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QUERCETININ KML KOK I-.I.I"JCREL.ERi UZERINE SITOTOKSIK
ETKILERININ MOLEKULER DUZEYDE INCELENMESI

Giinsu AYDIN

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Kok Hiicre Bilimleri Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Temmuz 2017

Damisman: Prof. Dr. Ali UNAL
OZET

Kronik miyeloid 16semi (KML), transforme olmus hematopoietik kok hiicrenin klonal
genislemesi ile sonug¢lanan miyeloproliferatif bozukluktur. KML tedavisinde gelisen
direngliligin nedenlerinden biri KML kok hiicrelerinin (KML-KH) tedavilerden
etkilenmemesidir. Bu proje calismast kapsaminda quercetinin KML kok hiicreleri

tizerine sitotoksik ve apoptotik etkilerinin belirlenmesi amaclanmaistir.

K562 hiicre popiilasyonundan KML-KH’leri sorting yontemiyle elde edilmis ve akim
sitometri yontemiyle ilgili belirteclere bakilarak bu hiicrelerin kok hiicre oldugu
immiinofenotipik karakterizasyonla belirlenmistir. KML-KH’leri artan dozlarda
quercetine maruz birakilmis ve quercetinin hiicre ¢ogalmas: iizerine etkisi XTT
yontemiyle belirlenmistir. Quercetinin KML-KH’leri iizerine apoptotik etkileri, kaspaz-
3 enzim aktivitesi; mitokondri zar potansiyelinde (MZP) meydana gelen degisimler ve
Annexin-V yontemleri ile belirlenmistir. Akim sitometri yontemi ile se¢ilen hiicrelerin,
%93,2’inin CD38-CD34+ oldugu belirlenmistir. Bu sonuclar secilen hiicrelerin KML-
KH’si oldugunu gostermistir. Artan dozlarda quercetine (1-40 nM) 48 saat boyunca
maruz brrakilan KML-KH’lerinin c¢ogalma yiizdesinde doza bagimli bir azalma
belirlenmis ve quercetinin IC50 degeri 1,5 nM olarak hesaplanmistir. Elde edilen XTT
hiicre proliferasyonu sonuclarina gore, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 1, 5, 10, ve
20 nM quercetinin KML-KH’lerinin proliferasyonunu %37, %72, %90 ve %99
oraninda azalttig1 hesaplanmistir. Artan dozlarda quercetin (1-20 nM) uygulanan KML
KH’lerinde kontrol grubuna gore doza bagiml olarak kaspaz-3 enzim aktivitesinde ve
MZP bozulumunda 6nemli artiglar belirlenmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda,
10 ve 20 nM Quercetine maruz birakilan KML-KH’lerinin kaspaz-3 enzim aktivitesinde
swrastyla %75 ve %321 artig belirlenirken ayn1 dozlarin KML-KH’lerindeki mitokondri
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zar potansiyeli bozulumunda %86 ve %333 artislara neden oldugu tespit edilmistir.
Annexin-V analiz sonuclar1 da quercetinin doza bagimli olarak apoptozu tetikledigini ve
apoptotik hiicre populasyonunda 6nemli artislar olusturdugunu gostermistir. 5, 10 ve 20
nM quercetine maruz birakilan KML kok hiicrelerindeki hiicre oliimlerinde kontrol
grubu hiicrelerine kiyasla sirasiyla 2.6, 11.2 ve 39.3 kat artis belirlenmistir. Quercetinin
KML kok hiicreleri lizerine apoptotik ve antiproliferatif etkileri belirlenmis ve kaspaz-3

enziminin ve mitokondrinin apoptotik hiicre dliimlerindeki rolleri ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Quercetin; kronik miyeloid 16semi kok hiicreleri; apoptoz;

sitotoksisite.
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INVESTIGATION OF THE CYTOTOXIC EFFECTS OF QUERCETIN ON
CML STEM CELLS AT THE MOLECULAR LEVEL

Giinsu AYDIN
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Stem Cell Science
M.Sc. Thesis, July 2017
Supervisor: Prof. Dr. Ali UNAL
ABSTRACT

Chronic myelogenous leukemia (CML) is a myeloproliferative disorder resulting in a
clonal expansion of a transformed multipotent hematopoietic stem cell. One of the main
reasons for the resistance developed in CML treatment is that CML stem cells (CML-
SC) are not affected by the treatments. In this study, it is aimed to determine the
cytotoxic and apoptotic effects of quercetin on chronic miyeloid leukemia stem cells

that were sorted among K562 cell population.

CML stem cells were obtained by sorting method among K562 cell population and it
was confirmed that the cells were the CML-SCs by flow cytometry method with
immunophenotypic characterization. CML-SCs were exposed to increasing doses of
quercetin and the effects of quercetin on cell proliferation were determined by XTT
assay. Apoptotic effects of quercetin on CML-SCs were determined by caspase-3
enzyme activity, changes in loss of mitochondrial membrane potential (MMP), and
Annexin-V flow cytometry methods. 93,2% of the cells sorted by flow cytometry were
CD34+CD38. These results showed that the selected cells were CML stem cells. There
was a decrease in the percentage of cell proliferation of CML-SCs exposed to the
increasing doses of quercetin (1-40nm) for 48 hours and IC50 value of quercetin was
calculated as 1.5nM. According to the results of XTT cell proliferation assay, there was
37, 72, 90 and 99% decreases in cell proliferation in 1, 5, 10, ve 20 nM quercetin
applied cells compared to the control group, respectively. The significant increase in
caspase-3 enzyme activity and the loss of mitochondrial membrane potential has been
detected in quercetin (1-20nM) exposed CML stem cells compared to control group in a
dose dependent manner. There were 75 and 321% increases in caspase-3 enzyme

activity; whereas 86 and 333% increase in loss of mitochondrial membrane potential in



10 and 20 nM quercetin applied CML-SCs, respectively. There were increased
population of apoptosis in response to increasing doses of quercetin as determined by
Annexin-V analysis. 5, 10 and 20 nM quercetin application resulted in 2.6, 11.2, and
39.2 fold increases in the number of dead cells as compared to the control cells,
respectively. This study showed for the first time that apoptotic and antiproliferative
effects of quercetin on CML stem cells and the roles of caspase-3 and mitochondria in

apoptotic cell death.

Key Words: Quercetin; chronic miyeloid leukemia stem cells; apoptosis; cytotoxicity.
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1. GIRIS VE AMAC

Kronik miyeloid 16semi (KML), kemik iliginde miyeloid seri elemanlarinin artisiyla
karakterize olan klonal bir hematopoetik kok hiicre malignitesidir. Tim eriskin
losemilerin  %?20’sini olusturan bu hastalik, bir kromozomal anomaliyle iligkili
gosterilen ilk neoplazidir. Bu anomali, 9. ve 22. kromozomlar arasindaki translokasyon
sonucu olusan Philadelphia (Ph) kromozomudur. Ph kromozomu iizerinde olusan BCR-
ABLI fiizyon geni, hiicre i¢inde bir¢cok yolagi aktive eden bir tirozin kinazi kodlar.
KML onkogenezini agiklamada 6nemli role sahip olan bu yolaklarin iiyelerini ve
aralarmdaki iliskiyi tanimlama caligmalar1 devam etmektedir (1,2).

Kanser kok hiicreleri (KKH) tiimoriin baslangicindan sorumlu olan ve timor
dokusundaki ¢ok sayida farklilasmis hiicre toplulugunu olusturan hiicrelerdir. Ayni
O0zgii sinyal ileti sistemleri KKH'lerin ve normal kok hiicrelerinin kendi-kendini
yenileme ve/veya farklilasmasinda fonksiyonel rol oynamaktadirlar. Aralarindaki
baslica fark; KKH'lerde ayn sinyal ileti sistemlerinin diizenlenmesi degismektedir. Son
caligmalarla KKH'lerin ila¢ ve radyasyon tedavisine direngli olduklar1 gosterilmistir (3).
Bu nedenle KML tedavisine yonelik olarak yapilacak calismalarin, kanser hiicrelerini
degil KKH’lerini hedef almasi olduk¢a 6nemlidir.

Kanser hastalarina uygulanan mevcut tedavilerin tiimii kanser hiicrelerini hedef
almaktadrr. Ancak; KML kanser kok hiicrelerini hedef alan etkili bir tedavi heniiz
gelistirilememistir. Bu sebeple kanser kok hiicrelerini hedefleyen yeni ajanlarm kesfi ve
bunlarin ileride klinik uygulamaya ge¢mesi olduk¢a dnemlidir.

Bu calisma kapsaminda quercetinin K562 hiicre popiilasyonundan secilen KML kok

hiicreleri lizerine sitotoksik ve apoptotik etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

Kronik miyeloid 16semi (KML), klonal bir hematopoetik kok hiicre malignitesidir.
Kemik iliginde miyeloid serinin tiim elemanlarinda artisla karakterize olan bu hastalik,
insanda sabit bir kromozomal anormallik ile ilgisi gosterilen ilk neoplazidir. Hastaligin
ilk kez tanimlandig1 1845 yilindan yaklasik bir yiizyil sonra, 1960 yilinda Nowell ve
Hungerford tarafindan Philadelphia kromozomunun (Ph) ilk kez gosterilmesi ile KML
yepyeni bir boyut kazanmistir (1). 1973 yilinda Ph kromozomunun 9. ve 22.
kromozomlar arasindaki translokasyondan kaynaklandigi gosterilmis, 1984 yilinda 22.
kromozomun kirik noktasindaki Breakpoint Cluster Region (BCR) klonlanmis, 1985
yilinda ise BCR-ABL fiizyon geni, BCR-ABL kimerik proteini ve bu proteinin tirozin
kinaz ozelligi tammlanmustir (2). ilerleyen yillarda, simdiki adiyla “BCR-ABL1”
fizyon geninin hayvan deneylerinde KML olusturdugunun ve bu hastaligin
nakledilebilir (transplantable) oldugunun gosterilmesi ile, bu genetik degisikligin KML
hastaliginin patogenezindeki rolii kesinlestirilmistir (3). 1998 yilinda imatinib adi
verilen bir molekiilin BCR-ABL1 protein iriiniinii bloke ederek etkilerini tersine
cevirdiginin gosterilmesiyle de KML, molekiiler mekanizmasi iizerinden etkili tedavi

gelistirilen ilk hastaliklardan olmustur (4).

Kanser kok hiicre teorisine gore, bunlar kanser hiicrelerinin kendi-kendilerini yenileme
ve farklilagsma 6zelligi olan alt gruplaridir. Yalniz bu iki 6zellige sahip hiicreler “Kanser
Kok Hiicresi” (KKH) olarak adlandirilir. Kanser kok hiicresi “kanseri baslatan hiicre”
olarak da adlandirilmaktadir (5). Son zamanlarda kanser kok hiicre hipotezi ile kanserin,
tiimor dokusunda olusan kok veya oncii hiicrelerden olustugu 6ne siiriilmektedir. Kanser
kok hiicreleri veya kanseri-baglatan hiicreler olarak da adlandirilan kanser Oncii
hiicrelerinin, kanserin baslamasi, ilerlemesi ve klasik tedavi sekillerine direng
gostermesinden sorumludurlar. Multipotent dokuya 06zgii, yetiskin kok hiicrelerinde

ve/veya Oncil hiicrelerinde ortaya ¢ikan genetik ve/veya epigenetik degisikliklerin,



“Kanser kok hiicreleri” veya “kanseri-baslatan hiicreler” olarak da bilinen kanser dncii
hiicrelerinde tiimdr olusumuna Onciiliik ettigi bircok arastirmaci tarafindan
gosterilmektedir. Kanser gelisimi esnasinda 16semik veya tiimOrijenik kanser Oncii
hiicrelerinde genetik ve/veya epigenetik degisikliklerin birikimi, cogunlukla da epitelial-
mezenkimal gecgis programu siirecinde tiimor hiicrelerinin gocen fenotip 0Ozelligi
kazanmalari, diger organlara metastaz yapmasi icin invaziv Ozellik kazanmalar:
gerektigini gostermektedir. Timor gelisimindeki kanser kok hiicre modeli, hasta tiimor
dokusundan izole edilen son derece 16semik veya tiimorijenik kanser kok hiicrelerinin in
vivo ve ex vivo olarak farklilasmis kanser hiicre kitlesi olusturdugunu ve bunlarin 16semi

veya tiimor olusumundan sorumlu oldugunun gosterilmesi ile desteklenmektedir (6).

Apoptoz terimi ilk olarak 1972°de JFK Kerr tarafindan nekrozdan farkli olarak
gerceklesen diger bir 6liim sekli i¢in tamimlanmis ve fizyolojik hiicre oliimiinii ifade
etmektedir. Teorik olarak apoptoz, cesitli travmatik hiicre dis1 lezyonlar ya da genetik
faktorler ile aktive edilen ve hiicrenin kendisi tarafindan programlanmis bir mekanizma
vasitasiyla hiicre oliimiinii kontrol eden aktif bir islem olup, hiicrenin intihar1 olarak
tanimlanabilir. Apoptozun tetiklenmesi i¢in; sinyal molekiillerini, reseptorleri, enzimleri

ve genleri diizenleyen proteinleri igeren bir seri molekiiliin is birligi gereklidir (7).

Quercetin, kirmizi sarap, greyfurt, sogan, elma, siyah ¢ay ve az miktarlarda yaprakli
yesil sebzelerde, fasulyede cesitli bitki caylarinin i¢inde bulunan bir flavonoiddir.
Quercetinin 16semi hiicre hatlar1 iizerine antioksidatif ve apoptotik etkileri cesitli

caligmalarla gosterilmistir (8).
2.1. LOSEMI

Losemi, normal hiicre diizenlenme siirecinde degisikliklerin meydana gelmesi ile kemik
iligindeki hematopoietik kok hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile sonuglanan,
cocuklarda ve erigkinlerde goriillen yaygin bir malignitedir (9). Loseminin siklikla
kargilagilan dort ana tiirli vardir; akut miyeloid 16semi, akut lenfoblastik 16semi, kronik
miyeloid 16semi ve kronik lenfositik 16semi (10). Bu dort ana 16semi tiiriiniin
smiflandirilmas: hastaligin progresyonu ve hiicre tiplerindeki temel farkliliklara gore
yapilir. Loseminin baslangic1 akut (ani baslangicli) veya kronik (yavas baslangicl)

olabilir. Akut 16semide kanser hiicreleri hizla cogalir. Kronik 16semide hastalik yavas



ilerler ve erken belirtiler cok hafif olabilir. Losemiler icerdikleri hiicre tiplerine gore

miyeloid ve lenfositik olarak adlandirilirlar (11).
2.2. KRONIiK MIYELOID LOSEMI

Kronik miyeloid 16semi, kemik iligi kok hiicrelerinin malign yayilimi ile karakterize
edilen bir hematopoetik bozukluktur. KML, Philadelphia kromozomu olarak bilinen bir
kromozomal sapma ile iligkili ilk neoplastik hastaliktir (12).

KML; 18401 yillarda yaygin olarak kabul goren, tiiberkiiloz gibi splenomegaliye neden
olan durumlarla ag¢iklanamayan, 16kositozla iligkili masif splenomegali tanis1 konulan
iki hastada 1845 yilinda tanimlandi. Hastaligin patogenezi ile ilgili ilk ipucu 1960
yilinda, bu hastalig1 tasiyan bireylerde, Nowell ve Hungerford'un insan hiicrelerinde
mitozu incelemek icin gelistirilen yeni tekniklerle, daha sonra Philadelphia (Ph)
kromozomu olarak adlandirilan ve 22q olarak tamimlanan kromozomda tutarli bir
kromozomal anomali tespit etmeleriyle ortaya c¢ikti. 1973’de Rowley, Ph
kromozomunun 9. kromozomu da igeren karsilikli bir translokasyon sonucu olustugunu
gozlemledi ve anomali t(9;22) (q34:;ql11) olarak yeniden diizenlendi. 1980'lerde, Ph
kromozomunun, su anda KML'nin kronik fazinin ana nedeni olduguna inanilan BCR-

ABL olarak adlandirilan benzersiz bir flizyon geni tasidig1 gosterildi (13).

KML’nin molekiiler patogenezin aydinlatilmasi, diger hematolojik neoplazilerde
molekiiler mekanizmalarm kesfi ve hedefe yonelik terapotik yaklagimlar icin KML’1 bir

model haline getirmistir (12,14).
2.2.1 Epidemiyoloji

KML, her y1l 100.000 kisiden 1 veya 2’sinde goriilen nadir bir hastaliktir ve hastaliga
siklikla yaslilarda rastlanir. Yaklasik olarak 65 yas civarinda teshis koyulur. Hayatta
kalma istatistikleri, genis bir grup insana dayandigindan, bireysel bir hastaya ne
olacagini tam olarak tahmin etmek i¢in kullanilamazlar; bu nedenle yapilan ¢ogu
epidemiyolojik arastirmalarda yash bireylerin hastalifin insidansinin belirlenmesinde

yeterli temsil edilemedikleri diisiiniilmektedir (14).

KML’den erkek bireyler kadin bireylerden daha ¢ok etkilenir. Kadinlarm erkeklere gore
hayatta kalma oranm yiiksektir. KML 06liim orani, 75-84 yaslar1 arasindaki bireylerde
daha yiiksektir (15).



2.2.2. Klinik Bulgular

KML, hematopoietik kok hiicrelerin malign klonal bir bozuklugudur ve sadece miyeloid
hiicrelerde degil ayn1 zamanda periferik kan ve kemik iligindeki eritroid hiicrelerinde ve
trombositlerde artisla sonuclanir. Hastaliga ait klinik bulgular asagida belirtildigi gibidir
(16):

1. Hipermetabolizma ile iliskili semptomplar (kilo kaybi, halsizlik, anoreksiya, gece

terlemeleri vb.)

2. Splenomegali neredeyse her zaman goriilir ve ¢ogunlukla masiftir. Baz1 hastalarda

splenik genisleme onemli derecede rahatsizlik, agr1 veya hazimsizliga neden olur.
3. Anemi, nefes darhigy, tasikardi ve solgunluk goriilebilir.

4. Anormal platelet fonksiyonlar1 nedeni ile morluk, burun kanamasi, menoraji ve

hemoraji goriilebilir.

5. Hiperiirisemiye bagh gut ve bobrek yetmezligi sorunlar1 olusabilir.
6. Nadir goriilen semptomlar gérme bozuklugu ve priapizmdir.

7. Olgularm %350’si rutin kan taramast ile teshis edilir.

2.2.3. KML’nin Asamalar

Kronik miyeloid 16semi kronik faz, akselere faz ve blastik faz olarak adlandirilan ii¢ faz

icerir (17). Hastaliga genel olarak kronik fazda tanm1 konmaktadir (18).
2.2.3.1. Kronik Faz

KML’de ilk evre kronik faz olarak adlandirilir. Bu evrede kan ve / veya kemik iliginde
(Resim 2.1) normalden fazla sayida beyaz kan hiicresi vardir. Olgunlasmamis beyaz kan
hiicreleri (blast hiicreleri) kan ve / veya kemik iligi hiicrelerinin %10'dan azini
olustururlar. Bu, her 100 hiicreden 10’unun (veya daha azinm) blast oldugunu gosterir

(Resim 2.2) (19).

KML cogunlukla kronik fazda herhangi bir semptoma neden olmaz; ancak halsizlik
veya kaburgalarin sol tarafinda dolgunluk hissi gibi hafif semptomlara neden olabilir.
Kan hiicrelerinde ¢ok fazla degisiklik olmadigindan, viicut hala enfeksiyonlarla karsi

savasabilir durumdadir (19).



Bu fazda, kanser yavas ilerler. Akselere faza gecis aylar hatta yillar alabilir. Diger

fazlara kiyasla, kronik fazda, tedaviye daha iyi yanit verilme egilimi vardir (19).

: cdma L
Resim 2.1. KML-Kronik fazda, periferik kandaki I6kositoz gosteren olgunlagsmamig
miyeloid hiicreler (Wright-Giemsa boyasi, x 4) (20).

Resim 2.2. KML-Kronik fazda, kemik iligi aspiratindaki blastlar ve promiyelositleri

iceren olgunlasmamis miyeloid hiicrelerin spektrumu (Wright-Giemsa boyasi, x 20)

(20).



2.2.3.2. Akselere Faz

KML ' nin ikinci faz1 akselere faz olarak adlandirilir. Bu fazda kan veya kemik iligindeki
blast hiicrelerin sayis1 normalden daha fazladir. Beyaz kan hiicrelerinin (WBC) sayis1 da
bu fazda yiiksektir. Kanda yiiksek oranda bazofiller ve diisiik oranda trombositler

bulunabilir; ayrica yeni kromozom degisiklikleri gdzlenebilir (19).

Bu fazda 16semi hiicreleri (KML hiicreleri) daha hizli biiyiirler ve semptomlar olusur.

Bu semptomlar; ates, kilo kaybi, istahsizlik ve dalak biiyiimesidir (19).
2.2.3.3. Blast Faz

KML’de iigiincii ve final fazi blast krizi olarak da adlandirilan fazdir. Blast fazina
gelindiginde hayati tehdit olusabilir. Bu fazda blast hiicrelerin kandaki ve / veya kemik
iligindeki sayis1 ¢cok yiiksektir; ayrica blast hiicreler diger doku ve hiicrelere de yayilim
gosterirler. Enfeksiyon, kanama, karin ve kemik agrilar1 gibi siddetli semptomlar olusur.
Bu fazda 16semi hiicreleri daha anormal hale gelir. KML’nin blast faz1i AML blast fazi

ile benzer 6zellikler gosterir (19).

KML’nin ii¢ fazmin kriterleri Diinya Saglik Orgiitii ve MD Anderson Kanser Merkezi
tarafindan tanimlanmistir (Tablo 2.1) (20).

Tablo 2.1. Kronik Miyeloid Loseminin Asamalar (20).

Faz Kriter

Kronik Faz Akselere veya Blast fazdaki kriterlerin hicbiri
mevcut degil

Akselere Faz Periferik kan veya kemik iliginde > % 15 ve <

MD Anderson Kanser Merkezi % 30 blast

ve Avrupa LeukemiaNet Periferik kanda veya kemik iliginde > % 30

Kriterleri kombine blast ve promiyelosit

Periferik kandaki > % 20 bazofili

Terapiyle ilgili olmayan trombositler (< 100 x
109/L)

Sitogenetik klonal evrim

Periferik kan veya kemik iliginde % 10 -% 19
DSO kriterleri blast

Periferik kanda > % 20 bazofili

Terapiyle ilgili olmayan kalic1 trombositopeni
(<100 x 109/ L)




Tedaviye yanit vermeyen kalic1 trombositoz (>
1,000 x 109 /L)

Dalak boyutunun ve tedaviye yanit vermeyen
beyaz kan hiicre sayisinin artmasi

Sitogenetik klonal evrim

Blast Faz1 Periferik kanda veya kemik iliginde > % 30
MD Anderson Kanser Merkezi blast

ve Avrupa LeukemiaNet Dalak disinda ekstramediiller blast
Kriterleri proliferasyonu

Periferik kan veya kemik iliginde > % 20 blast
DSO kriterleri Dalak disinda ekstramediiller blast
proliferasyonu, kemik iligi biyopsisinde genis
blast kiimeleri

2.2.4. Molekiiler Patogenez

2.2.4.1. Philadelphia Kromozomu ve BCR-ABL Fiizyon Geni

Deneysel tedaviden rasyonel olarak tasarlanmis tedaviye gecmek bir hastaligin
molekiiler patogenezinin kesin bir sekilde anlagilmasini gerektirir. KML'nin molekiiler
patogenezinin ¢oziilmesi Amerikan Hematoloji Dernegi’nin kurulmasindan kisa siire

olmustur (21).

1960'da Philadelphia'da calisan Peter Nowell ve David Hungerford, akrosentrik bir
kromozomda olusan delesyon sonucu, KML'li hastalarda tutarli bir kromozomal
anomali tanimladi (22). Bu, spesifik bir malignite ile baglantili kromozom anomalisinin
ilk 6rnegi idi. Kromozomal bantlama teknikleri gelistikge kromozom anormalliginin 22.
kromozomun kisalmasindan kaynaklandigi anlagildi. Daha sonra 1973'te Dr Janet
Rowley, Philadelphia (Ph) kromozomu (Resim 2.3) olarak adlandirilan kromozomun, 9.
ve 22. kromozomlarin uzun kollar1 arasindaki dengeli resiprokal translokasyon sonucu

olustugunu belirledi (22).
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Resim 2.3. Philadelphia (Ph) kromozomu karyotipi (23)

Kromozomal anomali analizi arastirmacilara, (9; 22) kromozomal translokasyonun
molekiiler sonuclarmni kesin bir sekilde belirlemelerine izin vermistir. 1980’lerde Ph
kromozomunun, 9. Kromozomun ¢34 bandina yerlesik ABL (ABelsan murine
Leukemia) geninin, 22. Kromozomun qll bandindaki BCR (Breakpoint Cluster
Region) genine t(9:22) resiprokal translokasyonu sonucu, BCR-ABL fiizyon geninin
olusumu ile ortaya c¢iktig1 ispatlanmistir (Sekil 2.1) (24,25). Translokasyon sonucu
olusan fiizyon geni BCR-ABL'nin lokemojenitesi 1990'da David Baltimore'un
laboratuvarinda calisan George Daley ve Richard van Etten tarafindan dogrulanmistir.
Bu arastirmacilar, hayvan modellerinde BCR-ABL'yi eksprese ettirmis ve BCR-
ABL'nin 16semiyi baslattigini, boylece BCR-ABL'nin 16kemik bir onkojen oldugunu
gostermislerdir (26,27).

Sekil 2.1. Philadelphia kromozomunu olusturan translokasyonun sematik diyagrami(21)
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2.2.4.2. BCR-ABL Geni Translokasyon Partnerlerinin Fizyolojik Fonksiyonu

ABL geni, Abelsan murine Leukemia viriis tarafindan tasman v-abl onkogeninin
insandaki esdegeridir ve bir nonreseptor tirozin kinaz kodlar (28). Hastalarm %10’unda
Ph kromozomu disinda ilaveten iki farkli kromozomu kapsayan kompleks
translokasyonlar goriiliir; t(5;12) (q33;p13) TEL-PDGFRB ve t(8;13) (pll;ql2)
ZNF198-FGFR1’dir. Her iki translokasyonun olusturdugu fiizyon proteinlerinin bir
kism1 reseptor tirozin kinaz kodlar ve bu trasnlokasyonlar BCR-ABL onkoproteini
tarafindan aktive edilen yolaklara benzeyen sinyal iletim yollarin1 aktive ederek KML

gelismesine neden olurlar (29,30-32).

ABL, 145 kDa agirhiginda bir non-reseptor tirozin kinazdir (29). Hiicre icerisinde hem
sitoplazmada hem de c¢ekirdekte yer alan ABL, iki kompartiman ile etkilesim
icerisindedir ve integrin sinyal yolaklar1 sayesinde hiicresel ¢evre hakkinda bilgi
aktariminda gorev alir (29,31-33). Normalde ABL proteini, ¢esitli hiicre i¢i ve hiicre
dis1 sinyallere gore hareket ederek, hiicre dongiisiinii, programli hiicre o6liimlerini,
hiicrenin biiylime ve cogalmasini ve ayrica hiicrelerin stres ortamina verdigi yaniti

kontrol eder (29,30,31).

BCR, 160 kDa agirliginda ¢oklu modiiler alanlar iceren bir sinyal proteinidir (29). ABL
geninin aksine BCR geni iizerindeki kirilmalar farkli noktalarda olusabilir (32,33).
Kirilma noktasmnin ABL’de sabit, BCR’de degisken olmasi; ABL geninin saglikli
hiicreleri degisime ugratarak kanser hiicresine doniisiimiinii sagladigini, BCR geninin

ise hastaligin fenotipini etkiledigini gostermektedir (29,33,36).

Yeni olusan bu kimerik gen KML’de 16semik fenotipin gelismesinden sorumlu BCR-
ABL proteinini kodlar. BCR-ABL proteini (Sekil 2.2), hiicrede biiyiime, ¢ogalma,
farklilagsma, maturasyon ve apoptoz ile ilgili pek cok sinyal yolagmin devaml
aktivasyonunu saglamakta, normal hiicre siklusunun kontroliiniin bozulmasma neden
olmakta ve hiicrelerin malign doniisiimiine yol agmaktadir (29,32). Bu durum anormal
kendini yenileme ve farklilagma yeteneklerinin ve apoptoza diren¢ gelisiminin
kazanilmasi nedeni ile Ph pozitif hiicre klonunun hayatta kalmasina ve ¢ogalmasina

neden olmaktadir (27,29,33,36).
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Sekil 2.2. ABL ve BCR genlerindeki kirilma noktalarimin yerleri ve cesitli kirilma

noktalarindan kaynaklanan kimerik mRNA'larin yapis1 (32).
2.2.4.3. BCR-ABL ile iliskili Sinyal Yolaklan

KML'de molekiiler patogenezin tanimlanmasindan sonra, BCR-ABL tirozin kinaz (TK)
aktivitesinden etkilenen sinyal yollarinin tanimlanmasi ile BCR-ABL'nin molekiiler etki
mekanizmasi anlasilmaya calisilmistir (Sekil 2.3). KML'yi karakterize eden spesifik
patolojik problemlerin belirlenmesi amaciyla ¢esitli sinyal yolaklar1 arastirilmis ve
BCR-ABL'nin bircok substrati ve baglayici partnerleri tamimlanmustir (37). Bu
problemler arasinda, masif miyeloid hiicre sayilarinda artisa yol acan hematopoetik kok
hiicre veya progenitor hiicrelerin sayisinin artmasi ve bu hiicrelerde apoptozun azalmasi;
miyeloid progenitorlerin kemik iligi stromasmma yapigmasindan kaynaklanan bir
bozukluktan oldugu diisiiniilen olgunlagsmamis miyeloid hiicrelerin kan dolasimina
erken katilmas1 ve hastaligin ilerlemesi ile sonuclanan genetik istikrarsizlik

gosterilebilir (37).

BCR-ABL'nin transformasyon aktivitesi, hiicre proliferasyonunun siirekliligine katkida
bulunan, farklilagsmayi engelleyen ve hiicre Oliimiine direnci arttiran yapict TK
aktivitesinden kaynaklanmaktadir. BCR-ABL nin kinaz hiperaktivitesi, sinyal yollarinin
aktivasyonuna ve hiicresel proseslerin diizenlenmesine neden olur. Bu yolaklarinin

cogu, KML ve ALL fare modellerinde gosterilmistir (38).
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Sekil 2.3. BCR-ABL proteini tarafindan regiile edilen ana sinyal yolaklar1 (37).
2.2.4.3.1. JAK2/STAT Sinyal Yolag

JAK (Janus Kinaz) 1-3 ve STAT (Sinyal Transdiiser ve Transkripsiyon Aktivatorleri) 1,
3, 5 ve 6’'nmn aktivasyonu; p190/p210 BCR-ABL-pozitif 16semide deneysel olarak
kanitlanmistir. JAK1-3 aktivasyonu, BCR-ABL' nin sitokin reseptorleri ile etkilesimi
aracthi@r ile gerceklesir (39,40,41). BCR-ABL kinaz dogrudan JAK2 / STAT
aktivasyonunu arttirarak KML modellerinde hiicre biiylimesini / sagkalimini arttirir ve
onkojenik doniisiimii saglamak i¢in bozulmamis bir JAK2 / STATS yolunu gerektirir
(42,43).

JAK3 ekspresyonu hematopoietik hiicrelerle siirhidir. JAK3-knockout farelerde lenfoid
hiicrelerde gelisimsel kusurlar ve miyeloid hiicre soylarinda genisleme goriiliir (44-47).
JAK2 dogrudan Y177'de BCR-ABL'i fosforile eder ve BCR-ABL sinyalini arttirarak
BCR-ABL proteininin stabilitesini arttirir (48,49). Ayrica, JAK2, onkogen c-MY C'nin
mRNA ekspresyonunu uyarir ve c-MYC proteinini degredasyondan korur (50,51). c-
MYC’nin asir1  ekspresyonu, BCR-ABLI1 transformasyonunda kritik bir rol
oynamaktadir ve BCR-ABL pozitif hiicrelerde aktive edilmis JAK2'yi hedef alir (52).
Survivin, BCR-ABL-pozitif hiicrelerde asir1 eksprese edilir ve BCR-ABL; JAK2 /
fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) sinyal yolaklar1 yoluyla survivin promoterinin

transaktivasyonunu baslatmak icin c-MYC'yi aktive eder (53). Bu bulgular, JAK2'nin
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BCR-ABL-pozitif hiicrelerde BCR-ABL stabilitesini ve onkojenik sinyalleri kontrol
ettigini ortaya koymaktadir (54,55). Buna karsilik, JAK2 nin inhibisyonu fosforillenmis
Y177 (p-Y177) miktarin1 azaltir, ancak BCR-ABL diizeyini diisiirmez, bu da JAK2
inhibisyonu ile BCR-ABL'deki azalmanin Y177'nin fosforilasyonundan ayr1 bir olay
oldugunu ortaya koymaktadir (56). KML-KF modelinde JAK2 yoklugunun, artan
saytda  WBC ve siddetli splenomegali ile hastalik gelisimini Onemli Olciide
hizlandirdigi, bunun da JAK2'nin KML ilerlemesini inhibe ettigi diisiiniilmektedir (57).

p-STATS3 diizeyi, imatinib tedavisine diren¢li KML hastalarinda, tedaviye yanit veren
hastalardan daha yiiksektir. BCR-ABL STAT3'lin transkripsiyonunu JAK1 / 2 ve
mitojenle aktive edilmis protein kinazi (MEK) fosforilleyerek diizenler (57,58). STAT3
ve STATS a/b, KML hiicrelerinin sag kalimi ve biiyiimesinin siirdiiriilmesi icin
gereklidir (55). Ayrica STATS, hiicre dongiisii ilerlemesi ve lenfoid 16semik hiicrelerin
hayatta kalmas: i¢in de gereklidir; ancak STATS, normal hematopoez i¢cin gerekli
degildir ki bu onu Ph-pozitif 16semide 1yi bir terapotik hedef yapmaktadir (55).

2.2.4.3.2. PI3KJAKT'mTOR Sinyal Yolag

P13K-AKT-mTOR sinyal yolagt KML de 6nemli olan diger bir sinyal yolagidir. BCR-
ABL-pozitif c-kit pozitift HKH' leri aktive edebilmektedir (58). BCR-ABL, PI3K-AKT-
mTOR yolagi ile KML hiicrelerinin proliferasyonunu artirmak icin Skp2 ekspresyonunu
indiikler. Bu arada, BCR-ABL proteini glikoz metabolizmasini arttirir ve 6zellikle KML
hiicrelerinde PI3K-AKT-mTOR tarafindan regiile edilen mitokondriyal elektron tagima
zincirlerini aktive eder (59). PI3K'nin inhibisyonu, p210 BCR-ABL ile transforme
olmus hiicrelerde, 6zellikle de apoptozda TKI-arttirici sitotoksik etkiler ile sinerji
gosterir. Birlikte ele alindiginda, bu bulgular, PI3K-AKT-mTOR yolagmim BCR-ABL

aracili lokomojenezde dnemli bir rol oynadigim diisiindiirmektedir (60).
2.2.4.3.3. MAPK/ERK (RAS/RAF/MEK/ERK) Sinyal Yolag

RAS / RAF / MEK / ERK yolagi, hiicre yiizeyi reseptorlerinden sinyalleri niikleer
transkripsiyon faktorlerine ileten merkezi bir sinyal iletim yolagidir (61). BCR-ABL
pozitif 16semi hiicrelerinde RAS / RAF / MEK / ERK yolaginin aktivasyonu kontrolsiiz
cogalmaya neden olur (62). BCR-ABL BCR'nin kismi fosforilasyonuna bagli olarak
GRB2 / GRB2-iligkili baglanma proteini 2 (GAB2) nin fosforilasyonu ile RAS’1 aktive

ederek proliferatif sinyalleri doniistiiriir (63). RAS sinyallesmesinin bozulmasi,
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farelerde BCR-ABL ile indiiklenen KML benzeri 16seminin gelisimini hafifletir, ancak
mutant RAS'a sahip BCR-ABL-pozitif farelerin cogunda pro-B-ALL gelistirir. Bu,
RAS''n KML’de BCR-ABL patogenezinde 6nemli bir role sahip oldugunu ancak B-
ALL patogenezinde kritik bir 5nemi olmadigini1 gostermektedir (64).

MEK/ERK'nin bloke edilmesi, gefitinib veya imatinib'e diren¢gli BCR-ABL eksprese
eden hiicrelerde, histon deasetilaz inhibitorlerinin sitotoksisitesini yiikseltir ve eritroid
farklilagsmasma yol agar (65). BCR-ABL; ayrica RAS ile ilgili RAP1 proteininin bir
efektor molekiilii ve MEK / ERK / ERK-1 sinyal yolagmin giiclii bir aktivatorii olan B-
RAF kinaz1 aktive eder (66). RAP1 aktivasyonunun inhibisyonu, ERK-1'in BCR-ABL

ile indiiklenen aktivasyonunu inhibe eder (67).

Losemik mikro ortam, 16semik hiicre proliferasyonunu ve sagkalimini desteklemede rol
oynar. BCR-ABL kinazin aktivitesine ek olarak, KML kok hiicrelerin sagkalimi,
hematopoietik nisin siirekliligine de baghdir (68). Kok hiicre nisinin bir bileseni olan
Osteopontin (OPN), BCR-ABL ifade eden hiicrelerde asir1 eksprese edilir (69). BCR-
ABL, muhtemelen RAS / RAF / MEK / ERK yolag: vasitastyla, BCR-ABL'nin 16semi
kok hiicreleri i¢in mikro ortami korudugu belirtilen RAS, RAF-1 ve MAPK'yi iceren bir
sinyal kaskadini aktive ederek OPN’nin asir1 ekspresyonunu indiikler (70).

2.2.5. Laboratuvar Tamsi

Tipik KML tanis1 basittir. Kalic1 aciklanamayan 16kositoz (veya bazen trombositoz)
olusumuyla, Ph kromozom anomalisi t (9; 22) (q34; ql11) varhigi ile, rutin sitogenetik
caligmalarla veya Ph ile iliskili molekiiler BCR-ABL anomalilerin fliioresan in situ
hibridizasyon (FISH) ile veya molekiiler arastirmalarla belirtilmesi ile tan1 konulur (71-

73).

FISH analizi, BCR ve ABL genlerine 6zgii genis genomik problarin kolokalizasyonu
tizerine kuruludur. E§ zamanli olarak yapilan kemik iliginin ve kan orneklerinin FISH
analizi ile karsilastirilmasi, yiiksek uyum gosterir. FISH caligmalari, kullanilan problara

bagl olarak %1-10 arasinda yalanci pozitiflik gosterebilir (71).

Ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) BCR ve ABL arasindaki
baglant1 bolgesini amplifiye eder. Minimal rezidiiel hastaligin tespiti i¢in son derecede
duyarhdir. PZR testi; BCR-ABL transkriptinin varlig1 hakkinda bilgi saglar ya da BCR-
ABL miktarimt belirler. Kalitatif PZR (QPZR), KML tamisinda yararhidir; Kantitatif
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PZR, hastaligin izlenmesi i¢in idealdir. Es zamanh periferik kan ve kemik iligi QPZR
caligmalar1 yiiksek diizeyde bir uyum gosterir. PZR ile yalanci-pozitif ve yalanci-negatif
sonuclar ortaya ¢ikabilir. Yalanci negatif sonuclar, kalitesiz RNA'dan veya reaksiyonun
basarisizligindan kaynaklanabilir.  Yalanci pozitif sonuglar kontaminasyondan
kaynaklanabilir. Test prosediirlerine, numunenin tutulmasma ve laboratuvar tecriibesine

bagl olarak, bazi numunelerde 0.5-1 log farki olusabilir (71-73).

Ph kromozomu genelde tek anormallik olarak metafazlarin %100'inde bulunur.
Hastalarm%10 ile 15'inde ek olarak, trizomi 8, izokromozom 17, 22q veya ¢ift Ph'den
ek materyal kaybinin dahil oldugu kromozom degisiklikleri (klonal evrim) vardir (71-
73).

Hastalarin %5-8'inde tipik bir t (9; 22); basit (22.kromozom ve 9. kromozom disindaki
bir kromozomun dahil oldugu) veya kompleks (9.kromozom ve 22. kromozoma ek
olarak bir veya daha fazla kromozomu iceren) olabilen varyant translokasyonlara
sahiptir. Ph varyantlarma sahip hastalar, Ph-pozitif KML'ye benzer sekilde terapiye
yanit verirler (71-73).

2.2.6. Tedavi
2.2.6.1. imatinib

BCR-ABL proteini, KML tedavisi i¢in ideal bir ila¢ hedefidir. Losemi hiicrelerine dzgii
olan BCR-ABL proteini, yiiksek seviyelerde eksprese edilir ve SH1 bolgesindeki tirozin
kinaz aktivitesi, KML'yi uyarabilmek i¢in esas 6zelliktir. Onkojenik transformasyondan

sorumlu SH1 bolgesi KML ile miicadelede son derece 6nemli bir hedeftir (74).

Dizayn edilen en basarili sentetik ATP inhibitorii, Mayis 2001'de Amerika Birlesik
Devletleri'nde FDA tarafindan onaylanmis imatinib mesilat (STI 571, Gleevec,
Novartis, Isvigre)tlr ve daha sonra Kasim 2001’de 1ngi1tere'de EMEA tarafindan KML
tedavisinde kullanilmasi i¢in onaylanmistir (32,75). Bu ilacin tanitimi dramatik bir
sekilde KML tedavisindeki uygulamalar1 degistirmistir (76). imatinib, hastaligin tiim
evrelerinde, Ph+ KML yetiskin hastalarin birinci basamak tedavisi i¢in kullanilmakta

olup, KML tedavisinde altin standart olarak kabul edilmektedir (77,78).
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Sekil 2.4. BCR-ABL ve imatinibin KML patogenezindeki etki modunun
karsilastirilmasi (79)

Imatinib, 2-fenilaminopirimidin’in bir tiirevidir. Tip II protein kinaz inhibitorii simifinda
yer alir ve tirozin kinazlarin aktivitesini azaltir (Sekil 2.4). Tirozin kinazlar ATP’den
fosforu koparip tirozin amino asidine transfer eden enzimlerdir ve hiicre biiyiimesi,
proliferasyonu, apoptozisi ve hiicre ici uyari iletiminde ©nemli rol oynarlar. insan
viicudunda bir¢ok tirozin kinaz enzimi vardir fakat imatinibin spesifik oldugu tirozin
kinaz bolgesi ABL, c-kit ve PDGF-R baglh tirozin kinazlarda mevcuttur. imatinib
ozellikle BCR-ABL tirozin kinaz aktivitesini azaltir. BCR-ABL bagh tirozin kinazin
aktivasyon bolgesinde Asp-Phe-Gly (DFG D: aspartat, F: fenilefrin, G: glisin)
konformasyonu ©nemli rol oynar. DFG bdolgesinin bulundugu yer itibariyle ATP
baglanma bolgesine cok yakindir. Enzimin aktif hali “DFG-in” konformasyonunda,
enzimin inaktif hali ise “DFG-out” konformasyonundadir. Tip I protein kinaz
inhibitorlerin aksine, imatinib hem ATP baglanma bdlgesine hem “DFG-out”
konformasyonunda olusan hidrofobik bdlgeye baglanir ve enzimin inaktif
konformasyonda “donmasma” (freezing) neden olur. Imatinib, enzimin inaktif formuna
baglanma 6zelligine sahiptir. Bunun i¢in iki teori mevcuttur (i) aktivasyon halkasinin

fosforilasyonu dinamiktir ve gecici olarak defosforile olunca imatinib enzime baglanir
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ve kinaz aktivitesini azaltir; (i) imatinib yeni sentezlenen bcr-abl kinaza baglanir ve

fosforilasyon ile modifikasyona firsat vermeden aktif hale gecmesini engeller (80).

Kronik faz KML tedavisinde imatinib INFa'ya kiyasla daha iistiin ve siirdiiriilebilir bir
yamt iiretir. Bir Faz III klinik arastrmasi olan IRIS (Interferon ve STI571'in
Uluslararas1 Randomize Caligmasi), imatinib ve yeni tani konan KML'li hastalarin
tedavisinde kullanilan konvansiyonel ilaglarin kullanimini karsilagtiran caligmadir.
Konvansiyonel ilaglar, interferon monoterapiden daha 1yi sitogenetik yanit ve sagkalim
oranlar1 sergileyen rekombinant INFo ve diisiik doz sitarabindir. Bu arastirmanin
sonuglari, tolere edilebilirlik acisindan hematolojik ve sitogenetik yanitlarin ve
hizlandirilmig veya blast fazli KML'ye ilerleme olasiliginin imatinib ile iistiin sonuglar

verdigini ortaya koymustur (81-83).

Imatinib, hastalarin ¢ogunda siirekli bir sitogenetik yanit iiretir ve klinik olarak iyi tolere
edilir. Klinisyenler halihazirda tiim yeni teshis edilen hastalara imatinib tedavisi
onermektedir. Ancak, imatinib tatmin edici bir sekilde yanit veremedigi zaman, diger

tedaviler uygulanir (82).
2.2.6.2. Nilotinib (AMN107)

Imatinibe kars1 hiicrelerde direnc gelismesinin ardindan, imatinibin yapis1 degistirilerek
Nilotinib (Novartis) gelistirilmistir. Her ikisi de ABL kinaz bolgesinin aktif olmayan bir
konformasyonuna baglandigi ve bir ATP inhibitorii olarak islev gormektedir.
Imatinibden farkli olarak nilotinib, ila¢ etkinligini ve duyarliigmi arttirmak i¢in BCR-
ABL proteinine daha siki baglanabilme 6zelligine sahiptir (84-86). Cogu BCR-ABL
mutanti, nilotinib i¢in 20 kat daha duyarhidir. Bu kuralin istisnasi, mutant T315I'dir.
Ayrica, ABL proteinine iistiin topografik uyumu ile, nilotinibin imatinibten daha giiclii

oldugu ispatlanmstir (87,88).

Nilotinib ile yapilan Faz I klinik caligmalarinda, imatinibe direngli hastalarda,
hematolojik cevap orani, kronik evrede %92, akselere evrede %75, blast evrede %39
olarak bulunmustur. Sitogenetik yanitlar sirasiyla %35, %55 ve %27 dir. Nilotinib icin

faz II caligmalar1 devam etmektedir (89).
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2.2.6.3. Dasatinib (BMS-354825)

Dasatinib (Bristol-Myers Squibb), birincil Src inhibitorii olan wild-type BCR-ABL'yi ve

en direncgli imatinib mutasyonlarini inhibe eden bir ilagtir (84).

Src, hiicresel adezyon, motilite ve biiylime de dahil olmak iizere hiicre sinyalerinde ¢ok
fazla rol oynayan bir reseptdr olmayan tirozin kinazdir. Src'nin kinaz bolgesi ile
fosforilatlama kapasitesine sahip bircok substrat, hiicre ic¢i sinyal kaskadlarmin bir
boliimiinii olusturur (90,91). Src'nin diizenlenmemis etkinligi, kolon ve meme kanseri
gibi neoplastik hiicrelerde zaten fark edilmistir. Bu 6zellikleri ve aktivitesi nedeniyle

Src, ilag gelistirmede hedef olarak goriilmiistiir (90).

Dasatinib, bir ¢ift Src / ABL kinaz inhibitoriidiir. Cesitli sekillerde imatinibden farklidir.
Imatinibin aksine dasatinib, BCR-ABL'nin inaktif ve aktif formlarina baglanabilir.
Dolayisiyla, dasatinib aktif olmayan konformasyonda mevcut olan ABL ve Src kinaz
arasinda daha yapisal olarak korunmus bir alana baglanabilir (92). Dasatinib BCR-
ABL'nin farkli konformasyonlarina baglanma konusunda daha esnektir ve BCR-
ABL'nin coklu konformasyonlarmi taniyabilmektedir (93). Dasatinib simdiye kadarki
en giiclii ABL kinaz inhibitorii olmasina ragmen, en bilinen degildir, hedef profili diger

Src ailesi iiyelerini de i¢ine alacak sekilde genislemektedir (94).

Faz 1 klinik arastirmalar, nilotinibe benzer sekilde, dasatinibin de T315I
mutasyonlarmin {iistesinden gelemedigini gostermistir. Dasatinib, kronik faz, akselere
faz ve blast fazdaki KML'de %92, %45, %35'lik sitogenetik yanit olusturdugunu
gostermistir (95,96).

2.2.6.4. Bosutinib

Bosutinib (Pfizer) iiciincii basamak tirozin kinaz inhibitoriidiir ve baslangigcta imatinibe
direncli veya toleransli olmayan hastalarda calistlmistir. Bosutinib, T3151 haricinde
imatinib  direnci  kazandirdigr  bilinen mutasyonlarin  cogunda  aktivitesini
siirdirmektedir. Hastalarin imatinibe diren¢li olup olmamasmdan bagimsiz olarak etki
gosterir. Belirtilen en yaygin toksisiteleri ishal, mide bulantisi, kusma ve dokiintiidiir.
Diger Onemli advers olaylar1 miyelosupresyon ve Kkaraciger fonksiyon testi

anomalileridir (97).
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2.2.6.5. Ponatinib

T3151 mutasyonu varliginda KML'ye kars1 aktif rol oynadig: diisiiniilen ilk bilesik olan
Ponatinib iiciincii nesil TKI'dir (98). BCR-ABL'nin inhibisyonunda imatinibden 500 kat
daha giiclii oldugu diisiiniilmektedir (99). Ponatinib, T3151 mutasyonu bir hasta i¢in
diger TKI'lerin endike olmadig1 durumlarda tercih edilen ajan olarak diisiiniilmelidir. Su
anda, bu mutasyona kars1 faaliyet gosteren baska hicbir TKi bulunmamaktadir.
Ponatinib kullanimi ile trombotik olaylarin ortaya ¢ikmasi riski ciddi olmakla birlikte,
hastalik kontrolii i¢in uygulanabilir seceneklerin az olmasi nedeniyle T3151 mutasyonlu

hastalarda kullanilabilmektedir (100).
2.2.6.6. Allojenik Kok Hiicre Transplantasyonu

Allojenik kok hiicre transplantasyonu genellikle hastaligin akselere fazinda ve blast
fazinda uygulanirken, tirozin kinaz inhibitorlerinin bulunmasi ile kronik fazdaki KML
hastalarinda bu yontemin uygulanmasinda diisiis gozlenmistir. Ancak en az iki TKI
uygulanmis hastalarda veya ponatinib tedavisi almig T3151 mutasyonuna sahip
hastalarda yanit alimanamasi durumunda kronik fazdaki KML’de terapotik olarak
uygulanabilmektedir (101).

2.2.6.7. interferon Alfa

Interferon alfa (INFa), antiviral ve antiproliferatif 6zelliklere sahip biyolojik kokenli bir
glikoproteindir. KML'de, INFa, ozellikle sitogenetik yanit veren kisilerde sagkalimi
uzatir. Kemoterapiyle kombine edilerek hastalarin %35-55'inde sitogenetik bir yanit
olusturabilir. INFa, 1980'lerin basinda KML’nin tadavisinde kullanilan ilk etkili terapi
yontemidir ve imatinibin gelmesinden sonra terapotik strateji degisene kadar, KML
hastalarina uygulanmaya devam edilmistir (102). Bu terapi zamanla yerini yeni

gelistirilen ilaglara brrakmustir (103).
2.3. KANSER KOK HUCRELERI

Kanser kok hiicre (KKH)'leri kendi kendilerini yenileyebilen, pluripotent kapasiteye
sahip, Oliimsiiz, timor baslatic1 hiicrelerdir (104). KKH'leri, 16semi ve cesitli solid
kanserler de dahil olmak iizere bircok malignitede tanimlanmistir. Olaganiistii
karakteristikleri nedeniyle KKH'lerin tiimoriin baslamasi, gelisimi, metastazi ve niiks

etmesinin temelini olusturduklar1 diisiiniilmektedir. Bruce ve arkadaslari, 1963 yilinda
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lenfoma hiicrelerinin yalnizca %1-4'liniin in vitro koloniler olusturabildigini veya fare
dalaginda karsinom baslatabildigini gozlemlemistir (105). Bununla birlikte, KKH'lerin
varligm ispatlayan ilk giiclii kanitin 1997'de Bonnet ve Dick tarafindan elde edildigi
bilinmektedir (106). Calismalarinda, AML hastalarindan elde ettikleri CD34 + CD38-
hiicrelerinin, NOD/SCID farelerinde hematopoietik malignansi baglatabildiklerini
gostermislerdir. Daha da Onemlisi, bu hiicre popiilasyonun kendi kendini yenilenme,
cogalma ve farklilasma becerisine sahip olduklarimi bulmuslardir (106). Solid
kanserlerdeki KKH'lere ait ilk ¢alisma, 2003 yilinda, Al-Haji ve arkadaslar: tarafindan
gogiis kanserinde KKH'lerin varhiginin gosterilmesiyle olmustur (107). Giiniimiizde
KKH'leri, akciger kanseri (108), kolon kanseri (109), prostat kanseri (110), yumurtalik
kanseri (111), beyin kanseri (112) ve melanom (113) dahil olmak iizere genis bir solid

timor spektrumunda kesfedilmistir.
2.3.1. Losemi Kok Hiicreleri

1997'de Bonnet ve Dick tarafindan, AML hastalarindan elde edilen CD34 + CD38-
hiicrelerininin hematopoetik malignansiyi baslattiklarinin  gosterilmesiyle ve bu
hiicrelere 16semi baslatan hiicreler ya da 16semi kok hiicreleri (LKH) veya kanser kok
hiicreleri (KKH) denilmistir (114, 115, 116). Bu hiicre popiilasyonu kendi kendini
yenileme, cogalma ve farklilasma kapasitelerine sahiptir. Yapilan caligmalar LKH'lerin
klinik a¢idan anlamli oldugunu gostermistir; bu da losemide LKH'leri hedef alan

tedavilerin sagkalim sonuglarim iyilestirecegini gdstermistir (117).

AML'de ve diger kanser tiplerinde gozlenen fonksiyonel heterojenligi aciklamak icin
kanser kok hiicrelerinin proliferasyonu aciklamak adma iki tane model Onerilmistir
(2,16). Skotastik model, hiicre popiilasyonundaki herbir hiicrenin kendi kendini
yenileme ve farklilasma siireclerinin rasgele ortaya ¢iktigini ve bu siirecin olasiliklarla
yonetildigini varsaymaktadir. Buna gore, her tiimor hiicresi, diisiik fakat esit derecede
prolifere olma ihtimaline ve dolayisiyla kok hiicre gibi davranma potansiyeline sahip
olacaktir. Bu modellemede en 6nemlisi, yalnizca kendi kendini yenileme kapasitesini
koruyan hiicreler neoplastik biiylimeyi siirdiirme kabiliyetine sahiptirler. Aksine, kok
hiicre modeli, bir tiimor icindeki, her biri kendi kendini yenileme ve cogalma
kapasitesine sahip olan, farkli hiicre siniflarinimn varligm onermektedir. Sonug olarak,

sadece tiimoOr icindeki kiiciik bir tamimlanabilir alt kiime, siirekli olarak timor
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biiylimesini baslatma ve tiimorii olusturan hiicre tiirlerini ¢cogaltma kapasitesine sahip

olacaktir.
(a) Skotastik model (b) Kanser kdk hicre medeli
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Sekil 2.5. Kanser gelisim modelleri (118)
Her iki model (Sekil 2.5) de bir tiimor i¢indeki smirl sayida hiicrenin tiimor biiylimesini
baslatacagin1 ongorse de altta yatan biyolojik ilkeleri cok farklidir. Stokastik teoriye
gore, bir tiimor igcindeki hiicreler nispeten homojendir ve tiim hiicrelerde malignitenin
gelisimine ve ilerlemesine yol acan genetik degisiklikler etkindir. Bu nedenle, tiimor
baslangicin1 anlamak icin yapilan arastirmalarin  yani swra tiimoriin ortadan
kaldirilmasina yonelik terapiler, toplu hiicre popiilasyonuna yonlendirilmelidir. Ancak
kok hiicre modeli, nadiren tiimor baslatan hiicrelerin biyolojik ve islevsel agidan farkli
oldugunu ©ne siirer. Tiimor yolaklari, toplu hiicrelere kiyasla bu hiicrelerde farkli
sekilde calisabilir; bu nedenle, arastirmalar, hastaligin niiksetmesini etkili bir sekilde
engelleyecek hedef kanser tedavilerinin gelistirilmesini saglamak icin boyle KKH'lerine
odaklanmalidir. Kok hiicre modeli in vivo tiimor biiylimesini baslatma kapasitesine
sahip tiimor kok hiicrelerinin prospektif olarak tespit edilebilecegini ve toplu tiimorden
saflastirilabilecegini ongoriirken stokastik model, tiimor baglatan aktivitenin her zaman

her hiicre fraksiyonunda goriilecegini ve zenginlesemeyecegini ongoriir (118).
2.3.1.1. Losemi Kok Hiicrelerinin Hiicre Yiizey Molekiilleri

1990 yillarda, i¢inde John Dick’in de bulundugu grubunun yiiriittiigii oncii ¢aligsmalar
AML-LKH modelini; AML’yi nadir bir LKH alt grubu tarafindan baslatilan ve devam
eden hiyerarsik bir hastalik olarak tanimlamistir (Sekil 2.6). Immatiir CD34+CD38-

16semi hiicrelerinin, subletal olarak i1smlanmis immiinyetmezlik gosteren farelere
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verildiklerinde, farelerde 16semiyi baslatmakla kalmadiklarini, ayn1 zamanda ikinci ve
ticiincli nesil farelere de nakledilebildikleri gdzlenmistir. Buna karsilik, daha olgun
CD34+CD38+ 1osemi blast hiicrelerinin ayn1 kosullar altinda uygulandiginda farelerde
hastalig1 baslatamadiklar1 goriilmiistiir. LKH’lerin CD34+CD38- hiicrelerde bulunma
olasiligi tahminen milyonda birdir, dolayisiyla LKH’leri, normal immatiir
hematopoietik hiicrelerle benzer hiicre yiizey reseptorlerini iceren, ¢ok nadir bir 16semi

hiicresi popiilasyonunu temsil eder (119,120).

Thy-1 olarak da bilinen CD90, hiicre sagkalimini, proliferasyonunu, sadhezyonu ve
sitokinlere yanit olusturmay1 kontrol eden coklu sinyal yollaklarim1 diizenleyen, 25-37
kDa agrrhgmda kiiciik bir glikosilfosfatidilinositol (GPI) bagh proteindir (121). ilk
caligmalardan biri, AML’deki blastlarm cogunlugunun CD90"1 ifade etmedigini
gostermistir ve CD34+CD90- hiicrelerin sirasiyla, 16semik klonojenik hiicreleri (CFU)
tireterek ve diyabetik olmayan siddetli kombine bagisiklik yetmezligi (NOD/SCID) olan
farelerde engraftman olusturarak hastalig1 in vivo ve in vitro olarak devam ettirebilme
yeteneklerinin oldugunu gostermistir (122). Bununla birlikte, LKH belirteci olarak
CD90'n kullanimini gosteren herhangi bir calijma mevcut degildir. Ancak, ikincil
AML (%40) gosteren ve 60 yasin lizerindeki (%24) hastalarda (yiiksek riskli AML
grubunda) CDO90 ekspresyonu yiiksek oranda saptanmustir (123). Ayrica, CDO90,
hepatoseliiler karsinom (124), 6zofageal kanser (125) ve yiiksek dereceli gliomlarin

kanser kok hiicresi (KKH) belirteci olarak tanimlanmistir (126).

Bir tip I zar proteini olan CD96, immiinoglobulin siiper ailesine aittir. CD96, immiin
yanitin antijen sunumunda aktive edilmis T ve NK hiicrelerinin adhezyonunda rol
oynar. CD96, CD34+CD38- AML hiicrelerinin ¢ogunlugunda eksprese edilir ve bunun
tersi de gecerlidir [20]. Buna karsilik, CD96, normal HKH ile zenginlestirilmis
popiilasyondaki hiicrelerde (Lin (-) CD34 (+) CD38 (-) CD90 (+)) de hafifce eksprese
edilir. Terapotik acidan bakildiginda, otolog kok hiicre transplantasyonundan Once
AML-LKH'lerini segici olarak ortadan kaldirmak icin CD96 spesifik monoklonal
antikoru kullanmilabilir (127).

CD123, interlokin 3 reseptorii alfa (IL-3Ra) olarak da bilinmektedir. IL3R, ligand
baglanmas1 ve IL-3 aktivitesi icin gerekli olan alfa birimi ve beta biriminden olusan bir
heterodimerik sitokin reseptoriidiir (128). IL-3, hematopoietik hiicrelerin proliferasyon,

biiytime ve farklilagmasini kontrol eden belirgin sitokinlerden biridir (129). Potansiyel
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LKH belirtecleri olan diger tiim hiicre yiizey antijenleriyle karsilastirildiginda, CD123
tizerindeki calismalar cok daha fazla ayrintiyla arastirilmistir (128). Jordan ve
meslektaslari, CD123'tin AML hastalarindan elde edilen CD34+CD38- hiicrelerinde
anormal derecede eksprese edildigini; ancak saglikli bireylerden alinan CD34+CD38-
hiicrelerinde saptanmadigini bildirmistir. Dahasi, AML hastalarindan izole edilmis
CD34+CD123+ hiicrelerinin, NOD/SCID farelerinde 16semi olusturabildiklerini ve
cogalma yetenegine sahip oldukalrini gostermislerdir (130). Bu sonug¢ fonksiyonel

olarak CD123'ii bir LKH belirteci olarak dogrulamigtir (131).

CD47, integrin iliskili protein, IAP olarak da bilinir. Ig siiper ailesinin iiyelerinden
biridir (132). CD47, trombospondin-1'in (TSP-1) C-terminal hiicre baglanma alan1 ve
sinyal diizenleyici protein alfa (SIRPo)nin ekstraselliiler bolgesi icin bir ligand
reseptordiir (133). CD47, insan hiicrelerinde eksprese edilir ve bagisiklik ve anjiyojenik
cevaplar da dahil olmak iizere bir¢ok temel hiicresel siirece dahil olur (132). Majeti ve
arkadaslar1 ik 6nce akim sitometresi ve mikroarray gen ekspresyon analiziyle, HKH ve
multipotent progenitor hiicrelere (MPH) kiyasla, AML LKH'de CD47'nin daha yiiksek
oranda ekspresyonunu kesfettiler (134,135). Artan CD47 ekspresyonu ile malignensi
arasindaki iligki toplam 664 AML hastas1 ve 3 saglikli bireyle yapilan calisma ile
dogrulanmustir (134). SIRPa, makrofajlar ve dendritik hiicreler gibi fagositik hiicrelerde
sentezlenir ve inhibitdor reseptor gorevi gorir. AML-LKH'lerinde CD47'nin
upregiilasyonu, CD47'nin inhibe edici ligand SIRPa ile etkilesimi yoluyla fagositik
hiicrelerin saldirisindan kendilerini korumalar1 birka¢ c¢alisma ile kanitlanmigtir

(136,137).

CD44, esas olarak hiyaliironik asit (HA) i¢cin bir reseptor gibi etki gosteren bir
transmembran glikoprotein ailesine aittir; ancak ayni1 zamanda osteopontin, kolajenler,
matris metaloproteinazlar (MMP'ler) vb. dahil olmak iizere diger reseptorlere de
baglanir (139). Hyaluronan, ekstraselliiler matriksin ana bilesenlerinden biridir (140).
CD44'tin baslica fonksiyonu, HA ve diger reseptorlere baglanarak hiicre-hiicre
adezyonunu ve hiicre-matris etkilesimini diizenlemektir (141). Hematopoezde CD44'iin
rolii, 6zellikle hematopoietik kok/ progenitdr hiicrelerin; hiicre gocii, proliferasyonu,
farklilagmasi, sagkalimi ve kemik iligi homolojisini icermektedir (142). CD44'tin
normal ve 16semik CD34+ erken hematopoetik hiicrelerde eksprese edildigi

bilinmektedir (143). CD44 ve CDI123'iin, CD34+CD38- AML hiicrelerinde birlikte
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eksprese olmasi, CD44'in LKH icin potansiyel bir belirteg adayr oldugunu
gostermektedir (144).

CD32, makrofajlar, notrofiller ve doga oldiiriicii hiicreler iizerinde eksprese edilen
immunoglobulin Fc reseptor ailesinin bir iiyesidir (145). CD32, immiinoglobiilin gama
(Igy) 'min Fc bolgesine baglanir, fagositozu baslatir ve bagisiklik immun komplekslerin
temizlenmesini gerceklestirir (145). CD25, interlokin 2 (IL2) reseptor alfa (IL2RA)
olarak da bilinir (146). IL-2, hiicre proliferasyonunu, farklilasmasini, sagkalimi ve
apoptozu diizenler (147). CD32 ve CD25'in kemoterapiye direngli insan AML-
LKH'lerinde asir1 eksprese oldugu kesfedilmistir. Normal CD34+CD38-CD133+
HKH'ler, CD32 veya CD25 ekspresyonu i¢in negatiftir (148).

Kemik Lésemi Kok Hucreleri

LKH Belirtegleri

CD34+ CD38-
CD90-

CD9%6+

CD123+

CD47+

CD44+

CD32+ or CD25+
CLL-1+

TIM-3+

Kemik
iligi

Sekil 2.6. Losemi kok hiicresi ylizey belirtegleri (149)

C-tipi lektin benzeri molekiil-1 (CLL-1) tip II transmembran reseptor ailesinin bir
tiyesidir. CLL-1 baslangicta AML hiicrelerinin yeni bir yiizey belirteci olarak akim
sitometrisi ile birlikte faj goriintiilleme teknolojisi kullanilarak tanimlanmistir (150).
Daha ileri c¢aligmalar, CLL-1'in AML hastalarinin  %87'sinde CD34+4+CD38-
hiicrelerinde eksprese edildigini, ancak normal HKH'lerde eksprese edilmedigini ortaya

koymustur (151).

T hiicre immiinoglobiilin-3 (TIM-3), miisin domaini iceren molekiil (TIM) siiper
ailesine aittir ve T hiicresinin bir iiyesidir (152). TIM-3, CD4+Thl, CD8+ sitotoksik T
hiicrelerinde, monosit / makrofajlarda, dendritik hiicrelerde ve mast hiicrelerinde ifade

edilir. TIM-3 T hiicre yanitinda ve konjenital bagisikligin diizenlenmesinde onemli bir
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rol oynamaktadir (152,153). TIM-3'iin AML hiicrelerinin CD344+CD38- fraksiyonunda
sentezlendigi; ancak normal CD34+CD38- HKH'lerde bulunmadig1 gosterilmistir (154).

Aldehid dehidrojenaz (ALDH) gen siiper ailesi, 19 fonksiyonel gen ve ii¢ psodogenden
olusur. ALDH, cok cesitli endojen ve ekzojen aldehit substratlarini okside eder, boylece
olumsuz aldehitlerin biiyiikk bir kismu hiicrelere detoks yapar. ALDH, kemik iligi ve
bagirsak gibi cesitli dokulardaki primitif kok hiicrelerde yiiksek oranda eksprese edilir
(155). HKH'er yiiksek diizeyde ALDH aktivitesine sahiptir (156). Xenograft
transplantasyon deneyleri, ALDH+ hiicrelerinin LKH'ler i¢in zenginlestirilmis oldugunu

gostermistir (157,158).
2.3.1.2. Losemi Kok Hiicreleri ile iliskili Mikrocevre

Normal kosullar altinda HKH'ler, islevleri ve onarimlari i¢in kritik olan kemik iligi nisi
ile etkilesim icindedirler (159). Kemik iligi nisinin yeniden sekillendirilmesi yaygin
olarak kan malignitelerinde goriilir. Losemik hiicrelerin bilyiimesinin normal
hematopoietik progenitor hiicrelerin kemik iligi nislerini bozduguna ve kendileri i¢in
uygun bir mikro ¢evre yarattigina dair kanitlar bulunmaktadir (160). Bu mikro ortamda
LKH'ler, hiicresel yapigsmayla baslatilan sitokinler, kemokinler ve hiicre ici sinyaller
araciligiyla kemik iligi stromal hiicreleriyle iletisim kurabilmektedir (161, 162). Bu
sinyaller LKHIlerin kendi kendilerini yenileme, sessiz kalmalarin: siirdiirme ve apoptozu
Onleme yeteneklerini etkiler. Buna ek olarak, kemik iligi nisi, LKH'lerin siklusunu
diizenleyen iki farkli mikro-cevre (osteoblastik nis ve damar nisi) saglar (162,163). Bu
nedenle, LKH'ler ile mikro ortamlar1 arasindaki etkilesimlerin engellenmesi, LKH
homeostazin1 bozmak ve normal hematopoezi geri kazandirmak icin umut verici bir

strateji olusturmaktadir.
2.4. FLAVONOIDLER

Flavonoidler, benzo-y-piron yapisina sahip olan (Sekil 2.7) ve cogunlukla bitkilerde
bulunan polifenolik bilesiklerin biiyiik bir grubundan olusur. Fenilpropanoid yolag: ile
sentezlenirler. Mevcut veriler, flavonoidleri igeren dogal fenolik bilesiklerin sekonder
metabolitlerinin, farmakolojik  aktivitelerin  ¢esitliliginden sorumlu  oldugunu
gostermektedir (164, 165). Flavonoidler hidroksillenmis fenolik maddelerdir ve bitkiler
tarafindan mikrobiyal enfeksiyonlara cevap olarak sentezlenirler (166). Flavonoidlerin

faaliyetleri kimyasal yapilarmma baghdir. Flavonoidlerin kimyasal yapisi ise; yapisal
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smiflarina, hidroksilasyon derecelerine, diger substitiisyon ve konjiigasyon
reaksiyonlarina ve polimerizasyon derecelerine baglidir (167). Flavonoidlerdeki
fonksiyonel hidroksil gruplari, serbest radikalleri uzaklastirarak ve / veya metal
iyonlarin1 baglayarak (selasyon) antioksidan etki gosterirler (168,169). Metal iyonlarin
selasyonu, hedef biyomolekiillere zarar veren radikal olusumun 6nlenmesinde kritik role

sahiptir (170, 171).

Sekil 2.7. Flavonoidin temel yapis1 (172)

Flavonoidlerin diyet bileseni olarak hem in vivo hem de in vitro sistemlerde, yiiksek
antioksidan kapasiteleri nedeniyle, saghk gelistirici ©zelliklere sahip olduklar1
diistiniilmektedir (173,174). Ayrica, flavonoidlerin insanda koruyucu enzim sistemlerini
indiikleme yetenekleri de vardir. Bir¢cok caligma, flavonoidlerin bircok enfeksiydz
(bakteriyel ve viral hastaliklar) ve kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve diger yasa
bagl hastaliklar gibi dejeneratif hastaliklara karst koruyucu etkileri oldugunu ileri
stirmektedir (165, 172-174). Flavonoidler, farkli abiyotik ve biyotik strese maruz kalan
bitki dokularinda sekonder antioksidan savunma sistemi olarak da islev goriirler.
Flavonoidler, mezofil hiicrelerinin ¢ekirdeginde ve ROS iiretim merkezlerinde bulunur.
Ayrica, oksin gibi bitkilerdeki biiyiime faktorlerini de diizenlerler (175). Cesitli
bakterilerde ve mantarlarda flavonoid iiretimi i¢in biyosentetik genler bulunmaktadir

(176).
2.4.1. Flavonoidlerin Kimyasi

Flavonoidler, fenolik yapilar1 degisken olan ve bitkilerde bulunan bir grup dogal
bilesiklerdir. Ik olarak 1930'da portakaldan yeni bir madde izole edilmesiyle
kesfedilmistir; ancak o donemde yeni bir vitamin sinifina tiye oldugu diisiiniilmiistiir ve
P vitamini olarak adlandirilmistir. Daha sonra bu maddenin bir flavonoid oldugu

anlasilmistir ve giintimiize kadar 9000'den fazla ¢esit flavonoid tanimlanmistir (177).
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Kimyasal olarak flavonoidler, bir heterosiklik piran halkasi (C) ile baglanmis iki benzen
halkasina (A ve B) sahip on bes karbonlu iskeletten olusurlar. Flavonlar (flavon,
apigenin ve luteolin), flavonollar (quercetin, kaempferol, myisetin ve fisetin),
flavanonlar (flavanon, hesperetin ve naringinen) gibi cesitli siniflara ayrilirlar.
Flavonoid smiflar1 oksidasyon seviyelerine ve C halkasinin tagidig: siibstitiientlere gore
farklilik gosterirken; bir smif igindeki bilesikler A ve B halkalarmin tasidigi
siibstitiientlere farklilik gosterir (177).

Tablo 2.2. Flavonoidlerin yapis1 (172)
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Flavonoidler, aglikonlar, glikozitler ve metillenmis tiirevlerinden olusur. Temel
flavonoid yapis1 aglikondur. Benzen halkasiyla kondanse olan alt1 iiyeli halka, bir a-
piron (flavonoller ve flavonlar) veya bunun dihidrotiirevi (flavonoller ve flavanonlar)
dir. Benzenoid siibstitiientin konumu, flavonoidleri; flavonoidlere (2.pozisyon) ve

izoflavonoidlere (3.pozisyon) bdler. Flavonoller, flavanonlardan, 3.pozisyondaki
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hidroksil grubuna ve bir C2-C3’teki c¢ift baga gore farklilik gostermektedirler.
Flavonoidler genellikle 3, 5, 7, 2, 3°, 4° ve 5’ konumlarindan hidroksillenir. Alkol
grubunun metil eterleri ve asetil esterlerinin dogada bulundugu bilinmektedir.
Glikozitler olustugunda, glikozidik bag normal olarak 3. veya 7. pozisyonlarinda
bulunur ve karbonhidrat L-ramnoz, D-glikoz, gliikorkamnoz, galaktoz veya arabinoz

olabilir (178).
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Sekil 2.8. Flavonoid glikozit (a) ve aglikon (b) flavonoidin yapis1 (172)
2.4.2. Flavonoidlerin insanlardaki Metabolizmasi

Gidalardan alman diyet flavonoidlerinin emilimi, molekiiler biiyiikliikleri,
konfigiirasyonlar1, lipofiliklikleri, ¢Oziiniirliikleri ve pKa gibi fizikokimyasal
ozelliklerine baghdir. Flavonoidler incebagirsaktan absorbe edilirler veya absorbe
olmadan Once kolona giderler. Bu durum, flavonoidin yapisina; glikozid veya aglikon
formunda olmasma baghdir. Katesinler haric ¢ogu flavonoid, sekerlere b-glikozitler
olarak baglanan bitkilerde mevcuttur. Aglikan formundaki flavonoidler incebagirsak
tarafindan kolaylikla absorbe edilirken, flavonoid glikozitlerin absorbsiyon i¢in aglikan

formuna doniistiiriilmeleri gerekir (179).

Quercetin gibi hidrofilik flavonoid glikozitler, ince bagirsakta sodyum-glikoz baglantili
tastyicilar (SGLT1) ile taginirlar (179). Alternatif olarak, flavonoid glikozitlerin, ince
bagirsagin firca kenarli membraninin disinda bulunan bir B-glukozidaz olan laktaz
filoridizin hidrolaz (LPH) tarafindan hidrolize edildigi diisiiniilmektedir (Sekil 2.8).
Hidrolizin ardindan, serbestlestirilmis aglikon ince bagirsakta emilir (180). Bu LPH

enziminin substrat ozgiilliigii, flavonoid glikozitlere (glikozit, galaktozit, arabinozit,
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ksilozit ve ramnosit) gore degisir (181). Bu enzimler icin substrat olmayan glikozitler,
flavonoid glikozitleri bakterilerin hidrolize edebildigi kolona dogru tasinirlar, ayni
zamanda serbest birakilmig flavonoid aglikonlar degrade olurlar (182). Kolonun
absorbsiyon kapasitesi ince bagirsaginkinden cok daha diisiik oldugu i¢in, glikositler

onemli derecede absorbe olmazlar (182).

Flavonoid
{Halka formu)

Diger Dokular

Karaciger

Bagirsak

Flavonoid
(Kinlnig
Halka formu)

Bobrek

Sekil 2.9. Flavonoid metabolizmasia katilan boliimler (172)
Absorbsiyondan sonra, flavonoidler glukuronidasyon, siilfasyon veya metilasyon ile
karacigere konjuge edilir veya daha kiiciik fenolik bilesiklere metabolize olur (183). Bu
konjugasyon reaksiyonlar1 nedeniyle, katesinler haricinde plazmada veya idrarda serbest
flavonoid aglikonlar bulunamaz (184). Besin kaynagina bagli olarak, bazi flavonoidlerin
biyoyararlanimi belirgin sekilde farklidir; 6rnegin, soganda bulunan quercetinin emilimi
elma ya da cayda bulunan quercetinin emiliminden dort kat daha fazladir (185).
Bagirsaktan safra ile salgilanan ve ince bagirsaktan absorbe edilemeyen flavonoidler,
bagirsaklardaki mikroflora ile degrade olurken, ayni zamanda burada flavonoidlerin
halka yapilar1 da parcalanmaktadir. Oligomerik flavonoidler midede asidik kosullarin
etkisi altindaki monomerlere ve dimerlere hidrolize olabilir. Bakteriler tarafindan

parcalanan daha biiyiik molekiiller kolona ulasirlar. Flavonoid glikozitlerin seker kismu,
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biyoyararlanimm ©6nemli bir belirleyicisidir. Flavonoidlerin tiim alt siniflar1 arasinda
izoflavonlar en yiiksek biyoyararlanimi gosterir (186). Yesil cay tiiketildikten sonra,
plazma ve idrardaki yiiksek seviyede bulunur ve ayni anda flavonoid icerigi hizla emilir.
Flavonoidler sindirildikten hemen sonra sistemik dolasima girerler ve plazma

antioksidan seviyesinde dnemli bir artisa neden olurlar (187).
2.4.3. Flavonoidlerin Biyolojik Aktiviteleri
2.4.3.1. Antioksidan Aktivitesi

Flavonoidlerin bircok biyokimyasal 0zelligi vardir; ancak hemen hemen her gruptaki
flavonoidlerin en ¢ok bilinen Ozellikleri, antioksidan aktivitelerinin olmasidir.
Flavonoidlerin antioksidan aktiviteleri fonksiyonel gruplarmin niikleer yapilar ile ilgili
diizenlenislerine baglidir. Konfigiirasyon, siibstitiisyon ve hidroksil gruplarinmn toplam
sayis1; radikallerin uzaklastirilmas: ve metal iyonlarinm selasyonu gibi flavonoidlerin
sahip oldugu cesitli antioksidan aktivite mekanizmalarin1 biiyiik Olgiide etkiler
(167,188). B halkas1 hidroksil konfigiirasyonu, hidrojeni ve bir elektronu hidroksil,
peroksil ve peroksinitrite gonderdigi icin ROS ve RNS'nin uzaklastirilmasinin en
onemli belirleyicisidir, ROS ve RNS’i stabilize eder ve nispeten kararli bir flavonoid

radikali meydana getirir (189).

Flavonoidlerin antioksidan aktivite mekanizmalari; enzimlerin inhibisyonu veya serbest
radikal iretiminde rol oynayan eser elementlerin selasyonu ile ROS olusumunun
supresyonu, ROS’un uzaklastirilmas: ve antioksidan savunmalarinin arttirilmas: veya
korunmasi sayilabilir (190,191). Flavonoidler, ROS iiretiminde gorev alan, mikrozomal
monooksijenaz, glutatyon S-transferaz, mitokondriyal siiksinoksidaz, NADH oksidaz

gibi enzimleri inhibe eder.

Lipid peroksidasyonu oksidatif stresin ortak bir sonucudur. Flavonoid, cesitli
mekanizmalarla lipidleri oksidatif hasara kars1 korur (168, 192). Serbest metal iyonlari,
yiiksek Olciide reaktif hidroksil radikali iireterek hidrojen peroksitin indirgenmesi ile
ROS olusumunu arttirir. Diisiik seviyedeki redoks potansiyellerinden 6tiirii flavonoidler
(FI-OH) termodinamik olarak siiperoksit, peroksil, alkoksil ve hidroksil gibi yiiksek
oksitleyici serbest radikalleri (2.13-1.0 V araligindaki redoks potansiyellerini) hidrojen
atomu vererek azaltabilirler. Metal iyonlarin1 (demir, bakir vb.) selatlama kapasiteleri

nedeniyle de flavonoidler serbest radikal olusumunu engeller (191, 192). Quercetin



31

ozellikle demir selatlayici ve demir dengeleyici 6zellikleri ile bilinir. Iz metaller, farkli

flavonoid yap1 halkalarmin belirli konumlarma baglanir (Sekil 2.9) (193).
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Sekil 2.10. Flavonoidler (F1-OH) tarafindan ROS (R°)’un uzaklastirilmasi (a) ve Iz metallerin
flavonoidlere baglanma bdlgeleri (b) (172)

B halkasindaki 3’°, 4’-katekol yapisi, lipit peroksidasyonunun inhibisyonunu arttirir.
Flavonoidlerin bu 6zelligi onlar1 peroksil, siiperoksit ve peroksinitrit radikallerinin en
etkili temizleyicileri yapmaktadir (167). Epikatesin ve rutin, giiclii radikal
temizleyicidirler ve in vitro lipit peroksidasyon inhibitorleridir (194). Katekol grubuna
sahip olan flavonoidlerin B halkasinda oksidasyon nedeniyle giiclii tutucular olan
oldukca kararli bir ortozemikuinon radikali olusur. Katekol sisteminden yoksun
oksidasyona sahip flavonlar, kararsiz radikallerin olusumuna neden olarak zayif radikal
temizleme potansiyeli sergiler (195). 4-okso fonksiyonu ile konjiigasyonda doymamis
2-3 bagi olan flavonoidlerin, antioksidan Ozelliklerinin bir veya ikisinden yoksun
flavonoidlerden daha giiclii antioksidanlar oldugunu gosterir. A ve B halkalar:
arasindaki konjugasyon, flavonoid radikalinde kararhilik saglayan aromatik nukleusun
rezonans etkisine izin verir. Flavonoidlerle serbest radikal temizligi, elementlerin varhig:

ile giiclendirilir (196).

Heterosiklik flavonoid, aromatik halkalar ve serbest bir 3-OH varligi arasinda

konjiigasyona izin vererek antioksidan aktiviteye katkida bulunur (197). Genellikle
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flavonoidlerin hidroksil gruplarmin O-metilasyonu, radikal temizleme kapasitesini

diisiiriir (196).

Flavonoid (flavonoid glikozitler) icindeki olusum, pozisyon, yapi1 ve toplam seker
parcalarinin sayisi, antioksidan aktivitede Onemli rol oynamaktadir. Aglikonlar,
kendilerine karsilik gelen glikozitlerden daha giiclii antioksidandir (198). Glikozitler
genellikle aglikonlardan zayif antioksidanlar olmalarina ragmen, biyoyararlanimlar:
bazen bir glikoz kismui ile arttirilir. Diyette, flavonoid glikozidik kisimlar cogunlukla 3-
veya 7- pozisyonda meydana gelir (199). Artan polimerizasyon derecesi
prosiyanidinlerin cesitli radikal tiirlerine kars1 etkinligini arttirir. Prosiyanidin dimerleri
ve trimerleri, daha etkili etanonomik flavonoidler olup siiperoksit anyonudurlar.
Tetramerler, trimerlere kiyasla peroksinitrit ve siiperoksid aracili oksidasyona kars1 daha
fazla etkinlik gosterirken; heptamerler ve hekzamerler, trimerler ve tetramerlere kiyasla

daha fazla siiperoksit temizleme 6zelligi sergiler (200).
2.4.3.2. Hepatoprotektif Aktivite

Flavonoidlerin hepatoprotektif aktiviteleri katesin, apigenin, quercetin, naringenin, rutin
ve venoruton gibi cesitli flavonoidler bildirilmistir (201). Diyabet gibi farkli kronik
hastaliklar hepatik klinik bulgularin gelisimine neden olabilir. Diyabetik farelerin
karacigerlerinde glutamat-sistein ligaz katalitik altbirimi (Gclc) ekspresyonu, glutatyon
ve ROS diizeylerinin azaldig: bildirilmistir. Gele ekspresyonundaki artig, hepatik ROS
diizeylerinde ve proapoptotik sinyallemede azalmaya neden olur. Ayrica, C3G tedavisi
hepatik lipid peroksidasyonunu diisiiriir, proinflamatuvar sitokinlerin salimini engeller

ve hepatik steatoz gelisimine kars1 korur (202).

Cesitli klinik arastirmalar, tokluk hissi, istahsizlik, bulanti ve karmn agrisi gibi
hepatobiliyer disfonksiyon ve sindirim sikayetlerinin tedavisinde flavonoidlerin
etkinligini ve gilivenilirligini gostermistir. Equisetum arvense’den izole edilen
flavonoidlerin yam sira, hirustrin ve avikularinin de HepG2 hiicrelerinde kimyasal

olarak uyarilan hepatotoksisiteye karsi koruma sagladig: bildirilmistir (203, 204).
2.4.3.3. Antibakteriyel Aktivite

Flavonoidlerin, mikrobiyal enfeksiyona cevap olarak bitkiler tarafindan sentezlendigi
bilinmektedir; bu nedenle in vitro ortamda cesitli mikroorganizmalara karsi etkili

antimikrobik maddeler olduklarin1 bulunmasi sasirtict olmamustir. Farkli tiirlerden
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flavonoid ac¢isindan zengin bitki Oziitlerinin antibakteriyel etkinlige sahip oldugu
bildirilmistir (204,205). Apigenin, galangin, flavon ve flavonol glikositleri, izoflavonlar,
flavanonlar ve kalkbonlar gibi cesitli flavonoidlerin giiclii antibakteriyel aktiviteye sahip
oldugu gosterilmistir (206).

Antibakteriyel flavonoidler, belirli bir etki alan1 yerine birden ¢ok hiicresel hedefe sahip
olabilir. Bunlarmm molekiiler etkilerinden biri, hidrojen baglama ve hidrofobik etkilerle
kovalent bag olusumu gibi spesifik olmayan kuvvetler vasitasiyla proteinlerle kompleks
olusturmaktir. Dolayisiyla, antimikrobiyal eylem sekilleri, mikrobiyal adezinleri,
enzimleri, hiicre membran tasima proteinlerini inaktive etme yetenekleri ile iligkili

olabilir. Lipofilik flavonoidler mikrobiyal membranlar1 da bozabilir (207-209).
2.4.3.4. Anti-inflamatuvar Aktivite

Inflamasyon, doku hasarina, mikrobik patojen enfeksiyonuna ve kimyasal tahrise yamt
olarak olusan normal bir biyolojik siirectir. Inflamasyon, bagisiklik hiicrelerinin kan
damarlarindan go¢ii ve hasar bolgesinde mediatorlerin serbest birakilmasi ile baslatilir.
Bu islemi, yabanci patojeni ortadan kaldirmak ve yarali dokular1 onarmak icin
inflamatuvar hiicrelerin toplanmasi, ROS, RNS ve proinflamatuvar sitokinler salimasi
izler. Genel olarak, normal inflamasyon hizlidir ve kendi kendini sinirlar; ancak
anormal ¢Oziiniirlik ve uzun siiren inflamasyon ¢esitli kronik hastaliklara neden olur

(210).

Bagisiklik sistemi diyet, farmakolojik maddeler, ¢evresel kirleticiler ve dogal olarak
olusan gida kimyasallar1 ile degistirilebilir. Flavonoidlerin belirli iiyeleri bagisiklik
sisteminin ve inflamatuar hiicrelerin islevini 6nemli Olgiide etkiler (211). Hesperidin,
apigenin, luteolin ve Quercetin gibi birtakim flavonoidlerin anti-inflamatuvar ve
analjezik etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Flavonoidler, inflamasyon siirecini
ozellikle tirozin ve serin-treonin protein kinazlarmin iiretilmesine kritik olarak dahil
olan enzim sistemlerinin islevini diizenleyerek etkileyebilir (212,213). Kinazlarin
inhibisyonu, enzimler iizerindeki katalitik bolgelerdeki ATP ile flavonoidlerin rekabetci
bir sekilde baglanmasindan kaynaklanmaktadir. Bu enzimler, sinyal iletiminde ve
bagisiklik sisteminin hiicrelerini iceren hiicre aktivasyon siireclerinde yer alirlar.
Flavonoidlerin, biiylik miktarda nitrik oksit, prostanoidler, lokotrienler ve bu gibi

inflamatuar siirecin diger aracilarini tiretmekten sorumlu indiiklenebilir nitrik oksit
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sentaz, siklooksijenaz ve lipooksijenazin izoformlarmin ekspresyonunu engelleyebildigi
bilinmektedir (214). Flavonoidler, hiicre aktivasyonunda yer alan fosfodiesterazlar1 da
inhibe eder. Flavonoidin antinflamatuvar etkisinin biiyiik kismi, dolagimdaki
lokositlerin yaralanma alanlarmma yapismasina aracilik eden protein sitokinlerinin
biyosentezi lizerinedir. Baz1 flavonoidler, giiclii proinflamatuvar sinyal molekiilleri olan

bir grup prostaglandin iiretiminin giiclii inhibitorleridir (215).

Quercetinin, in vitro olarak uyardmis IgG, IgM ve IgA izotiplerinin immiinoglobiilin
sekresyonunu inhibe ettigi bulunmustur (216). 1-10 mM konsantrasyondaki cesitli
flavonoidlerin, platelet yapigsmasini, toplanmasini ve salinimini 6nemli dl¢iide inhibe
ettigi  bildirilmistir (216). Flavonoidin trombositlere etkisi, arasidonik asit
metabolizmasinin karbon monoksit ile inhibisyonuyla iligkilidir (217). Alternatif olarak,
baz1 flavonoidler, siklik AMP fosfodiesterazin giiclii dnleyicileridir ve bu, kismen

trombosit iglevini inhibe etme kabiliyetlerini agiklayabilir (217).
2.4.3.5. Antikanser Aktivitesi

Diyet faktorleri, kanserlerin onlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Flavonoid
iceren meyve ve sebzeler, kimyasal kanser onleme ajanlar1 olarak bilinmektedir (218).
Flavonol quercetinin iki 6nemli kaynagi olan sogan ve / veya elma tiiketimi, prostat,
akciger, karm ve gogiis kanseri insidansiyla ters orantilidir. Buna ek olarak, sarap
tilketiminin de akciger, endometriyum, 6zofagus, mide ve kolon kanseri gelisme riskini

diisiirdiigti goriilmektedir (219).

Flavonoidlerin antikanserojenik etki mekanizmalar1 asagidaki gibidir (220):
1. Mutant p53 proteininin down-regiilasyonu,

2. Hiicre dongiisii durdurulmast,

3. Tirozin kinaz inhibisyonu,

4. Is1 sok proteinlerinin inhibisyonu,

5. Ostrojen reseptor baglama kapasitesi,

6. Ras proteinlerinin ekspresyonunun inhibisyonu.

pS3 mutasyonlari, insanlarda olusan kanser tiirlerinde goriilen en yaygin genetik

anomaliler arasindadir. p53 ekspresyonunun inhibisyonu, kanser hiicrelerini, hiicre



35

dongiistiniin G2-M fazinda tutmaya neden olur. Flavonoidlerin, mutant p53 proteininin
ekspresyonunu insan meme kanseri hiicre hatlarinda neredeyse saptanamayan diizeylere
indirgedigi bulunmustur (221). Tirozin kinazlar, biiylime faktorii sinyallerinin nukleusa
transdiiksiyonunda yer alan hiicre zar1 icerisinde veya yakininda bulunan bir protein
ailesidir. Tirozin kinazlarin ekspresyonunun hiicredeki diizenleyici biiyiime kontroliinii
gecersiz kilarak bu enzimlerin onkogenezde yer aldiklari diisiiniilmektedir. Tirozin
kinaz aktivitesini inhibe eden ilaglarin, konvansiyonel kemoterapi ile sitotoksik yan etki
goriilmeden olas1 tiimor Onleyici ajanlar oldugu diisiiniilmektedir. Quercetin, insanda
faz I denemesinde test edilen ilk tirozin kinaz Onleyici bilesiktir (222). Is1 sok
proteinleri mutant p53 ile bir kompleks olusturur ve bu da tiimor hiicrelerinin hiicre
dongiisiiniin  durdurulmasini saglar. Is1 sok proteinleri, ayn1 zamanda, farkli viicut
stresleri altindaki kanser hiicrelerinin hayatta kalmasm saglar. Flavonoidlerin, meme
kanseri, losemi ve kolon kanseri de dahil olmak iizere bircok habis hiicre hattinda 1s1

sok proteinlerinin tiretimini inhibe ettigi bilinmektedir (221).

Quercetinin  prolifere olan lenfoid hiicrelerde hiicre dongiisiinii  durdurdugu
bilinmektedir. Antineoplastik aktivitesine ek olarak, quercetin, in vitro olarak cesitli
malign timor hiicre hatlar: iizerinde biiylimeyi Onleyici etkiler yapmaktadir. Bunlara
P388 losemi hiicreleri, mide kanseri hiicreleri (HGC-27, NUGC-2, NKN-7 ve MKN-
28), kolon kanseri hiicreleri (COLON 320 DM), insan gogiis kanseri hiicreleri, insan
skuamoz ve gliosarkom hiicreleri ve yumurtalik kanser hiicreleri 6rnek verilebilir (221).
Insan meme kanseri hiicrelerinde artmus sinyal iletiminin, antiproliferatif bir ajan olan

quercetin tarafindan belirgin bir sekilde azaltildig1 deneysel olarak kanitlanmistir (223).
2.4.3.6. Antiviral Aktivite

Dogal bilesikler, kullanilabilirlikleri ve bilinen az yan etkileri nedeniyle yeni antiviral
ilaclarin kesfi ve gelistirilmesi i¢in 6nemli bir kaynaktir. 1940'lardan beri dogal olarak
olusan antiviral aktiviteye sahip flavonoidler bilinmektedir ve cesitli flavonoidlerin
antiviral aktivitesi hakkinda bircok caliyjma mevcuttur. Antiviral bilesiklerle ilgili
caligmalarin cogu, viriislerin yasam dongiisii ile iliskili cesitli enzimlerin inhibisyonu
etrafinda donmektedir. Flavonoidler ile enzim inhibitdr aktivitesi arasindaki yapi
fonksiyonu iligkisi gozlemlenmistir (224). HIV-1, HIV2 ve benzer immiin yetmezlik
viriisi  enfeksiyonlariin  selektif inhibisyonunda flavan-3-ol'iin flavonlar ve

flavononlardan daha etkili oldugunu gostermistirilmistir (224). Scutellaria baicalensis
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(Lamieaceae) 'den izole edilen bir flavonoid olan baikalin, HIV-1 enfeksiyonunu ve
replikasyonunu inhibe eder. Baikalin, robustaflavon ve hinokiflavon gibi diger
flavonoidlerin HIV-1 revers transkriptazini inhibe ettigi de gosterilmistir (225).
Katekinlerin HIV-1'in DNA polimerazlarin1 inhibe ettigi de bilinmektedir. Dimetil
gardenin A ve robinetin gibi flavonoidlerin HIV-1 proteinaz:1 inhibe ettigi bilinmektedir
(225). Kirisin, akasetin ve apigenin flavonoidlerinin muhtemelen viral transkripsiyonun
inhibisyonunu iceren yeni bir mekanizma yoluyla HIV-1 aktivasyonunu Onledigi

bildirilmistir (226).

Flavonlarin ve flavonollerin ¢esitli kombinasyonlarinin  sinerjizm sergiledigi
gosterilmistir. Kampferol ve luteolin, herpes simpleks viriisiine (HSV) kars1 sinerjik etki
gostermektedir. Quercetinin, 5-etil-2-dioksiiiridin ve asiklovirin HSV ve psddorabies
enfeksiyonuna kars1 etkilerini giiclendirdigi  bildirilmistir  (225). Calismalar
flavonollerin herpes simpleks viriisiine karst flavonlardan daha aktif oldugunu

gostermistir (225).

Quercetin, hesperetin, naringin ve daidzeinin DENV-2 (dengue viriis tip-2) enfeksiyonu
ve replikasyon siklusunun farkl evrelerinde antidengue virus 6zellikleri incelenmis ve
quercetinin Vero hiicrelerinde DENV-2'ye karsi en etkili flavonoid oldugu bulunmustur
(227). Dihidroquercetin, dihidrofisetin, 16kosiyanidin, pelargonidin klorit ve katesin gibi
bir¢cok flavonoid HSV, respiratuvar sinsitiyal viriis, poliovirus ve Sindbis viriisii gibi

cesitli viriis tiirlerine kars1 aktivite gosterir (228).
2.4.4. Quercetin

Quercetin, diyetle alinan flavonoidler arasindadir ve cesitli terapotik 6zelliklere sahip
yeni bir tibbi biyomolekiil olarak giderek ilgi cekmektedir (229). Meyve ve sebze igeren
giinliik genel bir diyette, quercetin, alkoller ve sekerlere bagl konjiige izoformlar olarak
bulunur (230). Bu izoformlar gastrointestinal sistemde hidrolize olurlar ve absorbe
edilirler; quercetin aglikon ve diger tiirevlerine metabolize olur (231). Bilinen
flavonoidler arasinda quercetinin, giiclii reaktif oksijen tiirlerini yok etme kabiliyeti
nedeniyle 1iyi bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu bilinir (232,233). Ayrica
quercetinin hiicre sinyal yolaklarmi diizenleyerek mutasyona ugramis hiicrelerde
apoptozu arttirdigi ve bdylece kanser gelisiminin inhibisyonuna neden oldugu

bildirilmistir (234,235).
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APOPTOZ BUYUME

Sekil 2.11. Quercetin tarafindan modiile edilen hiicresel siire¢
2.4.4.1. Quercetin ve Quercetin Tiirevlerinin Kimyasi

Quercetin (3,3°,4°,5,7-pentahidroksiflavon), dogal olarak olusan bir flavonoid olup, bir
flavon tiirevidir (2-fenilkromen-4-on). Biyolojik faaliyetlerinden ve tiirevlerinin
cesitlendirmesinden sorumlu bes hidroksil grubu icerir (Sekil 2.12). Flavonoidler
genellikle piran ya da piron halkalariyla baglanmis iki benzen halkasindan olusur. Buna
ek olarak, quercetin molekiiliiniin yapisal analizi, O ila 5.33 kkal / mol araliginda Gibbs
enerjisine sahip 12 konformasyonunun varligmi gostermistir. Ayrica quercetin
intramolekiiler H-bagina sahiptir ve bu bag, quercetinin biyolojik bulunabilirligini ve
tasinmasini etkiler ve ayni zamanda metallerle giiclii karmasik baglar olusturabilme
yetenegi saglar (236). Bu H-baglarmin ikisi karbonil gruplar1 arasinda, digeri ise
hidroksil gruplar1 arasindadir. Dogal olarak meydana gelen quercetin, bir oksin
transport inhibitorii olarak gorev yapar ve bitki embriyolarinin ¢ift tarafli biiylimesini
engeller. Quercetinin en yaygimn tiirevleri glikozitler ve eterlerdir. Quercetin O-
glikozitler, C-3 karbon hidroksil grubunda O-glikosidik baglar icerir. Ayrica, Ageratina
calophylla'da, glikozilasyon bdolgesinde C-6 karbonu olan bir C-glikozid quercetin
formu bulunmustur (237). Kirmiz1 alga Acanthophora spicifera ve tiziimlerde (Vitis
vinefera) tamimlanan quercetinin bir diger nadir tiirevi, quercetinin C-3'te bir glikosidik
baglant1 vasitasiyla a-L-fukopiranozil parcasina baglandigi quercetin  3-O-a-L-
fukopiranosittir. Dahasi, quercetin glikozitlerin tiirevleri ayrica seker kisimlarina ek

olarak acil ve kiikiirt siibstitiientleri icerebilir. Quercetinin hidroksil gruplarma eter
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baglar1 vasitasiyla alkoller eklenmesi ile quercetinin eter formlar1 olusur. Quercetin,
lipofilik olmasina ragmen, quercetin tiirevleri glikozilasyonu, hidrofilikligi artirabilirler

ve molekiillerin bitkinin tiim boliimlerine tasinmasini saglarlar (238).

2\ OH
HO_ AL O A
/ ”~ OH
A AN -
OH O
Quercetin
AN AOH M NOH
. A |8 . A HO. A O AL
HO ’-~-~_,;;‘/"A\,/o\_/ N"N0H Ho\{?'ﬂ"»\_/o\,/" .:\\“"/KOH HO \_,;‘;\‘/.0,\‘// X" 0H NN Y NgCH,
Q‘\‘,/",\\//A"O Glucose \14\‘,/"/\“\.//\ ©O-SO;Na ~::\\//)\\./'A\O GlucA Y- Y OH
OH 0 OH 0 OH 0 ™ 0
Quercetin 3-O-glucosid Quercetin 3-sulfat Quercetin-3-glucuronid Quercetin 3'- methyl ether

Sekil 2.12. Quercetin ve quercetin tiirevlerinin yapist (239)

Yapilan caligmalar, A halkasinda hidroksil grubunun ve B halkasinda bir katekol
grubunun varhigi ile nitelendirilen quercetinin antioksidan 6zelliklerini tanimladi. Bu
ozellik, quercetinin viicutta bulunan serbest oksijen tiirlerini hidrojen veya elektron
aktararak veya metal iyonlarmi selatlayarak ortadan kaldirmasmi ve boylelikle
enzimatik aktiviteleri inhibe etmesini saglar. Reaktif oksijen tiirlerinin bu sekilde
temizlenmesi iltihaplanmay1 azaltir ve hiicreleri, sigara ya da asir1 egzersiz nedeniyle
olusan oksidatif strese kars1 korur. Quercetin, diisiik yogunluklu lipoproteinlerin (LDL)
oksidasyonunu ve lipid zar1 hasarin1 6nleyen, lipid peroksidasyonunun iyi bilinen bir
inhibitoriidiir. Insan hiicre zarlar1 ve LDL, oksidasyonun zararl etkilerinden koruyan o-
tokoferol (birincil oksidan) icerir. Bu nedenle flavonoidler, hidrojen atomunu bu o-
tokoferil radikaline baglayarak lipoproteinlerin oksidasyonunu yavaslatabilir. Buna ek
olarak, ayni zamanda glutatyon seviyesini yiikseltir ve serbest radikal olusumunu
engellerler. Quercetinin antioksidan ve serbest radikal temizleyici 6zellikleri, potansiyel

terapotik genis ¢aph calismalarda kullanilabilecegini gostermektedir (239).

2.4.4.2. Quercetinin Metabolizmasi, Absorbsiyonu ve Kaynaklari
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Quercetin esas olarak bitkilerin yenilebilir kisimlarinda glikozitler halinde bulunur.
Cilek, cay yapraklari, sogan, brokoli ve diger meyveler ve yaprakli sebzeler de dahil
olmak iizere cesitli bitkilerde bulunur; ancak cogunlukla Sophoro japonica L.'den
ekstrakte edilir. Ayrica, kirmizi sarap, siyah cay ve diger meyve sular1 da zengin
quercetin kaynaklar1 olarak diisiiniilmektedir (239). Flavonoidlerin, flavonlar,
flavanonlar, flavonollar, katesinler, antosiyaninler ve biflavanlar1 iceren ortalama
giinliik tiiketimi yaklagik 1 g / giin (quercetin esdegerleri) diir. Quercetin agisindan
zengin meyveleri ve sebzeleri, tiikketenler, bir bilesen olarak yaklasik 200-500 mg / giin
quercetin almis olurlar (51). Ote yandan, Japonya ve Avustralya gibi bazi iilkelerde, <5

mg- 40 mg / giin kadar diisiik ortalama alimlar da bildirilmektedir (240).

Quercetinin terapétik etkinligi, oral uygulama ile absorbe edilen, farmakolojik olarak
aktif ila¢c miktar1 biyoyararlanim olarak tanimlanabilir. Quercetin alimini takiben
bagirsak bakterileri, glikosidaz aktivitesi gosterirler ve aglikon formundaki quercetinin
salinmasi i¢in gerekli olan sekeri B-glikozidaz tiirevlerinden hidrolize ederler. Quercetin
aglikon, pasif difiizyon veya organik anyon tasiyan polipeptit (OATP) aracili
absorpsiyonla, mideden veya ince bagirsaktan emilir. Emilen quercetin aglikon daha
sonra 3’-metil eter, quercetin 3-O-B-D-glukuronid (Q3GA) ve quercetin-3’-siilfat gibi
insan plazmasinda farmakolojik olarak aktif O-metil, glukuronid veya siilfat gibi diger
tiirevlerine doniistiiriiliir. Quercetince zengin gidalarin alinmasi, plazmada quercetin
tirevlerinin konsantrasyonunu mikromolar seviyelere kadar arttirir ve quercetin

karaciger ve diger organlarda metabolize olur (241).

Viicuttaki quercetin metabolizmas: siireci olduk¢a hizlidir ve dolayisiyla aktif quercetin
molekiiliiniin dolasim siiresi ve biyoyararlanim1 da smnirhidir. Bu hizli metabolik
islemden Otiirli, quercetinin in vitro gozlemlenen farmakolojik etkisi in vivo olarak ¢ok
farkli degildir. Ayrica, quercetin, sudaki ¢oziiniirliigii (yaklasik 1 ug / mL) diisiiktiir ve
bu da terapotik potansiyelini daha da etkiler. Ek olarak, quercetinin gastrik ve bagirsak
stvisindaki ¢oziiniirliigiiniin swrasiyla 5.5 pg / mL ve 28.9 pg / mL oldugu rapor
edilmistir (242).

2.4.4.3. Kanser Hiicresi Biyolojisi Uzerine Quercetinin EtKisi

2.4.4.3.1. Hiicre Biiyiimesinin Inhibisyonu
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Quercetinin kanser tiirlerine kars1 hem in vitro hem de in vivo antiproliferatif etkileri
oldugu bilinmektedir. /n vitro calismalar L1210 ve P-388 16semi hiicre hatlari, meme
kanseri hiicreleri, kolon kanseri hiicreleri COLON20DM, yumurtalik kanseri hiicreleri
OVCA 433, karaciger kanser hiicreleri HepG2, epidermoid kanser hiicreleri A431 ve
gastrik kanser hiicreleri iizerine quercetinin biiyiimeyi durdurucu etkisinin oldugunu
gostermistir (239). In vivo, oral olarak uygulanan quercetinin pankreas kanseri hiicreleri
izerine antiproliferatif etkisi oldugu gozlenmistir. Quercetinin etki ettigi incelenen
sinyal yollarmnin bazilar1t PI3K / Akt, Her-2 / neu, Wnt / B-katenin ve EGFR'dir (236).
Quercetin tedavisi ile PI3K / Akt yolunun baskilanmasi, meme kanseri hiicresi
HCC1937, SkBr3 hiicreleri, karaciger kanseri hiicresi HepG2 ve HL-60 16semi hiicresi
gibi hiicre hatlarinda gosterilmistir (239). P13K / Akt yolunu baskilamasinin yani sira,
quercetin, meme kanseri hiicrelerinde insan epidermal biiyiime faktorii reseptor 2'yi
(Her-2 / neu) downregiile edebilir. SW-480 kolon kanseri hiicrelerinde quercetin ile
diizenlenen Wnt / beta-katenin sinyal yolaginm, antitimor etkisi sergiledigi
gosterilmistir. Proliferasyon i¢in sinyal yollarini modiile etmenin yani sira, quercetinin
biiylime inhibisyonuna yol acabilen normal hiicre dongiisii ilerlemesine miidahil oldugu

bilinmektedir (242).
2.4.4.3.2. Metastaz Inhibisyonu

Kansere kars1 en biiyiik tehlike, kanserin metastaz yoluyla viicudun bir organindan veya
bir parcasindan digerine yayilmasidir. Metastaz, karsilastiklar1 cesitli hiicre veya
dokulardaki hiicre dig1 matris proteinlerinin pargalanmasindan sorumlu olan matris
metalloproteinaz (MMP) enzimlerinin iiretimi ile ilgilidir. Bunlar dort tipe ayrilir:
stromelisinler, jelatinazlar, kollajenazlar ve membran tipi MMP'lerdir (243). Calismalar,
MMP'lerin, MMP-9 ve MMP-2 gibi kanser hiicrelerinin metastazi icin gerekli oldugunu
bildirmistir. Bu nedenle, kanser hiicrelerinde MMP'lerin bastirilmasi metastaz sansini
azaltabilir ve kanser tedavisinde yararli bir ara¢ olabilir. Quercetinin MMP salinimini
inhibe etme potansiyeli cesitli calismalarda bildirilmistir. 12-O-tetradekanoil fenol-13-
asetat (TPA) ile islemden gecirilmis MCF-7 hiicrelerinde quercetinin MMP-9'un
aktivasyonunu ve gociinii bastirarak meme kanseri hiicrelerinin metastazini
Onleyebildigini tespit edilmistir. Quercetin ayrica, JB6 P+ fare epidermal hiicrelerinde
MMP-9'un tiimor nekroz faktorii (TNF)-a'min upregiilasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir  (244). Quercetin, MMP-9 ile birlikte A431 epidermoid kanser



41

hiicrelerinde ve MiaPaCa-2 pankreatik kanser hiicrelerinde MMP-2 salinimini1 da

azaltmustir.
2.4.4.3.3. Apoptoz indiiksiyonu

Apoptoz c¢esitli fizyolojik siireclerde kritik bir rol oynayan programlanmis hiicre
Olimidiir (239). Spesifik gen aktiviteleri, hiicre apoptozundan sorumlu oldugu bilinen
kompleks sinyal yollarin1 diizenler. Apoptotik sinyallesmenin diizensizlestirilmesi,
kanser ilerlemesine neden olabilen apoptotik kusurlarla sonu¢lanir. Kanser tedavisinde
en biiylik sorun, kanser hiicrelerinin kemoterapétik ajanlara direncinin olmasidir. Bu
nedenle, etkin kanser tedavisi i¢in apoptotik sinyal yollarinin diizenlenmesini quercetin
gibi kemoterapotik ajanlar araciligiyla kavrayabilmek gerekir. Apoptozdan sorumlu iki
yol olabilir: intrinsik (mitokondriyum aracili) veya ekstrinsik (diger hiicrelerden alinan
sinyaller vasitasiyla). Caligmalar, quercetinin hem ekstrinsik hem de intrensik faktorleri
diizenleyerek cesitli kanser hiicrelerinde apoptozu indiikledigini ortaya koymustur.
MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde quercetinin Bax (pro-apoptotik protein)
sentezini arttirma egilimi gosterdigini ve Bcl-2 sentezini azalttigini gostermistir. AMP
ile aktive protein kinaz (AMPK) aracil1 apoptozun indiiksiyonu ile birlikte p53'e bagiml
apoptotik hiicre 6liimii, HT-29 kolon kanseri hiicre hattinda gézlenmistir. Ayni1 zamanda
quercetinin, ERalpha-negatif meme kanseri hiicrelerinde p53'e bagimli apoptotik hiicre

Olimiine neden oldugunu gosterilmistir (239).
2.5. APOPTOZ

Apoptoz terimi, hiicre 6liimiiniin morfolojik olarak farkli bir bigimini tanimlamak icin

1972'de Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan bir makalede ilk kez kullanilmistir (245,246).

Apoptoz hiicrelerin gelismesi ve yaslanmasi sirasinda normal olarak, dokulardaki hiicre
popiilasyonlarini korumak i¢cin homeostatik bir mekanizma olarak gerceklesir. Apoptoz,
bagisiklik reaksiyonlarinda oldugu gibi hiicreler hastaliktan veya zararli ajanlar

tarafindan hasar gordiigii zaman savunma mekanizmasi olarak da goriiliir (247).

Isik ve elektron mikroskopisi, apoptoz sirasinda ortaya cikan cesitli morfolojik
degisiklikleri tespit etmistir. Apoptozun erken siireci boyunca, hiicre biiziilmesi ve
piknozis, 151k mikroskopisi ile goriilebilir (245). Hiicrenin biiziilmesi ile hiicrelerin
boyutu kiiciiliir, sitoplazma yogun hale gelir ve organeller sikica paketlenir. Piknozis

kromatin yogunlagmasinin bir sonucudur ve bu apoptozun en karakteristik ozelligidir.
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Hematoksilin ve eozin boyama ile yapilan histolojik incelemede, apoptoz tek tek
hiicreler veya kiiciik hiicre kiimeleri icerir. Apoptotik hiicre, koyu eozinofilik sitoplazma
ve yogun mor niikleer kromatin fragmanlar1 bulunan yuvarlak veya oval bir kitle olarak

goriiliir.

Plazma zarmin patlamasmin ardindan karyoheksis ve "tomurcuklanma" adi verilen bir
siire¢ boyunca hiicre parcalarinin apoptotik cisimlere ayrilmasit meydana gelir.
Apoptotik cisimler, niikleer fragmanm bulundugu veya bulunmadig: sikica paketlenmis
organellerin bulundugu sitoplazmadan olusur. Organel biitiinliik muhafaza edilmekte ve
tiim organeller saglam bir plazma membrani i¢cine alinmaktadir. Bu cisimler daha sonra
makrofajlar, parankimal hiicreler veya neoplastik hiicreler tarafindan fagosite edilir ve

fagolizozomlar i¢cinde bozunur (247).
2.5.1. Ekstrinsik (D1s) Yolak

Apoptozu baslatan dis sinyal yolaklari, transmembran reseptor aracili etkilesimleri igerir
(Sekil 2.13). Bunlar, TNF reseptor gen siiper ailesinin iiyesi olan 6liim reseptorleridir.
Bugiine kadar en iyi tanimlanmis ligandlar ve bunlara karsilik gelen 6liim reseptorleri

FasL / FasR, TNF-a / TNFR1, Apo3L / DR3, Apo2L / DR4 ve Apo2L / DR5’dir (247).

Apoptozun ekstrinsik fazini tanimlayan olaylarin dizilimi, FasL. / FasR ve TNF-a /
TNFR1 modelleriyle en iyi sekilde karakterize edilir. Bu modellerde reseptorlerin
kiimelenmesi ve homolog trimerik ligand ile baglanmasi vardir. Fas ligandinin Fas
reseptOriine baglanmasi, adaptor proteinin FADD'a baglanmasina ve TNF ligandinin
TNF reseptoriine baglanmasina yol acar ve TRADD bagdastirici proteininin
birlestirilmesi saglanir. FADD, oliim efektor bolgesinin dimerizasyonu yoluyla
prokaspaz-8 ile iliskilendirilir. Bu noktada, 6liime neden olan bir sinyalleme kompleksi
olusur ve bunun sonucunda prokaspaz-8'in otomatik katalitik aktivasyonu meydana gelir

(247).

Kaspaz-8 aktive edildiginde, apoptoz tetiklenir. Oliimle resmedilen apoptoz, c-FLIP adi
verilen, FADD'a ve kaspaz-8'e baglanarak ve onlar: etkisiz hale getiren bir protein ile
inhibe edilebilir (247). Potansiyel apoptoz diizenlenmesinin bagka bir noktasi, Toso ad1
verilen, kaspaz-8 islemesinin inhibisyonu yoluyla T hiicrelerinde Fas kaynakli apoptozu

bloke ettigi gosterilen bir proteini igerir (248).

2.5.2. Intrinsik (i¢) Yolak
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Apoptozu baglatan intrinsik sinyal yolaklari, hiicre i¢cindeki hedeflere dogrudan etki
eden, hiicre ici sinyaller iireten, reseptor aracili olmayan ¢esitli uyaranlar dizisini igerir.
I¢ sinyal yolagmi baslatan uyaranlar, pozitif veya negatif bir sekilde hareket edebilen
hiicre ici sinyaller iiretirler. Negatif sinyaller, bazi1 6liim faktorlerinin, hormonlarin ve
sitokinlerin yoklugunu icerir ve bu da Olim programlarinin bastirilmamasma ve
dolayisiyla apoptozu tetiklemesine neden olabilir. Baska bir deyisle, faktorlerin geri
cekilmesi, apoptotik supresyonun kaybedilmesi ve daha sonra apoptozun aktive
edilmesi soz konusudur. Pozitif sekilde hareket eden diger uyarilar radyasyon, toksinler,
hipoksi, hipertermi, viral enfeksiyonlar ve serbest radikallerdir; ancak bunlarla sinirl

degildir (247).

Tiim bu uyaranlar, mitokondriyal membranda porlarin agilmasina, mitokondriyal
transmembran potansiyelinin kaybedilmesine ve intermembran boslugundan normalde
saliverilmis pro-apoptotik proteinlerin iki ana grubunun serbest birakilmasina neden
olan i¢ mitokondriyal membrandaki degisikliklere neden olur. Pro-apoptotik
proteinlerin birinci grubu; sitokrom c, Smac / DIABLO ve serin proteaz HtrA2 /
Omi'den olusur. Bu proteinler kaspaz bagimli mitokondriyal yolagi aktive eder.
Sitokrom c, bir "apoptozom" olusturan Apaf-1'1 ve prokaspaz-9'u baglar ve aktive eder

(249).

Prokaspaz-9'un aktive olmasi, kaspaz-9 aktivasyonuna yol acar. Smac / DIABLO ve
HtrA2 / Omi'nin apoptoz inhibitdr proteinlerinin aktivitesini inhibe ederek apoptozu

tesvik ettigi bildirilmistir (250).

Apoptoz sirasinda pro-apoptotik proteinlerin ikinci grubu, AIF, endoniikleaz G ve CAD,
mitokondriyumdan salinir. AIF, nukleusa transloke olur ve DNA’nin par¢alanmasina ve
cevresel niikleer kromatin yogunlasmasma neden olur. Niikleer kromatin

yogunlagmasimin bu erken sekli "evre I" olarak adlandirilir (247).

Endoniikleaz G ayni zamanda niikleusa transloke olarak oligoniikleozomal DNA
fragmanlar1 iiretmek iizere niikleer kromatini parcalamaktadir. AIF ve endoniikleaz
G'nin her ikisi de kaspazdan bagimsiz bir sekilde calisirlar. CAD, daha sonra
mitokondriyumdan salmir ve kaspaz-3 ile bolinmeden sonra oligoniikleozomal DNA

parcalanmasina ve daha belirgin ve gelismis bir kromatin yogunlagmasina yol agan
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cekirdege transloke olur. Daha sonra ve daha belirgin olan bu kromatin yogunlasmasina

"evre II" denir (247).

Bu apoptotik mitokondriyal olaylarin kontrolii ve diizenlenmesi, Bcl-2 familyasi
proteinlerinin iiyeleri vasitasiyla meydana gelmektedir. Tiimor siipresor protein p53,
proteinlerin Bcl-2 ailesinin regiilasyonunda kritik bir role sahiptir. Proteinlerin Bcl-2
ailesi mitokondriyal membran gecirgenligini yOnetir ve pro-apoptotik veya
antiapoptotik olabilir. Baz1 anti-apoptotik proteinler arasinda Bcl-2, Bel-x, Bel-XL, Bcel-
XS, Bcl-w, BAG bulunur ve bazi pro-apoptotik proteinler arasinda Bcl-10, Bax, Bak,
Bid, Bad, Bim, Bik ve Blk yer alir.
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Sekil 2.13. Apoptozun i¢ ve dis sinyal yolaklar1 (251)



3. GEREC VE YONTEM

Bu tez projesinin hiicre kiiltiirii asamalar1 Erciyes Universitesi Betiil-Ziya Eren Genom
ve Kok Hiicre Merkezi'nde; immunfenotiplendirme analizleri Erciyes Universitesi
Mehmet Kemal DEDEMAN Hematoloji-Onkoloji  Hastanesi  flow-sitometri
laboratuvarinda gerceklestirildi. Sitotoksite analizleri Abdullah Giil Universitesi Yasam
ve Doga Bilimleri Fakiiltesi Hiicre Kiiltiirii (Kanser Arastirma) Laboratuvari’nda

gerceklestirildi.

3.1.Kullamlan Cihazlar

CO, Inkiibatérii (Panasonic, MCO-170AICUVH)
Santrifiij (Hettich Zentrifugen, Rotina 380 R)
Laminar hava akish kabin (ADS)

Inverted Mikroskop (Leica)

4 °C Buzdolabi (Siemens)

-20 °C Dondurucu (Panasonic)

-80 °C Dondurucu (Panasonic)

Akim Sitometri Cihaz1 (Beckman Coulter, Inc.)
MACS manyetik hiicre ayirict (Miltenyi Biotec)
Vorteks (Heidolph)

Pipetor (Gilson)

pH metre (Mettler Toledo)

3.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

Steril pipetler (NEST)



Filtreli kapakli 25 cm’ Flask (Greiner, 690175)

Filtreli kapakli 75 cm’ Flask (Greiner, 658175)

96 kuyucuklu pleyt (NEST, 701011)

6 kuyucuklu pleyt (NEST, 703011)

Pipet uglari (Isolab)

15 ml vida kapakli konik tiip (Falkon) (NEST, 601051)
50 ml vida kapakli konik tiip (Falkon) (NEST, 602051)
1,5 ml mikrosantrifiij tiipleri (Greiner, 616201)

2 ml Kriyovial (NEST, 607101)

Clinmacs MS kolonu (MACS, 130-091-506)

Mr. Frosty™ hiicre dondurma konteyneri (Thermo-Scientific, 5100-0001)
0.30 pm siringa filtresi (Merck, PHWP02500)

3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

RPMI-1640 Hiicre Besiyeri Ortamu (Gibco, 21875-034)
Fetal Dana Serumu (Gibco, 10270)

Penisilin / Streptomisin (Gibco,15140-122)

DMSO (Sigma Aldrich, 276855)

Steril DPBS (Ca** ve Mg** icermeyen) (Gibco,14190-094)
EDTA (Sigma Aldrich, E9884)

Anneksin-V-FITC Kiti (ROCHE, 11 858 777 001)
DAPI (Beckman Coulter, B30437)

CD34 (Beckman Coulter, A21691)

CD38 (Beckman Coulter, A86049)

[zoFlow (Beckman Coulter, 41116015)

46
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JC-1 Mitokondriyal Membran Potansiyel Test Kiti (CAYMAN,10009172)
Hiicre Proliferasyon Kiti (XTT) (ROCHE, 11465015001)

Kaspaz-3 Kolorimetrik Enzim Kiti (BioVision Research Products, K106)
Quercetin (SIGMA ALDRICH, Q4951-100G)

CD38 MikroBead Kiti (MACS, 130-092-271)

Direkt CD34 Projenitor Hiicre 1zolasyon Kiti (MACS, 130-046-705)

BSA Stok Soliisyonu (MACS, 130-091-376)

3.4. Hiicre Kiiltiirii

Kanser hiicre hatlari, laboratuvar calismalarinda ve in vitro kanser arastirmalarinda
model olarak siklikla kullanilmaktadir. Kanser hiicre hatt1 kullaniminin avantaji smirli
kosullarda bile sinirsiz ¢ogalabilme yeteneginde olmalaridir. Ayrica, yiiksek derecede

homojenite gosterirler ve donmus stoklardan kolaylikla kullanilir hale getirilebilirler.

KML kok hiicreleri ise kronik miyeloid 16semi hiicrelerinin yaklasik 1/10.000 kadari
olan kiiciik bir alt popiilasyonudur (CD34+/CD38- hiicreleri) ve hematopoietik

malignensileri baglatabilirler.

Siispansiyon kiiltiir ozelligi gosteren K562 ve CD34+/CD38- 16semik kok hiicreleri
kiiltiir kabina yapisma gostermezler. Siispanse halde bulunan kiiltiir icindeki hiicreler

oval ve yuvarlak goriiniimliidiirler.

Bu calismada CD344/CD38- KML kok hiicrelerini elde etmek amaciyla Amerikan
Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC, Manassas, VA, ABD) firmasindan, donmus hiicre
hatt1 olarak satin alinan K562 (ATCC® CCL-243™) hiicre hatt1 kullanild.

3.4.1. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicrelerin (K562 ve CD34+/CD38- KML Kok Hiicreleri) pasajlanabilmesi icin
hiicrelerin %90 konfluense ulagmalar1 beklenildi. Hiicreler, 25 cm® ve 75 cm?lik hiicre
kiiltiir flasklarinda cogaltildi ve tiim islemler, biyogiivenlik sinif 2 kabin igerisinde
gerceklestirildi. Kiiltiirler giinliik olarak kontrol edildi, besiyerinin rengi ve morfolojisi

ile hiicrelerin yogunlugu gozlemlendi.

1. Hiicre siispansiyonu 50 ml falkon tiipe alind1.
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2. 350xg’de 5 dk santrifiij edildi.

3. Santrifiijden sonra siipernatant atildu.

4. Hiicre pelletini serumdan armdirmak icin 2 kere 1X DPBS ile yikama yapild:.
5. 350xg’de 5 dk santrifiij edildi.

6. Hiicre pelleti %10 FBS, %]1 penisillin/streptomisin iceren RPMI-1640 besiyeri ile

resiispanse edildi.

7. Thoma lamimda sayim yapild; esit miktarda hiicre iki tane flaska transfer edildi.
8. Her iki flaskin iizerine hiicre siispansiyonu hacmi kadar yeni besiyeri eklendi.

9. Pasajin ardindan hiicre morfolojisi inverted mikroskopta incelendi.

10. Flasklar 37 °C’de %5 CO; igeren inkiibatore konuldu.

3.4.2. Hemositometre ile Hiicre Saymmm

Hiicre siispansiyonu tripan mavisi gibi bir canlilik boyasi ile seyreltiginde, canli
hiicreler boyay1 metabolize edip hiicre disina attiklarindan beyaz, kiiciik ve yuvarlak
olarak goriiniirler. Olii hiicreler ise membranlar1 boyaya gegirgen oldugundan biiyiik ve
koyu mavi hale gelirler. Bu 6zellikler dogrultusunda hiicreler, Thoma lam1 ve inverted

mikroskop kullanilarak canlilik ve ¢ogalma yoniinden degerlendirildi.

1. Hiicreler 1X DPBS icinde hazirlanmis %0,5 tripan mavisi ile 1:1 (v/v) oraninda

karistirilarak 1 dakika bekletildi.

2. Hazirlanan karisim lam tizerindeki uygun bolgelere 10ul tripan mavisi ile 10ul hiicre

olacak sekilde uygulandu.

3. Ardindan hiicreler inverted mikroskop altinda sayildi ve Kkiiltiiriin  bir

milimetresindeki canli hiicre sayis1 asagidaki formiile gore hesaplandu.
Canli hiicre sayisi/ml = N x 10* x 2

N=lam iizerindeki sayma alanmdaki hiicre sayis1
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3.4.3. Hiicrelerin Dondurulmasi

Daha ileri calismalar i¢in gerekli olabilecegi diisiiniildiigiinden ve hiicrelerin canliliginin
devam etmesi ve hiicre hatlarmin devamliligmin korunmasi: amaci ile elde edilen

CD34+/CD38- KML kok hiicrelerinin yarisi ilk pasajlamada donduruldu.

1. Flasktaki dondurulmak istenen hiicrelerin tamami 50 ml’lik falkon tiip i¢ine alind1.
2) Daha sonra 350xg’de 5 dk santrifiij edildi.

3) Siipernatant atildiktan sonra pellet, 5 ml 1X DPBS ile resiispanse edildi.

4) Tekrar 350xg’de 5 dk santrifiij edildi.

5) Santrifiij devam ederken kriyovialler Mr. Frosty hiicre dondurma konteyneri icine

konuldu.
6) Santrifiijden sonra siipernatant atildi, falkon buz iizerine alind1.

7) Pellet, %70 FBS, %20 RPMI-1640 ve %10 DMSO iceren hiicre dondurma mediumu

ile resiispanse edildi.

8) Hiicre siispansiyonundan 1,5 ml her bir kriyovial icine alind1 ve 2 saat -20°C’de, bir
gece -80°C’de bekletildikten sonra -196°C’deki azot tankina uzun siire saklanmak iizere
aktarildi.

3.4.4. Hiicrelerin Coziilmesi

Daha 6nce dondurulmus olan her iki hiicre hattinin bulundugu (K562 ve CD34+/CD38-
KML kok hiicreleri) kriyoviyaller 37 °C’deki su banyosunda, kriyovial i¢inde kii¢iik bir
buz parcasi kalacak sekilde ¢oziildii.

2) Kriyoviyalin i¢indeki hiicre siispansiyonu besiyeri iceren falkon tiipe yavasca

aktarildi.
3) Falkon tiip, 350xg’de 10 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant atild1.

4) Pellete 1 ml medyum eklenerek hiicrelerin iyice ¢oziinmeleri saglandiktan sonra
tizerine besiyeri eklenerek daha Once tarif edildigi gibi hazirlanan RPMI-1640
besiyerinde flaska alinarak tekrar cogaltildi.
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3.4.5. Akim Sitometrik Analiz

Bu calismada akim sitometrik analiz ile, K562 ve CD34+/CD38- KML kok hiicrelerinin
Anneksin-V-FITC ve DAPI ile canliliklarinin ve apoptozun belirlenmesinin yani sira;
CD34+/CD38- KML kok hiicrelerinin izolasyondan sonra immunfenotiplendirmesi

yapildi.
3.4.5.1. Hiicre Oliimiiniin Anneksin-V-FITC / Propidyum Iyodiir ile Belirlenmesi

Normal hiicrelerde hiicre zarinmn sitoplazmik yiiziinde membran lipidlerinden biri olan
fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Eger hiicre apoptoza giderse normalde i¢ yiizde
yerlesmis olan PS molekiilleri hiicre zarmin dis yiiziine transloke olurlar. Bu yer
degistirme hiicre membran biitiinliigiiniin bozulmadig1 apoptotik hiicre 6liimiiniin erken
donemlerinde meydana gelir. AnneksinV, hiicrenin dig yiizeyine transloke olan
fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu i¢in, floresan bir madde (6rn. FITC) ile

isaretlenerek apoptotik hiicre goriiniir hale getirilebilir.

Anneksin-V-FITC kompleksinin K562 ve KML kok hiicrelerinin yiizeyindeki
fosfatidilserine baglanma oran1 flow sitometri ile Olciildii. Nekrotik hiicrelerin
yiizeylerinde de Anneksin-V baglanmas1 goriilebildigi icin ikinci boya olarak

propidyum iyodiir eklendi, akim sitometri cihazi kullanilarak sonuclar degerlendirildi.

Anneksin-V Boyama Soliisyonunun Hazirlanmasi:

2 ul Anneksin-V-FITC ve 100 ul inkiibasyon soliisyonu eklendi; vortekslendi. 2 ul PI
eklendi.

1. Cihazin kompenzasyon ayarlarin1 yapabilmek i¢in bir tane kontrol tiipii hazirlandi,

ornek tiipii ile ayn1 islemler uygulandi (monoklonal antikor eklenmesi haric).
2. Test tiiplerine 1x10° hiicre konuldu.

3. Tiipler 2000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

4.Stipernatant atildi, pellet 2 kere 1X DPBS ile yikandu.

5. Santrifiijden sonra siipernatant atildi, pellet 500 pl izoFlow ile resiispanse edildi.
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6. Ornek tiipiine 5 ul CD34-PC7 monoklonal antikoru, 3 pul CD38-APC monoklonal
antikoru 100 pul Anneksin-V boyama soliisyonu eklendi, vortekslendi. Kontrol tiipiine

monoklonal antikor ve Anneksin-V boyama soliisyonu konulmadi.
7. Her iki tiip de 20 dk oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi.

8. Once kontrol tiipii akim sitometri cihazindan ~ 300 hiicre/sn hizda 6rnek gecirilerek
okutuldu; elde edilen degerlere gore cihazin kompenzasyon ayarlar1 yapildi. Daha sonra
ornek tiiptindeki ~ 50.000 hiicre cihazdan gegirilerek okuma yapildi. Hiicrelerin boyutu,

graniiliitesi ve floresans 1s1malar1 6l¢iildii; canli ve apoptotik hiicre yiizdeleri belirlendi.
3.4.5.2. Hiicre Canlihginin DAPI ile Belirlenmesi

4'.6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), c¢ift iplikli DNA'ya baglanan ve DNA
molekiiliindeki kii¢iik olukta bulunan AT kiimeleri ile iliskili goriinen, mavi floresan
veren bir niikleik asit boyasidir. DAPI, 358 nm’de maksimum uyarim ve 461 nm’de
maksimum bir emisyona sahiptir. DNA ile baglandiginda yaklasik 20 kat fazla
fliioresans verir. DAPI' nin spektral 6zellikleri, ultraviyole veya mor renkli bir lazerle
donatilmis bir akim sitometre cihazinda, onu hiicre canliligini saptamaya ¢ok uygun
hale getirir. DAPI gecirimsiz bir DNA boyasidir; bu nedenle canli hiicrelerin plazma
membranlarindan biiyiik oranda gecemez. Onerilen kosullar altinda, 6lii hiicreler, mor
renkli bir lazerle uyarildiginda 425-475 nm dalga boyu araliginda tespit edildiginde

parlak bir fliioresan verirler.

K562 hiicrelerinden kok hiicre izolasyonu yapilmadan once hiicrelerin canliliklarini
belirlemek amaci ile DAPI ile boyama yapildi ve sonuglar akim sitometri cihazinda

degerlendirildi.

1. Cihazin kompenzasyon ayarlarin1 yapabilmek i¢in bir tane kontrol tiipii hazirlandi,

ornek tiipii ile ayn1 islemler uygulandi (monoklonal antikor eklenmesi harig).
2. Test tiiplerine 1x10° hiicre konuldu.

3. Tiipler 2000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

4.Siipernatant atildi, pellet 2 kere 1X DPBS ile yikandi.

5. Santrifiijden sonra siipernatant atildi, pellet 500 pl izoFlow ile resiispanse edildi.
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6. Ornek tiipiine 5 ul CD34-PC7 monoklonal antikoru, 3 pul CD38-APC monoklonal
antikoru ve 1 ul DAPI eklendi, vortekslendi. Kontrol tiipiine monoklonal antikor ve

Anneksin-V boyama soliisyonu konulmadi.
7. Her iki tiip de 10 dk oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi.

8. Once kontrol tiipii akim sitometri cihazindan ~ 300 hiicre/sn hizda 6rnek gecirilerek
okutuldu; elde edilen degerlere gore cihazin kompenzasyon ayarlar1 yapildi. Daha sonra
ornek tiipiindeki ~ 100.000 hiicre cihazdan gecirilerek okuma yapildi. Hiicrelerin
boyutu, graniiliitesi ve floresans 1simalar1 0l¢iildii; canli ve apoptotik hiicre ytizdeleri

belirlendi.
3.4.6. Manyetik Partikiiller ile Hiicre Ayrilmasi

MACS (Manyetik ile aktive edilmis hiicre ayrimi) yontemi (Resim 3.1) ile
CD34+/CD38- KML kok hiicreleri izole edildi. K562 hiicre hattindan sirasiyla ‘‘CD38
MikroBead”” ve ‘‘CD34 MikroBead™ Kkitleri kullanilarak CD38-/CD34- ve CD38-
/CD34+ hiicre fraksiyonlar1 elde edildi. Once negatif secim ile CD38- hiicreler elde
edildi; daha sonra pozitif secimle CD34+ hiicreler elde edilerek CD34+/CD38- KML
kok hiicre subpopiilasyonu elde edildi. Yontem iiretici firmanin belirttigi sekilde

uygulandi.
3.4.6.1. CD38- Hiicrelerin Ayrilmasi

K562 hiicre hatt1 kullanilarak ‘‘CD38 MikroBead’’ kit kullanilarak CD38 negatif hiicre
ayrimi gerceklestirilmistir (Resim 3.2).

MACS Tampon Cozeltisinin Hazirlanmast:

MACS BSA Stok soliisyonu 1:20 oraninda diliie edildi. 2,5 ml BSA stok soliisyonu,
47,5 ml 1X DPBS ve 200 pl 0,5M EDTA karistirildi. Ph metrede 6l¢ctim yapilds,
soliisyon Ph 7.45 olarak saptandi. Hazirlanan soliisyon 0.30 pm’lik siringa filtresinden
gecirildi.

1. Ttim islemler laminar akisli biyogiivenlik seviye 2 kabin icerisinde gergeklestirildi.

2. Log fazindaki 1x10” K562 losemi hiicresi kullanildi.

3. Hiicre siispansiyonu 300xg’de 10 dk santrifiij edildi, siipernatant atild1.
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4. 80 ul MACS tampon ¢ozelti ile pellet resiispanse edildi.
5. 1x10 hiicre i¢in 20 ul CD38-Biotin antikoru eklendi, pipetaj yapildi.
6. 10 dk +4°C’de inkiibe edildi.

7. 2 ml MACS tampon cozeltisi eklenerek hiicreler yikandi. 300xg’de 10dk santrifiij

edildi ve siipernatant atild1.

8. Pellet 80 ul MACS tampon ¢ozelti ile resiispanse edilip 1x10” hiicre icin 20 ul
Antibiotin MicroBeads eklendi.

9. Pipetaj yapilip, 15 dk +4°C’de inkiibe edildi.

10. 2 ml MACS tampon cozeltisi eklenerek hiicreler yikandi. 300xg’de 10dk santrifiij

edildi ve siipernatant atild1.
11. Pellet 500 pl MACS tampon ¢ozelti ile resiispanse edildi.
12. Kolondan 1 ml MACS tampon ¢6zeltisi gegirildi.

13. Hiicre siispansiyonu kolondan gecirildi. Bu asamada isaretlenmemis hiicreler

(CD38-) kolona tutunmadan akip 15 ml’lik falkona toplandu.

14. 3 kere 500 ul MACS tampon cozelti ile kolon yikandi. Bu asamada elde edilen
CD38- hiicreler CD34+ hiicreleri se¢mek iizere ayrildi.

15. Kolon icinde manyetik alanda tutulu bulunan CD38+ hiicreler kolon iizerine takilan

piston yardimi ile basin¢ uygulanarak kolondan asag: itildi.
3.4.6.2. CD34+ Hiicrelerin Ayrilmasi

CD38- hiicreler ayrildiktan sonra ‘‘CD34 MikroBead’’ kiti kullanilarak pozitif se¢cimle
KML kok hiicreleri elde edildi.

1. CD38- hiicre siispansiyonu 300xg’de 10dk santrifiij edildi, siipernatant atild1.
2. 300 ul MACS tampon ¢ozelti ile pellet resiispanse edildi.

3. 100 pl FcR Blocking Reagent eklendi.

4. 100 ul CD34 MicroBeads eklendi, iyice karistirildi.

5. 30 dk 4°C’de inkiibe edildi.
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6. 7 ml MACS tampon ¢ozelti ile hiicreler yikand1 ve 300xg’de 10dk santrifiij edildi ve

slipernatant atildi.
7. 500 ul MACS tampon ¢ozelti ile pellet resiispanse edildi.
8. Kolondan 1 ml MACS tampon ¢ozelti gegirildi.

9. Hiicre siispansiyonu kolona uygulandi ve isaretlenmemis CD34-/CD38- hiicreler

kolondan akarak 15 ml’lik falkon tiipe toplandi.
3. 3 kere 500 ul MACS tampon ¢ozeltisi ile kolon yikand:.

4. Kolonda manyetik alanda bulunan CD34+/CD38- hiicreler kolon iizerine takilan

piston yardimiyla basingla kolondan alindi.

5. Elde edilen hiicreler 25 cm®’lik flaska konuldu. Uzerlerine besiyeri eklenerek daha

sonra immiinfenotiplendirme yapmak i¢in inkiibatore kaldirildi.

3.4.7. Quercetinin KML Kok Hiicreleri Uzerine olan Sitotoksik Etkilerinin

Belirlenmesi

Tetrazolyum tuzlari, histokimyasal lokalizasyon c¢alismalar1 ve hiicre biyolojisi
deneylerinde tespit reaktifleri olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. XTT, normalde
renksiz veya hafif sar1 halde bulunan bir bilesiktir; hiicresel efektorler ile
rediiklendiginde parlak turuncu renk verir. Ikinci nesil bir tetrazolyum boya olan XTT,
hiicre proliferasyonu, sitotoksisite ve apoptoz testlerinde etkili bir sekilde

kullanilmaktadir.

Quercetinin KML kok hiicreleri tizerine olan sitotoksik etkisi, XTT hiicre proliferasyon

testi ile belirlendi.
3.4.7.1. Quercetinin Hazirlanmasi

Quercetin DMSO icinde ¢oziillerek 500 mM’lik bir stok hazirlandi. Bu stok 0.3 uM
filtreden gecirildi. Daha sonra 500 mM’lik stoktan 500uM’lik ikinci bir stok hazirlandi.
Bu stok RPMI-1640 besiyeri ile sulandirildi. Hiicrelere uygulanacak quercetin

konsantrasyonlar1 uygulanirken ikinci stok kullanild1.

1. KML kok hiicreleri 96-kuyucuklu pleytin her bir kuyucugunda 100 pl besiyerinde
10.000 hiicre olacak sekilde ekildi.
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2. Hiicrelerin iizerine 100’er pl’lik hacimlerde artan konsantrasyonlarda (1-40 nM)

quercetin eklendi.

3. 37 °C’de %5 CO; iceren inkiibatorde 48 saat boyunca inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon sonunda her bir kuyucuga 20 ul XTT reaktifi eklendi ve 4 saat inkiibe
edildi.

5. 96-kuyucuklu pleytde olusan formazan yogunluklari, spektrofotometrede dalga boyu
450 nm’ye ayarlanarak ol¢iildii.

6. Elde edilen absorbans degerlerine gore hiicre canlilik grafigi olusturuldu.

7. Quercetinin KML kok hiicrelerinin %50’sini  6ldiirdiigii konsantrasyonu (IC50

degeri) hesaplandi.

3.4.8. Quercetinin KML Kok Hiicrelerinde Kaspaz-3 Enzim Aktivitesi Uzerine

Etkilerinin Belirlenmesi

ICE ailesindeki proteazlarin / kaspazlarin aktivasyonu, memeli hiicrelerinde apoptozu
baslatir. Kaspaz-3 / CPP32 Kolorimetrik Test Kiti, DEVD sekansini tanimlayan kaspaz
aktivitesini test etmek i¢in basit ve kullanisl bir yontem saglar. Test, etiketli alt katman
DEVD-pNA'dan ayrildiktan sonra kromofor p-nitroanilini (pNA) spektrofotometrik
tespitine dayanmaktadir. pNA 151k emisyonu, bir spektrofotometre veya bir mikrotiter
plak okuyucu kullanilarak 400 veya 405 nm'de nicelendirilebilir. Bir apoptotik
numunedeki pNA absorbsiyonunun bir kontrolle karsilastirilmasi, CPP32

aktivitesindeki kat artisinin belirlenmesine izin verir.

Artan dozlarda (1-20nM) quercetine maruz birakilan KML kok hiicrelerinin kaspaz-3
enzim aktivitesinde meydana gelen degisimler, kaspaz-3 kolorimetrik enzim Kkiti ile

belirlendi.

1. KML kok hiicreleri 6 kuyucuklu pleytin her bir kuyucugunda 2 ml besiyerinde 1x10°
hiicre olacak sekilde ekildi.

2. Hiicrelerin iizerine artan konsantrasyonlarda quercetin (1-20nM) eklendi.
3. 37 °C’de %5 CO,’li inkiibatorde 48 saat boyunca inkiibe edildi.

4. Hiicreler ayr1 ayr1 falkon tiiplere konuldu ve 1000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi,

slipernatant atildi.
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5. Hiicre pelleti 50 ul 6nceden sogutulmus hiicre lizis tamponu ile resiispanse edildi ve

10 dk buzda inkiibe edildi.

6.10.000 rpm’de 1 dk santrifiijjden sonra ve siipernatant (sitozolik ekstrakt) temiz bir

deney tiipiine konularak iizerine 200 pl hiicre lizis tamponu eklendi.

7. Her bir 6rnek icin ikiser kuyucuk olmak iizere, 96 kuyucuklu pleyte 50 pl 6rnek, 50
ul reaksiyon soliisyonu ve 5 ul DEVD-pNA konduktan sonra 2 saat 37 °C’de %5 CO;’li
inkiibatorde bekletildi.

8. Inkiibasyon sonunda spektrofotometrede 405 nm dalga boyu altinda 6lgiim yapildi.
Her bir 6rnek icin Ol¢iilen bu degerler, toplam protein miktarlarina oranlanarak kaspaz-3

enzim aktivitesindeki degisimler belirlendi.

3.4.9. Quercetinin KML Kok Hiicrelerinde Mitokondri Zar Potansiyeli Uzerine

Etkilerinin Belirlenmesi:

Mitokondriyal zar potansiyeli (AyM), hiicre saglhiginin bir gostergesi olarak kullanilan
mitokondriyal fonksiyonun Onemli bir parametresidir. JC-1, lipofilik ve katyonik bir
boya olup secici olarak mitokondriye girebilir ve membran potensiyeli arttik¢a rengi
yesil renkten kirmiziya doniisiir. Yiiksek mitokondriyal zar poteansiyeli (AyM) olan
saglikli hiicrelerde, JC-1 kendiliginden yogun kirmizi fliioresans: olan ve J-agregatlari
olarak bilinen kompleksleri olusturur. Ote yandan, diisiik mitokondriyal zar potansiyeli
(AyM) olan apoptotik veya sagliksiz hiicrelerde, JC-1 monomerik formda kalir ve

sadece yesil fliloresan gosterir.

Artan dozlarda (1-20nM) quercetine maruz birakilan KML kok hiicrelerinin mitokondri
zar potansiyelinde gerceklesen degisimler, JC-1 mitokondri zar potansiyeli 6l¢iim kiti

ile belirlendi.

1. KML kok hiicreleri 6 kuyucuklu pleytin her bir kuyucugunda 2 ml besiyerinde 1x10°
hiicre olacak sekilde ekildi ve hiicreler artan konsantrasyonlarda (1-20nM) quercetin ile

muamele edildi.
2. 37 °C’de %5 CO,’li inkiibatorde 48 saat boyunca inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon siiresi tamamlandiginda hiicreler toplanarak ayr1 ayr1 falkon tiiplerine

alind1 ve 1000 rpm’de 10 dk boyunca santrifiij edildi, siipernatant atild1.
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4. Hiicre pelleti 300 ul besiyeri ile resiispanse edildi.
5. Hiicrelerin tizerine 30 pl JC-1 boyasi eklendi.
6. 37 °C’de %5 CO’li inkiibatorde 30 dk bekletildi.

7.Siire sonunda, hiicreler 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve siipernatant atilarak hiicre

pelleti 200 pl test tampon soliisyonu ile resiispanse edildi.

8. Hiicreler 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve siipernatant atilarak hiicre pelleti 320 pl

test tampon soliisyonu ile resiispanse edildi.

9. 96-kuyucuklu siyah pleyte her bir 6rnekten 100’er ul olacak sekilde iiclii olarak ekim
yapildi

10. Hiicrelerin 485/560 (yesil/kirmiz: floresanda verdigi dalga boyu) verdikleri degerler

oranlanarak mitokondri zar potansiyelindeki degisimler belirlendi.



4. BULGULAR
K562 hiicre hattindan manyetik partikiiller ile hiicre ayrimi1 (MACS) ile KML kok hiicre

ayrimi yapilmadan Once hiicreler ¢ozdiiriiliip pasajlandi (Resim 4.1).

Resim 4.1. Kronik miyeloid 16semi (K562) hiicrelerinin inverted mikroskop goriintiisii
(Biiyiitme: 10X).

4.1. K562 Hiicrelerinin Anneksin-V-FITC ve DAPI ile Canhliklarinin Belirlenmesi
Hiicre canliligini belirlemede Anneksin-V-FITC ve DAPI boyalar: kullanild.

Once kontrol tiipii akim sitometri cihazindan ~ 300 hiicre/sn hizda ornek gegirilerek
okutuldu; elde edilen degerlere gore cihazin kompenzasyon ayarlar1 yapildi. Daha sonra

ornek tiipiindeki ~ 50.000 hiicre cihazdan gegirilerek okuma yapildi.

Anneksin-V-FITC ile yapilan boyamada akim sitometri sonuclarina gore K562
hiicrelerinin canliligt %84,78 bulundu. Hiicrelerin %90 konfluense ulagmasi igin

beklenildi (Sekil 4.1).

Yeterli yogunluga ulasan K562 hiicrelerinden KML kok hiicrelerinin ayrimi yapilmadan
hemen Once hiicrelerin DAPI ile canliliklar1 kontrol edildi ve hiicre canliligi %83,93

olarak belirlendi (Sekil 4.2).
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4.2. CD34+/CD38- KML Kok Hiicrelerinin MACS ile Ayrilmasi

K562 hiicre hattindan MACS yontemiyle CD34+CD38- hiicre fraksiyonlar1 ayrildi
(Resim 4.2). Islem sonunda ayrilan hiicre fraksiyonlarinin saflig1 akim sitometrik analiz

ile kontrol edildi.

Resim 4.2. KML Kok hiicrelerinin (CD38-/CD34+) inverted mikroskop goriintiisii
(Biiyiitme: 10X).

Dar acil1 151k sacilimi (FSC) ile 90°C agiyla 151k sagilim (SSC) parametresi kullanilarak

olusturulan goriintiide hiicre boyutu ve graniilitesi belirlendi.

CD34-PC7’in 1s51ma verdigi FL4 SSC kullanilarak olusturulan dot blotta graniiliteye
bagh hiicrelerin CD34 ekspresyonu degerlendirildi. izotipik kontrol ile esik degerinin
izerindeki fliioresans 1s1malar1 CD34+ hiicreler kabul edildi. Bu hiicrelerin {izerinde
isaretleme yapilarak hiicrelerin ylizde olarak ne kadarinin CD34 eksprese ettigi
belirlendi. Aym sekilde esik degerinin altinda kalan hiicreler CD34- hiicreler olarak

belirlendi.

CD38-FITC’nin 1s1ma verdigi FL1’e karsi SSC kullanilarak olusturulan dot blotta
graniiliteye bagl hiicrelerin CD38 ekspresyonu degerlendirildi. izotipik kontrol ile esik
degerinin altindaki fliioresans 1simalar1 CD38- hiicreler kabul edildi. Bu hiicrelerin
izerinde isaretleme yapilarak hiicrelerin yiizde olarak ne kadarinin CD38 eksprese
etmedigi belirlendi. Ayni sekilde esik degerinin iistiinde kalan hiicreler CD38+ hiicreler
olarak belirlendi.
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Uciincii dot blot da goriintiiniin aynis1 olusturuldu; fakat farkli olarak goriintiiye CD38-
hiicreler tanitilarak (kapilanarak) CD38- hiicrelerdeki CD34 ekspresyonu yiizde olarak
kaydedildi.

Elde edilen veriler, secilen hiicrelerin %98,83’niin canli oldugunu (Sekil 4.3) ve bu
canlt hiicrelerin %99,58’inin CD38- iken %94,21’inin CD34+ oldugu gosterdi (Sekil
4.4). Hiicre popiilasyonun %93,20’inin CD38-/CD34+ yiizey belirteclerine sahip olan
KML kok hiicreleri oldugu belirlendi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.3. KML Kok hiicrelerinin (CD38-/CD34+) canliliginin DAPI ile akim

sitometrik analizi
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Sekil 4.4. KML Kok hiicrelerinin CD38- ve CD34+ oranlar1
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Sekil 4.5. KML Kok hiicre fraksiyonunun safliginin akim sitometrik analizi

4.3. Quercetinin KML Kok Hiicreleri Uzerine olan Sitotoksik Etkilerinin

Belirlenmesi

Quercetinin sitotoksik etkilerini belirlemek amaci ile XTT testi yapildi. Artan dozlarda
quercetine (1-40 nM) 48 saat boyunca maruz birakilan KML kok hiicrelerinin ¢ogalma
yiizdesinde doza bagimli bir azalma belirlendi ve quercetinin IC50 degeri 1,5 nM olarak
hesaplandi. Elde edilen XTT hiicre proliferasyonu sonuglarina gore, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda;1,5, 10, ve 20 nM quercetinin KML kok hiicrelerinin
proliferasyonunu sirasiyla %37, %72, %90 ve %99 oraninda azalttig1 hesaplandi (Grafik
4.1)

Hicre Popllasyonu%

1 5 - & 10 15 0
C 1 2 3 < 7,9 10 15 20 0

Quercetin (nM, 48 saat)

Grafik 4.1. Quercetinin KML kok hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri
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4.4. Quercetinin KML Kok Hiicrelerinde Kaspaz-3 Enzim Aktivitesi Uzerine

Etkilerinin Belirlenmesi

Quercetine maruz birakilan KML kok hiicrelerinin kaspaz-3 enzim aktivitesinde

meydana getirdigi degisimler, kaspaz-3 kolorimetrik enzim kiti ile belirlendi.

Artan dozlarda quercetin (1-20 nM) uygulanan KML kok hiicrelerinde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, 1, 2 ve 5 nM quercetine maruz birakilan KML kok hiicrelerinin
kaspaz-3 enzim aktivitesinde kayda deger bir artis gozlenmezken; 10 ve 20 nM
quercetine maruz birakilan KML kok hiicrelerinin kaspaz-3 enzim aktivitesinde

sirasiyla %75 ve %321 artis belirlendi (Grafik 4.2).

SOV

150
100
50
C 1 2 5 10 20

Quercetin (nM, 48 saat)

>
>

Kaspaz-3 Enzim Aktivitesi % Degisim

Grafik 4.2. Quercetinin KML kok hiicrelerinde kaspaz-3 enzim aktivitesi iizerine

etkileri

4.5. Quercetinin KML Kok Hiicrelerinde Mitokondri Zar Potansiyeli Uzerine

Etkilerinin Belirlenmesi

KML kok hiicrelerinin mitokondri zar potansiyelinde gerceklesen degisimler, JC-1

mitokondri zar potansiyeli 6l¢iim kiti ile belirlendi.

Artan dozlarda quercetin (1-20 nM) uygulanan KML kok hiicrelerinde kontrol grubuna
gore doza bagiml olarak mitokondri zar potansiyelini dnemli oranda bozdugu tespit
edildi. Kaspaz-3 enzim aktivitesi ile elde edilen sonuclara benzer sekilde, kontrol grubu

ile karsilastirildiginda, 10 ve 20 nM quercetine maruz birakilan KML kok
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hiicrelerindeki mitokondri zar1 potansiyeli bozulumunda %86 ve %333 artislara neden

oldugu belirlendi (Grafik 4.3).
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Grafik 4.3. Quercetin KML kok hiicrelerinde mitokondri zar potansiyelinin bozulumu
tizerine etkileri

4.6. Quercetinin KML Kok Hiicreleri Uzerine Apoptotik Etkilerinin Anneksin-V-
FITC / Propidyum Iyodiir ile Belirlenmesi

Anexin-V analiz sonuglar1 quercetinin doza bagimli olarak apoptozu tetikledigi ve
quercetinin apoptotik hiicre 6liimiinde 6nemli artiglar olusturdugu gosterildi (Sekil 4.6).
5, 10 ve 20 nM quercetine maruz birakilan KML kok hiicrelerindeki hiicre dliimlerinde
kontrol grubu hiicrelerine kiyasla sirasiyla 2.6, 11.2 ve 39.3 kat artis belirlendi (Grafik
4.4).
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Grafik 4.4. Quercetinin KML kok hiicreleri tizerine apoptotik etkileri
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Sekil 4.6. Quercetinin KML kok hiicreleri tizerine apoptotik etkilerinin akim sitometrisi

ile gdsterimi



5. TARTISMA VE SONUC

Diinya genelinde kanser yiiksek 6liim oranina sahip bir hastalik olarak taninmakta olup,
mevcut veriler simdiye kadar gdgiis, kolorektal, prostat, karaciger ve akciger kanserleri
de dahil olmak {iizere bilinen 100'den fazla kanser ¢esidi tanimlamistir. Losemi, normal
hiicre diizenlenme siirecinde degisikliklerin meydana gelmesi ile kemik iligindeki
hematopoietik kok hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile sonug¢lanan, cocuklarda ve
erigskinlerde goriilen yaygin bir malignitedir (9). Kronik miyeloid 16semi, kemik iligi
kok hiicrelerinin malign yayilimi ile karakterize edilen bir hematopoetik bozukluktur
(12). KML, her yil 100.000 kisiden 1 veya 2’sinde, ¢cogunlukla yashlarda goriiliir ve
molekiiler diizeyde, BCR / ABL fiizyon geninin olusumuna yol agan, 9. ve 22.
kromozomlar arasindaki translokasyon sonucu ortaya ¢ikan Philadelphia kromozomu

(Ph) ile karakterize edilir.

KML tedavisinde, radyoterapi kesfedilene kadar arsenik kullanilmis; 1960'larda, bunun
yerinin bisulfan ve hidroksiiire almistir. 1980°lere gelindiginde tedavide bu ajanlarin
yerini allojenik kok hiicre transplantasyonu almis; yine ayni yillarda transplantasyon
icin uygun olmayan hastalar interferon alfa ile tedavi edilmistir. KML'nin molekiiler
mekanizmalarinin  anlasilmasi, tirozin kinaz inhibitorlerinin gelismesine neden
olmustur. TKI ile tedavi hastalarin hayatta kalma oranlarini arttirmakla kalmayip, ilacin

yan etkileri azaltmustir.

IIk gelistirilen TKI, Bcr-abl proteinini hedefleyen imatinib mesilat (Glivec veya
Gleevec veya STIS71) idi. KML hiicrelerinde, imatinib mesilat, ATP'yi taklit eder ve
BCR-ABL'nin tirozin kinaz alanina baglanmasini 6nleyerek etki gosterir. Ancak son
donemlerde yapilan ¢aligmalar, akselere veya blast evrelerindeki hastalarin imatinibe

direng gosterebilecegini gostermistir (4). Bu sorunu ¢6zmek i¢in dasatinib, nilotinib ve
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bosutinib gibi ikinci nesil TKI’leri gelistirilmistir.

Ilac direnci, kanser hiicrelerinin ve dokularinin kanser onleyici ajanlara karsi
duyarsizlig1 olarak bilinir. Bir hiicre ilaca diren¢ fenotipi gosterdiginde, ayni1 zamanda
kimyasal ve yapisal olarak farkli antikanser ajanlara kars1 da direng gosterebilir. Klinik
sonuclar, tirozin kinaz inhibitorlerinin basarisinin, KML hastalarinda direng gelisiminin
KML tedavisinde en bilyiik sorun olarak bildirildigini gosterdi. Kanserde coklu ilac
direncine katkida bulunan farkli BCR-ABL bagimli ve bagimsiz mekanizmalar vardir.
Bu mekanizmalar arasinda, BCR-ABL'nin TKI baglanma alanindaki mutasyonlar,
BCR-ABL'nin asir1 ekspresyonu, ATP baglayict kaset (ABC) tasiyicilari, anormal
seramid metabolizmasi, apoptozun inhibisyonu, belirli miRNA'larin ekspresyon

diizeylerinde degisiklikler ve kanser kok hiicrelerinin varligi bulunmaktadir (29).

KKH'lerin varlig: ilk olarak losemilerde ve miyelomalarda gosterildi. Hematopoietik
kok hiicrelerden ayrilan saflastirilmig 16semik kok hiicrelerin bir kisminin yeni
tiimorejenik doku olusturabilecegi bildirilmistir (105). Losemik kok hiicrelerin ilk
karakterizasyonu AML'de bildirilmis; CD34+CD38- hiicreleri AML hastalarindan izole
edilip NOD/SCID farelere enjekte edildiginde, farelerde 16semik blastlara rastlanmis ve
AMLbaslatildig1 gdzlenmistir (105,106). Tedavi siirecinde karsilasilan baslica sorunlar,
KKH'lerinden kaynaklandig: diisiiniilen tiimor niiksleri ve ila¢ direncidir. KKH'leri esas
olarak tiimoriin baglatilmasi, bakimi, anjiyojenezi, metastazi, ila¢ direnci ve hastaligin
tekrarindan sorumludur. CD34+ 16semi kok hiicrelerinin imatinib ve dasatinib'e karsi
duyarli olmadigr ve bu nedenle bu uygulamalarin dogrudan apoptozu uyarmak icin

16semik kok hiicreleri hedeflemedigi siirece etkisiz olacagi belgelenmistir (114-118).

Potansiyel ilaglar KKH'leri yerine kanser hiicrelerini hedef aldigindan, ila¢ direnci
tedavi sirasinda ana problem olmaya devam etmektedir. KKH’leri tarafindan yeni
kanser hiicrelerinin tiretimini Onlemek ve direncin tersine donmesini yenmek i¢in son
caligmalar KKH'lerini hedeflemeye odaklanmustir. Imatinib ve diger TKi'leri, uzun
vadede hastaligin niiksetmesine baglh olarak KKH’ler tizerinde etkili olmamaktadir (53).
Kanser kok hiicrelerini normal kok hiicrelerden ayirt etmek, tedavinin basarisi icin

onemli bir noktadir.

Kanserin niiks etmesini Onlemek icin yeni ajanlarmm bulunmasi ve bu ajanlarin

KKH’lerine etkilerini gormek amaciyla; KKH’lerinin yeterli sayida eldesi gereklidir ve
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oncelikli olarak yiiksek verimle calisan ayirma sistemlerine ihtiya¢ vardir. Hiicre
ayrimlamada FACS ve MACS sistemlerinin kullanimi son yillarda artmistir. Bunun en
onemli nedeni uygulamanin kolay ve hizli olmasi ve ilgili hiicre secimi ve saflastirma
sonrasi elde edilen hiicrelerin canli olmasidir. KML-KH i¢in yapilan karakterizasyon
caligmalar1 diger l6semi kok hiicrelerinde oldugu gibi CD34+/CD38- yiizey
belirteclerini icerdiklerini gostermistir. Bu c¢alismada KML-KH’leri, KS562’den
manyetik partikiiller kullamlarak (MACS yontemi) izole edildi. Izolasyonun ardindan
yapilan akim sitometrik analiz CD38-CD34+ hiicre popiilasyonunun %93,2 oraninda

oldugunu ve hiicre canliliginin %98,83 oldugunu gosterdi.

Yeni terapotik yaklasimlarm asamali olarak gelistirilmesine bakilmaksizin, etkili kanser
tedavilerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Son zamanlarda, meyve ve sebzeler agisindan
zengin bir diyetin cesitli kanser tiirlerinin riskini azalttig1 gozlemlenmistir. Bu nedenle,
yeni terapOtik ilaglarm arastirilmasinda, cesitli aragtirmalar meyve ve sebzelerden elde
edilen, fitokimyasallar gibi dogal bilesiklerin anti kanser potansiyelini arastirmaya
baslanmistir. Belirlenen bu flavanoidlerin cesitli hiicresel prosesleri modiile ederek ve
kanser progresyonu ve metastaz1 engelleyerek anti kanser aktiviteleri oldugu

gosterilmistir (217-221).

Biiyiik bir flavonol olan quercetin, antioksidan, anti-inflamatuar, anti-kanser ve anti-
diyabetik etkinlikler de dahil olmak iizere bircok biyolojik etkiyi sergiler (220).
Quercetinin, 16semi HL-60, SW-480 kolon kanseri, 4T1 fare meme kanseri 21 ve A431
epidermoid tiimor hiicreleri gibi farkli kanser hiicre hatlarina karsi apoptotik etkilere
sahip oldugu bildirilmistir. Fitodstrojenlerin anti-proliferatif etkisini degerlendirirken,
quercetinin K562 ve MDR K562/ADR hiicre biiytimesini 0zellikle inhibe ettigi
bulunmustur. K562 hiicrelerine 72 saat boyunca 9.2 mg/ml'lik bir konsantrasyonda
quercetin uygulandiginda, apoptozu indiikledigi ve KML hiicrelerinde BCR-ABL
diizeylerini diisiirdiigli bulunmustur. Quercetin ve ADR kombinasyonu MDR
K562/ADR hiicrelerinde test edilmistir. Kombine tedavi, kaspaz-3 ve kaspaz-8’in
aktivasyonunu ve mitokondriyal membran potansiyelinin (MZP) arttirdigi
kaydedilmistir. Quercetin ve ADR kombinasyonu MDR K562/ADR hiicrelerinde test
edildiginde, Bcl-2, Bel-xl'yi diisiirgii ve p-c-Jun-N terminal kinazi ve p-p38 mitojen ile
aktiflestirilmis protein kinazi (p-p38-MAPK) giiclendirdigi bulunmustur. Quercetinin
KML hiicrelerinde MDR'yi1 tersine ¢evirdigi bulunmustur. KML hiicrelerinde MDR'yi
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tersine ceviren Bcl-2, TNF ekspresyonunu azaltmistir. Ayrica, KML hiicrelerinde
Hsp70 diizeylerini de inhibe etmistir. Quercetin, telomeraz enzimini inhibe ederek

apoptozu indiiklemistir (251).

Bu calismamizda artan dozlarda quercetine (1-40 nM) 48 saat boyunca maruz birakilan
KML-KH’lerinin ¢ogalma yiizdesinde doza bagimli bir azalma belirlendi ve quercetinin
IC50 degeri 1,5 nM olarak hesaplandi. Elde edilen XTT hiicre proliferasyonu
sonuclarma gore, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 1, 5, 10, ve 20 nM quercetinin
KML-KH’lerinin proliferasyonunu %37, %72, %90 ve %99 oraninda azalttigi
hesaplandi. Ayrica artan dozlarda quercetin (1-20 nM) uygulanan KML KH’lerinde
kontrol grubuna gore doza bagimli olarak kaspaz-3 enzim aktivitesinde ve MZP
bozulumunda 6nemli artislar belirlendi. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, 10 ve 20
nM Quercetine maruz birakilan KML-KH’lerinin kaspaz-3 enzim aktivitesinde sirastyla
%75 ve %321 artis belirlenirken ayni dozlarm KML-KH’lerindeki mitokondri zar
potansiyeli bozulumunda %86 ve %333 artislara neden oldugu tespit edildi. Ancak
Quercetinin  KML-KH iizerine apoptotik etkisinin instrinsik yolak iizerinden

degerlendirilmesi yapilmamustir.

Molekiiler genetik kusurlarin anlagilmasi ve tiimorlerde kompleks sinyal yollarinin
diizenlenmesi, Ozellikle de apoptozun diizenlenmesi kanserin tedavisinde Onemlidir.
Igsel ve digsal apoptotik yolaklar ve p53, proteozom / ubikuitin sistemi, NFaB ve PI3K /
Akt yolaklar1 gibi diger sinyalleme modiilatorleri hakkidaki bilgilerimiz, tek basina
etkili olup olmadigini gosteren bircok yeni ajanlarin kesfedilmesine yol a¢cmuistir.
Ajanlar veya konvansiyonel sitotoksik terapi veya radyasyon ile kombinasyon halinde
uygulanabilir. Farkl tiimor tiplerinde apoptozu kontrol eden farkli sinyal yollarini1 daha
iyl anlamak, yeni hedeflenen ajanlarin kesfedilmesine ve hedeflenen tiimore spesifik

molekiiler kusurlara dayanan klinik aragtirmalarin tasarlanmasina yardimci olacaktir.

Quercetinin, farmasotiklerde kullanimi, zayif biyoyararlanimi, hidrofobik yapisi ve
diisiikk kararliligi nedeniyle halen sinirlidir. Ayrica, quercetin, gastrointestinal sistemde
yiikksek seviyelerde enzimatik parcalanma egilimi gosterir ve viicutta dolasim siiresi
diisiiktiir (198). Bazi calismalar, klinik faz caligmalarinda yiiksek dozda quercetin'in
toksik etkilerini bildirmistir. Aksine, Harwood ve ark. in vitro davranigina kiyasla
quercetinin in vivo olarak toksik olmadigini bildirmislerdir (251). Bu belirsizlikler,

tedavilerde terapotik molekiil olarak uygulanmadan once quercetin i¢in daha gelismis
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toksisite ve giivenlik analizi i¢in bir ihtiya¢ yaratmaktadir. Bu nedenle artmis
biyoyararlanim, uzun siireli stabilite, uzun siireli dolagim siiresi ve diisiik dozlarda
toksik etkilerin azaltilmasi ile modifiye edilmis quercetin formlarinm gelistirilmesi

Onerilmektedir.

Sonu¢ olarak, Quercetinin KML KH’leri lizerine apoptotik ve antiproliferatif etkileri
belirlenmis ve kaspaz-3 enziminin ve mitokondrinin apoptotik hiicre 6liimlerindeki

rolleri ortaya konmustur.
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