar literatiirde mutasyon igeren bir BCR-ABL klonunun daha ¢ok fare hiicre
hatlarina transfeksiyonu ile yapilmaktadir. Tamimlanmis mutasyonlarla Imatinib’e direng
ozelligi gosteren bir KML hiicre hatt1 olusturmanin biiyiik yararlar1 olacagi goriilmiistiir.
Tez ¢aligmasi kapsaminda K-562 hiicre hatt1 giderek artan ila¢ dozlarina maruz birakildi.
Bunun sonucunda ilaca diren¢ kazanan hiicrelerin zaman igerisinde klonal se¢ilim yoluyla
hayatta kalip iiremesiyle K-562 Imatinib direncli alt klonlar iirettildi. Imatinib direnci
annexinV akim sitometrisi ve kaspaz-3 aktivasyon tayini ile dogrulandi. Direncli ve

kontrol hatlarinda otofaji belirtegleri incelendi.

Anahtar kelimeler : KML, otofaji, Imatinib direnci



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 Inciralt/IZMIR
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 Imatinib 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. Imatinib 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, Imatinib-resistance



1. GIRIS ve AMAC

Kronik miyeloid 16semide (KML) olgularinin % 90’dan fazlasinda 9 ile 22 no’lu
kromozomlarin uzun kollar1 arasindaki dengeli translokasyon sonucu olusan Philadelphia
kromozomu (Ph) izlenir. Bu translokasyon sonucunda 9q34’de yerlesik ABL geni ile
22q11°de yerlesik BCR genleri kimerik bir gen olusturur (BCR/ABL). Gen iiriinii Ber-abl
hiicreye siirekli bir yasam sinyali saglarken; hiicreleri apoptozdan korumaktadir. BCR-
ABL pozitif hiicrelerde gozlenen apoptoza direng, KML’nin kronik fazinda gozlenen
miyeloid hiicre kompartmanimin agir1 geniglemesinden sorumlu mekanizmalardan biri
olarak tarif edilmektedir. Son yillarda KML tedavisinde kullanilan ve bir Bcr-Abl kinaz
inhibitorii  olan Imatinib mesylate BCR-ABL pozitif hiicrelerde apoptozu
tetikleyebilmektedir. BCR-ABL gen liiriiniiniin programlanmig hiicre o6liimiine kars1
hiicrelerde diren¢ olusturdugu ilk 1990°l1 yillarin sonlarinda ortaya konulmus ve takip
eden yillarda yapilan ¢alismalarda dogrulanmistir. Ancak bu calismalar yapildigi zaman
molekiiler mekanizmalar1 kismen bilinen tek programl hiicre 6liim sekli apoptozdu.
Giintimiizde ise farkli programlanmig hiicre 6liim tipleri tammlanmistir. Amacimiz KML
biyolojisi ve tirozin kinaz inhibitorleri ile tedavisinde bir bagka programlanmis hiicre
olim sekli olan otofajinin roliinii arastirmaktir. Arastirma Onerimiz BAP projesi
kapsaminda kabul gormiistir (Proje no: 2009.KB.SAG.029). Arastirma projemizde
Imatinib’e duyarli ve direncli KML hiicre hatlari kullanilarak, Imatinib varliginda
otofajik gen ifadelerindeki degisiklikleri gerek protein gerekse mRNA diizeyinde
gostermek; buna ek olarak Imatinib sonucu gergeklesen hiicre dliimiiniin apoptotik ve
otofajik fraksiyonlarin1 goreceli olarak mikroskobik yontemlerle kantite etmeyi
hedeflemekteyiz. Bu baglamda bu yiiksek lisans tezi dahilinde oncelikle kronik myeloid
16semi K-562 hiicre hattindan direnc¢li bir alt klon iiretiminin ve karakterizasyonunun

yapilmas1 amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. LOSEMILER

Losemiler kemik iliginin neoplastik hiicrelerle diffiiz replasman ile karakterize
hematopoetik kok hiicrelerin malign neoplazmlaridir. Kanserin baslangic bolgesi kemik
iligidir. Genellikle 16semik hiicreler kana dokiiliir ve kanda yiiksek sayilara ulagirlar. Bu
hiicreler aym1 zamanda karaciger, dalak, lenf nodlar1 ve viicuttaki diger dokulara invaze
olurlar. Geleneksel olarak 16semiler tutulan hiicre tipi ve hiicrelerin olgunluk derecesine
gore siniflandirilir. Buna gore akut losemiler denilen grupta blast adi verilen
olgunlagmamis hiicre kompartimaninin agir1 ¢ogalmasi goriiliir. Kemik iligini kaplayan ve
siirekli cogalan blastik hiicreler olgunlasamamaktadir. Sonugta kirmuzi hiicreler,
graniilositler ve trombositler gibi olgun myeloid hiicreler zamanla kaybolmaktadir ve
tedavi edilmedigi takdirde hastay1 hizla 6liime gotiirmektedir. Kronik losemiler grubunda
ise hiicreler farklilasma kapasitesini tasimakta fakat bunu yetersiz ve diizensiz olarak
yerine getirmektedir. Kemik iligi megakaryosit prekiirsoleri, garip goriiniislii blastlar,
graniilsiiz megakaryositler gibi anormal hiicre popiilasyonu ile kaplidir ve hastalik
oldukga yavag bir seyir gosterir. Akut ve kronik losemilerin lenfoid progenitorlerin
tutulumuyla lenfositik, myeloid/eritroid progenitorlerin tutulumuyla myeloid (myelositik)
olarak adlandirilan iki tipi vardir. Boylece basit bir siniflandirmayla 16semilerde dort ayri
grup ortaya cikmaktadir: akut lenfositik 16semi (ALL), kronik lenfositik 16semi (KLL),
akut myelositik 16semi (AML), kronik myelositik 16semi (KML) (30).

Hematopoetik hiicreler kemik iligindeki kok hiicrelerin farklilagsmasiyla meydana
gelir. Bu farklilasma ve hiicre ¢ogalmasi kemik iligindeki stromal hiicreler ve hiicredisi
matriks tarafindan kontrol edilir. SCF, I1L-3, IL-6, IL-2, eritropoetin gibi biiyiime

faktorleri yardimiyla hiicreler giderek 6zellesmis karakter kazanirlar (Sekil 1).
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Sekil 1: Hematopoetik kok hiicreden hematolojik komponentin farklilagmasi (Dr. Jeff

Drew’un izniyle)

Kromozom sayisindaki artiglar veya kromozom kayiplar1 gibi anomalilerin yani
sira Ozgiil translokasyonlar dikkat ¢ekicidir. Bu translokasyonlar iki sebeple kansere yol
acar: proto-onkogen aktiflesmesi gerceklesir veya iki gen translasyon bolgelerinden
birleserek yeni bir fiizyon proteini meydana getirirler ve bu protein tiimor gelisiminde rol
oynar. Genellikle cogu kanserde oldugu gibi ilerleyen evrelerde genetik ve epigenetik
anomaliler birikmeye devam eder (6).

Tezimizde model olarak kronik myeloid l6semi hiicre hatti kullandigimizdan,
molekiiler mekanizmalar1 daha iyi anlayabilmek adina ilerleyen boliimlerde KML ile ilgili

gerekli bilgiler verilmistir.
2.1.1. Kronik Myeloid Losemi (KML): Tamim ve Klinik
Kronik myeloid 16semi, olgunlasmamis myeloid, megakaryosit ve eritroid

hiicrelerin asir1 ¢ogalmasiyla karakterize hematopoietik kok hiicre hastaligidir. Tiim

16semilerin %15



kadarini olusturur ve yillik insidans1 100.000/1-2 olarak izlenmektedir. Erkeklerde daha
sik gozlenmekte olup; ortalama goriilme yas1 45-55’dir. KML insidansi yasla birlikte artis
gosterir. Hastalarin %30’u 60 yas iistiindedir. KML vakalarin ¢ok az bir yiizdesi (yaklasik
%3 kadar1) ¢ocukluk caginda gozlenir (1). Mutasyonlar germ hiicre hattinda olmadigindan
kalitim riski sifirdir.

KML klinik ac¢idan trifazik ozellik gosteren bir hastaliktir. Kronik faz 6zellikle
miyeloid kompartimaninin kontrolsiiz genislemesiyle karakterizedir. Hiicre olgunlagsmasi
(matiirasyon), duraklama (arrest) veya farklilasma (diferansiyasyon) siirecleri atlanarak
devam eder. Hastalik anemi, splenomegali, hepatomegali, terleme, kilo kaybi1 gibi
sistemik bulgularla ortaya c¢ikar. Hastalik kemik iliginin normal diploid elemanlarinin
yerine, asamali olarak kontrol mekanizmalarina duyarsiz, olgun myeloid hiicrelerin
gecmesi ile karakterizedir. Tedavi edilmeyen olgularda zaman icerisinde progresyon
gozlenir. Ek somatik mutasyonlarla hiicreler farklilasma yeteneklerini  giderek
kaybederler. Hastalik ilerledik¢e, baslangicta gozlenen 16semik hiicre / normal hiicre
orani, 16semik hiicrelerin lehine artar. (8) Hastaligin akselere fazi ve akut 16semi tablosu
gosteren blastik fazi izlenir. Akselere faz hastanin tedaviye yanitinda azalma, anemi ve
bazofili ile karakterizedir. Bazi hastalarda kronik fazdan direk blastik faza gecis
goriilebilir. Blastik fazda hiicreler artik
kontrolsiiz ¢ogalmakla birlikte hiicre Oliimiine diren¢ gostermektedir. Bcr-Abl asin
tretimi, artmug EVII gen iriinii, RB1, CDNK2A, TP53, pl6 gibi tiimor baskilayici
genlerde mutasyonlar ve kromozom instabilitesi gozlenir (6). Akut 16semilerde blast
krizindeki hastada tiim hematopoetik serilerin tutulumu izlenebilmektedir. Tedavi
edilmedigi takdirde tiim organlarda blast birikimi gozlenebilir. Hasta enfeksiyon,
hemoraji, akciger veya beyin trombozu vb. nedenlerle 3-6 ay icerisinde kaybedilir (2).
Hastalifin olusumunda etkili olan birincil genetik degisiklikler hastalifi tasiyan tiim
bireylerde benzer olmakla beraber, bireylerin farkli prognoz ve tedavi yanitlar1 ikincil
mutasyonlara baghdir. Hastaligin ilerlemesinde sitogenetik degisiklikler gdzlenmektedir.

Prognozu daha iyi anlamak adina KML sitogenetigine deginilecektir.



2.1.2. Kronik Myeloid Losemi: Sitogenetik

1960 yilinda Nowell ve Hungerford tarafindan tanimlanan KML, insanlarda
spesifik bir kromozom anomalisi ile iligkisi tespit edilen ilk hastaliktir. Tlk tanimlandig
sehrin ismini alan Philadelphia kromozomu (Ph) KML vakalarinin % 90’dan fazlasinda
sitogenetik analiz ile tespit edilir (1). Bantlama tekniklerinin heniiz gelismedigi bu
donemde Ph kromozomu kisalmis bir 21. kromozom olarak kabul gormekteyken,
ilerleyen tekniklerle s6z konusu derivasyonun bir delesyon degil 9. ve 2.. kromozomlar
arasinda dengeli bir translokasyon oldugu anlagsmistir (9) (Resim 1). Bu translokasyon
sonucunda 9. kromozomun q34.1 bandinda yerlesik ABL proto-onkogeni ile 22.
kromozomun q11.2 bandinda yerlesik BCR geni 22. kromozomda lokalize BCR-ABL, 9.
kromozomda ABL-BCR olmak iizere iki kimerik gen olusturur (Sekil 2). 22.
kromozomda olusan BCR-ABL kimerik genin iiriinii KML’de 16semik fenotipin
gelismesinden sorumludur. Ber-Abl onkoproteini hiicre ¢ogalmasini tetikleyen sinyal
yolaklarin1 aktive eder, apoptozu durdurur, hiicre adezyonunu azaltir, hiicre
olgunlagmasini engeller ve olgunlasmamis hiicrelerin kana salinmasina neden olur (6).

Ayrintili bilgi ileriki boliimlerde verilecektir.
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Karyotype: 46,XX1(9;22)(q34,911.2)
Resim 1: KML tanist almis bir olgunun kemik iliginden G bantlama ile
hazirlanmis karyotipi. Derive 9 ve 22. kromozomlar ok ile gosterilmistir.

(http://www.roswellpark.org/specialized-services/pathology/cytogenetics)
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Sekil 2: (9;22)(q34;q11) resiprokal translokasyonunun gematik anlatimi
(Expert Reviews in Molecular Medicine, 2003, Cambridge University Press)

Klasik Ph(+) KML olarak tanimlanan kronik fazda karsilagilan tek kromozomal
anomali t(9;22)’dir. Vakalarin %5-10’unda molekiiler olarak Bcr-Abl onkoproteinini
tagirlar ve varyant translokasyonlar gozlenmistir (10,11) .

Kronik fazdaki hastalarin hemen hepsi t(9;22)(q34;q11) translokasyonunu tasirken
blast krizdeki hastalarin %60-80’1 ikincil genetik anomali tasimaktadir. Bu anomaliler
rastlantisal degildir. Ozellikle +8 (vakalarin %34’iinde), +Ph (%30), i(17q) (%20), +19
(%13), -Y (erkeklerin %8’1), +21 (%7), +17 (%S), ve - 7 (%5) en sik goriilen
anomalilerdir. Blast krizindeki Ph pozitif hastalarin yaklasik %71°1 +8, +Ph, i1(17q) ve
+19 anomalilerinin en az birini tasimaktadirlar. KML’nin karyotipik evrimindeki bu
degisimlere major yol denilmektedir. 1p36, 3p21, 5q13, 6p21, 9922, 11q13, 12p13,
17p13, 17921, 17925, 19q13, 21922, 22q12, ve 22q13 gibi rastlantisal olmayan varyant
translokasyonlar da gozlenmektedir. Hemen her kromozomun katildigi anomaliler
KML ' nin karyotipik evriminde minor yol olarak adlandirilmaktadir. Fakat 6zellikle +17, -
17, -Y, +21 minor yolda dikkat c¢ekicidir. Ayrica hastanin gordiigii tedavi siireci ve

kullanilan ilaglar ikincil anomalilerin olusum siirecinde etkili oldugu goézlenmistir (11,12).



2.1.3. Kronik Myeloid Losemi: Molekiiler Biyolojisi

Reseptor olmayan bir tirozin kinazi kodlayan Abelson protoonkogeni (ABL)
9q34°te, bir fosfoproteini kodlayan “breakpoint cluster region” geni (BCR) 22ql1°de
yerlesiktir. Philadelphia kromozomunun olusumu sirasinda ABL geni intron 1’den
kirlmistir. BCR geninde ise kirilma noktalar ii¢ bolgede kiimelenmistir (2). Kromozom
tizerindeki bu kirilmalar ABL geninde Ib ekzonu Oncesi ve la ekzonu sonrasinda herhangi
bir bolgede veya daha siklikla bu iki ekzonun arasinda gerceklesir. Bunun tersine adindan
da anlagildid1 gibi BCR genindeki kirilmalar genellikle ii¢ bolgeyle sinirhidir (Sekil 1) (3).

Detayl bilgi ileriki boliimlerde verilecektir.

2.1.3.1 ABL

Bugiine kadar Abl ve Bcr proteinlerinin fizyolojik islevleri giderek aciklik kazansa
da tam olarak tammlanamamigtir. Insanda c-Abl protoonkogeni Abelson fare 16semi
viriisiinde (Abelson Murine Leukemia Virus) bulunan v-ABL’nin homologu olarak
bulunmustur. 9 nolu kromozomun 34 bandinda, 230 kb uzunlukta olup, 11 tane ekzon
icermektedir. Hem sitoplazma hem de nukleusta saptanan ama daha ¢ok nukleusa lokalize
olan 145kDa bir reseptor olmayan kinaz proteini kodlar. Gen tiim normal insan
hiicresinde ifade bulur. Abl proteininin hiicre dongiisii, DNA onarimi, stres yanitlari,
integrin sinyali iletimi, noral gelisim ve apoptoz siire¢lerinde hiicre i¢i ve hiicre dis1
sinyallerin diizenlenmesinde rol oynadig1 gosterilmistir.

Ekzon 1, 1a ve 1b olarak adlandirilan iki alternatif form barindirir. Bu ekzonlari
farkli promotor bolgeleri yonetir. Hangi ekzonun ifade edilece§ine bagh olarak 6kb ve
7kb olmak {iizere iki farkli transkripsiyon {iiriinii vardir. Bu iki mRNA farkli N-
terminallere sahip proteinler kodlar. Bu izoformlar Abl (Abll) ve Arg (Abl2) olarak
adlandirilirlar. N-termianlinde Src kinaz homoloji (SH) alanlar1 olduk¢a korunmustur.
Buna karsilik C-terminalde farkliliklar gosterilmistir (Sekil 3). Abl’'nin C-terminalinde
niikleer lokalizasyon sinyali (NLS), niikleer ¢ikis sinyali (NES) ve DNA baglanma
bolgesinin  varlifina karsin Arg’de bu motiflerin yoklugu, Abl’nin hem niikelus hem
sitoplazmada barinirken Arg’nin yalmz sitoplazmada barindigin1  gostermektedir

(3,13,14).



NLS Binding sites for:

/ \\ DNA G-actin  F-actin
i

t 1t NES

PXXP motifs
(SH3 Domain Binding Sites) Binding sites for:

l l l F-actin microtubules  F-actin
At 7.

Sekil 3: Abl ve Arg kinazlarin yapisal alanlar1 (Ref. 13)

Proteinin SH1 alam tirozin kinaz aktivitesi barindirirken, SH2 ve SH3 alanlari
diger proteinlerle iligki kurar. Aktin baglanma bolgeleri hiicre-hiicre etkilesimlerinde ve
hiicre iskeletinden niikleusa sinyal iletiminde rol oynar. AblI’'nin DNA’ya baglanma
yetenegi cdc-2 fosforilasyonu ile diizenlenir. DNA’ya baglandiktan sonra kinaz alani
(domain) (SH1) ile yakinda bulunan diger proteinleri fosforilleyerek transkripsiyonu
uyarir. Abl’nin aktivasyonu hiicrei¢i ve hiicredisi uyaranlarla kontrol edilir. Aktif veya
inaktif formunu almasi diger molekiillerle olan etkilesimlerine baghdir. Aktif form SH3-
SH2 alanlarindaki tirozin rezidiilerinin fosforilasyonu ile saglanir. Bu proses
otofosforilasyon veya CDC ailesi gibi fosfatazlarla gergeklesebilir. Molekiiliin inaktif
edilmesi de yine protein-protein etkilesimlerine baghdir. Abi-1 ve Abi-2 (Abl interaction
protein 1 ve 2) SH3 alanlarinin inhibisyonundan sorumludur. Abl aktitken Abi -1 ve Abi-
2 proteozom yikimina ugramaktadir (3,13).

c-abl hiicre dongiisiinde onemli bir rol oynar. Cdc-2 tarafindan fosforillenmesi,
gerek siklin D1 gerek RB1 proteiniyle olan etkilesimi bu goriisii desteklemektedir. c-
Abl’nin kinaz aktivitesinin diizenlenmesi, baskilayici proteinlere baglanmak suretiyle
gergeklesir. c-Abl’nin agir1 ifadesi hiicre dongiisiiniin G1 evresinde durmasina neden olur.
c-Abl hiicre ¢ogalmasinda negatif diizenleyici bir role sahiptir. Brc proteini ile fiizyonu

sonucunda pozitif etkili bir diizenleyiciye doniismektedir (15).
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2.1.3.2. BCR

[lk yillarda Ph(+) hastalarda yapilan aragtirmalarda 22. kromozomun ql1
bolgesindeki kiriklarin 5.8 kb’lik bir alanla siurlt oldugu gosterilmistir. Kiriklar intron
diziler icerisindedir. Bu bdlge ¢ok sayida kirilma igerdiginden “breakpoint cluster region”
(bcr) adim almugtir. Daha sonraki ¢alismalar bu 5.8 kb’lik alamin bir genin (BCR) orta
bolgesinde barindigim gostermistir. BCR 5°-3" yoniinde, 5’ ucu sentromere yakin
yerlesiktir. 130 kb alan kaplayan, 23 ekzon barindiran bir gendir. Ik tanimlanan kirilma
bolgesi major-BCR (M-BCR), ikinci tanimlanan gen bolgesi ise mindr BCR (m-BCR)
olarak adlandirilir. Daha sonralart mikro BCR (u-BCR) denilen islevi heniiz tam olarak
anlagilamamig bir bolge daha tanimlanmistir. G-C agisindan zengin 5° ucundaki
“untranslated” bolge Ph kromozomunun olusumu i¢in 6nemlidir. Ciinkii bu prosesi BCR
geninin promotor bolgesi regiile eder. Transkripsiyonun baglangi¢c noktasindan 1 kb
yukar1 yonde CAAT ve TATA kutularimin (transkripsiyon faktorlerinin baglanma
bolgeleri) islev gordiigii promotor bolgesi tanimlanmistir.

Yapilan ilk ¢aligsmalarda ortaya konan ekzon 1, ekzon 2 ve onlar1 ayiran 68kb’lik
intron bolgesinin, alternatif ekzon 1 ve alternatif ekzon 2 olacak sekilde diizenlenmig
oldugu ortaya konmustur. Dolayisiyla 4.5 kb ve 7.0 kb uzunlugunda iki m-RNA
transkripti bulunur. 165kDa ‘luk ayni stoplazmik proteini kodlarlar. Ber proteini tiim
hiicrelerde ifade bulmakla birlikte insan ve fare dokularinda yapilan calismalarda en ¢ok
beyin ve hematopoeik hiicrelerde ifade edildigi gosterilmistir. Ber proteini Oncelikli
olarak myeloid farklilasmasinin ilk evrelerinde yogun bi sekilde ifade bulurken
farklilagsmanin ilerleyen basamaklarinda ifadesi azalir. Ber-Abl proteini siirekli yogun
ifade edildiginden myeloid kompartimanin farklilasma basamaklarinda sorun olusur. Ber
proteininin sitoplazmik yerlesimi oldugu bilinmektedir. Fakat son zamanlarda yapilan
calismalarda mitotik DNA’ya, 0zellikle yogun heterokromatine baglandig1 gosterilmistir.
Bununla birlikte XBP gibi DNA tamirinde gorevli proteinlerle iliskide oldugunu gosteren
calismalar da vardir (3,16).

Proteinin ilk ekzonu, bilinen tiim Bcr-Abl fiizyon proteinlerinde mevcuttur. Bu
bolge serin/treonin kinaz alani, iki adet SH2 bdlgesi ve oligomerizasyon alani barindirir.
Ayrica bu bolgenin serin/treonin rezidiilerinden fosforillenmis oldugu gozlenir. Bcr-abl
flizyon proteininin otofosforilasyonu da gercekte Bcr iizerindedir. Hidrofobik rezidiiler

barindiran oligomerizasyon alani proteinin diger proteinlerde baglanmasinda islev goriir.
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Bu bolgedeki mutasyonlar Ber’nin Ber-Abl ile olan baglantisim zayiflattigr gibi tirozin
aktivitesini de diigiiriir. Bcr, Ber-Abl’nin F-aktin’e baglanma kapasitesini arttirirken
bolgedeki delesyon Bcr-Abl'nin actin’e baglanmasini engeller. Bu nedenle Bcr-Abl’in
lokalizasyonunda bu bolge kritiktir. Proteinin merkez bolgesi, sinyal iletimi, sitoiskelet
organizasyonu, hiicre biiyiimesinde rolii olan G proteinlerinin negatif regiilatorii olan GEF
proteinleriyle homoloji gosterir. C-terminalinde Rac ve Rho GTPazlarin1 diizenlemekte
gorevli guanozin-trifosfat aktive edici alam1 (GAP) , Ras ailesi iiyelerinin
diizenlenmesinde rol oynayan bir GDP-GTP degisim alam1 ve diger proteinlerle
etkilesimlerinde rol oynayan “coiled-coil” motifi bulunur (Sekil 4). Bu bilgiler 1s18inda
GTP-baglama 0zelligi ve fosforilasyon aktivitesi Ber'nin sinyal ileti yolaklarinda islevi

oldugunu gostermektedir (2,16).

Oligomerization
Domain
Serine/Threonine
Kinase Domain GEF Domain RacGAP Domain
v v o ' v v

L

Y177 Phosphoserine

Sekil 4: Ber proteinin gematik gosterimi. Islevsel bolge, ekzon 1 karsiligi ona

101000010/ @ B HELE TEE B D3

serin/treonin kinaz alani, GEF alan1 ve karboksil ucundaki GAP alanini icerir. SH2
baglanma bdlgeleri ayrica ekzon 1 iginde gosterilmistir. Grb2 117. pozisyondaki
fosfoprotein ile, BAP1 fosfoserin ile SH2 alanina baglanir. GEF alam1i DNA onarim

proteini olan XPB ile etkilesime girer.
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2.1.3.3. BCR-ABL:

KML, 22. kromozomda BCR-ABL fiizyon geninin olusumu ile sonug¢lanan 9. ve
22. kromozomlar aras1 resiprokal translokasyon ile karakterizedir. ALL ve AML
hastalarinda da %35 oraninda bu translokasyonun goriildiigii bilinmektedir.

Fiizyon sirasinda ABL’in 3’ ucu BCR’in 5’ ucuna eklenir. Bu konfigiirasyon
fiizyon genini BCR promotorunun kontroliine sokmaktadir. BCR ve ABL genlerinin her
ikisi de Alu sekanslart icerir. Genler arasindaki bu yeniden diizenlenmeler sirasinda
cerceve mutasyonu gozlenmez. “Open reading frame” korunmaktadir (20).

9. kromozomda ABL genindeki kirik 200kb’lik oldukg¢a biiyiik bir alanda
gerceklesir. ABL genindeki kirik bazi hastalarda 5° ucta iki alternatif ekzon (la-1b)
arasinda bazi hastalarda ilk intronun i¢inde gergeklesir. 22. kromozomdaki kirilma bolgesi
M-ber’de €12-16’y1 (b1-bS) barindiran 5.8 kb’lik bolgedir. Kirtk BCR’1n ilk intronundan
oldugunda (m-bcr) transkript (ela2) 7.0 kb, M-bcr bolgesinde oldugunda transkript 8.5 kb
boyutundadir. M-bcr bolgesinde ABL geninin 2 ekzonuyla birleserek iki farkli kimerik
tiriin veren Ozellikle iki kirilmaya rastlanir. Bu kirilmalar el13-e14 veya el4-el5 arasinda
gergeklesir. b2a2 (el3a2) ve b3a2 (el4a2) BCR-ABL transkriptleri olusur. b2a2, b3a2
transkriptinden 75kb (22 aminoasit) daha biiyiiktiir. Her iki transkript de 210kDa’luk aktif
protein kinazi kodlar. ABL’nin 2. ekzonu tiim BCR-ABL transkriplerinde barinmaktadir
(16,17). BCR geni igerisinde p-ber bolgesindeki kirk e19-e20 arasinda gergeklesir. BCR
ABL’e la ve a2 intronlarindan fiizyon yapar, el9la ve el9a2 transkriptleri olusur.
230kDa’luk proteini kodlar (Sekil 6). Bu kirnlma KML hastalarinda ¢ok nadir olarak
gerceklesir (tespit edilmis 15 hasta) (21).

BCR-ABL transkripti her ne kadar I6semilere has goriinse de t(9;22)
translokasyonunun saglikli insanlarda da gerceklestigi ileri PCR teknikleriyle
gosterilmistir. Bu durum hiicre dongiisii sirasinda iki kromozomun ¢ok yaklastigr S
fazindan G2 fazina gegerken gergeklestigi ve hatanin immiin sistem tarafindan algilandig1
diistiniilmektedir (17).

9. ve 22. kromozomlar arasindaki resiprokal translokasyon sonucu derive 9’da
bulunan ABL-BCR geninin son yillara kadar KML patogenezinde rolii olmadig: ileri

stirtilmiigtiir.
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ABL-BCR geninden transkribe olan iiriinlerin (albb3- p40 ve albb4-p96) KML’deki rolii
heniiz tam olarak a¢i8a kavusmamustir. Fakat yeni yapilan in vitro ¢alismalarda p210
Bcer-abl gibi 16kemojenik oldugu, p210 un aksine hematopoeik kok hiicrelerin
cogalmasinda etkili oldugu gosterilmistir. Ayrica albb3 ve albb4 transkriptlerinin CD4+

ve CD8+ T lenfositlerinde HLA-A?2 tarafindan sunuldugunu gosteren calismalar vardir

(18,19).

Genes Proteins
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Sekil 5: ABL ve BCR gen kirilma bdlgeleri ve bazi farkli kirilma bolgelerinin

kodladiklar1 olas1 Bcer-Abl fiizyon proteinleri. BCR geninde ekzon 1’ ve 2 ilk intron
icinde alternatif ekzonlardir. ABL geninin sirasiyla 1b ve la olarak iki alternatif ilk
ekzonu vardir. Tanimlanmis flizyon transkriptlerinden kodlanan c¢esitli proteinler
gosterilmistir.  ( Boyutlart  verilmemis olan proteinler heniiz jel {zerinde

gosterilememistir.) (Ref. 17)

Bcer-abl kimerik proteini proteini 210 kDa boyutundadir (u-ber bolgesi barindiran
transkript 230kDa’dur). Abl kisminda SHI1, SH2 protein interaksyion bolgesi, aktin
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baglanma bolgesi ve Ber kisminda fosfoserintreonin sekanslart ve tirozin barindirdan
coiled-coil motifi proteinin islevinde Onemlidir. Yapisal tirozin kinaz aktivitesi ¢ok
artmistir. Abl’in aksine sitoplazmada lokalizedir. Ber-abl bir ¢ok sitoplazmik substrat
fosforile eder, biiyiime ve farklilasmayr ve muhtemelen hematopoetik hiicrelerin
adezyonunu kontrol eden sinyal yollarim1 aktive eder. STAT (signal transducers and
activators of transcription) molekiillerini; GRB-2 ve Crkl gibi Ras aktive edici adaptor
molekiiller araciligiyla da mitojenik sinyal yolaklarin1 aktive ederek, hiicre
proliferasyonunu arttirir ve kontrolsiiz biiylimeye neden olur. Ayrica aktin molekiillerine
baglanarak paxillin, talin gibi sitoiskelet diizenleyicilerini, FAK gibi fokal adezyon
komplekslerini fosforilleyerek hiicre adezyonunu degistirir. Ber-abl hiicreye siirekli bir
yasam sinyali saglarken; STAT/Akt/PI63K molekiilleri iizerindeki etkisiyle mitokondri
tizerinden hiicrelere anti-apoptotik dzellik kazandirir ve proliferasyon artar. (Sekil 6) (3,

4,6).

BCR-ABL

Sekil 6: Bcr-Abl pozitif hiicrelerde aktive olmug sinyal yolaklari (Ref.3)

Ber-Abl  endojen  oksijen reaktiflerinin  (ROS) salimmmimi  artirarak  hiicre
dongiisiiniin S ve G1/M fazlarinda kronik oksidatif DNA hasarina, ¢ift iplik kiriklarina
dolayisiyla mutajeneze yol acar. Bircok genin kodlanan bolgelerinde (BCR-ABL de dahil
olmak iizere) tranzisyon ve transversiyonlar: indiikler. ROS salimmi ve daha once
bahsedilen DNA onarimu proteinleriyle olan iliskisiyle KML’de genomik instabilite ile

sonug¢lanan mutator fenotip ve sitogenetik anomalilerin sorumlusudur. Tiimor siipresor
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genlerindeki mutasyonlar ve bu genlerin iiriinleriyle olan iligkisi hastalifin patogenezinde
onemlidir. P16 ve pl4 gibi tiimor siipresor genlerindeki mutasyon/delesyonlar p53’iin
ifadesinde azalmaya ve G1/S fazi siklin D-cdk4/cdk6’nin inhibisyonuna yol acar. P16
homozigot delesyonu ve p53 mutasyonlar1 ¢ogu blastik krizdeki hastada gozlenmektedir
(22).

Tezimizde KML tedavisinde kullanilan Imatinib mesilat ile galisik. KML’nin

gecmisten giiniimiize tedavi yontemlerine goz atalim.

2.1.4. Kronik Myeloid Losemi: Tedavi

Uzun yillardan beri BCR-ABL kimerik gen {iiriiniiniin, hematopoetik hiicreleri
apoptotik uyaranlara kars1 korudugu bilinmektedir. BCR-ABL pozitif hiicrelerde gézlenen
apoptoza diren¢, KML’nin kronik fazinda gozlenen miyeloid hiicre kompartmaninin agir
genislemesinden sorumlu mekanizmalardan biri olarak tarif edilmektedir. BCR-ABL
pozitif hiicreler, saglikli hiicrelerde hiicre oliimiinii tetikleyen pek c¢ok kimyasal ve
radyasyon dozundan etkilenmemektedir. Uygulanan tedavi tiirii ne olursa olsun yanit
hematolojik yamit (remisyon) ve sitogenetik yanit olmak iizere baslica iki kriter ile
degerlendirilir. Hematolojik yanitta dalak biiyiikliigiiniin, akyuvar ve trombosit sayisinin
normale donmesi esas alinmaktadir. Sitogenetik yanitta ise kemik iligindeki Ph(+) hiicre
sayisinin diismesi yani Ph kromozomu tastyan hiicre klonunda azalma beklenir. KML’de
tedavi yontemlerinden birisi de allojenik kok hiicre naklidir. Fakat morbidite ve
mortalitenin yiiksek olmasi, uygun dondr bulmadaki sikintilar, verimlilik ve dayanilirhik
gibi faktorler uygulama alanimi daraltmaktadir. Kemik iligi nakli tam tedavi yontemi
olarak gosterilse de yas faktorii, uygun dondr bulunmasindaki giigliikler ve yine morbitide
ve mortalitenin yliksekligi nedeniyle yaygin bir tedavi yontemi olamamustir. Agizdan
alman busulfan ve hidroksiiire  gibi kemoterapotik ajanlar uzun yillar tedavide
kullanilmistir. Konvansiyonel tedavi anlayisi ile bir¢ok ajanin kombinasyonu denenmis,
bazilarinda %70’lere varan remisyon gozlenmistir. Fakat bu remisyonun 6-8 ay gibi kisa
siire oldugu gozlenmistir. Ayrica morbiditenin yiiksek olmasi sebebiyle bu yontemlere ilgi
zamanla azalmistir. Konvansiyonel yontemde kullamilan bir diger ila¢ lenfositlerden
salgilanan sitokin ailesi iiyesi interferon-alfa (INF- o)’ dir. INF- o ‘nin islevi tam olarak

kesinlik kazanmis olmasa da antilosemik bagisiklik cevabini arttirdigr diistiniilmektedir.
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Biyolojik bir ajanin bir kanser tiirlinii regiile edebileceginin ilk gostergesi olmasi
acisindan Onemlidir. Interferon alfa uygulanan kronik fazdaki hastalarda %70-%80
oraninda tam hematolojik, %5-%15 oraninda sitogenetik yanit gézlenmistir ve 1990’larin
sonuna kadar standart tedavi yontemi olarak kabul gérmiistiir.

1998 yilinda spesifik bir ber/abl tirozin kinaz inhibitorii olan Imatinib mesilat
(Gleevec, Glivec, STI571, Novartis Pharmaceuticals, Basel, Isvigre) bir ila¢ olarak klinik
uygulamaya girdikten sonra interferon-alfa tedavisinden daha etkili oldugu gosterilmis,
(kronik fazda %98 tam hematolojik %58 sitogenetik yanit) 2002 yilinda FDA (Food and
Drug Administration, USA) onayiyla KML tedavisinde “Imatinib Dénemi” baglamistir

(24).

2.1.4.1. Tirozin Kinaz Inhibitorleri ve Imatinib

Protein kinazlar siibstrat Ozgiinliigiine gore serin/treonin kinazlar ve tirozin
kinazlar olarak ikiye ayrilir. Tirozin kinazlar ATP’den aldig1 fosfat grubunu siibstrat
proteinin tirozin rezidiisiine baglarlar. Serin/treonin kinazlar ise siibstrattaki serin veya
treoninin hidroksil grubunu fosforiller. Abl proteininde tirozin kinaz alani, Ber
proteininde ise serin/treonin alan1 bulunmaktadir. Abl proteini reseptor olmayan tirozin
kinaz ailesine ait bir enzimdir ve Bcr-Abl onkoproteininde tirozin kinaz aktivitesinde
gozlenen artig hiicrede asint proliferasyona yol acar. O nedenle bu aktiviteyi diisiirecek,
proteine spesifik inhibitorlere ihtiya¢ vardir (23). Son 20 yildir, hiicre biyolojisi ve
molekiiler biyoloji alaninda yapilan ¢alismalar bunu miimkiin kilmustir.

1998 yilinda Imatinib; Abl tirozin kinazin ATP-yarismali inhibitorii olarak

gelistirilmistir. 2-phenylaminopyrimidine tiirevidir. Hiicre i¢inde cKit, PDGF-R (platelet-
derived growth factor receptor) ve ARG kinazlar1 da inhibe ettigi bilinmektedir (24).
Imatinib tiim hiicrelerdeki serbest c-abl iizerinde inhibisyona yol acar. Ancak saglikli
hiicreler sinyal ileti yolaklar1 agimin diger bilesenleriyle hayatta kalmaya devam eder.
Timor hiicreleri ise Ber-abl’ e bagimlidir. Ber-Abl kinaz aktivitesinin durdurulmasi hiicre
dongiisiiniin  diizenlenmesini, hiicre adezyonunu, hiicre iskelet organizasyonunu ve
apoptotik siireci tetikleyecek genlerin transkripsiyonel diizenlenmesiyle sonuglanir ve

normal hiicrelerin proliferasyonuna firsat verir (5,25).
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Imatinib genellikle iyi tolere edilir. Oral sekilde 400mg ila¢ alindiginda yarilanma
Oomrii 18 saattir. En yliksek plazma konsantrasyonu 5.4uM, en disiik plazma
konsantrasyonu 1.43uM olarak ol¢iilmiistiir (25).

Tirozin kinazlarin baglanma bdlgelerinin boyutu ve sekli baglanacak olan ligand,
ATP, ve inhbitoriin segiciligini etkiler. Kinazlarin aktivasyon halkasinin N-terminali
katalitik aktiviteyi saglarken C-terminali substratin baglanmasi i¢in zemin hazirlar.
Imatinib, abl’ye aktivasyon halkasinin N-terminali ATP-baglanma bolgesinin igine
katlanip inaktif formunu aldiginda baglanabilmektedir. Bu baglanma hidrojen ve Van der
Waals baglari ile gergeklesir.  Imatinib ve Abl kompleksinin siki molekiiler yapis,
proteinin baglanma bolgesindeki herhangi bir degisikligin bu yapiy1 bozmasiyla 6zellikle
sekonder anomaliler barindiran blast krizdeki hastalarda ilaca diren¢ gelismesine neden

olur (26).
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Sekil 7 : Imatinib’in islev mekanizmasi. Ust panel ber-abl kinaz alanina substrat
proteinin baglandigimi gosterir. Kinazin enzimatik aktivitesi ile protein fosfatlanir. Alt
panelde Imatinib kinaz alamina baglanmak igin substratla yarigir. Imatinib kinaz alania
baglandiginda substrat protein fosforillenemez ve tiimor hiicresi ¢ogalma sinyallerini
alamaz. (Loab D., Targeted therapies for sarcomas: The next generation of treatments,

ESUN, 2007)
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2.1.4.2. Imatinib Direnci ve Direncin Molekiiler Mekanizmast

Kronik fazdaki ¢cogu hastada uzun siireli remisyon gozlense de blastik krizdeki
hastalarin ¢ogunda ilaca kars1 direng gelismektedir. Bu durumda onkoprotein Bcer-Abl
Imatinib varhiginda dahi aktivitesine devam eder . Bu direng genellikle, fiizyon proteininin
ABL kinaz kismindaki ATP baglama alaninda olusan nokta mutasyonlardan ve/veya
flizyon genin amplifiye olmasindan kaynaklanir.

Mutasyonlar genellikle Imatinib’in bagladig1 proteinin inaktif konformasyonunun
aktif konformasyona doniismesi ile sonuglanir. Bazen de Bcr-Abl onkoproteininden
bagimsiz olarak niikleus igindeki farkli genetik degisiklikler hiicre proliferasyonunu
artirnyor olabilir. 8. kromozomun trizomisi nedeniyle veya blast krizindeki gen
amplifikasyonuyla MYC geninin ifadesinde de artis s6z konusudur. Ayrica albumin, alfa-
1 asit glikoprotein (AGP) gibi plazma proteinlerinin hiicre igindeki serbest Imatinibe
baglanabildikleri gosterilmistir. Bu proteinlerin miktarlarindaki artig ilacin inhibisyonuna
neden olabilmektedir (Sekil 8) (6,7). Fakat in vitro yapilan calismalarda AGP’den
arindirlmis hiicrelerde Imatinib iglevini yerine getirememektedir. Dolayisiyla plazma
proteinleri ve Imatinib arasindaki iligki tartismali olmakla birlikte direnglilikte rolii

oldugu diisiiniilmektedir (7).

So
(2L )

Additional '
Mutated a1 acid
Ber-Abl Imatinib d genetlc
‘ Ber-Abl alroraﬂon glycopratein

Sekil 8: Imatinib direncinin mekanizmasi. (a) Imatinib hiicredeki tiim Bcr-Abl
proteinini bloklamada yeterlidir. (b) Bcr-Abl'nin agir1 ifadesi 16semik hiicrelerin
Imatinibin varligma ragmen bazal diizeyde hayatta kalmasim saglar. (c) Abl kinaz
alanindaki spesifik mutasyonlar Imatinib’e baglanmay1 engeller fakat ATP baglanmasi

engellenmediginden Bcer-Abl islevine devam etmektedir. (d) genetik instabilite ikincil
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mutasyonlarla 16semik hiicrelerin ber-abl den bagimsiz ¢ogalmasini ve hayatta kalmasini
saglayabilir. (e) alfa-1 asit glikoproteinin diizeyindeki artis Ber-Abl’ e baglanacak olan

serbest Imatinib miktarin diisiirebilir. (Ref. 7)

Direngli hasta gruplarinda ve direngli hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalarda Ber-
Abl proteininde yaklasik 18 farkli pozisyonda nokta mutasyonlarina rastlanmigstir. Yapilan
calismalarda ikincil mutasyonlarin dort ana bolgede toplandigr goriilmektedir. Bir grup
mutasyon ( G250E, Q252R, Y253F/H, E255K/V) ATP’nin baglandig1 fosfat-baglanma
bolgesindedir (P-loop). ikinci grup mutasyonlar ( V289A, F311L, T315I, F317L) Van der
Waals ve hidrojen baglarmin gergeklestigi Imatinib baglanma bélgesindedir. Ugiincii grup
(M351T, E355G) katalitik bolgeye yakin mutasnyonlari igerir. Dordiiriincii  grup
mutasyonlarda (H396R/P) ise kinazin aktive/inaktive durumunu kontrol eden aktivasyon
bolgesinde oldugu bulunmustur (27) ( Sekil 9). Bunlarin arasinda abl T3151 mutasyonu,
cogu direncli klonda goriildiigiinden dikkat cekicidir. Proteinin 315inci pozisyonundaki
treoninin izoldsine doniismesi Imatinibe baglanmada anahtar rol oynar. Bu degisim
proteinin yan zincirinde hidrojen bagi yerine fazladan bir hidrokarbon grubunun
eklenmesine neden olur. Boylece Imatinib ile protein arasinda kimyasal bir uyusmazlik
meydana gelir. Bu baglamda normal Bcr-Abl'in otofosforilasyonunu engelleyecek
konsantrasyondaki Imatinib, mutant Ber-Abl’in fosforillenmesini engelleyememektedir.
T3151I, ATP afinitesini iki kat arttirmaktadir. Bu durum Abl’nin ATP baglanma
bolgesindeki mutasyonlara diren¢ kazanmasina katkida bulunur. F317, F359
pozisyonlarindaki mutasyonlarin direnglilik saglamadaki rolleri T315’e benzerdir.
Yapilan caligmalar diger mutasyonlarin proteinin tamamimin veya aktif bdolgesinin

konformasyonunu degistirerek ilacin baglanmasim engellediklerini gostermektedir (7).
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Sekil 9: A. Abl kinaz alaninda rapor edilmig nokta mutasyonlarinin bolgelere gore

dagilimi. B. Abl ve Imatinib kompleksinin ii¢ boyutlu gosterimi. (Ref. 7)
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Epigenetik modifikasyonlarin da siirece katkida bulundugunu gosteren yeni
calismalar mevcuttur. Histon olmayan proteinlerin asetilasyon paternlerindeki
degisiklikler, 16semi gelisiminde etkili olan hiicresel proliferasyonu ve apoptoz direncini
kontrol etmektedir. Imatinib rezistansinda, sinif I ve III deasetilazlart (HDAC) nin asiri
ifade edilmesinin ve bazi histon asetiltransferazlarin ifadelerindeki azalmanin etkisi
oldugu gosterilmigtir. KML hiicrelerine HDCA inhibitorii SAHA uygulandiginda birgok
proteinin asetilasyon paterninin ve apoptotik yolagin diizenini sagladif1 gosterilmistir
(28). Ancak heniiz klinik olarak uygulamaya ge¢ilmemistir.

Imatinib dozajim arttirmanin bazi direngli hastalarda ise yaradig1r gozlenmistir.
Interferon-alfa ve Imatinibin beraber kullanilmasinin yalmz Imatinib verilen hastalara
oranla tedaviye yanit verme hizinda avantaj sagladigini ayrica ilk 6 ayda sitogenetik ilk 18
ayda molekiiler yanitin sadece Imatinib kullanan hastalara gore daha iyi oldugunu
gosteren ¢alismalar da mevcuttur (29).

Imatinib direncinin goriilmesinden sonra ikinci nesil tirozin kinaz inhibitorleri
dizayn edilmistir. En sik kullanilanlar1 Dasatinib (Bristrol-Myers, New York, Amerika) ve
Nilotinib (Novartis, Basel, Isvigre)’dir. Her iki molekiil de Imatinib direnci gosteren Ph
pozitif hiicrelerde remisyon sagladig1 gosterilmistir. Dasatinib, Imatinib den farkli olarak
proteinin aktif konformasyonuna da baglanabilmektedir. Nilotinib ise Imatinib’e gore
proteine 30 kat daha selektif olarak baglanir.

Imatinib direngli bir hiicre hatt KML ve tedavisi ile ilgili laboratuar
arastirmalarina biiylik katki saglayacaktir. Ne yazik ki bu tiir tanimlanmis direng
mutasyonlarini tagtyan bir hiicre hatti bulunmamaktadir. Bu tiir aragtirmalar literatiirde
mutasyon iceren bir BCR-ABL klonunun daha c¢ok fare hiicre hatlarina transfeksiyonu ile
yapilmaktadir. Arastirma, projemizde tanimlanmis mutasyonlarla diren¢ 6zelligi gosteren
bir KML hiicre hatti ile ¢calismanin biiyiik yararlar1 olacag: goriilmiis ve boyle bir hiicre
hattinin olusturulmasina burada sunulan yiiksek lisans tezi kapsaminda karar verilmistir.
Imatinib direngli hattin olusturulmasi basamaklarina gegmeden dnce aragtirmamizin tegkil
eden devamim hiicre 6lim mekanizmalarimin incelenmesine temel olusturan bilgiler

asagida verilmistir.
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2.2 PROGRAMLI HUCRE OLUMU

Temel biyolojik bir olgu olan programli hiicre 6liimii embriyonik donemden
itibaren tiim yasam siiresince gozlenmektedir. Programli hiicre oliimii, hiicre sayisini
kontrol etmede, yanlis yerlesim goOsteren, hasarli, anormal hiicrelerin ortadan
kaldirilmasinda islev goriir. Olgun organizmalarda doku homeostazisi hiicre boliinmesi ve
programl hiicre 6liimii arasindaki dengeye baghdir. Hiicrelerin 6liim/yasam dengesindeki
bozukluklar 6nemli patolojik sonuglar dogurabilmektedir. Hiicre oOliimiiniin olmamasi
gerekirken gergeklesmesi, hiicre 6liimiiniin hizlanmasi ya da hiicre 6liimiiniin yavaslamasi
organizmanin sagligi acisindan tehlikelidir. Programli hiicre oliimiindeki yetersizlik,
genellikle erken evre kanserlerde ve kanser tedavilerine direncte karsimiza ¢ikar. Kanser
hiicreleri, kendilerini programli hiicre 6lim mekanizmalarina direngli hale getirecek
mutasyonlar barindirir. Klinikte kanser ilaglarinin cofu kanserli hiicrelerde bir veya
birka¢ hiicre 6liim yolagini tetiklemek iizere kullanilmaktadir. Ayrica kanserden farkli
olarak, iskemi/reperfiizyon hasarlar1 veya septik soklarda, aym zamanda kronik
norodejeneratif veya néromiiskiiler hastaliklarda akut hiicre kayiplariyla sonug¢lanan hiicre
Olimleri de gozlenebilmektedir. Tiim bunlar gosteriyor ki programli hiicre Oliimiiniin
mekanizmalarimi 1yi anlamak bu mekanizmalardaki herhangi bir bozukluk sonucu
olusabilecek hastaliklara kargi gelistirilecek ilaglar ve tedavi yaklagimlarini belirlemede
onem arz etmektedir (30,31).

Hiicre Oliimii Isimlendirme Komitesi (Nommenclature Committee on Cell Death-
NCCD) asagida belirtilen morfolojik veya molekiiler kriterlerin en az birinin
gergeklesmesi durumunda hiicrenin 6lii kabul edilmesini Onermektedir: (a) hiicrenin
plazma membran biitiinliiiinii kaybetmesi (in vitro kosullarda PI gibi vital boyalar ile
gosterilir); (b) hiicrenin, nukleusu da dahil bircok kiiciik par¢aya ayrilmasi (c) ve/veya
komsu hiicreler tarafindan yutulmasi. Dolayisiyla hiicre dongiisiiniin herhangi bir
basamaginda durmus hiicreler ve 6lmekte olan hiicreler (siire¢ i¢in gerekli biyokimyasal
basamaklar1 tamamlanmamus hiicreler) 6lii kabul edilmezler (32).

Hiicre 6liimii morfolojik 6zelliklerine gore baslica apoptotik, nekrotik, otofajik ve
ayrica mitotik katastrof olarak tiplendirilmigtir. Hiicre i¢i yolaklar goze alindiginda
kaspaz-bagimli ve kaspaz-bagimsiz olarak siniflandirmalar da gosterilmektedir. Kaspaz-
bagimli “klasik” apoptoz olarak tanimlanirken, kaspaz yolaklarin1 kullanmadan hiicre

olimiiniin gergeklesti8i otofaji, epitelde goriilen kornifikasyon, mitotik katastrof,
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paraptoz, programli nekroz (nekroptoz) kaspaz-bagimsiz olarak tanimlanmistir. Bu 6liim
tiplerinin hepsi ciddi sekilde hiicre i¢i yolaklar tarafindan regiile edilmektedir ve klasik
nekrozla sonuglanan tesadiifi hiicre oliimiinden ayrilirlar. Bazi kaynaklarda ii¢ biiyiik
morfolojik farka gore tip I (klasik apoptoz), tip II ( otofajik hiicre oliimii) , tip III
(programli nekroz) olarak siniflandirmalar da gosterilmektedir (32). Isimlendirmeler
konusunda gerekli detaylar alt boliimler icerisinde verilecektir. Tezimizde odaklandigimiz

baslica programli hiicre 6liim tiplerini inceleyelim.

2.2.1. Apoptoz (Tip I)

Apoptoz (apoptosis) terimi Kerr. ve ark. tarafindan ilk kez 1972’de kullamilmis ve
o giinden bu yana en ¢ok calisilmig ve yolaklar1 en iyi karakterize edilmig hiicre 6liim
tipidir.
Apoptoz yaslanmig, fonksiyonunu yitirmis, fazla tretilmis, viriisle enfekte, diizensiz
gelismis veya genetik olarak hasarli hiicrelerin, organizma igin giivenli bir sekilde yok
edilmesini saglayan ve genetik olarak kontrol edilebilen programli bir hiicre oliimiidiir.
Morfolojik olarak hiicrenin yuvarlaklagsmas1 ve biiziilmesi, “membran blebbing” ve
kromatin yogunlagmasiyla (piknozis) ve parcalanmasi (kriyohekzis) karakterizedir.
Siirecin baglamasi, hiicrenin apoptotik cisimlere ayrilip cevre hiicreler ve fagositler
tarafindan yutulmasiyla sonuglanir. Bcl-2 protein ailesi iiyeleri evrimsel olarak iyi
korunmugtur. Apoptozun meydana gelmesi igin gerekli “kaspaz”lan (sisteinil aspartat-
Ozgii proteazlar) ve mitokondri biitiinliiiinii kontrol ederek Onemli rol iistlenmislerdir
(33). Apoptoz kaspaz inhibitorlerinin varhi§inda baskilandigr gosterildikten sonra
“kaspaz-bagimli hiicre 6limii” olarak da adlandirlmistir. Kaspaz inhibitorleri her ne
kadar ¢ogu kaspaz molekiiliinii baskilasa da hiicredeki tiim kaspaz molekiilerine esit
oranda etki etmemektedir. Kaspaz inhibitorleri apoptozu baskilasa da hiicrede bir bagka
programli hiicre 6liimii gerceklesebilir. Bunun nedeni hiicre 6liim yolaklarindaki ¢ogu
molekiiliin birbiri ile baglantil1 olmasidir. O nedenle kaspaz bagimli hiicre 6liimii tanimi1
giinimiizde artik cok kabul gormemektedir (32). Konuyla ilgili detaylr bilgi ileriki

bolumlerde verilecektir.
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2.2.1.1 Apoptozun Molekiiler Mekanizmasi

Apoptozdan sorumlu hiicre i¢i mekanizmanin tiim hayvan hiicrelerinde benzer oldugu
goriilmektedir. Bu mekanizma, etkin yerinde sistein olan ve hedef proteini belirli aspartik
asitlerden kesen bir proteazlar ailesine dayanir. Bunlara “kaspaz” denilmektedir. Bugiine
kadar on kaspaz proteini tanimlanmis ve li¢ sinifa ayrilmistir: Baglatic kaspazlar (kaspaz-
2, -8, -9, -10), etkili kaspazlar (kaspaz-3, -6, -7) ve yangi kaspazlan (kaspaz-1, -4, -5).
Bunlarin disinda septik sok sirasinda apoptozu diizenleyen ve sitokin olgunlagmasini
saglayan kaspaz-11, endoplazmik retikuluma bagl apoptozda islev goren kaspaz-12,
sigirda tanimlanmis kaspaz-13 ( insandaki ortologu kaspaz-4) ve embriyonik dokularda
bulunup olgun dokularda raslanmayan kaspaz-14 tanimlanmustir (34). Kaspazlar hiicre
icinde inaktif proenzim formunda ifade edilirler. Bir kez aktive olduktan sonra diger on-
kaspazlar (pro-caspases) aspartik asitlerden keserek aktive ederler ve proteoliz silsilesinin
ilerlemesi saglarlar (Sekil 10). Aktif kaspazlar 6zgiil sitoplazma proteinleriyle, cekirdek
laminlerini de igeren ¢ok sayida anahtar proteinin doniisiimsiiz yitkimin saglarlar. Ayrica,
normalde DNA yikict enzimi (DNaz) etkisiz konumda tutan bir proteini keserek DNaz’in
serbest kalmasina ve cekirdek icinde DNA’nin par¢alanmasina neden olur. Sonug olarak
hiicre biiziiliir ve yogunlasir. Hiicre iskeleti yikilir, ¢ekirdek zarfi dagilir ve cekirdek
DNA’s1 parcalara ayrilir. Hiicre yiizeyi degiserek, komsular1 veya makrofajlar tarafindan
hizla fagosite edilebilecegi oOzellikler gosterir. BOylece hem hiicre igeriginin disari
bosalmasi sonucu hasara yol acacak yangisal yanit engellenir hem de organik bilesiklerin
sindiren hiicre tarafindan yeniden kullanilmasi saglanir (35). Bu siireci yakindan

inceleyelim.
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Sekil 10: Apoptozda kaspaz silsilesi (A) etkin olmayan kaspazlar hiicrede siklikla
kaspaz ailesinin bir diger iiyesi tarafindan proteolizle kesilme yoluyla etkinlestirilen
etkisiz bir proenzim (prokaspaz) olarak bulunurlar. (B) etkinlesen her kaspaz molekiilii
bircok prokazpazi keserek etkinlestirebilir ve bunlar daha sonra ¢ok daha fazla prokaspaz
molekiiliinii etkinlegtirirler. Baslangigcta az sayidaki prokaspaz molekiilleri (baslatici
kaspazlar) etkinleserek zincirleme biiyliyen bir tepkimeye (silsileye) neden olurlar.
Bundan sonra etkinlesen kaspazlardan bazilar1 (etken kaspazlar) ozgiil stoplazma
proteinleri, cekirdek laminleri gibi hiicresel proteinleri keserek hiicrenin denetimli

Oliimiine yol acarlar. (Ref.35)

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda apoptoz mekanizmasinda son derece karisik ve
birbirinden bagimsiz iki ana yolak tanimlanmistir (Sekil 11). Bunlar ekstrinsik (veya 6liim
reseptorii yolagi) ve intrinsik (veya mitokondri yolagi) olarak adlandirilir (35). Apoptozda

mitokondri yolagimmin yani sira Bcl-2 ailesi iiyelerinin, kazpaz-12 ve kazpaz-4’iin
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endoplazmik retikulum (ER) stresine bagh apoptotik yolakta rolii oldugu gosterilmistir.
Ca*™ ‘a bagh ER ve mitokondri iligkisi apoptozda mitokondri dinamiklerini etikiledigi
gibi otofajik yolakta da rolii oldugu bilinmektedir (35a). Bahsi gecen yolaklara ek olarak
apoptozda 0Ozellikle sitotoksik T-hiicrelerinin aktive ettigi perforin/giranzim yolaginin
varlig1 gosterilmigtir. Ekstrinsik, intrinsik ve giranzim yolaklar1 en son yikim yolagina
birlesirler ve hiicrede 6liim ger¢eklesmis olur.

Ekstrinsik yolakta hiicre Oliimii membran reseptorlerinin etkilesmeleri sonucu
gerceklesir.  Bu reseptorler timor nekroz faktor (TNF) siiper ailesine ait oliim
reseptorleridir. TNF reseptor ailesi iiyeleri sisteince zengin hiicre dis1 alani1 (domain) ve
80 aminoasitlik “Oliim alan1” denilen hiicre i¢i bolgeden olusur. Bu 6liim alam 6liim
sinyalini hiicre disindan hiicre i¢i yolaklara iletmede kritik rol oynar. Bugiine kadar
FasL/FasR, TNFo/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 (TRAIL/TRAIL-1) ve Apo2L/DR5
(TRAIL/TRAIL-2) reseptorleri tanimlanmugstir. Ekstrinsik yolagin en iyi modellemesi
FasL/FasR ve TNFoa/TNFR1 iizerinde gosterilmigtir. Reseptor ligand etkilesimi
gerceklestikten sonra hiicre i¢i adaptor molekiillerle trimer olusumu gergeklesir. Fas
ligandin Fas reseptoriine baglanmasi adaptor protein FADD’in baglanmasiyla, TNF
ligandinin TNF reseptoriine baglanmasi FADD ve RIP varlifinda adaptor protein
TRADD’1n baglanmasiyla sonug¢lanir. Fas-iligkili yolakta FADD daha sonra 6n-kaspaz-8
ve/veya kaspaz-10’un 6liim alam ile dimer olusturur. Bu birlesme Onkaspaz-8 ve/veya
onkaspaz-10’un otokatalitik aktivitesini baglatir. Kaspaz-8 aktive olmasi apoptozun yikim
(execution) evresini baglatir. TNF-iligkili yolakta daha karmasik iki kompleks olusur.
Plazma membraninda kompleks-1, TNFR1, TRADD, TRAF2, RIP1, cIAP1 ve cIAP2
proteinlerinin birlesmesiyle meydana gelir. TNFR1’in endositozunu kompleks-2’nin
olusmas: takip eder. Kompleks-2 daha once Fas yolaginda belirtilen kaspaz-8/-10 ‘un
otokatalitik aktivitesiyle sonuglanan siirecle analogtur. Kaspaz-8/-10 aktivasyonu,
Onkaspaz-3, -6, -7’nin aktive edilmesiyle sonuclanir, substrat yikimlar1 baglar ve hiicre
apoptotik oliime gider. RIP1 proteinin kompleks-1 de aktif veya inaktif olmasinin
programli hiicre 6liimlerinin regiilasyonunda 6nemli rol oynadigini gosteren ¢alismalar
vardir (Sekil 11) (33, 34).

Intrinsik yolak DNA hasari, sitotoksik artiklar gibi cesitli hiicre ici uyaranlarla aktive
olur Memeli hiicrelerinde, hiicre i¢i proteinlerinden Bcl-2 ailesi iiyeleri mitokondride
gorev yapar ve On kaspazlarin etkilesmesinin diizenlenmesinde etkilidirler. Mitokondri

biitiinliigiinde ve bir elektron tastyici protein olan sitokrom ¢ saliniminda diizenleyici rol
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oynarlar. Bax ve Bak gibi apoptotik iiyeler hiicre stres altindayken mitokondriden
sitokrom ¢ ‘nin salimmni tetiklerken, Bcl-2 ve Bcl-XL gibi anti-apoptotik iiyeler
sitokrom ¢ salintmin1 kismen durdurarak apoptozu engellerler. Hiicresel stres sirasinda,
Bcl-2 homolog 3 (BH-3) proteini aktive durumdadir ve anti-apoptotik iiyeleri baskilarlar.
Sitokrom ¢ ‘nin apoptozdaki gorevi; Onkaspazlari etkinlestiren Apaf-1 molekiiliiniin
aktive olmasini saglamaktir. Sitosolde sitokrom c, Apaf-1’e baglanir ve apoptozom
denilen, ¢ok alt tiniteli Apaf-1/Kaspaz-9 kompleksinin olusumunu tetikler ve kaspaz-9
aktive edilir. Kaspaz-9 asag1 yondeki kaspaz-3, -6, -7 efektor kaspazlarim keser ve aktive
eder. Boylelikle Apaf-1, daha dnceden de bahsedildigi gibi 6nkaspazlarin aktive olmasina
ve geri doniisiimsiiz olarak bir kaspaz kaskadinin baglamasina ve dolayisiyla hiicre
oliimiiniin gerceklesmesine neden olur ($ekil 11) ( 33,35). Ayrica ekstrinsik yolakta sozii
gecen kaspaz-8’in, inaktif BH-3 proteinini keserek mitokondriden sitokrom c saliniminda
gorevli Bid proteini iizerinden reseptor-iligkili apoptotik Oliimiinii intrinsik yolak ile
destekledigi gosterilmistir (33).

Hiicre ici apoptoz diizenleyicilerin bir diger ailesi IAP (Inhibitor of Apoptosis)
ailesidir. Bunlar apoptozu engelleyici proteinlerdir. Bunu bazi 6nkaspazlara ve bazi
kaspazlara baglanip etkilesimlerini engelleyerek gerceklestirirler. Mitokondriler Apaf-1"1
etkinlestirmek i¢in sitokrom c’yi saliverirken, Smac/Diablo gibi IAP’leri engelleyen pro-
apoptotik proteinleri de saliverirler ve bu yolla oliimiin gergeklesme verimini Onemli
Olciide arttirirlar. Bcl-2 ailesi iiyeleri ve IAP’ler memeli hiicrelerinin sag kalimini kontrol

eden sinyal ileti yolaklarinin kritik hedefleridir (35, 33).
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Sekil 11: Ekstrinsik ve intrinsik apoptotik sinyal ileti yolaklar1 gemasi. (Ref. 33)

Ekstrinsik ve intrinstik yolaklar apoptozun son evresi olan yikim yolagiyla
sonucglanir. Yikim kaspazlar niiklear materyali yikan sitoplazmik endoniikleazlar1 ve
niikleer ve hiicre iskelet proteinlerini yikan proteazlari aktive der. Yikim kaspazlarindan
kaspaz-3, -6, ve -7 substrat olarak sitokeratin, PARP, plazma membran sitoiskelet protein
alfa fodrin, nuklear protein NuMA ve diger proteinlerine baglanip keserek apoptotik
hiicrelerdeki morfolojik olaylara sebep olurlar. Kaspaz-3 en onemli yikim kaspazi olarak
kabul edilir ve baglatic1 kaspaz-8, -9, -10 tarafindan aktive edilir. Kaspaz-3 kromozomal
degradasyona ve kromatin yogunlasmasma neden olan CAD endoniikleazinin
aktivasyonundan sorumludur. Ayni1 zamanda aktin-baglayan proteinler de kaspaz-3’iin
siibstratidir (34). Aktin polimerizasyonundan sorumlu gelsolin gibi proteinleri keserek
hiicre iskeletinin yikimina, hiicre i¢i transport, hiicre boliinmesi, sinyal iletiminin
bozulmasina neden olur. Hiicre membran kesecikleri halinde parcalara ayrilir.

Fosfotidilserin molekiiliiniin membran yiizeyine ¢ikmasi bu evre igin belirtectir.
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Fosfatidilserinin membran ylizeyine yerlesmesi yangisal olmayan fagositozu
kolaylastirmaktadir. Yikim evresi sonucu olusan apoptotik kesecikler hiicre i¢i materyelin
korunmasiyla yangisal yanita neden olmamaktadir.

Cogu hiicrede apoptozun baskilanmasi, salgilanan faktorlerden veya hiicre-hiicre
temasindan gelen sag kalim sinyallerine bagimhidir. Hedef hiicrelerinden yeterli miktarda
sag kalim sinyali alan hiicre sag kalir. Yiiksek Okaryotlardaki cogu hiicre, hiicre oliimii
diger hiicrelerden gelen sagkalim sinyalleri ile aktif olarak engellenmezse, apoptoza
girmeye programlanmistir. PI3-kinaz/Akt yolag: hiicre sagkalimini uyarmaktan sorumlu
ana sinyal iletimi yolagidir. Biiyiime faktorleri reseptor protein-tirozin kinazlari aktive
ederek PI3 kinaz aktivasyonuna ve Akt’in fosforillenmesi sonucunda aktive edilecegi yer
olan plazma zarina yerlesimini saglar. Boylece Akt hiicre sag kalimina katkida bulunan
bircok proteini fosforiller. Akt’in hedefleri apoptoz baskilayicilardir (35). Hiicrenin
apoptoza girip girmemesi Oliim sinyalleri ve sag kalim sinyalleri arasindaki dengeye
baghdir. Dolayisiyla apoptotik regiilasyonun iyi diizenlenmesi, yolaklardaki herhangi bir
aksakligin hiicreyi/organizmayi patolojik bir duruma sokmasi agisindan 6nem teskil

etmektedir (34).

2.2.2. OTOFAJI ( Tip II)

Hiicre biyolojisinde otofaji belirli ¢evresel uyaranlar dogrultusunda hiicre
bilesenlerinin lizozomal yoldan yikildigi, hiicre homeostazisi i¢in gerekli fizyolojik bir
stirectir. Evrim siiresince mayalardan memelilere kadar tiim oOkaryotik canlilarda iyi
korunmustur. Otofajiden sorumlu genler ilk olarak mayalarda bulunsa da giiniimiizde
Okaryotlardaki tiim homologlar1 g0Osterilmistir. Son zamanlarda yapilan calismalar
otofajinin, bagsta aclik olmak iizere ¢esitli stres kosullar1, uzun 6miirlii zararl proteinlerin
ve organellerin yikimi, gelisim ve farklilagma siireglerinde hiicresel diizenlemeleri, timor
baskilayict1 mekanizmalar ve antijen sunumu gibi bir¢ok fizyolojik ve metabolik siirecte
etkin rollii oldugunu gostermektedir. Ayn1 zamanda bazi bakteri, virlis ve protozoon gibi
patojenlerin uzaklastirilmasi, bazi kanser tiplerinde, yaslanma, kas sistemi bozukluklari,
Alzheimer ve Parkinson gibi norodegeneratif hastaliklarda da etkili oldugu gosterilmistir

(36, 37).
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Normal hiicre biiylimesi ve gelismesinde protein sentezi ve yikimi arasinda bir
denge vardir. Okaryotik hiicrelerde yikim islemi proteozom ve otofaji sayesinde
gerceklesir. Otofaji uzun Omiirlii protein yikimindan sorumluyken, iibikitin-proteozom
sistemi kisa Omiirlii proteinlerin yikimindan sorumludur. Otofajiyi diger yikim
sistemlerinden ayiran en onemli morfolojik fark, sitoplazmik igerigin otofagozom denilen
cift zarh vesikiillere alinmasidir. Schweichel ve Merker’in 1972°de 6ne siirdiigii, 1990
yilinda Clarke tarafindan tekrar diizenlenen ve kabul goren programlanmig dort hiicre
olim seklinden Tip II sinifina dahildir. Tip II hiicre 6liimii veya otofajik hiicre oliimii;
mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi hiicre i¢i organellerin ve/veya sitoplazma
yigmmin iki veya daha fazla membrana sahip vezikiillerin igine c¢ekilmesiyle
karakterizedir. Otofajik vezikiiller ve icerikleri ayni hiicrenin lizozomal sistemi tarafindan
sindirildiginden, kendini yeme (self-eating) olarak da tanmimlanir (37). Sitoplazmik
materyalin sindirimi, yag asidi ve aminoasitlerin tekrar kullanima sokulmasi sonucu aglik
veya hipoksi durumlarinda hiicreye enerji ve besin kaynagi sagladigi gibi kimi
durumlarda hiicrenin oliimiiyle de sonuglanabilir (Sekil 12). Nitekim yakin zamanda
yapilan ¢ogu arastirma otofajik hiicre liimii iizerinde durmaktadir. Ornegin; DNA hasari
ve ER stresindeki Bax/Bak “double knockout” MEF hiicrelerinde Beclin-1 ve Atg5’in
varligiyla otofajik hiicre oliimii gozlenmistir. FADD ve kaspaz-8 hasarli T hiicrelerinin
otofaji ve RIP-1 bagimli nekrotik hiicre 6liimiine maruz kaldigin1 gosteren ¢aligmalar da
mevcuttur (33). Otofajinin apoptoz ve nekroptoz gibi programli hiicre dliimleriyle iligkisi

arastiricilarin dikkatini ¢gekmektedir.
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Sekil 12: Otofaji yolag1 ve hiicresel fonksiyonu ( B. Levine,Cell Biology:
autophagy and cancer, Nature, 2007)

Otofajinin cesitli faktorlerle tetiklenmesiyle sitoplazmada ilk olarak izolasyon
membranmi veya phagophore denilen zarsi yapilar olusur. Bu yapilar gelisip kendi
etrafinda kivrilarak otofagozomun ¢ift lipid tabakali yapisini meydana getirir. Ik olugan
zars yapilarin organellerden koken almadigini ortaya koyan calismalar olsa da vezikiil
olusumu hala arastirma konusudur (37). Tamamlanan ¢ift zarli yap1 ve igerigi
autophagosome olarak adlandirilir. Otofagozom endozomal ve lizozomal vesikiillerle
birleserek (amphisome) olgunlasir ve autolysosome adini alir. Lizozomal enzimler ve
asidik ortam otofagozomdaki bilesenlerin sindirilmesini saglar ve sindirilen iiriinler

sitoplazmaya dagilir (Sekil 13) (38).

31



Endosome Cysosome

¢ -0-G-0-§-8

Pre-autophagosomal : Phagophore or Autophagosome Autolysosome or
Btructure (PAS) Isolation membrane Autophagolysosome

Amphisome

Autophagic vacuole

Sekil 13: Memeli hiicrelerinde otofagozom olugumu ve olgunlagmasi (Ref. 36)

2.2.2.1. Otofajinin molekiiler mekanizmasi

Mayalarda yapilan ¢alismalarda genel adi Atg (autophagy-related) olan 31 farkl
otofaji geni bulunmus ve Atg proteinlerinin hemen hepsi floresan mikroskopisinde
gosterilmistir (36). Mayalarda ve memelilerde yapilan ¢calismalarda serum ihtiyaci ve bazi
aminoasitlerin  (16sin, fenilalanin, tirozin, glutamin ve alanin) yoksunlugunda olusan
otofaji indiiksiyonunda, mTOR serin/treonin protein kinazin 6nemli rolii oldugu
gosterilmistir.  Yeterli amino asit ve ATP varliginda, AKT yolaginda gorevli Simf I-
P13K(Vps34) proteinleri biiyiime faktorleri tarafindan etkinlestirilir ve bu proteinler
mTOR’un aktif kalmasini saglar. mTOR kinazin aktif kalmasi, bir otofaji indiikleyicisi
olan Atgl’in baskilanmasini saglamaktadir. Besin yetersizliginde veya rapamycin gibi
mTOR inhibitorlerinin varhiginda Atgl aktive olur ve otofaji indiiksiyonunu baslatacak
olan Atgll, Atgl3 ve Atgl7 ile kompleks olusturur. Bdylece otofagozom olusumu bir
Atg kaskadi ile baslar, lizozomal vesikiille, otofagozomun birlesmesinde LAMP?2 (veya
memelide Rab GTPase Rab7) proteininin rol oynamasiyla biter. Bu kaskaddaki
molekiiller otofaji belirteci olarak kullanilirlar (Sekil 14-16) (38).
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Sekil 14: Otofajinin molekiiler yolagi (Sapphyre Bioscience Wall Chart)

Otofajik vesikiillerin biogenezinde iki iibikitin-benzeri konjiigasyon sistemi
bulunmaktadir. ilki Atgl2 molekiiliiniin Atg5 molekiiliiyle birlesmesini kapsar. Tiim
hiicrelerde bu iki molekiil kompleks halinde bulunur ve Apgl12/Atg5 konjligasyonu otofaji
tetikleyici uyaranlara bagimli degildir (konstitiitiftir). Apgl2/Atg5 kompleksi, Apgl6
(memelide Apgl6L) molekiililyle kovalent olmayan bir bag yaparak daha biiyiik bir
protein kompleksi olusturur. Bu kompleks Onciil membranin olusmasinda is goriir ve

membranin digina yerlesir (Sekil 15-16) (36)
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E1

Sekil 15: Otofajik vesikiil olusumunda {ibikitin-benzeri konjiigasyon

sistemleri (ref. 38)

Ikinci sistem Apg8 (memelide MAP-LC3) ve bir lipid molekiili olan PE’i
(fosfatidiletanolamini) kapsar. Apg8, karboksil ucundan Apg4 tarafindan kesime ugrar.
Hem Apg8’in hem de Apgl2’nin aktivasyonundan sorumlu Apg7, kesilmis olan Atg8 i
aktive eder. Sonunda Apg8 molekiilii PE molekiilityle kompleks olusturur ve i¢ otofajik
membrana baglanir (Sekil 14-16). Aym sekilde memelideki LC3 proteini bir sistein
proteaz tarafindan kesilir ve karboksil ucunda glisin rezidiisii tagiyan sitosolik form LC3-
I olusur. Bu form PE molekiiliiyle birleserek LC3-1I adimi alir ve bu iki molekiil i¢
otofagozomal membrana yerlesir. Bu konjligasyon Atg3 ve Atg7 yardimiyla gerceklesir.
Otofagozom lizozomla birlesmeden Once membranindaki Atg proteinleri sitosole geri
donerken LC3-II membranda kalir (Sekil 15). LC3, hiicre i¢i lokalisayonu ve otofajik
membrandaki elektroforetik mobilite 6zellikleri molekiiler otofajik deteksiyonda marker
olarak kullanilmasini saglamaktadir (38).

Beclin 1 (mayalardaki Atg6/Vps30’un memelilerdeki homologu) hiicrelerde
otofaji yolag1i ve apoptoz arasinda gegis molekiilii ve otofajinin Onemli bir
diizenleyicisidir. Beclinl, PI3kinaz/Vsp34 ile kompleks olusturur. Bu iliskinin evrimsel
siiregte iyi korundufu gozlenmistir. Bu kompleks protofagozomal yapida Atg
proteinlerinin iglevi ve ayn1 zamanda PI3P molekiiliiniin iiretimi i¢in 6nemlidir. Beclin
I’in nakavt edilmesiyle yapilan ¢alismalarda LC3 siirecinin bozuldugu ve hiicre igi
vesikiil olusumda degisiklikler oldugu gosterilmistir.

Otofagozomun hiicre i¢i vesikiillerle birlesmesi belli bir olgunlasma siirecine
bagimhidir. Baz1 otofagozomlarin vesikiillerle direk olarak birlestigini gosteren ¢alismalar

da bulunmaktadir. Yapilan arastirmalarda kalsiyumun, otofagozomlarin endosom ve
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lizozomlarla birlesmesinde 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir. Kalsiyum homeostazisi ve

iletiminin Bcl-2 iizerinden yapildig1 diisiiniilmektedir (39).
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Sekil 16: Otofaji yolagi. (Autophagy and multivesicular bodies: two closely

related partners)

Ayrica Okada ve ark. 2004 yilindaki ¢alismalarinda BCR-ABL pozitif 16semik
hiicrelerin  Abl kinaz inhibitorii Imatinib (Gleevec)’e cevaben kaspaz-bagimsiz hiicre
oliimiinii sergileyebildigini gostermistir. Imatinib tarafindan indiiklenen hiicre 6liimiinde
apoptoz ve nekroz arasindaki denge sadece tiimor hiicrelerini dldiirmekle kalmaz ayni
zamanda hastanin immiin sistemini regiile etmektedir. Hastadaki immiin cevabin Gleevec

tedavisini destekledigi diigiiniilmektedir.

Goriildiigii tizere programli hiicre 6liim tipleri her ne kadar ayr1 ayr1 tanimlansa da

birbiriyle ilintili ve son derece karmagik yolaklardan olusmaktadir. Bu yolaklarin daha iyi
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taninmast hastaliklarin  molekiiller mekanizmalarini anlamada son derece ©nem
kazanmaktadir.

Yukarida da bahsettifimiz gibi arastirmamizda hedefimiz kontrol KML hiicre
hattiyla karsilagtirabilecegimiz bir Imatinib direngli hiicre hatti olugturduktan sonra, bu
hatlarda hiicre ©liim mekanizmalarinin molekiiler diizeyde incelenmesidir. Tim
aragtirmanin temeli direngli bir hattin olugturulmasina dayanmaktadir. Burada sunulan
yiksek lisans tezi kapsaminda gerceklestirilmis olan bu hedefe, 2 yil siiren

altklonlamalardan sonra ulagilmstir. Tlgili siire¢ agagida anlatilmistir.

3. GERECLER VE YONTEM

3.1. HUCRE HATTI ve HUCRE KULTURU

3.1.1. K-562 Hiicre hatt1

Insandan elde edilmis ilk Oliimsiiz daimi myelositik 16semi hiicre hattidir. 1970
yilinda 53 yaginda KML blastik kriz doneminde olan kadin hastanin plevral sivisindan
elde edilmigtir. Hiicreler 20 um ¢apinda, diizgiin yiizeyli, yuvarlak, ve yiizeye tutunmaz
(siispanse) Ozelliktedir. Lenfositik belirtecleri icermezler. Diferansiye olmamis graniilosit
ve eritrosit hiicreleriyle proteomik benzerlik gosterirler. Hiicreler erken-evre graniilosit,
eritrosit ve monositlere doniigebilirler. Epstein-Bar viriis ve benzeri diger herpesviriisleri
barindirmadiklar gosterilmigtir. Ikilenme zamani yaklagik 12 saattir.

BCR-ABL pozitif hiicre hattt1 olugundan tezimizde K-562 hiicre hatt1 tercih

edilmistir.
Gerecler:
1. Pipet pompasi (Greiner Labortechnik 000424NS — 9)
2. Inverted faz kontrast 151tk mikroskobu (Nikon — Diaphot 200)
3. 10 mI’lik ve 5 mI'lik steril pipetler.
4. 25 cm® lik filtreli flasklar
5. COy’ li inkiibator.
6. RPMI 1640 besi ortam1 (Biochrom).
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7. L-glutamin
8. FBS (Fetal bovine serum)

9. Penisilin/streptomisin

Besi Ortamn Hazirlanmasi:
1X 500 ml.” RPMI besi ortami igerisine 2 mM konsantrasyonda L glutamin,
Iug/ml konsantrasyonda penisilin/streptomisin ve % 15 oraninda FBS eklenmistir.

Gerektiginde kullanmak iizere +4 C° de saklanmistir.

Hiicreler 37C° CO2’li inkiibatorde inkiibe edilmigtir. 2-3 giinde bir hiicre yogunluguna

gore 1/2 veya 1/3 oraninda pasajlama yapilmistir.

Hiicre Dondurma Ortami ve Dondurma Yontemi:
%50 RPMI 1640, %40 FBS, %10 DMSO oraninda olacak sekilde dondurma

ortami hazirlandi. Gerektiginde kullanmak iizere +4 C ‘de saklandi.

Yontem:

1. Kiiltiir ortam1 12ml’lik steril santrifiij tiiptine aktarilir.

2. 600 G hizinda 5dk santrifiij edilip iist faz atilir.

3. Hiicre pelleti tizerine 1 ml dondurma ortami eklenir.

4. Pipetaj yapitliktan sonra hiicreler dondurma tiiplerine aktarilir.

5. Donma isleminin yavas olmasi i¢in -20C ° de en az 1 saat bekletilir.

6. Gerektiginde cozmek iizere -80C° ye kaldirilir.

3.2. TRIPAN MAVISI CANLILIK TESTI ve HUCRE SAYIMI

Canli hiicreler membran biitiinlii§iine sahip olmalari nedeniyle tripan mavisi
boyasini hiicre i¢ine almazlar fakat 6lii hiicrelerin membran biitiinliikleri bozuldugundan
hiicreler boyay1 gegirir. Bu testte bir hiicre siispansiyonu tripan mavisi ile karistirilir ve
hiicrelerin boyay1 alip almadig1 mikroskopta kontrol edilir. Canli hiicreler parlak ve temiz
bir sitoplazmaya sahip olarak goriiliirken, 6lii hiicreler ise mavi sitoplazmali olarak

goriiliir.
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Hiicre kiiltiirii calisgmalarinda tripan blue ile boyama ve hemositometre ( Neubeur
ya da Thoma lami ) ile hiicre sayimi altin standart olarak kabul edilir. Lamlarin sayim
yapilan boliimlerinde 9 adet biiyiik kare igerisindeki hiicreler tek tek sayilarak formiil

yardimiyla 1 ml’deki hiicre sayilar1 hesaplanir.

Gerecler:
1. Tripan mavisi %0,5 (Biological Industries — Lot 420488)
2. 0,5 ml hiicre siispansiyonu
3. Neubauer lam1 (Marienfeld — Ref 0610110, Lot 409104)
4. 20’lik ve 1000’1ik pipet (eppendorf 273747, 1854995) ve pipet ucu (Greiner bio —
one FT 20 E, G)

Mikrosantrifiij tiipii

e

6. Inverted faz kontrast 151k mikroskobu (Nikon — Diaphot 200)

Yontem:

2. 1.Sispanse hiicre kiiltiirtinden 0,5 ml 6rnek alindi.

2. 1:1 Oraninda tripan mavisi ve PBS bir mikrosantrifiij tiipiinde karistir1ldi.

2. Tripan mavisi + PBS karisgtmindan 0,5ml alinip 0,5ml hiicre siispansiyonu ile
karistirildi.

2. Neubauer laminin kenarlarina 1’er damla su damlatilip {izerine lamel kapatildi.

2. Lamel ile lam arasindaki bosluktan 10ul tripan mavisi + hiicre karistmindan
eklendi.

2. Isik mikroskobunda 10X objektifte sayim yapildi.

2. Mavi boyayr almamis olan hiicreler canli, almis olanlar ise O©lii olarak
degerlendirildi.

2. 1 ml ortamdaki canli hiicre sayist = 1 biiyiik karede sayilan canli hiicre x diliisyon
faktorii x 10* formiilii ile belirlendi. (1 ml’deki 6lii hiicre sayis1 da aym sekilde
hesaplanir.)

2. Canl hiicre sayisinin toplam hiicre sayisina orani hesaplanarak canlilik yiizdesi

hesaplandi.
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3.3. IMATINIB DIRENCLI K-562 HUCRE HATTININ ELDE EDILMESI

K562 hiicre hattin1 artan Imatinib dozlarina maruz birakarak hiicrelerin direng
kazanmasini saglamak iizere artan mikromolar dozlar belirlenmistir. Ik deneme dozu 0,5
uM’diir. Beklenenden fazla miktarda Oliim gergeklestiginden 0,1uM ile deneye
baslanilmasina karar verilmistir. Her doz artinmindan once kontrol grubuyla esit sayida
ve benzer canlilik oraninda hiicre sayilip ekilmistir. llacin eklenecegi giin tekrar hiicre
sayim1 yapilip cogalma hizlarimin benzer oldugu gosterildikten sonra ilag eklenmigtir. 72
saat inkiibasyondan sonra kontrol grubuyla kargilagtirmali olarak canlilik testi yapilmugtir.
llag eklenmis gruptaki hiicreler, kontrol grubuyla benzer ¢ogalma hizinda oldugu
gozlendikten sonra bir sonraki doza gegilmistir. Her doz asiminda bir nceki basamaktaki
direngli hiicre grubu ve o grubun kontrolleri -80C° de dondurulup yedege alinmustir.
Sirastyla 0,1pM - 0,2 pM - 0,4 uM - 0,8 upM - 1,2 uM - 2 uM - 4uM - 8 uM doz
uygulanmugtir.

0,4uM doza kadar 72 saatten sonraki inkiibasyon sirasinda normal ortam
kullanilmistir. Daha sonraki doz artirnmlarinda yontem modifiye edilerek hiicreler stirekli
olarak artan dozlardaki molaritelere es olacak sekilde ilag eklenmis ortamlarda
tretilmisgtir.

Gerecler:
o Imatinib (Gleevec- Novartis Company (Basel, Switzerland) :

Dog. Dr. Ogiin SERCAN’dan alinan 2mg Imatinib serumsuz RMPI ortaminda

cozdiiriilerek 2 mM ana stok elde edilmistir. 2 mM ana stoktan ara stoklar elde

edilmis, +4 C*de saklanmistir. Ana stok gerektiginde kullanmak iizere -20 C”ye
kaldirilmastir.
o Yontem sirasinda daha Once belirtilen hiicre kiiltiirii i¢in gerekli goriilen tim
sarflar kullanilmagtir.
Yontem:

-80C ° ‘de dondurulmus K562 hiicreleri 37C ° lik su banyosunda ¢ozdiiriildiikten
sonra 25 cm?2 lik hiicre kiiltiirii flasklarina ekildi. (Tiim deneyler 25 cm?2 lik flasklarda
yapilmistir.) Hiicrelere canliliklarimi geri kazandirmak iizere 5’er ml ortam eklenerek %5

karbondioksitli inkiibatérde 37C ° de inkiibasyona birakildi.
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. Hiicreler canlilik testi yapilarak canliliklarini geri kazandiklar1 gozlendikten sonra (~
%95 canli hiicre) 1,000,000 canli hiicre sayilarak iki ayr1 flaska ekildi. Flasklardan biri
kontrol digeri deney flaski olarak belirlendi. ilk deneme ila¢ dozu 0,5uM Imatinib

olarak diisiintildii.

. Flasktaki son molarite 0,5 olacak sekilde 2mM stok Imatinib’den 1,25 pl alinarak 5ml
lik kiiltiir ortamina eklendi. Hiicreler 72 saat inkiibasyona birakildi. 72 saat sonunda
hiicre sayimi ve canlilik testi sonucu %10 dan daha az canlilik gozlendiginden daha

diisiik bir ila¢ dozunda baglanmasina karar verildi.

. Ayni deney 0,1uM imatinib ile tekrarlandi. Stok c¢Ozeltinin moralitesi yiiksek
oldugundan cok kiiciik miktarlarda sivi ¢ekmenin zorlugundan dolayi ilk olarak
SuM’lik ara stok hazirlandi. Bundan sonraki deneylerde farkli molaritelerde ara

stoklar kullanildi.

. 0,1uM imatinibli ortam igin 5 pM ara stoktan 100ul Imatinib deney flaskina eklendi.
72 saat inkiibasyona birakildi. 72 saat sonunda kontrol grubuyla yapilan karsilikli
canlilik testinde iki grupta da yaklasik %92 civarinda canlilik gozlendi.

. Ayn1 deney grubundaki hiicreler sayilarak 1’er milyon hiicre tekrar ekilip deney
flaskina 0,2 uM Imatinib olacak sekilde ara stoktan ilag eklendi. Tekrar 72 saat inkiibe
edildi. 72 saat sonunda deney hiicre grubunda belirgin hiicre 6liimii gozlendi (kontrol
grubu: %95, deney grubu: %40 canhlik). Ilacli ortamda hayatta kalan hiicrelerin
cogalmas1 adina kiiltiir ortamn ii¢ ayr1 flaska béliindii. Inkiibasyona birakildi.

.7 giin sonra ilach ortamdaki canli hiicre sayisinda artis gozlendiginden hiicreler
pasajlandi. (Siire zarfinda kontrol grubu ve deney grubundaki hiicreler gézlemlenip

gerektigi zamanlarda pasajlar1 devam ettirilmistir.)

. Yaklasik 3 hafta sonra deney grubu kontrol grubuyla benzer davranista oldugu
gozlendi. Yukarida anlatildid1 gibi gerekli sayimlar yapilarak hiicreler ekildi. 0,2 uM
den 0,4puM’e c¢ikmak icin aradaki molaritenin farki alinip gerekli miktar deney
flaskina eklendi. 72 saat inkiibasyona birakildi.

SuM(ara stok) . X = 0,2uM . Sml(ortam)
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10.

1.

12.

13.

14.

X=200ul ila¢ 0,2uM’e direngli hat lizerine eklendi

. 72 saat sonunda canlilik testi yapildi. Canlilik yiizdesi kontrol grubunda ortalama %87

iken deney grubunda ortalama %42 oldugu belirlendi. Hiicreler inkiibasyona birakildi.

20 giin sonunda 0,4uM imatinibli ortamdaki hiicreler kontrol grubuyla benzer 6zellik
gosterdigi gozlendi. Canlilik testi yapildi. (Kontrol grubu %91, deney grubu %389
canli). Kontrolle esit sayida hiicre ekilip, ertesi giin deney flaski tizerine 0,8uM olacak

sekilde ilag eklendi. 72 saat inkiibasyona birakildi.

72 saat sonunda yapilan canlilik testinde kontrol grubunda %93, deney grubunda %49
canli hiicre oldugu hesaplandi. Hiicreler farkli flasklara pasajlanarak inkiibasyona
birakild. Inkiibasyon sirasinda kullamilan besi ortamina 0,8uM olacak sekilde

Imatinib eklendi.

Yaklasik 1,5 ay sonunda kontrol grubunda %91 canlilik, 0,8uM direngli grupta % 86
canlilik hesaplanmistir. Kontrol ile es miktarda hiicre ekilip ertesi giin canliliklarinin
ve ¢ogalma hizlarinin benzerligi dogrulandi. Deney grubuna toplam molarite 1,2uM

olacak sekilde hesaplanip ara stoktan 40ul ilag eklendi. 72 saat inkiibasyona birakildi.

72 saat sonunda kontrol grubundaki canlilik %96, deney grubundaki canlilik %38
olarak hesaplandi. Hiicreler farkli flasklara boliinerek 1,2uM imatinibli ortamda

inkiibasyona birakildi.

Yaklasik 1 ay sonunda benzer 6zellik gosteren kontrol ve deney grubunda canlilik
testi ve hiicre sayim1 yapildi. Her iki grupta canlilik %91 olarak hesaplandi. 1,2 pM
direncli hiicrelere 2uM olacak sekilde ara stoktan 72ul ila¢ eklendi. 72 saat

inkiibasyona birakildi.
72 saat sonunda kontrol grubundaki canlilik %95, deney grubundaki canlilik %79

olarak hesaplandi. Deney grubundaki hiicreler farkli flasklara boliiniip inkiibasyona

birakildi. Kullanilan besi ortaminin ilag molaritesi 2uM’e yiikseltildi.
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15. Yaklagik 2 ay sonunda benzer 6zellik gosteren kontrol ve deney grubunda canlilik
testi ve hiicre sayimi yapildi. Kontrol grubunda canlilik %94, 2uM direngli grupta
%87 oldugu belirlendi. Kontrol ve direngli flasktaki canli hiicre sayilar1 esitlenerek
ertesi glin tekrar sayim yapildi. Artmig hiicre sayilar1 ve benzer canlilik yiizdesi elde
edildi. 2 uM direngli hiicreler iizerine toplamda 4uM olacak sekilde ilag eklendi. 72

saat inkiibasyona birakildi.

16. 72 saat sonunda kontrol grubundaki canlilik yiizdesi % 92 iken, deney grubundaki
canlilik %47 olarak hesaplandi. Deney flaski 1/2 oraninda pasajlanip inkiibasyona

birakildi. Kullanilan ilagh besi ortaminin ila¢ molaritesi 4 pM’e yiikseltildi.

17. Yaklasik 1 ay sonunda kontrol grubu ve 4 uM direngli grup arasinda hiicre sayimi ve
canlilik testi yapilmistir. Kontrol grubunda canlilik oram1 % 87 4 uM direngli grupta
%84 civarinda oldugu gozlenmistir. Her iki gruptan esit miktarda hiicre ayr flasklara
ekildi. 24 saat sonunda hiicre sayisinin her iki grupta benzer oranda arttif1 (yaklasik
iki kat) canhlik yiizdelerinin esite yakin oldugu (sirasiyla %94-%95) gozlendi. 4 uM
direngli gruba ilag molaritesi 8 uM olacak sekilde Imatinib eklendi. 72 saat

inkiibasyona birakildi.

18. 72 saat sonunda canlilik oranlar1 kontrol grubunda %95 deney grubunda %80 olarak

hesaplandi.

19. Yaklasik 1 ay sonunda kontrol grubu ve 8 uM direngli grup arasinda hiicre sayimi ve
canlilik testi yapildi. Kontrol grubundai canlilik oram1 %91, 8 uM direncli grupta
canlilik oran1 % 89 olarak gozlenmistir. Her iki gruptan esit miktarda hiicre ayri
flasklara aktarilip 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saat sonunda hiicre sayisinin
benzer miktarlarda arttig1 hiicre sayimiyla belirlendikten sonra 8 uM ila¢h ortamda
biiyiiyen direngli gruba ilag molaritesi 10 uM olacak sekilde Imatinib eklendi. 72 saat
inkiibasyona birakildi. 72 saat sonunda canlilik oran1 kontrol grubunda % 92 deney

grubunda %90 olarak hesaplandi.

Anlatilan yontemin sematik Ozeti ileriki sayfada gosterilmistir.
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Hiicre sayimu ve canlilik testi yapilir.
Flasklara ayni canli hiicre sayisinda ekim yapilir.

T~

Kontrol grubu

Deney grubu

]

24 saat inkiibasyon

-

Imatinib

72 saat inkiibasyon

Hiicre sayim
ve canlilik
testinin
tekrarlanir.
Kontrol
grubu deney
grubuyla
benzer 6zellik
gosterdiginde
ilac eklenir.

-

Hiicre sayim ve
canlilik testi
tekrarlanir.

Inkiibasyon + pasajlama \

Inkiibasyon + pasajlama
-
|

:

flag doz artirtm
icin benzer
ozellik gosteren
kontrol ve
deney grubu
flasklari segilir.

Kontrol grubu ve direng
kazanmus hiicrelerin bir
kismi1 dondurulur.
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3.4. DIRENCLI K-562 HUCRE HATTINDA BECN GEN EKSPRESYONUNUN
PROTEIN DUZEYINDE BELIRLENMESI

Hazirladigimiz direngli K-562 hiicre hattinda otofaji markeri olan BECN gen iiriinii

Beclin-1 proteini Western Blot yontemi kullanilarak gosterilmek tizere oncelikle pozitif

kontrol olarak belirtilen HeLA ve MECF-7 hiicre hatlarinda optimizasyonu yapilmistir.

Yontem icin uygulanan islemler asagida belirtilen sirada yapilmistir. Gerekli detaylar

ilerleyen boliimlerde verilecektir.

Kontrol grubu ve belirlenen direngli K-562 hiicre flasklarindan hiicre lizat1 elde
edilmistir.

Pierce BCA Protein Assay kullanilarak lizatlarin protein konsantrasyonlari
olgtilmiistiir.

Mini-PROTEAN 3 Cell cihazi kullanmilarak SDS-PAGE jel elektroforezi
yapilmistir.

Biorad Trans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell cihazi kullanilarak
yar1 kuru SDS-PAGE jelinde PVDF membranina proteinler transfer edilmigtir.
Beclin-1 antikoru ile membran inkiibe edilmistir.

Pierce Supersignal West Pico Chemiluminescent Substrat kiti ile deteksiyon

yapilmistir.

3.4.1. Hiicre Lizatinin Hazirlanmasi

Gerecler :

O

(@)

(@)

Lizis Tamponu (icerik i¢in bkz. Ek1)

Insiilin siringast

PBS

Santrifiij tiipii

Mikrosantrifiij tiipii

Sogutmal1 mikrosantrifiij (Eppendorf centrifuge 5417 R)
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Yontem :
1. Siispanse hiicreler 15 ml santrifiij tiipiine alinip 600 G hizda 5 dk santrifiij edilir.
2. Ust faz atildiktan sonra pellet PBS ile resiispanse edilerek tekrar santrifiij islemi
yapilir.
Pelletin ii¢ kat1 hacimde lizis tamponu eklenir.
10 dakika buz iizerinde inkiibe edilir.
Karisim insiilin siringast ile ti¢ kez ¢ekilip birakilir.
10 dakika daha buz iizerinde inkiibe edilir.
40 dakika en yiiksek hizda (15000 G) 4 C’de santrifiijlenir.

© N kW

Ust fazdaki lizat baska bir santrifiij tiipiine aktarilip kullamlana kadar -80 C’de

saklanir.

3.4.2. Protein Konsantrasyon Ol¢iimii

BCA Protein Assay BCA (bicinchronic acid) temelli, kolorimetrik olarak total
protein konsantrasyonu Ol¢iilmesi icin gelistirilmis bir yontemdir. BCA ile ortamdaki
bakir iyonunun selat olusturmas: mor renkli bir lirliniin agiga ¢ikmasini saglar. Bu renk
degisimi  spektrofotometrede  562nm  dalga boyunda absorbans vermektedir.
Konsantrasyonlari bilinen 6rnekler ile absorbans deger grafigi elde edilir. Konsantrasyonu
bilinmeyen Orneklerin absorbanslar bu grafikle karsilagtirilarak protein konsantrasyonlari

belirlenir.

Gerecler:
o Pierce BCA Protein Assay Kit
o Plate okuyucu (BioTek Synergy HT)

Yontem:

1. 50 kat hacimde A soliisyonu, 1 kat hacimde B soliisyonu karistirilarak reaksiyon
karisimi hazirlandi.

2. 96 well plate’in belirlenen gozlerine 200’er ul reaksiyon karisimi eklendi.

3. 8000, 6000, 4000, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250 ve 125’er pg/ml
konsantrasyonlardaki standartlardan 10’ar ul reaksiyon karisimlarinin bulundugu

kuyulara eklenmistir. Bir adet kuyu “blank™ olarak birakilmistir. Konsantrasyonu
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belirlenmek istenen lizattan 10ul alinarak reaksiyon karigiminin bulundugu bir
baska kuyuya eklenmistir.

4. 30 dakika 37 C de inkiibe edilmistir.

5. Plate okuyucuda 562nm dalga boyunda karsilastirmali absorbanslar ol¢iilmiistiir.

Konsantrasyonlar ug/ml cinsinden belirlenmistir.

3.4.3. SDS-PAGE Jel Elektroforezi
Proteinlerin biiyiikliiklerine gore ayristirildigr bir yonemdir. Lizat jel kuyularina
yiiklendikten sonra elektrik akimi yardimiyla proteinler dnce yiikleme jelinden daha sonra

ayristirici jelden gegerek siralanirlar.

Geregler:
o Mini-Protean 3 Cell cihazi (katalog numarasi: 165-3301)
o Elektroforez tanki
o Gii¢ kaynagi
o %10’1luk aynistirict jel ve %5lik yiikleme jeli (bkz. Ek 1)
o Ylriitme tamponu
o 4X yada2X RG yiikleme boyasi (bkz. Ek 1)
o 50ml’lik ve 15ml’lik tiip
o Protein markeri (Invitrogen-SeeBlue Pre-Stained Standart, katalog numarasi:

LC5625)

Yontem:

1. %10’luk ayristirict jel iki cam arasina (Imm) dokiildii. Jel yilizeyinin diizgiin
donmasi igin iizeri izopropanolle kaplandi. 15 dakika jelin polimerlesmesi
beklendi.

2. Izopropanol dokiildii. 5 dk alkoliin buharlagsmasi1 beklendi. Uzerine %5°lik
yiikleme jeli dokiildii. Yiikleme kuyular: olusturmak iizere tarak yerlestirildi. 15
dakika jelin polimerlesmesi beklendi.

3. Protein konsantrasyonlar: belirlenen hiicre lizatlarindan gerekli miktarda (20-
40ug olacak sekilde) 6rnek mikrosantrifiij tiiplerine alindi. 1:1 oranin 2X RG
veya 1:3 oraninda 4X RG lizatla karistirildi. 100 C° ‘de 5 dakika inkiibe

edilerek proteinler denatiire edildi.
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4. Lizatlar ve 5-10ul protein markeri belirlenen kuyulara eklendi.
5. Elektroforez tanki yiiriitme tamponu ile dolduruldu.

6. 70V’da 30 dakika, 110V’da 1,5 saat elektrik akimi uygulandi.

3.4.4. Jelden Membrana Yari-Kuru Yontem ile Protein Transferi
Jel lizerinde agirliklarina gore siralanan lizatlardaki tiim hiicresel proteinlerin
elektrik akimi yardimiyla -daha sonra istenen proteinin varligini gosterebilmek adina-

nitroseliiloz membrana gegirilmesidir.

Gerecler:

o Trans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell cihazi (Biorad- katalog
numarast: 170-3940)

o Nitroselilloz membran (Applichem- Pure Nitrocellulose Unsupported 0,45um
transfer membrane — A5239, 30E20R)

o Transfer tamponu (bkz. Ek 1)

o Wattman blot kagidi

Yontem:

1. Jel biiyiikliigiinde nitroselilloz membran kagid1 kesildi.

2. Jel, membran ve Wattman kagitlar1 transfer tamponu ile 1slatildi.

3. Cihazin transfer ylizeyi iizerine sirasiyla; Wattman kagidi, membran, jel ve
tekrar Wattman kagid1 yerlestirildi.

4. Olusabilecek hava kabarciklarini yok etmek adina katli yapinin iizerine cam
pipet yardimiyla birka¢ kez basi uygulandi.

5. 15V’da 45 dakika transfer iglemi yapildi.

3.4.5. Western Blot Yontemi
Membran iizerinde (lizattaki proteinler dahilinde) aranan proteinin olup olmadigim

ve varsa ne kadar oldugunu spesifik antikorlar yardimiyla gosteren bir yontemdir.
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Gerecler:

Transferi yapilmig membran

Shaker

Siit tozu

TBS

TBS-T (bkz. Ek 1)

Primer antikor: BECNI1 (Santa Cruz D-018 sc-10086) kegide iiretilmis poliklonal
antikordur.

Sekonder antikor: Donkey anti-goat Ig6-HRP (Santa Cruz sc-2002) Esekte keci
antikorlarina kars1 Uretilmig ikincil antikordur. Kullanilan primer antikora

Ozgiildiir.

Yontem:

. Membran blotlama kasetine yerlestirildi.

%5 siit tozu barindiran 20 ml TBS-T hazirlanip membran iizerine dokiildii. Kaset
shaker’a yerlestirilip +4 C ‘de 1 saat blotlama yapild: (inkiibasyon).

15ml TBS-T ile %5’lik siit tozu hazirlandi. Igerisine 1:500 oraninda primer
antikor eklendi.

. Membrana eklenen blotlama soliisyonu antikor barindiran soliisyonla degistirildi.
Bir gece (overnight) inkiibasyona birakildi.

. Membran kaseti shaker’a yerlestirilip 10’ar dakika iki kez TBS-T bir kez TBS ile
yikama iglemi yapildi.

15 ml %] siit tozu barindiran TBS-T hazirlandi. Icerisine 1:5000 oraninda
sekonder antikor eklendi.

. Hazirlanan sekonder antikor soliisyonu membran iizerine eklendi. Kaset shaker’a
yerlestirilip +4C ‘de 1,5 saat, oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

10’ar dakika ii¢ kez TBS-T bir kez TBS ile yikama yapildi.
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3.4.6 Deteksiyon

Sekonder antikorlara HRP (Horseradish peroxidase) baglanmistir. HRP deteksiyon

kitleri yardimiyla liiminesans olusturur. Fotograf filmi veya CCD kamera ile aranan

proteine ait 1stmalar gozlenebilmektedir.

Geregler:
o SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate Kit (Pierce- katalog no:
34080)
o Film kaseti (Kodak, Biomax- katalog no: 115193)
o Poset dosya
o Film (Kodak, Biomax Light Film — katalog no: 8761520, Kodak X-Ray Film
Katalog no: 8143059)
o Developper
o Fixer
o Deterjanl su
Yontem:
1. SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate kitinin peroksit ve
enhancer soliisyonlar1 1:1 oraninda karistirildi.
2. Membran kasetine karisim eklenip 5 dakika inkiibe edildi.
3. Membran siizdiiriilip aym boyutlarda kesilmis poset dosya igerisine
yerlestirildi ve film kasetine konuldu.
4. Karanlik odada fotograf filmi kasete yerlestirildi. 20-60 saniye film kaset
icerisinde bekletildi.
5. Film kasetten cikartilip 45 saniye developper soliisyonundan 30 saniye fixer

soliisyonundabekletilip son olarak deterjanli sudan gegirildi.
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3.5 FLUOROMETRIC CASPASE 3 ASSAY KIiT ILE APOPTOTIK DAVRANIS
OLCUMU:

Kaspaz 3 Florometrik assay peptit substrat aacetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-
methylcoumarin (Ac-DEVD-AMC)’ nin kaspaz 3 ile hidrolizine dayanir. Hidroliz

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

Ac-DEVD-AMC —> Ac-DEVD + AMC
AMC’ nin eksitasyon ve emisyon dalga boylar1 360 ve 460 nm.” dir. Salinan
AMC konsantrasyonu ve dolayisiyla kaspaz 3 miktari, konsantrasyonlart bilinen AMC

soliisyonlarindan elde edilen kalibrasyon egrisinden yararlanilarak belirlenebilmektedir.

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

¢ 5X Lizis tamponu (Uriin kodu L 2912): Cift distile su ile 1X halinde diliie edilir.
- 20 °C’ de saklanir.

¢ 10X Reaksiyon Tamponu (Uriin kodu A 0219): Cift distile su ile 1X halinde
diliie edilir. - 20 °C’ de saklanur.

e Kaspaz 3 (Uriin kodu C 5974): 50 pl c¢ift distile su ile Sug liyofilize toz
sulandirilarak 100 pg/ul konsantrasyonda soliisyonu hazirlanir. Alikatlanip, -80
°C’ de saklanur.

¢ Ac-DEVD-AMC Substrati (Uriin kodu A 1086): Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp—7-
amido—4-methylcoumarin. 2,5 mg Icerik 370 pul DMSO (Dimetil siilfoksit)
icerisinde c¢oziilerek 10mM’ lik soliisyon hazirlanir. - 20 °C’ de saklanir.

e Ac-DEVD-CHO Inhibitorii (Uriin kodu A 0835): Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-al.
0,5mg icerik 500 ul DMSO icerisinde ¢oziilerek 20 mM.” lik soliisyon hazirlanir. -
20 °C’ de saklanir. Kullanilmadan 6nce 1X “assay tampon” ile 100 kat, 200 uM.’
a diliie edilir.

e 7-Amino-4-methylcoumarin Standard (Uriin kodu A 9891): 1 mg icerik 570 ul
DMSO’ da ¢oziiliir. Kalibrasyon egrisinde standart olarak kullanilir. - 20 °C’ de
saklanir. AMC kalibrasyon egrisi hazirlamak i¢in 1X assay tampon ile 1000 kat

diliie edilerek, konsantrasyonu 10 uM’ a getirilir.
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96 well plate (CELLSTAR, Flat bottom No:655180)
Apoptotik ajan Imatinib ile indiiklenen hiicreler

Plate okuyucu (BioTek Synergy HT)

Yontem:

AMC Kalibrasyon Grafigi Hazirlanmasi:

1. 96 well plate microassay metodu i¢cin Tablo 1 deki standart soliisyonlar

hazirlanir:
AMC 200 ul Hacim | 10 uM  AMC | 1X Assay Tampon
Standard icerisindeki AMC | Soliisyonu miktar1 | Miktari
miktar: (nm)

6 UM 1,2 nmol 180 ul 120 pl

4 uM 0,8 nmol 120 pl 180 ul

2 uM 0,4 nmol 60 ul 240 ul

1 uM 0,2 nmol 30 ul 270 ul

500 nM 0,1 nmol 15 ul 285 ul

100 nM 0,02 nmol 3ul 297 ul

Tablo 1: AMC (7-Amino-4-Methylcoumarin) kalibrasyon grafigi hazirlanmasi

SN O i

Her soliisyondan 200’ er ul 96 well plate gozlerine eklenir.

Referans i¢in bir goze 200 ul 1X assay tampon eklenir.
Fliioremetrenin eksitasyonu 360 nm, emisyonu 460 nm’ ye ayarlanir.
Soliisyonlarin fliioresans degerleri olciiliir.

Fliioresans yogunluguna karst AMC konsantrasyonu grafigi ¢izilir.

Hiicre lizat1 Hazirlanmasi:

. Apoptoz indiiklenen hiicreler inkiibasyon siiresi sonunda 600g’ de 5 dak. + 4 °C’

de santrifiijlenerek ¢oktiiriiliir.
Bir kez PBS ile resiispanse edilerek tekrar santrifiigasyon yapilir .

250000 hiicre basina 40 pl 1 X lizis tampon eklenir. Vorteksle siispanse edilir.
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N ok

Buzda 15 — 20 dak. Inkiibe edilir.
Lizis edilen hiicreler 14000 g’ de 10 -15 dak. 4 °C’ de santrifiijlenir.

Siipernatantlar yeni tiiplere aktarilir.

Lizatlar hemen analiz edilir ya da alikatlanarak — 80 °C’ de saklanir.

96 Well Plate Microassay Metodu ile Apoptotik davranisin Belirlenmesi:

1. Her 3 ml 1X Assay Tampon basina 5 ul 10 mM Ac-DEVD-AMC

reaksiyon karistmi hazirlanir. 96 Gozlii plate’ lerin her goziine 200” er ul

karigimui eklenir.

2.Tablo 2 de anlatildig1 gibi 96 gozlii plate hazirlanir.

eklenerek

reaksiyon

Kaspaz 3
1X Assay | Kaspaz 3 Hiicre Lizat1 | Inhibitorii Reaksiyon
Tampon (0,5 pg/ul) Ac- DEVD-CHO | Karigmmm

Blank Sul _ _ _ 200 pl
Kaspaz 3  pozitif | _ _ _
kontrol Syl 200 pl
Kaspaz 3 pozitif | _ _
kontrol + Inhibitor 5ul 2ul 200 ul
Apoptoz _ _ _
Indiiklenmeyen 5ul 200 pl
hiicre lizat1
Apoptoz _ _
Indiiklenmeyen
hiicre lizat1 2ul
+ Inhibitor 5ul 200 ul
Apoptoz Indiiklenen | _ _ —
hiicre lizati

S5ul 200 pl
Apoptoz Indiiklenen | _ _
hiicre lizat1 + 2ul
Inhibitor 5ul 200 ul

Tablo 2 : 96-well plate metoduyla apoptotik davramgin belirlenmesi
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3. Plate’ in kapagi kapatilip karanlikta oda sicakliginda 1 — 1,5 saat inkiibe edilir.
4. Eksitasyon 360 nm, emisyon 460 nm’ de plate fliioremetre’ de okutulur.

5. Kalibrasyon grafigine gore AMC konsantrasyonlari hesaplanir.

3.6 AKIS SITOMETRISI ILE (FLOW CYTOMETRY) ANNEXIN-V APOPTOZ
ANALIZI

Akis sitometrik yontemler kantitatif apoptoz tayininde kullanilmaktadir.
Calismamizda kullanilan Annexin-V apoptoz analizi hiicrelerde tetiklenen apoptozun
kantitatif tayini amaciyla gerceklestirilecektir.

Annexin-V apoptoz analizinde kullanilan FITC ile konjiige Annexin-V lektini,
apoptotik hiicrelerin hiicre membranimmin dis yiizeyinde bulunan fosfatidil serin
fosfolipidine baglanir. FITC, Annexin-V baglanan hiicrelerin floresan (FL1 detektorii;
ekzitasyon= 488nm, emisyon=535nm) isimasina neden olmaktadir. Hiicrelerdeki bu
floresan 151ma akis sitometrideki FL1 dedektorii ile belirlenebilir. Istmanin siddetine gore
hiicreler siniflandirilir ve bir diyagrama yerlestirilir. Nekrotik hiicreler ise niikleik asitlere
baglanabilen floresan PI (FL2 detektorii, ekzitasyon= 488nm, emisyon=562-588nm)
boyasi ile belirlenir. PI nekrotik hiicrelerin zarar gormiis hiicre membranindan gecerek
DNA’larin1 boyar. DNA’lar1 boyanan hiicrelerdeki floresan 1s1ma akis sitometrideki FL2
dedektorii ile belirlenir. Isimanin siddetine gore hiicreler siniflandirilir ve bir diyagrama

yerlestirilir (bakiniz hesaplama).

Gerecler:
o FITC ile konjiige Annexin-V
o 50ug/mL PI, PBS icerisinde
o Baglama tamponu
o Floresan Reaktif: 100uL baglama tamponu, SuL. Annexin-V, 10uL PI
o Hiicre kiiltiirii cthazlar

o Akis Sitometre (Beckman Coulter —epics XL.MCL).
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Yontem:

L

SN

25cm” flasklarda cogaltilan hiicreler Neubauer laminda sayilir

Hazirlanan 1x10°  hiicre/mL siispansiyonundan  2ser’ml 6’1 plak
kuyucuklarina ekilir. Boylece her bir kuyucuga 2x10° hiicre ekilmis olur.
Hiicrelerin yapigsmasi icin plaklar 24 saat boyunca inkiibatorde bekletilir.
Kuyucuklardaki hiicreler iizerinde istenen deneme gergeklestirilir.

6’11 plak kuyucuklarinin icerikleri ayr1 ayr tiiplere aktarilir (2mL).
Kuyucuklarin igerisindeki hiicreler scrapper ile 1’er ml PBS igerisinde
kaldirilir ve kendi tiiplerine aktarilir (3mL).

Kuyucuklar 1’er ml PBS ile yikanir ve kendi tiiplerine aktarilir (4mL).
Hiicre siispansiyonu oda sicaklifinda 1300rpmde 5 dakika santrifiij edilir.
Siipernatant atilir ve her bir pellet 115ulL floresan reaktifi ile siispanse

edilir.

10. Tiipler karanlikta 15 dakika inkiibe edilir.
11.Her bir tiipe 400’er uL PBS ilave edilir ve akis sitometrede FL1 ve FL2

filtreleri kullamilarak okuma gerceklestirilir.

Hesaplama 1
i >
10°o E"l ]
. . . . . E ol Annexin-V (+), PI (+
Hiicreler, her bir hiicrenin Annexin-V ve PI. | & 3 A
. L o . = 1 ¢
1s1ma miktarina gore diyagrama yerlestirilir (Sekil 1). oy 3
Annexin-V ve PI sinyalinin algilanmadigi hiicreler ]
. .. o .. 105 Amexin-y 0, Annexin.V (+), PI
canli, sadece PI sinyalinin algilandig1r hiicreler 3 PO = e
4 cann Erken apoptotik
nekrotik, sadece Annexin-V sinyalinin algilandigi e
10° 10! 107 10°
hiicreler apoptotik ve hem Annexiv-V hem de PI Annexin-V
sinyalinin algilandig1 hiicreler ge¢ apoptotik olarak Sekil 17: Annexin-V apoptoz analizi

degerlendirilir. Diyagramdaki her bir bolgeye diisen
hiicre sayisinin (Hiicre sayisi psige) sayilan toplam

hiicre sayisina oranindan yilizde degerler hesaplanir.

igin akig sitometri diyagrami. Hiicreler
1istma  siddetlerine gore diyagrama
yerlestirilir. Her bir alana diisen hiicre
sayisinin toplam okunan hiicre sayisina

oranindan hiicre yiizdeleri belirlenir.
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Yiizde Hiicre = (Hiicre sayis1 1), / Toplam Hiicre sayis1) x 100

Bu formiile gore hesaplanan yiizde degerlerinin her bir ornek icin ortalamalari
almir. Elde edilen ortalama hiicre yiizdeleri grafige gecirilerek veriler degerlendirilir.
Veriler grafige gecirilirken tiim Annexin-V pozitif alanlara diisen hiicreler bir arada
apoptotik olarak degerlendirilmistir. Bunun i¢in Annexin-V (+) / PI (-) (erken apopototik)
ve Annexin-V (+) / PI (+) (ge¢ apoptotik) alanlarina diisen hiicre yiizdeleri toplanmis ve

elde edilen toplam degerler kullanilmagtir.

3.7 VEKTOR TRANSFEKSIYONU YARDIMI ILE OTOFAJIK HUCRE
OLUMU ANALIZI

Analizi yapilacak hiicre grubu LC3B-RFP (red floresence protein) eksprese eden Bac
vektoril ile transfekte edilir. Transfeksiyondan sonra otofajik marker olan LC3B proteini

floresans 151ma sayesinde akis sitometrisi ile ol¢iiliir.

Gerecler:
o Invitrogen Premo Autophagy Sencors (LC3B-FP) BacMam 2.0 Kit (# P36236)
o Hiicre kiiltiirii ekipmanlari

o Akis Sitometre (Beckman Coulter —epics XL.MCL).

Yontem:
1. Kontrol grubundan iki, 10 uM direngli hiicre grubundan bir flask olacak sekilde her
gruptan esit miktarda hiicre sayilarak ii¢ ayr1 flaska ekildi. (~ 200,000 hiicre)

(number of cells) (MOI)
(1x10%)

mL of LC3B-FP or LC3B(G120A)-FP =
formiilu

kullanilarak:
(200000 x 30) / 1x 10® = 60 ul vektor preparati her 3 flaska eklendi. LC3
ekspresyonu i¢in 18 saat inkiibasyona birakildi.
3. Kontrol grubu flasklarindan birine 1uM Imatinib eklendi. 24 saat inkiibasyona devam
edildi.

4. Akis sitometrisinde analiz edildi.
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3.8 ABL PROTEINI KINAZ BOLGESINDE MUTASYON TARAMASI

Imatinib’e direng gosteren KML hastalarinda yapilan aragtirmalarda ber-abl
proteininin abl kinaz bolgesinde tespit edilen L248V, G250E, Q252H, Y253F, E255K,
E255V, D276G, E279K, V299L, T315I, F317L, M351T, F359V, L384M, H396P,
H396R, G398R, F486S ikincil mutasyonlarmmin (40), olusturdugumuz direngli K562
subklonlarinda varliginin arastirmas: planlanmistir. Bu baglamda abl eksprese ettigi
bilinen HEK 293 hiicre hatt1 iizerinde RNA izolasyonu ve cDNA eldesinden sonra PCR
metodu i¢in dizayn edilen primerlerin optimizasyon ¢alismalar1 yapilmigstir. K-562 kontrol
grubu ve K-562 direncli deney grubunda tekrarlanan bu deneyler sonucu elde edilen PCR

tirtinleri Kore’ye gonderilerek sekans analizleri yapilmigtir.

3.8.1 RNA izolasyonu

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

B-merkaptoetanol

o % 96’lik ve %70’1ik etanol

o

o Standart masa iistii mikrosantrifiij (Eppendorf centrifuge 5417 R).
o Mikrosantrifiij tiipleri
o Santrifiij (Eppendorf santrifuge 5417 R)

Kit icerigi :
e Liziz tamponu RA1
¢ Yikama tamponu RA2
¢ Yikama tamponu RA3 (konsantre)
¢ Membran tamponu MDB
¢ rDNase reaksiyon tamponu

e rDNase
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e Filtreli tiipler

e Toplama tiipleri

Yontem :

Calisma soliisyonlarimin hazirlanmasi
rDNase 540 pul RNase-free suda seyreltildi. Alikatlanarak - 20°C ‘ye
kaldirildi.
Yikama tamponu RA3’e 50 ml %96’lik etanol eklendi.

1. Yiizeye yapisan hiicreler tripsinizasyon ile resiispanse edilip 600 x g’de 5 dk
coktiiriiliir. 1 kez PBS ile yikanarak tekrar pellet elde edilir.

2. 350 ul RA1 tamponu 3.5ul B-merkaptoetanol ile karistirildiktan sonra hiicrelerin
tizerine eklendi ve vortekslendi.

3. Lizat mor filtreli tiiplere aktarilardiktan sonra toplama tiipli yerlestrilip 1 dk
11,000 x g de santrifiijlendi.

4. Filtreli tiip atildi. Toplama kabina 350 pl %70’lik etanol eklendi ve pipetaj
yapildi.

5. Omnek mavi filtreli RNA baglama tiiplerine aktarildi. Toplama tiipii
yerlestirildikten sonra 30 sn 11,000 x g ‘de santrifiijlendi.

6. 350 ul MBD tamponu eklendi. 1 dk 11,000 g ‘de santrifiijlendi. Toplama kabinda
biriken siipernatant atildi.

7. 90 ul rDNase reaksiyon tamponu ile 10 pul rDNase karistirildi. Karigimin 95 pl’si
filtrenin ortasina damlatildi. 15 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

8. 200 ul yikama tamponu RA?2 eklendi. 30 sn 11,000 x g ‘de santrifiijlendi.

9. 600 pl yitkama tamponu RA3 eklendi. 30 sn 11,000 x g ‘de santrifiijlendi.

10. 250 pl yikama tamponu RA3 ile 2dk 11,000 x g ‘de tekrar santrifiijlendi.

11. Filtre santrifiij tiipiine aktarildi. 60-40 ul RNase’dan arindirilmis su eklendi. 1 dk
11,000 x g’de santrifiijlendi.

12. RNA oOrnekleri konsantrasyon oOl¢iimii i¢in kullanildiktan sonra -80 °C ‘ye

kaldirildi.

3.8.1.1 RNA Miktar1 Tayini
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Izole edilen RNA’larin belli oranda dilusyonlar1 yapilip, spektrofotometre ile 260

ve 280 nm de absorbanslari ol¢iildii.

Aseo x diliisyon faktorii x 40 ug/ml formiilii ile RNA konsantrasyonlar1 hesaplandi.

Aseo / Azgo oran1 hesaplanarak RNA’larin saflik dereceleri belirlendi. (En iyi saflik i¢in

Argo / Asgooraninin 1,8 ile 2,0 arasinda olmasi beklenir.)

1.

4.

3.8.2 RNA’dan ¢cDNA eldesi

Gerecler:

O

Yontem:

Total RNA

M-MuLV Reverse Transkriptaz enzim ( Fermentas #K1611)
5X reaksiyon tamponu

Oligo dT Primer

10 mM dNTP mix

Ribolock RNase inhibitor

DEPC’li su

Kalip cDNA’dan yaklagik 1 pug olacak sekilde 6rnek alindi. 1 ul oligo dT primer, 3 ul

dNTP ile karistirildi toplamda 20 pl olacak sekilde iizeri DEPC’li su ile tamamlanarak

1. karisim elde edildi.

1. karisim 70 °C’de 5 dk inkiibe edildi. Buz iizerine alindu.

5X reaksiyon tamponundan 8 pl, RNase inhibitérden 2 pul, DEPC’li sudan 8 ul,

mMLYV Reverse trancriptase enzimden 2 ul alinarak toplamda 20 ul’lik ikinci karisim

elde edildi. 37 °C’de 5dk inkiibe edildi.

1. ve 2. karigimlar birlestirildi. Termal cycler aletinde;

37°C’de 1h
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70 °C’de 10 dk inkiibe edildi.

5. Elde edilen HEK cDNA o6rnekleri -20 °C ‘ye kaldirildi.

3.8.3 POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU (PCR)

K562 direngli hastalarda daha 6nce bahsi gegen mutasyonlarin barindigr yaklagik
1600 b¢ uzunlugundaki abl mRNA kinaz bdlgesini ¢ogaltmak icin bu bdlge, birbiriyle
ortiisen dort ayr1 parcaya boliinmiis (P1, P2, P3, P4) bu parcalara 6zgli primer ciftleri

dizayn edilmistir. Primer c¢iftlerinin sekanslar1 asagidaki 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’

Gerecler:

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

o Maxima ® Hot Start Taqg DNA Polymerase (Fermentas #EP0602)
o 25 mM MgCI2

o Distile su

o Primer cifti

o Kalip DNA

o dNTP mix

o elektroforez tanki

O agaroz
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o etidyum bromiir

o Fermentas 6X Orange yiikleme boyas1 #R0631

Yontem :

1. PCR tiipleri icerisinde her primer cifti i¢in asagida verilen reaktif degerleriyle

25’er ul reaksiyon karistmi hazirlandi. Hazirlanan PCR tiipleri asagida belirtilen

termal dongiide inkiibe edildi.

Reaktifler ul

H2o0 14,25
10X Buffer 2,5
Primer cifti 0,5+0,5
25 mM MgCl2 1,5
10mM dNTP 0,5
HEK cDNA 5
HotStartTaq 0,25
polimeraz

Termal dongii:

95°C
95°C
58°C
72°C
72°C
(+4 °C)

5
30™
30"
45>

7

X33

2. Elektroforez islemi igin %1,5 luk agaroz jel hazirlanmigtir.

0,45g agaroz 30 ml TBE i¢ginde ¢ozdiiriilmiistiir. Mikrodalgada kaynatilip hafif

sogumasi beklendikten sonra igerisine 2ul etidyum bromiir eklenerek elektroforez tankina

konmak {lizere tarakli kaliba dokiilmiistiir. 40dk jelin donmasi beklenmistir. Jel

elektroforez tankina yerlestirilip, tank belirli seviyeye kadar TBE ile doldurulmustur.

3. Jelin ilk kuyusuna Roche 100bp marker yiiklenmistir. Her bir 5ul’lik PCR iiriinii,

1 ul 6X yiikleme boyasiyla karistirilarak jelin kuyularina sirasiyla yiiklenmistir. 50V da

elektroforez uygulanip goriintiilenmistir.
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Etik Kurul Onayi: Etik kurulun 5 Subat 2009 tarih ve 18/03/2009 no.lu

toplantisinda 46/2009 Protokol numarasi ile onaylanmigtir.

4. BULGULAR

4.1 Hiicre Hatt1 Bulgular:

K562 hiicre hattin1 artan Imatinib dozlarina maruz birakarak hiicrelerin direng
kazanmasini saglamak iizere artan mikromolar dozlar belirlenmistir. Ik deneme dozu 0,5
uM’diir. Beklenenden fazla miktarda Oliim gergeklestiginden 0,1uM ile deneye
baslanilmasina karar verilmistir. Her doz artinmindan once kontrol grubuyla esit sayida
ve benzer canlilik oraninda hiicre sayilip ekilmistir. llacin eklenecegi giin tekrar hiicre
sayim1 yapilip cogalma hizlarimin benzer oldugu gosterildikten sonra ilag eklenmistir. 72
saat inkiibasyondan sonra kontrol grubuyla kargilagtirmali olarak canlilik testi yapilmugtir.
llag eklenmis gruptaki hiicreler, kontrol grubuyla benzer ¢ogalma hizinda oldugu
gozlendikten sonra bir sonraki doza gegilmistir. Her doz asiminda bir nceki basamaktaki
direngli hiicre grubu ve o grubun kontrolleri -80C° de dondurulup yedege alinmustir.
Sirastyla 0,1pM - 02 yM - 04 pM - 0,8 uyM - 1,2 uM - 2 uM - 4 uM - 8 uM — 10 uM

doz uygulanmustir.
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Dozaj artinm yapilmadan 6nce kontrol ve deney gruplarinin
kargilagtirmasi
100%
90% -
80% - |
5 70%
E B Kontrol K562
N 60% - ||| hiicre hatti
i O Deney grubu K562
50% - .
=< hiicre hatt1
= 40% - 1
=
S 30%
20% |
10% -
0% o
01uM 02uM 04uM 0,8uM 12uM 2uM  4uM  8uM  10uM
Uygulanacak Imatinib dozajlan

Tablo 3: Grafikte deney diizeneginin baslangi¢ asamasindan itibaren doz artirimi
yapilmadan once direngli hat ile kontrol grubunun canlilik yiizdeleri karsilastirilmigtir.
Dozaj artirnmi yapilmadan 24 saat once grafikte goriildiigii gibi her iki grupta da %90
civarinda canlilik gozlenmektedir. Her doz artinmindan Once deney ve kontrol

grubundaki canlilik yiizdelerinin %90 ve iizeri olmasina dikkat edilmisgtir.

62



Dozaj artinminda kontrol-deney gruplan kargilagtirmasi

B K562 kontrol grubu
O K562 deney grubu

Canhlik yiizdeleri

T Y
S S o o
SRS S S

20% |
10% -

0% .
0,]uM 02uM 04uM 08uM 12uM 2uM  4uM  8uM  10uM

Uygulanan Imatinib dozajlar

Tablo 4: Grafikte doz artinmi yapildiktan 72 saat sonra hesaplanan canlilik

oranlart kontrol grubuyla karsilastirmali olarak gosterilmektedir. Hiicreler her doz

artinmindan sonra tireme hizlar1 ve canlilik yiizdeleri Sekil 1°deki gibi kontrol grubuyla

esitlenene kadar belirtilen dozajlarda Imatinib’li ortamda iiremeye birakilmustir.
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imatinib direnci elde edilmesi

100%
90% A
80% -
70% -

M kontrol grubu
O deney grubu

Canlilik Yiizdeler

0,1uyM 0,2uM 0,4uM 0,8uM 1,2uM 2uM  4uM  8uM

Uygulanan ila¢ dozajlari

Tablo 5: Grafikte K-562 direncli deney grubunun dozaj artirimdan 6nceki canlilik

ylizdelerinin kontrol grubuyla karsilagtirilmas: gosterilmistir.
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0,2 uM imatinib Uygulamasi 0,4 uM imatinib uygulamasi
100% 100%
90% 90%
— 80%
2 70% 80
S 60% 5
> oo B kontrol grubu 2 0%
] N
= 40% Ddeney grubu 2 s
& 30% 2 %
o c
20% © %
10% 0%
0%
. . . 10%
0. gln 3.gin 60.gln -
0,2 uM imatinib'e maruz kalma 0.gin 3.gin 60.giin
Zamani 0,4 uM imatinib'e maruz kalma zamani
0,8 uM imatinib uygulamasi 1,2 uM iamtinib Uygulamasi
100% 120%
90%
100%
80%
0% 5 8% 1
§ o
g o i 60% -
3 o %
g 8 40%
30%
20% 20%
10%
0%

0%

0.gin 3gin 60.gln
0,8 uM imatinib’e maruz kalma zamani

0. giin 3.gln 60.g0n

1,2 uM imatinib'e maruz kalma zamani
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2 uM imatinib Uygulamasi 4 uM Imatinib tygulamas:
100%
100% 90% |
5 0% 80% 1 —
% = 70% —
N 60% | kontrol grubu ® eou |
;‘ o od bi g 500 @ kontrol grubu
= 40% eney grudu x ° @ deney grubu
= o E 40% + |
8 20% © 30% 4 -
0% - 20% -
0.gin  3.gin  60.g0n 10% A
2 uM imatinib'e maruz kalma A ; ]
. gin 3.gin 60.gln
Zamani 4 uM imatinib'e maruz kalma zamani
E. F.
8 uM Imatinib Uygulamasi 10 uM imatinib Uygulamasi
100% 100%
8 80% - S 80% -
S 3
=>:"j: 60% W kontrol grubu :5 60% 1 W kontrol grubu
X 40% O deney grubu X 40% O deney grubu
§ 20% - 8 20% - =
[$] (&]
0% - — 0% - —
0.gun  3.gin  30.gln 0.gin  3.gin  10.gun
8 uM imatinib'e maruz kalma 10 uM imatinib'e maruz
zamanl kalma zamani
G. H.

Tablo 6: Farkli Ilag dozajlarinda K562 hiicrelerinde diren¢ kazanma. Yukarida
verilen grafikler dizisinde A.’dan itibaren deney grubu flasklarindaki hiicrelerin sirasiyla
02-04 -08-12-2-4 -8-10uM Imatinib’li ortamda inkiibasyonu sirasindaki
canlilik oranlarindaki degisimler verilmistir. A. 0,2 uM ila¢ uygulandiktan sonra canlilik
oram1 %40’a diismiis ve yaklagik 2 ay siiresince yapilan pasajlamalarla tekrar kontrol
grubuyla benzer ikilenme zamani ve canlilik yiizdesine erisilmistir. B. Tlag dozaji 0,4
uM’a yiikseltilmis canlilik oran1 %42’ye diismiis iki ay sonunda tekrar kontrol grubuyla
benzer ozellige erigmistir. C. Ilag dozaji 0,8 uM’a gikartilmis canhlik orani %47°e
diismiis ve iki ay sonunda kontrol grubuyla benzer 6zellige erigmistir. D. Ilag dozaji 1,2
uM’ a ¢ikartilmis canlilik oran1 %38’e diismiis 2 ay sonunda kontrol grubuyla benzer

ozellige erismistir. E. Ilag dozaji 2 uM’ a gikartilmig canlilik oran1 %87 e diigmiis tekrar
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kontrol grubuyla benzer ozellige erismistir. F. Tlag dozaji 4 uM’a yiikseltilmis canhlik
oran1 %42’e diismiis iki ay sonunda tekrar kontrol grubuyla benzer 6zellige erismistir. G.
Mla¢ dozaji 8uM’a yiikseltilmis canlilik oran1 %87’e diismiis 1 ay sonunda tekrar kontrol
grubuyla benzer 6zellige erigmistir. H. Ilag dozaji 10 uM “a yiikseltilmis canlhlik oraninda

hemen hemen degisim olmamustir.

4.2 Western-Blot Bulgulari:

Hazirladigimiz direngli K-562 hiicre hattinda otofaji markeri olan BECN gen
iiriinii Beclin-1 proteini Western Blot yontemi kullanilarak gosterilmek iizere oncelikle
pozitif kontrol olarak belirtilen HelLLa ve MCF-7 hiicre hatlarinda optimizasyonu
yapilmistir. Daha sonra kontrol K562 grubu 72 saat oldiiriicii doz 1 uM Imatinib’e maruz
birakilmustir. Imatinib eklenen K562 kontrol flaski, normal kontrol K562 ve SuM
Imatinib direngli hatla Beclin-1 ekspresyonlari agisindan kargilagtirilmistir. Bu deneyin

optimizasyonu devam etmektedir.

Resim 2: Beclin-1 (BECN-1) proteininin SDS-PAGE jel goriintiisii. Pozitif
kontrol olarak HeLLa ve MCF-7 hiicre hatt:1 kullanilmistir. HeLa liztindan 20 ve 30 pg
MCF-7 lizatindan 10, 20, 30 pg 6rnek yiiklenmistir. Pierce ve Invitrogen marker’lart

kullamlmustir. Bantlar transfer probleminden dolay1 diizgiin goriintiilenememistir.
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Resim 3: Beclin-1 proteini SDS-PAGE jel goriintiisii. Invitrogen See Plus2 protein
marker (LC5925) kullanilmistir. Kontrol K562, Kontrol+1 pM (48 saat) Imatinib deney
grubu, 8 uM direncli deney grubu ve pozitif kontrol MCF-7 lizatlar1 kullanmilmigtir.

4.3 FACS bulgularn:
4.3.1 Annexin-V FACS bulgular
Kontrol K562 grubu 72 saat siiresince oldiiriicii doz 1 uM Imatinib’e maruz

birakilmustir. Imatinib eklenen K562 kontrol flaski, normal kontrol K562 ve SuM

Imatinib direngli hiicre grubunun apoptotik davranisit FACS yontemiyle karsilagtirilmigtir.

= Konirol. 002 4 Kontrol.003
@ ]
= ﬂ'g 3
g g ]
3 2
o =t
523 521
T L=
-3 =
3 2
a o
& 2
2 : s
=) ey g e ) 'q 4
0 1 2 3 4 J 10 10¢ 10
10 10 10 10 10 i
Annexin.V FITC ATDINETTG
Quad % Gated
Quad % Gated Ul 4.70
UL 4.04 UR 3.87
UR 6.58 LL B7.13
LL 83.33 LR 4.29
LR 6.04

Sekil 18: K562 annexinV i¢in kontrol grubu FACS analizi verisi (ikili ¢aligma)
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- Kontrol+1 um Imatinib.004

108

Propidium lodide
102

10!

10
L

1 2

10
AnnexinV FITC

100 10

Quad ® Gated

UL 5.84
UR 23.18
LL 44,25
LA 2672

Propldium lodide

104

Kontrol+1 um Imatinib, 005

108
|

102

10!

10°

109

107
AnnexinV FITC

10

Quad % Gated
uL 5.24
UR 2043
LL 48,97
LR 25,37

Sekil 19: K562 hiicrelerine 1 pM Imatinib

annexinV FACS analizi verisi (ikili calisma)

Kanirol+8 um Imatinib (R}, 006

10%
:

a

10

PRI |

Propidium lodide
107
i

101

T |

10%

10%

10°

107
AnnexinV FITC

Quad % Gated
UL 542
UR 16,43
LL 54.83
LR 233

Propidium lodide

eklendikten 72 saat sonra yapilan

Kontral+8 um Imatinib (R).007

10
PRI T

102

10
Annexin.V FITC

Quad % Gated
LIL 5.26
uR 15.02
LL 5566
LA 24,06

Sekil 20: 8 uM direngli K562 hiicre grubunda annexinV FACS analizi verileri (ikili

calisma)
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Akim sitometrisi galigmast sonucunda 1 uM Imatinib uygulanan kontrol grubunda

yogun olarak hiicre 6liimii izlenirken, 8 uM imatinib direngli hiicrelerde hiicre 6liimiiniin

az oldugu izlenmektedir.

4.3.2 LC3B-RFP FACS bulgulan:

KEED montral 002
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Tubee: LC3B-GFPRFFP
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Marker Evenits % Gated Mean
Al 20000 100.00 §.22
M1 24 o012 2713

Sekil 21: Kontrol grubu LC3B ekspresyonu FACS analizi. Kirmizi renkte belirtilen bolge

transfeksiyon yapilmamis hiicre grubunu temsil etmektedir. Mavi ¢izgi ile belitilmig

diagram transfekte edilmis kontrol grubu K562 LC3B-RFP 1s1masin1 temsil etmektedir.
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Sekil 22: 24 saat 1uM imatinib’e maruz kalmig kontrol grubu hiicrelerinde LC3B
ekspresyonu FACS analizi. Kirmizi renkte belirtilen bolge transfeksiyon yapilmamis
hiicre grubunu temsil etmektedir. Pembe ¢izgi ile belitilmis diagram transfekte edilmig
ve 1 uM Imatinib eklenmis kontrol grubu K562 LC3B-RFP 1gimasim temsil etmektedir.

Kontrol grubundan farkli goriinmemektedir.
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Sekil 23: 10uM imatinib direngli K562 hiicre grubunda LC3B ekspresyonu FACS analizi.

Kirmizi renkte belirtilen bolge transfeksiyon yapilmamis hiicre grubunu temsil

etmektedir. Mor c¢izgi ile belitilmis diagram transfekte edilmis 10 uM imatinib direngli

K562 LC3B-RFP 1s1masi temsil etmektedir.
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Okuma yapilan hiicre
popiilasyonunda RFP
orani (transfeksiyon
verimliligi)
Transfekte edilmemis
kontrol grubu K562 % 0.33
LC3-RFP Transfekte % 1.15
kontrol grubu
LC3-RFP Transfekte
kontrol grubu +1pM % 1.73
imatinib
LC3-RFP Transfekte
10 uM imatinib % 9.63
direngli grup

Tablo 7: Akis sitometrisinde optik okuyucudan gegen hiicre grubunda isima veren

hiicrelerin yiizdesi.

FACS verilerine dayanilarak hesaplanan transfeksiyon verimliliginin genel olarak
diisik oldugu izlenmektedir. Genel verimlilik yaklagitk %35-10 civarindadir. Ancak
diren¢li 10 mikromolar imatinib’de {iiretilmis olan hiicrelerin  transfeksiyon
verimliliklerinin kontrol hiicrelerinden daha yiiksek oldugu izlenmektedir. Dolayisiyla
diagramlara bakilarak otofajide artis olarak yorumlanabilecek LC3B 1s1masindaki artigin
transfeksiyon verimliliginin daha yiiksek olmasindan kaynaklandigimi diisiinmekteyiz.
Sonug¢ olarak duyarli ve direngli hatlar arasinda otofajik aktivite agisindan bir fark

bulunmamaktadir.
4.5 Kaspaz-3 Analizi Bulgular:
Kontrol K562 grubu 72 saat siiresince oldiiriicii doz 1 uM Imatinib’e maruz

birakilmustir. Imatinib eklenen K562 kontrol flaski, normal kontrol K562 ve SuM

Imatinib direngli hiicre grubunda kazpaz-3 analizi yapilmistir.
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Tablo 8: Kontrol, kontrol + 1 uM Imatinib (72 saat) ve 8 uM direncli K562 hiicre
grubu lizatlarinda kaspaz-3 deneyi 360/460 fluoresans 1stma bulgulan (ikili ¢alisma).
Tablo blank verisi sifirlanarak elde edilen sonuglari gostermektedir. (Al: Blank; A2:
kaspaz-3 pozitif kontrol; A3: kaspaz-3 + inhibitor; B1-B5: Kontrol K562; B2-B6: kontrol
+ 1 uM imatinib; B3-B7: 8 uM direncli K562; C1-CS5: Kontrol K562 + inhibitor; C2-C6:
kontrol K562+1 uM imatinib+ inhibitor; C3-C6: 8 uM direngli K562 + inhibitor)

Kaspaz-3 analiz bulgularimiz akim sitometrisi ile elde etmis oldugumuz verileri
desteklemektedir. Kaspaz-3 olciimleri sonucunda 1 uM Imatinib uygulanan K562
hiicrelerinde yogun olarak kaspaz-3 aktivasyonu saptanirken; 8 uM imatinib direncli
hiicrelerde kaspaz-3 aktivasyonunun Imatinib uygulanmayan kontrol hiicreleriyle es deger

oldugu izlenmektedir.
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4.5 PCR Bulgular:

500bc [P m—

—

Resim 4: HEK hiicre hatti cDNA’s1 Abl kinaz bolgesinin dort parca halinde
cogaltilmis agaroz jel goriintiisii. M: Roche DNA Molecular Weight Marker XIV (100 bp
ladder) (katalog no : 11721933001); P1: 381bc ‘lik bolgeyi temsil etmektedir; P2: 364
b¢’lik bolgeyi temsil etmektedir, P3: 478 b¢’lik bolgeyi temsil etmektedir; P4: 305 bg’lik

bolgeyi temsil etmektedir.

A. B.
Resim 5: A. K562 kontrol grubu cDNA’sinin Abl kinaz bolgesinin dort parga
halinde ¢ogaltilmis agaroz jel goriintiisii. B. K562 direncli grup cDNA’sinin Abl kinaz

bolgesinin dort parca halinde ¢ogaltilmig agaroz jel goriintiisii
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4.6 Sekans analizi bulgulari:

Asagida verilmis olan ABL kinaz domeyninin DNA dizi analiz sonuglar1 bu bolgede
direngli hattimizda mutasyon olmadigini; atasal K562 hiicreleri ile karsilastirildiginda bu

bolgedeki dizide herhangi bir fark bulunmadigin1 géstermektedir.

150 160 170 180 190 200 210 220
GTGGAAGAGT TOTT GAAAGAAGD TGO AGT CAT GAAAGAGATCAAACACCCTAACCTGGT GCAGUTCOTTGGGH

Resim 6: Abl kinaz bolgesinden bir kesit sekanslama ornegi. (Veri yorumlanmaya

uygundur.)
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dir

K15 K1-P1F
K21 K8-1-F
Consensus

dir

K19 K1-PIF
K21 E8-1-F
Consensus

dir

K19 K1-PI1F
K21 K&-1-P
Consensus

dir

K13 K1-PI1F
K21 K&-1-F
Consensus

dir

K15 K1-P1F
K21 E8-1-F
Consensus

dir

K19 K1-PI1F
K21 K8-1-F
Consensus

1251

BAGTRCGGGGR
AGTRCGGGGR
AGTRACGGEGGR
AGTRACGGEGGR

1301

GCCGTGAAGR
GCCGTGAAGR
GCCGTGRAGR
GCCGTGRAGR

1351

AGRAGCTGCR
AGRAGCTGCR
AGRARGCTGCA
AGRARGCTGCA

1401

TTGGEGTCTG
TTGGEGTCTG
TTGGEGICIG
TTGGEGICIG

1451

ACCTACGGGA
ACCTACGGGA
ACCTACGGEGA
ACCTACGEGA

1501

GRLCGCCGTE
GALACGCCGTG
GALACGCCGTG
GARCGCCGTIG

GETGTACGRAG
GEITGTACGRAG
GEITGTACGAG
GEITGTACGAG

CCTTGAAGER
CCTTGAAGER
CCTTGRAMGER
CCTTGRAMGER

GITCATGAAAG
GITCATGAAAG
GTCATGARAG
GTCATGARAG

CACCCGGGRAG
CACCCGGGRAG
CACCCGGGRAG
CACCCGGGRAG

ACCTCCTGGA
ACCTCCTGGA
ACCTCCTGGEA
ACCTCCTGGER

GIGCIGCTIGT
GIGCTIGCTGT
GIGCTIGCTGT
GIGCIGCTGT

GECETGIGGR
GECEIGIGGER
GECGIGTIGGA
GECGIGTIGGA

GEACACCATG
GEACACCATG
GERCLCCATG
GERCLCCATG

AGATCRARRACE
AGATCRARRACE
AGATCRARACE
AGATCRARACE

CCCCCGTTCT
CCCCCGTTCT
CCCCCGTICT
CCCCCGTICT

CTACCTGAGE
CTACCTGAGE
CTACCTGAGE
CTACCTGAGE

RCATGGCCRC
ACATGGCCAC
ACATGGCCAC
ACATGGCCAC

LAGRLATRCRE
LAGRLLTRACRE
AGALATACA:
AGALATACA:

GAGGTGGAAG
GAGGTGGAAG
GAGGTGGALG
GAGGTGGALG

CCCTRACCTG
CCCTRACCTG
CCCTRACCTG
CCCTRACCTG

ATLTCATCRC
ATLTCATCRC
ATLATCATCRC
ATLATCATCRC

GAGTGCRACC
GAGTGCRACC
GRAGTGCRACC
GRGTGCRACC

TCAGRTCTICGE
TCAGATC. ..
TCAGATCL. .
TCAGATC...

1300
CCIGRCGGTIG
CCIGRCGGIG
CCTGACGGTIG
CCTGACGGTIG

1350
AGTTCTTGAR
AGTTCTTGAR
AGTTCTTGRR
AGTTCTTGRR

1400
GITGCAGCTCC
GITGCAGCTCC
GTGCAGCTCC
GTGCAGCTCC

1450
TGERGTTCATG
TGERGTTCATG
TGEAGITCRATG
TGEAGITCRATG

1500
GECAGGAGET
GECAGGAGET
GECAGGAGET
GECAGGAGET

1550
TCRGCCATGGE

Resim 7: Abl kinaz bolgesinin P1 parcasinin kontrol grubu ve direngli grupta sekans

kargilagtirmasi. “Dir” olarak belirtilen dizi, gen bankasinda belirtilen abl kinaz bolgesi

sekansidir. K1-P1F: kontrol grubu sekansi, K8-1-P: 8 uM direncli deney grubu sekansini

belirtmektedir.
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dir

015 EKZ2-P2F
021 E8-2-F
Consensus

dir

015 KZ-PIF
021 K8-2-F
Consensus

dir

015 K2-PIF
021 KE-2-F
Consensus

dir

015 K2-PIF
021 K8-2-F
Consensus

dir

015 KZ-F2F
021 K&-2-F
Consensus

dir

015 EZ-P2F
021 KB-2-F
Consensus

1651

CAGGITGATG
CAGGTTGATG
CAGGITGATG
CAGGITGATG

1701

CCATCRARATGE
CCATCARATGE
CCATCARATG
CCATCARATG

1751

LAAGTCCGRCG
LAAGTCCGRCG
LAAGTCCGACE
BRGTCCGACG

1801

TGEECATGTCC
TEGECATGICC
TGEGECATGICC
TGEGECATGICC

1851

TAGAGARGER
TAGLGARGER
TAGLGRLGER
TAGAGARGER

1901

TATGRACTCA
TATGRACTCA
TATGRLCTCR
TATGRACTCR

ACAGGGEACR
ACAGGGGACR
ACRAGGGGEACE
ACRAGGGGEACE

GRCTGCRCCC
GACTGCACCC
GACTGCACCC
GACTGCACCC

TCIGGGCATT
TCIGGGCATT
TCIGEGCATT
TCIGGGCATT

CCTTRCCCGE
CCTTRCCCGGE
CCTTRCCCGG
CCTTRCCCGG

CTACCGCATG
CTRCCGCATG
CTRCCGCATG
CTRCCGCATG

TGCGAGCATG
TGCGAGCATG
TGCGAGCATGE
TGCGAGCATG

CCTRACACAGC
CCTRCACAGC
CCTRACACAGC
CCTRACACAGC

GAGRGCCTGE
GAGAGCCTGE
GAGRAGCCTGG
GAGAGCCTGE

TGEEAGIATIG
TGEEAGIATIG
TGEAGTATIG
TGGAGTATTG

GRALTTGACCT
GRLTTGACCT
GALTTGACCT
GALTTGACCT

FAGCGCCCAG
GAGCGCCCRAG
GAGCGCCCAG
GAGCGCCCAG

TTGGCAGT GG
TTGGCAGT GG
TTGGCAGTGE
TTGGCAGTGE

CCATGCTGGRA
CCATGCTGGR
CCATGCTGGRA
CCATGCTGGRA

CCTRCRRCRR
CCTACARCHR
CCTACAACRR
CCTRACARACHER

CITIGGGRARR
CITIGGGRARR
CITIGGGARR
CTITIGGGARR

GTCCCRAGGTE
GICCCAGGTIGE
GICCCAGGTIG
GICCCAGGTIG

BRAGGCTGCCC
ARGGCTGCCC
LRGGCTGCCC
ARAGGCTGCCC

AR . TCCCICT
AT .NCCCICT
ATTHCCCTICT
4t .nCCCICT

1700
GCCARGTTCC
GCCAAGTTCC
FCCARGTTCC
FCCARGTTCC

1750
GITCICCATC
GITCTCCATC
GITCTCCATC
GITCTCCATC

1800
TIGCTACCTR
TIGCTACCTR
TIGCTACCTR
TTGCTACCTA

1850
TATGRGCTGC
TATGRGCTGC
TATGRAGCTGC
TATGRAGCTGC

1500
AGAGRAGETC
LGEAGRAGETC
LAGAGRAGETC
AGAGRAGETC

1950
FACCGGCCCT

Resim 8: AbI kinaz bolgesi P2 parcasinin kontrol ve 8uM direngli grupta sekans

kargilastirmasi. “Dir” olarak belirtilen dizi, gen bankasinda belirtilen abl kinaz bolgesi

sekansidir. K2-P2F: kontrol grubu sekansi, K8-2-P: 8 uM direncli deney grubu sekansini

belirtmektedir.
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dir
C21 E3-P3F
C23 EKB-3-F
Consensus

dir
C21 K3-P3F
C23 KB8-3-P
Consensus

dir
C21 K3-P3F
C23 KE-3-F
Consensus

dir
C21 K3-P3F
C23 KE-3-F
Conszensus

dir
C21 K3-P3F
C23 KE-3-F
Conszensus

dir
C21 E3-P3F
C23 K&-3-F
Conzensus

1401

TTIGGGGTICTG
TTGGGGTCTG
TTGGGGTCTE
TTGGGGTCTE

1451

LCCTRCGGEGER
ACCTACGGGR
ACCTRCGGGR
ACCTRCGGGR

1501

GRACGCCGIG
GRACGCCGIG
GRAACGCCGIG
GRARCGCCGIG

1551

AGTRCCTGGR
AGTRCCTGGER
AGTRCCTGGR
AGTRCCTGGR

1601

TGCCTGGETAG
TGCCTGGETRAG
TGCCIGGETAG
TGCCTGGTAG

1851

CAGGTTGATGE
CAGGTTGATGE
CAGGTTGATE
CAGGTTGATGE

CACCCGGEAG
CACCCGGGAG
CACCCGGGEAG
CACCCGGGEAG

LCCTCCTGGER
ACCTCCTGEA
ACCTCCTGGA
ACCTCCTGGEA

GIGCIGCTIGT
GIGCTIGCTIGT
GIGCTIGCTIGT
GIGCIGCTGT

GRAAGRADDAC
GRAGRALALRC
GRAAGRALAAC
GRAGLRALALAC

GEEAGARCCH
GEGLGRARCCR
GEGAGRACCR
GEGAGARCCR

ACAGGGGACH
ACAGGGGACH
LCRGGGEGEACH
LCAGGGGRCH

CCCCCGTTICT
CCCCCGTTICT
CCCCCGTTICT
CCCCCGTTICT

CTRCCTGRGGE
CTRACCTGAGGE
CTACCTGAGG
CTACCTGAGG

RCATGGCCRC
ACATGGCCAC
ACATGGCCAC
ACATGGCCAC

TTCATCCRCR
TTCATCCRCR
TTCATCCRACR
TTCATCCRACR

CTTGGTGAAG
CTTGGTGALG
CTTIGGIGRAG
CTTGGIGAAG

CCTRACACAGC
CCTRACACAGC
CCTRCRACRGC
CCTRCRCRGC

ATATCATCAC
ATATCATCAC
ATATCATCAC
ATATCATCAC

GAGTGCRACC
FAGTGCAACC
GAGTGCAACC
FAGTGCAACC

TCAGATCICG
TCAGATCTCG
TCAGATCTCG
TCAGATCTCG

GAGRTCTTGEC
GAGRTCTTGC
GAGRATCTTGC
GAGLRTCTTGC

GTAGCTGATT
GTAGCTGATT
GTAGCTGATT
GTAGCTGATT

CCATGCTGGR
CCATGCTGGR
CCATGCTGGER
CCATGCTGGR

1450
TGAGTTCATGE
TGAGTTCATG
TGAGTTCATGE
TGAGTTCATGE

1500
GGCAGGAGET
GGCAGGAGET
GGCAGGAGGT
GECAGGAGGT

1550
TCAGCCATGE
TCAGCCATGGE
TCAGCCATGE
TCAGCCATGGE

1&00
TGCCCGRARRC
TGCCCGRRRC
TGCCCGARAC
TGCCCGARRAC

1a50
TTGGCCTGAG
TTGGCCTGRG
TIGGCCTGAG
TIGGCCTGAG

1700
GCCAAGTTCC
GCCAAGTTCC
GCCRRGTTCC
GCCRARGTTCC

Resim 9: AbI kinaz bolgesi P3 parcasinin kontrol ve 8uM direngli grupta sekans

kargilagtirmasi. “Dir” olarak belirtilen dizi, gen bankasinda belirtilen abl kinaz bolgesi

sekansidir. K3-P3F: kontrol grubu sekansi, K8-3-P: 8 uM direncli deney grubu sekansini

belirtmektedir.
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dir

G21 K4-P4F
G23 K8-4-P
Consensus

dir

G21 F4-P4F
G253 KE-4-P
Consensus

dir

G21 K4-P4F
G23_K8-4-F
Consensus

dir

G21 K4-P4F
G253 KE-4-P
Consensus

dir

G21 K4-P4F
G253 KE-4-P
Consensus

dir

21 K4-P4F
G253 K8-4-P
Consensus

Resim 10:

1801

TEECATGTCC
HGEH.NIGICC
THG.NTIGICC
tgg.nITGICC

1851

CTAGAGRRAGE
CTAGRGARLGE
CTAGRGRARLGSE
CTAGLAGARGSE

1901

CTATGAACTC
CTATGAACTC
CTATGRACTC
CTIATGRACTC

1951

CCTTTIGCTIGA
CCTTTGCTIGA
CCTTTGCTIGA
CCTTTGCTER

2001

ATCTCAGACGE
ATCTCANACG
ATCTCAGRACGE
ATCTCAQRCE

2051

TEIGAGTRACC
TEIGAGTRACC
TGTGAGTACT
TGTGAGTACT

CCTTRCCCGE
CCTTRCCCGE
CCTTRCCCGE
CCTTRACCCGE

ACTRCCGCAT
ACTRCCGCART
ARCTRCCGCAT
ACTRCCGCAT

ATGCGAGCAT
ATGCGAGCAT
ATGCGRGCAT
ATGCGRGCAT

ARTCCACCRR
AARTCCRCCRR
AARTCCRCCRR
RATCCRCCRR

ALCTGEARRD
AAGTGGRARRE
AAGTGGARRD
AAGTGGRARD

TTGCTGCAGE

GRLTT .GACC
GRATTTGACC
GRATT.GACC
GRATT.GACC

FEAGCGCCCA
GGAGCGCCCR
GEAGCGCCCR
GEAGCGCCCA

GITGGCAGTE
GITGGCAGTE
GITGGCRAGTE
GITGGCRAGTE

GCCITTGARR
GCCTTTGARD
GCCTTTGARD
GCCTTTGARR

GEAGCTGGEGE
GEAGCTGGGE
GEAGCTGEGE
GEAGCTGEGE

CCCCAGAGCT

TGETCCCAGET
TEICCCAGET
TGEICCCAGET
TGEICCCAGET

GARGGCTGCC
GRRGGCTGCC
GRAGGCTGCC
GAAGGCTGCC

GAATCCCTCT
GAATCCCTCT
GRATCCCTCT
GRATCCCTCT

CARRTGTTCCAR
CARTGTTCCAR
CARTGTTCCAR
CRRTGTTCCR

BBBCAAGGCE
RRBCRAGGCE
BRBCRAGECE
BRBCRBGECE

GCCCRCCARG

1850
GTATGRAGCTG
GTATGAGCTG
GTATGAGCTG
GTATGAGCTG

1300
CAGAGRLGET
CAGRGRLGET
CAGAGRAGET
CAGAGALGGET

13950
GACCGGCCCT
GACCGGCCCT
GRCCGGCCCT
GRCCGGCCCT

2000
GGAATCCAGT
GEAATCCAGT
GEAATCCAGT
GERATCCRGT

2050
TCCGTGGEGET
TCCGTGGGGET
TCCGTGGEGET
TCCGTGGEGET

2100
ACGAGGACCT

Abl kinaz bolgesi P4 parcasinin kontrol ve 8uM direngli grupta sekans

kargilagtirmasi. “Dir” olarak belirtilen dizi, gen bankasinda belirtilen abl kinaz bolgesi

sekansidir. K4-P4F: kontrol grubu sekansi, K8-4-P: 8 uM direncli deney grubu sekansini

belirtmektedir.

Sekans karsilagtirmalarinda internet tabanli MultAlin programi kullanilmagtir.

Kontrol grubu ve 8uM direncli K562 hiicreleri Abl kinaz bolgesinin her dort pargasi ayr1

ayr1 ana sekansla karsilastirmali olarak analiz edildiinde kontrol ve direncli hiicrelerde

mutasyona rastlanmam1§t1r.
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5. TARTISMA

Kronik miyeloid 16semide (KML) olgularinin % 90’dan fazlasinda 9 ile 22 no’lu
kromozomlarin uzun kollar1 arasindaki dengeli translokasyon sonucu olusan Philadelphia
kromozomu (Ph) izlenir. Bu translokasyon sonucunda 9q34’de yerlesik ABL geni ile
22q11°de yerlesik BCR genleri kimerik bir gen olusturur (BCR/ABL) (1). Gen iiriinii Ber-
abl hiicreye siirekli bir yagsam sinyali saglarken; hiicreleri apoptozdan korumaktadir. BCR-
ABL pozitif hiicrelerde gozlenen apoptoza direng, KML’nin kronik fazinda gozlenen
miyeloid hiicre kompartmanimin agir1 geniglemesinden sorumlu mekanizmalardan biri
olarak tarif edilmektedir (3). Son yillarda KML tedavisinde kullanilan ve bir Ber-Abl
kinaz inhibitérii olan Imatinib mesylate BCR-ABL pozitif hiicrelerde apoptozu
tetikleyebilmektedir (24). BCR-ABL gen iirliniiniin programlanmig hiicre 6liimiine karsi
hiicrelerde diren¢ olusturdugu ilk 1990°l1 yillarin sonlarinda ortaya konulmus ve takip
eden yillarda yapilan ¢alismalarda dogrulanmistir (7). Ancak bu calismalar yapildigi
zaman molekiiler mekanizmalar1 kismen bilinen tek programli hiicre o6liim sekli
apoptozdu.

Giiniimiizde nekroptoz, otofaji gibi farkli hiicre 6liim tipleri tanimlanmugtir. Temel
biyolojik bir olgu olan programli hiicre 6liimii embriyonik donemden itibaren tiim yasam
siiresince gozlenmektedir. Programli hiicre 6liimii, hiicre sayisim1 kontrol etmede, yanlis
yerlesim gosteren, hasarli, anormal hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda iglev goriir. Olgun
organizmalarda doku homeostazisi hiicre boliinmesi ve programli hiicre 6liimii arasindaki
dengeye baghdir. Hiicrelerin oliim/yasam dengesindeki bozukluklar 6nemli patolojik
sonuglar dogurabilmektedir. Hiicre 6liimiiniin olmamas1 gerekirken gergeklesmesi, hiicre

oliimiiniin hizlanmasi ya da hiicre 6liimiiniin yavaglamasi organizmanin saglig1 acisindan
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tehlikelidir. Programli hiicre 6liimiindeki yetersizlik, genellikle erken evre kanserlerde ve
kanser tedavilerine direncgte karsimiza c¢ikar (33, 34). Kanser hiicreleri, kendilerini
programli hiicre 6liim mekanizmalarina direncli hale getirecek mutasyonlar barindirir.
Klinikte kanser ilaclarinin ¢ogu kanserli hiicrelerde bir veya birkac hiicre 6liim yolagini
tetiklemek iizere kullanilmaktadir. Ayrica kanserden farkli olarak, iskemi/reperfiizyon
hasarlar1 veya septik soklarda, ayn1 zamanda kronik norodejeneratif veya noromiiskiiler
hastaliklarda akut hiicre kayiplariyla sonuclanan hiicre oliimleri de gozlenebilmektedir.
Programli hiicre 6liimiiniin mekanizmalarini iyi anlamak bu mekanizmalardaki herhangi
bir bozukluk sonucu olusabilecek hastaliklara karsi gelistirilecek ilaglar ve tedavi
yaklagimlarini belirlemede 6nem arz etmektedir. Tezimizde odaklandigimiz otofajik hiicre
olimi belirli ¢evresel uyaranlar dogrultusunda hiicre bilesenlerinin lizozomal yoldan
yikildigi, hiicre homeostazisi icin gerekli fizyolojik bir siirectir. Evrim siiresince
mayalardan memelilere kadar tiim Okaryotik canlilarda iyi korunmustur. Otofajiden
sorumlu genler ilk olarak mayalarda bulunsa da giliniimiizde Okaryotlardaki tiim
homologlar1 gosterilmistir. Son zamanlarda yapilan c¢aligmalar otofajinin, basta achk
olmak iizere ¢esitli stres kosullar1, uzun dmiirlii zararl proteinlerin ve organellerin yikimu,
gelisim ve farklilasma siireclerinde hiicresel diizenlemeleri, tiimor baskilayici
mekanizmalar ve antijen sunumu gibi bircok fizyolojik ve metabolik siirecte etkin rollii
oldugunu gostermektedir (36, 37).

Arastirmamiz KML biyolojisi ve tirozin kinaz inhibitorleri ile tedavisinde diger
programlanmig hiicre 6liim sekillerinin roliinii arastirmay1 hedeflemektedir. Bu amagla
burada sunulan yiiksek lisans tezi kapsaminda direngli bir kronik myeoid 16semi alt hiicre
hattinin iiretilmesi planlandi. Bugiine kadar yaptigimiz ¢alismalarimizda 10uM Imatinib
mesilat’a direncli K-562 kronik myeloid 16semi hiicre hatti elde ettik.. 10uM direngli hat

elde ettikten sonra kontrol grubuyla karsilagtirmali olarak cDNA iizerinden PCR
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yontemleriyle mutasyon taramasi yapildi. Abl proteinin ikincil mutasyonlarinin barindigi
bolgeye 0zgii dizayn ettigimiz PCR primerlerinin diizgiin ¢alistigim1 HEK hiicre hatti
iizerinden yapilan PCR c¢alismalariyla gosterdik. Ilaca direng gosteren hasta gruplariyla
yapilan calismalarda Bcer-Abl'in ozellikle tirozin kinaz alanindaki direnglilie neden
oldugu belirtilen mutasyonlarin elde ettigimiz direncli hatta olup olmadigini arastirdik.
ABL kinaz domeyninin DNA dizi analiz sonuglar1 bu bolgede direngli hattimizda
mutasyon olmadigini; atasal K562 hiicreleri ile karsilastirildiginda bu bolgedeki dizide
herhangi bir fark bulunmadigini géstermektedir.

Olusturmus oldugumuz hattin ~ karakterizasyon calismalar1  siirmektedir.
Karakterizasyon amaciyla ilaca baglh olusan ikincil kromozomal anomalilerin tespiti i¢in
sitogenetik analizlerden faydalanilacaktir. Kontrol grubuyla karsilagtirmali olarak ylizey
markerleri FACS yontemiyle belirlenecektir.

Karakterizasyon siireci devam ederken yapmis oldugumuz hiicre Olimii
incelemelerinde imatinib direncli hattimizin kaspaz 3 ve hiicre yiizey annexin ifadesi ile
Olglilmiis apoptoza gercekten de kontrol hattina gore derecede direngli oldugunu
gosterdik. Bunun yaninda otofajik 6liimii Beclin-1 expresyonunu western blot yontemiyle
bakarak ve LC3B ekspresyonunu FACS ile olcerek degerlendirdik. Ozellikle LC3B
diizeyinin direngli hattimizda anlamli diizeyde artmis oldugunu gosterdik. Ancak FACS
verilerine dayamilarak hesaplanan transfeksiyon verimliliginin genel olarak diisiik oldugu
izlenmektedir. Genel verimlilik yaklasik %5-10 civarindadir. Ancak direncli 10
mikromolar Imatinib’de iiretilmis olan hiicrelerin transfeksiyon verimliliklerinin kontrol
hiicrelerinden daha yiiksek oldugu izlenmektedir. Dolayisiyla otofajide artis olarak
yorumlanabilecek LC3B 1simasindaki artisin transfeksiyon verimliliginin daha yiiksek
olmasindan kaynaklandiginmi diisiinmekteyiz. Sonu¢ olarak duyarli ve direngli hatlar

arasinda otofajik aktivite acisindan bir fark bulunmadigini diisiinmekteyiz. Bu da direng
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hattimizin otofajik mekanizmalar1 kullanma acisindan atasal K562 hiicrelerinden cok da
farkl1 olamdigini, diren¢ mekanzimasinin biiyilkk olasilikla otofajik hiicre o6liim

mekanzimalariyla ilintili olmadigini diisiindiirmektedir.

SONUC ve ONERILER

Direngli hat eldesi deneylerinde her ila¢ dozu uygulandiginda hiicrelerin yaklagik
%50-%60’1m1in 6ldiigii gdzlenmistir. Fakat doz artimminda hayatta kalan hiicreler ilagh
ortamda inkiibe edilmelerine ragmen zaman iginde tekrar %90’lara yakin canliliga
ulagtiklart gozlenmistir. Tlagh ortamda hiicrelerin iiremeye devam etmesi ve her doz
artirnminda ortamda o©lii hiicrelerin yami sira canli hiicrelerin de bulunmasi, hiicrelerin
klonal segilimle iiremeye devam ettiklerini ve uygulanan dozlardaki Imatinib’e direng
kazandigim1 gostermektedir. Karakterizasyon amaciyla ilaca bagli olusan ikincil
kromozomal anomalilerin tespiti i¢in sitogenetik analizlerden faydalanilacaktir. Kontrol
grubuyla karsilagtirmali olarak yiizey markerleri FACS yontemiyle belirlenecektir.
Karakterizasyondan sonra gerek protein gerek mRNA diizeyinde otofajik hiicre oliimii
calisilmaya devam edilecektir. Elde etmis oldugumuz verilerin ek denylerle dogrulanmasi
gerekmektedir. Ayrica kronik myeloid l6semilerde miRNA’larin rolii heniiz yeterince
bilinmemektedir. Bu baglamda diren¢li hattimizda ve kontrol hiicrelerde programli hiicre

oliimii miRNA diizeyinde ¢alisilmasi planlanmaktadir.
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EK

KIMYASALLAR VE COZELTILER:

WESTERN BLOT COZELTILERI:

LiZiS TAMPONU (50 ml. i¢in):

TBST:

1,25 ml 1 M Hepes (pH: 7,6) ¢ozeltisi
10 ml. 2M. KC1

625 ul 1IM. MgCl,

10 ul 500 uM EDTA

5 ml. Gliserol

500 ul. %20 NP40 soliisyonu

500 ul 100 uM PMSF

50 ul IM. DTT

50 pl proteaz inhibitor kokteyli.

Hacim ddH,0 ile 50 ml.’ye tamamlanir.

Oda sicakliginda saklanir.

10 mM Tris (pH: 8)
150 mM NaCl

%0,05 Tween 20 + TBS

4X YORUTME TAMPONU

18,17 gr Tris Bazi
4 ml %10’luk SDS
dH,O0 ile hacim 100 ml.” ye tamamlanir.

pH’ 112 N HCl ile 8,8’ e ayarlanir.
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4X YUKLEME TAMPONU (500 ml icin) :

e (0,05M Tris : 25 ml 1 M Tris Buffer (pH: 6.8) alinir.
°*  %0,05SDS: 20 ml %10’luk SDS alinir.
e Hacim cift distile su ile 500 ml.’ye tamamlanir.

e (da sicakliginda saklanir.

STOK SDS PAGE ORNEK YUKLEME TAMPON COZELTILERI:

2X R/G Stogu:
e 2.5 ml. 4X Stacking Buffer
2,0 ml %10 SDS

0,25 mg Brom Fenol Blue boyasi
2,0 ml Gliserol
2,5 ml ddH,O

4X Gliserol (no R) Stogu:
¢ 5 ml. 4X Stacking Buffer
¢ (0,25 mg Brom Fenol Blue boyasi
e 4.0 ml ddH,O

4X R (no Gliserol) Stogu:
¢ 5 ml. 4X Stacking Buffer
¢ (0,25 mg Brom Fenol Blue boyasi
e 4.0 ml ddH,O

4X R/G Stogu:
¢ 5 ml. 4X Stacking Buffer
¢ (0,25 mg Brom Fenol Blue boyasi
e 4.0 ml ddH,O

Tiim stok 6rnek tampon stoklar1 oda sicaklifinda saklanir.
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SDS PAGE ORNEK YUKLEME COZELTILERI:

Kullanmadan hemen 6nce asagidaki soliisyonlar hazirlanir:

2X R/G:

e 900 A Stok 2XR no G

e 100 A Beta Mercapto ethanol.
4X Gliserol (no R) :

e 800 A Stok 4XG no R

e 200 A ddH,O
4X R (no Gliserol):

e 800 A Stok 4XG no R

e 200 A Beta Mercapto ethanol.
4X R/G:

e 800 A Stok 4XR/G

e 200 A Beta Mercapto ethanol.

% 10° LUK AMONYUM PER SULFAT COZELTISI:

® | gr. Amonyumpersiilfat tartilir.

¢ Son hacmi 10 ml olacak kadar cift distile suda ¢oziiliir.

o +4°C de saklanir.

% 10’ luk SDS PAGE JELI :

* 5ml % 30’ luk Akrilamit bis soliisyonu
3,8 ml 4X Running Buffer

6 ml cift distile su

224 ul % 10’ luk Amonyum per siilfat ¢ozeltisi
10 ul TEMED
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% 5’ lik YUKLEME JELI:

® 900 pul % 30’ luk Akrilamit bis soliisyonu

e 1332 pl 4X Running Buffer

* 3 ml cift distile su

e 84 ul % 10’ luk Amonyum per siilfat ¢ozeltisi
e 15ul TEMED

DiGER COZELTILER:

100 uM PMSF:
e (0,174 gr. PMSF tartilir.
e Hacmi ddH,0 ile 10 ml.’ye tamamlanir.

e 20 °C’de saklanir.

1MDTT:
e 1,54 gr DTT tartilir.
e Hacmi ddH,0 ile 10 ml.’ye tamamlanir.

e 14 °C’de saklanir.

2M KClI:
e 75,56 gr KCl
¢ Hacmi ddH,0 ile 500 ml.’ye tamamlanir.
e (da sicakliginda saklanir.

RNAse - Free Su :

e 100 ul DPEC 100 ml suya eklenir.
e Alt iist ederek karistirilir.

e 12 Saat 37 °C’de bekletilir.

e 10 Dakika 121 °C’de otaklavlanir.
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